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Einleitung

Erste Hinweise auf pathogene Eigenschaften des RAAS

Die Suche nach der fibrogenen Komponente des RAAS
Medikamentoése Inhibition des RAAS

Klinische Studien der hMR — Blockade: RALES und EPHESUS
Das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem bei CHF
Katecholamine bei CHF

Bisherige Arbeiten mit Bezug auf die cAMP / hMR Interaktion

Fragestellung und Handlungsstrategie

Ubersicht

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist im menschlichen Organismus
physiologisch an der Regulation des Blutdrucks inklusive des Salz- und Wasserhaushalts
beteiligt. Wird dieser Hormonregelkreis jedoch exzessiv aktiviert, z. B. im Rahmen einer
Herzinsuffizienz, kommt es unter Anderem zu pathologischer Kollagenvermehrung im
Gefallsystem und im Herzen. Kardiovaskulare Funktionsstérungen, wie z. B. Arteriosklerose
und Herzinfarkt, sind die Folge.

Aldosteron und sein Rezeptor wurden im Tierversuch als fur die Fibrose wesentliche
Komponenten des Renin — Angiotensin — Aldosteron — Systems identifiziert [1][2][3][4][5]
[6].

Die klinische Relevanz der Aldosteron-induzierten kardiovaskularen Fibrose wird durch die
Studien RALES und EPHESUS eindrucksvoll belegt. Sie zeigen, dass medikamentose
Hemmstoffe des hMR antifibrotisch wirken und die Mortalitat der Herzinsuffizienz und des
akuten Myokardinfarkts reduzieren [7][8].

Bei chronischer Herzinsuffizienz (CHF) befindet sich nicht nur das RAAS, sondern auch das
sympathische Nervensystem (SNS) in einem erndhten Funktionszustand. Es konnte gezeigt
werden, dass erhohte Adrenalin- und wahrscheinlich auch  Noradrenalin-
Serumkonzentrationen Kardiomyozyten und Fibroblasten durch einen nicht vollstandig
geklarten Mechanismus schadigen kann [9][10].

Wenn sowohl das RAAS als auch das SNS parallel aktiv sind, besteht die Moglichkeit, dass
diese beiden Systeme miteinander kommunizieren. Eine solche Kommunikation konnte
eine Bedeutung fur Krankheitsverlauf und Mortalitat bei der Herzinsuffizienz besitzen.

Bisher gibt es zu dieser Fragestellung nur wenige, uneinheitliche Daten.



Erste Hinweise auf pathologische Eigenschaften des RAAS

Dass ein Zusammenhang zwischen Aktivierung des RAAS und Herz- und
Gefalkrankheiten besteht, wurde bereits 1964 von J. Conn erkannt [11]. Dem sog. Conn —
Syndrom bzw. primaren Hyperaldosteronismus liegt eine deregulierte Produktion von
Aldosteron zu Grunde, meist als Folge eines Adenoms oder seltener nodularer Hyperplasie
der Nebennierenrinde. Die Aldosteron-mediierte, vermehrte Ruckresorption von Natrium
und Wasser verursacht arterielle Hypertonie, die erhohte Ausscheidung von Kalium fahrt
zu Hypokaliamie und Herzrhythmusstérungen. Es entwickeln sich kardiovaskulare

Fibrosen; im Endstadium entsteht eine schwere Linksherzhypertrophie.

Die Suche nach der fibrogenen Komponente des RAAS

Um die Fibrose-induzierende Komponente des RAAS zu identifizieren, wurden spontan
hypertensive, fur Schlaganfalle pradisponierte Ratten (SHRSP) eingesetzt. Sie entwickeln bei
kochsalzreicher Ernahrung nach wenigen Wochen schwere  Hypertension,
zerebrovaskulare Schaden und maligne Nephrosklerose mit Proteinurie.

Mit Enalapril und Captopril, Hemmstoffen des fur die Umwandlung von Angiotensin | in
Angiotensin |l verantwortlichen Enzyms ACE, lasst sich die Entwicklung der SHRSP -
typischen Lasionen verhindern. Damit fuhren hohe Blutkonzentrationen von Angiotensin |
allein nicht zur Fibrose [1][2].

Angiotensin Il entfaltet einen Teil seiner Effekte, z. B. die Ausschuttung von Aldosteron aus
der Nebennierenrinde, uber einen membranstandigen Rezeptor, den AT; — Rezeptor.
Losartan, ein kompetitiver Hemmstoff des AT, — Rezeptors, vermindert die SHRSP -
typischen Lasionen signifikant. Ob AT Il und/oder Aldosteron Ausloser der Fibrose sind,
bleibt unklar [3].

Aldosteron wird durch Spironolacton an seinem Rezeptor kompetitiv inhibiert. Durch die
Implantation von Spironolacton-sezernierenden Pellets lieRen sich die SHRSP — typischen
Lasionen deutlich reduzieren. Damit kann Aldosteron eigenstandig die beschriebenen
Lasionen verursachen und scheint ein wichtiger Mediator fur Gefaischaden zu sein [4].

Bei gewohnlichen, uninephrektomierten Ratten kbnnen durch Aldosteron-Infusion und
kochsalzreiche Diat Proteinurie sowie vaskulare, glomerulare und tubulointerstitielle
Schaden ausgelést werden. Weder Enalapril noch Losartan konnten diese Schaden
unterbinden. In diesem Setting war entweder ATIlI supprimiert oder der AT, - Rezeptor

geblockt; Aldosteron allein war also fur die Entstehung von GefaBlasionen hinreichend [5].



Diese Studien zeigen, dass Aldosteron bei Kochsalzbelastung im Organismus
Gefallischaden auslésen kann. AuBerdem fuhrt Aldosteron im Herzen zu interstitieller

Fibrose und Zunahme der Myozytenzahl [12][13].

Medikamentose Inhibition des RAAS

Durch ACE - Inhibitoren und AT1 - Blockern kann die Wirkung von AT Il dauerhaft
supprimiert bzw. inhibiert werden. Der Aldosteronplasmaspiegel jedoch kann mit diesen
Medikamenten nicht dauerhaft gesenkt werden (,Aldosteron escape” [14]); daher sind sie
nicht als Monotherapie fur die Behandlung Aldosteron-induzierter Schaden geeignet.
Deshalb sollte in diesen Fallen der hMR durch einen seiner Antagonisten, Spironolacton

und Eplerenon, blockiert werden.

Klinische Studien der hMR - Blockade: RALES und EPHESUS
Nach dem Nachweis im Tiermodell, dass hMR — Antagonisten die Entstehung Aldosteron
— induzierter kardiovaskularer Lasionen verhindern kénnen, wurden Studien zum

Nachweis der Wirksamkeit und Vertraglichkeit beim Menschen konzipiert.

Mit der Random Aldactone Evaluation §tUdy Aufnahme: Herzinsuffizienz mit

. . Link=swentrikuldrer Auswurffraktion < 35 %
(RALES) [7] wurde uberpruft, ob hMR - I
Hemmstoffe den Therapieerfolg bei CHF |
verbessern. Um eine homogene Gruppe 2
Versuchsgruppe zusammen zu stellen, wurden !
. ) . . o Schleifendiuretika
in die Studie nur CHF - Patienten mit links- ACE - Hemmstoffe

Digitaliz

ventrikularer  Auswurffraktion unter 35% [ B-Blocker)
aufgenommen. Aus diesen Patienten wurden |

Ipironolacton
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erhielt zusatzlich 25 mg Spironolacton.
Nach zwei Jahren wurde die Studie nach einer Zwischenauswertung abgebrochen, die
zeigte, dass die Sterblichkeit in der Experimentalgruppe gegenuber der Kontrollgruppe um

30% niedriger lag; die Zahl an Krankenhauseinweisungen sank um 35%.



Diese erstaunliche Verbesserung des Therapieerfolgs bei CHF durch hMR - Antagonisten
wird aktuell dadurch erklart, dass diese Medikamente die Fahigkeit von Aldosteron
unterbinden, die kardiale Kollagensynthese zu stimulieren; ein Uberschuss an Kollagen in
der extrazellularen Matrix des Herzens fuhrt zu Ventrikelsteifigkeit und diastolischer
Fallungsstoérung.

Die Ventrikelfibrose wird aulerdem fur die Entstehung von Rhythmusstérungen
verantwortlich gemacht. Diese Storungen werden durch die Inhibition des hMR reduziert
[7].

In der Praxis hat sich jedoch gezeigt, dass der dauerhafte Einsatz von hMR — Antagonisten
ein schwerwiegendes Problem mit sich bringt: durch die hMR - Blockade kommt es zu
verminderter Kaliumelimination und als Folge dessen zu Hyperkaliamie, die das Aussetzen

der Medikation erzwingen kann. Eine Losung dieses Problems steht noch aus [15].

In der Eplerenon — Post — Acute Myocardial Aufnakme: 3-14 Tage nach akutern hvokardinfarkt

Infarction Heart Failure Efficacy and Survival ] I

Study (EPHESUS) [8] wurde die Wirksamkeit Gruppe 2

von hMR - Hemmstoffen bei CHF - Patienten |
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diversen anderen Faktoren. Deshalb war es
sinnvoll, fur diese Patienten eine weitere Studie mit hMR - Antagonisten durchzufuhren.
Die teilnehmenden Patienten mit LVAF < 40% wurden 3 bis 14 Tage nach Auftreten eines
AMI in die randomisierte Doppelblindstudie aufgenommen. Alle Patienten in der Studie
wurden medikamentdés mit ACE - Hemmstoffen, Aspirin, Betablockern, Diuretika
behandelt, ungefahr die Halfte bekamen zusatzlich Statine. In der Experimentalgruppe
wurde als hMR - Antagonist Eplerenon verabreicht, das zwar niederaffiner, aber mehr als
hundert Mal spezifischer fur den hMR als Spironolacton ist. Aus diesem Grund fuhrt es

seltener zu unerwunschten Nebeneffekten Uber Progesteron- und Androgenrezeptoren,



wie z. B. Gynakomastie, Brustschmerz und Impotenz beim Mann, Libidoverlust und
Menstruations-unregelmafigkeiten bei der Frau.

25 mg Eplerenon pro Tag reduzierten die kardiovaskulare Mortalitat um 31% und die
Hospitalisierungsrate aus kardiovaskularen Grunden 13%. Die folgende Tabelle gibt einen

Uberblick Uber die Ergebnisse der Subgruppen [8].

Abbruchskriterium Placebo  Eplerenon Risikoreduktion (%]
Tod (alle Ursachen) 153 107 30
Hospitalisierung (kardiovaskular) 329 287 13
Tod (kardiovaskular) 147 101 31
Plotzlicher Herztod 47 30 36
Hospitalisierung (fatal oder nichtfatal) 138 114 17

Auch hier besteht ein Erklarungsansatz fur die Verbesserung des Therapieerfolgs; durch
Hemmung der Kollagensynthese vermindert der hMR — Antagonist Eplerenon die nach
einem AMI auftretende reaktive Fibrose im Herzen und ermoglicht dadurch eine

physiologische Narbenbildung [16].



