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Einleitung

1. Einleitung

Arterieller Bluthochdruck entwickelt sich immer mehr zur Volkskrankheit, wobei bereits 10-40 %
der industrialisierten Gesellschaft ein erhéhtes Risiko flir Herz-Kreislauf-Erkrankungen aufweisen
[1, 2]. Die Ursache von Bluthochdruck liegt haufig in einer Stérung oder chronischen Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Klinische Studien konnten zeigen, dass ein
dauerhafter Anstieg des Plasmaaldosteronlevels (Hyperaldosteronismus) das Risiko far
Bluthochdruck, Herzversagen, Herzinfarkt oder Nierenversagen eindeutig erhoht [3-7].
Aldosteron wird hauptsachlich in der Nebenniere gebildet und bewirkt in der Niere die
Rickresorption von Natrium und gleichzeitig die Sezernierung von Kalium. Somit ist Aldosteron
direkt an der Regulation des Elektrolyt- und Wasserhaushalts im Korper beteiligt, was maRgeblich

den arteriellen Blutdruck beeinflusst.

1.1 Die Nebenniere

1.1.1 Aufbau und Funktion der Nebenniere

Die Nebennieren sind paarig angelegte, kappenartige Organe, die den oberen Polen der beiden
Nieren aufliegen. In den menschlichen Nebennieren sind zwei Hormondriisen vereint, die bei
niederen Wirbeltieren noch als getrennte Organe auftreten: die Nebennierenrinde (NNR) und das
Nebennierenmark (NNM). Beide Hormondriisen haben verschiedene embryologische Urspriinge,
verschiedene Funktionen und einen unterschiedlichen Aufbau. Die Zellen des Marks entstammen
der Neuralleiste (Vorstufen sympathischer Neuronen) und sezernieren die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin. Die Rinde ist hingegen mesodermalen Ursprungs und kann sowohl
morphologisch als auch funktionell in drei verschiedene Zonen gegliedert werden. Die duRerste
Zone wird aufgrund ihrer kndueldhnlich gruppierten Zellen als Zona glomerulosa (Zg) bezeichnet,
gefolgt von der Zona fasciculata (radiar geblindelte Zellen; Zf) und der Zona reticularis (Zr), die an
das Nebennierenmark angrenzt. In allen drei Zonen der Nebennierenrinde werden ausgehend von
Cholesterin Steroidhormone gebildet: Mineralokortikoide (Aldosteron) in der Zona glomerulosa,
Glukokortikoide (Cortisol/ Corticosteron) in der Zona fasciculata und Androgene in der Zona
reticularis. Wie bereits erwdhnt, reguliert Aldosteron vor allem die Elektrolyt- und
Wasserresorption in der Niere und somit auch Blutvolumen und Blutdruck. Glukokortikoide
werden auch als ,,Stresshormone” bezeichnet. Sie sind an vielen Stoffwechselvorgdangen beteiligt,
wie der Bereitstellung von Glukose und Fettsauren, besitzen aber auch hemmende Wirkung auf
das Immunsystem. Die funktionelle Gliederung der Nebennierenrinde beruht auf der Zonen-

spezifischen Expression steroidogener Enzyme. Die wichtigsten Enzyme sind dabei die
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Aldosteronsynthase CYP11B2 und die 11R-Hydroxylase CYP11B1, welche die letzten Schritte der
Aldosteron- bzw. Cortisol/Corticosteron-Synthese katalysieren [8—10]. Wé&hrend sich die
Lokalisation der Aldosteronsynthase auf die Zona glomerulosa beschrankt [11-14], wird CYP11B1
ausschlieBlich in der Zona fasciculata exprimiert [15]. Bei einigen Spezies, wie Rind, Schwein und
Schaf, (ibernimmt ein einzelnes Enzym (CYP11B1l) die Synthese von Gluko- und

Mineralokortikoiden [16—-19].

== ]’ Kapsel

- Zonaglomerulosa:
Mineralokortikoide (Aldosteron)

+ Zonafasciculata:
Glukokortikoide(Cortisol; Corticosteron)

Nebennierenrinde

~ Zonareticularis:
Androgene

Nebennierenmark -

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Nebenniere

Die Abbildung zeigt einen Querschnitt durch die einzelnen Zonen der Nebenniere. Unterhalb der Kapsel befindet sich
die Nebennierenrinde, die sich in Zona glomerulosa, fasciculata und reticularis gliedert. Danach folgt das
Nebennierenmark, wo Katecholamine wie Adrenalin und Noradrenalin synthetisiert werden. Die Nebennierenrinde
produziert hingegen Steroidhormone wie Aldosteron (Zona glomerulosa), Cortisol/Corticosteron (Zona fasciculata) und
Androgene (Zona reticularis). Abbildung modifiziert nach [20].

1.1.2 Entwicklung der Nebenniere

Wie bereits erwdhnt, entwickelt sich die Nebenniere aus zwei verschiedenen Anlagen, einem
mesodermalen Anteil, der zur Nebennierenrinde wird und einem neuroektodermalen Anteil, der
das Nebennierenmark bildet [21]. Das erste steroidogene Gewebe wird wahrend der 4.-6.
Schwangerschaftswoche sichtbar und wird als ,adrenal primordium“ bezeichnet. Nach weiteren
Differenzierungsvorgangen entsteht die erste Zonierung der fétalen Nebenniere. Es bildet sich die

groRere innere fotale Zone und die kleinere duBere definitive Zone, die zusammen von der

2
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Nebennierenkapsel umschlossen werden. AuRerdem konnte eine weitere Zellschicht zwischen
fotaler und definitiver Zone nachgewiesen werden, die die Autoren als ,transitional zone“
(Ubergangszone) bezeichnen [22, 23]. Zu diesem Zeitpunkt wandern auch Zellen der Neuralleiste
in den fotalen Nebennierencortex ein, die sich nach der Geburt zur Medulla entwickeln werden.
Die Differenzierung der charakteristischen drei Rindenzonen beginnt ab der dreilligsten
Schwangerschaftswoche. Dabei entwickeln sich aus der definitiven Zone und der Ubergangszone
erstmals Zellschichten, die der spateren Zona glomerulosa und Zona fasciculata dhneln. Nach der
Geburt wird der fotale Cortex drastisch umstrukturiert: Die fotale Zone bildet sich innerhalb der
ersten drei Monate zurilick und die beiden Ubrigen Zonen bilden mehr und mehr die Strukturen
der adulten Nebennierenrinde aus. Wahrend die Zona glomerulosa und die Zona fasciculata
bereits bei der Geburt vorhanden sind, ist die Zona reticularis erst ab dem dritten Lebensjahr zu
erkennen [24-29]. Aufgrund des enzymatischen Expressionsprofils in der spatfotalen
Entwicklungsphase geht man heute davon aus, dass sich die definitive, ,transitional” und fotale
Zone spater zur Zona glomerulosa, Zona fasciculata und Zona reticularis entwickeln [22, 30-32].
Im Gegensatz zur humanen Nebenniere findet man bei der Maus auch nach der Geburt zwischen
Cortex und Medulla eine Zone X, deren Ursprung wohl schon im fétalen Cortex liegt [33, 34]. Die
fotale Zone bildet sich bei Madusen bereits vor der Geburt stark zurlick, allerdings vermutet man,
dass die Zellen der Zone X von der fotalen Zone abstammen [35]. Bei mannlichen Mausen beginnt
der Abbau der Zone X wahrend der sexuellen Reifung, bei weiblichen Mausen erst wahrend der

ersten Schwangerschaft [36].

1.2. Systemische Regulation und Wirkung von Aldosteron

1.2.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System reguliert bei Sdugern als zentrales Kontrollelement den
FlUssigkeits- und Elektrolythaushalt des Korpers und ist dadurch direkt an der Regulation des
Blutvolumens und des Blutdrucks beteiligt. Die Protease Renin wird in den Epitheloidzellen des
juxtaglomeruldaren Apparats der Niere synthetisiert und in Vesikeln gespeichert. Die Freisetzung
von Renin in die Blutlaufbahn kann als Schlisselereignis des RAAS bezeichnet werden und wird
durch folgende Faktoren gesteuert: erniedrigter Perfusionsdruck in den NierengefdaRen, Abfall der
NaCl-Konzentration an der Macula densa (Zellen des distalen Tubulus liegen benachbart zu den
juxtaglomeruldren, Renin-produzierenden Zellen) und Aktivierung der sympathischen
Nierennerven durch R;-adrenerge Rezeptoren. Im Sinne einer negativen Feedback-Reaktion

hemmt Angiotensin Il (Ang Il) hingegen die Reninfreisetzung.
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Renin spaltet im Plasma von dem hauptsachlich in der Leber gebildeten Angiotensinogen ein
Dekapeptid ab, das Angiotensin | (Ang I). Diese Reaktion ist der initiale und geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt des RAAS. Erst die Abspaltung zweier weiterer Aminosduren durch das
Angiotensin-converting-enzyme (ACE) Uberfiihrt das inaktive Angiotensin | in die biologisch aktive
Form, das Angiotensin Il. Das menschliche ACE ist in der Plasmamembran vieler Zellen verankert
(hauptsachlich Endothel- und glatte Muskelzellen), kann aber auch in geringen Konzentrationen
im Plasma gefunden werden. Weil Lunge und Niere eine besonders hohe Aktivitdit an ACE
aufweisen, spielen sie fir die Generierung von Angiotensin Il eine wichtige Rolle. Angiotensin Il als
eigentlicher Mediator des RAAS besitzt verschiedene biologische Wirkungen, die in der Kontrolle
des Extrazellularvolumens und des Blutdrucks zusammenwirken. Es sind vier Ang II-Rezeptortypen
beschrieben, von denen allerdings hauptsachlich der AT;-Rezeptor die klassischen Ang II-
Wirkungen vermittelt [37]: Vasokonstriktion, direkte Stimulation der Natriumresorption in der
Niere, Aktivierung der ADH-Sekretion im Hypophysenhinterlappen, Steigerung des Durstgefiihls
und Salzappetits, Inhibierung der Reninausschiittung und Stimulation der Aldosteronproduktion in
der Nebenniere. Aldosteron bewirkt in der Niere die Reabsorption von Natrium und gleichzeitig
die Sezernierung von Kalium und Protonen. Da der Wasserhaushalt eng an den Elektrolythaushalt
gekoppelt ist, reguliert Aldosteron maRgeblich die Volumenhomoostase und damit den Blutdruck

des Korpers.

Asp - Arg - Val - Tyr - lle - His - Pro - Phe - His - Leu -R Angiotensinogen

Renin
Asp - Arg - Val - Tyr - lle - His - Pro - Phe - His - Leu Angiotensin |
ACE
Asp - Arg - Val - Tyr - lle - His - Pro - Phe Angiotensin Il
AT,-Rezeptor

-
1952“3’”

Niere Nebenniere Herz GefaRe Gehirn
Na’-Reabsorption Aldosteronsekretion  Inotropie Vasokonstriktion Durst
Chronotropie Salzappetit

ADH-Freisetzung
Symp.- Aktivierung
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Abbildung 2: Das klassische Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Dargestellt sind die typischen Komponenten des RAAS (proteolytische Enzyme in rot), ihre Interaktionen und Effekte auf
das kardiovaskulare System. Angiotensin Il und Aldosteron vermitteln Uber direkte und indirekte Mechanismen ihre
blutdrucksteigernde Wirkung in Organen wie Niere, Herz, Nebenniere, BlutgefdRe und Gehirn. Abbildung modifiziert
nach [38].

1.2.2 Wirkungen von Aldosteron

Die Hauptwirkungen von Aldosteron zielen auf eine Einsparung von Natrium ab, weswegen es an
allen Epithelien wirkt, an denen Natriumionen ausgeschieden werden kénnen. Neben Kolon,
SchweilRdriisen und Speicheldriisen sind der Hauptwirkungsort von Aldosteron der distale Tubulus
und die kortikalen Abschnitte des Sammelrohrs in der Niere. Aldosteron vermittelt seine Wirkung
Uber transkriptionelle (direkte) wie auch posttranskriptionelle (indirekte) Regulation folgender

Proteine [39, 40]:

e SGK1 (serum and glucocorticoid inducible kinase) [41, 42]

e Natriumkanal ENaC zur luminalen Natriumaufnahme [43]

e Na'-K*-ATPase in der basolateralen Membran [44, 45]

e Kaliumkanal ROMK zur Kaliumausscheidung [46]

e Na*/H*-Austauscher NHE3 zur Na*-Absorption im Kolon [47]

e Na*/Cl-Kotransporter im distalen Tubulus [48]

Die Aldosteron-induzierte Transkription wird Uber den Mineralokortikoid-Rezeptor (MR)
vermittelt, der in der Abwesenheit von Aldosteron in inaktiver Form im Cytosol liegt. Aufgrund
seines lipophilen Charakters kann Aldosteron ungehindert die Zellmembran passieren und bindet
an den Mineralokortikoid-Rezeptor. Nach einer Konformationsanderung |6st sich dieser aus
einem Multiproteinkomplex, dimerisiert und modifiziert im Zellkern die Transkription Aldosteron-
regulierter Gene [49-51]. Um eine Stimulation des Mineralokortikoid-Rezeptors durch das
strukturdhnliche Cortisol (Corticosteron) zu vermeiden, exprimieren nahezu alle Epithelzellen das
Enzym 11R-HSD2, das Cortisol zu inaktivem Cortison (Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron)
umsetzt [52, 53]. Eines der wichtigsten Aldosteron-induzierten Proteine ist neben den
lonentransportern die serum and glucocorticoid inducible kinase SGK1, die bei Uberexpression in
Xenopus laevis Oozyten zu einer Aktivierung von ENaC fihrt. Zudem scheinen die Na*-K*-ATPase
und Na*/K*/Cl'-Kotransporter ebenfalls durch SGK1 reguliert zu werden [54-56]. Man vermutet,
dass SGK1 durch Phosphorylierung des ENaC regulatory proteins (Nedd 4-2) dessen Bindung an
den Natriumkanal reduziert und damit die ENaC-Degradation unterbindet [57]. In Folge dessen

steigt die ENaC-Dichte und -Verweildauer in der apikalen Membran, was zu einer Erhéhung der
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Natriumresorption und Kaliumsekretion fiihrt. Gekoppelt an die Elektrolytaufnahme steigen durch
Wassernachfluss das Plasmavolumen und damit der Fillungsdruck der GefaRe.

Neben der Expression in renalen Epithelzellen konnte der Mineralokortikoid-Rezeptor auch in
anderen nicht epithelialen Geweben, wie dem Herzen [58], dem Hippocampus [59] und in
BlutgefaBen [60] nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu seiner physiologischen Rolle als
Mediator des Elektrolythaushalts scheint Aldosteron in anderen Geweben eher an
pathophysiologischen Reaktionen (Kardiohypertrophie, kardiale Fibrose, Funktionsstérung des
GefdlRendothels [61-64]) beteiligt zu sein. Im ZNS soll Aldosteron die Regulation von Blutdruck,
Salzappetit und des sympathischen Nervensystems (Sympathikotonus) beeinflussen [65—69].
Aldosteroneffekte an Erythrozyten lassen aulerdem eine Rezeptor-vermittelte Aldosteronsignal-
kaskade nicht ausschlieBen [70-72]. Unklar bleibt allerdings, ob es sich um eine membranstandige
Form des klassischen Mineralokortikoid-Rezeptors [73, 74], einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor (dhnlich wie bei Progesteron und Ostrogen) [75-77] oder um eine neue MR-Isoform
handelt [70, 74, 78]. Obwohl MR-Blocker-unempfindliche Aldosteroneffekte mittlerweile in
Leukozyten, Endothelzellen, GefaBmuskelzellen und Kardiomyozyten gefunden wurden [39, 73,

79], wirft deren physiologische Relevanz noch viele Fragen auf.

apikal basolateral

— q Aldosteron

Abbildung 3: Vereinfachtes Schema der Aldosteron-induzierten Effekte zur Na*-Riickresorption in Tubuluszellen des
distalen Nephrons

Dargestellt sind die Proteine, deren Gentranskription unter der Kontrolle des Aldosteron-MR-Komplexes steht, und ihre
regulatorische Wirkung auf den epithelialen Na*- und K*-Transport. Die serum- and glucocorticoid-activated kinase
(SGK) verhindert durch Phosphorylierung von Nedd 4-2 den Abbau des Natriumkanals ENaC in der apikalen Membran
und aktiviert zudem den Kaliumkanal ROMK. Dadurch steigt die Na*-Resorption und K*-Sekretion. Die verstarkte
Expression des Transmembranproteins corticosteroid hormone-induced factor (CHIF) erh6ht auBerdem die Na*-Affinitat
der Na*/K*-ATPase, was die Effektivitdt des Na*-Transports Uber die basolaterale Membran steigert [39, 40].
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1.2.3 Syntheseweg von Aldosteron

Grundbaustein aller Steroidhormone ist das Cholesterin, das die Zellen der Nebennierenrinde
entweder aus Acetat produzieren oder durch Endozytose der cholesterinreichen low-density-
Lipoproteine (LDL) aufnehmen [80, 81]. In diesen Lipidtropfchen liegt Cholesterin verestert vor
und muss deshalb durch Cholesterinesterhydrolasen ins Cytosol freigesetzt werden. Die
Steroidhormonsynthese beginnt in der Mitochondrienmatrix, weshalb Cholesterin zuerst durch
das steroidogenic acute regulatory protein (StAR) von der dulReren Mitochondrienmembran zur
inneren Mitochondrienmembran transportiert wird. StAR kann in allen Steroidhormon-
produzierenden Geweben gefunden werden wund spielt eine Schlisselrolle in der
Steroidbiosynthese [82]. Dies verdeutlicht eine eher seltene Form des Adrenogenitalen Syndroms
bei dem betroffene Patienten durch Mutationen im StAR-Gen unfahig sind Steroidhormone in der
Nebenniere und den Gonaden zu synthetisieren [83]. Ahnliche Symptome konnten in Mausen
nach Deletion des StAR-Gens beobachtet werden [84].

Nach Translokation ins Mitochondrium wird Cholesterin von CYP11A1l durch Abspaltung der
Seitenkette und Einflihrung einer Ketogruppe am Cy-Atom zu Pregnenolon umgesetzt [85].
CYP11A1 gehort zur Familie der Cytochrom-P450-Enzyme (CYP), die neben einer Vielzahl von
Dehydrogenasen maRgeblich an der Synthese von Steroidhormonen beteiligt sind. Eine
Gemeinsamkeit aller P450-Enzyme ist die Ham-Gruppe im aktiven Zentrum und die
Membranstandigkeit. Nach Verlassen des Mitochondriums wird Pregnenolon am
Endoplasmatischen Retikulum (ER) durch die 3B-HSD (3R-Hydroxysteroiddehydrogenase) zu
Progesteron oxidiert. Beim Menschen konnten zwei 3R-HSD-Isoformen (HSD3B1 und HSD3B2)
identifiziert werden, wahrend bei Maus und Ratte mehrere Isoenzyme zu finden sind [86—88].
SchlieRlich entsteht durch Hydroxylierung am C;1-Atom aus Progesteron 11-Desoxycorticosteron
(11-DOC) [89]. In den Mitochondrien katalysiert die Aldosteronsynthase CYP11B2 zuletzt die
Umsetzung von 11-Desoxycorticosteron zu Aldosteron. Dieser Prozess umfasst eine dreistufige
Reaktion bestehend aus zwei Hydroxylierungen am Cji- und Cis-Atom gefolgt von der Oxidation
der Cis-Hydroxylgruppe zur Aldehydgruppe [90].

CYP11B2 wird hauptsachlich in der Zona glomerulosa der Nebenniere gebildet, ihre Expression
konnte aber auch in Herz, Gehirn und den BlutgefaBen nachgewiesen werden [60, 91, 92], wo
Aldosteron moglicherweise als parakrines Hormon wirkt (vgl. Abschnitt 1.2.2). Die
Aldosteronsynthase zeigt eine hohe Strukturdhnlichkeit (93 %) zur 118-Hydroxylase (CYP11B1),
dem Enzym, das in der Zona fasciculata fir die Glukokortikoidsynthese verantwortlich ist [93].
CYP11B1 besitzt ebenfalls die katalytische Fahigkeit zur C;1- bzw. Cis-Hydroxylierung, was die
Umsetzung von 11-Desoxycortisol zu Cortisol beim Menschen bzw. von 11-Desoxycorticosteron zu

Corticosteron bei der Maus ermoglicht. Die Oxidation der Cig-Hydroxylgruppe wird allerdings
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ausschlieBlich von CYP11B2 katalysiert, was die Aldosteronsynthase zum essentiellen Enzym fir

die Biosynthese von Aldosteron macht [94].
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Abbildung 4: Syntheseweg von Aldosteron und Corticosteron bei der Maus

Cholesterin gelangt mit Hilfe des StAR-Proteins in die Mitochondrien. Dort katalysiert CYP11A1 die Umsetzung von
Cholesterin zu Pregnenolon. Nach Oxidation zu Progesteron (3R-HSD) entsteht durch Cy;-Hydroxylierung (CYP21) 11-
Desoxycorticosteron. In den Zellen der Zona glomerulosa wird 11-Desoxycorticosteron in einer dreistufigen Reaktion
durch die Aldosteronsynthase CYP11B2 zu Aldosteron umgesetzt. Die Zellen der Zona fasciculata produzieren aus 11-
Desoxycorticosteron Corticosteron. (rote Pfeile markieren Reaktionen im Mitochondrium, griine Pfeile Reaktionen im
Endoplasmatischen Retikulum)

Man geht davon aus, dass Aldosteron dhnlich wie andere Steroidhormone nicht gespeichert wird,
sondern direkt in den Blutkreislauf gelangt. Im Gegensatz zu Cortisol besitzt Aldosteron eine
geringere Affinitdt zu Proteinen, weshalb bis zu 50 % des Hormons frei vorliegen (mogliche
Bindung an Transcortin und Albumin). Der Aldosteronabbau findet hauptsachlich in der Leber
statt. Dort wird Aldosteron zu Tetrahydroaldosteron und Aldosteron-18-Glucuronid metabolisiert

und schlieBlich (iber die Niere ausgeschieden [95].
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1.3 Pathophysiologie: Aldosteronbedingte Krankheitsbilder

Im folgenden Abschnitt soll die Bedeutung von Aldosteron fiir die Pathogenese menschlicher
Erkrankungen naher beleuchtet werden. Dabei wird zuerst auf Krankheitsbilder eingegangen,

deren Ursprung in einer fehlerhaften Regulation der Aldosteronsekretion liegt.

