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Zusammenfassung:

Das Krankheitsbild des primaren Hyperaldosteronismus (PHA) ist die haufigste Ursache einer se-
kundaren Hypertonie. Der erhdhte Aldosteronspiegel kann in den meisten Féllen auf eine uni-
oder eine bilaterale Hypersekretion der Nebennieren zurtickgefiihrt werden. Ist eine Nebenniere
betroffen, wird die unilaterale Adrenalektomie empfohlen. Bei 67 Prozent der PHA-Patienten
kommt es nach Adrenalektomie zu keiner Heilung des Bluthochdrucks, obwohl sich der Aldoste-
ronspiegel in 94 Prozent der Falle normalisiert. Ein Grund fiir die Divergenz von normalisierten
Aldosteronspiegeln und Blutdruckansprechen kdnnte das arterielle Remodeling mit dem damit
verbundenen glattmuskularen Phanotypen-Switch sein. Dieser kann durch verminderte Freiset-
zung oder Wirkung von endothelialen vasoaktiven Faktoren wie Stickstoffmonoxid (NO) verur-
sacht werden. Neben dem endothelvermittelten Relaxationsfaktor (NO) existieren endothelver-
mittelte hyperpolarisierende Faktoren (EDHF), welche u.a. die Epoxyeicosatriensauren (EETs)
umfassen. Bei PHA-Patienten gibt es bisher keine Untersuchungen zu einer potenziellen Beein-
trachtigung der EET-Signalkaskade durch Aldosteron. In der vorliegenden Arbeit wurde unter-
sucht, wie sich Aldosteron auf den Phanotyp der glatten Muskelzellen auswirkt und ob es unter
Aldosteron-Exzess zu Veranderungen der EET-Signalkaskade kommt.

Primare humane glatte Muskelzellen aus Koronararterien (VSMC) wurden fir 24 und 48 h mit
unterschiedlichen Aldosteronkonzentrationen behandelt. Erganzend wurde die in vivo stattfin-
dende duale Stimulation des Mineralokortikoidrezeptors (MR) durch Kostimulation mit Hydro-
cortison und Aldosteron nachgestellt. Expressionsanderungen von Genen im Bereich des Pha-
notypen-Switch, der mineralokortikoidvermittelten Signaltransduktion und der EET-Signal-
kaskade wurden mittels quantitativer real time PCR (RT-gPCR) und Western-Blot untersucht.
Funktionelle Effekte wurden mittels Kalziumimaging (Fura-2) erfasst, wobei die Antwort der
VSMC auf das EET-Regioisomer 14,15-EET untersucht wurde.

Ein aldosteroninduzierter Phanotypen-Switch konnte durch die Expressionsanalyse von den bei
einem Phdnotypen-Switch bekanntermaBen negativ (ACTA2, MYH11) und positiv regulierten
Gene (SPP1, MKI67) nicht nachgewiesen werden. In der RT-gPCR zeigte sich bei der Untersu-
chung der Gene zu der EET-Signalkaskade eine starke Expressionsreduktion der a-Untereinheit
des BKca-Kanals unter der Hydrocortison-Behandlung. Dieser Effekt verstarkte sich geringgradig
bei zusatzlicher Behandlung mit Aldosteron. Diese zusatzliche Reduktion durch Aldosteron
konnte auf Proteinebene nicht bestatigt werden. Der BKca-Kanal wird indirekt durch EETs akti-
viert und fuhrt infolgedessen zu einer Hyperpolarisation, welche zu einem reduzierten Kalzium-
einstrom durch die spannungsabhéngigen Kalziumkanéle fihrt.

Zudem zeigte sich eine vor allem durch Hydrocortison bedingte Expressionsreduktion des Mine-
ralokortikoidrezeptors (NR3C2). Die Expressionslevel der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenasen
(11B-HSD-1 und 11B-HSD2), deren Aktivitatsverhaltnis die Transaktivierung des MR durch Glu-
kokortikoide kontrolliert, wurden durch Aldosteron nicht verandert. Es konnte dartber hinaus
keine funktionelle Auswirkung von Aldosteronexzess auf die EET-vermittelte Kalziumantwort der
VSMC und die Spontanaktivitat festgestellt werden.

Insgesamt hatte Aldosteron sehr wenige Effekte auf Genexpression und Funktion der VSMC, so-
wohl im Hinblick auf Phanotypen-Switch als auch auf die EET-Signaltransduktion. Die demons-
trierte Reduktion der MR-Expression bereits durch die Hyodrocortison-Kontrollbehandlung



kdnnte hierfir als mogliche Erklarung dienen. Positiv ausgedrickt scheint ein Aldosteronexzess,
der vergleichbar mit in vivo Konzentrationen ist, die Elemente der EET-Signalkaskade in VSMC
funktionell intakt zu lassen. Ein vermehrtes VSMC-Ansprechen durch Verwendung von |6slichen
Epoxidhydrolasehemmern ist also auf Basis der gezeigten Befunde sehr wahrscheinlich und
konnte zur Blutdrucksenkung bei Patienten mit PHA eingesetzt werden.

Als neuartiger Befund konnte eine starke Reduktion der BKca-Expression durch Hydrocortison
gezeigt werden, welche zu einer glukokortikoidinduzierten Hypertonie beitragen konnte. Wei-
terfihrende Untersuchungen zu dem BKc, -Kanal an Mausmodellen oder an Patientengeweben
kdnnten neue Behandlungskonzepte bei Cushing-Syndrom oder Patienten mit Aldosteron- und
Cortisol-kosezernierenden Adenomen liefern.
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SIGNIFIKANTE UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN UNTERSCHIEDLICHEN BEHANDLUNGSZEITEN. DIE EXPRESSIONEN WAREN NACH 48 H
SIGNIFIKANT ERHOHT INNERHALB DER DMSO-BEHANDLUNG (24 H VS 48 H, * =P < 0,05), DER ALDOSTERONBEHANDLUNG (24 H
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VS48 H, # =P < 0,05), SOWIE DER BEHANDLUNG MIT ALDOSTERON UND HYDROCORTISON (24 H VS 48 H, § = P < 0,05) UND
JENER MIT PDGF (24 H vS 48 H, ++ = P < 0,01). SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOVA GEFOLGT VON DEM POST-
HOC TEST NACH SIDAK. A 1 = ALDOSTERON 1 NM; EP = EPLERENON 2 uM; F = HYDROCORTISON 140 NM; PDGF = PDGF-BB,
PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR-BB (10 NG/ML); H'= STUNDEN. N = 3..c.tieiteereeiiesieesreesreereereeseesreesreesreenseesnesnnesnns 34
ABBILDUNG 6: MYH11-EXPRESSION NACH 24- UND 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION
DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND
DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H MIT DMSO UND F. ALLE
DATEN SIND ALS MITTELWERT = STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES ERGABEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN
UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN BEHANDLUNGEN. GETESTET INNERHALB DER BEHANDLUNGEN (24 H VS. 48 H) MITTELS ONE-WAY
ANOVA UND DEM POST-HOC-TEST NACH SIDAK. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 pM); F = HYDROCORTISON
(140 NM); PDGF-BB = PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR-BB (10 NG/ML); H = STUNDEN. N =3 ...ievrireirreerrreeireenneeenns 36
ABBILDUNG 7: MYH11-EXPRESSION NACH 48 H MIT UND OHNE HYDROCORTISON. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN
EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE:
GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H
MIT DMSO UND F. ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES ERGABEN
KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOVA. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); Ep =
EPLERENON (2 uM; F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDEN. N =3 UND N = 6. c.vtrrercrreeeeirreeeeireeesnreeeennseeeenannnas 37
ABBILDUNG 8: EINFLUSS VON GR UND MR AUF DIE MYH11-EXPRESSION. GEZEIGT SIND VERSCHIEDENE BEHANDLUNGSKOMBINATIONEN
MIT DEN REZEPTOR-ANTAGONISTEN EP UND RU486 SOWIE DEN STIMULANTIEN F UND A. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM
ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER
HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H (DMSO). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM)
DARGESTELLT. ES ERGABEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOVA. A 1 =
ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); RU486 = MIFEPRISTON (1 uM); H = STUNDEN.
N = 3 UND N = 5. tteeeeurereseuueeeeruteeeesueeeessuaeeeessseeeessseeessseesessseeesasssesssasseesesssesessnsssessnsseesenssseesnssseessnsseesenssenessssnees 38
ABBILDUNG 9: MYH11-EXPRESSION UNTER 14,15-EET BEI EINER BEHANDLUNGSDAUER VON 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM
ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER
HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO + F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM)
DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOVA. A 1 =
ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); EET = 14(15)-EET (1 uM); EEZE = 14,15-
EE-5(Z)-E (10 uM); H = STUNDEN. N =3 UND N = 6. secuuurreeeeeeresirreeeeeeeeesiisrreeeeeeeesssssssseeseesssssssssesseessesssssesesessennsnnees 39
ABBILDUNG 10: GEGENUBERSTELLUNG DER EXPRESSION VON MKI67 NACH 24 H BEHANDLUNG, OHNE VORANGEGANGENE SERUM
STARVATION. DIE ERGEBNISSE SIND JEWEILS NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: EIF2B1 UND PPIA
UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER JEWEILIGEN KONTROLLBEHANDLUNG. ALLE DATEN SIND ALS
MITTELWERT * STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOWA. A
100 = ALDOSTERON (100 NM); A 10 = ALDOSTERON (10 NM); EP = EPLERENON (2 uM), H=STUNDEN. N=3. ...c0eeeunreen. 40
ABBILDUNG 11: MKI67-EXPRESSION, DARGESTELLT IN EINER KONZENTRATIONS-WIRKUNGSKURVE MIT 1 NM, 10 NM UND 100 NM
ALDOSTERON IM  VERGLEICH ZU DER JEWEILIGEN KONTROLLBEHANDLUNG MIT DMSO (AQUIVALENTE DMSO-
VOLUMENKONZENTRATION ZUR JEWEILIGEN ALDOSTERONKONZENTRATION). DIE BEHANDLUNG ERFOLGTE JEWEILS FUR 48 H. ES
KONNTEN KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE FESTGESTELLT WERDEN. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY-ANOVA. N = 3.

ABBILDUNG 12: MKI67-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 24 UND 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN
EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE:
PPIA UND GAPDH UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H
(DMSO + F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT * STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. DIE EXPRESSION
VON MKI67 WAR UNTER PDGF-BB NACH 24 H SIGNIFIKANT GEGENUBER ALLEN ANDEREN BEHANDLUNGEN ERHOHT. *** = p <
0,001. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA, GEFOLGT VON DEM POST-HOC TEST NACH TUKEY. A = ALDOSTERON (1 NM);
EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); PDGF-BB = PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR-BB (10 NG/ML); H
2 STUNDEN. NT3. tettteiteeeitreesureestreenseeesseessseessseessseessseessseessseessseesssesassesssseesssesssseesssesssessssesssseessessnsessssessnseesnsenn 42
ABBILDUNG 13: SPP1- EXPRESSION UNTER 10 NM UND 100 NM ALDOSTERON NACH 24 H (A) NACH 48 H (B). EINE SERUM STARVATION
FAND NUR BEI DER 48-STUNDIGEN BEHANDLUNG STATT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER
HAUSHALTSGENE: EIF2B1 UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZUM MITTELWERT DER JEWEILIGEN
KONTROLLBEHANDLUNG (CTR. = DMSQ). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM)

\
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DARGESTELLT. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA. A 100 = ALDOSTERON (100 NM); A 10 = ALDOSTERON (10 NM);
EP = EPLERENON (2 tM); H = STUNDEN. N = 3. 1iuttieeeitteeesiuteeeesuteeeesereeesnseeeasstseessassssesnsseessassssssassesssnssesssnssssesssnes 43
ABBILDUNG 14: SPP1-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 24 UND 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN
EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE:
PPIA UND GAPDH UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H
(DMSO + F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES ERGABEN SICH
KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN BEHANDLUNGEN. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA. A 1 =
ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDE; PDGF = PDGF-BB, PLATELET-
DERIVED GROWTH FACTOR-BB (10 NG/ML); H = STUNDEN. N= 3. woieueeeeeseeesreeresresseeseeesseesseesseessesssessesssesssesssessessessees 44
ABBILDUNG 15: SPP1-EXPRESSION UNTER 14,15-EET NACH 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM
STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH
UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO MIT F). ALLE
DATEN SIND ALS MITTELWERT = STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. IM T-TEST WAR DIE EXPRESSION UNTER
F+ Al + EET + EEZE GEGENUBER DER DMSO + F-BEHANDLUNG SIGNIFIKANT ERHOHT. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); EP =
EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); EET, 14,15-EET (1 uM); EEZE = 14,15-EE-5(Z)-E (10 uM), H =
STUNDEN. N =6 UND N = 3. ittteeeiiuueeeesureeeenuresesuseesassseeessseeessssseesasssesessssssessasssesssssesssassssessssseesssssseesssssessnsseseans 45
ABBILDUNG 16: CACNAL1C-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 48-STUNDIGER BEHANDLUNG. ALLE BEHANDLUNGEN
WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE
MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H (DMSO UND F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
(SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA. Al =
ALDOSTERON INM; EP = EPLERENON 2uM; F = HYDROCORTISON 140NM; H = STUNDEN. N = 3. iiiiiriieeeriieeeeneeeeeeeens 46
ABBILDUNG 17: HSD11B1-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 24- UND 48-STUNDIGER BEHANDLUNG. ALLE BEHANDLUNGEN
WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE
MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H (DMSO UND F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
(SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA. Al =
ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDEN. N = 3. teeeeitrreeerrreeeireenns 47
ABBILDUNG 18: HSD11B2-EXPRESSION UNTER INM ALDOSTERON NACH 24- UND 48-STUNDIGER BEHANDLUNG. ALLE BEHANDLUNGEN
WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE
MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA. DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H (DMSO UND F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT = STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
(SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN BEHANDLUNGEN. SIGNIFIKANZ GEPRUFT
MIT ONE-WAY ANOVA. A1 = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDEN.
N S 3 ettt ettt ettt e e ettt e e e u et e e e eu bt e e e e ut et e s ht e e e e h bt e e e e beee e e b et e e e abeeeeeaheee e e hbeeeenbe e e s eaat e e e e bbeeeeanbeeeeaanbeeeeabbeeeeanbaeeenanaeas 48
ABBILDUNG 19: SCNN1A-EXPRESSION UNTER 100 NM ALDOSTERON NACH 48 H. ALLE GRUPPEN WURDEN ZUVOR MIT EINER SERUM
STARVATION BEHANDELT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: EIF2B1 UND
PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO + F). ALLE DATEN
SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN
UNTERSCHIEDE. STATISTISCH GEPRUFT MITTELS ONE-WAY ANOVA. A 100 = ALDOSTERON (100 NM); EP = EPLERENON (2 pM);
H = STUNDEN. N = 3. ittt eoiiteeerittte e ettt e smeeeesamreeesssreeesanseeeenreeesanneeeesanseeeeasbeeesamnneeesasneeeenreeesannneeesanseeeennreeesannnees 49
ABBILDUNG 20: SCNN1A-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 24- UND 48-STUNDIGER BEHANDLUNG. ALLE BEHANDLUNGEN
WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE
MITTEL DER HAUSHALTSGENE: PPIA UND GAPDH UND SIND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H (DMSO +F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
(SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA. A1 =
ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDE; PDGF = PDGF-BB, PLATELET-
DERIVED GROWTH FACTOR-BB (10 NG/ML); H = STUNDEN. N = 3, N = 6. 1evueerreererrereereeseeenseeseeseessesseesseessessessesnessnes 50
ABBILDUNG 21: SCNN1A-EXPRESSION NACH 48 H MIT VERDOPPELTER ANZAHL DER EXPERIMENTE ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM
ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETISCHE MITTEL DER
HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO UND F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT * STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM)
DARGESTELLT. ES LIEREN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE REGISTRIEREN. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA.
A 1 =ALDOSTERON (1 NM) EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDEN. N =6. .rereeeurrreennnee. 51
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ABBILDUNG  22: EINFLUSS VON GR UND MR AUF DIE SCNNI1A-EXPRESSION. GEZEIGT SIND  VERSCHIEDENE
BEHANDLUNGSKOMBINATIONEN MIT DEN REZEPTOR-ANTAGONISTEN EP UND RU486 SOWIE SIMULTANER GLUKO- ODER
MINERALOKORTIKOIDAPPLIKATION. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT.
DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN
RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSQ). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT +
STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES LIEREN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE REGISTRIEREN.
SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140
NM); H = STUNDEN; RU486 = MIFEPRISTON (1 tM). N= 3 UND N = 6. .uveeeicureeeeierreeeenreeesnreeeennenesesnseessssessesssseessnnnns 52

ABBILDUNG 23: SCNN1A-EXPRESSION UNTER 14,15-EET ZUR BEWERTUNG DES MR-SIGNALWEGS NACH EINER BEHANDLUNGSDAUER
VON 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND
NORMIERT AUF DAS GEOMETISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION
ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO MIT F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES
MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES LIEREN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE REGISTRIEREN. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT
ONE-WAY ANOVA. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); EET = 14(15)-EET (1 uM); EET-5(Z)-E, 14,15-EE-
5(Z)-E (10 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H = STUNDEN. N = 3. 1teecueesreeereesreesreesreesseesseessessseesssessnsessseens 53

ABBILDUNG 24: NR3C2 UNTER 100 NM ALDOSTERON NACH 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM
STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: EIF2B1
UND PPIA DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSQ). ALLE DATEN SIND
ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES LIEREN SICH KEINE SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE
REGISTRIEREN. SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA, GEFOLGT VON DEM POST-HOC TEST NACH DUNNETT. A 100 =
ALDOSTERON (100 NM)); EP = EPLERENON (2 M ); H = STUNDEN. N = 3..uutiiiieeeieesieeeteesreeesueeesseeessessnsneessesssssssnsnesnns 54

ABBILDUNG 25: NR3C2-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 24- UND 48-STUNDIGER BEHANDLUNG. ALLE BEHANDLUNGEN
WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE
MITTEL DER HAUSHALTSGENE: PPIA UND GAPDH UND SIND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
KONTROLLBEHANDLUNG NACH 48 H (DMSO +F). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
(SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN 48-STUNDIGEN EXPRESSIONEN MIT DMSO
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UND # =P <0,01; SIGNIFIKANZ GEPRUFT MIT ONE-WAY ANOVA, GEFOLGT VOM POST-HOC TEST NACH SIDAK. A 1 = ALDOSTERON
(1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); PDGF = PDGF-BB, PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR-
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DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: EIF2B1 UND GAPDH UND SIND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU
DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSOQO). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT * STANDARDFEHLER DES
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ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG. ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
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AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER
HAUSHALTSGENE: PPIA° UND GAPDH UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER
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BEHANDLUNG GEGENUBER DER 48-STUNDIGEN DMSO-BEHANDLUNG SIGNIFIKANT ERHOHT. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-
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DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO MIT F). ES KONNTE EIN
SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED ZWISCHEN DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO + F) UND DER A + F-BEHANDLUNG FESTGESTELLT
WERDEN). * P < 0,05 Vs. DMSO +F. SIGNIFIKANZ GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOVA, GEFOLGT VON DEM POST-HOC TEST NACH
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GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM
MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSQO). ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS
(SEM) DARGESTELLT. ES ZEIGTEN SICH SIGNIFIKANTE UNTERSCHIEDE. DIE STERNE MARKIEREN DIE UNTERSCHIEDE ZU DER
KONTROLLGRUPPE DMSO (*** = p <0,001; **=p < 0,01), DIESZUA ($$=P<0,01) UNDDIE § ZUA + F (§§ =P < 0,01).
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STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH
UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO +F). ALLE
DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT.  SIGNIFIKANTE
EXPRESSIONUNTERSCHIEDE ZU DER KONTROLLGRUPPE SIND MIT STERNEN MARKIERT: * = P < 0,05 vS. DMSO + F. SIGNIFIKANZ
GETESTET MIT ONE-WAY ANOVA UND DEM POST-HOC TEST NACH SIDAK. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); F = HYDROCORTISON (140
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ABBILDUNG 36: EPHX1-EXPRESSION UNTER 1 NM ALDOSTERON NACH 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE
SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE:
GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO). ALLE
DATEN SIND ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES ERGABEN SICH SIGNIFIKANTE
UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DER F + A + EP-BEHANDLUNG UND DER PDGF-BEHANDLUNG (* P < 0,05). GETESTET MIT DEM ONE-
WAY-ANOVA UND DEM POST-HOC TEST NACH TUKEY. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON
(140 NM); PDGF = PDGF-BB, PLATELET-DERIVED GROWTH FACTOR-BB (10 NG/ML); H= STUNDEN. N = 3. c.veevureerireenrneens 66

ABBILDUNG 37: EPHX2-EXPRESSION NACH 24 UND 48 H. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION
DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETISCHE MITTEL DER HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND
DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DEM MITTELWERT DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSQO +F). ALLE DATEN SIND ALS
MITTELWERT * STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. DIE EXPRESSION UNTER PDGF WAR NACH 48H
SIGNIFIKANT GEGENUBER DER 24-STUNDIGEN PDGF-BEHANDLUNG ERHOHT. GETESTET MIT DEM ONE-WAY-ANOVA UND DEM
POST-HOC TEST NACH TUKEY. A 1 = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H=
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ABBILDUNG 38: EPHX2-EXPRESSION NACH 48H IM VERGLEICH ZUR 24-STUNDIGEN BEHANDLUNG. ALLE BEHANDLUNGEN WURDEN IM
ANSCHLUSS AN EINE SERUM STARVATION DURCHGEFUHRT. DIE ERGEBNISSE SIND NORMIERT AUF DAS GEOMETRISCHE MITTEL DER
HAUSHALTSGENE: GAPDH UND PPIA UND DARGESTELLT IN RELATIVER EXPRESSION ZU DER JEWEILIGEN 24-STUNDIGEN
BEHANDLUNG. ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT = STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. ES ERGABEN SICH
SIGNIFIKANTE UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DER BEHANDLUNGSGRUPPEN MIT A UND DEN ZWEI WEITEREN GRUPPEN (OHNE A ODER A
MIT F ANTAGONISIERT) ( * = P < 0,05). GETESTET MIT DEM ONE-WAY-ANOVA UND DEM POST-HOC TEST NACH DUNNETT. A 1 =
ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 pM); F = HYDROCORTISON (140 NM); H= STUNDEN. N =3, cceevveecrreerireeneeenns 68

ABBILDUNG 39: WESTERN-BLOT AUF DIE BKca-A-UNTEREINHEIT IM VERGLEICH ZUM HAUSHALTSPROTEIN: B-AKTIN, A: ANGEGEBEN IST
DAS SIGNAL DER GRORENLEITER. DIE BKCA ALPHA-BANDE LAUFT BEI CA. 100 KDA, DIE BETA-AKTIN-BANDE BEI 42 KDA.
DARSTELLUNG EINES DER 3 WESTERN-BLOTS, ZWISCHEN DEN DREI VONEINANDER UNABHANGIGEN DURCHGANGEN ERGABEN SICH
KEINE SICHTBAREN UNTERSCHIEDE. B: RELATIVE UNTERSCHIEDE NACH QUANTIFIZIERUNG DER BANDEN. ALLE DATEN SIND ALS
MITTELWERT £ STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. GEMESSEN WURDEN DIE GRUPPEN MIT F, F + A UND F
+ A+ EP. N=4 EXPERIMENTE PRO GRUPPE. A = ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM);
KDA = KILO DALTON; UE = UNTEREINHEIT. vvvtuueeeeeeeteruunieeeeeeersssnnaereeessssssnaeseessssssnnaeesessssssnnesesessssssnsessssssssssnneesssssses 69

ABBILDUNG 40: BOX-PLOT DER EINZELZELL-KALZIUM-TRANSIENTEN AUF STIMULATION MIT EET. GEZEIGT WIRD DIE INTRAZELLULARE
KALZIUMKONZENTRATION ZU BEGINN DER BEHANDLUNG (BL) UND JEWEILS DAS MAXIMUM DER INTRAZELLULAREN
KALZIUMKONZENTRATION NACH DER ZUGABE VON 1 uM 14,15-EET (PEAK). DIE STERNE MARKIEREN JEWEILS DEN UNTERSCHIED
ZWISCHEN DEM MEDIAN DER BL UND DEM PEAK: *** =p < (0,001; **** =p < (0,0001. DIE RAUTE MARKIERT DEN UNTERSCHIED
DES MEDIANS DES PEAKS BEI DER A+F+EP-GRUPPE ZU DEM MEDIAN DES PEAKS DER F-GRUPPE # = P < 0,05. SIGNIFIKANZ GETESTET
MIT ONE-WAY ANOVA UND DEM POST-HOC TEST NACH TUKEY, N (ZELLEN/ANZAHL DER EXPERIMENTE) = 17/3 (F), 18/3 (A +F),
23/3 (A+F+EP). A1=ALDOSTERON (1 NM); EP = EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NM)....vveevrerereennnennn 70

ABBILDUNG 41: FREQUENZ DER SPONTANEN PEAKS ZWISCHEN DEN AUSWASCHPHASEN (BL 1-BL 2) BEI DER KALZIUM-BILDGEBUNG.
DARGESTELLT IST DIE FREQUENZ IN HERTZ VON BL 1 BIS BL 3, JEWEILS IN ALLEN DREI BEHANDLUNGSGRUPPEN. ALLE DATEN SIND
ALS MITTELWERT + STANDARDFEHLER DES MITTELWERTS (SEM) DARGESTELLT. DIE BEHANDLUNG ZEIGTE KEINEN STATISTISCH
RELEVANTEN EINFLUSS AUF DIE SPONTANAKTIVITAT. GETESTET MITTELS ONE-WAY ANOVA. BL = BASELINE; A = ALDOSTERON (1
NM); EP, EPLERENON (2 uM); F = HYDROCORTISON (140 NIM). N = 3. tiiieiiiirieeeeeeeeiirrreeeeeeeeeetnneeeeeeeseennnseseeeesensnnnnes 71

ABBILDUNG 42: GRAPHISCHE DARSTELLUNG DES VERSUCHS ZUR KALZIUM-BILDGEBUNG BEI DER KONTROLLBEHANDLUNG (DMSO + HC)
ZUR VERANSCHAULICHUNG DER BESTIMMUNG VON BL UND PEAK. DIE PFEILE MARKIEREN DIE IN DIE AUSWERTUNG EINGEGANGENEN
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AbkUrzungsverzeichnis:

14,15-EET
14,15-EEZE
11-B-HSD
A

ACTA2
AGTR1
BCA

BKca

BSA

[Ca?*]i
CACNA1C
cDNA

CcT

Ctr.

