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4 Einleitung

4.1 Renin und Prorenin

4.1.1 Sekretion von Prorenin und Renin

Renin wurde vor 100 Jahren entdeckt und in einer Pionierarbeit von R. Tigerstedt und P.G.
Bermann beschrieben. Sie nahmen frische Kaninchennieren, zerrieben sie mit Glaspulver in
physiologischer Kochsalzlosung, filtrierten und spritzten den Extrakt einem gesunden
Kaninchen in die Vena jugularis. Bei dem Tier erhohte sich innerhalb von 80 Sekunden der
Blutdruck um etwa 50%. Sie nannten den neu entdeckten Stoff ,,Renin“. Den
pathophysiologischen Aspekt der Renin-Ausschiittung fiir den Bluthochdruck beschrieb
Tigerstedt schon vor hundert Jahren mit erstaunlicher Genauigkeit [1]. Heute, mehr als 100
Jahre spiter, ist die physiologische und pathophysiologische Bedeutung von Renin immer

noch nicht vollstindig erforscht.

Renin ist eine Aspartylprotease, die in den Nieren in den Zellen des juxtaglomeruldren
Apparates (granulierte epitheloide Zellen) gebildet wird. Es wird bei niedrigem Blutdruck und
geringem Natriumgehalt der Niere ausgeschiittet. Auch Katecholamine konnen durch -
Adrenorezeptoren zu einer erhdhten Reninfreisetzung fithren. Zusammenfassend reguliert

Renin langfristig den Blutdruck und wirkt einem starken Blutdruckabfall entgegen.

Renin ist aus zwei homologen Schleifen aufgebaut; im Spalt zwischen den beiden Schleifen
liegt das aktive Zentrum mit zwei katalytischen Aspartatgruppen. Renin ist monospezifisch

und spaltet nur Angiotensinogen (AOGEN).

Die inaktive Vorstufe, Prorenin, ist mit einem zusétzlichen N-terminalen Propeptid mit einer
Linge von 43 Aminosduren ausgestattet, das den enzymatisch aktiven Spalt im Molekiil
bedeckt und damit den Zugang von AOGEN zum aktiven Spalt von Renin verhindert.
Prorenin zirkuliert im Plasma aus unbekannten Griinden in einer Konzentration, die

manchmal bis zu 100 mal hoher ist, als die Konzentration von Renin [2].
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4.1.2 Proteolytische und nicht-proteolytische Prorenin-Aktivierung

Die Proteolytische Aktivierung beinhaltet das Abspalten des Prosegments. In vivo erfolgt
die proteolytische Aktivierung von Prorenin in der Niere. Umwandlungsenzyme sind
Prokonvertase 1 und Cathepsin B [3, 4]. Dieses aktive Renin wird im juxtaglomeruldren
Apparat der Niere gespeichert und kann akut freigesetzt werden. Chronische Stimulation fiihrt

dagegen vorwiegend zur Freisetzung von Prorenin [5].

Die Nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin ist ein reversibler Proze3. Er beinhaltet

ein Herausfalten des Propeptids aus dem enzymatischen Spalt und erfolgt in 2 Schritten [6].

1. Das Propeptid bewegt sich aus dem enzymatischen Spalt.

2. Der Reninteil des Molekiils nimmt seine enzymatisch aktive Konformation ein.

In vitro kann die nichtproteolytische Aktivierung durch einen niedrigen pH-Wert (optimaler

pH-Wert 3,3) und Kilte induziert werden [7, 8].

Séureaktivierung fiihrt zur vollstindigen Aktivierung von Prorenin, Kryoaktivierung zur
teilweisen (rund 15 %) Aktivierung. Nichtproteolytisch aktiviertes Prorenin ist enzymatisch
voll aktiv und kann durch monoklonale Antikdrper erkannt werden, die spezifisch gegen das
aktive Zentrum von Renin gerichtet sind. Wird Prorenin einem Renininhibitor ausgesetzt und
anschlieBend ein Antikorper inkubiert, der gegen das Prosegment gerichtet ist, kann das
Prosegment immer noch nachgewiesen werden [6, 9]. Somit bewirken niedriger pH-Wert und
Kilte eine nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin. Bei Zusatz eines Renininhibitors ist
dieses nichtproteolytisch aktivierte Prorenin natiirlich enzymatisch inaktiv, da das aktive

Zentrum mit dem Renininhibitor blockiert wird.

Kinetische Untersuchungen zur nichtproteolytischen Aktivierung deuten an, dass zwischen
der geschlossenen (inaktiven) Form und der offenen (aktiven) Form ein Gleichgewicht
existiert. Der Inaktivierungsschritt ist temperaturabhéngig und erscheint sehr schnell bei 37 ©
C und neutralem pH-Wert [10]. Demzufolge liegt unter physiologischen Bedingungen nur
ein kleiner Prozentsatz (<2 %) von Prorenin in der offenen aktiven Form vor. Bei Einsatz
eines Renininhibitors wird das Gleichgewicht beeinflusst, da diese Arzneistoffgruppe durch
ihre hohe Affinitdt zum aktiven Zentrum die Inaktivierung verhindert und das Gleichgewicht

zur offenen aber inaktiven Form verschiebt.
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unter physiologischen

Bedingungen (pH 7,4, ®

37°C) befinden sich <2% —) ®
des Prorenin in der offenen

Konformation

P »offen* ,,offen*
aktiv inaktiv

nicht-proteolytisch

proteolytisch
»geschlossen*
inaktiv +
Prosegment
o~J < ‘o > Angl
Renin M g
Renininhibitor (]

Abbildung 1: proteolytische und nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin
Der Renininhibitor bindet an Prorenin, wenn Prorenin in seiner offenen Konformation vorliegt. Nach Bindung
kann das Prosegment nicht in seine geschlossene Position zuriick. Das Gleichgewicht wird in Richtung der
offenen Konformation verschoben. Bei der proteolytischen Aktivierung wird das Prosegment abgespalten und
das Substrat AOGEN hat Zugang zum enzymatischen Spalt. (verdndert nach Danser AH, Deinum J)
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4.2 Das Renin-Angiotensin-System

4.2.1 klassisches RAS

Renin setzt eine Kaskade in Gang, die in mehreren Schritten zum Effektorpeptid Angiotensin

II fuhrt:
399005,59

Anglatensinagen >®

J_';.JJ.}-'_} .~

Angiatensin I

JJJJJJJ

Angictensin 11

|
- l

Vasokonstrikition
Blutdruckanstieg

Abbildung 2: schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems
Renin spaltet AOGEN zu Angiotensin I. Dieses wird durch ACE in Angiotensin II umgewandelt. Angiotensin 11
vermittelt durch Wechselwirkung mit dem ATI1-Rezeptor Vasokonstriktion mit Blutdruckanstieg, renale
Natriumreabsorption, Zellproliferation und Stimulation der Aldosteronfreisetzung.

Als Protease wandelt Renin AOGEN, welches aus der Leber kommt, in Angiotensin I um.
Dieses wiederum wird durch ACE (Angiotensin Converting Enzyme) in Angiotensin II
umgewandelt, welches negativ riickkoppelnd auf die Reninbildung wirkt und somit eine
Reniniiberproduktion verhindert. Die Mehrheit der Angiotensin II-Wirkungen wird iiber den
ATI1-Rezeptor vermittelt. Angiotensin  II-AT1-Rezeptorinteraktion bewirkt glatte
Muskelzellkontraktion in den Gefdlen, Aldosteronfreisetzung mit Natrium- und

Wasserretention und Kaliumausscheidung, Durst, hohen Blutdruck und Tachykardie [11].

Bei Nierenerkrankungen, die die Durchblutung senken wie Stenosen und Arteriosklerose,
wird zuviel Renin gebildet, was sich in einer Erhohung des Blutdruckes, einer arteriellen

Hypertonie, dul3ert.
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4.2.2 Lokales Renin-Angiotensin System

Die Existenz eines lokalen kardiovaskuldren Renin-Angiotensin-Systems (RAS) dient als

Erklarung der Langzeitwirkungen der RAS-Inhibitoren bei Herzinsuffizienz und Hypertonie.

Von einem lokalen RAS darf gesprochen werden, wenn die RAS-Komponenten, die fiir die
Angiotensin II-Synthese notwendig sind, also Renin, AOGEN und ACE, lokal synthetisiert

werden oder durch Aufnahme lokal wirken.

Das intrarenale RAS ist das erste lokale RAS, das beschrieben wurde. Alle Komponenten des
RAS sind in der Niere vorhanden und jeweils in bestimmten Kompartimenten spezifisch
lokalisiert [12-15]. Die Angiotensin II-Konzentrationen in der renalen interstitiellen
Fliissigkeit sind 1000fach hoher als im Plasma. Daraus lésst sich ableiten, dass das intrarenale

Angiotensin II in der Niere gebildet wird [16].

Renin-mRNA ist im Herzen nur in geringen Mengen beziehungsweise nicht nachweisbar.
Kardiale Membranen sind in der Lage, Renin zu binden. Kardiale Gewebespiegel von Renin,
Angiotensin I und II, aber nicht von AOGEN, korrelieren direkt mit den entsprechenden
Plasmaspiegeln. Sowohl im Herzgewebe als auch im Plasma waren die Spiegel nach
bilateraler Nephrektomie nicht mehr nachweisbar. Daher scheint es, dass Renin im Herzen
aus der Niere kommt und die kardiale Angiotensinbildung von renalem Renin abhéngt [17,
18].

Gefalimuskelzellen, Endothelzellen und endokardiale Zellen bilden Angiotensin I und II.
Auch hier wird Renin nicht lokal synthetisiert, sondern iiber die Zellen aus dem Plasma

aufgenommen [17].

4.3 (Pro)Reninrezeptor — eine neue Komponente des RAS

Die Existenz eines lokalen RAS unabhingig vom zirkulierenden RAS hat die Suche nach
zelluldren Bindungsstellen fiir AOGEN und Renin veranlasst. Damit soll ihre Aufnahme ins

Gewebe erklart werden.

Es sind 2 Rezeptoren, die mit dhnlicher Affinitit Renin und Prorenin binden, identifiziert

worden: der Mannose-6-phosphat-Rezeptor (M6PR) und der (Pro)reninrezeptor ((P)RR).
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Der M6PR ist ein Clearancerezeptor, der ausschlieBlich glykosylierte Formen von Renin und
Prorenin bindet. Nach der Bindung kommt es zur Internalisierung und Degradation. Die
intrazelluldre Proteolyse von Prorenin zu Renin bewirkt keine Bildung von intrazelluldrem

Angiotensin I oder II [19-21].

Im Jahre 2002 wurde das RAS um eine Komponente, den (P)RR, erweitert. Im Gegensatz
zum M6PR wird das an den (P)RR gebundene Renin oder Prorenin nicht internalisiert oder
degradiert. Nguyen et al haben den (P)RR auf humanen Mesangialzellen in Zellkultur
identifiziert. Reninbindung induziert eine Hypertrophie und einen Anstieg in Plasminogen
Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) -Synthese [22, 23].

Dieser Rezeptor ist geklont worden nach dem Screening einer humanen adulten Nieren-
Expressionsbibliothek mit 125]_Renin [24]. (P)RR/ATP6AP? ist ein 350-Aminosiuren langes
Protein mit einer einzelnen Transmembrandomine, mit einer unglykosylierten hoch
hydrophoben N-terminalen Doméine und einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz. Die
Bindung an den (P)RR ist spezifisch fiir Renin und Prorenin. Im Folgenden werden Renin und
Prorenin unter der Bezeichnung (Pro)renin zusammengefasst. Rezeptor-gebundenes Renin
besitzt eine Sfach hohere katalytische Aktivitdt. Bei Proreninbindung erreicht Prorenin volle
enzymatische Aktivitit vergleichbar mit jener von Renin in Ldsung. Die Aktivierung von
Renin und Prorenin wird mit einer Konformationsinderung nach Bindung an den Rezeptor
erklart. Zusétzlich induziert Reninbindung intrazelluldr die Aktivierung der Mitogen-

aktivierte Proteinkinasen (MAPK) p44 (ERK1)/p42(ERK?2) [24].

MAPK sind Kinasen, die auf unterschiedlichste Stimuli hin aktiviert d. h. phosphoryliert
werden und durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren zur Expression neuer Gene

fiihren. Es gibt 4 Hauptgruppen von MAPK. Es sind ERK, JNK, p38 und ERKS.

Signale von Zelloberflachenrezeptoren werden direkt oder {iber G-Proteine zu einer Reihe von
Proteinkinasen weitergeleitet, die diese Signale amplifizieren. Die erste Aktivierungsstufe
beinhaltet die MAP4K-Proteine, die niachste Stufe MAP3K-Proteine, wie Raf, TAK, ASK
und MEKKI1. Die MAP2K-Proteine, wie MKK und MEK-Kinasen phosphorylieren dann die
MAPK JNKI1, p38 oder ERK. Die MAPK geben der jeweiligen Kaskade den entsprechenden
Namen. Die MAPK aktivieren Proteinkinasen (MAPKAPK) und viele Transkriptions-
faktoren. Diese regulieren Gene der Apoptose, der Entziindung, des Zellwachstums und der

Differenzierung.
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]

Membran

Zellkern

Abbildung 3: Die MAPK-Signalkaskade
Nach Bindung des Liganden an den Rezeptor kommt es iiber verschiedene Zwischenstufen zur Phosphorylierung
von MEK. MEK phosphoryliert ERK (Extracellular-signal Regulated Kinase). Phosphoryliertes ERK wandert in
den Zellkern und phosphoryliert den Transkriptionsfaktor ELK. Dieser aktivierte Transkriptionsfaktor
beeinflusst dann die Expression verschiedener Gene.

In humanen adulten Geweben kann (P)RR-mRNA im Herzen, Gehirn und in Niere, Leber und
Plazenta detektiert werden. Immunofluoreszenzstudien in gesunden humanen Nieren- und
Herzgeweben zeigen, dass der (P)RR in glomeruldren Mesangialzellen und in VSMC von

renalen kortikalen Arterien und Koronararterien vorkommt [24].

Ramser et al haben eine spezifische Rolle des (P)RR fiir kognitive Funktionen und die
Gehirnentwicklung gezeigt. Patienten mit einer Mutation im (P)RR-Gen leiden an X-
Chromosomen gekoppelter mentaler Retardierung und Epilepsie. Sie haben keine
kardiovaskuldren oder renalen Stérungen. Die Mutation besteht in einer Loschung von Exon 4
bei 50 % der (P)RR-mRNA. Obwohl der Rezeptor Renin immer noch binden kann und auch
die katalytische Aktivitit von Renin steigert, fithrt Renininbindung hier nicht zur MAPK-
Aktivierung [25]. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass die Aktivierung von ERK durch
den (P)RR wichtig ist fiir die Gehirnentwicklung und fiir den Erhalt der normalen

neurologischen Funktionen und dass diese Prozesse unabhingig sind vom RAS.
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Burcklé et al haben bei Untersuchungen zur Struktur des (P)RR gefunden, dass der N-
terminale Teil des (P)RR, der der extrazelluliren Doméne entspricht, eine hohe
Aminosédureidentitit nur in Vertebraten hat. Im Gegensatz dazu ist der C-terminale Teil des
Rezeptors, der dem Transmembranteil entspricht, hoch konserviert in Vertebraten und
Invertebraten. Beide Teile haben unterschiedliche evolutiondre Urspriinge. Die N-terminale
Domine ermdglicht Reninbindung. Daneben steht die éltere konservierte Funktion fiir die C-
terminale Transmembrandoméne [26]. Durch diese evolutionidr konservierte C-terminale
Doméne konnte der (P)RR in Prozessen beteiligt sein, die mit dem RAS nicht verwandt sind.
Tatsdchlich sind andere Funktionen fiir (P)RR schon vermutet worden. So ist ein verkiirzter
Teil von (P)RR bereits frither beschrieben und als M8-9-Protein bezeichnet worden. Dieses
MS8-9-Protein ist in Nebennierenmembranen vom Rind als assoziiertes Protein zur V-
Untereinheit der vakuoldren H'-ATPase identifiziert worden [27]. Interessanterweise ist
dieses Protein identisch mit der evolutionir konservierten C-terminalen Doméne. Nach einer
Nomenklaturberichtigung wird das Protein jetzt ATP6AP2 (adaptor protein type II for
vacuolar H'-ATPase) genannt. (P)RR ist also ein zur V-ATPase assoziiertes Protein. Es wird
angenommen, dass der Hauptteil des Rezeptors intrazellulédr lokalisiert ist. Allerdings ist das

intrazellulare Kompartiment, das das Protein trigt, noch nicht spezifiziert worden.

Eine Beteiligung von (P)RR in Renin-unabhidngigen basalen zelluliren Funktionen wird
unterstiitzt durch die folgenden Beobachtungen. Zebrafische, die mutierten (P)RR tragen,
zeigen frithe Entwicklungsabnormalitdten, die besonders die Augen betreffen. Weiter sind sie
hypopigmentiert. Es kommt zu neuronalem Zelltod und sie sterben friih in der Entwicklung
[28]. Dieser Phénotyp dhnelt den Zebrafischmutanten, die Mutationen in Untereinheiten der
vakuoldren H-ATPase aufweisen [29]. Das ldsst eine Interaktion von (P)RR mit diesem

Komplex vermuten.

Huang et al unterstiitzen eine Rolle von (P)RR-Aktivierung als Pathomechanismus fiir
glomeruldre Fibrose. Sie haben gezeigt, dass die Aktivierung des (P)RR die TGFbetal-
Synthese in humanen und Ratten-Mesangialzellen erhoht. Diese Hochregulation von
TGFbetal ist teilweise verantwortlich fiir die gesteigerte Synthese von PAI-1 und von
fibrotischen Matrixkomponenten wie Fibronektin und Kollagen I. Mittels der siRNA-Technik
haben sie die (P)RR-Genexpression gehemmt und gezeigt, dass der Anstieg von TGFbetal
auf eine Aktivierung des (P)RR zuriickzufiihren ist. Weiter haben sie nachgewiesen, dass die

TGFbetal-Aktivierung durch die vorhergehende ERK-Phosphorylierung bedingt ist [30, 31].
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Unger et al haben in Zellkulturexperimenten in humanen Kardiomyoblasten und in HEK-
Zellen eine Wechselwirkung von (P)RR mit PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger
protein) nachgewiesen. Die C-terminale zytoplasmatische Region des (P)RR st
Interaktionsdomine fiir PLZF. In HEK293-Zellen haben sie gefunden, dass eine (P)RR-
Stimulation mit Renin zur Herunterregulation der (P)RR-mRNA iiber den
Transkriptionsfaktor PLZF um 50 % fiihrt. Inverse Effekte haben sie fiir PI3K-p85alpha
beobachtet, welche positiv reguliert wird durch PLZF. (P)RR-Stimulation mit Renin
verursacht einen Anstieg um 45 % in der PI3K-p85alpha-Promotoraktivitit verglichen mit
Kontrollen. Diese Wirkung wird wiederum verhindert durch Hemmung von (P)RR mit
siRNA. Auch in Kardiomyoblasten ist (P)RR mRNA um 50 % erniedrigt nach
Reninstimulation. Gleichzeitig kommt es zu einer Steigerung der PI3K-p85alpha-mRNA auf
2242 % nach Reninstimulation. Weiter kann es in Kardiomyoblasten aufgrund des

postulierten Mechanismus Proliferation und Apoptosehemmung nachgewiesen werden [32].

Renin
+
(P)RR
+ +
PLZF ERK
PLZF "-.,Eellkern
7 +
cis-Element flir PLZF cis-Element fiir PLZF im
im (P)RR-Promotor PI3K-p85alpha-Promotor

Abbildung 4: Signaltransduktion des (P)RR iiber PLZF
Die Bindung von Renin an (P)RR bewirkt eine Aktivierung von PLZF. PLZF wandert in den Zellkern und
bewirkt dort die Herunterregulation der (P)RR-mRNA-Expression und eine Hochregulation der mRNA-
Expression der PI3K-p85alpha-Untereinheit. Dadurch kommt es zur Apoptosehemmung und Proliferation in
Kardiomyoblasten.
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Der Rezeptor konnte dazu beitragen, die lokale Bildung von Angiotensin II, unabhéngig vom
zirkulierenden RAS zu erkldren. Die physiologische Plasmakonzentration von Renin liegt im
picomolaren Bereich, aber in Geweben, besonders in intestinalen Fliissigkeiten kann die
Reninkonzentration 10 nM erreichen. Insgesamt wird die katalytische Aktivitdt von (P)RR-
gebundenem Renin um das Sfache erhoht, was andeutet, dass die Zelloberfldche ein wichtiger

Ort fir AOGEN-Aktivierung und Angiotensin II-Bildung ist.

Dieser Rezeptor stellt eine funktionelle Rolle von Prorenin zur Verfiigung und konnte helfen,
die physiologische und pathophysiologische Rolle von erhdéhten Proreninspiegeln und die

lokale Aktivierung des RAS zu verstehen.

Wenn der Rezeptor pathophysiologisch relevant ist, konnten (P)RR-Blocker eine neue
Moglichkeit darstellen, das RAS am Anfang zu hemmen. Damit wiirden die lokale Synthese
von Angiotensin II und die direkte Zellaktivierung von Renin und Prorenin verhindert

werden.

4.4 Handle Region Peptide

Suzuki et al haben in vitro durch den Gebrauch Regionen-spezifischer Antikorper gezeigt,
dass die Prosegmentsequenz des Proreninmolekiils eine Schliisselrolle in der Bindung von

spezifischen Proteinen spielt und diese ,,Handle Region genannt [8].

Die Handle-Region des Prosegments soll laut dieser Autoren auch fiir die Bindung von
Prorenin an den (P)RR verantwortlich sein. Bei dieser Bindung wird die Dissoziation der
Gate-Region des Prosegments vom enzymatischen Spalt von Prorenin provoziert. Prorenin
wird dadurch nichtproteolytisch aktiviert. Ein Peptid mit dieser Handle-Region-Struktur
miisste kompetitiv an den (P)RR binden und die nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin
hemmen. Ein solches Handle-Region Peptid (HRP) wurde von Ichihara et al entwickelt und
verbessert den Herz- und Nierenschaden in verschiedenen Tiermodellen [33-38]. Dieses

Peptid soll also die erste Substanz mit (P)RR-blockierenden Eigenschaften sein.

Als diabetische Nephropathie bezeichnet man eine progressive Nierenerkrankung, die
aufgrund einer Angiopathie der Kapillaren des Nierenkorperchen auftritt. Es kommt zur
Entwicklung einer Proteinurie. Das charakteristische histologische Merkmal ist eine
knotchenformige Bindegewebsvermehrung, die zur Glomeruloskleroseentwicklung beitrigt.
Ursache der diabetischen Nephropathie ist ein vorangehender Diabetes mellitus. Viele
Patienten mit Diabetes haben starke Anstiege in der Plasmakonzentration von Prorenin,

welche oft mit mikrovaskuldren Komplikationen assoziiert ist [39]. Bisher ist aber nicht

-16 -



Einleitung

bekannt iiber welchen Mechanismus Prorenin zu mikrovaskuldren Komplikationen bei
Diabetes beitragen kann. Die Aktivierung von Prorenin iiber den (P)RR konnte dafiir einen
neuen Erkldrungsansatz bieten. Falls Prorenin {iber den (P)RR zur diabetischen
Nephropathieentstehung beitragt, konnte die Hemmung der Aktivierung von Prorenin am
(P)RR zur Hemmung der Entwicklung der diabetischen Nephropathie fithren. Die Hemmung
der Aktivierung von Prorenin am (P)RR soll durch HRP erreicht werden. Ichihara et al haben
in Sprague Dawley (SD) Ratten durch die Anwendung von Streptozotozin Diabetes induziert.
Diese Tiere haben hohe Proreninspiegel. Durch die Anwendung von HRP kann in diesen
Tieren die Proteinurie und Glomerulosklerose verbessert werden. Die Autoren fiihren diese
Besserung durch HRP auf die Hemmung der nichtproteolytischen Aktivierung von Prorenin
am (P)RR zuriick. Dadurch werden die Aktivierung des renalen RAS und der Nierenschaden
in diesen diabetischen Ratten verhindert. Plasma-Prorenin, Angiotensin I- und -II-Spiegel

werden nicht beeinflusst [34].

In spontan-hypertensiven Ratten (SHR) haben Ichihara et al gezeigt, dass auch hier HRP die
kardiale Fibrose, die VentrikelgroBe und das Herzgewicht im Vergleich zu unbehandelten
SHR-Ratten vermindert. Wieder schlagen sie vor, dass eine Hemmung der nichtproteolytische
Aktivierung von Prorenin und eine daraus resultierende verminderte Aktivierung des

kardialen RAS durch HRP fiir diese Besserung verantwortlich ist [36].

Im gleichen Modell haben sie durch HRP-Behandlung das Fortschreiten der Proteinurie und
Glomerulosklerose in der Rattenniere verhindert [35]. Sie glauben, dass auch diese
Verbesserung durch die Hemmung der nichtproteolytischen Aktivierung von Prorenin am

(P)RR und folgende Hemmung der Aktivierung des renalen RAS erreicht wird.

In einem weiteren Experiment sind ATla-Rezeptor knockout-Mduse mit Streptozotozin
diabetisch gemacht und entweder mit HRP oder ACE-Inhibitor oder beidem behandelt
worden. Diabetische ATla-ko-Mause zeigen im Vergleich zu diabetischen Wildtypmiusen
eine verzogerte Glomerulosklerose und Proteinurie. HRP unterdriickt die Proteinurie und die
Glomerulosklerose in diabetischen ATla-ko-Maiusen, die mit ACE-Inhibitor behandelt
worden sind. HRP-Behandlung verringert in der Niere diabetischer ATla-ko-Maiuse die
Phosphorylierungen von ERK, p38 und c-JNK [33]. In diesem Modell sind also die
Schadigungen nicht durch Prorenin-vermittelte Aktivierung des renalen RAS bedingt, sondern

durch die gesteigerte Prorenin/(P)RR-Signaltransduktion.

In transgenen Ratten, die humanen (P)RR {iiberexprimieren, entwickeln sich

Glomerulosklerose und Proteinurie in der 28. Lebenswoche. HRP verbessert die
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Glomerulosklerose und Proteinurie, verringert die MAPK-Aktivierung und die erhohte
Expression von TGFbetal. Uberexpression von humanem (P)RR fiihrt zu einer langsam
fortschreitenden Nephropathie durch Angiotensin II-unabhingige-MAPK-Aktivierung in
Ratten. Weiter zeigt dieses Experiment, dass die Spezies-Spezifitit fiir die durch

(Pro)renin/(P)RR-Wechselwirkung bedingte MAPK-Aktivierung nicht wichtig ist [38].

In einer weiteren Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob nichtproteolytisch aktiviertes
Prorenin am Fortschreiten der Nephropathie beteiligt ist. Das Fortschreiten der Proteinurie
und Glomerulosklerose in diabetischen SD-Ratten wird durch einen ACE-Inhibitor
abgeschwiacht und durch HRP vollstindig gehemmt. HRP verhindert also auch das
Fortschreiten einer schon bestehenden Nephropathie [37].

Zellmembran

(P)RR
Handle region

Angiotensinogen
Tasche

ERK
PERK

H RP NH2-RILLKKMPSV-COOH
Proreninprosegment
A
\

REILEERGYDMTRISAEWGEF KK - Prorenin

Ang |
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Renin —LFTDTASFO

Ang Il
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Abbildung 5: Hemmung der nichtproteolytischen Aktivierung von Prorenin am (P)RR durch HRP
Prorenin bindet mit der Handle-Region des Prosegments an den (P)RR und wird nichtproteolytisch aktiviert.
Dadurch kommt es zur Prorenin-induzierten Aktivierung des RAS und zur Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierung. HRP, eine kleines Peptid mit der Aminosduresequenz der Handle-Region soll besser an
(P)RR binden als das Prosegment von Prorenin und verhindert dadurch Prorenin induzierte RAS-Aktivierung
und Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung. In dieser Abbildung ist die Ratten-Sequenz von HRP
dargestellt.
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4.5 Aliskiren

Im September 2007 ist mit Aliskiren der erste peroral bioverfiigbare Renininhibitor in
Deutschland auf den Markt gekommen. Auch Aliskiren unterdriickt die negative Feedback-
Schleife und fiihrt zu einem kompensatorischen Anstieg der Plasma-Reninkonzentration. Die
negative Feedback-Schleife wiirde bei normaler Angiotensin II-Wirkung eine weitere
Reninfreisetzung verhindern. Da die Angiotensin [I-Wirkung aber durch Aliskiren gehemmt
wird, kann Renin weiter gebildet werden. Die Folge ist ein kompensatorischer Anstieg der
Reninkonzentration. Dieser kompensatorische Anstieg der Reninkonzentration titt bei
Einnahme von allen Medikamenten auf, die die Angiotensin II-Wirkung hemmen (ACE-

Hemmer, AT1R-Blocker und Renininhibitoren).

direkter Renininhibitor

oooo*:;o'}--.. Aliskiren
® L
‘u

ACE-Hemmer

.

g
- ‘ AR-Blocker

Abbildung 6: RAS-blockierende Substanzen
Bei der Einnahme von ACE-Hemmern, AT1R-Blockern und Reninihibitoren wird die Bildung bzw. Wirkung
von Angiotensin II verhindert. Es kommt zur Unterbrechung der negativen Feedbackschleife, die die weitere
Bildung von Renin verhindern wiirde. Daher sind die Plasmareninkonzentrationen nach Einnahme dieser
Medikamente hoch.

Aliskiren leitet sich aus AOGEN-Bruchstiicken ab und blockiert durch die Bindung im
katalytischen Zentrum von Renin die Umwandlung von AOGEN zu Angiotensin I, wodurch
in Folge auch die Konzentration des vasokonstriktorisch wirksamen Angiotensin II

herabgesetzt wird. Anders als andere RAS-Inhibitoren, wie ACE-Inhibitoren oder ATIR-
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Blockern, setzt Aliskiren somit bei noch erhohter Reninkonzentration die Reninaktivitdt und
damit die Aktivitdt des RAS herab. Aliskiren fiihrt in Mono- und Kombinationstherapie zu
einer ausgesprochen guten Blutdrucksenkung [40, 41]. In unserer Arbeitsgruppe ist in einem
doppelt-transgenen Rattenmodel (dTGR) gezeigt worden, dass Aliskiren zur Abschwichung
des renalen und kardialen Organschadens beitragt [42, 43].

Renin

Aliskiren

Abbildung 7: Aliskiren
Blockade des aktiven Zentrums von Renin durch Bindung von Aliskiren; Strukturformel von Aliskiren

4.6 Tiermodelle

Die Speziesspezifitit von Renin ist so, dass humane Renininhibitoren praktisch nur in Affen
und Meerschweinchen getestet werden konnen. Beide Modelle sind nicht ideal fiir

Hypertoniestudien.