1.3.1 Ursachen und Folgen von Hyperaldosteronismus

Wahrend im Jahr 2000 ca. 25 % der Weltbevdlkerung unter Bluthochdruck litten, rechnet man bis
2025 mit einer Steigerung auf bis zu 29 % [96]. Klinische Studien belegen, dass Erhéhungen des
Plasmaaldosteronlevels und der Aldosteron-Renin-Ratio (ARR) haufig mit dem Auftreten von
Bluthochdruck korrelieren bzw. Vorboten einer entstehenden Hypertonie sind [97, 3, 98].
Grundsatzlich unterscheidet man zwei Formen des Hyperaldosteronismus:

Priméarer Hyperaldosteronismus (PA) entsteht durch weitgehend autonome, Renin-Angiotensin-
System(RAS)-unabhéngige Aldosteronproduktion in der Nebenniere, wahrend der sekundare
Hyperaldosteronismus als Folge einer inaddaquat hohen Reninausschittung entsteht. Primarer
Hyperaldosteronismus ist die haufigste Ursache der sekundaren Hypertonie und tritt bei 6-12 %
aller Bluthochdruckpatienten auf [99-101]. Typische Symptome sind: hohe Plasmaaldosteron-
konzentration, Bluthochdruck durch gesteigerte Na*- und H,O-Retention im Sammelrohr der
Niere, reduzierte RAS-Aktivitat, erhdhte Aldosteron-Renin-Ratio, Hypokalidmie und metabolische
Alkalose [102]. Zudem weisen PA-Patienten ein erhéhtes Risiko fiir Herzversagen, Herzinfarkt und
Niereninsuffizienz auf [4-7, 103]. Hauptursachen fir primdren Hyperaldosteronismus sind
Aldosteron-produzierende Adenome (APA) in der Nebennierenrinde und eine bilaterale
Hyperplasie der Nebenniere. In einzelnen Féallen treten PA-spezifische Symptome aufgrund
autosomal dominant vererbter Gendefekte auf (familial hyperaldosteronism, FH). Bei FH Typ |
flihrt die fehlerhafte Rekombination zum Austausch der regulatorischen Einheit des CYP11B2-
Gens durch die des CYP11B1-Gens, wodurch die Aldosteronproduktion in pathologischem AusmaR
unter der Kontrolle von ACTH steht [104]. Wahrend der FH Typ Il mit einer noch unbekannten
Veranderung in der Chromosomenregion 7p22 in Verbindung gebracht wird [105, 106], konnten
kiirzlich Mutationen im Kaliumkanal KCNJ5 als Ursache fir den FH Typ Il und die APA-Entwicklung
ausgemacht werden [107, 108].

Sekundarer Hyperaldosteronismus wird auch als Hyperreninismus bezeichnet, da die erhéhten
Plasmaaldosteronwerte die Folge einer gesteigerten Reninausschittung sind. Im Gegensatz zum
primaren Hyperaldosteronismus ist hier die Aldosteron-Renin-Ratio nicht erhéht. Mogliche
Ursachen konnen eine gedrosselte Nierendurchblutung durch Nierenarterienstenose, Abfall der
Nierenperfusion bei Herzinsuffizienz oder in seltenen Fallen ein Tumor der juxtaglomeruldren

Zellen sein [109, 110].
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1.3.2 Hypoaldosteronismus

Beim Hypoaldosteronismus handelt es sich um ein relativ seltenes Krankheitsbild, das sich durch
eine verminderte Biosynthese von Aldosteron auszeichnet. Ursache kann eine primare
Nebenniereninsuffizienz (Morbus Addison) oder ein Enzymdefekt in der Steroidbiosynthese sein.
Klassische Symptome sind Natriumverlust, Hyperkalidgmie, metabolische Azidose und arterielle
Hypotonie. Beispielsweise sind CYP11B2-Mutationen bekannt, die die katalytische Effektivitdt des
Enzyms stark beeinflussen, weshalb dieses Krankheitsbild auch als Aldosterone Synthase
Deficiency (ASD) oder Corticosterone Methyloxidase Deficiency (CMO) bezeichnet wird. CMO
kann in zwei Formen auftreten: Bei CMO | ist die katalytische Aktivitdt von CYP11B2 auf die Cj1-
Hydroxylierung beschrankt (Produkt: Corticosteron), wahrend bei CMO Il weiterhin die Fahigkeit
zur Cig-Hydroxylierung besteht (Produkt: 18-Hydroxycorticosteron) [111]. Unter dem Begriff
Pseudohypoaldosteronismus fasst man Krankheitsbilder zusammen, deren Symptome denen des
Hypoaldosteronismus ahneln, ihre Ursache allerdings nicht in einer gestoérten Steroidsynthese
haben. Dazu zahlen Mutation im Gen des Mineralokortikoid-Rezeptors oder des Natriumkanals
ENaC, der im Sammelrohr der Niere hauptsachlich die Aldosteron-induzierte Natriumriick-

resorption bewerkstelligt [112].

1.4 Zellulare Regulation der Aldosteronsekretion

Die Regulation der Aldosteronsekretion auf zelluldrer Ebene kann grundsatzlich in zwei Phasen
eingeteilt werden [113, 114]. In der acute phase (wenige Minuten nach Stimulation) wird die
Aldosteronproduktion durch den gesteigerten Transport von Cholesterin in die Mitochondrien
reguliert, indem die Aktivitdt des StAR-Proteins steigt [115-118]. In der chronic phase (Stunden
bis Tage) bestimmt hingegen die Transkriptionsrate der CYP11B2 die Aldosteronsynthese [119].
Hauptstimuli zur Aldosteronproduktion sind Angiotensin Il und eine erhohte extrazelluldre
Kaliumkonzentration, wahrend ACTH physiologischerweise nur eine untergeordnete Rolle spielt.
Durch Angiotensin 1l und Hyperkalidmie kommt es zu einem Anstieg der intrazelluldren

Calciumkonzentration, was das entscheidende Signal zur Aldosteronproduktion darstellt.

1.4.1 Regulation durch Angiotensin Il
Angiotensin Il bindet an den in der Nebenniere exprimierten Ang llI-Rezeptor Typ 1 (AT:), wodurch
Uber unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden folgende Aldosteron-fordernde Prozesse

ausgelost werden:
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(1) Ca?-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern wie dem Endoplasmatischen Retikulum

(2) Inhibierung von K;P-Kaliumkanélen (Depolarisation der Plasmamembran)

(3) Offnung von membranstindigen Cay-Kanilen durch direkte, Ang ll-vermittelte Senkung
der Aktivierungsschwelle und durch Depolarisation der Zellmembran

(4) Anstieg des intrazelluliren Ca®-Levels und Aktivierung von Calcium/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinasen (CamK)

(5) Phosphorylierung von CYP11B2-spezifischen Transkriptionsfaktoren

Am besten beschrieben sind dabei die zelluldren Mechanismen, die die transiente Freisetzung von
Ca”* aus dem Endoplasmatischen Retikulum ins Cytosol bewirken. Nach Ang II-Rezeptorbindung
kommt es zur Gq-Protein-gekoppelten Aktivierung der Phospholipase C (PLC), was die Freisetzung
von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) zur Folge hat [120-126]. Wahrend
Inositoltriphosphat (iber die Offnung IPs-empfindlicher Ca?*-Kanile im Endoplasmatischen
Retikulum die Aldosteronproduktion férdert [127], bleibt die Rolle von Diacylglycerin und der
DAG-aktivierten Proteinkinase C (PKC) kontrovers diskutiert.

Um das cytosolische Ca?*-Level dauerhaft zu erhohen, aktivieren weitere Ang ll-abhingige
Signalkaskaden zusatzliche Ca?*-Influx-Wege. Wichtigster Angriffspunkt sind dabei die
spannungsaktivierten Ca?*-Kanile, deren Expression und Ang ll-induzierte Kanaléffnung schon
frih in Zellen der Zona glomerulosa von Ratte und Rind nachgewiesen wurden [128-131].
Ausschlaggebend fiir die Kanalaktivierung ist dabei eine Depolarisation der Plasmamembran,
wobei T-Typ-Ca?*-Kanile bereits bei geringeren Potentialinderungen &ffnen als L-Typ-Ca**-Kanile
[132]. Das Ruhemembranpotential einer Glomerulosazelle liegt, bedingt durch eine hohe
Kaliumleitfahigkeit, unter physiologischen Bedingungen bei ca. -80 mV, was dem Kaliumgleich-
gewichtspotential (-90mV) sehr nahe kommt [133-135]. Unter diesen stark hyperpolarisierten
Bedingungen ist die Offenwahrscheinlichkeit spannungsaktivierter Ca?*-Kanile duRerst gering
[133, 136]. Ursachlich fiir die hohe Kaliumhintergrundleitfahigkeit ist die Expression der K;P-
Kaliumkanale Task1 (KCNK3) und Task3 (KCNK9) in der Zona glomerulosa [137-139].

Die Aktivierung des AT;-Rezeptors vermittelt, vermutlich (ber die Phospholipase C und
Diacylglycerin (Prof. Dr. Dominik Oliver, Universitdt Marburg, unveroffentlichte Daten), die
Inhibierung von Task-Kandlen und induziert dadurch eine Depolarisation (ca. 10 mV) der
Zellmembran. T-Typ-Ca%**-Kanile 6ffnen sich, Ca* strémt in die Zelle und induziert die Aldosteron-
produktion. Zusatzlich soll Angiotensin Il Gber G-Proteine (G;) direkt die Kanalaktivitat der T-Typ-
Ca?*-Kanile beeinflussen, indem es deren Spannungsempfindlichkeit senkt [140]. Eine dhnliche
Wirkung wird der Phosphorylierung von T-Typ-Ca**-Kanilen durch die Ca®*-aktivierte
CaM-Kinase Il zugeschrieben [141-144]. Im Gegensatz zu T-Typ-Ca?*-Kanilen scheinen L-Typ-Ca?*-

Kandle durch physiologische Ang llI-Konzentrationen inhibiert zu werden, was die Zelle
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moglicherweise vor einer Ca?*-Uberladung schiitzt [145]. Es wird allerdings vermutet, dass L-Typ-
Ca?*-Kanile (Interaktion mit IPs-Rezeptoren) am initialen, IPs-abhdngigen Ca?*-Anstieg beteiligt
sind [146, 147]. Neuere Studien an murinen Nebennierenschnitten beschreiben spontane,
oszillatorische Depolarisationen in Glomerulosazellen, deren Frequenz durch Angiotensin Il und K*
erhoht wird. Die Autoren spekulieren, dass die elektrische Oszillation der Zellen fiir einen stabilen,
frequenzgesteuerten Ca?*-Einstrom durch T-Typ-Ca?*-Kanile sorgt [148, 149].

Der Anstieg des intrazelluliren Gehalts an Ca*-lonen aktiviert CaM-Kinasen, die durch
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie dem cAMP response element binding protein
(CREB) sowohl die Expression von CYP11B2 als auch von StAR [150, 151] steuern (siehe Kapitel
1.4.3). Neben der essentiellen Erhéhung der intrazelluliren Ca%*-Konzentration steuert
Angiotensin Il noch folgende andere Mechanismen, die indirekt zur Aldosteronproduktion
beitragen: (1) Erhéhung der StAR-Expression und -Phosphorylierung durch DAG-aktivierte PKC
und PKD [118, 152, 153]; (2) PKC-abhdngige Inhibierung der CYP17-Expression in der Zona
glomerulosa [154, 155]; (3) inhibitorische Wirkung auf die Na*-K*-ATPase [156]; (4) Erh6hung der
Expression von LDL- und HDL-Rezeptoren bzw. Enzymen der Cholesterinsynthese [157, 158]; (5)

Expansion der Zona glomerulosa durch Hypertrophie und Hyperplasie [155, 159, 160].

1.4.2 Regulation durch extrazelluldres Kalium

Aufgrund der charakteristischen Kaliumhintergrundleitfahigkeit, bedingt durch die hohe Dichte an
KoP-Kaliumkanalen, beeinflusst die extrazellulare Kaliumkonzentration malgeblich das
Membranpotential der Zellen der Zona glomerulosa. Bei Hyperkalidamie depolarisiert die
Zellmembran, spannungsaktivierte Ca**-Kanile 6ffnen und das intrazelluldres Ca?* steigt.

Bereits bei Anderungen von 0,5 mM [K*] ist eine interzelluldre Ca%-Antwort messbar [161]; eine
Erhéhung der physiologischen Kaliumkonzentration von 3,6 auf 4,6 mM verdoppelt sogar die
Aldosteronproduktion [162]. Bis zu einer Konzentration von 6 mM [K*] scheinen fast ausschlieRlich
T-Typ-Ca**-Kanéle aktiv zu sein, deren Aktivierungspotential zwischen -80 mV und -70 mV liegt
[145]. L-Typ-Ca**-Kanile (Aktivierungspotential ca. -57 mV) steuern den Ca?*-Einstrom erst ab

einer Konzentration tiber 6 mM [K].
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Abbildung 5: Regulation der CYP11B2-Transkription durch Angiotensin Il und Kalium in Zellen der Zona glomerulosa
Angiotensin Il und K* stimulieren die Transkription der Aldosteronsynthase iiber eine Erhéhung des intrazelluldren Ca?*-
Gehalts. Die dabei beteiligten zellularen Signalkaskaden sind in griin dargestellt (Details siehe Text). Zusatzlich besitzt
die Zelle Mechanismen, die vor Ca?*-Uberladung schiitzen (rote Pfeile): Ca%*-Export {iber den Na*/Ca?*-Austauscher NCX
[163, 164], aktiver Ca?*-Transport mittels Plasmamembran Ca?*-ATPasen (PMCA) [165] und Ca?*-Riicktransport ins
Endoplasmatische Retikulum durch die SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase) [166].

1.4.3 Calcium-induzierte CYP11B2-Transkription

Angiotensin Il und K" steuern die CYP11B2-Transkription Uber einen Anstieg der intrazellularen
Ca’*-Konzentration. Entscheidend ist dabei die Aktivierung von Calcium/Calmodulin-abhéngigen
Kinasen, besonders CaMK | und CaMK IV [150]. Deren Aufgabe liegt in der Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren wie NURR1 (NGFIB), ATF-1, ATF-2 und CREB, die spezifische cis-Elemente
in der CYP11B2-Promotorregion binden und damit die Transkription aktivieren. Durch
Mutationsanalysen konnten drei konservierte regulatorische cis-Elemente im CYP11B2-Promotor
bestimmt werden: ein cAMP response element (CRE), Ad5 und NBRE [119, 167-172]. CRE-
Elemente (aktiviert durch ATF-1/2, CREB) findet man in der Promotorregion von hCYP11B2, aber
auch von hCYP11B1. Dementsprechend scheint die zonenspezifische Regulation der CYP11B2-
Transkription hauptsachlich von den cis-Elementen Ad5 und NBRE abhangig zu sein. Im Gegensatz
dazu verhindert die Uberexpression des Transkriptionsfaktors SF-1, der andere Gene der
Steroidbiosynthese (StAR, CYP11A, CYP11B1, CYP17) positiv reguliert, die CYP11B2-Expression
[173, 174]. Zusatzlich stimuliert Ca** die Cholesterinverfiigbarkeit durch Aktivierung der
Cholesterinesterhydrolasen (mittels MAP-Kinasen), die Mobilisierung von Cholesterin zur dulleren
Mitochondrienmembran, den Transfer von Cholesterin in die Mitochondrienmatrix mittels StAR

und die Bereitstellung von NADPH (Cofaktor aller CYP-Enzyme) in den Mitochondrien [175-180].
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1.5 Kaliumkanadle in der Nebenniere

Die Hauptstimuli der Aldosteronproduktion, Angiotensin Il und Kalium, I16sen beide in Zellen der
Zona glomerulosa eine Depolarisation der stark hyperpolarisierten Plasmamembran aus.
Elektrophysiologische Untersuchungen wiesen eine Ang ll-hemmbare, potentialbestimmende
Kaliumhintergrundleitfahigkeit in Glomerulosazellen nach [131, 135, 181, 182], die Mitgliedern
der K;P-Kaliumkanalfamilie zugeschrieben werden konnte. Diese Kanale zeichnen sich durch eine
geringe Spannungsabhdngigkeit aus, weshalb sie auch unter hyperpolarisierten Bedingungen
geoffnet bleiben. Funktionelle K;P-Kandle werden aus zwei Untereinheiten gebildet, die jeweils
aus zwei porenbildenden und vier Transmembrandomanen bestehen. Wahrend in Nebenniere
von Maus und Ratte hauptsdchlich zwei Vertreter der TWIK-related acid sensitive K*-Kandle
(Task), Taskl und Task3, potentialbestimmend sind, scheint in bovinen Nebennieren Trekl diese
Funktion zu Ubernehmen [183-185]. In humanen Nebennierenadenomen konnten kirzlich
Mutationen in dem Ggy-aktivierten, einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal KCNJ5 als Ursache fir
Hyperaldosteronismus nachgewiesen werden [108]. Die Rolle des KCNJ5-Kanals in nativem
humanem Nebennierengewebe bleibt allerdings noch weitgehend ungeklart.

Neben den K,P-Kanilen findet man in Glomerulosazellen auch spannungsaktivierte (KCNQ1) und
Ca?*-aktivierte (KCNMA1) Kaliumkanile [131, 182]. Da diese Kaliumkanile unter
hyperpolarisierten Bedingungen geschlossen bleiben, schreibt man ihnen eine repolarisierende
Wirkung zu, die der Ang Il-vermittelten Depolarisation entgegenwirkt und somit die
Aldosteronproduktion limitiert. In der nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsten Kaliumkanale

der Nebenniere und ihre Eigenschaften kurz zusammengefasst (modifiziert nach [186]).

Kanal Eigenschaft Pathophysiologie Spezies  Quellen

Geschlechtsabhangiger Hyperaldos-  Ratte

[

Taskl (KCNK3) AUfrechterhalt.er? 2 Ruhemenr:bran— teronismus in Task1”- Mausen Maus ez
Lottt I e e A ) g durch Cyp11b2-Expression in der Zf ~ Mensch Eg?%

[108]

Aufrechterhalten des Ruhemembran- Priméarer Hyperaldosteronismus in Ratte [137]

Task3 (KCNK9) potentials; Inhibierung durch H* und Ang Il; Task1”"/ Task3”- M&usen und Maus [139]
moglicherweise Heterodimere mit TASK1 Task3” Mausen Mensch [188-

191]

Rind [185]

ek (K)o ering dorch ACTH and Ang 1l Uroekannt Maus  [192-
P ! & g Mensch 196]

[108]
KCNJ5 Expression in der Zg und APAs; Funktion des Mutation in APAs und familiarem Mensch [135]
(Kir3.4/GIRK4) WT-Kanals nicht eindeutig geklart primaren Hyperaldosteronismus Schwein [197]
[198]
_/. . . . n
Repolarisation des Membranpotentials nach e IR I TSR [108]
R ) L aldosteronwerte Maus
Kengl (Kv 7.1) Ang ll-induzierter Depolarisation; - R [199]
R S Kcnel”" Maus: erhohte Plasma- Mensch
regulatorische Untereinheit KCNE1 [200]
aldosteronwerte
MaxiK Rt?polz?rlsatl_c_)n des Membrapp.otentlals; ANP- T A D Maus (201
(KCNMA1/ stimulierte Offnung und Inhibierung der nismus Mensch 204]
KCNMB1) Aldosteronproduktion
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1.6 Hyperaldosteronismus durch Storungen der zelluldren Regulation

Priméarer Hyperaldosteronismus resultiert aus einer Fehlregulation der Kontrollmechanismen, die
die Aldosteronproduktion in der Zona glomerulosa der Nebenniere steuern und zeichnet sich
durch eine Autonomie der adrenalen Steroidsynthese aus. Die Aldosteronsekretion wird durch
den Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration aktiviert, ausgeldst durch eine Membran-
depolarisierung der Glomerulosazellen [205]. Die Aufrechterhaltung eines hyperpolarisierten
Ruhemembranpotentials (-70 bis -80 mV) ist dementsprechend von entscheidender Bedeutung.
Aufgrund der in Kapitel 1.5 beschriebenen Expression von K,P-Kanalen bestimmt in Glomerulosa-
zellen die Kaliumleitfahigkeit hauptsachlich das Membranpotential. Funktionsdefekte potential-
bestimmender Kaliumkandle kdnnen somit drastische Auswirkungen auf das Ruhemembran-
potential der Aldosteron-produzierenden Zellen haben und beispielsweise eine chronische
Depolarisation der Plasmamembran verursachen. Der folgende Abschnitt befasst sich daher mit

der Rolle der Kaliumkanale bei der Pathogenese des primaren Hyperaldosteronismus.

