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Referat

Der Mineralokortikoidrezeptor ist im aktivierten Zustand an der Regulation des Elektrolyt-/
Volumenhaushaltes sowie an der Blutdruckregulation beteiligt. Abseits dieser physiologischen
Wirkungen fordert er im kardiorenovaskuldren System pathophysiologische Prozesse wie
Inflammation, Fibrose und Hypertrophie, welche die kardiovaskuldre Morbiditdat und Mortali-
tat negativ beeinflussen. Hochstwahrscheinlich sind fir die schadliche Rezeptor-Aktivierung
gewisse Umgebungsbedingungen notwendig. Ein moglicher Faktor sind reaktive Stickstoffspe-
zies, welche ebenso mit kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert werden. Dabei wird die Pro-
tein-Tyrosin-Nitrierung als Marker vermehrten nitrosativen Stresses anerkannt.

Es erfolgte zunachst die Charakterisierung des Stickstoffmonoxid-Donors SNAP (S-Nitroso-N-
Acetylpenicillamin) und des Peroxynitrit-Bildners Sin-1 (3-Morpholinosydnonimin) hinsichtlich
der Freisetzung von Stickstoffmonoxid und der Fahigkeit zur Protein-Tyrosin-Nitrierung als
Hinweis auf die in vitro-Erzeugung nitrosativen Stresses. Zudem wurde in einem heterologen
Expressionssystem mit einem Reportergenkonstrukt die Beeintrdachtigung der genomischen
Aktivitdat des humanen Mineralokortikoidrezeptors durch nitrosativen Stress in Form von
Peroxynitrit (ONOO’) untersucht. Hierbei kamen auch trunkierte, d.h. gekirzte
Rezeptorvarianten zum Einsatz, um den Wirkort von Peroxynitrit am Mineralokortikoid-
rezeptor naher zu bestimmen. Zusatzlich wurde der Mineralokortikoidrezeptor auf Protein-
ebene als direktes Ziel einer durch Peroxynitrit verursachten Tyrosin-Nitrierung untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die gewadhlten Konzentrationen an Sin-1 und SNAP relevante
Mengen an Stickstoffmonoxid freisetzen. Durch die zusatzliche Freisetzung von Superoxid-
Anionen fiihrt Sin-1 zur Bildung von Peroxynitrit, welches die Bildung von 3-Nitro-Tyrosin for-
dert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nitrosativer Stress, im Speziellen Peroxynitrit, in
der Lage ist, den Mineralokortikoidrezeptor auch unabhangig von einer Liganden-Bindung zu
aktivieren. Die A/B-Domane des Rezeptors scheint ein maoglicher Angriffsort von Peroxynitrit
zu sein. Der direkte Protein-Nachweis einer 3-Nitro-Tyrosin-Bildung am Mineralokortikoid-
rezeptor als posttranslationale Proteinmodifikation durch Peroxynitrit gelang nicht. Schlussfol-
gernd besitzt nitrosativer Stress eine Bedeutung bei der Liganden-unabhdngigen Aktivierung
des Mineralokortikoidrezeptors und tragt somit moglicherweise zu dem pathologischen Um-

gebungsmilieu bei, das eine inaddaquate Mineralokortikoidrezeptor-Aktivierung férdert.

Schloér, Kathleen: Modulation der genomischen Aktivitat des Mineralokortikoidrezeptors durch
Stickstoffmonoxid-basierenden Radikalstress, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten,
2017
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1. Einleitung

Seit der erstmaligen Isolation des mineralokortikoiden Hormons Aldosteron im Jahr 1953
durch Simpson et al. (1) aus tber 500 kg boviner Nebenniere und der erstmaligen Klonierung
des zugehorigen Steroidhormonrezeptors, dem Mineralokortikoidrezeptor (MR), durch Arriza
et al. 1987 (2) liegen mehrere Jahrzehnte intensiver Forschung zur detaillierten Aufklarung der
Wirkungs- und Funktionsweise von Aldosteron und des MR. Sehr zeitig konnte beiden die Re-
gulation der Elektrolyt- und Wasser-Homoostase als ,klassische” Aufgabe v.a. im distalen
Nephron der Niere und im Colon zugeschrieben werden (3;4). Abseits der klassischen Wirkun-
gen wiéchst die Bedeutung der ,nicht-klassischen” Wirkungen von Aldosteron/MR, die vor-
nehmlich Herz, Niere, GefdRe und das Gehirn betreffen. Die MR-Aktivierung, die nicht unbe-
dingt mit einem erhohten Aldosteron-Spiegel einhergehen muss, fihrt Gber proinflammato-
rische und profibrotische Prozesse zur Aufrechterhaltung und Progression von Endorganscha-
digung mit bspw. Blutdruckerhéhung, Herzhypertrophie und kardio-vaskular-renalem
Remodelling (5). Die klinische Bedeutung einer pathologischen MR-Aktivierung konnte durch
die RALES- (Randomized Aldactone Evaluation Study) und EPHESUS- (Eplerenone Neurohormo-
nal Efficiacy and Survival Study) Studien demonstriert werden: Demnach profitieren Postmyo-
kardinfarkt-Patienten mit Herzinsuffizienz signifikant von einer medikamentdésen MR-Blockade
(6;7). Durch Spironolakton bzw. Eplerenon verbesserte sich das Studienoutcome und fiihrte zu
reduzierter Morbiditat und Mortalitat. Damit haben der MR und seine medikamentds induzier-
te Blockade eine immense Wichtung erhalten und den Schritt in die tagliche klinische Praxis
nach aktueller leitliniengerechter Behandlung (8) herzinsuffizienter Patienten vollzogen.

Weiterfihrende Untersuchungen weisen immer mehr Verflechtungen des MR mit anderen
Signalkaskaden nach, weshalb die Komplexitat der MR/Aldosteron-Aktivitdt Raum fur viele

neue Forschungsansatze lasst (4;5;9-14).

1.1 Mineralokortikoidrezeptor (MR)

Der Mineralokortkoidrezeptor ist als Liganden-abhangiger Transkriptionsfaktor (2) ein Mitglied
der Superfamilie der nukledren Rezeptoren (15). Der MR bildet zusammen mit dem Glukokorti-
koidrezeptor (GR) (16), Thyroidrezeptor (17), Retinsdurerezeptor (18) und dem Vitamin D-
Rezeptor (19) die Subfamilie der Steroid-Thyroid-Hormonrezeptoren (20). Hauptsachlich wird
der MR in polarisierten epithelialen Geweben exprimiert, wie z.B. distales Nephron und Colon,
wo er an der Regulation Aldosteron-induzierter Gene beteiligt ist (21). Aber auch in nicht-
epithelialen Geweben, wie Hippocampus, Hypothalamus, Kardiomyozyten und Adipozyten

konnte eine MR-Expression nachgewiesen werden (22;23). Der MR spielt eine zentrale Rolle in
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Einleitung

der Salz- und Volumen-Homdostase und der damit einhergehenden physiologischen Blut-
druckregulation (2). Die Bedeutung wird in MR-knockout-Maus-Modellen deutlich, die ein

massives und letal verlaufendes Salzverlust-Syndrom aufweisen (24).

1.1.1 Genstruktur des MR

Das den humanen Mineralokortikoidrezeptor (hMR) kodierende Gen heilft NR3C2 (2;25), liegt
auf dem langeren Arm des Chromosoms 4 in der Region q31.1-gq31.2, ist ca. 450 Kilobasen-
paare lang und besteht aus insgesamt 10 Exons (26-28). Die Exons 2 bis 9 kodieren fiir das
hMR-Protein mit einer Lange von 984 Aminosduren (Abb. 1) (26;27). Die ersten beiden 5'-
Exons (1a und 1B) werden dagegen nicht translatiert (26), sondern dienen der Transkript-
stabilitdt und Translationseffizienz (15). Die alternative Transkription der Exons 1la und 1B
flhrt zu zwei unterschiedlichen mRNA-Isoformen: hMRa und hMRB (15;26;29). Die 5-Exons
la und 1B entsprechen den zwei Promotoren P1 (proximal) und P2 (distal) (30), wobei P1 in
allen Aldosteron-Zielgeweben vorkommt, wahrend P2 wahrscheinlich in spezifischen Entwick-

lungsstadien oder unter bestimmten physiologischen Umstanden exprimiert wird (31).

Exon 5 aH s HeH7Hs 9 3
4
% a9 \\ % ¢
3 AV
Protein I c (o] E/F |
j———"""1] CEE— L}
AF-1a AF-1b AF-2
| ’ | |
NLSO NLS1 NLS2
NES

Abb. 1: Schematischer Aufbau des hMR auf DNA- (Exon) und Protein-Ebene (abgewandelt nach
(22))

1.1.2 Proteinstruktur des MR

Der hMR ist ein 107 kDa grof3es Polypeptid und besteht aus 3 funktionellen Domanen mit einer

zwischengeschalteten Gelenkregion (Abb. 1) (2;20). Die (1) N-terminale Doméne (NTD oder

A/B-Doméne) wird v.a. durch Exon 2 des MR-Gens kodiert und beinhaltet beim Menschen 2
verschiedene, konstitutive Transaktivierungsdomanen, sog. activation function domains: AF-1a
und AF-1b (15;32). Desweiteren gibt es eine dazwischen liegende zentrale Doméane (AS 163-
437), die eine intrinsische inhibitorische Funktion besitzt (32). Die inhibitorische Domaéne ist
ausreichend, um die gesamte Transaktivierungsstarke der N-Terminalen Domane abzuschwa-
chen (22;32;33). Die activation function domains sind verantwortlich fir die Liganden-
unabhangige Transaktivierung oder Unterdrickung des MR, wobei diverse Koregulatoren in-

volviert sind und Interaktionen zur Liganden-bindenden Domane (LBD) stattfinden. Zuséatzlich
-2
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enthalt die NTD die nukledre Lokalisationssequenz NLSO (34). Mit weniger als 15% Homologie
zwischen der NTD des MR und denen anderer Steroidhormonrezeptoren wird die NTD des MR
als Hauptdeterminante der MR-Spezifitdt angenommen (15;35).

Die (2) DNA-bindende Domdne (DBD oder C-Domane) des MR besteht aus 66 AS und wird

durch die Exons 3 und 4 kodiert (15;36;37). Die DBD erkennt spezifische Sequenzen der MR-
Ziel-DNA, sogenannte Hormon-responsive Elemente (HRE) (22). Die DBD enthalt zwei Zinkfin-
ger-Strukturen, wobei die erstere die Bindung an die kleine Furche der DNA-Doppelhelix und
die zweite die Rezeptordimerisation ermdglicht (36). Zwischen den zwei Zinkfinger-Strukturen
liegt ein nukledres Export-Signal (NES) (37). Zwischen den verschiedenen Steroidhormonrezep-
toren ist diese Domédne hochkonserviert (35), so dass z.B. die DBD des MR und des GR zu 94%
Ubereinstimmen (22).

Die Prolin-reiche (3) Scharnierregion (hinge region oder D-Domane) (AS 671-732) (15) erlaubt

eine Drehung der DBD hin zur LBD, wodurch eine korrekte Position des Rezeptors mit der
Transkriptionsmaschinerie gewahrleistet wird (38). In ihr existiert eine Liganden-unabhangige
nukledre Lokalisationssequenz (NLS1), die fir die subzelluldre Rezeptorlokalisation verantwort-
lich ist (15). Die hMR-Scharnierregion scheint bei der Rezeptor-Homodimerisation, wohl aber
nicht bei der Heterodimerisation beteiligt zu sein (39).

Die (4) Liganden-bindende Domaine (LBD oder E/F-Domane) des MR wird von den Exons 5-9

kodiert und stellt eine komplexe, multifunktionale Domane aus 251 AS dar. Die AS sind in 12 a-
Helices und einem B-Faltblatt organisiert, die drei antiparallele Schichten bilden (15;40-42). Sie
beinhaltet die Liganden-abhangige Transaktivierungsdomane AF-2 (activation function domain)
(22), die nach selektiver Liganden-Bindung konformationell neu geordnet wird und so eine
hydrophobe Tasche auf der Oberflache der LBD bildet, die das LXXLL-Motiv enthalt und die
Bindung transkriptioneller Koaktivatoren erlaubt (22;41-43). Zudem enthdlt die LBD die
nukledre Translokationssequenz NLS2 (44). Die LBD scheint an einer Vielzahl der Aldosteron-

/MR-vermittelten nicht-genotropen Signalwege beteiligt zu sein (45).

1.1.3 Funktionsweise des MR

Im Liganden-ungebundenen, dh. inaktiven Zustand, befindet sich der MR vorwiegend im zyto-
plasmatischen Kompartiment (44). Dort interagiert er unter Bildung von Hetero-Oligomeren
mit den Chaperonen hsp90, hsp70 (heat shock protein) und diversen Immunophillinen (15;46),
welche eine Konformation aufrecht erhalten, die eine hochaffine Ligandenbindung an die LBD

ermoglicht. Nach Ligandenbindung dissoziiert der MR von den o.g. Proteinen. Unter Kontrolle

der nukledren Lokalisationssequenzen (NLS) transloziert der aktivierte MR nach Bildung von

Homodimeren in den Zellkern (34;44;47). Im Zellkern agiert der MR anschlieBend als Transkrip-
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tionsfaktor, bindet innerhalb von Promotorregionen an Hormon-responsive Elemente (HRE)
der DNA und moduliert somit die Expression Aldosteron-sensitiver Gene (20;38;48). Bisher
konnte ein MR-spezifisches Promotor-Element (Mineralokortikoid-responsives Element, MRE)
noch nicht identifiziert werden. Alle bislang beschriebenen HREs fiir den MR sind gleichzeitig
Glukokortikoid-induzierbar (Glukokortikoid-responsive Elemente, GRE), so dass viele MR-
induzierte Proteine auch durch den GR induziert werden. Das macht die Erklarung fir MR-
spezifische Effekte schwierig (5;48). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass der Promotor des
humanen EGFR (epidermal growth factor receptor) MR-selektiv ist und ein Element enthalten
konnte, das zumindest funktionell einem MRE entsprechen koénnte (49). Neben der
Homodimerisierung (MR/MR) ist auch die Bildung von Heterodimeren mit dem
Glukokortikoid- oder Androgenrezeptor beschrieben (36;39) mit unterschiedlicher Auswirkung

auf die Transkription (36;39;50;51).

1.1.4 Posttranslationale Modifikationen des MR

Die weitverbreitete Expression des MR in epithelialen und nicht-epithelialen Geweben erfor-
dert eine feinstufige Modulierung der Rezeptor-Aktivitat flr eine angemessene Wirkung. Hier-
fir dient die lokale Verfiigbarkeit und Menge des MR, die Interaktion mit Kofaktoren, die Be-
einflussung des MR-Transports in den Zellkern, der Cross-talk mit intrazelluldaren Signalkaska-
den u.v.a. (52). Posttranslationale Modifikationen (PTM) stellen eine weitere Maoglichkeit dar,
die Funktionen des MR zu beeinflussen. In Bezug auf den humanen MR und dessen PTM ist
noch nicht sehr viel bekannt.

Fir eine Phosphorylierung stehen als potentielle Phosphorylierungsstellen im MR einige Tyro-

sin-, Serin- und Threonin-Reste zur Verfligung (52). Eine selektive und schnelle Phosphorylie-
rung an Serin- und Threonin-Resten in renalen Zellen, die Giber eine PKCa-Aktivierung (Protein-
kinase C a) vermittelt wird, scheint eine Schnittstelle zwischen genomischen und nicht-
genomischen MR/Aldosteron-Wirkungen darzustellen (10;53). So deuten in vitro-Studien da-
rauf hin, dass die Stimulation des MR durch Aldosteron eine Rezeptor-Phosphorylierung be-
wirkt, die Uber den MEK-ERK 1/2-Signalweg (mitogen activated protein kinase kinase,
extracellular regulated kinase) vermittelt wird und die MR-Stabilitat moduliert (52).

Im MR existieren zwei Lysin-Reste (in NTD und Scharnierregion), die fir eine Ubiquitinylierung

in Frage kdmen (15). Uber das Anfiigen mehrerer Ubiquitin-Reste wird der MR dem
proteasomalen Abbau zugefiihrt, wodurch dessen Expressionsniveau geregelt werden kann
(52;54). Ferner ist eine Mono-Ubiquitinylierung beschrieben, die den MR zusammen mit ande-
ren Faktoren, z.B. Tsg101 (Tumor Suppressor Gen 101), stabilisiert oder aber Aldosteron-

induziert via ERK1/2 destabilisiert (52).
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Die Sumoylierung, eine Modifikation durch sog. small ubiquitin-related modifier (SUMO), ist
am MR an 5 Konsensus-Motiven moglich (22;32;55) und kann die Aktivitdt des MR als Trans-
kriptionsfaktor abhdngig vom Promotor-Kontext hemmen (32;52). Die Sumoylierung erfolgt
hochselektiv und die Zielpositionen im Molekil werden anscheinend nicht durch andere
posttranslationale Modifikationen verandert, was zur MR-Selektivitat beitragt (25).

Analog ist die Neddylierung (die Konjugierung des Ubiquitin-artigen Proteins Nedd8 (neural
precursor cell expressed developmentally downregulated protein) an Lysin-Reste) als hemmen-
der Mechanismus fiir den Ostrogen-, Androgen- und Progesteronrezeptor beschrieben und
konnte ebenso repressiv auf den MR wirken (56).

Die Acetylierung des MR scheint dessen Aktivitdt zu hemmen. Gezeigt werden konnte dies
anhand spontan hypertensiver Ratten, bei denen die Histon-Deacetylierung pharmakologisch
mit Valproinsdure verhindert wurde. Die Ratten wiesen eine verringerte Aktivitdt des nun
acetylierten MR auf, was wiederum einen positiven Effekt auf die kardiale Inflammation, Hy-
pertrophie und Fibrose hatte (57).

Es konnte gezeigt werden, dass die S-Nitrosylierung bestimmter Cystein-Reste durch NO (nitric

oxide, Stickstoffmonoxid) im GR die Fahigkeit zur Ligandenbindung vermindert (58). Der MR
scheint ebenso fiir eine aktivitatshemmende S-Nitrosylierung empfanglich zu sein, wobei der
direkte Nachweis einer entstandenen S-Nitrosocystein-Gruppe jedoch noch aussteht (59).

Eine Carbonylierung als PTM ist moglich, wenn Peroxynitrit und Kohlenstoffdioxid das instabile
Zwischenprodukt Nitrosoperoxycarbonat bilden, welches zligig in die Radikale Stickstoffdioxid
(NO,*) und Carbonat (CO;™) zerfallt (60). Fir den MR wurde die Carbonylierung unter
oxidativen Stressbedingungen durch eine gestorte Aldosteron-Bindung als aktivititshemmend

beschrieben (61).

1.1.5 Mineralokortikoid-Selektivitat

Es wird angenommen, dass sich der MR und GR im Laufe der Evolution aus einem gemeinsa-
men Vorlaufermolekil entwickelten (25;62). Dabei erwarb das Hormon Aldosteron nur MR-
transaktivierende Fahigkeiten, wahrend der MR selbst jedoch eine Affinitat flr Glukokortikoide
behielt (63). Somit miissen Mechanismen existieren, die den MR selektiv wirken lassen, wenn
er a) gegeniber Aldosteron und Kortikosteroiden eine vergleichbare Affinitat besitzt, wenn b)
Kortikosteroide in viel hdherer Plasmakonzentration zirkulieren als Aldosteron und der MR
allein deshalb mehr Cortisol als Aldosteron gebunden haben sollte und wenn c) in entspre-
chenden Zielgeweben sowohl der MR als auch der GR koexprimiert werden (15).

Auf Prarezeptor-Ebene des MR konnte gezeigt werden, dass eine Expression des MR auf die

Zielgewebe begrenzt ist (64). Dort ist er zusammen mit spezifischen Koregulatoren lokalisiert,
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wogegen der GR ubiquitar zu finden ist (3). Die Cortisol-Konzentrationen im Plasma sind ca.
100-1000fach hoher als die von Aldosteron, so dass trotz Beriicksichtigung einer verstarkten
Plasmaproteinbindung von Cortisol anzunehmen ware, dass der MR durch das , (iberschissige”
Glukokortikoid gebunden sein misste (3). Eine Selektivitdt kann Uber die lokale Inaktivierung
von Cortisol durch die 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-2 (11B-HSD2) erfolgen (65). Die
11B-HSD2 ist ein in MR-Zielgeweben lokalisiertes Enzym, das die Umwandlung von aktiven
Glukokortikoiden in inaktive Metaboliten (Oxidationsreaktion) und die entsprechende Riickre-
aktion (Reduktionsreaktion) katalysiert (66;67). Fiir Cortisol/Cortison lberwiegt die Inaktivie-
rung (68).

Zusétzlich scheint die MR-Selektivitit durch eine Anderung des Redoxstatus der Zelle reguliert
zu werden: Als Kosubstrat wird bei aktiver 11B-HSD2 gleichzeitig NAD* zu NADH umgesetzt
(69). Funder postulierte, dass der veranderte Redoxstatus die Konformation des Liganden-
gebundenen MR beeinflusst und somit dessen Kofaktor-Bindungsprofil mitbestimmt (70). Die
Bindung von Glukokortikoiden flihrt zur Inhibierung, indem vermehrt Korepressoren rekrutiert
werden (70). Das Vorhandensein der 11B-HSD2 ist eine Erklarung flr die MR-Selektivitat von
Aldosteron in klassischen Zielgeweben.

Auf Rezeptor-Ebene kann der MR Aldosteron bzw. Glukokortikoide als Liganden zwar glei-

chermaRen binden (64), wird jedoch nach Aldosteronbindung starker transaktiviert (2;64). Dies
wird durch eine Liganden-abhangige Domanen-Interaktion zwischen der N-terminalen und der
Liganden-bindenden Domane des MR erreicht (N/C-Interaktion), wodurch die spezifische Rek-
rutierung von Koregulatoren erfolgt (71) und so eine stabilere Konformation des MR nach
Aldosteron- im Vergleich zur Cortisolbindung erzielt wird (41;72;73). Die N-/C-Interaktion wird
durch die MR-Antagonisten Spironolakton und Eplerenon verhindert (25).

Auf der Postrezeptor-Ebene spielen Koregulatoren, also Koaktivatoren und —repressoren, eine

Rolle. Es wird angenommen, dass der MR-Aldosteron-Komplex die Interaktion mit Koregu-
latoren nach Bindung an das Hormon-responsive Element beeinflusst und so seine spezifische
Wirkung entfalten kann (15;64), obwohl sich der MR ein HRE mit dem GR teilt (48). Diskutiert
werden desweiteren MR-spezifische Bindungsstellen an der DNA. Am Beispiel des EGFR, der
Aldosteron- und MR-abhangig vermehrt exprimiert wird, wurden Bindungsstellen im EGFR-
Promotor identifiziert, die spezifisch fiir den MR, aber nicht fir den GR sind und demnach zu-
mindest funktionell als MRE (MRE1) betitelt wurden (49).

Es sind zahlreiche Koaktivatoren und Korepressoren beschrieben, die die transkriptionelle MR-

Aktivitat beeinflussen (15;22;74). Zu den selektiven MR-Koaktivatoren zdhlen z.B. der humane

Polymerase ll-Elongationsfaktor ELL (eleven-nineteen lysine-rich leukemia) (75), die RNA-

Helicase A (71), das cerebral lokalisierte FAF-1 (Fas-associated factor 1) (76) sowie Ubc 9
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(ubiquitin-conjugating enzyme 9) (77). Als selektive MR-Korepressoren seien NF-YC (nuclear

transcription factor) (78) und PIAS1 (protein inhibitor of activated signal transducer and activa-

tor of transcription) (32;55) beispielhaft genannt.

