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Referat

In der Pathologie des Herz-Kreislauf-Systems spi&&AS-Komponenten eine wesentliche
Rolle, deren Effektoren letztlich AT1R und MR sind. der vorliegenden Arbeit werden in
einem definierten HEK293-Zellmodell mit transiemarisfiziertem humanen AT1R und
humanem MR Wechselwirkungen in der Signaltransdukezwischen dem AT1R und dem MR
hinsichtlich der genomischen Aktivitat am GRE, dosphorylierung von ERK1/2 und der
kurzfristigen Anderung der intrazellularen “G&onzentration untersucht. Hierzu kamen zur
Quantifizierung der ERK1/2-Phosphorylierung SDS-EAGnd Western Blot zum Einsatz.
Verdnderungen der intrazellularen  Calcium-Konzéimna wurden  Uber den
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 registriert. Fur diestBemung der Aktivitat am GRE wurden
Reporter-Gen-Assays verwendet.

Bei hoheren Konzentrationen (Aldo 10 nM, Angll 10) und kurzer Inkubationszeit (5 min)
zeigte sich kein Effekt einer zusatzlichen Gabe #dao auf die Angll-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung, bei geringen Konzentrationen ¢AIDO pM, Angll 1 nM) jedoch eine
hemmende Wirkung. Bei einer langeren Inkubation (3@n) war bei den hdheren
Konzentrationen unter der gleichzeitigen Gabe vomdoA eine geringere ERK1/2-
Phosphorylierung zu verzeichnen, jedoch nur in Asembeit des MR. Die Beobachtungen im
HEK293-Zellmodell stehen im Widerspruch zu den eigfen Beobachtungen an VSMC, wo
eine potenzierende Wirkung von Aldo/MR auf die ArAgtuzierte ERK1/2-Phosphorylierung
beschrieben wurde. Aldo (10 nM) erhoht das intlai&le Calciumniveau und verkirzt die Zeit
bis zum Eintreten eines Angll (100 nM)-induzier@alcium-Peaks. Aldo zeigte jedoch weder
einen signifikanten Einfluss auf die Verteilung déngll-induzierten zellularen Calcium-
Reaktionsmuster, noch auf das Ausmafd der PeaksPRiateaus und die Form des Peaks. Die
schnelle Calcium-Antwort auf Angll bietet unter deerwendeten Konzentrationen somit
zunachst keinen Ansatz fur eine Erklarung einer Mgelwirkung von Angll/AT1R und
Aldo/MR. Verschiedene Kombinationen von Aldo- unchgN-Konzentrationen fiihren in
Anwesenheit des MR und AT1R zu einer Abnahme deolaken Aktivitat am GRE im
Vergleich zur alleinigen Gabe von Aldo. Dies ist ahesten durch einen allgemein hemmenden
Einfluss von Angll/AT1R auf die Transaktivierungsiakat am GRE bedingt. Dagegen bleibt
die relative Aktivierung des MR durch Aldo erhaltemd zeigt sich zum Teil gesteigert.
Insgesamt liefern die Ergebnisse der durchgeflhEeperimente weitere Evidenz fur eine
komplexe Interaktion von Angll/AT1R und Aldo/MR. ldem definierten System zeigt sich,
dass die Anwesenheit von AT1R und MR hinreichendliseine hemmende, nicht jedoch fir

eine positive Interaktion.

Cuno, Robert: Interaktion der Signaltransduktion iomanem Mineralokortikoidrezeptor und
humanem Angiotensinll-Rezeptor Typ I, Halle (Sadl#)iv., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2014
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1. Einleitung
1.1. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) Istelne Hormonkaskade dar, welche
unter anderem zur Synthese von Angiotensin Il (Bnghd Freisetzung von Aldosteron (Aldo)
fuhrt (s. Abb.1). Physiologisch ist das RAAS an deegulation des Blutdruckes, des
Plasmavolumens, des Durstempfindens und der Madaolie des Sympathikotonus
entsprechend den jeweiligen physischen Erfordeznibeteiligt [1].

Das RAAS kann in ein zirkulierendes bzw. ,klasse£h RAAS und ein gewebebasiertes
RAAS eingeteilt werden. Im zirkulierenden RAAS wiatis den juxtaglomerularen Zellen der
Niere Prorenin und Renin in den Blutkreislauf alessn [2]. Adaquate Stimuli hierfir sind
Veréanderungen der Perfusion der afferenten Artemioler Niere, ein erhéhter Sympathikotonus
oder eine zu geringe NaCl-Konzentrationen an decuidadensa [3]. Angiotensinogen ist ein
Peptid aus 13 Aminosauren (AS), welches konstitatider Leber gebildet und in den Kreislauf
abgegeben wird. Die Protease Renin wandelt Angsitegen zum Dekapeptid Angiotensin |
um. Angiotensinogen liegt in deutlich héheren Karieationen im Kreislauf vor als die
nachgelagerten Stufen des RAAS. Somit hat die Kunaton von Renin den entscheidenden
Einfluss auf die Konzentrationen der nachgelagesasoaktiven Metabolite [4]. Angiotensin |
wird durch das Angiotensin-Converting Enzyme (AGE)das Oktapeptid Angll umgesetzt.
ACE zirkuliert im Blut, ist aber auch am Endotherschiedener Gefal3gebiete, insbesondere in
der Lunge zu finden. Alternativ kann die Umwandlwag Angiotensin | in Angll auch durch
die Chymase der Mastzellen im kardiovaskularen Gewm der Niere oder humanen Gefalien
erfolgen [1]. Daneben existieren einige weitere &detisierungspfade [1, 5]. Angll wird durch
Aminopeptidasen abgebaut [1], kann aber auch ddesh ACE2 zu Ang(1-7) umgewandelt
werden [6].

Das gewebebasierte RAAS ist in verschiedenen Organeutreffen, so z.B. in Herz, Nieren,

\ Angiotensinogen {13 AS) |

Sympathikoltonus 4

+— | Minderperfusion Niere

NaCl-Konzenlration &

| Angiotensin 1 {10 AS) |

|[ace | | [[crymase]

\ Angiolensin Il {8 AS) |

| |

| Aldosteronfreisetzung | Vasokonstrikiion
Sympathikotonus
Durstempfinden

Abb.1 - Ubersicht iiber wesentliche Komponenten des RAAS




Gehirn und im Fettgewebe und es kann unabhéangig,iwden Nebennieren und im Gehirn
oder in enger Wechselbeziehung mit dem zirkulieeendAAS, wie im Herz und in den Nieren
operieren [7]. Seine maximale Aktivitat entfaltst wohl in der Phase der Organentwicklung,
danach nimmt seine Aktivitdt wieder ab. Die Funktidieses RAAS liegt moglicherweise in

einem Beitrag zur regionalen Blutflusssteuerung [1]

1.2. Angiotensin Il und AT1R
1.2.1. Angiotensinll-Rezeptor Typ 1 (AT1R)
Der ATIR ist der am besten untersuchte RezeptorAfigll. Er ist in einer Vielzahl von

Organen anzutreffen, unter anderem in Leber, NebemnGehirn, Lunge, Nieren, Herz und
GefaRen [8]. In GefaRen findet man den AT1R in hok®nzentrationen in den glatten
GefalRmuskelzellen (VSMC = vascular smooth musclis)cend nur in geringem Mal3 in der
Adventitia. Es handelt sich um ein Glykoprotein &8%9 AS mit einer GrolRe von 40 kDa
welches zur Familie der 7-Transmembran G-Protekogeelten Rezeptoren (GPCR) gehdrt
[1]. Kodiert wird der humane AT1R auf Chromosom Ipim Menschen existieren, im
Gegensatz zu den Nagern, keine Subtypen, jedostebah durch alternatives Splicing zwei
Isoformen des AT1R, wobei sich die beiden Isofortktionell nicht unterscheiden [9, 10].
Die Bindung von Angll an den AT1R induziert eine iformationsanderung, woraufhin der
AT1R u.a. mit verschiedenen G-Proteinen interagikann. G-Proteine sind Heterotrimere,
welche aus einem fg-Dimer und einer Guanindiphosphat (GDP)-bindenderU@tereinheit
bestehen. Der AT1R kann verschiedeneo-Whtereinheiten mit unterschiedlichen
Signalaktivitaten binden, insbesondere spielen Gigy/11, Gx12/13 und @i eine Rolle. Der
ligandengebundene AT1R katalysiert den AustauschGDP gegen Guanintriphosphat (GTP),
was zu einer Dissoziation vora@nd @y fihrt und diesen eine Interaktion mit verschiedene
Effektoren ermdglicht [8, 11]. Die &Untereinheit besitzt eine intrinsische GTPase-Akit,
welche GTP zu GDP hydrolisiert und damit die Reassion der G-Proteine ermoglicht. Die
Dauer und Intensitat des Signals der G-Proteindditeiten am AT1R wird durch
Regulatoren der G-Protein-Signalgebung (RGS) gégéigl beeinflusst, welche die GTPase
aktivieren oder die Interaktion derantereinheit mit nachgelagerten Signalmolekilen
behindern kdnnen [12]. Die mRNA von RGS2, welches Gemmt wird nach Stimulation mit
Angll teils PKC-abhangig hoch reguliert [13]. DeF 2R wird einige Minuten nach Aktivierung
endozytiert, wobei ein kleinerer Teil der intersaiten Rezeptoren zur Membran zuriick
recycelt wird, wahrend der Rest in Lysosomen abgieléard [14]. Die Internalisierung des
AT1R kann uUber Caveolae erfolgen, wobei Angll digséziation des AT1R mit Caveolin-1
(Cav-1) fordert [14-16].

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

(mit dem ubiquitar exprimierten Arrestin 2p=Arrestinl und Arrestin 3 $8-Arrestin2) in der



Lage, mit dem ligandenaktivierten AT1R zu interagie Die verschiedenen GRKs erzeugen
unterschiedliche Phosphorylierungsmuster am AT18&s winfluss auf die Konformation der
rekrutiertenp-Arrestine nehmen kanmfi-Arrestine behindern die Bindung von G-Proteinen an
den AT1R, steuern aber auch weitere intrazelllléoegédngeals Scaffold (=Geriist)-Proteine.
Die GRK2/3 werden uber &3 zur Membran rekrutiert und erhdéhen die Affinit&sdAT1R zu
B-Arrestinen mit nachfolgender Internalisierung pesalisierten ,Coated Pits* mit Clathrin.
Die konstitutiv an die Membran gebundenen GRK5/thesen an einer G-Protein-
unabhéangigenf-Arrestin-mediierten Aktivierung des Extracellul&ignal Regulated Kinase
(ERK)1/2-Signalweges beteiligt zu sein [17-19].

Die Funktion des AT1R wird zudem durch weitere Ratjons- und Modulationsméglichkeiten
modifiziert. So bildet der AT1R mit sich selbstealauch mit einem weiteren Angll-Rezeptor,
dem AT2R und anderen Rezeptoren Dimere [20-22]oflbkch erhdhte Spiegel von Angll
mindern die Expression des AT1R. Eine Reihe weitdrmone beeinflusst die Expression des
AT1R [14]. Der AT1R selbst ist auch ein Ziel fled?KC [23].

1.2.2. AT1R-vermittelte Effekte des Angiotensin I

Angll vermittelt seine Wirkung tUber den AT1R anairReihe von Organen und Zelltypen.
Diese Wirkungen dienen in erster Linie der phygisdohen Funktion von Angll, also der
Stabilisierung des Blutdrucks. Beispiele hierfindsidie Kontraktion der vaskularen glatten
GefalBmuskelzellen, die Verstarkung der sympathisgrimittelten Vasokonstriktion [24], die
Steigerung der Synthese und Freisetzung von Alowstend die Einflussnahme im ZNS auf
den Sympathikotonus, Durstempfinden und die Autaliggn des zerebralen Blutflusses [14].
Der Einfluss auf die kardiale Kontraktilitat istrkplex; es gibt Berichte tber positive, negative
oder gar keine Wirkungen [25].

Angll kann Uber den AT1R auch an der Pathophysielater Erkrankung verschiedener
Organe, insbesondere der GeféalRe, Herz und Nier@iligiesein. Angll stimuliert Uber den
ATI1R in VSMC die Proteinsynthese, Hypertrophie upibliferation [26]. Dabei induziert
Angll in den VSMC eine Reihe von WachstumsfaktorBnoteinen der Extrazellularmatrix
(EZM), zytokine und Chemokine, die an der Entwiciduvon Gefalerkrankungen beteiligt
sind [26]. In Endothelzellen fordert Angll Uber dam1R die Akkumulation von Leukozyten an
der GefaRwand, sowie die gesteigerte ProduktionBradothelin-1 [26] und induziert den LDL-
Rezeptor, der bei der Bildung von atherosklerogschdsionen eine wichtige Rolle spielt [27].
Angll steigert in VSMCs und Endothelzellen Uber damlR die mRNA von Plasmin-
Aktivator-Inhibitor (PAI)-1 und PAI-2 und Ubt so mlicherweise einen Einfluss auf die
Thrombosebildung und den Umsatz der EZM aus [28herfosklerotische Plaques humaner
Koronarien weisen eine lokale RAAS-Aktivitat miten Spiegeln von ACE, Angll und des
AT1R auf [29].



In kardialen Myozyten induziert Angll Uber den AT1Rypertrophie, eine verdnderte
Expression von Genen fiir kontraktile Proteine umel Mekrose. In kardialen Fibroblasten
steigert Angll die Proliferation und die Expressidroseassoziierter Gene, wie Kollagen Typ |
und Il sowie Fibronektin [26]. Dabei scheinen fliese Prozesse in den kardialen Myozyten
Untereinheiten von Gg-Proteinen entscheidend zu, geikardialen Fibroblasten dagegen von
Gi-Proteinen [30].

In der Niere kann Angll einen pathologischen Eisslauf die Zellen des Mesangiums nehmen.
Die bei diesen Zellen induzierte Hypertrophie, Fechtion und Produktion von EZM leistet
ihren Beitrag zur Glomerulosklerose. Zudem sindhauWeranderungen der Genexpression in
renalen epithelialen Zellen unter dem Einfluss ¥orgll Gber den AT1R beschrieben worden
[26].

1.3. Aldosteron und Mineralokortikoidrezeptor

1.3.1. Mineralokortikoidrezeptor

Der Mineralokortikoidrezeptor gehort zur Familier ddassischen Steroidrezeptoren und damit
zu den nukledren Rezeptoren, einer Gruppe von diggabhangigen Transkriptionsfaktoren
[31, 32]. Der MR wird beim Menschen auf Chromosonm4der Region q31.1 kodiert und
besteht aus 10 Exons [33]. Das Translationsprodelkit eine Gré3e von 107 kDa auf, besteht
aus 984 Aminosduren und besitzt mehrere funktienBloméanen. Die Doménen des MR
werden auch mit A bis E bezeichnet [34, 35].

Die N-terminale Domé&ne (NTD), die alternativ alBAbomane bezeichnet wird, scheint eine
wichtige Funktion im Zusammenhang mit der Transaédtungsaktivitdt (Wechselwirkung mit
der Transkriptionsmaschinerie) des MR unabhangig aganden zu haben. Es existieren in
der NTD zwei Aktivierungsdomanen (Activation furmsti= AF), AF-1a und AF-1b mit einer
dazwischen gelegenen zentralen inhibitorischen Dem#&F-1a und AF-1b sind durch ihre
Interaktion mit weiteren zellularen Regulatoren argich an der Modulation und Selektivitat
der Transaktivierungsaktivitat des MR beteiligt J[3bie DNA-Bindungsdoméne (DBD) bzw.
C-Doméne dient der Interaktion mit den Hormon RespcElementen (HRE), also spezifischen
Promotorelementen der DNA flir die Bindung des Rewsp Die DBD ist mit zwei
Zinkfingerdoméanen ausgestattet, wobei die eindaite Bindung an die DNA, die andere die
Homo- oder Heterodimerisierung mit einem weitereler@drezeptor vermittelt [36]. Die
Ligandenbindungsdomane (LBD, E/F-Doméane) ermogliiathormonspezifische Aktivierung.
Die LBD bindet verschiedene Chaperone wie Hitzeskpmteine (HSP) 70 und 90, aber auch
verschiedene Immunophiline. Die LBD besitzt zudeegi@nen, welche die Dimerisierung mit
MR oder auch Glukokortikoidrezeptoren (GR) ermdgtic und die ligandenabhangige
Transaktivierungsdoméane AF-2 [36-38]. Zwischen D&l LBD existiert die Scharnierregion

(D-Doméne). Sie ermdglicht eine Umlagerung der DBEiativ zur LBD und damit eine



korrekte Positionierung des Rezeptors zur Aktivigrudes Transkriptionsapparates. Nach
Bindung eines Liganden kommt es zur Anderung denfétonation in der LBD des MR.
AnschlieRend erfolgt die Translokation des MR inndéellkern und die Bindung des
dimerisierten MR an die HRE von Zielgenen mit alktiender bzw. hemmender Wirkung auf
die Transkriptionsaktivitat [39].

Der endogene Ligand bei Menschen fur den MR istAddgsteron, ein Steroidhormon, welches
vorrangig in der der Zona glomerulosa der Nebeenieénde gebildet wird. Stimuliert wird die
Synthese von Aldosteron unter anderem durch Kalltu@iTH, Vasopressin sowie Angll [40].
In physiologischen Konzentrationen bindet Aldo ktlean den MR. Der MR kann auch durch
Glukokortikoide (GC) aktiviert werden. GC haben ziiR eine &hnlich hohe Affinitat wie
Aldo, kommen aber in 100-1000fach hdheren Plasnmekarationen als Aldo vor, so dass mit
einer dauerhaften Besetzung des MR mit GC zu rechvige [37]. Zudem entsprechen alle
bisher definierten HRE des MR denen des GR, alsoGlekokortikoid Response Elementen
(GRE) [3]. Dennoch sind mineralokortikoidspezifiediffekte am MR in bestimmten Zelltypen
zu beobachten und folglich missen Mechanismenierdst die dies ermdoglichen [37, 41].
Durch Expression der BaHydroxysteroid-Dehydrogenase-2 (#HSD-2) kann Cortisol in
inaktives Cortison umgewandelt und so lokal defl&ss der GC auf den MR reduziert werden.
Die 113-HSD-2 wird vorrangig in klassischen epithelialeérlgeweben mit MR (Niere, Kolon)
exprimiert, aber auch in BlutgefalRen und nur innggrm Mal3e in Herz oder ZNS [37, 42-44].
Auf der Rezeptorebene zeigt sich der Komplex awoAlnd MR stabiler, da Aldo langsamer
vom MR abdissoziiert als Cortisol [37]. Die Fahigkdes MR gewebe- und ligandenspezifische
Wirkungen zu entfalten beruht auch auf seiner &kgon mit einer Reihe von
Bindungspartnern wie Chaperonen, Koregulatoren, emd Transkriptionsfaktoren und
modifizierenden Proteinen. Zudem modulieren Inteoalen zwischen den Doménen des MR
den transkriptionellen Komplex [45]. Unter Aldo wder eine starkere Interaktion zwischen den
N-/C-Termini beobachtet, was fir die Rekrutieruram \Koregulatoren von Bedeutung scheint
[37]. Neue MR-spezifische Promotorelemente, wie. ZBrzlich fur den humanen EGFR-
Promotor beschrieben, sind eine weitere MoglichkdiR-spezifische Effekte zu erzielen [46,
47]. SchlieBlich scheint eine Aktivierung des MRauGC auch vom Redox-Zustand der Zelle
abhéngig zu sein [48]. Allgemein spielt auch diev@leeverteilung und das Ausmalf der lokalen

Expression des MR und seiner Koregulatoren einieRol

1.3.2. Physiologische und pathophysiologische Bedeang von Aldo/MR

Die klassische physiologische Aufgabe von Aldo/Ndgit in der Regulation des Elektrolyt- und
nachfolgend des Volumenhaushalts, insbesondere imsardmenhang mit der
Blutdruckregulation Gber das RAAS. Dabei steuedoAMR in erster Linie die Aufnahme von

Natriumchlorid Uber die Epithelien in Niere und Kon] dem dann in zweiter Linie Wasser



nachfolgt. Begleitet wird dies durch eine Sekretioon K- und H-lonen. Im zentralen
Nervensystem ist Aldo/MR an Veranderungen des Sgmig#onus mit Einfluss auf die
Freisetzung von Renin und die Empfindlichkeit desdBezeptorreflexes beteiligt [3].

Eine Aktivierung von Aldo/MR besitzt aber auch pgihysiologische Bedeutung. Sie scheint
eine wichtige Rolle bei kardiovaskularen Erkrankemgzu spielen, was sich in klinischen
Studien zeigt [49-51]. Im renokardiovaskularen 8gstkann es durch Aldo bzw. inadaquate
MR-Aktivierung zu lang anhaltender klinisch reletan Hypertonie mit endothelialer
Dysfunktion, Inflammation, Remodeling, Hypertrophied Organschadigung kommen [3, 52].
Eine Aldo/MR-Aktivierung kann sich durch erhohterenralen Sympathikotonus mit
gesteigerter Renin-Freisetzung, RAAS-Aktivierungl letztlich erhohter Aldo-Sekretion selbst
verstarken. Erhohte Natriumchlorid-Aufnahme kann Yaranderungen im Redox-Status
kardiovaskularer Zellen und damit zur AktivierungnvGC-besetzten MR fulhren und zudem
vaskulare Inflammation férdern. Der aktivierte MBnk durch die Aktivierung bzw. Induktion
der NAD(P)H-Oxidase die Bildung von ROS (Reactivey@en Species) verstarken und so den
Redox-Status beeinflussen. Initiiert durch geeignbtitspieler, welche ein ,permissives”
Milieu mit gesteigerter ROS-Produktion initiierenB. Natriumchlorid oder Angll, kann es so
selbst bei normalen oder niedrigen Aldo-Spiegeln ener sich selbst verstarkenden
Aktivierung des MR kommen [3]. Im Zuge der pathogibjogischen MR-Aktivierung kommt
es zur gesteigerten Expression von am vaskularem&eling beteiligten Genen, wie AT1R,
ACE, NAD(P)H-Oxidase, NkB, AP1, Zytokinen, Adhasionsmolekilen und EGFR. Ube
primar nicht-genomische Effekte, wie die Transakitng des EGFR, Aktivierung
zytosolischer Tyrosinkinasen, PKC und Mitogen-aktiter Proteinkinasen (MAPK) wird Uber
die Stimulation der NAD(P)H-Oxidase weiter zum (merg vom physiologischen zum
pathophysiologischen Zustand beigetragen [3].