1.6.1 Hyperaldosteronismus durch Deletion von Task-Kandlen in Mausen

In Zellen der Zona glomerulosa wird das Membranpotential hauptsachlich durch die Expression
von Task-Kanalen bestimmt, die den charakteristischen K*-Hintergrundstrom erzeugen. Unter den
bekannten Mitgliedern der Task-Familie findet man in der Nebennierenrinde der Maus die
hochste Expression flr Taskl und Task3 [137, 139, 183, 187, 188, 190, 191]. Farbungen mittels in-
situ-Hybridisierung zeigen Task1l-mRNA in der Zona glomerulosa und Zona fasciculata, wahrend
die Task3-mRNA in der Zona glomerulosa und der Medulla zu finden ist [139, 186, 188]. Neuere
Befunde deuten auf eine Testosteron-abhangige Task3-Expression in den duReren Zellschichten
der Zona fasciculata [190]. Wie auch andere Kandle der K;P-Familie, sind Task-Kandle aus zwei
dimerisierten Untereinheiten aufgebaut. Im heterologen Expressionssystem (Oozyten) wurden
sowohl Stréme von Task1l- oder Task3-Homodimeren als auch von Taskl/Task3-Heterodimeren
nachgewiesen [189]. Noch ist unklar, ob Taskl und Task3 in nativem Nebennierengewebe als
Homo- oder Heterodimere auftreten. Die funktionelle Relevanz der Task-Kanéle fir die Regulation
der Aldosteronsynthese wurde in den letzten Jahren durch Arbeiten an drei verschiedenen
Mausmodellen untersucht: Die Taskl knockout Maus (Task1”"), die Task1/Task3 doppel-knockout
Maus (Task1”/Task3”") und die Task3 knockout Maus (Task37). Alle Mausmodelle wiesen eine
erhohte Aldosteronsekretion auf, allerdings mit deutlichen pathophysiologischen Unterschieden.

Die Deletion von Taskl bewirkte eine Depolarisation (8mV) der adrenokortikalen Zellen mit
ektoper, geschlechtsspezifischer Expression der Aldosteronsynthase in der Zona fasciculata

weiblicher Task1” Mause [187]. Aufgrund der Fehllokalisation der Aldosteronsynthase in der Zona
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fasciculata wird die Aldosteronproduktion in diesen Tieren hauptsachlich durch ACTH anstelle von
Angiotensin |l reguliert. Dementsprechend war der Hyperaldosteronismus in weiblichen Task1”-
Mausen Glukokortikoid-behandelbar. Die adrenale Fehlzonierung der Aldosteronsynthase trat in
mannlichen Taskl”~ Mausen nur vor der Pubertidt auf, weshalb unsere Arbeitsgruppe eine
Androgen-vermittelte Erhdhung der Task3-Expression in adulten mannlichen Task1” M&usen als
moglichen Kompensationsmechanismus vorschlug. TASK1 scheint auch in humanem
Nebennierengewebe der am starksten exprimierte Vertreter der TASK-Familie zu sein [108]. In-
vitro-Experimente mit TASK1-siRNA an humanen, adrenokortikalen Zellen belegen eine Zunahme
an intrazellulirem Ca%, der StAR- und CYP11B2-Expression sowie der Pregnenolon- und
Aldosteronproduktion [206].

Ahnlich wie bei adulten mannlichen Task1”- Mausen, war in Task1”"/Task3”" M&usen die Cyp11b2-
Expression Uberraschenderweise weitgehend auf die Zona glomerulosa beschrankt. Der
komplette Verlust der Task-Leitfahigkeit (Depolarisation um 20 mV) fiihrte in Task1”"/Task3”"
Mausen zu erhohter Aldosteronsekretion, die auch unter Hoch-Na*-Diat nicht abnahm [139]. Die
fehlende Normalisierung der Aldosteronwerte unter Candesartan-Behandlung (AT:-Rezeptor
Blocker) und eine erniedrigte Plasmareninkonzentration sprechen fiir eine autonome
Aldosteronproduktion in Task1”"/Task3”" Mausen, die nicht langer unter Ang Il-Kontrolle steht.

Die alleinige Deletion von Task3 bewirkte nach Guagliardo et al. einen im Vergleich zu Task1” und
Taskl”"/Task3”~ Mé&usen eher milden Hyperaldosteronismus mit einer salzempfindlichen
Hypertonie [191]. Die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an der Task3” Maus kdnnen diese
Befunde nur teilweise bestatigen. Trotz ausgepragter Storungen auf zelluldrer Ebene
(Depolarisation der adrenokortikalen Zellen um ca. 25 mV und Stérungen der Ca?*-Homdostase in
Form von spontanen Oszillationen der intrazelluldren Ca**-Konzentration) wurden im Gegensatz
zu Guagliardo et al. unter Kontrollbedingungen keine erhohten Plasmaaldosteronwerte gemessen
[190]. Allerdings war in Task3” Ma&usen eine auf das Aldosteron bezogene, supprimierte
Plasmareninkonzentration zu beobachten, was zumindest flr eine partiell Ang ll-unabhangige
Aldosteronproduktion spricht und ein Kennzeichen autonomer Sekretion ist. Die Reduktion der
Renin-Angiotensin-kontrollierten Aldosteronsekretion in Task3”~ Mausen dient méglicherweise
zur Kompensation der autonomen Aldosteronproduktion, weshalb sich die absoluten Plasma-
aldosteronwerte von Task37 und Wildtypméausen unter Kontrollbedingungen nicht unter-
scheiden. Interessanterweise wurden bei Untersuchungen des adrenalen Phanotyps der Task3”"
Maus wahrend der postnatalen Entwicklung in ein Tage alten Méausen (1d) pathologisch hohe
Aldosteronwerte gemessen, begleitet von einer erhohten Na*-Konzentration im Plasma [207,
208]. Vermutlich entwickeln Task37 Ma&use innerhalb der ersten beiden Lebenswochen

kompensatorische Regulationsmechanismen, die dem Hyperaldosteronismus entgegenwirken.
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Abbildung 6: Plasmaaldosteron in jungen Task3”/- Mausen [207, 208]

Dargestellt ist der altersabhingige Verlauf der Aldosteronkonzentration im Plasma von Wildtypmausen und Task3”
Mausen. Der Task3-knockout verursacht demnach bei jungen Mausen einen Hyperaldosteronismus, der in adulten
Tieren kompensiert werden kann. *bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task37- und Wildtyp; die Zahl
in Klammern (n) gibt die Anzahl der Tiere pro Gruppe an.

1.6.2 KCNJ5-Mutationen als Ursache fiir Hyperaldosteronismus beim Menschen

Trotz eindeutiger Befunde in knockout Mausmodellen, die Veranderungen im TASK1- und TASK3-
Gen als mogliche Ursache von primarem Hyperaldosteronismus beim Menschen vorschlagen,
konnten bislang keine TASK-Mutationen in PA-Patienten nachgewiesen werden. Eine
amerikanische Studie bestatigt allerdings eine mogliche Assoziation zwischen TASK3-
Genvariationen und dem entstehende Risiko fiir Hyperaldosteronismus und Hypertension [209].

Die molekulare Pathophysiologie von Aldosteron-produzierenden Adenomen blieb lange
ungeklart, bis Choi et al. 2011 somatische Mutationen (G151R; L168R) im einwartsgleich-
richtenden Kaliumkanal KCNJ5 in 8 von 22 Aldosteron-produzierenden Adenomen als Ursache fiir
primaren Hyperaldosteronismus beschrieben [108]. Eine dritte Mutation (T158A) wurde in der
Keimbahn einer unter PA-leidenden Familie identifiziert. Alle KCNJ5-Mutationen fiihren zu einem
Aminosdureaustausch nahe dem Selektivitatsfilter, der in der porenbildenden Region ein unter
Kaliumkanalen konserviertes Gly-Tyr-Gly-Motiv (GYG) aufweist. Elektrophysiologische Unter-
suchungen offenbarten einen pathologischen Na*-Einwértsstrom in Zellen mit KCNJ5-Mutationen,
der im Vergleich zum KCNJ5 WT-Strom nicht durch Ba?* (K*-Kanal Blocker) hemmbar war. Durch
die pathologische Na*-Leitfdhigkeit ndhert sich das Ruhemembranpotential dem Na*-Gleichge-
wichtspotential (+61 mV) an, was folglich zu einer chronischen Depolarisation der adreno-
kortikalen Zellmembran fiihrte. Choi et al. postulierten, dass der daraus resultierende Ca*'-
Einstrom die Aldosteronproduktion und Zellproliferation aktiviert, die letztendlich die

Adenombildung fordert [108].
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Seit der ersten Veroffentlichung konnten weitere somatische KCNJ5-Mutationen in Aldosteron-
produzierenden Adenomen (T158A [210]; 1157del [211]; E145Q [212]; E145K [213]) wie auch
KCNJ5-Keimbahnmutationen gefunden werden (G151R und G151E [210, 214]; 1157S [215]; Y152C
[216]). In westlichen Lander treten somatische Mutationen durchschnittlich in ca. 40 % der
untersuchten Aldosteron-produzierenden Adenome auf, wahrend es in Asien bis zu 65 % sind
[211, 212, 217-221].

Trotz der gut belegten Relevanz von KCNJ5-Mutationen bei der Pathogenese von primarem
Hyperaldosteronismus, ist Uber die Funktion des nativen KCNJ5-Kanals in der Nebenniere wenig
bekannt. KCNJ5 wird beim Menschen in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde exprimiert,
aber auch in Herz, Nervensystem und anderen endokrinen Organen [108, 222-224].
KCNJ5/KCNJ3-Heterotetramere bilden im Herzen einen Gg-aktivierten, einwartsgleichrichtenden
Kaliumkanal (GIRK), der nach Bindung von Acetylcholin an den M2-Rezeptor 6ffnet [222]. Zudem
stimuliert der Anstieg der intrazellularen Na*-Konzentration in KCNJ5-Uberexprimierenden
Kardiomyozyten der Ratte die KCNJ5-vermittelte Leitfahigkeit [225]. Ob KCNJ5 in der Nebenniere
als Homotetramer oder Heterotetramer vorliegt, ist noch unklar. Eine loss-of-function-Mutation
im KCNJ5-Gen wurde bereits 2010 in Verbindung mit dem Long QT Syndrom beschrieben [226].
Der adrenale Phanotyp der betroffenen Familie blieb allerdings dhnlich wie der der KCNJ5
knockout Maus unauffallig [227, 228]. Generell wird KCNJ5 in der Nebenniere der Maus nur sehr
schwach exprimiert im Vergleich zur Expression im Herzen. In adrenalem Gewebe des Mensch
(Nebenniere, Aldosteron-produzierendes Adenom, NCI-H295R-Zelllinie) ist KCNJ5 hingegen einer
der am starksten exprimierten Kaliumkanale [108].

Neben der noch unklaren physiologischen Funktion des KCNJ5-Kanals bleiben auch offene Fragen
bzgl. der molekularen Mechanismen (z.B. Regulation des gestdrten intrazelluldren Na*- und Ca%'-
Haushalts), die zu einer chronischen Aldosteronproduktion und Zellproliferation in KCNJ5-
mutierten Zellen fiihren. Erste in-vitro-Experimente bestatigen Aldosteron-fordernde Prozesse in
HAC15-Zellen mit KCNJ5-Mutation, sowohl auf Ca?*- wie auch auf transkriptioneller Ebene [216,
219, 229].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des KCNJ5-Kanals mit bekannten Mutationen aus PA-Patienten

Die in Patienten mit primdrem Hyperaldosteronismus entdeckten KCNJ5-Mutationen sind alle direkt oder in der Ndhe
des Selektivitatsfilters des Kaliumkanals lokalisiert. Alle elektrophysiologisch charakterisierten KCNJ5-Mutationen
bewirken einen Verlust der K*-Selektivitat mit steigender Na*-Permeabilitat. (Referenzen: siehe Text)
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1.7 Zielsetzung

Die Funktion von Kaliumkanalen in der Zona glomerulosa der Nebenniere ist ausschlaggebend fiir
die Regulation der Aldosteronproduktion. Klassische Studien an Mausmodellen belegen, dass die
Kontrolle des Membranpotentials durch Kaliumkanéle wie Taskl und Task3 entscheidend fiir die
intrazelluldre Ca?*-Aktivitat ist und dadurch die Aldosteronsekretion steuert. In Task3”7" Mausen
konnte ein altersabhdngiger Hyperaldosteronismus beobachtet werden, der besonders deutlich in
neugeborenen Mausen auftritt, wohingegen adulte knockout Mause dhnliche Aldosteronwerte
wie Wildtypmdause aufweisen. Beim Menschen scheinen hingegen Mutationen im Kaliumkanal
KCNJ5 relevant fur die Entstehung von primdarem Hyperaldosteronismus zu sein. Trotz
einschldgiger Befunde aus Exomsequenzierungs-Analysen von PA-Patienten in den letzten Jahren,
bleiben noch vielen Fragen offen bzgl. der molekularen Mechanismen bei der Entstehung von
Hyperaldosteronismus.

Ziel dieser Arbeit war daher, den adrenalen Phanotyp der Task37- Maus wihrend der postnatalen
Entwicklung genauer zu charakterisieren und mogliche regulatorische Faktoren zu identifizieren,
die eine Kompensation der autonomen Aldosteronproduktion in adulten Tieren erklaren. Eine
Genechip-Analyse, bei der das adrenale Expressionsprofil von 1 Tage alten mit 12 Tage alten
Task3”" Méausen verglichen wurde, sollte dabei erste Erkenntnisse liefern.

Des Weiteren war eine funktionelle Charakterisierung der APA-assoziierten KCNJ5-Mutationen
G151E und L168R Gegenstand dieser Arbeit. Dabei wurden insbesondere Stérungen der Ca?-
Homoostase in mutierten Zellen und die pharmakologischen Eigenschaften der L168R-Mutation
naher beleuchtet. Aufgrund der klinischen Relevanz von KCNJ5-Mutationen bei der Entstehung
von primdren Hyperaldosteronismus sollte diese Arbeit mogliche Inhibitoren des mutierten KCNJ5

identifizieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Methoden zur Charakterisierung neugeborener Task37/-Mause

2.1.1 Task3”7- Mausmodell

Die Task3” Maus stammt aus dem Labor von Dr. F. Lesage (Institut de Pharmacologie Moléculaire
et Cellulaire, Université de Nice Sophia-Antipolis, Valbonne, Frankreich) und wurde generiert, wie
bei Guyon et al. beschrieben [230]. Die verwendeten Tiere wurden 11 Generationen in den
genetischen Hintergrund des C57/Bl/6) Mausstammes zuriickgekreuzt. In allen Experimenten
wurden genetisch unveranderte C57/Bl/6) Mé&use gleichen Alters als Kontrolltiere verwendet. Die
Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser und wurden unter gleichen Bedingungen in
offener Tierhaltung gehalten. Die experimentellen Protokolle wurden von den ortlichen
Tierschutzbehérden genehmigt und nach dem Deutschen und Franzdsischen Tierschutzgesetz und
dem NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals durchgefiihrt. Adulte Mause wurden
mit 1,5-3 % Isofluran (Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) in einem 1:1
Gemisch aus Sauerstoff und Stickstoff andsthesiert; 1 und 12 Tage alte Mause mit einem Gemisch
aus Ketamin (120 pg/g Korpergewicht; WDT, Garbsen, Deutschland) und Xylazin (8 pg/g

Korpergewicht; Serumwerk, Bernburg, Deutschland).

2.1.2 Bestimmung der Plasma-Na*-Konzentration und des Himatokrits

Adulten Mausen wurde Blut unter Andsthesie lber Punktion des retrobulbdren Venenplexus
abgenommen und in heparinisierten Kapillaren gesammelt. Blutproben von neugeborenen
Mausen wurden unter Narkose durch Punktion des rechten Atriums generiert (Letalversuch).
Nach Zentrifugation in einer Hamatokritzentrifuge (5 min; 8000 rpm) wurde der Hamatokrit-Wert
bestimmt, das Blutplasma separiert und bei -20 °C eingefroren. Die Na*-Konzentration im Plasma

wurde mit dem Flammenphotometer PFP7 von Jenway (Stone, GroRRbritannien) bestimmt.

2.1.3 Steroidhormonmessungen

Zur Bestimmung der Plasmasteroidhormonkonzentration (Aldosteron, Corticosteron, Progesteron

und Pregnenolon) wurden spezifische ELISA der Firma IBL (Hamburg, Deutschland) verwendet.
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2.1.4 Nebennierenlysate zur Aldosteronbestimmung

Beide Nebennieren wurden der andsthesierten Maus entnommen und gemeinsam in einem
Eppendorfcup mit 250 ul PBS (in [mM]: 1.8 KH,PO4; 10.3 Na;HPO,4; 137 NaCl; pH 7.4) 10 % BSA
(Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) homogenisiert. Zur Steroidhormonextraktion
wurden 250 pul Ethylacetat (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zugegeben, gevortext
und nach Phasentrennung die obere, organische Phase mit einer Pasteurpipette in einem
Glasgefall gesammelt. Die verbleibende wassrige Phase wurde zwei weitere Male mit Ethylacetat
extrahiert und die organischen Phasen vereinigt. Nach Abdampfen der organischen Phase unter
Stickstoffbegasung wurde der steroidhaltige Niederschlag im Nullstandard des Aldosteron ELISAs

gelost.

2.1.5 Immunfluoreszenzfarbung

Neugeborene Mause wurden unter Anasthesie Gber den linken Ventrikel des Herzens mit Hilfe
einer diinnen Kanlle und einer Spritze zuerst mit 5 ml einer 0.9 % NaCl-Lésung mit 10 I.U./ml
Heparin (Heparin-Natrium-25000, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) perfundiert und damit
durch Entbluten getétet. Danach wurde durch Perfusion mit 10 ml Fixierlésung (3 %
Paraformaldehyd, in [mM]: 90 NaCl, 15 K;HPO4, 1 EGTA, 2 MgCl,, 100 Saccharose, pH 7.4) das
Gewebe fixiert. Nebenniere und benachbarte Niere wurden entnommen, in einer Lésung mit 17 %
Saccharose fiir 30 min inkubiert und unter Verwendung von Isomethylbutan (-30 °C) schrittweise
bis -80 °C eingefroren. Nach Einbettung der Nebenniere in Tissue Tek® Compound Einbettmedium
(Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) wurden an einem Kryostat CM3050
(Leica, Wetzlar, Deutschland) 5 um dicke Gefrierschnitte angefertigt und auf Polylysin
Objekttragern (Kindler, Freiburg, Deutschland) aufgenommen. Vor der Behandlung mit primarem
Antikorper wurden die Gewebeschnitte 5 min in einer Losung mit 0,1 % SDS in PBS inkubiert und
anschlieRend mit PBS gewaschen. Das Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde in PBS mit
0,04 % TritonX-100 (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und 5 % Bovinem
Serumalbumin (BSA) durchgefiihrt. Primdrer und sekundarer Antikérper wurden in einer
Blockierlosung mit 0,04 % TritonX-100 und 0,5 % BSA in PBS verdiinnt. Primare Antikorper wurden

stets Gber Nacht bei 4 °C inkubiert, sekundare Antikorper jeweils nur 60 min bei Raumtemperatur.
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Verwendete Antikorper:

Bezeichnung Art Verdiinnung | Hersteller
anti-ratCyp11b2, Primar- 1:100 Dr. Gomez-Sanchez, Medical Center,
rabbit polyclonal I1gG Antikorper ’ University of Mississippi, Jackson, USA
anti-mouse Prorenin
! Primar- R&D Mi lis, Mi

rat monoclonal IgG2A A:E?:gr N 1:50 UZSA Systems, Minneapolis, Minnesota,
(clone # 434703) P
anti-Dab2, Primar- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

. o 1:250 . .
rabbit polyclonal Antikorper Kalifornien, USA
antl—TaskB, Prlrrla“r— 1:250 Alomone Labs, Jerusalem, Israel
rabbit polyclonal Antikorper
Alexa Fluor® 488 Sekundar- 1: 400 Life Technologies GmbH, Darmstadt,
donkey anti rabbit IgG Antikorper ’ Deutschland
TRITC Sekundar-

1:4 Di H, H D hl
donkey anti rat 1IgG (H+L) Antikorper 00 lanova GmbH, Hamburg, Deutschland
HOE33342 Life Technologies GmbH, Darmstadt

Zellk k 1:4 ! !
(Stockkonz.: 5x10% M) elikernmarker 00 Deutschland

2.1.6 Reninmessung in Plasmaproben und Gewebelysaten

Die Plasmaproben zur Bestimmung der Reninkonzentration in neugeborenen Mausen wurden
durch Punktion des rechten Atriums gewonnen und in heparinisierten Kapillaren (Hamatokrit-
zentrifuge: 5 min; 8000 rpm) zentrifugiert. Gefrorene Nebennieren und Nieren wurden in Lyse-
Puffer homogenisiert (5 % Glycerin; 10 mM EDTA pH 8; 0.1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid; 0.1
mM 4-(2-Aminoethyl)-Benzensulfonylfluorid) und danach fir 5 min bei 13 000 rpm (4 °C)
zentrifugiert, um einen klaren Uberstand fiir die Reninbestimmung zu erhalten. Bei der
Reninmessung wird die Produktion von Angiotensin | aus Angiotensinogen bestimmt, weshalb die
Plasma- und Gewebeproben fir 1.5 h bei 37 °C mit Plasma von bilateral nephrektomierten
mannlichen Ratten (erhéhte Angiotensinogenkonzentration) inkubiert wurden. Danach wurde die
Angiotensinl-Konzentration (ng/ml/h) als MaR fiir die Reninaktivitit mithilfe eines !?°|-RIA
bestimmt (Byk&DiaSorin Diagnostics GmbH, Dietzenbach, Deutschland). Die Reninmessungen aus
Gewebelysaten wurden normalisiert auf die Proteinkonzentration des Lysats, gemessen mittels

Bradford-Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland).