1.2 Aldosteron

Aldosteron zahlt zusammen mit Deoxycorticosteron zu den humanen Mineralokortikoiden. Es
ist der Hauptligand des MR und ein Steroidhormon, das aus dem Vorlaufermolekil Cholesterin
v.a. in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde gebildet wird (adrenale Aldosteron-
Synthese) (3). Der Abbau der Steroidhormone findet vor allem in der Leber statt (79;80).
Aldosteron ist Teil einer Hormon-Kaskade, dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS).
Die Aldosteron-Biosynthese und -Sekretion unterliegt der Regulation durch Angiotensin II,
ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) und der Serum- K*-Konzentration, wird bei vermindertem
Blutvolumen und Blutdruck stimuliert und zielt auf eine Na*-Reabsorption und K*-Sekretion im
distalen Nephron der Niere und im Colon ab (3;5). Dort diffundiert Aldosteron in die Zellen und
bindet an seinen Rezeptor, den MR.

Abseits der klassischen Zielgewebe gibt es Hinweise auf eine lokale Aldosteron-Synthese

(extraadrenale Aldosteron-Synthese): Im kardiovaskularen System bspw. in humanen Endo-

thelzellen und VSMC (vascular smooth muscle cells) (7;79;81). Da der Nachweis der zur Synthe-
se benotigten Enzyme bislang haufig nur auf mRNA-Ebene gelang, wird eine funktionstiichtige
lokale Aldosteron-Synthese im kardiovaskuldren System jedoch noch kontrovers diskutiert (7).
Zum Teil wird angenommen, dass die Aldosteron-Synthese in GefaRen und im Herzen mit der
Manifestation kardiovaskuldrer Erkrankungen zusammenhdngt, da eine Zunahme der lokalen
Aldosteron-Konzentration bei Patienten mit Herzinsuffizienz oder Hypertonie festzustellen war
(82;83). Im Vergleich dazu wird eine lokale Aldosteron-Synthese im Gehirn als gesichert be-
trachtet (79;81;84) und wahrscheinlich wie in der Nebenniere lber die Salz-Aufnahme regu-
liert (79;85). Die lokale Aldosteron-Synthese im Gehirn scheint eine wichtige Rolle bei der

parakrinen Regulation des systemischen Blutdrucks zu spielen (86).

1.3 Signalgebung von Aldosteron/MR

1.3.1 Klassische, epitheliale, genomische Aldosteron/MR-Wirkungen

Als klassische Steroidhormon-Wirkung bindet Aldosteron an den MR (2). Der aktivierte MR
wirkt als Transkriptionsfaktor und moduliert die Expression zahlreicher Aldosteron-sensitiver
Proteine (22;87) (Abb. 2). Zu den klassischen Zielgeweben zdhlen das distale Nephron der Nie-
re, Colon, SchweiR- und Speicheldrisen (22;48;88-90).
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Innerhalb dieser Gewebe ist der MR in den polarisierten Epithel-Zellen lokalisiert, die fiir den
gerichteten Natrium-Transport aus dem Lumen ins Interstitium verantwortlich sind, bspw. in
den Hauptzellen der Niere (91). Die zelluldre Antwort fiihrt zu Na*- und Cl’-Reabsorption, be-
gleitet von K*- und H'-Sekretion mit anschlieBender H,O-Retention. Dies bewirkt systemische
Veranderungen wie Salz- und Volumenretention, die zu Blutdruckerhéhung, Hypokalidmie und
Alkalose fuhren (15). Die hauptsachlichen Komponenten hierfiir sind ein apikaler Natrium-
Kanal (ENaC) (92) und eine Energie-verbrauchende Na*/K*-ATPase in der basolateralen Mem-
bran (87;93). Dabei stellt der Natrium-Strom (iber die apikale Membran die Fluss-limitierende
Komponente dar (3).

Die Aldosteron-Wirkung beeinflusst zunachst den transzellularen Elektrolyttransport (friihe
Phase, 1-6 Stunden), indem bereits vorhandene Signalmolekile wie lonenkanale u.a. post-
translational moduliert werden, bevor die Expression von Kandlen und Transportproteinen

verandert wird (spate Phase, > 6 Stunden) (3;94).

~

luminal

ERK1/2
MEK1/2

basolateral

_/

Na*/K*-ATPase

Abb. 2: Zielgene der klassischen, genomischen Aldosteron/MR-Wirkung und deren
Interaktionen.

(CHIF: channel-inducing factor, Cl': Chlorid-lon, CNK3: connector enhancer of kinase suppressor of Ras-3,
DAG: Diacylglycerol, ENaC: epithelialer Natrium-Kanal, H": Proton, IP5: Inositol-Triphosphat, ERK1/2:
extracellular regulated kinase 1/2, GILZ: Glukokortikoid-induziertes Leuzin Zipper Protein, K': Kalium-lon,
K-ras2A: Kirsten ras 2A, KWNK1: kidney specific with no lysine kinase 1, MEK1/2: mitogen activated pro-
tein kinase kinase 1/2, MR: Mineralokortikoidrezeptor, Na*: Natrium-lon, NCC: Na'/K'/2Cl-Kotrans-
porter, Nedd4-2: neural precursor cell expressed developmentally downregulated protein 4-2, NHE3:
Na‘/H'-Austauscher lIsoform 3, P: Phosphat, PKC: Proteinkinase C, Raf-1: rapidly accelerated
fibrosarcoma-1, ROMK: rat outer medullary K'-channel, SGK-1: Serum- und Glukokortikoid-regulierte
Protein-Kinase 1, Ub: Ubiquitin, Usp2-45: ubiquitin-specific protease 2-45)
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Eines der wichtigsten Aldosteron-induzierten Gene fihrt zur Expression von Untereinheiten
des (Amilorid-sensitiven) epithelialen Natrium-Kanals (ENaC = epithelial Na*- channel), welcher
sich in der apikalen Zellmembran Na'-reabsorbierender Epithelien befindet und einen passi-
ven, unidirektionalen Na*-Einstrom in die Zelle zuldsst (87;92;95). ENaC-Mutationen fiihren
zum Liddle-Syndrom, einer hereditiren Form der arteriellen Hypertonie mit ENaC-Uber-
aktivitat (96-101). Inaktivierende Mutationen fihren zur autosomal-rezessiv vererbten Form
der Aldosteron-Resistenz (Pseudohypoaldosteronismus) (98;99). Zur Na‘'-Reabsorption unter
Aldosteron-Einfluss tragen auch der luminal lokalisierte Thiazid-sensitive Na®/Cl-Kotrans-
porter (NCC) und der Na*/H*-Austauscher (NHE) bei (3).

Der fur die ENaC-Aktivitat notwendige lonengradient wird von der basolateral lokalisierten
Na'/K’-ATPase aufrecht erhalten, welche den Na*-Austritt aus der Zelle Energie-abhingig for-
dert (3;102). Aldosteron stimuliert die Synthese des kleinen transmembranaren Modulations-
proteins CHIF (channel inducing factor), das die y-Untereinheit der Na*/K*-ATPase darstellt und
die Affinitidt der Pumpe zu Na*-lonen erhéht (87;103).

Die ENaC-Aktivitat wird durch indirekte genomische MR-Wirkungen beeinflusst. Z.B. wird die
SGK-1 (= Serum- und Glukokortikoid-regulierte Protein-Kinase 1) durch Aldosteron-Einfluss
vermehrt exprimiert (104). Die SGK-1 phosphoryliert die Ubiquitin-Protein-Ligase Nedd4-2
(neural precursor cell expressed, developmentally down-requlated 4), wodurch die
proteasomale ENaC-Degradation gehemmt wird (102;104;105). Aldosteron induziert desweite-
ren die Deubiquitinylierung des ENaC und damit dessen Aktivitatssteigerung durch die
Ubiquitin-spezifische Protease Usp2-45 (106). Zusatzlich scheint die SGK-1 direkt in Interaktion
mit dem ENaC zu treten, indem es den C-Terminus der a-Untereinheit phosphoryliert und so
die Kanalaktivitat direkt steigert (107). Die K-WNK1 (kidney specific with no lysine kinase) (22)

fihrt zu einer Phosphorylierungskaskade, die Uber die Inositol-Triphosphat-Kinase (IP3-

Kinase) phosphoryliert (21;106;108) und Uber K-ras2A (Kirsten ras 2A), einem zeitlich betrach-

tet eines der ersten Aldosteron-induzierten Gene (3;109), zur Aktivierung der SGK-1 (106) und
damit zur Aktivitatssteigerung des ENaC (110) beitragt.

Ein weiteres Aldosteron-induziertes Gen ist das Glucokortikoid-induzierte Leuzin Zipper Protein
(GILZ). GILZ erhoht die ENaC-Aktivitat, indem es uUber eine Hemmung des Raf-1, MEK1/2,
ERK1/2-Signalweges (rapidly accelerated fibrosarcoma, mitogen activated protein kinase
kinase, extracellular regulated kinase) die Interaktion zu Nedd4-2 moduliert (104) und indem
es die K-ras-Wirkung neutralisiert (106). Zusatzlich hemmt es den Abbau der SGK-1, womit
dessen Aktivitdt wiederum gesteigert wird (104). Der Raf-1, MEK1/2, ERK1/2-Signalweg wird
auch durch das CNK3 (connector enhancer of kinase suppressor of Ras-3) Aldosteron-induziert

gehemmt (104) und steigert die ENaC-Aktivitat.
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Ein indirekt durch Aldosteron-Einfluss betroffenes Gen ist ROMK (rat outer medullary K'-
channel), ein in das Lumen gerichteter renaler Kalium-Kanal, der zur kaliuretischen Wirkung
von Aldosteron beitrdgt (111). Seine Kanaldichte wird Uber eine Phosphorylierung durch die

SGK-1 erhéht (21).

1.3.2 Nicht-genotrope Aldosteron/MR-Wirkungen

Schnelle, nicht-genotrope Aldosteron/MR-Wirkungen (21) finden ohne RNA- oder Protein-
Synthese statt (53). Sie treten im Vergleich zu klassischen genomischen Wirkungen innerhalb
kirzester Zeit auf und klingen in der Regel innerhalb weniger Minuten wieder ab (21). Eine
Wirkpersistenz Uber einen ldngeren Zeitraum ist jedoch maoglich (112). Die nicht-genotropen
Aldosteron-Wirkungen wurden sowohl in klassischen (z.B. Niere und Intestinum) (5;10) als
auch in nicht-klassischen MR-Zielgeweben (z.B. kardiovaskuldres System mit VSMC und Endo-
thelzellen) (5;9;53) beobachtet.

Es wird kontrovers diskutiert, ob Aldosteron tUber den klassischen MR oder einen bisher nicht
identifizierten Rezeptor agiert (113) (Abb. 3). Fiir Ostrogen und Progesteron konnten
membranstdndige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren charakterisiert werden (114-116), die
vermuten lassen, dass es auch fir Aldosteron einen alternativen, membranstandigen Rezeptor
geben konnte (3;117). Ferner tragt der MR Uber die Beeinflussung intrazellularer Signalkaska-
den zu nicht-genotropen Effekten bei (45). Bspw. stimuliert der MR die EGFR-vermittelte
Phosphorylierung der ERK1/2, Rho-Kinase und p38-Kinase, welche wiederum zur Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren AP1 (Aktivator-Protein 1) und NFkB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) fihren (48;118). Als Vermittler zwischen MR und EGFR
konnte die zytosolische Kinase cSRC identifiziert werden (9;14). Die EGFR-Transaktivierung
tragt wahrscheinlich zur pathophysiologischen MR-Wirkung bei und scheint lber eine erhdhte
Kollagen-Produktion eine zentrale Rolle bei kardiovaskularer Hypertrophie und Fibrose zu spie-
len (9;119;120). Damit kann der MR auch indirekt die Transkription beeinflussen, so dass sich
der Begriff ,,nicht-genotrop” anstatt ,,nicht-genomisch” etabliert hat.

Moglich ist, dass die MR-abhangige, nicht-genotrope Signalgebung Uber die EF-Domane des
MR vermittelt wird, wie Versuche mit MR-Deletionskonstrukten von Grossmann et al. gezeigt
haben (45).

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine MR-unabhdngige Aldosteron-Wirkung, da einige
Aldosteron-vermittelte Effekte durch traditionelle MR-Inhibitoren (z.B. Spironolakton) nicht
gehemmt (121) oder durch Glukokortikoide in Abwesenheit einer 11 -HSD2 nicht imitiert (3)
werden konnen. Auch gibt es Experimente mit Hautzellen von MR-knockout-Mausen, bei de-

nen durch Aldosteron-Gabe ein schneller (< 3 Minuten) intrazelluldrer Ca**-Einstrom und eine
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cAMP-Erhéhung (zyklisches Adenosinmonophosphat) zu beobachten waren trotz Abwesenheit
des MR (12).

Typische Aldosteron-induzierte, nicht-genotrope Signal-Ereignisse beinhalten die Aktivierung
von Pumpen und Transportern, z.B. Erhohung des intrazelluldren pH-Wertes tGber den NHE
(12;222), Erhohung der intrazellularen Ca’*-Konzentration (123;124), Aktivierung des
Na*/K’/2CI-Kotransporters (11;112;124;125), Stimulation der PKC (112;124), Diacylglycerol
(DAG) (13), Inositol-Triphosphat (IP3) (125), Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1/2 oder
cSrc-Kinase (9;11;48;126) sowie die Transaktivierung des EGFR (5;45). Uber die Beeinflussung
diverser zelluldrer Signalkaskaden werden je nach Zellart recht unterschiedliche, z.T. sogar
gegenteilige Effekte beobachtet. Bspw. wurde in VSMC durch Aldosteron-Einwirkung die Sti-
mulation der PKC beobachtet (3;13), wohingegen in Myozyten nach Aldosteron-Einfluss eine

schnelle PKC-Hemmung festgestellt wurde (127).

Zahlreiche Interaktionen zwischen den klassischen und nicht-genotropen Aktivitaiten des MR
werden angenommen (9;10;128). Es konnten bisher viele pathophysiologische Auswirkungen
der nicht-genotropen Aldosteron-Aktivitat beschrieben werden, so z. B. eine vermehrte Kol-
lagen lll-Expression (118;129;130), was zum kardiovaskuldren und renalen Remodelling bei-
tragt (45). Allerdings bleibt der urspriingliche physiologische Kontext der nicht-genotropen

Aldosteron-MR-Aktivitat weiterhin noch relativ schlecht verstanden (131;132).

;

ERK1/2 kardiovaskuldre
Rho-Kinase und renale Fibrose,
CSRC <—> EGFR p38 endotheliale
a) klassischer MR NFkB Dysfunktion
vs. AP1 )
b) unidentifizierter Gewebe-
Membranrezeptor Remodelling

o

0

ion?
an Funktion?

¢) MR-unabhdngige
Aldosteron-Effekte

["

Abb. 3: Schematische Ubersicht nicht-genotroper Aldosteron/MR-Wirkungen

(AP1: Aktivator-Protein 1, cSRC: cellular steroid receptor coactivator, DAG: Diacylglycerol, EGFR: epider-
mal growth factor receptor, ERK1/2: extracellular regulated kinase 1/2, i.c. Ca’": intrazellulire Calcium-
Konzentration, IP;: Inositol-Triphosphat, MR: Mineralokortikoidrezeptor, NCC: Na‘/K'/2CI'-Kotranspor-
ter, NFkB: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, NHE: Na‘/H'-Austauscher,
p38: mitogenaktivierte Proteinkinase 38, PKC: Proteinkinase C)
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1.3.3 Nicht-epitheliale, nicht-klassische Mechanismen der Aldosteron/MR-Wirkung

Eine MR-Expression ist fast ubiquitdr nachzuweisen, wobei die Bedeutung dieses weitgestreu-
ten Expressionsmusters noch weitestgehend schlecht verstanden wird. Besondere Bedeutung
erlangen das kardiovaskulare System und das ZNS (zentrales Nervensystem) (21;133;134).

Im Herzen und GefaRsystem konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Aldosteron zusammen
mit einer salzreichen Ernahrung zu Hypertension, kardialer Hypertrophie sowie Fibrose fiihrt
(134). Allein durch eine Aldosteron-vermittelte MR-Wirkung kénnen diese Folgen jedoch nicht
ausreichend erklart werden. Bspw. wird in Kardiomyozyten zwar der MR, jedoch nicht die 11 -

HSD2 exprimiert. Demzufolge ist anzunehmen, dass der MR stdandig durch endogene Gluko-

kortikoide besetzt ware. Durch Glukokortikoid-Bindung werden in Kardiomyozyten jedoch MR-
antagonistische Wirkungen hervorgerufen (135). In glatten GefdBmuskelzellen dagegen, die
sowohl den MR als auch die 11B-HSD2 exprimieren, konnen Glukokortikoide nach selektiver
11B-HSD2-Hemmung (mit Carbenoxolon) MR-agonistisch wirken (121). Oxidativer Stress und

inflammatorische Mechanismen in der GefaRwand gelten als Schliisselmediatoren der patho-

genen MR-Aktivierung. Das dadurch auf zelluldrer Ebene verdanderte Redox-Potenzial gilt als
ein essentieller Bestandteil in der Initiation und Progression kardiorenaler Fibrose (21;70;130).
Durch die perivaskuldre Infiltration proinflammatorischer Zellen sowie die Expression proin-
flammatorischer Faktoren (z.B. ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1), MCP-1 (Makropha-
gen-Chemoattraktorprotein-1), Zytokine wie Osteopontin und Cyclooxygenase 2) wird dieser
Zustand aufrecht erhalten (130;136).

Ein anderer Faktor, der modulierend auf die MR-Aktivitat im kardiovaskuldren System wirkt,

betrifft die Rezeptor-Verfiigbarkeit vasoaktiver Substanzen: Zum Bsp. flhrte im Ratten-

Herzen eine Aldosteron-Behandlung zur gesteigerten Verfligbarkeit und damit vermehrten
Aktivitat des Angiotensin II-Typ 1-Rezeptors (AT1-Rezeptor) (5;21;137). Die medikamentdse
Aldosteron- und AT1-Blockade tragt zur Pravention kardiovaskularen Remodellings bei.

Die pathophysiologischen Aldosteron- bzw. MR-Wirkungen im kardiovaskularen System schei-
nen nicht aufgrund einer hamodynamischen Beeinflussung zu entstehen, sondern durch eine
direkte kardiovaskulare Beeinflussung, da sie unabhangig vom systolischen Blutdruck und kar-
dialer Hypertrophie auftreten. Eine Hypertrophie des Herzens ist jedoch oftmals die Folge

(21;134). Dabei werden zahlreiche und komplexe zelluldre Signalkaskaden stimuliert, die

bspw. die Aktivierung des TGF-B1 (dem Fibrose-férdernden transforming growth factor B1),
tissue growth factor und PAI (Plasminogen Aktivator-Inhibitor), den p38 MAPK-Signalweg und
vielfaltigste Interaktionen beinhalten (21;138). Einen Beitrag zur myokardialen und

renotubulo-interstitiellen Fibrose (22) liefert der durch Aldosteron stimulierte MEK/ERK-
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Signalweg lber die MR-vermittelte ERK1/2-Kaskade, so dass es zu einer vermehrten Bildung
von Extrazellularmatrix kommt (49;118;129;134).
Weiterhin beeinflusst Aldosteron die Aktivitdt des Na“/H"-Austauschers-Isoform 1 (NHE1) und

kann somit Giber den intrazelluldren pH eine gefdRschadigende Wirkung z.B. in Form von vas-

kularer Inflammation férdern (121). Diese wiederum fordert kardiale Veranderungen wie Hy-
pertrophie, Arrhythmie und beeintrachtigt die Kontraktilitdt (21). Einem durch MR-Aktivierung
erhohten Strom am L-Typ-Calcium-Kanal in ventrikuldaren Myozyten wird ebenso eine pro-
arrhythmogene Wirkung zugeschrieben (139).

Die pathophysiologischen Folgen einer chronischen, eventuell exzessiven MR-Aktivierung ge-
hen nicht zwangslaufig mit einem erhéhten Plasma-Aldosteron-Spiegel einher. Auch scheinen
die pathophysiologischen Veranderungen unabhangig vom Blutdruck zu sein (133). Mehrere

klinische Studien (RALES, EPHESUS, 4E-Studie) konnten den Nutzen einer MR-Blockade mit

Spironolakton oder Eplenerenon in nicht-blutdrucksenkenden Dosierungen in Hinblick auf die
Morbiditdt und Mortalitdt bei Patienten mit linksventrikuldrer Dysfunktion aufzeigen
(7;140;141).

Im ZNS sind MR-Effekte an der Wasser- und Natrium-Homoostase mit Vermittlung von Durst
und Salzappetit, Osmorezeption, Integration von Informationen aus Barorezeptoren und dem
autonomen Nervensystem im Rahmen der Blutdruckregulation sowie Mitbeteiligung an der
Sekretion von Vasopressin und dem natriuretischen Faktor beteiligt (142;143). Im Gegensatz
zum weitgestreuten Verteilungsmuster des GR ist die MR-Expression im Gehirn topographisch
sehr viel begrenzter (z.B. Hippocampus, laterales Septum, Amygdala) (133;144). Durch intra-
cerebroventrikuldre Gabe von Aldosteron- oder MR-Antagonisten wurde gezeigt, dass die
zentralen MR-Effekte hochstwahrscheinlich Gber die Modulation der sympathikotonen Aktivi-

tat wirken (5).

1.4 Stickstoffmonoxid (NO) und Radikalstress

Bevor Ferid Murad 1977 die Verbindung Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) naher charakteri-
sierte, war diese seit Mitte des 19. Jahrhunderts nur in Form von Nitroglyzerin in dem von Alf-
red Nobel entwickelten Dynamit bekannt (145). Insbesondere die Fabrikarbeiter der Dynamit-
industrie bekamen die (Gewohnung an die) vasorelaxierende Wirkung des NO nach langerer
Abwesenheit vom Arbeitsplatz in Form von starken Kopfschmerzen und auch Herzattacken zu
spuren (145). Seitdem besitzt Nitroglyzerin bzw. Amylnitrit einen hohen Stellenwert als
Antianginosum. 1987 beschrieben Robert Furchgott und John Zawadski den endothelial
derived relaxing factor (EDRF) als einen aus den intakten GefaRendothelzellen freigesetzten

Botenstoff mit vasodilatorischer Wirkung (145). Louis Ignarro und Salvador Moncada identifi-
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zierten schlieBlich 1987 den EDREF als Stickstoffmonoxid (145). 1992 wurde NO durch das
Science Magazine zum ,Molecule of the Year” gekiirt und Robert Furchgott, Louis Ignarro und
Ferid Murad wurden 1998 fiir die Arbeiten liber die Signaleigenschaften von NO mit dem No-

bel-Preis ausgezeichnet (146).

1.4.1 NO-Bildung

Stickstoffmonoxid wird durch das Hamgruppen-haltige Metalloenzym Stickstoffmonoxid-Syn-
thase (NOS, nitric oxide synthase) gebildet (147). Es sind drei Isoformen mit weitgestreutem
Expressionsmuster bekannt (147). Die NOS1 (oder nNOS; n...neuronal) wurde zunachst in
neuronalem Gewebe identifiziert (147). Die NOS2-Expression, oder iNOS (i...inducible), wird
durch pro-inflammatorische Zytokine oder mikrobielle Endotoxine wie Lipopolysaccharide
bspw. in Makrophagen induziert. Die NOS3, auch eNOS (e...endothelial) genannt, ist typi-
scherweise an der Plasmamembran von Endothelzellen zu finden und wird durch chronischen
Scherstress in den durchstrémten BlutgefaRen induziert (60;148). Die nNOS und eNOS besitzen
konstitutive Aktivitat, wahrend die iINOS nahezu keine basale Aktivitat aufweist (60;147;148).

Die NOS-Aktivitat ist abhangig von den Kofaktoren NADPH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat), FMN (Flavin-Mononukleotid), FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid), Calmodulin und
BH4 (Tetrahydrobiopterin) (147;148). Die NOS nutzen molekularen Sauerstoff (O,) als Kosubs-
trat und katalysieren die Oxidation von L-Arginin tGber N-Hydroxyarginin zu Citrullin plus NO
(148). NOS-unabhangig besteht auch die Moglichkeit, dass NO als Nitrit-Derivat durch reduzie-
rende Systeme, wie z.B. die Atmungskette oder die Xanthin-Oxidase unter hypoxischen/ an-

oxischen Bedingungen freigesetzt wird (146;149;150).