Das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem bei CHF.

Herzinsuffizienz ist durch eine verminderte, zur Organversorgung inadaquate
Auswurfleistung des Herzens definiert. CHF hat eine Reihe von Ursachen, wie z. B.
langjahrigen arteriellen Hypertonus, Verlust von funktionalem Myokard nach einem Infarkt
oder Klappenfehler. Aufgrund der Herzschadigung sinken die Auswurfleistung des
Herzens und der arterielle Blutdruck. In den afferenten Arteriolen der Glomeruli fUhren der
erniedrigte Blutdruck und ein tber Barorezeptoren reflektorisch erhohter Sympathikotonus
zu vermehrter Sekretion von Renin durch den juxtaglomerularen Apparat. Renin ist eine
Endoprotease, die aus dem im Blut zirkulierenden Angiotensinogen das Oligopeptid
Angiotensin | (ATI) abspaltet; durch die am Endothel befindliche Protease Angiotensin | —
Converting - Enzyme wird daraus ATIl gebildet. ATIlI stimuliert die Freisetzung von
Aldosteron aus der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde, das die Natrium- und
Wasserrtckresorption an der Niere und im Colon steigert. Verschiedene Komponenten des
Systems, vor allem aber ATII, bewirken eine Vasokonstriktion. Der periphere Widerstand

steigt, und damit auch der arterielle Blutdruck.

AT | AT Il Aldosteron

¥

4

Angiotensinogen

Renin ACE

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Durch das RAAS wird beim Gesunden bei Salz- und Wassermangel ein ausreichender
Blutdrucks und der Organdurchblutung gewahrleistet; mit Beseitigung des
Mangelzustandes steigt der Blutdruck, weniger Renin wird sezerniert und das RAAS kehrt
in seinen Ausgangszustand zuruck. Da aber die Auswurfleistung des Herzens beim
Patienten mit CHF nicht wie beim Gesunden wieder steigt und den Blutdruck erhéht,
verbleibt das RAAS in einem permanenten Aktivzustand, um den zur Organperfusion
bendtigten arteriellen Blutdruck aufrecht zu erhalten. Das Gleiche gilt far das
sympathische Nervensystem. Die chronische Aktivierung dieser beiden Systeme fuhrt zu
erhéhter Nachlast und somit gesteigerter Herzarbeit; auRerdem bestehen kontinuierlich

erhéhte Aldosteron- und Adrenalinspiegel, die das Herz schadigen kénnen.



Katecholamine bei CHF.

Katecholamine entfalten ihre Wirkung am Herzen Uber adrenerge ;- und B-Rezeptoren,
die hauptsachlich an Gs, die B> Rezeptoren aber auch an GrProteine gekoppelt sind.
Bindet ein Agonist an einen B;-Rezeptor, wird in den os — Untereinheiten der an den
Rezeptor gebundenen G - Proteine GDP durch GTP ersetzt; dadurch wird die os -
Untereinheit aktiviert und von den By — Untereinheiten und dem Rezeptor getrennt. Die o
- Untereinheiten der G, — Proteine stimulieren die Adenylatcyklase zur cAMP - Produktion;
die Erhéhung des cAMP - Spiegels in der Zelle bewirkt u. a. die Aktivierung der

Proteinkinase A. Dieses Enzym phosphoryliert diverse Ziele in der Zelle, wie z. B.

- das cAMP responsive element binding protein, das uber CRE genotrope
Katecholamineffekte vermittelt [17],

« L-Typ-Kalciumkandle, die nach Phosphorylierung fur Calcium permeabler werden,
so dass die intrazellulare Kalziumkonzentration steigt und die Kontraktionskraft des
Kardiomyozyten zunimmt [18],

- verschiedene Proteine des kontraktilen Apparats (z. B. Troponin I}, die so far Calcium
sensibilisiert werden und die Kontraktionskraft des Kardiomyozyten weiter
verstarken [19],

«  Phospholamban, das im phosphoryliertem Zustand die SERCA nicht langer inhibiert,
so dass vermehrt Calcium in das sarkoplasmatische Retikulum aufgenommen wird
und der Kardiomyozyt schneller fur eine erneute Kontraktion bereit ist [20], sowie

- den B, — Adrenozeptor, dessen Phosphorylierung zu seiner Desensibilisierung und
Internalisierung fuhren kann [21]. Dies fuhrt zur Desensibilisierung des
Kardiomyozyten gegenuber adrenerger Stimulation.

« Beim gesunden Menschen bewirken Katecholamine positive Ino-, Chrono- und
Dromotropie des Herzens, d. h. eine Anpassung der Herzleistung an gesteigerte

Anforderungen z. B. bei korperlicher Aktivitat und in Stresssituationen.

BAR T T
@.—'AC—-CAMP | PKA —— CREB |—| CRE
- ¢ ¢

Der Betarezeptor - Adenylatzyklase — cAMP - Signalweg



B Rezeptoren und G; - Signaling bewirken andere Signalfunktionen, z. B. die Inhibition
der ACL; sie vermitteln mdglicherweise eine Schutzfunktion im kranken Kardiomyozyten.
Bei CHF sinkt das Herzzeitvolumen; der Blutdruck nimmt ab, die Stimulation von
Barorezeptoren sinkt, ihre zentral hemmende Wirkung auf den Sympathikus wird reduziert
und das SNS reflektorisch aktiviert. Da das geschadigte Herz seine Auswurfleistung nur
ungenugend steigern kann, kehrt das System nicht in seinen Ausgangszustand zuruck; das
SNS bleibt aktiviert. Die SNS — Daueraktivierung bewirkt im Kardiomyozyten eine Reihe von
pathologischen Veranderungen: es kommt zur Desensibilisierung [22][23] der B, -
Rezeptoren und einer Verminderung ihrer Zahl [24][25]; B. — Rezeptoren werden vermehrt
an G; — Proteinen gekoppelt [26][27].

Es ist bis jetzt nicht endgultig geklart, ob dieser Zustand eine Adaptationsleistung der
Kardiomyozyten ist, die sie vor Schaden durch das SNS schutzt - z. B. vor Arrhythmien,
Hypertrophie oder gestortem Energiehaushalt -, oder ob durch diese Konstellation das
Herz weiter geschadigt wird, da es auf den bei der CHF gesteigerten Bedarf an
Kontraktions- und Auswurfleistung nicht adaquat reagieren kann. Aktuelle Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass die Adaptationsleistung der Kardiomyozyten ein
Schutzmechanismus ist [10].

Wie [-Blocker, die in der Therapie der CHF zum Einsatz kommen, diesen Zustand
verbessern, ist unklar. Denkbar sind zwei Modelle: entweder wird durch die Blockade der 3
— Rezeptoren das Herz vor einem schadlichen sympathischen Einfluss geschutzt [28][29]
[30][31][32][33]., oder die Blockade ermoglicht eine Resensibilisierung des intrazellularen
Signalwegs [34][35][36].



Bisherige Arbeiten mit Bezug auf eine cAMP / hMR - Interaktion.

Bisher gibt es nur wenige, uneinheitliche Daten zur Interaktion zwischen cAMP- und hMR-
Signaling. Unklar ist, ob die Interaktion der Signalwege Aldosteron- und/oder hMR-
abhangig sind, ob synergistische oder antagonistische Wechselwirkungen bestehen, die
Dauer eines Effekteintritts und zu Grunde liegende Mechanismen. Es bleibt weiterhin
unklar, wenn auch unwahrscheinlich, ob Aldosteron schnelle, nicht-genotrope Effekte
besitzt.

Diese Arbeit hat zum Ziel, die prinzipielle Méglichkeit und denkbare Mechanismen einer

cAMP / hMR - Interaktion zu untersuchen.

Bisherige Befunde in der Ubersicht:
Kotransfektion mit dem hMR inhibiert die PUC-1-Stimulation durch 8-bromo-cAMP. Die
Autoren schlossen aus DNA-Anlagerungsstudien, dass sowohl ATF/CREB, als auch der
hMR an PUC-1, das ein CRE enthalt, binden. Der hMR kann also moéglicherweise durch
direkte Bindung an PUC-1 die Stimulation durch ATF/CREB inhibieren [37].

+ Aldosteron erhdéht nach einer Minute hMR-unabhdngig die cAMP- und Ca2*-
Konzentration in Mausepidermiszellen. Die Effekte in Knockoutmausen sind
ausgepragter als in den Wildtyp — Mausen [38]. Die Ergebnisse dieser Studie konnten
Jjedoch bislang nicht reproduziert werden.

In einer weiteren Studie wurde eine Aldosteron-induzierter, Ca®* - abhangiger 1,5- bis
2,5-facher Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration in VSMC gemessen. Dieser
Effekt trat innerhalb einer Minute ein und wurde durch hMR-Antagonisten,
Transkriptions- und Proteinsynthese-Inhibitoren nicht unterbunden. Aulerdem wurde
eine zeit-abhangige CREB-Phosphorylierung gemessen [39]. Auch die Ergebnisse dieser

Studie wurden bislang nicht bestatigt.

Aldosteron verdandert in As4.1 Zellen die cAMP-Konzentration nicht. Die
Reninexpression in As4.1 — Zellen (renale juxtaglomerulare Zellen) wird durch den -
Rezeptor/ACL/cAMP-Signalweg stimuliert. As4.1-Zellen exprimieren den hMR; eine
Interaktion zwischen dem ACL/cAMP- und dem hMR-Signalweg ist also moglich.

Mit Forskolin/IBMX wurde die Reninexpression stimuliert. Aldosteron erhdéhte die
Renin-mRNA-Konzentration per se sowie zusatzlich zu For/IBMX. Die cAMP-

Konzentration wurde durch Aldosteron nicht beeinflusst. Die Erhdhung der Renin-



MRNA-Konzentration wurde durch eine Stabilitatserhéhung durch Aldosteron erklart.
[40].

In stabil hMR - transfizierten Zellen (M - Zellen) war die cAMP - Bildung gegenuber
untransfizierten Zellen (RC.SV3) nach Isoproterenolgabe 6-fach erhéht. Weder
Aldosteron noch Spironolacton hatte einen Effekt. Die Expression von Ga war erhoéht,
die von GRK3 reduziert; die ACL war nicht verandert. Zur Forderung des Katecholamin -
Signalwegs war die n-terminale Domane und die DNA - Bindedomane des hMR
unerlasslich [41]. Es bleibt unklar, uber welchen Mechanismus der hMR die cAMP-

Bildung stimuliert.