1.3.3. Klassische Effekte von Aldo/MR

Zu den klassischen Zielgeweben zahlen die Epithmelien Niere, Kolon, Schweil3- und

Speicheldrisen [53]. Auch in anderen transport@ganEpithelien von Lunge und Dunndarm
konnte eine Expression des MR nachgewiesen weferbp]. Im Mittelpunkt der klassischen

Betrachtung steht eine Aktivierung des MR durchoAhdit nachfolgend gesteigerter Expression
von Proteinen, welche Einfluss auf den Transport men, vor allem Natriumionen, an den
Epithelien der klassischen Zielorgane nehmen.

In einer frlhen Phase von ca. 1-6 h nach Aldo-Galeeden Uber den MR vorrangig

Signalproteine induziert, welche Einfluss auf diktiditat bzw. die Lebensdauer bereits
vorhandener Kandle und Transporter nehmen [56]rzHiggehért die Sgkl (Serum und

Glukokortikoid-induzierbare Kinase 1). Die Sgkl nmtiiert die Aktivitat und

Oberflachenexpression der W&-ATPase und hemmt den proteasomalen Abbau des



epithelialen Natriumkanals (ENaC) [56, 57], danelidnt die Sgkl einen Einfluss auf eine
Reihe anderer lonenkanale aus [58]. In der friheas® wird auch das G-Protein Ki-Ras2
induziert, welches die Expression der ENaC an d#ioBerflache reduziert, aber die Aktivitat
des einzelnen ENaC erhoht [59]. Das Glukokortikowiszierte Leucin Zipper Protein (GILZ)
wird durch Aldosteron nach 30 min verstarkt experhi In T-Zellen hemmt es die Raf-1-
Phosphorylierung und behindert damit die ERK1/2dphorylierung. In EGF-behandelten
HEK293-Zellen steigert es die Oberflachenexpresslea ENaC. Uber die Inhibierung des
ENaC-hemmenden ERK1/2-Signalwegs kommt es zu easteigerten ENaC-Aktivitat [60,
61]. Der frih induzierte Channel-inducing FactoH(E) erhoht die Natriumaffinitat und damit
die Aktivitat der N&/K*-ATPase [60]. In der frihen Phase steigert Aldastetie Pumpleistung
der Nd/K*-ATPasen auch Uber eine Rekrutierung von Natriungmmm aus einem
intrazellularen Reservoir zur Membran [62].

In einer spaten Phase ab ca. 6 h kommt die dite#itétion von Transport- und Kanalproteinen
zum tragen [56]. Hierzu gehoren die und B-Untereinheit der N@K*-ATPase [63] und
Untereinheiten des ENaC [64-66]. Zu den weiterendéBe deren Expression durch Aldosteron
in Epithelien gesteigert wird, gehéren unter angtedas N-myc Downstream-regulated Gene 2
(NDRG2), Endothelin-1 (ET-1) und PAI-1 [36]. Auchifadie Expression des ROMK (Renal
Outer Medullary K Channel) und weiterer Kaliumkanale nimmt Aldo His6 [67-70].

1.3.4. Nicht-klassische Effekte von Aldo/MR

Als nicht-klassische Effekte von Aldo/MR kann mamne einen die Effekte betrachten, die
primér nicht-genomischer Natur sind, zum anderemogesche Effekte in nicht-klassischen
Zielgeweben mit MR-Expression, wie Herz, GefalReNSZHaut und Fettgewebe [36]. Eine
Unterteilung der zellularen Effekte in genomiscld umicht-genomisch hat vor dem Hintergrund
beschriebener Wechselwirkungen zwischen dieserktéfiean Scharfe verloren [52, 71, 72].
Durch direkte Phosphorylierung des MR oder Beegsilung von Kofaktoren der MR-initiierten
Transkription kdnnen Komponenten primar nicht-geisoimer Signalgebung Einfluss auf die
genomische Wirkung von Aldo Uber den MR austibei. [3&@ wurde nach Aldo-Gabe am MR
ein schnelle Phosphorylierung unter Beteiligung BIKC-a beobachtet, wobei eine Hemmung
des frihen Aldo-induzierten PK&Signalwegs zu  einer reduzierten MR-
Transaktivierungsaktivitat fuhrt [73]. Eine ERK1AkKivierung verstarkt die genomische
Aldo/MR-Antwort am GRE [74, 75]. Die genomische Wing von Aldo/MR nimmt tber die
verstarkte Expression von Signalproteinen Einflaigtdie primér nicht-genomisch aktivierten
Signalkaskaden, beispielsweise durch gesteigerfgeBsion und EGF-Empfindlichkeit des
EGFR [46].

Zu den primar nicht-genomischen Effekten von Alddlassischen Zielgeweben zéhlen unter

anderem die Aktivierung der PKC, der Anstieg vomarellularem CH sowie die Aktivierung



von PKD, EGFR, ERK1/2 und NHE. In der Folge komn# 2u Veranderungen von
intrazellularem pH und Natrium welche das Zellvokmund pH-sensitive Transporter wie die
Katp - Und Ke-Kanale beeinflussen. Die physiologische Bedeutkiingnte in der Regulation
des Zellvolumens unabhéngig vom pH oder des Menplotantials unabhangig von der
Natriumreabsorption liegen [52, 71], moglicherweigberbriicken die nicht-genomischen
Effekte die Latenzzeit bis zur Wirkung der genornhest Effekte [56].

In nicht-klassischen Zielgeweben wurden priméar fngdgnomische Effekte unter anderem an
Gefallen und kardialen Zellen beobachtet. Die Wigkeom Aldo/MR auf den Geféal3tonus héngt
von dem Grundzustand des Gefal3es und dem vorrangigsprochenen Zelltyp ab [76].
Physiologisch fordert Aldo tber eine PI-3K-verniigeStimulation der eNOS [77] die NO-
Ausschittung im Endothel und damit eine Dilatatims GefalRes. In VSMC fordert Aldo Uber
PLC, IR, C&', PKC, PI-3K und MLCK dagegen die Vasokonstriktjat8-81]. Pathologisch
fordert Aldo im Endothel die ROS-Produktion, dietlapplung der eNOS, den Verbrauch von
NO zur Peroxynitritbildung und senkt die Expressitar G6PDH [76, 82, 83], was insgesamt
die Vasokonstriktion begiinstigt. Bei endotheliddysfunktion fordert Aldo durch Uberwiegen
der VSMC-Wirkkomponente die arterielle Hypertorid [ 85].

Am Herzen Ubt Aldosteron direkten Einfluss auf Torter der Kardiomyozyten aus und
férdert Remodeling. Eine durch die PKCvermittelte direkte Hemmung der Aktivitat der
Na'/K*-ATPase und die Aktivierung des N&*-/2CI-Kotransporters zeigten sich durch MR-
Antagonisten komplett hemmbar [86]. In Kardiomy@&ytwurde auch eine positiv inotrope
Wirkung von Aldo durch intrazellularen pH-Anstiegfolge einer NHE-Aktivierung beobachtet
[87]. Zudem wurde eine Induktion der Matrix-MetaRooteinase (MMP)-Aktivitat durch Aldo
tber den MR in Abhangigkeit von PKC, ROS und Aldgiviing von ERK1/2 beschrieben [88].
Ein weiterer Effekt am Herzen ist ein schneller RP&tihangiger Abfall des koronaren
Blutflusses nach intrakoronarer Gabe von Aldo, lnreiner Ischamie zu einer Zunahme des
kardialen Schadens und des Remodelings fiihrt [89].

In den nicht-klassischen Zielgeweben wurden gendmisffekte von Aldo/MR beschrieben
und eine Reihe von Zielgenen fir Aldo/MR identii#i wobei die biologische Funktion teils
unklar bleibt. Beispiele fur eine verstarkte Exgies durch Aldo/MR sind Osteopontin und
ACE in aortalen Endothelzellen. In glatten Muskiégefand sich eine gesteigerte Expression
von EGFR und MDM2 (Murine Double Minute Gene 2) kardialen und renalen Fibroblasten
von Kollagen I, Ill und IV. Auch hemmende Effektefalie Expression von Genen wurde unter
Aldo/MR gesehen, wie im Fall der G6PDH im Endotlklelr Koronarien oder von UPAR
(Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor)Henzen [36]. Dabei wird der genomische
Effekt zum Teil direkt durch Bindung des MR an Paodaren vermittelt, wie im Fall des EGFR
in VSMC [46], zum Teil auch Uber die Aktivierungrv&ignalproteinen wie dem EGFR, wie im

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



Expression von L- und T-Typ-Calciumkanalen unteb&saon Aldo gesehen [91]. An Gefalien
wurde eine Aldo/MR-abhéngige gesteigerte Expressiom Placental Growth Factor (PGF)
beobachtet, welchem eine Bedeutung bei GefaRRsah@ylignd Atherosklerose zugemessen
wird [92, 93], im Endothel zeigte sich eine verkt&rExpression von Striatin [94].

Der klassische MR scheint nicht fur alle schnelgfekte von Aldo verantwortlich zu sein. So
konnte in MR- als auch scheintransfizierten CHOd #EK293-Zellen der intrazellulare €a
Anstieg nach Aldo-Gabe durch den kompetitiven MRaonisten Spironolacton nicht
gehemmt werden [74]. Als moglicher alternativer &sor fir schnelle vaskulare Effekte von
Aldo wurde der G-Protein-gekoppelte Estrogenrezef@®ER, vormals GPR30) beschrieben
[95-97].

1.4. Gemeinsam von Angll/AT1R und Aldo/MR genutzteSignalvermittler

Eine Ubersicht tiber wesentliche von Angll/AT1R bZWdo/MR genutzte Mechanismen der
Signaltransduktion geben die Abbildungen 2 und i@. g&meinsam genutzten Signalvermittler

werden im Folgenden dargestellt.

1.4.1. Aktivierung von Phospholipasen und PKC-Isafrmen

Die Familie der PLC besteht aus einer Reihe vofotaten, wobei die PL$-durch G-Protein-
Untereinheiten, die PL&-durch Tyrosinkinasen und die PLd3durch Calcium reguliert werden
[98]. Die PLC erzeugt innerhalb von Sekunden Imdsit4,5-trisphosphat (WP und
Diacylglycerin (DAG). IR bindet als Second Messenger an Rezeptoren irtrizel
Calciumspeicher und sorgt fiir eine Freisetzung @#'. DAG aktiviert, zum Teil in
Kombination mit C&", Proteinkinase C (PKC)-Isoformen, wobei es si@rbei eher um eine
kurzzeitige Aktivierung handelt. Eine anhaltende titikrung der PKC kann (ber die
Aktivierung der Phospholipase D (PLD) mit anhaltenBreisetzung von Phosphatidat, welches
schnell in DAG umgewandelt wird, erfolgen. Hierlspielen G&12 und By unter Beteiligung
von c-Src eine Rolle [99]. Die konventionellen PKE®KCs;a, BI, Bll, y) werden abhangig
von DAG (oder Phorbolestern wie PMA) und?Caktiviert. Die neuen PKCs (NPKCS§; ¢, 9,

n) werden durch DAG oder PMA aktiviert, unabhangmnvC&*. Atypische PKCs{ 1, 1)
binden PIP3 und Ceramide, aber kein DAG oder PMwWe iAktivierung hangt von Protein-
Protein-Interaktionen und der Phosphorylierung dutie Phosphoinositide-dependent Kinase-1
(PDK-1) ab [100].



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

Nach der Aktivierung des AT1R durch Angll erfoldber Guql1By und Gul2By zunéachst die
Aktivierung der Phospholipase C (PL)-kurz danach auch der PLCdurch aktivierte
Tyrosinkinasen [101]. DAG und Calcium fuhren damwige oben beschrieben, zu einer
Aktivierung von PKC-Isoformen. Die PKC kannof® phosphorylieren und damit die
Reassoziation mit & verhindern, was zu einer verlangerten PKC-Aktivitihrt [102]. Eine
PLD/PKC-vermittelte Aktivierung der NAD(P)H-Oxidaseitiiert mit einem ersten Peak nach
ca. 30 Sek. eine biphasische ROS-Freisetzung dmghl. Das erzeugte D, aktiviert c-Src
und diese den EGFR, welcher wiederum Uber die PL4BH PIP3 flr eine Rac-Aktivierung
sorgt. Rac aktiviert anhaltend die NAD(P)H-Oxidasieeinem ROS-Peak bei 30 Min [103]. Zu
den ROS-abhangigen Angll-vermittelten Effekten zékben der Aktivierung von Src und des
EGFR auch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoneie NFxB und AP-1 [104]. Die PI-
3Ky kann Src aktivieren und ist selbst ein direktesl ¥on @By-Unterheiten von G-Proteinen
[105].

Aldo sorgt in VSMC Uber eine Aktivierung der PLQ &inen schnellen Anstieg von DAG und
eine Aktivierung der PKG@: [106]. Auch in renalen CCD-Zellen konnte eine salen
Aktivierung der PKCa beobachtet werden [73, 107]. Bei der Aktivierurey @KCe durch
Aldo scheint auch eine direkte spezifische Bindwog Aldo an die Kinase eine Rolle zu
spielen, welche zumindest eine koaktivierende Beohguhat [108], in einem zellfreien Assay-
System wurde eine direkte Aktivierung der PK(eobachtet [109]. Auch die PK&und
PKC-< kdnnen schnell durch Aldo aktiviert werden, allegs nicht durch direkte Bindung von
Aldo an die Kinase, sondern tber den MR durch Takingerung des EGFR. Ein Substrat fur
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die PKC#é und die PKCe ist die Proteinkinase D1 (PKD1) [110, 111]. Die®¥kst zum Teil
am Aldo-induzierten intrazelluldren €aAnstieg beteiligt [112, 113]. Da die PK&wiederum
durch C&' koaktiviert wird, ist auch eine Wechselwirkung ze¥isn C&-abhéngigen und

unabhéngigen PKC-Isoformen denkbar.

Aldasteran

-.-L MR
e

Transkription

Abb.3 — Wege der Aldo/MR-induzierten Signalgebung

1.4.2. Transaktivierung des EGFR

Der EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) gelzirtden Rezeptortyrosinkinasen und
spielt eine wichtige Rolle bei den pathophysiologen Effekten von Angll/AT1R im Hinblick
auf die Induktion von Fibrosen und kardialer Hypsphie [3, 104, 114-116] sowie
pathophysiologischen Effekten von Aldo/MR im Hirdiiauf Zellproliferation und Remodeling
im renokardiovaskularen System [115, 117, 118]. IAogd Aldo sind in der Lage, tber ihre
Rezeptoren vermittelt eine Aktivierung des EGFRimzduzieren, was als Transaktivierung
bezeichnet wird.

Eine Transaktivierung des EGFR durch Angll/AT1R tkanm einen durch die Aktivierung von
MMP mit Freisetzung von membrangebundenem HB-EGFeimem ,Triple-Membrane-
Passing“-System mit anschlieBender Dimerisierung) Aotophosphorylierung des EGFR an
spezifischen Tyrosinresten erfolgen [15, 119, 128[ernativ ist die Aktivierung durch
intrazellulare Signalwege unter Beteiligung vonrc-8it Trans-Phosphorylierung des EGFR an
einem anderen Tyrosinrest méglich [15]. In VSMC rfilkine C&'- und PKC-abhéngige
Aktivierung der Pyk2 (Proline Rich Tyrosine Kinasi)rch Angll zur Aktivierung von c-Src.

Der EGFR kann seinerseits, wie auch andere dufsit aktivierte Proteine, zu einer weiteren
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Aktivierung von c-Src fuhren [14]. Die Aktivierundes EGFR durch HB-EGF scheint aufgrund
einer schnellen Endozytose und anschlieRenden Biegnag des EGFR nur zu einer kurz (1
Stunde) anhaltenden ERK1/2-Aktivierung zu fuhreéhwend die Aktivierung des EGFR uber
ROS/Src Uber eine Assoziation von Cav-1 und EGFBaweolin-reichen Lipid-Rafts zu einer
verlangerten EGFR-ERK1/2-Signalgebung fuhrt [15heEBeteiligung vorf-Arrestin2 an der
Transaktivierung des EGFR durch Angll/AT1R ist Wesgben worden [17, 121]. Die
unterschiedlichen erzeugten Tyrosin-Phosphoryligsmuster am EGFR kénnen funktionelle
Unterschiede bedeuten, eine Aktivierung von ERK®EAN jedoch durch beide erfolgen [122].
An die phosphorylierten Tyrosin-Reste kdnnen Snmblogy2 (SH2)- und Phosphotyrosin
Binding (PTB)-Domé&nen binden, unter anderem vonpAei@roteinen wie Shc und Grb2 sowie
von Enzymen wie der PLE{123]. Uber Grb2 und den assoziierten GTP-Austafastor Sos
wird Ras aktiviert, welches dann die MAPK-Kaska#tvéert [105].

Eine ligandeninduzierte EGFR-Aktivierung kann (beine PI-3K- und PKC-abhangige
Phosphorylierung des AT1R zu einer reduzierten grarkeit des AT1R an der Membran und
der IB-Antwort fihren. Es wurde auch die Bildung einesltiiezeptorkomplexes von AT1R
und transaktiviertem EGFR unter Beteiligung von Qaveobachtet, wobei sowohl Angll als
auch EGF zur Assoziation von AT1R mit Caveolin féhr[124]. Auch in anderen Studien
wurde eine Assoziation von agonistenaktiviertem RTdUnd Caveolin in VSMC beobachtet
(siehe Abschnitt 1.2.1. und [125]). Mdéglicherweid® Cav-1 einen hemmenden Effekt auf die
EGFR-Transaktivierung aus [126].

Hinsichtlich der Mechanismen der Transaktivierures €EGFR durch Aldo/MR finden sich
sowohl Hinweise auf zytosolische Wege Uuber c-SrcerodROS, als auch fur
Transmembranprozesse iiber MMP [127]. Uber die Adting der Ral-ATPase aktiviert der
EGFR seinerseits wiederum c-Src [128]. Aldo/MR uiber den EGFR neben und teils tber c-
Src unter anderem Einfluss auf die Aktivitat der@KL12], PKD1 [110], Ki-Ras2a [129],
RhoA/Rhokinase [130], ROS [131] und die NAD(P)H-@ese [130, 132] aus. C-Src und der
EGFR sind an der Aldo-induzierten Phosphorylieruog ERK1/2 in verschiedenen Zelltypen
(MDCK, CHO, HEK293, VSMC) beteiligt [74, 129-131,33, 134]. Beim Anstieg des
intrazellularen Calciums nach Gabe von Aldo spieddenfalls Wege unter Beteiligung des
EGFR eine Rolle [74, 133]. Eine Schlusselstellures EGFR bei der Aldo-vermittelten
vaskularen Reaktivitat konnte in-vivo beobachtetrdee [135]. Eine Aktivierung von Ki-
RasA/c-Raf/IMEK/ERK-Signalwegen durch redoxsensit€FR-Transaktivierung wurde in
Mesangiumzellen beobachtet [136]. Eine hemmendé&uwig der PKC auf die Aldo-induzierte
EGFR-Transaktivierung konnte, wie auch schon fineeiAngll/Gg-induzierte EGFR-
Transaktivierung beobachtet werden [134, 137]. B&FR kann Racl aktivieren, welches
wiederum die NAD(P)H-Oxidase aktiviert und zudera Aktivitdt des MR positiv beeinflussen

kann [138-140]. In der Interaktion von EGFR und Kitelt moglicherweise die Kolokalisation
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an der Zellmembran eine Rolle. Fir die Kolokalsatgenigten die EF-Doméanen des MR
[141].

Eine Zunahme von mRNA oder Protein des EGFR durido/MR konnte in verschiedenen
Zelltypen beobachtet werden [46, 142-145]. Hierdukann 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 utéfl Proteinsynthese, Metabolismus,
Transport, Volumenregulation, Genexpression und Mamn. Am besten untersucht ist die
Extracellular Signal Regulated Kinase 1/2. Sie ttrgthophysiologisch zu Zellwachstum,
Hypertrophie und Inflammation bei [14]. ERK1/2 kanma. Transkriptionsfaktoren (z.B. Elk-1
oder c-Myc), ihre eigenen Regulatoren (z.B. EGFR 80s) oder regulatorische Enzyme wie
die Phospholipase JA(PLA,) aktivieren [105]. Die MAPK werden durch eine dtefige
Proteinkinase-Kaskade aktiviert. Hierbei aktivieihe MAPK-Kinase-Kinase eine MAPK-
Kinase, welche dann letztlich die MAPK phosphonyli¢l46]. Beim humanen ERK1/2-
Signalweg bilden Raf, MEK und ERK1/2 die entsprexten Stufen. Die Raf-Familie besteht
aus A-Raf, B-Raf und C-Raf (Raf-1). Dabei hat B-Radf starkste Potenz zur Aktivierung von
MEK, A-Raf die geringste. Eine Raf-Aktivierung kadnrch eine Rekrutierung zur Membran
durch Ras, Dimerisierung, (De-)Phosphorylierung, enfiung vom  Raf-Kinase-
Inhibierungsprotein (RKIP) und Assoziation mit G&riroteinen erfolgen. Die Raf-Aktivitat
wird zudem durch Chaperone wie HSP90 modulierte Eivaximale Aktivierung erfordert bei
Raf-1 und A-Raf sowohl die Aktivitat von Ras undcSdagegen ist sie bei B-Raf von Src
unabhangig. Uber die PK&kann Raf-1 durch direkte Phosphorylierung aktiwegrden, auch
B-Raf kann Raf-1 phosphorylieren [147].