1.4.2 Diffusions- und Signaleigenschaften von NO

Als Zellsignalmolekiil nimmt NO an verschiedenen physiologischen Prozessen wie Neurotrans-
mission, Regulation der vaskuldaren Dynamik und Immunregulation teil (148;151). NO besitzt
ein ungepaartes Elektron, weshalb es mit freien Radikalen reagieren kann (60). Aufgrund sei-
ner Lipophilie kann NO leicht durch Zellmembranen diffundieren. Durch die kurze Lebensdauer
von ~ 1 Sekunde und die Kollisionen mit anderen Molekiilen erstreckt sich der Bewegungsradi-
us eines einzelnen NO-Molekiils Giber nur wenige Zellen, weshalb dem im Gewebe gebildeten
NO eine parakrine Rolle zugeschrieben wird (60). Im Blut kann NO an das zweiwertige Eisen im
Hamoglobin (Hb) binden (152). Desoxygeniertes Hb bindet NO mit einer 10.000-fach héheren
Affinitat als molekularen Sauerstoff, weshalb Erythrozyten im GefaBkompartiment ein Haupt-
aufnehmer von NO in vivo sind (60;153). Es entstehen S-Nitrosohdmoglobin und Methamo-

globin (60;152;153), die durch den Blutfluss transportiert werden und NO an produktionsfer-
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neren Stellen wieder freisetzen kénnen (151;153). Dadurch erlangt NO eine hormonéhnliche
Funktion.

Seine Wirkung entfaltet NO klassischerweise durch die Aktivierung der |6slichen Guanylat-
zyklase (soluble guanylyl cyclase, sGC) in glatten GefaRmuskelzellen. Die sGC bildet als second
messenger vermehrt zyklisches Guanosin-3,5-Monophosphat (cGMP) (154;155). cGMP akti-
viert im Zielgewebe cGMP-abhangige Kinasen, z.B. die Proteinkinase G (PKG), die die intrazellu-
lare Ca®*-Konzentration modulieren und so diverse Aktivititen im Zielgewebe beeinflussen
(bspw. Vasodilatation, Thrombozytenaggregation, interneuronale Kommunikation und gast-

rointestinale Motilitat) (60;146;154).

1.4.3 Funktionsvielfalt von NO

Die Vielfalt biologischer NO-Wirkungen beruht auf den Interaktionen zwischen NO bzw. NO-
Derivaten und einer breiten Spanne an Biomolekilen (insbesondere die Reaktion mit deren
Metallzentren), Thiolen und reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) (146;149;156).

Eine klassische Funktion besitzt das im GefdlRendothel durch die eNOS gebildete NO mit der
Relaxation der glatten Gefalmuskulatur und vasodilatierendem Effekt zur Erhéhung des loka-
len Blutflusses. Dieser Effekt wird wie oben beschrieben cGMP-vermittelt und iber eine Sen-
kung der intrazelluliren Ca**-Konzentration bewirkt (146;155). cGMP-unabhangig kann NO zur
Vasodilatation lber die S-Nitrosylierung bestimmter Cystein-Reste und Regulation der Aktivitat
Ca**-sensitiver K*-Kanile fihren (146;157). Im Herzen wird NO vom Koronarendothel, Kardio-
myozyten und Nervenendigungen freigesetzt und fiihrt zu einer abnehmenden Kontraktions-
fahigkeit, einem verlangerten diastolischen Intervall und zu einer reduzierten Herzfrequenz,
wodurch die ventrikuldre Perfusion und die Ventrikelfiillung verbessert werden (146). Eben-
falls cGMP-PKG-vermittelt beeinflusst NO die Hdmostase durch Inhibierung der Thrombozyten-
Adhasion und -Aggregation (146;148). Weiterhin beeinflusst NO den Stoffwechsel, indem es
die Glukose-Aufnahme in Skelettmuskelzellen, Adipozyten und GefdaRzellen, aber auch Fettsau-
reoxidation und Lipolyse fordert und die de novo-Fettsdaure-Synthese in der Leber hemmt
(60;146). Eine wichtige Rolle spielt NO im zentralen und peripheren Nervensystem. Zentral
wird NO von der nNOS in Neuronen und von der eNOS vaskuldrer Endothelzellen freigesetzt
und beeinflusst zahlreiche Prozesse, wie Lernen, Essen, Wachen und Schlafen, Neurosekretion
und Verhalten (146;148). Im peripheren Nervensystem agiert NO als Neurotransmitter
nitrerger Nerven, die elektrische Signale aus dem ZNS via parasympathischer pragangliondrer
Nervenfasern und Ganglien erhalten und zur Regulation des Tonus glatter Muskelzellen von
Blutgefallen, Gastrointestinaltrakt, Corpus cavernosum des Penis, Urethra und Prostata beitra-

gen (146;148). Physiologisch wird NO in groReren Mengen von Immunzellen wie Makropha-
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gen, Nukleophilen, Monozyten und von-Kupffer-Zellen gebildet und dient der unspezifischen
Immunabwehr gegen Bakterien, Viren, Parasiten und Pilze. NO und NO-Derivate (v.a.
Peroxynitrit (ONOQ")) fihren zusammen mit ROS u.a. zu DNA-Schadigung, Proteinsynthese-
hemmung, beeintrachtigter Protein- und Enzymfunktion und Gben so einen antimikrobiellen
Effekt aus (146;150). Im Rahmen einer Immunantwort besitzt NO bivalente Eigenschaften. Zum
einen gilt es als anti-inflammatorisch, da das durch die nNOS und eNOS konstitutiv gebildete
NO die Neutrophilen-Antwort abschwacht und auch das Endothel in Bezug auf die Leukozyten-
Adhéasion in einem ,ruhigen” Zustand hélt. Im Kontrast dazu steht die durch Zytokin-
Ausschittung vermehrte NO-Bildung durch die iNOS, wobei das dadurch ebenfalls vermehrt
anfallende Peroxynitrit als starkes Oxidanz die Inflammation aufrecht erhalten kann
(146;158;159). Letztlich ist NO ein vielfaltig wirkender zellularer Messenger, der eine Reihe
biologischer Funktionen durch sein nahezu omniprasentes Auftreten im menschlichen Orga-

nismus beeinflusst.

1.4.4 Zytotoxische Bedeutung von NO: Charakterisierung von RNS und ROS

Reaktive freie Radikale sind an physiologischen Prozessen wie Zellsignalgebung, Inflammation
und Immunantwort beteiligt, tragen aber auch zur Pathogenese humaner Erkrankungen wie
kardiovaskulare und neurologische Erkrankungen sowie Krebs und den physiologischen Alte-
rungsprozess bei (60;151).

Als ,reaktive Stickstoff-Spezies” (reactive nitrogen species, RNS) bzw. ,reaktive Sauerstoff-
Spezies” (reactive oxygen species, ROS) werden inhomogene Gruppen Stickstoff- bzw. Sauer-
stoff-haltiger Verbindungen bezeichnet. Als Grundlage flir RNS dient NO, das als freies Radikal
zu Nitrosonium-Kation (NO®), Nitroxyl-Anion (NO7), Nitrit (NO,"), Nitrat (NO5") sowie Stickstoff-
dioxid (NO,) Uberfihrt werden kann. Zudem kann es mit Superoxid (O,) zu Peroxynitrit
(ONOOQO’) reagieren (149;150;154). Diese teils hochreaktiven Substanzen verursachen eine re-
duzierte NO-Bioverfiigbarkeit zugunsten einer gesteigerten, NO-bedingten (Zyto-) Toxizitat.
Dieses Ungleichgewicht wird als ,nitrosativer Stress” bezeichnet, wohingegen als ,oxidativer
Stress” ein Ungleichgewicht zwischen der zellularen Bildung oxidierender Molekiile und der
Verfligbarkeit antioxidativer Substanzen bezeichnet wird (148;150;151;154). Hierbei sind ROS-
Molekile beteilitgt: zum einen freie Radikale, wie Superoxid-Anion (O,), Hydroxyl-Radikal
(HO-), Lipid-Radikale (ROO’) und auch Stickstoffmonoxid (NO) selbst. Andere ROS, wie Wasser-
stoffperoxid (H,0,), Peroxynitrit (ONOO’) und hypochlorige Sadure (HOCI), sind zwar keine frei-
en Radikale, weisen aber ebenso oxidierende Wirkung auf (151;154). Die Bildung eines freien
Radikals kann liber sequentielle Kettenreaktionen ahnlich wie beim Schneeball-Prinzip zur

weiteren Radikalbildung fiihren.
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1.4.5 Physiologische Entstehung und Bedeutung von RNS/ROS

Die Entstehung von ROS und RNS ist keineswegs ein rein pathologischer Prozess. Viele Mecha-
nismen fiihren unter physiologischen Bedingungen in der Zelle zur Bildung freier Radikale (151)
(Abb. 4).

Im Rahmen des Elektronentransports entsteht bei der mitochondrialen Atmung durch das

Vorhandensein molekularen Sauerstoffs eine nicht unerhebliche Menge an reaktiven Spezies,
insbesondere ROS in der Zelle, wobei der GroRteil innerhalb der intakten Mitochondrien ver-
bleibt und durch intramitochondriale, antioxidative Reaktionen neutralisiert werden kann
(160). Innerhalb von GefdBwanden sind Endothelzellen die Hauptquellen der ROS, insbesonde-

re durch die NADH/NADPH-Oxidasen, welche als membranassoziierte Enzyme die Reduktion

von O, unter Nutzung von NADH/NADPH als Elektronendonor katalysieren (151). Als haupt-
sachliche endovaskuldre und kardiale ROS-Quellen wird die Aktivitdt der NADH/NADPH-
Oxidasen durch einige Zytokine, Hormone, sowie lokale metabolische und hdmodynamische
Veranderungen moduliert (150;151).

Eine weitere RNS/ROS-Quelle ist das Xanthin-Oxido-Reduktase-System welches im Purin-

Stoffwechsel die Hydroxylierung von Hypoxanthin zu Xanthin und anschlieRend zu Harnsaure
unter Bildung von Superoxid-Anion und Wasserstoffperoxid katalysiert (60;149;150).

Desweiteren kann die , Entkopplung” der endothelialen NOS (eNOS) durch die Oxidation von

NO und die NADPH-abhangige Reduktion von O, zu O, zu oxidativem Stress beitragen (Néhe-
res siehe Abschnitt 1.4.7) (148).

Die physiologische Bedeutung von ROS und RNS liegt in der unspezifischen Immunabwehr und

in inflammatorischen Prozessen (150). Zum Bsp. werden von neutrophilen Granulozyten im
Rahmen des sogenannten ,respiratory burst” groBe Mengen toxischer Spezies zur Bekampfung
invasiver Pathogene freigesetzt (150;159). Desweiteren kann die Funktion kardiovaskularer
Zellen grundlegend durch eine Veranderung des Redoxstatus beeinflusst werden (150). Dies
betrifft bspw. die Zellproliferation, Expression von Adhdsionsmolekilen, Zytokin-Produktion
und Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren (159).

Unter physiologischen Bedingungen stehen den Zellen als Abwehrmechanismen gegen ROS
oder RNS antioxidative Enzyme zur Verfligung (150). Zu den enzymatischen Antioxidantien
zdhlen die Mangan-abhangige-Superoxid-Dismutase (Mn-SOD), Kupfer/Zink-Superoxid-Dis-
mutase (Cu/Zn-SOD), Glutathion-Peroxidase, Glutathion-Reduktase und Katalase.

Die Mn-SOD und Cu/Zn-SOD Uberfithren Superoxid-Anion (O,’) zu Wasserstoffperoxid, welches
dann durch die Glutathion-Peroxidase oder Katalase zu Wasser Uberfiihrt wird. Andere

antioxidative Mechanismen beinhalten Radikal-Fénger (scavenger) wie Vitamin E, Betacarotin
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und Vitamin C. Die Balance zwischen Oxidantien und Antioxidantien wird als , Redoxstatus”

einer Zelle bezeichnet (150).

ROS

Mitochondrien
NAD(P)H-Oxidase
Xanthin-Oxidase
Nitrierung

S-Nitrosylierung 3-Nitro-TyF

Endotheliale Dysfunktion \
Unspezifische Immunabwehr

Zelluldrer Redoxstatus Lokale Inflammation
FRlimktionen eNOS-Entkopplung = NO | = Vasospasmus

SAdhasionemolamie LDL-Peroxidation>NFkBT — Atherosklerose

—Zellproliferation

—>Zytokin-Produktion N7

—Transkriptfaktor-Aktivitat
Inflammation

Arteriosklerose
Art. Hypertonie
Kanzerogenese
Altern

& Neurodegen. Erkrankungen /

Abb. 4: Entstehung von ROS bzw. RNS und physiologische sowie pathophysiologische
Bedeutung

(3-Nitro-Tyr: 3-Nitro-Tyrosin, LDL: low density lipoprotein, NAD(P)H: Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
(-Phosphat), NFkB: nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, NO: Stickstoff-
monoxid, NOS: Stickstoffmonoxid-Synthase, O,: Superoxid-Anion, ONOO: Peroxynitrit, RNS: reactive
nitrogen species, ROS: reactive oxygen species)

1.4.6 Der RNS-,,FuBabdruck”: Protein-Tyrosin-Nitrierung

Durch oxidativen bzw. nitrosativen Stress werden posttranslationale Proteinmodifikationen
hervorgerufen, zu denen neben Oxidations- und S-Nitrosylierungsreaktionen auch die Nitrie-
rung von Tyrosin-Resten zdhlt (149) (Abb. 4). Das hierbei gebildete 3-Nitro-Tyrosin wird mitt-
lerweile als ,,FuRabdruck” der Peroxynitrit- bzw. RNS-Einwirkung anerkannt (161;162). Die zwei

primaren Bildungsmechanismen verlaufen a) nicht-enzymatisch tber Peroxynitrit und b) En-

zym-katalysiert durch Peroxidasen (u.a. Neutrophilen-Myeloperoxidase, Eosinophilen-Peroxi-
dase) (161). Die in vivo-Tyrosin-Nitrierung entsteht in zwei Schritten durch die Addition einer
Nitrogruppe an den in Proteinen enthaltenen aromatischen Tyrosinring (163). Ein alternativer
Weg ist die Reaktion zwischen Tyrosyl-Radikal und Stickstoffmonoxid mit 3-Nitrosotyrosin als
Intermedidrprodukt. Diese Alternative wird bei Ubergangsmetall-haltigen Proteinen, z.B.
Cytochrom c, beobachtet, kann aber durch physiologische Reduktantien wie Glutathion in vivo

verhindert werden (161).
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Als Folge der Protein-Tyrosin-Nitrierung wird der pK, (Sdurestarke) der Tyrosin-Gruppe redu-

ziert (von 10.1 auf 7.2), so dass bei physiologischem pH Nitro-Tyrosin nun eine negative Netto-
Ladung aufweist (161;162). Daraus resultieren durch Beeinflussung der Sekundar- und Tertiar-
struktur strukturelle Proteinverdanderungen (161), die die Funktion der modifizierten Proteine
beeinflusst (164).

Durch Proteom-Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die Tyrosin-Nitrierung

ein hochselektiver Prozess ist, welcher auf bestimmte Tyrosin-Reste innerhalb definierter Pro-

teine beschrankt ist (60;156). Zum Beispiel besitzt die SERCA2a (Isoform der Calcium-ATPase
im sarcoplasmatisch/endoplasmatischen Reticulum in langsam kontrahierenden Skelettmus-
kelfasern und im Herzen) insgesamt 18 Tyrosin-Reste, wobei sowohl in vivo als auch in vitro
nur bestimmte davon nitriert werden (162;164).

Es werden diverse Faktoren einer Selektivitat diskutiert: Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Pro-
tein tyrosinnitriert wird, steigt mit der Nahe zur Bildungsstatte nitrierender Spezies bzw. deren
Diffusionsradius (164). AuRerdem kénnen Lipid-geloste Tyrosin-Reste wahrscheinlicher nitriert
werden als selbige in wassriger Phase, da nitrierende Spezies in lipophilem Mikromilieu akku-
mulieren (149). Von der Primarstruktur eines Proteins ausgehend verhindern die Aminosauren
Tryptophan, Cystein und Methionin in Nachbarschaft zu Tyrosin kompetetiv dessen Nitrierung
(161). Bezuglich der Protein-Tertidrstruktur findet Tyrosin-Nitrierung aufgrund geringerer ste-
rischer Hindernisse haufig in Schleifen-Regionen statt (161).

Die Entfernung nitrierter Tyrosin-Reste kann zum einen durch Degradation des gesamten be-

troffenen Proteins durch zellulare proteolytische Systeme, wie Proteasome erfolgen (156;164).
Dies gilt v.a. flur funktionsverdnderte Proteine, da nun eine Neusynthese notwendig ist, um
funktionelle Defizite auszugleichen. Zum anderen gibt es reparative Mechanismen ohne den
Abbau des betroffenen Proteins. Dazu werden Denitrasen diskutiert, welche die Nitro-Gruppe
am Tyrosin-Rest entfernen und so eine Reversibilitdat der Tyrosin-Nitrierung implizieren
(156;164;165). Es gibt einige wenige Berichte Uber denitrierende Mechanismen, bislang konnte
jedoch keine explizite Denitrase nachgewiesen werden (162;165-167). Desweiteren wurde die
Entfernung nitrierter Proteine durch immunologische Prozesse beschrieben, wobei eine Anti-

korperbindung zur Degradation des Proteins fiihrt (156;164).

1.4.7 Pathophysiologische RNS/ROS-Auswirkungen

Unter pathophysiologischen Bedingungen werden RNS und ROS in erh6hten Mengen gebildet.
Sie konnen verschiedene biologische Effekte durch in-/direkte Interaktionen mit zelluldren
Makromolekiilen bewirken (z.B. mit DNA, Lipiden, Proteinen) (161) und zur Stérung zelluldrer

Signalablaufe fiihren (151). Konsequenzen konnen z.B. irreversible Schaden an der Atmungs-

-19 -



Einleitung

kette, Inhibition der ATP-Synthese und Cytochrom C-Freisetzung sein, aber auch die Induktion
der Caspase-abhangigen Apoptose oder Zellnekrose (146).

Ubergeordnet kommt es bspw. zu inflammatorisch-pathologischen Vorgéngen, Kanzerogenese
und altersbedingten Veranderungen sowie neurodegenerativen Erkrankungen (60;161) (Abb.
4). Im Speziellen ist hier auch die Protein-Tyrosin-Nitrierung beteiligt (164).

Die endotheliale Dysfunktion ist eines der Schliisselelemente in der Radikal-vermittelten Pa-

thogenese kardiovaskuladrer Erkrankungen (Abb. 4) (151;168). Durch endotheliale Dysfunktion
werden z.T. recht paradoxe Reaktionen ausgel6st, die z.B. zu Vasospasmen und damit zu (rela-
tiven) Gefdllstenosen auch in Abwesenheit signifikanter Plaquebildungen fiihren (151). Die
ROS aus Endothel, Adventitia und VSMC stammen hauptsachlich von der NAD(P)H-Oxidase
(151). Aber auch die NOS tragen zur ROS-Entstehung in erheblichem Malle durch eine sog.
,Entkopplung” bei: Unter oxidativen Bedingungen entstehen bei verminderter Verflgbarkeit
des Substrats L-Arginin und des Kofaktors BH4 (Tetrahydrobiopterin) vermehrt ROS, v.a.
Superoxid (169). Proinflammatorische Reize und endothelialer Scherstress wie bei akuter
Ischdmie, Sepsis oder Herzinsuffizienz regen die NO-Bildung an (60;148;151). Superoxid und
NO reduzieren unter Entstehung von Peroxynitrit die Bioverfligbarkeit von NO, wodurch die
NO-Hauptwirkung, die Endothel-abhangige Vasorelaxation, aber auch andere protektive Effek-
te des NO abgeschwacht werden (151;169;170). Weiterhin wird durch die ROS- und RNS-
Entstehung bei der eNOS-Entkopplung die Lipidperoxidation von LDL-Cholesterin gefordert, so
dass im Rahmen einer Hyperlipoproteindmie die Atheroskleroseentstehung beglinstigt wird
(60;163;164;171). Ein durch oxidiertes LDL beeintrachtigter intrazellularer Signalprozess ist
bspw. die Aktivierung des induzierbaren, nukledren Transkriptionsfaktors NFkB (151). NFkB
beeinflusst die Transkription von tber 200 Genen, welche wiederum an der Atherosklerose-
entstehung z.B. (iber lokale Inflammationsreaktionen oder Zytokin-Bildung beteiligt sind (151).
Desweiteren ist die arterielle essentielle Hypertonie mit einer vermehrten ROS-Bildung ver-
bunden (70;163).

Im Organismus konnen Plasmaproteine eine Tyrosin-Nitrierung aufweisen und sind quantitativ
messbar (161). Dabei zeigt die erh6hte Menge nitrierter Plasmaproteine eine vermehrte Bil-
dung oxidativen und nitrosativen Stresses an. Klinische Studien haben gezeigt, dass hohe Spie-
gel an nitrierten Plasmaproteinen eine starke Assoziation zur Inzidenz der koronaren Herz-
krankheit aufweisen (KHK) (171) und die Nitro-Tyrosin-Menge durch Statin-Therapie gesenkt
werden kann (171). Hierbei wird ein Augenmerk auf die Moglichkeit gelenkt, nitrierte Proteine

als potentielle prognostische Risikomarker zu verwenden.
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1.4.8 RNS/ROS und Aldosteron/MR

Es gibt einige Hinweise darauf, dass die MR-Aktivitat durch nitro-oxidativen Stress bzw. einen
veranderten zelluldren Redoxstatus beeinflusst wird (59;61;66;70;129;172).

Zum Beispiel kann der zelluldre Redoxstatus die MR-Aktivitat Gber die Beeinflussung des Stero-
id-Metabolismus modulieren. Die Konzentration der Nicotinamin-Kofaktoren NADPH/ NADP®,
die bei der enzymatischen Cortisol-Inaktivierung durch die 11B-HSD2 notwendig sind, gestaltet
sich abhadngig von nitrosativem und oxidativem Stress, so dass die Enzymaktivitat der 118-
HSD2 und somit die Verfligbarkeit affiner MR-Liganden (Cortisol vs. Aldosteron) beeintrachtigt
wird (66).

Oxidativer Stress beeinflusst zudem die Proteinbiosynthese des MR. Dem liegt wahrscheinlich
eine Translationsbeeintrachtigung auf Hohe der Elongation und Termination durch eine behin-
derte Aktivitat des Elongationsfaktors 2 (EF-2) zugrunde (61). Desweiteren gibt es unterschied-
liche Berichte Uber die Beeinflussung der Translokation des MR in den Zellkern unter oxida-
tiven und nitrosativen Einflissen (59;173). AuRerdem wurde nachgewiesen, dass die Oxidation
von Cystein-Gruppen am MR als posttranslationale Modifikation eine wichtige Rolle bei der

Steroid-Bindung spielt und somit zu einer Inhibierung des Rezeptors fuhrt (61;174).

Auch die MR-Wirkung wird durch oxidativen Stress verandert. Gekle et al. konnten anhand
glatter GefaBmuskelzellen, die den MR exprimieren, zeigen, dass Aldosteron bei gleichzeitiger
Anwesenheit des ROS-Vertreters H,0, zu einer verstarkten Kollagenbildung fiihrt. Dies war bei
der alleinigen Aldosteron-Gabe nicht zu beobachten. Es wird eine Beteiligung des MR (ber
nicht-genotrope Signalwege (via EGFR) diskutiert (129). Damit wird das “Koinzidenz-Modell”
verdeutlicht, dass Aldosteron nicht alleinig fiir eine pathologische MR-Aktivierung genligt, son-
dern dass zusatzliche Faktoren notwendig sind, wie bspw. eine erhohte NaCl-Konzentration,
ein erhohter Blutdruck oder eben oxidativer Stress, der eng mit nitrosativem Stress vergesell-

schaftet ist (5;35;129).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Durch die medikamentose Blockade des Mineralokortikoidrezeptors konnten sowohl Morbidi-
tat als auch Mortalitdat kardiovaskular erkrankter Patienten gesenkt werden. Die
pathophysiologischen Auswirkungen des aktivierten MR scheinen jedoch nur im Zusammen-
spiel mit anderen Faktoren zum Tragen zu kommen.