8-bromo-cAMP und Aldosteron wirken hMR-abhangig synergistisch auf GRE. In HepG2-
Zellen stimulierte 8-bromo-cAMP hMR-abhangig Promotoren mit GR-Elementen. Bei
zusatzlicher Aldosterongabe wurde ein Synergismus mit cCAMP auf GRE festgestellt, der
bei héherer Anzahl von GR - Elementen abnahm. Protein kinase inhibiting peptide
(PKIl), ein Inhibitor der PKA unterbrach die Induktion durch cAMP und Aldosteron; ein
funktioneller cAMP - Weg scheint also fur die Stimulation der Transkription
unerlasslich. Vermutlich fordert PKA die Bindung des hMR an GRE, gegebenenfalls
durch Phosphorylierung eines Repressors. Der n-Terminus des hMRs war fur die

Interaktion notwendig [42].

Aldosteron erhdht in Gegenwart des hMR dosis-abhangig die cAMP-Konzentration.
Gemessen wurde das cAMP durch Radioimmunoassay in Sammelrohr-Mikroschnitten,
die mit Aldosteron und ggf. einem Phosphodiesteraseinhibitor inkubiert wurden.
Sammelrohrzellen exprimieren den hMR.

Aldosteron bewirkte innerhalb von vier Minuten eine dosisabhangige cAMP-Erhéhung,

die von den Autoren als nicht-genotroper Aldosteroneffekt gedeutet wird [43].
Die Signalwege von Aldosteron und cAMP besitzen gemeinsame Zielmolekule in

distalen Tubuluszellen der Maus. Sowohl Aldosteron, als auch 8-Bromo-cAMP erhohten

die Expression der a; Na*-K*-ATPase [44].

10



Fragestellung der Arbeit. Da sowohl das RAAS als auch das SNS unerwunschte Effekte am
insuffizienten Herzen ausuben, erscheint es moglich, dass diese Systeme interagieren.

Fragestellungen dieser Arbeit sind:

1. Kénnen Aldosteron und der hMR mit dem cAMP/CRE - Signalweg in Ruhe
interagieren?

2. Kénnen Aldosteron und der hMR mit dem durch FSK oder Adrenalin stimulierten
cAMP/CRE - Signalweg interagieren?

3. Auf welcher Ebene und durch welchen Mechanismus besteht die Interaktion?

4. Beeinflusst diese Interaktion die Kollagensekretion in VSMC?

Handlungsstrategie. Um eine Interaktion zwischen RAAS und SNS auf molekularer Ebene
unter kontrollierten Bedingungen zu untersuchen, wurde ein SEAP Reporter Assay (CRE,
GRE) in HEK293 - Zellen eingesetzt. Nach Bedarf wurden Plasmide mit hMR- oder -
Rezeptor-DNA durch Transfektion in die Zellen eingebracht. Der cAMP - Signalweg wurde

mit Adrenalin uber B-Rezeptoren oder mit Forskolin an der ACL aktiviert.

Adrenalin Forskolin

| —

: BAV/H
__'j:/ Ai},,ﬂ—‘ |CREB]

N

hMR

— CRE SEAP |—
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Methoden

Ablauf

Zellkultur (Subkultivierung, Ansaat)

Transfektion

Inkubation

Zelllyse

SEAP Reporter Assay

Bicinchoninic Acid (BCA) — Proteinbestimmung

Enhanced Green Fluoreszent Protein (EGFP) - Bestimmung
Gewinnung von pDNA

Auswertung

Ablauf.

Hier wird der typische Ablauf eines Experiments zusammenfassend beschrieben. Zu
Beginn eines Versuchs wurden HEK-Zellen auf 24-well Platten angesat. Nach einem
Wachstumsintervall von 24 Stunden wurden die Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert
und bei zufriedenstellendem Wachstum mit versuchsrelevanten Plasmiden transfiziert. Im
Anschluss an eine weitere mikroskopische Kontrolle wurde nach 48 Stunden
Inkubationsmedium beigefugt. Nach Ablauf der Inkubationszeit, die in der Regel zwischen
6 und 24 Stunden betrug, wurde das Wachstumsmedium von den Zellen abgenommen
und die Zellen lysiert. Sowohl Medium, als auch Lysat wurden bis zur weiteren
Verwendung eingefroren. Im Medium wurde die Konzentration der SEAP bestimmt, im

Lysat wurde die Konzentration von Protein und EGFP bestimmt.
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Zellkultur
Fur die Fragestellungen der Doktorarbeit wurden human embryonic kidney — 293 - Zellen

verwandt, die in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert wurden.

Auswahl der Zellen: HEK sind in der experimentellen Arbeit vergleichsweise einfach zu

handhaben; sie wachsen adharent, lassen sich gut transfizieren und besitzen Fibroblasten-
ahnliche Eigenschaften [45]; dadurch bieten sie sich m. E. zum Vergleich mit kardialen
Fibroblasten an. Des Weiteren ist bekannt, dass der hMR von HEK nicht exprimiert wird
[46]. Das eroffnet die Moglichkeit, den Rezeptor per Transfektion neu in die Zellen

einzubringen und die daraus resultierenden Veranderungen zu beobachten.

Subkultivieren: Halbwoéchentlich wurden die Zellen in eine neue Kulturflasche uberfuhrt.
Dazu wurden die Zellen mit EDTA und Trypsin abgelést und mit DMEM/HAM (+)
aufsuspendiert; 1/10 der Zelllbsung wurde in die neue Kulturflasche gegeben und
hinreichend DMEM/HAM (+) beigefugt.

Ansaat: Mit der verbleibenden Zelllbsung wurden 24-well Versuchsplatten angesat; zu 150

ul Zelllésung wurde 0,5 ml DMEM/HAM (+) pro well gegeben.

Transfektion

Die Transfektion ist ein Verfahren, um Plamid — DNA in Zellen einzubringen. In dieser
Arbeit wurde Qiagen Polyfect als Transfektions - Reagenz eingesetzt. Es bundelt die in die
Zellen einzubringende DNA in kompakte Strukturen; der entstehende Polyfect-DNA-
Komplex besitzt eine positive Gesamtladung und bindet an negativ geladene Strukturen
an der Zelloberflache. Dadurch wird die Aufnahme der DNA in die Zelle erleichtert. Nach
Fusion von Endosom und Lysosom innerhalb der Zelle puffert Polyfect den sauren pH des

Lysosoms ab und ermdéglicht damit, dass die DNA intakt in den Zellkern gelangt.

Durchfuhrung: Fur die Transfektion wurde ein Mastermix aus DMEM/HAM (-), der fur den

Versuch relevanten pDNA und Qiagen Polyfect hergestellt; die folgende Tabelle gibt einen

Uberblick Uber die dafur verwandten Volumina bzw. Massen.
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Nach einer zehnminutigen Inkubationszeit, wahrend der die Zellen gewaschen und mit
250 ul DMEM/HAM (-) beschickt wurden, wurde der Mastermix mit 100 ul DMEM/HAM (-
pro well gestreckt und 100 pl der Lésung auf jedes well der Versuchsplatte gegeben.

Dieses Vorgehen entspricht den Richtlinien von Qiagen.

Reagenz pro Well auf der Versuchsplatte

Medium 10 wl — x ul pDNA

pDNA 0,05 pg bei pEGFP, pCRE-SEAP, pEGFP-hMR, pBAR-2;
0,01 pg bei pBAR-1

Polyfect 2 ul

Inkubation

24 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium von den Zellen abgenommen und
300 Mikroliter Inkubationslésung aus DMEM/HAM (-] und Zusatzen (wie z. B. Adrenalin,
Aldosteron oder Forskolin) beigefugt. In allen wells wurde die gleiche Konzentration von

Losungsmitteln, wie z. B. DMSO, eingestellt.

Zelllyse

Die Versuchszellen wurden nach Abnahme des Inkubationsmediums far 30 Minuten mit
150 pI Triton - X0 Lysepuffer (gepuffert mit MOPS, pH 7,4) lysiert und nach Uberfuhrung
in Eppendorfcaps fur 10 Minuten bei 13k RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur BCA

- Proteinbestimmung und zur EGFP - Bestimmung verwandet, die Pellets verworfen.
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SEAP Reporter Assay
Bei dem SEAP — Reporter Assay handelt es Hind I
sich um ein Verfahren, mit dem die
Aktivitat von Signalwegen quantitativ
gemessen werden kann. Das geschieht mit

Hilfe eines Plasmids, welches Bindestellen

pCRE-SEAP

far Transkriptionsfaktoren, einen Promoter Amp 4.9kb Sacll

und ein DNA - Stuck mit der Information
der sekretorischen alkalischen Phosphatase
(SEAP) besitzt. Das hier abgebildete pCRE —
SEAP  besitzt als Bindestelle  drei

TE=Transcription Blockar

hintereinander geschaltete cAMP - responsive elements.

Bindet hier ein Transkriptionsfaktor, wird die Expression der SEAP stimuliert und das Enzym
wird ins Medium um die Zelle sezerniert. Es katalysiert eine Reaktion, bei der ein
fluoreszierendes Produkt entsteht, das photometrisch gemessen werden kann. Aus der
Steigung der Fluoreszenz wird die Enzymaktivitat errechnet.

Die errechnete Konzentration der SEAP ist proportional zum Integral der Aktivitat des
Plasmid-spezifischen Signalwegs uber die Zeit. Durch die Bildung eines Quotienten aus
SEAP — Aktivitat und der EGFP — Konzentration im Zytoplasma (s.u.) wird das Signal um die

Transfektionseffizienz und unspezifische Effekte auf die Genexpression korrigiert.

Durchfuhrung: Im Versuch wurden 60 pl Medium mit 60 pl SEAP — Puffer bei 65°C fur 30

Minuten inkubiert, um andere Phosphatasen als die SEAP im Medium zu deaktivieren.
Anschliellend wurden 100 ul des Inkubats mit 100 ul AttoPhos, einem Substrat der SEAP,
versetzt  und die  zeitliche Entwicklung der  Fluoreszenz bei  einer

Exziations-/Emissionswellenlange von 440/575 nm gemessen.
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Bicinchoninic Acid — Proteinbestimmung

Bei der BCA — Proteinbestimmung reagieren zweiwertige Kupferionen quantitativ. mit
Protein zu einwertigen Kupferionen. Diese ergeben mit der BCA violette Komplexe, deren
Extinktion bei 562 nm photometrisch -00C COO-

gemessen werden kann [47]. Mit Hilfe einer \: :/

Eichkurve wird die Proteinkonzentration \ N/>_<\N / \

bestimmt.

cu*®

In der Doktorarbeit wurde die Proteinmenge in S _
den Versuchswells bestimmt, um die Zahl <:/§:N\>—</N \ /
vitaler Zellen zum Zeitpunkt ihrer Lyse o L

-00C \coo-

naherungsweise zu Uberprufen.
Bicinchoninic Acid

Durchfuhrung: Im Versuch wurden 15 pul

Lysat mit 300 n | BCA — Reagenz bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert, bevor die Extinktion
gemessen wurde. Als Vergleich wurde eine Eichkurve aus Proteinlésungen mit bekannter

Konzentration erstellt.