Eine Inaktivierung von ERK1/2 erfolgt durch die MA&nase Phosphatase-1 (MKP-1) [14].
ROS konnen die ERK1/2-Aktivierung Uber eine ligamaleabhéngige EGFR- und nachfolgende
Ras-Aktivierung beeinflussen. Die durch ROS aktigie-Src kann direkt die PLEZaktivieren
mit einer daraus resultierenden Aktivierung von PlKK@formen. Zudem hemmen ROS
Proteinphosphatasen [147].

Die Aktivierung von ERK1/2 durch Angll/AT1R kann éib verschiedene Wege erfolgen.
Beteiligt ist zum einen die PKC [148-152], derentidierung Uber Gg-Protein erfolgen kann
[17, 153-155]. Teils konnten verantwortliche PK@ftsmen spezifiziert werden, wie die PKC-
d [156, 157] und die PKC-[17, 158]. Je nach Isoform kann die PKC direkt Raf-1 wirken
und/oder an der Aktivierung von Src, MMP und dearigaktivierung des EGFR beteiligt sein.
Der EGFR ist eine weitere wichtige Schaltstelle der Angll-induzierten ERKZ1/2-
Phosphorylierung [15, 151, 152, 157, 159-161]. &diransaktivierung kann durch Aktivierung

von MMP mit Freisetzung von HB-EGF erfolgen. Altativ ist auch die Transaktivierung
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durch Src unter Beteiligung von Cav-1 beschrieb#5].[Src spielt zudem bei einer Ga
induzierten ERK1/2-Phosphorylierung eine Rolle [L&hd kann auch unabhé&ngig von einer
Transaktivierung des EGFR beteiligt sein [162]. eEiAktivierung von ERK1/2 Uber eine
Bindung vonp-Arrestin kann am AT1R unabhangig von oder zusammménG-Proteinen
erfolgen [19].B-Arrestin rekrutiert eine Reihe von weiteren Pnogsi, wie z.B. Src, dient aber
auch als Gerust fur Raf/MEK/ERK1/2. Die MAPK geheabei eine langere Bindung nfit
Arrestin ein, werden so vom Kern abgehalten undphorylieren damit bevorzugt zytosolische
Substrate. Eine Gg-vermittelte Aktivierung von ERK1fuhrt hingegen zu einer
Phosphorylierung nukleédrer (z.B. Transkriptionséag&h) und zytosolischer Substrate [121,
153]. B-Arrestin spielt in einer spateren Phase der ER#Rh@sphorylierung eine Rolle [17,
153]. Fur Angll sind sowohl G&abhangige Wege unter Beteiligung von PLC/Calmaduli
[163], Transaktivierung des EGFR [159] und Aktivieg von Src [151], als auch €a
unabhangige Wege zur Phosphorylierung von ERK1£2Tmginsaktivierung des EGFR [161],
teils unter Beteiligung von PK&-{157] beschrieben worden. Auch ein Weg Uber dipyGi
Untereinheit/Tyrosinkinasen (inklusive Src)/Ras uRdf-1 wurde beschrieben [30]. Bei der
Phosphorylierung von ERK1/2 durch Angll/AT1R kénnanch mehrere Wege gleichzeitig
beschritten sein [17, 148, 149, 154]. Teils ist Aateil der Wege vom Ausmald der Expression
des AT1R abhéngig [161]. Selbst beim gleichen ¥ellkann der Weg zur ERK1/2-
Phosphorylierung abhédngig vom Organ unterschieddieim, wie fir VSMC gezeigt [162].
Auch abhangig vom betrachteten Wirkzeitpunkt von glnsind fir einen Zelltyp
unterschiedliche dominierende Signalwege zu bedbadi5, 151]. Im Zeitverlauf der Angll-
induzierten ERK1/2-Phosphorylierung zeigen sichddsthiede zwischen den Zelltypen mit
einem Abfall auf Hintergrundwerte innerhalb vonr@bh [17, 160] oder eine l&anger anhaltende
ERKZ1/2-Phosphorylierung [160].

Die Signalwege zur Aktivierung von ERK1/2 durch altlihren abhéngig vom Zelltyp tber c-
Src und den EGFR, zum Teil auch Uber die PKC [B¥].1Auch die Kinetik der ERK1/2-
Aktivierung durch Aldo unterscheidet sich je nac#lllhie [71]. Die Aktivierung von ERK1/2
durch Aldo zeigte sich zum Teil MR-abhéngig - wobaflur die EF-Doménen ausreichend sind,
zum Teil wurde aber auch eine Aktivierung Gber G#ER beschrieben [97, 164]. In renalen
Sammelrohrzellen zeigte sich ein mehrphasiger Jerker ERK1/2-Aktivierung durch Aldo
mit einer PKCé-abhangigen Spitze bei 2-5 und einer weiteren 8fiti 20-30 min sowie eine
PKD1-abhangige langer anhaltenden Phase von 6Mibgdestens 120 min. Unter Aldo-Gabe
zeigte sich eine physische Assoziation von PKD1 &fRK1/2, wobei die PKD1 fir eine
Umverteilung von ERK1/2 in den Nukleus nach 2 minduan bestimmte kernnahe
zytoplasmatische Lokalisationen nach 30 min soi@5]. Eine PKC- und ROS-abhangige
Aktivierung von ERK1/2 durch Aldo in Kardiomyozytdahrt zu einer Aktivierung von MMP
[88]. Uber ERK1/2 verstarkt Aldo seine genomischawlort am GRE, wobei ERK1/2 an der
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Translokation des aktivierten MR aus dem Zytoplagmden Zellkern beteiligt zu sein scheint
und die Interaktion von ERK1/2 mit dem MR von déB-Bomane abhangt [74, 75]. An VSMC
vermittelt Aldo abhangig von der PI-3K Uber ERKZI1pPoliferative und vasokonstriktive
Wirkungen [84]. In renalen Fibroblasten fuhrt elBRK1/2-Aktivierung durch Aldo zu einer
Steigerung der Expression von Kollagenen [166].eBHiRK1/2-Aktivierung durch Aldo ist
auch an einem Anstieg des intrazellulared"@ad Aktivierung des NHE und in MDCK-Zellen
beteiligt [133, 167].

1.4.4. Beeinflussung des intrazellularen Calciumheshalts

Als Second Messenger in der Signalgebung beeinflogsizellulares Calcium allgemein die
Funktion von Trigger-Proteinen, wie Calmodulin, RykPLC-Isoformen, PLA und
konventionellen PKC-Isoformen, die dann andere dmet wie Enzyme, Rezeptoren und
lonenkanale modulieren. Intrazellular erfolgt die?CSpeicherung in endoplasmatischem
Retikulum (ER) bzw. sarkoplasmatischem RetikulunR)(Swelche durch ATP-abhéngige
Pumpen (SERCA) beflllt werden [168].

Auf die Gabe von Angll erfolgt typischerweise eingeiphasige Reaktion des intrazellularen
Calciums. Zunéchst erfolgt ein schneller voribeegeler starker Anstieg, der zum einen auf
eine IR-vermittelte Freisetzung UbersHRezeptoren (IER), zum anderen auf einen Calcium-
induzierten Calcium-Release (CICR) Uber Ryanodepezen (RyR) aus intrazellularen
Speichern zurtckzufiihren ist [1]. An der Freisetzuan IR durch Angll/AT1R sind dabei Gg-
und Tyrosinkinase-vermittelte Wege zur Aktivierungn PLC-Isoformen beteiligt. Die
Initialisierung des CICR ist zum einen durchRFvermittelte Freisetzung von intrazellularem
Calcium, zum anderen durch Einstrom von extrazaiarh Calcium durch TRPC (Transient
Receptor Potential Channel) moglich [169, 170]. Aeh initialen Anstieg folgt eine anhaltende
Plateauphase, welche durch Einstrom von extrazedm Calcium tber verschiedene Wege wie
Voltage Gated Calcium Channel (VGCC), TRCP sowite dimkehr des Natrium-Calcium-
Austauschers (NCX) getragen ist [1, 169, 170]. Ukire superoxidvermittelte Stimulation der
Bildung von cADPR (Cyclic Adenine Diphosphate Ribpdragt Angll zudem zu einer
Sensitivierung der RyR mit verstarktem CICR beiglL@8ei kardialen Zellen wurden sowohl
positive als auch negative Wirkungen auf die Inpitobeschrieben. Beteiligt scheinen am
Herzen PI-3K- und PKC-Isoformen sowie L-Typ-Calckanéle [25]. In VSMC erhoht eine
Aktivierung von ERK1/2 die G& Verfiigbarkeit und nimmt damit Einfluss auf die Kiaktion
[171].

In verschiedenen Epithelzelllinien (M1, T84, Kolpiteel der Ratte) konnte man bei Aldo-
Gabe einen schnellen, bei M1-Zellen und Kolonepither Ratte von der PKC abhangigen
Anstieg der intrazelluldren &aKonzentration mit anschlieBendem Plateau beobacBabei

scheint von der luminalen Seite einstrdmendes mtitddres C# fir die Initiierung einer
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Freisetzung aus intrazellularen Speichern eineeRali spielen [112, 113, 172]. In MDCK
Zellen konnte gezeigt werden, dass am Anstiegrieazielluldren C3 extrazellulares Caund
eine Aktivierung des EGFR mit nachfolgender ERKRIsphorylierung beteiligt sind, eingiP
Anstieg konnte nicht festgestellt werden [133, 173]

In VSMC und Endothelzellen wurde ebenfalls ein anélluldrer C&-Anstieg durch Aldo
beobachtet [174]. Im Gegensatz zu den MDCK-Zellamde in VSMC ein Aldo-induzierter
schneller Anstieg von Pgesehen [175]. In VSMC zeigte sich die Rolle vodrae und
intrazellularem Calcium in der zeitlichen Abfolgergu entgegen gesetzt zu dem bei M1-
Zellen: der Anstieg war initial von intrazellular&peichern, die Bildung des Plateaus dagegen
von der Verfugbarkeit von extrazellularem Calciubhé@ngig. Eine Hemmung der PLC
verhinderte den G&Anstieg, passend zu einem in VSMC bereits beolesmtEinfluss von
Aldo auf die IR-Bildung [175, 176]. In HEK293-Zellen wurde einevegsible Aldo-spezifische
Cc&*-Antwort durch Einstrom von extrazellular unabh@ngon der Expression des MR in den
Zellen beobachtet [74]. Mdglicherweise spielt deR M dieser Hinsichteine forderliche Rolle,
denn in Hautfibroblasten von MR-Knockout-Méausen warVergleich zum Wildtyp sogar ein

starkerer Aldo-induzierter GaAnstieg zu verzeichnen [177].

1.5. Interaktion zwischen der MR- und AT1R-Signalkakade
Einen Uberblick tiber Wechselbeziehungen zwischemllMT1R und Aldo/MR gibt die

Abbildung 4. Im Folgenden werden diese im Einzeldargestellt.

@ Angll
Steigerung der
Hormonspiegel
Aldosteron
MR Transaktivierung ATIR
&erunggestegene Expression
gesteigerte Expression Primér nicht-genomische Signalgebung
ACE EGFR-Transaktivierung
AT1R ERK1/2-P
NAD(P)H-Oxidase JINK-P
EGFR Intrazellulares Ca?*
ROS
Abb.4 — Vereinfachtes Schema der gegenseitigen Einfisae von Aldo/MR und AT1R
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1.5.1. Gegenseitige Beeinflussung der Hormonspiegdtezeptorexpression

Angll sorgt im Rahmen des RAAS in der Nebennierafeifiir eine verstarkte Freisetzung von
Aldo. Auch eine erhghte lokale Aldo-Bildung durcimgil in Abhangigkeit vom AT1R wurde
beobachtet [129, 178, 179].

Aldo kann Uber eine gesteigerte Expression des ACEteigenden Spiegeln von Angll fihren
[90, 180, 181]. Im Rahmen eines Modells der Alddeinerten Neovaskularisation nach
Ischamie konnte auch eine Steigerung der Angiategein-mRNA beobachtet werden [182].
Aldo steigert zudem die AT1R-mRNA und/oder das ATRRtein, z.T. konnte auch eine
verminderte Herunterregulierung des AT1R geseherdere[183-186]. Im ATlaR-Promoter
der Ratte wurde ein GRE nachgewiesen [187].

Neben dem AT1R steigert Aldo auch die Expression wesentlichen Komponenten der
Angll-Signalgebung, wie der NAD(P)H-Oxidase und defBFR [46, 188], was eine verstarkte
Antwort auf Angll zur Folge haben kann.

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

Erzeugung eines permissiven Milieus fir die patbisiche Aktivierung des MR erwahnt.

1.5.2. Potenzierung der Angll-Wirkung auf intrazellulare Signale durch Aldo

Eine Potenzierung der Antwort auf Angll bei gleieliger Gabe von Aldo wurde hinsichtlich
intrazellularer CA-Homdostase, ERK1/2- und JNK-Phosphorylierung,ingarter MKP1- und
gesteigerter Ki-Ras2A-Expression, Kontraktion, Pechtion, Zellmigration und Zellalterung
gesehen [95, 129-131, 176, 189, 190]. Zum Teil leridddo dabei auch die Empfindlichkeit der
Zellen fur Angll, zum Teil war auch die Kombinatieon fir sich alleine unwirksamen Dosen
von Aldo und Angll wirksam [129, 130, 176, 190]. éimigen Studien wurde eine Beteiligung
von EGFR, c-Src und/oder ROS gesehen [95, 129-F&th Teil wurde ein Einfluss der MR-
Blockade auf die potenzierende Wirkung von Aldo Wsehtet. Auch eine Beteiligung des
GPER wurde beschrieben [95].

Eine entgegengesetzte Wirkung von Aldo auf eindtigomotrope Wirkung von Angll an
humanen atrialen Trabeculae ist beschrieben wondebei der negativ inotrope Effekt von

Aldo hier von der PKC abhéngig zu sein scheint J189

1.5.3. Effekte von Aldo in Abhangigkeit vom AT1R

Eine Entfaltung der Wirkung von Aldo unabhéngig veiner MR-Blockade, aber in
Abhangigkeit von der Verfiigbarkeit des AT1R konime Zusammenhang mit einer Aldo-
induzierten Vasokonstriktion beobachtet werden [1Bd2]. Dabei war die Vasokonstriktion
von der Aktivierung von intrazellularen Transglutaasen und nachfolgender Bildung von
AT1R-Dimeren abhangig [192]. In einer anderen Studigaben sich Hinweise auf eine

Transaktivierung des ATl1laR durch Aldo mit nachfolder Phosphorylierung von ERK1/2,
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JNK und NKB, wobei fiir letztere auch der MR erforderlich ISber den AT1aR scheint Aldo

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

1.5.4. Beteiligung des MR an pathologischen Angllfiekten

Eine Reihe von Studien zeigt eine Beteiligung vodoAbzw. des MR an pathologischen
Effekten von Angll. So konnte durch eine Blockads MR oder durch Adrenalektomie bzw.
Aldo-Synthase-Hemmung eine Reduktion von Angll-mduer kardialer Fibrose [194-196],
vaskularer Inflammation [197], GefalRschadigung [198 NAD(P)H-Oxidase-
Aktivitat/Expression [188, 198], linksventrikularetypertrophie [199] und der Freisetzung von
proinflammatorischem IL-6 [200] erzielt werden. Didtivierung des MR durch Angll tGber
den AT1R kann unabhangig von Aldosteron erfolge®1]2 Eine Reduzierung von
Schadigungen durch sowohl AT1R- als auch MR-Bloekadirde in einigen Studien gesehen
[178, 182, 183].
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2. Zielstellung
Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems stellen @m dndustrielandern eine bedeutende

Todesursache dar. StandardmafRlig werden in der Jibedgeser Erkrankungen unter anderem
Medikamente mit Einfluss auf die Bildung bzw. Wingides Peptidhormons Angll eingesetzt,
welches wiederum ein Teil des RAAS ist, dessenkidfen letztlich der AT1R und der MR
sind. Seit Ende der 1990er Jahre wurde eine Rdihisdher Studien veroffentlicht, welche
einen Zusammenhang zwischen einer Erweiterung dend&rdtherapie um zusatzliche
Antagonisierung des MR und einer reduzierten Muéabzw. Morbiditat fir Patienten mit
Herzinsuffizienz (RALES, EMPHASIS-HF) bzw. Zustandch Myokardinfarkt (EPHESUS)
herstellen, die nicht auf diuretische oder blutdieemkende Effekte zurickgefihrt werden
konnten [49-51, 202] und deren molekularer Mechmagsunklar ist.

Dabei bestehen zwischen Aldo/MR und Angll/AT1R sbivdirekte Wechselwirkungen durch
gegenseitige Aktivierung, Expression des Rezeptater Freisetzung von Liganden, zum
anderen aber auch eine nahezu unlberschaubare |Avaahgemeinsam bedienten bzw.
genutzten Schaltstellen in der zellularen Signalggb die in ihrer Vielzahl einen Gegenstand
der gegenwartigen Forschung darstellen. Die Wesfirkgingen von MR und AT1R kénnten
einen moglichen Baustein der molekularen Mechanisaer pathophysiologischen Wirkung
von Aldo/MR darstellen.

Bislang publizierte Forschungsarbeiten geben eiHigaveise auf ein komplexes Netzwerk von
Wechselwirkungen zwischen Aldo/MR und Angll/AT1IR OR205], dessen weitere
Aufdeckung der Erklarung der beobachteten pharnogisthen Wirkungen durch MR-
Antagonisten und méglicherweise der Entwicklungarelherapieansatze dienen kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit werden hierzu im hetegein Expressionsmodell mit humanen
AT1R und MR in HEK293-Zellen die Wechselwirkungemigzchen dem AT1R und dem MR
hinsichtlich der Aktivitat am Glukokortikoid-Respse-Element (GRE), der Phosphorylierung
von ERK1/2 und der kurzfristigen Anderung der inéftuliren Calcium (C&)-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)-Ethansulfonsé
(HEPES)

USigma, Steinheim, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Sigma, Steinheim, Deutschland

Aldosteron Sigma, Steinheim, Deutschland
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Fluka, Steinheim, Bminland
Angiotensin Il Sigma, Steinheim, Deutschland

AttoPhos-AP-LAsung

Promega, Mannheim, Deutschland

Bicinchoninsaure (Assay) (BCA, ReagenzA)

Interghviontlucon, Frankreich

bovines Serumalbumin (BSA)

Serva, Heidelberg, Behland

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg, Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl * 2 D)

Merck, Darmstadt, Deutschland

ECL Detektionsreagenz 1 (Peroxid-Losung)

Thermer8ific, Rockford, USA

ECL Detektionsreagenz 2 (Luminol enhancer Losur

ghermo Scientific, Rockford, USA

Diethylether Roth, Karlsruhe, Deutschland
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (BP0, * 2 | Merck, Darmstadt, Deutschland
H-0)

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

PAA, Pasching, Osterreich

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma, Steinheim, Deutsaid

Eisessig (100% Essigsaure)

Sigma, Steinheim, Dielaisd

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

Calbiochem, Bxhault,
Deutschland

Ethanol 96%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Fluka, Steinheim, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck, DarmistBeutschland

fetales Kéalberserum (FCS)

PAA, Pasching, Ostdireic

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 (KR Qy)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Kupfersulfat (CuSQ)

Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Homoarginin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl * 6,8)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Sigma, Steinheim, Deutschland

MolBio-Wasser

Sigma. Steinheim, Deutschland

N', N'-Methylene-Bisacrylamid

Biorad, Hercules, AJS

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

g8ia, Steinheim, Deutschland

Na-Orthovanadate

Sigma, Steinheim, Deutschland

Na-Pyrophosphat

Sigma, Steinheim, Deutschland

Natriumcarbonat

Sigma, Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt, Deutschidan

Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat

Serva, Hdided, Deutschland
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(NaH2P04*H 20)

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutsclila

0-Phenylenediamine

Sigma, Steinheim, Deutschland

O-NitrophenylB-D-Galactopyranosid (ONPG)

Sigma, Steinheim, Dénl¢sd

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

Sigma, SteinheDeutschland

PolyFect Transfektionsreagenz

Qiagen, Hilden, élasd

Ponceau-S-Farbstoff

Sigma, Steinheim, Deutschland

Proteasehemmer-Cocktail

Sigma, Steinheim, Dewdadhl

Proteinase K

Sigma, Steinheim, Deutschland

Schwefelsédure ($50)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Biomol, Hamburg, Deulsict

Sulfosalicylséure

Fluka, Steinheim, Deutschland

Thapsigargin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Trichloressigsaure (TCA)