In dieser Arbeit sollte naher beleuchtet werden, inwiefern reaktive Stickstoffspezies (RNS), die
als Stickstoffmonoxid-Abkémmlinge ebenfalls mit kardiovaskuldaren Erkrankungen assoziiert
werden, zum ,Switch” der MR-Aktivierung — von physiologischen hin zu pathologischen Ein-
flissen — beitragen. Hierfur erfolgte zunachst die Charakterisierung des Stickstoffmonoxid-
Donors SNAP und des Peroxynitrit-Bildners Sin-1. Desweiteren wurde mit Hilfe von Zellkultur-
modellen die Beeintrachtigung der Funktionalitat des aktivierten MR durch nitrosativen Stress
in Bezug auf die genomische Aktivitat untersucht. Zusétzlich sollte der MR auf Proteinebene als
direktes Ziel der Tyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit dargestellt werden.

Die Identifizierung und Beschreibung der koinzidenten Faktoren, die flr die Signalkaskaden des
MR eine Rolle spielen, hilft, die Zusammenhange der pathophysiologischen MR-Auswirkungen

auf das kardiovaskulorenale System zu verstehen.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien
Falls im Text nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien von
den Firmen Sigma-Aldrich (Mlnchen), Merck (Darmstadt), Calbiochem (Bad Soden) und BD

Bioscience (Heidelberg) bezogen.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Verwendete Zell-Linien

Alle Zell-Linien wurden von ATCC (Manassas, Virginia, USA) bezogen.

HEK293-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen epithelialen Ursprungs, die weder den
MR (9) noch die 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 (11B-HSD2) (65) exprimieren. Kulti-
viert wurden sie mit DMEM/Ham’s F-12-Medium (PAA, Pasching, Osterreich), welches mit 10%
fetalem Kilberserum (FCS; PAA, Pasching, Osterreich) versetzt wurde, bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank.

OK-Zellen sind eine epitheliale Zell-Linie aus dem proximalen Tubulus des Opossums. Wie die
HEK293-Zellen exprimieren sie einen endogenen GR, jedoch keinen endogenen MR oder eine
11B-HSD2 (175;176). Sie wurden in MEM with Earle’s Salts-Medium plus 10% FCS kultiviert
(PAA, Pasching, Osterreich).

3.2.2 Zellkultivierung

Die Subkultivierung der Zellen erfolgte 1x wochentlich. EDTA-, 0,1%ige Trypsin- und Nahr-
medium-Lésung wurden auf 37°C vorgewarmt. Das verbrauchte Medium wurde von den Zellen
abgesaugt. Die Zellen wurden mit EDTA-Puffer (Tab. 1) gewaschen (z.B. 6 ml EDTA-Puffer bei
einer Petrischale mit 10 cm Durchmesser), um Reste Trypsin-inhibierenden Serums zuverlassig
zu entfernen. Auf besagte PetrigroBe wurde der Zellrasen mit 1 ml 0,1%iger Trypsin-Losung
(Tab. 1) Uberschichtet. Eine wenige Minuten dauernde Inkubation im Brutschrank forderte den
Andau der Zell-Zell-, bzw. Zell-Oberflachen-Kontakt-Proteine. Mit 10 ml Serum-haltigem Medi-
um (= versetzt mit 10% fetalem Kalberserum) wurde die Trypsin-Wirkung abgestoppt. Die L6-
sung wurde mit einer Pipette mehrfach suspendiert, um Zellen voneinander zu trennen. Je
nach weiterem Versuch oder Kultivierung wurde die Suspension in das dafiir notwendige steri-
le Gefal eingesat. Jeweils 24 h vor einem Experiment erfolgte die Umstellung auf Serum- und
Zusatz-freies Medium, um eine unspezifische Stimulation durch im Serum enthaltene Substan-

zen zu vermeiden und um die Zellen zu synchronisieren.
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Tab. 1: Verwendete Reagenzien und deren Bestandteile fiir die Zellkultivierung

Reagenz Bestandteile

0,54 mM EDTA; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl;

EDTA-Waschpuffer 6,6 MM Na,HPO, x 2 H,0; 1,5 mM KH,PO,

0,54 mM EDTA; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 6,6 mM Na,HPO,

Trypsin-Losung X 2 H,0; 1,5 mM KH,PO,; 1 g/l Trypsin; pH 7,1-7,3 mit HCI

3.2.3 Transiente Zelltransfektion

Die Zelltransfektion stellt eine Moglichkeit dar, DNA in Form von Plasmiden in eine Zelle zu
schleusen, die diese urspriinglich nicht besal8. Transiente im Gegensatz zu stabiler Transfektion
bedeutet, dass nur die Zellen einer Subkultur fiir den jeweiligen Versuch transfiziert wurden.
Die Mutterzellkultur dagegen blieb von der Plasmidtransfektion ausgeschlossen.

Die Transfektion der HEK293-Zellen wurde mit Qiagen Polyfect Reagenz (Qiagen, Hilden) ge-
mal Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Pro 0,05 pg DNA wurde in der Regel 1 pl Polyfect
Reagenz verwendet. Das Prinzip beruht auf der DNA-Kondensation und —Ummantelung mit
spharischen Strukturen, so dass positiv geladene Polyfect-DNA-Komplexe entstehen, die mit
negativ geladenen Rezeptoren auf der Zelloberflache interagieren und damit in die Zelle auf-
genommen werden kénnen.

Die Transfektion der OK-Zellen erfolgte mit dem Qiagen Effectene Reagenz (Qiagen), ebenfalls
gemal’ Herstelleranweisungen. Auf 0,05 ug DNA wurde hierbei 1,5 ul Effectene Reagenz ver-

wendet. Das Prinzip ist ahnlich wie beim Polyfect Reagenz.

3.2.4 Verwendete Plasmide fiir die transienten Transfektionen

Als Plasmide wurden verwendet: pEGFP-C1-hMR (humaner Mineralokortikoidrezeptor, der an
EGFP gekoppelt ist; N. Farman, Paris) (177), pEGFP-C1 (ein EGFP-kodierender Kontrollvektor,
der vorrangig als interne HEK293-Transfektionskontrolle diente; Clontech), pcDNA3.1-His-LacZ
(der hauptséachlich fur Reportergen-Assays mit OK verwendete Kontrollvektor, der u.a. fir B-
Galak-tosidase kodiert; Invitrogen, Darmstadt), pcDNA3.1 (Kontrollplasmid insbesondere fir
ELISA-Negativkontrollen; Invitrogen), pcDNA3.1-HisC-hMR (Expressionsvektor fiir den huma-

nen Mineralokortikoidrezeptor, der zusatzlich ein Xpress-Epitop kodiert) (176).

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Zell-Lysaten

Flr den Reportergen-Assay wurden die Zellen nach Abnahme des Zusatz-haltigen Mediums mit
100 pl je Ansévertiefung bzw. well der 24-well-Platte MOPS/Triton-X-100-Lysepuffer (20 mM
MOPS = 3-N-Morphilinopropansulfonsdure + 0,1% Triton-X-100, Tab. 2) fir 30 min inkubiert.

Das Lysat wurde vom Boden mit einem Zellschaber abgekratzt, in ReaktionsgefdRe (Eppendorf,

-4 -



Materialien und Methoden

Hamburg) Gberfihrt und fir 10 min bei 13'800 g (Zentrifuge: Heraeus Fresco 17, Thermo
Scientific, Braunschweig) zentrifugiert.

Die fiir den Western Blot benétigten Zellen wurden mit kaltem PBS (Phosphat-gepufferte Salz-
I6sung, Tab. 2) gewaschen und flir 30 min auf Eis mit 100 pl ERK-Lysepuffer (fiir HEK293-Zellen,
Tab. 2) bzw. 150 ul CST-Lysepuffer (fir OK-Zellen, Tab. 2) je 3 cm-Durchmesser Petrischale
inkubiert. Die Zellen bzw. das Lysat wurden vom Untergrund abgeschabt, mehrfach mit einer
Pipette suspendiert und in ReaktionsgefdBe Uberfiihrt. Die Zentrifugation fir 15 min bei
13’800 g bei 4°C trennte das Sediment vom Uberstand.

Das Sediment wurde jeweils verworfen, mit dem Uberstand wurden die BCA-Proteinbestim-

mung bzw. die Transfektionskontrolle durchgefiihrt.

Tab. 2: Verwendete Reagenzien und deren Bestandteile zur Herstellung von Zell-Lysaten

Reagenz Bestandteile

50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA;
200 uM Na-Orthovanadat; 0,1 mM Phenylmethyl-
sulfonylfluorid; 1 ug/ml Leupeptin; 1 UM Pepstatin A; 40
mg/| Betastatin; 2 mg/| Aprotinin; 1% Triton X-100; pH 7,4

Triton-X-100-Lysepuffer

0,1% Triton-X-100 in PBS; 0,2 mM Na-Orthovanadat;

ERK-Lysepuffer Proteasehemmermix (1:500)

20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Triton-X-100;
Proteasehemmermix | von Calbiochem; 1 mM EDTA;
1 mM EGTA; 1 mM Na-Orthovanadat;

CST-Lysepuffer
(gemaR Cell Signaling

Technology) 2,5 mM Na-Pyrophosphat; 1 mM B-Glyzerolphosphat
PBS (Phosphat-gepufferte 137 mM NacCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na,HPO, x 2 H,0;
Salzlésung) 1,5 mM KH,PO4; H,0; pH 7,4 mit HCI

3.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes

BCA - Bicinchoninsdure-Methode (178)

Die Bestimmung des Proteingehaltes mit 2,2‘-Bichinolin-4,4'-dicarbonsaure (BCA) ist eine Far-
bemethode, welche die Reduktion von Cu®*" zu Cu® durch die Peptidbindungen der Proteine
beinhaltet. BCA chelatiert Cu’-lonen mit sehr hoher Spezifitit und bildet so einen wasserldsli-
chen violett-farbigen Komplex. Sie ist direkt proportional zur Proteinkonzentration. Zur Be-
stimmung wurden 5 pl des Zell-Lysates in eine transparente 96-well-Mikrotiterplatte tber-
flhrt. Dazu wurden 300 pl des BCA-Reagenz (bestehend aus Reagenz A (Uptima, Montlugon,
Frankreich) und B (4% CuSO,) im Mengenverhaltnis 50 + 1) gegeben, bei 37°C fiir 30 min im
Wasserbad inkubiert und anschliefend die Absorption bei 562 nm gemessen. Der Proteinge-
halt der Probe wurde anhand eines Proteinstandards (100, 300, 500, 700 pg BSA/ml

bidestilliertem Wasser in Doppelbestimmung) ermittelt.
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Trypanblaufdrbung

Durch Farbung mit Trypanblau wurde der Proteingehalt der Zellen in den wells der 96-well-
Mikrotiterplatten bestimmt. Nach der Immundetektion wurden die wells dreimalig mit PBS
gewaschen und dann 5 min bei 37°C mit 50 pl einer 0,2%igen Trypanblauldsung inkubiert.
Viermaliges Waschen mit PBS entfernte Farbstoffiiberschiisse. Danach wurden die Zellen
durch Schitteln mit 50 pl einer 1%igen SDS-Lésung (in PBS) fiir 30-60 min bei Zimmertempera-

tur lysiert und die Absorption bei 560 nm bestimmt.

3.3.3 Reportergen-Assay

1. Prinzip des Reportergen-Assays

Die genomische Wirkung des Mineralokortikoidrezeptors wurde indirekt mit dem Mercury
Pathway Profiling System (Clontech, Mountain View, Kalifornien, USA) bestimmt. Dabei kam
der pGRE-SEAP-Vektor (Abb. 5) zum Einsatz, der das Hormon-responsive Element GRE und
nachgeschaltet DNA zur Transkription der Sekretorischen Alkalischen Phosphatase (SEAP) be-
sitzt. In Abhéngigkeit von der Transaktivierung des GRE-Promotors durch den aktivierten MR —
die sogenannte hMR-Transaktivierungsaktivitdt — wird das Enzym SEAP exprimiert und nach
extrazelluldr sezerniert. Zur Ermittlung der Enzym-Aktivitat wird diesem ein Substrat angebo-
ten, wonach die Zunahme eines fluoreszierenden Produktes ermittelt wird.

Da HEK293- und OK-Zellen keinen endogenen MR exprimieren, wurde in sie zusatzlich ein MR-

haltiger Vektor oder ein Leervektor als Kontrolle transfiziert.

Aldosteron Substrat Fluoreszenz
o9
o
®

snapPnN

GRE mmmmmm) SEAP

Abb. 5: Prinzip des GRE-SEAP-Reportergen-Assays
(GRE: Glukokortikoid-responsives Element, SEAP: (Gen fiir die) sekretorische alkalische Phosphatase,
MR: Mineralokortikoidrezeptor)
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2. Transfektion fiir Reportergen-Assay

Fir den Reportergen-Assay wurden die Zellen in 24-well-Multiwellplatten angesat. HEK293-
und OK-Zellen wurden mit der entsprechenden DNA mithilfe des Polyfect bzw. Effectene Rea-
genz transfiziert. Die Transfektion erfolgte in Serum- und Zusatz-freiem Medium fir 24 Stun-
den bei 37°C. AnschlieRend erfolgte die Umstellung auf das Serum-freie Medium, welches je
nach Fragestellung mit den entsprechenden Zusatzen versetzt war (z.B. Aldosteron, Sin-1,
SNAP usw.). AnschlieBend erfolgte die Inkubation fiir 6, 24 oder 48 Stunden im Brutschrank.

3. Bestimmung der Aktivitdt der Sekretorischen Alkalischen Phosphatase

Fir die Bestimmung der SEAP-Aktivitdt im Medium wurden 60 pl des Kulturmediumiber-
standes mit 60 pl SEAP-Puffer (Tab. 3) in ReaktionsgefdafRen gemischt und bei 65°C fiir 30 min
im Wasserbad inkubiert. Die Proben wurden auf Eis gestellt, um die Reaktion abzustoppen. Um
die Aktivitat der sekretorischen alkalischen Phosphatase zu detektieren, wurde mit dem
AttoPhos-System von Promega (Mannheim) gearbeitet. Je 100 pl des Inkubates und 100 ul
AttoPhos-Lésung (0,6 mg AttoPhos / ml AttoPhos-Puffer) wurden in eine 96-well-Mikrotiter-
platte pipettiert und die Zunahme der Fluoreszenz bei 440 nm Anregung und 560 nm Emission
bis zu 1 h bei Zimmertemperatur verfolgt (Tecan Infinite, Mannedorf, Schweiz).

4. Interne Transfektionskontrolle: EGFP-Fluoreszenz

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde entweder das Plasmid pEGFP-C1, welches das
enhanced green fluorescent protein (EGFP) -Gen konstitutiv exprimiert, oder das Plasmid
pcDNA3.1-His-LacZ, welches das Gen fur B-Galaktosidase kodiert, verwendet und zusammen
mit dem SEAP-Reporter transfiziert.

EGFP ist die modifizierte Variante eines in der Qualle Aequorea victoria natirlich vorkommen-
den, durch Autokatalyse fluoreszierenden Proteins (179). 60 ul des Zell-Lysates je well wurden
in transparente 96-well-Mikrotiterplatten Uberfiihrt, mit 485 nm Extinktion im Fluoreszenz-
photometer angeregt und die Emission bei 535 nm gemessen.

5. Interne Transfektionskontrolle: B-Galaktosidase-Assay

Die Expression des Enzyms B-Galaktosidase wurde kolorimetrisch gemessen. Es hydrolysiert
das Substrat o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (ONPG), wobei das gelb gefarbte Produkt o-
Nitrophenol photometrisch ermittelt werden kann. Zu 10 pl je well des Zell-Lysates wurden 50

ul Cleavage-Puffer (Tab. 3) und 20 pul ONPG-L6sung (4 mg/ml) gegeben und fiir 30 Minuten im
Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Zugabe von 125 ul 1 M Natriumcarbonat beendete die Re-

aktion. Die Absorption wurde bei einer Wellenldange von 405 nm bestimmt.
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Tab. 3: Verwendete Reagenzien und deren Bestandteile beim Reportergen-Assay

Reagenz Bestandteile

60 mM L-Homoarginin; 3 mM MgCl,; 0,2 mM ZnCly;

SEAP-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 9,3)

60 mM Na,HPO, x 7 H,0; 40 mM NaH,P0O, x 1 H,0; 10 mM KClI;
Cleavage-Puffer 1 mM MgSO, x 7 H,0; pH 7;
auf 100 ml Cleavage-Puffer 270 pul 14,3 M B-Mercaptoethanol

3.3.4 SDS-PAGE-Gelelektrophorese und Western Blot

1. Proteindenaturierung und -auftragung

Die fiir den Western Blot benétigten Zellen (HEK293 oder OK) wurden in Petrischalen mit ei-
nem Durchmesser von 3 cm angesat, transfiziert, mit Zusatzen behandelt und lysiert. Vor Auf-
tragung auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel wurden die Zell-Lysate immer mit Lammli-Puffer (Tab.
7) im Verhaltnis 1:1 entweder bei 37°C fiir 30-40 min oder bei 95°C fiir 5 min mit dem Ziel der
Protein-Denaturierung inkubiert.

2. Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode, um Proteine aufgrund
ihres unterschiedlichen Molekulargewichts aufzutrennen. Das anionische Natriumdodecylsul-
fat (SDS) denaturiert die Proteine durch Zerstérung ihrer Sekundéar- und Tertidrstruktur und
umhdillt sie so, dass ihre urspriingliche Eigenladung durch die negative Ladung des SDS Uber-
deckt und vereinheitlicht wird. Im elektrischen Feld werden die Proteine anhand ihrer Gréi3e
im Polyacrylamid-Gel getrennt. Dazu werden Polyacrylamid-Gele hergestellt, deren unterer,
groRerer Teil aus dem Trenngel und deren oberer, kurzer Abschnitt aus dem Sammelgel mit
Einfulltaschen fur die Proben besteht. Durch unterschiedliche Mischungsverhéltnisse der Be-
standteile kann die Vernetzung des Trenngels je nach Molekulargewicht des gesuchten Prote-

ins eingestellt werden (Tab. 4).

Tab. 4: Bestandteile der Polyacrylamid-Gele fiir Western Blot

Sammelgel Trenngel
(ml pro ein Gel) (ml pro ein Gel)
3% 12% 10% 8%
0,288 Acrylamid / Bis - - -
26:0,7
- Acrylamid / Bis 2,550 2,140 1,715
29.3:0,53

0,030 APS 10 % 0,075 0,075 0,075
0,025 SDS 10 % 0,125 0,125 0,125
0,625 0,5 M Tris-HCl; pH 6,8 - - -

- 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8 1,563 1,563 1,563
1,540 H,0 1,880 2,285 2,713
0,01 TEMED 0,02 0,02 0,02
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Die Gele wurden in vertikale Elektrophoresekammern (Bio-Rad, Miinchen) eingespannt, die
mit Laufpuffer (Tab. 7) aufgefillt wurden und an die flir 36 min ein Strom von 11 mA/Gel und
anschlieBend fir 1 h 48 min ein Strom von 20 mA/Gel angelegt wurde. Zuséatzlich wurde ein
Proteinstandard mit bekanntem Molekulargewicht verwendet (Peglab, Erlangen).

3. Proteintransfer auf Nitrozellulose-Membranen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte die Ubertragung der Proteine vom Gel
(Kathoden-nahe) auf eine Nitrozellulose-Membran (Anoden-nahe) (Whatman/Biometra, Got-
tingen) in einem entsprechenden Gerat (Biometra, Gottingen) im sogenannten Semi-dry-
Verfahren. Zwischen den Elektrodenblattern und dem Gel/der Membran befanden sich je 2
Filterpapiere (A. Hartenstein, Wirzburg), die mit Transferpuffer (Tab. 7) getrankt waren. Der
Transfer dauerte 30 min bei einer Stromstarke von 2 mA/cm? Membranflache.

4. Transferkontrolle mittels Ponceau S

Direkt nach dem Proteintransfer auf die Nitrozellulose-Membran erfolgte die Farbung der Pro-
teine, um den Erfolg des Transfers zu kontrollieren. Die Membran wurde dafiir 1 min in Pon-
ceau-Farbelosung (Tab. 7) geschwenkt und danach mit bidestilliertem Wasser gespiilt. Die
rosarote Farbung der Proteine wurde nach der Dokumentation mit salzhaltigem Puffer ent-
fernt (hier wurde TBS verwendet; TBS = Tris-gepufferte Salzlosung, Tab. 7), wodurch die Mem-
bran fiir die weiteren Schritte verwendbar wurde.

5. Immundetektion

Zuletzt erfolgte die Detektion des gesuchten Proteins mittels entsprechender Antikérper. Dazu
wurde die Nitrozellulose-Membran 5 min in einfach konzentriertem TBS gewaschen. Die Inku-
bation fiir 1 h in Blocking-Solution (Tab. 7) diente der Blockierung unspezifischer Bindungsstel-
len auf der Membran. Uberschiissige Blocking-Solution wurde durch dreimaliges Waschen in
TBS/Tween 0,1% entfernt. Es folgte die Inkubation mit dem Erstantikérper (Tab. 5) Gber Nacht
bei 4°C in Antikérper-Verdinnungslésung (Tab. 7) unter Schitteln. Der erste Antikérper bindet

spezifisch an das gesuchte Protein.

Tab. 5: Fir Western Blot verwendete Erstantikdrper und deren Verdliinnung

Erstantikérper Verdiinnung Hersteller
Kaninchen anti-EGFP 1:500 Santa Cruz Biotechnology
Maus anti-Nitrotyrosin 1:500 Santa Cruz Biotechnology

Maus anti-Xpress 1:5.000 Invitrogen

Tab. 6: Fir Western Blot verwendete Meerrettich-Peroxidase-(HRP)-gekoppelte Zweitantikor-
per und deren Verdiinnung

Zweitantikérper (HRP-gekoppelt) Verdiinnung Hersteller
anti-Kaninchen IgG 1:2.000 Cell Signaling Technology
anti-Maus IgG 1:2.000 Cell Signaling Technology
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Am Folgetag wurde die Membran zum Entfernen iberschissiger, nicht gebundener Antikoérper
dreimalig in TBS/Tween 0,1% fir je 5 min gewaschen. SchlieBlich folgte die Inkubation mit
Zweitantikorper (Tab. 6) fiir > 60 min in Blocking-Solution. Der Zweitantikorper (IgG) bindet an
den Erstantikorper und ist an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Es folgte wieder dreimal
5 min Waschen in einfach konzentriertem TBS, dann einmaliges Waschen in destilliertem Was-
ser.

Die Detektion der Antikérper-markierten Proteine erfolgte mit dem chemilumineszierenden
ECL-Reagenz (Thermo Scientific, Braunschweig). Hierfiir wurden die Peroxid-haltige Reagenz-
Losung 1 und die Luminol Enhancer-Reagenz-Losung 2 gemaR Herstellerempfehlung im Ver-
haltnis 1:1 gemischt und gleichmaRig auf die Membran gegeben. Das Reagenzgemisch stellt
das Substrat fiir die Meerrettich-Peroxidase dar und wird durch deren Aktivitat in lumineszie-
rende Produkte umgesetzt, deren Lumineszenz mittels des Membrandokumentationssystems
von Biorad und dem Programm Quantity One (Chemi Doc XRS-System; Biorad, Miinchen) be-
stimmt wurde.