Enhanced Green Fluoreszent Protein (EGFP) — Bestimmung
Das grun fluoreszierende Protein ist ein erstmals 1961
von Osamu Shimomura beschriebenes Protein aus der
Qualle Aequorea victoria, das bei Anregung mit
blauem oder ultravioletten Licht grun fluoresziert. EGFP
kann mit anderen Proteinen Gen-spezifisch fusioniert
werden [48].

In der Doktorarbeit wurde in jedem Experiment ein
Plasmid mit EGFP (pEGFP) als quantitiver

Genexpressionsmarker in die Zellen transfiziert.

Durchfahrung: bei jeder Probe wurde von 100 n | des

Green Fluorescent Protein

Zelllysats die EGFP -  Fluoreszenz im

Fluoreszenzphotometer bei 395 / 509 nm bestimmt.
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Gewinnung von Plasmid - DNA

Um Plasmid - DNA far die Transfektion zu gewinnen, wurden Klone von E. coli - Stammen,
die stabil mit dem gewunschten Plasmid transfiziert wurden, uber Nacht in
Falconréhrchen bei 37°C und unter Schutteln inkubiert. Als Nahrmedium diente LB —
Medium, das mit einem passenden Antibiotikum zur Selektion der Plasmid-tragenden
Bakterien versetzt wurde. Die Réhrchen wurden bei 5k Umdrehungen far 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert.

Die Isolation der pDNA aus den verbleibenden Pellets wurde nach den Standardrichtlinien

fur HEK des Qiaprep Spin Miniprep Kits durchgefuhrt.

pCRE-SEAP | Ampicillin
phMR Kanamycin
pEGFP-c1 Kanamycin / Neomycin

Auswertung

Die Zielwerte der Zellkulturversuche waren die Konzentration in den Wells des EGFP, die
SEAP-Aktivitat und des Gesamtproteins. Das Gesamtprotein diente zur Kontrolle der
Vitalitat der Versuchszellen.

Die Konzentration der SEAP wurde mit EGFP normiert, um eine unterschiedliche
Genexpression der Zellen uber die Versuche hinweg zu korrigieren. Das Ergebnis der

Normierung wurde als Signalwegaktivitat interpretiert.

Kollagen- und cAMP-Elisa

Der Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Elisa) ist eine Methode, um die Konzentration
eines Antigens oder eines Antikorpers in einer Probe zu bestimmen. Fur die Durchfhrung
der Kollagen- und cAMP-Elizas méchte ich mich herzlich bei Sigrid Mildenberger und Ruth

Freudinger bedanken.

Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum semiquantitativen Proteinnachweis in einer Probe.
Im ersten Schritt werden die durch SDS denaturierten Proteine anhand ihrer GroBe,
Ladung und anderer Eigenschaften durch Elektrophorese in einem Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt. Im nachsten Schritt werden die Proteine durch ein zur Laufrichtung der

Elektrophorese senkrechtes elektrisches Feld auf Nitrozellulosefolie Ubertragen.
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Anschliessend werden die Proteine auf der Folie mit Protein-spezifischen Antikorpern
inkubiert und durch einen zweiten Antikorper, der gegen den F-Teil des ersten
Antikorpers gerichtet ist, markiert. Der zweite Antikorper ist mit einem Enzym gekoppelt,
das ermoglicht, die Proteine per Chemoluminiszenz auf Film sichtbar zu machen.

In dieser Doktorarbeit wurde fur den Nachweis von CREB und pCREB ein Acrylamid-
Trenngel mit einer Konzentration von 8%/12% verwandt. Das Sammelgel besal3 eine
Acrylamid-konzentration von 3%.

Nach Einbringen der zu untersuchenden Proben in eine Elektrophoresekammer wurde in
zwei Abschnitten mit einer Dauer von 0,6 und 1,8 Stunden die Elektrophorese
durchgefuhrt. Die Stromstarke betrug im ersten Abschnitt 10,5 mA pro Gel, im zweiten
20mA bei einer Spannung von 220V.

Der anschliessende Blottingvorgang von Gel auf Nitrozellulose dauerte 0,5 Stunden bei
einer Spannung von 60V und einer Stromstarke von 205 mA. Die mit den Proteinen
beschichtete Nitrozellulosefolie wurde fur eine Stunde in Blocking Solution (5%
Milchpulver in PBS) gelagert.

Im nachsten Schritt wurde die Folie mit PBS-Tween gewaschen und uber Nacht mit dem
Antikérper gegen pCREB/CREB inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde der rabbit-HRP-
Antikérper aufgebracht und far 1 Stunde inkubiert.

Schliesslich wurde die Nitrozellulosefolie mit je 1,5ml ECL-Detektionslésung 1 und 2
benetzt, fur eine Minute inkubiert und dann zusammen mit Rontgenfilm far 2 bis 15
Minuten in der Rontgenkassette entwickelt. Danach wurde der Film far 30-40 Sekunden

im Entwicklerbad geschwenkt, fixiert und getrocknet.

Acrylamid-Trenngel

Acrylamid 5,1 ml
APS 0,15 ml
SDS 0,25 ml
1.5M Tris-HCI pH 8.8 3,125 ml
H,O 3,76 ml
TEMED 0,02 ml
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Materialien

Material, Firma
HEK 293 - Zellen

Beschreibung

Wachstumsmedium

mit 5% fetalem
Kalberserum

DMEM/HAM (+)

DMEM/HAM (-) ohne Zusatze

Plasmide
PEGFP-C1 (Clontech)

LB 10 g Tryptone, 5 g Hefe-
extrakt, 10 g NaCl, pH 7
] - Nhe |
/’/ ) '— Eco47 11l
“pUe
;%/ FD” CMV IE Age |
,-'?HSM' TK
LI vk pEGFP-CT
4.7 Kb V40
Kanf/ pulyhj;’:\ MCS

Neo" - fl /
E'Mt] ori p Mv
SU40 : amp /

a e

PCRE-SEAP (Clontech)

pCRE-SEAP
Amp 4.9 kb Sacll

TB=Transcription Blockar
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Material, Firma Beschreibung

PEGFP-hMR - ¢l Koaktivatoren
Korepressoren ‘ DBD ‘ ‘ LBD ‘

und dessen Konstrukte: l l

AB

DEF hMR A D E/F

CDEF 1 AF-1 AF-2 %4

p 5 1AR Die adrenergen Betarezeptoren wurden

p B 2AR freundlicherweise von Prof. Dr. Lohse,

Pharmakologisches Institut der Universitat Warzburg,
zur Verfugung gestelit.

SEAP - Puffer

60 mM L-Homoarginin

3 mM MgcCl,

0.2 mM ZnCl;

100 mM Tris-HCI (pH 9.3)

Dimethylsulfoxid (DMSO)|

Merck — Schuchart, Art. 802912

Triton X00 Lysepuffer

0.1 % Triton-X;0, Serva #37240
20 mM MOPS (s. u.)
pH 7.4

PolyFect Transfection Reagent

Qiagen Kat. Nr. 301107

Qiaprep Spin Miniprep Kit

Qiagen Kat. Nr. 27104

AttoPhos Flourescent Substrate
System

Promega Kat. Nr. S1000

BCA - Reagenz A

Uptima UP 95424A

3 — (N — Morpholino) -
Propansulfonsaure

Gerbu #1081 (MOPS)
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Ergebnisse

Aldosteron und der Mineralokortikoidrezeptor stimulieren CRE-SEAP minimal
Aldosteron und der Mineralokortikoidrezeptor inhibieren die Adrenalin-induzierte beta-
adrenerge cAMP/CRE — Aktivierung

Aldosteron hemmt den cAMP-Signalweg auch bei blockiertem cAMP-Abbau

Die A- und B-Domanen des hMRs sind fur die cAMP/CRE-Inhibition wichtig

Aldosteron inhibiert den cAMP/CRE - Signalwegs an oder stromabwarts der ACL
Aldosteron vermindert die cAMP-Produktion der aktivierten Adenylatzyklase geringfugig
Aldosteron und der Mineralokortikoidrezeptor inhibieren die CRE-Aktivierung durch db-
cAMP

Caz2+ besitzt eine Bedeutung fur die Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs durch
Aldosteron

Gi-Proteine sind nicht an der Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs durch Aldosteron
beteiligt

Aldosteron inhibiert Forskolin-stimuliertes cAMP/CRE-Signaling auch in hAoSMCs
Aldosteron vermindert die Forskolin- und Adrenalin-induzierte Inhibition der Kollagen | -
Sekretion in hAoSMCs
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Aldosteron und der hMR stimulieren CRE-SEAP minimal

Zu Beginn der Arbeit mit dem cAMP/CRE - Signalweg wurde sichergestellt, dass der
Signalweg in HEK - Zellen funktional ist. Forskolin, ein Hormon, das die cAMP - Bildung
durch die Adenylatcyklase stimuliert, erhdhte die CRE-SEAP — Aktivitat signifikant und
belegt damit, dass der Signalweg intakt ist (Abb. 1A).

Aldosteron entfaltet eine Vielzahl seiner Effekte uber den hMR; deswegen wurde
untersucht, ob der hMR in HEK - Zellen exprimiert wird. Da Aldosteron in untransfizierten
HEK-Zellen keinen Effekt auf GRE-SEAP hat, wird der hMR nicht in nachweisbaren Mengen
exprimiert (Abb. 1B). Anschliessend wurde Uberpruft, ob sich die HEK — Zellen erfolgreich
mit dem hMR transfizieren lassen. In hMR - transfizierten HEK — Zellen erhéhte Aldosteron
die GRE-SEAP — Aktivitat und belegt damit die gelungene Transfektion des hMRs (Abb.
1B). AuBerdem wurde die Expression des hGR untersucht. Dexamethason, ein Agonist des
hGR, stimuliert GRE-SEAP (Abb. 1B); das belegt, dass der hGR in HEK exprimiert wird und
eine Interaktion mit anderen Signalwegen moglich ist.

Nach Abklarung dieser Grundlagen wurde untersucht, ob Aldosteron den ruhenden
cAMP/CRE - Signalweg beeinflusst. Wie aus Abb. 1A ersichtlich ist, veranderte Aldosteron
die CRE-SEAP-Aktivitat (CSA) in Abwesenheit des hMRs nicht. Nach Transfektion des hMR
jedoch fuhrte Aldosteron zu einer geringen, aber signifikanten Stimulation der CSA. Die
Aktivierung konnte durch U0126, einen Inhibitor der ERK1/2 — Aktivierung, aufgehoben
werden; dies weist auf eine Signaltransduktion uber die ERK-Signalkaskade hin [49].

Die CSA - Erhéhung durch Forskolin wurde durch die Transfektion des hMR oder U0126
nicht beeinflusst. Auch Dexamethason veranderte die CSA nicht; der endogene hGR ubt

also keinen Einfluss auf den ruhenden cAMP/CRE - Signalweg aus.