2.1.7 RNA-Isolation und quantitative Real-time PCR

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Nebennieren wurde nach Herstellerprotokoll mit dem RNeasy
Micro Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt, der sich besonders eignet fiir die RNA-
Aufreinigung aus kleinen Gewebeproben. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch
quantifiziert (Nanodrop, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) und die Qualitat

mittels Agarose-Gel-Elektrophorese Uberprift. Fir die Synthese einzelstrangiger cDNA mittels
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reverser Transkription wurde 1 pg Gesamt-RNA, M-MLV Reverse Transkriptase (Promega GmbH,
Mannheim, Deutschland) und random Primer (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland)
eingesetzt. Kontaminierung der RNA durch genomische DNA konnte durch die Mitfihrung von
Reaktionsansatzen ohne Reverse Transkriptase (-RT) ausgeschlossen werden. Die quantitative
Real-time PCR der cDNA wurde an einem LightCyler 480 Gerat (Roche, Basel, Schweiz)
durchgefiihrt unter Verwendung von intron-spanning Primern (Primersequenz liegt auf Exon-
Exon-Grenze wenn moglich) und eines SYBR Green Mastermix (Roche). Eine Liste der in dieser
Arbeit verwendeten Primersequenzen befindet sich im Anhang (Kapitel 7.1.1). Zur Quantifizierung
wurde die Expression des Zielgens relativ zur Expression des Haushaltsgens B-Aktin unter
Berlicksichtigung der PCR-Reaktions-Effizienz (errechnet aus einer Verdinnungsreihe des
Standards) berechnet. Mittels Agarose-Gel-Elektrophorese und der Analyse der Schmelzkurven

konnte die Spezifitat des PCR-Amplikons verifiziert werden.

2.1.8 Genechip-Analyse des adrenalen RNA-Expressionsprofils

2.1.8.1 Microarray-Assay

Mit Hilfe eines Genechip-Microarray-Assay sollte das adrenale mRNA-Expressionsprofil von
mannlichen 1 und 12 Tage alten Task3” Mé&usen und Wildtypmausen verglichen werden.
Samtliche Arbeiten von der RNA-Aufreinigung bis zur Probenverarbeitung wurden als
Dienstleistung von dem Affymetrix Service Provider ,KFB — Kompetenzzentrum Fluoreszente
Bioanalytik” (Regensburg, Deutschland) durchgefiihrt. Nach RNA-Extraktion aus Nebennieren-
gewebe wurde die Unversehrtheit der RNA auf einem Agilent 2100 Bioanalyzer mit dem
Eukaryote Total RNA Nano chip (Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland) Gberprift. Die
Aufbereitung der RNA-Proben fiir die Microarray-Hybridisierung erfolgte wie im Ambion WT
Expression Kit Protokoll (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien) und dem Affymetrix Genechip
WT Terminal Labeling and Hybridization Benutzerhandbuch (Affymetrix Inc., Santa Clara,
Kalifornien) beschrieben. Der Vorgang soll im Folgenden kurz zusammengefasst werden:

300 ng Gesamt-RNA der Nebenniere werden in doppelstrangige cDNA umgeschrieben. Aus der
doppelstrangigen cDNA wird antisense-RNA (aRNA) synthetisiert, aufgereinigt und mittels
reverser Transkription sense strand cDNA (sscDNA) gebildet. Dabei werden dUTP-Nukleotide
anstelle von dTTP-Nukleotiden in die sscDNA-Sequenz eingebaut. Nach Aufreinigung der
einzelstrangigen sscDNA entfernen Uracil-DNA-Glykosylasen die Uracil-Reste aus der sscDNA,
woraufhin die Apurinische/Apyrimidinische Endonuklease 1 die sscDNA an diesen Stellen
fragmentiert. Zuletzt wird die fragmentierte sscDNA terminal biotinyliert und mit der Affymetrix

Mouse Gene 1.1 ST Array Plate hybridisiert. Samtliche Prozesse wie Hybridisierung,
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Waschschritte, Farbung und Signalerfassung wurden mit dem Affymetrix GeneTitan System

durchgefihrt.

2.1.8.2 Microarray-Daten Analyse

Es wurden Microarray-Daten von vier Tieren pro Gruppe (1 Tage alte Task37- Mause; 1 Tage alte
Wildtypma&use; 12 Tage alte Task37" Mause; 12 Tage alte Wildtypmause) erhoben. Gemessene
Signalstarken nach Hybridisierung der sscDNA wurden nach dem RMA Algorithmus [231] mit der
Affymetrix GeneChip Expression Console Software verrechnet. In Microsoft Excel wurden die
Rohdaten weiter ausgewertet und verrechnet (Mittelwertbildung der Expressionsstirke der
einzelnen Gene; Vergleich von Expressionsverhaltnissen einzelner Gene zwischen den Gruppen;
Berechnung von Signifikanzen). Gene mit einem Expressionsunterschied > 2 zwischen zwei
Gruppen und einem p-Wert < 0.05 (Student’s t-test) wurden als relevant reguliert bezeichnet
(siehe Anhang: Kapitel 7.1.2). Eine Liste der am starksten regulierten Gene (Expressions-
unterschied > 3) wird im Ergebnisteil der Arbeit aufgefiihrt (Kapitel 3.1.5). Genechip-Daten
regulierter Gene, die moglicherweise Einfluss auf die Nebennierenfunktion haben, wurden mit

quantitativer Real-time PCR in einer groReren Anzahl zusatzlicher Proben verifiziert.

2.1.9 Statistik

Die in den Abbildungen angegebene Anzahl an Experimenten bezieht sich auf die Anzahl der
Tiere, die in den einzelnen Versuchen untersucht wurden, um den Mittelwert und die
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) bilden zu kénnen. Mit Ausnahme der Daten der
Genechip-Proben (ausschlieflich mannliche Tiere) stammen alle Daten von maénnlichen und
weiblichen Mausen. Da keine signifikanten geschlechtsabhangigen Unterschiede zu beobachten
waren, wurden die Daten beider Geschlechter zur Mittelwertbildung zusammengefasst. Die
Blutabnahme und Nebennierenentnahme bei neugeborenen Mausen wurden als Letalexperiment
durchgefiihrt, weshalb sich die Daten zu bestimmten Entwicklungsstadien (1 und 12 Tage alte
Mause) auf einmalige Messungen einzelner Mdause beziehen. Dementsprechend wurde der
ungepaarte Student’s t-test zur Berechnung von Signifikanzen verwendet. Unterschiede zwischen

den Genotypen an einzelnen Zeitstufen wurden ab einem p-Wert < 0.05 als signifikant bezeichnet.
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2.2 Methoden zur Charakterisierung von KCNJ5-Mutationen

2.2.1 Zellkultur und Transfektion

Zur funktionellen Expression von KCNJ3, KCNJ5 und mutiertem KCNJ5 (G151E, L168R, G151R,
T158A) in Sdugerzellen wurden spezifische humane cDNA-Sequenzen bei GeneArt®/Invitrogen
bestellt und in den eukaryotischen Expressionsvektor pIRES-CD8 umkloniert [232]. Der pIRES-CD8
Vektor enthalt zuséatzlich das Gen fir humanes CD8 (membranstdndiges Protein), das durch eine
IRES-Kassette vom Zielgen getrennt ist. CD8 wird unabhangig vom Zielgen exprimiert und kann
durch Verwendung von anti-CD8 gekoppelten Dynabeads zur Kontrolle der Transfektionseffizienz
verwendet werden (Plasmidkarte siehe Anhang: Kapitel 7.1.3). Alle in dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien wurden bei 37 °C und einer humiden Atmosphare von 95 % Luft und 5 % CO, kultiviert.
Fur die entsprechenden Versuche wurden Zellen gesplittet, transfiziert und auf Fibronektin/
Kollagen-beschichteten Glasplattchen in Zellkulturschidlchen mit 3,5 cm Durchmesser ausgesat.
Samtliche Reagenzien und Zellkulturmedien stammen von Life Technologies GmbH (Darmstadt,

Deutschland), wenn nicht anderweitig angegeben.

2.2.1.1 Transfektion von HEK-Zellen mit Lipofectamin

Fir die funktionelle Untersuchung der von Mulatero et al. [210] beschriebenen KCNJ5 G151E-
Mutation wurden HEK293-Zellen (CLS, Eppelheim, Deutschland) verwendet. Diese wurden in
MEM alpha Medium unter Zusatz von 10 % hitzeinaktiviertem fétalem Kalberserum und 0.5 %
einer Penicillin-Streptomycin-Stocklésung (10.000 U/ml) kultiviert. Einen Tag vor dem Experiment
wurden HEK-Zellen mit pIRES/hKCNJ3 (0.5 ug Plasmid) und pIRES/hKCNJ5 WT bzw. pIRES/hKCNJ5
G151E (0.5 pg Plasmid) kotransfiziert. Die Transfektion mit Lipofectamin wurde entsprechend der

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.1.2 Transfektion von NCI-H295R-Zellen mittels Elektroporation

Die aus einem Nebennierenkarzinom stammenden NCI-H295R-Zellen wurden bei Cell Lines
Services (CLS, Eppelheim, Deutschland) erworben und in einem Zelllinien-spezifischen DMEM/F12
Medium (MG-42, CLS, Eppelheim, Deutschland) kultiviert. In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit
wird die Abkirzung NCI-Zellen gleichbedeutend fiir NCI-H295R-Zellen verwendet. NCl-Zellen
(1x10°) wurden einen Tag vor Versuchsbeginn mit 5 ug pIRES/hKCNJ5 WT oder pIRES/hKCNJ5
L168R (bzw. G151R oder T158A) Plasmid unter Verwendung des NEON® Elektroporationssystems
(Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) transfiziert. Die Elektroporation mit einem auf
NCI-Zellen optimierten Pulsprotokoll (1 Puls, 40 ms, 1100 V) wurde wie vom Hersteller

beschrieben durchgefiihrt und die Zellen in antibiotikafreiem MG-42 Medium ausgesat.
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2.2.2 Patch clamp Experimente

Ganzzell-Messungen (Strom- und Potentialmessung liber die gesamte Zellmembran) erfolgten bei
Raumtemperatur an transfizierten HEK- und NCI-Zellen unter Verwendung eines EPC-10
Verstarkers (HEKA, Lambrecht, Deutschland). Zur Datenerfassung wurde das Powerlab Data
Acquisition System (ADInstruments GmbH, Spechbach, Deutschland) mit der entsprechenden
LabChartPro v7 Software benutzt. Die Pulsgenerierung konnte Uber die HEKA-Software
PatchMaster v2x50 gesteuert werden. Das Klemmprotokoll bestand aus einer Spannungstreppe
bei der die Zellmembran in 30 mV Schritten von -120 mV bis +30 mV geklemmt wurde (voltage
clamp(vc)-Modus). Wahrend im vc-Modus die spannungsabhangigen Zellstrome gemessen
wurden, konnte im darauffolgenden ccO-Modus (current clamp(cc)-Modus) das Membran-
potential der Zelle bestimmt werden. Der Widerstand der verwendeten Patchpipetten betrug
zwischen 6-10 MQ. Die Pipettenlosung enthielt fiir Experimente an HEK Zellen [mM]: 5 HEPES,
140 KCI, 4 MgCl,, 1 CaCly, 1 EGTA, pH 7.4; fur Experimente an NCI-Zellen [mM]: 95 K-Gluconat, 30
KCl, 4.8 Na;HPO4, 1.2 NaH,PO4, 5 Glucose, 2.38 MgCl,, 0.726 CaCl;, 1 EGTA, 3 ATP, pH 7.2. In
einigen Experimenten an NCI-Zellen wurden in der Pipettenlésung 30 mM KCI mit 30 mM NaCl
ersetzt. Die extrazellulare Badlosung setzte sich standardmaRig wie folgt zusammen [mM]: 140
NacCl, 1.8 MgCl,, 1.8 CaCl,, 10 HEPES, 5 KCI, pH 7.4. Bei Verwendung einer Na*-freien Badl6sung
ersetzte N-Methyl-D-glucamin (NMDG*) das Na* in der Losung. Hoch-K*-Losungen (15 mM bzw.
50 mM KCI) enthielten entsprechend weniger NaCl (130 mM bzw. 95 mM NaCl).

2.2.3 Ca**-Messung an transfizierten NCI-Zellen

Zur intrazelluldren Ca*-Messung wurde der ratiometrische Ca**-sensitive Fluoreszenzfarbstoff
Fura-2-AM (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Beladung der NCI-
Zellen mit 0.5 puM Fura-2-AM in 1X Power Load (Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland), gemeinsam gel6st in 1 ml Badlosung, fand bei Raumtemperatur fir 45 min statt.
Die extrazelluldre Badlosung setzte sich standardmaRig wie folgt zusammen [mM]: 140 NaCl, 1.8
MgCl,, 1.8 CaCl,, 10 HEPES, 5 KCI, pH 7.4. Bei Verwendung einer Na*-freien Badlosung ersetzte N-
Methyl-D-glucamin (NMDG*) das Na' in der Lésung; Hoch-K*-Losungen (15 mM) enthielten
entsprechend weniger NaCl (130 mM NaCl). Die Fluoreszenzemission einzelner Zellen wurde
unter anhaltender Badperfusion bei 510 nm gemessen nach Anregung bei 340 und 380 nm. Als
Lichtquelle diente ein Lambda DG-4 illumination system (Sutter Instrument Company, Novato,
Kalifornien). Fluoreszenzmessungen (1 Bild pro 5 s) wurden an einem Zeiss Examiner Al
Mikroskop mit WN-Achroplan 40X Wasserimmersionsobjektiv (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) und

gekoppelter Axiocam Mrm Kamera (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen. Das Verhaltnis
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der Fluoreszenzintensitat bei 340 nm verglichen zu 380 nm wurde mit der Axiovision Software

(Zeiss, Jena, Deutschland) berechnet und gilt als MaR der intrazelluldren Ca%*-Aktivitat.

2.2.4 RNA-Isolation und quantitative Real-time PCR

Gesamt-RNA wurde aus NCl-Zellen, Aldosteron-produzierenden Adenomen und gesundem
Nebennierengewebe gewonnen. Die RNA-Isolation, cDNA-Synthese und Real-time PCR wurde wie
unter Kapitel 2.1.7 beschrieben durchgefiihrt. cDNA von weiteren humanen Gewebeproben wie
Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas (human MTC panel )
wurden von Clontech Laboratories (Mountain View, Kalifornien, USA) erworben. Eine Auflistung
der bei der Real-time PCR verwendeten Primer befindet sich im Anhang (Kapitel 7.1.1). Humane,
adrenale Gewebsproben stammen von PA-Patienten der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1V
(Klinikum der Universitat Miinchen, LMU) und wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. Felix

Beuschlein pseudonymisiert zur Verfligung gestellt.

2.2.5 Substanzen zur pharmakologischen Charakterisierung von KCNJ5 L168R

Folgende Substanzen wurden zur pharmakologischen Charakterisierung der KCNJ5 L168R-
Mutation verwendet: 5-(N-Ethyl-N-Isopropyl)Amilorid (EIPA), Flufenamat, Lidocain, Tertiapin Q,
Triamteren, Amilorid, Benzamil, Phenamil, Bupivacain, Diltiazem, Nifedipin, Verapamil (alle
Substanzen von Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland); Cariporide (Santa Cruz Biotechnology
Inc., Heidelberg, Deutschland); KB-R7943 (Tocris Bioscience, Bristol, GroBbritannien). Auller
Tertiapin Q (gelost in H,O) wurden alle Substanzen als konzentrierte Stammlésung in DMSO
gelost. Zur Berechnung der Konzentrationswirkungskurven wurde die curve-fitting Software

SigmaPlot verwendet.

2.2.6 Statistik

Die in den Abbildungen angegebene Anzahl an Experimenten bezieht sich auf die Anzahl der
vermessenen Zellen, die zur Ermittlung des Mittelwerts und der Standardabweichung des
Mittelwerts (SEM) herangezogen wurden. Zur Ermittlung von Signifikanzen wurde der gepaarte
oder ungepaarte Student’s t-test verwendet. Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden ab

einem p-Wert < 0.05 als signifikant bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Adrenaler Phinotyp der neonatalen Task3”- Maus

Die Deletion des Task3-Gens fihrt in adulten Mausen zur Erhéhung der Aldosteron-Renin-Ratio
und zu einer salzempfindlichen Hypertonie, was auf eine Ang Il-unabhangige Aldosteronsynthese
hinweist. Dennoch wurden in adulten Task37" Mausen unter Kontrollbedingungen weitgehend
normale Plasmaaldosteronwerte gemessen, da ein kompensatorischer Abfall der Plasmarenin-
konzentration die Ang ll-kontrollierte Aldosteronproduktion entsprechend supprimiert [190]. Im
Gegensatz dazu weisen neugeborene Task3” Miuse einen ausgepragten Hyperaldosteronismus
auf, der sich innerhalb der ersten beiden Wochen der postnatalen Entwicklung normalisiert. Es
liegt der Verdacht nahe, dass sich in der friihen postnatalen Phase kompensatorische
Mechanismen entwickeln, die dem durch Task3-Deletion ausgeldsten Hyperaldosteronismus
entgegenwirken. Im Folgenden werden daher die Ergebnisse der Untersuchungen zum adrenalen

Phanotyp der Task37 Maus wahrend der postnatalen Entwicklung dargestellt.

3.1.1 Lokalisation von Task3 und Cyp11b2 in Nebennieren neugeborener Mause

Bei Taskl” Mausen ging der Hyperaldosteronismus mit einer Fehllokalisation der
Aldosteronsynthase einher. Um zu Uberpriifen, ob der Phianotyp der neonatalen Task3”~ Mause
mit dhnlichen Verdnderungen vergesellschaftet ist, wurde die Cypllb2-Lokalisation in der
Nebenniere neonataler Task37" Mause untersucht. Dazu wurden Immunfluoreszenzfirbungen an
Gefrierschnitten 1 Tage alter Wildtypmause und Task3” Mause angefertigt. Zusatzlich wurde die

Expression von Task3 in Wildtypmausen untersucht.

WT Task3™ WT Task3™
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Abbildung 8: Task3(A)- und Cyp11b2(B)-Immunfluoreszenzfarbung von Nebennieren neugeborener Mause (1d)

Task3 war hauptsachlich in der Plasmamembran der Zona glomerulosa-Zellen der Nebennierenrinde exprimiert. Die
Expression der Aldosteronsynthase Cyp11b2 in Task37- M&usen beschrénkte sich dhnlich wie in Wildtypm&usen auf die
Zellen der Zona glomerulosa.

Neugeborene Wildtypmause exprimierten Task3 hauptsachlich in der Plasmamembran der
Aldosteron-produzierenden Zellen der Zona glomerulosa (Abb. 8A). Im Gegensatz zu méannlichen,
adulten Tieren konnte in neugeborenen Mausen keine verbreiterte Task3-Expression in der
Nebennierenrinde beobachtet werden. Die Expression der Aldosteronsynthase Cypllb2
beschriankte sich in beiden Genotypen ebenfalls auf die &ulReren Zellschichten der

Nebennierenrinde (Abb. 8B).

3.1.2 Adrenales Steroidhormonprofil neugeborener Task37/- Mause

Neugeborene Task3” Maiuse weisen einen Hyperaldosteronismus auf, der nicht auf eine
Cypllb2-Mislokalisation zurtickzufiihren ist und sich innerhalb der ersten beiden Lebenswochen
normalisiert. Zur vollstandigen Charakterisierung des adrenalen Phanotyps der neonatalen
Task3” Maus wurden neben Aldosteron weitere adrenale Steroidhormone untersucht. Aufgrund
des altersabhdngigen Phanotyps wurden die Plasmakonzentrationen von Aldosteron,
Corticosteron, Progesteron und Pregnenolon (Vorstufen von Aldosteron) in 1 Tage alten, 12 Tage

alten und adulten Task3”" Mausen miteinander verglichen.
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Abbildung 9: Plasmakonzentrationen verschiedener adrenaler Steroidhormone in 1 Tage alten (1d), 12 Tage alten
(12d) und adulten Mausen

Plasmakonzentration von Aldosteron (A) und Progesteron (C) waren in 1 Tage und 12 Tage alten Task37" M&usen
erhoht, wahrend in adulten Tieren kein Unterschied zu erkennen war. Die Aldosteron-Daten sind bereits in Abb. 6
dargestellt und hier nur der besseren Vergleichbarkeit wegen nochmals gezeigt. Task37" Tiere zeigten einen Anstieg der
Corticosteronwerte an Tag 1 mit bereits normalisiertem Corticosteronlevel an Tag 12 (B). Kein Anstieg der
Pregnenolonkonzentration war in Task3”" Mausen im Vergleich zu Wildtypm&usen zu beobachten (D). *bedeutet
statistisch signifikant verschieden zwischen Task3”7" und Wildtyp; Die Zahl in Klammern (n) gibt die Anzahl der Tiere pro
Gruppe an.

Im Vergleich zu Wildtypmausen wurden in neugeborenen Task3”- Mausen (1d) neben Aldosteron
deutlich erhéhte Plasmakonzentrationen an Corticosteron und Progesteron gemessen. Generell
war wahrend der postnatalen Entwicklung unabhangig vom Genotyp eine Abnahme von
Aldosteron, Corticosteron und Progesteron im Plasma zu beobachten. Dieser rapide Abfall war in
Task3”" Mausen besonders ausgepragt und fiihrte bereits in 12 Tage alten Tieren (12d) zu einem
deutlichen Riickgang der Steroidhormonproduktion. In adulten Tieren war kein Genotyp-
abhangiger Unterschied in den Plasmakonzentrationen von Aldosteron, Corticosteron und
Progesteron mehr nachweisbar (Abb. 9, A-C). Ein dhnlicher altersabhangiger Riickgang war bei der
Plasmapregnenolonkonzentration zu verzeichnen. In beiden Genotypen fiel das Pregnenolonlevel
innerhalb der postnatalen Entwicklung ab, wobei Task3”~ Mé&use an Tag 12 geringere

Pregnenolonwerte aufwiesen (Abb. 9D).