6. Gelfarbung mit Coomassie-Blau

Die im Gel enthaltenen Proteine wurden fiir 10-15 min in Fixierlésung (Tab. 7) fixiert.
AnschlieBend wurden sie in Coomassie-Farbelésung (Tab. 7) fir 2 h bei Zimmertemperatur

geschwenkt. Es folgte das Entfarben in 10%iger Essigsaure fir ca. 1 h.

Tab. 7: Verwendete Reagenzien und deren Bestandteile fiir SDS-Gelelektrophorese und
Western Blot

Reagenz

Bestandteile

Lammli-Puffer

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 2 % SDS (w/v);
1,4 M 2-Mercaptoethanol; 10 % Glyzerol (v/v);
0,01 % Bromphenolblau (w/v); pH 7,4 mit NaOH

Elektrodenpuffer

25,6 mM Tris; 0,1 % (w/v) SDS; 192 mM Glyzin; H,0 auf 1|

Transferpuffer

20% Methanol; 25 mM Tris; 192 mM Glyzin; H,0 auf 1 |

10 x Ponceau-Farbel6sung

26 mM Ponceau-S-Farbstoff; 30% Trichloressigsaure (w/v);
1,18 mM Sulfosalicylsadure

10 x TBS
(Tris-gepufferte Salzlosung)

50 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7,6 mit HCI

Blocking Solution

1 x TBS; 0,1% Tween-20; 5% fettfreies Milchpulver

Antikorper- 1 xTBS; 0,1% Tween-20; 5% BSA (bovines Serumalbumin)
Verdiinnungslosung
Fixierlosung 25% Isopropanol; 10% Essigsaure; 65% H,0

Coomassie-Farbelosung

10% Essigsdure; 0,006% Coomassie G-250 (w/v)
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3.3.5 ELISA (Enzyme linked Immuno sorbent Assay)

Die Versuche mittels Direkt-ELISA bieten die Mdglichkeit, Proteine in geringen Konzentratio-
nen nachzuweisen.

Fir den anti-EGFP-Direkt-ELISA wurden Versuche mit HEK293- und OK-Zellen durchgefiihrt. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit einem Kontrollvektor (pcDNA3.1) transfiziert wur-
den. Nach der Transfektion wurden die Zellen in sterile 96-well-Mikrotiterplatten angesat und
mit Inkubationslésung + Zusatzen bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach dem fiir den Ver-
such notwendigen Zeitraum wurde der Uberstand von den Zellen abgenommen. Die Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen und mit 4%igem Paraformaldehyd in TBS fiir 60 min bei
Zimmertemperatur fixiert. Danach wurden sie dreimal mit Permeabilisierungspuffer (Tab. 10)
fir je 5 min gewaschen und anschlieBend 20 min mit Permeabilisierungspuffer + H,0, (0,6%)
inkubiert. Es folgte nochmals dreimaliges Waschen mit Permeabilisierungspuffer fir je 5 min
bei Zimmertemperatur. AnschlieBend folgte die Inkubation mit 10% fetalem Kalberserum in
Permeabilisierungspuffer fiir 1 h bei Raumtemperatur zum Blockieren unspezifischer Bindungs-
stellen. Uber Nacht wurden die Proben mit Erstantikdrper (Tab. 8) in Antikdrper-Verdiinnungs-

[6sung (5% BSA in Permeabilisierungspuffer) bei 4°C inkubiert.

Tab. 8: Fir ELISA verwendete Antikérper und deren Verdiinnung

Erstantikérper Verdiinnung Hersteller
Kaninchen anti-EGFP 1:2.000 Santa Cruz Biotechnology

Zweitantikérper (HRP-gekoppelt) Verdiinnung Hersteller
anti-Kaninchen-IgG 1:20.000 Cell Signaling Technology

Daraufhin wurde dreimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. AnschlieRend wurde die
Probe fir 1 h mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem Zweitantikérper (Tab. 8) in Anti-
korper-Verdiinnungslosung inkubiert.

Es wurde wiederum dreimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, gefolgt von dreimaligem
Waschen fiir je 5 min mit TBS. Schlielich wurden die Proben fir 15 min mit HRP-Substrat (Tab.
9) im Dunkeln inkubiert und anschlieRend wurde die Absorption bei 492 nm bestimmt. Nach
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 M H,S0,wurde nochmals bei 492 nm gemessen.

Der Proteingehalt eines wells wurde mit Hilfe der Trypanblaufarbung (siehe oben) bestimmt.

Tab. 9: Verwendete Reagenzien und deren Bestandteile fiir ELISA

Reagenz Bestandteile

Permeabilisierungspuffer 0,1% Triton-X-100 in TBS; 37 mg/| Na-Orthovanadat

4,6 mM o-Phenylendiamin; 67,9 mM Na,HPO, x 2 H,0 +
38 mM Zitronensaure; 0,015 % H,0,

HRP-Substrat-Losung
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3.4 Bestimmung der Stickstoffmonoxid-Freisetzung und Peroxynitrit-Bildung

3.4.1 Nitrit-Assay mittels Griess-Reaktion

Die NO-Freisetzung der NO-Donoren 3-Morpholinosydnonimin (Sin-1; Calbiochem) und S-
Nitroso-N-Acetylpenicillamin (SNAP; Invitrogen) (Abb. 6 und 7) wurde mittels Griess-Methode
bestimmt (180). Benannt ist diese Methode nach dem deutschen Chemiker J. P. Griess und
wurde um 1879 das erste Mal verwendet (181). Es ist eine spektrophotometrische Bestim-
mung des Nitritgehaltes einer wassrigen Losung, wodurch auf die Menge des gebildeten NO
geschlossen werden kann. Das Griess-Reagenz besteht aus Sulfanilamid, Naphthylethylen-
diamin und Phosphorsaure. Das in der Probe enthaltene Nitrit reagiert mit Sulfanilamid zu
einem Diazonium-Kation, das an das aromatische Amin 1-Naphthylethylendiamin gekoppelt
wird, wobei ein rotvioletter Azofarbstoff entsteht (153). Die Reaktion ist spezifisch fur Nitrit.
Das fertige Griess-Reagenz (40 mg/ml H,0) wurde mit in Zusatz-freiem Zellkulturmedium ge-
[6stem Sin-1 bzw. SNAP im Verhaltnis 1:1 in 96-well-Mikrotiterplatten gemischt und fir > 15
min bei Zimmertemperatur inkubiert (180). Danach wurde die Absorption bei 535 nm mittels
eines Mikrotiterplattenlesesystems (Tecan Sunrise, Mannedorf, Schweiz) bestimmt. Eine Nitrit-
Standardkurve wurde erstellt, anhand derer der Nitrit-Gehalt der Proben kalkuliert wurde.
Daflur wurde eine 1 mM Natriumnitrit (NaNO,)-Losung mit H,0 auf 1 uM, 10 uM, 30 uM und

100 uM verdiinnt und ebenfalls die Absorption gemessen.

(a) ﬂ (|:H-” (b)
HO—C—HC—C—S—N=0 2R—S—N=0 ——» RSSR + 2NO"
_,,Hc—ﬁ—Hrlu (!H_,,
0

Abb. 6: (a) Strukturformel von SNAP (182) und (b) NO-Freisetzung aus SNAP (183)

3.4.2 Antikorpervermittelte Nitro-Tyrosin-Detektion als Hinweis fiir Peroxynitrit-Bildung

Als Nebenprodukt setzt der NO-Donor Sin-1 nicht nur Stickstoffmonoxid, sondern auch Sauer-
stoff-Radikale, sogenannte Superoxid-Anionen (-O,) frei (Abb. 7). Aufgrund der relativ kurzen
Entfernung der Radikale konnen beide miteinander reagieren und Peroxynitrit (ONOQO") bilden.
Peroxynitrit ist schlieRlich in der Lage, das in Peptidverbindungen enthaltene Tyrosin unter
Bildung von 3-Nitro-Tyrosin zu nitrieren (184). Um dieses Prinzip zu testen, wurde ein Tyrosin-
haltiges Zielprotein (bovines Serumalbumin; BSA) in einem Stickstoffmonoxid- bzw.
Peroxynitrit-haltigem Milieu inkubiert und die 3-Nitro-Tyrosin-Bildung mittels spezifischer An-

tikorper bestimmt.
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Hierfir wurde bovines Serumalbumin in Serum- und Zusatz-freiem Zellkulturmedium gelost
(1000 mg/l). Diese Losung wurde zusatzlich zu einer Endkonzentration von 1mM mit Sin-1 als
Peroxynitrit-Donor oder SNAP als NO-Donor versetzt und fir 1 bzw. 24 Stunden bei 37°C und
5%iger CO,-Atmosphdre inkubiert. Anschliefend erfolgte mit jeweils 10 ul der Lésung die Auf-
arbeitung fiir eine SDS-PAGE-Gelelektrophorese mit folgendem Western Blot unter Verwen-

dung des 3-Nitro-Tyrosin-Antikorpers.

(a)
ered 1l )
N+l +oH *N*-N-CH,CN———> -N=CHCN + NO* + H*
NIV \ELS 7\ R N0 RN
0, 0O,
(b)
0, +NO* —> ONOO-

Abb. 7: (a) Strukturformel von Sin-1 mit NO- und O, -Freisetzung (183). (b) Bildung von
Peroxynitrit aus NO und O, (60)

3.5 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM (standard error of the mean = Standardfehler) angege-
ben. Statistische Signifikanz eines Unterschiedes wurde mittels Student-T-Test (gepaart oder
ungepaart) getestet. Unterschiede wurden als signifikant gewertet bei p < 0,05. Die statistische
Datenauswertung und Graphikbearbeitung erfolgte mit Microsoft Excel 2007 und Sigma Plot
8.0. Es wurden Zellen von mindestens zwei verschiedenen Passagen fir jede experimentelle
Serie genutzt.

Die Textverarbeitung erfolgte mit Microsoft Word 2007, die Erstellung von Abbildungen zu-
satzlich mit Microsoft Power Point 2007. Die zitierte Literatur wurde mit dem Reference Ma-

nager 10 von Thomson Reuters verwaltet.
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4. Ergebnisse

4.1 Darstellung des humanen Mineralokortikoidrezeptors (hMR) auf Proteinebene

4.1.1 Darstellung des hMR auf Proteinebene in HEK293-Zellen nach Transfektion

Da in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit auf funktio-
nelle Aspekte des Mineralokortikoidrezeptors getestet werden sollte, war es zunachst wichtig
zu zeigen, dass die dabei zu verwendenden Zellen (HEK293- bzw. OK-Zellen) tatsachlich mit
Plasmidvektoren, die bspw. den hMR enthalten, transfiziert werden kénnen. Die HEK293-Zell-
Linie wurde verwendet, da sie in MR-Versuchsmodellen weit verbreitet und auch etabliert ist.
Ein weiterer Vorteil ist, dass in ihnen der MR endogen nicht nachweisbar ist (128). Demnach
kann man ,beliebig“ die DNA zur Expression des hMR-Proteins mittels Transfektion in die
HEK293-Zellen einschleusen. Der im Rahmen dieser Arbeit meist verwendete Expressionsvek-
tor war pEGFP-C1-hMR (siehe auch Materialien und Methoden, Abschnitt 3.2.4). Das Protein,
welches mittels dieses Plasmids exprimiert wird, ist der hMR mit einem EGFP-Fahnchen (47),

das insgesamt eine GroRe von 122 kDa besitzt.

Zum Nachweis der Expression des MR in HEK293-Zellen wurden diese entweder gar nicht
transfiziert (,HEK-Wildtyp“), nur mit Kontrollvektor und Vehikelldsung transfiziert (Plasmid:
pcDNA3.1-His-LacZ; ,,HEK-LacZ“) oder mit dem pEGFP-C1-hMR-Vektor (,HEK-hMR-EGFP“) oder
mit einem hMR-DNA-Vektor mit Xpress-Fahnchen (Plasmid: pcDNA3.1-HisC-hMR; , HEK-hMR-
Xpress“) transfiziert. Nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen, in der die Zellen Zeit hatten, das
gewlinschte Protein zu exprimieren, wurden die Zellen ,geerntet” und fiir den Western Blot
aufbereitet. Daflir wurde ein Primar-Antikorper verwendet, der gegen den MR selbst gerichtet
war (Abb. 8(a)). Es war zu beobachten, dass endogen, also ohne Plasmid-Transfektion, kein MR
exprimiert wurde, so dass in der Spur der HEK-Wildtyp-Zellen (ohne jegliche Transfektion) und
HEK-LacZ-Zellen (mit dem LacZ-Plasmid transfizierte Zellen, welcher keinen MR beinhaltet)
keine Bande nachzuweisen war. Der GroRenunterschied der nachgewiesenen, MR-haltigen
Proteine (,,HEK-hMR-Xpress“ und , HEK-hMR-EGFP“) ergibt sich aus der GroRRe der angefligten

Fahnchen-Proteine Xpress bzw. EGFP.

Mit den selben Zellproben liel sich durch Verwendung eines gegen EGFP gerichteten Primar-

antikorpers zeigen, dass nach Transfektion mit dem Plasmid pEGFP-C1-hMR der hMR samt
EGFP-Fahnchen exprimiert wurde (Abb. 8(b)).
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Vom Prinzip her dhnlich wurde das Experiment mit einem Primarantikdrper durchgefiihrt, der
gegen das Xpress-Fahnchen gerichtet ist (Abb. 8(c)). Nur die Zellen, die mit dem DNA-Vektor
zur Expression des Xpress-Fahnchens inkubiert wurden, zeigten eine Bande im Western Blot.
Zusatzlich zeigte sich in allen Zellen, auch in den nicht-Xpress-transfizierten Zellen, eine zarte
Bande auf stabiler Hohe von ~ 110 kDa, die als unspezifisch gewertet wurde. Der Antikorper ist
zwar monoklonal, Interaktionen mit Peptidsequenzen, die der Erkennungssequenz -Asp-Leu-

Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys- gleichen oder dhneln, sind dennoch denkbar.

(a) (b) ()
Anti-MR-WB Anti-EGFP-WB Anti-Xpress-WB
- 140 kDa - -
‘ Br—

r
t

-110 kDa -

HEK-LacZ
HEK-LacZ
HEK-LacZ

HEK-Wildtyp
HEK-hMR-EGFP
HEK-Wildtyp
HEK-hMR-Xpress
HEK-hMR-EGFP
HEK-Wildtyp

HEK-hMR-Xpress
HEK-hMR-EGFP
HEK-hMR-Xpress

Abb. 8: Nachweis der Protein-Expression in transfizierten HEK293-Zellen.

(a) Nachweis der MR-Expression. Zellen, die mit einem Plasmid transfiziert wurden, das zur
Expression von hMR fiihrte, exprimierten den (h)MR, wahrend er bei Wildtyp-Zellen (HEK-
Wildtyp) und Zellen, die mit dem Kontrollplasmid (HEK-LacZ) transfiziert wurden, nicht nach-
weisbar war.

(b) Nachweis der EGFP-Expression. HEK293-Zellen wurden wie in (a) gezeigt transfiziert. An-
schlieBend wurde mittels anti-EGFP-Primarantikdrper die Expression des EGFP untersucht. Es
lieR sich nur in Zellen, die mit dem EGFP-hMR transfiziert worden waren, auf Hohe des EGFP-
hMR eine Bande nachweisen, wahrend bei allen anderen kein Nachweis moglich war.

(c) Nachweis der Expression des an den hMR gekoppelten Xpress-Fahnchens. HEK293-Zellen
wurden mit den gezeigten Vektoren transfiziert und mittels anti-Xpress-Primarantikorper die
Expression des Xpress-Fahnchens untersucht.

Damit wurde gezeigt, dass in HEK293-Zellen sowohl der hMR als auch die mit EGFP oder Xpress

modifizierten Formen des hMR mittels geeigneter Vektoren exprimiert werden kénnen.

-35-



Ergebnisse

4.1.2 Darstellung des hMR auf Proteinebene in OK-Zellen nach Transfektion

Da in der vorliegenden Arbeit auch mit einer anderen renalen Zell-Linie, den OK-Zellen, gear-
beitet werden sollte, wurde untersucht, ob der EGFP-hMR ebenfalls in OK-Zellen zur Expressi-
on gebracht werden kann. OK-Zellen wurden deshalb mit EGFP-hMR transfiziert und die Ex-
pression des hMR mittels Western Blot untersucht (Abb. 9). Unter Verwendung des gleichen
Anti-EGFP-Antikorpers liel8 sich in OK-Zellen, die nur mit Vehikelldsung inkubiert wurden (,,OK-
Wildtyp“), kein EGFP-hMR nachweisen. Nach Transfektion des EGFP-hMR konnte dieser jedoch
von den Zellen exprimiert werden. Als ~ 130 kDa groRes Fusionsprotein konnte auf dieser

Hoéhe eine Bande dargestellt werden.

Anti-EGFP-WB

-130 kDa - Pl

f

OK-Wildtyp
OK-EGFP-hMR

Abb. 9: Expression des hMR in OK-Zellen. Nach Transfektion der OK-Zellen mit einem EGFP-
verknipften hMR liel sich das Fusionsprotein mittels anti-EGFP-Primarantikorper im Western
Blot darstellen (,0K-EGFP-hMR“), wohingegen in den OK-Wildtyp-Zellen ohne Transfektion
kein hMR-gekoppeltes EGFP-Protein darstellbar war.

4.1.3 GRE-SEAP-Aktivierbarkeit von OK-Zellen und endogene Steroidrezeptoren

Zunachst galt es zu zeigen, dass das GRE-SEAP-Reportergen-System in OK-Zellen funktionell
exprimiert wird und dass die OK-Zellen funktionell keinen endogenen MR exprimieren. Da sich
im Laufe der anfanglichen Experimente der Zellrasen der HEK293-Zellen trotz Verwendung
unterschiedlicher Passagen und trotz sorgfaltiger und behutsamer Pipettiermallnahmen haufig
vom Untergrund l6ste, wurde bei den GRE-SEAP -Versuchen auf die OK-Zell-Linie ausgewichen.
Zunachst wurde die Stimulierbarkeit eines eventuell vorhandenen endogenen MR durch die

Liganden des GR bzw. des MR getestet. Die Fahigkeit der Steroidhormonrezeptoren im Repor-
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tergen-Assay Uber das GRE-Element des GRE-SEAP-Plasmids eine vermehrte SEAP-Aktivitat zu

induzieren, wird im Folgenden als Transaktivierungsaktivitat bezeichnet.

Wie in Abb. 10 zu sehen ist, zeigte sich im Medium der nur mit einem Kontrollplasmid und
GRE-SEAP transfizierten OK-Zellen keine SEAP-Aktivitat. Ebenfalls war im Medium der mit GRE-
SEAP-transfizierten OK-Zellen, die mit der recht hohen Konzentration von 10 nM Aldosteron
inkubiert worden waren, keine SEAP-Aktivitdt zu beobachten. Dagegen war eine deutliche
Aktivitatszunahme durch 1000 nM Dexamethason zu beobachten. Klassischerweise gilt
Aldosteron als Aktivator des MR, wahrend Dexamethason und Hydrocortison als Aktivatoren
des GR gelten (43). Bei Vorhandensein eines endogenen MR waére bereits ohne MR-Plasmid-
Trans-fektion, wie hier geschehen, eine GRE-SEAP-Aktivierung durch Aldosteron zu erwarten
gewesen. Demzufolge wird die Annahme gestarkt, dass die OK-Zell-Linie keinen endogenen
MR, aber einen endogenen GR besitzt, wie es bereits durch F. Vrtorsnik et al. (175) beschrie-

ben wurde.

400 - %
300 -
200 -

100 A

GRE-SEAP-Aktivitat
(% der Kontrolle)

[ |
[}

Kontrolle
10 nM Aldo
1000 nM Dexa

Abb. 10: Wirkung von Aldosteron und Dexamethason auf OK-Zellen, die mit einem Kontroll-
plasmid und dem GRE-SEAP-Plasmid transfiziert wurden: Nur Dexamethason flihrte zu einer
Stimulation der SEAP-Expression, Aldosteron dagegen nicht. (n = 3; * p < 0,05)

4.1.4 GRE-SEAP-Aktivierbarkeit transfizierter OK-Zellen mit dem humanen

Mineralokortikoid- bzw. humanen Glukokortikoidrezeptor

Im Gegensatz zur Transfektion mit einem Kontrollvektor (pcDNA3.1) war eine GRE-SEAP-
Stimulierung durch Aldosteron nach Co-Transfektion der OK-Zellen mit dem hMR moglich
(Abb. 11).

Zusatzlich war die Einschleusung und funktionelle Expression anderer Steroidrezeptoren, wie
dem hGR moglich. Die darauf folgende Stimulation mit 100 nM Dexamethason bzw. 100 nM
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Hydrocortison induzierte ebenfalls eine Zunahme der GRE-SEAP-Aktivitdt in den mit hGR
transfizierten Zellen. Insbesondere Dexamethason fiihrte zu einer massiven Induktion. Mogli-
cher Grund daflr kénnte die simultane Verfligbarkeit des transfizierten hGR zusatzlich zum
endogenen GR sein.

Der hMR konnte in OK-Zellen nicht nur durch Aldosteron, sondern auch durch Dexamethason
aktiviert werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass nach entsprechender Plasmidtransfektion die Steroidhor-
mone Aldosteron, Dexamethason und Hydrocortison eine Steroidrezeptor-Aktivierung und

damit Erhéhung der GRE-SEAP-Aktivitat in OK-Zellen hervorrufen konnen.

*
1000 - X

800 A

*

600 -

]

400 A

200 A

hMR, 10 nM Aldo Hx

hMR, 1000 nM Dexa h*%

GRE-SEAP-Aktivitit (% der Kontrolle)

Kontrolle |1
Kontrolle |}

hGR, 100 nM Dexa

hGR, 100 nM Hydro h*

Abb. 11: Wirkung von Aldosteron, Dexamethason und Hydrocortison auf OK-Zellen, die ent-
weder mit EGFP-hMR oder EGFP-hGR transfiziert wurden: Die jeweiligen Agonisten erzielten
eine erhohte GRE-SEAP-Aktivitat. (n = 3; * p < 0,05)

4.1.5 Dosis-Antwort-Beziehung der GRE-SEAP-Aktivierung durch Aldosteron und

Dexamethason
Wie in Abschnitt 4.1.4 gezeigt, war eine Aktivierung des transfizierten hMR in OK-Zellen durch
Aldosteron und Dexamethason moglich. Um eine dosisabhdngige Wirkung der GRE-SEAP-
Aktivierung in OK-Zellen zu untersuchen, welche mit hMR transfiziert wurden, wurden
Aldosteron-Konzentrationen von 0.1 nM, 1 nM und 10 nM gewahlt, fiir Dexamethason Kon-
zentrationen von 200 nM, 500 nM (nicht abgebildet) und 1000 nM. Es zeigte sich eine klar
dosisab-hdngige Wirkung: Je hoher die Aldosteron- bzw. Dexamethason-Konzentration ge-

wahlt wurde, desto hoher fiel die hMR-Transaktivierungsaktivitat aus (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: Dosis-Wirkungs-Beziehung der GRE-SEAP-Aktivierung durch Aldosteron und
Dexamethason in hMR-transfizierten OK-Zellen nach 24 Stunden Inkubationszeit: Mit steigen-
der Hormon-Konzentration wurde eine erhdhte hMR-Transaktivierungsaktivitat erreicht.
(n>3;*p<0,05)

Ebenfalls war eine zeitliche Abhangigkeit zu erkennen: Sechs, 24 oder 48 Stunden Inkubation
mit entweder 0.1 nM, 1 nM oder 10 nM Aldosteron bewirkten, dass die Stimulierbarkeit des
Reportergen-Assays mit zunehmender Inkubationszeit abnahm (Abb. 13).

Das bedeutet, je langer Aldosteron Zeit zur Beeinflussung hatte, desto geringer ausgepragt war
dessen induzierender, dh. stimulierender Effekt. Nach 48 Stunden war zwar noch ein signifi-
kanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten, dieser war aber im Gegensatz zu
den in Abb. 12 prasentierten Ergebnissen nicht mehr konzentrationsabhangig. Zudem lag der
Grad der Aktivierung auch deutlich unter dem Effekt nach 6 bzw. 24 Stunden Inkubationszeit
fir die jeweils gewahlte Aldosteron-Konzentration.