Folgerungen:

HEK - Zellen
e besitzen einen funktionalen cAMP/CRE-Signalweg
e exprimieren den hVIR nicht, lassen sich aber damit transfizieren

e exprimieren den hGR

Der nicht vorstimulierte cAMPE/CRE-Signalweg
e wird durch Aldosteron nach Transfektion des hMR minimal aktiviert (vmtl. tber
ERKI1/2)

e Wwird nicht durch den hGR — Agonisten Dexamethason beeinflusst
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Abb. 1A

CRE-SEAP-Aktivitat in HEK-Zellen,
die entweder mit VVektor (EGFP)
oder hVIR (EGFP-hMR) transfiziert
wurden.

Die HEK-Zellen wurden 24
Stunden mit Aldosteron,
Dexamethason, Forskolin oder
U0126 inkubiert.

* = p<0,05 gegen Kontrolle.
N=9-18 n.o.p. =3-6

— Vektor
= AHMIR

Abb. 1 B

GRE-SEAP-Aktivitdt in HEK-Zellen,
die entweder mit Vektor (EGFP)
oder hMIR (EGFP-hMR) transfiziert
wurden.

Die HEK-Zellen wurden 24
Stunden mit Aldosteron oder
Dexamethason inkubiert.

* = p<0,05 gegen Kontrolle.
N=9 nop. =3

= Vektor
== AMIR
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Aldosteron und der hMR inhibieren die Adrenalin-induzierte beta-adrenerge cAMP/CRE -
Aktivierung

Auch wenn Aldosteron und der hMR alleine keinen wesentlichen Effekt auf den nicht-
vorstimulierten cAMP/CRE - Signalweg besitzen, ist es mdglich, dass bei vorstimulierten
cAMP/CRE - Signalweg eine Transaktivierung besteht.

Zur Stimulation des cAMP/CRE - Signalwegs wurde der physiologische Stimulus Adrenalin
verwandt. 100 nmol/l Adrenalin bewirkten in Wildtyp-HEK-Zellen keine Erhéhung der CSA
(Abb. 2A). Nur hohe Konzentrationen (1 oder 10 pymol/l) fGhrten zu einer geringfugigen
Erhdhung der CSA. Dies deutet auf das Vorhandensein geringer Mengen endogener Beta
— Rezeptoren, ggf. auch Dopaminrezeptoren, in HEK-Zellen hin. Nach Transfektion mit
humanen f 1- oder j 2-Rezeptoren (3 1-AR, [ 2-AR) reagierten die HEK — Zellen bereits
auf 100 nmol/I Adrenalin mit einem ausgepragten Anstieg der CSA (Abb. 2A). Es ist daher
maoglich, mit 100 nmol/lI Adrenalin den 5 1-AR- und fj 2-AR-Signalweg ohne Interferenz
endogener Rezeptoren der HEK — Zellen zu untersuchen.

Im Vergleich zum Wildtyp zeigten mit [ 1-AR- oder f3 2-AR-transfizierte HEK-Zellen in
Abwesenheit von Adrenalin eine erhéhte CRE-SEAP — Basalaktivitat, die sich als Folge einer
Autoaktivierung der Rezeptoren interpretieren lasst und die trotz geringer Plasmidmengen
(10 ng pro well) bestand. Aldosteron veranderte die 3 1-AR oder 3 2-AR-induzierte CSA in
HEK-Zellen ohne hMR nicht (Abb. 2B). Nach Transfektion des hMRs bewirkte Aldosteron
eine signifikante Inhibition des cAMP/CRE - Signalwegs in [ 1- oder J32-AR -
exprimierenden Zellen. Aldosteron verminderte sowohl die 51/ [ 2-AR — Autoaktivierung,
als auch die durch Adrenalin induzierte CSA. Dieser Effekt trat bereits nach 6 Stunden ein

und schien zu diesem Zeitpunkt fur j 2-AR ausgepragter zu sein.

Folgerungen:

HEK - Zellen
e exprimieren geringe Mengen endogene Betarezeptoren oder Dopaminrezeptoren,
die durch eine Adrenalinkonzentration von 100 nmol/l allerdings noch nicht
stimuliert werden
e Jassen sich mit [ 1- und 5 2-AR transfizieren, die durch 100 nM Adrenalin stimuliert

werden konnen

Der mit Adrenalin vorstimulierte 5 1- und [ 2-AR-Signalweg wird durch Aldosteron nach

Transfektion des hVIR inhibiert.
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Abb.2 A

CRE-SEAP-Aktivitét in HEK-Zellen,
die mit [ -AR transfiziert wurden.

Wildtypzellen zeigen bei 100 nmy/|
Adrenalin keine Erhohung der CSA.
Nach Transfektion mit [ 1-AR oder
B 2-AR induzierte Adrenalin eine
starke CRE-SEAP-Aktivierung.

Inkubationsdauer 24 Stunden.
* = p<0.05 gegen Kontrolle.
N=6-12 nop. =24

—O— pcDNA

—C— B I-AR
—0— FZAR

Abb.2 B

In Abwesenheit des hVIR
beeinflusst Aldosteron (1 nmol/l)
die F 1-und [ 2-AR-induzierte CSA
nicht.

* = p<0,05 gegen Kontrolle.
N=6-12 nop =24
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Abb.2C

In Gegenwart des hMR vermindert
Aldosteron (1 nmol/l) die [ 1- und
B 2-AR-induzierte CSA.
Inkubationsaauer 24 Stunden

* = p<0,05 gegen Kontrolle.

N=6 nop.2

——— AMR

—— G I-AR + hMIR
=== 7 2-AR + hMR

Abb. 2D

In Gegenwart des hMR vermindert
Aldosteron (1 nmol/l) die [ 1- und
B 2-AR-induzierte CSA.
Inkubationsdauer 6 Stunden

* = p<0.05 gegen Kontrolle.
N=6-1Z no.p. 2-4

== 2 I-AR + AMR
= B 2AR + hMR
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Aldosteron hemmt den cAMP-Signalweg auch bei blockiertem cAMP-Abbau

Das Molekual cAMP wird durch eine spezielle Klasse von Enzymen degradiert, die
Phosphodiesterasen. Durch vermehrte Expression dieser Enzyme kénnte Aldosteron die
Signalubertragung des cAMP/CRE - Signalwegs verringern. Die Phosphodiesterasen
konnen durch den Inhibitor IBMX gehemmt werden. Wenn Aldosteron die Aktivitat des
cAMP/CRE - Signalwegs durch vermehrte cAMP — Degradation reduziert, musste es in
Gegenwart von IBMX seinen hemmenden Effekt auf die CSA einbuBen. IBMX erhohte die
CSAIn B 1-und B 2-AR - exprimierenden HEK — Zellen: die ACL wird durch autoaktivierte
B-AR stimuliert und bildet cAMP; bei Suppression des cAMP-Abbaus durch IBMX
akkumuliert das Molekul. Die durch Adrenalin induzierte CSA wurde ebenfalls durch IBMX
verstarkt. Da die Inhibition des cAMP/CRE - Signalwegs durch Aldosteron unter IBMX
erhalten blieb, ist eine vermehrte Expression von Phosphodiesterasen als dessen Ursache

unwahrscheinlich.

Folgerungerr.

Der Phosphodiesterase — Inhibitor IBMX unterbindet die Inhibition des vorstimulierten 5 1-

und [ 2-AR-Signalwegs durch Aldosteron nicht. Aldosteron bewirkt die Inhibition daher

nicht uber eine vermehrte Expression der Phosphodiesterasen.
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Die A- und B-Domanen des hMR sind far die cAMP/CRE-Inhibition wichtig

Der Mineralokortikoidrezeptor besteht, wie andere Steroidhormone auch, aus
unterschiedlichen Domanen. Die N-terminalen Domanen A und B (auch NTB genannt)
umfassen die Aktivatorfunktion 1 und dienen der Interaktion mit Korepressoren und
Koaktivatoren. Die C-Domane vermittelt die DNA - Bindung, die D-Domane ist eine
Gelenkregion und die Domanen E und F enthalten die Ligandenbindedomane und die
Aktivatorfunktion 2.

Um die fur die Inhibition verantwortliche Domane zu ermitteln, kamen zwei trunkierte
Versionen des hMRs zum Einsatz. Der hMRPFF besitzt keine A- und B- Domanen, kann aber
immer noch GRE stimulieren, der hMRP* besitzt zusatzlich keine DNA - Bindedomane
mehr und kann GRE nicht mehr stimulieren. Wenn [ 1- oder (3 2-AR-exprimierende HEK-
Zellen mit dem hMRP¥F oder dem hMRP* kotransfiziert wurden, hemmte Aldosteron den
cAMP/CRE - Signalweg nicht mehr vollstandig (siehe Abb. 4). Daher sind die Domanen A

und B fur die beschriebenen Effekte von Aldosteron wichtig.

Folgerungen:

Die hMR - Teilstiicke hMR*" und hMR° kénnen den cAMP/CRE-Signalweg nicht mehr

vollstandig hemmen. Daher sind die A- und B-Domédne des hMR far die Inhibition wichtig.

skl | p1-AR | p2-AR |
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Aldosteron inhibiert den cAMP/CRE - Signalwegs an oder stromabwarts der ACL

An welcher Stelle des cAMP/CRE - Singalwegs bewirkt Aldosteron die Inhibiton? Die f3 1-
und B 2-AR aktivieren den cAMP/CRE Signalweg uber G-Protein — vermittelte Stimulation
der ACL. Aktiviert man die ACL direkt durch Forskolin und pruft dann, ob die CSA durch
Aldosteron inhibiert wird, sind zwei Szenarien denkbar: entfallt die Inhibition, interagiert
Aldosteron mit einem Element des Signalwegs oberhalb der ACL; bleibt die Inhibition
jedoch bestehen, kommen die adrenergen Betarezeptoren und die G-Proteine nicht als
primares Ziel fur Aldosteron in Frage; die eigentliche Interaktion bestunde in diesem Fall
auf Ebene der ACL oder stromabwarts. Wenn Aldosteron auf mehreren Ebenen mit dem
cAMP/CRE-Signalweg interagiert, sind andere Szenarien denkbar.

In Abb. 5A ist zu erkennen, dass Aldosteron in hMR - exprimierenden HEK — Zellen die
Forskolin — induzierte CSA reduzierte. 1 nmol/l Aldosteron erzielte bereits den maximalen
Effekt. Der Vergleich der Dosis-Antwortkurven in Abb. 5A legt nahe, dass Aldosteron die
maximale Aktivitat des cAMP/CRE - Signalwegs vermindert, wahrend die Forskolin -
Affinitat nicht beeintrachtigt wird.

In HEK — Zellen, die den hMR nicht exprimieren, besall Aldosteron keinen Effekt, genau
wie der hGR - Ligand Dexamethason (Abb. 5B).