DHET
DMSO
DPBS

EDHF

EET
EH
eNaC
Ep
EPHX1

EPHX2

GR

GRE

h
HEPES

HSD11B1

14,15-Epoxyeicosatrienoic Acid, 14,15-Epoxyeicosatriensaure
14,15-EE-5(2)-E

11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase

Aldosteron

Gen Code fir das glattmuskulare a-Aktin

Gen Code fir Angiotensin-Il Rezeptor Typ 1

Bicinchoninsdure

large ("big") conductance calcium-activated K+ channel
bovines Serumalbumin

intrazellulare Kalziumkonzentration

Gen Code fur die a -1C Untereinheit des L-Typ Kalziumkanals
complementary DNA

Cycle Threshold

Kontrolle

dihydroxyeicosatrienoic Acid, Dihydroxyeicosatrienonsaure
Dimethylsulfoxid

Dulbecco's phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlosung

endothelium-derived hyperpolarizing factor, Endothel-vermittelter Hy-
perpolarisationsfaktor

Epoxyeicosatriensaure

essenzielle Hypertonie

epithelialer Natriumkanal

Eplerenon

Gen Code fir die die membrangebundene Epoxidhydrolase
Gen Code fir die l6sliche Epoxidhydrolase

Hydrocortison

Glukokortikoid-Rezeptor

glucocorticoid response elements, Bindungsstelle fir Glukokortikoide
auf der DNA

hour, Stunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Gen Code fir Steroid-11B-Hydroxylase B1

Xl



HSD11B2
IP3
KCNMA1
LTCC
mEH
miRNA
MKI67
MR
MYH11
n

NR3C2

PDGF-BB

PKC
PHA

RIPA

rom

RT-gPCR

RU486
RyR
SCNN1A
SEH

SEHI

SEM

sig.

SmBM

SmGM

SPP1

SOCE

SRF

Gen Code fir Steroid-11B-Hydroxylase B2
Inositoltrisphosphat

Gen Code fiir die porenbildende Untereinheit des BKca-Kanals
L-Typ Kalziumkanal

microsomal epoxide hydrolase, mikrosomale Epoxidhydrolase
micro-RNA

Gen Code fur den Proliferationsmarker ki-67
Mineralokortikoidrezeptor

Gencode fur die glattmuskuldre schwere Kette von Myosin
Anzahl der Versuche

Gen Code fir den Mineralokortikoidrezeptor

platelet derived growth factor-BB, Wachstumsfaktor aus
Thrombozyten mit zwei B-Untereinheiten

Protein Kinase C
Primérer Hyperaldosteronismus

radioimmunoprecipitation assay buffer, Radioimmunprazipitationsas-
saypuffer, ein Lysepuffer flr Zellen und Gewebe

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

Real-Time Reverse Transcription polymerase chain reaction, Echtzeit re-
verse Transcriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Mifepriston

Ryanodin Rezeptor

a-Untereinheit des epithelialen Natriumkanals
soluble epoxid hydrolase, 16sliche Epoxidhydrolase
Inhibitor der l6slichen Epoxidhydrolase

Standard error of the mean, Standardfehler des
Mittelwerts

signifikant

smooth muscle basal medium, Basalmedium der glatten
Muskelzellen
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1. Einleitung

1.1.  Primarer Hyperaldosteronismus

Im Jahr 1954 beschrieb der Endokrinologe Dr. Jerome W. Conn erstmalig das Krankheitsbild des
primdren Hyperaldosteronismus (PHA) (1). Heute ist das Krankheitsbild definiert als eine unver-
haltnismaRig erhohte Aldosteronproduktion, welche Bluthochdruck, kardiovaskulare Probleme,
Salzretention, erniedrigte Reninwerte und eine erhdhte Kaliumsekretion bedingen kénnen (2).

Der PHA ist eine Form der arteriellen Hypertonie. In Deutschland leidet jeder dritte Erwachsene
zwischen 18 und 79 Jahren an Bluthochdruck (3). Man unterscheidet zwei Hauptformen der Hy-
pertonie, einmal die priméare Hypertonie und zweitens die sekundédren Hypertonie. Bei der pri-
maren Hypertonie lasst sich kein direkter pathologischer Grund des Bluthochdrucks feststellen.
Im Gegensatz dazu werden als sekundéare Hypertoniker solche Patienten zusammengefasst, bei
denen eine klare Ursache der Krankheit diagnostizierbar ist. Die Therapie sekundarer Hypertonie
richtet sich nach der Atiologie, dadurch kann sie spezifischer erfolgen. Bei dem PHA ist ein er-
hohter Aldosteron-Spiegel die Ursache der Hypertonie. Daher ist der PHA als Unterform der se-
kundéren Hypertonie zu bezeichnen und weist dort mit 6 % die hochste Pravalenz auf (4). Uber-
tragt man diese Zahlen auf die deutsche Bevolkerung, sind in Deutschland etwa 1,4 Millionen
Menschen vom PHA betroffen.

Beim PHA wird zwischen zwei Hauptklassen, dem einseitigen aldosteronproduzierenden Ade-
nom und der bilateralen adrenalen Hyperplasie, unterschieden. Nach einer Studie von Monti-
cone et al. aus dem Jahre 2017 haben 65 % der PHA Patienten eine bilaterale adrenale Hyper-
plasie und 27 % ein einseitiges aldosteronproduzierendes Adenom. Nur 8 % sind keine dieser
zwei Formen zuzuordnen (4). Weitere Klassen des PHA sind die unilaterale Hyperplasie, der fa-
miliare Hyperaldosteronismus Typ | bis Typ IV, sowie das aldosteronproduzierende Nebennie-
renrindenkarzinom. Bei der beidseitigen Hyperplasie erfolgt die Behandlung medikament6s mit
Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten. Bei einem einseitigen Adenom kann die betroffene
Nebenniere meist operativ entfernt werden (2).

Man kénnte annehmen, dass die operative Therapie eines unilateralen Adenoms zu einer voll-
standigen Genesung fihrt. Dies ist leider nicht immer der Fall. Der vollstandige klinische Erfolg
ist definiert als Normalisierung des Bluthochdrucks ohne die Einnahme von antihypertensiven
Medikamenten. In der Operations-Erfolg-Studie fir Patienten mit unilateralem primaren Hyper-
aldosteronismus von Williams et al. aus dem Jahre 2017 kam man zu dem Ergebnis, dass nur 37
% der Patienten nach Adrenalektomie einen vollen klinischen Erfolg erfuhren (5). Eine mogliche
Erklarung hierflr konnte die Wirkung des chronisch erhéhten Aldosteronspiegels auf das kardi-
ovaskuldre System sein.



1.2. Kardiovaskuldre Probleme bei PHA-Patienten

Statistisch gesehen ist die Wahrscheinlichkeit an kardiovaskularen Erkrankungen zu erkranken
bei Patienten mit PHA hoher als bei essenziellen Hypertonikern (EH). Dies wurde in einer Studie
von Miliez et al. 2005 festgestellt: Die Untersuchung von 124 Patienten mit PHA Uber einen Zeit-
raum von 3 Jahren zeigte, dass unabhéngig vom Blutdruck PHA-Patienten haufiger als EH-Pati-
enten an kardiovaskularen Erkrankungen leiden (6). Dieser Befund konnte 2013 mit einer deut-
lich grolReren Patientengruppe von 459 PHA-Patienten bestatigt werden (7). Zwar ist die allge-
meine Sterblichkeit bei EH- und PHA-Patienten statistisch gesehen gleich, dennoch sterben Pa-
tienten mit PHA hdufiger an kardiovaskularen Folgeerkrankungen als EH-Patienten. Dieses Pha-
nomen ist mit den Spatfolgen des PHA auf das Herz-Kreislauf-System zu erklaren (8).

Welche Formen von kardiovaskularen Erkrankungen bei PHA ausgepragter vorkommen, wurde
mehrfach untersucht(4, 7, 9-11) und wird in Abbildung 1 zusammengefasst.

Abbildung 1: Forest-Plot der OR
von KV-Erkrankungen bei Patienten
mit PHA und EH. Gelb markiert ist
die OR von Schlaganféllen, OR:
2,58 (95% Cl: 1,93-3,45). Orange
ist die OR von PAVK, OR: 1,77 (95%
Cl: 1,1-2,83). Blau dargestellt ist
die OR von Vorhofflimmern, OR:
3,52 (95% Cl: 2,06-5,99). Griin ist

OR von KV-Erkrankungen

Herzinsuffizienz
+

Vorhofflimmern

PAVK
* die OR von Herzinsuffizienz darge-
stellt, OR: 2,05 (95% ClI: 1,1-3,78).
Schlaganfall ]
+* Eine OR von 1 bedeutet, dass es

zwischen EH- und PHA-Patienten

keinen Unterschied in der OR gibt.

01 erhéht bei EH “«—— 1 —> erhoht bei PHA 10 Es wurden jeweils 5 - 8 Studien pro

KV-Erkrankung untersucht. Diese

Darstellung fasst die Ergebnisse der im Jahre 2018 veréffentlichten Meta-Analyse von Monticone et al zusammen(9).

OR = Odds Ratio; KV = kardio-vaskuldre; PHA = primdrer Hyperaldosteronismus; EH = essenzielle Hypertonie; Cl =
Konfidenzintervalle, PAVK = periphere arterielle Verschlusskrankheit

Um die Pravalenz der kardiovaskuldaren Erkrankungen bei PHA zu reduzieren ist es sinnvoll, die
physiologischen und biochemischen Prozesse von Aldosteron auf das Herz-Kreislaufsystem ge-
nauer zu verstehen. In dieser Arbeit wird die Wirkung von Aldosteron auf die glatte GefalRmus-
kelzelle (VSMC) untersucht.



1.3. Die Plastizitat der glatten Muskelzelle

1.3.1. Verschiedene muskularen Phanotypen

Die glatte Muskulatur ist neben der quergesteiften Skelettmuskulatur und Herzmuskulatur eine
dritte spezialisierte Muskelart. Ihre Besonderheit ist, dass sie nach ihrer Differenzierung nicht in
einem Zustand verharrt, sondern auch im erwachsenen Organismus auf Reize mit einer Anpas-
sung ihres Phdnotyps reagieren kann, welche reversibel sind (12). Einerseits finden die Beschrei-
bungen differenziert und kontraktil Anwendung, andererseits werden synthetisch, entdifferen-
ziert, proliferativ und migratorisch synonym verwendet. Diese Begriffe beschreiben zwei gegen-
satzliche Zustande, wobei es sich dabei um eine vereinfachte Darstellung handelt, da es diverse
Zwischenstufen gibt (13). Die Anderung des Phanotyps kann durch verschiedene Faktoren aus-
gelost werden. Darunter fallen Wachstumsfaktoren, mechanische EinflUsse, Zell-Zell-Interaktio-
nen, Zell-Matrix-Interaktionen und Entzindungsmediatoren (13).

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine gesteigerte Aldosteronkonzentration ebenfalls aus-
l6send flr den Phanotypen-Switch sein kann. Daflir wurde das Expressionsverhalten von
Markergenen untersucht. Um den Ubergang von der kontraktilen zur synthetischen Muskelzelle
experimentell zu demonstrieren, wurde der Wachstumsfaktor platelet derived growth factor-BB
(PDGF-BB) genutzt. PDGF-BB reguliert in vitro Markergene des differenzierten VSMC-Phanotyp
herunter (14, 15). Ein Schllssel der zellularen Plastizitat der glatten Muskelzelle ist der Transkrip-
tionsfaktor: Serum Response Factor (SRF) (16). Myocardin aktiviert den SRF, welcher an einen
bestimmten DNA-Abschnitt (CarG-Box) bindet, sodass die Ausbildung von Proteinen gefordert
wird, welche fur den kontraktilen Phdanotyp typisch sind (u.a. ACTA2 und MYH11) (17). Die nuk-
ledre Bindung des SRF wird durch Faktoren wie Elk-1 (18) und Kriippel-like factor 4 (19) redu-
ziert. Man konnte beweisen, dass PDGF-BB Elk-1 durch Phosphorylierung blockiert (18) und
auch Uber die Aktivierung von Kriippel-like factor 4 (19) zu der Reduktion der typischen kontrak-
tilen Proteine fuhrt.

Da der synthetische Phanotyp proliferativ aktiver ist als der kontraktile Phanotyp (13), kdnnen
Rickschllsse auf den Phanotyp der Zelle gezogen werden indem man die Expressions-Levels von
Ki67 untersucht. Ki67 wird in proliferierenden Zellen stark exprimiert wird, in ruhenden Zellen
hingegen kaum (20).

1.3.2. Marker des Phanotypen-Switch
1.3.2.1.  o-Aktin

Aktin ist ein essenzielles Muskelprotein und gehort gemeinsam mit Myosin, Troponin und Tro-
pomyosin zu der kontraktilen Einheit der Muskulatur. Bei einer hoch differenzierten VSCM steht
die Aufgabe der Vasokonstriktion im Vordergrund, dementsprechend wird viel a-Aktin expri-
miert. a-Aktin kann bis zu 40% des gesamten Zellproteins ausmachen (21). Bei der synthetischen
Muskelzelle nimmt der Anteil dieses Muskelproteins ab. Dieses Phdnomen macht a-Aktin zu ei-



nem geeigneten Marker des Phdanotypen-Switch (12, 13). Die Expression dieses an der Kontrak-
tion der Zelle beteiligten Proteins wird herunterreguliert, wenn die Zelle einen synthetischen
Zustand annimmt (12, 13).

1.3.2.2.  Schwere Kette von Myosin

Myosin ist ein Motorprotein, welches in unterschiedlichen Formen in allen menschlichen Zellen
vorkommt. Flr die Muskulatur ist unter anderem die Aufgabe im Querbrickenzyklus von Bedeu-
tung. Hier 16st es bei Vorhandensein von ATP und Kalzium gemeinsam mit Aktin eine Kontraktion
aus. Das Expressionsverhalten der schweren Kette von Myosin kann Rickschlisse auf den Pha-
notyp der VSMC geben (22, 23). Wenn die schwere Kette von Myosin weniger exprimiert wird,
Ubernimmt die Zelle weniger vasokonstriktorische Aufgaben. In den Versuchen wird die Expres-
sion der glattmuskuldren schweren Kette von Myosin (MYH11) untersucht.

1.3.2.3.  Osteopontin

Osteopontin ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches nicht nur im Knochenstoffwechsel
eine wichtige Rolle spielt, sondern auch bei der Adhasion und Migration von VSMC nach Verlet-
zungen, bei Hyperplasie, Atherosklerose, Fibrose und Stenose (24). Osteopontin steigt bei zu-
nehmender Proliferation der glatten Muskelzelle an (25), kann also als Marker eines syntheti-
schen Phanotyps angesehen werden. Bei Aldosteronexzess ist die Osteopontinexpression im
Herzen von Ratten verstarkt nachzuweisen (26).

1.3.2.4.  Spannungsabhdngiger Kalziumkanal: Cav1.2.

Der Cayl.2. ist ein membranstandiger, spannungsabhangiger Kalziumkanal, aus der Familie der
L-Typ Kalziumkanale (LTCC) . Er findet sich in glatten Muskelzellen, Herzmuskelzellen, endokri-
nen Zellen, neuronalen Zellkdrpern und proximalen Dendriten. Der Kanal wird aus 4 Unterein-
heiten gebildet, wovon die ai-Untereinheit als Spannungssensor, Kalzium-sensitive Pore und als
Bindungsstelle dient (27). Der Kanal 6ffnet nach Zelldepolarisation und fihrt zu einem Anstieg
der intrazelluldren Kalziumkonzentration. Kalzium dient der Zelle als intrazelluldrer Messenger
und beteiligt sich so an vielen Prozessen, wie z.B. der Muskelkontraktion, Hormonsekretion und
der Genexpression (28). In VSMC ist die Kontraktion der Zelle hauptsachlich von der Phosphory-
lierung der Myosin leichten Kette abhangig (29). Die steigende intrazelluldre Kalziumkonzentra-
tion fUhrt direkt zu der Bindung von Calmodulin an der Myosin leichten Kette Kinase und damit
zu einer vermehrten Kontraktion. Da eine erniedrigte LTCC-Expression mit einem synthetischen
muskularen Phanotyp korreliert (30), konnen lber das Expressionsverhalten Rickschlisse auf
den Phanotyp der Zelle gezogen werden. Die Expression der Marker a-Aktin und Myosin schwere
stehen zusatzlich unter dem Einfluss des durch diesen Kanal eintretenden Kalziums (31).



In den VSMC konnte durch spezielle knock-out Experimente eine fordernde Wirkung des MR auf
die Cavl1.2 Kanalexpression festgestellt werden (32, 33). Gleichzeitig gibt es aber auch Quellen,
welche von einer unveranderten Kanalexpression berichten (34). Untersuchungen zu dem
Einfluss von Aldosteron in VSMC zeigten eine vermehrte Expression der eigentlich kardialen
Cavl.2 Form (35).

1.4.  Wirkung von Aldosteron

Das Hormon Aldosteron wurde 1953 von Simpson und Tait isoliert (36). Es gehort zu der Klasse
der lipophilen, von Cholesterol abstammenden Hormone und ist Bestandteil der Natrium- und
Blutdruckhomoostase des Menschen. Die Aldosteronsynthese wird im Menschen hauptsachlich
durch das Angiotensin I, Kalium und Adrenocorticotropin kontrolliert (37, 38). Bei der Aldoste-
ronsynthese durch Angiotensin Il und Kalium handelt es sich um einen kalziumvermittelten Pro-
zess (38).

Anders als lange Zeit angenommen beschrankt sich die Wirkung von Aldosteron nicht nur auf
die Epithelzellen der Nieren. Das Hormon wirkt auch in Epithelzellen (39) und in VSMC (40) Gber
Bindung des Mineralokortikoidrezeptor (MR). Der MR gehdért ebenso wie der Glukokortikoidre-
zeptor (GR) zu den Steroidrezeptoren. Unter Abspaltung von Hitze-Schock-Proteinen wird das
Hormon an die Liganden-Bindungs-Domane des Rezeptors gebunden. Der Hormon-Rezeptor-
komplex wandert so in den Zellkern (41) und bindet spezifische Hormone-Response-Elemente in
den Promotor-Regionen der Zielgene um deren Transkription zu steuern.

Der Wirkungsweg von Aldosteron kann in einen genomischen und einen nicht-genomischen un-
terteilt werden (42, 43). Die genomische Wirkung von Aldosteron wird Gber den MR vermittelt.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte auf die VSMC nur nach 12 h oder nach 24 h be-
wertet. Schnelle, nicht-genomische Effekte wurden demnach nicht untersucht.

1.4.1. Cortisol, ein weiterer Ligand des MR

Es ist nicht immer eindeutig, ob MR-vermittelte Effekte allein durch einen erhéhten Aldosteron-
spiegel ausgeldst werden, denn der Rezeptor kann auch von anderen Liganden gebunden wer-
den (44). Das Hormon Cortisol hat die gleiche Affinitdt zu dem MR wie Aldosteron (45), kommt
aber 1000-fach hoheren Plasmakonzentrationen vor. Im Plasma ist es zu 95% an Proteine ge-
bunden und kann nur in der ungebunden Form in die Zelle diffundieren. Dennoch ist die Kon-
zentration in der Zelle etwa 100-fach hoher als die von Aldosteron (44). Das Enzym 11-B-Hydro-
xysteroid-Dehydrogenase (11-B-HSD) wirkt hier regulatorisch, indem es Cortisol zu der inaktiven
Form Cortison umwandelt (46). Es gibt aber auch Hinweise fur die Funktion von Cortisol als MR-
Agonist. Untersuchungen von Kardiomyozyten der Ratte, welche physiologisch keine 11-B-HSD
exprimieren, zeigten eine cortisolvermittelte MR-Aktivierung, welche der Funktion von Aldoste-
ron gleicht (47).



1.4.2. Genomische Wirkung von Aldosteron auf die GefalBmuskelzelle

Lange Zeit wurde wurden die MR-Expression und die Wirkung von Aldosteron auf die Niere be-
schrankt. Erst 1989 wurde der MR auch in glatten Muskelzellen nachgewiesen (48). Heute ist der
MR im kardiovaskuldren System von grolRer pharmakologischer Bedeutung. Das liegt unter an-
derem an den positiven klinischen Ergebnissen der MR-Blockade durch Spironolacton oder
Eplerenon (49, 50).

In Tierexperimenten wurde die Wirkung von Aldosteron auf die glatte Muskelzellen bereits un-
tersucht. Es wurde eine aldosteronvermittelte proliferationsférdernde Wirkung demonstriert
(51). Zusatzlich wurde eine aldosteronabhadngige Fibrose festgestellt, welche fir eine Beeinflus-
sung der GefaRstruktur sprachen (51, 52). Dies steht auch im Zusammenhang mit der experi-
mentell gezeigten, aldosteroninduzierten Forderung von atherosklerotischen Lasionen (53).

Um die Signaltransduktion von Aldosteron in der VSMC besser verstehen zu kdnnen wurde das
Expressionsverhalten verschiedener Kanale untersucht.

glatté"”'
Gefilmuskelzelle




Abbildung 2: Schematische Darstellung bekannter und hypothetischer transkriptioneller Wirkungen von Aldosteron
in der GefalBmuskelzelle. Aldosteron diffundiert aufgrund seines lipophilen Charakters durch die Zellmembran und
kann den zytosolstandigen MR binden. Auch Cortisol kann in die Zelle diffundieren und theoretisch den MR binden,
wird dort aber teilweise durch 11-BHSD Typ 2 in das inaktive Cortison umgewandelt. Der Aldosteron-Rezeptorkom-
plex wandert in den Zellkern und wirkt Gber Transkriptionsfaktoren auf die Gentranskription. In VSMC ist eine al-
dosteroninduzierte Aktivierung des Angiotensin-Il Rezeptor Typ 1 bekannt (AT1R, Gen: AGTR1). AT1R aktiviert zwar
den MR, aber zu der Frage, ob eine Rickkopplung auf die AGTR1-Expression besteht, gibt es bisher keine Untersu-
chungen. Die Transkription des L-Typ-Kalziumkanals wird MR-abhéngig beeinflusst. Hier gibt es widersprichliche
Ergebnisse (siehe: 1.3.2.4. Spannungsabhangiger Kalziumkanal: CaV1.2). Zu dem epithelialen Natriumkanal und
dem TRPV4 gibt es speziell in VSMC keine Untersuchungen. Die Expression vom BKCa wird in VSMCs in Abhangigkeit
von Aldosteron herunterreguliert. 11-BHSD2 = 11-B-Deoxysteroid-Dehydrogenase, MR = Mineralokortikoidrezep-
tor, ENaC = epithelialer Natriumkanal, AGTR1 = Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1, CaV1.2= L-Typ Kalziumkanal, BKCa =
“big conductance” kalziumaktivierter Kaliumkanal, TRPV4 = ,transient receptor potential” (TRP)-Kanal 4 der Vanil-
loidrezeptor-ahnlichen Subfamilie.

1.4.2.1.  Der Angiotensin-Il Rezeptor Typ 1 (AT1R)

Der Angiotensin-Il Rezeptor Typ 1 (ATiR, Gen: AGTR1) ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor,
welcher unter anderem Gg-vermittelt Gber eine Aktivierung der Phospholipase C und vermehrter
Bildung von IP3 Vasokonstriktion auslost (54). Eine Beziehung zwischen Aldosteron und der
AGTR1-Expression konnte bereits 1985 in einem Zellkulturmodell gezeigt werden (55). In den
VSMC kann der MR Uber den AGTR1 aktiviert werden (56). AGTR1 scheint mittelbar Gber MR-
Aktivierung negativ reguliert zu werden: MR erniedrigt die Promoteraktivitat von miRNA-155,
welche wiederum die Expression von Agtrla und Agtrlb (die beiden Maus-Isoformen des AT1R)
reduziert (33).

1.4.2.2.  Der epitheliale Natriumkanal

Der epitheliale Natriumkanal (eNaC) ist ein Transmembrankanal, welcher Natrium in dem Sam-
melrohr der Niere in die Zelle transportiert und somit die Homdostase beeinflusst. Klassischer-
weise sorgt ein erhohter Aldosteronspiegel in der Niere, Gber die Aktivierung des MR, zu einer
gesteigerten Dichte dieser Kanale (57). Die Untereinheiten a, B und y bilden den Kanal als ein
Herterotrimer (58). Eine genetische Veranderung der B- oder y-Untereinheit flhrt zu einer Stei-
gerung der ENaC-Aktivitat, welche sich klinisch mit einer Hypertonie duBert (59, 60). Zuséatzlich
gibt es die 5-Untereinheit, welche in Endothelzellen nachgewiesen wurde. Sie scheint unter dem
Einfluss von Angiotensin-Il zu stehen (61). In in vivo und ex vitro Endothelzellen konnte ein for-
dernder Einfluss von Aldosteron tGber den MR auf die eNaC-Kanalexpression beobachtet werden,
der zu einer erhohten Gefalsteifigkeit fihrte (62).

Der Nachweis des Kanals in den VSMC erfolgte in den 2000er Jahren (63). In den glatten Gefali-
muskelzellen wird eine Funktion des Kanals als Mechanosensor in der Regulation des myogenen
Tonus postuliert (64—66). Wobei hier vor allem die B-Untereinheit eine Rolle zu spielen scheint
(67, 68). Es fehlen zu diesem Thema vertiefende Untersuchungen welche erdrtern, ob und wie



der MR den ENaC in den VSMC férdert und welche Rolle das Zusammenspiel von Endothel- und
Muskelzellen hat (69).

1.4.2.3. Der TRP-Kanal 4 der Vanilloid-Subfamilie

Der TRP-Kanal 4 der Vanilloid-Subfamilie (TRPV4) gehort zu der Familie der transient receptor
potential-lonenkanale, welche fir Kationen durchldssig sind. Insgesamt gibt es sechs Klassen
TRPC, TRPV, TRPM, TRPML, TRPP und TRPA1, welche alle aus sechs Transmembrandomanen
aufgebaut sind (70). In dem GefaRsystem wird seine Funktion in der Regulation des vaskularen
Tonus gesehen (71). Das Vorkommen des Kanals ist vielseitig und konnte auch in VSMC bestatigt
werden (72). Warme, Dehnung und Liganden kdnnen den Kanal aktivieren (73). In Folge der
TRPV4-Kanalaktivierung kommt wegen des Kalziumeinstroms zu Kalzium-Sparklets, welche den
Ryanodin Rezeptor (RyR) und daraufhin den kalziumaktivierten Kaliumkanal aktivieren (72).