Bei der hochsten verwendeten Aldosteron-Konzentration (10 nM) war die GRE-SEAP-Aktivie-
rung nach 24 Stunden dhnlich der nach 6 Stunden erreichten. In den folgenden Experimenten
mit HEK293- und OK-Zellen wurde zumeist eine 24-stiindige Inkubationsdauer eingehalten, so
dass die genannten Ergebnisse, falls nicht anders angegeben, fiir 24 Stunden Inkubationszeit
gelten.

Wichtig bei einer Wirkzeit von 24 Stunden ist auch die Uberlegung, dass genotrope Effekte
eine gewisse Vorlaufzeit bendtigen, um die Transkriptionsmaschinerie in vollem Umfang zu

rekrutieren und zu aktivieren.
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Abb. 13: Zeitliche Abhangigkeit der GRE-SEAP-Aktivierung durch Aldosteron in unterschiedli-

chen Konzentrationen in transfizierten hMR-OK-Zellen: Mit zunehmender Inkubationsdauer
sinkt die hMR-Transaktivierungsaktivitat. (n > 6)

4.2 NO-Bildung und Peroxynitrit-Freisetzung durch Sin-1 bzw. SNAP

4.2.1 NO- bzw. Nitrit-Bestimmung im Nitrit-Assay

Da in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen des Radikal-Einflusses von Stickstoffmonoxid
(NO) und seiner Abkdmmlinge, insbesondere Peroxynitrit (ONOO), auf den hMR untersucht
werden sollten, war es notwendig zu erfahren, ob die Radikal-Donoren Sin-1 und SNAP eine
geniigende NO-Freisetzung ermdglichen. Eine direkte NO-Messung ist aufgrund seiner sehr
kurzen Halbwertszeit und zahlreichen Folgereaktionen nahezu unmaglich. Als Nebenprodukt
der NO-Bildung entsteht durch Autooxidation von NO mit Sauerstoff Nitrit. Nitrit kann spezi-
fisch mit dem Griess-Reagenz nachgewiesen werden (181). Mit Hilfe dieser recht einfachen
Methode kann die Nitrit- und damit indirekt die NO-Freisetzung durch die in diesen Versuchs-
modellen verwendeten Radikal-Donoren Sin-1 und SNAP unter Zellkulturbedingungen be-
stimmt werden. In Abb. 14 ist die durch die Freisetzung von NO bedingte Zunahme von Nitrit
(NO,) dargestellt.

In Anwesenheit von Sin-1 im zellfreien Medium war eine schnelle NO-Bildung zu verzeichnen,
welche unter Verwendung von 200 uM Sin-1 ein Plateau nach 6 Stunden und bei 1000 uM Sin-
1 nach etwa 24 Stunden erreichte. Vergleichend dazu geschah die NO-Bildung durch SNAP
weniger schnell. Eine Plateau-Phase wurde erst nach ca. 24 Stunden sowohl unter Verwendung
von 200 uM als auch 1000 uM SNAP erreicht. Die maximale NO-Freisetzung durch die niedrige-
ren Sin-1- und SNAP-Konzentrationen (200 uM) war nahezu identisch. Dagegen wurde durch
1000 uM SNAP nur ungefahr 50 % der NO-Menge freigesetzt, wie es durch 1000 uM Sin-1 der

Fall war.
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Diese Beobachtungen zeigten somit, dass wahrend der Experimente mit Zellkulturen, die einen
Inkubationszeitraum von 6-48 Stunden Uberspannen sollten, NO in ausreichender Menge vor-

handen ist, um auch neu gebildeten hMR potentiell modifizieren zu kénnen.

500 -

400
< 300
§ —200 uM Sin-1
5 —+1000 pM Sin-1
2 200 !

—@—200 M SNAP
—O—1000 uM SNAP

0 24 48 72 96
Zeit (h)

Abb. 14: Zeit- und dosisabhdngige Nitrit (NO,)-Bildung in Zellkulturmedium durch Sin-1 bzw.
SNAP ermittelt mit Griess-Reagenz. Charakteristisch fiir Sin-1 war eine anfanglich schnelle NO-
Freisetzung, die — wie auch durch SNAP — bald ein Plateau erreichte. Die héchste NO-Frei-
setzung konnte hierbei durch 1000 uM Sin-1 erzielt werden.

(zellkulturmedium, 37 °C, 5% CO,; n = 2)

4.2.2 Bestimmung der Peroxynitrit-Bildung mit monoklonalem 3-Nitro-Tyrosin-Antikorper

Im vorherigen Abschnitt wurde dargelegt, dass sowohl Sin-1 als auch SNAP Stickstoffmonoxid
unter Zellkulturbedingungen in das zellfreie Medium freisetzen. Es ist bekannt, dass Sin-1 zu-
dem ein Peroxynitrit-Bildner ist (184).

Um die Peroxynitrit-Bildung von Sin-1 unter Zellkulturbedingungen nachzuweisen, wurde bovi-
nes Serumalbumin (BSA) (1000 puM) in Zellkulturmedium (DMEM/Ham’s F12) gelost und ent-
weder mit Vehikel, 1000 puM Sin-1 oder 1000 uM SNAP fir je eine oder 24 Stunden bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurde ein Immunoblot mit monoklonalem 3-Nitro-
Tyrosin-Antikorper durchgefihrt (Abb. 15). Sowohl nach einer als auch nach 24 Stunden Inku-
bation war im Bereich der 67 kDa groRen Proteine (das entspricht der Gr6Re des BSA) nur bei
Sin-1 eine Bande nachweisbar. Das heilSt, nur Sin-1 war in der Lage, die Tyrosin-Reste des BSA
zu nitrieren, welche dann durch den Antikoérper erkannt wurden.

Zu erklaren ist dies dadurch, dass durch Sin-1 nicht nur NO, sondern zuséatzlich auch Superoxid-

Anionen freigesetzt werden (184-186), welche spontan miteinander zu Peroxynitrit reagieren.
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Dieses wiederum tragt zur Nitrierung der Tyrosin-Reste bei, welche im bovinen Serumalbumin
enthalten sind.

Es lasst sich schlussfolgern, dass nur Sin-1 sowohl NO freisetzen kann als auch (indirekt) zur
Bildung von ONOO" fuhrt, wahrend SNAP ein reiner NO-Donor ist (siehe hierfir auch: Materia-
lien und Methoden, Abschnitt 3.4).

Anti-Nitro-Tyrosin-WB

BSA - = 0w <67 kDa

_ L _
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= >

\ J \ J
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Abb. 15: Nachweis von nitrierten Tyrosin-Resten in bovinem Serumalbumin (BSA) mittels

monoklonalem 3-Nitro-Tyrosin-Antikorper aus der Maus (Santa Cruz Biotechnology) nach BSA-
Inkubation mit Sin-1 bzw. SNAP.

4.2.3 Beeinflussung der Proteinmenge durch Zugabe der beiden Radikal-Donoren Sin-1

bzw. SNAP

Um eine eventuelle zytotoxische Wirkung der Reagenzien Sin-1 und SNAP abzuschatzen, wur-
de in den OK-Zell-Lysaten der GRE-SEAP-Reportergen-Assays die Proteinmenge bestimmt, was
als ein ungefahres MaR fir die Zytotoxizitdt angenommen wurde.

In Abb. 16 sind die Proteinmengen je well als Prozent der Kontrolle fiir Sin-1 und SNAP (je 200
bzw. 1000 uM) dargestellt. Zusatzlich wurde die Auswirkung auf die Proteinmenge nach Zuga-
be von 10 nM Aldosteron untersucht. Es ist zu erkennen, dass bei hoherer Konzentration kei-
ner der beiden Radikal-Donoren auch nach 48-stiindiger Inkubation zu einer Reduktion der
Proteinmenge flihrte. Dies zeigt, dass die Substanzen zumindest nicht derart zytotoxisch auf
OK-Zellen wirkten, als dass sich die (eventuell abgestorbenen) Zellen vom Untergrund ver-

mehrt abgehoben héatten und dadurch bei einem Waschvorgang verloren gegangen waren.
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Auch wenn zusatzlich simultan mit Aldosteron inkubiert wurde, war kein Verlust der Protein-

menge zu erkennen.
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Abb. 16: Zeit- und konzentrationsabhangiger Einfluss von Aldosteron, Sin-1, SNAP allein bzw.
bei gleichzeitiger Inkubation auf die Proteinmenge von OK-Zellen: OK-Zellen wurden entweder
mit 10 nM Aldosteron, Sin-1 oder SNAP in zwei verschiedenen Konzentrationen fiir 24 bzw. 48
Stunden inkubiert. Die Substanzzugabe bewirkte keinen Verlust an Gesamtprotein. Demnach
wirkten insbesondere Sin-1 und SNAP in den verwendeten Konzentrationen nicht zytotoxisch.
(n>6; *p<0,05)

4.2.4 Quantitative Beeinflussung des humanen Mineralokortikoidrezeptors durch

Anwesenheit von Sin-1 und SNAP

Da ein Einfluss des NO auf die Menge des hMR untersucht werden sollte, wurden zunachst
Direkt-ELISA gegen das an hMR-gekoppelte EGFP in OK- bzw. HEK293-Zell-Lysaten durchge-
flhrt. Es zeigte sich, dass weder 1000 uM Sin-1 noch 1000 uM SNAP einen signifikanten Ein-
fluss auf den Abbau, die De-novo-Synthese oder Expression des EGFP-hMRs hatten (Abb. 17 (a)
und (b)). Demzufolge kann eine Beeinflussung der MR-Aktivitat durch NO-basierten Radikal-

stress durch vermehrtes oder vermindertes Vorhandensein des hMR ausgeschlossen werden
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und die durch Sin-1 bzw. SNAP erzeugten NO-Wirkungen beruhen auf der Funktionalitat des
hMR.
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Abb. 17: Einfluss des NO-basierten Radikalstresses auf die Menge des EGFP-hMR. (a) OK- oder
(b) HEK293-Zellen wurden 24 Stunden mit 1000 uM Sin-1 oder 1000 uM SNAP inkubiert und
die Menge des EGFP-hMR durch ELISA bestimmt. (n > 5; * p < 0,05)

4.3 Wirkung von Sin-1 und SNAP auf die GRE-SEAP-Aktivitdt

4.3.1 Einfluss der Radikal-Donoren Sin-1 und SNAP auf nicht-hMR-transfizierte OK-Zellen

In den Abschnitten 4.2.1 und 4.2.2 wurde gezeigt, dass Sin-1 auch als Peroxynitrit-Donor gilt,
wahrend SNAP nur NO freisetzt. Um den Einfluss dieser Substanzen auf die grundlegende GRE-
SEAP-Aktivierbarkeit zu untersuchen, wurden OK-Zellen neben dem GRE-SEAP-Plasmid aus-
schlieBlich mit einem Kontrollplasmid (pcDNA3.1) transfiziert und mit entweder 200 uM oder
1000 uM Sin-1 bzw. SNAP inkubiert. In Abb. 18 ist zu sehen, dass sowohl Sin-1 als auch SNAP in
niedriger Konzentration (200 uM) keinen Einfluss auf die GRE-SEAP-Grundaktivitdt in OK-Zellen
hatten, welche nur mit Kontrollplasmid transfiziert wurden, wohingegen Dexamethason als
bekannter Ligand des (hier endogenen) GR zu einer deutlichen Zunahme fiihrte. Wurden die
Radikal-Donoren allerdings in einer hoheren Konzentration hinzugegeben (1000 uM), war eine
Reduktion der Grundaktivitat zu verzeichnen. Im Falle von 1000 uM SNAP war diese im Ver-
gleich zur Kontrolle sogar signifikant. Ohne Anwesenheit eines transfizierten Kortikoid-Rezep-
tors kann dieser Effekt auf eine unspezifische Wirkung des SNAP auf das Reportergen zurick-
gefiihrt werden. Moglicherweise basiert dieser Effekt aber auch auf einer Inhibition des endo-
genen GR, welcher sicherlich auch im nicht-aktivierten Zustand eine gewisse Grundaktivitat

aufweist und damit potentiell beeinflussbar ware.
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Abb. 18: Konzentrationsabhangiger Einfluss des Peroxynitrit-Donors Sin-1 bzw. des NO-Donors
SNAP auf die GRE-SEAP-Grundaktivitdt in OK-Zellen, die nur mit Kontrollplasmid transfiziert
wurden: In Abwesenheit eines transfizierten Kortikoid-Rezeptors ist eine tendenzielle, z.T.
signifikante Reduktion der GRE-SEAP-Grundaktivitat zu verzeichnen. Positivkontrolle: 1000 nM
Dexamethason. (n 2 3; * p < 0,05)

4.3.2 Einfluss von SNAP auf die hMR-Transaktivierungsaktivitat in OK-Zellen

Im vorherigen Abschnitt konnte beschrieben werden, dass durch die alleinige Anwesenheit von
200 uM SNAP weder eine Aktivierung noch eine Inhibierung des GRE-SEAP-Systems zu erzielen
war. Dies trifft auch auf OK-Zellen zu, die anstatt eines Kontrollplasmids mit EGFP-hMR

transfiziert wurden (Abb. 19, graue Balken).

Dagegen war eine (signifikante) Inhibierung der basalen hMR-Aktivitdt (ohne Aldosteron-
Stimulation) bei einer hoheren SNAP-Konzentration von 1000 uM zu beobachten (Abb. 19,
graue Balken). Diese Inhibierung war nach 48 Stunden deutlicher ausgepragt als nach 24 Stun-

den (Abb. 20).
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Abb. 19: Konzentrationsabhangiger Einfluss von SNAP auf die hMR-Transaktivierungsaktivitat
in transfizierten OK-Zellen mit und ohne Aldosteron-Einfluss: SNAP reduzierte in Anwesenheit
des hMR sowohl die GRE-SEAP-Grundaktivitat als auch die Aldosteron-vermittelte GRE-SEAP-
Stimulation. (n 2 24; * p < 0,05)
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Abb. 20: SNAP-induzierte Beeinflussung der hMR-Aktivitdt (ohne Aldosteronstimulation) in OK-
Zellen in Abhangigkeit von Zeit und Konzentration: Je hoher die SNAP-Konzentration gewahlt
wurde, desto geringer fiel die GRE-SEAP-Aktivitat aus. (n > 9; * p < 0,05)
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Dagegen induzierte die Gabe von 10 nM Aldosteron eine ca. 4-fache Zunahme der GRE-SEAP-
Aktivitdt in EGFP-hMR-transfizierten OK-Zellen. Das heiRt, es war eine Zunahme der hMR-
Transaktivierungsaktivitat durch Aldosteron zu beobachten. Bei gleichzeitiger Inkubation mit
Aldosteron und dem NO-Donor SNAP war eine Abnahme der durch Aldosteron allein erzielten
Wirkung zu sehen (Abb. 19, weille Balken). Demzufolge hat die simultane Gabe von SNAP zu
Aldosteron einen inhibierenden Effekt auf die eigentlich stimulierend wirkende Aldosteron-
induzierte hMR-Transaktivierungsaktivitat.

Diese Beeinflussung der Aldosteron-vermittelten hMR-Aktivitdt durch SNAP war abhangig von
der SNAP-Konzentration. Die Hemmung der Aldosteron-Wirkung in hMR-transfizierten OK-
Zellen war umso starker, je hoher die SNAP-Konzentration gewadhlt wurde. Dieser deutliche
Effekt lasst sich nicht ausschlieRlich durch die inhibitorische Eigenwirkung von SNAP auf den
hMR und das Reportergen erklaren, sondern scheint zuséatzlich eine Beeinflussung der

Aldosteron-verursachten Aktivitdtszunahme zu sein.

Desweiteren wurde der Einfluss von SNAP (in einer Konzentration von 200 uM) auf die
Aldosteron-stimulierte hMR-Aktivitdat in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer betrachtet
(Abb. 21). Nach 6, 24 oder 48 Sunden Inkubation mit 200 uM SNAP zeigte sich eine zeitabhan-
gige Reduktion der Aldosteron-verursachten hMR-Transaktivierungsaktivitat. Im Mittel war
eine Senkung der Aktivitdat um 30 % zu erkennen. Allerdings war ein Rickgang des inhibieren-

den Effektes mit zunehmender Inkubationsdauer zu beobachten.
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Abb. 21: Zeitabhangige SNAP-verursachte Abnahme der Aldosteron-Wirkung auf die GRE-
SEAP-Aktivitat in mit hMR und GRE-SEAP transfizierten OK-Zellen: Eine Konzentration von

200 uM SNAP bewirkte eine Reduktion der mit 10 nM Aldosteron maximal erreichbaren hMR-
Transaktivierungsaktivitat. Dieser Effekt schwachte sich mit zunehmender Inkubationsdauer
ab.

4.3.3 Einfluss von Sin-1 auf die hMR-Transaktivierungsaktivitat in OK-Zellen

Die Beeinflussung der GRE-SEAP-Aktivitdt durch den NO-Donor SNAP mit und ohne Aldos-
teronzugabe wurde in den vorangehenden Abschnitten untersucht. Unter dhnlichen Bedin-
gungen wurde nun auch die Wirkung des Peroxynitrit-Bildners Sin-1 betrachtet.

In Abb. 22 ist die Fahigkeit von Sin-1 zur Beeinflussung hMR-transfizierter OK-Zellen in Abhan-
gigkeit von der Inkubationszeit (6, 24 und 48 Stunden) und Konzentration (200 uM und 1000
uM) abgebildet. Zunichst wurde die Sin-1-Eigenwirkung, also ohne den Einfluss von
Aldosteron auf das hMR-Reportergen-Konstrukt betrachtet.

Es zeigte sich, dass bereits Sin-1 allein, das heilfit ohne Aldosteronzugabe, die GRE-SEAP-
Aktivitat erhohte. Dieser stimulierende Effekt konnte fiir beide gewdhlte Konzentrationen er-
zielt werden und traf ebenso fir alle Inkubationszeiten zu. Am starksten war der konzentrati-
ons- und zeitabhangige Effekt nach 24 Stunden Inkubation zu erkennen. Dahingegen nahm —
betrachtet fiir 1000 uM Sin-1 - die Fahigkeit zur Stimulation nach 48 Stunden im Vergleich zu
24 Stunden ab. Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass die NO-Freisetzung aus Sin-1 (wie in
Abschnitt 4.2.1 gezeigt) erst nach 24 Stunden annahernd ein Plateau erreichte, so dass nach 24
im Vergleich zu 6 Stunden eine vermehrte Radikalverfiigbarkeit zur Aktivitdtszunahme beitrug,
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wahrend die Aktivitatsabnahme nach 48 im Vergleich zu 24 Stunden bedingt sein kénnte durch
nun verstarkt wirkende Radikal-SchutzmalRnahmen innerhalb der Zelle. Diese kénnten dazu
flhren, dass durch Sin-1 hervorgerufene Veranderungen riickgangig gemacht werden und das

System nun weniger empfindlich auf die Sin-1-bedingte Beeinflussung reagierte.
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Abb. 22: Konzentrations- und zeitabhangige Darstellung der hMR-Transaktivierungsaktivitat in
OK-Zellen durch den Peroxynitrit-Bildner Sin-1: Auch ohne Hormonstimulation hatte Sin-1
schon eine stimulierende Eigenwirkung. Dieser Eigeneffekt war nach 24 Stunden Inkubations-
dauer am stdrksten ausgepragt. Bei einer Konzentration von 1000 uM fiel nach 48 Stunden
Inkubation die stimulierende Eigenwirkung fast auf Kontroll-Niveau ab. (n > 6; * p < 0,05)

Hierauf wurde die Beeinflussung der Aldosteron-induzierten hMR-Aktivierung durch Sin-1 un-
tersucht. In Abb. 23 ist dazu die konzentrationsabhangige Wirkung von Sin-1 in An- oder Abwe-
senheit von 10 nM Aldosteron dargestellt. Sowohl durch Aldosteron allein als auch durch die
simultane Inkubation mit entweder 200 uM oder 1000 uM Sin-1 war eine vermehrte GRE-
SEAP-Aktivitat zu messen. Wahrend jedoch schon 1000 puM Sin-1 allein eine stimulierende Wir-
kung auf das GRE-SEAP-System, genauer gesagt, den hMR besal$, war dieser Effekt zusammen
mit Aldosteron nicht zu erkennen. Die konzentrationsabhangige Induktionsfahigkeit ging also
in Aldosteron-Anwesenheit verloren. Anders betrachtet, reduzierte 1000 uM Sin-1 die durch

Aldosteron allein hervorgerufene Aktivierungsfahigkeit.
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Abb. 23: Konzentrationsabhangiger Einfluss von Sin-1 auf den nicht stimulierten oder durch
Aldosteron stimulierten hMR in transfizierten OK-Zellen: Sin-1 ohne Aldosteron bewirkte eine
gesteigerte hMR-Transaktivierungsaktivitdt (weille Balken). Dagegen bewirkte 1000 uM Sin-1
eine Abnahme der durch Aldosteron hervorgerufenen Stimulierbarkeit des hMR.

(n>29; *p<0,05)

Aus den in Abschnitt 4.3.1 gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass mit Sin-1 inkubierte OK-
Zellen ohne zusatzliche Steroidrezeptor-Transfektion keinen signifikanten Unterschied der
GRE-SEAP-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Dies verdeutlicht, dass die eben ge-
zeigten Effekte, also sowohl die stimulierende Sin-1-Eigenwirkung der GRE-SEAP-Aktivitat in
Anwesenheit des hMR als auch die Reduktion der Aldosteron-bedingten hMR-Aktivierung
durch Sin-1, eine Beeinflussung des hMR selbst darstellen musste, da weder eine Beeinflus-

sung des endogenen GR noch des GRE-SEAP-Reportergens bestand.

Um den Einfluss von Aldosteron auf die GRE-SEAP-Aktivierbarkeit bei gleichbleibender Sin-1-
Konzentration zu untersuchen, wurden OK-Zellen fir 24 Stunden mit 200 uM Sin-1 und unter-
schiedlichen Aldosteron-Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 10 nM) inkubiert (Abb. 24).

Es zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der GRE-SEAP-Aktivitat. Diese war ahnlich wie die
in Abschnitt 4.1.5 gezeigte dosisabhangige hMR-Aktivierung durch Aldosteron allein. Demnach
war der Einfluss von Aldosteron auf den hMR unabhéngig davon, ob ein durch 200 uM Sin-1
verursachter nitrosativer Stress vorlag oder nicht, wohingegen durch héhere Sin-1-Konzen-

trationen (1000 uM) der Einfluss von Aldosteron gehemmt wurde.
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Abb. 24: Konzentrationsabhangiger Einfluss von Aldosteron auf die GRE-SEAP-Aktivitdt in mit
hMR transfizierten OK-Zellen bei gleichbleibender Sin-1-Konzentration: Dosisabhingig war
eine steigende GRE-SEAP-Aktivitat zu verzeichnen, die jedoch durch 200 uM Sin-1 nicht signifi-
kant beeinflusst wurde. (n > 6; * p < 0,05)

4.3.4 Einfluss von Sin-1 und SNAP sowie Dexamethason auf den hGR in OK-Zellen

In Abschnitt 4.1.4 wurde bereits der hGR als ein weiterer Steroidhormonrezeptor gezeigt, wel-
cher in OK-Zellen transfiziert werden kann. Er wird durch das synthetische fluorierte Gluko-
kortikoid Dexamethason stimuliert, welches in vivo keine relevante mineralokortikoide Wir-
kung besitzt, sondern fast ausschlielRlich ein GR-Agonist ist.

