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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) gilt als klassisches endokrines System und spielt
eine entscheidende Rolle bei der Blutdruckregulation, der Aufrechterhaltung des Wasser-
und Elektrolythaushaltes sowie der Herz-Kreidauf-Funktion. Das wichtigste
Effektorpeptid des RAS, das Angiotensin Il (Ang Il), entfaltet seine Wirkungen im
Wesentlichen durch Interaktionen mit spezifischen Rezeptoren. Zwei verschiedene
Rezeptorsubtypen, die as AT;- und AT,-Rezeptoren bezeichnet werden, wurden
charakterisiert [51]. Bei Nagetieren existieren zwei Subtypen des ATi-Rezeptors, der
ATia- und ATis-Rezeptor [41]. Subtypen des humanen AT;-Rezeptor konnten bislang
nicht identifiziert werden [14, 26]. Da ale Angiotensin-Rezeptorsubtypen innerhalb der
Hypothal amus-Hypophysen-Nebennieren (HPA)-Achse exprimiert werden [18, 54, 84, 88,
89, 112, 173], geht man in jungeren Untersuchungen davon aus, dass dem RAS bei der
Regulation der Aktivitdét der HPA-Achse, insbesondere unter Stress, eine Bedeutung
zukommt [2, 21, 91, 104]. Weitere Hinweise dafir sind u. a. die Zunahme von
zirkulierendem Ang Il [193] und eine verénderte Ang |1-Rezeptorexpression innerhalb der
HPA-Achse unter Stress [2, 21]. Unter Berlicksichtigung dieser Aspekte ist es von
Interesse und potentiell therapeutischer Bedeutung, ob eine pharmakol ogische Intervention
die Ang Il-Rezeptorexpression auf der HPA-Achse beeinflusst und ob zwischen
verschiedenen  Wirkprinzipien Unterschiede bestehen. Zu den  bekanntesten
pharmakologischen Interventionsmoglichkeiten in das RAS zéhlen die Hemmung des
Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) und die Blockade von Ang Il1-Rezeptoren sowie

deren Kombination.

1.1 Physiologie des Renin-Angiotensin-Systems

Der Ausgangspunkt der Enzymkaskade zur Bildung des Ang I, dem wichtigsten
Effektorpeptid des RAS, ist das Angiotensinogen, welches vorwiegend in der Leber
synthetisiert und durch das Enzym Renin in Angiotensin | (Ang |) umgewandelt wird.
Renin wird hauptséchlich in den Zellen des juxtaglomerul&ren Apparats der Niere gebildet
und gespeichert. Die Regulation der Reninfreisetzung aus der Niere unterliegt
vielschichtigen intrarenalen, sympathischen und humoralen Mechanismen [70]. Ang | ist
ein Substrat des ACE, welches unter Abspaltung eines Dipeptids aus Ang | Ang Il bildet.
Im humanen Herzen konnte eine hochspezifische Chymase identifiziert werden, die in der

Lage ist Ang Il aus Ang | zu synthetisieren [177]. DarUber hinaus kann Ang Il auch auf
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anderen Nebenwegen unter Umgehung des ACE gebildet werden [16, 40, 167, 188], (Abb.
1.1). Die bekannten physiologischen Wirkungen des Ang Il werden Uber den AT;-
Rezeptor ausgelOst. Bei Nagetieren existieren zwel Subtypen des AT;i-Rezeptors, der
ATia- und AT s-Rezeptor [153, 195]. Beide Subtypen sind in ihrer Aminosaurestruktur zu
mehr als 95 % identisch und lassen sich pharmakologisch aufgrund gleicher
Bindungseigenschaften nicht differenzieren [29]. Unterschiede bestehen jedoch in Bezug
auf Gewebeverteilung, chromosomale Lokalisation und Regulation [74, 85, 171]. Ang Il
fuhrt neben einer direkten arteriellen Vasokonstriktion, Blutdrucksteigerung, Erhéhung der
Aldosteronbiosynthese und -sekretion sowie Natriumretention u. a auch zur Freisetzung
von Katecholaminen, Sekretion von adrenokortikotropem Hormon (ACTH) und
Vasopressin und Ubt eine dipsogene Wirkung aus [50, 66]. Darlber hinaus hat es
Wachstumsfaktor-ahnliche Wirkungen und stimuliert Hypertrophie und Proliferation
zahlreicher Zellen [29, 163]. In verschiedenen Zellpopulationen konnten ferner anti-
apoptotische [140] aber auch apoptotische Effekte [106] des AT;-Rezeptors nachgewiesen
werden. Die Stimulation des AT,-Rezeptors kann die tber den AT;-Rezeptor ausgel dsten
proliferativen Effekte in verschiedenen Gewebetypen inhibieren [119, 163] und einige
Effekte des AT.-Rezeptors kénnen protektive Wirkungen haben [63, 67, 80]. Uber den
AT,-Rezeptor sollen weiterhin Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse beeinflusst,
sowie regenerative [181] und proapoptische Effekte [52, 192] vermittelt werden. Durch
Abbau des Ang Il mit Hilfe verschiedener Aminopeptidasen entstehen
Angiotensinfragmente wie das Angiotensin 2-8 (Ang Ill), Angiotensin 3-8 (Ang V) und
Angiotensin 1-7, fur die ebenfalls biologische Aktivitdt nachgewiesen werden konnte [44,
133, 190]. Die Degradierung dieser Substanzen fuhrt schliefdlich zu inaktiven Metaboliten.
Neben dem systemischen RAS gibt es lokale RAS in verschiedenen Organen, deren
Regulation méglicherweise unabhangig vom zirkulierenden RAS erfolgt [20, 39, 42, 123,
137, 174, 175]. Es wird davon ausgegangen, dass lokal produziertes Ang Il in diesen
Organen as para- und autokrines Hormon fungiert und zur Induktion von Zellwachstum
und Proliferation fuhrt sowie die Bildung extrazelluléarer Matrix kontrolliert [38, 39, 65,
184, 185]. Mit der Entdeckung des Angiotensin-Konversionsenzyms 2 (ACE2) im Jahre
2000 [33, 170] wurde die Komplexitéat des RAS erweitert. Wéhrend ACE zur Bildung des
Vasokonstriktors Ang |l fahrt, ist ACE2 an der Bildung vasodilatorisch wirkender
Mediatoren beteiligt [28]. Neuere Untersuchungen deuten auf eine Bedeutung des ACE2
bei der Regulation kardialer Funktionen hin [24, 60].
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Abb.: 1.1: Renin-Angiotensin-System [ 28, 50, 66]

1.2 Regulation der Angiotensin-II-Rezeptorexpression

1.2.1 AT1-Rezeptoren

Die Dichte der Angiotensin-Rezeptoren ist nicht konstant. Experimentelle Untersuchungen
zeigten ein negatives Feedback von Ang ll-Konzentration und Expression des AT;-
Rezeptors, wobei hohe Ang Il1-Konzentrationen zu einer Abnahme und geringe zu einer
Zunahme der AT;-Rezeptordichte fuhren [34]. In jungerer Zeit sind vielfaltige Faktoren
und Umstande beschrieben worden, die mit einer Verdnderung der ATi-Rezeptordichte
einhergehen [94, 97, 120, 126, 127, 128, 129, 182]. Interessanterweise konnte in den
Geweben der HPA-Achse unter Stress eine erhdhte Expression des AT;-Rezeptors

nachgewiesen werden [2, 9, 21, 87].

1.2.2 AT1a- und AT1z-Rezeptoren
ATia- und AT g-Rezeptor-mRNA wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wobei

ATia-Rezeptoren mit Ausnahme von Hypophyse und Nebennieren, dominieren. Beide
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Rezeptorsubtypen werden in den Geweben der HPA-Achse in unterschiedlichem Ausmal}
exprimiert [18, 54, 88, 89, 112]. Neben der gewebsspezifischen Expression sind hormonale
Regulationsmechanismen und Wachstumsfaktoren als Einflussfaktoren auf die ATia- und
ATig-Rezeptorexpression  beschriecben  worden [69, 92, 191]. An (glatten
Gefalimuskelzellen fuhrte NO zu einer Verminderung der AT a-Rezeptorexpression [81].
Dartiber hinaus konnten einige Arbeitsgruppen bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) im
Vergleich zu normotensiven Wistar-Kyoto Ratten unterschiedliche ATia- und ATggs-
Rezeptor-mRNA-Level auch innerhalb der HPA-Achse nachweisen [86, 91, 144]. Ferner
wurde unter Stress eine differente Expression von ATia- und ATig-Rezeptoren auf der
HPA-Achse beobachtet [104]. Eine jingere Untersuchung konnte Unterschiede in der
Regulation der Rezeptorexpression in Hirnstamm, Hypophyse und Hypothalamus in
Abhangigkeit von der Salzzufuhr bei SHR aufzeigen [22].

1.2.3 AT2.Rezeptoren

Uber die biochemischen und physiologischen Funktionen des AT,-Rezeptors ist zum
gegenwartigen Zeitpunkt weniger bekannt. Der AT ist in der Fotal periode stark exprimiert
[56, 62, 172, 173], weshalb ihm ene Beteligung an Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen zugeschrieben wird. Postnatal nimmt die Expression des AT -
Rezeptors innerhalb weniger Wochen ab und beschrankt sich auf bestimmte Organe und
Gehirnregionen [62, 90, 173]. Innerhalb der HPA-Achse finden sich AT,-Rezeptoren in
der Nebenniere und in geringer Konzentration auch im Hypothalamus [131, 158].
Zahlreiche intra- und extrazelluldre Faktoren sind an der Regulation der AT,-
Rezeptorexpression beteiligt [53]. So konnte gezeigt werden, das Verdnderungen der
intrazelluldren Salzkonzentration und der cAMP-Spiegel die AT,-Rezeptorexpression
beeinflussen [122, 166]. Als extrazelluldare Einflussfaktoren wurden Wachstum und
Wachstumsfaktoren beschrieben [36, 93]. Dabei scheint die Regulation des AT,-Rezeptors
auf transkriptionaler, posttranskriptionaler und translationaler Ebene zu erfolgen [19]. An
PC12W-Zéellen fuhrten Serum, Wachstumsfaktoren und Glukokortikoide fihrten zu einer
»Down-regulation” der AT,-Rezeptorexpression, hauptsachlich durch Beeinflussung der
Gentranskription [96]. Bel neuronden Zelkulturen, die mit Nervenwachstumsfaktor
inkubiert wurden, zeigten sich in Abhangigkeit von der Inkubationszeit Veranderungen der
AT,-Rezeptor-mRNA-Level [79]. Diese Untersuchungsergebnisse konnen as weiterer
Hinweis auf ene Betelligung des AT,-Rezeptors an Entwicklungss und

Differenzierungsprozessen angesehen werden.
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Einige Studien untersuchten den Einfluss von Steroidhormonen auf die Regulation des
AT,-Rezeptors. Es konnte z. B. gezeigt werden dass Ostrogen die AT,-Rezeptordichte des
humanen Uterus erhdht [114], wohingegen Aldosteron zu einer Abnahme der AT,-
Rezeptorexpression im Nebennierenmark fuhrt [183]. Vor kurzem konnte an adipdsen im
Vergleich zu mageren Zucker-Ratten eine ,Up-regulation® der tubuldren AT,-
Rezeptorexpression demonstriert werden, welche durch Foérderung der Salzexkretion, die
adipdsen Ratten vor einem Bluthochdruck infolge Salz- und Wasserretention schiitzen
sollen [71]. Auf R3T3-Zellen konnte beobachtet werden, dass Ang |l ebenso wie der AT,-
Rezeptoragonist CGP-42112A in der Lage sind die AT,-Bindungsstellen zu einer htheren
Expression anzuregen [36, 159]. In PC12W-Zellen kam es nach Behandlung mit einem
Muscarinrezeptor-Agonisten, zu einer Zunahme der AT,-Rezeptor-mRNA-Level [160].
Auch fur den AT,-Rezeptor wurde eine veranderte Expression unter Stress beschrieben [9,
104].

1.3 Das Renin-Angiotensin-System auf der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse

Als Tell des Gehirns integriert der Hypothaamus vegetative, endokrine und
somatomatorische Funktionen des Korpers. Neurone im Hypothalamus sind fir die
Regulation  verschiedenster  homdostatischer  Funktionen  verantwortlich,  wie
Nahrungszufuhr, Wasser- und Elektrolythaushalt, Temperatur und zirkadiane Rhythmik.
Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere sind Teile des hypothaamo-hypophyseo-
adrenalen Regelkreises. Im Nucleus paraventricularis (PVN) des Hypothalamus liegen
Neurone die das Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) produzieren. Diese Neurone
projizieren u. a. in die Eminentia mediana der Neurohypophyse und das dort freigesetzte
CRH gelangt Uber Portalgefdl?e in die nachgeschaltete Adenohypophyse und stimuliert
hier die Sekretion von ACTH. ACTH bewirkt an der Nebenniere eine Ausschiittung von
Glukokortikoiden. Uber eine negative Riickkopplung schliet sich der Regelkreis. [95].
Der Hypothalamus steht mit der Hypophyse Uber weitere endokrine Regelkreise in
Verbindung.

Fur das Gehirn wurde ein lokales RAS beschrieben. Alle Komponenten des RAS werden
im Gehirn exprimiert, einschliefdlich Angiotensinogen, Renin, ACE, Ang | u. Il, sowie die
Ang lI-Rezeptoren [137]. Renin wurde in Neuronen und Nervenendigungen und ACE in
hoher Konzentration in der Lamina terminalis, in den circumventrikularen Organen, im

Hypothalamus und in einigen Hirnstammkernen nachgewiesen [25]. Ang Il findet sich in
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hoher Konzentration in synaptischen Veskeln von Nervenendigungen der
circumventrikuléaren Organe, unklar bleibt jedoch ob es tatsachlich intrazellulér gebildet
wird. AulRerdem wird eine Renin- und ACE-unabhéangige Bildung diskutiert [25, 137]. Die
Vertellung der Angiotensin-Rezeptoren im Gehirn konnte in mehreren Studien auch beim
Menschen demonstriert werden [6, 56, 88, 89, 161, 173].