3.1.3 Adrenale mRNA-Expression steroidogener Enzyme in Task3”/- Miusen

Vergleichend zu den erhohten Steroidhormonkonzentrationen in 1 Tage und 12 Tage alten
Task3”" Mausen wurde das Expressionslevel der entsprechenden Steroidhormon-produzierenden
Enzyme in der Nebenniere von Task3”- Mausen wiahrend der postnatalen Entwicklung bestimmt.
Dazu wurde die mRNA-Expression mittels Real-time PCR von Cypllb2 (Aldosteronsynthese),

Cyp11b1 (Corticosteronsynthese) und Hsd3b6 (Progesteronsynthese) quantifiziert.
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Abbildung 10: Adrenale mRNA-Expressionsstarke steroidogener Enzyme wahrend der postnatalen Entwicklung

Die mRNA-Expressionslevel von Cyp11b2 (A), Cyp11b1 (B) und Hsd3b6 (C) wurden mittels Real-time PCR in 1 Tage alten,
12 Tage alten und adulten Wildtyp und Task3”/ Mausen gemessen. Cyp11b2 und Hsd3b6, die geschwindigkeitsbestim-
menden Enzyme der Aldosteron- bzw. Progesteron-Synthese, wiesen einen Expressionsanstieg in 1 und 12 Tage alten
Task3”7 Mausen auf. Nur Hsd3b6 war auch in adulten Task37" Tieren erhéht. Fiir das Corticosteron-produzierende
Cypllbl-Enzym konnten zu keiner Entwicklungsphase Genotyp-spezifische Expressionsunterschiede festgestellt
werden. *bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task37- und Wildtyp; Die Zahl in Klammern (n) gibt die
Anzahl der Tiere pro Gruppe an.

Die Cyp11b2- und Hsd3b6-Expression waren in 1 Tage alten wie in 12 Tage alten Task3”" Mausen
deutlich erhoéht (Abb. 10A, C). Wahrend die Cypl11b2-Expression in adulten Tieren auf Wildtyp-
niveau sank, blieb die Hsd3b6-Expressionsrate auch in adulten Task37" M&usen héher als in
Wildtypmausen. Fir die Cypllbl-Expression in der Nebenniere konnte kein altersabhangiger
Unterschied zwischen den Genotypen beobachtet werden (Abb. 10B). Allgemein stieg die
Cypl1b1-Expression in adulten Tieren im Vergleich zu jungen Tieren (1d, 12d) an, wahrend

Cyp11b2 und Hsd3b6 am starksten in 12 Tage alten Mausen exprimiert wurden.

3.1.4 Plasma-Na*-Level und Himatokrit in neugeborenen Task3”/- Miusen

Der Hauptwirkungsort von Aldosteron zur Riickresorption von Salz und Wasser sind die kortikalen
Abschnitte des Sammelrohrs der Niere. Aldosteron vermittelt dort die Aktivierung des apikal
gelegenen Natriumkanals ENaC, was eine erhdhte Na*-Rickresorption und einen Anstieg des
Plasmavolumens zur Folge hat. Vor diesem Hintergrund wurde in folgenden Experimenten die
Na*-Konzentration im Plasma von neugeborenen Task3” Méausen mittels Flammenphotometrie

vermessen. Zusatzlich wurde der Hamatokrit-Wert als Indikator des Wasserhaushalts bestimmt.

OwT

A 160+ ) 1) B 60 W Task3"

1 © . & 1) (11) (16) |

E _(-.-)_ — {0 (55)  (60)

i (25)

120 1/ @
] - 40- )
E ] S S =
*s 80 T
< ] S
£ | g 20
2]
© 40 ®© 1
o T
0 0
1d 4d 12d adult 1d 4d 12d adult

Abbildung 11: Plasma-Na*-Konzentration und Hamatokrit wihrend der postnatalen Entwicklung in Task37/- Mausen

In 1, 4, 12 Tage alten und adulten Wildtyp und Task37 Mausen wurden die Na*-Konzentration (A) mittels Flammen-
photometrie und der Hamatokrit-Wert (B) gemessen. Task37- Miuse zeigten eine Hypernatridmie wihrend der ersten
beiden postnatalen Wochen. Gleichzeitig waren die Hamatokrit-Werte in neugeborenen Task3”- Mdusen im Vergleich
zu Wildtypmausen leicht erniedrigt. *bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task37" und Wildtyp; Die
Zahl in Klammern (n) gibt die Anzahl der Tiere pro Gruppe an.
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Innerhalb der ersten beiden Lebenswochen wiesen Task37 Mause eine erhéhte Plasma-Na*-
Konzentration auf, wobei nur an Tag 4 der Unterschied zwischen Wildtypm&usen und Task3”"
Mausen das Signifikanzniveau erreichte (Abb. 11A). Korrelierend dazu waren die Hamatokrit-
Werte in Task37 Mausen wihrend der postnatalen Entwicklung tendenziell erniedrigt (Abb. 11B),
was flr eine Zunahme des Plasmavolumens durch H,O-Retention spricht. In adulten Tieren waren

keine Unterschiede in Hamatokrit und Plasma-Na*-Konzentration zwischen den beiden Genotypen

zu erkennen.

3.1.5 Microarray-Analyse: Adrenales Expressionsprofil 1 und 12 Tage alter Mause
Der adrenale Phanotyp der neonatalen Task3”" Maus beschrinkt sich nicht nur auf die
Aldosteronproduktion, sondern zeichnet sich durch eine generelle, inaddaquat hohe
Steroidhormonproduktion wahrend der friihen postnatalen Entwicklung aus. Zur Identifizierung
moglicher zelluldrer Mechanismen, die den adrenalen Phinotyp der neonatalen Task3”- Maus
mitbeeinflussen oder zu einer Kompensation in adulten Task3” Tieren beitragen, wurde mittels
Genechip-Analyse das adrenale mRNA-Expressionsmuster 1 und 12 Tage alter Task37" Mduse mit
dem von Wildtypmausen verglichen. Die folgende Tabelle zeigt die am stérksten regulierten Gene
(= 3 fach reguliert) in 1 Tage alten und 12 Tage alten M&usen (Vergleich: Task3”" Expression vs.

WT Expression).

Adrenales mRNA-Expressionsprofile 1 Tage alter Mause:

Gen Beschreibung Verhiiltnis p-Wert
Task3/" vs. WT

Positiv reguliert:

Renl renin 1 structural 9,6 1,1E-04
A2m alpha-2-macroglobulin 6,3 1,7E-02
Ecell endothelin converting enzyme-like 1 5,8 5,0E-03
Lypd3 Ly6/Plaur domain containing 3 5,3 2,1E-02
Nefl neurofilament, light polypeptide 4,2 7,2E-03
Gm10002 predicted gene 10002 3,9 1,1E-02
St6galnach ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1,3)-N- 3,8 2,4E-03

acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 5

Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c 3,6 2,0E-04
Slc16a3 solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 3 3,6 1,6E-02
Henl hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 1 3,2 4,2E-05
Sez6l seizure related 6 homolog like 3,2 2,3E-04
Sncg synuclein, gamma 3,1 4,6E-02
Slc6al7 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 17 3,0 1,1E-04

negativ reguliert:
Ctse cathepsin E -5,0 6,5E-03
Carl carbonic anhydrase 1 -4,5 4,0E-02
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Kel Kell blood group -4,0 4,6E-02
Cldn13 claudin 13 -4,0 1,7E-02
Rhag Rhesus blood group-associated A glycoprotein -3,7 1,6E-02
Rhd Rh blood group, D antigen -3,6 2,3E-02
Trpc5 transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 5 -3,5 2,3E-04
Hemgn hemogen -3,4 4,1E-02
Slc14al solute carrier family 14 (urea transporter), member 1 -3,3 1,3E-02
Spnal spectrin alpha 1 -3,2 2,1E-02
Gypa glycophorin A -3,2 3,8E-02
Tspo2 translocator protein 2 -3,1 1,7E-02
Htrlb 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B -3,1 3,5E-05

Adrenales mRNA-Expressionsprofil 12 Tage alter Mause:

Gen Beschreibung Verhiiltnis p-Wert
Task3”/ vs. WT

Positiv reguliert:

Len2 lipocalin 2 10,9 4,9E-02
Gm10002 predicted gene 10002 4,7 8,8E-04
Tacl tachykinin 1 4,5 1,1E-04
Ctse cathepsin E 4,5 3,7E-02
Tm4sf4 transmembrane 4 superfamily member 4 4,4 5,0E-03
Gal galanin 4,3 7,4E-05
Hp haptoglobin 3,4 3,8E-02
Calbl calbindin 1 3,1 5,3E-03
Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c 3,0 3,8E-04

negativ reguliert:
5730407107Rik RIKEN cDNA 5730407107 gene -4,8 3,8E-06

Htrlb 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B -3,1 4,5E-03

Tabelle 1: mRNA-Expression in Nebennieren neugeborener Wildtypmause und Task3”/ Mause (1d, 12d)

Die zur Genechip-Analyse verwendeten mRNA-Proben stammen von 1 und 12 Tage alten Mausen (n = 4 pro Alter und
Genotyp). Genspezifische Expressionsverhdltnisse wurden aus den Mittelwerten der einzelnen Gruppen errechnet.
Gezeigt sind die Gene pro Altersstufe, die im Vergleich Task37" vs. Wildtyp mehr als 3-fach positiv oder negativ reguliert
waren und einen p-Wert < 0.05 aufwiesen. Eine komplette Liste der regulierten Gene befindet sich im Anhang
(Kapitel 7.1.2).

Beim Vergleich der Expressionsverhdltnisse zwischen 1 Tage alten Mausen fiel unter allen
regulierten Genen eine fast 10-fach vermehrte Expression der Protease Renin in den Nebennieren
neugeborener Task3” Tiere auf. Wahrend Renin in 1 Tage alten Task37- Miusen das am stérksten
positiv regulierte Gen war, entsprach das Expressionslevel in 12 Tage alten Task3” Mausen dem

der Wildtypmaéuse (siehe Kapitel 3.1.6 und 7.1.2).
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3.1.6 Reninexpression in Nebennieren neugeborener Task3”/- Mause

Die mittels Genechip-Analyse beobachteten Unterschiede in der adrenalen Renin-mRNA-
Konzentration wurden mittels Real-time PCR in 1 Tage alten, 12 Tage alten und adulten Task3”"
Mausen und Wildtypmausen Gberpriift. Zusatzlich wurde in Nebennierenlysaten die Reninkonzen-
tration durch Messung der katalytischen Umsetzung von Angiotensinogen zu Angiotensin |
bestimmt. Immunfluoreszenzfirbungen in Nebennieren neugeborener Task37" Mause konnten zur

Aufklarung der adrenalen Reninlokalisation beitragen.

3.1.6.1 Renin-mRNA-Expression und Reninkonzentration in Nebennieren von Task3” Mausen
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Abbildung 12: Renin-mRNA-Expression (A) und Reninkonzentration (B) in Nebennieren von Wildtypméausen und
Task3”/- M&usen

Die adrenale Renin-mRNA-Expression war in 1 Tage alten Task3”~ Mausen deutlich erhéht im Vergleich zu Wildtyp-
mausen, wahrend in dlteren Tieren (12d und adult) keine Unterschiede zwischen den Genotypen zu erkennen waren.
Korrelierend dazu war auch in Nebennierenlysaten 1 Tage alter Task37" Mause ein Anstieg der Reninkonzentration zu
verzeichnen. *bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task3”" und Wildtyp; Die Zahl in Klammern (n) gibt
die Anzahl der Tiere pro Gruppe an.

Die Quantifizierung der mRNA mittels Real-time PCR bestatigte eine hohere Expression von
adrenalem Renin in 1 Tage alten Task37" Mausen (Abb. 12A). Die Renin-mRNA-Expression in der
Nebenniere verringerte sich auf ein ahnliches Level in 12 Tage alten Tieren beider Genotypen und
lag in adulten Tieren unterhalb des Detektionslimit. Ein dhnliches Profil zeigte die Reninkonzen-
tration in Nebennierenlysaten. Wahrend in Nebennierengewebe neugeborener Task3” Mause
eine erhohte Reninkonzentration im Vergleich zu Wildtypmausen gemessen wurde, sank die

adrenale Reninkonzentration in 12 Tage alten Mausen Genotyp-unabhangig deutlich ab.
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3.1.6.2 Reninlokalisation in Nebennieren neugeborener Wildtyp und Task37- Mause

Abbildung 13: Nachweis von Renin in Nebennieren 1 Tage alter Task3”/- Mause

Immunfluoreszenzfirbungen von Nebennieren 1 Tage alter Wildtyp und Task3”- Mause unter Verwendung spezifischer
Antikorper gegen Renin (griin) und Dab2 (rot; Dab2 ist ein Marker fir Zellen der Zona glomerulosa [233]). Zellkerne
wurden mit HOE33342 angefirbt. Ubersichtsaufnahmen zeigen die Nebenniere (NN) mit angrenzender Niere (N). Die
beiden unteren Aufnahmen stellen dieselben Nebennieren in einer starkeren VergroRerung dar. Die adrenale
Reninfarbung konnte nur in Zellen der Zona fasciculata von Task37" Mausen nachgewiesen werden, wihrend sich die
Expression von Dab2 hauptsachlich auf die duBere Zellschicht der Zona glomerulosa beschrankte. (Zf, Zona fasciculata;
Zg, Zona glomerulosa)

Anhand von Immunfluoreszenzfarbungen auf Nebennierenschnitten 1 Tage alter Mause konnten
Renin-produzierende Zellen eindeutig in der Nebennierenrinde neonataler Task3”" Mause
lokalisiert werden (Renin-spezifische Farbung in grin). In Wildtyptieren blieb eine Renin-
spezifische Farbung in der Nebenniere (NN) aus. Die in beiden Genotypen zu beobachtende
charakteristische Reninfarbung im benachbarten Nierengewebe (N) bestatigte als interne
Kontrolle die Spezifitdt des verwendeten Renin-Antikdrpers. Kolokalisation von Dab2 (rot), einem
typischen Marker der Zona glomerulosa, und Renin (griin) konnte in Nebennieren neugeborener
Task3”~ Mause nicht beobachtet werden, weshalb die Renin-produzierenden Zellen der

Nebenniere 1 Tage alter Task37" Miuse eher der Zona fasciculata zugeordnet werden kénnen.
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3.1.7 Reninkonzentration in Plasma und Nierenlysaten von Task3”/- Miusen

Der nachgewiesene Anstieg des adrenalen Reninlevels in Task37" Mause steht moglicherweise in
engem Zusammenhang mit einer generellen Aktivierung der systemischen, renalen
Reninproduktion. Zur Klarung dieser Frage wurde die Reninkonzentration im Plasma (PRC) und in
Nierenlysaten von 1 Tage und 12 Tage alten Task3”" M&ausen mit der von Wildtypm&usen
verglichen. Mithilfe der Plasmareninkonzentration konnte auRerdem die Aldosteron-Renin-Ratio
(ARR) bestimmt werden (Aldosteronwerte aus Kapitel 3.1.2). Eine erhohte Aldosteron-Renin-Ratio
gibt Hinweise auf autonome, Renin-unabhangige Aldosteronproduktion und wird zur klinischen

Diagnose von primarem Hyperaldosteronismus verwendet.
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Abbildung 14: Plasma-, renale Reninkonzentration und Aldosteron-Renin-Ratio in Wildtyp und Task3”- Mausen

Die Plasmareninkonzentration unterschied sich nicht zwischen den Genotypen (A). Neugeborene Task37" Mause (1d)
wiesen eine erniedrigte Reninkonzentration in Nierenlysaten (B) und eine deutlich erhéhte Aldosteron-Renin-Ratio (C)
auf. *bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task3”" und Wildtyp; Die Zahl in Klammern (n) gibt die
Anzahl der Tiere pro Gruppe an.
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Bei Messungen der Plasmareninkonzentration wurden keine Unterscheide zwischen den beiden
Genotypen festgestellt (Abb. 14A). Beim Vergleich der Plasmareninkonzentration von 1 Tage alten
und 12 Tage alten Tieren lieR sich ein genereller, altersabhangiger Abfall der Plasmareninwerte
wahrend der postnatalen Entwicklung feststellen. Nierenlysate 1 Tage alter Task3” Mause wiesen
sogar einen erniedrigten Reningehalt im Vergleich zu Wildtyptieren auf (Abb. 14B), moglicher-
weise als kompensatorische Feedback-Reaktion auf erhohte Plasmaaldosteronwerte. In 12 Tage
alten Task3”" Ma&usen glich die renale Reninproduktion den in Wildtypm&usen gemessenen
Werten. Die Plasmareninkonzentration war zwar in 1 Tage alten Task37" Mausen im Vergleich zu
Wildtypmausen gleichen Alters nicht signifikant verringert; dennoch ergaben sich aufgrund der
viel héheren Plasmaaldosteronkonzentration fiir die Aldosteron-Renin-Ratio deutlich erhohte
Werte bei Task3”~ Maiusen, was den Verdacht einer autonomen Aldosteronsekretion in

neugeborenen Task3” Mausen verfestigt.

3.1.8 Adrenaler Phinotyp der Task3”/- Maus wihrend der fétalen Entwicklung

Die Zonierung der Nebennierenrinde ist bei Mensch und Maus schon bei der Geburt gréBtenteils
entwickelt, was eine zonenspezifische Steroidhormonproduktion ermdoglicht. Wahrend der spaten
fotalen Entwicklung (Tag 18-20 der Graviditdt) steigt die Plasmaaldosteronkonzentration bei
Mausen stetig an und erreicht zur Geburt Maximalwerte [234]. Bereits wenige Stunden spater ist
die Aldosteronkonzentration im Plasma wieder deutlich gesunken. Untersuchungen der fotalen
Aldosteronproduktion in Task37 Mausen sollten die Frage kliren, inwieweit der adrenale
Phanotyp der neonatalen Task37" Maus in Verbindung zur Nebennierenentwicklung steht. Dazu
wurde Aldosteron aus fotalen Nebennieren an Tag 17 und 19 der Graviditat (E17, E19) extrahiert

und mit dem adrenalen Aldosterongehalt von neugeborenen Task37 Mausen verglichen.
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Abbildung 15: Aldosterongehalt in Nebennieren wahrend der fétalen Entwicklung

Dargestellt ist der Aldosterongehalt in Nebennieren-Extrakten von Féten des 17. und 19. Tages der Graviditat (E17, E19)
und neugeborener Task3”/ Mause (1d). Die Aldosteronproduktion unterschied sich nicht in Wildtyp und Task3”" Féten
an Tag 17 der Graviditit. 19 Tage alte Task3”" Féten entwickelten einen signifikanten Hyperaldosteronismus, der an
Tag 1 nach Geburt noch auffilliger war. *bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task3”- und Wildtyp; Die
Zahl in Klammern (n) gibt die Anzahl der Tiere pro Gruppe an.

In 17 Tage alten Féten glich der adrenale Aldosterongehalt von Task3”" Mausen dem der Wildtyp-
tiere, wihrend zwei Tage spater (E19) in Nebennieren von Task3” Méausen ein Anstieg der
Aldosteronwerte zu verzeichnen war, weshalb von einer pranatalen Entwicklung des adrenalen
Phanotyps auszugehen ist. Nichtsdestotrotz war der beobachtete Hyperaldosteronismus in
neonatalen Task3”7 Miusen deutlich ausgepragter als an E19. Im Gegensatz zu Task3” M&usen

sank in Wildtyptieren das vor der Geburt (E19) angestiegene Aldosteronlevel postnatal ab.

3.1.9 Weitere Phinotyp-assoziierte, regulierte Gene in Task37/- Miusen

Neben der auffilligen Reninexpression in den Nebennieren neugeborener Task37" Mause fielen
bei der Analyse der Genechip-Daten weitere regulierte Gene auf, deren Einfluss auf die
Nebennierenfunktion bereits zuvor in der Literatur beschrieben war. Es liegt der Verdacht nahe,
dass einige dieser Kandidaten moglicherweise an der Entstehung des adrenalen Phanotyps von
Task3”" Mausen beteiligt sind. Dementsprechend wurde die mRNA-Expression ausgewdhlter
Kandidaten mittels Real-time PCR in Nebennierenproben von 1 Tage alten, 12 Tage alten und
adulten Mausen verglichen. Die folgende Tabelle listet die untersuchten Gene mit den
entsprechenden Expressionsverhiltnissen (Task3”" vs. Wildtyp) zu den einzelnen Entwicklungs-

stufen (1d, 12d, adult) auf.