Um das Problem zu l6sen, entwickelten Ganten, Mullins, Murakami, und andere [44] die
doppelt-transgenen Ratten (dTGR(hRen*hAOGEN)). Die doppelt-transgenen Ratten tragen
beide humane Transgene, also humanes AOGEN (hAOGEN)-Gen und humanes Renin
(hRen)-Gen zusdtzlich zu den jeweiligen Ratten-Genen, und damit alle notwendigen
Komponenten des humanen RAS. Das humane AOGEN-Konstrukt besteht aus dem gesamten
humanen AOGEN-Gen (5 Exons und 4 Introns), flankiert von 1,3 kB am 5’Ende und 2,4 kB
am 3'Ende; das humane Reninkonstrukt aus dem gesamten genomischen Bereich des
humanen Renin-Gens (10 Exons und 9 Introns) mit 3,0 kB der 5'Region des Promoters und
zusdtzlichen 1,2 kB der 3’Sequenz [45]. Die Tiere gehen aus der Kreuzung der homozygoten
humanen AOGEN-Linie und der homozygoten humanen Renin-Linie hervor (Abbildung 8).

Ratten, die nur einzeln transgen fiir humanes AOGEN oder humanes Renin sind, sind
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normoton. Humanes Renin spaltet nur humanes AOGEN, wéhrend Ratten-AOGEN nur als
Substrat fiir Ratten-Renin dient. Das aus den beiden Systemen entstehende Angiotensin I ist
identisch und wird auf gleiche Weise zu Angiotensin II umgewandelt [46]. Unbehandelte
dTGR entwickeln Bluthochdruck, Niereninsuffizienz mit einer ausgeprigten Albuminurie,
Vaskulopathie und schwere linksventrikuldre Hypertrophie mit fokalen Nekrosearealen. Sie
sterben bereits im Alter von 7 bis 8 Wochen [47, 48]. Aufgrund des Schweregrades der
Nieren-, Herz- und Gefdllschddigung eignet sich das Modell in besonderer Weise zur
Untersuchung der Pathogenese und der Angiotensin II-bedingten Organschéden und fiir die
Untersuchung der Wirksamkeit von Inhibitoren, insbesondere auch von Renininhibitoren

[49].

SD \ TGR(hAOGEN) /TGR(hREN)

normal normal fettleibig

&i}_, dTGR(hREN*hAOGEN)

Abbildung 8: Generierung der doppelt-transgenen Ratten (dTGR)
Doppelt-transgene Ratten entstehen durch Kreuzung der jeweils nicht hypertensiven TGR(hRen) und
TGR(hAOGEN). Die dTGR exprimieren humanes Renin-Gen und humanes AOGEN-Gen zusitzlich zu den
jeweiligen Rattengenen. Die dTGR bilden viel Angiotensin II, entwickeln hohen Blutdruck und Organschaden.
Sprague Dawley (SD)-Ratten sind nichttransgene gesunde Ratten, die in den Experimenten als Kontrollen
dienen. Eine besondere Eigenschaft der TGR(hRen) ist ihr erhdhtes Korpergewicht.

Es sind bereits zwei Studien mit Aliskiren und den doppelt-transgenen Ratten in unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrt worden. In der ersten Studie werden dTGR von der 6. bis zur 9.
Lebenswoche mit Valsartan, Aliskiren oder Plazebo behandelt und die Wirksamkeit der
Behandlungen verglichen. Als Kontrollen dienen nichttransgene gesunde SD-Ratten. Ergebnis

dieser Studie ist, dass dquieffektive Dosen von Valsartan oder Aliskiren den Organschaden in
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dTGR stark abschwichen [50]. In einer zweiten Studie hat unsere Arbeitsgruppe
Komplementexpression und C-reaktive Protein (CRP)-Bildung im dTGR-Modell untersucht.
Wir haben gefunden, dass CRP-Bildung, Makrophagen- und T-Zellen-Migration, TNFa-,
Clg-, C3-, C3c- und C5b-9-Expression zum Fortschreiten der Albuminurie in unbehandelten
dTGR beitragen. Somit spielt die Komplement-Aktivierung eine wichtige Rolle im
Angiotensin-II-vermittelten Schaden im dTGR-Modell. Man kann weiter ableiten, dass TNFa
und CRP eine Rolle in der Induktion des Komplementsystems spielen. In dieser Studie haben
Aliskiren und Losartan TNFa-, CRP- und Clq, C3, C3c und C5b-9-Expression auf

Kontrollniveau reduziert [43].

TRG(hRen) sind nicht hyperton, scheinen vollig gesund und sind insgesamt noch nicht so gut
charakterisiert wie die dTGR. Ab der 8.-9. Lebenswoche zeigen diese TGR(hRen) allerdings
ein signifikant hoheres Korpergewicht im Vergleich zu SD-Ratten. Aufgrund der Spezies-
Spezifitit von Renin wird durch das Fehlen von humanem AOGEN-Gen RAS nicht verstérkt
aktiviert. Daher lassen sich mit diesem Modell Reninwirkungen untersuchen, die unabhingig
von der Aktivierung des RAS sind. Bisher haben wir beobachtet, dass die TGR(hRen) mehr
Nahrung als SD-Ratten aufnehmen bei freiem Zugang zum Futter. Sie haben also erhdhten
Appetit. Das Hormon Leptin ist ein natiirlicher Appetitziigler. Leptin wird durch das ,,obese**-
Gen kodiert und von den Fettzellen abgegeben. Leptin hemmt das Auftreten von
Hungergefiihlen und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Fettstoffwechsels von
Menschen und anderen Séugetieren. Leptin wird in die Blutbahn in einer Menge proportional
zur Fettmasse sezerniert und iberwindet die Blut-Hirn-Schranke mittels eines
Transportmechanismus. Rezeptoren fiir Leptin (Ob-Rs) konnten in zwei unterschiedlichen
Populationen von Neuronen in Kerngebieten des Nucleus arcuatus und Nucleus
paraventriculars des Hypothalamus identifiziert werden. Die erste Gruppe dieser Neuronen
produziert die appetitstimulierenden Neuropeptide AgRP (agouti-related protein) und NPY
(Neuropeptid Y), welche durch das Leptin unterdriickt werden. Die zweite Population
produziert POMC (Proopiomelanocortin) und CART (Cocaine- und Amphetamine-regulated
transcript), beides Transmitter, die appetitziigelnd wirken. Diese werden durch Leptin
aktiviert. Nimmt die Fettzellmasse bei erhohter Nahrungszufuhr zu, wird die Leptinsekretion
aus dem Fettgewebe erhoht, wodurch die NPY-Sekretion sinkt und die a-MSH-Sekretion
steigt. Insgesamt wird dadurch der Appetit gebremst, die Nahrungszufuhr vermindert und
damit eine weitere Zunahme der Fettmasse und des Gewichts verhindert. Es ergibt sich ein
geschlossener Regelkreis. Haufig haben aber fettleibige Menschen keinen Mangel an Leptin,

sondern weisen hohe Spiegel dieses Hormons auf. Diese hdufig hungrigen Patienten leiden an
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einer sogenannten Leptinresistenz. In diesem Zustand unterbleibt die physiologische Wirkung
des Leptins auf die Zielneuronen. Die Regulation des Leptingens im Fettgewebe und die
Leptinkonzentrationen im Blut der TGR-Ratten im Vergleich zu SD-Ratten sind noch nicht

untersucht worden.
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4.7 Fragestellungen

Diese Arbeit hat die Untersuchung drei verschiedener Themenkomplexe zum Ziel.

Wie in der Einleitung bereits geschildert, kann Renin eine ERK-Phosphorylierung iiber den
(P)RR induzierten. Uber den entsprechenden Signaltransduktionsweg ist erst wenig bekannt.
Erstes Hauptziel dieser Arbeit ist es, die (Pro)renin-(P)RR-Signaltransduktion zu unter-

suchen.

Der neue Renininhibitor Aliskiren hemmt die Reninaktivitdt und bewirkt eine starke Senkung
der Aktivitit des RAS. Bisher ist nicht bekannt, ob Aliskiren auch (P)RR-blockierende
Eigenschaften besitzt. HRP soll die erste Substanz mit (P)RR-blockierenden Eigenschaften
sein und hat den Organschaden in verschiedenen Tiermodellen verbessert.

Zweites Hauptziel dieser Arbeit ist es, die Wirkungen von Aliskiren und HRP in vitro und in

vivo zu vergleichen.

Die Regulation des (P)RR auf mRNA-Niveau ist in vitro zum Teil bekannt und in vivo
weitgehend unbekannt. Drittes Hauptziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der (P)RR-
mRNA-Expression in Tiermodellen mit unterschiedlich aktiviertem RAS und in diesen
jeweils in verschiedenen Organen. Es gilt, herauszufinden, ob es einen allgemeingiiltigen
Mechanismus der Regulation gibt oder ob die Regulation des (P)RR vom Organ und/oder von

der (Pro)reninkonzentration abhéngig ist.

1. (Pro)renin - (P)RR-Signaltransduktion

Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden:

e Wird der (P)RR in U937-Zellen und CASMC exprimiert?

e Hat die Stimulation mit Renin oder Prorenin einen Einfluss auf die (P)RR-
Expression in CASMC und U937-Zellen?

e Woist der (P)RR in U937-Zellen lokalisiert?

e Kann neben Renin auch Prorenin zu einer Aktivierung der MAP-Kinase ERK in
CASMC und U937-Zellen fiihren?

e Ist die durch Renin- oder Prorenin-induzierte Signaltransduktion unabhéngig von
Angiotensin [1? Dazu werden die Zellen mit AT1R-Blocker (Losartan) und AT2R-
Blocker (PD123319) vorinkubiert. Weiter wird die Signaltransduktion in ATla-
Rezeptor-defizienten Zellen untersucht.

e Wird die Renin- oder Prorenin-vermittelte ERK-Phosphorylierung iiber EGF-
Rezeptor in U937-Zellen vermittelt?
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e Spielt die PKCo/p eine Rolle in der (P)RR-Signaltransduktion?
e Kann ein MEK-Inhibitor die Aktivierung der MAP-Kinase ERK verhindern?
e Vermittelt auch deglykosyliertes Renin eine ERK-Phosphorylierung in U937-

Zellen?

2. Vergleich der Wirkungen von Aliskiren und HRP in vitro und in vivo

Beim Vergleich der Wirkungen von Aliskiren und HRP in vitro sollen folgende

Fragen durch Experimente in U937-Zellen und CASMC beantwortet werden.

e Ist der Renininhibitor Aliskiren auch ein (P)RR-Blocker und hemmt die
(Pro)renin-induzierte ERK-Aktivierung iiber den (P)RR?

e Hemmt der (P)RR-Blocker HRP die (Pro)reninsignaltransduktion?

Um die Wirkungen von Aliskiren und HRP auch in vivo zu vergleichen, werden
dTGR mit Aliskiren, HRP oder Plazebo behandelt. Als Kontrollen dienen
nichttransgene SD-Ratten.
Folgende Fragestellungen sollen im dTGR-Modell untersucht werden:
e Welchen EinfluB haben beide Substanzen auf Sterblichkeit und Blutdruck im
dTGR-Modell

e Konnen Aliskiren und HRP den Nierenschaden in dTGR verbessern?

3. Untersuchung verschiedener Tiermodelle mit unterschiedlich aktiviertem RAS

Es werden Alters- und Gewebe-spezifische mRNA-Expressionsuntersuchungen
verschiedener Gene durchgefiihrt. Untersucht werden Herzen, Leber, Nieren,
Glomeruli und die tubulointerstitielle Fraktion und Gefde von jeweils 7 Wochen alten
TGR(hRen), dTGR und SD-Ratten und Herzen und Fettgewebe von jeweils 21
Wochen alten TGR(hRen) und SD-Ratten.

Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden:
e Wie ist (P)RR in den verschiedenen Organen der jeweiligen Modelle und zu
unterschiedlichen Alterszeitpunkten auf mRNA-Ebene reguliert?
e Wie sind Ratten-TGFbetal- und PI3Kp85lapha-mRNA im Verhéltnis zur
jeweiligen Ratten-(P)RR-Expression reguliert?
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5 Material

5.1 Gewebeisolierung

Stahlsiebe (160 pm, 125 pm und 71 pm Maschenweite)

5.2 RNA-Isolierung

Trizol“Reagenz

Chloroform

Ethanol 96 %

Quiagen RNeasy Mini Kit

RNAse-Free DNase Set

5.3 Bestimmung der RNA-Qualitit

RNA 6000 Nano Assay

Chip Priming Station

RNAseZAP

5.4 Bestimmung der RNA-Quantitit

NanoDr0p®ND 1000

5.5 c¢DNA-Synthese

Random Primer
SuperScript' VIII Reverse Transcriptase

dNTP

5.6 Real time quantitative PCR

5.6.1 Gerite

Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System

5.6.2 Software

Primer Express“ABI PRISM
7500 Fast System Software

SPSS Version 12.0 (statistical program for social sciences)
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Invitrogen
Merck
Roth
Quiagen

Quiagen

Agilent Technologies
Agilent Technologies

Ambion

peqlab

Invitrogen
Invitrogen

Promega

Applied Biosystems

Applied Biosystems
Applied Biosystems
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5.6.3 Materialien und Reagenzien

Micro Amp Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems
Optical Adhesive Cover Applied Biosystems
TaqMan®Fast Universal PCR Master Mix (2x), Applied Biosystems
No Amp Erase” UNG

AmpErase”(Uracil-N-gycosylase, 1 U/pl) Applied Biosystems
Nuklease freies Wasser Fluka

Syber Mastermix Eurogentech
Primer- und Sondensets BioTez

Human GAPDH (20 x) Pre-Developed TagMan”Assay Reagents Applied Biosystem
RNase Away Fisher Scientific
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5.6.4 Sequenzen der Primer und Sonden

Spezies

Mensch

Ratte

Ratte/Mensch

Primer und Sonden

h (P)RR-126 forward

h (P)RR-191 reverse
h (P)RR-145 Sonde

h Renin-102 forward
h Renin-170 reverse
h Renin-125 Sonde

Ratten-(P)RR-35 forward

Ratten-(P)RR-106 reverse
Ratten-(P)RR-53 Sonde

Ratten-Renin-166 forward
Ratten-Renin-236 reverse
Ratten-Renin-185 Sonde

Ratten-Ngal-142 forward
Ratten-Ngal-215 reverse

Ratten-PI3Kp85alpha-15 fw.
Ratten-PI3Kp85alpha-92 rev.

Ratten-TGFbetal-forward
Ratten-TGFbetal -reverse
Ratten-TGFbetal-Sonde

Ratten-Leptin-133 forward
Ratten-Leptin-195 reverse
Ratten-Leptin-156 Sonde

Ratten-GAPDH forward
Ratten-GAPDH reverse
Ratten-GAPDH Sonde

18 S-461 forward

18 S-525 reverse
18 S-483 Sonde

Sequenz in 5°-3"-Richtung

CCCAGACGTGGCTGCATT

GCGAGTCCTGGCCAAGAA
TCCATGGGCTTCTCTGTGAAAGAAGACC

CAGGGACAGTCAGTGGCTTTC
ACATCTGTGTCACCGTGATTCC
AGCCAGGACATCATCACCGTGGG

CCCCACAGGCAGCGTCL

GAATTGGCCACACTGTCAAGAC
CTCTTACCCTTTGGAGAATGCAGTTCCCTTT

CACGGGTTCAGCCAACCT
TGTGAATCTCACAGGCAGTGTAGA
TGGGTGCCCTCCACCAAGTGTG

CAGGGCAGGTGGTTCGTT
AGCGGCTTTGTCTTTCTTTCTG

CATTAAGCCGGACCTCATTCA
TGCCGGACCCCTTTCTG

GCCTGAGTGGCTGTCTTTTGA
CCTGTATTCCGTCTCCTTGGTT
CACTGGAGTTGTCCGGCAGTGGC

ATTTCACACACGCAGTCGGTAT
CCCGGGAATGAAGTCCAAA
CGCCAGGCAGAGGGTCACCG

GAACGGGAAGCTCACTGGC
GCATGTCAGATCCACAACGG
AGCTGGTCATCAACGGGAAACCCA

ACATCCAAGGAAGGCAGCAG

TTTTCGTCACTACCTCCCCG
CGCGCAAATTACCCACTCCCGAC

Die Sonden sind am 5'-Ende FAM- und am 3'-Ende TAMRA -markiert.
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5.7 Zellkultur

5.7.1 Zusitze fur die Zellkultur

RPMI-Medium PAA
SmBM-Medium Lonza
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) Gibco
FCS Biochrom
PBS PAA
DMSO Sigma
Trypsin / EDTA Gibco
hEGF Biochrom
hFGF Biochrom
Insulin Sigma

5.7.2 Stimulantien

Rekombinantes humanes Prorenin

Das humane rekombinante Prorenin wird in CHO (Chinese hamster ovary)-Zellen produziert.
Die Zellen werden mit einem Vektor mit humaner Prorenin-cDNA transfiziert. Die
Aufreinigung erfolgt durch Cibacron Blue Sepharose Affinititschromatographie. Die
intrinsische Reninaktivitdt in der Proreninaufreinigung aufgrund proteolytischer Aktivitét
liegt unter 2 % der Aktivitédt nach vollstidndiger proteolytischer Aktivierung. Prorenin wird bei

-70 © C gelagert.

Rekombinantes humanes Renin

Renin wird durch die proteolytische Aktivierung von humanem rekombinantem Prorenin
durch immobilisiertes Trypsin hergestellt. Sepharose gebundenes Trypsin (0,25 mg Trypsin /
ml) wird zur Proreninpriparation hinzugegeben und fiir 72 Stunden bei 4 ° C inkubiert. Das
Trypsin wird durch Zentrifugation entfernt. Aufgereinigtes Renin enthélt kein Prorenin mehr.

Die Lagerung Renins erfolgt bei -70°C.
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5.7.3 Inhibitoren

Losartan (AT,;-Rezeptor-Blocker)
PD123319 (AT,-Rezeptor-Blocker)
PD98059 (MEK-Inhibitor)

G066956 (PKC,p-Inhibitor)
Aliskiren (Renininhibitor)

HRP ((P)RR-Inhibitor) (human)
(NH,-RIFLKRMPSI-COOH)

5.7.4 Zellkulturmedien

Medium fiir U937-Zellen
RPMI-Medium

1 % FCS

0,1 % Pen/Strep

Medium fiir CASMC
SmBM-Medium

0,5 % FCS

0,1 % Pen/Strep

5 ng/ml Insulin
0,5 ng/ml hEGF
2 ng/ml hFGF

Sigma
Sigma
Calbiochem
Calbiochem
Novartis

Biosynthan

Mangelmedium fir U937-Zellen
RPMI-Medium
0,1 % Pen/Strep

Mangelmedium fiir CASMC
SmBM-Medium
0,1 % Pen/Strep

Das CASMC-Medium und das CASMC-Mangelmedium werden auch fiir die AT1aR-ko-

VSMC genutzt.

Einfriermedium
80 % FCS
20 % DMSO
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5.7.5 Losungen und Puffer

1xPBS
13,7 mM NaCl
0,27 mM KCI

0,74 mM NazHPO4

Lysepuffer Bauerle Puffer
20 mM HEPES pH 7,9
350 mM NacCl
20 % Glycerol
1 mM MgCl,
0,5 mM EDTA
0,1 mM EGTA
1 % NP40

frisch zusetzen auf 2 ml

80 ul Complete-Protease Inhibitor
20 pl Phosphatase Inhibitor Cocktail

Bradford

Verdiinnung der Bradfordlosung fiir eine 96-Lochplatte

16,5 ml H,O

6 ml Bradford
5.7.6 Zellen
Zelllinie

U937-Zellen
(humane Monozytenvorlduferzelllinie)
Primérzellen

humane Gefiallmuskelzellen der Koronararterie

(coronary artery smooth muscle cells; CASMC)

glatte Gefafmuskelzellen der Maus

(vascular smooth muscle cells; VSMC)
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5.8 Western Blot

5.8.1 Puffer und Losungen

1.5 M Tris pH 8.8
27,23 g Trisbase (27,23 g/100 ml)

80 ml destilliertes Wasser

Der pH-Wert wird auf 8,8 mit 1IN HCL eingestellt.
Diese Losung wird mit destilliertem Wasser auf 150 ml aufgefiillt und bei 4 °© C im

Kiihlschrank aufbewabhrt.

1 M Tris pH 6.8
18,15 g Trisbase (18,15 g/100 ml)
80 ml destilliertes Wasser

Der pH-Wert wird auf 6,8 mit 1IN HCL eingestellt.

Diese Losung wird mit destilliertem Wasser auf 150 ml aufgefiillt und bei 4 ° C im

Kiihlschrank aufbewahrt.

6xProbenpuffer (Laemmli Probenpuffer)
3,5ml 1 M Tris pH 6,8
1 g SDS 10 %
3,6 ml Glycerol
500 pl B Mercaptoethanol
1,2 ml 0,1 % Bromphenolblau bzw. 0,5 ml 0,25 % Losung

ad 10 ml H,O

10xLaufpuffer ohne SDS 1 xLaufpuffer 11
0,25 M Tris 100 ml 10xLaufpuffer
1,92 M Glycin 900 ml dH,O

10 ml 10 % SDS

Blot-Puffer 11
200 ml Methanol
100 ml 10xLaufpuffer
700 ml dH,O

-32 -



Material

10xTBS
150 mM NacCl
20 mM Tris-HCI
pH-Wert 7,5

Blockpuffer
IxTBS-T
1 % Pepton

ECL-Western Blot Detection Kit
Pro Blot

1 ml Losung A
1 ml Losung B

immer frisch ansetzen

Proteinmarker

,Kaleidoscope Prestained Standards*

5.8.2  AntikSrper

pERK
(phospho-p44/42 MAP-Kinase)

elF4E-Antibody

ERK
(p44/42 MAP-Kinase)

5.8.3 Material

Extra Thick Blot Paper Mini Blot Size
Nitrocellulose

Filme
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IxTBS-T 11

100 ml 10xTBS
900 ml dH,O
1 ml Tween 20

Pierce Bioscience

Bio Rad

Cell Signaling

Cell Signaling

Cell Signaling

BioRad
Schleicher & Schiill

Pierce Bioscience



Material

5.8.4 Gerite

Elektrophoresekammern
Gelgiefstinde
Blotapparatur
Entwicklermaschine

Imager Chemicapt 5000

5.8.5 Software

Chemicapt 5000

SPSS Version 12.0 (statistical program for social sciences)

5.9 Kinase-Assay

P44/42 MAP Kinase Assay Kit

BioRad
BioRad
BioRad
AGFA
Peqlab

peqlab

Cell Signaling

5.10 Durchflusszytometrie (FACS®, Fluorescence Activated Cell Sorting)

5.10.1 Ldsungen

PBS + 3 % FCS + 0,1 % Na-Acid
PBS + 1 % Formaldehyd

Fix and Perm Cell Permeabilization kit

5.10.2 Zellen

embryonale Stammzellen (ES-Zellen) RST307

5.10.3 Markierungsreagenzien

h(P)RR-Antikdrper aus Kaninchen (1623)
entsprechendes Priimmunserum (Isotypkontrolle) (1624)

sekundérer Antikorper

(FITC-markierter Esel-a-Kaninchen-Antikorper)

FITC-HRP (human)
(FITC-Ahx-RIFLKRMPSI-COOH)
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5.10.4 Gerit

BD FACScan Flow Cytometer

5.10.5 Software

CellQuestPro-Software

5.11 Immunozytochemie

5.11.1 Mikroskop

Axioplan 2 mit SensiCam (40fache VergroBerung)

5.11.2 Software

AxioVision 3.0.

5.11.3 AntikSrper

Gab hu Collagen Typ I
D anti Goat-Cy3

5.11.4 Material

10 % Eselserum
VectaShield Mounting Medium with DAPI

Aceton

5.12 Tierexperimente
Elisa fiir Albuminmessung im Urin

Humanes HRP
(NH2-RIFLKRMPSI-COOH)

Ratten-HRP
(NH2-RILLKKMPSV-COOH)
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6 Methoden

6.1 Gewebeisolierung

6.1.1 Homogenisierung von Rattengeweben

Ein représentativer Anteil des jeweilig tiefgefrorenen Organs (-80 ° C) wird unter fliissigem
Stickstoff im Morser zerkleinert, die Gewebesuspension in Falcons iiberfiihrt, der Stickstoff
auf Trockeneis abgedampft und die Probe tiefgefroren (-80 © C). In dieser Arbeit werden

Rattenherzen, Rattenleber und Rattennieren auf diese Weise homogenisiert.

6.1.2 Isolierung von Glomeruli und Tubuli aus Rattennieren

Die Ratten werden durch Etherinhalation anisthesiert und mit der Guillotine getdtet. Die
Nieren werden entnommen und als erstes die Kapsel entfernt. Dann wird die Niere halbiert
und auf drei graduierte, ineinander stapelbare Metallsiebe mit absteigender Maschengrof3e
von 160 um, 125 um und 71 pm gebracht, um Glomeruli und die tubulointerstitielle Fraktion
und Gefdl3e zu isolieren. Auf dem obersten Sieb haben wir die Gewebemasse mit einem Pistill
verteilt und durch die Maschen gedriickt und anschlieBend mit im Kiihlschrank gekiihlter,
isotonischer Kochsalzlosung gespiilt, bis sich auf dem obersten Sieb nur noch wenig
braunliches kortikales Gewebe befindet. Die auf dem zweiten Sieb befindlichen
tubulointerstitielle Fraktion und Gefifle werden mit der kalten Kochsalzlosung in der
Spritzflasche zusammengetrieben und in Falcons iiberfiihrt. Auf dem letzten Sieb liegen die
Glomeruli, welche ebenfalls mit der kalten Kochsalzlosung in der Spritzflasche
zusammengetrieben und in Falcons iiberfiihrt werden. Die so isolierten und gereinigten
tubulointerstitiellen Fraktionen mit Gefdlen und Glomeruli werden dann fiir 15 Minuten bei
15.000 U/Minute und 4°C zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die isolierten Gewebe

sofort bei — 80°C weggefroren.

6.2 Stimulationen von U937-Zellen und CASMC fiir RNA-Isolierungen

2-3 Stunden vor der Stimulation erhalten die Zellen neues Vollmedium. Die Zellen werden
mit Losartan und PD123319 sowie mit dem jeweiligen Inhibitor fiir 30 Minuten vorinkubiert.
Nach Behandlung der Zellen mit Renin oder Prorenin inkubieren diese fiir weitere 24 Stunden

im Brutschrank. Die Ernte der Zellen erfolgt am néchsten Tag.

-36 -



Methoden

Bei der Ernte der adhdrenten CASMC wird zunichst das Medium abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Dann dient 1 ml PBS zum Abldsen der Zellen mit dem
Zellschaber. Diese Mischung kann dann in ein 2 ml Reaktionsgefd3 iiberfithrt werden. Der
Vorgang wird noch einmal wiederholt und die Zellsuspension in dasselbe Gefil} pipettiert.
Danach werden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand weggefroren. Die Zellen werden in
Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C weggefroren oder weiterverarbeitet. Die
Suspensionszellen (U937-Zellen) werden in ein 2 ml Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und fiir 5
Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Das Medium kann anschlieBend vorsichtig abgesaugt
werden. Die Zellpellets werden in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt

oder direkt genutzt fiir die RNA-Isolierung.

6.3 RNA-Isolierung

Fiir Genexpressionsanalysen haben wir RNA aus Rattengeweben (Herz, Leber, Niere,
Glomeruli und tubulointerstitielle Fraktion mit Gefden) und aus humanen Zellen (CASMC,

U937-Zellen) isoliert.

Das Grundprinzip der RNA-Isolierung sieht folgendermafien aus:

Zellen oder Gewebe werden lysiert, RNAsen inaktiviert und RNA aus dem Gemisch isoliert.

Auf diese Weise erhidlt man am Ende Gesamt-RNA, d. h. ein Gemisch aus ribosomaler RNA
(rRNA), Transfer-RNA (tRNA), messenger RNA (mRNA) und Anderen. Die mRNA macht
daran nur einen Anteil von 2 % aus. Fiir die meisten Anwendungen reicht das bereits aus, so

auch fiir die RT-PCR, zu dessen Verwendung sie anschlieBend dienen soll.

Bei der FEinschrittmethode der RNA-Isolierung wird das Ausgangsmaterial mit
Guanidinisothiocyanat (GTC) lysiert — GTC ist ein chaotropes Salz, das sehr effektiv Proteine
denaturiert und inaktiviert und sogar RNAsen inhibiert. Durch Zugabe des sauren Phenols
gehen die Proteine in die Phenolphase {iber. Im sauren Phenol 16sen sich sogar kleinere DNA-
Fragmente, die GroBeren sammeln sich nach der Zentrifugation an der Interphase. Im
wissrigen Uberstand bleibt die RNA zuriick, die man anschlieBend nur noch auszufillen

braucht. Bei dieser Methode findet die Inaktivierung der RN Asen sofort nach der Lyse statt.

Vor Durchfithrung der TagMan-Experimente in dieser Arbeit haben wir eine Validierung der
RNA-Isolierungsmethode vorgenommen. Dabei haben wir herausgefunden, dass eine Lyse
der Gewebe- und Zellproben mit Trizol-Reagenz, Féllung der RNA, anschlieBender DNA-
Verdau und Reinigung der Probe auf einer Quiagen-Siule zu niedrigen RNA-Ausbeuten und

nicht ausreichend guten Qualititswerten (A260/A230 und A260/A280-Werte) fithren. Bei
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Anwendung der Quiagen-RNA-Isolierungsmethode haben wir Proben erhalten, die sehr gute
Qualititswerte aufweisen. Die Ausbeuten sind aber wegen der geringeren Effektivitit des bei
der Quiagen-Methode verwendeten Lysepuffers teilweise gering. Um die Vorteile beider
Methoden zu nutzen, haben wir beide Methoden kombiniert. Zur RNA-Isolierung in dieser

Arbeit sind wir folgendermallen vorgegangen:

Wir verwenden fiir die Lyse unseres Ausgangsmaterials Trizol®-Reagenz. Trizol ist ein
Fertigreagenz fiir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben. Es ist eine
monophasische Losung aus Phenol und GTC. Wihrend der Probenhomogenisierung und —
lyse bewahrt Trizol die Integritidt der RNA, wihrend es Zellen zerstort und Zellkomponenten
16st. Wir lysieren unsere Proben mit 1 ml Trizol pro Gewebe- oder Zellprobe (entspr. 50-100
mg Gewebe; pro Kulturschale mit 10 cm Durchmesser fiir adhérierende Zellen; pro 10° Zellen
fiir Suspensionszellen), homogenisieren durch Auf- und Niederpipettieren und inkubieren fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur (RT). Dann werden 200 ul Chloroform zugesetzt, geschiittelt,
5 Minuten bei RT inkubiert und fiir 15 Minuten bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. Dadurch
teilt sich die Losung in eine wéssrige und eine organische Phase. RNA bleibt ausschlieBlich in
der wissrigen Phase, DNA-Fragmente sammeln sich hauptsichlich an der Interphase und
Proteine in der Phenolphase. Die wissrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefal} {iberfiihrt.
Es werden ungefidhr 500 pl wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefdf iiberfiihrt und die
gleiche Menge RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol (10 pl B-Mercaptoethanol auf 1 ml RLT-
Puffer) hinzugefiigt. RLT-Puffer ist der Lysepuffer aus dem Quiagen RNeasy Mini Kit. In
diesem Kit erlaubt das Hochsalzpuffersystem die Bindung von Gesamt-RNA an eine Silica-
Gel-Membran. Die Zugabe des RLT-Lysepuffers mit -Mercaptoethanol an dieser Stelle dient
nur zur Anpassung der Probe an die Sdulenbedingungen. Jetzt liegt ein Volumen von 1000 pl
im jeweiligen Reaktionsgefd3 vor. Das gleiche Volumen Ethanol 70 % wird dazupipettiert.
Jeweils 700 pl dieses Ansatzes werden auf die Quiagen-Sdule geladen. Nach jeder Ladung
wird fiir 1 Minute bei RT und 1000 rpm zentrifugiert und der Durchflufl verworfen. Wenn das
gesamte Volumen auf die Siule geladen ist, wird zum ersten Mal mit reduziertem Volumen
350 ul RW1-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der Durchflufl verworfen. Danach muf ein
DNAse-Verdau auf der Sédule durchgefiihrt werden. Dazu benutzt man RNAse-Free DNAse
Set von Quiagen. Pro Probe werden 10 pul DNAse I Stocklosung zu 70 pl RDD-Puffer
pipettiert und anschlieBend 80 pl auf die RNeasy Silika-Gel-Membran pipettiert. Dieses
Gemisch soll 30 Minuten bei RT auf der Sdule einwirken. Danach wird die RNeasyMini-
Sdule mit 350 ul RW1-Puffer gewaschen und fiir 1 Minute bei 8000 g zentrifugiert. Der

Durchflufl wird verworfen. Als Nichstes werden die Sdulen noch zweimal mit jeweils 500 pl
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RPE-Puffer gewaschen. Nach diesen beiden Waschschritten zentrifugieren wir die Sédule bei
maximaler Geschwindigkeit fiir 2 Minuten trocken. Zum SchluB wird die RNA mit 30 — 50 pl
RNAse freiem Wasser in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl} eluiert und die RNA-Konzentration
mit dem Nanodrop®ND1000 gemessen. Mit dieser kombinierten Methode erhalten wir RNA
mit hoher Quantitit und Qualitit (bessere A260/A230 und A260/A280-Werte).