Nach Injektion von Ang Il in die Gehirnventrikel konnten verschiedene Effekte wie Durst,
Blutdrucksteigerung, Freisetzung von ACTH, Vasopressin und anderen hypophyséren
Hormonen nachgewiesen werden [43, 148]. Darlber hinaus wird Ang Il insbesondere an
der Aktivierung der HPA-Achse durch Stress eine Bedeutung beigemessen. Stress fuhrt
nicht nur zu einer gesteigerten Expression von Ang Il1-Rezeptoren im PVN und anderen
Gehirnregionen [2, 21, 148], wie dem Subfornikalorgan dessen Neurone u. a. zum PVN
projizieren [11], sondern auch zur erhéhten Synthese von Renin und zirkulierendem Ang Il
[3, 193]. Ang Il seinerseits steigert die Bildung von CRH [4] und ACTH [148] in
Stresssituationen, was wiederum zur adrenalen Glukokortikoidsynthese und -Ausschittung
fahrt. An der Nebenniere Ubt Ang Il ferner direkte Effekte wie die Aldosteronsekretion und
Katecholaminfreisetzung aus [1, 111]. Die Bedeutung von Ang Il as Stress-Hormon
konnte in ener Studie demonstriert werden, die die Aktivierung der HPA-Achse als
Reaktion auf Stress bei Wistar-Ratten nach Vorbehandlung mit eéinem ATi-Antagonisten
untersuchte [9]. Die AT-Rezeptorblockade fuhrte zu einer Hemmung der Stressantwort
der HPA-Achse. Eine weitere Untersuchung konnte zusétzlich bel Stress exponierten
stress-sensitiven  spontan  hypertensiven  Ratten  unter  AT;-Blockade eine
L ebensverlangerung nachweisen [10].

1.4 Pharmakologische I nterventionen in das Renin-Angiotensin-System

Die Entdeckung der pathophysiologischen Bedeutung des RAS insbesondere im Rahmen
der arteriellen Hypertonie fihrte zum Beginn der therapeutischen Interventionen in das
RAS. Die ACE-Hemmstoffe wurden 1981 eingefuihrt. Sie sind aktuell sowohl zur
Behandlung der arteriellen Hypertonie als auch fir die chronische Herzinsuffizienz, den
Zustand nach Myokardinfarkt, die kardiovaskuldre Sekundarpréavention sowie die
diabetische und nicht-diabetische Nephropathie indiziert [37]. Die Gruppe der ATi-
Antagonisten ist bisher nur zur Behandlung der arteriellen Hypertonie zugelassen. Eine
Ausnahme bilden der Wirkstoff Irbesartan, der auch zur Behandlung einer Nephropathie
bei Patienten mit Hypertonie und Typ-2 Diabetes mellitus eingesetzt wird [59] und
Losartan, der seit 2004 zur Therapie der Herzinsuffizienz zugel assen ist.
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1.4.1 ACE-Hemmer

ACE-Inhibitoren hemmen die Spaltung des Ang | zum aktiven Ang Il und damit auch die
durch Ang Il vermittelten Wirkungen. Neben Captopril, dem ersten ACE-Inhibitor, ist
heute eine Vielzahl weiterer ACE-Hemmstoffe u. a. Ramipril verfligbar. Die meisten von
ihnen binden mittels einer Sulfhydrylgruppe an das Zink im aktiven Zentrum des ACE. Die
ACE-Hemmer werden mit Ausnahme von Captopril und Lisinopril in Form von so
genannten ,,prodrugs’ verabreicht, die zu wirksamen Carbonsduren hydrolysiert werden.
Sie werden besser a's die pharmakologisch aktiven Metabolite resorbiert. In Bezug auf die
ACE-Hemmung sind die , prodrugs” viel weniger potent als die aktiven Metabolite [145].
Die Bioverfugbarkeit der einzelnen Substanzen variiert zwischen >60% bis 11% und die
Zeit bis zum Eintritt des Wirkungsmaximums liegt zwischen 1 — 8 Stunden. Bei den
meisten ACE-Hemmen erfolgt die Elimination vorwiegend durch die Niere, so dass bei
Niereninsuffizienz ggf. eine Dosisanpassung erfolgen muss. Entsprechend ihren
Halbwertszeiten reicht die Dosierung von ein- bis dreimal téglich [46].

Zu den gruppenspezifischen Nebenwirkungen der ACE-Hemmer gehdren Reizhusten,
Hyperkaliamie, orthostatische Hypotension, angioneurotische Odeme sowie
Nierenfunktionsstorungen. Darlber hinaus konnen Blutbildverdnderungen, Magen-Darm-
Stérungen, Exantheme und Geschmacksstérungen as unerwinschte Nebenwirkungen
auftreten. Bei Patienten mit Nierenarterienstenose konnen sie ene funktionelle
Niereninsuffizienz [78, 108] und beim Neugeborenen Uber eine Verminderung der
Durchblutung der uteroplazentaren Einheit Anurie auslésen [146]. In der Schwangerschaft
ist die Einnahme von ACE-Inhibitoren aufgrund einer potentiellen fétalen Schadigung
kontraindiziert [142, 156].

Neben der Behandlung der arteriellen Hypertonie werden ACE-Inhibitoren in der Therapie
der chronischen Herzinsuffizienz sowie bel Patienten mit eingeschrankter
Ventrikelfunktion nach Myokardinfarkt, hohem kardiovaskuléren Risiko und diabetischer
und nicht-diabetischer Nephropathie eingesetzt. Die nephroprotektiven Wirkungen der
ACE-Hemmer wurden in verschiedenen Studien nachgewiesen [108, 168]. An Patienten
mit Typ 2-Diabetes konnte gezeigt werden, dass Ramipril die Entwicklung der
diabetischen Nephropathie verringert [57, 75]. In der Therapie der Herzinsuffizienz sind
die ACE-Hemmer aufgrund der Ergebnisse verschiedener klinischer Endpunktstudien als
Standardtherapie etabliert [164]. Der Nutzen einer Behandlung mit ACE-Hemmern bei
Patienten mit hohem kardiovaskuldrem Risiko und nach Myokardinfarkt konnte ebenfalls
belegt werden [5, 15, 48, 58, 83, 134, 141, 196].
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1.4.2 AT;-Rezeptorantagonisten

Die Blockade von Ang II-Rezeptoren ist eine weitere pharmakol ogische Moglichkeit, mit
dem RAS zu interferieren. Neben Losartan sind weitere sechs Vertreter dieser Gruppe u. a.
auch Candesartan zugelassen. Chemisch leiten sich ale Sartane von einem Imidazol-
Biphenyl-Geriist ab [31]. Bezuglich der pharmakodynamischen und pharmakokinetischen
Eigenschaften unterscheiden sie sich nur geringfigig. Alle AT;-Antagonisten zeichnen
sich durch eine hohe Affinitét und Selektivitét fir den AT;-Rezeptor und geringe Affinitét
zum AT,-Rezeptor aus und verfligen Uber eine hohe Plasmaeiweil3bindung [32]. Die
Wirkdauer der einzelnen Vertreter unterscheidet sich praktisch nicht und wird mit 24
Stunden angegeben, welche die Eliminationsha bwertszeiten meist deutlich Gbersteigt. Bis
auf Telmisartan, welches fast ausschliefdlich Uber die Leber eliminiert wird, werden die
Sartane nahezu jeweils zur Halfte Gber Niere und Leber ausgeschieden [32].
ATi-Antagonisten sind durch eine sehr gute Vertraglichkeit gekennzeichnet. So tritt der
unter ACE-Hemmern haufig beobachtete trockene Reizhusten fast nie auf [12, 100]. Einige
Fale von angioneurotischem Odem sind nach Gabe von Losartan beobachtet worden
[178]. Es gibt Hinweise, dass ATi-Antagonisten ebenso wie ACE-Hemmer bel Patienten
mit Nierenarterienstenose ein akutes Nierenversagen auslésen konnen [115]. Wie ACE-
Hemmstoffe sind ATi-Antagonisten wahrend der Schwangerschaft kontraindiziert.
Zahlreiche Studien haben die blutdrucksenkende Wirksamkeit der AT;-Antagonisten
untersucht und zusammenfassend gezeigt, dass die ATi-Antagonisten mit anderen
etablierten Antihypertensiva verglichen werden kénnen [27, 47, 49, 61, 77, 124, 186,
198]. Auch bei der Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz konnten fir einige AT-
Antagonisten glnstige Effekte nachgewiesen werden [23, 135, 138, 139, 165].
Entsprechend den Ergebnissen grofer Endpunktstudien kann durch eine ACE-
Hemmertherapie die Gesamtmortalitdt nach Myokardinfarkt gesenkt werden [98]. Was die
ATi-Antagonisten betrifft, zeigte die kirzlich publizierte OPTIMAAL-Sudie keine
Uberlegenheit von ATi-Antagonisten gegeniber ACE-Hemmern bei der Sekundér-
Pravention nach Herzinfarkt [30]. Die VALIANT-Sudie ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen Captopril und Vasartan bei Patienten nach akutem Myokardinfarkt
bezliglich des primaren Endpunktes (Tod jeglicher Ursache) [136, 180]. Die klinische
Wirksamkeit von AT;-Antagonisten bel hohem kardiovaskuldren Risiko wird gegenwartig
noch gepraift [176, 197]. In der SCOPE-Studie wurde das Auftreten von kardiovaskul&ren
Ereignissen bel dlteren Patienten mit milder Hypertonie untersucht. Unter Candesartan

zeigte sich eine signifikant geringere Schlaganfallhaufigkeit, aber keine signifikanten
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Unterschiede in der Gesamtzahl kardiovaskuldrer Ereignisse [110]. Hinsichtlich
nephroprotektiver Wirkungen der ATi-Antagonisten liegen Daten aus Studien bei Typ 2-
Diabetikern mit Mikroalbuminurie bzw. diabetischer Nephropathie vor [17, 109, 132].
Sowohl fir Irbesartan als auch fir Losartan konnte eine signifikante Progressionshemmung
der diabetischen Nephropathie nachgewiesen werden [17, 109].

Jingere tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass der in dieser Dissertation
untersuchte AT;-Antagonist Candesartan sowohl periphere als auch ATi-Rezeptoren im
Gehirn blockieren kann [130] und auch in der Lage ist die zentralen Wirkungen von Ang
[1, z. B. bei der Blutdruckregulation und der Stressantwort, zu inhibieren [9, 157]. Einige
Studien deuten daraufhin, dass die gleichzeitige Blockade von AT;-Rezeptoren im Gehirn
und peripher die Stressantwort ginstig beeinflussen kann. Der Einsatz von AT;-
Rezeptoren unter Stress bzw. bel Stress-assoziierten Erkrankungen konnte eine weitere
therapeutische Option darstellen [150].

1.4.3 Kombinationstherapie

Der Nachweis einer hochspezifischen humanen Chymase die Ang Il unabhéngig vom ACE
synthetisieren kann [177] verbunden mit der Tatsache, dass ACE-Hemmer nicht in der
Lage sind, Plasma-Ang I1-Spiegel kontinuierlich Gber 24 Stunden abzusenken [121], sowie
die Steigerung der Bradykinin-Spiegel als mdglicher zusétzlicher therapeutischer Nutzen
der ACE-Hemmer [194] liefern eine Rationale fir die vollstandigere Hemmung des RAS
durch Kombination der verschiedenen Wirkprinzipien von ATi-Antagonist und ACE-
Inhibitor. Einige Studien untersuchten die Kombination von ACE-Hemmer und AT;-
Antagonist u.a be arterieller Hypertonie, chronischer Herzinsuffizienz und
Nierenerkrankungen [7, 23, 45, 73, 76, 117, 118, 136, 143, 147, 176, 197]. Die Ergebnisse
sind zum Teil kontrovers, zeigen aber, dass unter bestimmten Umstanden eine
K ombinationstherapie mit einem ATi-Antagonisten zusétzlich zum ACE-Hemmer sinnvall

sein kann.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

In jungerer Zeit geht man davon aus, dass Ang Il an der Aktivierung der HPA-Achse durch
Stress beteiligt ist. Hinweise hierfur liefern u. a. das Vorkommen von Ang I1-Rezeptoren
innerhalb der HPA-Achse sowie eine verdnderte Ang |l-Rezeptorexpression und
gesteigerte Ang |1-Synthese unter Stress. Ang Il Ubt darliber hinaus direkte Effekte auf die
Nebennierenfunktion bei Stress aus.

Mit den Ang Ill-Rezeptorantagonisten und ACE-Inhibitoren stehen Medikamente zur
Verfigung die an unterschiedlichen Stellen in das RAS eingreifen, wobe noch
unzureichend geklart ist, ob durch die Kombination beider Wirkprinzipien ene
vollstandigere Hemmung des RAS erreicht werden kann. Die vorliegende Arbeit
untersuchte die mMRNA Expression von ATia-, AT1g- und AT, Rezeptorsubtypen auf der
HPA-Achse von SHR unter antihypertensiver Medikation mit einem ACE-Hemmer versus
Ang Il-Rezeptorantagonisten bzw. einer Kombination im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Es ergaben sich folgende Fragestellungen und Ziele, die als Grundlage

dieser Promotion dienen.

1. Nachweisvon ATia-, AT1s- und AT,-Rezeptor-mRNA.

2. Welchen Einfluss hat eine 3 monatige Behandlung mit ACE-Hemmern, AT;-
Antagonisten bzw. einer Kombination beider Pharmaka auf die Expression von
Angiotensin-Rezeptoren innerhalb der HPA-Achse bei stressempfindlichen SHR.
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2 Materialien

2.1 Gewebe

Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere aus
Spontan hypertensiven Ratten (SHR)

2.2 Gerate

Autoklav

Eismaschine
Elektrophorese-Gerét

Gelel ektophorese-Kammer

Homogenisator:

Rotor-Stator-Homogenisierer:

Kameramit UV-Tisch und
PC-Anschluss

Kryostat

Kuvetten

Kuhl- und Gefriergeréte
Mikrowelle

Milli-Q Water-System
Miniofen

Pinzette

Pipetten
Reaktionsgefalstander
Spektral photometer

Vortex-Mischer

Waage

Charles River, Sulzberg

SCOTMAN, AF10
BIO-RAD, Power-Pac 300

BIO-RAD, SUB-CELL* GT

IKA*-Werke/Staufen imBreisgau:
-Ultra-Turrax T8

-Ultra-Turrax mit Stander

PHASE 312 nm, L ubeck

LEICA CM3050

Bosch

Millipore
BiometraOV?2
FST, Heidelberg

Firma Eppendorf AG, Hamburg

Beckmann DU-600
REAX top, Heidolph

MC1 Laboratory LC 220S, Sartorius
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Zentrifugen

2.2.1 PCR-Gerate

Thermocycler:
UNO-Thermoblock

TGradient Thermocycler

2.3 Substanzen

Agarose Agarose 1

[3-Mercaptoethanol
Chloroform

Diethylpyrocarbonat
(DEPC)

DNasel, RNase-free RNase-Free DNase Set

dNTP-Mix, 10mM
(Kit)

Enzyme fir die

RT-PCR:

- AMV Reverse
Transcriptase, (Kit)
High Concentrate

-  DyNAzymell
DNA Polymerase

Ethanol
Ethidiumbromid
10 mg/ml

Glycerin

GroRenmarker Biorad

Reverse Transcription System

Reverse Transcription System

1) Centrifuge 5415 D, Eppendorf
2) Minifuge RF, Heraeus SEPATECH

Whatman Biometra, Gottingen

Whatman Biometra, Gottingen

Amresco, Ohio/USA

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

QIAGEN GmbH, Hilden

Promega, Madison/USA

Promega, Madison/USA

FINNZYMES, Espoo/

Finnland

Sigma, Deisenhofen

Ethidium Bromide Solution BIO-RAD

Sigma, Deisenhofen

BIO-RAD
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MgCl,, 25mM

Nuclease-Free Water

Primer:
R-B-ACTIN 1461
SENSE

R-B-ACTIN 2304
ANTISENSE

R-AT1a 1028
ANTISENSE

R-ATia 723
SENSE

R-AT, 905
ANTISENSE

R-AT, 657
SENSE

Puffersubstanzen zur
RNA Extraktion:
Buffer RDD
Buffer RLT
Buffer RLC
Buffer RPE

REACT 3 Puffer

Recombinant RNasin

Restriktionsenzym
EcoR |

Reverse Transcription
10X Buffer

Ribonuclease Inhibitor

RNase-free Water

Reverse Transcription System
(Kit)

Reverse Transcription System
(Kit)

GIBCO BRL Custom Primers
Dr. rer. nat. Olaf J6hren

GIBCO BRL Custom Primers
Dr. rer. nat. Olaf Johren

GIBCO BRL Custom Primers
Dr. rer. nat. Olaf Johren

GIBCO BRL Custom Primers
Dr. rer. nat. Olaf Johren

GIBCO BRL Custom Primers
Dr. rer. nat. Olaf Johren

GIBCO BRL Custom Primers
Dr. rer. nat. Olaf Johren

RNase-Free DNase Set

RNeasy Mini- u. RNeasy Midi Kit
RNeasy Mini- u. RNeasy Midi Kit
RNeasy Mini- u. RNeasy Midi Kit

Reverse Transcription System
(Kit)

Reverse Transcription System
(Kit)

Reverse Transcription System
(Kit)

RNeasy Mini- u. RNeasy Midi Kit

Tris-Acetat-EDTA-Puffer 10X

(TAE-Puffer)

Promega, Madison/USA

Promega, Madison/USA

GIBCO BRL

GIBCO BRL

GIBCO BRL

GIBCO BRL

GIBCO BRL

GIBCO BRL

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

GIBCO BRL

Promega, Madison/USA

GIBCO BRL

Promega, Madison/USA

Promega, Madison/USA

QIAGEN GmbH, Hilden
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Trockeneis Apotheke des Klinikums
der Universitét L ubeck

Xylencyanol Sigma, Deisenhofen

2.4 Einmalmaterial

Extraktionssaulen fir die RNA-Isolierung:

1. RNeasy Mini RNeasy Mini Kit
Spin Columns
2. Rneasy Midi RNeasy Midi Kit

Spin Columns,
sitting in 15ml Tubes

Falcon-Tubes
Pipettenspitzen
Plastikpipetten
Pipettboy

Reaktionsgefalie:
- PCR-Tubes (0,2ml)

Sammelgeféle :
- Collection Tubes (1.5ml) RNeasy Mini Kit

- Collection Tubes (2ml) RNeasy Mini Kit
- Collection Tubes (15ml) RNeasy Midi Kit

Skalpell

2.5 Losungen
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser:

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

Fur die Herstellung von 1 Liter 1%igem DEPC-Wasser bendtigt man 1 ml Diethyl-

pyrocarbonat und 1 Liter Aqua dest..

Unter dem Abzug wird Diethylpyrocarbonat zum Aqua dest. gegeben und durch kréftiges

Schiitteln in einer Flasche vermischt. Durch vorsichtiges Offnen der Flasche, wird durch

Mischvorgang entstandener Druck, abgelassen. Die halbgetffnete Flasche bleibt fur ca
zwolf Stunden unter dem Abzug stehen und wird anschliefend bel 120°C im

Heiuftsterilisator autoklaviert.
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TAE-Puffer, verdinnt:
TAE-Puffer 10X wird im Verhdltnis 1:10 mit Aqua dest. verdinnt.

Gel-loading-buffer :

Der Gel-loading-buffer (1 ml) enthélt folgende Substanzen:

- 100 ul 2,5% Xylene Cyanol FF

- 300 ul Glycerin 99,5 %

- 600 ul TAE-Puffer 10X

Farbstoff Xylene Cyanol FF und Glycerin werden vermischt und mit TAE-Puffer

aufgeflllt. Der Ladepuffer wurde bei ca. 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

2.6 Software

GraphPad Software, Grubbs’ test GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Scion Image for Windows 2000 Scion Corporation, Frederick, USA
GraphPad Prism GraphPad Software Inc., San Diego, USA

Version 3.00, Mar 25, 1999



M ethoden 16

3 Methoden

3.1 Isolierung von RNA aus tierischem Gewebe

3.1.1 Gewebematerial

Die Isolierung von Ribonukleinsdure (RNA) erfolgte aus Hypothalami, Hypophysen und
Nebennieren von SHR. Die Tiere waren in einer vorangegangenen Studie mit
equieffektiven Dosierungen, hinsichtlich der Blutdruckregulation, von Ramipril (1
mg/kg/d), Candesartan (2,5 mg/kg/d), und einer Kombination aus Candesartan (0,45
mg/kg/d) und Ramipril (0,15 mg/kg/d) fur drei Monate behandelt worden. Parallel dazu
war eine Kontrollgruppe von SHR Uber den gleichen Zeitraum lediglich mit der
Trégersubstanz der Medikamente (Gummi arabicum-Ldsung) behandelt worden. In jeder
der vier Behandlungsgruppen betrug die Gruppengrof3e 15 Tiere.

Zu Beginn dieser Versuche, lagen die Nebennieren und Hypophysen bereits als kompakte
Organe vor. Die Hypothalami wurden in einem eigenen Arbeitsschritt aus dem Rattenhirn
prapariert. Alle Organe waren bis zur RNA-Extraktion bel -80°C gelagert. Die Gewebe
wurden an den Versuchstagen aus der Gefriertruhe entnommen und unter Vermeidung des
Tauvorgangs direkt auf Trockeneis gelagert. Die Entnahme der Hypothalami erfolgte am
tiefgefrorenen Gehirn. Dazu wurden die Gehirne im Kryostaten gelagert und der
Hypothalamus jewells als kleiner Gewebeblock mit Hilfe eines Einmalskalpells
herausprapariert. Direkt im Anschluss erfolgte die RNA-Isolation.

3.1.2 Gewebevorbereitung

Fur die RNA-Extraktion wurden die RNeasy Mini- und RNeasy Midi Kits der Firma
QIAGEN verwendet. Die Isolierung erfolgte anhand der Arbeitsprotokolle der den Kits
beiliegenden Handbtichern (M&rz und Ma 1999), mit teilweiser Modifikation.

3.1.2.1 Nebenniere und Hypophyse

Die Nebennieren und Hyophysen wurden im RNeasy Mini Kit eingesetzt Die Menge an
Gewebe betrug fur jede Probe zwischen 20 und 30 mg. Zunéchst wurden Nebennieren und
Hypophysen vom Trockeneis in je en Plastikgefad dberfohrt. RLT-Puffer, en
Guanidinium Isothiocyanat enthaltender Lysepuffer wurde mit [3-Mecaptoethanol 1:100
vermischt. Zu den Gewebeproben wurden nun jeweils 600 ul dieses Lysepuffers gegeben

und mit dem Rotor-Stator-Homogenisierer fur jewells genau 90 Sekunden homogenisiert.
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Dieser Arbeitsschritt ermdglichte simultan Zellaufschluss und Gewebehomogenisierung.
Anschlief3end wurde das Gewebehomogenisat bei maximaler Geschwindigkeit fur drel
Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaRR pipettiert. Zum Uberstand
wurde nun 600 pl 70 % Ethanol hinzugefligt und dieser beim Pipettieren mit dem klaren
Uberstand vermischt.

3.1.2.2 Hypothalamus

Die Hypothaami wurden im RNeasy Midi Kit eingesetzt. Die Gewebemenge betrug
zwischen 130 und 250 mg pro Probe. Jedes Gewebepraparét wurde aus dem Kryostaten in
ein Falcon Plastikgefald gebracht und mit 3,8 ml Guanidinium Isothiocyanat-haltigem
RLT-Puffer, der 10 pl R-Mercaptoethanol auf 1 ml enthielt, versetzt. Dann wurden die
Proben fur 90 Sekunden mit dem Ultra-Turrax homogenisiert. Das Homogenisat wurde
danach fur funf Minuten bei 3000-5000 x g zentrifugiert. Nachfolgend wurde zu jeder
Probe mit einer Glaspipette 1,9 ml Chloroform gegeben, jedes Gemisch eine Minute mit
dem Vortex-Mischer REAX top gemischt und anschlief3end zwel Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand der Proben wurde dann in ein neues GefaR pipettiert und mit je 3,8 ml 70 %
Ethanol versetzt und eine Minute zentrifugiert.

3.1.3 RNA-Extraktion

Die Gewinnung von RNA aus den vorbereiteten Proben, erfolgte mit speziellen
Extraktionssdulen, RNeasy Mini- und RNeasy Midi spin columns, die die RNA binden. Sie
besitzen, wie der Hersteller im Handbuch schreibt, eine silica-gel-based Membran. Ein
dem Kit beiliegendes Puffersystem, bestehend aus drel verschiedenen Puffern, ermdglichte
das Binden von RNA mit mehr als 200 Basenpaaren (bp).

3.1.3.1 Nebenniere und Hypophyse

Die Proben wurden in zwei Schritten auf die Extraktionssaulen pipettiert. Nach jedem
Schritt wurde 15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nun
wurde bei den Hypophysen je 350 pl, bei den Nebennieren je 700 pl des Puffer RW1 auf
die Saulen gegeben, die Saulen wiederum 15 Sekunden bel 8000 g zentrifugiert und der
Durchfluss entfernt. Um bei der Gewinnung von RNA eine Kontamination mit DNA zu
vermeiden, wurde wéahrend der RNA-Extraktion aus den Hypophysen ein DNA-Verdau
mit DNase zwischengeschaltet. Es wurde das RNase-free DNase Set der Firma QIAGEN

verwendet und nach der dazugehdrigen Anleitung verfahren. Zundchst wurde das
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Verdauungsenzym (DNase) mit Puffer RDD im Verhédtnis 1:8 verdinnt und vorsichtig
durch Schwenken gemischt. Danach wurde je 80 pl dieses Gemisches auf jede
Extraktionssaule pipettiert. Dabei war wichtig, dass die Mischung direkt auf die Membran
der Saulen gegeben wurde, um einen kompletten DNA-Verdau zu erreichen. Nach diesem
Pipettierschritt wurden die Sdulen mit den Proben im Miniofen Biometra OV 2 bel 25°C fir
15 Minuten inkubiert. Anschlief3end wurde 350 pl Puffer RW1 auf die Extraktionsséulen
pipettiert, 15 Sekunden bel 8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nach dem
DNA-Verdau wurde mit der Extraktion fortgefahren. Auf die Saulen wurde nun jeweils
500 ul Puffer RPE gegeben. Da dieser Puffer als Konzentrat vorlag, mussten ihm erst 4
Volumenanteile 96 % Ethanol zugefugt werden. Nach Zugabe des RPE-Puffers wurde
erneut fir 15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert. Es wurden dann eine weitere 500 pl
RPE-Puffer auf die Saulenmembran aufgetragen und ein Zentrifugationsschritt Uber zwei
Minuten angeschlossen. Schliefdlich wurden die Extraktionssdulen in ein sauberes 1,5 ml-
Reaktionsgefald gesetzt und es wurde je 50 pl RNase-free water auf die Membran der
Saulen pipettiert. Eine Wartezeit von funf Minuten schloss sich an, bevor die RNA eluiert
wurde. Der Elutionsschritt bestand aus einer Zentrifugation Uber eine Minute. Danach
befand sich die RNA im 1,5 ml-Reaktionsgefal3. Bei jeder Probe erfolgte eine Elution.

3.1.3.2 Hypothalamus

Die Proben wurden auf die RNeasy Midi spin columns (Extraktionssaulen) aufgetragen.
Da das Probenvolumen die Mengenkapazitéat der Saulen Uberschritt, erfolgte auch hier die
Auftragung in zwel Schritten. Hierbei wurde nach jedem Auftragungsvorgang funf
Minuten bei 4000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im Folgenden wurde 3,8
ml Puffer RW1 auf jede Saule pipettiert und funf Minuten bei 4000 x g zentrifugiert und
der Durchfluss entfernt. Anschlie?end wurde zweima 2,5 ml Puffer RPE auf jede
Membran der Extraktionssaulen gegeben und nach der ersten Zugabe fir zwei und bel der
zweiten Zugabe fur funf Minuten bel 4000 x g zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde nach
Zugabe von jeweils 150 pl RNase-free water auf die Sdulenmembran und erneuter
Zentrifugation die RNA eluiert.

3.1.4 RNA-Aufreinigung

Die aus dem Hypothaamus gewonnene RNA wurde, nach ener ersten
spektral photometrischen Messung, mit dem RNeasy Mini Kit, nach dem RNeasy Mini
Protokoll fir RNA Cleanup, aufgereinigt. Dabei wurde gleichzeitig eine Behandlung mit
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DNase durchgefuhrt, um DNA-Kontaminationen zu vermeiden. Es wurden 100 pl RNA
aus jeder Probe eingesetzt. 350 ul Puffer RPE wurden jewells dazugegeben und vorsichtig
gemischt. Nun wurde 250 pl 96 % Ethanol zu jeder Probe pipettiert und beim Pipettieren
vermengt. Anschliefend wurde dieses Gemisch auf RNeasy Mini spin  columns
aufgetragen und die Saulen fur 15 Sekunden bel 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und es wurde mit dem DNase-Verdau fortgefahren. Die DNase wurde im
Verhdltnis 1:8 mit Puffer RDD verdinnt und jeweils 80 pl der Verdinnung wurden auf die
Saulen pipettiert. Danach schloss sich eine 15minitige Inkubationszeit bei 25°C im
Miniofen Biometra OV2 an. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 350 pl Puffer RW1 auf die
Extraktionssaulen gegeben und 15 Minuten bel 8000 x g zentrifugiert und die Saulein ein
neues 2ml-Sammelgefald gebracht. Dann folgte die Zugabe von je 500 ul Puffer RPE und
eine Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 8000 x g. Dieser Schritt wurde wiederholt, wobei
diesma zwel Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zur Trocknung der Saulenmembran
zentrifugiert wurde. AbschlieRend wurden jewells 30 pl RNase-free water auf die
Saulenmembran pipettiert, funf Minuten gewartet und eine Minute bei 8000 x g
zentrifugiert zur Elution der aufgereinigten RNA. Die isolierte RNA aller drei Gewebe

wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt.