Gen Beschreibung 1d 12d adult

Positiv reguliert:

Tacl Tachykinin 1 5.5%* 53% 1.7
Gadd45b Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 4.2 % 0.5 1.1
beta
Nrda2 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 3.4%* 0.9 1.5
Gal Galanin 29%* 9.0* 1.0
Fst Follistatin 2.8% 2.7 0.8
Dkk3 Dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) 25% 2.7 * 19*
Acvrlc Activin A receptor, type IC 20%* 1.8* 1.0
Sstr2 Somatostatin receptor 2 0.9 3.6* 1.5

Negativ reguliert:

Nnt Nicotinamide nucleotide transhydrogenase 0.4* 0.5* 0.4
Htrlb 5-Hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B 0.5* 0.3* 0.6
Trpc5 Transient receptor potential cation channel,

0.5* 0.6 0.2%*

subfamily C, member 5
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Tabelle 2: Real-time PCR adrenaler cDNA 1 Tage alter, 12 Tage alter und adulter Wildtyp und Task37/- Mause

Die dargestellten Daten zeigen das Expressionsverhiltnis (Task3”- vs. WT) einzelner Gene wahrend der postnatalen
Entwicklung. Zur Normalisierung der genspezifischen mRNA-Expression wurde das Haushaltsgen B-Aktin verwendet.
Adrenale cDNA von n = 6-19 Tieren wurde zur Mittelwertberechnung der genspezifischen Expressionsrate verwendet.
*bedeutet statistisch signifikant verschieden zwischen Task37- und Wildtyp

Die Real-time PCR Ergebnisse bestitigten in neugeborenen Task37" Maiusen eine erhohte
Expression spezifischer Gene, denen laut Literatur eine stimulierende Wirkung auf die
Aldosteronproduktion zugeschrieben wird. Dazu zdhlen: Nr4a2 (Nurrl), ein Transkriptionsfaktor
der die Cypl1lb2-Expression positiv reguliert [167, 170]; Gadd45b, ein Ang ll-induzierter Faktor der
die Ang ll-Zellantwort verstarkt (Phosphorylierung von MAP-Kinasen) [205, 235, 236]; die
Neuropeptide Galanin [237-241] und Tachykininl [242-244], die die Corticosteron- und
Aldosteronsekretion férdern; und der Acvrlc-Rezeptor, der durch Bindung von Aktivin A
regulatorische Wirkung auf die Nebennierenentwicklung vermittelt [245, 246].

Im Gegensatz dazu scheinen folgende regulierte Faktoren der Aldosteronproduktion
entgegenzuwirken und dienen moglicherweise zur Kompensation der Task3-Deletion in adulten
Tieren: verminderte Expression von Nnt, das zur Bereitstellung von NADPH (Kofaktor aller CYP-
Enzyme) benétigt wird [247, 248]; Riickgang des mRNA-Levels von Trpc5 (Ca%*-Kanal), der
moglicherweise eine Rolle bei der Ang ll-induzierten Calciumantwort spielt [249, 250]; erhohte
Expression des Somatostatin-Rezeptors Sstr2, der nach Somatostatin-Bindung inhibierend auf die
Aldosteronsynthese wirkt [251, 252]; und der Expressionsanstieg von Dkk3, einem Faktor der in

mannlichen Task1” M&usen die Aldosteronsekretion reduzieren soll [253].

3.2 Funktionelle und pharmakologische Untersuchung APA-

assoziierter KCNJ5-Mutationen

Bei 6-12 % der unter arteriellem Bluthochdruck leidenden Patienten wird ein primarer
Hyperaldosteronismus als Krankheitsursache diagnostiziert, ausgel6st durch eine bilaterale
Hyperplasie der Nebennierenrinde oder ein unilaterales Aldosteron-produzierendes Adenom
[100]. Choi et al. konnten 2011 Mutationen im Selektivitatsfilter des Kaliumkanals KCNJ5
feststellen, die ursachlich fir APA-Bildung wie auch fiir die Entstehung der familiar vererbbaren
Form von primarem Hyperaldosteronismus (FH Typ lll) waren [108]. Weitere Studien konnten bis
heute somatische KCNJ5-Mutationen in ca. 40 % aller Aldosteron-produzierenden Adenome
nachweisen [254]. Charakteristisch fliir APA-assoziierte KCNJ5-Mutationen ist der Verlust der
lonenselektivitdt, wodurch der mutierte Kanal auch fiir andere Kation wie Na* und Ca?* permeabel

wird [108, 214]. Die daraus resultierende Depolarisation fihrt vermutlich zu einem Anstieg der
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intrazelluldren Ca?*-Konzentration, was die unkontrollierte Aldosteronproduktion in Patienten mit
einer adrenalen KCNJ5-Mutation erkldaren wiirde. Trotz zahlreicher klinischer Studien sind die
zelluldren Mechanismen, die zur Stérung des Na*/Ca?*-Haushalts in KCNJ5-mutierten Zellen
beitragen, weitgehend ungeklart. Das folgende Kapitel beschreibt unsere Ergebnisse zur
Untersuchung der Na*-Permeabilitit und intrazelluliren Ca?*-Homé&ostase in Zellen mit APA-
assoziierten KCNJ5-Mutationen. Zusatzlich wird auf die pharmakologischen Eigenschaften des

mutierten Kanals eingegangen.

3.2.1 Verlust der lonenselektivitdt durch Mutationen in KCNJ5

3.2.1.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der KCNJ5 G151E-Mutation in HEK-Zellen

Die von Choi et al. beschriebenen KCNJ5-Mutationen (G151R, L168R, T158A) zeichnen sich durch
einen Verlust der lonenselektivitit aus und machen den Kanal permeabel fiir Na*. Ahnliche
Eigenschaften wies die in Kooperation mit Prof. Dr. Paolo Mulatero (Universitdt Turin, Italien)
erstmals untersuchte G151E-Mutation auf [210]. Zur elektrophysiologischen Charakterisierung
wurde die KCNJ5 G151E-Mutante bzw. KCNJ5 WT in HEK-Zellen (iberexprimiert. Zusatzlich wurde

KCNJ3, der physiologische Partner von KCNJ5 im Herzen, kotransfiziert.
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Abbildung 16: Funktionelle Charakterisierung der KCNJ5 G151E-
WT G151E Mutation in HEK-Zellen: Fir elektrophysiologische Untersuchungen
C 0+ wurden HEK-Zellen mit KCNJ5 WT/KCNJ3 bzw. KCNJ5 G151E/KCNJ3
kotransfiziert. Dargestellt sind Strommessungen eines charakteris-
tischen Patch-clamp-Experiments einer mit KCNJ5 WT (A) und KCNJ5
-20- o) G151E (B) transfizierten Zelle. KCNJ5 WT erzeugte bei extrazellular
50 mM K* einen stark einwartsgleichrichtenden Strom, der mit
1 sinkender K*-Konzentration im Bad abnahm. Die Wegnahme von Na* in
der Badlésung hatte keine Auswirkungen. Die Reduktion der
-40- extrazelluldren K*-Konzentration von 50 auf 5 mM bewirkte keine
Anderung des durch KCNJ5 G151E erzeugten Ganzzellstroms. Unter
_l_ 9) Na*-freien Bedingungen war hingegen ein starker Riickgang des durch
-60- (8) KCNJ5 G151E vermittelten Stroms zu beobachten. Messungen des
(8) Membranpotentials (C) in KCNJ5 G151E-tberexprimierenden HEK-
1 O5mMK* Zellen bestdtigten eine von der extrazelluldren Na*-Konzentration
804 W Nat frei abhdngige  Depolarisation.  *bedeutet statistisch  signifikant
B verschieden; Die Zahl in Klammern (n) gibt die Anzahl der Zellen pro
Gruppe an.

Vm [mV]

Die Messungen des Ganzzellstroms KCNJ5 WT/KCNJ3-iberexprimierender Zellen zeigten einen
einwartsgleichrichtenden Strom unter Kontrollbedingungen (5 mM K*). Die Erhéhung der extra-
zellularen Kaliumkonzentration von 5 auf 50 mM verstarkte den Einwartsstrom in die Zelle (Abb.
16A). Die Verwendung von NMDG" anstelle von Na* in der Badlésung hatte keinen Einfluss auf
den gemessenen Ganzzellstrom bzw. auf das Membranpotential der KCNJ5 WT/KCNJ3-
exprimierenden HEK-Zellen (Abb. 16A, C). Im Vergleich zu KCNJ5 WT wiesen HEK-Zellen mit KCNJ5
G151E/KCNJ3 bereits unter Kontrollbedingungen (5 mM K*) einen starken Einwartsstrom bei
gleichzeitig depolarisierter Zellmembran auf (Abb. 16B, C). Anderungen der Kaliumkonzentration
in der Badlosung hatten keinen Einfluss auf die gemessenen Ganzzellstrome. Der Riickgang des
kompletten Einwartsstroms unter Na*-freien Bedingungen verbunden mit einer Hyperpolarisation

des Membranpotentials, bestatigten die Na*-Leitfahigkeit des mutierten KCNJ5-Kanals.

3.2.1.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der KCNJ5 L168R-Mutation in NCI-Zellen

Zur Grundcharakterisierung der KCNJ5 G151E-Mutation wurden HEK-Zellen (embryonale
Nierenzellen) verwendeten, die aufgrund ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften und hohen
Transfektionsrate ein etabliertes Zellsystem zur funktionellen Untersuchung von Plasma-
membrankandlen darstellen. Um allerdings die Auswirkungen von KCNJ5-Mutationen in nativem
Nebennierengewebe besser verstehen zu kénnen, wurde fiir kiinftige Versuche die von einem
Nebennierenrindenkarzinom abstammende Zelllinie NCI-H295R verwendet. AuBerdem wurde fiir
weitere Analysen zur Pathophysiologie die im Vergleich zur KCNJ5 G151E-Mutation (Kapitel
3.2.1.1) deutlich haufiger auftretende KCNJ5 L168R-Mutation ausgewahlt. NCI-Zellen wurden
dementsprechend mit KCNJ5 WT bzw. KCNJ5 L168R transfiziert und elektrophysiologisch

untersucht.
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Abbildung 17: Na*-Einstrom in adrenalen NCI-Zellen durch
KCNJ5 L168R-Mutation: Es wurden Ganzzellstrom (A;
reprasentatives Experiment) und Membranpotential (B)
von NCl-Zellen gemessen, die zuvor mit leerem Vektor,
KCNJ5 WT oder KCNJ5 L168R transfiziert worden waren.
Die Messungen wurden unter Kontrollbedingungen (in
Anwesenheit von Na*) und in Na*-freier Losung
durchgefiihrt. KCNJ5 L168R-transfizierte Zellen waren stark
depolarisiert und zeigten unter Kontrollbedingungen einen
Einwartsstrom. Dieser verschwand nach Wegnahme von
extrazellularem Na* begleitet von einer Hyperpolarisation
der Zellen. KCNJ5 WT-Zellen wiesen keinen Einwartsstrom
auf, ahnlich den mit leerem Vektor transfizierten Zellen,
und waren hyperpolarisiert unter Kontroll- und Na*-freien
Bedingungen. *bedeutet statistisch signifikant verschieden;
Die Zahl in Klammern (n) gibt die Anzahl der Zellen pro
Gruppe an.

Die in KCNJ5 WT-transfizierten NCI-Zellen beobachteten Strome waren sehr klein und dhnelten

den gemessenen Stromen von Zellen, die zuvor mit leerem Vektor transfiziert worden waren. Der

Strom und das Membranpotential der stark hyperpolarisierten KCNJ5 WT-Zellen blieben unter

Na*-freier Lésung unverandert. Die KCNJ5 L168R-Uberexpression in NCl-Zellen resultierte in einem

von der extrazelluldren Na*-Konzentration abhangigen Einwéartsstrom und einer depolarisierten

Zellmembran. Das Verschwinden des Na*-Einstroms unter Na‘-freien Bedingungen wirkte

hyperpolarisierend auf die Zellmembran KCNJ5 L168R-exprimierender NCl-Zellen.
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3.2.2 Gesteigerte Ca?*-Aktivitit in NCI-Zellen mit KCNJ5-Mutation

3.2.2.1 Ca**-Import durch Natrium-Calcium-Austauscher NCX in NCI-Zellen mit KCNJ5-Mutation

Der Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration in Zellen der Zona glomerulosa ist das zentrale
Signal zur Aldosteronproduktion. Klassische Stimulatoren der Aldosteronsynthese, wie
Angiotensin Il und Kalium, bewirken eine Depolarisation der adrenokortikalen Zellen, gefolgt von
der Offnung spannungsabhingiger Ca**-Kanile (L-Typ und T-Typ) und dem daraus resultierenden
Ca®*-Einstrom in die Zelle. Aufgrund der erhéhten Na*-Leitfihigkeit und der depolarisierten
Zellmembran geht man davon aus, dass dhnliche Ca**-erhéhenden Mechanismen durch KCNJ5-
Mutation in adrenalen Zellen aktiviert werden. Das folgende Kapitel beschaftigt sich daher mit
den Effekten von KCNJ5-Mutationen (G151R, L168R, T158A) auf den intrazelluldren Ca?*-Haushalt.
Dazu wurden Ca**-Messungen an KCNJ5 WT-, KCNJ5 G151R-, KCNJ5 L168R- oder KCNJ5 T158A-

Uberexprimierenden NCI-Zellen durchgefihrt.
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Abbildung 18: Ca?*-Messungen (Fura-2-AM) in NCI-Zellen transfiziert mit KCNJ5 WT (schwarz) oder mutiertem KCNJ5
(blau: G151R, rot: L168R, griin: T158A): Dargestellt sind die Mittelwerte der Fura-2-Emmissionsratio (+ SEM) nach
Anregung bei 340 und 380 nm (n = 10-24 Zellen pro Genotyp). Das basale Ca?*-Level war in NCI-Zellen mit KCNJ5-
Mutation erhéht im Vergleich zu KCNJ5 WT-exprimierenden Zellen (A). Unter Na*-freien Bedingungen stieg die Ca%*-
Konzentration in KCNJ5-mutierten Zellen weiter an. Die Zugabe von KB-R7943 (10 puM), einem Blocker des Na*/Ca%*-
Austauschers NCX, erniedrigte die intrazelluldre Ca?*-Konzentration in Zellen mit KCNJ5-Mutation (L168R) unter Na*-
freien (B) wie auch physiologischen Bedingungen (C). Auf KCNJ5 WT-exprimierende Zellen wirkte KB-R7943 Ca?*-
erhdéhend.

Eine Erhéhung des basalen Ca?-Levels unter Kontrollbedingungen konnte in allen Zellen mit
KCNJ5-Mutation (G151E, L168R, T158A) beobachtet werden. Die Wegnahme von Na* in der
Badldsung verursachte einen starken Ca?*-Anstieg im Cytosol mutierter Zellen, wihrend KCNJ5
WT-transfizierte NCI-Zellen keine Ca?*-Anderungen aufwiesen (Abb. 18A). Die beobachtete
Erhdhung des Ca?*-Signals unter Na*-freier Lésung in Zellen mit KCNJ5-Mutation lieR sich nicht
durch klassische depolarisationsinduzierte Offnung spannungsabhingiger Ca**-Kanile erkliren, da
die Plasmamembran KCNJ5-mutierter Zellen unter Na*-freier Losung stark hyperpolarisiert war
(Abb. 17B). Dementsprechend schienen andere Mechanismen ursichlich fiir den Anstieg der Ca®*-
Konzentration zu sein.

Durch die pathologische Na*-Leitfdhigkeit des mutierten KCNJ5 (Kapitel 3.2.1) reichert sich
vermutlich Na* intrazelluldr an, was den Verdacht einer Beteiligung des Natrium-Calcium-
Austauschers NCX bei der Regulation des Ca?*-Haushalts KCNJ5-mutierter Zellen verstirkte. NCX
erméglicht unter physiologischen Bedingungen den Austausch eines cytosolischen Ca%-lons mit
drei Na*-lonen des Extrazelluldrraums. Da es sich bei NCX um einen elektrogenen Transporter
handelt, bestimmt neben dem Na*- und Ca?**-Gradienten auch das Membranpotential der Zelle die
Effektivitdt des NCX-Transports. Wir spekulierten, dass durch den Anstieg des intrazelluldren Na*-
Gehalts (Anderung des transmembraniren Na'-Gradienten) und die Depolarisation der
Plasmamembran die Transportrichtung des NCX umkehrt, wodurch Ca?" in die Zelle importiert
wird. Zur Kldrung dieser Frage, wurde der Effekt von KB-R7943 (NCX-Blocker [255]) zuerst unter
Na*-freier Badlosung in KCNJ5 L168R- und KCNJ5 WT-exprimierenden NCI-Zellen untersucht (Abb.
18B). Wihrend in KCNJ5 WT-Zellen ein leichter Ca?*-Anstieg zu verzeichnen war, sank das
cytosolische Ca%-Level in NCI-Zellen mit KCNJ5 L168R rasch ab. Der Versuch wurde unter
physiologischer Badlosung (Na* = 140 mM) wiederholt (Abb. 18C), wobei dhnliche Ergebnisse zu
beobachten waren. KB-R7943 normalisierte die basal erhéhte Ca**-Konzentration in KCNJ5 L168R-
Zellen. Im Gegensatz dazu kam es in KCNJ5 WT-transfizierten Zellen zu einem Ca%*-Anstieg, was

mit der Inhibierung des NCX-gesteuerten Ca?*-Exports zu erklaren war.
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3.2.2.2 Einfluss von spannungsaktivierten Ca**-Kanilen in NCl-Zellen mit KCNJ5-Mutation

Neben dem NCX-vermittelten Ca?*-Importweg wurde auch der Beitrag der spannungsaktivierten
Ca?*-Kanile zur Pathogenese des Hyperaldosteronismus durch KCNJ5-Mutationen untersucht.
Dazu wurde das Ca*-Signal in transfizierten NCl-Zellen unter Zugabe von Verapamil (10 uM)
gemessen, einem Inhibitor spannungsabhangiger L- und T-Typ-Ca?*-Kanile [256].

NCI-Zellen, die den KCNJ5 WT-Kanal exprimierten, zeigten keine Reaktion auf Verapamil unter
physiologischen Bedingungen. Eine Erhohung der extrazelluldren K*-Konzentration von 5 auf
15 mM erzeugte einen intrazelluldren Ca%*-Anstieg, der durch Verapamil inhibiert werden konnte.
KCNJ5 L168R-Zellen reagierten auf Verapamilgabe mit einer Abnahme der bereits unter
Kontrollbedingungen erhdhten Ca®'-Konzentration. Die Verapamil-Wirkung war reversibel, ein
weiterer Anstieg der Ca%*-Konzentration unter Hoch-K*-Lésung blieb in Zellen mit KCNJ5 L168R-

Mutation allerdings aus.

o E o = EZ kS
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Abbildung 19: Effekt von Verapamil auf die intrazellulire Ca?*-Konzentration in KCNJ5 WT- und KCNJ5 L168R-
transfizierten NCI-Zellen: Dargestellt sind die Mittelwerte der Fura-2-Emmissionsratio (£ SEM) nach Anregung bei 340
und 380 nm (n = 13 Zellen pro Genotyp). Verapamil (L- und T-Typ-Ca%*-Kanal-Inhibitor) normalisierte die erhéhte CaZ*-
Konzentration in Zellen mit KCNJ5 L168R-Mutation, zeigte aber keine Effekte auf das basale Ca?*-Level in KCNJ5 WT-
Zellen. Unter Hoch-K*-Losung (15 statt 5 mM) stieg das intrazellulire Ca?* in KCNJ5 WT-Zellen an, in KCNJ5 L168R-
transfizierten Zellen dagegen nicht. Verapamilzugabe wirkte dem Ca?*-Anstieg unter K* 15 mM in KCNJ5 WT-Zellen
entgegen.
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3.2.3 Expression von NCX und NCKX in humanem Nebennierengewebe

Die beschriebenen Befunde stiitzten die Hypothese, dass der Na*/Ca?*-Austauschers NCX durch
Umkehr seiner Transportrichtung zur Erhéhung der Ca?*-Konzentration in Zellen mit KCNJ5 L168R-
Mutation beitrdagt. Um zu kldren, welche der drei NCX-Isoformen bei der Entstehung des
Phanotyps eine Rolle spielen konnten, wurde die mRNA-Expression von NCX1, NCX2 und NCX3
mittels Real-time PCR in humanen NCI-Zellen, Aldosteron-produzierenden Adenomen und
gesundem Nebennierengewebe quantifiziert. Die adrenale Expression wurde mit dem NCX-
Expressionslevel anderer humaner Gewebsproben verglichen. Bei der mRNA-Quantifizierung
wurden auBerdem die Mitglieder der NCX-verwandten Proteinfamilie der Na*/Ca?/K*-
Austauscher (NCKX) beriicksichtigt, da deren Inhibierung durch den NCX-Blocker KB-R7943 und
somit eine Beteiligung am Ca?*-Signal in KCNJ5 L168R-Zellen nicht ausgeschlossen werden kann.
Im Gegensatz zu NCX tauscht NCKX 4 Na* gegen 1 Ca?*+ 1 K*, weshalb die NCKX-Transportrichtung

nicht nur vom Na*-Gradienten, sondern auch vom transmembranaren K*-Gradienten abhéangig ist.
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Abbildung 20: mRNA-Expression von NCX- und NCKX-Isoformen in NCI-Zellen und humanem Gewebe

Die mRNA-Expression wurde mittels Real-time PCR quantifiziert und auf die B-Aktin-Expression normalisiert. Fir NCI-
Zellen, Nebennierengewebe und Aldosteron-produzierendes Adenom wurden Mittelwerte aus n=4, n=3 und n=3
errechnet. Die cDNA der anderen untersuchten Gewebe (n=1) reprasentierte jeweils ein Gemisch aus Gewebeproben
von 3-15 Spendern (kommerzielles cDNA Panel, Clontech). Expressionslevel der einzelnen Gene wurden im Verhéltnis
zur Expression im Gehirn in einer farblichen Skala dargestellt, wobei Rot dem Expressionsmaximum und Grin dem
Expressionsminimum entspricht.
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In Aldosteron-produzierenden Adenomen und gesundem Nebennierengewebe dominierte die
Expression von NCX1 im Vergleich zu anderen NCX-Isoformen, wohingegen in NCI-Zellen NCX2
relevant exprimiert war. Alle Mitglieder der NCKX-Familie konnten in Nebennieren- und
Adenomgewebe nachgewiesen werden, wobei eine besonders starke Expression von NCKX6
auffiel. Auch in NCI-Zellen war NCKX6 die am starksten exprimierte Isoform. In anderen Geweben
wies das Gehirn besonders hohe mRNA-Level aller NCX- und NCKX-Vertreter auf, mit Ausnahme

von NCKX6. NCX3- und NCKX3-Expression dominierten im Skelettmuskel und NCX1 im Herzen.