Eine Beziehung zwischen der Expression von TRPV4 und Aldosteron wurde 2017 indirekt be-
schrieben. In einem Tierexperiment wurden Mause mit einer Kaliumdiat behandelt, welche zu
erhohten TRPV4 mRNA- und Proteinlevels in der Niere fihrte (74). Da Kalium die Aldosteronsyn-
these fordert, kann hier eine aldosteronvermittelte Wirkung vermutet werden. Diese These wird
gestltzt durch die Erkenntnisse von Diaz-Otero et al., welche eine MR-abhangige TRPV4-Expres-
sion in Blutgefallen von Mausen demonstrierten (75).

1.4.2.4. Der BKca -Kanal

Der kalziumaktivierte Kaliumkanal mit groRRer Leitfahigkeit (big conductance) (BKca -Kanal) be-
steht aus vier a- und vier B-Untereinheiten. Die a-Untereinheit hat je sechs Transmembrando-
manen, welche insgesamt die kaliumdurchlassige Poren formen (76). Je nach Gewebe ist der
Kanal aus unterschiedlichen B-Domanen (B1- B4) aufgebaut (77). Spannungsanderungen (78)
sowie Kalzium-Sparks durch den RyR (79) aktivieren den Kanal. Durch die Abnahme der intrazel-
luldren Kaliumkonzentration kommt es zur Hyperpolarisation der Zelle und dadurch zur Limitie-
rung des Kalziumanstiegs durch spannungsabhangige Kalziumkanale (80). Der BKc; ist somit an
der Regulation des vaskularen Tonus der BlutgefaRe beteiligt (81).

Die Beziehung zwischen Aldosteron und dem BKca wurden 2005 in einem experimentellen
Mause-knock-out Modell von Sausbier et al. aufgezeigt. Die BKca knock-out Mause zeigten einen
erhohten Aldosteronspiegel und waren hypertensiv (82). Ambroisine et al. konnten eine umge-
kehrte Relation demonstrieren. Eine erhdhte A-Konzentration flhrte dort in Abhangigkeit von
dem MR zu einer Abnahme der BKca-mRNA in den VSMC von Ratten (83).



1.5. Vasorelaxierende endotheliale Faktoren

Das Endothel steht als gefalRauskleidende Zellschicht zwischen den VSMC und dem GefaRlumen.
Es Gbernimmt neben der Aufgabe als Barriere zwischen dem Blutvolumen und den Muskelzellen
auch wichtige andere Funktionen. Diese betreffen Entziindungsreaktionen, Wachstum, Blutge-
rinnung und die Beeinflussung der GefaRkontraktion. Die auf die GefdalRkontraktion Einfluss neh-
menden Substanzen wirken parakrin und kénnen in drei Gruppen aufgeteilt. Erstens das von der
Stickstoffmonoxid-Synthese produzierte NO (84). Zweitens das von der Cyclooxygenase aus der
Arachidonsdure gebildeten Prostaglandine |, und drittens die von Cytochrom-P450 Enzymen,
ebenfalls aus der Arachidonsdure gebildeten Epoxyeicosatriensauren (EETs) (85). Die dritte
Gruppe wurden in den 90er Jahren den endothelium derived hyperpolarisation factors (EDHF)
zugeordnet (86).

1.5.1. Epoxyeicosatriensauren

Die Arachidonsaure ist in den Membranphospholipiden an zweiter Position eingebaut und wird
durch cytosolische Phospholipasen A; abgespalten. Je nach Enzym kdnnen aus der Arachidon-
sdure unterschiedliche Derivate entstehen. Durch Cyclooxygenasen die Prostacycline, Prostag-
landine und Thromboxane; durch Lipoxygenasen werden Leukotriene und Lipoxine gebildet;
durch die Cytochrom P450-Enzyme die EETs sowie die Hydroxyeicosatriensauren (87). Stimuli
fr die EET-Synthese in Endothelzellen sind Acethylcholin, Bradykinin und die Wandschubspan-
nung (shear stress) (85, 88).

Es werden die vier Regioisomere 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET und 14,15-EET unterschieden, wo-
bei11,12- und 14,15-EET Uberwiegen (87). EETs werden im Blutgefal vor allem in Endothelzellen
durch CYP-Epoxygenasen gebildet. In glatten GefalRmuskelzellen dominieren CYP-Hydrolasen,
welche die Hydroxyeicosartiensauren bilden (89). Die vasodilatationsfordernde Wirkung von
11,12- und 14,15-EET auf die VSMC entsteht Gber unterschiedliche Signalwege. Zum einen Akti-
vieren EETS die BKca-Kanéle in der Membran der Muskelzellen (90, 91). Hierbei spielt auch der
TRPV4-Kanal mit der Generierung von Kalzium-sparklets und der Aktivierung von Ryanodinre-
zeptoren eine wichtige Rolle (72). Dieser Kanal wird ebenfalls von den EETs aktiviert (91, 92). Ein
anderer Signalweg ist die Ubertragung von der in der Endothelzelle generierten Spannungsab-
nahme Uber Gap-Junctions. Diese setzt die Offnungswahrscheinlichkeit der spannungsabhangi-
gen Kalziumkanale in der Zellmembran der Muskelzellen herab. (93) Ein dritter Signalweg stellt
die Deaktivierung der Phospholipase C durch die EETs dar, wodurch weniger Inositoltrisphosphat
(IP3) der Zelle zur Verfligung steht (94). Dies fuhrt zu einer Abnahme der Kontraktion der
Muskelzelle. Alle beschriebenen Effekte fiihren auf unterschiedlichen Wegen zu einer Abnahme
der Muskelkontraktion, was sich in den BlutgefdBen schlussendlich in einer Vasodilatation
aulern kann.

Die |6sliche Epoxidhydrolase (sEH) und die mikrosomale, membrangebundene Epoxidhydrolase
(mEH) katalysieren die Umwandlung der EETs in Dihydroxyeicosatrienonsauren (DHETs). Wobei



14,15-EET das Hauptsubstrat fir die |6sliche Epoxidhydrolase ist. (87, 95) Den DHETs konnte bis-
her keine essentielle Aufgabe zugeordnet werden (96) und man nimmt allgemein an, dass es
sich um die inaktive Form der EETs handelt (97).

Abbildung 3: Wirkung von EETs auf die
VSMC: EETs werden in den Endothelzellen
Bradykinin | Shear Strass lber Cytochrom P450 aus Arachidonsdure
gebildet. Auslésender Faktor kénnen z. B.
das Peptidhormon Bradykinin, der Neuro-

/ f"@ \ transmitter  Acetylcholin  oder  Wand-

Acetylcholin

Epoxid- Endothelzelle schubspannung (shear stress) durch den
hydrolasen CYPAS0 Blutstrom sein. Durch die Epoxidhydrolasen
werden EETs in DHETs umgewandelt. ETTs

kénnen den nichtselektiven Kationenkanal

@ TRPV4 in VSMC aktivieren, welcher durch

seinen Kalziumeinstrom fiir RyR-aktivie-

/ rende Kalzium sparklets sorgt. Diese wiede-
rum aktivieren den BKCa -Kanal. Dadurch

AN

kommt es zu einer Hyperpolarisation der
) Zelle und einer Reduktion des (sonst bestén-
"

CaCa\ﬂ.z dig stattfindenden) Kalziumeinstroms durch

K+ X CaZt
TRPV4
BKca m i " spannungsabhdngige Kalziumkandle. Diese

- ‘
Q spannungsabhéngigen Kandle werden auch

_,_{::iﬁ' durch die Ubertragung von hyperpolarisie-
— renden Strémen (ber Gap Junctions ge-

RyR 'T
» Verminderte hemmt. Auf einem dritten Weg inhibieren
Kontraktion EETs die Phospholipase C, wodurch die
glatte Muskelzelle relaxiert. AA = Arachidon-
sdure, BKca = kalziumgesteuerter Kaliumka-
nal mit grofer Leitfdhigkeit, Ca2+ = Kalzium,
CYP P450 = Cytochrom P450, DHET = Dihyd-
‘ roeicosatrienonsdure; EET = Epo-
) xyeicosatrienséuren, GJ = Gap Junction;
Relaxation RyR= Ryanodin Rezeptor, TRPV4 = TRP- Ka-
nal 4 der Vanilloidrezeptor-dhnlichen Subfa-
milie. (Abbildung nach (85, 93, 94)).

glatte Gefdmuskelzelle

1.5.2. Epoxyeicosatriensauren und der primarere Hyperaldosteronismus

Der Zusammenhang zwischen einer erhohten Aldosteronkonzentration und den Epo-
xyeicosatriensduren ist weitestgehend unerforscht. Es gibt Untersuchungen zu sEH-Inhibitoren
(sEHI) und EETs im Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen, welche fiir den PHA von
Bedeutung sind. Veranderungen der EET-Synthese haben Auswirkungen auf das Herzkreis-
laufsystem. Das zeigte sich am Beispiel von Polymorphismen der sEH, welche mit einem erhoh-
ten Risiko fur kardiovaskuladre Erkrankungen einher geht (98, 99).

Nachdem eine Reduktion des Blutdrucks durch die Injektion von sEHI an hypertensiven Ratten
demonstriert wurde (100), folgten weitere Untersuchungen in diesem Bereich (101, 102). Eine
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Patientenstudie untersuchte den Zusammenhang von EETs und koronarer Herzkrankheit. Es
zeigte sich dass ein erniedrigtes Level von zirkulierenden EET-Metaboliten statistisch mit der ko-
ronarer Herzkrankheit in Verbindung steht (103). Inhibition der |6slichen Epoxidhydrolase kdnn-
ten demnach einen therapeutischen Nutzen bei Erkrankungen des BlutgefaRsystems haben
(104).

Zu dem Effekt von Hyperaldosteronismus auf zirkulierende EETs gibt es eine Studie, welche un-
tersuchte ob PHA-Patienten im Vergleich zu essenziellen Hypertonikern veranderte 14,15-DHET-
Konzentrationen aufweisen. Die Konzentration von 14,15-DHET war bei PHA-Patienten erhoht.
(105) Die erhbhte DHET-Konzentration deutet auf einen vermehrten Abbau der EETs bei PHA
hin. Ratten, welche mit Desoxycorticosteronacetat, einer Vorstufe von A, und Salz hypertonisch
wurden, zeigten nach sEHI-Behandlung keinen weiteren Anstieg der Hypertonie (106).
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Dissertation war es, die Expression ausgewdhlter Gene der GefaRmuskelzelle nach
Aldosteron-Exzess in einem Zellkulturmodell zu untersuchen. Daflr wurden die Zellen experi-
mentellen Bedingungen ausgesetzt, welche schrittweise komplexer wurden, um der physiologi-
schen Situation so nah wie moglich zu kommen. Die Expressionsanderungen wurden mittels
gPCR detektiert und statistisch ausgewertet. Durch eine Rezeptorblockade des MR mittels
Eplerenon wurde die Wirkung von Aldosteron Uber diesen Rezeptor antagonisiert mit dem Ziel,
den Anteil der MR-Effekte zu demaskieren. Als Teilfrage wurde untersucht, ob Hydrocortison
synergistisch zu Aldosteron genomische, MR-vermittelte Effekte auf die Zellen auslbt, oder ob
die 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 die Wirkung tGber den MR verhindert. Der Physi-
ologie der Zellen nachempfunden konkurrieren demnach in dem gewahlten Zellkulturmodell
Hydrocortison und Aldosteron um den MR.

Es wurden drei bisher ungeklarte pathophysiologische Zusammenhange untersucht: erstens ob
es aldosteroninduziert zu einem glattmuskuldaren Phanotypen-Switch kommt, zweitens ob die
Genexpression fir MR-Selektivitatsfilter (118-HSD1 und 11B-HSD2) durch Aldosteron beeinflusst
werden, drittens in welcher Form die Zugabe von 14,15-EET Potential aufweist, aldosteronindu-
zierte Expressionsanderungen in der GefdBmuskelzelle zu revidieren. Die Zielstrukturen hierfir
wurden zuvor durch intensive Literaturrecherche ausgewahlt. Wurde experimentell ein poten-
zieller Marker flr die genomische Veranderung gefunden, sollte dies auch auf Proteinebene be-
statigt werden.

Funktionell sollte Uberprift werden, ob die Wirkung von durch das Endothel sezernierten
Eicosanoiden, in diesem Fall 14,15-EET, durch Aldosteron beeinflusst wird. Daflir diente die Mes-
sung der intrazellularen Kalziumkonzentration nach Zugabe von 14,15-EET.
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3. Methoden und Material

3.1. Methoden

Flr die Durchfiihrung der Experimente standen die Raumlichkeiten der endokrinologischen For-
schung in der Ziemssenstralle 1, in Mlnchen, unter der Leitung von Prof. Dr. Martin Reincke zur
Verfugung. Zusatzlich wurden mit freundlicher Erlaubnis von Prof. Dr. Michael Mederos y
Schnitzler Rdumlichkeiten des Walther Straub-Institutes fir die Experimente genutzt.

3.1.1. Zellkultur

Glatte Muskelzellen aus humanen Koronararterien gesunder Spender (Katalognummer CC-2583,
Lonza, Basel, Schweiz) dienen als Basis fur alle Experimente. Nach einer ersten Proliferations-
phase werden jeweils etwa 500 000 Zellen pro Gefal im Stickstofftank untergebracht, um stets
in einer niedrigen Passage vorratig zu sein. Die Behandlung der Zellen erfolgt nach dem Protokoll
der Firma Lonza. Das Basalmedium der Firma Lonza wird nach Gebrauchsanweisung mit huma-
nem epidermalem Wachstumsfaktor, Insulin, humanem Fibroblasten Wachstumsfaktor-Beta,
fetalem Kalberserum sowie Gentamicin/Amphotericin-B supplementiert. Alle zwei bis drei Tage
erfolgt ein Austausch des Mediums. Nach sieben bis zehn Tagen werden die Zellen in Subkultu-
ren aufgeteilt. Die Pufferlosung 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES)
und Trypsin-Neutralisationslosung werden im weiteren Verlauf durch Dulbecco's Phosphatge-
pufferte Salzlésung substituiert. Die Anzucht der Zellen findet in Kulturflaschen mit einer Grund-
flache von 75 cm? statt und die Zellen werden im Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C
einem CO2-Gehalt von 5%, einem 02-Gehalt von 95 % und einer relativen Feuchtigkeit von 96%
gehalten. Fur die Experimente finden stets Zellen der Passage 3 bis 7 Verwendung.

Im Folgenden wird auf die drei unterschiedlichen Behandlungen der Zellen in Vorbereitung auf
die Experimente fur RT-qPCR, Western-Blot und Kalzium-Bildgebung eingegangen.
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3.1.1.1.

Behandlung der Zellen fir die gPCR

Flr die RT-qgPCR werden die Zellen in Multiwellplatten ausgesat. Nachdem die Zellen mindestens
24 Stunden an der Plattenoberflache adharieren konnen und die Zelldichte bei 80 % liegt, wird
eine zehnstlindige Serum starvation begonnen.

AnschlieRend folgt die 24- oder 48-stlindige Behandlung der Zellen mit Basalmedium und fol-

genden

L 0 N o Uk W N

T e T e o e S S N ST T
O 00 N o U B W N - O

Zusatzen:

DMSO

Aldosteron (A) 100 nM

A 100 nM + Eplerenon (Ep) 2 uM
A10 nM

A10nM +Ep 2 uM

DMSO + F 140 nM

Hydrocortison (F) 140 nM + A 1nM
F140nM+A1nM+Ep2uM
PDGF-BB 10 ng/ml

.DMSO + F 140 nM + 14,15-EET 1 uM

.F140nM+A 1nM + 14,15-EET 1 uM

. DMSO + F 140 nM + 14,15-EET 1 pM + EE-5(Z) 10 pM
.F140 nM + A 1 nM + Mifepriston (RU486) 1 uM
.F140nM+A1nM+Ep2 uM + RU486 1 uM
AInNM+EplnM

A1nM+Ep 2 uM + RU486 1 uM

.A1nM +Ru486 1 uM

.DMSO + F 140 nM + RU486 1 uM

.DMSO + F 140 nM + Ep 2 uM + RU486 1uM

In den Gruppen 13 bis 19 erfolgt im Voraus eine 30-minltige Behandlung mit dem GR-Antagonist

RU486

(Mifepriston).
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3.1.1.2.  Behandlung der Zellen fir den Western-Blot

Die Zellen werden in 10 cm? Kulturplatten ausgesat. Bei einer Konfluenz von 80 % wird eine
zehnstlndige Serum starvation mit dem reinen Basalmedium durchgefihrt. Die Behandlung be-
stand aus drei unterschiedlichen Substanzmischungen, entsprechend der Punkte 6. bis 8., wel-
che unter 0 beschrieben sind. Die Behandlung dauert jeweils 48 Stunden.

3.1.1.3.  Behandlung der Zellen fir die Kalzium-Bildgebung

Die Zellen werden in Multiwell-Platten ausgesat. Zusatzlich wird in jedes ,, well“ eine 24 mm Glas-
scheibe eingelegt, auf welcher die Zellen adharent wachsen. Bei einer Konfluenz von etwa 60 %
folgt eine Serum starvation von 4 Stunden. Aufgrund der langen zeitlichen Erstreckung der Kal-
ziumexperimente wird hier von den 10 Stunden abgewichen. Danach erfolgt die Behandlung fir
48 Stunden mit den Substanzen:

1. DMSO + F 140 nM
2. F140nM + A 1nM
3. F140nM+A1nM+Ep2uM

3.1.2. Molekularbiologische Verfahren

3.1.2.1.  gPCR

Die Real-Time Reverse Transkription Polymerase-Kettenreaktion (gPCR) setzt sich aus drei auf-
einanderfolgenden Verfahren zusammen. Nach der Umwandlung von RNA in cDNA folgt die Ver-
vielfaltigung der cDNA, woraufhin die Amplifikate der PCR in Echtzeit detektiert und quantifiziert
werden kénnen(107).

Prinzip der gPCR

Die PCR dient dem Nachweis von spezifischen Nukleinsdure-Bereichen. Daflir bendtigt man pas-
sende Oligonukleotidprimer, die Ziel-DNA (Template), eine thermostabile DNA-Polymerase und
Nukleotide. Die Reaktion wird Uber spezifische Termperaturabfolgen wie folgt gesteuert:

Tabelle 1: Aufbau der Temperaturwechsel bei der RT-gPCR

Temperatur Zeit Zyklus
Aktivierung der Po- 95 °C 30s 1x
lymerase
Denaturierung 95 °C 15s } 55x
Extension 60 °C 20s
Ende 4°C oo
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Flr den Einsatz der DNA-Polymerase gibt es verschiedene Moglichkeiten. Neben der Verwen-
dung von unspezifischen Farbstoffen (zB. SYBR® Green) kann man auch sondenspezifisch Nukle-
insauren nachweisen. Das hier verwendete Sondendesign arbeitete Uber eine Hydrolysesonde
mit dem Namen TagMan®. Dabei handelt es sich um eine thermostabile DNA-Polymerase, wel-
che aus dem Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde (108). Mit dem Fluoreszenzfarbstoff
6-FAM-phosphoramidit konnten in Echtzeit die Fluorophor markierten sequenzspezifischen Son-
den gemessen werden. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Expression des Zielgens zu der
Expression eines Referenzgens und der negativen Kontrolle normalisiert. Mit der vergleichenden
,delta-delta Cr“-Methode wurde die relative Veranderung der Genexpression festgestellt (109).
Hierbei wurde zunachst der Cr-Wert des Referenzgens von dem Cr-Wert des untersuchten Ziel-
gens subtrahiert und anschlieRend der A-Cr-Wert einer Kontrollbehandlung abgezogen (110).

Mathematisch ladsst sich dies in folgendem Term zusammenfassen:

Formel 1

Z—AACT

Die Herleitung fir diesen Termin beginnt ausgehend von der Formel, welche die exponentielle
Amplifikation der PCR beschreibt:

Formel 2

Xn = Xo X (1 + Ey)p

X, =Anzahl der cDNA-Molekile von Zielgen X beim
PCR-Zyklus n

Xop = Urspringliche Anzahl der cDNA-Molekile von
Zielgen X

E, = Effizienz der PCR auf Zielgen X

n = Anzahl der PCR-Zyklen

Bei Integration des Cr-Wertes, welcher die Anzahl der Zyklen widerspiegelt, welche zum Errei-
chen des Fluoreszenzniveaus notig sind, ergibt sich folgende Formel:

Formel 3

Xt =Xo X (1 + E)°Tx =Ky

Xt =Anzahl der Molekile des Zielgens bei Erreichen
des Fluoreszenzniveaus (Threshold)

Crx =Anzahl der notwendigen PCR-Zyklen auf Zielgen X
zum Erreichen des Fluoreszenzniveaus (threshold
cycle fir X)

K, =Konstante

Flr die endogene Kontrolle ergibt sich die Formel:
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Formel 4
RT = RO X (1 + ER)CT,R = KR

Rt = Anzahl der cDNA-Molekile von Referenzgen R
beim bei Erreichen des Fluoreszenzniveaus
(Threshold)

Ry = Urspringliche Anzahl der cDNA-Molekile von Re-
ferenzgen R

Er = Effizienz der PCR auf Referenzgen R

Crr =Anzahl der notwendigen PCR-Zyklen auf Refe-
renzgen R zum Erreichen des Fluoreszenzniveaus
(threshold cycle fir R)

Kr =Konstante

Wenn man Xt durch Ry dividiert erhalt man:

Formel 5

Xp  Xo X (1 + E)T* Ky

L - =K
Rr Rox(1 + Ep)ey,  Kr

Die Werte Xt und R sind von verschiedenen Faktoren abhangig, und missen nicht unbedingt
Eins entsprechen. Wenn man annimmt, dass Ziel- und Referenz-Amplifikation identisch sind
(Ex = Eg = E) kommt man zur nachsten Formel:

Formel 6

Xy X (1 + E)ACr =K

Xn - XO/RO' Auf Referenzgen R normalisierte Expression des Zielgens X

ACy =Crpx — Cpp, Differenz des Threshold cycles fur Ziel- und Referenzgen

Diese Formel kann umgeformt werden zu:
Formel 7
Xy =Kx (1 + E)™4Cr

Zum Schluss wird Xy fur jede experimentelle Probe (q) durch Xy einer Kontrollprobe (cb) ge-
teilt:

Formel 8

Xng  Kx (1 + E)~4Cra
Xneo KX (1 + E)-ACrcb

= (1 + E)"44¢r

Wobei:

AACT = ACT,q - ACT,Cb
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Bei der Annahme von einer Effizienz gleich oder nahezu Eins, ergibt sich fur ein Zielgen, norma-
lisiert auf die endogene Kontrolle und relativ zur Kontrollbehandlung:

Formel 9
Relative Expression eines Zielgens = 274ACr

((109))

Fir die Auswahl der Referenzgene wird eine Vorauswahl von sechs Genen getroffen. Unter die-
sen werden die zwei stabilsten Referenzgene fur die Versuchsreihe mittels relativer Quantifizie-
rung bestimmt. Zur Berechnung dient das Programm Normfinder (111). Hierbei werden die Va-
riation der Gene innerhalb der untersuchten Gruppen sowie ihre Stabilitdt zwischen den Grup-
pen beurteilt und als Stabilitdts-Wert ausgedriickt. Je kleiner der Stabilitatswert desto geringer
die Abweichung in den Gruppen und auch zwischen den Gruppen; daher ist ein kleiner Wert
optimal. Mittels des zur Verfligung gestellten Excel-Tools wird Gber mehrere Zwischenschritte
der Stabilitatswert errechnet.

Jedes Gen wird in mindestens drei unabhangigen RT-gPCR Durchgangen erfasst. Dabei werden
die Einzelergebnisse als Mittelwert zusammengefasst und mit Standardfehler des Mittelwertes
aus der Anzahl (n) von Experimenten angegeben (SEM).

Die Uberpriifung von signifikanten Unterschieden erfolgt im Programm GraphPad Prism (Version
3.02, 2000) mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One-way-ANOVA) und falls dieser positiv aus-
fallt, auch mit einem post-hoc-Test. Dazu dient der Tukey-Test, der Test nach Sidak oder nach
Dunnett. P-Werte < 0,05 werden als signifikant angesehen.

Praktische Anwendung:

Behandlung der Zellen (siehe: Behandlung der Zellen fur die RT-gPCR)

Basalmedium entfernen

- Zellgefélle mit 1 ml DPBS waschen

- Mechanische Entfernung der Zellen unter Zugabe von 1 ml DPBS mittels Zellschabern
- Zellenin Pufferlésung in 1,5 ml Mikroreaktionsgefals sammeln

- 4-minitiges Zentrifugieren bei 3500 Umdrehungen pro Minute (rpm) und Raumtempe-
ratur

- Entfernung des Uberstands
- RNA Extraktion nach dem Protokoll des Maxwell® purification kit:

- 10 ul 1-Thioglycerol pro 0,5 ml Homogenisierungslosung ergibt die Thioglyce-
rol-Homogenisierungslosung
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- Pro Zellpellet werden 200 ul dieser Thioglycerol-Homogenisierungslosung
hinzugeflgt

- Nach grindlichem vortexen Zellen auf Eis legen
- Zugabe von 200 pl Lysis-Puffer und 25 ul Proteinase-K pro Probe
- Vortexen fur 15 Sekunden
- 10-mindtige Lagerung der so vorbereiteten Proben bei Raumtemperatur
- Vorbereitung der Kammern
- Beladen der Kammern nach dem vorgegebenen Pipettiermuster
- Starten des Programms zur Aufreinigung der Nukleinsduren
- Messung der RNA-Konzentration mittels Nano-Drop
- Reverse Transkription:

- Je 100 ng RNA werden mittels des Protokolls GoScript™ in cDNA umgeschrie-
ben

- Hinzugabe von GoScript™-Reverse Transcrition-Mix bestehend aus je: 4 ul
GoScript™ Reaktion Puffer, Oligo(dT); 2 ul GoScript™ Enzym Mix ; 4 ul Nukle-
ase freiem Wasser; der RNA-Probe und je nach Konzentration der RNA-Probe
weiteres Nuklease freies Wasser

- Starten des Programms zur Konvertierung von RNA in cDNA (25 °C fir 5 Mi-
nuten, 42 °C fir 60 Minuten, 70 °C fir 15 Minuten und ein Halten auf 4 °C)

- Gewonnene cDNA wird 1:20 oder 1:10 mit Nuklease freiem Wasser verdinnt und bei -
20 °C gelagert

- Herstellung des Super-Mix fir die RT-gPCR: je cDNA-Probe werden 10 ul ,,iTag universal
super mix“ mit 8 ul Nuklease-freiem Wasser und 1 ul TagMan-Gensonden gemischt

- Je 19 ul dieser vorbereiteten Flissigkeit wird in ein ,well”“ der gekihlten 96-Well-Platte
gebracht

- Hinzugabe von 1 ul cDNA zu den so vorbereiteten , wells”

- Pro ,well“wurde auch eine Negativ-Kontrolle mit 1 pl Nuklease-freiem Wasser durchge-
fahrt

- Verschluss der Platte mit Schutzfolie

- Zentrifugieren bei 900 rpm fir 2 Minuten

Getestete Gene:

Tabelle 2: Aufzahlung aller verwendeten Tag-Man-Proben von Thermo Fisher Scientific

19



Gen

Bestellnummer

AmplifikationsgroRe

TagMan-Proben

Typ

O 0NV A WN R

N NRRRRRRRRR R
R oV NOO®U A WNRO

Mittels des Programms Quant Studio™ wird die PCR-Maschine bedient.