3.2 Nachweis von DNA-Kontamination
Um eine Kontamination mit DNA in der gewonnenen Nebenieren-RNA auszuschlief3en,
wurde in einer Stichprobe bei einer Probe eine PCR einmal mit und eéinmal ohne Reverse

Transkriptase durchgefiihrt. Dabel fand sich keine DNA-Verunreinigung.

3.3 Spektralphotometrische RNA-Messung
Die Konzentration und Reinheit extrahierter RNA wurde mit dem Spektral photometer
Beckmann DU 600 gemessen. Das Photometer war mit einem Computer mit spezieller

Software zur spektral photometrischen Nukleinsduremessung verbunden.

3.3.1 Verdiinnung der RNA
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration in den Proben der drei Gewebearten wurde die
eluierte RNA mit DEPC-Wasser im Verhdtnis 1:20 verdinnt.
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3.3.2 Photometrische Messung

Die verdinnte RNA umfasste pro Probe ein VVolumen von 100 pl. Dieses Volumen wurde
in eine Kivette pipettiert und diese im Kvettenhalter des Photometers platziert. Es wurde
die Absorbtion bei 260 und 280 nm gemessen und durch Errechnung der Ratio der
Absorbtionswerte bel 260 und 280 nm die Reinheit der RNA abgeschétzt. Reine RNA hat
eine Ratio von 1.8-2.1. Alle gemessenen Proben konnten in die Auswertung Eingang

finden.

3.3.3 Berechnung der Konzentration und Menge extrahierter RNA
Die Konzentration und Menge der RNA berechnete sich folgendermal3en (RNeasy Mini
Handbook 05/99; Appendix B):

Beispid (Probe CR 8, Nebenniere):

Probenvolumen in der Kivette: 100 pl
RNA-V erdiinnung: 5 ul RNA + 95 ul DEPC-H,O
Messung der Absorbtion bei 260 nm:  Net Abs 260.0 nm (A260): 1.1727

Bel einer Messung in Wasser entsprach ein A260 Wert von 1 einer RNA-Konzentration
von 40 pug/ml.
Waéhrend der Berechnung der RNA-Konzentration der Originalprobe musste der
Verdinnungsfaktor berticksichtigt werden.
Daher ergab sich folgende Rechenoperation: 40 pug/ml * A260 * Verdinnungsfaktor

=40 pg/ml * 1.1727 * 20

= 938,16 pg/ml

Absolute Menge an RNA = Konzentration * Probenvolumen:
= 938,16 pg/ml * 0,1 ml
= 93,816 ug

3.4 RT-Polymerasekettenreaktion

Die RT-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ist eine Methode, bel der RNA in einem
ersten Schritt in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben wird. Diesen Vorgang
nennt man Reverse Transkription (RT). Im Folgenden werden Zielsequenzen der so
synthetisierten cDNA in einer PCR (PCR) amplifiziert, und kdnnen dann in nachfolgenden

Versuchen sichtbar gemacht werden. Fur die RT-PCR wurde das Reverse Transcription
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System der Firma Promega verwendet und modifiziert nach dem Arbeitsprotokoll des Kits
(12/98) vorgegangen.

3.4.1 Reverse Transkription
3.4.1.1 Reaktionskomponenten

Tabelle 3.1: Beispiel: Probe K5, Nebenniere

A) Parameter:

eingesetzte MgCl,-Konzentration (mM) 25,00
eingesetzte dNTP-mix Konzentration (mM) 10,00
MRNA-Ausgangskonzentration (ug/ml) 980,50
erzielte MgCl,-Konzentration (mM) 5,00
Zielvolumen (pl) 20,00

B) Reaktionsansatz: eingesetzte Mengen

MgCl, 4,00 pl
RT 10x buffer 2,00 pl
dNTP-Mix 2,00 pl
Rnasin Ribonuclease Inhibitor 0,50 pl
AMV Reverse Transcriptase 0,75 pl
Oligo(dt)15 Primer (0,5 pg/ul) 1,00 pl
MRNA-Ausgangsl 6sung (1 ug) 1,02 ul
H.0 8,73 pl
Summe 20,00 pl
3.4.1.2 Berechnungen

Vor Beginn des Versuchs wurde fir jede RNA-Probe der drei Gewebetypen (insgesamt
180 Proben) berechnet, wie viel RNA (in pl) eingesetzt werden muss, damit man auf eine
Menge von 1jug RNA pro Reaktionsansatz kommt.

Beispiel: Probe K5, Nebenniere

RNA-Konzentration:  980,5 pg/ml = 980,5 g/ 1000 pl

Rechnung: x=1ug
1000 ul =980,5 ug
X =1000 pl * 1 nug/ 980,5 ug
x=1,02 pl
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Die anderen Reaktionskomponenten wurden in fixer Menge zum Ansatz gegeben und mit
H,0 wurde das Reaktionsvolumen auf 20 pl erganzt.

3.4.1.3 Arbeitsprotokall

Zuné&chst wurde die RNA auf Eis aufgetaut. Damit sollte ein Zerfall der instabilen RNA
vermieden werden. Die RNA jeder Probe wurde dann in ein 200 pl Reaktionsgefald
pipettiert und mit der entsprechenden Menge an Nuklease-Free Water (H,O) auf ein
Volumen von 9,75 pl gebracht. Die Reaktionsgeféf3e wurden in den TGradient
Thermocycler gestellt und die Proben bel 70°C zehn Minuten inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die anderen Reagenzien ebenfalls auf Eis aufgetaut und anschlief3end
ein Pool fur die folgende Reaktion pipettiert. Die Mengen der einzelnen Komponenten
wurden fur 65 Proben bestimmt (Tab. 3.2), da es beim Pipettieren bekanntermalen zu
einem Verlust an Volumen, u. a durch Haften von Fllissigkeit in der Pipettenspitze, kam.
Der Pool wurde grindlich mit dem REAX-top Vortex-Mischer gemischt.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des Reaktionspools fur die RT-Reaktion

Komponenten fir 65 Proben Rechnung  |Produkt
MgCl, 400l * 65| 260 ul
RT 10x buffer 2,00 pl* 65 130 pl
dNTP-Mix 2,00l * 65 | 130 pl
Rnasin Ribonuclease Inhibitor 050l *65 | 325ul
AMV Reverse Transcriptase 0,75 ul * 65 | 48,75 pl
Oligo(dt)15 Primer (0,5 pg/ul) 1,00 ul * 65 65 pl
Summe 10,25 pl * 65 666,25 i

Nach der zehnmindtigen Inkubationszeit wurde in jedes Reaktionsgefal? 10,25 ul des Pool-
Gemisches gegeben. Danach wurde die Reaktion im TGradient Thermocycler fortgesetzt:
Zuerst bei 42°C fur 15 Minuten, danach wurden die Reaktionsgefal3e fir funf Minuten auf
99°C erhitzt und abschlieffend funf Minuten auf 1°C abgekihlt. Die fertige cDNA wurde
bei -80°C aufbewahrt.

34.2PCR
Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei der es zu einer DNA-Verviefatigung kommt.
Die Strange der Ziel-DNA werden durch Erhitzen getrennt und anschlief3end die Reaktion

abgekihlt, damit sich die Primer, in Form von Oligonukleotiden, spezifisch an die
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Zielsequenz anlagern konnen. Eine DNA-Polymerase verlangert unter den richtigen
Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von Desoxynucleotid-Triphosphaten (dNTPS)
die Primer. So entstehen Kopien der jewelligen Zielregion. Dieser Zyklus wird 20-40mal
wiederholt.

PCR-Komponenten

- first-strand cDNA (von RT-Reaktion)

- dNTP-Mix (10 mM)

- MgCl; (25 mM)

- RT 10 X Puffer

- upstream Primer

- downstream Primer
- DyNAzyme Il DNA-Polymerase (2 U/ul)
- Nuklease-Free Water (H,0)

3.4.2.1 Optimierung der PCR

3.4.2.1.1 Optimierung der MgCl,-Konzentration und Bindungstemperatur

Die Endkonzentrationen von MgCl, im Reaktionsansatz kann man Uber einen Bereich von
0,5-5,0 mM variieren, um die giinstigsten Bedingungen fiir die PCR auszutesten. Die Mg
-lonen bilden zusammen mit den dNTPs einen |6slichen Komplex, der fir den dNTP-
Einbau ausschlaggebend ist. Zusétzlich stimulieren sie die Aktivitét der DNA-Polymerase
und erhdhen die Schmelztemperatur des DNA-Doppelstrangs as auch der Bindung
zwischen Primer und DNA. Gewohnlich sind Konzentrationen von 1,0-1,5 mM MgCl,
optimal. Eine unzureichende MgCl,-Konzentration verringert die Ausbeute der PCR,
wahrend iiberschiissige Mg?*-lonen die Akkumulation unspezifischer Amplifikations-
Produkte fordern [125].

Ein wichtiger Bestandteil der PCR ist ein zyklischer Temperaturverlauf. Die Temperatur
des ersten Schrittes betrégt gewohnlich zwischen 95-100°C, er dient der Denaturierung der
DNA. Im zweiten Schritt binden die Oligonukleotidprimer an die denaturierte DNA. Dazu
wird die Temperatur auf Werte zwischen 40-60°C abgesenkt. Wahrend des dritten
Schrittes verlangert die hitzestabile DNA-Polymerase die Primer bei 72°C. Diese drei
Schritte ergeben den PCR-Zyklus, der im Allgemeinen 20-40mal wiederholt wird (Abb.
3.1).
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Abb. 3.1: Der zyklische Temperaturverlauf der PCR [125]

Die PCR fiur die beschriebenen Versuche wurde in einem sogenannten Thermocycler
durchgefiihrt. Dieses Gerét sorgte bei entsprechender Programmierung fur den zyklischen
Temperaturwechsel mit den jeweiligen An- und Abkihlzeiten. FUr den ersten Schritt
(DNA-Denaturierung) wurde eine Temperatur von 95°C gewdhlt. Im dritten Schritt
erfolgte bei 72°C die Primerverlangerung. Die Bindungstemperatur der PCR-Primer an die
DNA-Matrize ist von der Lange der Primer und ihrem Gehat an Guanin- und Cytosin-
Basen abhangig. Sowohl die MgCl,-Konzentration als auch die Anlagerungstemperatur der
drei verschiedenen Primerpaare wurden deshalb in einem Vorversuch optimiert. Fir die
Temperatur -und MgCl,-Optimierung wurde RNA aus Rattennebennieren verwendet, die
nach oben beschriebener Vorgehensweise extrahiert wurde. In ener Reversen
Transkription wurde aus diesser RNA cDNA gsynthetisiert, welche in den
Optimierungsexperimenten eingesetzt wurde. Bei den Primerpaaren handelte es sich um
die Primer R-AT1a 723 SENSE und R-AT1a 1028 ANTISENSE fir die Angiotensin-11-
Rezeptorsubtypen ATi;a und ATig, die Primer R-AT, 657 SENSE und R-AT, 905
ANTISENSE fur den Angiotensin-11-Rezeptorsubtyp AT,, sowie das Primerpaar R-B-
Actin 1461 SENSE und R-B-Actin 2304 ANTISENSE fur B-Actin as interner Standard.
Diese Oligonukleotidprimer wurden auch in den Hauptversuchen benutzt. Es wurden sechs
verschiedene MgCl,-Konzentrationen (0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3 mM) gewahlt, die bel sechs
verschiedenen Temperaturen (52,3, 53,3, 55,5, 56,5, 58,7, 59,6°C) fur jedes Primerpaar
getestet wurden. Hieraus ergab sich die Gesamtzahl von 108 Proben mit 36 Proben pro
Primerpaar. Dabei wurde jedes Paar in einer eigenen PCR-Reaktion optimiert. Als erstes
wurden fir jede Reaktion sechs PCR-Ansétze mit den jeweiligen MgCl,-Konzentrationen
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als Pool zusammengestellt. 5 ul RNA wurden parallel dazu in 36 200 pl Reaktionsgefalie
vorgelegt. Anschlief3end wurde 45 pl PCR-Ansatz in jedes Gefal} pipettiert, so dass jeweils
sechs Reaktionsgefalie dieselbe MgCl,-Konzentration enthielten. Im Thermocycler wurde
ein Temperaturgradient eingestellt, der die oben aufgefiihrten Temperaturen enthielt. Die
Gefél3e wurden dann im Thermocycler so platziert, dass die PCR-Ansdtize mit dem
gleichen MgCl,-Gehalt bei alen sechs Temperaturen amplifiziert wurden.

Tabelle 3.3: Beispiel: PCR-Ansatz bei 1,5 mM MgCl2

Parameter

MgCl, (mM) 15
Verdinnung first-strand cDNA (von RT-Reaktion) 1
Menge an first-strand cDNA (nach Verdinnung in ul) 5
dNTP-Mix (mM) 0,2
RT 10 X Puffer 1
AT1a 723 SENSE (10 pmol/ul) 25
AT1a 1028 ANTISENSE (10 pmol/pl) 25
DNA -Polymerase (2 U/ul) 1,25
Probegesamtvolumen (ul) 50
first-strand cDNA (ul) 5,00

Reaktionsansatz (Mengen in pl)

dNTP-Mix (10 mM) 0,50
MqgCl, (25 mM) 2,00
RT 10 X Puffer 4,50
AT14 723 SENSE (10 pmol/pl) 2,50
AT 4 1028 ANTISENSE (10 pmol/ul) 2,50
DyNAzyme DNA-Polymerase (2 U/ul) 0,63
H20 (ul) 32,37
Summe 45,00
Zyklenzahl: 35

Die PCR wurde mit Ausnahme der unterschiedlichen MgCl,-Konzentrationen fir alle 108
Proben unter denselben Bedingungen, wie in der Tabelle 3.3 aufgefiihrt durchgeftihrt.

3.4.2.1.2 Optimierung der Zyklusanzahl
Normalerweise lauft die PCR Uber 25-35 Zyklen. Dabel werden die Ziel-Sequenzen ab
dem vierten Zyklus exponentiell vervielfdtigt. Nach 20 PCR-Runden sollte sich die
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gesuchte DNA 2?%fach vermehrt haben. Obwohl die Methode sehr effektiv ist, vermehren
sich die gesuchten Sequenzen nicht permanent exponentiell, sondern verschiedene
Faktoren verhindern eine exponentielle Amplifikation. Die Reaktion tritt dann in eine
lineare Phase, das sogenannte Plateau, ein.

Haufig begrenzt die Menge an Enzym und die Abnahme der Enzymaktivitdt bel
Uberschuss an Ziel-DNA die Reaktion. Ein weiterer Faktor ist die Zahl der urspriinglich in
der Probe vorhandenen Ziel-Sequenzen. Auch kommt es mit Zunahme der gewinschten
DNA-Strénge zu deren Hybridisierung untereinander, wodurch die Anlagerung der Primer
verhindert wird. Schliefdlich kénnen unspezifische Amplifikationsprodukte mit den
gewunschten Sequenzen konkurrieren und zum Eintritt in die stationére Phase der PCR
beitragen [125].