6.4 RNA-Quantifizierung mittels Nanodropmessung

Der NanoDrop®ND1000 ist ein Gesamt-Spektrum-Spektrophotometer (221-750 nm), welches
nur 1 pl Volumen der jeweiligen Probe bendtigt, um mit hoher Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit zu messen. Genutzt wird die patentierte Probenretentionstechnologie,
mittels welcher die entsprechende Probe nur durch die Oberflichenspannung am Messort
gehalten wird. Dadurch bendtigt man keine Kiivetten und die Reinigung des Gerites ist in
wenigen Sekunden moglich. Ein weiterer Vorteil des Nanodrops gegeniiber einem UV/VIS-
Spektrometer besteht darin, dass hochkonzentrierte Proben ohne vorherige Verdiinnung (50
mal héher konzentriert als fiir Proben, die in einem Standardkiivettenspektrometer gemessen
werden) gemessen werden konnen und damit eine entsprechende Fehlerquelle ausgeschalten
wird. Eine Xenonlampe stellt die entsprechende Lichtquelle dar und ein Spektrometer,
welches eine CCD-Kamera nutzt, wird verwendet, um das Licht, das die Probe passiert hat, zu
analysieren. Eine Probe wird auf das Ende des einen Glasfaserkabels pipettiert. Ein zweites
Glasfaserkabel wird dann mit der Fliissigkeitsprobe in Kontakt gebracht, was bewirkt, dass
die Fliissigkeit die Liicke zu den beiden Faserkabeln iiberbriickt. Fiir die hier genutzten RNA-
Messungen werden 1,5 pl der jeweiligen Probe verwendet, um sicherzustellen, dass die
Fliissikeitssdule gebildet und der Lichtweg durch die Probe komplett belegt wird. Zu Beginn
wird mit 1,5 pul Wasser der Blankwert gemessen. Nach jeder Messung sdubert man das obere

und untere Pedal des NanoDrops mit einem weichen Tuch.

Auch die Qualitatswerte 260/280 und 260/230 werden mit dem Nanodrop fiir jede Probe
gemessen und mittels der entsprechenden Software auf dem Computer angezeigt. Sie geben
Auskunft iiber Verunreinigungen der Proben mit Losungsmitteln, Proteinen und Salzen, die

die Enzyme in der nachfolgenden cDNA-Synthese und Real Time-PCR hemmen konnten.
Bei der Nanodropmessung wird die Absorption der jeweiligen Probe bei 260 nm gemessen.

Die RNA-Konzentration errechnet sich wie folgt:

C (ug/ml) = ODygoxF
OD,¢p Absorption bei 260 nm
F Multiplikationsfaktor (40 fiir RNA)
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Es werden nur RNA-Proben fiir nachfolgende Untersuchungen verwendet, die folgende
Qualitatswerte erfiillen: A260/A280 (11,9
A260/A230 [ 1,8

Abbildung 9: Durchfiihrung der RNA-Messung am Nanodropgerit
links: Auftragung der Probe, Mitte: Messung der Probe, rechts: Reinigung des Nanodropgerites

6.5 RNA-Qualitatspriifung mittels Bioanalyserchip

Alle Reagenzien werden bei 4 °© C gelagert und 30 Minuten vor Gebrauch auf RT gebracht.

Zunichst sollen 550 pl Gel auf den Spin Filter pipettiert, fiir 10 Minuten bei 1500 g filtriert
und anschlieBend jeweils 65 pl in ein RNAse freies Mikrofugengefal3 aliquotiert werden. Vor
Durchfiihrung eines Experiments wird ein solches 65 pl Gelaliquot mit 1 pl
Farbstoffkonzentrat versetzt. Das vor Licht geschiitzte Farbstoftkonzentrat soll vor Gebrauch
fiir 10 Sekunden gevortext werden. Die Gel-Farbstoff-Mischung wird bis zur vollstdndigen
Homogenisierung gevortext und 10 Minuten bei RT und 13000 g zentrifugiert. Dieses

Gemisch soll nur einen Tag lang verwendet werden.

Abbildung 10: links: RNA-Nano-Cip, rechts: Chip Priming Station
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Nun kann ein neuer RNA-Nano Chip aus der versiegelten Tiite entnommen und in die Chip
Priming Station eingelegt werden. Der Kolben der Spritze in der Chip Priming Station muf3
auf 1 ml eingestellt werden. Als erstes werden 9 pl Gel-Farbstoff-Mix auf den Boden des
Loches G pipettiert und die Chip Priming Station verschlossen. Der Kolben wird solange
heruntergedriickt bis er von selbst nach einem Klickgerdusch gehalten wird. Nach 30
Sekunden Wartezeit soll der Kolben geldst werden. Durch Kolbendruck in der Chip Priming
Station wird der Gel Farbstoff Mix verteilt. Damit geniigend Gel im Chip ist, werden weitere
9 ul des Gel-Farbstoff-Mixes in die Locher pipettiert, die mit G markiert sind. Dann werden 5
ul Marker-Reagenz sowohl in das Well, das mit dem Leitersymbol gekennzeichnet ist, als
auch in die 12 Probenwells pipettiert. Leiter-Reagenz und Proben miissen fiir 2 Minuten bei
70 © C denaturiert werden. Dann werden je 1 pl Probe in die entsprechenden Probenwells und
1 pl Leiterreagenz in das Well mit dem Leitersymbol pipettiert. Dann wird der vorbereitete
Nanochip bei 2000 rpm fiir I Minute im IKA-Vortexer gevortext. Innerhalb von 5 Minuten
soll der Chip nun in den Agilent 2100 Bioanalyser {iberfiihrt und die Messung durchgefiihrt
werden. Um eine Kontamination der RNA-Proben zu vermeiden, sollen die Elektroden des
Bioanalyser vor dem FEinlegen des Chips mit RNAse-ZAP-Elektrodenreiniger und
anschlieBend mit RNAse freiem Wasser gereinigt werden. Nach SchlieBen des Deckels
passen die Elektroden im Gehéuse in die Wells des Chips. Am Ende erhilt man fiir jede Probe
das Elektropherogram der eukaryotischen Total-RNA. Im Falle einer vollig intakten RNA
erhilt man ein Elektropherogram wie in Abbildung 11 {iber die entsprechende Software am

Computer.

Fluorascaence
a0
5] |
1g | Marker 1
5 1 h 84%CV || '
I 285
0 p U S —

1 1 1 1 f f
19 24 29 34 39 44 49 54 53 64 68
Time [sec]

Abbildung 11: Elektropherogram der eukaryotischen Total-RNA
Das abgebildete Elektropherogram zeigt eine vollig intakte RNA mit idealerweise einem Marker-Peak und 2
Peaks der ribosomalen RNA (18S und 28S); oben rechts befindet sich eine entsprechende Abbildung der Banden
auf dem Gel.
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6.6 cDNA-Synthese

Mo6chte man mit der PCR-Methode RNA untersuchen, mufl man diese erst in DNA
umschreiben. Hierzu nutzt man Reverse Transkriptasen, wie zum Beispiel M-MLV-(Moloney
murine leukemia virus)-Rerverse Transkriptase. Die Reverse Transkriptase aus dem Moloney
murine leukemia virus (MMLV-Reverse Transkriptase) ist eine RNA-abhidngige DNA-
Polymerase mit RNAseH-Aktivitdt. [hr Arbeitsoptimum liegt bei 37 © C, das Maximum bei
42 ° C. Bei der hier verwendeten Superskript' ™ III Reversen Transcriptase von Invitrogen
handelt es sich um eine modifizierte MMLV-Reverse Transkriptase mit reduzierter RNAseH-

Aktivitit und gesteigerter Thermostabilitdt. Das ermoglicht deutlich langere Transkripte.

Als Primer haben wir Random-Primer verwendet. Dabei handelt es sich um zufillige
Hexamerprimer (random hexamers), die irgendwo in die mRNA hybridisieren. Auf diese
Weise sind anschlieBend alle mRNA-Bereiche in der cDNA vertreten. Der neu gebildete
DNA-Strang wird auch als komplementire DNA (cDNA) bezeichnet. Die gesamte cDNA-
Synthese ist eine RT-PCR. Im ersten Schritt wird die RNA mit der Reversen Transkriptase in
cDNA umgeschrieben. Danach wird diese cDNA durch die DNA-Polymerase-Eigenschaften
der Reversen Transkriptase amplifiziert. Mit dieser amplifizierten cDNA fiihren wir

anschlieBBend weitere Real-Time-PCR-Analysen durch.

6.6.1 Protokoll

Ein 2 pg RNA entsprechendes Volumen wird mit 1,8 pl Random Primer und RNAse freiem
Wasser auf 13 ul in ein Reaktionsgefdll pipettiert und durch vortexen homogenisiert. Diese
Mischung wird 10 Minuten bei 70°C inkubiert, um Sekundérstrukturen der RNA
aufzuschmelzen. Anschlieend ldsst man die Probe 5 Minuten auf Eis abkiihlen, damit die
Primer hybridisieren kdnnen. Dann pipettieren wir zu jeder Probe 7 pl eines weiteren Mixes.

Dieser besteht pro Ansatz aus:

4 pl 5xFirst-Strand Puffer

1 pl ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 10 mM jeweils)
1 Wl DTT

1 ul SuperScript"™III Reverse Transkriptase

Diese Mischung wird homogenisiert und fiir eine Stunde bei 42°C inkubiert. Zum Schluf3
inaktiviert man die Reverse Transkriptase bei 70°C fiir 10 Minuten. Diese cDNA kann bei

-20°C gelagert und fiir nachfolgende Real Time-PCR-Experimente verwendet werden.
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6.7 Real time quantitative PCR

Die Real-Time-quantitative-PCR ist eine Amplifizierungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf
dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht und zusétzlich die
Moglichkeit der Quantifizierng bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen am Ende bzw. wihrend eines PCR-Zyklus (daher der Name ,,Real Time*)
durchgefiihrt und unterscheidet sich somit von anderen quantitativen PCR-Methoden, die erst
nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet werden. Fiir die Real-Time-PCR wird oft die
Abkiirzung RT-PCR verwendet, was aber auch zu Verwechslungen fiithren kann, da auch die

Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion so abgekiirzt wird (siche cDNA-Synthese).

6.7.1 Prinzip einer RT-PCR

Zusétzlich zu den beiden Primern, Enzym, Puffer, dNTPs und Mg2+, die in jeder PCR
vorhanden sind, befindet sich eine Sonde (kurzes Stiick einzelstrangiger DNA) in dieser
Reaktion. Sie bindet an eine Gensequenz zwischen den beiden Primern und ist mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Am 5'Ende befindet sich ein Reporter-, am
3’Ende ein Quenchermolekiill. Das Reportermolekiil kann nach Anregung ein
Fluoreszenzsignal aussenden. Das Quenchermolekiil kann dieses Fluoreszenzsignal 16schen,
wenn es sich in der Ndhe des Reportermolekiils befindet (Fluorescence resonance energy
transfer = FRET). In der intakten Sonde liegt genau dieser Fall vor. Es wird kein
Fluoreszenzsignal abgegeben. Wéhrend der PCR werden beide Primer mittels der Tag-
Polymerase solange verldngert bis sie auf die Sonde treffen. Durch die 5 —3’-
Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase wird die Sonde abgebaut. Damit werden Reporter-
und Quenchermolekiill voneinander getrennt. Das Quenchermolekiil kann das
Fluoreszenzsignal des Reportermolekiils nicht mehr 16schen, die Fluoreszenz nimmt zu. In
jedem Zyklus werden weitere Reportermolekiile freigesetzt. Die Stirke der Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes  ist  proportional zur  gebildeten DNA-Menge. Da diese
Reporterfluoreszenz alle 7 Sekunden gemessen wird, kann relativ einfach der Verlauf der
PCR-Reaktion verfolgt werden. Innerhalb der PCR-Kurve wéhlt man dann einen geeigneten
Punkt fiir die Quantifizierung.

Ein weiterer groRer Vorteil dieser Methode ist, dass die PCR-Tubes nach der PCR-Reaktion
nicht mehr gedffnet werden miissen, da die Messungen und Quantifizierungen nach
Beendigung der PCR-Reaktion abgeschlossen sind. Es entfillt somit die teilweise aufwendige

Gelauftrennung der PCR-Produkte und das Risiko einer Kontamination durch PCR-Produkte.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung einer Real time PCR
a.) Sequenz-spezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer, b.) Primerextension und Sondenhydrolyse,
c.) Das PCR-Produkt wird vollstindig synthetisiert. Die Farbstoffe werden getrennt. In Abhéngigkeit von der
Zahl freigesetzter Reportermolekiile wéchst das Reporter-Signal.

6.7.2 Interkalierende Farbstoffe

Die einfachste Mdglichkeit der Quantifizierung der PCR-Produkte ist die Nutzung von DNA-
Farbstoffen (z.B. Ethidiumbromid oder SYBR®Green I). Diese Fluoreszenzfarbstoffe lagern
sich in die DNA ein (interkalieren) bzw. binden an die doppelstrangige DNA, wodurch die
Fluoreszenz dieser Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der Ziel-DNA korreliert daher mit der
Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die
geringe Spezifitdt, da zwischen verschiedenen PCR-Produkten nicht unterschieden werden

kann.
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6.7.3 Grundbegriffe
Begriffe
Amplicon
Amplification plot
Basislinie
Threshold
Threshold cycle Cr
Kalibrator

endogene Kontrolle

NTC

passive Referenz

Reporterfarbstoff

normalisierter Reporter (Rn)

delta Rn

Standard

Definitionen

kurzes DNA-Segment, das wéihrend der PCR amplifiziert wird
grafische Darstellung: Fluoreszenzsignal gegen die Zyklenzahl
einleitende PCR-Zyklen, in denen wenig Fluoreszenzsignal mef3bar ist

Der Schwellwert wird so gesetzt, daB} er {iber der Basislinie liegt, aber ausreichend
niedrig ist, um noch in der exponentiellen Wachstumsphase der Amplifikationskurve
zu liegen.

Zyklusnummer, in welcher die Fluoreszenz den Treshold durchquert
Probe, die fiir vergleichende Studien genutzt wird

internes Kontrollgen, das in allen Proben vorhanden ist; Durch den Gebrauch der
endogenen Kontrolle als aktive Referenz, kann man Unterschiede in Total-RNA-
Mengen normalisieren.

Probe, die kein Template enthdlt und zur Verifizierung der Amplifikationsqualitéit
dient

Farbstoff, der eine interne Fluoreszenz-Referenz darstellt, zu der das
Reporterfarbstoffsignal wihrend der Datenanalyse normalisiert werden kann;
Fluoreszenzschwankungen, die durch Konzentrations- und Volumenénderungen
bedingt sind, werden dadurch korrigiert.

Farbstoff, der sich am 5'Ende der TagMan-Sonde befindet

Verhéltnis: Fluoreszenz-Emissions-Intensitit des Reporterfarbstoffs zu Fluoreszenz-
Emissions-intensitit des passiven Referenzfarbstoffes

Rn (Template) — Rn (NTC)

Probe bekannter Konzentration, die fiir eine Standarkurve genutzt wird

HMRn
2,000,000 — Flatean
e
harple
1,000,000 —
Exponential phase
Threshald
0
Baseline No ternplate
| |
0 20 40
PCR cycle namhber

Abbildung 13: Eigenschaften des Amplifikation Plots
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6.7.4 Minimierung von DNA-Kontaminationen

Wihrend der Amplifizierung besteht die Gefahr einer gleichzeitigen Amplifizierung von
DNA, die ungewollt in die PCR-Proben gelangt ist. Diese kann aus DNA-Template-

Kontrollen oder aus vorhergehenden PCR-Reaktionen stammen (PCR-carryover).

Sybergreen I Farbstoff interkalliert in alle doppelstringigen DNA-Molekiile. Bei der
Verwendung von SyberGreen I Farbstoff wird mit Hilfe einer Schmelzkurve oder Gel-
analyse immer die Bildung von nichtspezifischen Produkten kontrolliert. Bei einer
Schmelzkurvenanalyse wird die Temperatur langsam kontinuierlich erhdht und die DNA
dadurch aufgeschmolzen. Bei einer fiir das Fragment spezifischen Schmelztemperatur geht
der Doppelstrang wieder in ein einzelstringiges Molekiil iiber. Dabei wird der Fluoreszenz-
farbstoff freigesetzt und eine Fluoreszenzabnahme registriert. Da die doppelstrangige DNA
von spezifischen PCR-Produkten einen hoheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch
entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung moglich. Die Hohe des Peaks der

Schmelzkurve gibt anndhernd Auskunft iiber die Menge des gebildeten Fragments.

Weiterhin sollte man beim Primerdesign bemiiht sein, Exon-iiberspannte Primer zu

designen, um eine gleichzeitige Detektion von genomischer DNA bei der PCR zu vermeiden.

Der Gebrauch von AmpErase®uracil N-glycosylase (UNG) minimiert die Reamplifikation
von Carryover-Produkten. UNG wirkt auf einzel- und doppelstrangige dU-enthaltende DNA
(bei Real Time PCR gebildete DNA). Es hydrolysiert die Uracil-glycosidische Bindung an
dU-enthaltenden Orten der DNA. Es erfolgt die Freisetzung von Uracil. Dabei wird ein
alkalisensitver A-Pyrimidinort in der DNA erzeugt. Das Enzym hat keine Wirkung auf RNA
oder dT-enthaltende DNA (entsteht bei cDNA-Synthese). Die vor der eigentlichen Real Time
PCR durchzufiihrende UNG-Behandlung verhindert so die Reamplifikation der PCR-
Produkte aus vorhergehenden Real Time PCR-Experimenten. Bei Gebrauch von TagMan Fast
Universal PCR Master Mix ist zu beachten, dal keine UNG enthalten ist und UNG separat

zugesetzt werden muf3. Im Syber-Mastermix ist UNG bereits enthalten.

6.7.5 Primer- und Sondendesign

Die Primer Express®ABI PRISM Software wird fiir das Design der verwendeten Primer und

Sonden genutzt.

Zum Design sind wir folgendermallen vorgegangen:
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Das zu untersuchende Gen wird im Internet unter NCBI Genomen Human Resouces gesucht
und die codierende Sequenz in ein Text-Dokument kopiert. Mittels NCBI Genome Human
Resources konnen auch die Exon-Intron-Grenzen gefunden und im Text-Dokument
entsprechend markiert werden. Unter Nutzung der Software Primer Express” kénnen dann
entsprechende Primer und Sonden gefunden werden. Die Software beriicksichtigt die in der
Tabelle aufgefiihrten notwendigen Kriterien zum optimalen Primer- und Sondendesign. Wir
haben versucht, die Primer oder die Sonde Exon-iiberspannt zu designen, um eine Detektion

von genomischer DNA auszuschlieen.

Primer Sonde

% GC-Gehalt 30-80 %

nicht mehr als 3 G's in Folge
TM von 68 — 70 ° C

Primer TM von 58 — 60 ° C
vorwirts- und riickwérts-Primer sind so kein G am 5'-Ende

nahe wie moglich an der Sonde Wabhl der Sonde vom Strang, der mehr C’s als

G’s enthalt
5 Nukleotide am 3 "Ende haben nur 1 oder 2

Gs und Cs.

Amplikon-Linge weniger als 150 bp

6.7.6 Optimale Primerkonzentrationen

Im Allgemeinen konnen Standard-Primer- und Sondenkonzentrationen verwendet werden.
Falls die PCR nicht mit optimaler Effektivitit lauft, wird eine Primeroptimierungsmatrix

pipettiert.

Standardkonzentrationen

5'5'Nuklease-Assay

SyberGreen I — Assay

Primer forward 300 nM 300 nM
Primer reverse 300 nM 300 nM
Sonde 200 nM keine
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Fir die hier verwendeten Primer ist die PCR bereits bei den jeweiligen Standard-

konzentrationen optimal verlaufen, so dass fiir kein Gen das Pipettieren einer

Primeroptimierungsmatrix notwendig gewesen ist.

6.7.7 Protokoll

Berechnung der notwendigen Anséitze

1 x NTC 3,5
5 x Standard *3)5 17,5
X X Proben X

3 x Rest 10,5

Summe (entspricht X Ansétzen)

Fast RT-PCR-Experimente

Reaktionsmix |1 Ansatz | X Ansatze
Fast Mastermix 5ul 5ul* X

Sonde 0,4 pl 0,4 pl*X
Primer forward 0,3 ul 0,3pul*X
Primer reverse 0,3 pl 0,3 ul*X
Wasser 1,5 ul 15u*X
UNG 0,1 pl 0,1pul*X

33,6 ul des Reaktionsmixes werden in jedem Reaktionsgefd3 vorgelegt und entweder 1,4 ul
der jeweiligen cDNA oder 1,4 pul Wasser fiir NTC dazupipettiert.
AnschlieBend werden jeweils 10 pl dieses Gemisches in die Wells einer 96-Well-Platte

pipettiert. Der Ansatz ist jeweils ausreichend fiir eine 3fach-Bestimmung.

Svber-Experimente

Reaktionsmix 1 Ansatz | X Ansatze
Syber Mastermix | 10 pl 10 ul*X
Primer forward 0,6 pl 0,6 pl*X
Primer reverse 0,6 pl 0,6 pul* X
Wasser 8 pl 8 ul*X

67,2 ul des Reaktionsmixes werden in jedem Reaktionsgefa3 vorgelegt und entweder 2,81 pl

cDNA oder 2,81 ul Wasser fiir NTC dazupipettiert.
Anschliefend werden jeweils 20 pl dieses Gemisches in die Wells einer 96-Well-Platte

pipettiert. Der Ansatz ist jeweis ausreichend fiir 3-fach-Bestimmungen.
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6.7.8 PCR-Programme

PCR-Bedingungen fiir cDNA-Amplifikation bei Verwendung von TagMan Fast Universal
PCR-Mastermix (2x), No AmpErase UNG fiir das 7500 Fast System sind folgende:

Zeiten und Temperaturen

einleitende Schritte

PCR (45 Zyklen)

UNG- Aktivierung

Denaturierung

Schmelzen

Annelieren/ Extension

2 Min. 50° C

10 Min. 95°C

3Sek.95°C

30 Sek. 60 ° C

PCR-Bedingungen fiir cDNA-Amplifikation bei Verwendung von SyberGreen I:

Zeiten und Temperaturen

einleitende Schritte PCR (45 Zyklen)
UNG- Aktivierung Denaturierung Schmelzen Annelieren/ Extension
2 Min. 50 ° C 10 Min. 95 ° C 15 Sek.95°C 1 Min. 60 ° C

6.7.9 Auswertung der RT-PCR-Ergebnisse

Bei der Analyse der Daten der Genexpressionsassays geht man folgendermaflen vor:

* Auswerten des Amplifikation plots fiir die gesamte Platte
* Baseline- und Treshold-Werte festlegen
* Quantifizierung
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6.8 Zellkultur

6.8.1 Einfrieren und Auftauen

Zum Einfrieren werden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet
in Einfriermedium aufgenommen. 1 ml des Zellgemisches wird dann in ein Kryoréhrchen
tiberfiihrt. Das Einfrieren erfolgt in einer mit Isopropanol gefiillten Einfrierbox in einer

-80°C Kiihltruhe. Am néchsten Tag werden die Rohrchen in den Fliissigstickstofftank
tiberfiihrt.

Zum Auftauen der Zellen taut man diese moglichst schnell im 37 °© C Wasserbad auf,
pipettiert Medium hinzu, mischt vorsichtig und zentrifugiert anschlieBend ab. Der Uberstand
mit dem zelltoxischen DMSO wird abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium

aufgenommen.

6.8.2 Zellkultivierung

Die CASMC werden von Passage 5 bis 9 genutzt. Die Zellen erhalten alle 2 bis 3 Tage neues
Medium. Die AT1aR ko-VSMC werden wie die CASMC kultiviert.

Die U937-Suspensionszellen wachsen bis zu einer maximalen Dichte von 5 x 10° Zellen pro
Milliliter. Bei Erreichen dieser Zelldichte werden die Zellen zentrifugiert (1000 rpm, 5
Minuten bei Raumtemperatur), der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in neuem Medium

aufgenommen.

6.8.3 Passagieren

Die adhdrenten CASMC wachsen bis 70 % Konfluenz. Um die Zellen zu passagieren, wird
das Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und Trypsin auf den Zellen mdglichst
sparsam verteilt. Die Inkubation mit dem Trypsin erfolgt fiir etwa 5 Minuten im Brutschrank.
Danach konnen die Zellen durch leichtes Klopfen an der Flasche noch besser geldst werden.
Um dann das zytotoxische Trypsin zu inaktivieren, wird etwas Medium auf die Zellen
gegeben. Das Gemisch wird dann in ein Falcon iiberfiihrt und die Zellen bei 1000 rpm fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugier, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in
frischem Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-

Zihlkammer werden die Zellen neu ausgesit.
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6.8.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wird die Neubauer-Zahlkammer verwendet. Zunédchst werden
die Zihlkammer und das Deckglas mit Alkohol gereinigt, die Stege leicht angefeuchtet und
das Deckglas vorsichtig aufgeschoben bis die sogenannten Newtonringe erschienen. Das
Erscheinen der Newtonringe zeigt an, dass das Deckglas richtig angebracht und die Tiefe (0,1
mm) der Zdhlkammer richtig eingestellt ist. 10 ul Zellsuspension werden dann in die
Zéhlkammer gefiillt. Die Kammer wird dann unter das Mikroskop gelegt und so eingestellt,
dass die Einteilungslinien der Kammer sichtbar werden.

Jedes groBe Quadrat der Zihlkammer hat eine Fliche von 1 mm® dies ergibt eine Tiefe von
0,1 mm, also ein Volumen von 0,1 ul. 4 groBe Quadrate werden bei jeder Zellzdhlung
ausgezihlt und der Mittelwert errechnet. Der Mittelwert wird mit 10* multipliziert; man erhlt
dann die Zellzahl pro Milliliter. Die Gesamtzahl ergibt sich aus dem Volumen der

Zellsuspension mal der Zahl pro ml.

6.8.5 Stimulationen von U937-Zellen und CASMC fiir Proteinisolierungen

Vor einer Stimulation werden die Zellen fiir 24 Stunden mit dem jeweiligen Mangelmedium
inkubiert, um alle Zellen in die Gy-Phase zu bekommen. Die CASMC werden auf Schalen mit
4 cm Durchmesser ausgesét und bis zu 70 % Konfluenz in normalem Medium kultiviert. Bei
Erreichen dieser Zelldichte wird das alte Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und
das Mangelmedium hinzugegeben.

Die U937-Zellen werden abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in
Mangelmedium aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer
werden jeweils 0,5 bis 1 x 10° Zellen in 2 ml Mangelmedium auf 6-Loch-Platten ausgesit.
Fiir die eigentlichen Stimulationen inkubiert man alle Zellen mit Losartan und PD123319 und
dem jeweilig zu untersuchenden Inhibitor fiir 30 Minuten vor. Danach erfolgt die eigentliche
Stimulation mit Renin oder Prorenin. Nach Ablauf der entsprechenden Stimulationszeiten
werden die Zellen geerntet und lysiert.

Die in der Zellkultur eingesetzten Konzentrationen fiir Renin, Prorenin und die Inhibitoren

sind in der nachfolgenden Tabelle angegeben:
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Konzentrationen

Renin 10 nM
Prorenin 2 nM

Losartan (AT1Rezeptor-Inhibitor) 10 uM
HRP ((P)RR-Inhibitor) 1 uM

Aliskiren (Renininhibitor) 10 uM
PD123319 (AT2Rezeptor-Inhibitor) 10 uM
PD98059 (MEK-Inhibitor) 100 nM
G0 6976 (PKC,-Inhibitor) 10 nM

6.8.6 Zelllyse

Wihrend der Zelllyse werden die Zellen aufgebrochen und setzen Proteasen frei, welche die
zu isolierenden Proteine degradieren konnen. Daher lagern wir die Proben wéhrend der
Zelllyse standig auf Eis und setzen dem Lysepuffer Proteaseinhibitoren immer frisch zu. Da
in dieser Arbeit Enzymaktivititen (Phosphorylierungen von Proteinen) untersucht werden,
wird ein nicht-denaturierender Zelllysispuffer mit zugestzten Phosphataseinhibitoren

verwendet. Fiir Ernte und Zelllyse wird dann folgendermallen vorgegangen:

Bei den adhiarenten CASMC wird zunéchst das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit
PBS gewaschen. 100 ul Lysepuffer werden auf den Boden der Zellkulturschale pipettiert und
anschlieBend die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden geldst. Das Zelllysat wird in ein
Reaktionsgefal} tiberflihrt, 15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Das
Zelllysat wird in ein neues Reaktionsgefdl3 pipettiert, kurz in Fliissigstickstoff schockgefroren

und dann bei -20 ° C gelagert.