Diese Daten sind im Einklang mit den Beobachtungen in [ 1- und [(2-AR -
exprimierenden HEK - Zellen und zeigen entsprechend der obigen Uberlegung, dass der
hauptsachliche Ort der Interaktion zwischen cAMP/CRE und Aldosteron auf der Ebene der
ACL oder stromabwarts liegen muss. Die Inhibition der Forskolin-induzierten CSA durch

Aldosteron konnte bereits nach 2 Stunden beobachtet werden (Abb. 5C).

Folgerungen:

Aldosteron vermindert die Forskolin-induzierte CRE-SEAP-Aktivierung in Gegenwart des

hMR. Damit sind die adrenergen Betrarezeptoren und G-Proteine nicht das primdare Target

von Aldosteron. Dexamethason hat keinen Effekt.
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Abb. 5A
Aldosteron vermindert die CRE-
SEAP-Aktivitat in hMR-expri-
mierenden HEK-Zellen.
Inkubationsdauer 24 Stunden.
* = p<0,05 gegen Kontrolle.
N=9 nop. =3
EC50(con) ~ 2,7 « mol/I
EC50(aldo) ~ 2.8 1 mol/I

Emax(con) ~ 2284%
Emax{aldo) ~ 1371%
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—@— + | nM Aldosteron

ADbb. 5 B, links

In Abwesenheit des hMR ist dies
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Abb. 5 C rechts
Die Inhibition durch Aldosteron
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Aldosteron vermindert die cCAMP-Produktion der Adenylatzyklase geringfugig

Wenn Aldosteron den cAMP/CRE - Signhalweg durch Reduktion der Enzymaktivitat der
ACL hemmt, sollte eine verminderte cAMP - Bildung nachzuweisen sein. Aldosteron
reduzierte basale cAMP — Spiegel nicht, obwohl nach 6 Stunden eine Tendenz zur
Verminderung des cAMPs bestand (Abb. 6A). Wurde jedoch die ACL mit 1 pmol/I Forskolin
zur cAMP - Produktion stimuliert, reduzierte Aldosteron die cCAMP — Konzentration in hMR
— exprimierenden HEK — Zellen in gewissem Ausmali. In Wildtyp-HEK-Zellen fehlte dieser
Effekt (Abb. 6B). Diese Daten legen nahe, dass Aldosteron und der hMR die ACL — Aktivitat
in geringem Umfang vermindern konnen.

Zur weiteren Uberprufung dieser Hypothese wurden HEK-hMR - Zellen far
unterschiedliche Zeit mit entweder 1 nmol/l Aldosteron oder Vehikel inkubiert (Abb. 6C).
Am Ende der Vorinkubationsperiode wurde die cAMP-Bildung far 10 Minuten durch 10
umol/l Forskolin + 1 mmol/lI IBMX stimuliert. Unter diesen Bedingungen lasst sich die
initiale cAMP — Bildungsrate ohne signifikante Degradation und damit nadherungsweise die
Aktivitat der ACL bestimmen. Abb. 6C zeigt, dass Aldosteron nach einer Latenzphase von
die cAMP - Bildungsrate leicht, aber signifikant verminderte. Dieser Effekt zeigte sich
bereits nach ca. 120 Minuten.

In der Gegenwart von 10 pmol Cyclohexamid (Abb. 6D), einem Inhibitor der
Proteinsynthese, rief Aldosteron keinen signifikanten Effekt hervor. Der Inhibition liegt also

anscheinend ein genomischer Mechanismus zu Grunde.

Folgerungen:

e Aldosteron vermindert die Forskolin-induzierte cAMP-Produktion der ACL
geringfugiq.
e Cycloheximid hebt die Inhibition der ACL durch Aldosteron auf. Es handelt sich also

anscheinend um einen genomischen Effekt.
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Abb.6A

cAMP — Konzentration in HEK-
hMR-Zellen nach
unterschiedlichen
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Abb. 6 D

Initiale Forskolin-induzierte cAMP- ;
Bildung in Gegenwart von |1 - with CHX
mmol/l IBMX [, Aktivitat der . 200
Adenylatzyklase”) nach 6 I=
Stunden Inkubation mit 1 nmol// o
Aldosteron und 10 umol/I — 150
Cyclohexamid (CHX). e
= * *k
* = p<0,05 gegen Kontrolle. o 100 -
N=6nop.=2 §
o
o
£ 50
>
o
=
3 0
S o0 0
S £35S
L
o a g =
£ S
Es
c
O =
o £
o
©
™

33



Aldosteron/hMR inhibiert die CRE-Aktivierung durch db-cAMP

Findet die durch Aldosteron vermittelte Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs allein auf der
Ebene der Adenylatzyklase statt, sollte Aldosteron die CRE-Aktivierung durch exogen
zugefuhrtes cAMP (membrangangiges db-cAMP) nicht beeinflussen. Abb. 7A zeigt, dass
dies jedoch der Fall war. Die Dosis-Antwort Kurve von db-cAMP wurde in HEK-hMR-Zellen
durch Aldosteron vermindert. Die Expression von CREB war unverandert (Abb. 7B).
Schlussfolgernd lasst sich feststellen, dass auch unterhalb der Adenylatzyklase eine

Inhibition von Aldosteron auf cAMP/CRE Signaling besteht.

Folgerungen:

Aldosteron hemmt die CRE-Aktivierung durch cAMP; daher besteht auf Ebene des cAMPs

oder stromabwairts eine Transaktivierung.
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Ca2+ besitzt vermutlich eine Bedeutung far die Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs
durch Aldosteron

Calcium ist ein wichtiges Signalmolekul bei einer Reihe von Signalwegen; konnte auch der
cAMP/CRE-Inhibition ein Calcium-vermittelter Mechanismus zu Grunde liegen?

Die Proteinkinase C (PKC) wird u. a. durch Ca* aktiviert und spaltet sich dann in eine
regulatorische und eine katalytische Domane. Die katalytische Untereinheit der PKC kann
wiederum andere Proteine phosphorylieren (z. B. mit regulatorischer Funktion) und so in
die Aldosteron-vermittelte Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs eingreifen. Mit
Bisindolylmeleiimide (BIM) kann die PKC inhibiert werden; vermindert sich dadurch die
Aldosteron-vermittelte Inhibition, ist dies ein Hinweis auf eine Beteiligung der PKC.
BAPTA-AM ist ein Ca*-Chelator, der Anderungen der zytosolischen Ca?*-Konzentration
abpuffert. Nimmt in Gegenwart von BAPTA-AM die Aldosteron-vermittelte CSA — Inhibition
ab, ist dies ein Hinweis, das die Anderung der zytosolischen Ca?*-Konzentration eine Rolle
far die Aldosteron-vermittelte Inhibition besitzt.

lonomycin ist ein lonophor, das im geeigneten Medium zu Ca**-Einstrom in Zellen fuhrt. Es
soll hier die Abhangigkeit der cAMP/CRE - Inhibition vom Ca*-Einstrom untersuchen.
Weder die Inhibition der Proteinkinase C durch BIM noch die Abpufferung des
zytosolischen Ca®* mit BAPTA-AM unterband die CSA - Inhibition durch Aldosteron in HEK-
Zellen (Abb. 8). Damit scheint sowohl eine PKC-, als auch eine durch Modulation der
zytosolischen Ca?*-Konzentration vermittelte Inhibition unwahrscheinlich.

Auf der anderen Seite hemmte lonomycin die Forskolin-induzierte CSA. Dieser Effekt schien
nicht mit Aldosteron additiv zu sein; es konnte sich also um denselben Mechanismus
handeln.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Calcium an der Aldosteron-vermittelten CSA -
Inhibition beteiligt ist. Es erscheint wahrscheinlicher, dass erhdhter Calcium-Einstrom oder
erhohtes Gesamtcalcium Dbeteiligt sind als eine Modulation der zytosolischen

Calciumkonzentration.

Folgerungen:

Ca” scheint eine Rolle bei der Inhibition zu spielen. Eine Verdanderung der zytosolischen
Konzentration erscheint weniger wahrscheinlich als eine Veranderung des Einstroms oder
des Gesamtgehaltes in der Zelle. Es fanden sich keine Hinweise darauf, dass die PKC an der

Inhibition beteiligt ist.
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GrProteine sind nicht an der Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs durch Aldosteron
beteiligt

G; — Proteine sind physiologisch u. a. an Betarezeptoren gekoppelt. Bindet ein Ligand an
den Rezeptor, tauscht die a-Untereinheit des G-Proteins ein gebundenes GDP gegen GTP
aus. Das G-Protein spaltet sich darauf hin in a- und (8 y- Untereinheiten, die vom Rezeptor
dislozieren. Die @; - Untereinheiten translozieren an die ACL, die sie inhibieren. Kénnte die
beobachtete CSA - Inhibition durch eine Aldosteron-vermittelte Amplifizierung des Gr-
Protein-Effekts zu Stande kommen, z. B. durch vermehrte Expression, verbesserte
Translokation oder Affinitat zur ACL?

Ist dies der Fall, musste die Inhibition durch Ausschalten der G-Proteine aufzuheben sein.
Inhibition der Gr-Proteine mit Pertussis-Toxin (PTX) unterband die Inhibition durch
Aldosteron nicht (Abb. 9). Es erscheint daher unwahrscheinlich, dass Aldosteron die

Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs durch Gr-Proteine bewirkt.

Folgerungen:

Gi-Proteine scheinen an der Inhibition des cAMPE/CRE-Signalwegs durch Aldosteron nicht

beteiligt zu sein,
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Aldosteron inhibiert Forskolin-stimuliertes cCAMP/CRE-Signaling auch in glatten hAoSMCs
Bisher wurde die Transaktivierung zwischen dem cAMP/CRE - Signalweg mit
Aldosteron/hMR in einem heterologen Expressionssystem untersucht; da aber Aldosteron
an pathologischen Vorgangen in GefaBmuskelzellen beteiligt ist, liegt nahe, die
inhibitorische  Interaktion mit dem cAMP/CRE-Signalweg auch in glatten
GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMC) nachweisen. Zu diesem Zweck
wurde eine Primarkultur aus der menschlichen Aorta (human aortic smooth vascular
muscle cells, hAoSMC) verwandt. In hAOSMC wurde zuvor die Expression des hMRs
berichtet. In diesen Zellen wurde die Forskolin-induzierte cAMP-Bildung durch Tnmol/I
Aldosteron nicht vermindert (Abb. 10A); die CSA konnte jedoch genau wie in HEK-Zellen
durch Aldosteron signifikant vermindert werden (Abb. 10B). Die Interaktion zwischen
Aldosteron und dem stimulierten cAMP/CRE - Signalweg findet also auch in
menschlichen hAoSMC statt.

Durch Western Blot wurde untersucht, ob die Aldosteron-vermittelte Inhibition durch eine
Reduktion des phosphorylierten CREB zu Stande kommt. Wie aus Abb. 10C ersichtlich ist,
induzierte Forskolin die Phosphorylierung von CREB. Aldosteron verminderte Forskolin-
induziertes pCREB. Eine Aldosteron-vermittelte Reduktion der CREB-Phosphorylierung

kénnte also zur Inhibition beitragen.