Um die Expression verschiedener Gentranskripte in Form von mRNA-levels mittels RT-
PCR zu vergleichen ist es wichtig, dass die PCR-Reaktion das Plateau nicht erreicht. Jeder

Versuch mRNA-levels zu quantifizieren muss daher in der exponentiellen Phase erfolgen.
Die Zahl der PCR-Zyklen sollte folglich auf ein Minimum beschrankt bleiben.

In einem Vorversuch wurde die geeignete Zyklenzahl fur alle drei Gewebearten ermittelt.
Bel der Zyklusoptimierung wurde in der PCR-Reaktion die cDNA der Originagewebe
verwendet, welche auch bel den Hauptversuchen eingesetzt wurde. Die Optimierung wurde
fur ale drei zu untersuchenden Gewebetypen, Hypophyse, Nebenniere und Hypothalamus,
und fir die beiden Primerpaare des ATi- und AT,-Rezeptors durchgefiihrt. Die
Bedingungen hinsichtlich Bindungstemperatur der Primer und MgCl,-Konzentration
ergaben sich aus der Temperatur- und MgCl,-Optimierung (s.0.) und betrugen 56°C und
1,5 mM MgCl,. Es wurden ef Zyklusanzahlen, von 20 bis 40 Zyklen jeweils in
Zweierschritten gewahlt. Infolgedessen wurden drel einheitliche PCR fiur die jeweiligen

Gewebe mit je 22 Proben, elf Proben fir jedes Primerpaar, ausgefuhrt.

3.4.2.1.2.1 Exemplarische Beschreibungen einer Reaktion

Anfanglich wurde bei jedem Gewebe ein cDNA-Pool hergestellt, wobel aus jeder der pro
Gewebe vorhandenen 60 Proben (Ausnahme Hypothalamus: 48 Proben) 2 ul cDNA
entnommen und in ein gemeinsames Reaktionsgefdl pipettiert wurde. Dadurch sollten
zuféllige Fehler vermieden werden. Danach wurden zwei PCR-Ansétze als Pool mit den
beiden Primerpaaren (modifiziert nach Tabelle 3.3 - Reaktionsansatz) erstellt. Nun wurde
pro Probe 3 ul cDNA aus dem Pool enthommen und in ein Reaktionsgefald tberfuhrt.

Darauf wurde jeweils 47 ul Reaktionsansatz pipettiert, so dass immer elf der 22 Proben
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dieselben Reaktionskomponenten enthielten. Die PCR-Gefél3e fur die Zyklenzahl 40
wurden in den Thermocycler T-Gradient gestellt und mit einer einprogrammierten
Zyklenzahl von 40 gestartet. Nach zwei Runden wurden die néchsten zwel Gefélle
(Zyklenzahl 38) in das Gerét Uberfuhrt nach weiteren zwei Runden die néchsten zwei, usw.
Dies wurde solange durchgefuhrt, bis sich alle 22 Reaktionsgeféf3e im Thermocycler
befanden. Von hier ab gab es keine weiteren Veranderungen der PCR.

3.4.2.2 Hauptversuche

Nach Abschluss der PCR-Optimierung begannen die endgultigen Hauptversuche.
Hierbel wurden die in den Vorversuchen als ginstig ermittelten Parameter hinsichtlich
Temperatur, MgCl,-Konzentration und Zyklenanzahl berticksichtigt. Insgesamt erfolgten
sieben PCR. Der Arbeitsablauf bestand darin, dass zunéchst wie in den Vorversuchen die
jeweilige cDNA vorgelegt und darauf ein Pool mit den Reaktionskomponenten pipettiert
wurde. Fur jede Probe wurden 3 pl cDNA und 47 pl Poolgemisch eingesetzt.

Unterschiede fur die einzelnen Gewebe sind im folgenden Tell aufgefihrt.
3.4.2.2.1 Nebenniere
Es wurden drei PCR mit den Primerpaaren fur die Rezeptoren AT; und AT, sowie den

internen Standard 3-Actin geplant und durchgeftihrt (Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Arbeitsbedingungen

Primer AT, AT, 3-Actin
Temperatur 56°C 56°C 56°C
MqgCl, 1,5mM 1,5mM 1,5mM
Zyklusanzahl |30 Zyklen |28 Zyklen |28 Zyklen

3.4.2.2.2 Hypophyse
Es wurden zwei PCR mit den Primerpaaren fur den AT;-Rezeptor und den internen
Standard 3-Actin gestartet (Tab. 3.5).

Tabelle 3.5: Arbeitsbedingungen

Primer AT, 3-Actin
Temperatur 56°C 56°C

MqgCl, 1,5mM 1,5mM
Zyklusanzahl 28 Zyklen 28 Zyklen
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3.4.2.2.3 Hypothalamus
Im Hypothalamus wurden AT;-m-RNA-Rezeptor-Level bestimmt. Als interner Standard
diente auch hier 3-Actin (Tab. 3.6).

Tabelle 3.6: Arbeitsbedingungen

Primer AT, [3-Actin
Temperatur 56°C 56°C

MqgCl, 1,5mM 1,5mM
Zyklusanzahl 35 Zyklen 28 Zyklen

Die DNA wurde nach Beendigung der Reaktionen bel —20°C gelagert.

3.5 Restriktionsverdau von PCR-Fragmenten

Wie erwédhnt unterscheidet man verschiedene Ang I1-Rezeptorsubtypen. Es sind der AT;-,
AT,- Rezeptortypen bekannt. Mit Hilfe von Klonierung und Bindungsstudien bei
Nagetieren [3, 4] konnten zwel Subtypen des ATi-Rezeptors identifiziert werden. Sie
werden as  ATi;a-  und  ATig-Rezeptor  bezeichnet.  Mit  Hilfe  von
Restriktionsendonukleasen kann man DNA-Sequenzen unterscheiden die fir den einen
oder anderen Rezeptor kodieren. Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die je nach
Spezifitét vier, sechs oder acht Basenpaare in einem DNA-Strang erkennen und schneiden.
Dabel sind sie sehr prazise und schneiden nur ihre Zielsequenz.

3.5.1 Restriktionsverdau

In den dargestellten Versuchen wurden sowohl die m-RNA-Level des ATa- as auch die
des ATig-Rezeptors ermittelt. Dazu wurde ein Restriktionsverdau mit dem
Restriktionsenzym EcoR | durchgefuihrt und das PCR-Fragment des ATia-Rezeptors
aufgrund einer spezifischen Zielsequenz fur das Enzym in zwei Fragmente geschnitten.

Der ATg-Rezeptor blieb unverdaut.

Tabelle 3.7: Komponenten fur den Restriktionsverdau

PCR-Fragment DNA AT,

Restriktionsendonuklease EcoR |

Puffersubstanz REACT 3
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3.5.1.1 Restriktionsverdau der PCR-Fragmente

Fur die drei verwendeten Gewebearten wurde jeweils ein Restriktionsverdau mit je 60
Proben fur Nebenniere und Hypophyse und 48 Proben fir den Hypothalamus durchgeftihrt.
Die Proben wurden, wie im Folgenden geschildert, behandelt.

Zunéchst wurden pro Probe 16 pl DNA AT; in ein 200 pl Reaktionsgefald vorgelegt. Dazu
wurden 2 pl Restriktionsenzym EcoR | und 2 pl React 3 Puffer gegeben, so dass der
Ansatz ein Volumen von 20 pl umfasste. Anschlief3end wurden die Proben gut mit dem
Vortex-Mischer gemischt. Die Gefdl3e wurden dann in den Thermocycler UNO-
Thermoblock gestellt und die Proben eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Abschluss der
Inkubation wurden die so verdauten Proben bei -20°C tiefgefroren.

3.6 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektophorese ist eine Methode, mit der DNA-Fragmente von 0,5 bis 25
kb Lange voneinander getrennt und identifiziert werden kénnen. Agarose ist en
pflanzliches Polysaccharid, dasim Gel Strukturen dhnlich denen eines Netzes bildet, durch
die die DNA-Fragmente im elektrischen Feld ihrer Grofe entsprechend wandern (Abb.
3.2). Ist die DNA ausreichend weit gelaufen, werden die DNA-Banden sichtbar gemacht.
Dazu wird das Gel mit einem intercalierenden Fluoreszenzfarbstoff angefarbt, wobei am
haufigsten Ethidiumbromid verwendet wird, und anschlief3end unter UV -Licht betrachtet.

DNA
Minuspol ‘ Q ‘
o & & -~ & &
Ay Ay
Elektrophorese > - oy abnehmendes
- Mol ekulargewicht
- V-4
Pluspol . Agarosegel . Agarosegel

Abb. 3.2: Agarosegelelektrophorese [113]
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3.6.1 Herstellung des Agarosegel

Materialien: - Agarose
- TAE-Puffer (10 %)
- Ethidiumbromid
- Gelkammer (300 ml)

- 3 Kammefir jeweils 20 Taschen

Fur die Herstellung eines 2,5 % konzentrierten Agarosegels wurde zunéchst 300 ml 1:10
verdinnter Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) in elnem Messzylinder abgemessen
und in einen Erlenmeyerkolben Gberfihrt. Hierzu wurde 7,5 g Agarose gegeben und in der
Mikrowelle erhitzt bis sie geschmolzen war. Anschlief3end wurde der Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid in einer Menge von 2 pl pro 100 ml (insgesamt 6 pl) dazugegeben und
mit der geschmolzenen Agarose vermischt. In der Zwischenzeit wurde eine der
Gelkammer unter dem Abzug auf einer ebenen Unterlage platziert und drei Kémme in die
Kammer eingehangt. Die vorbereitete Agarose wurde in die Gelkammer gegossen und fur
ca. 30-45 Minuten abgekuhlt. Das fertige Gel wurde mit der Kammer aus der Form gel6st,
die Kamme wurden entfernt und die Gelkammer mit dem Agarosegel in das
Elektrophorese-Gerét gebracht, welches mit 1:10 verdinntem TAE-Puffer gefullt worden
war. Nach Einlegen des Gels in das Gerét, wurde das Agarosegel noch mit verdiinntem
TAE-Puffer Uberflutet, so dass auch die Taschen vollstandig mit Flissigkeit ausgefullt
waren. Sowohl in den Haupt- als auch in den Vorversuchen wurde fir jedes Organ sowie
fir den einzelnen Rezeptor bzw. internen Standard [AT1 (mit ATya und ATyg), AT, und 3

Actin] ein eigenes Gel gegossen.

3.6.2 Probenvorbereitung

Um die DNA-LOsung auf das Gel aufzutragen ist es leichter, wenn man vorher etwas
Probenpuffer (Gel-loading buffer) zugibt, der die Dichte erhoht, so dass die Lésung gut in
die Geltasche sinkt. Der verwendete Probenpuffer bestand aus Glycerin, DEPC-Wasser
und dem Farbstoff Xylencyanol, der dazu dient, verfolgen zu koénnen, wo die DNA
wahrend des Auftragens und des Gellaufs verbleibt.

Die DNA-Proben aus den PCR-Reaktionen bzw. dem Restriktionsverdau wurden zunéchst
aufgetaut. Pro Probe wurden 3 pl Probenpuffer in ein 200 ul Reaktionsgefald pipettiert.
Darauf wurde im néchsten Schritt 15 ul DNA gegeben und beim Pipettieren vemischt. So

vorbereitet wurden jeweils 15 ul der Proben in die Taschen des Gels aufgetragen. Bel den



Methoden 31

Vorversuchen, der Temperatur- und MgCl,-Optimierung sowie der Zyklusoptimierung,
wurde zur Identifikation der DNA-Fragmente ein GroRenmarker im Gel aufgetragen.
Dieser enthielt DNA-Fragmente in regelmaliigem Abstand, der Grofe nach in bp geordnet.
Zum Auftragen in die Geltaschen wurde der Marker ebenfalls mit Probenpuffer verdinnt.
Dabei wurden jewells 5 pl Grofenmarker und 2,5 pl Gel-loading-buffer miteinander
vermischt und das Gesamtvolumen von 7,5 pl in eine Tasche pipettiert.

3.6.3 Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 10 V/cm gestartet, was bei einer Lénge
der Gelkammer von 19 cm eine Gesamtspannung von 190 V ergab. Die Stromstarke betrug
400 mA und die Laufzeit 30 Minuten. Nach dieser Zeit wurde das Agarosegel aus dem
Gerdt genommen und auf den UV-Tisch, PHASE 312 nm, mit Kamera-Aufsatz, zur
Sichtbarmachung der DNA-Banden gelegt. Vom Gel wurden dann mit der Kamera, Uber
einen PC-Anschluss mit speziellem Softwareprogramm, Aufnahmen gefertigt, die zur

spateren Auswertung gespeichert wurden.

3.7 Analytische und statistische Methoden

3.7.1 Analytik

Zur Quantifizierung der ATia-, AT1s- und AT,-Rezeptor-mRNA erfolgte im Anschluss an
die Agarosegel €l ektrophorese die densitometrische Auswertung der Kameraaufnahmen der
Gele mit Hilfe des Softwareprogramms Scion image for Windows (Scion Co). Die so
gewonnenen Daten wurden zur statistischen Analyse gespeichert.

3.7.2 Statistik

Die Daten wurden zunéchst mit Hilfe des AusreifRer-Tests nach Grubbs (GraphPad
Software Inc., Grubbs' test) analysiert. Ermittelte Ausreil3er wurden von den weiteren
statistischen Berechnungen ausgeschlossen. Im Folgenden wurden die Daten mittels des
Kolmogorov-Smirnov Test (GraphPad Software Inc.) auf eine Abweichung von der
Normalvertellung Uberprift, wobe fir ale Daten eine Normalverteilung angenommen
werden konnte. Die weltere statistische Evaluation erfolgte Uber eine einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) gefolgt von einem post hoc Test (Dunnet’s Multiple
Comparison Test) unter Benutzung der GraphPad Prism Software. Differenzen zwischen

den einzelnen Gruppen wurden ab einem p-Wert von <0.05 als signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Angiotensin |1-Rezeptor-mRNA in Hypothalamus, Hypophyse und

Nebenniere spontan hypertensiver Ratten

Im Anschluss an die Isolierung von RNA aus Nebennieren, Hypophysen und Hypothal ami
von SHR wurde mit Hilfe der RT-PCR eine Amplifizierung der cDNA-Sequenzen mit fur
den ATi- und AT,-Rezeptor spezifischen Primern und fur den internen Standard 3-Actin,
einem so genannten housekeeping-Gen welches in alen eukaryoten Zellen vorkommt,
durchgefihrt. Ein Restriktionsverdau der amplifizierten AT;-Rezeptor cDNA mit dem
Restriktionsenzym EcoR | diente zur Differenzierung zwischen ATia- und ATgg-
Rezeptorsubtypen. Zum Nachweis der Amplikons erfolgte eine Auftrennung der PCR-
Produkte durch Agarosegelelektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid. Die GrofRe
der Amplikons fir den AT;- und AT,-Rezeptor war bekannt, sie liegt bei 311 bp bzw. 249
bp.