3.1.2.2.

EIF2B1
ELF1
PPIA
HPRT1
YWHAZ
GAPDH
ACTA2
MKI67
SPP1
TRPV4
EPHX1
EPHX2
EPHX3
KNCMA1
SCNN1A
MYH11
NR3C2
HSD11B1
HSC11B2
CACNA1C
AGTR1

Western-Blot

Hs00426752_m1
Hs00152844_m1
Hs99999904_m1
Hs99999909 m1
Hs00237047_m1
Hs00266705_g1

Hs05005341_m1
Hs01032437_m1
Hs00959010_m1
Hs01099348_m1
Hs01116806_m1
Hs00932316_m1
Hs00227184_m1
Hs01119504_m1
Hs00168906_m1
Hs00975796_m1
Hs01031809_m1
Hs01547870_m1
Hs00388669_m1
Hs00167681_m1
Hs01096941 m1

75 Basenpaare
76 Basenpaare
98 Basenpaare
100 Basenpaare
70 Basenpaare
74 Basenpaare
83 Basenpaare
77 Basenpaare
84 Basenpaare
65 Basenpaare
61 Basenpaare
59 Basenpaare
80 Basenpaare
75 Basenpaare
63 Basenpaare
53 Basenpaare
68 Basenpaare
67 Basenpaare
50 Basenpaare
103 Basenpaare
129 Basenpaare

FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
FAM, MGB
Fam, MGB

Das Western-Blot dient dem Nachweis von Proteinen auf einer Tragermembran. Nach dem Pro-
teintransfer, in diesem Fall mittels Elektrophorese, folgt die die Blockierung freier Proteine auf
einer Membran. Im Anschluss findet die Detektion der Zielproteine mittels spezifischer Antikor-
per statt.

Praktische Anwendung:

Behandlung der Zellen (siehe: Behandlung der Zellen fir den Western-Blot)

Basalmedium entfernen

ZellgefalRe mit 3 ml DPBS waschen

Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) und Proteinase-Inhibitor in dem Verhalt-

nis 1:25 werden vermischt und je 200 ul dem Zellgefald zugegeben

Mechanische Entfernung der Zellen mittels Zellschabern
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Zellen in 1,5 Mikroreaktionsgefallen sammeln

Homogenisierung bei 4 °C

Zentrifugieren zur Trennung von Zellen und Proteinen fir 15 min bei 15 000 rpm und 4°C
Uberstand in ein neues MikroreaktionsgefaR tiberfithren

Individuelle Proteinkonzentration mittels Pierce™ BCA Protein Assay bestimmen:

- Spektophotometrische Quantifizierung des Proteins mittels Mikrotitierplatten-
Lesegerat (Fluostar Omega BMG Labtech, Software Version 511.R3)

- Auswertung Uber eine Verdinnungsreihe bekannter Proteinkonzentrationen mit
dem Programm Omega Data Analysis —Version Mars 3.31 BMG Labtech

Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekllmasse mittels Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese:

- Lammli-Puffer mit B-Mercaptoethanol mischen (5 %)

- Proteine in einer Konzentration von 20 pg/ul mit 5 bis 10 ul des zweifachen
Lammli-Puffers mischen und fir 5 min bei 95 °C und 300 rpm im Eppendorf

Thermomixer compact vermischen, um eine lineare Proteinstruktur zu erhalten

- Bei 15000 rpm und 4 °C die Proben zentrifugieren, um das Kondenswasser abzu-
fangen

- MINI-Protean® TGX Gels in die vorgesehene Halterung des Mini-Protean Tetra
Systems einbringen

- Kamm und den Klebestreifen am Boden des Gels entfernen

- Elektrophorese-Puffer (80 ml 10-facher Elektrophorese Puffer mit 720 ml H,0)
hinzuflgen

- Gelkammern mit den vorbereiteten Proteinproben und dem Kaleidoskop-Stan-
dard beflllen

- Eine Spannungsquelle (80 Volt fur 5 - 10 Minuten und 120 Volt fur 30 - 60 Minu-
ten) anschlieRen

Ubertragung der Proteine von dem Gel auf die zuvor in Methanol eingelegte Polyvinyli-
dendifluorid-Membran in einem Semi-Dry Blot System

Blockierung der freien Bindungsstellen auf der PVDF-Membran mit entfettetem Milch-
protein (5 % Milchpulver in Tris-buffered saline with Tween20 (TBS-T)) fir eine Stunde

dreifaches Waschen mit TBS-T

Inkubation mit einem monoklonalen anti-KCNMAZ1-Antikorper fir 24- 48 Stunden bei 4
°C, welcher in einer Konzentration von 1:500 in 5 % bovinem Serumalbumin (BSA) und
TBS-T geldst wurde
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- Entfernung unspezifisch gebundene Antikdrper mit dreifachem Waschen in TBS-
T

- Der Sekundarantikorper (ECL-anti-mouse 1 : 5000) fir eine Stunde der Membran
hinzuflgen

- Dreifaches Waschen der Membran in TBS-T
- Hinzugabe von Detection Reagent (1:1 Detection Reagent 1 und 2)

- Proteine kénnen nun in dem Molekular Imager ChemiDoc™ XRS mit der Image
Lab™ Software sichtbar gemacht werden

- Ladekontrolle mit B-Aktin (1 : 5000)
- Inkubation Uber Nacht bei 4 °C in B-Aktin 1:5000 in 5 % BSA, geldst in TBS-T

- Entfernung unspezifisch gebundene Antikdrper mit dreifachem Waschen in TBS-
.

- Sekundarantikérper (ECL-anti-mouse 1 : 5000 in 2,5 % Milch-TBST) fir eine
Stunde der Membran hinzufigen

- Dreifaches Waschen der Membran in TBS-T
- Hinzugabe von Detection Reagent

- Proteine kénnen in dem Molekular Imager ChemiDoc™ XRS mit der Image Lab™
Software sichtbar gemacht werden

- Analyse mit dem Programm ImagelJ 1.53e, National Institutes of Health, USA

Statistik:

Ein Vergleich zwischen den Western-Blots kann Uber die Normalisierung der Daten zu der Ladekontrolle
erreicht werden. Die Quantifizierung sieht zusatzlich den Abzug von Hintergrundsignalen vor.

3.1.2.3.  Kalzium-Bildgebung

Grundlagen der Kalzium-Bildgebung:

Die Kalziumkonzentration in den Zellen kann mittels Fura-2 AM, in Form einer ratiometrischen
Bildgebungsmikroskopie, gemessen werden. Dieses Verfahren wurde bereits 1985 von Grynkie-
wicz et al. veroffentlicht (112). Fura-2 AM ist ein Salizylaldehydderivat und kann in veresterter
Form gut in die Zellen diffundieren. In den Zellen werden die Estergruppen durch intrazellulare
Esterasen hydrolysiert. Der Farbstoff kann so nicht mehr aus der Zelle diffundieren. Fura-2 fun-
giert als kalziumsensitiver Fluoreszenzindikator. Bei der Bindung von Fura-2 mit Kalzium kommt
es zu einer Verschiebung der Fluoreszenzwellenldnge von 380 nm auf 340 nm (113). Durch das
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Verhiéltnis der Fluoreszenzintensitaten (R) bei einer Emission von 510 nm kann dann die intra-
zelluldare Kalziumkonzentration ermittelt werden.

Formel 10
R — Ry, I
[Ca’t] = K, x ( mm) X ( 38”) [mmol/l]
Rmax —R I380,b
((112))
[Ca?*] =intrazellulre Kalziumkonzentration
K, = Dissoziationskonstante von Fura-2 und Kalzium
Rpin =013
Rpax =9,722
I3g05 = Fluoreszenzintensitat des kalziumfreien Fura-2 bei 380 nm
I3g0p = Fluoreszenzintensitat des kalziumgebundenem Fura-2 bei 380 nm
Formel 11
I3go,f
— | =F=16,47
I3g0,p
Formel 12
cr X [Ca?*
K, = el g,
Ch

Die Zahlenwerte fur B, Kz, Riin Und Ry Wurden von dem Gastlabor experimentell ermittelt.

Nach Integration der Konstanten K, (Z:Z’;), Ryin, SOWie Ry, 4y sieht der Term folgenderma-
Ben aus: |
Formel 13
R-10,13

[Ca?*] = 264 x ( ) x 16,47 [mmol /1]

9,722 — R

Praktische Anwendung:

— Fura-2 AM wird in einer 5 uM Konzentration hergestellt und den Zellen hinzugeflgt

— Inkubation der Zellen bei 38 °C fir 10 Minuten
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— Als Versuchslésungen wird vorbereitet:
1. HEPES-Losung
2. HEPES - 14,15-EET-Lo6sung (1 uM)
— Waschen der Zellen mit HEPES

— Glasplatte mit den glatten Muskelzellen in einem fir das Mikroskop angepassten Visier-
ring fixieren

— Hinzugabe von HEPES um eine Austrocknung der Zellen zu verhindern
— Mikroskopierbereich mit Zellen auswahlen und einzelnen Zellen nummerieren

— Behandlung der Zellen mit den Versuchslosungen, jeweils im Wechsel zu einem Wasch-
schritt mit HEPES

Statistik:

Die maximale intrazelluldre Kalziumkonzentration wird fir jede markierte Zelle bestimmt und
in einem Box-Plot graphisch dargestellt. Es folgt ein Vergleich des Medians der basalen Kalzi-
umkonzentrationen und den maximalen Kalziumkonzentrationen, die sich auf Zugabe von
14,15-EET als sog. ,Peak” ausbilden.
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3.2. Material

3.2.1. Zellen

Tabelle 3: Material - Zellen

Material Hersteller Referenznummer
Humane vaskulare glatte Mus- | Lonza CC-2583
kelzellen der Koronararterie Lot: 0000317155
(CASMC)
3.2.2. Zellkultur
Tabelle 4: Material - Zellkultur
Material Hersteller Referenznummer
Inkubator Thermo Scientific BBD 6220
Hamacryptometer BIO-Rad Tc20 Automated Cell counter
Kulturflaschen Cellstar 658175
Basalmedium Lonza CC-3181
Growth Medium-2 Single Lonza CC-4149
Quots ™ Supplements and
Growth Factors Kit
ReagentPack Lonza CC-5034
Typsin/EDTA Lonza CC-5012
HEPES Lonza 50-5022
TNS (Trypsin neutralizing solu- | Lonza CC-5002
tion)
DPBS Gibco by life technologies 14190-094
6-well plates Cellstar, Greiner bio-one 657 160
10cm dish SARSTEDT TC-Schale 100, Stan- | 83.3902
dard
Eplerenon 10mg (2 mM in Tocris 2397
DMSO gelost)
Aldosteron 25mg (2 mM in Sigma Aldrich A9477-25MG
DMSO gelost)
DMSO Sigma Aldrich D8418-100ML
PDGF-BB Thermo Fischer, Gibco PHO0044
Hydrocortison Sigma Aldrich H0888-1b
14,15-EET Cayman 50651
14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-enoic Cayman 10004946
Acid
Mifepriston (RU-486) Thermofisher-invitrogen H110-01
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3.2.3. RNA-Extraktion

Tabelle 5: Material - RNA-Extraktion

Material Hersteller Referenznummer
DPBS Gibco by life technologies 14190-094
Cell-Scraper SARSTEDT Zellschaber 25cm 83.1830
Zentrifuge kleine Eppendorf Centrifuge 5424
Nano Drop Peqlab Nanodrop 1000
Maxwell-Kit Maxwell 16, Ref. AS1280
Proteinase K Thermofisher EO 0492 (Stocklosung
0,25mg/ml)
3.2.4. Reverse Transkriptase
Tabelle 6: Material - Reverse Transkriptase
Material Hersteller Referenznummer
GoScript Reaction Buffer, OI- Promega A2791
igo(dT)
Go Script Enzyme Mix Promega A5003
Thermo Cycler PeQlLab
3.2.5. gPCR
Tabelle 7: Material - PCR
Material Hersteller Referenznummer
ITaq universal super probes Bio-Rad 172-5134
mix
96-well-Platten Applied biosystems 4346907
Cover Applied bioscystems 4360954
NFW (Nukleasefreies Wasser) | Promega
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5804

Quant Studio 5 Real time PCR
system

Applied biosystems, Thermo Fi-
scher
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3.2.6. Proteinbehandlung und Western-Blot

Tabelle 8: Material - Protein/Western-Blot

Material Hersteller Referenznummer
DPBS Gibco by life technologies 14190-094
RIPA ThermoFisher Scientific 89900
Proteinase Inhibitor Cocktail cOmplete Tablets Easypack von | 04693116001
Tabletten Roche
Zellschaber SARSTEDT 83.1830
Zentrifuge klein Eppendorf Centrifuge 5424
BCA Thermo scientific Protein Assay | 23227, LOT 23227

Albumin Standard

Pierce™ BCA Protein Assay Re-
agent A REF

Pierce™ BCA Protein Assay Re-
agent B

96-well Plates

Laborschiittler

37°C Inkubator

Lammli-Puffer
B-Mercaptoethanol

Thermo Mixer

MINI-Protean® TGX
Elektrophorese Kammer
TBST-Puffer (Tris buffered sa-
line with Tween)

TBS (10 fold)

Tween 20

Milch-Pulver, Blotting grade,
pulv. fettarm

Trans-Blot Turbo

Transfer Stacks
PVDF-Membran

Molekular Imager ChemiDoc™
XRS+ with Image Lab™ Soft-
ware

Rabbit Anti-KCNMA1

ECL Anti-Rabbit

Mouse Anti-B-Actin Monoclo-
nal Anti Mouse clone AC-15
ECL Anti-mouse monoklonal
IgG HRP linked whole
Detection Reagent 1

Kit
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

KA Labortechnik

Haraeus Function line

Bio Rad

Promega

Eppendorf Thermomixer com-
pact

Bio Rad

Mini Protean Tetra Cell
Eigenherstellung: 100 ml TBS
(10 fold), 900 ml H20, 1 ml
Tween 20

12,1g Tris HCL (Tris —Hdrochlo-
rid >99,9% p.A. Roth
Nr.9090.2) + 80,23g NaCl
(Sodium Chloride Sigma
Nr:53014-1kg) auf 1Liter (ph=8)
Sigma-Aldrich

Roth

Bio Rad
Bio Rad
Bio Rad
Bio Rad

Alomone
GE Healthcare
Sigma-Aldrich

Amersham

GE Healthcare

23209, LOT SL258420
23228, LOT SI255195

1859079

KS 125 basic
161-0737
Z559A

456-1043

P2287
T145.2

LO02043A
LO02045A

APC-107
NA9340V
A5441

NA931V

Detection Reagenzl1 62,5 ml



Detection Reagent 2

3.2.7. Kalzium-Bildgebung

GE Healthcare

Tabelle 9: Materialauflistung - Kalzium-Bildgebung

Detection Reagenz2 62,5 ml

Material Hersteller Referenznummer
24mm Deckglaser neolab Stirke I, 24 mm @ 1-6290
Inkubator Heraeus cell
Phenylephrin Tocris 2838
HEPES Eigenherstellung: 140 mM
NaCl, 5,4 mM KCI, 1 mM MgCl,
10 mM HEPES, 10 mM Glukose,
2 mM CaClyx 2H,0, pH auf 7,4
mit Na OH, Sterilfilter: 0,2 um
BSA Sigma A3803-100G
14,15-EET Cayman 50651
Benutzerschnittstelle TILL-Vision, TILL Photonics
Mikroskop Olympus, 20 fach-Objektiv, aus- | IX71
geristet mit einem Polychrom
5 Monochromator
Fura-2, AM Invitrogen by Thermo Fisher F1201
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung der Referenzgene fir die RT-gPCR

Tabelle 10: Ergebnis Referenzgene RT-qPCR Runde 1 und 2, dargestellt als Stabilitdtswert (Uber die Software Norm-
finder ermittelt)

Gene Stabilitats-Wert
EIF2B1 0,076

ELF1 0,190

PPIA 0,079
HPRT1 0,103
YWHAZ 0,103
GAPDH 0,048

Die im Experiment gewonnene cDNA wurde in Triplikaten auf alle sechs Referenzgene getestet.
EIF2B1 und PPIA haben niedrige und nah beieinander liegende Werte von 0,076 und 0,079 und
wurden als Referenzgene ausgewahlt. Ab dem dritten RT-gPCR-Durchgang wurde F dem Me-
dium zugegeben. Wegen dieser neuen Behandlungsart wurden auch die Stabilitat der Referenz-
gene neu bestimmt.

Tabelle 11: Ergebnis der Bewertung der Referenzgene Runde 3 — 5, ausgedrickt als Stabilitatswert nach Normfin-
der

Gen Stabilitats-Wert
EIF2B1 0,364

ELF1 0,259

PPIA 0,011
HPRT1 0,043
YWHAZ 0,455
GAPDH 0,011

Die Gene PPIA und GAPDH zeigten beide den kleinsten Stabilitatswert von 0,011 und wurden fir
alle darauffolgenden Experimente verwendet.
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4.2. RT-gPCR Ergebnisse

4.2.1. Gliederung der Ergebnisdarstellung

1. Marker des Phanotypen-Switch:

Glattmuskulares a-Aktin Typ 2: ACTA2
Glattmuskulare schwere Kette von Myosin: MYH11
Proliferationsmarker ki-67: MKI67

Osteopontin: SPP1

a-Untereinheit des spannungsabhangigen Kalziumkanals: CACNA1C

2. Strukturen fur transkriptionelle Marker der MR vermittelten Signaltransduktion:

11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 und 2: HSD11B1 und HSD11B2
a-Untereinheit des epithelialen Natriumkanals: SCNN1A
Mineralokortikoidrezeptor: NR3C2

Angiotensin Il Rezeptor Typ 1: AGTR1

3. Signalkaskade der EETs:

Der TRP-Kanal 4 der Vanilloid-Subfamilie: TRPV4
Porenbildende Untereinheit des BKca-Kanals: KCNMA1

Membrangebundene und |6sliche Epoxidhydrolase: EPHX 1 und EPHX 2
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4.2.2. Ubersicht

Tabelle 12: Darstellung der zeitlichen Entwicklung des RT-gPCR Experimentdesigns und der damit verbundenen
Fragestellung. Zusatzlich eine kurze Skizzierung der Ergebnisse. A = Aldosteron; Ctrl. = Kontrolle; Ep = Eplerenon;
GR = Glukokortikoidrezeptor; F = Hydrocortison; h =Stunde; MR = Mineralokortikoidrezeptor; sEH = 16sliche
Epoxidhydrolase; SmBM = smooth muscle basal medium; SmMGM = smooth muscle growth medium; EET = Epo-
xyeicosatriensdure; PDGF-BB= Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); RU486 = Mifepriston; tend. = ten-

denziell; sig. = signifikant.

Durch- Gene Behandlungsart Behand- | Fragestellung Ergebnis
gang lungs-
dauer
1 ACTA2 Kontrolle und Behand- Welchen Ef- Es wurden keine sig-
MKI67 lungsmedien mit SMGM 3x24h | fekt hatte A nifikanten aldoste-
SPP1 e 100 nM A/+ und konnte ronvermittelten Ef-
TRPV4 Ep dieser mit Ep | fekte aufgedeckt.
e 10nMA/+ antagonisiert
Ep werden?
2 ACTA2 Wechsel zu serumfreiem Kénnen Un- ACTA2: 48 h>24nh
MKI67 Medium 10 h vor der Be- | 3x48 h | terschiedein | MKI67: keine Effekte
SPP1 handlung. der Expres- SPP1: keine Effekte
SCNN1A | Ctrl. und Behandlungs- sion einem SCNN1A: keine Ef-
NR3C2 medien mit SmBM. zeitlichen fekte
TRPV4 e 100nMA/+ Faktor zuge- | NR3C2: keine Effekte
KCNMA1 Ep ordnet wer- | TRPV4: keine Effekte
e 10nMA/+ den? Wel- KCNMA1: 10 nM A >
Ep chen Effekt 10nMA+Ep
hatte A und Aber: Zeitliche Ef-
konnte dieser | fekte kbnnen wegen
mit Ep anta- | gleichzeitiger Ande-
gonisiert wer- | rung der Vorbehand-
den? lung nicht eindeutig
bewertet werden.
3 ACTA2 Behandlung mit: Wie verhalt ACTA2:48 h>24h,
MYH11 e 1nMA 3x24h | sichdie Zelle | PDGF-BB vergleich-
MKI67 e fp 3x48h | mit der Co- bar
SPP1 e Neu:F Stimulation MYH11: keine Effekte
CACNA1C durch F? MKI67: 48h PDGF-BB
HSD11B1 Sind die Er- > alle weiteren Be-
HSD11B2 gebnisse der | handlungen
SCNN1A Aldosteron- SPP1: keine Effekte
NR3C2 behandlung CACNA1C: keine Ef-
AGTR1 vergleichbar | fekte
TRPV4 mit der HSD11B1: keine Ef-
KCNMA1 PDGF-BB-Be- | fekte
EPHX1 handlung? HD11B2: keine Ef-
EPHX2 fekte

SCNNAZ1: keine Ef-
fekte
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MYH11
SCNN1A
KCNMA1

MYH11
SPP1
KCNMA1

Behandlung mit:

1nMA

Ep

F

Neu: RU486

Behandlung mit:

1nMA

Ep

F

Neu: 14,15-
EET 1 uM
und 14,15-
EE-5(Z)-E 10
UM

3x48h

3x48h

Sind die Ef-
fekte MR-
oder GR-ver-
mittelt?

Welche Ef-
fekte sind zu
sehen, wenn
EETs zusatz-
lich zu A und
F der Zelle
zur Verfi-

gung stehen?

Kénnen die
Ergebnisse
von Runde 3
bestatigt
werden?

NR3C2:48 h > 24 h,
A vermutlich suppri-
mierend
AGTR1:nach48 h F >
A+F

TRPV4: 48 h > 24 h
KCNMA1:48 h > 24
h; F < DMSO

EPHX1: 24 h PDGF-BB
< alle weiteren Be-
handlungen nach 24
h

EPHX2:48 h>24 h
(bei PDGF-BB)
MYH11: keine Effekte
SCNNA1: keine Ef-
fekte

KCNMAZ1: F: RU486 >
Ep;
F+A:Ep+RU486 >
Ep oder RU486
MYH11: keine Effekte
SPP1: EET-Antagoni-
sierung -> Zunahme
der Expression
KCNMA1: EETs und A
reduzieren KCNMA1-
Expression
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4.2.2.1.

Marker des Phdanotypen-Switch

4.2.2.1.1. Glattmuskuldres a-Aktin Typ 2 - ACTA2

IACTA2-Expression unter 10 nM und 100 nM Aldosteron

A
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Abbildung 4: ACTA2-Expression unter 10 nM und 100 nM Aldosteron nach 24 h (A) nach 48 h (B) und einen Vergleich
beider Zeiten (C). Eine Serum starvation (S.s.) fand nur bei der 48-stiindigen Behandlung statt. Die Ergebnisse sind
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normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: EIF2B1 und PPIA und dargestellt in relativer Expression
zum Mittelwert der jeweiligen Kontrollbehandlung (Ctr. = DMSO) und zum Mittelwert der Kontrollbehandlung nach
24 h (Ctr. = DMSO) bei Abb. C. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es
zeigten sich keine signifikante Unterschiede innerhalb der Darstellung der einzelnen Behandlungszeiten (A,B). Es
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den 24-stiindigen Behandlungen und der Verdopplung der Behand-
lungszeit unter A 100 und A 10 (* = p < 0,05) (C). Signifikanz getestet mit One-way ANOVA und dem post-hoc Test
nach Tukey. A 100 = Aldosteron (100 nM); A 10 = Aldosteron (10 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); h =Stunden. n = 3.

Innerhalb der jeweiligen Zeitgruppen (A und B) liel’ sich kein Unterscheid in der ACTA2-Expres-
sion nachweisen.

Bei direktem Vergleich der Behandlungszeiten zeigte die Behandlung mit 100 nM A, sowie die
Gruppe mit 10 nM A eine signifikante Expressionssteigerung Uber die Zeit. Zusatzlich wurde mit
der langeren Behandlungszeit eine Serum starvation hinzugenommen. Unter Bericksichtigung
der in Abb. 5 dargestellten Ergebnisse, welche unter DMSO eine Verdopplung der Expression bei
verdoppelter Behandlungszeit zeigten, konnen der Serum starvation in Abb. 4 etwa eine 2 bis 3-
fache Expressionssteigerung zugerechnet werden. Wegen der gleichzeitigen Anderung von Be-
handlungszeit und Vorbehandlung kann hier aber keine konkrete Zuordnung der Effekte erfol-
gen.

Die Ergebnisse deuten auf eine Induktion des kontraktilen Phanotyps durch Serum starvation
und Verlangerung der Behandlungszeit hin.