Fluka, Steinheim, Deutantl

Triton X-100

Sigma, Steinheim, Deutschland

Trizma-Base Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblauldsung (0,4%ig) Fluka, Steinheim, Delitsed
Trypsin Sigma, Steinheim, Deutschland

Tryptone (Bacto Trypton)

Difco, Detroit, USA

Tween-20

Sigma, Steinheim, Deutschland

Wasserstoffperoxid ($D,) (30%ig)

Uniapotheke, Halle, Deutschland

Zitronensaure

Sigma, Steinheim, Deutschland

Tab.2 - Verwendete Kits

Name und Verwendung

Firma

Invisorb Spin Plasmid Mini Two (Plasmidgewinnung) nvitek, Berlin, Deutschland

Invisorb Plasmid Maxi Kit (Plasmidgewinnung)

InkteBerlin, Deutschland

RNeasy Kit (RNA-Isolierung)

Qiagen, Hilden, Deutkoid

SuperScript One-Step-RT-PCR Kit

Invitrogen, CartsHaSA

Tab.3 - Verwendete Primer

Primer gegen... (Gen)

Orientierung

Sequenz (5" - 3)

AGTR1 (humaner

Sense
Angiotensinll-Rezeptor Typ 1)Antisense

5-TTGTGGTGGGAATATTTGGAA-3
5-TACATAGGTGATTGCCGAAGG-3

Tab.4 - Verwendete Puffer und Losungen (alphabeti$g

Puffer

Inhaltsstoffe

Antikorperverdinnungslosung

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

Blocking Solution

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

10 x Cleavage Buffer

0,6 M NaHPO,* 7 H,0; 0,4 M NaHPO,* H,0; 0,1 M
KCl; 0,01 M MgSQ* 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 KHPO,

ERK-Lysepuffer

PBS-Puffer als Basispuffer; 0,1 % (v/v) Triton X&t0
Proteasehemmer-Cocktail 1:500; 37 mg/l Na-Orthoglaha
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HEPES-Ringer (pH 7,4 bei
37°C)

122,5 mM NacCl; 5,4 mM KCI; 0,8 mM Mggt 6 H,O; 1,2
mM CaC} * 2 H,O; 1 mM NaBPO, * H,O; 5,5 mM
Glucose * HO; 10 mM HEPES; NaOH zur pH-Einstellur
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HRP-Substrat

0,5 mg/ml o-Phenylenediamine; 11,8 mg/mLNRO, * 2
H,0; 7,3 mg/ml Zitronensaure; 0,015 %®4

Laemmlipuffer (Probenpuffer)
2X

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8); 10 % (w/v) SDS; 5 % (v/2)
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 NaClaRH 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 KCI; 8,1 N&lPO, * 2 H,O; 1,5
mM KH2P04

Pelletpuffer

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

Permeabilisierungspuffer

0,1 % (v/v) Triton X-100; 37 mg/l Na-Orthovanadai®S
als Basispuffer

10 x Ponceau-S-LOsung

26 mM Ponceau-S-Farbstoff; 1,18 M TCA; 30% (w/v)
Sulfosalicylsdure

SEAP-Puffer

60 mM L-Homoarginin; 3 mM MgGJ 0,2 mM ZnC}; 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-Lésung

0,1 % (v/v) Trypsin; 0,7 mM EDTA; 140 mM NacCl; 2,7

mM KCI; 6,5 mM NaHPO, * 2 H,0O; 1,5 mM KHPO,

Tab.5 - Verwendete Antikorper

Antigen

Verdinnung | Firma

anti-Phospho p44/42 MAP Kinas
(aus Kaninchen) Danvers, USA

B1 - 1.000 Cell Signalling,

Erstantikorper

Anti-HSP9@/B (aus Kaninchen) 1:2.000

Santa Cruz, Dallas,
USA

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

Rockland,
Gilbertsville, USA

Tab.6 - Verwendete Langenstandards fur Gelelektropbrese

Hersteller

DNA-Ladder

Qiagen, Hilden, Deutschland

Protein-Marker 1V peqGOLD

PEQLAB, Erlangen, Deutsctul

3.2. Plasmide und Plasmidgewinnung

Die Isolierung der verwendeten Plasmide erfolgté Mhini- oder Maxi-Prep-Kits nach den

Anweisungen des Herstellers aus E.coli-Bakterier|clae das gewlinschte Stammplasmid

enthalten. Nach dem Auftauen der entsprechenderteBak wurden 10 pl der Glycerol-
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Bakterienldsung in 5 ml LB-Medium gegeben. Entspestd dem Resistenzgen auf dem
Plasmid wurde zum Zwecke der Selektion Kanamycthi(&/ml) oder Ampicillin (60 mg/ml)

hinzu gegeben. Die Vermehrung der Bakterien edoigt Schuttler bei 37°C Gber Nacht. Am
Folgetag wurden die Bakterien lysiert, die Proteanegefallt, abzentrifugiert und letztlich die
Plasmide aus dem Uberstand an einer Silikamatrisorliert. AnschlieBend wurden die
Plasmide in Wasser eluiert. Die Konzentration dedADwurde mittels NanoVue Plus
Spektrophotometer (GE Healthcare Europe, Mincheautdghland) bestimmt und die

gewonnenen Plasmide bei -20°C eingefroren.

Tab.7 - Verwendete Plasmide

Plasmid Kodiertes Protein
pCMV6-XL4-AT1R |ORIGENE, Rockville, USA Humaner AT1R (AGTR1)
pEGFP-C1 Clontech, Mountain View, USA | EGFP

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

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

3.3. Zellkultur

Fur die durchgefiuihrten Experimente wurden HEK29BeBeverwendet. Es handelt sich hierbei
um eine Zelllinie, welche durch Transformation eirfrimarkultur humaner embryonaler
Nierenzellen mit Fragmenten von Adenovirus Typ5 Dél&eugt wurde [206]. HEK293-Zellen
sind gut transfizierbar, weisen keinen funktiomekchweisbaren endogenen MR auf [74] und
auch eine endogene AT1R-Expression konnte bei miiedelltyp nicht festgestellt werden
(siehe Abschnitt 4.1.1.). Die Kultivierung der 2l erfolgte bei 37°C und 5% GOAIs
Kulturmedium wurde DMEM/Ham’s F12 mit 10 % Fetal&@berserum (FCS) eingesetzt. Die
Zellen wurden 1-2 mal pro Woche subkultiviert. Hierwurden die Zellen mit EDTA-
Waschpuffer gewaschen, mit Trypsin abgeldst undeirumhaltigem Medium vereinzelt. Die
Zelllbsung wurde anschlielend zur Ansaat fir diesMehe und die weitere Kultivierung
verwendet. Die Zellen wurden jeweils 24h vor derpé&imenten mit serumfreien Medium

synchronisiert.

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

Konfluenz der Zellen unter Einsatz von PolyFect® Blansfektionsreagenz (10 pl/ug Plasmid)

mit serumfreiem Medium. Das zugegebene Reagenz dgbtDNA dabei eine kompakte
Struktur und bildet mit ihr einen kationischen Kdeyy welcher mit Rezeptoren der
Zellmembran fusioniert und daraufhin endozytiertdwilntrazellular hemmt das Reagenz die

Ansaduerung des Lysosoms und damit die lysosomaltebdisen und verhindert so den Abbau
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der eingebrachten DNA. Die Zellen wurden fir ca. l24nit dem Transfektionsansatz im

Brutschrank inkubiert.

3.5. Fluoreszenzmikroskopie

Die Darstellung der Lokalisation des EGFP-gekogpeMR in den transfizierten HEK293-
Zellen vor und nach Stimulation mit Aldo erfolgtett@ls Biozero 8000 Fluoreszenzmikroskop
von Keyence (Osaka, Japan). Die Emission des EGKBendabei nach Anregung mit 488 nM
bei einer Wellenlange von 507 nm gemessen. Die ubton und Messung erfolgten in

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

3.6. RT-PCR (Reverse Transkription-PCR)

Zur Vorbereitung wurde zunachst die Gesamt-RNA dellen durch einen RNeasy Kit

(Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Dabei deunach der Anleitung des Herstellers
verfahren. Im Anschluss erfolgte die Reverse Trapskns-PCR mit einem SuperScript One-
Step-RT-PCR Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) mitgehden 25 ul-Ansatzen:

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

Template RNA X Wl (10 pg -1 ug)
Sense Primer (10 uM) 1ul

Anti-sense Primer (10 pM) 1l

RT/ Platinum.TaqMix 0.5 pul
Autoclaviertes destilliertes Wasser auf 25 pl

Im Thermocycler erfolgte zunachst die cDNA-Synthbse 50°C fur 30 min (Anlagerung der
Primer und cDNA-Synthese) gefolgt von der Denaturig der reversen Transkriptase bei 94°C
fur 2 min. Anschlie3end erfolgte die PCR-Amplifikat Gber 35 Zyklen durch Denaturierung
der DNA bei 94°C fiir 0,5 min Anlagerung der Prirber 58°C fiur 0,5 min und Elongation bei
72°C fur 1 min. Abschliel3end erfolgte die Elongatimch unfertiger Produkte bei 72°C fir 10
min. Die Proben wurden in einem 2% Agarose-Gel etwémnt, mit Ethidiumbromid angefarbt

und die Banden unter UV-Licht fotografiert.

3.7. Proteinbiochemische Methoden
3.7.1. Zellinkubation fiir Western Blot

Die Zellen wurden fur die Experimente in 3 cm-Pethialen angesét. Nach der Transfektions-
und anschlieRender Synchronisationsphase in segigmfMedium im Brutschrank wurden die
Zellen zunéchst im Wasserbad bei 37°C mit 1,5 mPH&-Ringer unter Zusatz von 1 g/l
Glukose fur ca. 20 min vorinkubiert. Diese Vorinktion dient zur Minimierung von
moglichen Effekten aus dem Wechsel des Mediumumsfdltsbesondere sollte ein Stress fur

die Zellen durch Anséuerung des Milieus im Nahrmediunter atmosphérischer €O
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Konzentration vermieden werden. Die Testsubstamaamlen flr die Inkubationslésungen in
glukosehaltigem HEPES-Ringer auf die gewlnschtezKptration verdinnt. Die Zuordnung
der Inkubationslésungen zu den angeséten Petrescthalrde zuféllig festgelegt. Nach Ablauf
der Vorinkubationszeit wurde die Vorinkubationslidguaus der Zellkulturschale abgegossen
und anschlie3end 1,5 ml der zugeordneten Inkubsltisung hinein gegeben. Da Aldosteron
und Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) in DMSO (Mkel) geldst vorliegen, wurde fur die
Kontrollldsung (Kontrolle) dem glukosehaltigen HERRinger DMSO in den fur die
Inkubationsldésungen von Aldosteron bzw. PMA verweted Mengen zugegeben, wobei eine
DMSO-Konzentration von 1:1000 nicht Gberschritteirde.

3.7.2. Proteinisolierung

Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden die Inkidreiosungen abgegossen, die
Zellkulturschalen mit 1x PBS-Puffer gewaschen unid Relletpuffer auf Eis gestellt. Der
Pelletpuffer und die Kihlung dienen der Hemmung Besteinabbaus. AnschlieRend wurden
die Zellen vom Boden gelost, vereinzelt und aus deéegllkulturschale in ein
Mikroreaktionsgefald Uberfihrt. Nach Abzentrifugatialer Zellen und anschlieRendem
Abpippetieren des Uberstandes wurden die gewonnBedets in CST-Lysepuffer gelost und
zum Zwecke der Lyse fur 30 min auf Eis belassem.\#&rbesserung des Ergebnisses der Lyse
wurden die Proben zwischendurch 30 s im Ultrasbhdllbehandelt. Nach der folgenden
Zentrifugation wurde der Uberstand mit den darithaltenen geldsten zellularen Proteinen in
Mikroreaktionsgefal3e tberfihrt und bei -20°C gafage

3.7.3. Bicinchoninsaure (BCA)-Assay

Um eine Vergleichbarkeit der aus den einzelnenkdtlirschalen gewonnenen Zell-Lysate
beziglich der zugrunde liegenden Zellzahl zu ezniglvurde der Gesamtproteingehalt der Zell-
Lysate mittels BCA-Assay ermittelt. Hierbei redugie Proteine in alkalischer Lésung*Cau
Cu'-lonen, die dann mit der Bicinchoninsdure einenletien Farbkomplex bilden. Die
Ermittlung des Proteingehalts erfolgte fur alle B0 als Doppelbestimmung. Stets wurde eine
Eichkurve mit Protein-Standardiésungen und CST-pyffer (Nullwert) mitgemessen. Zur
Herstellung des BCA-Reagenz wurden 50 Teile BCA-Konente A und ein Teil Komponente
B (4 % CuSQ) gemischt. Der Ansatz wurde fir 30 min bei 37°@imem Wasserbad inkubiert
und im Anschluss die Extinktion bei 560 nm im Muwiil-Reader (Sunrise, Tecan,

Deutschland) gemessen.
3.7.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAE) und Western Blot

Die Zelllysate wurden im Verhaltnis 1:1 mit Laemmliffer gemischt und fir 30 min bei 37°C

denaturiert. Das Auftrennen der Proteine erfolgittets SDS-PAGE (Gerate von Biometra,
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Gottingen, Deutschland) in Laufpuffer. Es wurden%tigje Polyacrylamid-Trenngele mit
vorgeschaltetetem 3%-igen Sammelgel verwendet @ifgbe regelhaft 50 pg Gesamtprotein
aufgetragen. Zunéchst wurde mit 11 mA fir 36 mim Eroben konzentriert und anschlie3end
mit 22 mA fur 1 h 48 min getrennt. Als Referenz flie Proteingrél3e wurde ein Proteinmarker
mitgefuhrt.

Nach dem Auftrennen wurden die Proteine als WestBlot unter Verwendung von
Transferpuffer im Semi-dry-Verfahren bei 2 mA procfir 48 min aus dem Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran Utbertragen. Nach einem Wsdahitt mit 1x TBS wurde die Membran
zur Beurteilung der Blot-Qualitat mit Ponceau-Léguangefarbt und fotografiert. Nach
Abwaschen der Ponceau-Lésung mit 1x TBS erfolgte ldikubation der Nitrozellulose-
Membran in Blocking Solution auf dem Schuttler fiz. 1 h zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen. Im Anschluss wurde die Membrai B&/Tween gewaschen und Uber Nacht
mit dem Erstantikorper in Antikdrperverdinnungsligwnter Schitteln bei 4°C inkubiert. Am
Folgetag erfolgte nach Waschen mit TBS/Tween diekubation mit einem
Meerrettichperoxidase (Horseradish-Peroxidase =)HjRRoppelten Zweitantikorper fur 2-3 h
in Blocking Solution. Nach Waschen mit 1x TBS ungua bidest wurde die Detektion mittels
Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Verfahren in eiaidokumentationssystem der Firma
Biorad durchgefuhrt. Hierzu wurde die Membran fumih mit Pierce ECL Western Blotting
Substrate (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)ulmilkert und anschliel3end die entstehende
Chemilumineszenz im noch nicht gesattigten, line&@ereich detektiert.

Die Detektion und die densitometrische Auswertueg Bilder erfolgten mit der Software
Quantity One (Biorad). Als 100%-Bezugswert fur dieobachtete Phosphorylierung diente

dabei jeweils der Mittelwert der Dichte unter umstlierten Kontrollbedingungen.

3.8. Messungq der intrazellularen Calcium-Konzentraibn

3.8.1. Prinzip und Versuchsaufbau

Zur Beobachtung der intrazellularen Konzentratiomeieh Calciums wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 verwendet. Fura-2 alsdEster (Fura-2-Acetomethylester = Fura-
2-AM) in die Zellen aufgenommen. In der Zelle egtobine Abspaltung des Acetomethyl-Rests
durch Esterasen, wonach der Farbstoff die Zellmamimicht mehr durchdringen kann und
intrazellular verbleibt. Die Fluoreszenz wird beher Wellenldnge von 510 nm gemessen,
wobei unter steigender Calcium-Konzentration die uofdszenz bei  334nm
Anregungswellenlange  zu-, bei 380 nm dagegen abthimnber Quotient
Fluoreszengsn{Fluoreszengo,m (=,Ratio”) lasst somit Rickschlisse auf den Vefrlaler
intrazellularen Calcium-Konzentration zu.

Fir die Versuche wurden HEK293-Zellen mit dem MRl uwlem AT1R transfiziert, nach 24 h
abgeldst und auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckg@n dinn angesat. Nach einer 24 h-
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Wachstumsphase wurden die Zellen fir 24 h mit skriem Medium synchronisiert. Die
Deckglaschen wurden 30 min vor der Messung mit 2ufdM bei 37°C und Dunkelheit im
Brutschrank inkubiert. Die Inkubationslésungen vaurdvie unter Abschnitt 3.7.1. beschrieben
hergestellt und vor dem Einstréomen auf 37°C vorgewaDie Messung der Fluoreszenz
erfolgte mit einem Axiovert 100 TV Mikroskop (40@fee VergroRerung, Olimmersion, Zeiss;
automatischer Filterwechsler von Hamamatsu) all&&kunden mit einer Belichtungszeit von
jeweils 556 ms. Zu Beginn der Messung wurden diellede mit Kontrollldsung
(HEPES+GIlucose mit Vehikel) tberstromt und mitt€&ular ein geeigneter Bereich mit
moglichst zytosolreichen, klar abgrenzbaren Zedlefyesucht. Je nach Ausschnitt wurden 8 bis
18 Zellen als ,regions of interest” fir die autorsgrte Auswertung und grafische Darstellung
der Fluoreszenz durch die Software ,Aquacosmos”nfataatsu) markiert. Nach einer

Akklimatisierungsphase wurde mit dem Ablaufschemgdmnen (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 fur die GateMessungen

Thapsigargin-Lésung diente zur Kontrolle der koteekMessung im Bereich des Zytosols und
der Reaktionsfahigkeit der Zellen. Thapsigargin ménin hohem MaRe die €aATPase
(SERCA) der intrazellularen Calciumspeicher, ales @ndoplasmatischen Retikulums (ER),
und verhindert somit den Riicktransport vorf‘@anen aus dem Zytosol in das Speicherlumen
[208]. In der Folge kommt es hierdurch zu einem tlgs der zytosolischen

Calciumkonzentration.

3.8.2. Auswertungsschema

Bei der Reaktion auf Angll wurde zwischen den FarmPBeak”, ,Peak mit nachfolgendem

Plateau” und ,Plateau” unterschieden. Bei einemalPehandelt es sich um einen steilen
Anstieg auf einen Maximalwert mit anschlieRendenfalltauf das Ausgangsniveau oder auf
ein hoheres, anndhernd konstantes Niveau (,Peakauchfolgendem Plateau”, siehe Beispiel
Abb.6). Ein Peak bedeutet eine schnelle FreisetauamgCalcium-lonen in das Zytosol. Bei

einem Plateau kommt es dagegen zu einem langsamastieg der Calcium-Konzentration

auf ein fUr einige Belichtungen anhaltendes anmihmgleiches Niveau. Der Mittelwert der

letzten 10 Messungen vor Beginn der Gabe einerbationslosung wurde als Ausgangsniveau
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fur die nachfolgend beobachtete Reaktion (gatid zu Grunde gelegt. Als signifikante
Reaktion wurde jeweils ein Anstieg der Ratio um deistens den 4-fachen Wert der

Standardabweichung des Ausgangsniveaus definiert.

Fura2-ratio Calcium-Messung

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

2,2 1

ratio

2,0 1
1,8

1,6 - Aldosteron

1,4 \L
W

1,2

1,0

0,0 2?5 5?0 7?5 10I,O 12I,5 15I,O 17I,5 20I,0
Zeit (min)
Abb.6 - Beispiel fiur Reaktionsmuster ,Peak mit nachfolgand Plateau”. Di

Abbildung zeigt den gemessenen Verlauf bei GabeAldn (10 nM) und Angll (10(
nM) fiir eines der gemesseneeckglaschen (n==t

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

i : Plateau

| —— .

: i HII-I Bgenmt : T T - ratiDP‘lataau
o

| i HH B.Anstieg I | -

______:_ _________ :___iﬂratlnplatem
ratiog, .- T—>¢ : : h

= oear” | Zeit

| At peak |

e . . — — —— -

t At plateau

Beginn Substanzgabe

Abb.7 - Grundlegendes Schema der Auswertung der Caltessungen

Es wurde sowohl die absolute Veranderung der Ratiatiyeax bzw. Aratioyaea), als auch die
jeweilige relative Veranderung der Ratio (rel. ggticbzw. rel. ratigaea) betrachtet:
AratiOpeax = ratiopeax- ratiogasis

rel. ratiopeax= ratiopeax/ ratiogasis
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Entsprechend wurde auch fur das Plateau berechndem wurden die Zeit bis zum Peak
(Atpea bzw. die Zeit bis zum Erreichen eines Plateais..) ausgewertet.

Zur weiteren Charakterisierung der Peaks wurde Koem der Peak-Zacke durch die
Betrachtung der Breite in der halben Hohe (HHB)rteelti (siehe Abb.7).

3.9. Reporter-Gen-Assays

3.9.1. Transfektion und Inkubation

Die Transfektion der HEK-293-Zellen fur die Versactur Bestimmung der Aktivitat am GRE
erfolgte wie in 3.4. beschrieben. Hierbei wurdenV2dll-Platten verwendet. Es wurden stets
das Plasmid fur das Reportergen (pSEAP-GRE), dansFektionskontrolle (pcDNA3.1His-
LacZ) und die Expressionsplasmide fur die RezeptgpEGFP-C1-hMR und pCMV6-XL4-
AT1R) bzw. der Leervektor transfiziert. Nach der afisfektion folgten 24 h als
Synchronisationsphase in serumfreiem Medium. Dikuthation erfolgte fir 24 h mit im
serumfreien Medium geldsten Testsubstanzen (AAddlp, Vehikel). Im Anschluss wurden die

Zellen und das Medium wie weiter unten beschridiiedie Assays verwendet.