Die Suspensionszellen (U937-Zellen) werden in ein 2 ml Reaktionsgefa3 tiberfiihrt und bei
3000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 100 pl Lysepuffer resuspendiert
und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Zentifugation (14000 rpm, 15 Minuten, 4 ° C)
wird das Zelllysat in ein neues Reaktionsgefdl3 pipettiert, in Fliissigstickstoff schockgefroren

und bei -20 ° C aufbewahrt.
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6.8.7 Proteinbestimmung mittels Bradford

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen (MeBbereich pg/ml). Der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-
250 (CBBG) bildet in saurer Losung sowohl mit den kationischen als auch mit den
nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine Komplexe. Das Absorptionsspektrum
der ungebundenen (kationischen) rotgefarbten Form hat ein Absorptionsmaximum bei 470
nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen,
unprotonierten, anionischen Sulfatform stabilisiert, das Absorptiosspektrum verschiebt sich
auf ein Absorptionsmaximum bei 595 nm. Da der Extinktionskoeffizient des Farbstoft-
Protein-Komplexes auflerdem sehr viel hoher als der des freien Farbstoffs ist, kann die
Zunahme der Absorption bei 595 nm durch die Bildung des Komplexes mit hoher
Empfindlichkeit gegen das freie Farbreagenz photometrisch gemessen werden und ist ein
Ma fiir die Proteinkonzentration der Losung.

Das Ausmal} der Farbreaktion ist von Protein zu Protein verschieden. Man braucht daher zur
genauen Konzentrationsbestimmung eine Kalibrationslosung des zu bestimmenden Proteins.
Wenn diese nicht gereinigt zur Verfiigung steht bzw. wenn die Proteinkonzentration von
Gemischen bestimmt werden soll, werden sogenannte Standardproteine zur Kalibrierung
eingesetzt (z.B. Chymotrypsin, Lysozym oder BSA). Dabei konnen je nach
Zusammensetzung des Proteingemisches fiir gleiche Proteinmengen unterschiedliche
Ergebnisse erhalten werden. Der Test ist damit nur semi-quantitativ. Dies ist die
Hauptschwéche der Bradfordbestimmung. Thre Vorteile sind hohe Sensitivitit und die

einfache und schnelle Durchfiihrung.

Zur Proteinbestimmung der Lysate wird auch in dieser Arbeit eine Standardreihe pipettiert,
mit welcher die Konzentrationen der Proben ermittelt werden. Fiir die Standardreihe werden
BSA mit PBS wie folgt verdiinnt: 4 ng/ml, 8 pg/ml, 12 pg/ml, 16 ng/ml, 24 pg/ml, 32 pg/ml
und 40 pg/ml. Fiir die Standardwerte, den Nullwert und die Proben ermitteln wir jeweils
Dreifachwerte. Das Probenlysat wird mit PBS 1:100 (CASMC-Zelllysat) oder 1:400 (U937-
Zelllysat) verdiinnt, gut gemischt und anschlieend je dreimal 50 pl in die Vertiefungen einer
96-Lochplatte  pipettiert. Danach werden je 200 upl Bradfordlésung zu den
Probenverdiinnungen pipettiert und eventuelle Luftblasen entfernt. Anschliefend kann die
Absorption bei 595 nm im TECAN-Plattenreader gemessen werden. Die Konzentrationen

werden unter Beriicksichtigung der Verdiinnung tiber die Standardreihe errechnet.
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6.9 Waesternblotanalyse

6.9.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyvacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) ist wahrscheinlich die am meisten genutzte
analytische Technik zur Trennung und Charakterisierung von Proteinen. Eine Ldsung von
Acrylamid und Bisacrylamid wird polymerisiert. Acrylamid bildet lineare Polymere.
Bisacrylamid fiihrt Querverbindungen zwischen die Acrylamidketten ein. Die Porengrof3e
wird durch das Verhéltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid und durch die Konzentration der
Acrylamide bestimmt. Ein hoher Verhéltniswert von Bisacrylamid zu Acrylamid und hohe
Acrylamidkonzentrationen bewirken geringe elektrophoretische Mobilitét. Polymerisation
von Acrylamid- und Bisacrylamidmonomeren wird durch Ammoniumpersulfat (APS)
induziert, welches schnell zerfillt und freie Radikale bildet. TEMED, ein Stabilisator fiir freie
Radikale, wird zugesetzt, um die Polymerisation zu unterstiitzen. Sodiumdodecylsulfat (SDS)
ist ein amphiphiles Detergenz. Es besitzt eine anionische Gruppe und einen lipophilen
Schwanz. Es bindet nicht-kovalent an Proteine mit einer Stochiometrie von ungefahr einem
SDS-Molekiil pro 2 Aminosduren. SDS bewirkt eine Denaturierung und Dissoziation der
Proteine und verleiht ihnen die negative Ladung. Demzufolge ist in der Anwesenheit von SDS
die intrinsische Ladung des Proteins maskiert. Wahrend SDS PAGE wandern alle Proteine
zur Anode (positiv geladene Elektrode).

Die spezifische Faltung eines Proteins tragt nicht zum Laufverhalten bei, da die Proben mit -
Mercaptoethanol, das im Probenpuffer enthalten ist, vorbehandelt werden, was eine
Zerstorung der Disulfidbriicken zwischen Cysteinen bewirkt. Zur vollstindigen
Denaturierung werden die Proteine fiir 5 Minuten bei 95 © C erhitzt. Wihrend der PAGE
ergibt sich die Migrationsrate der SDS-beladenen Proteine also nur aus dem

Molekulargewicht.

Fir die Vorbereitung eines diskontinuierlichen SDS-PAGE wird folgendermaf3en

vorgegangen:

Die beiden Glasplatten fiir ein 1 mm Gel werden mit Ethanol gereinigt, zusammengebaut und
im Giefstand fixiert. Das Trenngel wird nach unten stehendem Schema pipettiert. APS und
TEMED werden als letztes hinzugefiigt und die Losung zwischen die Platten pipettiert. Das
Trenngel wird bis etwa 1 cm unter den Rand der Kammtaschen gegossen. Das Gel wird mit

Isopropanol iiberschichtet und polymerisiert fiir eine halbe bis eine Stunde aus.
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Zusammensetzung fiir verschiedene Volumina des Trenngels

Trenngel 10 % Sml 10ml 15ml 20ml 25ml
Wasser 1.9ml 40ml 59ml 79ml 9,9 ml

30 % Acrylamid Mix 1,7ml 3,3ml 5,0ml 6,7ml 8,3 ml
ISMTris(pH8,8) 1,3ml 2,5ml 3,8ml 5,0ml 6,3 ml

10 % SDS S50 ul 100 pl 150 pl 210 pl 250 pl
10 % APS S50 ul 100 pl 150 pl 210 pl 250 pl
TEMED 2 ul 4 ul 6 ul gul 10l

Nach vollstindiger Entfernung von Isopropanol wird das Sammelgel vorbereitet, auf das

Trenngel pipettiert und der Probentaschenkamm gesteckt.

Zusammensetzung fir 2 Sammelgele (5ml sind ausreichend fir 1 Sammelgel)

Sammelgel 5,1 % 10 ml
Wasser 6,8 ml

30 % Acrylamid Mix 1,7 ml
1,0 M Tris (pH 6,8) 1,25 ml

10 % SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl

6.9.2 Probenvorbereitung

Pro Tasche werden 10-20 pg Protein verwendet. Die 10-20 pg entsprechenden pl Volumen
werden mit PBS auf 20 pl aufgefiillt und mit 4 pl Probenpuffer (6x) versetzt. Die Proben
werden dann auf dem Heizblock 5 Minuten bei 95 © C vollstindig denaturiert und wieder

abgekiihlt. Je 20 ul der Proben werden dann in die Taschen pipettiert.

6.9.3 Elektrophorese

Nach dem Auspolymerisieren wird die Gelkassette aus dem GieBstand entnommen und in die
Elektrophoresekammer eingebaut. Der Kamm wird aus den Gelen entfernt. Die
Elektrophoresekammer wird an die Stomquelle angeschlossen. Im Sammelgel wird eine
Spannung von 80 V und im Trenngel von 140 V verwendet. Am Ende der Elektrophorese

wird die Stromquelle ausgeschalten und die Apparatur auseinander gebaut.
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6.9.4 Blotten

Western Blot bezeichnet die Ubertragung (engl. Blotting) von Proteinen auf eine
Trigermembran. Hier konnen anschlieBend die Proteine iiber unterschiedliche Reaktionen
nachgewiesen werden. Die Ubertragung kann auf unterschiedliche Weise durchgefiihrt

werden: mittels Diffusion, Kapillarwirkung oder Elektrophorese.

Durch die vorangegangene Elektrophorese sind die Proteine in Proteinbanden aufgetrennt.
Beim Blotten wird ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld
angelegt. Elektroblotting ist eine Transfermethode, die die Tatsache ausnutzt, dass SDS die
Proteine negativ auflidt. Somit wandern die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran in Richtung des elektrischen Stroms. Auf der Membranoberfliche
bleiben sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften. Dabei bleibt das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung erhalten — die Proteine sind nun aber fiir weitere Methoden
zugénglich (z.B Antikdrperbindung). Nach diesem Vorgang kann das an den Proteinen
angelagerte SDS ausgewaschen werden. Daher konnen die Proteine renaturieren und teilweise

thre Sekundér- und Tertidrstruktur wieder einnehmen, nicht aber ihre Quartarstruktur.
Zum Blotten wird folgendermal3en vorgegangen:

Zwei Lagen Whatmanpapier und die Nitrocellulosemembran werden auf die GroBe des Gels
zurechtgeschnitten und im Blot-Puffer getriankt. Das Gel wird von den Glasplatten entfernt
und der Blot wie in der unteren Abbildung auf der Blotapparatur zusammengebaut. Zur
Entfernung von Luftblasen wird ein Glasstab verwendet. Fiir ein Gel der Grofle 5,3 x 3 cm

wird eine Stromstirke von 11 mA angelegt. Das Blotten erfolgt fiir 50 Minuten.

Kathode

Filterpapier

Gel P
[ ]

< Nitrocellulose
+

Abbildung 14: Anordung des Gels, der Nitrocellulosemembran und der Filter in der Blotapparatur

6.9.5 Ponceaufiarbung

Der Transfer der Proteine kann auf Einheitlichkeit und Gesamteffektivitat durch verschiedene

Féarbemethoden kontrolliert werden. Hier wird die Pronceaufirbemethode genutzt. Dazu
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inkubieren wir die Membran nach dem Transfer fiir 5 Minuten in der Ponceaufédrbelosung
und waschen anschlieBend den UberschuB der Farblosung mit Wasser ab bis die
Proteinbanden gut zu erkennen sind. Um die Nitrocellulose-Membran vollstindig zu

entfarben, inkubieren wir sie fiir weitere 5 Minuten in TBS-T.

6.9.6 Blocken der Membran

Membranen werden als Transferziel gewéhlt, weil sie in der Lage sind, Proteine zu binden.
Wenn jetzt eine weitere Detektion bestimmter Proteine iiber Antikorper erfolgen soll, mufl
beriicksichtigt werden, dass auch Antikorper leider Proteine sind, die sich nichtspezifisch an
alle diese Bindungsstellen auf der Membran anlagern und einen spezifischen Nachweis des
Antigens unmoglich machen. Das Blockieren der freien Bindungsstellen erfolgt mit einem fiir
die Antikorper nicht erkennbaren Protein. In dieser Arbeit wurde 1 %ige Peptonlosung in
I1XTBS-T verwendet und 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C jeweils auf dem Schiittler

inkubiert.

6.9.7 Antikorperreaktionen

Die Membran wird dann mit einer verdiinnten Antikorper-Losung behandelt, wobei die
Antikorper spezifisch gegen bestimmte Proteine (hier: ERK oder pERK, elF) auf der
Membran gerichtet sind. Einige Waschschritte entfernen schwécher haftenden unspezifisch
gebundenen Antikorper von der Membran. Eine zweite Antikorperlosung mit dem Sekundér-
Antikorper wird auf die Membran gegeben. Der Antikorper dieser zweiten Antikorperlosung
ist spezifisch gegen bestimmte Bereiche des ersten Antikorpers gerichtet, in der Regel gegen

die Fc-Bereiche des 1. Antikdrpers. Der 2. Antikorper bindet also an den 1. Antikorper.

Der 1. Antikorper wird entsprechend der unteren Tabelle verdiinnt. Dann werden 7,5 ml
dieser Losung auf die Nitrozellulosemembran gegeben und fiir 3 Stunden bei RT oder iiber

Nacht bei 4°C auf dem Schiittler inkubiert.

Antikorper(Cell Signaling) Verdiinnung ul auf 15 ml mit 1 % Pepton in TBS-T
pERK 1:1000 15 pl
ERK 1:1000 15 pl
elF4E 1:6000 2,5 ul
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Dann wird die Membran dreimal fiir jeweils 5 Minuten mit TBS-T gewaschen. Der zweite
Antikorper Anti-rabbit POD (Jackson Immunoresearch) wird 1:5000 mit 1 % Pepton in TBS-
T verdiinnt. Die Inkubation erfolgt fiir eine Stunde bei RT auf dem Schiittler mit jeweis 7,5 ml

dieser Verdiinnung. Anschlieend wird die Membran wieder dreimal mit TBS-T gewaschen.

6.9.8 AntikOrperdetektion

Nach dem letzten Waschschritt erfolgt die Antikorperdetektion. Bei Enzym-
Antikorperkonjugaten wird durch die hier verwendete Meerrettich-Peroxidase (HRP,
horseradisch peroxidase) eine Chemilumineszenzreaktion Kkatalysiert. Die Meerettich-
Peroxidase ist an den sekunddren Antikorper gekoppelt. Dieses Enzym katalysiert die
Umwandlung von Luminol in seine oxidierte Form, bei der eine Lumineszenz detektiert

werden kann.

M

+H,0,
A ., 4
k/’ﬂ hi
\‘\-\-._ o =428 nm
e / L
ey ’, ~ '/ "
" P . *HO+N
— R NH, ©
Primérer Antikdrper | Chemilumineszenz Reaktion
£
Sekundirer Antikbrper
o mit gekoppelttem HRP
Antigen

Abbildung 15: Schema der Immundetektion
Der primére Antikorper bindet an sein Antigen, welches auf einer Membran fixiert ist. An diesen wiederum
bindet der sekundére Antikorper, der mit dem Enzym Horsedish-Perosidase gekoppelt ist. Das Enzym katalysiert
die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, dessen Chemilumineszenz detektiert werden kann.
Das ECL-Reagenz wird zu gleichen Teilen gemischt (pro Blot je 1 ml, Endvolumen 2 ml) und
auf die Membran aufgetragen. Die Inkubation erfolgt fiir 1 Minute bei RT. Nach Abtropfen
des Blottes wird dieser in Klarsichtfolie verpackt und in der Dunkelkammer oder im Imager

entwickelt.

6.10 Kinase-Assay

Um herauszufinden, ob das in unseren Westernblots gebildete pERK nach Renin- oder
Proreninstimulation katalytisch aktiv ist und dadurch den nachfolgenden Transkriptionsfaktor

ELK phosphoryliert, wird ein entsprechendes Kinase-Assay durchgefiihrt.
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6.10.1 Prinzip

Nichtradioaktives ERK-Kinase-Assay stellt alle Reagenzien zur Verfiigung, die fiir eine
Messung der ERK-Aktivitéit in den Zellen notwendig sind. Immobilisierter pERK-Antikorper
wird genutzt, um aktives ERK aus Zellextrakten zu immunoprézipitieren. Dann wird ein in-
vitro Kinase-Assay durchgefiihrt, in dem ELKI1-Protein als Substrat genutzt wird. ELK1-
Phosphorylierung wird dann mittels Western blot durch den Gebrauch von Phospho-ELK-
Antikorper (Ser383) nachgewiesen.

Das Kinase Assay wird mit U937-Zellen durchgefiihrt. Es werden 1x10° Zellen in 2 ml
Mangelmedium in 6-Lochplatten ausgesit. Die Stimulation erfolgt nach 24 Stunden. Nach der
Stimulation werden die Zellen geerntet. Das nach der Zentrifugation erhaltene Zellpellet wird
mit jeweils 500 pl 1xLysispuffer versetzt und 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
hinzugefiigt und dieser Ansatz 5 Minuten auf Eis inubiert. Dann wird 10 Minuten bei 4°C mit
Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefi3

uberfuhrt.

6.10.2 Immunoprizipitation des immobilisierten Antikorpers

15 ul des immobilisierten pERK-Antikorpers werden zu 200 pl Zelllysat (entspricht ungefahr
200 pg Protein) pipettiert. Dieser Ansatz wird iiber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
inkubiert.

6.10.3 Kinase Assay

Das Zelllysat wird dann bei 14000xg fiir 1 Minute bei 4°C zentrifugiert. Das entstehende
Pellet wird dann zweimal mit 500 ul 1xLysepuffer und zweimal mit 500 pl 1xKinasepuffer
gewaschen. Dann wird das Pellet in 50 pl 1xKinasepuffer suspendiert und 200 pM ATP und
die erforderliche Menge Kinasesubstrat zugesetzt (ELK-Fusionsprotein, 1 pg/Assay). Dieser
Ansatz wird 30 Minuten bei 30°C auf dem Heizblock inkubiert. Danach wird die Reaktion
mit 25 pl 3xSDS-Probenpuffer beendet, gevortext und kurz zentrifugiert.

6.10.4 Western blot

Die Proben aus der Kinase-Assay-Reaktion werden fiir 5 Minuten bei 95-100°C erhitzt und
20 pl pro Well auf ein SDS-PAGE-Gel geladen. Der Western blot wird dann wie unter
Western blot beschrieben durchgefiihrt. Zum Blocken wird hier 5%ige Blockmilch in TBST
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verwendet und eine Stunde geblockt. Als erster Antikdrper wird pELK (Ser383) (1:1000-
Verdiinnung in 5 % BSA TBS-T) iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Als
zweiter Antikorper wird HRP konjugierter zweiter Antikorper (1:2000 in 5 % BSA TBS-T) 1
Stunde bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Zur Entwicklung wird der Blot 1 Minute mit 10
ml LumiGLOSubstrat bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Zum Schlufl erfolgt die

Entwicklung auf dem Rontgenfilm.

6.11 Durchflusszytometrie (FACS®, Flourescence Activated Cell Sorting)

In dieser Arbeit wird das Durchflusszytometer genutzt, um herauzufinden, ob der (P)RR in
Monozyten und in und auf U937-Zellen lokalisiert ist. Weiter wird die Bindungsfahigkeit von
Handle Region Peptid (HRP) an U937-Zellen untersucht.

6.11.1 Lokalisation des (P)RR in Monozyten und auf und in U937-Zellen

0,5x10° Zellen enthaltende Zellsuspension wird bei 1000 rpm, 5 Minuten bei RT
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wird zunédchst mit 1,4 ml PBS + 3 % FCS + 0,1 % Na-
Acid gewaschen. Dann wird erneut bei 400 g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert

und der Uberstand abgesaugt.

Proben, die auf eine Lokalisation des (P)RR auf der Zellmembran untersucht werden sollen,
konnen jetzt mit dem 1. Antikdrper oder mit dem entsprechenden Praimmunserum inkubiert
werden. Der spezifisch gegen (P)RR gerichtete Antikorper heiflit 1623 und ist von G. Nguyen
in Paris hergestellt worden. Er wird nach Vorschrift mit Puffer verdiinnt und 30 Minuten bei
RT auf dem Schiittler inkubiert. Danach erfolgt ein Waschschritt mit 1,6 ml Puffer, es wird
wieder bei 400 g fiir 5 Minuten bei RT zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Dann
erfolgt die Inkubation eines 2. FITC-gelabelten Antikorpers, der gegen den 1. Antikorper
gerichtet ist und an diesen bindet. Es handelt sich um FITC-gelabelten Esel-a-Kaninchen-
Antikorper. Die Inkubation erfolgt fiir 30 Minuten bei RT auf dem Schiittler. Dann wird
wieder mit 1,6 ml Puffer gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
AnschlieBend wird das Pellet in 400 pul PBS + 1 % Formaldehyd resuspendiert. Diese Losung

wird in FACS-Rohrchen tiberfiihrt und anschlieend im Durchflulzytometer gemessen.

Soll die intrazelluldre Lokalisation des (P)RR untersucht werden, miilen die Zellen vor der
entsprechenden Antikdrperinkubation permeabilisiert werden. Dazu werden 100 pl Losung A
vom ,,Fix and Perm Cell Permeabilization kit* zum vorher gewaschenen Zellpellet pipettiert,

kurz gevortext und 15 Minuten bei RT inkubiert. Dann werden 1,8 ml Puffer dazupipettiert
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und 5 Minuten bei 400 g und RT zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Danach pipettiert
man 100 pl Losung B von ,,Fix and Perm Cell Permeabilization kit“ zum Zellpellet und
inkubiert weitere 15 Minuten. In diese Suspension wird eine entsprechende Verdiinnung des
1. Antikorpers pippettiert Die Antikorperinkubation wird dann weiter, wie bei der
AuBlenmarkierung beschrieben, durchgefiihrt und das Zellpellet nach dem letzten
Waschvorgang auch in 400 pl PBS + 1 % Formaldehyd resuspendiert und in FACS-R6hrchen
iiberfithrt. Die Fluoreszenz aller Proben wird dann im DurchfluBzytometer gemessen und

mittels der CellQuestPro-Software eine entsprechende Auswertung vorgenommen.

6.11.2 Bindung von FITC-HRP an U937-Zellen und an ES-Zellen

Um zu testen, ob HRP tiberhaupt und in Abhingigkeit von der Konzentration an U937-Zellen
bindet, wird FITC-gelabeltes HRP verwendet. Es werden 1x10° U937-Zellen in 6-Well-
Platten ausgesidt und alle Wells mit Medium einheitlich auf 2 ml aufgefiillt. Die so
angesetzten Zellen werden fiir 20 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Nach Zugabe der entsprechenden Verdiinnung der FITC-HRP-Losung (10°-10" M) wird die
Zellsuspension 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach werden 2 ml
Suspension mit der Tropfpipette in ein 2 ml Reaktionsgefal iiberfithrt und fiir 5 Minuten bei
300 g und 20°C zentrifugiert. Der Uberstand kann abgesaugt und das Pellet in 500 pl
PBS+1%PFA aufgenommen werden. Dann wird die Fluoreszenz der Proben im FACS-Gerit
gemessen. Als Kontrollen dienen Zellen, die mit nichtgelabeltem HRP in einer Konzentration

von 107 behandelt werden.

Um zu untersuchen, ob die Bindung von HRP an U937-Zellen kompetitv ist, wird getestet, ob
eine Vorinkubation mit einem Uberschuff an ungelabeltem HRP (107 M) die Bindung von
FITC-HRP (10® M) an U937-Zellen hemmt. Die Zellsuspension wird sowohl nach Zugabe
von ungelabeltem HRP als auch von FITC-HRP 20 Minuten bei 37°C im Brutschrank

inkubiert. Zum SchluB3 werden die Proben im DurchfluBzytometer gemessen.

Weiter inkubieren wir embryonale Stammzellen (ES-Zellen) RST307 (BayGenomics) mit
FITC-HRP (107 M) oder mit nichtgelabeltem HRP (107M) fiir 30 Minuten bei 37°C im
Brutschrank. Diese Zellen haben eine ,,Genfalle* fiir den (P)RR und tragen daher die
Transmembrandomine des (P)RR nicht. Nach der Inkubation werden die Zellen 5 Minuten
bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Pellet wieder in 300 pl PBS+1
% PFA aufgenommen. Die Fluoreszenz der Proben wird dann sofort im FACS-Gerit

gemessen.
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6.12 1251-Renin- und 125I-Proreninbindung in U937-Zellen

Die radioaktiven Bindungsexperimente sind in Kooperation mit Nguyen et al durchgefiihrt
worden.

Die U937-Zellen werden mit 0,1 bis 0,2 nM gelabeltem Renin oder Prorenin fiir 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Die Zellen werden dann zentrifugiert und zweimal mit 1 ml Krebspuffer
gewaschen. Dann wird die Radioaktivitdt in diesen Zellen gemessen. Dieser Wert entspricht
sowohl spezifischer als auch unspezifischer Bindung von gelabeltem Renin oder Prorenin an
die U937-Zellen. In einem weiteren Versuch werden U937-Zellen mit 0,1 bis 0,2 nM
gelabeltem Renin oder Prorenin fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert und dann ein Uberschuf
von kaltem Renin (1uM) oder kaltem Prorenin (350 nM) fiir weitere 2 Stunden zugesetzt. Die
Zellen werden dann wieder zweimal mit Krebspuffer gewaschen und die Radioaktivitit erneut
gemessen. Der Wert dieser 2. Messung entspricht unspezifisch an die U937-Zellen
gebundenem Renin oder Prorenin. Die spezifische Renin- oder Proreninbindung wird dann
aus der Differenz zwischen totaler Bindung (1. Wert) und der Bindung in der Anwesenheit
eines Uberschusses an jeweils ungelabelten Verbindungen (2.Wert) ermittelt. Diese Differenz
wird auf 100 % gesetzt. Die entsprechend ermittelten Bindungswerte nach Vorinkubation der

Zellen mit Aliskiren oder HRP werden zu diesem Wert in Relation gesetzt.

6.13 Tierversuche

6.13.1 Albuminmessung

Ab der 5. Lebenswoche ist nach fritheren Untersuchungen eine deutliche Albuminurie in den
dTGR zu erwarten. Daher wird der Urin der Tiere ab der 5. Lebenswoche gesammelt. Diese
Sammlung erfolgt dann bis zur 7. Lebenswoche. Dazu werden die Ratten fiir jeweils 24
Stunden einzeln in sogenannten metabolischen Kifigen gehalten. Durch die Konstruktion der
Kiéfige kann der Urin getrennt gesammelt werden. Dann wird das Urinvolumen gemessen und
eine spezifische Bestimmung des Albumingehaltes des Sammelurins mit Hilfe eines Enzyme-
Linked Immunosorbent-Assays (ELISA) vorgenommen. Nach der ELISA-Messung von
Albumin erhdlt man die Albuminkonzentrationen der Proben in mg/ml bzw. durch
Multiplikation mit dem wiahrend der 24stiindigen Urinsammlung gemessenen Urinvolumens

die ausgeschiedene Albuminmenge in mg/24 h.
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6.13.2 Cystatin C-Messung

Die Ratten in dieser Studie werden in der 7. Lebenswoche getdtet und das Serum fiir die
Cystatin C-Analyse gesammelt. Die Messung erfolgt im klinischen Labor des HELIOS-

Klinikums nach Standardmethoden.

6.14 Immunozytochemie

In 7 Wochen alten Rattenherzen von Ratten mit unterschiedlich aktiviertem RAS soll
untersucht werden, in welchen Modellen es zu einer erhohten Ablagerung von Collagen I
kommt. Dazu werden entsprechende Gewebeschitte von Rattenherzen der SD, TGR(hRen),
dTGR und dTGR+Aliskiren fiir 10 Minuten mit Aceton bei -20°C fixiert und anschlieend
trocknen lassen. Durch Behandlung der Schnitte mit PBS fiir 10 Minuten werden diese zum
Quellen gebracht. Dann erfolgt eine Inkubation mit 10 % Eselserum fiir 45 Minuten in einer
feuchten Kammer, um die Bindungsstellen der Gewebe zu blockieren. Der im folgenden
zugegebene 1. Antikdrper (Gab h Collagen Typ I; Verdiinnung 1:300) verdringt aufgrund
seiner hohen Affinitit wahrend der 60 Minuten dauernden Inkubation in der feuchten
Kammer das Eselserum von den entsprechenden Binungsstellen. Ungebundener 1. Antikorper
wird durch griindliches Waschen mit PBS entfernt und der 2. Antikdrper (D anti Goat-Cy3;
Verdiinnung 1:600) fiir 60 Minuten hinzugegeben. Es wird erneut griindlich mit TBS
gewaschen. Die Objekttriger werden von den Kammersystemen befreit und die gefarbten
Gewebe in VectaShield Mounting Medium mit DAPI eingebettet. Die gefirbten Priparate

werden mit dem Axioplan 2 betrachtet und mit Axion Vision 3 ausgewertet.
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7 _Ergebnisse

7.1 In vitro-Experimente in humanen CASMC und U937-Zellen

7.1.1 (P)RR-mRNA-Expression in humanen U937-Zellen und CASMC

Als erstes wird die (P)RR-mRNA-Expression in frisch isolierten humanen Monozyten, in
U937-Zellen und in den Microsomen der U937-Zellen untersucht (Abbildung 16). In allen
drei Proben ist (P)RR-mRNA gut exprimiert. In humanen Monozyten ist die (P)RR-
Expression doppelt so hoch wie in U937-Zellen. In der Mikrosomenfraktion der U937-Zellen
sind 50 % der gesamten mRNA-Expression von U937-Zellen zu finden, so dafl im

endoplasmatischen Retikulum (ER) viel (P)RR lokalisiert zu sein scheint.
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Abbildung 16: mRNA-Expression des h(P)RR
Expressionsvergleich in humanen Monozyten, in U937-Zellen und in den Mikrosomen der U937-Zellen; In
humanen Monozyten ist die mRNA-Expression fiir h(P)RR doppelt so hoch wie in U937-Zellen. In der
Mikrosomenfraktion der U937-Zellen kann die Hélfte der mRNA-Gesamtexpression von h(P)RR in U937-
Zellen nachgewiesen werden.
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Beim Vergleich des mRNA-Expressionsniveaus in U937-Zellen und CASMC ist ersichtlich,
dass der (P)RR in beiden Zelltypen gut exprimiert wird. Die Expression in U937-Zellen ist
allerdings hoher als in CASMC (Abbildung 17).
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Abbildung 17: mRNA-Expression des h(P)RR in U937-Zellen und CASMC
In beiden Zelltypen ist h(P)RR auf mRNA-Ebene gut exprimiert. In U937-Zellen ist die mRNA-Expression des
h(P)RR hoher als in CASMC Die Werte sind normalisiert auf hGAPDH. Die Balken zeigen den
Mittelwert=SEM.