4.1.1 Gewebeverteilung von Angiotensin-Rezeptor subtypen

4.1.1.1 Hypothalamus

Im Hypothalamus konnte AT;-Rezeptor-mRNA nachgewiesen werden. Durch
Restriktionsanalyse konnten die ATi-Rezeptorsubtypen ATia und ATig identifiziert
werden. Es fand sich keine AT,-Rezeptor-mRNA (Abb. 4.1).

4.1.1.2 Hypophyse
Es konnte ATi;-, ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA in der Hypophyse spontan
hypertensiver Ratten nachgewiesen werden. Hingegen wurde keine AT ,-Rezeptor-mRNA
entdeckt (Abb. 4.2).

4.1.1.3 Nebenniere

In Nebennieren spontan hypertensiver Ratten konnte mit Hilfe der Gelelektophorese AT -,
ATia-, ATi- und ATr-Rezeptor-mRNA, sowie [-Actin-mRNA als Positivkontrolle
nachgewiesen werden (Abb. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6).
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A)

300 bp — — AT -Rezeptor

100 bp—

B)

— AT 1B-Rezept0r

]— AT a-Rezeptor

Abb. 4.1: RT-PCR. A) Amplifikation der AT;-Rezeptor cDNA Fragmente bel ver schiedenen
Primer-Bindungstemperaturen. B) Nachweis der ATis- und ATia-Rezeptor-mRNA im

Hypothalamus spontan hypertensiver Ratten. M= GrofRenmarker, SHR= spontan
hypertensive Ratten.
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A) M | SHR

300bp __ — ATy-Rezeptor

100bp

B)

|7SHR—|

—— AT g-Rezeptor

]— AT a-Rezeptor

Abb. 4.2: RT-PCR. A) Amplifikation der AT;-Rezeptor cDNA Fragmente bel ver schiedenen
Primer-Bindungstemperaturen. B) Nachwels der ATig- und ATia-Rezeptor-mRNA in der

Hypophyse spontan hypertensiver Ratten. M= Grolenmarker, SHR= spontan hypertensive
Ratten.
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M — SHR 7

300bp — —— ATi-Rezeptor

100 bp —

Abb. 4.3: RT-PCR. Nachweis von AT;-Rezeptor-mRNA in Nebennieren spontan
hypertensiver Ratten. M= GroRRenmarker, SHR = Spontan hypertensive Ratten.

—— AT -Rezeptor
} AT 1a-Rezeptor

Abb. 4.4: RT-PCR. Nachweis von AT;a- und AT;g-Rezeptor-mRNA in Nebennieren spontan
hypertensiver Ratten nach Restriktionsanalyse. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms ECoR |
wurde die amplifizierte ATia-Rezeptor cDNA in zwei Fragmente geschnitten. Die
Amplikons des ATig-Rezeptors blieben unverdaut. M= GroRRenmarker, SHR= spontan
hypertensive Ratten.
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300 bp — AT-Rezeptor

100 bp

Abb. 4.5: RT-PCR. Nachweis von AT,-Rezeptor-mRNA in Nebennieren spontan
hypertensiver Ratten. M= Grolsenmarker, SHR= spontan hypertensive Ratten.

M —SHR —

300 bp—— — B-Actin

100 bp ———

Abb. 4.6: RT-PCR. [3-Actin als interner Sandard. M= Groélenmarker, SHR= spontan
hypertensive Ratten.
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4.2 Angiotensin-11-Rezeptor-mRNA-Level nach 3-monatiger Therapie mit
Candesartan, Ramipril bzw. einer Kombination aus Candesartan und

Ramipril

Fur die quantitativen Messungen der Ang IlI-Rezeptor-mRNA-Level erfolgte zuvor eine
Optimierung der Reaktionsbedingungen der RT-PCR um mdgliche Faktoren, die die
exponentielle Amplifizierung behindern kénnten zu beseitigen. Die Ang Il-Rezeptor-
MRNA- und &-Actin-mRNA-Level wurden semiquantitativ im Anschluss an die RT-PCR
und die Agarosegelelektrophorese durch densitometrische Auswertung mit dem
Softwareprogramm Scion image for Windows (Scion Co) bestimmt. Die Expression der

einzelnen Ang I1-Rezeptoren wurde jeweils in Beziehung zu der von 3-Actin gesetzt.

4.2.1 Organbezogene Expression der Angiotensin-Rezeptoren

4.2.1.1 Hypothalamus

Im Hypothalamus zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede der ATa- und
ATig-Rezeptor-mRNA-Level zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen und der
Kontrollgruppe. Unter der Behandlung mit Candesartan waren die ermittelten mRNA-
Level sowohl fir den ATia- ds auch fur den ATs-Rezeptor, wenn auch nicht signifikant,
hoher as unter Medikation mit Ramipril bzw. Candesartan/Ramipril und in der
Kontrollgruppe (Abb. 4.7 und 4.8).
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A)

_ ATg-Rezeptor

]— AT 1a-Rezeptor

B)
SHR

R-Actin

Abb. 4.7: RT-PCR. Amplifikation der AT1a- und AT;g-Rezeptor- (A) und 3-Actin-cDNA (B)
im Hypothalamus von SHR nach 3-monatiger Behandlung mit Candesartan, Ramipril
bzw. der Kombination aus Candesartan und Ramipril im Vergleich zur Kontrollgruppe.
SHR= spontan hypertensive Ratten, K= Kontrolle, R= Ramipril, C= Candesartan, C/R=

Kombination aus Candesartan und Ramipril.
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A)
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Abb. 4.8: Einfluss einer 3-monatigen Behandlung mit Candesartan (2,5 mg/kg/d), Ramipril
(2 mg/kg/d) bzw. einer Kombination von Candesartan (0,45 mg/kg/d) und Ramipril (0,15
mg/kg/d) auf die A) ATia- und B) AT;s-mRNA-Level im Hypothalamus von SHR (n=10-
12). *=p<0.05, KON= Kontrolle, RAM= Ramipril, CAND= Candesartan, CAND/RAM=

Candesartan und Ramipril.
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4.2.1.2 Hypophyse

In der Hypophyse zeigten sich unter der jeweiligen Monotherapie mit Ramipril bzw.
Candesartan signifikant niedrigere  AT1a-Rezeptor-mRNA-Level im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe und zu SHR die eine Kombination aus Candesartan und
Ramipril erhielten. Hingegen waren die mRNA-Level fir den AT1g-Rezeptor unter der
K ombinationstherapie signifikant hoher als in den anderen Behandlungsgruppen und in der
Kontrollgruppe (Abb. 4.9 und 4.10).

A)

SHR

—— AT 5-Rezeptor

]7 AT 14-Rezeptor

B)

'k R C CR)

R-Actin

Abb. 4.9: RT-PCR. Amplifikation der AT1a- und AT g-Rezeptor- (A) und 3-Actin-cDNA (B)
in der Hypophyse von SHR nach 3-monatiger Behandlung mit Candesartan, Ramipril bzw.
der Kombination aus Candesartan und Ramipril im Vergleich zur Kontrollgruppe. SHR=
spontan hypertensive Ratten, K= Kontrolle, R= Ramipril, C= Candesartan, C/R=
Kombination aus Candesartan und Ramipril.
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A)

AT p-Rezeptor
0.31 _

0.24

Einheiten

0.1+

0.0

B)

AT g-Rezeptor

2.0
1.54
104  ——
0.5+
0.0

Einheiten

Abb.4.10 Einfluss einer 3-monatigen Behandlung mit Candesartan (2,5 mg/kg/d),
Ramipril (1 mg/kg/d)) bzw. einer Kombination von Candesartan (0,45 mg/kg/d) und
Ramipril (0,15 mg/kg/d) auf die A) AT1a- und B) AT1g-mRNA-Level in der Hypophyse von
HR (n=14-15). *= p<0.05, KON= Kontrolle, RAM= Ramipril, CAND= Candesartan,
CAND/RAM= Candesartan und Ramipril.
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4.2.1.3 Nebenniere

In der Nebenniere zeigten sich signifikant erhohte ATia- und AT;g-Rezeptor-mRNA-Level
in mit Ramipril behandelten spontan hypertensiven Ratten im Vergleich zu SHR, die mit
Candesartan bzw. der Kombination aus Candesartan und Ramipril behandelt worden
waren und zur unbehandelten Kontrollgruppe. Unter der Kombinationstherapie waren
sowohl leicht erhdhte ATig- als auch ATia-Rezeptor-mRNA-Level gegentiber der
Kontroll- und der Ramiprilgruppe nachweisbar, die jedoch keine statistische Signifikanz
erreichten. Die AT.-Rezeptor-mRNA-Level unterschieden sich in den einzelnen
Behandlungsgruppen nicht signifikant. Es war eine Tendenz zu leicht erniedrigten AT,-
Rezeptor-mRNA-Spiegeln unter Medikation mit Candesartan erkennbar (Abb. 4.11 und
4.12).
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A)
SHR
A
(K R C CR
— AT g-Rezeptor
]7 AT a-Rezeptor
B)
SHR
AT ,-Rezeptor
C)
SHR
A
/ K R C C/R\
3-Actin

Abb. 4.11: RT-PCR. Amplifikation der AT;a- und AT,g-Rezeptor- (A), AT,-Rezeptor- (B)
und 3-Actin-cDNA (C) in der Nebenniere von SHR nach 3-monatiger Behandlung mit
Candesartan, Ramipril bzw. der Kombination aus Candesartan und Ramipril im Vergleich
zur Kontrollgruppe. SHR= spontan hypertensive Ratten, K= Kontrolle, R= Ramipril, C=
Candesartan, C/R= Kombination aus Candesartan und Ramipril.
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Abb. 4.12: Einfluss einer 3-monatigen Behandlung mit Candesartan (2,5 mg/kg/d),
Ramipril (1 mg/kg/d) bzw. einer Kombination von Candesartan (0,45 mg/kg/d) und
Ramipril (0,15 mg/kg/d) auf die A) AT1a-, B) AT1s-, C) AT,-Rezeptor-mRNA-Level in der
Nebenniere von SHR (n=13-15). *= p<0.05, KON= Kontrolle, RAM= Ramipril, CAND=
Candesartan, CAND/RAM= Candesartan und Ramipril.
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5 Diskussion

Das RAS spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulation des Blutdrucks, des Wasser- und
Elektrolythaushaltes sowie der Herz-Kreislauf Funktion. Mit seinem wichtigsten
Effektorpeptid, dem Ang II, Ubt es seine Wirkungen vorwiegend Uber AT;- und AT,-
Rezeptoren aus, wobei die bekannten physiologischen Wirkungen tber Interaktionen mit
dem ATi-Rezeptor vermittelt werden. Bel Nagetieren konnten zwei Subtypen des AT;-
Rezeptors identifiziert werden, die als AT1a- und AT g-Rezeptor bezeichnet werden [41].
Neben dem systemischen RAS geht man von der Existenz lokaler RAS in verschiedenen
Organen aus [20, 39, 174]. Das Gehirn-RAS ist an der Auslosung kardiovaskulérer
Effekte, der Durstentwicklung und der Sekretion hypophysérer Hormone beteiligt [25, 137,
162]. Ang Il wird ferner eine Bedeutung bel der Aktivierung der HPA-Achse durch Stress
beigemessen. Es konnte gezeigt werden, dass Stress neben einer Zunahme von
zirkulierendem Ang Il [193] auch zu einer verénderten Expression von Ang I1-Rezeptoren
fahrt [2, 21, 104].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer chronischen Behandlung mit
Candesartan, Ramipril und einer Kombination beider Medikamente bei SHR auf die Ang

I1-Rezeptor-Expression der HPA-Achse untersucht.

5.1 Angiotensin-11-Rezeptorsubtypen auf der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse

Zu Beginn der Untersuchungen erfolgte mittels RT-PCR der Nachwels von Ang ll-
Rezeptoren in Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere von SHR. In alen drei
Gewebetypen konnte ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA nachgewiesen werden, wahrend
AT,-Rezeptor-mRNA lediglich in der Nebenniere nachweisbar war. Allerdings wurde in
unseren Studien nicht zwischen verschiedenen Zelltypen bzw. Bezirken wie z. B.
Nebennierenrinde und -mark differenziert. Somit bestétigen unsere Ergebnisse frihere
Befunde aus der Literatur, in denen die Expression von ATia- und ATig-Rezeptoren
innerhalb der HPA-Achse gezeigt werden konnte. Dabei wurde demonstriert, dass AT a-
und ATig-Rezeptor-mRNA in ener Vielzahl von Geweben, die auch Nebenniere,
Hypophyse und Gehirn umfassen, exprimiert wird. Mit Ausnahme von Hypophyse und
Nebenniere, wo hauptsachlich ATig-Rezeptoren vorkommen, dominiert der ATia-
Rezeptor [18, 54, 88, 89, 112]. In der Nebenniere bestehen dartiber hinaus Unterschiede

zwischen Cortex und Medulla. Die Zona glomerul osa der Nebennierenrinde enthalt sowohl
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ATia- as auch ATig-Rezeptoren. In der Zona fasciculata finden sich geringe Mengen
beider Subtypen und im Nebennierenmark werden nur AT 4-Rezeptoren exprimiert [29].
AT,-Rezeptoren konnten in der vorliegenden Arbeit lediglich in der Nebenniere
nachgewiesen werden. Hohe Konzentrationen von ATz-Rezeptor-mRNA in  der
Nebenniere adulter Ratten konnten auch Shanmugam et al. nachweisen [158]. Das Fehlen
von AT,-Rezeptoren in der Hypophyse entspricht ebenfalls den Befunden aus der Literatur
wonach Hypophyse und Leber keine AT,-Rezeptoren enthalten sollen [35, 107]. Eine
Studie die die Verteilung von Angiotensin-Rezeptorsubtypen im Gehirn adulter Ratten
mittels Radioliganden-Bindung untersuchte [131], konnte geringe Mengen an AT,-
Rezeptoren in  hypothaamischen Kernen nachweisen, obgleich AT;-Rezeptoren
vorherrschend waren. Der fehlende Nachweis von AT,-Rezeptoren im Hypothalamus in
dieser Dissertation ist moglicherweise auf die angewendete Methode (RT-PCR)
zurlckzufuhren, da vielféltige Faktoren die Effektivitdt und Spezifitdt der RT-PCR
beeinflussen.