3.9.2. SEAP-GRE-Assay

Um die Transaktivierungsaktivitat des MR am Glukakoid-Response-Element (GRE) zu
bestimmen, wurde ein Konstrukt verwendet, bei dembaEnde der sekretorischen alkalischen
Phosphatase (SEAP) ein GRE vorhanden ist. ErfoggiTcansaktivierung des GRE durch den
ligandengebundenen MR, so wird vermehrt SEAP inZidlen exprimiert. Die SEAP wird von
den Zellen ins Medium sezerniert, wo ihre Aktivitdtd damit das Ausmal ihrer Expression
durch Messung der Fluoreszenz ihres Reaktionsptedokch Zugabe eines geeigneten

Substrats als Steigung gemessen werden kann @&ih8).

GepNes

Aldosteron

Sekretorische alkalische
Phosphatase

00O

Abb.8 - Funktionsprinzip des SEAP-GRE-Assays
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Die Expression von SEAP korreliert mit der MR-inturzen Transaktivierung am GRE. Die
Aktivitdt der SEAP wurde aus dem Medium der Zelleestimmt. Zunachst wurde das
Probenmedium 1:1 mit SEAP-Puffer gemischt, fir 30 bei 65°C erhitzt um die Aktivitat
unspezifischer Phosphatasen zu minimieren, kurEeugestellt und anschlie3end mit Substrat
(AttoPhos-Kit) gemischt. Hierbei entsteht durch &EAP ein fluoreszierendes Produkt, dass
mit dem Multiwell-Counter bei einer Anregungswellmge von 440 nm und einer

Emissionswellenlange von 560 nm gemessen wird.

3.9.3.p-Galaktosidase-Assay

Die p-Galaktosidase bewirkt unter Zugabe von O-NitrophgrD-Galactopyranosid (ONPG)
eine enzymatische Reaktion mit Bildung des gellgfaem O-Nitrophenol. Da die Aktivitat der
B-Galaktosidase von der Zahl der transfiziertenefelm betreffenden Well abhangt und man
davon ausgehen kann, dass eine Zelle entwedesddiekein Plasmid aufnimmt, kann man mit
Hilfe der Bestimmung der Aktivitat dg-Galaktosidase die Werte fir die SEAP-Aktivitat der
einzelnen Wells im Versuch hinsichtlich der Traksfsseffizienz und der Zellzahl normieren.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die ZelleMOPS/Triton-Lysepuffer lysiert und vom
Boden der Wells gelost. Nach der Zentrifugationdeuder Uberstand in Mikroreaktionsgefae
Uberfuhrt. Die Lysate wurden mit 1x Cleavage-Puffield ONPG fir 30 min bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde mit Stoffé?(1 M Natriumcarbonat) beendet und

die Extinktion bei 405 nm gemessen.

3.10. Statistik und verwendete Software

Fur die Auswertung und Darstellung der RohdateroemrMicrosoft Office XP und SigmaPlot
8.0 verwendet. Fur die Erfassung der ECL-Entwicgluder Western Blots und die
anschlieBende densitometrische Auswertung fandsdfevare QuantityOne Anwendung. Fir
die C&*-Messungen wurde die Software Aquacosmos verwendet.

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- Standdnrighe (S.E.M.) angegeben. Zur Testung der
Signifikanz im Unterschied zweier Ergebnisse wudde gepaarte oder ungepaarte Student t-
Test verwendet. Dabei wurde ein Signifikanzniveaan \p < 0,05 zugrunde gelegt. Die
Versuche einer Reihe wurden mit verschiedenen Bessdurchgefuhrt. Die Anzahl der in den
Versuchen insgesamt benutzten Zellen (Calcium-MegsuZellschalen (Western Blot) oder
Wells (SEAP-GRE) wird mit ,n“ bezeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Aufbau des Modells
Fur die Untersuchung der Wechselwirkungen in dgm&iransduktion von Aldo/MR und

Angll/AT1R sind an das Zellmodell zwei wesentlicheforderungen zu stellen: Zum einen soll
die An- und Abwesenheit des jeweiligen Rezeptonstiadliert steuerbar sein. Zum anderen
muss die An- und Abwesenheit des jeweiligen Ligandentrolliert steuerbar sein. Die
Anforderung im Hinblick auf die Liganden ist Ubeliedgeeignete Bereitstellung von
Testlosungen in den Versuchen einfach zu erfllida, fir HEK293-Zellen weder eine
Aldosteron-, noch ein Angll-Sekretion bekannt sivMe bereits beschrieben, ist fur HEK293-

Zellen auch keine Expression des MR oder AT1R betkan

4.1.1. Expression des MR und des AT1R

Die Expression des verwendeten EGFP-C1-hMR wurd#éelsi Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen. Hierbei zeigten die mit dem EGFPKR-hransient transfizierten HEK293-
Zellen bedingt durch die Kopplung des MR mit EGFReedeutliche Grinfarbung des
Zytoplasmas mit Aussparung der Zellkerne. Bei Gabe Aldosteron translozieren die
stimulierten MR in den Zellkern, der sich griin abfaDie griine Fluoreszenz des Zytoplasmas

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

Abb.9 — Nachweis der Expression des EGFPMR-duch Fluoreszenzmikroskop
Auf der linken Seite sieht man eine deutliche griliteoreszenz des Zytoplasm
welche die Expression des EGFP in den transfiziddEK293Zellen anzeigt. Auf de
rechten Seite sieht man unter der Gabe von AldofdPeine Wanderung des EGFF
den Kern aufgrund der Kopplung mit dem MR (Aufnahmaeh 30 min Stimulation).

Die Expression des humanen AT1R wurde durch revenaeskription-PCR nachgewiesen. Bei
den mit dem AT1R-Plasmid transfizierten HEK293-£gll konnte in der nachfolgenden
Gelelektrophorese eine deutliche Bande im Bereahedwarteten Hohe (189 Basenpaare (bp)
fur den verwendeten humanen AT1R) beobachtet wegiglehe Abb.10). Bei den zur Kontrolle

untersuchten nativen HEK293-Zellen zeigte sich dagediese Bande nicht.
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DNA-Leiter
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Abb.10 - Gelektrophorese des P@Redukts der reversen Transkription. In mit ¢
humanen ATIR transfizierten HEK2Z2llen (Spur 3) zeigt sich eine Bande
Bereich der erwarteten DNBange (189 bp), der folglich exprimiert wird. In ro
Spuren 1 (Wasser) und 2 (native HEKZBSlen) zeigt sich erwartungsgeman ke
Bande.

4.1.2. Funktionsfahigkeit des MR und des AT1R

Die Funktionsfahigkeit des verwendeten MR-Plasrnzigigte sich im SEAP-GRE-Assay durch
seine Aktivitat am entsprechenden Promotor untdreGan Aldosteron. Diese Aktivitat ist bei
den EGFP-C1-MR-transfizierten Zellen zu beobachtéht jedoch bei den nicht transfizierten
(siehe hierzu den Abschnitt 4.4.1.). In Versuchreanserem Labor wurde schon friiher gezeigt,
dass zwischen der Aktivitdt des EGFP-MR am GRE iengléich zur Aktivitdt des MR ohne
EGFP-Tag kein Unterschied zu beobachten war.

Der Nachweis der Funktionsfahigkeit fir das verwatadAT1R-Plasmid konnte zum einen
durch die charakteristische Modulation des intdafien Calciums als Reaktion auf die Gabe
von Angll in den diesbeziiglichen Versuchen (sietbschnitt 3.8.2. Abb.6) erbracht werden.
Zum anderen konnte eine Wirkung auf die ERK1/2-Phosylierung nach Gabe von Angll nur
bei den ATI1R-transfizierten HEK293-Zellen, nichtdgeh bei Abwesenheit des AT1R
beobachtet werden (siehe hierzu den Abschnitt 4.2.4

4.2. Betrachtung der Phosphorylierung von ERK1/2

Das AusmalR der ERK1/2-Phosphorylierung unter végzdeimen Bedingungen wurde im

Folgenden mittels Western Blot untersucht.

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

eingesetzt. PMA bindet und aktiviert die PKC undhrfi dadurch zu einer starken
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Phosphorylierung von ERK1/2. Eine deutliche Reaktauf die Gabe von PMA weist die
prinzipielle Funktionsfahigkeit der Zellen hinsitblh der Phosphorylierung von ERK1/2 nach.
Zum anderen wurde als Kontrolle im Sinne des undierten Zustandes die HEPES-
Tragerlosung (+ 1mg/ml Glucose) unter Zusatz dedeém Versuchslosungen vorliegenden
DMSO-L6sungsmittelmenge (Vehikel = Veh) genutzt XmaMSO-Konzentration 1:1000).

4.2.2. Variation der Inkubationsdauer

In Vorversuchen wurde der zeitliche Verlauf der BRXPhosphorylierung unter separater
Gabe von Aldosteron bzw. Angiotensin Il in den HBRZZellen untersucht. Hierbei ergaben
sich fur die Gabe von Angll in einer Konzentratimon 100 nM Hinweise auf einen
biphasischen Verlauf (siehe Abb.11). Die erste Ph#& durch eine schnelle starke
Phosphorylierung von ERK1/2 gekennzeichnet, weldme Maximum bei ca. 2-5 min
Inkubationsdauer erreicht. In der zweiten Phase eBte geringere, aber anhaltende
Phosphorylierung von ERK1/2 zu beobachten. Zur llbinig dieser zweiphasigen Reaktion
wurde fur die folgende Versuchsreihe als reprasigaténkubationszeiten fur die erste Phase

eine Inkubationsdauer von 5 min und fur die zwBiase von 30 min festgelegt.

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

5000
4000 -

3000 - |
[ T

2000 -

1000 41 T

N m B ]

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 ERK1/2hosphorylierung unter Gabe von 100
Angll in AT1R-transfizierten HEK29Zellen. Es zeigen sich zwei Phasen: ein st¢
Anstieg nach 2-5 min und eine anschlieRende amfudte aber geringer
Phosphorylierung (n=4).

4.2.3. ERK1/2-Phosphorylierung bei Anwesenheit voMR und AT1R

Im Folgenden wurden Versuche mit AT1R- und MR-tfemeyten HEK293-Zellen
durchgefuhrt. Die Versuche wurden zundchst mit ammgerschiedlichen Konzentrationsstufen,
einer mit niedrigen und einer mit hoheren Konzdigren von Aldo und Angll durchgefuhrt.
Die Stufe mit niedrigen Konzentrationen von 1 nMgArund 100 pM Aldo kann als Abbildung

der physiologischen Bedingungen betrachtet werBes.Stufe der héheren Konzentrationen
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von 100 nM Angll und 10 nM Aldo kann dagegen ein ddlb flr pathophysiologische
Bedingungen darstellen. Bei Patienten mit Herziigehz sind Aldo-Konzentrationen von 10

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

PERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 1 nM, Aldo 100 pM, 5min

10000

z DERK-> g= —43kDa
> 8000 - —
<
S
L
£ il
E Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9
=
2 .
2 4000 sign. «—95 kDa
5 HSP90-
S — — e N —" —— -
-E == & -
& 2000 4
<
i ok #
o
Veh Angll Aldo A+A PMA
ERK-Pin% 100 528 186 201 1914
SEM. 25 114 26 44 522

Abb.12 - Bei Transfektion mit MR und AT1R zeiglich bei 5 min Inkubation

niedrigen Konz. von Angll (1 nM) bzwAldo (100 pM) bei alleiniger Gabe von Ang

bzw. Aldo eine signifikant hohere ERK1/hésphorylierung im Vergleich zu

Vehikel. Bei Angll+Aldo zeigt sich eine signifikantgeringere ERK1/2-
Phosphorylierung als bei alleiniger Gabe von Arfglp < 0,05 vs. Vehikel, # g 0,05

vs. Angll; n=6). Rechts oben ein Beispiel fir expEriment (Spurl. 2: Vehikel, 3 u

4: Angll 1 nM, 5 u. 6: Aldo 100 pM, 7 u. 8: AngliiM+Aldo 100 pM (A+A) 9: PMA

1 uM). Rechts unten HSP9O0 als Ladekontr

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

bei einer Inkubationsdauer von 5 min ein signifieeanAnstieg der Phosphorylierung von

PERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 1nM, Aldo 100pM, 30min
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Abb.13 - Bei Transfektion der HEK29Zellen mit MR und AT1R zeigte sich bei
min Inkubationsdauer mit niedrigen Konzentratiowen Angll (1 nM) und/odeAldo
(100 pM) bei kombinierter Gabe von Aldo und AngRike signifikant verschiedene
ERK1/2-Phosphorylierung gegeniber alleiniger Gatire Angll (n=4).Rechts oben ei
Beispiel fur ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikely.34: Angll 1 nM, 5 u. 6: Aldo 1D
pM, 7 u. 8: Angll 1 nM+Aldo 100 pM (A+A), 9: PMA 1M). Rechts unten H3® als
Ladekontrolle.
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ERK1/2 durch separate Gabe von Angll bzw. Aldo gédper dem Vehikel. Zudem zeigte sich
eine signifikant geringere ERK-Phosphorylierungatiudie Kombination Angll/Aldo als durch
Angll alleine (siehe Abb.12). Insgesamt waren dimden sehr schwach.

Bei einer Inkubationsdauer von 30 min und Gabe rdedrigen Konzentrationen zeigte sich
keine signifikante Zunahme der ERK1/2-Phosphoryher im Vergleich zum Vehikel. Es
zeigte sich insbesondere auch kein Trend hin zuereiRotenzierung der ERKZ1/2-
phosphorylierende Wirkung von Angiotensin |1l durensétzliche Gabe von Aldosteron.
Insgesamt heben sich die Banden unter diesen Badjen kaum vom Hintergrund der
entwickelten Blot-Membranen ab (siehe Abb.13).

Bei der Gabe der hoheren Konzentrationen von Aegsh Il (100 nM) bzw. Aldosteron (10
nM) konnte bei einer Inkubationsdauer von 5 min edignifikanter Anstieg der
Phosphorylierung von ERK1/2 gegenluber dem Vehiketld Gabe von Angiotensin I, durch
die Kombination Angll/Aldo und durch PMA beobachtaverden. Die ERKL/2-
Phosphorylierung durch die kombinierte Gabe vonidtegsin Il und Aldosteron bewegte sich
dabei in etwa auf dem gleichen Niveau wie die dukalgiotensin Il alleine (503% vs. 454%,
p=0,658; siehe Abb.14).

pPERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 100nM, Aldo 10nM, 5min
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Abb.14 - Unter Gabe hdherer Konzentrationen von Anglio(2®1) und/oder Aldo (10
nM) zeigte sich bei den AT1R- und MiRansfizierten Zellen bei einer Inkubationsde
von 5 min keine signifikante Anderung der ERK1/BBphorylierung bei kombinierte
Gabe von Angll und Aldo gegentiber alleiniger Gatwe &ngll (* p < 0,05 vs. Vehikel
n=4). Rechts oben ein Beispfér ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u.Angll
100 nM, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+4gd 10 nM (A+A), 9: PMA 1uM).
Rechts unten HSP9O0 als Ladekontrolle.

Auch fir die Gabe der héheren Konzentrationen und kkubationsdauer von 30 min ergab
sich ein signifikanter Anstieg der Phosphoryliervog ERK1/2 gegeniiber dem Vehikel durch
Angiotensin I, durch die Kombination Angll/Aldo drdurch PMA.
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Die Kombination von Angiotensin Il und Aldosteroreigte allerdings bei 30 min eine
signifikant geringere ERK1/2-phosphorylierende Wimg als die alleinige Gabe von
Angiotensin 1l (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 nMydioder Aldo (10 nM
ergibt sich bei AT1R- und MR-Transfektidiei einer Inkubationsdauer von 30 min ¢
signifikant geringere ERK1/Phosphorylierung durch die Kombination Angll/Aldts
durch die alleinige Gabe von Angll (* g 0,05 vs. Vehikel, # g 0,05 vs. Angll; n=8)
Rechts oben ein Beispiel fir ein Experiment (Spur2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 100M,
5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+Aldo 10 nfA+A), 9: PMA 1uM). Rechts
unten HSP90 als Ladekontro

4.2.4. ERK1/2-Phosphorylierung bei Abwesenheit dédR und AT1R

Um zu uberprufen, ob die Phosphorylierung von ERKdUrch Angiotensin Il bzw. Aldosteron
tatsachlich von der Anwesenheit der entsprechefdeptoren, also des AT1R und der MR
abhéngt, wurden Versuche mit scheintransfiziertdekKBEP3-Zellen durchgefuhrt. Bei der
Scheintransfektion wurden alle Arbeitsschritte @eansfektion durchgefiihrt, jedoch ohne die
Zugabe eines Plasmids zum Transfektionsansatz.

Fir die Versuche mit den scheintransfizierten Zeligurden hohe Konzentrationen von
Angiotensin Il (100 nM) und/oder Aldosteron (10 nMhgesetzt unter der Annahme, dass eine
eventuell mogliche Steigerung der Phosphorylieraran ERK1/2 in Abwesenheit der
eigentlichen Rezeptoren am ehesten noch durch fEatier als durch niedrige Konzentrationen
der Substanzen erzielt werden kann.

Im Western Blot zeigte sich fir die Gabe diesereénéh Konzentrationen von Angiotensin Il
bzw. Aldosteron sowohl bei einer Inkubationsdauen % min als auch von 30 min keine
signifikante Veranderung der Phosphorylierung vdRKE/2 durch Angll, Aldo oder ihre
Kombination im Vergleich mit dem Vehikel. Die Phbspylierung bewegte sich in etwa auf
dem Niveau des Vehikels (siehe Abb.16 u. 17). S&ann gefolgert werden, dass die ERK1/2-
Phosphorylierung durch die Gabe von Angll, Aldo wieden 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 ERK1/2Phosphorylierung bei Scheintransfektion bewegt sieh5 min
Inkubation mit Angll 100 nM und/oder Aldo ™M auf dem Niveau des Vehikels (n=
Rechts oben ein Beispiel fur ein Experiment (Spur2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 100M,
5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+Aldo 10 nfA+A), 9: PMA 1uM). Rechts
unten HSP90 als Ladekontrolle.
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pERK, HEK293-Zellen, scheintransfiziert
Ang 100nM. Aldo 10nM, 30min
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Abb.17 — Die ERK1/2Phosphorylierung bei Scheintransfektion bewegt aigth bei 3!
min Inkubation mit Angll 100 nM und/oder Aldo 10 nM etva auf dem Niveau d¢
Vehikels (n=4). Rechts oben ein Beispiel fur eirp&ment (Spurl u. 2: Vehikel, 3
4: Angll 100 nM, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angli00 nM+Aldo 10 nM (A+A) 9:
PMA 1 uM). Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle. (X1®,05 vs. Vehikel)
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4.2.5. ERK1/2-Phosphorylierung bei alleiniger Anwesnheit von AT1R

Es wurden weitere Experimente durchgefuhrt, umlzirder Inkubationsdauer von 30 min mit
Gabe der hoheren Konzentrationen beobachteten hedemeEffekt der Gabe von Aldosteron
auf die ERK1/2-phosphorylierende Wirkung von Angiadin Il weiter zu untersuchen.
Zunéchst stellt sich die Frage, ob die beobachReduzierung der durch Angiotensin I
induzierten Phosphorylierung von ERK1/2 durch dedahpzeitige Gabe von Aldosteron an die

Verfligbarkeit des MR gebunden ist.

pPERK, HEK293-Zellen, AT1R-Transfektion
Ang 100nM. Aldo 10nM, 30min
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ERK-P in % 100 1006 200 1014 3712
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Abb.18 — Bei alleiniger AT1RFransfektion zeigt sich bei 30 min Inkubation
hoheren Konzentrationen Angll (100 nM) und/oder A0 nM) keinesignifikant
geanderte ERK1/2-Phosphorylierung durch die Kontimnagegenubeder alleiniger
Gabe von Angll (* p < 0,05 vs. Vehikel; n=4)Rechts oben ein Beispiel fir ¢
Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 108, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8:
Angll 100 nM+Aldo 10 nM (A+A), 9: PMA 1uM). Rechts unten HSP90 ¢
Ladekontrolle.

Hierzu wurden Versuche mit HEK293-Zellen durchgefiilwelche nur mit dem AT1R

transfiziert wurden. Hierbei zeigte sich jeweils signifikanter Anstieg der Phosphorylierung
von ERK1/2 gegeniber dem Vehikel durch Angiotenjndurch die Kombination von

Angll/Aldo und durch PMA. Im Gegensatz zu den Velmn bei Anwesenheit beider
Rezeptoren konnte fir die Kombination Angiotendi\ltiosteron in Abwesenheit des MR
keine signifikant veranderte ERK1/2-phosphoryligleWirkung im Vergleich zur alleinigen
Gabe von Angll (1014% vs. 1006%, p=0,489) festdesterden (siehe Abb.18). Daraus ist zu
folgern, dass die beobachtete hemmende Wirkun&eébe von Aldosteron auf die durch Angll

induzierte ERK1/2-Phosphorylierung an die Verfugle#rdes MR gebunden ist.