Um die Frage zu klaren, ob die bisher beschriebenen Wirkungen der Radikal-Donoren auf den
hMR auch fiir den hGR gelten, wurden OK-Zellen anstatt mit dem hMR mit dem hGR
transfiziert und so durch eine Uberexpression eine Stimulation mit 100 nM Dexamethason
induziert. Die alleinige Gabe von 1000 uM Sin-1 zu mit hGR transfizierten OK-Zellen fiihrte zu
einer signifikanten Abnahme der GRE-SEAP-Aktivitdt. Im Gegensatz zur stimulierenden Wir-
kung auf den hMR hatte Sin-1 eine inhibierende Wirkung auf den hGR. Dexamethason (100
nM) fahrte zu einer deutlichen Zunahme der GRE-SEAP-Aktivitdt in mit hGR transfizierten Zel-
len, die durch die zuséatzliche Gabe von 1000 uM Sin-1 verringert wurde (Abb. 25).

Der NO-Donor SNAP hatte dhnlich wie Sin-1 eine Reduktion der GRE-SEAP-Aktivitat zur Folge
(Abb. 25). Die durch Dexamethason hervorgerufene Zunahme der Aktivitdt konnte durch SNAP

fast auf Kontroll-Niveau herabgesetzt werden.
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Abb. 25: Einfluss von Dexamethason, Sin-1 und SNAP auf OK-Zellen, die mit dem hGR
transfiziert wurden: Sowohl Sin-1 als auch SNAP hatten eine inhibierende Wirkung auf die hGR-
Grundaktivitat im GRE-SEAP-Versuchsmodell. Die stimulierende Hormonwirkung durch
Dexamethason auf die GRE-SEAP-Aktivitdt wurde durch die Gabe von jeweils 1000 uM Sin-1
bzw. SNAP abgeschwicht. (n = 3; * p < 0,05)

Demnach war die SNAP-Eigenwirkung nach Transfektion der OK-Zellen mit hGR vergleichbar
mit den Ergebnissen nach Transfektion mit hMR. Die beiden Radikal-Donoren Sin-1 und SNAP
waren in der Lage, die GRE-SEAP-Aktivitdat des Hormon-stimulierten Steroidrezeptors zu redu-
zieren, wobei dieser Effekt insbesondere unter Verwendung von 1000 uM SNAP stark ausge-

pragt war und dabei beim hGR die am starksten inhibierende Wirkung erzielt wurde.

4.3.5 Domdnen-abhingige Beeinflussung der hMR-Transaktivierungsaktivitat in OK-Zellen

Um zu analysieren, welche Abschnitte des hMR an der durch Aldosteron bzw. Sin-1 beeinfluss-
ten Transaktivierungsaktivitat beteiligt sind, standen trunkierte Varianten des hMR zur Verfi-
gung. Die trunkierte Version MR-CDEF beinhaltet beispielsweise im Vergleich zum hMR voller

Lange keine N-terminale A/B-Domine. Die A/B-Doméane besitzt eine ligandenunabhingige
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Region mit intrinsischer inhibitorischer Funktion, so dass die trunkierte hMR-Variante CDEF
nicht mehr dem Einfluss dieser Regionen unterliegt und somit Aldosteron den hMR starker
stimulieren kdnnte (45).

Durch Aldosteron lieBen sich in OK-Zellen sowohl der ungekiirzte hMR als auch die gekiirzte
Variante hMR-CDEF aktivieren (Abb. 26). Dabei fiel auf, dass sich der hMR-CDEF sehr viel star-
ker aktivieren lieR als die ungekirzte Variante, was zeigt, dass im hMR mit der vollen Lange
innerhalb der A/B-Region tatsachlich inhibitorische Abschnitte enthalten sind (187), welche
beim hMR-CDEF fehlen. Dieser Effekt war sowohl konzentrations- als auch zeitabhdngig zu

beobachten (Abb. 26 (a) und (b)).
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Abb. 26: (a) Konzentrations- und (b) zeitabhangige Wirkung von Aldosteron auf die GRE-SEAP-
Aktivierung in OK-Zellen, die entweder mit dem hMR voller Linge oder einer gekirzten
(,trunkierten”) Variante (hMR-CDEF) transfiziert wurden: Sowohl die trunkierte hMR-CDEF-
Variante als auch die Variante voller Lange liel8 sich konzentrations- und zeitabhangig durch
Aldosteron stimulieren. (n > 3; * p < 0,05)

Fiir den hMR voller Lange wurde in Abschnitt 4.3.3, Abb. 23 beschrieben, dass die simultane
Inkubation von mit hMR-transfizierten OK-Zellen mit 10 nM Aldosteron und 200 uM Sin-1 zwar
eine Stimulation des GRE-SEAP-Modells hervorrief, die auf eine Aktivierung des hMR zuriickzu-
fihren war, diese Stimulation war aber nicht so stark wie die durch 10 nM Aldosteron allein
erzielte. Wurden nun unter den selben Bedingungen hMR-CDEF-transfizierte OK-Zellen

inkubiert, zeigte sich, dass zwischen Stimulation mit Aldosteron allein bzw. Aldosteron + Sin-1
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kein signifikanter Unterschied hervorgerufen wurde (Abb. 27). Das zeigt, dass Sin-1 die inhibie-
rende Wirkung der N-terminalen A/B-Domédne des hMR verstirkt, wenn dieser durch
Aldosteron stimuliert wird.

Wird fir hMR-CDEF-transfizierte OK-Zellen also postuliert, dass der Simultaneffekt von
Aldosteron + Sin-1 A/B-Domaéanen-abhangig ist, ware eine mogliche Erklarung, dass Sin-1 Ver-

anderungen bewirkt, die die konformationelle Anderung des Rezeptors nach Ligandenbindung

beeinflusst.
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Abb. 27: Sin-1-abhdngige Wirkung von Aldosteron auf OK-Zellen, die entweder mit dem hMR
voller Lange oder der trunkierten Variante hMR-CDEF transfiziert wurden: Die Abnahme der
stimulierenden Wirkung in OK-Zellen, welche mit dem hMR voller Lange transfiziert wurden
und die durch Zugabe von Sin-1 zu Aldosteron hervorgerufen wird, kann unter Verwendung
der trunkierten hMR-CDEF-Version nicht beobachtet werden. (n = 3; * p < 0,05)

4.4 Protein-Tyrosin-Nitrierung

4.4.1 Protein-Tyrosin-Nitrierung in OK-Zellen

Als mogliche Ursache einer veranderten hMR-Aktivitdt werden posttranslationale Protein-
Modifikationen, welche durch Radikaleinfluss entstehen, diskutiert. Dazu zdhlen z.B. die S-
Nitrosylierung, Carbonylierung und die Protein-Tyrosin-Nitrierung, die auch in dieser Arbeit
durch Sin-1 an BSA hervorgerufen werden konnte (Abschnitt 4.2.2). Sin-1 setzt die Radikale NO

und O, frei, welche nach Bildung von ONOO" in der Lage sind, die in den Proteinen enthalte-
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nen Tyrosin-Reste zu nitrieren. Da das hMR-Protein ebenso Tyrosin-Reste enthalt, bestand die
Uberlegung, dass nach Inkubation der hMR-transfizierten OK-Zellen mit NO-Radikal-Donoren
eine Nitrierung auftreten konnte.

Um dies zu Uberprifen, wurden mit EGFP-hMR transfizierte OK-Zellen mit 1000 uM Sin-1 bzw.
SNAP fiir entweder 1 oder 24 Stunden inkubiert. Nach dieser Behandlung konnte sowohl nach
einer als auch nach 24 Stunden im Western Blot keinerlei nitriertes Protein nachgewiesen
werden (Abb. 28). Zu erwarten gewesen ware zumindest eine der Lange nach verwischte Ban-
de wenigstens nach Inkubation mit Sin-1, da im Modell der BSA-Nitrierung eine Nitrierungsfa-

higkeit prinzipiell nachgewiesen werden konnte.

Anti-Nitro-Tyrosin-WB

- 130 kDa -

- 95 kDa -
-72 kDa -
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Abb. 28: Nachweis von Nitro-Tyrosin nach 24-stlindiger Inkubation mit Sin-1 oder SNAP in OK-
Zellen, welche entweder nicht oder mit EGFP-hMR transfiziert wurden (reprédsentativer Blot).
In diesem reprasentativen Western Blot konnte keinerlei nitriertes Tyrosin nachgewiesen wer-
den.

4.4.2 Protein-Tyrosin-Nitrierung in HEK293-Zellen

Die Inkubation von Zellen mit den Radikal-Donoren Sin-1 bzw. SNAP wurde anstatt mit OK-
Zellen wie unter 3.4.1 aufgefiihrt mit HEK293-Zellen wiederholt. Es sollte getestet werden, ob
eine Nitrierung intrazelluldrer Proteine durch Radikal-Donoren bei einer Zell-Linie einer ande-
ren Spezies moglich ist. Hierflir wurden die HEK293-Zellen wiederum mit dem EGFP-hMR
transfiziert. Es erfolgte weiterhin die anschlieBende Inkubation mit 1000 uM Sin-1 oder 1000

UM SNAP fir 24 Stunden. Darauf folgte die Western Blot-Analyse mit dem anti-Nitro-Tyrosin-
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Antikorper (Abb. 29 (a)). Es waren auch bei den HEK293-Zellen keinerlei Banden zu erkennen,
die auf eine Nitrierung hatten schlief3en lassen.

Um sicherzugehen, dass die HEK293-Zellen mit EGFP-hMR transfiziert waren, wurden die
Lysate aus den selben Zellen in einem weiteren Western Blot-Versuch gegen EGFP getestet. In
Abb. 29 (b) erkennt man deutlich, dass in allen Proben der EGFP-hMR exprimiert wurde, der,

falls er nitriert worden waére, ein Signal hatte geben mussen.

(a) (b)

Anti-Nitro-Tyrosin-WB Anti-EGFP-WB
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Abb. 29: (a) Nachweis von Nitro-Tyrosin. Mit EGFP-hMR transfizierte HEK293-Zellen wurden
eine bzw. 24 Stunden mit Vehikel, Sin-1 oder SNAP inkubiert. Danach wurden in den Lysaten
Nitro-Tyrosin-Reste mittels Western Blot detektiert. Reprasentativer Blot von drei Versuchen.
(b) Nachweis der Expression des EGFP-Fahnchens in den selben Zell-Lysaten, das an den hMR
gekoppelt war, welcher in die HEK293-Zellen transfiziert wurde.

4.4.3 Protein-Tyrosin-Nitrierung in Zell-Lysaten mittels Sin-1 bzw. SNAP

Anstatt die intakten HEK293-Zellen mit den Radikal-Donoren zu inkubieren, wurden deren Zell-
Lysate mit 1000 uM Sin-1 bzw. 1000 uM SNAP inkubiert. Es wurden Lysate aus HEK293-Zellen
verwendet, die a) nicht mit hMR transfiziert wurden oder b) mit EGFP-hMR transfiziert wurden
oder c) zunachst mit EGFP-hMR transfiziert und anschlieRend mit 1 nM Aldosteron stimuliert
wurden. Unter Verwendung des Anti-Nitro-Tyrosin-Erstantikdrpers im Western Blot (Abb. 30)
war bei allen drei Ansdtzen ausschlieRRlich bei den mit Sin-1 inkubierten Zell-Lysaten ein Uber
die gesamte Lange verwischtes Signal zu erkennen. Diese verwischte Bande nach Inkubation
mit Sin-1 weist darauf hin, dass nicht nur einige wenige Proteine nitriert werden kdnnen, son-
dern eine Vielzahl, da sie Tyrosin-Reste enthalten. Durch die Lysierung scheinen eventuell vor-
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handene Protektionsmechanismen der Zelle aufgehoben zu sein, die bei intakten Zellen noch
aktiv waren. Damit kann gezeigt werden, dass die Proteine zumindest in den Zell-Lysaten prin-
zipiell durch Sin-1 nitriert werden konnen. SNAP, das NO freisetzt, hatte keine Nitrierung der

Proteine zur Folge.

Anti-Nitro-Tyrosin-Western Blot
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a) HEK-Lysat-Kontrolle, ohne hMR
¢) EGFP-hMR-transfizierte + 1 nM
Aldosteron stimulierte HEK-Lysate

b) EGFP-hMR-transfizierte HEK-Lysate

Abb. 30: Protein-Nitrierung in HEK293-Zell-Lysaten. HEK293-Zellen wurden zuerst lysiert, bevor
sie fuir 6 Stunden mit 1000 uM Sin-1 oder 1000 uM SNAP inkubiert wurden: Es lieR sich mittels
Western Blot unabhangig von der Transfektion mit EGFP-hMR und/oder Aldosteron-Stimu-
lation eine durch Sin-1 hervorgerufene unspezifische Bande nitrierter Proteine nachweisen.
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5. Diskussion

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen weltweit die filhrende Todesursache dar. 2012 starben
laut WHO weltweit geschatzt 17,5 Millionen Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen,
was 31 % der globalen Sterbefédlle entspricht. Dabei entfallen allein 7,4 Millionen Todesfélle
auf die koronare Herzkrankheit (188). Zahlreiche klinische Studien, darunter insbesondere die
RALES-, EPHESUS- und 4E-Studie, konnten die Beteiligung von Aldosteron und dem aktivierten
Mineralokortikoidrezeptor an der Entstehung kardiovaskuldarer sowie renaler Erkrankungen
nachweisen (6;7;140). Abseits seiner klassischen Wirkungen auf den Elektrolyt- und Volumen-
haushalt scheint der aktivierte MR jedoch nicht allein in der Lage zu sein, Veranderungen wie
z.B. endotheliale Dysfunktion, Fibrosierung und lokale Inflammationsreaktionen zu induzieren
(5;138). Bekannt ist, dass ein gewisses Umgebungsmilieu notwendig zu sein scheint, welches
zur pathophysiologischen MR-Aktivierung fihrt. Hierfir wurde der Begriff ,Koinzidenz-Modell”
gepragt (5). Es gibt Hinweise darauf, dass Anderungen des Redox-Status bzw. eine verdnderte
Radikal-Bildung, in Form von reaktiven Stickstoff- und Sauerstoff-Spezies (RNS bzw. ROS), da-
ran beteiligt sind (35;129).

Die Griinde, die diese pathologische MR-Aktivierung mit verursachen, sind Gegenstand vieler
aktueller Studien. In der vorliegenden Arbeit sollen mogliche Ursachen und Mechanismen ei-

ner pathologischen MR-Aktivierung durch nitrosativen Stress naher beleuchtet werden.

5.1 Der nitrosative Stress im experimentellen Modell

Nitrosativer Stress in OK- oder HEK293-Zellen wurde in den Experimenten mittels SNAP und
Sin-1 hervorgerufen. Wahrend SNAP ein reiner NO-Donor ist, setzt Sin-1 sowohl NO als auch
0, frei, welche wiederum ONOO" bilden.

Die Anwesenheit dieser Radikal-Donoren hatte keinen relevanten Einfluss auf die Proteinmen-
ge der Zellen. Demnach kam es durch deren Zugabe nicht zu einem Absterben der Zellen
(4.2.3), was einen zytotoxischen Effekt in den gewadhlten Sin-1- und SNAP-Konzentrationen
ausschlieBt. Ebenso lieR sich kein Einfluss auf die hMR-Menge nachweisen. Das bedeutet, die
durchzufiihrenden Versuche wurden nicht durch quantitative Schwankungen des hMR beein-

flusst (4.2.4).

5.2 Der Umgang mit unterschiedlichen Zell-Linien: OK bzw. HEK293

Urspriinglich sollten die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche mit HEK293-Zellen als Vertre-
ter einer humanen Zell-Linie durchgefiihrt werden. In den anfanglichen GRE-SEAP-Reporter-

gen-Versuchen stellte sich jedoch bald heraus, dass das Arbeiten mit den HEK293-Zellen
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schwierig war. Sie hafteten nur ungeniigend an der Kulturflache an, so dass sie wahrend der
notwendigen Waschschritte in nennenswertem Umfang fortgespiilt worden sind. Aus diesem
Grund wurde fiur die Reportergen-Assays auf die OK-Zell-Linie, dh. Nierenzellen aus dem pro-
ximalen Tubulus des Opossums, ausgewichen. Andere Versuchsreihen, wie Western Blot und
ELISA, wurden, wenn moglich, sowohl mit OK-Zellen als auch mit HEK293-Zellen durchgefihrt.
Dabei zeigte sich, dass EGFP als Transfektionskontrolle die bessere Wahl bei HEK293-Zellen
darstellte, wahrend fir OK-Zellen LacZ besser geeignet war.

Mittels Western Blot konnte am Beispiel des EGFP-hMR auch fiir die OK-Zellen gezeigt werden,
dass Plasmide erfolgreich in die Zellen eingeschleust werden konnten und eine Expression der
artfremden Proteine erfolgte. Jedoch war die Proteinbande in Hohe des EGFP-hMR-Proteins
schwiécher ausgebildet als es bei den HEK293-Zellen der Fall war, was darauf schlieRen lasst,
dass in den OK-Zellen weniger EGFP-hMR exprimiert wurde.

In den GRE-SEAP-Reportergen-Assays zeigte nach Transfektion der OK-Zellen mit dem EGFP-
hMR die alleinige Inkubation mit Aldosteron als Positivkontrolle die Funktionalitdt des Ver-
suchssystems an: Aldosteron steigerte die Transaktivierungsaktivitdt des hMR. Somit lieflen
sich mit EGFP-hMR transfizierte OK-Zellen mittels Aldosteron effektiv stimulieren. Im Vergleich
zu den HEK293-Zellen waren die OK-Zellen allerdings geringer stimulierbar. Wahrscheinlich
befand sich in den OK-Zellen quantitativ weniger hMR, was durch die schwachere Proteinban-
de im Western Blot erkennbar war. Eine Transfektionskontrolle in den Reportergen-Assays (bei
den OK-Zellen das LacZ-Plasmid) gibt eben nur an, wie gut dieses Kontroll-Plasmid, nicht je-

doch wie gut das EGFP-hMR-Plasmid in die Zelle geschleust werden konnte.

5.3 Einfluss von NO auf die transkriptionelle hMR-Aktivitat

NO, welches aus Endothelzellen als Antwort auf chemische oder physikalische Stimuli freige-
setzt wird, fihrt zu Vasodilatation, vermindertem GefaRwiderstand mit erhohtem regionalem
Blutfluss, einem reduzierten systemischen Blutdruck und Thromboseschutz durch verminderte
Neigung zur Plattchenaggregation. Zudem inhibiert es die Proliferation der glatten Gefallmus-
kulatur und reduziert die Leukozyten-Adhasion und —Migration, wodurch inflammatorische
Prozesse inhibiert werden (168). NO wirkt demnach als vasoprotektive Substanz (60).

Bislang ist die Wirkung, die Stickstoffmonoxid und dessen Abkémmlinge auf den MR hat, wei-
testgehend unerforscht. Lediglich Ruhs et al. wiesen eine durch nitrosativen Stress hervorgeru-
fene Beeinflussung der genomischen Kortikosteroidrezeptorfunktion nach (59).

In der vorliegenden Arbeit bewirkte der NO-Donor SNAP in niedriger Konzentration (200 uM)
keine Anderung der hMR-Aktivitit. Der hMR schien demnach unter einem geringeren NO-

Einfluss weder inhibiert noch stimuliert zu werden. Dagegen war in Anwesenheit hoher NO-

-59-



Diskussion

Konzentrationen (entsprechend 1000 uM SNAP) eine verringerte hMR-Aktivitdt zu beobach-
ten. Hierbei kdnnte es sich um einen unspezifischen Einfluss der hohen NO-Konzentration auf
die Grundaktivitat des Reportergen-Assays gehandelt haben und war moglicherweise gar kein
Effekt auf den Liganden-freien hMR. Eine besonders starke Inhibition durch NO konnte jedoch
bei dem von Aldosteron aktivierten hMR beobachtet werden. Dies ldsst sich nicht nur durch
eine unspezifische Einwirkung auf die Reportergen-Grundaktivitat erklaren. Die Inhibition war
umso ausgepragter, je hoher die SNAP-Konzentration gewahlt wurde. Die Hemmung des
Aldosteron-stimulierten hMR durch NO wurde auch von Ruhs et al. beobachtet, die dhnliche
Versuchsreihen mit dem NO-Donor SNAP sowie dem ONOO'™ - Donor Sin-1 an HEK293-Zellen
durchfihrten (59). Denkbar wére, dass NO im Rahmen seiner vasoprotektiven Eigenschaften
eine ,beruhigende” Wirkung auf den aktivierten hMR ausiibt, so dass die pathologische Akti-
vierung verhindert wird. Die durch NO gehemmte Aldosteron-induzierte MR-Aktivitat kénnte
ein Ansatz zur Erklarung sein, warum gerade unter krankhaften Vorbedingungen mit endo-
thelialer Dysfunktion (z.B. kardiovaskulare Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Hypercholesterindmie, Zigarettenrauchen) bzw. bei geschadigten Gefillen (z.B. bei
Herzinsuffizienz, Arteriosklerose, postinfarziell) eine vermehrte und pathologische MR-Aktivie-
rung beobachtet wird (3;151). Denn diese Voraussetzungen bedingen eine verminderte NO-
Verflgbarkeit, womit die gefallschiitzende NO-Wirkung verloren geht: Es kommt zu einem
Ungleichgewicht zwischen NO- und ROS-Bildung in der GefaBwand zugunsten des oxidativen
Stresses durch eine eNOS-Entkopplung und einer gesteigerten NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat
(148;189). Zeitgleich wird ein Circulus vitiosus geschaffen: Aldosteron fihrt zu einer Verstei-
fung der vaskularen Endothelzellschicht, weshalb durch Scherstress weniger NO freigesetzt
werden kann und so zu endothelialer Dysfunktion beitragt (168). Zusatzlich wird Aldosteron-
induziert vermehrt NAD(P)H-Oxidase-abhangig ROS produziert, welches vorhandenes NO weg-
fangt (168).

Die RALES-Studie hat gezeigt, dass die Inhibierung des MR mit Spironolakton zu einer 30%igen
Reduktion der Mortalitat bei Patienten mit Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt fihrt (7). Eine
Rolle scheint hierbei die NO-Verfligbarkeit zu spielen, denn die Gabe von Eplerenon (ebenfalls
ein MR-Antagonist mit jedoch selektiverer Wirkung) verbesserte im Tiermodell mit Kaninchen
nach myokardialer Ischamie die NO-Bioverfiigbarkeit und es verbesserte die endotheliale Dys-
funktion durch verminderten oxidativen Stress (148;170).

Dies unterstiitzt die Annahme, dass sich die Anwesenheit von NO protektiv auf eine pathologi-

sche MR-Aktivierung auswirkt, wie es in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde (Abb. 31).
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‘genomische hMR-Aktivitit
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Abb. 31: Schematische Ubersicht der Einfliisse von Stickstoffmonoxid und Peroxynitrit auf die
genomische (transkriptionelle) hMR-Aktivitat im GRE-SEAP-Reportergen-Assay in OK-Zellen mit
bzw. ohne Aldosteron-Stimulation und mogliche Konsequenzen.

((h)MR: (humaner) Mineralokortikoidrezeptor, NO: Stickstoffmonoxid, ONOO: Peroxynitrit, RNS: reakti-
ve Stickstoffspezies)

5.4 Einfluss von Peroxynitrit auf die transkriptionelle hMR-Aktivitat

Bei der Klarung der Frage, wie der MR in einem gewissen Umgebungsmilieu trotz oftmals nor-
maler oder sogar erniedrigter Aldosteron-Plasma-Konzentration aktiviert wird, stofft man un-
weigerlich stets auf die Anwesenheit von ROS und RNS. Dabei scheint die Bildung oxidativer
Spezies (z.B. durch die NADPH-Oxidase) nicht nur die Folge einer unangebrachten MR-Aktivie-
rung zu sein (14;170). Es haufen sich Studien, die nahelegen, dass eine erhohte Menge an ROS
in der Lage zu sein scheint, den MR Liganden-unabhéngig zu aktivieren (4). Peroxynitrit steht
stellvertretend fiir sowohl oxidativen als auch nitrosativen Stress, wie er in der GefaRwand
durch endotheliale Dysfunktion und Inflammationsprozesse entsteht (148). In den wahrend
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit OK-Zell-Kulturen bewirkte der Peroxynitrit-
Donor Sin-1 eine Stimulation der Aktivitdt des freien, also Aldosteron-ungebundenen hMR,
welche nach 24 Stunden und bei einer hohen ONOO™ -Konzentration (entsprechend 1000 uM
Sin-1) am starksten ausgepragt war (Abb. 31). Dies war auf eine hMR-Beeinflussung zurickzu-
fihren, da Sin-1 die Grundaktivitdt des GRE-SEAP-Reportergen-Assays in Abwesenheit des
hMR nicht beeintrachtigte.