7.1.2 Die Expression des h(P)RR nach Stimulation mit Renin oder Prorenin

Es soll untersucht werden, ob eine Stimulation der U937-Zellen oder CASMC mit Renin oder
Prorenin eine Verdnderung der mRNA-Expressionshohe des (P)RR bewirkt. Um Angiotensin
[I-vermittelte Wirkungen auszuschlieBen, werden die Zellen jeweils 30 Minuten mit AT1R-
Blocker (Losartan) und AT2R-Blocker (PD123319) vorinkubiert. Danach werden die Zellen
mit Renin oder Prorenin stimuliert und 24 Stunden spiter geerntet. Sowohl fiir U937-Zellen
als auch fiir CASMC ergibt sich kein mRNA-Expressionsunterschied des h(P)RR nach
Stimulation der Zellen mit Renin oder Prorenin gegeniiber nicht stimulierten Zellen

(Abbildung 18 und 19).
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Abbildung 18: Einflufl von (Pro)renin auf h(P)RR-mRNA-Expression in U937-Zellen
Die Zellen werden fiir 30 Minuten mit Losartan (10 uM) und PD123319 (10 uM) vorinkubiert und dann 24
Stunden mit Renin (10nM) oder Prorenin (2nM) stimuliert. Diese Stimulationen &ndern das h(P)RR-mRNA-
Expressionaniveau nicht. Die Werte sind normalisiert auf hGAPDH. Die Balken zeigen den Mittelwert+SEM.
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Abbildung 19: Einfluf} von (Pro)renin auf h(P)RR-mRNA-Expression in CASMC
Die Zellen werden fiir 30 Minuten mit Losartan (10 pM) und PD123319 (10 pM) vorinkubiert und dann 24
Stunden mit Renin (10nM) oder Prorenin (2nM) stimuliert. DieseStimulationen dndern das h(P)RR-mRNA -
Expressionsniveau nicht. Die Werte sind normalisiert auf hGAPDH. Die Balken zeigen den MittelwertSEM.
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7.1.3 Lokalisation des h(P)RR in U937-Zellen

Mittels Durchflusszytometrie wird die Lokalisation des h(P)RR auf und in U937-Zellen und
in primdren Monozyten untersucht. (P)RR-Proteinexpression kann in permeabilisierten
humanen Monozyten nachgewiesen werden (Abbildung 20). Eine geringe (P)RR-
Proteinexpression wird auf der Oberfliche von U937-Zellen ohne vorhergehende
Permeabilisierung detektiert (Abbildung 21). Eine hohere Expression wird wiederum in
permeabilisierten U937-Zellen detektiert (Abbildung 22). Diese Ergebnisse zeigen, dass
(P)RR im Falle von U937-Zellen hauptsichlich intrazellulir und ein wesentlich kleinerer

Anteil auf der Zelloberfliche gelegen ist. Die genaue Lokalisation von (P)RR in der Zelle ist

unbekannt.
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Abbildung 20: Durchflufizytometrieanalysen in permeabilisierten humanen Monozyten
Mittels DurchfluBzytometrie in permeabilisierten humanen Monozyten wird untersucht, ob h(P)RR-Protein in
diesen Zellen exprimiert wird. Dazu werden die Monozyten mit einer Saponin-haltigen Losung permeabilisiert,
danach entweder mit anti-(P)RR-Antikérper oder Pradimmunserum als Isotypkontrolle inkubiert und im
DurchfluBzytometer die Fluoreszenz gemessen. Ein deutlicher Shift in der Fluoreszenz der mit anti-(P)RR-
Antikorper inkubierten Zellen im Vergleich zur Isotypkontrolle zeigt, dass viel h(P)RR-Protein in den humanen
Monozyten exprimiert wird.
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Abbildung 21: Durchfluflizytometrieanalyse auf U937-Zellen
Auf U937-Zellen wird untersucht, ob h(P)RR-Protein auf der Zelloberfldche exprimiert wird. Dazu werden die
Zellen ohne vorhergehende Permeabilisierung entweder mit anti-(P)RR-Antikérper oder Pradimmunserum
inkubiert und anschlieBend die Fluoreszenz im DurchfluBzytometer gemessen. Ein kleiner Shift in der
Fluoreszenz der mit anti-(P)RR-Antikdrper inkubierten Zellen im Vergleich zur Isotypkontrolle zeigt, dass nur
wenig h(P)RR-Protein auf der Zelloberflache von U937-Zellen exprimiert wird.

Isotyp

100 - \\\\

80

(P)RR Antikorper

60

Zellzahl

40

20

0

100 101 102 103
FL1-H

Abbildung 22: DurchfluBzytometrieanalyse in permeabilisierten U937-Zellen
U937-Zellen werden mit einer Saponin-haltigen Losung permeabilisiert, dann entweder mit anti-(P)RR-
Antikorper oder Pradimmunserum inkubiert und die Fluoreszenz im DurchfluBzytometer gemessen. Ein
deutlicher Shift in der Fluoreszenz der mit anti-(P)RR-Antikorper inkubierten Zellen im Vergleich zur
Isotypkontrolle zeigt, dass h(P)RR-Protein in U937-Zellen gut exprimiert wird. Aus dem Vergleich mit
Abbildung 21 kann man ableiten, dass mehr h(P)RR-Protein in als auf U937-Zellen exprimiert wird.
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7.1.4 (Pro)renin-induzierte ERK-Signaltransduktion in U937-Zellen

Im Folgenden werden die Renin- und Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen in
U937-Zellen untersucht. Um alle Angiotensin II-vermittelte Signalwirkungen auszuschliefen,
werden die Zellen vor jeder Renin- oder Proreninstimulation mit AT1R-Blocker Losartan (10
uM) und mit AT2R-Blocker PD123319 (10 uM) fiir 30 Minuten vorinkubiert. Zunéchst wird
mit Hilfe eines Zeitverlaufs ermittelt, wann Renin (10 nM) oder Prorenin (2nM) in U937-
Zellen eine ERK-Phosphorylierung induzieren. Humanes rekombinantes Renin induziert eine
ERK-Phosphorylierung beginnend mit 15 Minuten und lang anhaltend bis zu 60 Minuten.
(Abbildung 23a). Eine Messung der pERK-Aktivitit mittels p44/42 MAP Kinase Assay
bestdtigt diese Ergebnisse. (Abbildung 23b). Aufgrund dieses Zeitverlaufs verwenden wir als

Stimulationszeit fir Reninstimulationen 45 Minuten in U937-Zellen.
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Abbildung 23: Renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in U937-Zellen
Renin (10 nM) induziert in U937-Zellen eine ERK-Phosphorylierung nach 15 Minuten und lang anhaltend bis zu
60 Minuten. Nichtphosphoryliertes ERK dient als Ladungskontrolle (a.). Die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors ELK in U937-Zellen nach der Stimulation mit Renin zeigt, dass pERK aktiv ist (b.). Eine
entsprechende Quantifizierung und statistische Auswertung der Renin-induzierten ERK-Phosphorylierung
beweist, dass nach 15, 30, 45 und 60 Minuten Stimulationen mit Renin signifikant erhohte ERK-
Phosphorylierungen im Vergleich zu fritheren Zeitpunkten auftreten (p<0,05) (c.).
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Prorenin induziert eine ERK-Phosphorylierung in einem entsprechenden Zeitverlauf von 30
bis 45 Minuten. (Abbildung 24a). Daher wird fiir weitere Stimulationsexperimente mit

Prorenin in U937-Zellen eine Stimulationszeit von 45 Minuten verwendet.
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Abbildung 24: Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung in U937-Zellen
Prorenin (2 nM) induziert in U937-Zellen eine ERK-Phosphorylierung nach 30 Minuten bis zu 45 Minuten.
Nichtphosphoryliertes ERK dient als Ladungskontrolle (a.). Eine entsprechende Quantifizierung und statistische
Auswertung der Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung beweist, dass nach 30 und 45 Minuten
Stimulationen mit Prorenin signifikant erhohte ERK-Phosphorylierungen im Vergleich zu den anderen
untersuchten Zeitpunkten auftreten (p<0,05) (b.).

7.1.5 EinfluBB von EGF-Rezeptor auf (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in U937-
Zellen

Angiotensin II-vermittelte ERK-Phosphorylierung ist bedingt durch eine Phosphorylierung
des EGF-Rezeptors (EGFR). So stellt sich hier als néachstes die Frage, ob auch Renin- und
Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierungen iiber EGFR vermittelt werden. Im Gegensatz
zur Angiotensin II-induzierten EGFR-Phosphorylierung in glatten Muskelzellen, induzieren
Renin oder Prorenin keine EGFR-Phosphorylierung in U937-Zellen (Abbildung 25).
Nichtphosphorylierter EGFR dient im Western blot als Ladungskontrolle. Renin-stimulierte
Extrakte der gleichen Proben zeigen bei nichtphosphoryliertem EGFR aktiviertes ERK
(Abbildung 25 a).
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Abbildung 25: Experimente zum EGF-Rezeptor in U937-Zellen

a.) EGF-Rezeptor-Antikorper wird verwendet fiir die Immunoprézipitation in unbehandelten und Renin (10 nM,
45 Minuten)-behandelten U937-Zellen und in unbehandelten und Angiotensin II (100 nM, 2 Minuten)-
behandelten vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC). Der EGF-Rezeptor-Western blot (unten) dient als
Ladungskontrolle. Der mittlere Blot zeigt kein phospho-EGF (p-EGF)-Rezeptor-Signal in U937-Zellen nach
Reninstimulation und verstirktes Signal in Angiotensin II-behandelten VSMC. Der obere Blot zeigt die
gesteigerte ERK-Phosphorylierung in Renin-behandelten U937-Zellen vom gleichen Experiment. In b.) sind
entsprechende Ergebnisse nach der Stimulation mit Prorenin dargestellt.

7.1.6 EinfluB} eines PKC,s-Blockers auf (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in
U937-Zellen

Als néchstes soll untersucht werden, ob die Renin- oder Prorenin-induzierte ERK-
Phosphorylierung von PKC,p abhingig ist. Dazu werden die U937-Zellen mit dem PKCgp-
Inhibitor G66976 (10 nM) fiir 30 Minuten vorinkubiert und dann die Zellen entsprechend mit
Renin oder Prorenin fiir 45 Minuten stimuliert. G66976 verhindert weder Renin- noch
Prorenin-vermittelte ERK-Phosphorylierung (Abbildung 26 a) Daraus kann man schluss-
folgern, dass auch PKCgj in den Renin- und Prorenin vermittelten ERK-Phosphorylierungen

in U937-Zellen keine Rolle spielt.
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Abbildung 26: Experimente zur PKC,;;in U937-Zellen
Die Abbildung a.) zeigt die Wirkung eines PKC,-Inhibitors (G66976, 10 nM) auf Renin (links, 10 nM)- und
Prorenin (rechts, 2 nM)-induzierte ERK-Phosphorylierungen (oben) mit ERK als Ladungskontrolle (unten). Bei
der Quantifizierung dieser Ergebnisse wird die gemessene optische Dichte der Renin-(b.) oder Prorenin-
(c.)induzierten ERK-Phosphorylierung auf 100 % gesetzt und dazu der prozentuale Anteil der ERK-
Phosphorylierung der mit G66976-vorinkubierten Zellen und der Kontrollen dargestellt. Es wird deutlich, dass
dieser PKC,p-Inhibitor die Renin- und Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen nicht beeinfluf3t.
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7.1.7 EinfluBl eines MEK-Blockers auf die (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in
U937-Zellen

MEK ist eine Kinase, die der MAPK ERK direkt vorgeschalten ist. Bei Vorinkubation der
U937-Zellen mit einem MEK-Inhibitor PD98059 (100 nM) fiir 30 Minuten und
anschlieBender Stimulation mit Renin oder Prorenin wird die Renin- oder Prorenin vermittelte
ERK-Phosphorylierung signifikant (p<0,05) vermindert. (Abbildung 27 a-c)
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Abbildung 27: Experimente zu MEK in U937-Zellen
Die Abbildung a.) zeigt die Wirkung eines MEK-Inhibitors (PD98059, 100 nM) auf Renin (links, 10 nM)- und
Prorenin (rechts, 2 nM)-induzierte ERK-Phosphorylierungen (oben) mit ERK als Ladungskontrolle (unten). Die
Quantifizierung und statistische Auswertung (b.) dieser Ergebnisse zeigt, dass die Vorinkubationen der U937-
Zellen mit PD98059 zu einer signifikanten Abschwichung der Renin- und Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierung fiihren (p<0,05).
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7.1.8 Einflul von Mannose-6-phosphat-Rezeptor auf (Pro)renin-induzierte ERK-
Phosphorylierung in U937-Zellen

Es ist in fritheren Arbeiten gezeigt worden, dass Renin durch Bindung an den Mannose-6-
phosphat-Rezeptor (M6PR) auf neonatalen Rattenkardiomyozyten internalisiert und
degradiert wird (Clearance-Rezeptor). In dieser Arbeit wird untersucht, ob dieser M6PR an
der Renin-vermittelten Signaltransduktion beteiligt ist. An den M6PR kann Renin nur binden,

wenn es einen entsprechenden Mannose-6-phosphat-Rest trigt, also glykosyliert ist.

Hier wird fiir ein entsprechendes Experiment deglykosyliertes, also an M6PR nicht mehr
bindungsfahiges Renin zur Stimulation von U937-Zellen verwendet. Deglykosyliertes Renin
kann ebenfalls eine ERK-Phosphorylierung induzieren. Daraus lésst sich ableiten, dass Renin-

vermittelte ERK-Phosphorylierung unabhingig von M6PR ist. (Abbildung. 28)
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Abbildung 28: Experimente zum M6PR in U937-Zellen
a.) Stimulationen der U937-Zellen mit deglykosyliertem Renin fithren nach 15 Minuten zur ERK-
Phosphorylierung. Diese hélt bis zu 60 Minuten an. ERK dient als Ladungskontrolle (unten). b.) Eine
entsprechende Quantifizierung und statistische Auswertung dieser Ergebnisse beweist, dass Stimulationen mit
deglykosyliertem Renin nach 15, 30, 45 und 60 Minuten zu einer signifikant gesteigerten ERK-
Phosphorylierung im Vergleich zu fritheren Zeitpunkten fiithren (p<0,05).
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7.1.9 EinfluB von Aliskiren auf (Pro)renin-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung in U937-
Zellen

Bisher ist nicht bekannt, ob der humane Renininhibitor Aliskiren auch die Renin- oder
Prorenin- induzierte ERK-Phosphorylierung beeinflussen kann. In dieser Arbeit kann gezeigt
werden, dass Aliskriren die Renin (Abbildung 29a (links))- und Prorenin (Abbildung 29a
(rechts))- induzierten ERK-Phosphorylierungen nicht beeinflusst. Das Ergebnis fiir die
Reninstimulation wird wieder mit pElk-Aktivitdtsmessung bestétigt (Abbildung. 29b).
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Abbildung 29: Experimente mit Aliskiren in U937-Zellen
Die Abbildung a.) zeigt die Wirkung von Aliskiren (10 uM) auf Renin (10 nM, links)- und Prorenin (2 nM,
rechts)-induzierte ERK-Phosphorylierungen (oben) mit ERK als Ladungskontrolle (unten). Weder Renin- noch
Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierungen werden durch Vorinkubation der Zellen mit Aliskiren
abgeschwicht. Die Abbildung b.) zeigt, dass die Stimulation der U937-Zellen mit Renin (10 nM) zur ELK-
Phosphorylierung fiihrt und dass die Vorinkubation der Zellen mit Aliskiren (10 uM) und die anschlieBende
Stimulation mit Renin (10 nM) die Renin-induzierte ELK-Phosphorylierung nicht abschwécht.
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Abbildung 30: Quantifizierungen der Experimente mit Aliskiren in U937-Zellen
Eine Quantifizierung und statistische Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 29a beweist, dass
Vorinkubation der U937-Zellen mit Aliskiren und anschlieBende Stimulation mit Prorenin keine signifikante
Abschwichung der Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung bewirkt (p>0,05).

7.1.10 EinfluB von HRP auf (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in U937-Zellen

In den nichsten Experimenten wird der EinfluB3 des (P)RR-Blockers HRP auf die Renin- und
Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen in U937-Zellen untersucht.

Zunichst wird mittels DuchfluBzytometrie gezeigt, dass FITC-markiertes HRP (107-10™ M)
konzentrationsabhiingig an U937-Zellen bindet (Abbildung 31a). Ein 10-facher Uberschuss
von nichtmarkiertem HRP (107 M) bewirkt eine kompetitive Verdringung von FICT-
markiertem HRP (10™ M) von seinen Bindungstellen an U937-Zellen (Abbildung 31b). Dann
aber werden durchflusszytometrische Messungen mit FITC-HRP (10® M) in embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) durchgefiihrt, die die Transmembrandoméne des (P)RR nicht
tragen. Diese Zellen sollten FITC-markiertes HRP daher nicht binden. Uberraschenderweise
erfolgt aber eine Bindung von FITC-markiertem HRP an diese Zellen im
Durchflusszytometerversuch (Abbildung 32). Dieser Versuch zeigt, dass HRP nicht an den
(P)RR bindet, sondern an einen bisher unbekannten Ort auf U937-Zellen.
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Abbildung 31: Durchfluflizytometerexperimente mit HRP in U937-Zellen

a.) Bei Vorinkubation der U937-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von FITC-HRP (107-10® M) kann
im Durchflulzytometer eine mit der Konzentration erhohte Fluoreszenz gemessen werden. Daraus kann man
ableiten, dass FITC-HRP konzentrationsabhiangig an U937-Zellen bindet. Als Kontrollen dienen U937-Zellen,
die mit nichtgelabeltem HRP (10 M) vorbehandelt werden. b.) Eine Vorinkubation der U937-Zellen mit FITC-
HRP (10® M) und anschlieBende Behandlung mit einem 10 fachen UberschuB von ungelabeltem HRP (107 M)
fiihrt zu einem geringeren Shift in der Fluoreszenz als bei Zellen, die nur mit FITC-HRP (10® M) gelabelt
werden. Daraus kann man ableiten, dass die Bindung von FITC-HRP an U937-Zellen kompetitiv ist. Als
Kontrollen dienen U937-Zellen, die mit nichtgelabeltem HRP (107 M) vorbehandelt werden.
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Abbildung 32: Durchflufizytomerexperiment mit HRP in ES-Zellen
Diese DurchfluBzytometeranalyse zeigt die Bindung von FITC-HRP (107 M) an embryonale Stammzellen (ES-
Zellen), die die Transmembrandomine des (P)RR nicht tragen. Als Kontrollen dienen U937-Zellen, die mit
nichtgelabeltem HRP (107 M) vorbehandelt werden.

In Western blot-Experimenten zeigt sich, dass bei eine Vorinkubation der U937-Zellen mit
HRP fiir 30 Minuten und anschlieBende Stimulation mit Renin oder Prorenin die Renin- und

Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen unbeeinfluf3t bleiben (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Einflul von HRP auf (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierungen
Vorinkubation der U937-Zellen mit HRP (1 uM) fiir 30 Minuten und anschlieBende Stimulation mit Renin (10
nM; links) oder Prorenin (2 nM; rechts) fiir 45 Minuten fiihrt zu keiner Abschwichung der Renin- oder Prorenin-
induzierten ERK-Phosphorylierung. Nichtphosphoryliertes ERK dient als Ladungskontrolle.
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Abbildung 34: Quantifizierungen der Western blot-Experimente mit HRP in U937-Zellen
Eine Quantifizierung und statistische Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 33 beweist, dass die
Vorinkubation der U937-Zellen mit HRP (1 pM) und die anschlieBende Stimulation mit Renin (10 nM) (a.) oder
Prorenin (2nM) (b.) keine signifikante Abschwédchung der Renin oder Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierung bewirkt (p>0,05). Die optische Dichte der Renin-(a.) oder Prorenin-(b.)-induzierten ERK-
Phosphorylierung wird auf 100 % gesetzt und der prozentuale Anteil der optischen Dichte nach jeweiliger
Vorinkubation der Zellen mit HRP dazu berechnet.
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7.1.11 125I-Renin- und 125I-Proreninbindung an U937-Zellen

In radioaktiven Bindungsexperimenten werden U937-Zellen jeweils mit '’ I-Renin oder '*°I-

Prorenin (0,1-0,2 nM) inkubiert, gewaschen und die Radioaktivitit gemessen. Dieser Wert
entspricht der Summe von spezifischer und unspezifischer Bindung von '**I-Renin oder '*I-
Prorenin an U937-Zellen. Dann wird ein Uberschuf8 von ungelabeltem Renin oder Prorenin
inkubiert, gewaschen und wieder die Radioaktivitdt gemessen. Der in der 2. Messung
erhaltene Wert entspricht unspezifisch, also nicht an (P)RR gebundenem '*’IRenin oder
'1Prorenin an U937-Zellen. Durch Subtraktion des 2. Wertes vom 1.Wert erhilt man die
spezifische Bindung von '25]_Renin oder '*’I-Prorenin an den (P)RR in U937-Zellen. Dieser
Wert wird auf 100 % gesetzt und im Verhéltnis dazu die spezifische Bindung in % bei Vor-
inkubation der Zellen mit Aliskiren (10 uM) oder HRP (1 uM) dargestellt (Abbildung 35).

Auch diese Bindungsstudien zeigen, dass HRP und Aliskiren Renin- und Proreninbindung an

den (P)RR nicht hemmen konnen.
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Abbildung 35: radioaktive Bindungsexperimente in U937-Zellen
Die Abbildungen zeigen die spezifische Bindung von 15]_Renin (0,1-0,2 nM; a.) und 125]_Prorenin (0,1-0,2 nM;
b.) an den (P)RR in U937-Zellen. Die spezifische Bindung von '“I-Renin oder '*’I-Prorenin wird errechnet aus
der Differenz zwischen Gesamtbindung und Bindung in Anwesenheit eines Uberschusses des jeweils nicht
gelabelten Renins oder Prorenins. Dieser Wert wird auf 100 % gesetzt. Der prozentuale Anteil dieser Bindung
nach Vorinkubation der Zellen mit Aliskiren oder HRP wird errechnet. Weder Vorinkubation mit Aliskiren (10
uM) noch HRP (1 uM) beeinflussen die '*’I-Renin-(a.) und '*’I-Proreninbindung an U937-Zellen (b.).
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7.1.12 (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in CASMC

Um eine iliber Angiotensin II-vermittelte Signaltransduktion auszuschlieBen, werden die
CASMC vor jedem Stimulationsversuch 30 Minuten mit AT1R-Blocker Losartan (10 uM)
und mit AT2R-Blocker PD123319 (10 uM) vorinkubiert. Im Zeitverlauf kann nachgewiesen
werden, dass humanes rekombinantes Renin eine ERK-Phosphorylierung induziert. Diese
beginnt schon nach 5 Minuten. Ein starkes Signal dauert dann bis zu 15 Minuten an. Danach
sinkt die ERK-Aktivierung wieder auf Basalniveau. (Abbildung 36a). Aufgrund dieses
Zeitverlaufs wird fiir folgende Stimulationen der CASMC mit Renin eine Stimulationszeit

von 10 Minuten gewihlt.
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Abbildung 36: Renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in CASMC
a.) Stimulationen der humanen CASMC mit Renin (10 nM) fithren nach 5 Minuten zur ERK-Phosphorylierung.
Diese hilt bis zu 15 Minuten an. ERK dient als Ladungskontrolle. b.) Fiir die Quantifizierung dieser Ergebnisse
wird die optische Dichte nach 5 miniitiger Stimulation mit Renin auf 100 % gesetzt und dazu der prozentuale
Anteil der optischen Dichte der anderen Zeitpunkte berechnet. Die ERK-Phosphorylierung nach Stimulation mit
Renin ist nach 5 und 10 Minuten am stérksten ausgepragt.
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Auch humanes rekombinantes Prorenin induziert eine ERK-Phosphorylierung in CASMC, die
nach 5 Minuten beginnt und bis zur 15 miniitigen Stimulation stark ausgeprégt ist. Dannach
nimmt das Signal wieder ab. (Abbildung 37). Aufgrund dieses Zeitverlaufs wird fiir folgende

Stimulationen der CASMC mit Prorenin eine Stimulationszeit von 10 Minuten gewahlt.
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Abbildung 37: Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung in CASMC
a.) Stimulationen der humanen CASMC mit Prorenin (2 nM) fithren nach 5 Minuten zur ERK-Phosphorylierung.
Diese ist bis zu 15 Minuten stark ausgeprégt. Nichtphosphoryliertes ERK dient als Ladungskontrolle b.) Fiir eine
Quantifizierung dieser Ergebnisse wird die optische Dichte nach 5 miniitiger Stimulation mit Prorenin auf 100 %
gesetzt und dazu der prozentuale Anteil der optischen Dichte der anderen Zeitpunkte berechnet.

In Maus-VSMC, die keinen ATla-Rezeptor exprimieren, kann nach Stimulation mit Renin
oder Prorenin fiir 10 Minuten gezeigt werden, dass auch hier jeweils eine ERK-
Phosphorylierung induziert wird. Das ist ein weiterer Hinweis fiir die ATla-Rezeptor-
Unabhéngigkeit der Renin- und Prorenin-vermittelten ERK-Phosphorylierung (Abbildung
38).
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Abbildung 38: Western-blot-Experimente in AT1a-Rezeptor-knock-out-VSMC der Maus
Renin (links) und Prorenin (rechts) induzieren auch ERK-Phosphorylierungen in AT1la-Rezeptor-knock-out-
VSMC der Maus. Die Zellen werden mit Losartan (10 uM) und PD123319 (10 uM) fiir 30 Minuten vorinkubiert
und anschlieend mit Renin (10 nM) oder Prorenin (2 nM) fiir jeweils 10 Minuten stimuliert. ERK dient als
Ladungskontrolle. Die Ergebnisse sind ein Beweis fiir die Angiotensin II-Unabhingigkeit der Renin- und
Prorenin-vermittelten ERK-Phosphorylierung.

In weiteren Experimenten sollen die Einfliisse von Aliskiren, HRP und MEK-Inhibitor
PD98059 auf die Renin- und Prorenin- induzierten ERK-Phosphorylierungen in humanen
CASMC untersucht werden. Auch hier beeinflufit weder Aliskiren noch HRP die Renin- oder
Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung. (Abbildung. 39-41). Im Gegensatz zu Aliskiren
und HRP werden die Renin- und Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen durch 30
Minuten Vorinkubation mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (10 uM) signifikant reduziert.
(Abbildung 42 und 43).
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7.1.13 EinfluB von Aliskiren auf (Pro)renin-induzierte ERK 1/2-Phosphorylierung in CASMC
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Abbildung 39: Experimente mit Aliskiren in CASMC

Die Abbildung a.) zeigt die Wirkung von Aliskiren (10 uM) auf Renin (10 nM, links)- und Prorenin (2nM,
rechts)-induzierte ERK-Phosphorylierungen (oben) mit ERK als Ladungskontrolle (unten). Weder Renin- noch
Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung wird durch Vorinkubation der CASMC mit Aliskiren abgeschwécht.
Eine Quantifizierung und statistische Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung a.) beweist, dass Vorinkubation
der CASMC mit Aliskiren und anschlieBende Stimulation mit Renin (b.) oder Prorenin (c.) keine signifikante
Abschwichung der Renin- oder Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung bewirkt (p>0,05).

-84 -



Ergebnisse

7.1.14 Einflul von HRP auf (Pro)renin-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung in CASMC
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Abbildung 40: Einfluf} von HRP auf (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in CASMC
Vorinkubation der CASMC mit HRP (1 uM) fiir 30 Minuten und anschlieBende Stimulation mit Renin (10 nM;
links) oder Prorenin (2 nM; rechts) fiir 10 Minuten fiihrt zu keiner Abschwichung der Renin- oder Prorenin-
induzierten ERK-Phosphorylierung. Nichtphosphoryliertes ERK dient als Ladungskontrolle.
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Abbildung 41: Quantifizierung der Experimente mit HRP in CASMC
Eine Quantifizierung und statistische Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 40 beweist, dass Vorinkubation
der CASMC mit HRP (1 pM) und anschlieBende Stimulation mit Renin (10 nM) (a.) oder Prorenin (2nM) (b.)
keine signifikante Abschwichung der Renin oder Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung bewirkt (p>0,05).
Die optische Dichte der Renin-(a.) oder Prorenin-(b.)-induzierten ERK-Phosphorylierung wird auf 100 % gesetzt
und der prozentuale Anteil der optischen Dichte nach jeweiliger Vorinkubation der Zellen mit HRP dazu
berechnet.
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7.1.15 EinfluBl eines MEK-Blockers auf die (Pro)renin-inuzierte ERK1/2-Phosphorylierung
in CASMC
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Abbildung 42: Einflul des MEK-Inhibitors auf (Pro)renin-induzierte ERK-Phosphorylierung in CASMC
Vorinkubation der CASMC mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (10 uM) fiir 30 Minuten und anschlieBende
Stimulation mit Renin (10 nM; links) oder Prorenin (2 nM; rechts) fiir 10 Minuten fiihrt zu einer Abschwéchung
der Renin- oder Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung. Nichtphosphoryliertes ERK dient als
Ladungskontrolle.
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Abbildung 43: Quantifizierung der Experimente mit dem MEK-Inhibitor PD98059 in CASMC
Eine Quantifizierung und statistische Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 42 beweist, dass Vorinkubation
der CASMC mit PD98059 (10 puM) und anschlieBende Stimulation mit Renin (10 nM; a.) oder Prorenin (2nM;
b.) eine signifikante Abschwédchung der Renin oder Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung bewirkt
(p<0,05). Die optische Dichte der Renin-(a.) oder Prorenin-(b.)-induzierten ERK-Phosphorylierung wird auf
100% gesetzt und der prozentuale Anteil der optischen Dichte nach jeweiliger Vorinkubation der Zellen mit
PD98059 dazu berechnet.
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7.2 Vergleich der Wirkungen von Aliskiren und HRP in dTGR

Zu Beginn der Studie werden die Tiere in 4 Gruppen eingeteilt. Es gibt Placebo-behandelte
dTGR, Aliskiren-behandelte dTGR (3mg/kg KG/d in Minipumpen), HRP-behandelte dTGR
(3,6 pg/kg KG/d von jeweils humanem und Ratten-HRP) und unbehandelte, nichttransgene,
gesunde Sprague-Dawley (SD)-Ratten als Kontrollen.

7.2.1 EinfluB von Aliskiren und HRP auf Blutdruck und Sterblichkeit in dTGR

Zunichst werden Mortalitit und Blutdruck der Tiere untersucht. Das Uberleben der Tiere
wird mit der Kaplan-Meier Methode berechnet. Die Sterblichkeit der Placebo-behandelten
Tiere in der 7. Woche liegt bei 48 %. Zum gleichen Zeitpunkt ist keine Aliskiren behandelte
dTGR gestorben. Die Sterblichkeit in HRP-behandelten Tieren betrdgt demgegeniiber sogar
58 %. Alle nichttransgenen SD-Ratten iiberleben bis zum Ende der Studie (Abbildung 44a).

Der Blutdruck wird mittels Manschetten-Methode wdchentlich gemessen. Aliskiren
normalisiert den systolischen Blutdruck (106 + 3 fiir Aliskiren und 111 = 1 mm Hg fiir SD;
(Abbildung 44b.). Im Gegensatz zu Aliskiren behandelten dTGR entwickelten HRP-
behandelte dTGR &dhnlich hohen Blutdruck wie Placebo-behandelte dTGR (196 =+ 9 fiir HRP
versus 210 +£ 5 mm Hg fiir dTGR; Abbildung 44b.).
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Abbildung 44: Wirkungen von Aliskiren und HRP auf die Sterblichkeit und den Blutdruck

a.) Die Abbildung zeigt das Uberleben der dTGR nach 49 Tagen in Prozent nach Kaplan Meier Methode. Die
Sterblichkeit wird durch HRP (3,6 pg/kg KG/d von jeweils humanem und Ratten-HRP) in der 7. Lebenswoche
der dTGR im Vergleich zu Plazebo-behandelten dTGR nicht verbessert. Dagegen iiberleben zu diesem Zeitpunkt
alle Aliskiren (3mg/kg KG/d) in Minipumpen) behandelten Tiere. b.) Der Blutdruck wird in HRP-behandelten
dTGR im Vergleich zu Plazebo-behandelten dTGR nicht gesenkt. Aliskirenbehandlung dagegen bewirkt eine
Blutdrucksenkung auf Kontrollniveau. Diese Blutdrucksenkung ist gegeniiber Plazebo-behandelten dTGR und
HRP-behandelten dTGR signifikant (P<0,05). Die Balken zeigen den Mittelwert=SEM.
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7.2.2 Einflul von Aliskiren und HRP auf den Nierenschaden in dTGR

Zur Beurteilung des Nierenschadens im Krankheitsverlauf wird als funktioneller Parameter
die Albuminurie bestimmt. Wéihrend Aliskiren die Albuminurie normalisiert, kann in HRP-
behandelten Tieren im Vergleich zu Plazebo-behandelten Tieren keine Senkung der

Albuminwerte im Urin nachgewiesen werden (Abbildung 45 a).