4.2.6. ERK1/2-Phosphorylierung durch PMA bei Anweseheit von MR und AT1R
Zur Beantwortung der Frage, ob Aldosteron seinatili&s tber den MR eher auf einer der

PKC-Aktivierung vor- oder nachgelagerten Stufen dangll-induzierten ERK1/2-
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Phosphorylierung ausibt, wurden die mit dem MR dedth AT1R transfizierten HEK293-
Zellen mit PMA (100 nM) und der Kombination von PMA00 nM) und Aldosteron (10 nM)
inkubiert und die dabei jeweils erzielte ERK1/2-Bpiaorylierung miteinander verglichen. Es
ergab sich ein signifikanter Anstieg der Phospheryhg von ERK1/2 gegenliber dem Vehikel
sowohl durch die separate Gabe von PMA als auchhddre Kombination von PMA und
Aldosteron. Ein hemmender Effekt der zusatzlichexn&von Aldosteron auf die durch PMA
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung konnte nichtbmezhtet werden (PMA 6102%, PMA und
Aldosteron 6953%, p=0,736; siehe 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 AT1R zeigt sich bei &in Inkubation mi
PMA (100 nM) bzw. Aldo (10 nM) keine signifikant rénderte ERK1/2-
Phosphorylierung bei der Kombination PMA/Aldo gedgeer der alleinigen Gabe vc
PMA (* p < 0,05 vs. Vehikel; n=4). Rechts oben ein Beispieldin Experiment (Spur
u. 2: Vehikel, 3 u. 4: PMA 100 nM, 5 u. 6: Aldo &, 7. u. 8: PMA 100 nM+Aldo 10
nM (P+A)). Rechts unten HSP90 als Ladekontr

Aldosteron bt seinen hemmenden Einfluss Uber deR Buf die Angll-induzierte
Phosphorylierung von ERK1/2 somit eher nicht ankeider PKC-Aktivierung nachgelagerten
Ebene aus.

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

Die Transaktivierung des EGFR stellt, wie in denl&tung erwahnt, einen wesentlichen Weg
fur die Entfaltung der ERK1/2-phosphorylierenderrkdfng von Angll dar.

An dieser Stelle bietet sich eine andere Méglichkéer die Aldosteron tber den MR Einfluss
auf die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierunghmeen konnte. Zur Untersuchung eines
moglichen Einflusses auf den EGFR bzw. diesem relaggrte Signalstufen wurden die
HEK293-Zellen mit dem EGFR und dem MR transfizi&s. erfolgte die Inkubation mit EGF

(20 pg/l) bzw. mit der Kombination von EGF (3@/l) und Aldosteron (10 nM). Dabei stellte

sich gegenuber dem Vehikel ein signifikanter Argstler Phosphorylierung von ERK1/2 durch
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EGF, Aldo, die Kombination EGF/Aldo und durch PMArdEine signifikante Anderung des

Effekts auf die ERK1/2-Phosphorylierung gegenubmr alleinigen Gabe von EGF konnte bei
der kombinierten Gabe von Aldosteron und EGF nishbbachtet werden, es zeigte sich
lediglich eine Tendenz zu einer geringeren ERKIi@dphorylierung (824% vs. 668%,

p=0,186; siehe Abb.20).

Ein hemmender Einfluss von Aldosteron tber den MR e&ne ERK1/2-phosphorylierende

Wirkung lasst sich somit nur fur die Gabe von Angisin 1, jedoch nicht fir die Gabe von

PMA oder EGF darstellen.

pERK, HEK293-Zellen, EGFR- und MR-Transfektion
EGF 10 pg/l, Aldo 10 nM, 30min
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Abb.20 - Bei den MR- und EGFR-transfizierten Zellen istter Gale von EGF (1(

ug/l) bzw. Aldo (10 nM) bei der Kombination EGF/Ald@ine signifikanteAnderung

der ERK1/2-Phosphorylierung ggu. der alleinigen &abn EGF zu beobachten (*p
0,05 vs. Vehikel; n=16). Rechts oben ein Beispigl éin Experiment (Spur 1 u.: 5
Vehikel, 2 u. 6: EGF 1Qg/l, 3. u. 7: EGF 1@g/lI+Aldo 10 nM (E+A), 4 u. 8Aldo 10

nM, 9: PMA 1uM). Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle.

4.3. Betrachtung der zellularen Calcium-Homoostase

Um zu untersuchen, inwieweit Aldo Uber den MR véialt einen Einfluss auf das Calcium-
Signal von Angll auslbt, wurden Versuche zur Megsder Veréanderung der intrazellularen
Calciumkonzentration durch Angll mit und ohne Vémbation mit Aldo durchgeftihrt. In den
oben beschriebenen Versuchen zur Phosphorylierworg BERK1/2 zeigte sich, dass die
diesbezlglichen Wechselwirkungen bei der Gabe vogllAind Aldo an die Anwesenheit von
MR und AT1R gebunden sind. Bei den Versuchen zulci@@a-Messung wurden daher
durchgehend mit MR und AT1R transfizierte HEK293I&e verwendet. Die Zellen wurden in
den Versuchen mit den im Methodenteil in Abb.5 datgliten zwei Inkubationsschemata

behandelt. Dabei lag die Konzentration fur Angli b0 nM und fur Aldosteron bei 10 nM.
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4.3.1. Verteilung der Reaktionstypen

Im Methodenteil dieser Arbeit im Abschnitt 3.8.2nde bereits beschrieben, dass die Calcium-
Antwort der mit dem AT1R ausgestatteten HEK293-&tellauf die Gabe von Angll in
Abhangigkeit von den jeweils dominierenden zelletmReaktionsmechanismen als ,Peak",
.Peak mit nachfolgendem Plateau” oder als ,Platednarakterisiert werden kann.

Hinsichtlich der Verteilung der untersuchten Zelbaurf diese Reaktionsmuster liel3en sich im
Vergleich zwischen dem Inkubationsschema Veh/Angihd dem Inkubationsschema
Aldo/Angll in den durchgefuhrten Versuchen keineserglichen Unterschiede feststellen (siehe
hierzu Abb.21).

Verteilung des zellularen Calciumreaktionsmuster auf Gabe von Angll

60
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50 4 [ Aldo/Angll
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Anteil der Zellen in %
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) Iﬂ
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T
Peak Peak+Plateau Plateau

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 Aogll zeigte sich beir
Inkubationsschema Aldo(10 nM)/Angll(100 nM) keingmsifikanter Unterschied
gegenuber dem Schema Veh/Angll(100 nM) (in Klammpweilige Zellzahl).

4.3.2. Betrachtung des Reaktionstypus ,Peak"

Bei der zusammenfassenden Betrachtung aller dggerZellen, welche als Reaktion auf die
Gabe von Angll einen ,Peak” oder einen ,Peak mithialgendem Plateau” gezeigt haben,
zeigte sich weder in Bezug auf die absolute nodhdaurelative Anderung der gemessenen
Ratio ein signifikanter Unterschied zwischen deidée Inkubationsschemata Veh/Angll und
Aldo/Angll (p=0,33 bzw. p=0,44, siehe Abb.22 u. 23)

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich jedoch #usgangsniveau des intrazellularen
Calciums, welches fur das Schema Aldo/Angll héhar als fur das Schema Veh/Angll (siehe
Abb.24).
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Absolute Anderung der Ratio bei Peaks
unter Gabe von Angll
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Veh/Angll Aldo/Angll

Dratiopeak 1,0264 1,1123
SEM. 0,1219 0,1427

Abb.22 - In Bezug auf die absolute Anderung der Ratio Peaks unter Gabe v
Angll zeigt sich zwischen Veh/Angll(100 nM) und Aldo(101)4Angli(100 nM)
kein signifikanter Unterschied (n=22-26).

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

Abb.23 - Auch die relative Anderung der Ratio zeigt zwistheen beide
Inkubationsschemata keinen signifikanten Unterstie22-26).

Die Zeit bis zum erreichen des Peak$,{.) zeigte sich bei den Zellen, welche vor der Angll-
Gabe mit Aldosteron inkubiert wurden gegeniber Zgien mit vorheriger Inkubation mit dem

Vehikel signifikant verklrzt. Zur weiteren Unterduing dieser Differenz wurde als Mal3 zur
naherungsweisen Beschreibung des Anstiegs der Reakils die Breite des Peaks auf der
halben Héhe (HHB, siehe Abb.7) bestimmt und furlbé&den Inkubationsschemata verglichen.

Hierbei liel3 sich weder in der ansteigenden Phas@,{0) bzw. abfallenden Phase (p=0,18) des

42



Peaks, noch in der Gesamtbreite in der halben Hphe,12) ein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Inkubationsschemata festst@iehe Abb.25).

Ratio,, , vor Angiotensin II-Gabe
2,0
1,8 A *
T
1,6
= 1,4 1
2
D 1,2 A
<
£
w 1,0
g
~ 084
S
S 06
0,4 A
0,2 4
0,0 - T
Veh/Angll Aldo/Angll
ratiog, 1,3987 1,6419
SEM. 0,0520 0,0597

Abb.24 - Das Ausgangsniveau der Ratio liegt bei dem Schelaa/Angll signifikant
tber dem bei Veh/Angll (* g 0,05 vs. Veh/Angll, n=22-26).

Zeit bis zum Peak und
Halbe-Hohe-Breite der Peaks unter Angll-Gabe

1,0

0,8
< *
2 o064 T
£
s
£
T 041
N
0,2
0,0
Mpeak HHB
Veh/Angll 0,7427 0,8497
S.EM. 0,0701 0,1045
Aldo/Angll 0,5643 0,6918
S.EM. 0,0416 0,0703

Abb.25 - Die Zeit bis zum Peak bei Gabe von Angll (100 nig) bem Schem:
Aldo/Angll gegenuber Veh/Angll signifikant verkuraDie Betrachtung der HHBemt
nur einen Trend zur Verschmalerung bei Aldo/Anglp(< 0,05 vs. Veh/Angll, n=22-
26).
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4.3.3. Betrachtung des Reaktionstypus ,Plateau”

Fur die Zeit bis zum Beginn der Plateans,..) zeigte sich ein Trend zu einer Verkirzung
unter dem Schema mit Aldo/Angll (1,388 vs. 1,138nMen), allerdings war diesbeztglich
keine signifikante Anderung zu verzeichnen (p=0slé€he Abb.26).

Zeit bis zum Plateau unter Gabe von Angll

18

n.s.

1,6 ’—‘
1,4 4

1,2 T

1,0 4

0,8 q

Atma‘eau [Minuten]

0,6 q

041

0,2 q

0,0 -

T
Veh/Angll Aldo/Angll

Mplateau 1,3880 1,1380

S.E.M. 0,1270 0,1030

Abb.26 - Die Zeit bis zum Plateau b&babe von Angll (100 nM) zeigt il
Vergleich der beiden Schemata eine Tendenz zur Wankg bei Aldo/Angl)
jedoch keinen signifkanten Unterschied (n=43-46).

Bei den untersuchten Zellen, die mit oder ohne ngpeaenden Peak eine Reaktion auf das
Angll in Form eines Plateaus zeigten, ergaben $eime signifikanten Anderungen im
Vergleich zwischen dem Schema Veh/Angll und deme8ehAldo/Angll sowohl im Hinblick

auf die absolute (p=0,22), als auch die relative0(p8) Anderung der Ratio (siehe Abb.27 u.
28).

Absolute Anderung der Ratio bei Plateaus
unter Gabe von Angll

0,25

0,15 4

0,10 4

Aratio,, ., (relative Einheiten)

0,05

0,00 -

Veh/Angll Aldo/Angll

Aratiopjateau 0,1325 0,1644
S.E.M. 0,0158 0,0378

Abb.27 - Fiir die absolute Anderung demnt® fiir Plateaus bei Gabe von An
(100 nM) lasst sich zwischen den beiden Inkubasonematakein signifikantel
Unterschied feststellen (n=43-46).
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Relative Anderung der Ratio bei Plateaus
unter Gabe Angll

1,6

141 n.s.

1,24
-

1,0 4

0,8

0,6

0,4 1

rel. ratio, ., (relative Einheiten)

0,2 1

0,0 -

Veh/Angll Aldo/Angll

rel. ratiopjateau 1,0937 1,1124

S.E.M. 0,0111 0,0299

Abb.28 - Auch fiir die relative Anderung deraRo lasst sich kein signifikant
Unterschied feststellen (n=43-46).

Somit konnte ein signifikanter Einfluss von Aldo/MRr im Hinblick auf das Ausgangsniveau
des intrazellularen Calciums vor Gabe von Angll isoauf die Zeit bis zum Erreichen des
Angll/AT1R-induzierten Calcium-Peaks beobachtetdeer.
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4.4. Betrachtung der genomischen Aktivitat am GRE

In den Versuchen zur Phosphorylierung von ERK1/@ der Veranderung des intrazellularen
Calcium-Niveaus wurde eine mdgliche Beeinflussueg\Wirkung des aktivierten AT1R durch

den aktivierten MR untersucht. Im Folgenden wurdiee emdgliche Einflussnahme durch

Angll/AT1R auf die genomische Wirkung von Aldo/MR&GRE betrachtet. Hierfur wurde der
SEAP-GRE-Reporter-Assay verwendet.

4.4.1. SEAP-GRE-Aktivitat bei Abwesenheit von MR ud AT1R

Zunachst wurde der Effekt der Gabe von héheren &amationen von Angll (100 nM) allein
bzw. der Kombination der héheren Konzentrationem Aagll (100 nM) und Aldo (10 nM) bei

Abwesenheit der beiden zugehdrigen Rezeptoren #&eirdransfizierten HEK293-Zellen
untersucht. Hierbei zeigte sich keine nennenswamntgerung der Aktivitit am GRE nach 24 h
durch die Gabe der Kombination von Aldo mit Angtles durch die Gabe von Angll alleine
gegenuber der Kontrolle (p=0,78 bzw. 0,89; siehb.2®).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, Scheintransfektion
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Abb.29 - Bei fehlendem MR und AT1R zeigen wed#ie alleinige Gabe vc
Angll (100 nM), noch die Kombination mit Aldo (10\D) einen signifikante
Effekt auf die Aktivitdit am GRE-Promotor nach 24mVergleichzur Kontrolle
(n=4-6).

4.4.2. SEAP-GRE-AKktivitat bei alleiniger Anwesenhdides MR
Nach Transfektion der HEK293-Zellen mit dem EGFRHBAR konnte bei der Gabe von 10

nM Aldosteron eine signifikante Erhdhung der Aki@i am GRE-Promotor gegentber der
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Kontrolle beobachtet werden. Bei einer alleinigestb& von Angll (100 nM) ist bei alleiniger
Anwesenheit des MR kein Einfluss auf die GRE-Ak&vizu verzeichnen (p=0,78).

Bei einer kombinierten Gabe von Aldo (10 nM) undghAn(100 nM) zeigt sich unter diesen
Bedingungen keine signifikante Anderung der Akéiviam GRE im Vergleich zur alleinigen
Gabe von Aldosteron (275% vs. 311 %, p=0,39, skdite30).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, MR-Transfektion
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Abb.30 - In Anwesenheit des MR zeigt sich bei Gabe von Ao signifikante
Anstieg der Aktivitdt am GREromotor nach 24 h. Zwischen der alleinigen Galre
Aldo (10 nM) und der Kombination mit Angll (0 nM) lasst sich kein signifikant
Unterschied feststellen. Ein Effekt der alleinig€abe von Angll (100 nM) ir
Vergleich zum Vehikel ist nicht zu beobachten & p,05 vs. Vehikel; n=3-5).

4.4.3. SEAP-GRE-AKktivitat bei alleiniger Anwesenhdides AT1R

Bei alleiniger Transfektion der HEK293-Zellen mird AT1R zeigt sich im Gegensatz zu den
Experimenten in Anwesenheit des MR im Vergleich o Kontrolle keine stimulierende
Wirkung von Aldo (10 nM) auf die Aktivitat am GREeahr. Dagegen zeigt sich bei Gabe von
Angll (100 nM) und bei der kombinierten Gabe vonglrund Aldo eine signifikant geringere
Aktivitat am GRE im Vergleich zur Kontrolle (sieh&bb.31). Dabei konnte zwischen dem
Effekt der alleinigen Gabe von Angll und der komeéiten Gabe von Aldo (10 nM) mit Angll
kein signifikanter Unterschied festgestellt werpr0,20).

Als Zwischenfazit lasst sich feststellen, dass aiiekung von Aldo auf das GRE an die
Anwesenheit des MR, und damit wohl an dessen Addivig gebunden ist. Fir eine Wirkung
der Gabe von Angll auf die Aktivitat am GRE ist gmechend die Anwesenheit des AT1R
erforderlich.
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SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R-Transfektion
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Abb.31 - Bei alleiniger Transfektion mit dem AT1R zeigt di@abe von 10 nM Aldo
keinen Effekt auf die Aktivitatt am GRE-Promotor ha24 h. Angll (100 nM)

reduziert die Aktivitatt am GRE im Vergleich zum \e#l signifikant. Bei

Kombination von Angll und Ao liegt die Aktivitat gegeniber der Kontro

nochmals niedriger, jedoch nicht signifikant urdem Effekt von Angll allein€* p

< 0,05 vs. Vehikel; n=5-14).

4.4.4. SEAP-GRE-AKktivitat bei Anwesenheit des MR ud AT1R
Da der Effekt von Aldo und Angll auf die GRE-Akti&t jeweils an die Anwesenheit des
entsprechenden Rezeptors gebunden ist, kann audbrb®ersuchen zur SEAP-GRE-Aktivitat
davon ausgegangen werden, dass unter kombiniertdye Gron Aldo und Angll zu
beobachtende Abweichungen im Vergleich zur jewadisinigen Gabe der Substanzen auf eine
Interaktion der beiden aktivierten Rezeptoren kdwven Signalwege zuriickzufihren sind.
Bei der Auswertung der mit verschiedenen Konzeotmah von Aldo bzw. Angll in
Anwesenheit der beiden Rezeptoren durchgefihrteau¢be wurden jeweils die Wirkung der
alleinigen Gabe von Aldo bzw. Angll und die der Kkmmerten Gabe von Aldo und Angll
betrachtet. Die Wirkung der kombinierten Gabe vddoAund Angll auf die Aktivitdét am GRE
kann dabei auf zweierlei Weise beurteilt werdemmzinen absolut im Vergleich zum Vehikel,
zum anderen lasst sich aber auch ein relativekElen Aldo auf die Aktivitdit am GRE unter
Beruicksichtigung eines Eigeneffektes von Angll bareen:

Aldo-effect(Angll) = Effekt(Aldo+Angll) / Effekt(4H).

Bei héheren Konzentrationen von Aldo (10 nM) undgAn(100 nM) zeigt sich sowohl bei

alleiniger Gabe von Aldo, als auch bei der kombiteie Gabe von Aldo und Angll eine
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signifikant gesteigerte Aktivitat am GRE-Promoteggniber der Kontrolle. Die alleinige Gabe
von Angll fuhrt zu einer signifikant geringeren Aitat am GRE im Vergleich zur basalen
Aktivitat unter Gabe des Vehikels. Der absoluteekffder kombinierten Gabe von Aldo und
Angll ist signifikant geringer als der einer allgjan Gabe von Aldo. Der relative Aldo-Effekt

unter Berlcksichtigung des Angll-Effektes bei koméiter Gabe von Aldo und Angll liegt

jedoch auf dem Niveau der alleinigen Gabe von Aje0,53; siehe 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 Ang#igt sicl
absolut eine geringere Aktivitdt am GRE-Promotocn@4 h im Vergleich au
alleinigen Aldo-Gabe. Der relative Aldeffekt bei Kombination von Aldo un
Angll entspricht in etwa dem Effekt bei alleinigéabe von Aldo (* p< 0,05 vs
Vehikel, # p< 0,05 vs. 10 nM Aldo; n=8-10).

Wird die verwendete Angll-Konzentration auf 1 nMdueiert und die von 10 nM Aldo
beibehalten, zeigt sich bei der kombinierten Gabe Wldo und Angll eine signifikant
gesteigerte Aktivitdt am GRE-Promotor gegeniber deehikel. Wie schon bei der
Kombination von 10 nM Aldo mit 100 nM Angll beobdet) zeigt auch hier die kombinierte
Gabe einen signifikant geringeren Effekt als dieinige Gabe von Aldo. Bei der reduzierten
Konzentration von Angll (1 nM) ist allerdings deglative Aldo-Effekt auf die Aktivitat am
GRE gegenuber dem Effekt der alleinigen Gabe vatoAignifikant erhdht (siehe Abb.33).
Die basale Aktivitat am GRE wird bei 1nM Angll, wischon fir eine hohere Angll-
Konzentration (100 nM) beobachtet, signifikant geése

Beldsst man die Konzentration von Angll bei 1 nMlueduziert die Konzentration von Aldo
auf 1 nM, so zeigt sich bei alleiniger Gabe von@ichd bei der kombinierten Gabe von Aldo
und Angll die bereits unter den anderen Konzemnatrerhaltnissen beobachtete signifikant

gesteigerte Aktivitat am GRE-Promotor gegeniberkamtrolle. Der absolute Effekt von Aldo
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(1 nM) in Kombination mit Angll (1 nM) unterscheidsich dagegen nicht von dem bei der
alleinigen Gabe von Aldo (p=0,81). Der relativedktfvon Aldo bei der kombinierten Gabe ist

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

SEAP-GRE, HEK?293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion

sign.
600 - | ; #
sign. T
T #
5o [ :
T2 400 T
z3
s
<5
% X
03
P
w £ 200
(n =
*
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 s ] E )
§ 3 < < <
> 2 s s s
o c
S “ “ ‘5
pt g
S @
< 3
o o
= he)
<
Mittelwert  100,0 4158 64,2 359,5 527,2
S.EM. 1,3 55,8 2,7 56,0 63,0

Abb.33 - Unter Gabe von 10 nM Aldo und 1 nM Angll zeigt tsizei kombinierte
Gabe eine absolut betrachtet signifikant geringédtévitdit am GRE-Promotonach 2
h im Vergleich zu 10 nM Aldo allein. Die relativeilking von Aldo auf die Aktivith
am GRE bei Kombination mit Angll ist signifikanthéiht (* p< 0,05 vs. Vehikel, #
< 0,05 vs. 10nM Aldo; n=18-20).