IACTA2-Expression unter 1 nM Aldosteron

3- _ # §

M
1

relative Expression
(von DMSO 24 h)

Zeit (h)D 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
DMSO + + + +

F + + + + + +

Al + + + + + +

Ep + +

PDGF + +
n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Abbildung 5: ACTA2-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24- und 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss
an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der
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Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der 24-stlindigen
Kontrollbehandlung (24h DMSO). Alle Daten sind als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt.
Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Behandlungszeiten. Die Expressionen
waren nach 48 h signifikant erhoht innerhalb der DMSO-Behandlung (24 h vs 48 h, * = p < 0,05), der
Aldosteronbehandlung (24 h vs 48 h, # = p < 0,05), sowie der Behandlung mit Aldosteron und Hydrocortison (24 h
vs 48 h, § = p < 0,05) und jener mit PDGF (24 h vs 48 h, ++ = p < 0,01). Signifikanz getestet mittels One-way ANOVA
gefolgt von dem post-hoc Test nach Sidak. A 1 = Aldosteron 1 nM; Ep = Eplerenon 2 uM; F = Hydrocortison 140
nM; PDGF = PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden. n = 3.

Bei einer Aldosteronkonzentration von 1 nM und einer einheitlichen Vorbehandlung mittels Se-
rum starvation konnte die langere Behandlungszeit mit einer vermehrten ACTA2-Expression in
Verbindung gebracht werden. Die Behandlung mit PDGF-BB zeigte ein dhnliches Expressions-
muster wie die Ubrigen Behandlungen.

Es fiel zudem auf, dass vor allem die Behandlungen mit A (mit und ohne F) einen statistisch sig-
nifikanten Anstieg Gber die Behandlungszeit zeigten. Es scheint, dass Aldosteron die Zellen emp-
findlich fur die differenzierenden Effekte der langeren Kulturzeit macht.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse vermehrt eine Steigerung der ACTA2-Expression bei
verlangerter Behandlungsdauer.
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4.2.2.1.2. Glattmuskulare schwere Kette von Myosin - MYH11

MYH11-Expression Zeitvergleich unter 1 nM Aldosteron

[
|

relative Expression
(von DMSO + F 48 h)

Zeit(h) 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

DMSO + + + +

F + + + + + +

A1l + + + + + +

Ep + +

PDGF + +
n 3 3 3 3 3 6 3 6 3 6 3 3

Abbildung 6: MYH11-Expression nach 24- und 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum starva-
tion durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA
und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung nach 48 h mit DMSO und F. Alle
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Behandlungen. Getestet innerhalb der Behandlungen (24 h vs. 48 h) mittels One-way
ANOVA und dem post-hoc-Test nach Sidak. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison
(140 nM); PDGF-BB = Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden.n =3

Mit Erhéhung der Stimulationszeit von 24 auf 48 h erhohte sich die MYH11-Expression nicht
statistisch signifikant.
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MYH11-Expression nach 48 Stunden mit und ohne Hydrocortison
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Abbildung 7: MYH11-Expression nach 48 h mit und ohne Hydrocortison. Alle Behandlungen wurden im Anschluss
an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushalts-
gene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung nach 48
h mit DMSO und F. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben
keine signifikanten Unterschiede. Signifikanz getestet mittels One-way ANOVA. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep =
Eplerenon (2 uM; F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunden.n=3 und n =6.

Der Vergleich der 48-stiindigen Behandlungen mit und ohne F deutete auf eine Expressionsstei-
gerung unter F hin. Diese Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant.
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Einfluss von GR und MR auf die MYH11-Expression
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Abbildung 8: Einfluss von GR und MR auf die MYH11-Expression. Gezeigt sind verschiedene Behandlungskombina-
tionen mit den Rezeptor-Antagonisten Ep und RU486 sowie den Stimulantien F und A. Alle Behandlungen wurden
im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der
Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung
nach 48 h (DMSO). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede. Signifikanz getestet mittels One-way ANOVA. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep =

Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); RU486 = Mifepriston (1 uM); h = Stunden. n=3 und n = 6.

Die tendenzielle Expressionssteigerung von MYH11 unter F konnte sowohl bei Zugabe von
Eplerenon als auch bei Behandlung mit RU486 aufgehoben werden. Nachdem keine signifikan-
ten Unterschiede detektiert werden konnten, kann nicht davon ausgegangen werden, dass

MYH11 unter der transkriptionellen Kontrolle des singular stimulierten GR oder MR steht.
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MYH11-Expression unter 14,15-EET
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Abbildung 9: MYH11-Expression unter 14,15-EET bei einer Behandlungsdauer von 48 h. Alle Behandlungen wurden
im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der
Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung
(DMSO + F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Signifikanz getestet mittels One-way ANOVA. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon
(2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); EET = 14(15)-EET (1 uM); EEZE = 14,15-EE-5(Z)-E (10 uM); h = Stunden. n =3

cimA

Das Hinzufiigen von 14,15-EET zu den jeweiligen Behandlungen zeigte keine signifikante Ande-

rung des Expressionsniveaus von MYH11. Nach gleichzeitiger EET-Antagonisierung durch das
strukturelle 14,15-EET-Analogon 14,15-EE-5(Z)-E (10 uM) war die Expression im Vergleich zu
den anderen Gruppen tendenziell am geringsten. Die Stimulation mit EET hatte keine signifi-
kanten Auswirkungen auf die MHY11-Expression und zeigte keine Interaktion mit einer Al-
dosteronbehandlung.
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4.2.2.1.3. Der Proliferationsmarker - MKI67

MKI67- Expression nach 24 Stunden ohne Serum starvation
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Abbildung 10: Gegenuberstellung der Expression von MKI67 nach 24 h Behandlung, ohne vorangegangene Serum
starvation. Die Ergebnisse sind jeweils normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: EIF2B1 und PPIA
und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der jeweiligen Kontrollbehandlung. Alle Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Signifikanz getestet mittels One-way ANOWA. A 100
= Aldosteron (100 nM); A 10 = Aldosteron (10 nM); Ep = Eplerenon (2 uM), h = Stunden. n = 3.

Die Proliferation, gemessen an der MKI67-Expression (codiertes Protein: Antigen ki-67), zeigte
nach 24 h unter 10 nM und 100 nM Aldosteron keine signifikanten Expressionsveranderungen.
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MKI67-Konzentrations-Wirkungskurve
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Abbildung 11: MKI67-Expression, dargestellt in einer Konzentrations-Wirkungskurve mit 1 nM, 10 nM und 100 nM
Aldosteron im Vergleich zu der jeweiligen Kontrollbehandlung mit DMSO (&quivalente DMSO-Volumenkonzentra-
tion zur jeweiligen Aldosteronkonzentration). Die Behandlung erfolgte jeweils fir 48 h. Es konnten keine signifikan-
ten Unterschiede festgestellt werden. Signifikanz getestet mittels One-way-ANOVA. n = 3.

Die Konzentrations-Wirkungskurve zeigte die geringsten Expressionswerte unter 10 nM Aldoste-
ron. Es besteht Grund zur Annahme, dass die Expressionswerte ab 10 nM Aldosteron ein Plateau
erreichten. Die Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant.
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MKI67-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 12: MKI67-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24 und 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss
an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushalts-
gene: PPIA und GAPDH und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung nach 48
h (DMSO + F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Die Expression von
MKI67 war unter PDGF-BB nach 24 h signifikant gegeniber allen anderen Behandlungen erhéht. *** = p < 0,001.
Signifikanz geprift mit One-way ANOVA, gefolgt von dem post-hoc Test nach Tukey. A = Aldosteron (1 nM); Ep =
Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); PDGF-BB = Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h =
Stunden. n=3.

Verglichen mit einer Positivkontrolle fir die Induktion von Proliferation (PDGF-BB) hatte die Be-
handlung mit Aldosteron insgesamt keinen proliferationsférdernden Einfluss auf die VSMC. Eine
24-stlindige Stimulation mit PDGF-BB steigerte die MKI67-Expression um den Faktor 46,2. Hier
bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zu allen anderen 24-h-Behandlungen. Der Effekt
reduzierte sich nach weiteren 24 h Behandlungszeit auf eine lediglich 1,5-fache Expressionszu-
nahme gegenlber der Kontrollbehandlung mit Hydrocortison.
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4.2.2.1.4. Osteopontin - SPP1

SPP1-Expression unter 10 nM und 100 nM Aldosteron
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Abbildung 13: SPP1- Expression unter 10 nM und 100 nM Aldosteron nach 24 h (A) nach 48 h (B). Eine Serum
starvation fand nur bei der 48-stlindigen Behandlung statt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mit-
tel der Haushaltsgene: EIF2B1 und PPIA und dargestellt in relativer Expression zum Mittelwert der jeweiligen Kon-
trollbehandlung (Ctr. = DMSOQ). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt.
Signifikanz gepruft mit One-way ANOVA. A 100 = Aldosteron (100 nM); A 10 = Aldosteron (10 nM); Ep = Eplerenon
(2 uM); h =Stunden. n = 3.

Die SPP1-Expression wurde als Marker des synthetischen VSMC-Phanotyps untersucht. Die Un-
tersuchungen mit 10 nM und 100nM Aldosteron nach 24 und 48 h zeigten keine statistisch sig-
nifikanten Unterschiede zur jeweiligen Kontrollbehandlung (DMSO).
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SPP1-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 14: SPP1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24 und 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss
an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushalts-
gene: PPIA und GAPDH und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung nach 48
h (DMSO + F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen. Signifikanz geprift mit One-way ANOVA. A 1 =
Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunde; PDGF = PDGF-BB, Platelet-

derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden. n= 3.

Das Expressionsverhalten von SPP1 zeigte keine signifikanten Expressionsveranderungen unter
1 nM Aldosteron und es lieRen sich zudem keine zeitabhangigen Unterschiede feststellen. Die
Stimulation mit PDGF-BB bewirkte ebenfalls keine signifikante Expressionssteigerung von SPP1.
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SPP1-Expression unter 14,15-EET
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Abbildung 15: SPP1-Expression unter 14,15-EET nach 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum
starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und
PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO mit F). Alle Daten
sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Im t-Test war die Expression unter F + A1 +
EET + EEZE gegenuber der DMSO + F-Behandlung signifikant erhéht. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2
UM); F = Hydrocortison (140 nM); EET, 14,15-EET (1 uM); EEZE = 14,15-EE-5(Z)-E (10 uM), h = Stunden. n =6 und

Die Stimulation mit 1 uM 14,15-EET und 1 nM Aldosteron ergab keine Unterschiede in der SPP1-
Expression zu der Behandlung mit Aldosteron und Hydrocortison. Auch zeigten sich keine signi-
fikanten Effekte von 1 uM 14,15-EET mit Hydrocortison im Vergleich zu der Behandlung ohne
14,15-EET. Die Hinzunahme des strukturellen Analogons 14,15-EE-5(Z)-E (10 uM) zu 1 nM Al-
dosteron und 1 uM 14,15-EET ergab die hochsten SPP1-Expressionswerte (im t-Test gegen
DMSO + F: p = 0,0142). Eine EET-Stimulation hatte demnach keine direkten Auswirkungen auf
die SPP1-Expression, eine EET-Antagonisierung ergab jedoch eine Zunahme der SPP-Expression.
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4.2.2.1.5. Expression der a-Untereinheit des spannungsabhdngigen L-Typ-Kalziumkanals -

CACNA1C
CACNA1C-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 16: CACNA1C-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 48-stlindiger Behandlung. Alle Behandlungen wur-
denim Anschluss an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel
der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehand-
lung nach 48 h (DMSO und F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Signifikanz geprift mit One-way ANOVA. Al = Aldosteron 1nM; Ep =
Eplerenon 2uM; F = Hydrocortison 140nM; h = Stunden. n = 3.

CACNAI1C kodiert fir die porenbildende Untereinheit des spannungsabhangigen Kalziumkanals
CaV1.2. 1 nM Aldosteron hatten im Vergleich zur Kontrollbehandlung keinen Einfluss auf die
Expression von CACNA1C. Ebenso fiihrte eine MR-Antagonisierung zu keiner signifikanten Ande-
rung der Expression.
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4.2.2.2.  Strukturen fir transkriptionelle Marker der MR-vermittelten Signaltransduktion

4.2.2.2.1. Die 11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen 1 und 2 - HSD11B1 und HSD11B2

HSD11B1-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 17: HSD11B1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24- und 48-stiindiger Behandlung. Alle Behandlun-
gen wurden im Anschluss an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometri-
sche Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kon-
trollbehandlung nach 48 h (DMSO und F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Signifikanz gepriift mit One-way ANOVA. Al = Aldoste-
ron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunden. n = 3.

Die Expression von HSD11B1 war in allen Gruppen gut nachweisbar und unabhangig von der
Aldosteron- oder Eplerenonbehandlung stets stabil. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Behandlungszeiten und -gruppen festgestellt werden.
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HSD11B2-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 18: HSD11B2-Expression unter 1nM Aldosteron nach 24- und 48-stliindiger Behandlung. Alle Behandlun-
gen wurden im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometri-
sche Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA. Dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontroll-
behandlung nach 48 h (DMSO und F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) darge-
stellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen. Signifikanz gepruft mit One-
way ANOVA. Al = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunden. n = 3.

HSD11B2 war ebenfalls nachweisbar und es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den unterschiedlichen Behandlungsmedien und -zeiten. Im Vergleich zu HSD11B1 war die
relative Expression geringer. Dies aullerte sich in Form von hoheren Cr-Werten im Vergleich zu
HSD11B1 (Cr-Mittelwert flr 48 h: 27,6 vs. 33,8).

48



4.2.2.2.2. Der epitheliale Natriumkanal — SCNN1A

SCNN1A-Expression unter 100 nM Aldosteron
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Abbildung 19: SCNN1A-Expression unter 100 nM Aldosteron nach 48 h. Alle Gruppen wurden zuvor mit einer Serum
starvation behandelt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: EIF2B1 und PPIA
und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO + F). Alle Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
Statistisch gepruft mittels One-way ANOVA. A 100 = Aldosteron (100 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); h = Stunden. n =
3.

Nach 48-stiindiger Behandlung unter 100 nM Aldosteron zeigten sich bezlglich der SCNN1A-
Expression keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollbehandlung und der Behandlung mit
Eplerenon.
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SCNN1A-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 20: SCNN1A-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24- und 48-stiindiger Behandlung. Alle Behandlun-
gen wurden im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometri-
sche Mittel der Haushaltsgene: PPIA und GAPDH und sind dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der
Kontrollbehandlung nach 48 h (DMSO +F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Signifikanz geprift mit One-way ANOVA. A 1 =
Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunde; PDGF = PDGF-BB, Platelet-
derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden.n=3,n=6.

Das Expressionsverhalten von SCNN1A zeigte keine signifikanten Anderungen unter allen darge-
stellten Behandlungen und Behandlungszeiten. Die Stimulation mit PDGF-BB bewirkte ebenfalls
keine signifikante Expressionsanderung.
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SCNN1A-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 21: SCNN1A-Expression nach 48 h mit verdoppelter Anzahl der Experimente Alle Behandlungen wurden
im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometische Mittel der
Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung
(DMSO und F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es lieRen sich
keine signifikanten Unterschiede registrieren. Signifikanz geprift mit One-way ANOVA. A 1 = Aldosteron (1 nM) Ep
= Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunden. n = 6.

Bei isolierter Betrachtung des Effektes von Aldosteron auf dem Hintergrund einer 48-stiindigen
Hydrocortisonbehandlung konnte eine tendenzielle MR-vermittelte Steigerung der Expression
der a-Untereinheit des eNaC beobachtet werden (p < 0,05 im t-Test von DMO + Hydrocortison
vs. Aldosteron + Hydrocortison). Der Unterschied war jedoch auch bei der limitierten Anzahl an
verglichenen Gruppen nicht statistisch signifikant.
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Einfluss von GR und MR auf die SCNN1A-Expression
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Abbildung 22: Einfluss von GR und MR auf die SCNN1A-Expression. Gezeigt sind verschiedene Behandlungskombi-
nationen mit den Rezeptor-Antagonisten Ep und RU486 sowie simultaner Gluko- oder Mineralokortikoidapplikation.
Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf
das geometische Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem
Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede registrieren. Signifikanz geprift mit One-way ANOVA. A
1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunden; RU486 = Mifepriston (1
uM).n=3und n=6.

Die Behandlung mit Eplerenon und Hydrocortison hatte im Vergleich zu der alleinigen Behand-
lung mit Hydrocortison keinen supprimierenden Effekt auf die SCNN1A-Expression. Im Gegen-
satz dazu zeigte sich die Expression unter Zugabe von Mifepriston wieder nahe der Kontrollbe-
handlung. Auch die tendenzielle Expressionssteigerung unter der Aldosteronbehandlung wurde
durch Mifepriston wieder auf das Level der Kontrollbehandlung gebracht. Die Wirkung von Mi-
fepriston legt nahe, dass die Antagonisierung des GR einen Einfluss auf die SCNN1A-Expression
hat.

Nachdem aber keine signifikanten Unterschiede detektiert werden konnten, kann unter den
untersuchten Bedingungen nicht davon ausgegangen werden, dass SCNN1A in glatten Muskel-
zellen unter der transkriptionellen Kontrolle von GR oder MR steht.
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Interaktion zwischen 14,15-EET und dem MR-Signalweg
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Abbildung 23: SCNN1A-Expression unter 14,15-EET zur Bewertung des MR-Signalwegs nach einer Behandlungs-
dauer von 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse
sind normiert auf das geometische Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expres-
sion zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO mit F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede registrieren. Signifikanz geprift mit
One-way ANOVA. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); EET = 14(15)-EET (1 uM); EET-5(Z)-E, 14,15-EE-
5(2)-E (10 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h = Stunden. n = 3.

Die Behandlung mit 14,15-EET und dessen strukturellen Antagonisten 14,15-EE-5(Z)-E zeigte,
dass die transkriptionelle Kontrolle von SCNN1A nicht durch die EET-Signalkaskade moduliert
wird.

Die Stimulation mit EET hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die SCNN1A-Expression
und zeigte keine Interaktion mit einer Aldosteronbehandlung.
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4.2.2.2.3. Der Mineralokortikoidrezeptor - NR3C2

NR3C2-Expression unter 100 nM Aldosteron
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Abbildung 24: NR3C2 unter 100 nM Aldosteron nach 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum
starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: EIF2B1 und
PPIA dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO). Alle Daten sind als Mit-
telwert  Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede regist-
rieren. Signifikanz gepruft mit One-way ANOVA, gefolgt von dem post-hoc Test nach Dunnett. A 100 = Aldosteron

(100 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); h = Stunden. n = 3.

Bei einer Behandlung mit 100 nM Aldosteron zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu der
Kontrollbehandlung und derjenigen mit Eplerenon (p=0.055). Auch wenn die Grenze der statis-
tischen Signifikanz nur knapp verfehlt wurde, imponiert eine tendenzielle Reduktion der MR-

Expression sowohl durch den MR-Agonisten (Aldosteron) als auch durch Antagonisierung (Al-

dosteron + Eplerenon).
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NR3C2- Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 25: NR3C2-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24- und 48-stiindiger Behandlung. Alle Behandlungen
wurden im Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische
Mittel der Haushaltsgene: PPIA und GAPDH und sind dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kon-
trollbehandlung nach 48 h (DMSO +F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dar-
gestellt. Es zeigten sich signifikanten Unterschiede zwischen den 48-stiindigen Expressionen mit DMSO zu der 24-
stiindigen DMSO-Behandlung, der 48-stindigen A-Behandlung, der Behandlung mit DMSO + F und zwischen der
48-stiindigen A-Behandlung zu der 48-stlindigen A + F-Behandlung. *** =p < 0,001, ** = p < 0,01 und #=p < 0,01;
Signifikanz geprift mit One-way ANOVA, gefolgt vom post-hoc Test nach Sidak. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep =

Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); PDGF = PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml), h
=Stunden.n=3

Ein zeitlicher Einfluss auf die Expression war nur bei der Kontrollgruppe zu sehen. Die NR3C2-
Expression stieg in der Kontrollgruppe durch die Verdopplung der Behandlungszeit signifikant
an. Weitere Unterschiede waren in der 48-stiindigen Behandlungsgruppe auffallig. Nach 48 h
reduzierte die Zugabe von Aldosteron die Expression von NR3C2 signifikant. Durch Hinzunahme
von Hydrocortison verstarkte sich dieser Effekt. Zwischen der 48-stlindigen Aldosteronbehand-
lung und der Behandlung mit Hydrocortison und Aldosteron zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied in der Expression. Nach 48 h Aldosteron erzielte wurden vergleichbare Expressionswerte
wie nach 48 h PDGF-BB-Behandlung gemessen.

Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass Aldosteron die Expression des MR in
Form eines negativen Feedbacks hemmt.
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4.2.2.2.4. Der Angiotensin-llI-Rezeptor Typ 1 - AGTR1

AGTR1-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 26: AGTR1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine
Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene:
GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO und F).
Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Die 48-stiindige F + A-Behandlung
zeigte gegenlber der Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied.* = p < 0,05 vs. DMSO + F. Signifikanz getestet
mittels One-way ANOVA und dem post-hoc Test nach Tukey. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F =
Hydrocortison (140 nM); h = Stunden. n = 3.

Die Untersuchung der Expression des Angiotensin-1I-Rezeptors Typ 1 zeigte einen signifikanten
aldosteronvermittelten Rickgang der Expression. Die kombinierte Behandlung mit Aldosteron
und Eplerenon zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Aldosteron hatte ei-
nen hemmenden Effekt auf die AGTR1-Expression, welcher durch Eplerenon teilweise aufgeho-
ben wurde.
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4.2.2.3.  EET-Signalkaskade

4.2.2.3.1. Der TRP-Kanal 4 der Vanilloid-Subfamilie - TRPV4

TRPV4-Expression unter 100 nM Aldosteron
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Abbildung 27: TRPV4-Expression unter 100 nM Aldosteron nach 24 h (A) und48 h (B). Die Ergebnisse sind normiert
auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: EIF2B1 und GAPDH und sind dargestellt in relativer Expression zu
dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) dargestellt. Bei (A) und (B) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der jeweiligen
Behandlungszeit. Signifikanz geprift mittels One-way ANOVA. A 100 = Aldosteron (100 nM); A 10 = Aldosteron
(10nM); Ep = Eplerenon (2 uM); h = Stunden. n = 3.

Die TRPV4-Expression wurde durch die unterschiedlichen Behandlungen mit 10 nM und 100
nM Aldosteron mit und ohne Serum starvation nicht maligeblich beeinflusst.
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TRPV4-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 28: TRPV4-Expression unter 1nM Aldosteron nach 24 und 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss
an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Gruppen sind normiert auf die Haushaltsgene GAPDH und PPIA und sind
dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO+F nach 48 h). Alle Daten sind
als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Signifikanz getestet mit One-way ANOVA, gefolgt
von dem post-hoc Test nach Sidak. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM);
PDGF = PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden. n = 3.

Die reine Kontrollbehandlung mit DMSO flhrte zu keiner Expressionszunahme. Die getrennte
Applikation von Aldosteron oder Hydrocortison fihrte jeweils zu einer zeitabhangigen Zunahme
der TRPV4-Expression.
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4.2.2.3.2. Die porenbildende Untereinheit des BKCa-Kanals - KCNMA1

KCNMAZ1-Expression nach 48 h unter 10 nM und 100 nM Aldosteron
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Abbildung 29: KCNMA1-Expression nach 48 h unter 10 nM und 100 nM Aldosteron. Alle Behandlungen wurden im
Anschluss an eine Serum starvation durchgefihrt. Die dargestellten Ergebnisse sind normiert auf das geometrische
Mittel der Haushaltsgene: EIF2B1 und PPIA. Alle Ergebnisse sind dargestellt in relativer Expression zu dem
Mittelwert der Kontrollbehandlung. Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) darge-
stellt. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Behandlung mit 10 nM A und 10 nM A + Ep (* = p<
0,05). Signifikanz getestet mittels One-way ANOVA, gefolgt von dem post-hoc Test nach Tukey. A 10 = Aldosteron
(10 nM); A 100 = Aldosteron (100 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); h = Stunden. n = 3.

Im Vergleich zu der Kontrollbehandlung zeigt die Behandlung mit 10 nM und 100 nM Aldosteron
keine signifikanten Anderungen der Expression. Dennoch kann unter 10 nM Aldosteron ein sig-
nifikanter hemmender Effekt von Eplerenon beobachtet werden.

59



KCNMAZ1-Expression unter 1 nM Aldosteron - Zeiteffekt
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Abbildung 30: KCNMA1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24 und 48 h. Alle Behandlungen wurden im An-
schluss an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haus-
haltsgene: PPIA und GAPDH und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung nach
48 h (DMSO +F). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Bei einem Ver-
gleich der unterschiedlichen Zeiten die Expression der 24-stiindigen DMSO-Behandlung gegenlber der 48-stiindi-
gen DMSO-Behandlung signifikant erhoht. Signifikanz getestet mittels One-way Anova und dem post-hoc Test nach

Tukey. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2uM); PDGF = PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10
ng/ml), h = Stunden. n = 3.

Ein signifikanter zeitlicher Einfluss auf die KCNMA1-Expression ergab sich bei der DMSO Behand-
lung. Tendenziell war dieser Expressionsanstieg Uber die Zeit auch bei der alleinigen Aldosteron-
behandlung zu erkennen. Die Hinzugabe von Hydrocortison hob den zeitlichen Effekt auf.
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KCNMAZ1-Expression unter 1 nM Aldosteron - zeitabhéngige Induktion
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Abbildung 31: KCNMA1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an
eine Serum starvation durchgeftihrt. Alle Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene:
PPIA und GAPDH und dargestellt relativ zum Expressionsniveau derselben Behandlung nach 24 h. Alle Daten sind
als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben sich signifikante Unterschiede zwi-
schen der DMSO-Behandlung und der Aldo-Behandlung (* = p < 0,05) und zwischen der DMSO-Behandlung und der
Behandlung mit DMSO und F (**** = p <0,0001). Im Vergleich zu der Behandlung mit Aldosteron war die Expression
nach mit F + A signifikant erniedrigt ( $$ = p < 0,01). Signifikanz selektiv getestet mittels One-way ANOVA und dem
post-hoc Test nach Sidak (ohne die Gruppen F+Aldo+Ep und PDGF). ns = nicht signifikant;A 1 = Aldosteron (1 nM);
Ep = Eplerenon (2uM); PDGF = PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden. n = 3.

Durch Darstellung der relativen Expression der 48 h Behandlungen zu dem Wert der gleichen
Behandlung nach 24 h kann man sowohl die zeitabhadngige Induktion als auch die Unterschiede
zwischen den Behandlungen darstellen.