3.2.4 Pharmakologische Eigenschaften von KCNJ5 L168R

Alle bekannten APA-assoziierten KCNJ5-Mutationen liegen in der Nadhe oder direkt im
Selektivitatsfilter des Kanals und machen den Kanal auch fiir andere Kationen wie Na* durchlassig.
Anderungen der Aminosiurezusammensetzung nahe bzw. in der Porenregion des Kanals
beeinflussen moglicherweise auch dessen pharmakologischen Eigenschaften. Dieser Frage sollte
im folgenden Kapitel auf den Grund gegangen werden, wobei der Effekt klassischer KCNJ5-Blocker
auf KCNJ5 L168R-transfizierte NCI-Zellen elektrophysiologisch untersucht wurde. AuRerdem
konnten einige Substanzen identifiziert werden, die hemmend auf den mutierten KCNJ5-Kanal
(L168R) wirken und moglicherweise auch klinische Relevanz bei der Behandlung und Diagnose von

primarem Hyperaldosteronismus haben.

3.2.4.1 Verlust der Tertiapin Q- und Bariumempfindlichkeit von KCNJ5 durch L168R-Mutation

Der in Kapitel 3.2.1.2 gemessene KCNJ5 WT-Strom in NCI-Zellen unterschied sich nicht vom Strom
der mit leerem Vektor transfizierten Zellen, was eine Inaktivitat des nativen KCNJ5-Kanals unter
Ruhebedingungen vermuten lasst. Neben der G-Protein-Untereinheit Gg, bestimmt die intra-
zellulare Na*-Konzentration die Aktivitdt von KCNJ5 [222, 225]. Nach Erhéhung der Na*-
Konzentration in der Pipettenlésung war in NCI-Zellen, transfiziert mit KCNJ5 WT, unter Hoch-K*-
Losung (15 mM K*) ein einwartsgleichrichtender Strom messbar, der durch Tertiapin Q (KCNJ5-
Blocker) gehemmt wurde. Im Gegensatz dazu wies der in KCNJ5 L168R-Zellen gemessene
Einwartsstrom keine Tertiapin Q-Empfindlichkeit auf (Abb. 21A). Des Weiteren konnte die von
Choi et al. bereits in HEK-Zellen beschriebene, reduzierte Bariumsensitivitdt (Barium ist ein
unspezifischer Kaliumkanal-Blocker) des KCNJ5 L168R-Kanals auch in NCI-Zellen nachgewiesen

werden (Abb. 21B) [108].
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Abbildung 21: Tertiapin Q (A)- und Bariumeffekt (B) in NCI-Zellen transfiziert mit KCNJ5 WT bzw. KCNJ5 L168R
Diagramm A zeigt eine reprasentative Messung der Zellstrome in KCNJ5 WT- und KCNJ5 L168R-transfizierten NCl-Zellen
vor und nach Zugabe von Tertiapin Q (1 uM) und den Tertiapin Q-hemmbaren Anteil des Ganzzellstroms dieser Zellen in
Form eines U/I-Diagramms (WT: n=12; L168R: n=6). Zur Aktivierung von KCNJ5 WT wurde eine Pipettenldsung mit
erhohter Na*-Konzentration (30 mM) und eine Hoch-K*-Badlésung (15 mM K*; Verstarkung der Einwartsgleichrichtung)
verwendet. Der beobachtete einwartsgleichrichtende KCNJ5 WT-Strom verschwand unter Tertiapin Q, wahrend Zellen
mit KCNJ5 L168R keine Tertiapin Q-Sensitivitdt aufwiesen. Barium (5 mM) inhibierte den Ganzzellstrom bei einer
Klemmspannung von -120 mV und einer Badlésung mit K* 50 mM um ca. 63 % (+ 9,8 % SEM, n=6) in Zellen mit KCNJ5
WT, hingegen in Zellen mit KCNJ5 L168R nur um 26 % (+ 2.9 % SEM, n=5).

3.2.4.2 Inhibierung von KCNJ5 L168R durch Blocker des Na*- und Ca%*-Transports

Die L168R-Mutation in der KCNJ5-Porenregion bewirkte einen Verlust der Tertiapin Q- und
Bariumsensitivitat, typischen Blockern des KCNJ5 WT-Kanals. Im Gegensatz dazu entdeckten wir
eine erhohte Empfindlichkeit des Na*-durchldssigen KCNJ5 L168R-Kanals fiir verschiedene
Inhibitoren des Na*- und Ca*-Transports. Die stirkste inhibitorische Wirkung vermittelte
5-N-Ethyl-N-Isopropyl-Amiloride (EIPA), ein Blocker der Na*/H*-Austauscher (ICso = 0.6 uM; Abb.
22A) [257], und der NCX-Blocker KB-R7943 (ICso = 0.8 uM; Abb. 22B). Eine deutlich geringere
Affinitat zu KCNJ5 L168R besal das Diuretikum Amilorid (ENaC-Inhibitor) mit einem ICso-Wert von
12 uM (Abb. 22C). Unter den getesteten Substanzen befanden sich auch einige Inhibitoren der

spannungsaktivierten Ca?*-Kanile, die bereits als klinische Therapeutika zur Behandlung von
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Bluthochdruck eingesetzt werden. Dabei wies Verapamil (ICso = 1.2 uM; Abb. 22D) die starkste
Hemmung des KCNJ5 L168R-induzierten Na*-Einwartsstroms auf, gefolgt von Diltiazem
(ICso= 11 puM; Abb. 22E) und Nifedipin (ICso= 53 uM; Abb. 22F).

Der Effekt potentieller KCNJ5 L168R-Inhibitoren wird in folgender Abbildung anhand reprasen-
tativer Strommessungen an transfizierten NCI-Zellen und spezifischer Konzentrationswirkungs-
kurven verdeutlicht. Eine Tabelle mit weiteren getesteten Substanzen befindet sich im Anhang

(Kapitel 7.1.4).

A EIPA 120
0.5— Kontrolle 100 nM 1 uM 10 uM §100_-
IS )
I £ 80-
0— — e n ]
< -0.5 +30 mV @ 40
—_ o (] 1
E 204 :
-1 S ) =
4 -120mv O- 77T T T T 71T
152 012345678910
5s EIPA [uM]
B KB-R7943 120_
=
0.5+ Kontrolle 100 nM 1uM 10 uM E,,]OO_
- S g0
0 _l_____,—rr.l_ (2 |
J 2 60—_ IC5,=0.8 uM
= a .0
5-0.5 2 40
— J @© 1
€ 20-
=1~ S i
] 0-
[ T | I T T I I T I 1
-1.5- M 012345678910
5s KB-R 7943 [uM]
c Amilorid 120_
<
0.5— Kontrolle 10 uM 100 uM E,mo_
- £ 80
0- Q
] % 60—_ IC5p=12 uM
<054 2 40-
- T € 20
-1 g
_ O rr—r T 7T 7T 7T 7T
0 20 40 60 80 100
-1.5- ™ o
5 Amilorid [uM]

50



Ergebnisse

D

| [NA]
S
T

Verapamil
Kontrolle 100 nM 1 uM 10 uM
1
5s
Diltiazem
Kontrolle 1uM 10 uM 100 uM
—
5s
Nifedipin
Kontrolle 1 uM 10 uM 100 pM
1
5s

—120

o

%

normalisierter Strom [%]

—

[%

N

N

o
1

normalisierter Strom

normalisierter Strom [

-

o

o
1

N A OO ©
o O O o o
IR I I R

120
100

N A OO ©
o O o o o
I N NS BN

140

—_

o

o
1

N A O ©
O O O O O
| I I IR S|

Abbildung 22: Pharmakologische Charakterisierung von KCNJ5 L168R in NCI-Zellen
An KCNJ5 L168R-transfizierten NCI-Zellen wurden die Effekte von verschiedenen Blockern des Na*- und Ca%*- Transports

elektrophysiologisch untersucht.
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Dargestellt sind Ganzzellstrommessungen (reprdsentative Experimente) unter

Kontrollbedingungen und nach Zugabe unterschiedlicher Blockerkonzentrationen. Zur Erstellung substanzspezifischer
Konzentrationswirkungskurven wurde der Einwértsstrom bei -120 mV Klemmspannung nach Anderung der Blocker-
konzentration gemessen. Es werden die Mittelwerte (n = 4-15) des verbleibenden Stroms nach Substanzgabe relativ
zum gemessenen Strom unter Kontrollbedingungen (%) angegeben. Mit Hilfe der Konzentrationswirkungskurve konnte
der ICso-Wert bestimmt werden. Daten weiterer getesteter Inhibitoren sind im Anhang zu finden (Kapitel 7.1.4).
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4. Diskussion

Das Mineralokortikoid Aldosteron, das in der Zona glomerulosa der Nebenniere produziert wird,
ist bei Sdugern der Hauptregulator des Wasser- und Elektrolythaushalts und somit auch des
Blutdrucks. Ausschlaggebend fiir die Aktivierung der Aldosteronproduktion durch Angiotensin Il
oder Kalium ist dabei die Depolarisation der Zellen der Zona glomerulosa. Funktionelle Defekte in
Kaliumkandalen, die zur Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials beitragen, kénnen
dementsprechend drastische Auswirkungen auf die Aldosteronproduktion haben und Krankheits-
bilder wie primaren Hyperaldosteronismus hervorrufen. Primarer Hyperaldosteronismus zeichnet
sich aus durch eine autonome, unangepasst hohe Aldosteronproduktion unabhdngig von
systemischen Regulatoren. Studien an knockout Mausmodellen bestatigten die Beteiligung der
Kaliumkanale Task1 und Task3 an der Regulation der Aldosteronsekretion.

Diese Arbeit beschéftigte sich mit den Ursachen eines in neonatalen Task37 Mdusen beobachten
primdren Hyperaldosteronismus. Neben einer generellen Stérung der adrenalen Hormon-
produktion ist vermutlich auch adrenal produziertes Renin ursachlich fir den altersabhangigen
Hyperaldosteronismus in neugeborenen Task3”" Mausen.

Ein weiterer Gegenstand dieser Arbeit war zudem die Untersuchung von somatischen Mutationen
des humanen KCNJ5-Kaliumkanals, die ursachlich flir die Entstehung von bis zu 40 % von
Aldosteron-produzierenden Adenomen sind. Die Charakterisierung der funktionellen und
pharmakologischen Eigenschaften APA-assoziierter KCNJ5-Mutanten, die zur Entstehung von

primarem Hyperaldosteronismus beitragen, lag dabei im Fokus.

4.1 Hyperaldosteronismus in neonatalen Task37/- Mausen

4.1.1 Storung der adrenalen Steroidhormonproduktion in neugeborenen Task3”

Mausen

Adulte Task3”" Miuse weisen trotz gravierender Stérungen auf zelluldrer Ebene (Depolarisation
des Ruhemembranpotentials und verstirkte Oszillationen der intrazelluldren Ca%*-Konzentration)
einen im Vergleich zu Task1”" und Task1”"/Task37 Mausen eher milden adrenalen Phanotyp mit
nur leicht erhohten Aldosteronwerten und salzempfindlicher Hypertonie auf [190, 191].
Interessanterweise fiel bei Untersuchungen zur Altersabhangigkeit des adrenalen Phanotyps von
Task3”" Mausen ein drastischer Anstieg der Plasmaaldosteronkonzentration in neugeborenen
Task3”" M&usen auf [207, 208]. Der Hyperaldosteronismus war in 1 Tage alten Task3” Mausen am
ausgepragtesten und normalisierte sich innerhalb der ersten beiden Lebenswochen auf Wildtyp-

niveau. Die Hohe der Aldosteronproduktion wird neben anderen Faktoren durch die Expressions-
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rate der Aldosteronsynthase Cypl1b2 reguliert. Korrelierend dazu konnte eine erhéhte Cypl1b2-
Expression in den Nebennieren 1 und 12 Tage alter Task3”" Mause nachgewiesen werden (Abb.
9A). Immunfluoreszenzfarbungen bestatigten zudem die Expression der Cyp11b2 in den Zellen der
Zona glomerulosa, wodurch eine Mislokalisation der Cypl1b2 in der Zona fasciculata, wie sie in
mannlichen Taskl”- M&usen vor der Pubertit auftritt [187], als Ursache des altersabhingigen
Hyperaldosteronismus ausgeschlossen werden konnte (Abb. 8B). Die Folgen einer erhohten
Aldosteronproduktion, wie die Anreicherung von Na* im Plasma waren auch in neugeborenen
Task3” Méausen zu beobachten (Abb. 11A). Die Hypernatriamie und der tendenziell verminderte
Hamatokrit (Abb. 11B) sprechen fiir eine vermehrte renale Na*-Rickresorption und
Volumenexpansion, die moglicherweise auch Auswirkungen auf den Blutdruck haben, welcher in
neugeborenen Mausen aus technischen Griinden allerdings nicht gemessen werden konnte.

Der Hyperaldosteronismus wurde von einer Uberproduktion weiterer, adrenal gebildeter
Steroidhormone begleitet. Neben Aldosteron waren auch erhohte Corticosteron- und
Progesteronwerte im Plasma neugeborener Task3” Mause zu finden (Abb. 9B, C). Corticosteron
wird in der Zona fasciculata von der 11R-Hydroxylase (Cypl1lb1) aus 11-Desoxycorticosteron
gebildet, das auch der Aldosteronsynthase in der Zona glomerulosa als Substrat dient. Im
Gegensatz zu Cypl1lb2 waren Uberraschenderweise keine Unterschiede im adrenalen Cypllbil-
Expressionsniveau zwischen Wildtyp und Task37" Mausen zu erkennen (Abb. 10B), was die Frage
nach dem Ursprung der erhéhten Corticosteronwerte in neugeborenen Task3” Mausen aufwarf.
Da auch die Aldosteronsynthase 11R-Hydroxylase-Aktivitat besitzt, besteht die Moglichkeit, dass
Corticosteron als Zwischenprodukt der Aldosteronsynthese freigesetzt wird. Untersuchungen zum
katalytischen Mechanismus von Cyp11b2 belegen allerdings, dass die aktiven Zentren des Enzyms
nicht zuganglich sind und somit die Zwischenprodukte der Aldosteronsynthese vermutlich am
Cypllb2-Enzym gebunden bleiben [93]. Moglicherweise begriindet sich der Anstieg der
Corticosteronwerte auch auf eine gestiegene Verfligbarkeit des Cypllbl1-Substrats 11-Desoxy-
corticosteron, das von Cyp21al aus Progesteron gebildet wird. Das Expressionslevel von Cyp21al
war in Nebennieren neonataler Task37- Méause nicht signifikant erhéht (WT: 2.5 + 0.7; Task37: 1.9
+ 0.57). Allerdings wurden erhohte Level an Hsd3b6-mRNA nachgewiesen (Abb. 10C). Hsd3b6
katalysiert die Umsetzung von Pregnenolon zu Progesteron, der Vorstufe von 11-Desoxy-
corticosteron, und wird ausschlieRlich in der Zona glomerulosa der Nebenniere exprimiert [258].
Vermehrte Progesteronproduktion in neonatalen Task3”" Ma&usen férdert wahrscheinlich die
Bildung von 11-Desoxycorticosteron, das dann in der Zona glomerulosa zu Aldosteron bzw. in der
Zona fasciculata zu Corticosteron umgesetzt werden kann. Dass erhdhte Progesteronlevel zu einer
Uberschielenden Aldosteronproduktion fithren kénnen, verdeutlicht die Arbeit von Doi et al. an

Cryptochrom 1/2 (Cry 1, Cry 2) knockout M3usen [258]. Die Deletion der Cry-Gene, die an der
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Steuerung der circadianen Rhythmik beteiligt sind, flhrte zu einer Steigerung der Hsd3bé6-
Transkription in der Zona glomerulosa der Nebenniere und erhéhten Progesteronwerten, was in
Verbindung mit primarem Hyperaldosteronismus an den adrenalen Phanotyp neugeborener

Task3”- Mause erinnert.

4.1.2 Adrenale Entwicklungsstorungen ursachlich fiir Hyperaldosteronismus in

neonatalen Task3”/- Miusen?

Die adrenale Steroidproduktion zeichnet sich in der Maus zwischen der spaten fétalen und frilhen
postnatalen Phase durch eine starke Dynamik aus. So wurde in Wildtypmé&usen zwischen dem 17.
und 20. Tag der Graviditat eine transiente Erhohung der Plasmaaldosteronkonzentration
beschrieben [234]. Zum Zeitpunkt der Geburt erreichte das Aldosteronlevel Maximalwerte
(weiterer Anstieg um bis zu 80 % im Vergleich zu Tag 20) und sank postnatal innerhalb der ersten
beiden Lebenstage um 47 % ab. Somit kdnnte eine Verzogerung des physiologischen Aldosteron-
Peaks, beispielsweise durch eine retardierte Nebennierenentwicklung, den Hyperaldosteronismus
neonataler Task3”7 Maiuse erkliren. Messungen des Aldosterongehalts in fétalen Nebennieren
(Abb. 15) bestatigten einen Anstieg der Aldosteronkonzentration an Tag 19 der Graviditat in
Wildtypmausen, gefolgt von einem Konzentrationsabfall an Tag 1 nach der Geburt. Im Vergleich
dazu lag das Aldosteronlevel in Nebennieren von Task37- Mausen an Tag 19 deutlich Giber dem der
Wildtyptiere und fiel auch nach der Geburt nicht ab. Folglich entwickelt sich der
Hyperaldosteronismus in Task3”~ Mausen bereits im spiten Fétalstadium. Dies spricht eher fiir
eine Fehlregulation der Hormonsekretion als fiir eine isolierte Verzogerung der Nebennieren-
reifung in Task37 Mausen. Dafiir spricht auch, dass keine signifikanten Unterschiede im Organ-
gewicht der Nebennieren (WT: 0.33 + 0.03 mg; Task3”: 0.37 + 0.06 mg) und der adrenalen
Proteinmenge (WT: 25.6 + 3.5 pg; Task37: 28.4 + 3.9 pg) zwischen den beiden Genotypen
detektierbar waren. Nichtsdestotrotz kann aufgrund des geringen prozentualen Anteils der
Glomerulosazellen zur Gesamtzellmasse der Nebenniere eine Hyperplasie oder Hypertrophie der
Aldosteron-produzierenden Zellen in neonatalen Task3”* Méause nicht vollstindig ausgeschlossen

werden.

4.1.3 Adrenale Reninexpression in neugeborenen Task3/- Madusen

Ein Anstieg der Plasmareninkonzentration und die daraus resultierende vermehrte Bildung von
Angiotensin Il ist, neben einem Anstieg der Plasma-K*-Konzentration, der wichtigste Stimulus der
Aldosteronsynthese in der Nebenniere. Das ins Plasma freigesetzte Renin (systemisches Renin)

stammt hauptsachlich aus den juxtaglomeruldren Zellen der Niere, allerdings wurden lokale
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Renin-Angiotensin-Systeme in einer Vielzahl anderer Gewebe wie Gehirn, GefdRendothel, Herz,
Uterus, Hoden, Eierstocke, Speicheldriise, Hypophyse und der Nebenniere identifiziert [259].
Lokale Renin-Angiotensin-Systeme modulieren die Wirkung des systemischen Angiotensin Il auf
das Herz-Kreislauf-System, steuern aber haufig auch gewebsspezifische Funktionen. In Neben-
nieren adulter Ratten wird Renin in Zellen der Zona glomerulosa gebildet und steigt unter
stimulierenden Bedingungen, wie Angiotensin Il, K* oder Niedrig-Na*-Didat an [260, 261]. Den
Beweis, dass Renin tatsachlich in der Nebenniere gebildet und nicht nur aus dem Blutkreislauf
aufgenommen wird, lieferten Befunde an bilateral nephrektomierten Ratten. Der Verlust des
systemischen Renin-Angiotensin-Systems stimulierte sowohl die adrenale Renin- wie auch Ang lI-
Produktion. Letzteres konnte selbst 20 Stunden nach Nephrektomie noch in Nebennierengewebe
nachgewiesen werden [261-263]. Renin wurde auRerdem in humanem Nebennierengewebe,
humanen Nebennierentumoren sowie der von einem Nebennierenkarzinom abstammenden
Zelllinie NCI-H295R gefunden [264-267]. Im Gegensatz zu Ratten konnten bei Mausen Renin-
positive Zellen im inneren Nebennierenkortex lokalisiert werden [268]. Wahrend der fotalen
Entwicklung der Maus (Tag 14-18 nach Befruchtung) wird der gréRte Teil des Renins in der
Nebenniere und nicht in der Niere gebildet, wahrend nach der Geburt die adrenale Expression
deutlich abnimmt und die juxtaglomeruldren Zellen der afferenten Arteriolen der Niere die
Reninproduktion Gbernehmen [269, 270].

In der von uns durchgefiihrten Genechip-Analyse zeigten 1 Tage alte Task37" Mause (1d) eine fast
10-fach erhohte adrenale Reninexpression im Vergleich zu Wildtyptieren (Tab. 1). Die Plasma-
reninkonzentration unterschied sich nicht zwischen den Genotypen (Abb. 14A), wahrend der
renale Reningehalt in Task3”~ M&usen sogar abnahm (Abb. 14B), was wahrscheinlich als
Kompensationsreaktion auf den Hyperaldosteronismus gedeutet werden kann. Begleitend zur
Altersabhingigkeit des Hyperaldosteronismus sank die adrenale Reninexpression in Task3”-
Mausen bis Tag 12 nach der Geburt stark ab und war in adulten Tieren quasi nicht mehr messbar
(Abb. 12A). Mittels Immunfluoreszenzfarbung konnte die Reninexpression in der Zona fasciculata
der Nebenniere 1d alter Task3” Mause lokalisiert werden (Abb. 13). Da Task3 in neugeborenen
Wildtypmausen weitgehend in Zellen der Zona glomerulosa exprimiert wird (Abb. 8A), Gberrascht
die Lokalisation der Renin-produzierenden Zellen in der Zona fasciculata (anstatt der Zona
glomerulosa) umso mehr.