Wird die Konzentration von Aldo weiter reduziertfad,1 nM unter Beibehaltung der
Konzentration des Angll von 1nM, liegt bei der kdnibrten Gabe von Aldo und Angll die
Aktivitdt am GRE nicht signifikant iber dem Nivedar Kontrolle, jedoch signifikant unter der
bei alleiniger Gabe von Aldo (0,1 nM). Fir die allge Gabe von Aldo (0,1 nM) ist eine
signifikant gesteigerte Aktivitdt am GRE-Promotarggniber der Kontrolle zu verzeichnen.
Zwischen dem relativen Aldo-Effekt bei kombinier@abe und dem Effekt der alleinigen Gabe

von Aldo am GRE war kein signifikanter Unterschiedtzustellen (p=0,32; s. Abb.35).
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SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
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Abb.34 - Bei einer Aldo-Konzentration vonrdM ergibt sich in der Kombination v
1 nM Angll eine unverénderte absolute SEAP-GRE-A#t nach 24 him
Vergleich zur alleinigen Aldo-Gabe. Der relativedAtEffektist signifikant erhéht
(* p<0,05 vs. Vehikel, #0,05vs. 1nM 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 Komliiora mit 1nM Angll
eine signifikant geringere Aktivitdit am GRE nach [24ls durch Aldo alleine. D¢
relative Aldo-Effektunterscheidet sich nicht vom absoluten Effekt dégiragen
Aldo-Gabe (* p< 0,05 vs. Vehikel, # g 0,05 vs. 0,1 nM Aldo; n=6-7).
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5. Diskussion
5.1. Ebenen einer méglichen Wechselwirkung in derighaltransduktion von AT1R und
MR

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihitéersuche zur Phosphorylierung von

ERK1/2, zur zelluldaren Calcium-Homoostase und zltivierung am GRE dienten der
Untersuchung einer funktionellen Interaktion degraitransduktion von humanem AT1R und
humanem MR sowie der Erlangung von Hinweisen agfunde liegende Mechanismen.
Funktionell betrachtet kdnnen die Rezeptoren aafeder positiv (verstarkend), negativ
(hemmend) oder keinen Einfluss bzgl. verschiedeedlularer Signalmechanismen nehmen.
Diese Effekte kdnnen zeit- und/oder konzentratibh&agig sein. Liegt eine funktionelle
Interaktion vor, so kénnen die zugrunde liegendasth&nismen auf unterschiedlichen Ebenen
angesiedelt sein (s. Abb.36) [210].

Abb.36 - Ebenen einer mdglichen modifizierenden Interaktioon Rezeptore
(modifiziert nach [210]): 1. direkte Interaktion .B Dimerisierung, evtl. unter
Beteiligung von Adapterproteinen), 2. Aktivierungprv Proteinen (z.B. Kinase
Geriustmolekilen), die den anderen Rezeptor diredifieieren und desensibiliere
aktivieren oder Internalisierung fordern; 3. Indakt oder Hemmung vo
Signalmolekdlen, diedem anderen Rezeptor nachgelagert sind; 4. Inatukiies andere
Rezeptors; 5. Freisetzung parakriner Liganden ddsran Rezeptors

5.2. Wechselwirkung von AT1R und MR im Hinblick auf die ERK1/2-Phosphorylierung
Die durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die Ainglkzierte ERK1/2-Phosphorylierung in
dem Zellmodell an die Anwesenheit des AT1R gebunsten

In der Literatur ist eine potenzierende Wirkung vaido auf eine Angll-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung beschrieben worden [129-131].96icher Effekt von Aldo konnte in dieser
Arbeit in den HEK293-Zellen bei den betrachtetemkentrationen und Inkubationszeiten nicht
verzeichnet werden. Ein signifikanter Einfluss vAldo auf die Angll-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung wurde hier dagegen in Form einemiung gesehen. Dieser hemmende

Effekt war fur niedrige Konzentrationen (Angll 1 nkldo 100 pM) bei einer Inkubationsdauer
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von 5 min, bei hodheren Konzentrationen (Angll 10M,nAldo 10 nM) bei einer
Inkubationsdauer von 30 min zu verzeichnen.

Eine mogliche Ursache fir diesen Widerspruch zteratur konnte im verwendeten Zellmodell
liegen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde di¢eraktion von MR und AT1R in einem klar
definierten System untersucht. Daneben sind aucterSthiede aufgrund der verwendeten
Konzentrationen und der betrachteten Zeitpunktéxioken

Wie in der Einleitung aufgezeigt unterscheiden sl Angll-induzierten Signalwege selbst
innerhalb von Zelltypen in Art und Auspragung, wesaich Konsequenzen im Zusammenspiel
von Angll/AT1R und Aldo/MR ergeben konnen. In detudien, welche eine potenzierende
Wirkung von Aldo und Angll bezuglich ERK1/2 bescitwen, wurden VSMC aus der Aorta
bzw. aus mesenterialen Arterien verwendet [129-13Montezano et al. flhrten
Untersuchungen bei 5 min und 30 min mit niedrigemientrationen von Angll (0,1 nM) und
Aldo (0,1 nM) durch, wobei fur die Kombination vaiingll und Aldo eine Zunahme der
Phosphorylierung von ERK1/2, und auch von c-Srcbeigden Zeitpunkten beschrieben wurde
[130]. Bei Min et al. wurde der Verlauf der ERKIP2osphorylierung unter gemeinsamer Gabe
von Aldo und Angll tber einen langeren Zeitraumfelgt und ein erster Peak bei 10-15 min,
ein zweiter bei 2-4 h gesehen, was in etwa dem bedbachteten zeitlichen Verlauf bei
alleiniger Gabe einer hdheren Angll-KonzentratiobOQ nM) entspricht. Bei der dort
beobachteten Potenzierung des Angll-Effektes wurienVergleich zu Montezano et al.
nochmals niedrigere Konzentrationen von Angll (@) und Aldo (1 pM) angewendet, welche
bei der alleinigen Gabe keine Wirkung auf die Phosyglierung von ERK1/2 zeigten [129].

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

In einer anderen Studie wurde ein potenzierendefekEf hinsichtlich der ERK1/2-
Phosphorylierung bei den héheren KonzentrationanAddo (10 und 100nM) und Angll (10
und 100nM) bei 2 min beschrieben, eine Aussagepatesen Zeitpunkten erfolgte nicht [131].
In den HEK293-Zellen liel3 sich bei solchen Konzativnen von Angll und Aldo bei einer
etwas langeren Inkubation (5 min) kein signifikarEnfluss von Aldo beobachten, so dass hier
der Unterschied im Zelltyp entscheidend sein kanmt&einer der vorliegenden Studien wurde
der Effekt der Kombination von héheren Konzentmgio von Aldo und Angll in einer
verzdgerten Phase der ERK1/2-Aktivierung (nach 89 omtersucht.

Die Frage der Dosierungen spielt auch im Zusammephait an Organen beobachteten
Effekten von Aldo auf Angll-Wirkungen eine Rollen htrialen Trabeculae wurde eine mit
steigender Konzentration von Aldo zunehmende negatiirkung auf die basale und Angll-

vorstimulierte Kontraktilitat beschrieben. Der ntiga Effekt war durch Hemmung der PKC in
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einen positiven umwandelbar [189]. An koronaren idétterien sorgte eine 30-mindltige
Vorinkubation mit 10 nM Aldo fir eine signifikant¥’erstarkung der Angll-induzierten
Kontraktion, bei 0,1uM Aldo zeigte sich dagegen ein Trend zu einer Hemgn[P5]. Im
Ubrigen ist auch eine Dosisabhangigkeit des Eisflasvon Aldo auf eine EGF-induzierte
ERKZ1/2-Phosphorylierung mit teils glockenférmigerertauf beschrieben worden [133, 134].
Es ist denkbar, dass ein potenzierender EffektAddo auf die ERK1/2-Phosphoylierung bei
anderen Konzentrationsverhaltnissen und/oder Zekiiem auch in HEK293-Zellen zu
beobachten ist. Bei niedrigen Konzentrationen voglAund Aldo zeigten die HEK293-Zellen
jedoch nur eine schwach tber dem Hintergrund lidgdBRK1/2-Phosphorylierung, was eine
Aussage bei weiter reduzierten Konzentrationen sefuhwert.

Die Ergebnisse zur ERK1/2-Phosphorylierung fihrander Frage, warum es im HEK293-
Zellmodell bei den hdéheren Konzentrationen bei 38 mkubationszeit bzw. bei niedrigen
Konzentrationen bei 5 min Inkubationszeit zu eihemmenden Wirkung von Aldo auf den
Effekt von Angll kommt. Eine Aktivierung von Sigmabteinen darf nicht allzu lange anhalten
und sollte einer kontrollierenden Rickkopplung diggen. Ansonsten ware die Zelle tUber
diese Wege langere Zeit nicht differenziert andpbac. Die Beobachtung einer im
Gesamteffekt geringeren Wirkung der Kombination vargll und Aldo zu einem Zeitpunkt,
wo Angll alleine noch eine starkere Wirkung hathiti als Ergebnis einer UbermaRigen
Gegenregulation betrachtet werden. HEK293-Zellend sfir den AT1R und den MR
natirlicherweise naiv. Es ist denkbar, dass diechsbinetrischen Verhaltnisse der
Signalproteinausstattung in den HEK293-Zellen fim &berwiegen bzw. Uberschiessen
ERK1/2-gegenregulierender Signalproteine und —veeggen. Die Beobachtungen in dem hier
verwendeten Modell mit HEK293-Zellen sind damit htiaveniger fir die Pathophysiologie
relevant. Fur das Verstandnis des ZusammenwirkensAngll/AT1R und Aldo/MR in der
Pathophysiologie kdnnte gerade die Identifikationolclser verstarkenden oder
gegenregulierenden Signalproteine von besondertarebse sein.

Die Vielzahl und Zelltypabhéngigkeit der an der ERKPhosphorylierung beteiligten
Signalproteine erschwert die Aufdeckung des mobaieni Mechanismus des Hemmeffektes
von Aldo. Die UUberwiegende Anzahl der Studien zumgKinduzierten ERKL1/2-
Phosphorylierung macht Aussagen zu den Signalpseneau einem friihen Zeitpunkt, meist 5-
10 min. Bei 30 min kénnen durchaus wieder anderechdeismen eine Rolle spielen.
Beobachtungen, wie die eines zweigipfeligen ROSawds in VSMC nach Gabe von Angll
mit einem zweiten Peak bei 30 min [103] oder digs¢kiebung der Anteile von Gqg- urfid
Arrestin-vermittelter ERK1/2-Phosphorylierng [158hterstitzen die Annahme, dass es im
Zeitablauf zu einer Verschiebung in der Gewichtungterschiedlicher intrazellularer

Signalwege zur ERK1/2-Phosphorylierung kommt.
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Basierend auf den wesentlichen Signalstrecken dengliAnduzierten ERK1/2-
Phosphorylierung ergeben sich eine Reihe von Apsakten fir eine Hemmwirkung von
Aldo/MR (s. Abb.37).

Abb.37 - Auswahl moglicher Ansatzpunkte tur die Hemimng von Aldo/MR au
die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung

In verschiedenen Studien ergaben sich HinweiseeeufNebeneinander verschiedener Angll-
induzierter Signalwege zur ERK1/2-Phosphorylierumgerhalb eines Zelltyps [15, 17, 149,
153]. In diesem Fall musste Aldo die beobachtetemrhende Wirkung entweder auf einer
spaten Stufe der Signalgebung, auf welche die Ipbleal Wege konvergieren entfalten oder
mehrere Signalwege parallel auf hoher gelagertgnafproteinstufen hemmen. Die MEK und
ERK1/2 selbst kommen zumindest beim beobachtetdaktEihach 30 min und hdheren
Konzentrationen eher nicht als Ziel hemmender Meiginaen in Betracht, da sie unterhalb der
Ebene der Raf-Aktivierung durch PMA liegen und nsamit einen Einfluss von Aldo auf die
ERK1/2-phosphorylierende Wirkung von PMA erwartedsste. Unter den hier verwendeten
Konzentrationen fand sich bei 30 min Inkubatiorsbiezglich jedoch kein Hinweis.

Ein moéglicher Konvergenzpunkt ist die BeteiliguresdEGFR. Es gibt zahlreiche Berichte Uber
die Beteiligung des EGFR an der Angll-induziertenRKE/2-Phosphorylierung in
verschiedenen Zelltypen [15, 17, 149, 151, 152, 158, 160, 162]. Eine Beteiligung von Src
an der Angll-induzierten EGFR-Transaktivierung waitteschrieben [15, 151, 157, 159, 160].
Auch eine Modifikation der Aktivitat von Src kdnrmsemit an der Hemmwirkung von Aldo/MR
beteiligt sein. Die Aussagen zu einer Beteiligurey &EGFR-Tyrosinkinase und Src an der
Angll-induzierten Phosphorylierung von ERK1/2 in KiED3-Zellen sind widerspriichlich [151,
160], wobei die Untersuchungen hierzu zu einemeniBeitpunkt (5 min) mit 100 nM Angl|
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erfolgten und keine Aussage Uber eine Beteiligueg #GFR bei 30 min machen. Eine
Beteiligung des EGFR im Sinne einer Transaktivigrkann neben der Autophosphorylierung,
also abhéngig von der EGFR-Tyrosinkinase, auchhdeirme Trans-Phosphorylierung durch Src
am Tyrosinrest Tyr845 erfolgen, welche durch Galbees EGFR-Tyrosinkinaseinhibitors
unbeeinflusst bleibt und eine Rolle bei der Phosdlesung von ERK1/2 spielt [122, 211].
Sowohl Aldo, Angll als auch EGF induzieren tber 8ree EGFR-Phosphorylierung an Tyr845
[15, 17, 110, 211], die anhaltend gerade flur epi#tese Phase der ERK1/2-Phosphorylierung
wesentlich sein kann [15]. Eine Beeintrachtigung Flenktion von Src durch Aldo/MR konnte
zu einer Minderung der Tyr845-EGFR-Phosphorylierfifigen und damit insbesondere zur bei
30 min und hoheren Konzentrationen beobachtetenniiamg der ERK1/2-Phosphorylierung
beitragen. Zum anderen kann Aldo/MR durch die Aktivng von PKC-Isoformen Einfluss auf
den EGFR nehmen. Eine Ko-Aktivierung der PKGlurch direkte Bindung von Aldo im
Zusammenspiel mit Calcium wurde beschrieben [1L@8}erschiedenen Zelltypen wurde unter
Einsatz unterschiedlicher PKC-Inhibitoren die Varkting einer GPCR-induzierten EGFR-
Phosphorylierung gesehen, unter anderem auch fgH/AT1R. Dies kann als physiologische
negative Riuckkopplung des GPCR-aktivierten PKC-VEegesbesondere Uber die PlCauf
einen gleichzeitig GPCR-aktivierten EGFR interprdtiwerden [137]. In CHO-Zellen wurde
zudem eine Hemmung der EGF-induzierten ERK1/2-Ptmrsfierung bei 5 min durch PMA-
induzierte PKC-Aktivierung verzeichnet [134]. In KE93-Zellen konnte bei Untersuchungen
zur EGF-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung unteab& eines PKC-Inhibitors eine
anhaltende EGFR-Phosphorylierung im Vergleich neriansonsten beobachteten Abnahme
nach 15 min gesehen werden, hier wurde eine RoheTyrosin-Phosphatasen diskutiert [212].
Das Uberschiessen einer natiirlichen PKC-vermitielfeeedback-Hemmung der EGFR-
Aktivitdt durch zusatzliche Aktivierung der PKC dbrAldo kdnnte die aktivierende Wirkung
von Angll am EGFR bremsen und so die ERK1/2-Phogpleoung wie beobachtet
beeintrachtigen. Aldo kann die PKiCmechanistisch anders aktivieren als Angll und EX8&n
konnte spekulieren, dass dies zur Verstarkung dieermenden Wirkung auf den EGFR, aber
keiner weiteren Steigerung der aktivierenden Wigkanf Raf fuhrt und somit in Summe die
ERK1/2-phosphorylierende Wirkung von Angll beeiotréigt. Allerdings ergab sich bei den
hier durchgefiihrten Experimenten zur Untersuchungr d&EGF-induzierten ERK1/2-
Phosphorylierung bei 30 min bei der verwendeten zZ€atration von Aldo und EGF kein
signifikanter Einfluss von Aldo/MR. Lediglich eirithter Trend zu einer geringeren ERK1/2-
Phosphorylierung war zu verzeichnen. Somit scheiime Beeintrachtigung der EGFR-
Tyrosinkinase nicht der wesentliche Mechanismusléir Hemmeffekt von Aldo auf die Angll-
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung bei 30 min udtidren Konzentrationen zu sein.

Eine Stérung von Membranprozessen als Ursache elmnting der ERK1/2-Phosphorylierung
durch Aldo/MR ist ebenfalls denkbar. Fir den ATHen EGFR, c-Src sowie den MR ist eine
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Assoziation mit Cav-1 und die Lokalisation in Calaeobeschrieben worden [124, 125, 213-
215]. Sowohl fur den AT1R als auch den MR wurdesdfimlokalisation bzw. Komplexbildung
mit dem EGFR beobachtet [124, 141]. Eine Beteilgwon Cav-1 an einer prolongierten
Angll-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung tber de6FR wurde beschrieben [15]. Durch
seine Anwesenheit in den Interaktionsbezirken varlR und EGFR in der Zellmembran
konnte der ligandenaktivierte MR zu Stérungen im Bédung von Multiproteinkomplexen
fihren oder Signalproteine fur seine Zwecke ,urelgitund damit die Effektivitat der durch
Angll Gber Caveolae induzierten Signalkaskadenrtigghtigen.

Calcium spielt zum Teil eine Rolle fur die ERK1/8d3phorylierung durch Angll [151, 156,
159, 163] und ist beteiligt an der Aktivierung vBrc oder PKC-Isoformen. Eine Beeinflussung
des Angll-Effektes durch Aldo ware auch Uber dakiGa denkbar. Die Calcium-Messungen
in dieser Arbeit geben aber erstmal keinen Anh@tflr, betrachten aber auch nur den
kurzfristigen Effekt bei hdheren Konzentrationen.

Auch die Beeintrachtigung der PKC koénnte eine Rdik der beobachteten hemmenden
Wirkung von Aldo auf die ERK1/2-Phosphorylierungieden. Eine Reihe von Studien zur
ERK1/2-Phosphorylierung durch Angll beschreibt édsteiligung der PKC [17, 148-151, 153-
158]. Zum Teil wurden dabei spezielle Isoformen B&C als verantwortlich identifiziert, so
die neue PKG[156, 157] und die atypische PK{417, 158]. PMA-aktivierte PKC-Isoformen
scheinen aufgrund der hier beobachteten unbediigten PMA-Wirkung bei 30 min weniger
wahrscheinlich als Ursache einer hemmenden Aldddiddig. Auch bei 5 min scheint Aldo (10
nM) keinen Einfluss auf eine PMA(100 nM)-induzief#RK1/2-Phosphorylierung zu haben
[134]. Aldo/MR kdnnte auf die atypische, PMA-unahbie, PKCE eine hemmende Wirkung
entfalten. In neonatalen kardialen Myozyten wuriae echnell einsetzende, tber wenigstens 20
min anhaltende Hemmung der PKC-Aktivitat durch Alglssehen [216]. Eine direkte Bindung
von Aldo an die PKC konnte dort nicht nachgewiesegrden. Die Hemmung war fir
Konzentrationen>10 nM maximal und betraf allerdings auch die PMAunierte PKC-
Aktivitat sowie Calcium-sensitive und -insensitiRKC-Isoformen, was nicht zu der hier
beobachteten unbeeintrachtigten ERK1/2-Phosphaonylgedurch PMA bei 30 min passt.

Eine Aktivierung von Phosphatasen, wie der MKP-1rcHuAldo Uber den MR mit
Dephosphorylierung und Inaktivierung von beteiligtSignalmolekilen wére ebenfalls als
Ursache fiir die hemmende Wirkung auf die Angll-imidtte Aktivierung von ERK1/2 zu
diskutieren.

SchlieBlich ist auch eine direkte physische Modifitn des AT1R durch den MR denkbar.
Ricchiuti et al. beobachteten eine Zunahme der ZAsson von AT1R und MR und eine
einhergehende reduzierte ERK1/2-Phosphorylierung terun Niedrig-NaCl-Zufuhr.
Mdglicherweise stort die Assoziation der beidendpearen die Signalgebung des AT1R, der
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Effekt auf ERK1/2 kénnte jedoch auch auf der gle@tig beobachteten reduzierten Expression
der beiden Rezeptoren unter dieser Didt beruher].[21

Bei dem beobachteten hemmenden Effekt bei 30 mimtiein auch erste genomische Effekte
von Aldo eine Rolle spielen. Aldo induziert die Eegsion von GILZ nach bereits 30 min. Fur
T-Zellen ist eine Raf-1-hemmende Wirkung von GlL&sbhrieben [60, 61]. Eine Hemmung
von Raf-1 kdnnte einen Teil der beobachteten Hemkung von Aldo/MR auf die ERK1/2-
Phosphorylierung erklaren. Allerdings existierentere Raf-lsoformen und zudem wurde ein
unterschiedliches Verhalten von Raf-1 und ERK1/50]1 sowie PKC-abhéngige Raf-
unabhéangige [149, 158] Wege zur PhosphorylierumgeRK1/2 beschrieben.