Cystatin C ist ein Cystein-Protease-Inhibitor, der sich durch eine konstante Bildungsrate
auszeichnet. Es wird frei von der gesunden Niere filtriert, tubulér riickresorbiert und abgebaut.
Die Serumkonzentration hidngt ausschlieBlich von der glomeruldren Filtrationsleistung der
Niere ab. Cystatin C stellt also einen Marker fiir die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) dar.
Die Hohe der Werte ist umgekehrt korreliert zur GFR, demnach ist die GFR bei hohen
Cystatin C-Werten eingeschriankt und umgekehrt. Eine Behandlung mit Aliskiren kann die
Cystatin C-Werte auf Kontrollniveau senken und damit die GFR verbessern. In HRP-
behandelten dTGR sind die Cystatin C-Werte dhnlich hoch wie in Placebo-behandelten
dTGR. HRP-Behandlung fiihrt also zu keiner Verbesserung der GFR im dTGR-Modell
(Abbildung 45b).
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Abbildung 45: Einflufl von Aliskiren und HRP auf Albuminurie und GFR

a.) Aliskirenbehandlung (3mg/kg KG/d) bewirkt in dTGR eine Umkehrung der Albuminurie, wahrend HRP (3,6
png/kg KG/d von jeweils humanem und Ratten-HRP) die Albuminurie nicht verbessert. b.) Aliskiren-Behandlung
senkt die Cystatin C-Werte im Serum der dTGR auf Kontrollniveau und fithrt damit zu einer starken
Verbesserung der GFR. HRP hat wiederum keinen EinfluB auf den erhohten Cystatin C-Wert und damit auf die
schlechte GFR in dTGR. Die Senkung des Albuminwertes im Urin und die Senkung der Cystatin C-Werte im
Serum der dTGR durch Aliskiren sind hoch signifikant (P<0,05 versus Plazebo-behandelte dTGR und HRP
behandelte dTGR). Die Balken zeigen den MittelwertSEM.
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Neutrophile Gelatinase associated Lipocalin (Ngal) ist ein Marker fiir Tubulusschaden.
Entsprechend ist die m-RNA-Expression von Ngal bei Tubulusschaden sehr hoch. Dieser
Anstieg von Ngal ist anhaltend und korreliert mit anderen Werten, die eine Verschlechterung
des Nierenschadens erkennen lassen, wie z. B erhohte Proteinausscheidung im Urin und
erniedrigte GFR. Zur Untersuchung der Ratten-Ngal-mRNA-Expression in dieser Studie

werden ganze Nieren oder die tubulo-interstielle Fraktion und Gefaf3e isoliert.

Die Ratten-Ngal-mRNA-Expression in den Nieren der dTGR ist im Vergleich zu SD-Ratten
stark erhoht (Faktor: 15). Aliskirenbehandlung bewirkt eine starke und signifikante (p<0,05)
Senkung der rNgal-mRNA-Expression und konform damit eine starke Verbesserung des
Tubulusschadens. HRP-Behandlung senkt die Ratten-Ngal-mRNA-Expression leicht, aber
nicht signifikant (p>0,05) (Abbildung. 46).
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Abbildung 46: Ratten-Ngal-mRNA-Expression in der Rattenniere von 7 Wochen alten Ratten
Aliskirenbehandlung (3mg/kg KG/d) fiithrt zu einer signifikanten Senkung der Ratten-Ngal-m-RNA-Expression
auf Kontrollniveu (p<0,05) und damit zu einer starken Verbesserung des Tubulusschadens. HRP (3,6 pg/kg
KG/d) senkt die Ratten-Ngal-mRNA-Expression leicht, aber nicht signifikant (p>0,05). Die Expressionswerte
sind normalisiert auf 18S. Die Balken zeigen den Mittelwert:SEM.

Bei der Untersuchung der tubulo-interstitiellen Fraktion und Gefa3en von dTGR, HRP-
behandelten dTGR und SD kann nachgewiesen werden, dass HRP die Ratten-Ngal-mRNA-

Expression nicht senkt und damit zu keiner Verbesserung des Tubulusschadens beitragt

(Abbildung 47).
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Abbildung 47: Ratten-Ngal-mRNA-Expression in der tubulointerstitiellen Fraktion und Gefifien
Die Ratten-Ngal-mRNA-Expression ist in der tubulointerstitiellen Fraktion und Geféden von dTGR gegeniiber
SD-Ratten stark erhoht. HRP (3,6 pg/kg KG/d von jeweils humanem und Ratten-HRP) fiihrt zu keiner
signifikanten Senkung der mRNA-Expression in der tubulointerstitiellen Fraktion und Gefalen (p>0,05). Die
Expressionswerte sind normalisiert auf 18S.

7.3 Untersuchung verschiedener Tiermodelle mit unterschiedlich
aktiviertem RAS

In einer weiteren Studie wollen wir den Einfluss von hohem Renin, hohen Renin- und
Angiotensin II-Spiegeln mit Organschdden und die Normalsituation untersuchen. Dazu haben

wir TGR(hRen), dTGR und SD-Ratten verwendet.

7.3.1 Untersuchungen in siecben Wochen alten Ratten

Zunichst werden die Ratten-(P)RR-mRNA-Exprssionen in Niere, Leber und Herz in sieben
Wochen alten Ratten untersucht. Dabei kann die hochste Expression in der Niere
nachgewiesen werden. VerhéltnisméfBig wenig Ratten-(P)RR-mRNA wird in der Leber und
im Herz exprimiert. In der Niere ist die Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in TGR(hRen) im
Vergleich zu SD-Ratten signifikant erniedrigt (p<<0,05). Im Herzen dagegen sind die Ratten-
(P)RR-Expressionen sowohl in TGR als auch in dTGR im Vergleich zu SD-Ratten signifikant
erhoht (p<0,05). In der Leber ist der Ratten-(P)RR in allen drei Tiergruppen gleich stark
exprimiert (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in der 7. Lebenswoche

Diese Abbildung zeigt die Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in Niere, Herz und Leber von jeweils 7 Wochen
alten dTGR, TGR(hRen) und SD-Ratten. In den Nieren ist die Ratten-(P)RR-mRNA-Expression im Vergleich zu
Herz und Leber in allen Tiermodellen deutlich erhdht. In den Nieren kommt es zur signifikanten
Herunterregulation der Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in den TGR(hRen) im Vergleich zu SD-Ratten
(p<0,05). Im Herz ist in TGR(hRen) und in dTGR eine signifikante Hochregulation der Ratten-(P)RR-mRNA-
Expression im Vergleich zu SD-Ratten nachweisbar (p<0,05). Die Expressionswerte sind normalisiert auf 18S.
Die Balken zeigen den Mittelwert+=SEM.

Die mRNA-Expressionen von Ratten-(P)RR, humanem Renin (hRenin), Ratten-Renin
(rRenin) und Ratten-PI3K-p85alpha werden in den Rattennieren und teilweise auch in
isolierten Glomeruli und in der tubulointestitiellen Fraktion und GefdBen untersucht. Fiir
Nieren stehen folgende Gruppen zur Verfiigung: Placebo behandelte dTGR, Aliskiren
behandelte dTGR (3mg/kg KG/d, per Minipumpe), SD-Ratten, TGR(hRen) und Aliskiren
behandelte TGR(hRen) (3 mg/kg KG/d, per Minipumpe).

In Glomeruli und in der tubulointestitiellen Fraktion und GefiBen werden folgende

Versuchsgruppen untersucht: Plazebo behandelte dTGR, HRP behandelte dTGR (3,6 pg/kg
KG/d von jeweils humanem und Ratten-HRP) und SD-Ratten.

In sieben Wochen alten Nieren ist die Genexpression fiir Ratten-(P)RR in TGR(hRen) im
Vergleich zu SD-Ratten signifikant (p<0,05) herunterreguliert. Eine Behandlung mit
Aliskiren dndert dieses Expressionsverhalten nicht. dTGR und Aliskiren-behandelte dTGR
zeigen keine Anderung der Ratten-(P)RR-Expression im Vergleich zu SD-Ratten (Abbildung
49).
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Abbildung 49: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in der Rattenniere
Diese Abbildung zeigt die Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in den Nieren von dTGR, Aliskiren-behandelten
dTGR, SD-Ratten, TGR(hRen) und Aliskiren-behandelten TGR(hRen). In TGR(hRen) kommt es zur
signifikanten Herunterregulation der Ratten-(P)RR-mRNA-Expression im Vergleich zu SD-Ratten (p<0,05).
Aliskirenbehandlung hat keinen Einflul auf dieses Expressionsverhalten in TGR(hRen). Die Expressionswerte
sind normalisiert auf 18S.

Bei entsprechenden mRNA-Expressionsuntersuchungen zum Ratten-(P)RR in Glomeruli von
sieben Wochen alten dTGR, HRP behandelten dTGR und SD-Ratten kann eine signifikante
(p<0,05) Herunterregulation der Ratten-(P)RR-mRNA-Expression im Vergleich zu SD-Ratten
gezeigt werden (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in Glomeruli
Die Abbildung zeigt, dass Ratten-(P)RR-mRNA-Expressionen in Glomeruli von dTGR und HRP-behandelten
dTGR im Vergleich zu SD-Ratten signifikant herunterreguliert sind (p<0,05). Die Expressionswerte sind
normalisiert auf 18S. Die Balken zeigen den Mittelwert=SEM.
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Die Ratten-(P)RR-mRNA-Expressionen in der tubulointerstitiellen Fraktion und Geféaf3en von
7 Wochen alten dTGR und HRP behandelten dTGR sind im Vergleich zu SD-Ratten nicht
verandert (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in der tubulointerstitiellen Fraktion und Gefifien
Die Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in der tubulointerstiellen Fraktion und Geféflen ist in dTGR und HRP-
behandelten dTGR gegeniiber SD-Ratten nicht reguliert. Die Expressionswerte sind normalisiert auf 18S. Die
Balken zeigen den Mittelwert+=SEM.

Als Nichstes wird die mRNA-Expression des humanen Renintransgens in der Niere
untersucht (Abbildung 52). In nichttransgenen SD-Ratten kann humanes Renin-Gen nicht
nachgewiesen werden und dient als Negativkontrolle. Die hochste Expression des Transgens
wird aufgrund der homozygoten Vererbung in den TGR(hRen) gefunden. Eine
Aliskirenbehandlung dieser Tiere hat keinen EinfluB auf das Expressionsniveau des
Transgens in TGR(hRen). In dTGR kann eine um Faktor 4 erniedrigte Expression von
humanem Reningen im Vergleich zu TGR(hRen) gezeigt werden. Dieser Unterschied ist
hoch-signifikant (p<0,05). In dTGR bewirkt eine Aliskirenbehandlung eine signifikante
Herunterregulierung der humanen Reningenexpression im Vergleich zu Plazebo-behandelten
dTGR (p<0,05). Die deutlich niedrigere Expression von humanem Reningen in dTGR im
Vergleich zu TGR(hRen) kann auf eine heterozygote Vererbung des Transgens in dTGR

zurlickgefiihrt werden.
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Abbildung 52: mRNA-Expression des humanen Renin-Transgens in der Rattenniere
Das humane Renin-Transgen ist auf mRNA-Ebene in TGR(hRen)-Nieren aufgrund der homozygoten Vererbung
am hochsten exprimiert. Aliskirenbehandlung beeinflusst diese mRNA-Expression des Transgens in TGR(hRen)
nicht. In dTGR ist die Expression des humanen Renintransgens durch die heterozygote Vererbung deutlich
niedriger. Aliskrirenbehandlung der dTGR bewirkt eine signifikante Herunterregulation der humanen Reningen-
mRNA-Expression im Vergleich zu Plazebo-behandelten dTGR (p<0,05). Die Expressionswerte sind
normalisiert auf 18S. Die Balken zeigen den Mittelwert+SEM.

Ratten-Reningen ist in SD-Ratten gut exprimiert. Im Vergleich zu SD-Ratten ist die Ratten-
Renin-Genexpression in TGR(hRen) leicht erniedrigt und in dTGR um die Hilfte erniedrigt
(Abbildung 53). Beide Unterschiede sind signifikant (p<0,05) Die stirkere Herunter-
regulierung des Ratten-Reningens in dTGR deutet auf ein aktiviertes RAS in dTGR und der

damit verbundenen negativen Feedbackschleife hin.

0,045 -
0,040 - T

0,035 - T

0,030 -
0,025 -
0,020 -

arbitrary units

0,015 - T

0,010 -

0,005 +

0,000 ‘ ‘
dTGR dTGR+Ali SD TGR(hRen)  TGR(hRen)+Ali

Abbildung 53: Ratten-Renin-mRNA-Expression in der Niere
Ratten-Renin-mRNA-Expression ist in dTGR und Aliskiren-behandelten dTGR gegeniiber SD-Ratten um Faktor
2 erniedrigt. Dieses Expressionsverhalten ist bedingt durch ein aktiviertes RAS in dTGR. Die Werte sind
normalisiert auf 18S. Die Balken zeigen den Mittelwert+SEM.
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Bei Einwirkung hoher Renin- oder Proreninkonzentrationen auf HEK293-Zellen und
Kardiomyoblasten kommt es zu einer Herunterregulation der (P)RR-mRNA-Expression im
Vergleich zu nicht stimulierten Zellen und zur gleichzeitigen Hochregulation der mRNA-
Expression der p85alpha-Untereinheit von PI3Kinase. Das wiederum ist mit verstirkter
Proliferation und verminderter Apoptose in Kardiomyoblasten verbunden [32].

Bei der Untersuchung der Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in der Rattenniere kann eine
erniedrigte Expression im TGR(hRen)-Modell im Vergleich zu SD-Ratten nachgewiesen
werden (Abbildung 49). Falls der von Schefe et al in HEK293-Zellen und Kardiomyoblasten
beschriebene Mechanismus auch in Rattengeweben mit erniedrigter (P)RR-mRNA-
Expression unter Hochreninbedingungen giiltig ist, ist entsprechend eine Hochregulation der
mRNA-Expression der Ratten-PI3Kp85alpha-Untereinheit zu erwarten. In dieser Arbeit wird
allerdings kein Unterschied der Ratten-PI3Kp85alpha-mRNA-Expression zwischen
TGR(hRen) und SD-Ratten in der Rattenniere gefunden (Abbildung 54). In Glomeruli von
dTGR kann ebenfalls eine Herunterregulation der Ratten-(P)RR-mRNA-Expression gezeigt
werden (Abbildung. 50), die aber auch nicht mit einer entsprechenden Hochregulation der
Ratten-PI3Kp85alpha-mRNA-Expression  einhergeht ~ (Abbildung  55). In  der
tubulointerstitiellen Fraktion und Gefien der dTGR kann kein Unterschied der Ratten-
(P)RR-mRNA-Expression zwischen dTGR und SD-Ratten gezeigt werden (Abbildung. 51).
Allerdings kommt es hier zu einer Hochregulation der Ratten-PI3K-p85alpha-mRNA-
Expression (Abbildung 56). Der Unterschied ist signifikant (p<0,05). Fiir diese hier
verwendeten Tiermodelle kann also die Hypothese der Herunterregulation der Ratten-(P)RR-
mRNA-Expression durch hohes Renin oder Prorenin mit gleichzeitiger Hochregulation der

Ratten-PI3Kp85alpha-mRNA-Expression nicht bestétigt werden.
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Abbildung 54: Ratten-PI3K-p85alpha mRNA-Expression in Rattennieren
In TGR(hRen) ist die mRNA-Expression von Ratten-PI3K-p85alpha-Gen im Vergleich zu SD-Ratten nicht
erhoht. Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen den Mittelwert+SEM.
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Abbildung 55: Ratten-PI3K-p85alpha mRNA-Expression in Ratten-Glomeruli
In dTGR und HRP behandelten dTGR ist die mRNA-Expression von Ratten-PI3K-p85alpha-Gen im Vergleich
zu SD-Ratten nicht erhoht. Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen den
Mittelwert=SEM.
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Abbildung 56: PI3K-p85alpha mRNA-Expression in der tubulointerstitiellen Fraktion und Gefif3en
In dTGR und HRP behandelten dTGR ist die mRNA-Expression von Ratten-PI3K-p85alpha-Gen im Vergleich
zu SD-Ratten signifikant erhoht (p<0,05). Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen
den Mittelwert=SEM.
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In sieben Wochen alten Rattenherzen werden zunichst die mRNA-Expressionen des Ratten-
(P)RR in dTGR, in Aliskiren behandelten dTGR, in TGR(hRen) und in Aliskiren behandelten
TGR(hRen) im Vergleich zu SD-Ratten untersucht (Abbildung 57). In TGR(hRen) kann eine
deutlich gesteigerte Expression, in dTGR eine leicht gesteigerte Expression des Ratten-(P)RR
im Vergleich zu SD-Ratten gemessen werden. Beide Unterschiede sind signifikant (p<0,05).
Die Behandlung mit Aliskiren senkt die erhohte Expression in TGR(hRen) im Vergleich zu
unbehandelten TGR(hRen) signifikant (p<0,05).
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Abbildung 57: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in Rattenherzen
In TGR(hRen) ist die (P)RR-mRNA-Expression deutlich, in dTGR leicht gesteigert gegeniiber der (P)RR-
mRNA-Expression in SD-Rattenherzen. Beide Unterschiede sind signifikant (p<0,05). Eine Behandlung mit
Aliskiren bewirkt in TGR(hRen) eine signifikante Herunterregulation im Vergleich zu unbehandelten
TGR(hRen) (p<0,05). Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die Balken zeigen den Mittelwert=SEM.

Der Transforming growth factor-f1 (TGF-f1) ist ein potenter Stimulator der Kollagen-
produzierenden kardialen Fibroblasten. So fiihrt die Uberexpression von TGFBl zur
gesteigerten Bildung von extrazelluldren Matrixproteinen. Der Anstieg der extrazelluldren
Matrixproteine wiederum bedingt Fibrose. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Gruppen
kann in 7 Wochen alten Rattenherzen gezeigt werden, dass TGFB1-Genexpression in
TGR(hRen) im Vergleich zu SD-Ratten um Faktor 2 erhoht ist (Abbildung 58). Dieser
Unterschied ist signifikant (p<0,05). Fiir dTGR wird keine erhohte TGFBI-mRNA-
Expression im Vergleich zu SD-Ratten gemessen. Aliskirenbehandlung fiihrt in TGR(hRen)
zu einer signifikanten Herunter-regulation der Ratten-TGFB1-mRNA-Expression im

Vergleich zu unbehandelten TGR(hRen) (p<0,05).
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Abbildung 58: Ratten-TGFp1 mRNA-Expression in Rattenherzen
In TGR(hRen) ist die TGFbetal-mRNA-Expression im Vergleich zu SD-Ratten signifikant erhoht (p<0,05). Die
Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen den Mittelwert+SEM.

Als nidchstes wird die Proteinexpression des Fibrosemarkers Kollagen I auf
Rattenherzgewebeschnitten mit Immunozytochemie untersucht. Die Kollagen I-Ablagerung
erfolgt perivaskulér. In SD-Ratten und Aliskiren-behandelten dTGR sind kaum entsprechende
Kollagenablagerungen nachweisbar. In TGR(hRen) ist die Kollgenablagerung um das Gefdl3
im Vergleich zu SD-Ratten und Aliskiren-behandelten dTGR leicht erhoht. In Plazebo-
behandelten dTGR sind die stdrksten perivaskuldren Kollagen I-Ablagerungen nachweisbar

(Abbildung 59).
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Abbildung 59: Kollagen I- Expression im Rattenherzgewebe
Die Abbildungen zeigen Rattenherzgewebe, die mit Cy3-markiertem Kollagen I -Antikorper angeférbt sind.
Im Rattenherzgewebe der SD-Ratten und der mit Aliskiren behandelten dTGR sind kaum Kollagen I -
Ablagerungen nachweisbar. Im Rattenherzgewebe der TGR(hRen) ist eine leicht erhohte perivaskuldre
Ablagerung von Kollagen I im Vergleich zu SD und Aliskiren-behandelten dTGR zu erkennen. In dTGR ist die
perivaskuldre Kollagen I —Ablagerung am starksten ausgepragt.
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In der Rattenleber ist der Ratten-(P)RR auf mRNA-Ebene in dTGR, TGR(hRen) und SD-
Ratten gleich stark exprimiert (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in der Rattenleber
In der Rattenleber ist der Ratten-(P)RR auf mRNA-Ebene in allen drei Tiergruppen gleich stark exprimiert. Die
Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen den Mittelwert+SEM.

7.3.2 Untersuchungen in 21 Wochen alten Ratten

Wegen der hohen Mortalitdt und den schweren Organschidden in der siebten Lebenswoche
werden die dTGR zu diesem Zeitpunkt getotet.

Die TGR(hRen)-Tiere dagegen scheinen vollig gesund und leben weiter. Ab der 8.
Lebenswoche kann man bei diesen Tieren allerdings eine starke Gewichtszunahme
nachweisen. Diese Gewichtszunahme ist einerseits bedingt durch erhdhte Nahrungsaufnahme.
Im Folgenden sind die Ergebnisse zur mRNA-Expression filir verschiedene Gene beim
Vergleich 21 Wochen alter TGR(hRen)-Tiere mit 21 Wochen alten normalgewichtigen SD-
Ratten dargestellt.
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Im Fettgewebe kann zunéchst gezeigt werden, dass der Ratten-(P)RR in beiden Tiergruppen

gut exprimiert wird und dass es keinen Expressionsunterschied zwischen beiden Gruppen gibt

(Abbildung 61).
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Abbildung 61: Ratten-(P)RR-mRNA-Expression im Fettgewebe
Im Fettgewebe von TGR(hRen) gibt es im Vergleich zu SD-Ratten keinen Unterschied in der Ratten-(P)RR-
mRNA-Expression. Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen den Mittelwert+=SEM.

Die Expression des humanen Renin-Transgens verdoppelt sich von der 7. zur 21.

Lebenswoche im Fettgewebe (Abbildung 62).
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Abbildung 62: hRenin-mRNA-Expression im Fettgewebe
In TGR(hRen) verdoppelt sich die mRNA-Expression des humanen Renin-Transgens von der 7. zur 21.
Lebenswoche. Die Werte sind normalisiert auf Ratten-GAPDH. Die schwarzen Balken zeigen den
Mittelwert=SEM.
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In TGR(hRen) sind Ratten-Leptin-mRNA-Expressionswerte im Vergleich zu normal-
gewichtigen SD-Ratten erhoht (Abbildung 63). Der Unterschied ist signifikant (p<0,05). In
unserer Arbeitsgruppe sind gleichzeitig erhohte Leptin-Plasmaspiegelwerte in einer
entsprechenden Elisa-Messung in TGR(hRen) gegeniiber altersgleichen SD-Ratten
nachgewiesen worden. Die Fettleibigkeit der transgenen Tiere scheint zumindest teilweise
durch eine Unempfindlichkeit gegeniiber Leptin an seinem Wirkort, also hauptsdchlich am
Gehirn, bedingt zu sein. Eine solche Resistenz ist dann mit gesteigerten Leptinleveln
assoziiert. Dafiir spricht auch die gesteigerte Nahrungsaufnahme der TGR(hRen) im
Vergleich zu SD-Ratten.
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Abbildung 63: Ratten-Leptin-mRNA-Expression im Fettgewebe
In TGR(hRen) ist die Ratten-Leptin-mRNA-Expression im Vergleich zu SD-Ratten signifikant erh6ht (p<0,05).
Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen Balken zeigen den Mittelwert+SEM.

In 21 Wochen alten Rattenherzen kann kein Unterschied der Ratten-(P)RR-mRNA-
Expression zwischen TGR(hRen) und SD-Ratten nachgewiesen werden (Abbildung 64). Die
in der 7. Woche in TGR(hRen) im Vergleich zu SD-Ratten signifikant erhohte Ratten-(P)RR-
mRNA-Expression sinkt bis zur 21. Woche wieder auf SD-Niveau. Die Expressionen fiir SD-

Ratten und Aliskiren-behandelte TGR(hRen) bleiben iiber diesen Zeitraum unverédndert.
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Abbildung 64: Vergleich der Ratten-(P)RR-mRNA-Expressionen im Rattenherz
In TGR(hRen) sinkt die in der 7. Lebenswoche im Vergleich zu SD-Ratten erhohte Ratten-(P)RR-mRNA-
Expression bis zur 21. Lebenswoche auf SD-Niveau ab. Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die schwarzen
Balken zeigen den Mittelwert+SEM.

Die Expression von Ratten-TGFbetal ist in der 21. Lebenswoche zwischen den untersuchten
Gruppen nicht reguliert (Abbildung 65). Die mRNA-Expression fiir Ratten-TGFbetal fiir
TGR(hRen) und Aliskiren behandelte TGR(hRen) sinkt von der 7. zur 21. Lebenswoche auf
SD-Niveau.
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Abbildung 65: Vergleich der mRNA-Expressionen von Ratten-TGFbetal
Das mRNA-Expressionsniveau fiir Ratten-TGFbetal in SD-Ratten bleibt von der 7. zur 21. Lebenswoche
unverdndert. Die in der 7. Lebenswoche in TGR(hRen) und Aliskiren behandelten TGR(hRen) erhéhten
Expressionswerte sinken bis zur 21. Lebenswoche auf SD-Niveau ab. Die Werte sind normalisiert auf 18S. Die
schwarzen Balken zeigen den Mittelwert+SEM.
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8 Diskussion
Im Jahre 1998 feierte das RAS seinen 100. Geburtstag. Es spielt eine Schliisselrolle in der

Blutdruckkontrolle und im Salzhaushalt. Bis vor kurzem glaubte man, dass die Effektoren des
RAS Angiotensin II und seine Rezeptoren sind. Diese Annahme basiert auf dem Glauben,
dass die RAS-Komponenten Renin, AOGEN und ACE, keine Rezeptoren haben und dass ihre
Bildung und Aktivierung nur zur Bildung von Angiotensin II dient. Mit dem Nachweis der
Existenz von einem lokalen RAS unabhéngig vom zirkulierenden RAS ist die Suche von

zelluldren Bindungsorten fiir AOGEN und Renin veranlasst worden.

Kiirzlich ist der (P)RR, eine neue Komponente des RAS, kloniert worden. Dieser (P)RR
konnte die Aufnahme von (Pro)renin ins Gewebe bewirken. Unerwarteterweise induziert der
(P)RR auch Angiotensin II-unabhéngige Wirkungen. Bisher weil man, dass der (P)RR
wichtig ist fiir die Bildung von Angiotensin II an der Zelloberfliche und eine funktionelle
Rolle fiir Prorenin zur Verfiigung stellt. Wenig ist bekannt iiber den Kontrollmechanismus der
(P)RR-Expression, iiber die (Pro)renin-(P)RR-vermittelte Signaltransduktion und iiber die
genaue Lokalisation des (P)RR. Weiter bleibt zu fragen, ob ein (P)RR-Blocker anderen RAS-
Blockern iiberlegen ist. Die bisherigen Ergebnisse dazu sind teilweise diskrepant.

Einiges konnte mit dieser Arbeit beantwortet werden. Die dargestellten Ergebnisse werfen

aber auch neue Fragen auf.

8.1 Lokalisation des (P)RR

Urspriinglich wurde der (P)RR als Rezeptor-assoziiertes Protein (M8-9) einer vakuoldren
ATPase identifiziert [24]. Nach neueren Untersuchungen liegt ein Grofteil des (P)RR als
intrazelluldrer Transmembranrezeptor besonders im Zellkern und im endoplasmatischen
Retikulum vor [32, 51]. Auf der Oberfliche von U937-Zellen kann mittels
DurchfluBzytometrie eine geringe Protein-Expression des (P)RR nachgewiesen werden. In
Ubereinstimmung mit anderen Ergebnissen kann auch in dieser Arbeit eine hohere (P)RR-
Proteinexpression nach Permeabilisation der U937-Zellen und damit intrazelluldr im
DurchfluBzytometer gezeigt werden. Moglicherweise wird Renin oder Prorenin von den
Zellen aufgenommen und erst auf intrazelluliren Membranen kommt es zur Bindung von
Renin oder Prorenin an den (P)RR. Fiir diese Aufnahme von Renin und Prorenin in die Zellen
kommt der M6PR nicht in Frage, da dieser nach der Aufnahme nur zur Degradation von

Renin und Prorenin und nicht zu zelluliren Effekten fiihrt [20, 52]. Zwei
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Rezeptoren, die an der Aufnhahme von vielen Liganden in die Zelle verantwortlich sind, sind
Megalin und Cubulin. Diese konnten vielleicht auch Renin und / oder Prorenin iiber Coated
Pits in die Zellen aufnehmen. Andererseits konnte es sein, dass der (P)RR nicht permanent,
sondern nur tempordr auf der Zelloberfliche erscheint und daBl dieses Erscheinen auf der
Zelloberfliche durch bestimmte Reize getriggert wird, wie beispielsweise  durch
Stimulationen mit Renin oder Prorenin. Viele Reaktions- und Transportraume in der Zelle
sind von spezifischen Elementarmembranen umschlossen. Zu diesen Zytomembranen zdhlt
auch das ER, in dem der (P)RR schon nachgewiesen werden konnte [32]. Viele der
Zytomembranen héngen untereinander zusammen und beliefern sich mit Membranmaterial
iiber Vesikelstrome (MembranfluB). Uber einen solchen FluB kénnte der (P)RR temporir auf
die Zelloberflache gelangen. Die genaue Lokalisation des (P)RR muf3 noch besser untersucht
werden. Da der (P)RR, wenn auch in geringen Mengen, auf der Oberfliche von U937-Zellen
exprimiert wird, geht man angesichts der mangelnden Kenntnisse der (P)RR-Lokalisation in
dieser Arbeit davon aus, dass die Renin- und Prorenin-vermittelte Signaltransduktion iiber den

(P)RR auf der Zelloberfliche vermittelt wird.

8.2 ERK-Aktivierung in U937-Zellen und CASMC

Beim Vergleich der Zeitverliufe der Renin- und Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierungen in U937-Zellen und CASMC ist auffillig, dass in CASMC die ERK-
Phosphorylierung schon nach 5 Minuten beginnt und kurz andauernd ist, wihrend sie in
U937-Zellen deutlich spéter nach 15 bis 30 Minuten einsetzt und langanhaltend ist. Das deutet
auf verschiedene Wege der Signaltransduktion durch Renin und Prorenin in verschiedenen
Zelltypen hin.