Es kam zu einer signifikanten Reduktion der zeitabhangigen KCNMA1-Induktion durch Aldoste-
ron. Hydrocortison hemmte den Zeiteffekt vollstandig. Die Hinzunahme von Hydrocortison stei-
gerte auch den reduzierenden Aldosteron-Effekt weiter (ca. 50 % der 24 h-Gruppe). Im Vergleich
zu Hydrocortison bestand in dieser Darstellungsweise kein signifikanter Expressionsunterschied
nach Aldosteron- und Hydrocortisonbehandlung.
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KCNMAJ1-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 32: KCNMAZ1-Expression nach 48 h- Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum starvation
durchgeflhrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und
dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO mit F). Es konnte ein signifi-
kanter Unterschied zwischen der Kontrollbehandlung (DMSO + F) und der A + F-Behandlung festgestellt werden). *
p < 0,05 vs. DMSO +F. Signifikanz getestet mittels One-way ANOVA, gefolgt von dem post-hoc Test nach Dunnett.
A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM), h = Stunden. n = 6.

Beiisolierter Betrachtung der drei Gruppen, die mit Hydrocortison behandelt wurden, flihrte die
Behandlung mit Aldosteron zu einer signifikanten Reduktion der KCNMA1-Expression. Aldoste-
ron zeigte demnach einen supprimierenden Einfluss auf die KCNMA1-Expression.
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Einfluss von GR und MR auf die KCNMAZ1-Expression
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Abbildung 33: Einfluss von GR und MR auf die KCNMA1-Expression. Gezeigt sind verschiedene Behandlungskombi-
nationen mit den Rezeptor-Antagonisten Ep und RU sowie den Agonisten F und A. Alle Behandlungen wurden im
Anschluss an eine Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der
Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung
(DMSQO). Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es zeigten sich
signifikante Unterschiede. Die Sterne markieren die Unterschiede zu der Kontrollgruppe DMSO (*** = p <0,001; **
=p <0,01), die Szu A (SS = p <0,01) und die § zu A + F (§§ = p < 0,01). Signifikanz getestet mit One-way ANOVA
und dem post-hoc Test nach Tukey. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM);
RU486 = Mifepriston (1 uM); h =Stunden.n=3,n =6.

Um zu ergriinden, ob die Reduktion der KCNMA1-Expression eher durch den Glukokortikoid-
oder den Mineralokortikoidrezeptor vermittelt wird, folgte ein weiteres Experiment. Die Expres-
sionsunterschiede deuteten bei der Behandlung mit Hydrocortison nicht rein auf einen MR-ver-
mittelten Effekt, sondern eher auf einen GR-vermittelten Effekt (GR > MR). Aldosteron allein
zeigte nur einen geringen supprimierenden Effekt auf die KCNMA1-Expression. Das Muster der
Antagonisten unter alleiniger Cortisol-Stimulation dhnelte dem Muster unter kombinierter Sti-
mulation (niedrigste Werte ohne Antagonist und mit Eplerenon, hochste Werte mit Mifepristo-
nAldo

allein oder in Kombination mit Eplerenon). Der Effekt von Aldosteron verblasste also auf dem
Hintergrund der F-Behandlung. Interessanterweise gelang es durch keinen Antagonisten, wieder
das Expressionsniveau der DMSO-Kontrolle zu erreichen, was auf MR- und GR-unabhangige Me-
chanismen hinweist. Der hemmende Effekt einer isolierten Aldosteronbehandlung war ebenfalls
weder klar MR- noch GR-vermittelt.
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Interaktion zwischen KCNMA1-Expression und 14,15-EET-Stimulation
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Abbildung 34: KCNMAZ1-Expression unter 14,15-EET nach 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine
Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene:
GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO +F). Alle
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Signifikante Expressionunterschiede
zu der Kontrollgruppe sind mit Sternen markiert: * = p < 0,05 vs. DMSO + F. Signifikanz getestet mit One-way ANOVA
und dem post-hoc Test nach Sidak. A 1 = Aldosteron (1 nM); F = Hydrocortison (140 nM); EET = 14(15)-EET; EET-
5(2)-E (1 uM), 14,15-EE-5(2)-E (10 pM); GSK = GSK2256294 (3,3 nM). h =Stunden.n=3,n =6.

Interessanterweise flhrte die Zugabe des EDHF 14,15-EET (EET) nicht - wie vermutet - zu einem
Anstieg der KCNMA1-Expression, sondern zu einer signifikanten Reduktion des Expressionsle-
vels. Es zeigte sich, dass die Expression von KCNMA1 durch EET ohne Epoxidhydrolaseinhibitor
reduziert wird, egal ob als Hintergrundstimulation allein Hydrocortison oder Aldosteron mit Hyd-
rocortison vorlag. Dieser Effekt schien durch die 14,15 EET-Struktur vermittelt zu sein, da er
durch das strukturelle Analogon 14,15-EE-5(Z)-E aufgehoben werden konnte. Die nicht-signifi-
kanten (nach Korrektur fir multiples Testen, im t-Test A+ F + GSK + EET vs. A+ F + EET p < 0,05),
in ihrer Tendenz jedoch suggestiven Effekte von EET + GSK legen nahe, dass der Abbau von EET
an der Expressionsreduktion von KCNMA1 beteiligt sein muss, so dass die KCNMA1-Repression
durch den Metaboliten, 14,15 DHET, bedingt sein konnte
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4.2.2.3.3. Die Epoxidhydrolasen: EPHX1 und EPHX2

EPHX1-Expression nach 24 h unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 35: EPHX1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 24 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine
Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene:
GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSQ). Alle
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen der DMSO-Behandlung und der PDGF-Behandlung (** p < 0,01), sowie allen weiteren
gezeigten Behandlungen vs. der PDGF-Behandlung (*** p < 0,001). Getestet mit dem One-way ANOVA und dem
post-hoc Test nach Tukey. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); PDGF =
PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h = Stunden. n = 3.

PDGF-BB zeigte nach 24-stiindiger Behandlung eine signifikant geringere relative Expression im
Vergleich zu allen weiteren Behandlungen. Die weiteren Behandlungen beeinflussten die
EPHX1-Expression nur geringgradig und nicht signifikant.
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EPHX1-Expression nach 48 h unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 36: EPHX1-Expression unter 1 nM Aldosteron nach 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine
Serum starvation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der Haushaltsgene:
GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO). Alle
Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen der F + A + Ep-Behandlung und der PDGF-Behandlung (* p < 0,05). Getestet mit dem One-
way-Anova und dem post-hoc Test nach Tukey. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison
(140 nM); PDGF = PDGF-BB, Platelet-derived growth factor-BB (10 ng/ml); h= Stunden. n = 3.

Nach 48 h war der supprimierende Effekt von PDGF-BB nur noch im Vergleich zu der gleichzeiti-
gen Behandlung mit Hydrocortison, Aldosteron und Eplerenon statistisch signifikant.
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EPHX2-Expression unter 1 nM Aldosteron
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Abbildung 37: EPHX2-Expression nach 24 und 48 h. Alle Behandlungen wurden im Anschluss an eine Serum starva-
tion durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometische Mittel der Haushaltsgene: GAPDH und PPIA
und dargestellt in relativer Expression zu dem Mittelwert der Kontrollbehandlung (DMSO +F). Alle Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Die Expression unter PDGF war nach 48h signifikant
gegenlber der 24-stindigen PDGF-Behandlung erhoht. Getestet mit dem One-way-Anova und dem post-hoc Test
nach Tukey. A 1 = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h= Stunden. n = 3.

Nach PDGF-Behandlung war die EPHX2-Expression nach 48-stiindiger Behandlung signifikant
gegenlber der 24-stlindigen Behandlung erhoht. Die Expression von EPHX2 zeigte aber auch
bei den anderen Behandlungen einen tendenziellen Anstieg Gber die Zeit.
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EPHX2-Expression - zeitabhingige Induktion
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Abbildung 38: EPHX2-Expression nach 48h im Vergleich zur 24-stiindigen Behandlung. Alle Behandlungen wurden
im Anschluss an eine Serum starvation durchgefihrt. Die Ergebnisse sind normiert auf das geometrische Mittel der
Haushaltsgene: GAPDH und PPIA und dargestellt in relativer Expression zu der jeweiligen 24-stiindigen Behandlung.
Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Es ergaben sich signifikante Un-
terschiede zwischen der Behandlungsgruppen mit A und den zwei weiteren Gruppen (ohne A oder A mit F antago-
nisiert) ( * = p <0,05). Getestet mit dem One-way-Anova und dem post-hoc Test nach Dunnett. A 1 = Aldosteron (1
nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM); h= Stunden. n = 3.

Die Untersuchung der in dieser Abbildung dargestellten drei Behandlungen nach 48 Stunden in
Relation zu der jeweiligen 24-stiindigen Behandlung zeigte, dass Eplerenon den zeitabhangigen
EPHX2-Anstieg von Aldosteron mit Hydrocortison signifikant hemmt.

Die Expression beider Epoxidhydrolasen, EPHX1 und EPHX2, war in VSMC nachweisbar. Im Ver-
gleich zwischen EPHX1 und EPHX2 war die Expression (gemessen an den ACr-Werten) von EPHX1
in der Behandlung mit DMSO und Hydrocortison um den Faktor 120 hdher als diese von EPHX2
(EPHX1: 0,24 + 0,02, EPHX2: 0,002 + 0,0001).
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4.3. Western-Blot

Nachweis der a-Untereinheit des BKCa-Kanals im Western-Blot

A B
BKca/R-actin
BKca 0-UE | ===« v |[-100 kDa
1.5 E
F+A
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Abbildung 39: Western-Blot auf die BKca-a-Untereinheit im Vergleich zum Haushaltsprotein: B-Aktin, A: Angegeben
ist das Signal der GroRenleiter. Die BKCa alpha-Bande lduft bei ca. 100 kDa, die beta-Aktin-Bande bei 42 kDa.
Darstellung eines der 3 Western-Blots, zwischen den drei voneinander unabhdngigen Durchgangen ergaben sich
keine sichtbaren Unterschiede. B: Relative Unterschiede nach Quantifizierung der Banden. Alle Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Gemessen wurden die Gruppen mit F, F+ Aund F +
A + Ep. n=4 Experimente pro Gruppe. A = Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM);
kDa = kilo Dalton; UE = Untereinheit.

Mittels Western-Blot wurde die a-Untereinheit des BKcs-Kanals in den GefaBmuskelzellen nach-
gewiesen. Alle Western-Blots zeigten ahnliche Ergebnisse. Die Quantifizierung ergab keine sig-
nifikanten Unterschiede (siehe B). Das Ergebnis der RT-qgPCR konnte demnach nicht auf Protein-
ebene bestatigt werden.
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4.4, Kalzium-Bildgebung

Kalziumbildgebung unter EET
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Abbildung 40: Box-Plot der Einzelzell-Kalzium-Transienten auf Stimulation mit EET. Gezeigt wird die intrazelluldre
Kalziumkonzentration zu Beginn der Behandlung (BL) und jeweils das Maximum der intrazelluldren Kalziumkonzent-
ration nach der Zugabe von 1 uM 14,15-EET (Peak). Die Sterne markieren jeweils den Unterschied zwischen dem
Median der BL und dem Peak: *** = p < 0,001; **** = p <0,0001. Die Raute markiert den Unterschied des Medians
des Peaks bei der A+F+Ep-Gruppe zu dem Median des Peaks der F-Gruppe # = p < 0,05. Signifikanz getestet mit
One-Way Anova und dem post-hoc Test nach Tukey, n (Zellen/Anzahl der Experimente) = 17/3 (F), 18/3 (A+F), 23/3
(A+F+Ep). Al =Aldosteron (1 nM); Ep = Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM).

Der durch 14-,15-EET induzierte Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration (Peak) zeigte
sowohl innerhalb der Behandlung mit Hydrocortison als auch in der Gruppe mit Aldosteron und
Hydrocortison einen signifikanten Unterschied zu der Baseline. In der mit Hydrocortison, Al-
dosteron und Eplerenon behandelten Gruppe konnte kein signifikanter Kalziumpeak durch
14,15-EET ausgelost werden. Im Vergleich zur Behandlung mit Hydrocortison (Kontrollgruppe)
war der Kalziumpeak unter Eplerenon signifikant niedriger (p < 0,05). Eine Erlduterung zu dieser
Ergebnisdarstellung befindet sich im Anhang.
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Spontanaktivitdt der VSMC bei der Kalzium-Bildgebung
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Abbildung 41: Frequenz der spontanen Peaks zwischen den Auswaschphasen (BL 1-BL 2) bei der Kalzium-Bildge-
bung. Dargestellt ist die Frequenz in Hertz von BL 1 bis BL 2, jeweils in allen drei Behandlungsgruppen. Alle Daten
sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Die Behandlung zeigte keinen statistisch
relevanten Einfluss auf die Spontanaktivitat. Getestet mittels One-way Anova. BL = Baseline; A = Aldosteron (1 nM);
Ep, Eplerenon (2 uM); F = Hydrocortison (140 nM). n = 3.

Um zu bewerten, ob die Aldosteronbehandlung mit einer gesteigerten Spontanaktivitat (intra-
zellularer Kalziumanstieg ohne pharmakologische Stimulation) der Zellen einhergeht, wurde der
spontane Kalziumanstieg in den Zellen analysiert. Zwischen den drei Behandlungsgruppen zeigte
sich kein signifikanter Unterschied.
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5. Diskussion

5.1.  Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktion von primaren humanen Gefamuskelzellen auf
eine erhohte Aldosteronkonzentration untersucht. Dabei wurde das Expressionsverhalten von
Genen unter dem Aspekt verschiedener Signalwege betrachtet. Diese waren Marker des Phédno-
typen-Switch, Komponenten der Steroidsignalkaskade und der EET-Signalkaskade. Die starkste
Veranderung in seinem Expressionsverhalten auf die Aldosteronbehandlung zeigte der BKca-Ka-
nal. Mittels Western-Blot konnte dieses Ergebnis jedoch nicht bestatigt werden. Durch die si-
multane Stimulation mit Hydrocortison wurde eine MR-Transaktivierung durch Glukokortikoide
nachgeahmt, welche der physiologischen Situation in vivo nadherkommt. Dies ist eine Starke der
vorliegenden Arbeit und wurde bisher bei zellularen Untersuchungen in dieser Form nicht ange-
wendet. In Kombination mit Hydrocortison waren die transkriptionellen Effekte meist starker
ausgepragt als unter Aldosteron allein. In der Kalzium-Bildgebung zeigten die mit Aldosteron be-
handelten Zellen keine funktionelle Einschrankung. Die Zellen konnten weiterhin unverandert
auf die Behandlung mit 14,15-EET reagieren. Bei erhaltener zellularer Antwort auf EET-Stimula-
tion ist damit eine Steigerung der Antwort durch einen sEHI eine plausible Annahme. Daher ware
der nachste Schritt die Untersuchung eines sEHI mit dem endgultigen Ziel einer Therapie der
aldosteroninduzierten Hypertonie.

5.2.  Diskussion von Material und Methoden

Flr die Experimente kamen primére glatte Muskelzellen vom Menschen zum Einsatz. Da Primar-
zellen direkt dem Gewebe entnommen werden, gilt die mit dieser Methode einhergehende he-
terogene Zellpopulation oft als Nachteil. Die verwendeten Zellen wurden von der Bezugsfirma
entsprechenden Qualitatskontrollen auf Expression von alpha-Aktin und der Abwesenheit von
endothelialen Markern wie von-Willebrand-Faktor unterzogen. Dadurch wurde eine heterogene
Zellpopulation ausgeschlossen.

Die meisten Versuche, zu dem Einfluss von Aldosteron auf glatte Muskelzellen, wurden mit Tier-
zellen durchgefihrt (114-117). Forschungsergebnisse zu humanen GefaRmuskelzellen nach Al-
dosteronbehandlung hingegen wurden z.B. durch Jaffe und Mendelsohn veroffentlicht (56). Hier
wurden die Zellen von Patientenproben extrahiert aber anschlieBend immortalisiert. Durch die
Aufhebung der Begrenzung von Zellteilungen gelten diese Zellen als modifiziert. Diese Modifika-
tion kann durch die gesteigerte Proliferation den Phanotyp der glatten Muskelzellen verandern,
wie es auch im Effekt von der PDGF-BB-Behandlung auf die MYH11-Expression in der vorliegen-
den Arbeit beobachtet wurde. Die bessere Kultivierbarkeit wird demnach auf Kosten einer ein-
geschrankten Vergleichbarkeit mit nativen glatten Muskelzellen erkauft.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei unterschiedlichen Aldosteronkonzentrationen gear-
beitet. Die anfanglich verwendeten Konzentrationen von 100 nM und 10 nM Aldosteron, wie sie
auch in der Literatur haufig Verwendung finden (115, 117), schienen bei ndherer Betrachtung
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im Vergleich zu den Werten bei PHA-Patienten recht hoch gewahlt. Als Referenzwert diente im
Folgenden die Arbeit von D. Heinrich aus dem Jahre 2018, welche mittels des in Deutschland
gefliihrten Conn-Registers Patienten mit PHA von 2008 bis 2018 untersuchte. Die mediane
Plasma-Aldosteronkonzentration lag hier bei 0,794 nM (118). Damit ist die zusatzlich gewahlte
Konzentration von 1 nM naher an der pathophysiologischen Situation als 10 nM oder 100 nM.
Esist vorteilhaft, dass mit unterschiedlichen Aldosteronkonzentrationen gearbeitet wurde, denn
so konnten die Ergebnisse besser mit der bestehenden Literatur verglichen werden.

Eplerenon diente als Antagonist des MR-vermittelten Effekts von Aldosteron. Alternativ kann
auch Spironolacton eigesetzt werden, dennoch wirkt Eplerenon im Vergleich zu Spironolacton
selektiver am MR (119). In einem Luciferase-Assay konnte gezeigt werden, dass 3 uM Eplerenon
die Wirkung von 0,5 nM Aldosteron vollstandig blockiert (120). Auch die Transkriptionseffekte
von 10 nM Aldosteron konnten durch 100 nM Eplerenon vollstandig antagonisiert werden (121).
Eine andere Studie zeigte, dass die genomisch induzierte Natrium-Protonen Austausch-Aktivitat
von 1 uM Aldosteron durch Eplerenon mit einer IC50 von 20 nM gehemmt wurde (122). Die
verwendete Konzentration von 2 uM wird daher als suffizient angenommen.

Durch die Hinzunahme der Serum starvation konnten unerwinschte Effekte durch das fetale
Kadlberserum ausgeschlossen werden. Dies hilft bei der Interpretation der Ergebnisse, da alle Zel-
len die gleichen Voraussetzungen hatten. Andererseits kann die Serum starvation die Zellen un-
ter eine Stresssituation stellen (123), welche allein ein Stimulus fir Expressionsanderungen sein
kann (124).

Analog der Physiologie wurde die Aldosteronbehandlung mit der Zugabe von physiologischen
Konzentrationen von Hydrocortison ergénzt. Hierbei wurde eine Konzentration von 140 nM ge-
wahlt, wie sie sowohl morgens als auch nachmittags bei gesunden Probanden vorliegen kann
(125, 126). Hydrocortison und Aldosteron kénnen beide den MR binden. 11B3-HSD Typ 2 konnte
funktionelle im glatten Muskel nachgewiesen werden (127), eine kombinierte Stimulation mit
beiden Hormonen wurde bisher in vitro jedoch nicht durchgefihrt.

Die Behandlung mit PDGF-BB wurde in den 90-iger Jahren von Owens et al. etabliert: Glatte
Muskelzellen, welche mit PDGF-BB behandelt wurden, zeigen einen Phanotypwechsel von der
kontraktilen zur synthetischen glatten Muskelzelle. Damit verbunden ist ein Rickgang der
Markerproteine SM-a-Aktin (ACTA2) (128, 129) und Myosin schwere Kette (MYH11) (129). In der
vorliegenden Arbeit wurde mit einer PDGF-BB-Konzentration von 10 ng/ml gearbeitet. Das Me-
dium wurde nicht, wie von Owens beschrieben, nach 8 — 12 h gewechselt. Allerdings sah man in
den vorliegenden Experimenten auch ohne dieses Protokoll deutliche PDGF-BB-vermittelte Ef-
fekte, wie die Zunahme der MKI67-Expression. Uber diese Kontrollbehandlung sollte bestimmt
werden, ob ein Phanotypen-Switch unter den gegebenen Kulturbedingungen moglich ist und
wie sich dieser zu den Anderungen unter Aldosteron und/oder Hydrocortison verhalt.
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5.3.  Diskussion der Ergebnisse

5.3.1. Diskussion der RT-qPCR Ergebnisse

5.3.1.1.  Diskussion der Ergebnisse zu den Markern des Phanotypen-Switch

5.3.1.1.1. a-Aktin: ACTA2

Fir den glattmuskuldaren Phanotypen-Switch gilt die Reduktion der ACTA2-Expression als etab-
lierter Marker (12). Eine aldosteroninduzierte Abnahme der ACTA2-Expression zeigte sich im
Vergleich zur Kontrollbehandlung nicht. Unter den beschriebenen Bedingungen wurde stattdes-
sen eine zeitabhdngige Zunahme der ACTA2-Expression beobachtet.

Die ldngere Behandlungsdauer, in Kombination mit einer Serum starvation, steigerte die ACTA2-
Expression signifikant. Der Differenzierungsgrad der Zellen, gemessen an der ACTA2-Expression,
nahm demnach trotz der Behandlung mit Aldosteron Uber die Zeit zu. Der Einfluss der Serum
starvation wurde urspringlich nicht explizit untersucht, dennoch deuten die Ergebnisse auf eine
Induktion des kontraktilen Phanotypen durch die Serum starvation hin. Eine Zunahme der
ACTA2-Expression unter Serum starvation und Utber die Zeit wurde auch von Tharp et al. beim
Vergleich der glattmuskuldaren a-Aktin-mRNA von einem auf sechs Tage im Serum freien Medium
beobachtet (130). Dort wurde die Serum starvation durchgefiihrt, um die Expression der Diffe-
renzierungsmarker zu fordern. Die Induktion eines umkehrbaren ,hyperkontraktilen” Zustands
der glatten Muskelzelle durch die Serum starvation wurde ebenfalls bereits 1998 bei der Unter-
suchung von kultivierten glatten Muskelzellen der Atemwege beschrieben (131). Diesen Effekt
kann man durch die Wegnahme von Faktoren, wie dem humanen epidermalem Wachstumsfak-
tor und dem humanen Fibroblasten Wachstumsfaktor-Beta im Serum erklaren, was insgesamt
den kontraktilen Phanotyp der Zelle fordert.

Die Behandlung mit PDGF-BB zeigte ebenfalls eine Zunahme der ACTA2-Expression Uber die Zeit.
Fir PDGF-BB wurde in der Literatur eine ACTA2-Supression beschrieben (128, 132). Blank und
Owens beschreiben funf Tage Kultur in einem serumfreien Medium (supplementiert u.a. mit In-
sulin, Ascorbat und Transferrin) bevor eine Behandlung mit PDGF-BB erfolgte (128). Die PDGF-
stimulierten Zellen erreichten dort ein Minimum der a-Aktin-Proteinmenge nach 24 h und hiel-
ten dies bis 72 h nahezu konstant. Im Gegensatz dazu konnte die vorliegende Arbeit keine Ab-
nahme der ACTA2-Expression nach 48 h unter PDGF-BB nachweisen. Diese Diskrepanz kdnnte
ihren Ursprung in der Supplementierung des serumfreien Mediums bei Blank und Owens haben.
Zusatzlich wurde dort mit einer anderen Zelllinie, glatte Muskelzellen der Rattenaorta, gearbei-
tet. PDGF-BB phosphoryliert den Transkriptionsfakor Elk-1, welches die Bildung von SRF an seine
Zielstruktur verhindert und so eine Expression kontraktiler Proteine vermindert (18). Zuséatzlich
hemmt PDGF-BB auch (ber den Kriippel-like-factor 4 u.a. die Expression von ACTA2 und MYH11
(19). Die bekannten Effekte von PDGF-BB scheinen in diesem Fall nicht zu wirken, was an einem
dominierenden Einfluss der, den kontraktilen Phanotyp fordernden, Serum starvation liegen
kdnnte. Diese These wird von den Ergebnissen zu MKI67 unterstiitze, welche nur nach 24 h den
proliferationsférdernden Einfluss von PBGF-BB zeigten.
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Beim Vergleich der Gruppen mit alleiniger Aldosteronbehandlung und dieser mit zusatzlicher
Eplerenon-Behandlung fiel auf, dass Eplerenon den signifikanten Anstieg der Expression Uber
Zeit verhinderte. Daher kann man vermuten, dass die Expressionssteigerung von ACTA2 mog-
licherweise Uber den MR-Signalweg vermittelt wird. Hierbei ware eine Signaltransduktion lGber
die MR-vermittelte Steigerung der Polymerisation von Aktin Gber Rho/ROCK2 (133) denkbar,
welche zu einer Aktivierung von Myocardin fihrt (Myocardin wiederum aktiviert SRF und folglich
werden vermehrt kontraktilen Proteine gebildet).

Zusammenfassend konnte ein aldosteroninduzierter Phanotypen-Switch anhand des ACTA2-Ex-
pressionsverhaltens im gewahlten Zellkulturmodells nicht demonstriert werden.

5.3.1.1.2. Myosin schwere Kette - MYH11

In den vorgestellten Versuchen konnte keine supprimierende Wirkung von Aldosteron auf die
MYH11-Expression bestatigt werden. Wie bei ACTA2 sah man auch bei der MYH11-Expression
eine zeitabhdngige Zunahme der Expression, diese hatte jedoch keine statistische Signifikanz. Im
t-Test zeigte die Behandlung mit PDGF-BB nach 48 h eine signifikante Abnahme der MYH11-
Expression gegenlber der 48-stiindigen DMSO-Behandlung. Es konnte kein Einfluss von 14-15-
EET auf die MYH11-Expression gezeigt werden.