Auch das Chaperon HSP90 konnte an der HemmwirkaemgAldo bei 30 min beteiligt sein.
Eine Aktivierung des MR fuhrt zur Freisetzung voBP0 im Kern. Nach einer, zu einer spater
einsetzenden Hemmwirkung passenden, Verzégerunchdden Transportprozess aus dem
Kern kommt es zu einer gesteigerten intrazellularerfiigbarkeit von ungebundenem HSP90.
Der Einfluss von HSP90 auf die ERK1/2-Phosphoryligr ist allerdings nicht eindeutig. Eine
Assoziation von HSP90 mit Src scheint zu einer Hehden Aktivierung von Src und
Transaktivierung des EGFR zu fihren [110, 218], v&eh positiv auf die ERK1/2-
Phosphorylierung auswirken kann. HSP90 unterstitmtem den Zusammenbau von Raf-
Proteinen [219]. HSP90 spielt auch eine Rolle kei #tabilisierung und Verhinderung des
Abbaus des EGFR [220-222]. Andererseits wurde uht8P90-Hemmung eine anhaltende
Aktivierung von ERK1/2 und Src gesehen [223]. HSR#0det in HEK293-Zellen an die
Protein-Phosphatase 5 (PP5) und fordert die Bildumy Komplexen mit ERK1/2, was zur
Hemmung der Aktivitat von Raf-1 fuhrt [224].

Die Untersuchungen in dem vorliegenden, definieBgatem zeigen, dass der AT1R und MR
hinreichend sind fir eine hemmende Interaktion ezW) auf die Phosphorylierung von

ERK1/2, jedoch nicht fur eine diesbezlgliche pesitnteraktion.

5.3. Wechselwirkung von AT1R und MR im Hinblick auf die zelluldre Calcium-

Homg@ostase

5.3.1. Einfluss von Aldo/MR auf den Reaktionstyp deZellen

Bei den durchgefiihrten Messungen des intrazellml&alciums kann bei den Zellen als

Reaktion auf die Gabe von Angll zwischen ,Peak&eaks mit nachfolgendem Plateau” und
.Plateaus” unterschieden werden (siehe Abschn8t23. Prinzipiell kann das zytosolische

Calcium durch einen Einstrom von extrazellular,rigben durch den hohen Gradienten fir
Calcium (ca. 1:10.000) erfolgen. Andererseits kasrauch, wie schon beschrieben, zu einer
Freisetzung aus intrazellularen Speichern kommeame Keranderung in der Verteilung der

Reaktionsmuster konnte auf einen Einfluss von Adbdie Angll/AT1R-induzierten zellularen

58



Mechanismen der Calciumfreisetzung oder des Cakilngtroms hinweisen. Eine
entsprechende Wirkung von Aldo (10 nM) wurde in MDZellen auf die EGF(1Qug/l)-
induzierte Calciumantwort gesehen, wo im Gegermatalleinigen EGF-Gabe in der Mehrzahl
der Zellen ein Peak mit nachfolgender Plateauphasebachtet werden konnte [133]. In den fur
diese Arbeit durchgefuhrten Messungen zeigtenwsntér der Inkubation mit 10 nM Aldo keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung deraR®nstypen auf die Gabe von 100 nM
Angll gegenuber der Kontrolle. Somit ergibt sich temn den verwendeten
Konzentrationsverhaltnissen kein Hinweis auf ein&mfluss von Aldo/MR auf die
dominierenden Mechanismen der Angll/AT1R-induziert&rhdhung des intrazellularen

Calcium-Spiegels.

5.3.2. Einfluss von Aldo/MR auf Zellen mit Reaktiomstyp ,Peak"”

In aortalen VSMC wurde ein Effekt von Aldo auf dasrazellulare Calcium in Form eines
erreichten Plateaus nach 3-5 min beschrieben, médiseau im Vergleich zu dem von Angll
sehr gering ist [176]. Ein entsprechender gerirtgiéekt von Aldo wurde auch in den hier
durchgefuhrten Experimenten mit HEK293-Zellen inrrRo eines signifikant erhéhten
Ausgangsniveaus des intrazellularen Calciums baihe®a Aldo/Angll gesehen. In der Studie
von Wehling et al. wurde eine potenzierende Wirkwog Aldo auf die Angll-induzierte
Calcium-Antwort beobachtet. Dort fuhrte die vorigeriGabe von Aldo (100 nM) bereits bei
einer Angll-Konzentration von 0,1 pM zu einer tyghen Peak-formigen Reaktion, wéhrend
diese Angll-Konzentration alleine keine Wirkung teat Zu den Ursachen der Angll-
sensibilisierenden Wirkungen machte diese Studieek@ussage, ebenso wenig zum Effekt bei
hoheren Angll-Konzentrationen.

Bei der Betrachtung aller HEK293-Zellen, die in &aktion auf die Gabe von 100 nM Angll
einen ,Peak” gezeigt haben, war hinsichtlich derdveerung des intrazellularen Calciums
weder absolut noch relativ ein signifikanter Unteied zwischen den mit 10 nM Aldo
inkubierten Zellen und den Zellen unter Kontrolllmeping zu verzeichnen. Fir die Zeitspanne
von der Angll-Gabe bis zum Erreichen des Peaksteeaigh unter der Gabe von Aldo eine
signifikante Verklrzung gegenuber der Kontrollbeging. Hinsichtlich des Verlaufs des
Anstiegs selbst konnte unter zu Hilfenahme der HidB signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Somit scheint die Verkiirzung eher durchfgiheres Einsetzen des Génstiegs
bedingt zu sein. Mdglicherweise ist dies durchlggisder vorherigen Inkubation mit Aldosteron

beobachtete erhdhte Calcium-Ausgangsniveau bedingt.
5.3.3. Einfluss von Aldo/MR auf Zellen mit Reaktiomstyp ,Plateau*

Fur die Zellen mit Ausbildung eines Plateaus u@abe von 100 nM Angll zeigten sich weder

in Bezug auf die absoluten oder relativen Veranugen des intrazellularen Calciumniveaus,
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noch auf die Zeitspanne von der Angll-Gabe bis Baginn des Plateaus bei Inkubation mit 10

nM Aldo signifikante Unterschiede im Vergleich rdér Kontrollbedingung.

Zusammenfassend lasst sich in Anwesenheit des MBebeverwendeten Konzentrationen von
Angll und Aldo unter der Gabe von Aldo fur den baoteten Zeitrahmen kein wesentlicher
Einfluss auf die Wirkung von Angll hinsichtlich dartrazellularen Calcium-Homéostase im
Vergleich zu der Kontrollbedingung feststellen. Ulgie schnelle Calciumantwort I&sst sich
eine Wechselwirkung von Angll/AT1R und Aldo/MR sammicht erklaren. Allerdings bilden
die Versuche nur einen kurzfristigen Verlauf ab, dass eine spatere Veranderung in den

intrazellularen Calciumverhaltnissen nicht ausgkessen werden kann.

5.4. Wechselwirkung von AT1R und MR in Hinblick auf die genomische Aktivitdt am
GRE

5.4.1. Aktivitat am GRE in Abwesenheit von MR und/der AT1R

In Abwesenheit von AT1R und MR konnte weder dur@® InM Angll noch durch die
Kombination mit 10 nM Aldo bei 24 h Inkubation dimterschied im Vergleich zu der basalen

Aktivitat am GRE-Promotor verzeichnet werden.

Bei alleiniger Verflugbarkeit des MR zeigte sich Hekubation mit 10 nM Aldo eine
signifikante Steigerung der Aktivitat am GRE, waiddéei Inkubation mit 200 nM Angll kein
Effekt auf die basale GRE-Aktivitat zu verzeichngar. Bei kombinierter Gabe von 10 nM
Aldo und 100 nM Angll konnte kein Unterschied geijeer der alleinigen Gabe von 10 nM
Aldo festgestellt werden.

Bei alleiniger Verfligharkeit des AT1R fiihrte didealige Gabe von 10 nM Aldo zu keiner
Verédnderung der GRE-Aktivitat. Dagegen zeigte @thsignifikant hemmender Einfluss von
Angll (100 nM) und der Kombination von Angll und dd auf die basale Aktivitdit am GRE-
Promotor, wobei zwischen der alleinigen Gabe voglAand der Kombination mit Aldo kein
signifikanter Unterschied zu verzeichnen war.

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

Angll auf das GRE jeweils von der Anwesenheit iHRezeptors (MR bzw. AT1R) abhéngen.

5.4.2. Aktivitat am GRE bei Verfugbarkeit von MR und AT1R

In Anwesenheit von MR und AT1R zeigte sich bei kiembinierten Gabe von Aldo und Angll
eine gegenuber der alleinigen Gabe von Aldo germi#R-induzierte Aktivitat am GRE. Dies
ist am ehesten auf eine allgemein hemmende WirkiamgAngll Gber den AT1R am GRE,
welche bereits in Bezug auf die basale Aktivitat lmobachten ist, zurlckzufuhren. Eine
negative Wirkung der Gabe von Angll (100 nM bzwnl¥l) konnte in unserem Labor bei
Anwesenheit des AT1R und MR auch im Hinblick awd basale Aktivitat und Aldo-induzierte
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Aktivitat an weiteren Promotern (AP-1, NB, NFaT, Myc) bei 24 h Inkubationsdauer
beobachtet werden. Es handelt sich somit offenicht om einen GRE-spezifischen Effekt von
Angll auf die Aldo/MR-vermittelte Wirkung.

Die relative Aktivierung des MR durch Aldo (relagivAldo-Effekt) unter Beriicksichtigung der
hemmenden Wirkung von Angll auf die basale Aktivis@n GRE bleibt im Vergleich zu der
Aktivierung durch eine alleinige Gabe von Aldo dtbia. Bei niedriger Konzentration von
Angll (1 nM) zeigte sich in Kombination mit zunehnaen Konzentrationen von Aldo (0,1 nM,
1 nM, 10 nM) eine Zunahme des relativen Aldo-EfésktFir 1 nM und 10 nM Aldo lag dieser
signifikant Gber dem absoluten Effekt von Aldo, aas bei diesen Konzentrationsverhaltnissen
auf einen effektiveren Mechanismus der GRE-Aktivigr durch Aldo/MR geschlossen werden
kann. In der Summe fihrt eine Kombination von Aldid Angll trotzdem zu einer geringeren
Aktivitat des MR am GRE.

Sowohl beim relativen Effekt von Aldo als auch bdiffiekt der kombinierten Gabe von Angll
und Aldo war eine Abnahme des Aktivititszuwachses @RE mit steigender Aldo-
Konzentration in der Kombination mit niedriger Ah#flonzentration zu beobachten. Ein
glockenférmiger Verlauf der absoluten Aktivitat &RE mit steigenden Aldo-Konzentrationen
ist in der Literatur beschrieben worden [74]. Mob&rweise erfolgt durch Angll/AT1R eine

Linksverschiebung in der Dosis-Wirkungs-Kurve vold@&MR am GRE.

5.4.3. Hemmende Wirkung von Angll/AT1R auf die Aktivitdit am GRE-Promotor

Die Frage nach der Ursache fir die Hemmwirkung »ogll/AT1IR am GRE, aber auch
weiteren Promotoren bietet Raum fir weitere Untdtengen. Eine Erklarungsmoglichkeit
konnten zellular gegenregulierende MalRnahmen iktReeauf eine anhaltende Forderung der
Freisetzung von ROS durch Angll/AT1R darstellen. vidgde beobachtet, dass ROS einen
Einfluss auf die Aktivitdt von verschiedenen Tramstonsfaktoren, wie AP-1 und NB
nehmen kdnnen [104]. Eine ROS-Gegenregulierung tedimm der Folge die Aktivitat an
redoxsensiblen Transkriptionsfaktoren negativ miedeh. Dem widerspricht allerdings die
Beobachtung in HEK293-Zellen, dass die Aldo-induei€sRE-Aktivitat gerade negativ durch
ROS (exogenes 4@,) reguliert wird und kein Effekt von ROS an AP-1dumNFB zu
verzeichnen war [75]. Mdoglicherweise ist die beadfet al. verwendete Dosierung von
exogenem kD, am Grenzbereich der ROS-Pufferkapazitat der Zeld»er auch nicht
ausreichend fur die Ingangsetzung von ROS-reguligne Mechanismen mit Einfluss auf
andere Transkriptionsfaktoren.

Eine Erklarung der Abnahme der Aktivitait am GRE I@abe von Angll kénnte in der
Limitierung von Faktoren des allgemeinen Transkuipgapparates liegen. Es ist denkbar, dass

es durch eine Angll-induzierte Steigerung der Aldivan anderen Promotoren zu einem
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Engpass im Transkriptionsapparat mit Folgen fir Aldo-induzierte Promotor-Aktivitat
kommit.

In einer VSMC-Studie wurde nach langerer Inkubagdauer (5 Tage) bei alleinigen Gaben von
Angll (100 nM) bzw. Aldo (0,8 nM) dagegen eine Ak&rung von NikB und AP-1 beobachtet
[190]. Der Unterschied zu den Beobachtungen kamnitsaiederum durch den Zelltyp, die
Beobachtungszeit und die verwendeten Konzentratibegriindet sein.

Eine mogliche Einflussnahme von Angll auf die AN&l-induzierte Aktivitat am GRE kann
auch uber die Beeinflussung der ERK1/2-Aktivitaeodes intrazellularen Calciums erfolgen
[74, 75]. Dass in der Signalgebung von Angll/AT1RduAldo/MR beziglich der ERK1/2-
Phosphorylierung Wechselwirkungen auftreten, komnteh in den Versuchen in dieser Arbeit
mit HEK293-Zellen bei der Inkubation bis 30 min bachtet werden. Im langeren Zeitverlauf
(24 h) sind ebenfalls Wechselwirkungen mit Einflas§ ERK1/2 und damit wiederum auf die
Aktivitat am GRE vorstellbar.
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6. Zusammenfassung

Insgesamt liefern die Ergebnisse der durchgeflihBeperimente weitere Evidenz fir eine
komplexe Interaktion von Angll/AT1R und Aldo/MR iBezug auf die Phosphorylierung von
ERKZ1/2 und die genomische Aktivitdt am GRE.

Es zeigte sich hinsichtlich der Angll-induzierteiRiEL/2-Phosphorylierung ein hemmender
Einfluss von Aldo/MR bei kurzer Inkubation (5 mimjit niedrigen Konzentrationen sowie bei
langerer (30 min) Inkubation mit héheren Konzetndreen. Der Hemmeffekt scheint zumindest
bei 30 min nicht durch einen Beeintrdchtigung d€FR-Tyrosinkinase oder von PMA-
sensiblen PKC-Isoformen bedingt zu sein.

Die Kombination von Aldo/MR und Angll/AT1R fihrt zeiner in Summe geringeren Aktivitat
des MR am GRE. Dies ist am ehesten durch eineeraln hemmenden Einfluss von Angll
Uber den AT1R auf die Aktivitdt des MR am GRE betlirDie relative Aktivierung des MR
durch Aldo bleibt jedoch erhalten und ist bei bastten Konzentrationsverhaltnissen sogar
gesteigert.

Abgesehen von einem signifikant erhéhten Ausgangsii des intrazellularen Calciums und
einer verklrzten Zeit bis zum Eintreten eines Peeadsnte bei der verwendeten Konzentration
von Angll und Aldo im kurzfristigen Verlauf kein Eiuss von Aldo/MR auf die Angll/AT1R-
induzierte Calcium-Reaktion gesehen werden.

In dem in dieser Arbeit verwendeten definiertent&ysmit AT1R und MR in HEK293-Zellen
zeigt sich, dass die Anwesenheit von AT1R und MRhmnihinreichend fiir eine positive
Interaktion ist, jedoch fur eine hemmende Intemktbeziglich der Phosphorylierung von
ERK1/2 und der Aktivat am GRE.

Zukinftige weitere Untersuchungen sind erforderlicim die zugrunde liegenden
Signalprozesse in HEK293-Zellen in ihrer Zeit- ukdnzentrationsabhangigkeit genauer zu

charakterisieren.
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8.Thesen

1. Im HEK293-Zellmodell mit transient transfiziemehumanem AT1R und humanem MR
zeigte sich bei héheren Konzentrationen (Aldo 10, nAhgll 100 nM) bei kurzer
Inkubationszeit (5 min) kein Effekt einer zusatzbo Gabe von Aldo auf die Angll-induzierte
ERK1/2-Phosphorylierung. Bei einer langeren Inkidra{30 min) war unter der gleichzeitigen
Gabe von Aldo eine signifikant geringere ERK1/2-§fftwrylierung durch Angll zu
verzeichnen, jedoch nur in Anwesenheit des MR.dgeingen Konzentrationen (Aldo 100 pM,
Angll 1 nM) war bei insgesamt schwachem Signal irast®rn Blot bei 5 min eine hemmende
Wirkung, bei 30 min keine Verénderung des Effektsr VAngll auf ERK1/2 durch eine

Kombination mit Aldo zu beobachten.

2. Die Beobachtungen zur ERK1/2-Phosphorylierungdém hier verwendeten definierten
Zellmodell stehen im Widerspruch zu den bisheriBenbachtungen an VSMC in der Literatur,
wo eine potenzierende Wirkung von Aldo/MR auf diengh-induzierte ERKZ1/2-

Phosphorylierung beschrieben wurde. Mdgliche Ursadiir diesen Widerspruch kénnten im
verwendeten Zellmodell selbst, den verwendeten Komationen und den betrachteten

Zeitpunkten liegen.

3. Eine denkbare Erklarung fur den hemmenden EffektAldo/MR kdnnte die Induktion einer
ubermafigen Gegenregulation einer ERK1/2-Aktivigrirei gemeinsamer Einwirkung von
Angll/AT1R und Aldo/MR sein. Mdgliche Schaltstelléir eine Hemmwirkung von Aldo/MR
sind u.a. der EGFR, Src, Membranprozesse, PKC+is@io und eine physische Modifikation
des AT1R. Bei dem Effekt nach 30 min scheint dieFR& yrosinkinase keine entscheidende
Rolle zu spielen, da eine EGF-induzierte ERK1/2dphorylierung durch Aldo/MR nicht
beeintrachtigt wird. Ebenso sind PMA-aktivierte P¥OGformen sowie Modifikationen von
MEK und ERKZ1/2 eher nicht beteiligt, da durch AlB kein Einfluss auf eine PMA-
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung zu verzeichrstn i

4. Die konkreten Signalwege von Angll/AT1R zur Pblosrylierung von ERK1/2 im HEK293-
Zellmodell bedlrfen insbesondere bei 30 min noctereiveiteren Aufklarung. Denkbar sind
unter anderem Wege unter Beteiligung bzw. Kombimatvon PKC-Isoformen, EGFR-

Transaktivierung un@-Arrestin.
5. Aldo (10 nM) erhéht das Ausgangsniveau des ethalaren Calciums vor Gabe von Angll

(100 nM) und verkiirzt die Zeit bis zum Eintretenes Angll-induzierten CaPeaks, hat aber

ansonsten keinen signifikanten Einfluss auf die IXAG1R-induzierte kurzfristige Ca-
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Signalgebung. Die schnelle Calcium-Antwort auf Andlietet unter den verwendeten
Konzentrationen somit zundchst keinen Ansatz fiie éirklarung einer Wechselwirkung von
Angll/AT1R und Aldo/MR.

6. Ein Effekt von Aldo bzw. Angll auf die Aktivitéam GRE ist an ihren jeweiligen Rezeptor
(MR bzw. AT1R) gebunden. Verschiedene Kombinationeon Aldo- und Angll-
Konzentrationen fiihren in Anwesenheit des MR undlRTn Summe zu einer Abnahme der
Aktivitdt des MR am GRE im Vergleich zu einer alligien Gabe von Aldo. Dies ist am ehesten
durch einen allgemein hemmenden Einfluss von AAGIIR auf die Aktivitat am GRE
bedingt. Angll hemmt auch die Aldo-induzierte Aktiit an weiteren Promotoren. Denkbare
Ursachen fir den hemmenden Effekt von Angll am GR&motor sind z.B. eine ROS-
Gegenregulation, die Aktivierung anderer Promotoreei limitierter Kapazitat des

Transkriptionsapparats oder eine Wechselwirkurigenug auf ERK1/2.

7. Die relative Aktivierung des MR durch Aldo unt&ericksichtigung der hemmenden
Wirkung von Angll/AT1R auf die basale Aktivitdt a@RE bleibt bei der Kombination mit
Angll im Vergleich zu der Aktivierung durch eindeihige Gabe von Aldo erhalten, bzw. ist

zum Teil gesteigert.

8. Die durchgefuhrten Untersuchungen in einem d=fen Zellmodell zeigen, dass die
Anwesenheit von AT1R und MR hinreichend ist firesimemmende, nicht jedoch fir eine
positive Interaktion. Weitere Untersuchungen simbrderlich, um die zugrunde liegenden
Signalprozesse in HEK293-Zellen in ihrer Zeit- ukdnzentrationsabhangigkeit genauer zu

charakterisieren.
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