Zusammenfassend konnte die Expression der Angiotensin-Rezeptorsubtypen in den
Organen der HPA-Achse in dieser Dissertation bestétigt werden. Sie lasst auf eine
Beteilligung des RAS bei der Aktivierung der HPA-Achse unter Stress schlief3en.

5.2 Einflussvon ACE-Hemmung und AT;-Rezeptor Blockade auf die
Angiotensin-1 | -Rezeptor-mRNA-Level innerhalb der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse

Neben dem Vorkommen von Ang I1-Rezeptoren in den Organen der HPA-Achse [29, 88,
173] gibt es weitere Hinweise, dass Ang |1, insbesondere Uber den AT;-Rezeptor, bel der
Regulation der Aktivitét der HPA-Achse unter Stress beteiligt ist [2, 4, 21, 87, 193]. So bt
Ang Il eine stimulierende Wirkung auf die CRH-Synthese [4] und Sekretion von ACTH
[162] mit nachfolgender Corticosteroidsekretion aus. Ferner beeinflusst es direkt die
adrenale Funktion, indem es die Aldosteronsekretion und Katecholaminfreisetzung steigert
[1, 111]. Eine erhohte ATia- und erniedrigte ATg-Rezeptor-Expression innerhalb der
HPA-Achse bei Stress [104], lasst vermuten, dass die Beteiligung von Ang Il an der
Stressantwort selektiv tber den ATi4-Rezeptor erfolgt.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Modell, der SHR, konnte in friiheren Arbeiten eine
hohere Empfindlichkeit gegentiber Stress demonstriert werden [99, 116]. Dabel soll das
RAS an der veranderten Stressreaktion dieser Tiere betelligt sein [55, 151]. Eine
Hyperaktivitdt des Gehirn-RAS bei SHR [72, 144] wurde aul3erdem fir die Entstehung des
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arteriellen Hypertonus mit verantwortlich gemacht [179]. In einigen Arbeiten wird Uber
eine veranderte Expression der Angiotensin-Rezeptoren bel SHR im Vergleich zu
normotensiven Rattenstdmmen, auch in den Organen der HPA-Achse, berichtet [68, 72,
91, 144]. Diese Befunde werden as Hinweise auf eine Beteiligung des RAS bzw. des
Gehirn-RAS an der Stressantwort und der arteriellen Hypertension dieser Tiere gewertet
[91, 179]. Die Auswirkungen einer Blockade des ACE bzw. der AT;-Rezeptoren auf das
Gehirn-RAS, u. a. auf die Stressantwort und zentrale Ang Il Wirkungen, wurde in
verschiedenen Studien untersucht, wobel insbesondere jiingere Arbeiten Vortelle der AT;-
Rezeptorantagonisten aufzeigen konnten [8, 9, 10, 13, 154, 157]. In der vorliegenden
Dissertation wurden Ang I1-Rezeptor-mRNA-Level bei SHR nach chronischer Behandlung
(3 Monate) mit Candesartan, Ramipril bzw. einer Kombination von Candesartan und
Ramipril in den Organen der HPA-Achse bestimmt (Tab. 5.2). Fir die Interpretation der
Ergebnisse ist von Bedeutung, dass in vorangegangenen funktionellen Untersuchungen
bereits Blutdruck (SBP), Herzfrequenz (HF), linksventrikul&res Gewicht (LVG), ACE-
Aktivitét in verschiedenen Organen und Serum-Ang I1-Spiegel an diesen Tieren bestimmt
wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten in allen drei Behandlungsgruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine aquivalente Blutdrucksenkung bei leichtem
Herzfrequenzanstieg. Infolge der Blutdrucksenkung kam es zu einer Abnahme des
linksventrikuléren Gewichts, wobel der Effekt unter Ramipril etwas weniger ausgepragt
war as unter Candesartan und der Kombination. Die Plasma-ACE-Aktivitdt war unter
Ramipril, sowohl in der Mono- als auch in der Kombinationstherapie, signifikant
vermindert. Obwohl in der Kombination die Dosierung von Ramipril geringer war, war der
Effekt auf die ACE-Aktivitdt unter der Kombinationstherapie mit dem der Monotherapie
vergleichbar. Die Ang ll-Konzentration in Plasma, war unter AT;-Blockade mit
Candesartan ca. 6-fach im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Unter der Behandlung mit
Ramipril zeigte sich dlerdings keine Verminderung der Konzentration von Ang Il.
Hingegen war eher eine Tendenz zu leicht erhdhten Ang 11-Konzentrationen erkennbar, die
jedoch keine statische Signifikanz erreichten. Auch unter der Kombinationstherapie konnte
keine signifikante Verénderung der zirkulierenden Ang I1-Konzentration registriert werden
(Tab. 5.1).
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Tabelle 5.1: Einflisse einer chronischen Behandlung von SHR mit Candesartan (2,5

mg/kg/d), Ramipril (1 mg/kg/d) oder der Kombination aus Candesartan (0,45 mg/kg/d) und

Ramipril (0,15 mg/kg/d) im Vergleich zur Kontrolle (Gummi arabicum-Lésung). *: P<0.05

vs. K; 1: p<0.05vs. R, t: p<0.05vs. C/R.

Kontrolle Ramipril Candesartan Candesartan/
Ramipril

SBP (mmHg) 215,8+1,6 156,5+1,1* 149,0+0,9* T+ | 156,4+1,1*
HF (n/min) 357,1+7,3 378,4+4,2 * 385,1+4,2 * 387,555 *
LVG (mg/g KG) 2,869+0,024 2,478+0,036 * | 2,205+0,029 *T | 2,183+0,033 * t
ACE-AktinPlasma | 29,7+0,8 15,3+0,9 * 259+22 % 18,2+15*
(nmol/min/ml)
Ang Il in Plasma| 859+17,7 126,6+25,1 527,3+141,7 133,8+27,4
(pg/ml) *1

Die in dieser Arbeit ermittelten Veranderungen der Ang Il-Rezeptor-mRNA-Level

innerhalb der HPA-Achse unter den verschiedenen Therapieprinzipien sind in Tabelle 5.2

zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 5.2: Veranderungen der ATia-, ATis- und AT,-Rezeptor-mRNA-Level bei SHR

unter einer chronischen Behandlung mit Candesartan (C), Ramipril (R), oder deren

Kombination (C/R) bezogen auf die Kontrollgruppe. &: keine Veranderungen; e:

gesteigerte Rezeptor-mRNA-Level; é: verringerte Rezeptor-mRNA-Level.

Hypothalamus R C C/IR
Aia => = =>
AT]_B |:> I:> |:>
Hypophyse R C C/R
ATia ‘ ‘ =>
ATlB E> E> '
Nebenniere R C C/R
ATia N = =
Al o = =>
ATz => => =>
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Wie bereits eingangs erwahnt werden nahezu alle bekannten physiologischen Effekte des
Ang Il Uber den AT;-Rezeptor vermittelt. Dazu gehdrt auch die Verminderung der Renin-
Sekretion durch einen negativen Feedback-Mechanismus [169]. Das hat zur Folge, dass
ATi-Antagonisten im Gegensatz zu den ACE-Inhibitoren die Synthese von Ang Il férdern.
Dartber hinaus wurde eine Feedback-Regulation zwischen der Ang I1-Konzentration und
der Expression des AT;-Rezeptors beschrieben. Dementsprechend sollen hohe
Konzentrationen von Ang Il zu einer Abnahme und geringe Ang IlI-Konzentrationen zu
einer Zunahme der AT;-Rezeptorendichte fuhren [34, 64, 101, 155]. Die vorangegangenen
funktionellen Untersuchungen zeigten unter AT;-Blockade mit Candesartan erhohte
zirkulierende Ang I1-Konzentrationen aber keine signifikanten Verénderungen der Ang I1-
Konzentration unter Ramipril und der Kombination (Tab. 5.1). Als Folge des
beschriebenen Feedback-Mechanismus zwischen Ang IlI-Konzentration und AT;-
Rezeptorexpression hétte man in der vorliegenden Arbeit unter Candesartan erniedrigte
ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA-Level erwarten kénnen. Eine solche Verminderung
zeigte sich alerdings lediglich fur die ATia-Rezeptor-mRNA-Level in der Hypophyse.
Andererseits hédtte man unter Ramipril und der Kombination unverédnderte ATia- und
ATs-Rezeptor-mRNA-Level vermuten konnen. Es zeigten sich jedoch in der Nebenniere
unter Ramipril erhdhte ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA-Level und unter der
Kombination eine signifikant erhthte ATig-Rezeptorexpression in der Hypophyse.
Demzufolge sprechen die vorliegenden Ergebnisse gegen eine einheitliche Feedback-
Regulation zwischen zirkulierender Ang I1-Konzentration und AT;-Rezeptordichte. Es ist
jedoch zu berticksichtigen, dass neben dem zirkulierenden RAS lokae RAS in
verschiedenen Organen beschrieben sind [20, 39, 42, 123, 137, 174, 175]. Loka
produziertes Ang I, welches nicht bestimmt wurde, kdnnte daher unabhangig vom
zirkulierenden Ang Il Einfluss auf die Ang II-Rezeptor-mRNA-Level nehmen. Ferner ist
zu bedenken, dass zahlreiche weitere Faktoren die AT;-Rezeptor-Expression beeinflussen
und verschiedene Mechanismen der ATi-Rezeptor-Regulation zugrunde liegen [129], die
ebenso wie die Aktivitdt der HPA-Achse in dieser Arbeit keine Berticksichtigung fanden.
Unter ACE-Blockade sind auch mdgliche Nebenwege der Ang 11-Synthese zu beachten
[16, 40, 167, 177, 188]. Da jedoch die AT;-Rezeptorantagonisten, insbesondere
Candesartan, eine hohe Affinitét und Selektivitét zum AT;-Rezeptor aufweisen [32], sind
Verdnderungen der ATi-Rezeptor-mRNA-Level zur effektiven Rezeptorblockade
wahrscheinlich nicht entscheidend.
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Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigten im Hypothaamus keine signifikanten
Unterschiede der ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA-Level zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen (Tab. 5.2). Einschrankend muss dabei jedoch angemerkt werden,
dass sich unter Candesartan, wenn auch nicht signifikant, hohere ATia- und ATig-
Rezeptor-mRNA-Level fanden. Fur die Interpretation dieser Befunde konnte der Aspekt
der spezifischen Verteilung hypothalamischer AT;-Rezeptoren von Bedeutung sein, da
zwar eine Differenzierung zwischen ATia- und ATig.Rezeptoren vorgenommen wurde,
aber das spezifische Vorkommen der AT;-Rezeptoren in bestimmten hypothalamischen
Kerngebieten keine Berticksichtigung fand. Im Hypothalamus konnten AT ;-Rezeptoren im
parvozellularen Teil des PVN, der an der Stressreaktion durch Produktion des CRH, und
autonomen Regulation des kardiovaskuldren Systems beteiligt sein soll, sowie im Nucleus
supraopticus nachgewiesen werden [4, 137]. Eine geringe AT -Rezeptorexpression zeigte
sich im magnozelluléren Teil des PVN [4], die Perikarya synthetisieren u. a. Vasopressin
und Oxytocin [105].

Be SHR, die wie bereits erwahnt, eine gesteigerte Empfindlichkeit gegenuber Stress
aufweisen sollen, konnte im Vergleich zu Wistar-Kyoto Ratten (WKY) eine hohere
Expression von ATia- und ATg-Rezeptoren im Hypothalamus beobachtet werden [144].
Eine andere Arbeitsgruppe fand sowohl eine erhdhte Anzahl von AT;- als auch AT,-
Rezeptoren im Hypothalamus von SHR [72]. Im Gegensatz dazu konnten in einer jingeren
Untersuchung keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ATia- und ATig-
Rezeptorexpression zwischen WKY und SHR registriert werden [91]. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Stress zu einer Zunahme der AT;-Rezeptorexpression im PVN des
Hypothalamus fhrt [2, 9, 21]. In einer anderen Studie ging Stress mit einer Zunahme der
ATia-Rezeptor-mRNA-Expression im PVN des Hypothaamus einher. ATig-Rezeptor-
MRNA konnte weder vor Stressexposition noch unter akutem und chronischem Stress
nachgewiesen werden [104]. Bel stressexponierten Ratten fuhrte die Vorbehandlung mit
dem AT;-Antagonisten Candesartan in einer anderen Untersuchung zu einem deutlichen
Rickgang der AT;-Rezeptor-Bindungsstellen im PVN [9]. Dass Candesartan nicht nur
periphere sondern auch AT;-Rezeptoren im Gehirn, einschliefdich des PVN, blockieren
kann, wurde zuvor in einer anderen Studie demonstriert [130]. Eine frihere Arbeit konnte
im Hypothalamus eine signifikante Abnahme der Ang llI-Rezeptordichte unter ACE-
Hemmer-Behandlung registrieren [187].

Im Gegensatz zu den zuletzt genannten Untersuchungen konnten wir weder unter ACE-

Hemmung, AT;-Blockade noch der Kombination beider Therapieprinzipien ene
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Veradnderung der ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA-Level beobachten. Esist denkbar, dass
in der vorliegenden Dissertation mogliche Unterschiede der AT;-Rezeptorexpression in
den jeweiligen Gruppen auf bestimmte hypothalamische Kerngebiete beschrankt sind und
methodisch nicht erfasst wurden. Andererseits wére es moglich, dass eine chronische
Behandlung, wie in unseren Untersuchungen, sich im Gegensatz zur Kkurzfristigeren
Intervention [9, 130] unterschiedlich auf die Ang I1-Rezeptorexpression auswirkt.

In der Hypophyse waren die ATia-Rezeptor-mRNA-Level unter einer chronischen
Behandlung mit Ramipril bzw. Candesartan signifikant erniedrigt, wohingegen unter der
Kombination keine Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe messbar waren (Tab.
5.2). Andererseits waren unter der Kombinationsbehandlung die ATig-Rezeptor-mRNA-
Level signifikant erhoht, wahrend unter der jeweiligen Monotherapie mit Candesartan bzw.
Ramipril keine Unterschiede beobachtet wurden.