Die Abnahme der MYH11-Expression unter Aldosteron-Behandlung wurde angenommen, da ne-
ben der Funktion als Markergen des Phanotypen-Wechsels (22, 23), auch bei vaskuldaren Veran-
derungen eine Expressionsabnahme demonstriert werden konnte (134). Stattdessen sah man
hier eher eine Expressionssteigerung mit zunehmender Behandlungszeit. Bei ACTA2 konnte die
Zunahme der Expression Uber die Zeit teilweise der Serum starvation zugeordnet werden. Die
dort genannten Literaturquellen zeigten, dass auch Myosin schwere Kette auf Proteinebene
durch die Serum starvation eine Expressionssteigerung erfahrt (8, 130, 131) . Ein Vergleich der
Behandlungen mit und ohne Serum starvation war in diesem Fall nicht méglich. Dennoch kann
vermutet werden, dass ahnlich wie ACTA2 die tendenzielle Steigerung der Expression lber Zeit
ebenfalls teilweise der Serum starvation zuzuschreiben ist. Auf die Effekte der Serum starvation
wurden bei ACTA2 bereits ndher eingegangen.

Flr die Behandlung mit PDGF-BB wurde ein Rlickgang der Expression des Markergens MYH11
erwartet (129). In den Versuchen zeigte sich, anderes als bei ACTA2, eine signifikante Abnahme
der Expression nach 48 h, im Vergleich zur 48-stiindigen DMSO-Behandlung (im t-Test). Ein ahn-
liches Resultat wurde in der Arbeit von Itoh et al. mit 4 ng/ml PDGF-BB nach 48 h Zellkultur
demonstriert (135). Dieser Effekt entspricht dem Verstandnis von MYH11 als Markergen des
glattmuskularen Phanotypen-Switch (13). Anhand dieses Befundes kann angenommen werden,
dass ein Phanotypen Wechsel unter den gegebenen Kulturbedingungen auch nach 48 h noch
moglich ist. Offen bleibt aber, warum ACTA2 nicht entsprechend auf die PDGF-BB-Behandlung
ansprach. Es wird angenommen, dass die Expression von ACTA2 und MYH11 gleichermalien Uber
den Signalweg einer SRF-vermittelten Induktion durch Bindung an eine speziellen DNA-Sequenz
(CArG-Box) gesteuert wird (136). Es ist darauf hinzuweisen, dass sich die Ergebnisse von ACTA2
und MYH11 bei den durchgefiihrten Versuchen in ihrer Tendenz dhnelten. Ein signifikanter Un-
terschied zeigte sich bei MYH11 erst nach 48 h Behandlung, dies ist unter Beriicksichtigung der
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Ergebnisse zu MKI67 verwunderlich, da sich dort eindeutige Effekte nach 24 h zeigten. Der
Proliferationsmarker MKI67 wurde bereits nach 24 h Stimulation mit PDGF-BB hochreguliert. Die
Repression von MYH11 zeigte sich erst nach 48 Stunden. Wahrscheinlich werden im untersuch-
ten Zellsystem die Regulation von Proliferation und Differenzierung durch unterschiedliche Me-
chanismen reguliert, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten greifen. Auch bei der MYH11-Regula-
tion kdnnte, wie bei ACTA2 der Einfluss der Serum starvation (berwogen haben, welche einen
,hyperkontraktilen" Zustand der VSMC bewirken kann (131).

Eplerenon und Mifepriston zeigten keinen Einfluss auf die MYH11-Expression, daher kann nicht
von einer transkriptionellen Kontrolle Gber den MR- oder den GR ausgegangen werden. Tarjus
et al. konnten mittels MR-knock-out Mausen ebenfalls einen MR-vermittelten Einfluss auf die
MYH11-Expression ausschlielen (34).

Bekanntermalien kann der glattmuskuldre Phanotyp durch den endothelialen Faktor NO modu-
liert werden (137). NO konnte bei Itoh et al. den supprimierenden Effekt von PDGF-BB aufheben
(135). Daher wurde der Effekt von 14,15-EET (ebenfalls als endothelialer Faktor) auf die MYH11-
Expression als Phanotypenmarker untersucht. Es konnte kein Einfluss von 14-15-EET auf die
MYH11-Expression gezeigt werden.

Obwohl ein Phanotypen-Switch durch PDGF-Behandlung unter den gegebenen Kulturbedingun-
gen nach 48 h nachweisbar war, konnte dies fir die Aldosteronbehandlung nicht bestatigt wer-
den.

5.3.1.1.3. Proliferationsmarker — MKI67

In der vorliegenden Arbeit wurde die MKI67-Expression in den VSMC untersucht, um mehr Gber
den Einfluss von Aldosteron auf die Proliferation der GefalBmuskulatur zu erfahren.

Die 24-stiindige PDGF-BB-Behandlung zeigte eine signifikante Expressionssteigerung gegeniber
allen weiteren Behandlungen. Die beschriebenen Resultate zeigten deutlich, dass unter den ge-
gebenen Kulturbedingungen PDGF-BB eine Proliferationssteigerung induzieren konnte. Dieser
Effekt wurde unter Aldosteron nicht beobachtet.

Nach weiteren 24 h, also einer Behandlungszeit von insgesamt 48 h mit PDGF-BB, nahm die
MKI67-Expression wieder ab, sodass sich keine signifikanten Ergebnisse im Vergleich zu den (b-
rigen Behandlungen ergaben. Dies kdnnte an dem Einfluss der Serum starvation liegen. Wie be-
reits bei ACTA2 beschrieben hat die Serum starvation, wahrscheinlich durch den Wegfall von
Wachstumsfaktoren, einen differenzierenden Einfluss auf die VSMC (130, 131), welcher der
Proliferation unter PDGF-BB entgegenwirken kdnnte. PDGF-BB wirkt Uber verschiedene Signal-
wege dedifferenzierend. Entscheidend ist die reduzierte Komplexbildung von SRF und Myocar-
din an den fur den differenzierten Zustand typischen Genen (18, 19). Es scheint, dass die Effekte
der Serum starvation dem Einfluss von PDGF-BB nach 48 h Behandlungszeit entgegenwirken.
Offen bleibt aber, warum MKI67 nach 24 h positiv auf die PDGF-BB-Behandlung anspricht, wah-
rend die Expression von ACTA2, MYH11 und SPP1 nach 24 h keinen signifikanten Effekt durch
PDGF-BB zeigten.
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Obwohl gezeigt werden konnte, dass nach 24 h ein Ubergang zu einer stark proliferativen VSMC
moglich ist (gemessen an der MKI67-Expression), konnten zu diesem Zeitpunkt keine relevanten
Einflisse von Aldosteron auf die VSMC-Proliferation gezeigt werden.

Die Messung von Proliferation kann durch verschiedene Methoden vorgenommen werden. Jaffe
et al. untersuchten den pathologischen Einfluss von Aldosteron und stellten eine aldosteronab-
hangige Forderung des Plazenta-Wachstumsfaktors (PGF) in glatten Muskelzellen von Mausen
und - als Proliferationsmarker - eine gesteigerte BrdU-Aufnahme fest. Der PGF spielt bei Zell-
proliferation und GefalRentziindung eine Rolle. Die Ergebnisse entstanden allerdings nach einer
stark abweichenden Methodik, welche auf einem in-vivo Wire-injury Modell basiert (138). Inte-
ressanterweise war nur bei GefalRen, in denen das Endothel beschadigt worden war, eine Stei-
gerung der BrdU-Aufnahme zu registrieren, welche durch Aldosteron nochmals erhéht wurde.
Demnach war auch in diesem Kontext Aldosteron allein nicht hinreichend, um die glattmuskulare
Proliferation zu steigern. Daher konnte z.B. der Wegfall von endothelialen proliferationshem-
menden Faktoren oder die Induktion einer lokalen Entziindungsreaktion notwendig fir eine al-
dosteroninduzierte Proliferationssteigerung in vivo sein. In Analogie hierzu ware im experimen-
tellen Aufbau der vorliegenden Arbeit z.B. die Stimulation der glatten Muskelzellen mit einem
inflammatorischen Zytokin zusatzlich zur Aldosteronbehandlung notwendig gewesen.

Im Hinblick auf pulmonal-arterielle Hypertonie wurde in kultivierten pulmonalen Muskelzellen
der Arterien von Mausen ein signifikanter aldosteroninduzierter Anstieg von ki-67 beobachtet.
Es wurde der relative ki-67 Anstieg in mit 100nM Aldosteron behandelten Zellen, ohne voraus-
gegangene Serum starvation, im Vergleich zum Kontrollprotein gemessen (139). Wie bereits ge-
zeigt hat die Serum starvation - wahrscheinlich durch den Wegfall von dedifferenzierenden Fak-
toren im Serum - Einfluss auf die MKI67-Expression. Allerdings konnte in den durchgefihrten
Versuchen auch ohne Serum starvation kein proliferationsférdernder Effekt von 100 nM Al-
dosteron auf die MKI67-Expression gezeigt werden. Ein weiterer Faktor, der die unterschiedli-
chen Resultate erklaren konnte, ist die Tatsache, dass die Zellen aus der Pulmonalarterie stam-
men und sich von den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen aus Koronararterien un-
terscheiden (140).

Min et al. untersuchte den Einfluss von Aldosteron auf die Zellproliferation von VSMC aus der
Aorta von Ratten, um die pathologischen kardiovaskuldaren Zusammenhange besser zu verste-
hen. Auch hier hatte eine Aldosteronbehandlung einen proliferationsfordernden Effekt. Die Zel-
len wurden mit einer 12-stlindigen Aldosteronkonzentraion von 1 nM behandelt, nachdem eine
48-stlindigen Serum starvation erfolgte. Die Messung der Proliferation erfolgte mittels Inkorpa-
tion von radioaktiven Stoffen in der DNA (141). Diese Methode ist sensibler als die Messung von
der MKI67 Expression mittels qPCR da sie einen groReren dynamischen Bereich abdeckt. Zum
einen erfolgte hier eine doppelt so lange Serum starvation und zum anderen eine andere, sen-
siblere Versuchsmethode, welche beide ursachlich fir die Diskrepanzen zu den gezeigten Resul-
tate sein kénnen.

Eine Studie, welche zu dem gleichen Ergebnis kam, war von Cascella et al.. Diese Gruppe zeigte,
dass einen 48-stlindige Behandlung mit 10 nM Aldosteron in serumfreiem Medium keinen
proliferationsfordernden Effekt hatte. Dies wurde anhand von Zellzahlungen nach der Behand-
lung mit Trypanblau festgestellt (142). Die Zellen stammten von der Aorta des Schweins. Also
liegt auch hier eine abweichende Herkunft fiir die VSMC vor.
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Zusammenfassend gibt es sowohl Arbeiten, welche einen proliferationsférdernden Effekt zeigen
konnten, als auch solche wo dieser ausblieb. In allen Fallen lag eine abweichende Methodik vor,
sodass letztendlich offenbleibt, ob Aldosteron die Proliferation von VSMC fordert oder einen
neutralen Effekt hat.

5.3.1.1.4. Osteopontin - SPP1

Osteopontin ist ein Zytokin, welches in der Literatur bereits in Verbindung mit Aldosteronexzess
und der Plastizitat der glatten Muskelzelle gebracht wurde (143). Die Untersuchung von SPP1
sollte dem Nachweis des aldosteroninduzierten Phanotypen-Switch dienen.

Es konnten keine signifikanten Effekte von Aldosteron oder Hydrocortison auf die Expression von
Osteopontin gefunden werden. Diese Ergebnisse stehen in Diskrepanz zu der Literatur und kon-
nen wie folgt erklart werden.

Die Ergebnisse von Rocha et al. zeigten nach 14 Tagen Aldosteronbehandlung (zusatzlich zu ein-
seitiger Nephrektomie und Gabe von 1 % NaCl im Trinkwasser) in vivo eine Uber die Zeit zuneh-
mende Steigerung der SPP1-Expression per gPCR aus Herzmuskelgewebe. Per in situ-Hybridisie-
rung wurde als Quelle der RNA Zellen der Media von Koronararterien, also mit hoher Wahr-
scheinlichkeit glatte Muskelzellen, ausgemacht (26). Diesen Befunden stehen Beobachtungen
entgegen, die in Aldosteron behandelten VSMC in vitro einen Anstieg der SPP1-Expressions auf
ein Maximum nach 6 h, mit einem anschlieBenden Abfall auf Werte dhnlich denen des Ausgangs-
niveaus schon nach 18 h zeigten. Die Proteinexpression liel8 sich jedoch zeitabhangig steigern
(142). Moglicherweise konnte auch die lange Aldosteronexposition Gber mehrere Wochen not-
wendig sein, um die mRNA-Expression in vivo persistierend hochzuhalten. Der Befund einer kur-
zen mRNA-Halbwertszeit kann sehr gut erklaren, warum im Fall der vorgestellten Experimente
keine aldosteronvermittelte SPP1-Expression berichtet werden kann, da hier alle Zellen frihes-
tens nach 24 h analysiert wurden, was eine Erfassung von transienten, friher auftretenden Ef-
fekten ausschliel3t.

Die PDGF-Behandlung fir 24 h konnte keine SPP1-Steigerung bewirken. Dieses Ergebnis steht im
Kontrast zu der starken Proliferationssteigerung (siehe Expression MKI67) durch PDGF-BB, wel-
che die erhdhten MKI67-Expressionen beweisen. Da der Phdanotypen-Switch mit einer Prolifera-
tionssteigerung in Verbindung gebracht wird, kdnnte hier entweder eine Entkopplung zwischen
Proliferation und Phanotypen-Switch vorliegen, oder SPP1 ist in diesen VSMCs kein geeigneter
Marker des synthetischen Phanotypen.

Die Behandlung mit 14,15-EET zeigte keine signifikanten Expressionveranderungen im Vergleich
zu der Kontrollbehandlung mit Hydrocortison oder der Behandlung mit Hydrocortison und 1 nM
Aldosteron. Die Hinzunahme des strukturellen Analogons 14,15-EE-5(Z)-E zu 1 nM Aldosteron
und 14,15-EET ergab die hochsten SPP1-Expressionswerte (im t-Test gegen DMSO + F: p =
0,0142). Eine Rolle des EET-Signallings in der Kontrolle des glattmuskuldren Phanotyps ist dem-
nach denkbar. Dies ware demnach im Sinne der Aufrechterhaltung eines kontraktilen Phanotyps.
Wang und Kollegen konnten zeigen, dass eine vermehrte sEH-Expression, und damit ein ver-
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mehrter Abbau von EETs, die Expression von Osteopontin steigert. Zudem reduzierte die exo-
gene Applikation von EETs oder sEHI die glattmuskuldre Migration (144). Diese Befunde stiitzen
die Annahme, dass EETs den glattmuskularen Phanotyp modulieren kénnen und kénnen indirekt
auch den Befund erkldren, dass im Falle der vorgestellten Ergebnisse der EET-Antagonist die
SPP1-Expression steigerte.

5.3.1.1.5. a-1C Untereinheit des L-Typ Kalziumkanals - CACNA1C

Die Versuche zeigten eine stabile Expression der porenbildenden a 1C-Untereinheit des LTCC
und keine Expressionsanderung in den drei verschiedenen Behandlungsgruppen.

Unter der Voraussetzung, dass die unveranderten CACNA1C-RNA-Level auf Proteinebene eben-
falls unverdndert fortbestehen, ware dieses Expressionsverhalten eine weitere Erklarung fur die
unverdnderte Expression von ACTA2 und MYH11. Die Expression dieser Markergene wird Uber
das durch den LTCC eintretende Kalzium beeinflusst (31).

Die von anderen Arbeitsgruppen veroffentlichten MR-knock-out Experimente zeigten sowohl
eine MR-abhangige Senkung der Expression (32), als auch keine Beeinflussung der LTCC-Expres-
sion (34). Da sich die in den Experimenten verwendeten Mduse in ihrem Alter um mehr als vier
Monate unterscheiden, kdnnte hier der Grund fir die unterschiedlichen Ergebnisse liegen. Die
Gruppe mit den Verdanderungen in der Expression nutzte den Acta2-Promotor und benutze fir
die Versuche Mause im Alter von 9 Monaten. Die Gruppe von Tajus et al. nutzte flr das Maus-
Modell den Sm22-Promotor und verwendete Mduse im Alter von 4 Monaten. Die Differenzen
kdnnen also neben dem Alter der Mause auch an dem MR-knock-out-Modell liegen. Die Promo-
toren kdnnten z.B. zur Zeit der Induktion eine unterschiedliche Aktivitdt zeigen. Insgesamt kann
man auf der Basis der zitierten glattmuskular spezifischen MR-KO-Modelle nicht auf eine zwei-
felsfreie Rolle des MR fiir die Expression von CACNA1C schliel3en.

10nM Aldosteron bewirkte in der Studie von Mesquita et al., dass sich nach 24 h der LTCC ver-
mehrt in den GefdaRmuskelzellen von Ratten nachweisen liel. Diese verdnderte Expression war
auch mittels Western-Blot auf Proteinebene sichtbar und kam durch eine Forderung der langen,
kardialen Kanalform zustande. Zusatzlich zeigten die Autoren, dass dieser Anstieg durch Bindung
des MR an glucocorticoid response elements (GRE) vermittelt wird (35). Die Aldosteronkonzent-
ration war bei Mesquita um eine GroRRenordnung hdher als in den Experimenten der vorliegen-
den Arbeit und es fand keine Co-Stimulation mit Glukokortikoiden statt. Umgekehrt konnte bei
Mesquita et al. Dexamethason als exklusiver Ligand des Glukokortikoidrezeptors ebenfalls die
Expression der Cacnalc-Isoform steigern. Die Cacnalc-Induktion durch Aldosteron konnte zwar
auch in vivo in Mausherzen per Western-Blot nachgewiesen werden, also in Gegenwart physio-
logischer Glukokortikoidkonzentrationen, der Zelltyp, in dem diese Induktion erfolgte bleibt je-
doch auf Basis dieser Ergebnisse unklar. Diese methodischen Differenzen konnten der Grund fur
das Ausbleiben von Expressionsunterschieden sein. Eine amerikanische Forschungsgruppe be-
schreibt ebenfalls keine Anderung der Cacnalc-Expression in Mesenterialarterien der Maus
nach zweiwochiger Aldosteroninfusion (145).
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Damit kann keine einheitliche zusammenfassende Aussage erfolgen, weder ob vermehrte noch
ob verminderte MR-Stimulation eine Anderung der Cavl.2-Expression in glatten Muskelzellen
bewirkt. Moglicherweise ist eine bisher unzureichende Beriicksichtigung der Rolle von Glukokor-
tikoiden der Schlissel fir diese Heterogenitat.

5.3.1.2.  Diskussion der Ergebnisse zu den Strukturen fur transkriptionelle Marker der MR-
vermittelten Signaltransduktion

5.3.1.2.1. HSD11B1 und HSD11B2

Die 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (113-HSD) Typ 1 und Typ 2 konnten in den hier gezeig-
ten Experimenten wie auch in anderen Arbeiten (56, 127, 146) erfolgreich in den glatten GefaR-
muskelzellen nachgewiesen werden. In den Experimenten zeigte sich ein stabiles Expressionsni-
veau von 11B-HSD Typ 1, welches unabhéngig von der Aldosteron- oder Eplerenon-Behandlung
war. Insgesamt war der Cr-Wert bei Nachweis von 11B-HSD Typ 2 mRNA hoéher. Aufgrund der
starkeren Expression von 11B-HSD Typ 1, ist es gut vorstellbar, dass der MR in den GefaBmus-
kelzellen auch von Glukokortikoiden gebunden wird.

Dass Cortisol den MR binden kann, wurde unter anderem von Jaffe und Mendelsohn gezeigt: Bei
der Behandlung mit 10 nM Cortisol wurde ein MR-Rezeptorkonstrukt (MRE-Reporter) 25-fach
induziert, bei einer Behandlung mit 100 nM Aldosteron wurden die MRE-Reporter nur ca. 8-fach
induziert (56). Zusatzlich sprechen diese Ergebnisse dafir, dass die Affinitdt von Cortisol fir den
MR hoher ist als die von Aldosteron. Bei der physiologische héheren Konzentration von Cortisol
als diese von Aldosteron im Cytosol (44) ist die 11B-HSD Typ 2 sehr wichtig. In einer Studie von
Jaffe und Mendelsohn wurde die 11B-HSD Typ 2 durch Glycyrrhetinsaure gehemmt, daraufhin
nahm die Aktivierung des MRE durch Cortisol signifikant zu (56). Dieses Ergebnis verdeutlicht die
funktionelle Eigenschaft des Enzyms. Wenn es durch Mutation zu einem starken Mangel an 11B-
HSD Typ 2 kommt, entsteht das Krankheitsbild des klassischen apparenten Mineralokortikoid-
Exzess-Syndroms. Aber auch eine Verminderung der 11B3-HSD Typ 2 (z.B. beim nonclassic appa-
rent Mineralocorticoid Excess Syndrome) zeigt im Alter klinische Folgen in Form von Bluthoch-
druck und verdeutlicht die klinische Bedeutung der 11B-HSD Typ 2. (147)

Ein spezifischer Effekt von Glukokortikoiden auf die HSD11B1-Expression wird in vielen Zelltypen
diskutiert (siehe: Chapman et al. (148)) im spezifischen Fall von VSMCs konnte dies aber nicht
gezeigt werden (149). Daher muss fir die vorgestellten Experimente nicht beflirchtet werden,
dass ein Effekt von Aldosteron und Cortisol auf die HSD11B1-Expression durch den Vergleich mit
der Cortisol-Referenzgruppe maskiert wird.
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5.3.1.2.2. a-Untereinheit des epithelialen Natriumkanals - SCNNA1

An distalen Tubulusepithelzellen der Niere flihrt ein Anstieg des Aldosteronspiegels Uber die Ak-
tivierung des MR zu einem vermehrten Einbau von eNaC in die Plasmamembran (57). Der Natri-
umkanal setzt sich aus verschiedenen Untereinheiten zusammen. In den VSMCs konnte das Vor-
kommen der a-Untereinheit 2008 demonstriert und seine negative Beeinflussung durch eine
salzhaltige Didt bei Mausen gezeigt werden (150). Daher kann die Expression dieses Kanals auch
in diesen Zellen Ruckschlisse auf die MR-Aktivitat geben.

Jaffe und Mendelsohn stellten in ihren Untersuchungen 2005 mit menschlichen GefaRmuskel-
zellen zwar fest, dass SCNNA1 in mit Aldosteron behandelten VSMCs nicht detektierbar waren
(56). Diese Aussage kann als aber Gberholt beschrieben werden. Wie bereits erwdahnt konnte
die a-Untereinheit in den VSMC 2008 demonstriert werden. Die Differenzen lassen sich hochst-
wahrscheinlich in der Methodik erklaren. Die Aussage dass die Untereinheit nicht nachweisbar
ist beruht auf einem Microarray, welche je nach Gen gegeniber einer qPCR eine geringere Sen-
sitivitat aufweisen kann (151).

In den zu diskutierenden Experimenten war die a-Untereinheit des eNaC in der gPCR nachweis-
bar und es zeigte sich durch die Behandlung mit Aldosteron (allein und in Kombination mit Hyd-
rocortison) ein tendenziell positiver Effekt auf die Expression des Gens. Es kamen vermutlich
keine signifikanten Unterschiede zustande, da das Expressionslevel allgemein niedrig war. Den-
noch ist durch Stimulation mit erhéhtem Aldosteronniveau eine vermehrte Expression dieses
Kanals bei PHA-Patienten vorstellbar.

Der eNaC steht in den GefaBmuskelzellen zusatzlich in Verbindung mit der Regulation des myo-
genen Tonus (64—66). Daher ist durch diese mechanosensitiven Eigenschaften ber eine gestei-
gerte druckinduzierte Vasokonstriktion eine zusatzliche Beteiligung dieses Kanals an der Gene-
ration der aldosteroninduzierten Hypertonie denkbar.

Die a-Untereinheit des eNaC unterliegt in Nierenzellen auch der positiven Regulation von Glu-
kokortikoiden (152, 153). In den VSMCs konnte ein GR-vermittelter Effekt auf die SCNNA1-Ex-
pression nicht bestatigt werden. Dennoch weisen die Gruppen, welche mit Mifepriston in Kom-
bination mit Aldosteron oder Hydrocortison behandelt wurden, jeweils niedrigere Expressionen
auf als diese ohne Mifepriston. Daher ist es gut vorstellbar, dass in den VSMCs neben dem MR
auch Uber den GR-Einfluss auf die eNaC-Expression genommen werden kann.

Arbeiten mit Zellen des kortikalen Sammelrohrs ergaben, dass 11,12-EET die Aktivitdt von eNaC
senkt. Dies wirkte sich langfristig auch auf die Menge der lonenkanale aus (154, 155). Daher
kdnnte eine Behandlung mit sEHI potenziell eine durch Aldosteron induzierte ENaC-Expression
funktionell entgegenwirken. Fir die glatten Muskelzellen konnte in der vorliegenden Arbeit zu-
mindest eine direkte Wirkung von 14,15-EET auf die SCNN1A-Expression nicht bestatigt werden.
Ergebnisse zur kombinierten Wirkung von EET und sEHI stehen noch aus.
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5.3.1.2.3. Mineralokortikoidrezeptor - NR3C2

In den vorliegenden Experimenten zeigte sich, dass Aldosteron die Expression des MR signifikant
reduziert und dass sich dieser Effekt bei Anwesenheit von Hydrocortison weiter verstarkt. Aber
auch die isolierte Hydrocortisonbehandlung ist fir eine signifikante Abnahme der MR-Expression
verantwortlich. Bei gleichzeitiger Applikation dominierte der Effekt von Hydrocortison.

Der supprimierende Effekt von Aldosteron auf die MR-Expression wurde auch von anderen Au-
toren beschrieben. So konnte 2020 festgestellt werden, dass Aldosteron in der Niere von Mau-
sen die miRNA-466 induziert, welche wiederum den MR herunterreguliert (156). Dies bestatigt
die These, dass Aldosteron in Form eines negativen Feedbacks die MR-Expression hemmen kann.

Der gezeigte, supprimierende Effekt auf die NR3C2-Expression von Hydrocortison kénnte die Er-
klarung fir das Ausbleiben vieler genomischer Effekte unter Aldosteron sein. Wie anfangs be-
schrieben nimmt der MR eine Schlisselrolle in der genomischen Signaltransduktion von Aldoste-
ron ein. Wenn aber der MR, wie hier demonstriert, bereits durch die Hydrocortisonbehandlung
herunterreguliert ist, erklart dies ein Ausbleiben von MR-abhangigen aldosteronvermittelten Ef-
fekten. Die Bindung von Cortisol an dem MR steht in einem Konkurrenzverhaltnis zu Aldosteron,
welches Uber die 11-B-HSD-Isoformen reguliert wird. Dennoch ist wegen der deutlich hoheren
Konzentration von Cortisol auch bei intakter Enzymaktivitat, eine Bindung von Cortisol an dem
MR denkbar. Es wird vermutet, dass die Cortisolkonzentration auch bei Vorkommen der 11-f3-
HSD Typ 2 weiterhin 10 mal hoher ist als die Aldosteronkonzentration (44).