Es ist bereits beschrieben worden, dass verschiedene Stimuli im gleichen Zelltyp [53] oder
der gleiche Stimulus in verschiedenen Zelltypen [54] ERK-Phosphorylierungen von
unterschiedlicher Dauer und unterschiedlich schnell induzieren. Die unterschiedlichen
Aktivierungsdynamiken von ERK werden mit einer positiven oder negativen
Feedbackschleife zwischen Raf-1 und ERK begriindet. Kommt es nach Einwirkung des
Stimulus zur kurzandauernden ERK-Phosphorylierung ist dafiir eine negative
Feedbackschleife zwischen ERK und Raf-1 verantwortlich, die das aktivierte ERK schnell
wieder herunterreguliert. Kurzandauernde ERK-Phosphorylierung fiihrt zur Proliferation.
Kommt es nach Einwirkung des Stimulus zur langanhaltenden ERK-Phosphorylierung ist
dafiir eine positive Feedbackschleife zwischen ERK und Raf-1 verantwortlich. Diese bewirkt,

dass auch nach Entfernen des Stimulus die ERK-Phosphorylierung noch erhalten bleibt. Eine

- 105 -



Diskussion

langanhaltende ERK-Phosphorylierung fiihrt zur Differenzierung von Zellen. Die Dauer der
ERK-Phosphorylierung entscheidet also mit iiber das Schicksal der Zellen (Proliferation oder
Differenzierung) [55, 56] .

Die Mechanismen, die die Renin- und Prorenin-vermittelte ERK-Phosphorylierung bedingen,
miissen weiter untersucht werden. Aus fritherer Forschung ist bereits bekannt, dass die
langanhaltende ERK-Phosphorylierung iiber die positive Feedbackschleife die Mitwirkung
von PKC; benoétigt [54]. Daher wird in dieser Arbeit untersucht, ob ein PKC-Inhibitor die in
U937-Zellen induzierte ERK-Phosphorylierung abschwiécht. Es kann keine Abschwichung
der Renin- und Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Eine
Beteiligung der PKC an der Renin- und Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen in
U937-Zellen sollte trotzdem noch nicht ausgeschlossen werden. Bei dem hier verwendeten
PKC-Inhibitor handelt es sich um einen PKCgyp-Blocker. Es sollten also auch andere

Isoformen, insbesondere PKCs-Blocker getestet werden.

8.3 Angiotensin II-unabhiingige (Pro)renin-induzierte ERK-Aktivierung

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, Renin- und Prorenin-vermittelte ERK-Phosphorylierungen
unabhingig von Angiotensin II zu untersuchen.

Angiotensin II vermittelt ERK-Phosphorylierung iiber den AT1-Rezeptor und nachfolgende
Transaktivierung von EGF-Rezeptor [57, 58]. Um eine liber Angiotensin II vermittelte ERK-
Phosphorylierung auszuschlieBen, wird in den hier durchgefiihrten Signaltransduktions-
untersuchungen der AT1R-Blocker Losartan vor allen Stimulationsexperimenten 30 Minuten
vorinkubiert. In ATla-Rezeptor-knock-out-VSMC konnte nach Stimulation mit Renin und
Prorenin die ERK-Phosphorylierung immer noch nachgewiesen werden. Somit kann eine
durch Angiotensin II/AT1a-Rezeptor-Wechselwirkung bedingte ERK-Phosphorylierung in
den hier prasentierten Ergebnissen ausgeschlossen werden. Diese Daten zeigen auch, dass
keine Speziesspezifitit fiir die (Pro)renin/(P)RR-Signaltransduktion notwendig ist. In U937-
Zellen kann gezeigt werden, dass bei Stimulation mit Renin oder Prorenin eine ERK-
Phosphorylierung auftriff, die nicht der gleichzeitigen Phosphorylierung von EGF-Rezeptor
bedarf. Auch dieses Ergebnis schliefit eine iiber Angiotensin II/ATI1R-Wechselwirkung
vermittelte ERK-Phosphorylierung aus, da flir eine Angiotensin II-vermittelte ERK-
Phosphorylierung eine gleichzeitige Phosphorylierung des EGF-Rezeptors notwendig ist.
Auch die iiber AT2R vermittelten Angiotensin II-Wirkungen werden durch 30 miniitige

Vorinkubation mit einem AT2R-Blocker PD123319 ausgeschlossen.
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Der AT2R wird hauptsdchlich im fetalen Gewebe exprimiert. Kurz nach der Geburt nimmt
die Expression rapide ab. In der Niere, im Herzen und in den Blutgefdflen ist der Rezeptor
aber noch vorhanden, wobei die mRNA-Expression aber kaum noch nachgewiesen werden
kann [59]. Es ist bereits bekannt, dass eine Stimulation des AT2-Rezeptors mit Angiotensin II
die ATI1-Rezeptor-vermittelte MAPK-Aktivierung abschwiécht. Der AT2-Rezeptor kann diese
Abschwichung durch die Aktivierung verschiedener Phosphatasen auslésen [60].
Interessanterweise ist der AT2-Rezeptor auch mit PLZF gekoppelt. Ob es sich um die gleiche
Signaltransduktionskaskade wie bei (P)RR-PLZF handelt, ist derzeit unklar. In den hier
gezeigten Ergebnissen werden ATI1- und AT2-Blocker vorinkubiert, um jegliche {iiber
Angiotensin Il vermittelte Wirkungen auszuschlief3en.

Auch in anderen Arbeiten ist gezeigt worden, dass die durch Renin bedingte ERK-
Phosphorylierung unabhingig von Angiotensin II ist. Huang et al haben den Einflul von
Ratten-Renin auf Ratten-Mesangialzellen untersucht. Sie haben gefunden, dass Renin eine
ERK-Phosphorylierung induziert und diese eine Hochregulation der TGFbeta- und PAI-
mRNA-Expression bewirkt [30, 31]. Bei Vorinkubation mit einem ACE-Inhibitor oder einem
ATIR-Blocker wird die Renin-induzierte ERK-Phosphorylierung nicht abgeschwécht, was
gegen eine Beteiligung der Angiotensinll/AT1R-Wechselwirkung an der ERK-
Phosphorylierung spricht [30]. Weiter haben sie gezeigt, dass die Renin-induzierte ERK-
Phosphorylierung durch den (P)RR bedingt ist, indem sie Ratten-Mesangialzellen mit einer
siRNA, die gegen das Ratten-(P)RR-Gen gerichtet ist, transfiziert haben. Nach Stimulation
dieser Zellen mit Renin kann neben einer starken Herunterregulation der (P)RR-mRNA-
Expression eine Abschwiachung der ERK-Aktivierung auf Basalniveau nachgewiesen werden

[30].

8.4 Wirkungen von Aliskiren in vivo

Die Unterdriickung des RAS in vivo nach Behandlung mit ACE-Inhibitoren oder ATIR-
Blockern bleibt unvollstindig [61]. Der Grund dafiir ist, dass diese Therapien einen reaktiven
Anstieg der Reninaktivitdt bewirken [62], da sie die kurze Feedback-Schleife zerstéren, durch
welche Angiotensin II normalerwiese die weitere Freisetzung von Renin aus der Niere hemmt
[63]. Der reaktive Anstieg in der Plasma-Renin-Aktivitidt durch ACE-Inhibitoren oder ATI1-
Blocker gibt AnlaB zu vielen Erklarungen auf die Frage, warum gegenwértige RAS-
Inhibitoren manchmal nicht optimal wirksam sind. Bei der Anwendung von ACE-Inhibitoren
konnte der reaktive Anstieg der Plasma-Renin-Aktivitdt zur erhohten Angiotensin II-Bildung

durch ACE-unabhingige Wege fiihren, wie z. B. durch Dipeptidasen, welche in mehreren
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Geweben, einschlieBlich der Niere, gefunden worden sind [64]. Der langsame Anstieg von
Angiotensin II unter ACE-Blocker-Behandlung wird als ,,ACE escape® bezeichnet [61].
Klinische Studien haben bestdtigt, dass dieses Phidnomen assoziiert ist mit verschlechterter
Blutdruckkontrolle bei Hypertoniepatienten [65] und mit schlechterer Prognose fiir Patienten
mit Herzinsuffizienz [66]. Die gesteigerte PRA konnte auch Effekte bedingen, die von AT1-
Rezeptor unabhéngig sind. Erh6htes Angiotensin II nach AT1R-Blockade konnte z. B. auch
zur AT2R-Aktivierung fithren. Wiahrend einige priklinische Studien gezeigt haben, dass
AT2R-Aktivierung mit protektiven Wirkungen, wie Vasodilatation und Hemmung der
Reninfreisetzung, assoziiert ist [67], haben andere Studien gezeigt, dass AT2R-bedingte
Signalwege zu Schiadigungen, wie vaskulédre Zellproliferation, fiithren [68].

Im Gegensatz zu ACE-Blockern und AT1R-Blockern neutralisieren Renininhibitoren alle
kompensatorischen Anstiege in der PRA und verhindern die Bildung von Angiotensin I und
II. Obwohl schon viele Renininhibitoren entwickelt worden sind, haben die geringe
Bioverfiigbarkeit und die ungiinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften dieser Substanzen
verhindert, dass sie zur klinischen Anwendung gekommen sind. Aliskiren ist der erste
wirksame Renininhibitor zur Behandlung der Hypertonie. Nussberger et al haben Aliskiren in
gesunden Probanden untersucht und gefunden, dass das Medikament eine Dosis-abhdngige
und lang anhaltende Erniedrigung der Aldosteron- und Angiotensin II-Konzentrationen
bewirkt [69]. Stanton et al haben vier Dosen von Aliskiren bis zu 300 mg/Tag an Patienten
mit leichter bis mittelstarker Hypertonie untersucht [40]. Grandmann et al haben gefunden,
dass die einmal tdgliche Gabe von Aliskiren den Blutdruck wirksam senkt mit einem
Nebenwirkungsprofil und einer Sicherheit vergleichbar mit Irbesartan und Plazebo bei
Patienten mit leichter bis mittelstarker Hypertonie [70]. Azizi et al haben Aliskiren in
Kombination mit Valsartan untersucht. Aliskiren 150 mg und Valsartan 80 mg steigern nicht
die PRA oder Plasma-Angiotensin-Spiegel, obwohl die Plasma-Reninkonzentrationen erhoht
sind. Der Renininhibitor unterdriickt den Anstieg der Reninaktivitét, der normalerweise durch
einen AT1R-Blocker stimuliert wird [71].

Préaklinische Studien zu Renininhibitoren und Organschiden sind in verschiedenen
Tiermodellen durchgefiihrt worden. Die Speziesspezifitit von Renin bewirkt, dass ein
humaner Renininhibitor nur in Affen, Meerschweinchen und mit Einschrinkung in Méusen
getestet werden kann. Um dieses Problem der Speziesspezifitit zu l6sen, haben Ganten,
Mullins, Murakami und andere zwei transgene Rattenstimme entwickelt [44]. Ein Stamm
besitzt das humane Renin-Gen mit seinem eigenen Promotor, der zweite Stamm besitzt

humanes Angiotensinogen-Gen mit einem Albuminpromotor. Ratten-Renin spaltet kein
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humanes Angiotensinogen, und humanes Renin spaltet kein Ratten-Angiotensinogen. Die
Kreuzung beider Stamme fiihrt zur doppelt-transenen Ratte (d{TGR). Diese Ratte trigt beide
Transgene und bildet grole Mengen Angiotensin II in der Zirkulation, der Gefamuskulatur,
im Herzen und in den Nieren. Unbehandelt sterben diese Ratten an Herzschwéche und
Nierenversagen nach 7-8 Wochen. Das Modell ist ideal, um humane Renininhibitoren zu
testen und eignet sich zur Untersuchung der Mechanismen des Zielorganschadens und deren
Reparatur. Hier werden die Tiere von der 4. bis zur 7. Lebenswoche untersucht. Unbehandelte
dTGR haben hohen Blutdruck, erhohte Serum-Cystatin C-Werte und Albuminurie in der 7.
Woche. Aliskiren kann den Blutdruck senken und den Nierenschaden in dTGR stark
verbessern, sogar nachdem der Organschaden und die Hypertonie bereits manifest sind.
Aliskiren verbessert die Albuminurie nicht nur, sondern kehrt sie um. Aullerdem normalisiet
die Aliskiren-Behandlung Serum-Cystatin C-Werte und die Ratten-Ngal-mRNA-Expression
und damit die GFR und den Tubulusschaden. Unsere Arbeitsgruppe hat bereits in fritheren
Untersuchungen gezeigt, dass Aliskiren die renale Fibrose, die kardiale Hypertrophie und die
diastolische Dysfunktion in dTGR verbessert [50]. In einer weiteren Studie konnte
nachgewiesen werden, dass die Komplementexpression (Clg, C3, C3c und C5b-9-
Expression) und die C-reaktive Protein-Expression, die Makrophagen- und T-Zellen-
Infiltrationen und eine Hochregulation von TNFa dem Auftreten der Albuminurie in dTGR
vorausgehen. Clq, C3, C3c und C5b-9 werden in der Media der dTGR-Gefdfe nachgewiesen.
C5b-9 kolokalisiert mit IL-6. Aliskiren und auch der ATI1-Blocker Losartan reduzieren
Albuminurie, TNFa, CRP und Komplementexression auf Kontrollwerte [43]. Die
Erkenntnisse im Angiotensin II-abhidngigen dTGR-Modell deuten darauf hin, dass
Komplementaktivierung eine Rolle spielt fiir die Entwicklung des Organschadens. TNFa und
CRP bedingen die Komplementinduktion. Die Blockade des RAS durch einen Reninihibitor
verbessert den Zielorganschaden in diesem Modell.

Eine adequate RAS-Blockade kann mit ACE-Hemmern oder ATI-Blockern wegen
gegenregulatorischer Mechanismen nicht immer erreicht werden. Mit Hilfe von
Renininhibitoren kann nun der primér limitierende Schritt im RAS pharmakologisch gehemmt
werden. Aliskiren fiihrt in priklinischen Studien zur Verbesserung des Angiotensin II
induzierten renalen und kardialen Schadens. Klinische Studien, die die Wirkungen von
Aliskiren auf den Zielorganschaden in diabetischen Patienten untersuchen, laufen momentan
noch, aber die Ergebnisse, die mit Reninihibitoren in Tiermodellen mit Organschiden

erhalten worden sind, lassen vermuten, dass diese Substanzklasse gro3es Potential besitzt.
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Vor kurzem veroffentlichte Studien deuten an, dass PRA ein Prediktor fiir kardiovaskulares
Risiko ist. Eine Studie mit 2902 hypertensiven Patienten zeigt, dass PRA unabhéngig und
direkt assoziiert ist mit dem Risiko fiir Myokardinfarkt, obwohl die Patienten mit einer
antihypertensiven Therapie eine Blutdruckkontrolle erreicht haben [72]. Obwohl diese
Beobachtungen wahrscheinlich zumindest teilweise durch erhohtes Angiotensin II bedingt
sind, konnten Renin und Prorenin auch direkt das kardiovaskuldre Risiko durch verstirkte
Stimulation des neu entdeckten (P)RR steigern.

Der (P)RR konnte auch wichtig sein fiir die vaskuldre Aufnahme und Aktivierung von
(Pro)renin und dadurch zur lokalen Bildung von Angiotensin II fiihren. Burcklé et al haben
eine transgene Ratte, die das menschliche (P)RR-Gen in glatten Muskelzellen unter der
Kontrolle eines 15-kb-Fragments des Maus-glatte Muskel-Myosin heavy chain Gens
(TGR(SMMHC-HRR)) iiberexprimiert, entwickelt. Im Alter von 6 Monaten entwickeltn diese
Ratten einen kardiovaskuldren Phédnotyp mit erhohtem systolischen Blutdruck und
gesteigerter Herzfrequenz. Diese Verdanderungen schreiten mit dem Alter fort. Obwohl die
Nierenfunktion und Plasma-Renin in diesen transgenen Tieren normal ist, steigt die
Plasmaaldosteronkonzentration und das Aldosteron/Renin-Verhidltnis [73]. Das lasst
vermuten, dass (P)RR-Uberexpression zu gesteigerten intraadrenalen Angiotensin II-
Konzentrationen fiihrt und dadurch gesteigerte Aldosteronbildung in Abwesenheit von
Anderungen im Plasmarenin bewirkt. Der Aldosteronanstieg konnte zumindest teilweise fiir

den beobachteten kardiovaskuldren Phanotyp verantwortlich sein.

8.5 Wirkungen von Aliskiren in vitro

Durch die Bindung von (Pro)renin an den (P)RR werden Renin und Prorenin enzymatisch
aktiviert und konnen AOGEN binden. Diese Funktion des (P)RR scheint auch durch Aliskiren
gehemmt zu werden, da Aliskiren vor kardialen und renalen Endorganschaden in dem hier
prasentierten dTGR-Modell schiitzt. Das konnte durch eine sofortige Bindung von Aliskiren
anstelle von AOGEN an das aktive Zentrum von (P)RR gebundenem Renin oder Prorenin
erklart werden. In diesem Zusammenhang stellt sich in dieser Arbeit die Frage, ob Aliskiren
auch die durch (Pro)renin/(P)RR-Wechselwirkung bedingte ERK-Phosphorylierung hemmt
und damit Einflul auf die zweite Funktion des (P)RR, ndmlich auf die RAS-unabhéngige
Signaltransduktion hat und so auch ein (P)RR-Blocker ist. Die Hypothese ist, dass Renin oder
Prorenin durch die Bindung an Aliskiren eine so starke Konformationsdnderung erfahren,
dass sie nicht mehr an den (P)RR binden konnen. Es kann hier gezeigt werden, dass Aliskiren

neben der Hemmung der enzymatischen Aktivitit von (Pro)renin, nicht in der Lage ist, die
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Renin- und Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung in vitro zu hemmen. Eine aktuelle
Studie zeigt, dass Aliskiren auch die PLZF-vermittelte Signalkaskade nicht hemmt [74].
Weiter kann Aliskiren auch das radioaktive Binding von Renin oder Prorenin an den (P)RR
nicht hemmen [75]. Aliskiren ist also ein reiner Renininhibitor und kein (P)RR-Blocker.
Damit ist nicht ausgeschlossen, dass der Anstieg in der Plasma-Reninkonzentration, der bei
Patienten unter Aliskirenbehandlung beobachtet wird, zu einer verstirkten Renin/(P)RR-
Wechselwirkung und  Signaltransduktion fiihrt und assoziiert sein konnte mit
Nebenwirkungen auf kardiovaskuldre Organe. Die Existenz und Bedeutung von diesem

Mechanismus in vivo muf} allerdings noch herausgefunden werden.

8.6 HRP, ein spezifischer (P)RR-Blocker

8.6.1 Prorenin-Aktivierung

Prorenin wird aus den Nieren freigesetzt und seine Konzentration im Plasma ist viel hoher als
die Konzentration von Renin. Anders als bei anderen Proteasen kommt es nicht zur
Selbstaktivierung von Prorenin im Plasma. Der einheitliche Reifungsort von Prorenin zu
Renin sind die Myoepitheloidzellen des juxtaglomeruldren Apparats, wo das Prosegment von
Renin durch eine Prokonvertase abgespalten wird. In vitro ist gefunden worden, dass Prorenin
durch Sdure und Kdélte nichtproteolytisch aktiviert wird. Fiir in vivo Verhéltnisse ist eine
Kryoaktivierung nicht relevant. Es bleibt zu priifen, ob Sédureaktivierung im Korper bei der
Umwandlung von Prorenin zu Renin in den interkallierenden Zellen der Niere eine Rolle
spielt. Luetscher et al haben gefunden, dass Patienten mit Diabetes und Endorganschaden viel
hohere Prorenin-Spiegel aufweisen als Gesunde. Hohe Proreninspiegel und nicht PRA waren
mit dem Schweregrad der diabetischen Komplikationen in diesen Patienten assoziiert. Der
(P)RR stellt eine Moglichkeit fiir Proreninaktivierung in vivo dar. Die Aktivierung von
(P)RR-gebundenem Prorenin ist bedingt durch eine Konformationsinderung, die dann
wahrscheinlich das Herausfalten des Prosegments bewirkt. Das wiederum ermdoglicht den
Zugang des Substrats AOGEN zum enzymatischen Spalt. Dieses Phdnomen bezeichnet man
als nichtproteolytische Aktivierung im Gegensatz zur proteolytischen Aktivierung von
Prorenin, bei welcher das Prosegment abgespalten wird und Renin entsteht [76]. Gesteigerte
Rezeptor-gebundene Aktivitidt von Renin und nichtproteolytische Aktivierung von Rezeptor-
gebundenem Prorenin ist bestdtigt worden durch Experimente mit rekombinanten Ratten-
(P)RR und Prorenin [77]. Kurz nachdem beobachtet wurde, dass (P)RR-gebundenes Prorenin

voll enzymatisch aktiv ist, haben Suzuki et al eine dhnliche nichtproteolytische Aktivierung
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von Prorenin durch Bindung der Handle Region des Prosegments von Prorenin an einen
Antikorper beobachtet [8]. Sie schlagen vor, dass die Bindung der Handle-Region
(I'""FLKR"™") durch den Antikérper die Dissoziation der Gate-Region (T''FKR'")
provoziert, die den aktiven Spalt bedeckt und Prorenin dadurch nichtproteolytisch aktiviert

wird.

8.6.2 HRP verbessert den Organschaden in vielen Tiermodellen

Basierend auf diesen Beobachtungen haben Ichihara et al die Hypothese entwickelt, dass ein
Peptid aus 10 Aminosduren, das das Handle-Region Peptid (HRP) darstellt, die
Proreninbindung an den (P)RR und die nachfolgende Angiotensin II-Bildung und ERK-
Aktivierung hemmen kann. Die ersten Versuche kardialen und renalen Schaden durch
Hypertonie und Diabetes mit HRP zu behandeln, haben zu beeindruckenden Ergebnissen
gefiihrt.

In Ratten, die mit Streptozotocin diabetisch gemacht worden sind, sind die renalen
Angiotensin I und II-Spiegel im Vergleich zu nichtdiabetischen Kontrolltieren erhoht.
Dagegen sind renales Renin und AOGEN unveréindert. Eine Behandlung mit HRP senkt die
renalen Angiotensin I und II-Spiegel und hemmt die Entwicklung der diabetischen
Nephropathie, ohne die Hyperglykdmie zu beeinflussen. Die Proteinausscheidung im Urin
und die Glomerulosklerose in den diabetischen Ratten werden durch die HRP-Behandlung
vollstindig gehemmt. Ichihara et al spekulieren, dass HRP die Prorenin-Aktivierung durch
Hemmung der Proreninbindung an den (P)RR senkt. Da der (P)RR nur im Gewebe und nicht
in der Zirkulation vorkommt, wirkt HRP nur auf das lokale RAS, aber nicht auf die
zirkulierende Reninaktivitit oder zirkulierende Angiotensin I und II-Spiegel. Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu fritheren Publikationen von Danser et al, die zeigen,
dass zirkulierendes Angiotensin II von lokaler Synthese abhdngt [17]. Die Entwicklung der
diabetischen Nephropathie ist verbunden mit aktiviertem Nieren-RAS wund die
nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin trdgt laut dieser Studie zur Aktivierung des
Nieren-RAS und zur Entwicklung von diabetischer Nephropathie bei [33]. Substanzen, die
die nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin hemmen, konnten demnach eine

Therapiemoglichkeit sein, diabetischen Organschaden zu verhindern.

Weiter haben Ichihara et al in spontan hypertensiven Ratten (SHR) gezeigt, dass HRP renalen

und kardialen Schaden durch die Hemmung der nichtproteolytischen Aktivierung von

Prorenin und der damit verbundenen Hemmung der renalen und kardialen RAS-Aktivitét

verbessert. Auch in SHR-Ratten hat HRP keinen Einfluss auf das zirkulierende RAS und den
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Blutdruck. In den Nieren kommt es zur signifikanten Abschwichung der Entwicklung und
des Fortschreitens von Proteinurie und Glomerulosklerose [35]. Im Herzen werden Fibrose,
VentrikelgroBe und Herzgewicht verringert [36]. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
haben aber gezeigt, dass Renin renalen Ursprungs sowohl unter physiologischen als auch
unter pathophysiologischen Bedingungen verantwortlich ist fiir die Bildung von kardialem
Angiotensin [ und II. Entsprechend kommt es nach bilateraler Nephrektomie zur Erniedrigung
der kardialen Renin-, Angiotensin I- und II-Spiegel parallel mit einer Erniedrigung der
Plasmaspiegel von diesen RAS-Komponenten.[18, 78-80]. In SHR-Ratten sind auch die
Plasma-Reninspiegel erhoht und tragen zur verstirkten kardialen Angiotensin I und —II-
bildung bei. Mit HRP wird nur die Proreninaktivierung gehemmt. Dadurch werden die
kardialen Angiotensin I und —II-spiegel gesenkt. Diese Ergebnisse stehen in Widerspruch zu
den anderen Untersuchungen, die ganz klar Renin eine Hauptrolle bei der kardialen
Angiotensin I und —II-produktion zugestehen. Die erhohten Reninspiegel in SHR-Ratten und
die daraus resultierende kardiale RAS-Aktivierung werden von Ichihara et al auller Acht

gelassen und nicht diskutiert.

Weiter beschreiben diese Autoren auch die Verhinderung der diabetischen Nephropathie
durch HRP-Infusion in ATla-ko-M4iuse, die mit Streptozotocin diabetisch gemacht worden
sind. ACE-Hemmer-Behandlung bewirkt in diesem Modell keine Besserung des
Nierenschadens. HRP-Behandlung ist in diesem Modell also einer ACE-Hemmer-Behandlung
sogar liberlegen. Durch die Wechselwirkung von Prorenin mit dem (P)RR kommt es zur
Aktivierung der MAPKinasen p38, ERK und cJNK. Eine verstirkte Aktivierung des renalen
RAS iiber Prorenin/(P)RR-Wechselwirkung wird in diesem ATIla-Rezeptor-ko-Modell
ausgeschlossen. Die renalen Schidden sollen also durch Angiotensin II unabhédngige
Prorenin/(P)RR-bedingte Signaltransduktion vermittelt werden und konnen durch HRP

gehemmt werden.[33].

Diese Ergebnisse werfen viele Fragen auf und stehen im Widerspruch zu anderen

verOffentlichten Daten.

Nguyen et al konnten zeigen, dass der (P)RR sowohl Renin als auch Prorenin bindet. Nach
Ichihara et al bindet Prorenin mit dem Prosegment an den (P)RR. Dieses Konzept ldsst also
offen, wie Renin an den Rezeptor bindet. Weiter kann mit HRP nur die Proreninbindung an
(P)RR verhindert werden. Daraus folgt, dass Renin weiterhin an den (P)RR binden kann und
laut Nguyen et al die katalytische Aktivitit von Renin um das 3-5fache gesteigert wird. Damit

ist nicht schliissig, warum HRP in Modellen wie SHR, in denen hohe Reninkonzentrationen
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vorhanden sind, die gesamte Rezeptoraktivitit hemmen kann und den Organschaden so stark
verbessert. Fiir eine Bindung von Renin an den (P)RR und dadurch bedingte zellulédre
Wirkungen sprechen auch die Ergebnisse von Huang et al., die eine spezifische Renin-
bedingte Signaltransduktion in vitro nachgewiesen haben [30, 31]. Die in dieser Arbeit
prasentierten in vitro-Ergebnisse zeigen, dass ERK-Aktivierung auftritt, wenn der (P)RR mit
Renin oder Prorenin in Wechselwirkung tritt. Eine alternative Erkldrung ist, dass Renin einen
Bindungsort zum (P)RR innerhalb des Reninmolekiils hat [77]. Dann bleibt allerdings die

Frage, wie HRP diese Interaktion hemmen kann.

Keine der Studien von Ichiharas Gruppe zeigt, dass HRP die (Pro)reninbindung in vitro
spezifisch hemmt. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass FITC-gelabeltes HRP an U937-Zellen
bindet. Diese Bindung ist konzentrationsabhingig und kompetitiv. In radioaktiven
Binungsexperimenten mit Renin und Prorenin an U937-Zellen hat HRP keinen Einfluf auf
diese Bindung. Aulerdem ist FITC-HRP in der Lage an embryonale Stammzellen zu binden,
die die Transmembrandoméne fiir (P)RR nicht tragen. In Western blot-Versuchen kann HRP
weder Renin- noch Prorenin-vermittelte ERK-Phosphorylierung hemmen. Diese in vitro-
Ergebnisse deuten nicht darauthin, dass HRP ein spezifischer (P)RR-Antagonist ist. Es konnte
sein, dass die Wirksamkeit von HRP in vivo von einem noch nicht aufgeklirten

Wirkungsmechanismus abhingt, aber nicht vom kompetitiven Antagonismus zum (P)RR.

In dieser Arbeit wird der Einflul von HRP auf Mortalitit, Blutdruck und Nierenschaden in
dTGR untersucht. Die dTGR haben 3-5fach gesteigerte zirkulierende und Gewebe-
Angiotensin II-Spiegel und hohe zirkulierende humane Renin- und Proreninspiegel. Sie
entwickeln Bluthochdruck, kardialen und renalen Schaden und sterben in der 7. Lebenswoche
[47, 48]. HRP fiihrt zu keiner Verbesserung der Sterblichkeit, des Blutdrucks und des renalen
Schadens in diesem Modell. Wir haben dieselben Sequenzen verwendet, die von Ichihara
verdffentlicht wurde. Da die von Ichihara empfohlene Dosierung von HRP sehr niedrig ist,
haben wir auch 30fach hohere HRP-Dosen in den Minipumpen verwendet, aber haben auch
damit keinen schiitzenden Effekt auf die Niere nachgewiesen. Ichihara zeigt beeindruckende
Ergebnisse in einem diabetischen Modell mit Nephropathie [34]. Diese Tiere weisen hohe
Proreninspiegel auf und niedrige PRA. Unser Rattenmodell ist ganz klar anders. Die friihere
Charakterisierung des dTGR-Modells ergab Angiotensin II-Konzentrationen von 100 pg/ml,
humane PRA-Werte von 60 ng Angiotensin I/ml pro Stunde und humane AOGEN-Spiegel
von ungefdhr 40 pg Angiotensin I/ml. Renale Angiotensin II-Konzentrationen waren fast 80
pg/g Gewebe, ungefihr 4fach hoher als in SD-Kontrollen. Das Verhiltnis von menschlichem

Prorenin zu Renin in diesem Modell ist ungefdhr 10:1 [81]. Ein weiteres Problem im dTGR-
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Modell konnte die nicht beriicksichtigt Spezies-Spezifitdt sein. Diese soll zwar nach Ichihara
et al fiir die Bindung von Renin oder Prorenin an den (P)RR nicht wichtig sein [38], einen
Beweis dafiir gibt es aber nicht.