Aus der Literatur geht hervor, dass in der Hypophyse adulter Ratten AT1g-Rezeptoren der
vorwiegend vorliegende Rezeptorsubtyp sind [18, 54, 88, 89, 102, 112]. Es konnte gezeigt
werden, dass AT g-Rezeptoren Uberwiegend von Prolaktin produzierenden Zellen und zu
einem geringeren Anteil auch von ACTH bildenden Zellen exprimiert werden [103]. Die
physiologische Funktion der ATia-Rezeptoren in der Hypophyse ist noch nicht
hinreichend geklart. Bei SHR konnten jedoch im Vergleich zu normotensiven WKY
signifikant hohere AT1a- und signifikant niedrigere ATig-Rezeptor-mRNA-Level in der
Hypophyse nachgewiesen werden [91]. Eine erhohte ATia- und verminderte ATig-
Rezeptorexpression in der Hypophyse konnte auch bel akut Stress-exponierten Ratten
demonstriert werden. Wiederholter Stress fuhrte zur Normalisierung der AT 15-mRNA, die
ATia-Rezeptor-mRNA-Level waren weiterhin erhéht [104]. Auch Wasserentzug ging bel
Ratten mit erhdhten ATia- und erniedrigten ATig-Rezeptor-mRNA-Spiegeln in der
Hypophyse einher [152]. Bei Stress und stressempfindlichen SHR scheint es demzufolge
zu einer Up-regulation von ATa-Rezeptoren und Down-regulation von ATig-Rezeptoren
zu kommen, was die Annahme unterstiitzt, dass Ang Il seine Wirkungen unter Stress tber
den ATia-Rezeptor ausiibt [104]. Die in dieser Arbeit signifikant erniedrigten ATia-
Rezeptor-mRNA-Spiegel unter Candesartan und Ramipril, kénnten somit als Folge der
Blockade des unter Stress aktivierten RAS interpretiert werden und sind moglicherweise
mit einer verminderten Aktivitdt der HPA-Achse verbunden. Die signifikant erhthten
AT1p-Rezeptor-mRNA-Level unter der Kombinationstherapie und die unverénderte AT -

Rezeptorexpression unter der jeweiligen Monotherapie mit Ramipril und Candesartan
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unterstitzen die Annahme, dass ATia- und ATig-Rezeptoren bel der Stressantwort eine
unterschiedliche Funktion ausiiben [104] und unterstreichen die Bedeutung einer

differenten Regulation und Expression von AT1a- und ATg-Rezeptoren [86, 92].

In der Nebenniere waren die ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA-Level unter der
Monotherapie mit Ramipril signifikant erh6ht. Hingegen zeigten sich unter Candesartan
und der Kombinationstherapie keine Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Tab. 5.2).

Die im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant veranderten ATia- und ATip-
Rezeptor-mRNA-Level unter Candesartan bzw. der Kombination sind mdglicherweise ein
Effekt der AT,-Rezeptorblockade. In der bereits erwadhnten Studie von Leong et a. wurde
unter Stress eine erhthte Expression von AT 1a-Rezeptor-mRNA im Nebennierenmark und
verminderte Expression von ATig-Rezeptor-mRNA in der Zona glomerulosa von
Sprague-Dawley Ratten nachgewiesen [104]. Unter Berticksichtigung dieser Daten ware
denkbar, dass die Blockade des AT;-Rezeptors im Gegensatz zur ACE-Hemmung einer
Up-regulation der moglicherweise fir die Stressantwort bedeutenden AT ia-Rezeptoren
entgegenwirkt und dadurch eine Ang Il vermittelte Stressreaktion abschwécht. Hier gilt es
jedoch anzumerken, dass die Aktivitdt der HPA-Achse nicht weiter untersucht wurde.
Vorteile einer AT;-Blockade konnten auch in einer Studie bel Wistar male Ratten durch in
situ Hybridisierung und Bindungs-Studien demonstriert werden. Eine stressbedingte
Zunahme der AT;-Rezeptor-Bindung und der ATig-Rezeptor-mRNA in der Zona
glomerulosa der Nebenniere konnte durch AT;-Rezeptor-Blockade mit Candesartan
aufgehoben werden [9]. Die AT1a-mRNA-Expression in der Zona glomerulosa konnte
durch eine Behandlung mit Candesartan ebenfalls reduziert werden. Im Nebennierenmark
fanden sich unter Candesartan signifikant weniger ATi-Rezeptor-Bindungsstellen aber
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ATi;a-mRNA-Expression [9]. Eine
verminderte ATi-Rezeptor-Bindung in der Zona glomerulosa nach Candesartan-Gabe
wurde auch in einer anderen Arbeit beobachtet [130].

Die Expression von AT,-Rezeptoren in der Nebenniere wies nach 3-monatiger Therapie
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen auf (Tab.
5.2). Ob die durch den AT,-Rezeptor vermittelten Effekte dementsprechend nicht
beeintréchtigt wurden, war, ebenso wie eine mogliche Dosisabhangigkeit, nicht
Gegenstand der Untersuchungen. Denkbar ist jedoch, dass die Therapie mit Candesartan

alein und in Kombination im Vergleich zur ACE-Hemmer-Behandlung zu einer stérkeren
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Aktivierung des AT,-Rezeptors fuhrt, da Ang Il am blockierten AT;-Rezeptor nicht
wirksam werden kann. Der Einfluss einer AT;-Rezeptorblockade auf die AT,-
Rezeptorexpression bel stressexponierten Wistar male Ratten in der Nebenniere wurde in
der bereits erwahnten Publikation von Armando et a. untersucht [9]. Eine Vorbehandlung
der Tiere mit dem AT;-Antagonisten Candesartan Uber dreizehn Tage fihrte zu einer
Steigerung der AT,-Rezeptordichte und in hoher Dosis auch zu einer Zunahme der AT,-
Rezeptor-mRNA in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde. Im Nebennierenmark
konnte unter Stress eine erhdhte AT.-Rezeptordichte nachgewiesen werden, dieser Effekt
wurde durch eine AT;-Blockade aufgehoben. Im Gegensatz dazu kam es nach Gabe einer
hohen Dosis des AT;-Antagonisten zu einer signifikanten Steigerung der AT,-Rezeptor-
MRNA im Nebennierenmark. Die Autoren fuhrten as Ursache der veranderten AT,-
Rezeptorexpression u. a. einen moglichen cross-talk zwischen AT;- und AT.-Rezeptoren
an [82, 149]. Ein &hnliches Ergebnis zeigte eine kirzlich publizierte Studie, bei der die
orale Gabe von Candesartan Uber 40 Tage gefolgt von ener intraventrikuldren Injektion
von Ang Il bei SHR ebenfalls zu einer Abnahme der AT,-Rezeptor-Bindungsstellen im
Nebennierenmark und einer Zunahme in der Nebennierenrinde fuhrte [157]. Die in der
vorliegenden Dissertation ermittelten AT,-Rezeptor-mRNA-Level in der Nebenniere
waren, wie bereits erwadhnt, unter einer chronischen Behandlung mit Ramipril, Candesartan
und der Kombination aus Candesartan und Ramipril nicht verandert. Einschrénkend muss
jedoch angemerkt werden, dass im Vergleich zu den zitierten Untersuchungen keine
Differenzierung zwischen Nebennierenrinde und -mark erfolgte und dass mit Hilfe der
RT-PCR zwar die Genexpression auf der Stufe der RNA untersucht wurde, aus den
Ergebnissen jedoch nicht zwangdéaufig auf die tatséchlich an der Zelloberflache
exprimierten Ang ll1-Rezeptoren geschlossen werden kann. Allerdings kénnte die aleinige
ATi-Rezeptorblockade therapeutisch von Vorteil sein, da Ang Il durch Aktivierung desin
seiner Expression maglicherweise unveranderten AT,-Rezeptors positive Effekte ausiiben
kénnte. So soll innerhalb der Nebenniere der ATi-Rezeptor fUr die Freisetzung von
Aldosteron und Katecholaminen verantwortlich sein [189]. Dabei soll die
Katecholaminfreisetzung aus dem Nebennierenmark tber die Bildung von 1P;, Erhdhung
der intrazelluldren Calciumkonzentration und nachfolgender Exozytose erfolgen [189]. Die
Stimulation des AT,-Rezeptors im Nebennierenmark fihrt hingegen zu einer Abnahme der
IPs-Synthese [84]. Die vermehrte Aktivierung des AT,-Rezeptors unter AT;-Blockade
konnte somit zu einer Abschwéchung der Stressantwort durch verminderte Freisetzung von

Katecholaminen und Aldosteron beitragen.



Diskussion 54

Die vorliegende Arbeit untersuchte zum ersten Ma vergleichend den Einfluss einer
chronischen Blockade der AT;-Rezeptoren bzw. des ACE sowie der Kombination beider
Wirkprinzipien auf die Expression der Angiotensin-Rezeptoren der HPA-Achse bei SHR.
Im Hypothalamus zeigten sich keine Veranderungen der ATi-Rezeptor-mRNA-Level
zwischen den Therapiegruppen. In der Hypophyse kam es unter AT;-Blockade und ACE-
Hemmung zu einer Abnahme der ATia-Rezeptor-mRNA-Expression. In einer bereits
erwdhnten Studie konnten bei SHR erhdhte hypophyséare AT1a-Rezeptoren einhergehend
mit einer erhohten ACTH-Freisetzung nachgewiesen werden. Die Autoren kamen zu der
Schlussfolgerung, dass die gesteigerte Stress-Sensitivitdét bei SHR u. a auf eine
Hochregulation der hypophyséren ATia-Rezeptoren zurlckzufihren ist [91]. Vor diesem
Hintergrund konnte die in dieser Dissertation gezeigte Down-regulation der hypophyséren
ATia-Rezeptoren unter Blockade des RAS zu einer Abschwéachung der Stressantwort
fihren und mit positiven Effekten bei Stress einhergehen. Fur eine Blockade des RAS
durch AT;-Rezeptorantagonisten sprechen der hier dargestellte Nachweis erhohter AT a-
und ATig-Rezeptor-mRNA-Level unter Ramipril bei unveranderten unter Candesartan in
der Nebenniere und mdgliche positive Wirkungen die Ang Il Uber den hier unverandert
exprimierten AT,-Rezeptor auslosen konnte. Sowie die bekannte hohe Affinité und
Selektivitéat der AT;-Rezeptorantagonisten zum AT;-Rezeptor.

Da jedoch die genauen Regulationsmechanismen der Ang I1-Rezeptorexpression innerhalb
der HPA-Achse derzeit noch nicht hinreichend geklart sind, sind weitere Untersuchungen
notwendig, um abzuschétzen welche Faktoren die Genexpression auf molekularer Ebene
beeinflussen und welche Auswirkungen eine Blockade des RAS auf der HPA-Achse bel

Stress bzw. Stress-assoziierten Erkrankungen beim Menschen zur Folge hat.
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6 Zusammenfassung

Nachdem innerhab der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren (HPA)-Achse die
Existenz aller Subtypen von Ang Il-Rezeptoren nachgewiesen wurde, war Ziel der
vorliegenden Dissertation zu untersuchen, ob die therapeutische Intervention in das Renin-
Angiotensin-System (RAS) einen Einfluss auf die Expression dieser Rezeptoren auslbt.
Deshalb wurde bei spontan hypertensiven Ratten (SHR), die 3 Monate lang mit dem AT;-
Antagonisten Candesartan, dem ACE-Hemmer Ramipril bzw. einer Kombination aus
beiden Wirkstoffen behandelt worden waren, der mRNA Gehalt an ATia-, AT1g- und AT,-
Rezeptoren in Organen der HPA-Achse bestimmt. Nach Isolierung von RNA aus
Hypothalamus, Hypophysen und Nebennieren der einzelnen Behandlungsgruppen erfolgte
mit Hilfe der RT-PCR zunéchst das Umschreiben der RNA in cDNA und im folgenden die
Amplifizierung der cDNA-Sequenzen fir die entsprechenden Angiotensin-Rezeptoren. Zur
Differenzierung zwischen ATia- und ATig-Rezeptor wurde eine Restriktionsananlyse
durchgefuhrt. Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.
Die Quantifizierung der Ang I1-Rezeptor-mRNA-Level wurde durch eine densitometrische
Auswertung der Elektrophoresegel e vorgenommen.

In adlen drei Gewebetypen der SHR konnte ATia- und ATig-Rezeptor-mRNA
nachgewiesen werden. AT2-Rezeptor-mRNA fand sich lediglich in der Nebenniere. Dieses
Ergebnis bestétigt die Expression der Ang |1-Rezeptorsubtypen innerhalb der HPA-Achse
und kann as Hinweis auf eine Betelligung des RAS an der Stressantwort gewertet werden.
Weitere bekannte Hinweise sind die Regulation der CRH-, ACTH-, Aldosteron- und
Corticosteroid-Synthese  und -Bildung via Ang Il und nachfolgender AT;-
Rezeptorstimulation. Es wird vermutet, dass Ang Il seine Wirkungen bel Stress Gber AT 1a-
Rezeptoren vermittelt, da unter Stress eine Up-regulation von ATia- und Down-regulation
von ATig-Rezeptoren innerhalb der HPA-Achse beobachtet wurde. Die Hochregulation
von hypophysdren ATia-Rezeptoren wird mit der gesteigerten Stress-Sensitivitdt bel SHR
in Verbindung gebracht.

Unter der therapeutischen Intervention in das RAS zeigten sich im Hypothalamus keine
statistisch signifikanten Unterschiede. In der Hypophyse waren signifikant niedrigere
ATia-Rezeptor-mRNA-Level unter Monotherapie mit Candesartan und Ramipril sowie
signifikant hohere ATg-Rezeptor-mRNA-Level unter der Kombinationstherapie
nachweisbar. Unter Beriicksichtigung dass die gesteigerte Stress-Sensitivitét bel SHR auf
eine Hochregulation der hypophyséren ATia-Rezeptoren zurtlickzufiihren sein konnte,

konnte die Down-regulation der AT1a-Rezeptoren in der Hypophyse als positiver Effekt
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der RAS-Blockade interpretiert werden. Da in den Nebennieren eine Up-regulation der
ATia- und ATig-Rezeptoren unter Ramipril nachweisbar war, bei unveranderten AT a-
und ATig-Rezeptor-mRNA-Level unter Candesartan und der Kombinationstherapie und
nicht signifikant veranderten AT,-Rezeptor-mRNA-Level in allen Gruppen, konnte eine
AT-Rezeptorblockade Vorteil e bieten.

Zum ersten Mal konnte durch die genannten Ergebnisse vergleichend der Einfluss einer
chronischen AT;-Rezeptor-Blockade, ACE-Hemmung bzw. Kombination beider
Wirkprinzipien auf die Expression von Angiotensin-Rezeptorsubtypen der HPA-Achse von
SHR demonstriert werden. Die Ergebnisse sind von potentiell klinischer Bedeutung, da die
Downregulation der hypophyséaren ATia-Rezeptoren unter Blockade des RAS mit
positiven Effekten bel Stress bzw. bel Stress-assoziierten Erkrankungen einhergehen
konnte. Weitere gezielte Untersuchungen sind erforderlich um abzuschdtzen welche
Faktoren innerhab der HPA-Achse die Expresson der Angiotensin-Rezeptoren
beeinflussen und ob die medikamentdse Blockade des RAS auf der HPA-Achse bei Stress
bzw. Stress-assoziierten Erkrankungen auch beim Menschen positive Wirkungen zur Folge
hat.
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