Folgerungen:

e Aldosteron inhibiert auch in hAoSMC die Forskolin-induzierte CSA.

e Forskolin-induzierte CREB-Phosphorylierung wurde durch Aldosteron vermindert.
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ADbb. 10 A, links
Aldosteron vermindert die
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Aldosteron vermindert die Forskolin- und Adrenalin-induzierte Inhibition der Kollagen | —
Sekretion in hAoSMCs

Aldosteron kann in glatten Gefalimuskelzellen den cAMP/CRE-Signalweg inhibieren, aber
besitzt dieser Befund auch eine pathophysiologische Relevanz? Der cAMP/CRE -
Signalweg besitzt antifibrotische Eigenschaften [50]. Durch Stimulation des cAMP/CRE-
Signalwegs mit Forskolin sollte die Kollagensekretion sinken. Aldosteron hingegen sollte
entsprechend den bisherigen Beobachtungen die Kollagensekretion steigern.
Dementsprechend wurde der Einfluss von Forskolin, Adrenalin und Aldosteron auf die
Kollagen | — Sekretion in HAoSMC-Zellen bestimmt. Forskolin (10 umol) oder Adrenalin
(100 nmol/l) verminderten die Kollagensekretion signifikant und bestatigen damit die
antifibrotische Aktivitat von cAMP.

Der antifibrotische Effekt wurde durch Aldosteron signifikant abgeschwacht (Abb. 11 A-B.
Deshalb besitzt Aldosteron einen indirekten fibrotischen Effekt, wenn die cAMP-Bildung

stimuliert wird.

Folgerungen:

e forskolin und Adrenalin reduzieren die Kollagen-I-Sekretion in hAoSMC.

e Aldosteron steigert bei durch Forskolin oder Adrenalin vorstimulierten cAMP/CRE-

Signalweg die Kollagen-I-Sekretion.

Abb. ITA
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Forskolin- induzierte Hemmung © 100 1
der Kollagen | — Sekretion in = 75 |
hAOSMC. 8
5 5 50 | *
Vehikel o
~2 J
® Aldosteron © 25
0
control forskolin
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Diskussion

Dem klassischem Modell nach sind Steroidhormone membrangangig und binden im
Zytoplasma an einen spezifischen Rezeptor, von dem daraufhin Hitzeschockproteine
dissoziieren und die Dimerisierung des Rezeptors mit einem zweiten Rezeptor
ermoglichen. Die Rezeptordimere translozieren in den Nukleus, wo sie als Aktivatoren oder
Repressoren mit einer gewissen Latenzzeit genomische Effekte hervorrufen.

Inzwischen gibt es jedoch vielfaltige Indizien far von diesem Schema abweichende,
neuartige Effekte von Steroidhormonen, die im Minutenbereich auftreten und deshalb
vermutlich nicht durch genomische Mechanismen zu erklaren sind. Derartige ,schnelle”
Effekte kbnnen z. B. durch Interaktionen der zytoplasmatischen Rezeptoren mit anderen
Signalnetzwerken zu Stande kommen. So wurde far den ER wurde eine bidirektionale
Kommunikation mit dem EGFR beschrieben [51]; letzterer besitzt auch Wechselwirkungen
mit dem hMR [52].

Weiterhin hat sich gezeigt, dass mehrere Steroidhormone nicht nur zytoplasmatische,
sondern auch Membranrezeptoren besitzen, die schnelle Effekte vermitteln kénnen. Dazu
zahlen Ostrogen und Progesteron [53][54], und auch fur Androgene und Glukokortikoide
scheint die Existenz eines Membranrezeptors moglich [55][56][57][58][59]. Hingegen
bleibt unklar, ob es einen membranstandigen Mineralokortikoidrezeptor gibt; es wurde
jedoch kurzlich die Existenz eines niedrig-affinen Membranrezeptors im Hirngewebe
berichtet [60].

Wenn der Mineralokortikoidrezeptor mit dem EGFR kommuniziert, kbnnte es dann weitere
Wechselwirkungen mit anderen zentralen Signalkaskaden geben, wie z. B. mit dem
cAMP/CRE-Signalweg? Bisher wurden erst wenige Wechselwirkungen beschrieben. Dabei
scheint geklart zu sein, dass in der einen Richtung der cAMP/CRE-Singalweg die
Transkriptionsaktivitat des hMR steigert [42]. Umgekehrt jedoch ist die Wirkung von
Aldosteron/ hMR auf den cAMP/CRE-Signalweg noch unverstanden und die vorliegenden
Daten sind zum Teil widerspruchlich.

Berichtet wurde sowohl von schneller, Aldosteron-induzierter, hMR-unabhangiger [38]
[39], aber auch von Aldosteron-induzierter, hMR-abhangiger cAMP-Bildung [43];
aulerdem wurde eine Aldosteron-unabhangige, durch die alleinige Anwesenheit des hMR
hervorgerufene Erhédhung von cAMP nach Gabe von Isoproterenol [4 1] beobachtet.

Eine andere Studie hingegen beobachtete, dass hMR die Affinitat von CREB und ATF auf
CRE reduziert [37].
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Wiederum eine andere Studie konnte keine Kommunikation [40] der Signhalwege
feststellen, eine weitere sah keine direkte Kommunikation, aber dass sowohl Aldosteron,
als auch cAMP die Expression der Na+/K+-ATPase induzierten und das entsprechende Gen

daher moéglicherweise uber die gleiche Signalendstrecke aktiviert wird [44].

Far cAMP, ein zentrales Signalmolekul des cAMP/CRE-Signalwegs, wurden antifibrotische
Effekte beschrieben. Insel et al. stimulierten mit TGF- 3 oder Angiotensin Il die Expression
von glattem a-Muskelaktin und Kollagen in kardialen Fibroblasten. Sowohl Forskolin, als
auch membrangangiges cAMP verminderten die a-Muskelaktin- und Kollagensekretion
[50]. In einer weiteren Studie wurde analog in humanen Lungenfibroblasten eine cAMP-
vermittelte Reduktion der Kollagensekretion nachgewiesen [61]. Hsieh et al. sahen in einer
Studie an VSMC den cAMP/CRE-Signalweg als Mediator der antifibrotischen Wirkung von
Pentoxyfyllin (PTX) [62].

Besteht also eine Interaktion zwischen Aldosteron, hMR und dem cAMP/CRE-Signalweg,
kénnte Aldosteron auf diesem Wege sekundar pro- oder antifibrotische Effekte ausuben.
Dementsprechend konnte Aldosteron durch eine Inhibition des cAMP-Signalwegs kardiale
oder vaskulare Fibrosen induzieren und erhéhte Ventrikelsteifigkeit, diastolische

Fallungsstérung sowie verminderte vaskulare Kompliance verursachen.

Weiterhin konnte durch die Kommunikation von Aldosteron mit dem cAMP/CRE-
Signalweg die « 1-AR/ 8 -AR-Balance verschoben werden. Bei Inhibition des cAMP/CRE-
Signalwegs wdurde eine Selektion zu Gunsten « 1-AR-vermittelter Signale auftreten. Das
Resultat ware ein erhohter arterieller Vasotonus und peripherer Widerstand. Aufgrund
gesteigerter Herzarbeit kann kompensatorisch eine konzentrische
Herzmuskelhypertrophie entstehen, die im Herzversagen eskalieren kann.

Fur Spironolacton wurden vasorelaxierende Effekte beschrieben [63]; eine « 1-AR/ -AR-
Dysbalance konnte an den pathophysiogischen Vorgangen, die zu erhohtem Vasotonus

fuhren, beteiligt sein.
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Als Ziele dieser Doktorarbeit waren angesetzt:

1. Interagieren Aldosteron und der hMR mit dem ruhenden cAMP/CRE - Signalweg?

2. Interagieren Aldosteron und der hMR mit dem durch FSK oder Adrenalin
stimulierten cAMP/CRE - Signalweg?

3. Auf welcher Ebene und durch welchen Mechanismus kommt die Interaktion zu
Stande?

4. Beeinflusst diese Interaktion die Kollagensekretion in VSMC?

1. Aldosteron und der hMR besitzen keinen ausgepragten Einfluss auf den ruhenden
cAMP/CRE-Signalweg

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Aldosteron in HEK-293-Zellen unter
Basalbedingungen, d.h. wenn der cAMP/CRE-Signalweg nicht uber [-AR oder die ACL
stimuliert wurde, sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit des hMR nur einen
unwesentlichen Einfluf auf die cAMP/CRE - Signaltransduktion hat. Es wurde durch
Aldosteron weder eine wesentliche Veranderung der CRE-Aktivierung, noch der Ruhe-
cAMP-Level beobachtet.

In einer Reihe von Publikationen hingegen wurden Effekte von Aldosteron auf den
ruhenden cAMP/CRE-Signalweg beobachtet. Wehling et al. beschrieben einen Aldosteron-
induzierten, hMR-unabhangigen, innerhalb einer Minute einsetzenden cAMP-Anstieg in
Mausepidermiszellen und VSMC [38][39]; Balment et al. konnten am inneren medullaren
Sammelrohr, dessen Zellen den hMR exprimieren, durch Aldosteron eine dosisabhangige
cAMP-Erh6hung innerhalb von vier Minuten auslosen [43].

Die abweichenden Ergebnisse der Doktorarbeit gegenuber den beschriebenen Studien
lasst sich durch die unterschiedliche Aldosteronempfindlichkeit der jeweils verwandten
Zelllinien erklaren. Weiterhin verwandten Wehling et al. Aldosteron in einer Konzentration
von 100 pmol/I; die in der hier vorgelegten Arbeit beschriebenen Effekte traten hingegen
bereits bei einer Konzentration von 1 nmol/l auf. Weiterhin wurde in dieser Arbeit zur
Bestimmung der Ruhe-cAMP-Konzentration kein IBMX eingesetzt; es ist daher maoglich,
dass geringfugige cAMP-Anstiege sofort durch vermehrten Abbau kompensiert wurden
und ohne Hemmung der Phosphodiesterasen nicht entdeckt wurden. Um diese Unklarheit
zu beseitigen, wurde die Ruhekonzentration von cAMP in Gegenwart von IBMX erneut
bestimmt;, wieder erzeugte Aldosteron keinen signifikanten cAMP-Anstieg. Auch die

Resultate des CRE-Reporter-Assays bestatigen dies.
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2. Aldosteron hemmt den aktivierten cAMP/CRE-Signalweg

Wurde der cAMP/CRE-Signalweg uber fS-AR, die ACL oder direkte cAMP-Gabe
vorstimuliert, hemmte Aldosteron die CRE-Aktivierung in Gegenwart des hMR signifikant.
Die Reduzierung der CRE-Aktivierung steht im Einklang mit und konnte durch die
Vermutung von Ahmad/Metford erklart werden, dass der hMR an ATF/CREB bindet und
deren Affinitat fur CRE-Elemente reduziert [37], mit der Einschrankung, dass in der
beschriebenen Studie allein die Prasenz des hMR ohne Aldosteron ausreichend war.