Um das eventuelle Problem der Speziesspezifitit zu umgehen, ist die Wirkung von HRP in
vivo in renovaskuldren hypertensiven Goldblatt-Ratten untersucht worden [82]. Chronische
Behandlung mit HRP verbessert den Zielorganschaden auch in diesen Ratten nicht. 2K1C-
Ratten entwickeln hohe Renin- und Proreninspiegel und erhdhte PRA, die zu Angiotensin II-
abhingigem Organschaden fiihrt. Renin ist ab der 4. Woche nach dem Clipping erhéht und
der Organschaden entwickelt sich in der zweiten 2-Wochen-Periode. Es wird angenommen,
dass eine Behandlung mit HRP durch (P)RR-Blockade diese Mechanismen inhibieren und zu
einer Verbesserung des Organschadens fiihrt. Es konnte sein, dass ldngere
Behandlungsperioden notwendig sind, um den vorhandenen Schaden zu verbessern. Jedoch
zeigen die Untersuchungen in diesen beiden Modellen wie auch die Ergebnisse von Krebs et
al sowie unverdffentlichte Daten von Mullins et al (VK) und Reudelhuber (LA), dass das
Konzept der HRP-(P)RR-Hemmung weiterer Aufkldrung bedarf.

Nichtproteolytische Aktivierung von Prorenin, lokale kardiale und renale Angiotensin II-
Bildung und direkte (P)RR-vermittelte MAPK-Aktivierung sollten abgeschwécht sein nach
HRP-Behandlung. Die in vitro-Ergebnisse zeigen, dass HRP-Bindung nicht an den (P)RR
erfolgt. Alle in vivo und in vitro Ergebnisse zur Anwendung von HRP stellen den Gebrauch
von HRP als einen (P)RR-Blocker in Frage, obwohl Ichihara et al viele Studien présentiert
haben, wo HRP-Behandlung die Nephropathie verbessert.

Diabetische Komplikationen korrelieren mit hohen Proreninspiegeln und nicht mit erhohter
PRA, was Prorenin im Gegensatz zu Renin eine ausschlieBliche Rolle bei Diabetes zugesteht
[39, 83]. In diabetischen Patienten und in diabetischen Ratten und Maéusen sind hohe
Prorenin- und niedrige Reninspiegel die Regel. Im Gegensatz dazu sind renovaskuldre
hypertensive Ratten, wie 2K1C-Ratten [84-86] und dTGR [81], durch hohe Renin- und
Proreninspiegel charakterisiert. Renin und Prorenin binden an den (P)RR und bedingen die
Rezeptorwirkungen [24]. Da HRP aus einer 10-Aminosdure-Sequenz des Prosegments von
Prorenin besteht, bleibt die Frage, wie diese Sequenz als ein kompetitiver Rezeptorblocker fiir
Renin wirken kann, welches das Prosegment nicht tridgt. Ob ein hohes Prorenin zu Renin-
Verhiltnis die Wirkungen von HRP bedingt, ist spekulativ. Daher kann nicht ausgeschlossen
werden, dass HRP ein Blocker fiir Prorenin in Situationen ist, wo Prorenin erhoht, aber Renin
und Angiotensin I und II erniedrigt oder unverindert sind. Aber die Daten von Ichihara et al

in SHR Ratten sprechen gegen diese Hypothese [36]. Auch Susic et al haben SHR mit HRP
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behandelt. Sie beschreiben eine Verbesserung der linksventrikuldren Hypertrophie. HRP fiihrt
aber zu keiner Verminderung der Kollagenablagerung im Myokard, zu keiner Verbesserung
der linksventrikuldren Funktion und der kardialen und renalen Himodynamik im SHR-Modell
[87].

Batenburg et al haben in Ratten-VSMC, die den humanen (P)RR iiberexprimieren, gezeigt,
dass der humane (P)RR bevorzugt Prorenin bindet [88]. Da die Bindung mit niedriger
Affinitit erfolgt, kommt es wahrscheinlich nur zur (P)RR-abhédngigen Angiotensin II-
Bildung, wenn die Proreninspiegel ausreichend hoch sind, also in vivo nur in Geweben, die
Prorenin lokal bilden, wie in Nieren, Nebennieren, Ovarien, Testes und Augen [89-92]. Das
konnte erklaren, warum HRP die renalen, aber nicht die zirkulierenden Angiotensin II-Spiegel
in vivo in Ratten reduziert [34] und warum humane (P)RR-Uberexpression zur
Glomerulosklerose und erhohten Aldosteron-Spiegeln fiihrt [37, 38, 73]. Humanes HRP kann
aber auch in dieser Studie die Angiotensin [-Bildung durch Prorenin und AOGEN in
normalen VSMC und in VSMC, die humanen (P)RR iiberexprimieren, nicht hemmen.
Wahrscheinlich hingt die Wirksamkeit von HRP in vivo von einem noch nicht aufgeklirten
Mechanismus ab. In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass diese Wirksamkeit aber nicht

durch einen kompetitiven Antagonismus zum (P)RR bedingt ist.

8.7 mRNA-Expression des (P)RR

Schefe et al haben gezeigt, dass die Expression des (P)RR durch die Stimulation mit Renin in
menschlichen Nieren und in Ratten-Kardiomyoblastenzelllinien negativ reguliert wird. Sie
haben promyelozytisches Zinkfinger-Protein (PLZF) als direkten Interaktionspartner des
(P)RR identifiziert. Nach der Aktivierung des (P)RR durch Renin wird PLZF in den Zellkern
transportiert und unterdriickt die Transkription des (P)RR auf Promoter- und mRNA-Ebene
im Sinne einer kleinen negativen Feedback-Schleife. Simultan mit der Aktivierung von (P)RR
durch Renin wird auch die Promotoraktivitdt und Transkription von einem zweiten Zielgen,
der p85a-Untereinheit von Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K-p85 a) erhoht. Dieses Protein
ist beteiligt an der Stimulation der Proteinsynthese und kardialen Hypertrophie. Der neue
(P)RR-PLZF-PI3K-Signaltransduktionsweg induziert in Rattenkardiomyoblasten einen
Anstieg der Proliferation und einen Riickgang in der apoptotischen Aktivitit. In einer
weiteren Studie haben Schefe et al gezeigt, dass auch die Stimulation von HEK293-Zellen mit
Prorenin zur Herunterregulation der (P)RR-mRNA und zur gleichzeitigen Hochregulation der

PI3K-p85a-mRNA fiihrt. Weiter steigert auch Proreninstimulation die Proliferation.
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In den hier fiir in vitro-Versuche verwendeten U937-Zellen und CASMC wird der (P)RR gut
exprimiert. Die Expression in U937-Zellen ist etwas hoher als in CASMC. Nach Stimulation
der Zellen mit Renin oder Prorenin wird keine mRNA-Expressionsédnderung des (P)RR-Gens
gefunden. In vivo wird die (P)RR-mRNA-Expression in Herz, Leber und Niere von jeweils
TGR(hRen), dTGR und SD-Ratten in der 7. Lebenswoche und in Herz und Fettgewebe von
jeweils TGR(hRen) und SD-Ratten in der 21. Lebenswoche verglichen. In der 7.
Lebenswoche ist (P)RR-Gen in den Rattennieren am hdchsten exprimiert. In Herz und Leber
sind verhéltnisméBig viel geringere Expressionen nachweisbar (ungefihr 10fach geringere
Expressionen als in der Niere). Es ist bereits bekannt, dass der (P)RR vor der Geburt in allen
Geweben hoch exprimiert wird. Nach der Geburt sinkt die Expression in vielen Geweben
stark ab. Nur in Niere, Gehirn und Intestinaltrakt bleibt die Expression auch nach der Geburt
hoch (personliche Mitteilung von G. Nguyen). Eine entsprechend hohe Expression in der

Rattenniere kann auch fiir TGR(hRen) in dieser Arbeit bestitigt werden.

Beim Vergleich der (P)RR-Expressionen in dTGR, TGR(hRen) und SD-Ratten kann zum
Zeitpunkt 7. Lebenswoche in der Rattenniere eine Herunterregulation des (P)RR-Gens in
TGR(hRen), die nur humanes Renin exprimieren und keinen Organschaden zeigen, und in
Herzen eine Hochregulation des (P)RR-Gens in TGR(hRen) und dTGR im Vergleich zu SD-
Ratten nachgewiesen werden. Weiter wird gefunden, dass der (P)RR in der Gesamtniere von
dTGR (7.Woche) gegeniiber SD-Ratten auf mRNA-Niveau nicht reguliert ist, aber bei
separater Untersuchung in den Glomeruli eine entsprechende Herunterregulation des (P)RR-
Gens nachgeweisen werden kann. In der tubulointerstitiellen Fraktion und Gefdfen ist die
mRNA-Expression dagegen in diesem Modell gegeniiber SD-Ratten nicht reguliert. Somit
konnen die Ergebnisse zur (P)RR-Regulation von Schefe et al fiir den Expressionsvergleich
nur in TGR(hRen)-Rattennieren und dTGR-Glomeruli bestitigt werden. Das deutet darauf
hin, dass fiir die (P)RR-Regulation in vivo auch andere Faktoren von Bedeutung sein miissen.
Fiir die PI3Kp850-mRNA kann keine entsprechende Hochregulation fiir die TGR(hRen)-
Rattennieren gefunden werden. In Glomeruli wird keine Regulation der PI3KpS85alpha-
Untereinheit und in der tubulointerstitiellen Fraktion und Geféf3en eine leichte Hochregulation

der Untereinheit gefunden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der in vitro fiir bestimmte Zelltypen giiltige
Mechanismus der Herunterregulation des (P)RR-Gens unter Hochreninbedingungen nach
Schefe et al. fiir die in dieser Arbeit untersuchten Zelltypen und in vielen hier untersuchten
Geweben der komplizierteren in vivo Modelle nicht bestétigt werden kann. Weiter geht eine

Herunterregulation des (P)RR-Gens in den hier untersuchten Geweben nicht mit einer
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Hochregulation der mRNA fiir p85a-Untereinheit der PI3K einher. Der in vitro in bestimmten
Zelltypen von Schefe et al nachgewiesene Mechanismus scheint also Zelltyp-spezifisch zu
sein. Weiter ldsst dieser Mechanismus sich nicht einfach auf komplexere in vivo Situationen

wie in den Hochrenin-Tiermodellen iibertragen.

Auch Krebs et al haben die (P)RR-Expression unter Hochreninbedingungen in vivo in der
geklippten Niere der Goldblatt-hypertensiven Ratten untersucht. Sie haben diese Ratten mit
dem Vasopeptidase-Inhibitor AVE7688 behandelt. Diese Behandlung senkt den Blutdruck,
fiihrt aber gleichzeitig zum Anstieg der intestinalen Fibrose in der geklippten Niere. RT-PCR-
Ergebnisse zeigen, dass renale Renin-mRNA in der geklippten Niere hochreguliert ist. Die
Blutdrucksenkung mit dem Vasopeptidase-Inhibitor in diesen Ratten bewirkt einen weiteren
Anstieg der Renin-mRNA in der geklippten Niere. Parallel dazu ist die (P)RR-Expression in
der geklippten Niere auch hochreguliert. Die Autoren haben untersucht, ob diese Regulation
der mRNA-Expressionen spezifisch ist flir die geklippte Niere und haben die entsprechenden
mRNA-Expressionen von renalem (Pro)renin und (P)RR in gesunden normotensiven Ratten,
die 6 Wochen mit Vasopeptidase-Inhibitor behandelt wurden, ermittelt. Die renale Renin-
mRNA-Expression steigt auch hier stark an, aber die (P)RR-mRNA-Expression wird im
Vergleich zu unbehandelten normotensiven Ratten erniedrigt. Die Autoren schlussfolgern,
dass (P)RR wunter physiologischen Bedingungen in Anwesenheit von hohen
Reninkonzentrationen herunterreguliert wird und die Hochregulation des (P)RR unter
Hochreninbedingungen in der geklippten Niere spezifisch fiir Goldblatt-Hypertonie und kein

allgemeingiiltiger Mechanismus ist [86].

Die Herunterregulation des (P)RR unter Hochreninbedingungen konnte vielleicht ein
Schutzmechanismus sein. Auch in den hier untersuchten TGR(hRen) ist eine
Herunterregulation des Ratten-(P)RR in Rattennieren unter Hochreninbedingungen
nachweisbar und die Niere scheint gleichzeitig vor Schaden geschiitzt zu sein, da wir keine
Hinweise auf Schdden in den Nieren der TGR(hRen) finden. Kontrovers sind auch die
Ergebnisse zur (P)RR-mRNA-Regulation bei Fibrose mit Hochregulation von TGFbetal.
Huang et al haben gezeigt, dass nach Stimulation von Ratten-Mesangialzellen mit steigenden
Konzentrationen von rekombinanten Ratten-Renin die Ratten-TGFbetal-mRNA-Expression
steigt. Weiter kommt es zu einer gesteigerten Expression von Ratten-Fibronektin und Ratten-
Kollagen. (P)RR-mRNA-Expression bleibt durch die Stimulation mit rekombinanten Ratten-
Renin unverindert. Sie haben aber durch ein siRNA-Experiment gezeigt, dass die gesteigerte
Expression von Ratten-TGFbetal durch (P)RR bedingt ist [30, 31, 36]. In dieser Arbeit kann
eine um Faktor 2 erhohte Ratten-(P)RR-mRNA-Expression in TGR(hRen) im Vergleich zu
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SD-Ratten in Rattenherzen der 7. Lebenswoche nachgewiesen werden, die mit einer
Hochregulation von Ratten-TGFbetal-Gen und einer leichten Fibrose assoziiert ist. Beim
Vergleich der (P)RR-Expression von TGR(hRen) der 7. und 21. Lebenswoche fillt auf, dass
die (P)RR-mRNA-Expression {iiber diesen Zeitraum wieder auf SD-Niveau absinkt.
Moglicherweise stellt der (P)RR in diesem Tiermodell einen Aufnahmemechanismus fiir

(Pro)renin in das Rattenherz dar.

Ab der 21. Lebenswoche kann man bei den TGR(hRen) eine starke Gewichtszunahme
beobachten. Daher haben wir die mRNA-Expression von Ratten-(P)RR und verschiedener
Kandidatengene im Fettgewebe untersucht. Ratten-(P)RR ist gegeniiber altersgleichen
nichttransgenen SD-Ratten in der 20. Lebenswoche nicht reguliert. In den TGR(hRen) sind
die  mRNA-Expressionswerte  fiir ~ Ratten-Leptin  im  Fettgewebe und  die
Proteinexpressionswerte im Serum (unverdffentlichte Daten) gegeniiber SD-Ratten erhoht.
Bei freiem Zugang zum Futter fressen TGR(hRen) mehr als altersgleiche nicht fettleibige SD-
Ratten. Gesteigerte Nahrungsaufnahme und Leptinresistenz deuten eine Stérung des
Appetitverhaltens an. In der Zukunft soll untersucht werden, ob der (P)RR in diesem Prozef3
eine Rolle spielt und dazu unter anderem die Ratten-(P)RR-Expression in verschiedenen

Regionen des Rattengehirns untersucht werden.

Der Mangel unseres TGR(hRen)-Modells liegt in der fehlenden Speziesspezifitat. Wir gehen
davon aus, dass der Ratten-(P)RR auch humanes Renin binden kann. Durch diese
angenommene Bindung kommt es nicht zur Aktivierung des klassischen RAS mit einer
vermehrten Angiotensin I1I-Bildung. In Ubereinstimmung damit bestitigen unsere
Experimente mit humanem (P)RR in Maus-VSMC die These von Ichihara et al, dass die
Signaltransduktion kein speziesspezifischer Vorgang ist. [38].

Die bisherigen Ergebnisse zur (P)RR-mRNA-Expression zeigen, dal Unterschiede in der
(P)RR-mRNA-Expression in Abhdngigkeit vom Zelltyp in vitro und vom Tiermodell in vivo
auftreten. Innerhalb eines Tiermodells konnen in den verschiedenen Organen unterschiedliche
mRNA-Expressionen nachgewiesen werden. AuBBerdem spielt die (Pro)reninkonzentration fiir
die mRNA-Expression des (P)RR eine Rolle. Wie durch unterschiedliche (P)RR-mRNA-
Expression die iiber (Pro)renin/(P)RR vermittelten Signalketten und die damit verbundenen

zelluldren Effekte beeinflusst werden, muf} weiter untersucht werden.
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9 Ausblick

(P)RR ist ein Transmembranprotein mit einer grolen unglykosylierten und hoch hydrophoben
N-terminalen Domine und einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz von ungefihr 20
Aminosduren. Der N-terminale Teil des Proteins entspricht der extrazelluliren Doméne und
zeigt eine hohe Aminosduresequenzidentitit in Vertebraten. Im Gegensatz dazu ist der C-
terminale Teil, der der Transmembranregion des (P)RR entspricht, konserviert in Vertebraten
und Invertebraten. Das deutet auf eine unterschiedliche evolutionire Entstehung der beiden
Domaénen hin. Der C-terminale Teil des (P)RR ist identisch mit dem M8-9-Protein, welches

ein zum V-ATPase-Komplex assoziiertes Protein ist.

Die genaue Lokalisation des (P)RR ist noch nicht vollstindig bekannt. Die Ergebnisse von
Saris et al in Rattenkardiomyozyten und die Ergebnisse dieser Arbeit in U937-Zellen zeigen
klar, dass der Hauptteil des Rezeptors intrazellular gelegen ist und sich nur ein kleiner Anteil
auf der Zelloberfliche befindet. Schefe et al haben (P)RR perinuklir und im endo-
plasmatischen Retikulum nachgewiesen. Die intrazelluldiren Kompartimente, in denen (P)RR

lokalisiert ist, miissen in der Zukunft weiter speziert werden.

Eine Beteiligung von (P)RR in nicht kardiovaskuldren Prozessen wird stark durch die
folgende Beobachtung unterstiitzt. Wenn Murine embryonale Stammzellen, die den (P)RR
nicht exprimieren, in die Blastozyste injiziert werden, bilden sich keine Chimeren. Das deutet
auf eine essentielle Funktion des Proteins in Zellproliferation, Differenzierung und Uberleben
hin. Zebrafische mit Mutationen im (P)RR zeigen frithe Entwicklungsabnormalitdten, die
besonders die Augen betreffen, zur Korperhypopigmentierung und zum neuronalen Zelltod
filhren. Sie sterben friih in der Entwicklung. Dieser Phidnotyp éhnelt einem Phénotyp von
anderen Zebrafischmutanten fiir die gut charakterisierten Untereinheiten der vakuoldren
Protonen-ATPase. Das unterstiitzt die Wechselwirkung von (P)RR mit diesem Komplex.
Ramser et al haben eine Familie mit X-Chromosomen-gekoppelter mentaler Retardierung
beschrieben. Die Mutation besteht in der Loschung von Exon 4 in (P)RR-mRNA, was zu
einer Verkiirzung des Proteins fiihrt. Die Bindung von (Pro)renin an diesen mutierten
Rezeptor und die Aktivierung des RAS bleibt unbeeinflult. Im Gegensatz dazu ist die
p42/p44 MAP-Kinase-Aktivitdt beeintrachtigt. Wahrscheinlich ist dieser Defekt nicht die
alleinige Ursache fiir die Erkrankung, aber die Beeintrichtigung der neuronalen Wirkungen

des Proteins konnte die Pathologie miterkldren.

Neben diesen nicht kardiovaskuldren Funktionen des (P)RR fiihrt eine Bindung von

(Pro)renin an den (P)RR zu kardiovaskuliren Wirkungen. So bedingt die Bindung von
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(Pro)renin an (P)RR eine Aktivierung des RAS. Weiter kommt es durch diese
Wechselwirkung zur Angiotensin II unabhédngigen Induktion von TGFbeta 1 mit verstirken
Ablagerung von Matrixproteinen und damit zu fibrotischen Verdnderungen. Durch
Prorenin/(P)RR-Wechselwirkung konnte eine RAS-unabhéngige erhohte Proliferation von

Kardiomyozyten gezeigt werden.

Bei der Einnahme von ACE-Hemmern, AT1R-Blockern und Renininhibitoren wird durch die
fehlende negative Feedbackschleife eine starke Erhohung der Reninkonzentration bewirkt.
Bisher ist nicht bekannt, ob die erhohten (Pro)reninkonzentrationen bei Einnahme dieser
Medikamente in irgendeiner Weise schédlich sind. Im Zusammenhang mit der Entdeckung
des (P)RR stellt sich die Frage, welche Wirkungen von einer (Pro)renin/(P)RR-
Wechselwirkung ausgehen, ob diese Wirkungen unter kardiovaskuldren Gesichtspunkten
schiadlich sind und die Entwicklung eines (P)RR-Blockers sinnvoll wére. Falls in
Untersuchungen in der Zukunft ungiinstige kardiovaskuldre Wirkungen nachgewiesen werden
wiirden, sollte im Hinblick auf die Synthese von (P)RR-Blockern beriicksichtigt werden, dass
der (P)RR neben kardiovaskuliren Funktionen andere Aufgaben in Uberleben und
Differenzierung hat, die vielleicht nicht geblockt werden sollten. Ziel von zukiinftigen
Untersuchungen sollte eine genaue Aufklirung der Wirkungen der hohen Plasmarenin-
konzentrationen auf das kardiovaskuldre System und eine genaue Aufklarung der Zellbiologie
des (P)RR sein. In naher Zukunft werden konditionelle ko-Maiuse fiir (P)RR zur Verfiigung
stehen. Mit diesen Méusen kann der (P)RR in unterschiedlichen Entwicklungsstufen und in
verschiedenen Organen ausgeschalten werden. Diese konditionellen ko-Méuse fiir (P)RR
werden in Zukunft helfen, die Funktionen des (P)RR bei kardiovaskuldren Erkrankungen und
in der Zellbiologie besser zu charakterisieren und die Frage nach dem Sinn eines (P)RR-

Blockers zu beantworten.
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10 Zusammenfassung
Der erst kiirzlich beschriebene (P)RR ist ein neuer Transmembranrezeptor, der sowohl Renin

als auch Prorenin bindet. Diese Bindung steigert die katalytische Aktivitdt von Renin um das
Vier- bis Fiinffache, aktiviert Prorenin nichtproteolytisch und vermittelt intrazelluldr die

Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2.

In dieser Doktorarbeit wird die Renin- und Prorenin-induzierte Aktivierung der intrazelluldren
Signalkaskade iiber den (P)RR in U937-Zellen und CASMC untersucht. Diese Studie stellt
den ersten Beweis zur Verfiigung, dass Prorenin neben Renin eine ERK-Signaltransdunktion
unabhingig von Angiotensin II induzieren kann. Der (P)RR wird in U937-Zellen und in
CASMC exprimiert. Stimulationen der Zellen mit Renin oder Prorenin haben keinen Einfluf}
auf dessen Genexpression. Die Renin- oder Prorenin-induzierte ERK-Phosphorylierung ist
unabhingig von Angiotensin II. Dafiir sprechen folgende Ergebnisse. Eine iiber AT1- oder
AT2-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion durch Angiotensin II wird durch Vorinkubation
der Zellen mit AT1R- und AT2R-Blocker vor der eigentlichen Stimulation mit Renin oder
Prorenin ausgeschlossen. Auflerdem kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch in AT1a-
ko-Zellen Renin und Prorenin eine ERK-Phosphorylierung induzieren. Weiter ist in U937-
Zellen der EGF-Rezeptor nicht beteiligt an der Renin- und Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierung. Auch dieses Ergebnis spricht gegen die Beteiligung von Angiotensin II an
der (Pro)renin-vermittelten Signaltransduktion, da fiir eine Angiotensin II-vermittelte ERK-
Phosphorylierung die Transaktivierung von EGF-Rezeptor notwendig ist. PKC,p spielt keine
Rolle in Renin- und Prorenin-induzierten ERK-Phosphorylierungen in U937-Zellen. Dennoch
sollte die Beteiligung der PKC in langandauernden Renin- und Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierungen, wie sie in U937-Zellen nachweisbar sind, nicht ganz ausgeschlossen
werden. Die Beteiligung von M6PR an der Renin- und Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierung kann ausgeschlossen werden, da auch deglykosyliertes und damit an M6P-
Rezeptor nicht mehr bindungsfahiges Renin zu einer ERK-Phosphorylierung fiihrt. Ein MEK-

Inhibitor verringert dagegen die Renin- und Prorenin-induzierte ERK-Aktivierung.

Aliskiren und HRP haben keinen Einfluf} auf die Renin- und Prorenin-induzierten ERK-
Phosphorylierungen in U937-Zellen und CASMC. Demzufolge ist Aliskiren kein (P)RR-
Blocker. Fiir HRP kann in DurchfluBzytometerversuchen gezeigt werden, dass dieses Peptid

an U937-Zellen konzentrationsabhingig und kompetitiv bindet. Die Bindung von HRP erfolgt

aber auch an ES-Zellen, die die Transmembrandoméne des (P)RR nicht exprimieren. In den

hier gezeigten in vitro Ergebnissen verhdlt sich HRP nicht wie ein spezifischer (P)RR-
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Blocker. Die Wirkung von HRP in den verschiedensten Tiermodellen scheint also durch einen
anderen Mechanismus bedingt zu sein. Die in vivo Ergebnisse des Vergleichs der Wirkungen
von HRP und Aliskiren in dTGR zeigen, dass Aliskiren die Mortalitdt und den Blutdruck
senkt und zu einer starken Verbesserung des Nierenschadens fiihrt. HRP-Behandlung dagegen
hat keinen Einflu} auf Sterblichkeit, Blutdruck und iiberraschenderweise auch nicht auf den
Nierenschaden dieser Tiere. dTGR haben hohe Renin- und Proreninspiegel. Es bleibt zu
untersuchen, ob HRP vielleicht nur in Modellen wirken kann, die ausschliefSlich hohe

Proreninspiegel aufweisen, wie zum Beispiel bei Diabetes.

Bei der Untersuchung der (P)RR-mRNA-Expression fiir verschiedene Organe in
Tiermodellen mit unterschiedlich aktiviertem RAS fillt auf, dass der (P)RR in Abhingigkeit
von der (Pro)reninkonzentration und vom Organsystem unterschiedlich reguliert wird.
Regulationen des (P)RR sind im TGR(hRen)-Modell im Vergleich zu SD-Ratten in der 7.
Lebenswoche nachweisbar. Im Herzen dieser TGR(hRen) kann eine Hochregulation des
(P)RR nachgewiesen werden. Diese geht einher mit einer erhohten Genexpression von
Ratten-TGFbetal und mit einer verstirkten Ablagerung von Kollagen I. In der Rattenniere
von TGR(hRen) und auch in Glomeruli von dTGR kann eine Herunterregulation des (P)RR
im Vergleich zu SD-Ratten gezeigt werden. Diese geht aber nicht mit einer gleichzeitigen
Hochregulation des Gens der PI3K-p85a-Untereinheit einher. In der Rattenleber ist die
(P)RR-Expression in den drei untersuchten Modellen gleich hoch. Aus diesen Ergebnissen
kann man ableiten, dass der Mechanismus einer Herunterregulation von (P)RR unter
Hochreninbedingungen nur in vitro in bestimmten Zelltypen, aber nicht allgemeingiiltig zu
sein scheint.

Eine weitere auffillige Eigenschaft der TGR(hRen) ist ihr erhdhtes Korpergewicht im
Vergleich zu SD-Ratten. Die gesteigerte Nahrungsaufnahme der Tiere und die erhdhte Leptin-
mRNA-Expression deuten auf eine Storung des Appetitverhaltens hin. Ob der (P)RR im
Gehirn in diesem ProzeB eine Rolle spielt, muB3 weiter untersucht werden und bleibt

interessant flir die Suche nach RAS-unabhingigen Funktionen von (P)RR.
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11 Abstract

The recently described (P)RR is a new transmembrane receptor that binds both renin and
prorenin. This binding increases the catalytic activity of renin four to five fold, activates

prorenin nonproteolytical and induces the activation of MAP-kinase ERK1/2.

The (P)RR signalling induced by renin or prorenin has been investigated in this PhD thesis.
This study provides the first evidence that prorenin can induce ERK 1/2 signaling
independent of angiotensin II. The (P)RR is expressed in U937-cells and in CASMC. Cell
stimulation with renin or prorenin do not influence gene expression of (P)RR. Renin or
prorenin-induced ERK 1/2 phosphorylation is independent of angiotensin II. Several issues
support this conclusion. First, preincubation of the cells with an AT1-blocker and an AT2-
blocker before stimulating cells with renin or prorenin excludes angiotensin II induced
signalling. Second, renin or prorenin-induced ERK 1/2 phosphorylation has also been shown
in AT1A-ko-cells. Third, the EGF-receptor is not involved in renin and prorenin-induced
ERK 1/2 phosphorylation in U937-cells. Altogether, these findings speak against an
involvement of angiotensin II in (pro)renin induced signalling, because transactivation of
EGF-receptor is necessary for angiotensin II induced ERK 1/2 phosphorylation. PKCa/B is
not involved in renin and prorenin-induced ERK-phosphorylation in U937-cells. Nevertheless
an involvement of PKC cannot be excluded completely in long lasting ERK 1/2
phosphorylation as in U937-cells. The involvement of M6P-receptor in renin and prorenin-
induced ERK 1/2 phosphorylation can be excluded since degycosylated renin that can not
bind to M6P-receptor, but still induces ERK 1/2 phosphorylation. A MEK inhibitor decreases
renin and prorenin-induced ERK 1/2 phosphorylation.

Aliskiren and HRP do not influence renin or prorenin-induced ERK 1/2 phosphorylation in
U937-cells and in CASMC. Therefore, Aliskiren is not (P)RR blocker. Fluorescence-activated
cell sorter analysis in U937-cells shows that HRP can bind in a dose-dependent and
competitive manner. However, HRP can also bind to embryonic stem cells with a gene trap
for the (P)RR. The presented in vitro results don’t support the notion that HRP acts as a
specific (P)RR-blocker. The effects of HRP in many animal models seem to be mediated by
an alternative mechanism. In vivo results of the comparison of the effects of Aliskiren and
HRP in dTGR show that Aliskiren decreases mortality and blood pressure and causes an
amazing improvement of kidney damage. Treatment with HRP has no effect on mortality,

blood pressure and surprisingly on kidney damage of dTGR. dTGR have high renin and
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prorenin levels. It remains to be investigated whether HRP can only work in models with

exclusively high prorenin levels such as in diabetes.

The investigation of (P)RR mRNA regulation in different organs of different animal models
shows that the regulation is dependent on (pro)renin concentration and on the investigated
organ system. For example, high human renin in TGR(hRen) shows a higher cardiac (P)RR
expression compared to non-transgenics, which is accompanied by an upregulation of rat
TGFbetal and collagen I. A downregulation of (P)RR in comparison to SD rats was observed
in rat kidneys of TGR(hRen) as well as in glomeruli of dTGR. These findings were not
accompanied by an upregulation of the PI3K p85a gene. The (P)RR expression is not changed
between the investigated groups in the liver. Therefore, the presented thesis could not
demonstrate a common mechanism of (P)RR regulation under in vivo situation. A further
striking feature of the TGR(hRen) is their increased body weight in comparison to SD rats.
The increased food intake and the increased leptin mRNA expression indicate a disturbance in
appetite behavior. Whether (P)RR in the brain is involved in this process has to be elucidated

in future.
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