Ruhs et al. beobachteten eine Aktivitdtszunahme des Liganden-ungebundenen MR sowie eine

Translokation des Liganden-ungebundenen MR in den Zellkern von HEK293-Zellen durch den
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ONOO’ -Donor Sin-1 (59). Nagase et al. konnten fir embryonale Ratten-Kardiomyozyten eben-
falls zeigen, dass oxidativer Stress zu einer Aktivitatssteigerung und zu einer vermehrten Trans-
lokation in den Zellkern sowohl des freien als auch des mit Hormon-gebundenen MR fiihrte.
Die Autoren fanden heraus, dass hierbei als Vermittler Racl beteiligt ist, eine kleine GTPase
der Rho-Familie, die Bestandteil der NADPH-Oxidase ist (190). In in vitro-Studien mit Maus-
Aortas konnten Newfell et al. einige Gene identifizieren, die nur in Anwesenheit freier Sauer-
stoffradikale durch Aldosteron-Einfluss stimuliert wurden (172). Auch im Tiermodell mit
Angiotensin ll-induziert hypertensiven Ratten konnte bereits gezeigt werden, dass eine MR-
Aktivierung durch oxidativen Stress zu linksventrikuldrer diastolischer Dysfunktion fuhrt (191).

Zahlreiche Studien haben bislang beschrieben, dass der vermehrte Anfall von ROS und RNS
eine Folge einer verstarkten Aldosteron-Einwirkung bzw. Folge einer MR-Aktivierung darstellt
(14;136). Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse deuten jedoch zusatzlich zu
den oben beschriebenen Ergebnissen anderer Autoren an, dass nitrosativer Stress ebenso eine
Ursache einer vermehrten MR-Aktivierung sein kann. Denkbar ist, dass daraus eine Art Teu-

felskreis entsteht, der zu einer anhaltenden pathogenen MR-Aktivierung fuhrt.

Peroxynitrit fihrte wie NO in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen zu einer Redukti-
on der Aktivitdt des Aldosteron-stimulierten hMR in OK-Zellen. Jedoch bewirkte ONOO™ dies
erst bei erhohten Sin-1-Konzentrationen (1000 puM). Ein &dhnliches Ergebnis konnte mit
HEK293-Zellen ebenfalls im GRE-SEAP-Reportergen-Assay von Ruhs et al. beobachtetet werden
(59). Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dass Sin-1 bei pathologisch hohen Aldosteron-
Konzentrationen (10 nM) moglicherweise als partieller Antagonist agiert. Hingegen erzielten
Nagase et al. eine signifikant gesteigerte Aktivitdt des Hormon-gebundenen MR durch
oxidativen Stress mit embryonalen Ratten-Kardiomyozyten (190), was zeigt, dass die Ursache-
Wirkungs-Beziehung zwischen ROS/RNS und dem MR deutlich komplexer zu sein scheint. Diese

uneinheitlichen Ergebnisse lassen Freiraum flr weiterfihrende Untersuchungen.

5.5 Einfluss von NO und Peroxynitrit auf die transkriptionelle hGR-Aktivitat

Obwohl der hGR der engste Verwandte des hMR ist (62), sind die in dieser Arbeit bisher ge-
zeigten Ergebnisse nicht automatisch auf diesen Steroidhormonrezeptor libertragbar. In den
durchgefiihrten Experimenten mit OK-Zellen konnte so wie beim Hormon-freien hMR die hGR-
Aktivitdt in Anwesenheit von hohen NO-Konzentrationen (entsprechend 1000 uM SNAP) ge-
hemmt werden. NO scheint ahnlich wie beim hMR eine , beruhigende” Wirkung auf den hGR
auszulben. Hingegen fihrten, anders als beim Liganden-freien hMR, hohe ONOO™ -Konzentra-

tionen (entsprechend 1000 uM Sin-1) zu einer reduzierten Aktivitdt des Liganden-freien, dh.
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unstimulierten hGR. Qualitativ vergleichbar mit dem Aldosteron-stimulierten hMR riefen so-
wohl ONOO" als auch NO in erhéhten Konzentrationen (je 1000 uM Radikal-Donor) eine ver-
minderte Aktivitat des durch Dexamethason stimulierten hGR hervor. Der nitrosative Stress
durch NO und Peroxynitrit fihrte demnach bei beiden Liganden-stimulierten Steroidhormon-
rezeptoren zu einer inhibierenden Wirkung.

Moglicherweise beruht dieser Effekt auf die hGR-Aktivitdt auf einer Beeinflussung der Translo-
kation in den Zellkern. Okamoto et al. konnten zeigen, dass unter oxidativen Stressbedingun-
gen die Translokation des Liganden-gebundenen GR in den Zellkern verhindert wurde, so dass
in Reportergen-Versuchen unter oxidativem Stress eine reduzierte GR-Aktivitdt beobachtet
wurde (192).

Allgemein wird den Glukokortikoiden eine anti-inflammatorische und anti-angiogene Wirkung
zugeschrieben (193). Denkbar ware auch, dass die Unterdriickung der zelluldren Glukokorti-
koid-Wirkung wahrend inflammatorischer Prozesse von physiologischer Bedeutung ist oder
dass sie unter krankhaften Bedingungen zur Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion
beitragt.

Es gibt mittlerweile die Erkenntnis, dass Glukokortikoide unter gewissen Voraussetzungen, wie
einem Glukokortikoid-Exzess (z.B. beim Cushing-Syndrom) oder beim Auftreten kardiovaskula-
rer Risikofaktoren Inflammations- und Atherosklerose-fordernde Wirkung besitzen kénnen
(193). Dafir spricht auch, dass die 11-beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1, welche die Plas-
ma-Glukokortikoide zu aktiven Metaboliten katalysiert, in glatten GefaBRmuskelzellen
exprimiert und durch pro-inflammatorische Zytokine stimuliert wird (193). Die in dieser Arbeit
gezeigte Inhibierung des GR durch NO und ONOQO" kénnte moglicherweise als vasoprotektive
Reaktion auf den nitrosativen und oxidativen Stresszustand zur Aufhebung der antiangiogenen

Wirkung beitragen.

5.6 Einfluss von Peroxynitrit auf die A/B-Doméine des hMR

Wie in Abschnitt 4.3 und 4.4 beschrieben, war die Aktivitdit des hMR-voller Lange durch
nitrosativen Stress beeinflussbar. Da der hMR aus verschiedenen Domanen besteht, stellte sich
die Frage, welche dieser Domanen fiir die aufgezeigten Effekte verantwortlich sein konnten.
Aus diesem Grund wurden mogliche Wirkorte des nitrosativen Stresses am hMR untersucht.
Einer trunkierten Variante des MR, dem MR-CDEF, fehlt die N-terminale A/B-Domane, welche
eine Liganden-unabhdngige Region mit intrinsischer inhibitorischer Funktion besitzt, so dass
diese hMR-Variante nicht mehr dem Einfluss dieser Regionen unterliegt und somit Aldosteron
den hMR starker stimulieren konnte (45). Zudem ist die N-terminale Domane eine Angriffsre-

gion fir diverse Koregulatoren.
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Wahrend der Versuche bewirkte ONOO™ eine gesteigerte Aktivitat des durch Aldosteron stimu-
lierten trunkierten hMR-CDEF im Reportergen-Assay, wahrend die Aktivitdt des vollstandigen
hMR, der mit Aldosteron stimuliert wurde, durch ONOO™ gehemmt wurde. Demnach kénnte
die A/B-Doméne des (Aldosteron-stimulierten) hMR potenzieller Wirkort von ONOO" sein.
Moglicherweise stimuliert ONOO™ die inhibierende A/B-Doméne in ihrer Aktivitat, wenn der
hMR (voller Lange) durch Aldosteron stimuliert wird. Dies konnte beispielsweise durch
konformationelle Anderungen des Steroidrezeptors nach Ligandenbindung geschehen oder
durch eine veranderte Bindung von Koaktivatoren bzw. Korepressoren. Zur veranderten Bin-
dung von Koregulatoren an den hMR in Bezug auf diesen Sachverhalt ist jedoch noch nichts

bekannt.

5.7 Die Tyrosin-Nitrierung: Der FuRabdruck durch nitrosativen Stress

Die transkriptionelle Aktivitdat nukledrer Rezeptoren inklusive des MR kann auf vielfiltige Wei-
se beeinflusst werden: z.B. Uber die exprimierte Menge des MR, Beeinflussung der Transloka-
tion in den Zellkern, epigenetische Modifikationen, Rekrutierung von Koregulatoren und Inter-
aktion mit anderen Transkriptionsfaktoren (190). Posttranslationale Modifikationen sind eine
weitere Moglichkeit, die Funktion von Proteinen wie des MR zu beeinflussen. Als solche Modi-
fikationen wurden fir den hMR bislang u.a. die Phosphorylierung, Ubiquitinylierung,
Sumoylierung und Acetylierung beschrieben (22;190). Bekannt ist desweiteren, dass unter
Einwirkung von Peroxynitrit bzw. RNS die Nitrierung von Tyrosin-Resten zur Bildung von 3-
Nitro-Tyrosin als posttranslationale Proteinmodifikation fiihrt und demnach einen ,Fullab-
druck” des nitrosativen Stresses hinterldsst (161;163).

Eine Frage der vorliegenden Arbeit war, ob es eine Tyrosin-Nitrierung des hMR-Proteins gibt,
was zu strukturellen und somit auch moglichen funktionellen Beeintrachtigungen fiihren kénn-
te. Zunachst wurden die Radikal-Donoren Sin-1 und SNAP mit Rinder-Albumin (BSA) inkubiert.
Wie zu erwarten war, fiihrte lediglich das Sin-1, welches zur Anwesenheit von ONOO™ fiihrt, zur
Nitrierung der Tyrosin-Reste im BSA. Mit SNAP, entsprechend NO, war keine Tyrosin-Nitrierung
zu erzielen. Im nachsten Schritt wurden intakte, dh. nicht lysierte OK-Zellen bzw. intakte
HEK293-Zellen mit den Radikal-Donoren inkubiert. Uberraschenderweise konnte keinerlei nit-
riertes Protein mittels Western Blot-Analyse nachgewiesen werden. Nach Lysierung der (sel-
ben) HEK293-Zellen, dh. nach Zerstorung der Zellmembran, war jedoch die Nitrierung vieler
Tyrosin-haltiger Proteine als eine der Lange nach verwischte Bande im Western Blot nachweis-
bar.

Trotz Variation der experimentellen Bedingungen gelang es nicht, die Nitrierung des hMR oder

anderer Proteine in intakten HEK293-Zellen nachzuweisen: z.B. wurden verschiedene Erst-
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Antikdrper-Konzentrationen und diverse Zweit-Antikérper verwendet, die Versuche wurden
mehrfach auch mit unterschiedlichen Inkubationszeiten wiederholt und es wurden unter-
schiedliche Membrantrdger verwendet, um unspezifische Interaktionen mit den Antikérpern
zu vermeiden. Dass das Versuchsmodell prinzipiell funktionstlichtig war, konnte anhand des
tyrosinnitrierten BSA und anhand der tyrosinnitrierten Zell-Lysate gezeigt werden.

Es besteht aber auch die Mdglichkeit, dass die intakten Zellen in der Lage waren, die Tyrosin-
Nitrierung durch Schutzmechanismen zu verhindern, bspw. durch intrazelluldr vorkommende
Radikal-Fanger oder hocheffektive Denitrasen, so dass die Menge an entstandenem Nitro-
Tyrosin unterhalb der Nachweisgrenze gelegen haben kénnte. Der Nachweis einer Denitrase
ist in der Literatur bislang nicht zu finden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass nitrierte Protei-
ne nicht ausschlieBlich durch deren Abbau (Turnover) eliminiert werden, sondern auch einem
,Recycling” unterliegen, welcher bspw. durch selektive Denitrasen gesteuert sein konnte
(156;164). Durch die in dem soeben vorgestellten Versuch durchgefiihrte Lyse scheinen even-
tuell vorhandene Protektionsmechanismen der Zelle aufgehoben worden zu sein, so dass eine
unspezifische Nitrierung aller Tyrosin-Reste erfolgte. Letztlich bleibt es unklar, wieso kein
Nitro-Tyrosin in der intakten Zelle nachzuweisen war. Somit konnte die Frage, ob eine Tyrosin-

Nitrierung des hMR in der intakten Zelle stattfindet, nicht beantwortet werden.

5.8 Perspektiven

Es konnte in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass nitrosativer Stress, im Speziel-
len Peroxynitrit, in der Lage ist, den hMR auch unabhéngig von einer Liganden-Bindung zu akti-
vieren. Demnach besitzt nitrosativer Stress eine pathophysiologische Relevanz, die zur inada-
quaten MR-Aktivierung beitragen kann. Die zelluldren Mechanismen, die dieser Aktivierung
zugrunde liegen, wurden in dieser Arbeit am Beispiel der durch Peroxynitrit hervorgerufenen
3-Nitro-Tyrosin-Bildung als ein moglicher Aspekt betrachtet. Weitere verursachende Mecha-
nismen der unangebrachten MR-Aktivierung konnten anderweitige posttranslationale MR-
Modifikationen, die Beeinflussung von Koregulatoren durch Peroxynitrit, die Translokation des
MR vom Zytoplasma in den Zellkern und MR-DNA-Interaktionen betreffen, welche Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein kdnnten. Interessant ware es auch, die Wirkung nitrosativen
Stresses auf die MR-Aktivierung in anderen Zell-Modellen, bspw. myokard- oder endothel-
stdmmigen Zellen, zu untersuchen. Im nachsten Schritt ware dann am Tiermodell die in vivo-
Beeintrachtigung des MR durch nitrosativen Stress zu Uberprifen.

Dann mussten auch exogene Faktoren Berlicksichtigung finden, die auf den Organismus ein-
wirken, wie z.B. NO-freisetzende Pharmazeutika bei Hypertonie. Diese kdnnten auf dem Boden

einer endothelialen Dysfunktion mit vermehrter O, -Bildung zur verstarkten Bildung von
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Peroxynitrit beitragen (159). Auf der anderen Seite gibt es den interessanten Ansatz, den
Nachweis Tyrosin-nitrierter Plasmaproteine als prognostischen Risikomarker der KHK zu ver-

wenden (171).

Fir die Grundlagenforschung und die Klinik werden die Verflechtungen des Mineralokortikoid-
rezeptors mit nitrosativem Stress in Zukunft weiterhin mit Sicherheit eine Rolle spielen. Zu-
sammenhange zu diesem Thema wurden bislang kaum untersucht. Bezogen auf die Komplexi-
tat und Vielfaltigkeit moglicher Ansatzpunkte, Interaktionen und Interpretationen gilt bis dahin

wohl folgendes Zitat von Alfred Nobel:

,,Die Schwierigkeiten wachsen, je ndher man ans Ziel kommt“ (194).
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6. Zusammenfassung

Der Mineralokortikoidrezeptor ist ein Steroidhormonrezeptor, dessen klassische Wirkung in
der Regulation des Elektrolyt-Wasser-Haushaltes sowie Blutdruckes liegt. Abseits davon wer-
den dem MR pathogene Effekte im kardiorenovaskuldaren System zugeschrieben, die u.a.
Fibrose- und Inflammationsvorgdange mit kardialer Hypertrophie, Remodellingprozesse und
Bluthochdruckentstehung begiinstigen. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind noch wei-
testgehend ungeklart. Es wird jedoch angenommen, dass bestimmte Umgebungsvorausset-
zungen erfillt sein missen, um den MR fiir derart schadliche Folgen zu aktivieren. Stickstoff-
monoxid ist ein Signalmolekil, welches u. a. im Endothel gebildet wird und dort Einfluss auf
den GefédRtonus, die Zelladhasion und auf das Wachstum der glatten GefaBmuskelzellen aus-
Ubt. NO kann zur Bildung nitrosativer Spezies (RNS, reactive nitrogen species), wie bspw.
Peroxynitrit beitragen, wenn es zu Reaktionen mit ROS (reactive oxygen species) unter inflam-
matorischen Bedingungen kommt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern sich Stickstoffmonoxid bzw. nitrosativer
Stress, am konkreten Beispiel mit Peroxynitrit, auf die transkriptionelle hMR-Aktivitdat und auf
die hMR-Expression auswirkt. Hierflir wurden diverse Untersuchungen mit 2 nierenstammigen

Zell-Kulturen, OK- und HEK293-Zellen, durchgefihrt.

Die vorliegende Arbeit zeigt:

* OK-Zellen besitzen keinen endogenen MR.

* Sowohl OK- als auch HEK293-Zellen lassen sich mit Plasmiden transfizieren, die fiir den hMR
kodieren und sie exprimieren den hMR als Protein.

* Der exprimierte hMR ist funktionell und dosisabhangig im GRE-SEAP-Reportergen-Assay
aktivierbar, wenn er mit den Agonisten Aldosteron oder Dexamethason stimuliert wird.

* Die OK-Zellen lassen sich ebenfalls mit dem hGR-kodierenden Plasmid transfizieren, woraus
ein funktionstiichtiges Protein exprimiert wird, das sich durch Dexamethason und Hydrocorti-
son im GRE-SEAP-Reportergen-Assay stimulieren |dsst.

* Mittels GrieR-Reagenz lasst sich indirekt iber eine Nitrit-Entstehung nachweisen, dass die
Donoren Sin-1 und SNAP beide NO freisetzen.

* Es ist bekannt, dass Sin-1 zusatzlich O, -Radikale freisetzt, die mit NO zu Peroxynitrit reagie-
ren. Peroxynitrit bildet mit Protein-Tyrosin-Resten 3-Nitro-Tyrosin, welches im Western Blot
am Beispiel des BSA nachweisbar ist. SNAP fihrt als reiner NO-Donor nicht zur Tyrosin-

Nitrierung.
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¢ Die Donor-Reagenzien Sin-1 und SNAP haben keinen zytotoxischen Einfluss auf OK-Zellen und
sie beeinflussen weder in OK- noch in HEK293-Zellen die vorhandene Menge des hMR.

* NO inhibiert konzentrationsabhangig die Aktivitat des unstimulierten und des Aldosteron-
stimulierten hMR, moglicherweise als Ausdruck der vasoprotektiven Funktion von NO.

e Die Aktivitdit des eng verwandten hGR liel sich ebenfalls im unstimulierten und im
Dexamethason-stimulierten Zustand durch NO reduzieren, wobei auch hier eine , beruhigen-
de” und damit vasoprotektive Funktion von NO anzunehmen ist.

* Peroxynitrit flhrt zeit- und konzentrationsabhdngig zu einer Aktivitatsstimulation des
Aldosteron-ungebundenen hMR. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass ein pathologisches Um-
gebungsmilieu, hier am Beispiel von Peroxynitrit als Vertreter des nitrosativen und oxidativen
Stresses, zur inadaquaten MR-Aktivierung beitragt.

* Peroxynitrit bewirkt konzentrationsabhingig eine Inhibition der Aldosteron-stimulierten
hMR-Aktivitat. Vergleichend liegen hierzu in der Literatur unterschiedliche Ergebnisse vor, die
eine ndahere Untersuchung bendotigen.

* Peroxynitrit flihrt konzentrationsabhangig sowohl beim unstimulierten als auch beim
Dexamethason-stimulierten hGR zu einer Aktivitdtsabnahme. Eventuell werden somit im pa-
thogenen Umgebungsmilieu die anti-inflammatorischen Eigenschaften des hGR aufgehoben.

* Beim hMR scheint die A/B-Domaéne im Versuch mit einer trunkierten Rezeptor-Variante mog-
licher Angriffsort von Peroxynitrit zu sein.

* Es sollte untersucht werden, ob die Tyrosin-Nitrierung als posttranslationale Proteinmodifi-
kation als Wirkmechanismus einer Peroxynitrit-Anwesenheit in Frage kommt. Der Nachweis
einer 3-Nitro-Tyrosin-Bildung durch Peroxynitrit im heterologen Versuchssystem mit nicht

lysierten OK- bzw. HEK293-Zellen gelang jedoch nicht.

Schlussfolgernd besitzt Peroxynitrit als Vertreter nitrosativen Stresses eine pathophysio-

logische Bedeutung bei der Liganden-unabhangigen MR-Aktivierung. Der genaue Wirkmecha-

nismus bedarf jedoch noch weiterflihrender Untersuchungen.
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8. Thesen

10.

Der humane Mineralokortikoidrezeptor (hMR) weist neben seiner physiologischen Bedeu-
tung fur den Wasser-/Elektrolyt-Haushalt und Blutdruck auch pathophysiologische Effekte
auf und ist an der Entstehung kardiorenovaskuladrer Erkrankungen tber die Férderung von
Fibrose, Inflammation und endothelialer Dysfunktion beteiligt.

Bestimmte Begleitfaktoren sind zur pathogenen hMR-Aktivierung notwendig. Einer dieser
Faktoren sind reaktive Stickstoffspezies (RNS). Im heterologen Zellexpressionssystem (OK-
Zellen) bewirken Stickstoffmonoxid (NO) und das reaktive Derivat Peroxynitrit

(ONOQ) eine Modulation der transkriptionellen hMR-Aktivitat.

NO fihrt in OK-Zellen konzentrationsabhangig zu einer Abnahme der hMR-Aktivitat so-
wohl im unstimulierten als auch im Aldosteron-stimulierten Zustand, moglicherweise als
Ausdruck der vasoprotektiven Funktion von NO.

ONOQO' steigert in OK-Zellen zeit- und konzentrationsabhangig die Aktivitat des unstimu-
lierten hMR. Dies unterstitzt die Hypothese, dass reaktive Stickstoffspezies zur inaddaqua-
ten hMR-Aktivierung beitragen.

Der humane Glukokortikoidrezeptor (hGR) ist der engste Verwandte des hMR. NO und
ONOO" hemmen beide die Aktivitdt sowohl des freien hGR als auch des Dexamethason-
stimulierten hGR in OK-Zellen. Mdéglicherweise unterstitzt NO somit seine vasoprotektive
Funktion. Die Bedeutung von ONOO™ auf die hGR-Aktivitat bedarf weiterer Klarung.

Die transkriptionelle Aktivitat der trunkierten MR-Variante CDEF wird durch ONOO™ an-
ders als beim nicht gekiirzten hMR nach Aldosteron-Stimulation in OK-Zellen stimuliert.
Die MR-A/B-Domiéne kdnnte somit Angriffspunkt von ONOO™ sein.

ONOQO als Stellvertreter fiir RNS ist in der Lage, Protein-Tyrosin-Reste als posttranslatio-
nale Modifikation zu nitrieren. Die Bildung von 3-Nitro-Tyrosin ist mit dem verwendeten
ONOO'" -Donor Sin-1 moglich, eine entsprechende Tyrosin-Nitrierung von Rinderalbumin
ist im Western Blot darstellbar.

In OK- und HEK293-Zellen lasst sich nach ONOO™ -Einwirkung keine Tyrosin-Nitrierung
nachweisen. Erst nach Lyse der Zellen ist eine unspezifische Tyrosin-Nitrierung darstellbar.
Ein Nachweis einer spezifischen Tyrosin-Nitrierung als Folge nitrosativen Stresses am hMR
war nicht moglich. Methodische Ursachen sind dabei wahrscheinlicher als eine Nichtmodi-
fikation des hMR.

Anders als in der Literatur oftmals beschrieben, scheinen reaktive Stickstoff-Spezies als
Ausdruck des zellularen Redox-Status nicht nur Folge einer inaddaquaten hMR-Aktivierung,

sondern auch Ursache dessen zu sein.
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