Die Ergebnisse dieser Arbeit scheinen im Widerspruch zur Stimulation von cAMP-
induzierbarer Renin-Expression durch Aldosteron in Gegenwart des hMR zu stehen [40]. In
dieser Studie von Kurtz et al. wurde jedoch Aldosteron in einer Konzentration von 100
nmol/I verwandt und der far die Stimulation verantwortliche Mechanismus umfasste die
Stabilisation der Renin-mRNA, und nicht etwa eine Modulation des cAMP/CRE-Signalwegs;
eine direkte Interaktion der Signalwege wurde also nicht nachgewiesen.

Den Ergebnissen der Arbeit zu Folge sind sowohl die A-, als auch die B-Domane des hMR

far die Inhibition wichtig.

3. Die Interaktion erfolgt hauptsachlich stromabwarts der ACL, vermutlich durch
Verminderung von pCREB

Da nicht nur die durch Adrenalin, sondern auch Forskolin induzierte CSA durch
Aldosteron inhibieren lasst, scheint der primare Ort der Inhibition auf Ebene der ACL oder
stromabwarts zu liegen.

Dementsprechend konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass die Ausschaltung der Gr-
Proteine durch PTX den beschriebenen Effekt unbeeintrachtigt liel3.

Um zu uberprufen, ob Aldosteron eine Inhibition auf Ebene der ACL bewirkt, wurde in der
Arbeit die Bildung von cAMP an der ACL durch Forskolin und nach Beigabe von
Aldosteron gemessen. Aldosteron verminderte die cAMP-Bildung an der durch Forskolin
stimulierten ACL lediglich geringfugig. Eine Interaktion von Aldosteron mit dem
cAMP/CRE-Signalweg auf Ebene der ACLen ware sehr effizient, da die ACLen der Umsatz-
limitierende Faktor z. B. in j-adrenerger Signaltransduktion sind [64], aber fur den hier
beschriebenen Effekt scheinen sie nicht ausschlaggebend zu sein.

Die PKC, ein Enzym, das die ACL modulieren kann, scheint nicht beteiligt zu sein, denn die
Ausschaltung des Enzyms mit BIM besal keinen Einflul3 auf den Effekt. Der Einstrom von
oder zellulare Gesamtgehalt an Calcium-lonen hingegen scheint an der Inhibition beteiligt

zu sein, da lonomycin den Effekt von Aldosteron imitierte, ohne additiv zu wirken. Der
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exakte Mechanismus der Inhibition durch lonomycin, und in welchem Ausmal eine
Ubereinstimmung zu Aldosteron besteht, wurde nicht weiter untersucht.

Die Inhibition des cAMP/CRE-Signalweg kénnte auch durch eine Beschleunigung des
cAMP-Abbaus bewirkt werden. Der beschriebene Effekt blieb aber auch bei Zugabe von
IBMX bestehen, das die fur den cAMP -Abbau verantwortlichen Phosphodiesterasen
hemmt.

Aldosteron kénnte den cAMP/CRE-Singalweg durch Reduktion des phopshorylierten
cAMP-responsive binding protein (pCREB) hemmen. CREB ist der Kklassische
Transkriptionsfaktor am CRE und wird in Folge einer cAMP-Bildung phosphoryliert, und
zwar indem cAMP die PKA in zwei katalytische und zwei regulatorische Domanen spaltet.
Die regulatorischen Untereinheiten phosphorylieren CREB. Das pCREB bildet Dimere, die
an CRE-Elemente binden und genomische Effekte vermitteln.

Zum einen konnte die Konzentration von PpCREB durch verminderte CREB-
Phosphorylierung gesenkt werden, zum Beispiel durch direkte Inhibition der PKA oder
durch raumlicher Distanzierung zwischen dem Enzym und CREB; zum anderen kénnte
Aldosteron die Aktivitat des Signalwegs durch vermehrte pCREB-Dephosphorylierung
reduzieren, z. B. durch vermehrte Expression oder Aktivierung von Phosphatasen.

Im Western Blot zeigte sich, dass Aldosteron die Forskolin-induzierte Konzentration von
pPCREB vermindert. Damit bleibt zwar unklar, ob Phosphorylierung, Dephosphorylierung
oder auch beide Stellgrélien modifiziert werden, aber ein wichtiges Ziel far die Interaktion
mit der Signalkaskade scheint damit identifiziert zu sein.

Die Inhibition des cAMP/CRE-Signalwegs durch Aldosteron kénnte weiterhin dadurch zu
Stande kommen, dass Aldosteron die Bindung von pCREB an CRE behindert, wie bereits
durch Ahmad und Metford beschrieben [37]. Sie konnten einen PUC-1/pB1CAT reporter
assay mit cAMP stimulieren. Der hemmende Effekt von Aldosteron auf diese
Versuchsanordnung kam DNA-Bindestudien zu Folge durch eine hMR/CREB-Interaktion
zu Stande. Ob auch die in dieser Arbeit beobachtete Inhibition teilweise uber diesen
Mechanismus zu Stande kommt, wurde nicht geklart.

Unklar bleibt auch, ob ein schneller oder ein klassischer, genomischer Mechanismus der
Inhibition zu Grunde liegt. Die Effekte von Aldosteron wurden fruhestens nach 120
Minuten gemessen. Schnelle Effekte, wie in den zuvor erwahnten Studien [38][39][43].
sind nicht ausgeschlossen. Da Cyclohexamid die Inhibition durch Aldosteron aufhob,

scheint ein genomischer Mechanismus jedoch wahrscheinlich.
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4. Beeinflusst diese Interaktion die Kollagensekretion in VSMC?

Die negative Wechselwirkung zwischen Aldosteron und dem cAMP/CRE-Signalweg
konnte nicht nur im kontrollierten Modell aus HEK-Zellen mit transfiziertem hMR
nachgewiesen werden, sondern auch in glatten GefaRmuskelzellen vom Menschen.

In der Doktorarbeit wurde in human aortic smooth muscle cells (hAoSMC) uberpruft, ob
Aldosteron eine durch cAMP reduzierte Kollagenproduktion wieder erhoht. Sowohl
Forskolin als auch Adrenalin fUhrten zu einer verminderten Kollagen | — Sekretion, wie
zuvor berichtet [50][61][62]. Diese ,antifibrotische” Wirkung wurde durch Aldosteron
signifikant vermindert. Es scheint also moglich, dass Aldosteron in physiologischer
Umgebung, wenn eine gewisse Stimulation des cAMP/CRE - Signhalwegs besteht, die

Kollagensekretion im Sinne einer Disinhibition steigert.
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Zusammenfassung

Aldosteron und der Mineralokortikoidrezeptor regulieren physiologisch den Blutdruck
sowie die Salz- und Volumenhomoostase, besitzen aber auch eine entscheidende Rolle bei
pathologischen Prozessen im kardiovaskularen System. In verschiedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass Aldosteron perivaskulare und interstitielle kardiale Kollagen-
vermehrung induziert und zu linksventrikularer Hypertrophie fuhrt. Um dies zu verhindern,
werden hMR-Inhibitoren inzwischen in der Therapie und zur Vorbeugung der
Herzinsuffizienz nach akutem Herzinfarkt mit Erfolg eingesetzt.

Der genaue Mechanismus, durch den Aldosteron und der hMR eine Fibrose bewirken, ist
bisher nicht bekannt. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Interaktion mit dem tber
B -AR aktivierten cAMP/CRE-Signalweg, der z. B. bei Herzinsuffizienz stark stimuliert wird,
zu den pathophysiologischen Vorgangen beitragt.

Es konnte gezeigt werden, dass Aldosteron in Gegenwart des hMR die Signaltransduktion
des cAMP/CRE-Signalwegs abschwachen kann. Bisher scheint der wichtigste
Mechanismus, durch den Aldosteron den Signalweg hemmt, eine Verminderung von
PCREB zu sein. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die A- und die B-Domane des hMR
far die Inhibition wichtig sind.

Far cAMP werden antifibrotische Effekte beschrieben, eine durch Aldosteron verminderte
Produktion von cAMP sollte daher eine Zunahme der Kollagensekretion bedeuten. In
dieser Arbeit wurde demonstriert, dass eine durch Adrenalin verminderte
Kollagensekretion (Typ 1) in glatten GefalBmuskelzellen durch Aldosteron im Sinne einer
Disinhibition wieder gesteigert wird.

Zusammenfassend wurde in dieser Doktorarbeit demonstriert, dass die Inhibition des
cAMP/CRE-Signalwegs eine Moglichkeit ist, wie Aldosteron und der Mineralokortikoid-
rezeptor z. B. im Szenario einer Herzinsuffizienz zu interstitieller Kollagenvermehrung

beitragen kénnen.
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Abkurzungsverzeichnis

ACE
ACL
Aldo
AT
BCA
CamK
cAMP
CHF
CHX
CRE
CREB
CSA
DNA
EDTA
EGFP
EGFR
EPHESUS

ER
ERK
FCS
FSK
GDP
GRE
GSA
GTP
HEK
hGRE
hMR
IBMX
LVAF
pDNA
PK A/B/C
PTX
RAAS
RALES
SDS
SEAP
SHRSP
SNS
VSMC
a-AR
B-AR

Angiotensin | — Converting — Enzyme
Adenylatzyklase

Aldosteron

Angiotensin

Bicinchoninic Acid
Calmodulin-dependant Kinase
Zyklisches Adenosinmonophosphat
Congestive heart failure ( Herzinsuffizienz )
Cycloheximid

CAMP responsive element

CRE binding protein
CRE-SEAP-Aktivitat
Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsaure
Enhanced green fluorescent protein
Epithelial Growth Factor Receptor

Eplerenone post acute myocardial infarction
heart failure efficacy and survival study
Estrogen Receptor

Extrazellularly regulated kinase

Fetales Kalberserum

Forskolin

Guanosindiphosphat

Glucocorticoid / cAMP responsive element
GRE-SEAP-AKktivitat
Guanosintriphosphat

Human embryonic kidney — 293 — Zellen
Humaner Glukokortikoidrezeptor
Humaner Mineralokortikoid — Rezeptor
3-Isobutyl-1-methylxanthine
Linksventrikulare Auswurfsfraktion
Plasmid — DNA

Proteinkinase A/B/C

Pertussistoxin

Renin — Angiotensin — System

Random Aldactone Evaluation Study

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)

sekretorische alkalische Phosphatase
spontaneous hypertensive rats stroke prone
sympathisches Nervensystem

vascular smooth muscle cells
a-Adrenorezeptor

B -Adrenorezeptor
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