Im Bereich der Neurologie sind der MR und der GR im Aspekt der Stressverarbeitung im Hippo-
campus im Blickpunkt. 2021 konnte gezeigt werden, dass der MR die Sensitivitat des GR fir Glu-
kokortikoide Gber FKBP5 (ein Immunophilin Protein, spielt bei der Immunregulation eine Rolle)
negativ beeinflussen kann. Auch Dexamethason konnte in Form einer ultra-short negative feed-
back loop die Expression von FKBP5 stimulieren. So wird ein Gleichgewicht zwischen beiden Re-
zeptoren bewahrt, welches flr die Stressverarbeitung relevant ist (157). Es wurde des Weitern
demonstriert, dass Cortisol den GR negativ regulieren kann. Ob in der Gefalmuskulatur ein ahn-
licher Mechanismus zur Kontrolle der MR-Expression vorliegt, ist bisher nicht beschrieben.

Zellulare Untersuchungen zum Hyperaldosteronismus, welche ohne eine Co-Stimulation mit
Glukokortikoiden durchgefthrt wurden, sollten wegen des hier gezeigten grol3en Einflusses von
Hydrocortison auf den MR als kritisch betrachtet werden.

5.3.1.2.4. Angiotensin-llI-Rezeptor Typ 1 - AGTR1

Auf der Grundlage bisheriger Veroffentlichungen ging man von einer Steigerung der AGTR1-Ex-
pression unter Aldosteron aus. DuPont et al. zeigten an Mausen, dass im Alter die Dichte des
MRs in den Widerstandsgefallen zunimmt und dass die Expression des AT1-Rezeptors lber eine
Reduktion der miRNA-155-Transkription gefordert wird (Disinhibition) (33). Dieses Phanomen
steht im Zusammenhang mit einer erhéhten Vasokonstriktion und indirekt mit einer altersbe-
dingten Hypertonie. Der AGTR1 und der MR haben bekanntermalien eine enge Beziehung zuei-
nander, welche in der Literatur als cross-talk beschrieben wird (158).
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In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde allerdings gezeigt, dass die Expression von
AGTR1 unter Aldosteronbehandlung abnahm. Wie weiter oben dargestellt, wurde die MR-Ex-
pression durch Glukokortikoide reduziert. Nach DuPont et al. fihrt eine MR-Reduktion zu erhéh-
ten miR-155-Leveln (33), daher kdnnte Aldosteron Uber diesen Mechanismus die AGTR1-Expres-
sion hemmen.

Im Gegensatz dazu wurde bereits 1985 an Rattenzellen gezeigt, dass die Behandlung mit Al-
dosteron die Bindungskapazitat flr AT-1I, also die AT-lI-Rezeptorendichte in glatten Gefalmus-
kelzellen erhoht (55). Die Zellkultur dauerte hier lediglich 18 Stunden an, sodass zu spateren
Effekte keine Aussage getroffen werden kann. Des Weiteren wurde hier die Proteinbindung un-
tersucht und nicht die RNA. Diskrepanzen zwischen mRNA und Protein sind beschrieben und
kdnnen neben dem Verzicht auf Glukokortikoidbehandlung z.B. am Proteinturnover liegen (159).

5.3.1.3.  Diskussion der Ergebnisse zu der EET-Signalkaskade

5.3.1.3.1. Der TRP-Kanal 4 der Vanilloid-Subfamilie -TRPV4

Das Vorkommen des TRPV4 Kanals in der GefaBRmuskulatur wurde bereits von anderen Autoren
beschrieben (72, 160) und konnte in den vorgestellten Experimenten bestatigt werden. Wegen
der beschriebenen Interaktion mit der Signaltransduktion der EETs und der moglichen therapeu-
tischen Moglichkeiten von sEH-Hemmern ist das Expressionsverhalten von TRPV4 unter Aldoste-
ron interessant. Eine zeitabhangige Induktion der TRPV4-Expression nach 48 h konnte in der
Tendenz bei fast allen Behandlungen gefunden werden, war aber nur mit 1 nM Aldosteron, Hyd-
rocortison und der Kombination beider bei gleichzeitiger Eplerenonbehandlung statistisch signi-
fikant.

In einem Tiermodell wurde 2018 gezeigt, dass Eplerenon u.a. Uber die Induktion von TRPV4 zu
einer Abschwachung des durch Angiotensin-Il gesteigerten myogenen Tonus in Hirngefallen
fahrte (75). Der Versuch von Diaz-Otero et. al wurde an Mausen durchgefihrt, welche fir 4 Wo-
chen ein mit Angiotensin Il und Eplerenon angereichertes Futter bekamen. Auf der Grundlage
der in diesem Versuch angewandten Methodik konnte die beobachteten TRPV4-Induktion riick-
wirkend nur indirekt auf eine MR-abhangige Signalkaskade zurtickgefihrt werden. Der direkte
Aldosteroneffekt wurde nicht untersucht.

Da die zeitabhangige Induktion der TRPV4-Expression auch unter der Zugabe von Eplerenon zu
beobachten war, konnte die vorliegende Arbeit keine MR-vermittelten Effekte aufzeigen.

In Sammelrohrzellen der Niere konnte eine fordernde Wirkung von 1 uM Aldosteron nach 24 h
auf die TRPV4-Expression beschrieben werden. Der Kanal ist in der Niere gemeinsam mit dem
BKca-Kanal flr die Aufrechterhaltung der Plasmakaliumhomoostase essenziell. Die Untersuchun-
gen basieren auch hier auf Untersuchungen mit Mausen (74). Die Aldosteronkonzentration ist
1000-fach hoher gewadhlt und wurde an einem anderen Zelltyp als VSMC untersucht. Diaz-Ortero
et al. und Manenko et al. basieren ihre Aussagen auf Untersuchungen mit Mausen. Es ist nicht
auszuschliefen, dass die TRPV4-Expression im Menschen anderen regulatorischen Mechanis-
men unterlieg als in Mausen.
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5.3.1.3.2. Die porenbildende Untereinheit des BKca-Kanals - KCNMA1

Die Expression der porenbildenden Untereinheit des BKcs-Kanals konnte in allen Versuchen
nachgewiesen werden. Zusatzlich stieg die KCNMA1-Expression mit langerer Behandlungszeit
an. Dies zeigte sich bei der Kontrollbehandlung mit DMSO.

Die reine zeitliche Expressionssteigerung unter DMSO kdnnte der Serum starvation zuzuordnen
sein, wie es bei ACTA2 und MYH11 bereits vermutet wurde. Dieser Befund tangiert jedoch nicht
die weiteren Ergebnisse, da im folgenden nur Ergebnisse innerhalb der gleichen Behandlungszeit
(48 h) verglichen wurden.

In der Literatur wird von einem hemmenden Einfluss von 100 nM Aldosteron auf die Expression
von KCNMA1 in GefdRmuskelzellen berichtet. In einem transgenen Mausmodell mit Uberexpres-
sion der Aldosteronsynthase in den Kardiomyozyten konnte per gPCR eine reduzierte Expressi-
onen von Kcnmal und Kenmb1 festgestellt werden. In vitro konnte eine Konzentrationsabhan-
gige Abnahme der Kcnmal-Expression von glatten Muskelzellen der Ratte gezeigt werden, wel-
che MR-abhdngig war, da sie mit einem MR-Antagonisten (Spironolacton) verhindert werden
konnte (83).

In den hier gezeigten Experimenten konnte durch 1 nM Aldosteron nur in Kombination mit Hyd-
rocortison eine signifikante Hemmung der Expression demonstriert werden. Die isolierte Be-
handlung mit Aldosteron fihrte zu keiner Reduktion der KCNMA1-Expression. Aldosteron isoliert
zu betrachten stellt eine unphysiologische Situation dar, weil — wie bereits dargestellt - eine MR-
Transaktivierung durch Cortisol moglich ist. Aber umgekehrt ist bei in vivo-Experimenten keine
isolierte Bertachtung von Aldosteron-Effekten moglich.

Es gibt in vivo Untersuchungen, welche ebenfalls keinen Einfluss von Aldosteron auf die
KCNMAT1-Expression feststellen konnten. So zeigte eine 14-tdgige Aldosteronbehandlung von
Mausen keinen Einfluss auf die Kcnmal und Kenmb1 mRNA-Expression (145). In einem weiteren
Mausmodell mit Aldosteron-Minipumpen und einer Behandlung Gber 4 Wochen konnte eben-
falls kein Einfluss auf die Kcnmal- und Kenmb1-Expression gezeigt werden (161).

Hydrocortison zeigte einen eindeutig supprimierenden Effekt, der nicht durch Eplerenon aufge-
hoben wurde. Daher ist ein MR-vermittelter Effekt unwahrscheinlich. Durch den Anstieg der
KCNMA1-Expression bei Behandlung mit Mifepriston handelt es eher sich um einen GR-vermit-
telten Effekt. Diese These bestatigte sich nicht uneingeschrankt, da sich die Expression mit Mi-
fepriston nicht vollstandig normalisiert darstellte. Eine Glukokortikoid-vermittelte Regulation
des BKc, ist bisher nicht beschrieben, lasst sich jedoch aus Teilbefunden der Literatur herleiten:
2020 wurde eine Arbeit veroffentlich, welche die NRF2-vermittelte Regulation (Transkriptions-
faktor) von KCNMAT1 beschreibt (162). Glukokortikoide reduzieren die Proteinkonzentration von
NRF2 (163), dies konnte auch fir periadrenales Fettgewebe von Patienten mit einem Cortisol
produzierenden Adenom gezeigt werden (164). Eine durch Cortisol induzierte NRF2-Suppression
kdnnte demnach fir die KCNMA1-Repression verantwortlich sein.
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Die Zugabe von 14,15-EET zeigte einen supprimierenden Effekt auf die BKca-Expression. Die Be-
handlung mit dem I6slichen Epoxidhydrolasehemmer (GSK2256294) konnte die Expressionsre-
duktion wieder tendenziell normalisieren. Daher ist von einem hemmenden Effekt durch die
14,15-EET-Behandlung auf die KCNMA1-Expression auszugehen. Es ist gut vorstellbar, aber spe-
kulativ, dass 14,15-DHET diese negativen Einflisse bedingt. Die Epoxidhydrolasen wandeln EET
in DHETs um. 14,15-DHET zeigte in humanen Koronararterien zumindest einen geringeren Effekt
als 14,15-EET, (165). Ein Effekt von 14,15-DHET auf die KCNMA1-Expression ist bis dato nicht
untersucht worden.

Die Herunterregulierung der KCNMA1-Expression unter Aldosteron mit physiologischem Hydro-
cortisonleveln wirft die Frage auf, wie sich die Expression bei dauerhaft erhdohtem Cortisol-Level
verhalt (z. B. Cushing-Syndrom) oder bei der Co-Sekretion von Gluko- und Mineralokortikoiden
bei adrenalen Tumoren.

5.3.1.3.3. Epoxidhydrolasen — mEH und sEH

Das Vorkommen der Epoxidhydrolasen in der Zelle reguliert das Verhaltnis von den aktiven EETs
zu den weniger aktiven DHETSs. EETs wirken in den BlutgefalRen vasodilatorisch und entziindungs-
hemmend (165, 166). Die Hemmung des Abbaus dieser Substanzen kénnte eine neue Behand-
lungsform des primaren Hyperaldosteronismus darstellen.

Um herauszufinden, in welchem Ausmaf Aldosteron auf die Enzyme mEH (Gencode: EPHX1) und
SEH (Gencode: EPHX2) Einfluss nimmt, wurde die Expression beider Gene unter experimentellen
Bedingungen gemessen.

Im Einklang mit den, in den NierengefalRen gezeigten sEH in glatten Muskelzellen (167), konnten
in den Versuchen die sEH konstant nachgewiesen werden. Nachdem die |8sliche Epoxidhydro-
lase in der Literatur als Haupt-lsoenzym des EET-Metabolismus beschrieben wird (97) und die
Blockade von sEH den Blutdruck reduziert (100), wurde hier die héhere Expressionsrate vermu-
tet. Die Bedeutung von sEH im kardio-vaskularen System konnte in den vergangen Jahren bereits
verdeutlicht werden (168).

Im Gegenteil dazu zeigte die EPHX1 in den Gefallmuskelzellen hohere Expressionsniveaus. Bei
Untersuchungen von Mausehirnen konnte das Vorkommen von mEH in den BlutgefalRen (En-
dothelzellen und glatten Muskelzellen) nachgewiesen werden, wohingegen die sEH fast aus-
schlieBlich in den Astrozyten gefunden wurden. Daher wird der mEH eine bisher unbekannte
Bedeutung fur die Regulation physiologischer Prozesse zugesprochen (169). Wegen der hdheren
Expression der mEH kdnnen wir diese Annahme unterstitzen.

Der hemmende Einfluss von PDGF-BB auf die EPHX1-Expression war nach 24 h deutlich zu sehen,
wohingegen Aldosteron und die anderen Behandlungen keinen Einfluss auf die Expression der
mEH zeigten. Nach 48 h hatte PDGF-BB weiterhin die niedrigsten Expressionswerte, ein entschei-
dender pathologischer Effekt durch Aldosteron auf die mEH-Expression war nicht zu sehen.
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Die EPHX2-Expression zeigte nur unter PDGF-BB einen signifikanten Anstieg Gber die Zeit. Dies
steht im Einklang mit der Literatur, welche beschreibt, dass PDGF-BB die sEH-Expression kon-
zentrations- und zeitabhangig fordert (144).

Bei Normierung der Ergebnisse nach 48 h auf die jeweiligen Ergebnisse nach 24 h fiel auf, dass
die EPHX2-Expression nach 48 h unter Aldosteron (mit Hydrocortison) signifikant -und MR-ab-
hangig- gegenliber 24 h gesteigert wurde. Die Absolutwerte der Expression unter Aldosteron
und Hydrocortison zu beiden Zeitpunkten unterschieden jedoch nicht von denen der Hydrocor-
tison-Kontrolle. Auf Basis dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass im Kontext eines pri-
maren Hyperaldosteronismus eine gesteigerten sEH-Expression unwahrscheinlich ist sich. Im
Fettgewebe von Mausen wurde hingegen eine Steigerung der Ephx2-Expression nach einer drei-
tagigen Aldosteronbehandlung festgestellt. Des Weiteren wurde bei PHA-Patienten eine MR-ab-
hangige Regulation der EETs festgestellt. Akute Effekte von Aldosteron konnten nicht festgestellt
werden (170). Es ist vorstellbar, dass sich in den zu diskutierenden Experimenten mit einer lan-
geren Behandlungszeit starkere und signifikante Effekte von Aldosteron auf EPHX1 und EPHX2
gezeigt hatten.

Auf der Grundlage der durchgefiihrten Experimente lasst sich jedoch nur annehmen, dass glatte
Muskelzellen unter Aldosteronexzess fur 24 h und 48 h mit den gezeigten mMRNA-Expressionsle-
vels (unter der Voraussetzung einer unbeeintrachtigten Proteintranslation) wahrscheinlich keine
gesteigerte Metabolisierung der EETs Gber mEH oder sEH aufweisen.

5.3.2. Diskussion der Ergebnisse des Western-Blots

Der Western-Blot wurde unterstitzend zu den gPCR-Ergebnissen der KCNMA1-Expression unter
Hydrocortison und Aldosteron durchgefthrt. Die signifikanten Unterschiede in der Expression
bei den unterschiedlichen Behandlungen konnten auf der Ebene der Proteine nicht bestatigt
werden.

Eine Moglichkeit diese Diskrepanz zu erklaren, ist die Methodik. Die gPCR-kann bereits sehr ge-
ringe Unterschiede detektieren, welche sich in diesem Male noch nicht auf dem Proteinniveau
julern. Die ausbleibenden signifikanten Anderungen kénnte aber auch darin begriindet sein,
dass das semiquantitative Verfahren des Western-Blots nicht empfindlich genug ist. Auch bringt
das aus vielen aufeinander aufbauenden Arbeitsschritten bestehende Verfahren viele ,Stolper-
steine” (171).

Andere Gruppen konnten aldosteronabhéngige Anderungen des Proteins nachweisen. Ambroi-
sine et al. zeigten im Western-Blot, dass Mause mit einer erhéhten Aldosteron Synthase in Kar-
diomyozyten eine signifikante Reduktion der a-Untereinheit des BKca-Kanals im Herzen aufwei-
sen (83). Im Unterschied zu dieser Arbeit handelt es bei dem beschriebenen Western-Blot dem-
nach um Tierzellen und speziell um Kardiomyozyten. Ein Nachweis auf Proteinebene mit VSMCs
erfolgte nicht. Es bleibt unklar, auf welchen Zelltyp die Expression zurtickzufihren ist, da der
Western-Blot aus Membranfraktionen des gesamten Herzens durchgefiihrt wurde. Auch wurde
die genaue ortsstandige Aldosteronkonzentration, mit der die glatten Muskelzellen lokal stimu-
liert wurden, in der Studie von Ambroisine et al. nicht bestimmt.
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Unsere Ergebnisse zeigten eine signifikante Beeinflussung der KCNMA1-Expression durch Al-
dosteron auf mRNA-Ebene. Ein Erklarungsversuch ist die Diskrepanz zwischen mRNA und dem
Protein. Der Weg von der mRNA zum lonenkanal unterliegt mehreren Kontrollmechanismen
welche den Turnover bestimmen (159). Fir die BKca-a-Untereinheit gibt es bisher keine Unter-
suchungen zu der spezifischen Geschwindigkeit des Turnovers.

Zusammenfassend deutet das Ergebnis des Western-Blots auf keine funktionale Anderung der
a-Untereinheit des BKca-Kanals in VSMC durch Aldosteron im Vergleich zu Hydrocortison hin.

5.3.3. Diskussion der Kalzium-Bildgebung

Zur Untersuchung der Funktion von den Gefalmuskelzellen unter Aldosteron-Exzess wurde die
intrazelluldre Kalziumdynamik auf EET-Stimulation untersucht. Der Kalziumanstieg auf 14,15-EET
war in der Kontroll- und in der Aldosteron-Gruppe unverandert. Zusatzlich konnte keine erhohte
Spontanaktivitdt, gemessen an der Frequenz von intrazellularen Kalziumpeaks, durch eine Be-
handlung der Zellen mit Aldosteron nachgewiesen werden. Nur unter der Eplerenon-Behand-
lung zeigte sich ein signifikant erniedrigter Kalziumanstieg, verglichen mit der Kontrollgruppe.

Bereits 1999 haben Fang et al. die Wirkung von EETs auf die intrazelluldre Kalziumkonzentration
in GefalBmuskelzellen untersucht. Ihre Ergebnisse zeigten einen Kalziumanstieg unter allen EET-
Regioisomeren (172). Behandlungen mit 14,15-EET bewirkten eine erhohte intrazellulare Kalzi-
umkonzentration mit Werten von etwa 300 nM. Diese intrazellularen Kalziumkonzentrationen
sind mit den Messungen in den Experimenten der vorliegenden Arbeit vergleichbar (Kalzium-
Peak der Hydrocortison-Kontrollgruppe auf 14,15-EET: 353 + 57 nM). Die erwdhnte Arbeit von
Fang et al. konnte ferner zeigen, dass der Kalziumanstieg durch einen Einstrom von Extrazellular
bedingt war und dass er sich durch einen LTCC-Blocker, Verapamil, antagonisieren lieR. Die glatt-
muskulare Kontraktion wurde in Abhangigkeit vom Stimulus der Vorkontraktion entweder ge-
steigert oder reduziert. Der store-operated calcium entry (SOCE) war unabhéngig von einer vor-
herigen Applikation von 14,15-EET. Nach diesen Ergebnissen verursachen EETs im glatten Mus-
kel einen Einstrom von Kalzium Uber LTCC in Abhadngigkeit von der Vorkontraktion und lassen
die Kalziumspeicher unbeeintrachtigt.

Earley und Kollegen hingegen beschrieben, dass 11,12-EET Uber eine Aktivierung von TRPV4-
Kanalen und Ryanodinrezeptoren Kalziumsparks generierte, die unabhangig von LTCC zustande
kamen und fir die Vasodilatation durch BKca-Kanale entscheidend waren. Nach dieser Arbeit
wirken EETs auf den Komplex an Kanélen, die eng mit dem Kalziumspeicher des sarkoplasmati-
schen Retikulums assoziiert sind (72). An dieser Stelle muss festgehalten werden, dass Fang und
Kollegen EET-Konzentrationen im mikromolaren Konzentrationsbereich verwendeten, um per
Fura2 Anderungen im globalen zelluldren Kalzium detektieren zu kénnen. Earley und Mitarbeiter
konnten im nanomolaren Bereich arbeiten, weil ihre Technik subzelluldre Kalziumanstiege auf-
l6sen konnte. Mdglicherweise widersprechen sich damit die beiden Arbeiten nicht und die Kal-
ziumanstiege fihren im nanomolaren Bereich zu Sparks und zu globalen Kalziumanstiegen im
mikromolaren EET-Konzentrationsbereich.
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Es gibt bereits Untersuchungen mit humanen Bronchialzellen, welche zeigen, dass 14,15-EET die
Kalziumsensitivitat in den Zellen reduzieren. 14,15-EET verringert die Phosphorylierung von My-
osin Phosphatase Inhibitor Protein (CPI-17), so wird die Phosphorylierung der Myosin Light Chain
Phosphatase (MLCP) lber eine verminderte Aktivitdt der Protein Kinase C (PKC) reduziert (173).
Dadurch reduziert sich die Kontraktion unter Einfluss von 14,15-EET. Dies konnte erklaren, wa-
rum EETs trotz intrazellularem Kalziumanstieg relaxierend auf VSMCs wirken.

Von allen Vorbehandlungen zeigte sich nur in der Eplerenon-behandelten Gruppe ein vermin-
derter Kalziumanstieg auf EET-Stimulation. Als Erklarung fur die niedrigeren Kalziumantworten
in Eplerenon-behandelten Zellen kdme z.B. eine niedrigere Expression von LTCC in Frage. In ge-
alterten, VSMC-spezifischen MR-knock-out-Mausen konnte ein reduzierter myogener Tonus,
eine reduzierte Agonisten-abhangige Kontraktion und eine reduzierte Expression sowie Aktivitat
des LTCC festgestellt werden (32). Des Weiteren zeigte die Gruppe um Iris Z. Jaffe, dass der MR
bei gealterten Mausen die miR155 reduziert und sich so auch die LTCC-Expression reduziert (33).
Daher kdnnte man auf eine MR-abhangige Regulation (zB. Blockade des MR Uber Eplerenon) der
CACNA1C-Expression schlieBen. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit in der gPCR nicht besta-
tigt werden. Die CACNA1C-Expression zeigte sich durch die Behandlung nicht verandert. Ein wei-
terer Ansatz sind die Effekte von Eplerenon an Pannexin-1-Kanalen, welche die reduzierte Kalzi-
umantwort erklaren wirden. Bei Spironolacton und anderen steroidalen MR-Antagonisten ist
die Off-target-Hemmung von Pannexin-1-Kandlen in einer MR-unabhangigen Weise bekannt
(174). Pannexin-1-Kanale sind mit alD-adrenergen Rezeptoren assoziiert, welche bei der Mus-
kelkontraktion von VSMC (Gg-vermittelter Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration)
eine Rolle spielen (175). Demnach ware es eine Mdglichkeit, dass der EET-bedingte Kalziuman-
stieg ebenfalls einer Augmentierung durch Pannexin-1-Kanale unterliegt und entsprechend bei
mit Eplerenon vorbehandelten Zellen gehemmt wird. Dieser Zusammenhang ist bisher aber
nicht untersucht worden, so dass die Erklarung spekulativ ist.

Spontane rhythmische und intrinsische Aktivitat von arteriellen Mikrogefalsen wird als Vasomo-
tion bezeichnet. Hypothesen zur Rolle von Vasomotion umfassen eine in Summe besseren Per-
fusion des nachgeschalteten Gewebes als bei konstantem GefdRdurchmesser (176). Arterien aus
mit dem Mineralokortikoid DOCA behandelten Ratten, weisen eine erhéhte Frequenz von Vaso-
motion auf (177). Als zugrundeliegendes Substrat kdnnen u.a. spontane Kalziumtransienten der
glatten Muskelzellen angenommen werden. Es wird spekuliert, dass in der erh6hten Vasomotion
eine protektive Adaptation auf die durch Hypertonie bedingte kapillare Rarefizierung vorliegt,
die das Gewebe vor Ischamie schitzt (176).

In der vorliegenden Studie konnte jedoch kein Einfluss einer Vorbehandlung mit Aldosteron auf
die Spontanaktivitat der glatten Muskelzellen gezeigt werden. Der wesentliche Unterschied zu
der zuvor erwdhnten DOCA-Studie besteht sicher in der Tatsache, dass es diese eine in vivo-
Studien war, in denen u.a. hamodynamische Faktoren auf die glatten Muskelzellen einwirken
konnten: Auch der Blutdruck selber kann wohl die Vasomotion verstarken (176).

Bezlglich der den Transienten wahrscheinlich zugrundeliegenden Kanéle gab es, wie bereits dis-
kutiert keine transkriptionellen Einflisse von Aldosteron auf den CACNA1C, welche einen Hin-
weis auf eine durch Aldosteron induzierte veranderte Proteinmenge des LTCC hatten geben kon-
nen. Die funktionellen Ergebnisse bestadtigen daher die gPCR-Ergebnisse von CACNA1C und
TRPVA4.
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Es konnte zusammenfassend kein funktioneller Einfluss von Aldosteron auf die zellulare Kalzi-
umantwort auf Stimulation mit 14,15-EET festgestellt werden.
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7. Anhang
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Abbildung 42: Graphische Darstellung des Versuchs zur Kalzium-Bildgebung bei der Kontrollbehandlung (DMSO +
HC) zur Veranschaulichung der Bestimmung von BL und Peak. Die Pfeile markieren die in die Auswertung eingegan-
genen Messwerte. Die Baseline wurde einmal unmittelbar vor der EET-Zugabe bestimmt und nach dem Auswa-
schen. BL = Baseline, wash = Auswaschen mit HEPES-Puffer.
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