Dennoch ist davon auszugehen, dass eine transiente, adrenale Reninexpression in der Zona
fasciculata mitbeteiligt ist an der Entstehung des Hyperaldosteronismus in neugeborenen Task3”
Mausen. Moglicherweise stimulieren stark depolarisierte Glomerulosazellen mittels parakriner
Wirkstoffe die Reninproduktion in der Zona fasciculata. Da auch die Ubrigen Komponenten des

Renin-Angiotensin-Systems (Angiotensinogen, Angiotensin-converting-enzyme) in Nebennieren-
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gewebe nachgewiesen wurden [271], kénnte das lokal aus der Zona fasciculata freigesetzte Renin
die Bildung von Angiotensin Il férdern, welches Uber AT:-Rezeptor-vermittelte Signalkaskaden
(siehe Kapitel 1.4.1) die Aldosteronproduktion in Zellen der Zona glomerulosa antreibt. Des
Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine geringe Task3-Expression in der Zona
fasciculata neonataler Task3” Mause vorliegt, die mittels Immunfluoreszenzfarbung nur schwer
erkennbar ist. Somit konnte die Deletion von Task3 auch direkt die Funktion der Zellen der Zona
fasciculata beeinflussen und eine pathologische Reninsekretion auslésen. Durch den Nachweis
einer adrenalen, subkapsuldaren Stammzellpopulation ist es sehr wahrscheinlich, dass sich die
Zellen der Zona fasciculata durch Differenzierungsprozesse und zentripetale Migration aus Zellen
der Zona glomerulosa entwickeln [272]. Differenzierungsstorungen kdénnten dazu fiihren, dass
Zellen trotz ihrer Lokalisation in der Zona fasciculata noch Zona glomerulosa-typische Zelleigen-

schaften tragen.
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Abbildung 23: Moglicher Mechanismus zur Entstehung von Hyperaldosteronismus in 1 Tage alten Task37/- Mausen

In Wildtypmausen (A) verleihen die Kaliumkanale Taskl und Task3 adrenalen Zona glomerulosa(Zg)-Zellen eine hohe
Kaliumhintergrundleitfahigkeit, was deren Plasmamembran stark hyperpolarisiert. Die Reninfreisetzung aus der Niere
flihrt zu einem Anstieg von Angiotensin Il (Ang Il), das tber den G-Protein-gekoppelten AT;-Rezeptor die Kaliumkanéle
Task1 und Task3 in Zellen der Zona glomerulosa inhibiert. Die daraus resultierende Depolarisierung aktiviert spannungs-
abhangige Ca?*-Kanile, wodurch das intrazellulire Ca?* ansteigt. CaM-Kinasen steigern (iber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nr4a2 die Transkription der Aldosteronsynthase und somit die Aldosteronproduktion. Hsd3b6
katalysiert die Umsetzung von Progesteron zu 11-Desoxycorticosteron, dem Substrat der Cypllb2 in der Zona
glomerulosa (Aldosteronproduktion) sowie der Cypl11b1l in der Zona fasciculata (Zf; Corticosteronproduktion). Bei der
Entstehung von Hyperaldosteronismus in neugeborenen Task3”7" Mausen (B) spielen vermutlich mehrere Mechanismen
eine Rolle: (1) Deletion von Task3 fihrt zur Reduktion der Kaliumleitfahigkeit und dadurch zur Ang Il-unabhéngigen
Depolarisation der Glomerulosazellen; (2) lokale Reninproduktion in der Zona fasciculata fihrt zur lokalen Ang II-Bildung
und verstarkt dadurch die Depolarisation und den Anstieg des cytosolischen Ca?*; (3) erhdhte Progesteronsekretion in
Zellen der Zona glomerulosa durch Hsd3b6 stimuliert Aldosteron- und Corticosteronproduktion aufgrund hoherer
Substratverfiigbarkeit. Die abnormale adrenale Reninexpression wird moglicherweise durch eine veranderte
Differenzierung, durch parakrine Faktoren aus der Zona glomerulosa oder direkt durch ein Fehlen von Task3 in der Zona
fasciculata ausgelost.
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4.2 Pathophysiologie und Pharmakologie von APA-assoziierten KCNJ5-

Mutanten

Mutationen im Kaliumkanal KCNJ5 werden in 40 % aller Aldosteron-produzierenden Adenome
gefunden [273]. Diese Mutationen verleihen dem K*-Kanal eine unphysiologische Na*-Leitfahigkeit
und - zumindest bei den G151R- und G151E-Mutationen - eine Ca*-Leitfihigkeit, was letztendlich
die Ursache fir die Entstehung des Adenoms und fiir die autonome Aldosteronsekretion darstellt
[108, 214]. In dieser Arbeit wurde die Na*-Permeabilitdt und die daraus resultierende
Depolarisation fiir die neu entdeckte KCNJ5 G151E-Mutation beschrieben. Weiterhin wurde
anhand von adrenokortikalen NCI-Zellen der direkte Nachweis erbracht, dass die Depolarisation
infolge von KCNJ5-Mutationen tatsdchlich zu einem erhéhten intrazelluldren Ca®*-Level fiihrt. Die
Daten der Arbeit zeigen auBerdem die Beteiligung des Na*/Ca?*-Austauschers NCX an der
Pathophysiologie von KCNJ5-Mutationen. So kénnen Stérungen des transmembrandren Na*-
Gradienten die Transportrichtung des Na*/Ca%-Austauschers umkehren, was neben der
Aktivierung spannungsabhingiger Ca’*-Kanile zusatzlich die intrazellulire Ca?*-Konzentration
erhoht. AuBerdem andert die L168R-Mutation die pharmakologischen Eigenschaften des nativen
KCNJ5-Kanals, wodurch dessen Sensitivitat gegeniiber Inhibitoren des Na*- und Ca?*-Transports

steigt.

4.2.1 Pathologischer Na*-Einstrom und Depolarisation in KCNJ5-mutierten Zellen
Choi et al. identifizierten 2011 drei unterschiedliche KCNJ5-Mutationen (G151R, L168R, T158A) in
Patienten mit primdarem Hyperaldosteronismus [108]. Mittels Exom-Sequenzierung wurden
seitdem weitere APA-assoziierte und Keimbahnmutationen des KCNJ5-Kanals entdeckt, die alle in
der Ndhe des Selektivitatsfilters liegen und den Kanal permeabel fir Na* machen [212, 214, 215,
216, 274, 275]. Der von Choi et al. vorgeschlagene Mechanismus zur Entstehung von primarem
Hyperaldosteronismus durch KCNJ5-Mutationen soll aus folgenden Schritten bestehen:
(1) Depolarisation der Plasmamembran durch Na*-Einstrom, (2) Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-
Konzentration durch Offnung spannungsaktivierter Ca?-Kanile und (3) erhéhte Aldosteron-
produktion aufgrund Ca*-induzierter Cyp11b2-Transkription.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fir eine von Dr. Paolo Mulatero (Universitat Turin, Italien)
identifizierte neue KCNJ5-Keimbahnmutation (G151E) der Verlust der K*-Sensitivitdt, der Na*-
Einstrom und die Depolarisation in Uberexprimierenden HEK-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 16). Bei dem betroffenen Glycin 151 handelt es sich um das erste Glycin des GYG-Motifs,
einer in allen Kaliumkandlen hoch konservierten Struktur des Selektivitatsfilters [276, 277]. Im

Herzen bildet KCNJ5 funktionelle Kandle durch Heteromerisierung mit KCNJ3 [222], weshalb zur
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elektrophysiologischen Charakterisierung der KCNJ5 G151E-Mutation, dhnlich wie flir andere
Mutanten beschrieben, KCNJ3 kotransfiziert wurde. Generell beschranken sich die in der Literatur
gefundenen Daten meist auf die elektrophysiologischen Eigenschaften mutierter KCNJ5-Kanale in
nicht steroidogenen Expressionssystemen [108, 210, 214, 215, 216, 218, 274].

Die zelluldren Auswirkungen einer KCNJ5-Mutation in nativem Nebennierengewebe sind noch
weitgehend unklar, weshalb sich diese Arbeit auf die Effekte der KCNJ5 L168R-Mutation auf
adrenokortikale NCI-Zellen fokussierte. Von einer Kotransfektion mit KCNJ3 wurde hierbei
abgesehen, da bisher nicht bekannt ist, ob der physiologische KCNJ5-Partner in der Nebenniere
auch KCNJ3 ist. Stattdessen wurde davon ausgegangen, dass mogliche Bindungspartner endogen
in NCl-Zellen exprimiert werden und so mit KCNJ5 funktionelle Heteromere ausbilden kdnnen.
Dafiir kommen beispielsweise andere adrenal exprimierte Mitglieder der KCNJ-Familie, wie KCNJ8
oder KCNJ12 in Frage [108]. Moglicherweise sind aber auch KCNJ5-Homomere in der Nebenniere
aktiv. Allerdings wies der KCNJ5 WT-Kanal in NCI-Zellen unter Kontrollbedingungen keine
messbare Kanalaktivitdt auf (Abb. 17A). Erst nach Erhéhung der intrazelluldren Na*-Konzentration
Uber die Pipettenlosung war ein Tertiapin Q- (KCNJ5-Inhibitor) hemmbarer Strom messbar
(Abb. 21A). Die Na*-Abhangigkeit G-Protein-aktivierter, einwartsgleichrichtender Kaliumkanile
beschreibt bereits eine Arbeit von Lesage et al. und konnte an KCNJ5-transfizierten Kardio-
myozyten der Ratte bestatigt werden [225, 278]. Im Gegensatz zu den Befunden von Oki et al. an
HAC15-Zellen zeigte die Uberexpression des KCNJ5 WT-Kanals in NCI-Zellen keinen Einfluss auf
das Membranpotential (Abb. 17B) [279]. NCI-Zellen mit KCNJ5 L168R-Mutation waren hingegen
bereits unter Kontrollbedingungen stark depolarisiert. Nach Wegnahme der extrazelluldren Na*-
Konzentration verschwand der beobachtet Einwartsstrom und die Zellen hyperpolarisierten
(Abb. 17A, B). KCNJ5-Mutationen flihren zum Verlust der lonenselektivitdt und unkontrolliertem
Na*-Einstrom, einem Phanomen, das bereits fir die G156S-Mutation (Weaver Mutation) des
verwandten KCNJ6 Kanals beschrieben ist [280].

Der Anstieg der Na'-Leitfdhigkeit durch mutierten KCNJ5 bewirkt einerseits unkontrollierte,
chronische Aldosteronproduktion [229], flihrt aber auch zu Stoérungen der physiologischen
intrazelluldren lonenkonzentrationen. Wahrend Oki et al. in KCNJ5 T158A-transfizierten HAC15-
Zellen nur einen sehr schwachen Anstieg der intrazellularen Na*-Konzentration verzeichneten
(Fluoreszenzmessung mit Na*-sensitiven Farbstoff) [229], konnten wir mittels Flammenphoto-
metrie eine Verdopplung der cytosolischen Na*-Konzentration in Lysaten von KCNJ5 L168R-
exprimierenden NCI-Zellen beobachten (Daten nicht gezeigt; Fortsetzungsarbeiten von Julia
Stindl). Vermutlich tragt eine Erhdhung der intrazelluldren Na*-Konzentration zuséatzlich zur
Aktivierung des mutierten KCNJ5-Kanals bei, was die pathologische Wirkung des mutierten Kanals

sogar verscharfen wiirde.
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4.2.2 Erhohte Ca?*-Aktivitit in NCI-Zellen mit KCNJ5-Mutation

Die Aldosteronproduktion wird maRgeblich durch die Ca*-induzierte Cypl1lb2-Transkription
stimuliert. Entsprechend ist die Stérung des intrazelluliren Ca?*-Gehalts ein neuralgischer Punkt
bei der Entstehung von Hyperaldosteronismus. Die Bedeutung der Ca?*-Homdostase zeigt sich
auBerdem daran, dass kiirzlich Mutationen einer membranstiandigen Ca?*-ATPase (ATP2B3) und
eines spannungsaktivierten Ca?*-Kanals (CACNA1D) in Aldosteron-produzierenden Adenomen
gefunden wurden [213, 275, 281, 282]. Auf zellularer Ebene direkt nachgewiesen wurde die
Erhéhung des cytosolischen Ca?* bisher nur fiir KCNJ5 T158A in adrenokortikalen HAC15-Zellen
und fir KCNJ5 G151E bzw. Y152C in HEK-Zellen [216, 229]. Die in unserer Arbeitsgruppe
durchgefiihrten Fura2-Messungen an NCl-Zellen belegen auBerdem die Ca**-erhéhende Wirkung
der G151R- und L168R-Mutation (Abb. 18A). Nach dem von Choi et al. vorgeschlagenen Konzept
sind spannungsaktivierte Ca?*-Kanile verantwortlich fiir den Ca?*-Anstieg in Zellen mit mutiertem
KCNJ5-Kanal. Zudem schreiben Scholl et al. dem mutierten KCNJ5-Kanal selbst Ca**-Permeabilitit
zu (indirekter Nachweis: Messung des Ba?*-Stroms als Indikator fiir Ca?*-Strom), wobei der direkte
Beweis einer Ca?*-Leitfahigkeit noch fehlt [214].

Verapamil, ein Blocker der L- und T-Typ-Ca?*-Kanile [256], normalisierte das erhéhte Ca%*-Level in
KCNJ5 L168R-mutierten NCI-Zellen unter Kontrollbedingungen, wahrend bei KCNJ5 WT-Zellen
Verapamil-Effekte nur nach Stimulation mit Hoch-K*-Losung zu beobachten waren (Abb. 19). In
Ubereinstimmung mit diesem Konzept reduziert Nifedipin (L-Typ-Ca?*-Kanal-Blocker) in HAC15-
Zellen mit KCNJ5-Mutation die Nrd4a2, Cypllbl und Cypllb2 mRNA-Expression sowie den
Aldosterongehalt im Zellmedium [216, 229]. Diese Daten zeigen, dass eine starke Depolarisation
der Plasmamembran, wie sie in Zellen mit KCNJ5-Mutation zu beobachten ist (Membranpotential
ca. -12 mV; Abb. 17B), hauptsichlich durch die Offnung von L-Typ-Ca?*-Kanélen zu einem Anstieg
der intrazelluliren Ca?-Konzentrationen beitrdgt. Dementsprechend sollte die beobachtete
Hyperpolarisation unter Na*-freier Badlésung (Abb. 17B) einen Abfall des Ca?*-Signals in KCNJ5-
mutierten NCl-Zellen (G151R, L168R, T158A) bewirken. Interessanterweise stieg die Ca®*-
Konzentration trotz hyperpolarisierter Zellmembran drastisch an (Abb. 18A).

Die pathologische Na*-Leitfahigkeit in Zellen mit mutiertem KCNJ5 fihrt zu einem Anstieg des
cytosolischen Na*-Gehalts. Bei Wegnahme des extrazellularen Na* kehrt sich die Richtung des
chemischen Na*-Gradienten um und damit auch die Transportrichtung des Na*/Ca%**-Austauschers
NCX. Der Ca?*-Import durch den sogenannte ,reversed mode” des NCX wurde beispielsweise in
Kardiomyozyten, der glatten Muskulatur der Atemwege und in humanen Endothelzellen (VEGF-
vermittelte Angiogenese) beschrieben [283—-286]. Dabei bestimmen die transmembranéren
Gradienten von Na* und Ca?* und das Membranpotential (Hyperpolarisation: Ca%*-Export;

Depolarisation: Ca?*-Import) die Transportrichtung des NCX. In KCNJ5 L168R-mutierten NCI-Zellen
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sank die cytosolische Ca?*-Konzentration nach Zugabe von KB-R7943, einem NCX-Inhibitor, unter
Na*-freien wie auch unter physiologischen Bedingungen ab (Abb. 18B, C). Da allerdings einige
Studien die Selektivitdt von KB-R7943 fiir NCX in Frage stellen [287—-289], beweist der Abfall der
Ca%*-Konzentration unter KB-R7943 alleine nicht den ,reversed mode” von NCX in KCNJ5 L168R-
mutierten NCI-Zellen. Dennoch liefern Depolarisation und intrazelluldr erhéhte Na*-Konzentra-
tionen optimale Voraussetzungen fiir eine mogliche Umkehr des NCX-Transports. Die Expression
von NCX1 und unterschiedlichen NCKX-Isoformen (Na*/Ca?*/K*-Austauscher) in Aldosteron-
produzierenden Adenomen und humanem Nebennierengewebe (Abb. 20) unterstreicht zudem

die Bedeutung der Na*/Ca®-Austauscher in humanem, adrenalem Nativgewebe, wobei der

endgiiltige Beweis eines ,reversed mode” von NCX noch aussteht.
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Abbildung 24: Vorgeschlagener Mechanismus zum NCX-Transport in Zellen mit KCNJ5 WT (A) und KCNJ5 mut (B)
KCNJ5 WT-Zellen (A) sind aufgrund hoher Kaliumhintergrundleitfahigkeit stark hyperpolarisiert, weshalb NCX und NCKX
Calcium im Austausch gegen Natrium aus der Zelle transportieren. Die Aldosteronproduktion wird durch Angiotensin Il
und hohes Plasma-K* stimuliert, wobei der intrazelluldre Anstieg der Ca?*-Konzentration hauptsichlich auf die Offnung
spannungsaktivierter Ca?*-Kanile zuriickgeht. Durch Mutationen im KCNJ5-Kanal (B), die den Kanal permeabel fiir Na*
machen, ist die Plasmamembran adrenaler Zellen chronisch depolarisiert. Zuséatzlich steigt die intrazelluldre Na*-
Konzentration an, was zusammen mit der Depolarisation den NCX-Transport hemmt, moéglicherweise sogar umkehrt. Im
Falle von NCKX reicht die Triebkraft vermutlich nicht fir eine Umkehr der Transportrichtung, da der NCKX-Transport
zusatzlich vom K*-Gradienten abhangig ist.

4.2.3 Pharmakologie des mutierten KCNJ5-Kanals (L168R)

Somatische KCNJ5-Mutationen treten in Aldosteron-produzierenden Adenomen auf, die
ursachlich fir primaren Hyperaldosteronismus und Bluthochdruck sind. Blutdrucksenkende
Renininhibitoren,

Medikamente (z.B. Kalium-sparende Diuretika, ACE-Blocker) konnen die

Aldosteron-Renin-Ratio (ARR) beeinflussen, was die Diagnose von primarem Hyperaldos-

teronismus oft erschwert [102]. Vor diesem Hintergrund und zur therapeutischen Behandlung von
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Patienten mit Aldosteron-produzierenden Adenomen ist es notwendig, die Auswirkungen der
APA-assoziierten KCNJ5-Mutationen auf die Pharmakologie des Kanals zu kennen.

Tertiapin Q, ein bereits bekannter Inhibitor des KCNJ5 WT-Kanals [290, 291], besitzt nur
eingeschrankte inhibitorische Wirkung auf den mutierten KCNJ5-Kanal. Wahrend Murthy et al.
eine Restleitfahigkeit fir KCNJ5 [157del (56 %) und KCNJ5 T158A (54 %) unter Tertiapin Q
beobachten konnten, belegen unsere Arbeiten an (iberexprimierenden NCI-Zellen einen
kompletten Verlust der Tertiapin Q-Sensitivitdt durch die L168R-Mutation (Abb. 21A). Allerdings
wurde Tertiapin Q in der Studie von Murthy et al. in einer viel geringeren Konzentration (50 nM)
als in unserer Arbeit (1 uM) verwendet und die Experimente wurden dort in Xenopus laevis
Oozyten durchgefiihrt.

Mit einem ICso-Wert < 1 uM zeigten EIPA (Blocker des Na*/H*-Austauscher) und der NCX-Blocker
KB-R7943 die starkste inhibitorische Wirkung auf KCNJ5 L168R (Abb. 22A, B), wobei diese
Substanzen keine Zulassung fir die Anwendung am Menschen haben. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass der von uns beobachtete Abfall der Ca?*-Konzentration unter KB-
R7943 in NCI-Zellen mit KCNJ5 L168R-Mutation (Abb. 18B, C) indirekt durch Inhibition des
mutierten KCNJ5-Kanals und nicht nur durch direkte NCX-Inhibierung ausgelost wird. Nach
neuesten Befunden besitzt KB-R7943 im Herzen sogar eine starkere inhibitorische Wirkung auf
Acetylcholin-aktivierte Kaliumkanale (wie der KCNJ5 Kanal) als auf NCX [289].

KCNJ5 L168R wurde auRerdem nur schwach von Amilorid, einem Kalium-sparenden Diuretikum,
und Diltiazem, einem Ca?*-Kanalblocker, gehemmt (Abb. 22C, E). Deutlich stirker inhibierte der
Ca?*-Kanalblocker Verapamil (ICso = 1.2 pM) den KCNJ5 L168R-Strom in NCl-Zellen (Abb. 22D).
Verapamil scheint somit offenbar auf zwei unterschiedlichen Wegen die Aldosteronproduktion in
KCNJ5-mutierten Zellen verringern zu koénnen: (1) direkte Inhibierung des pathologischen Na*-
Einwartsstroms durch mutierten KCNJ5 und (2) Inhibierung der depolarisationsaktivierten L-Typ-
Ca?*-Kanile. Verapamil wird aufgrund seiner gefiRerweiternden und frequenzsenkenden Wirkung
im Herzen haufig zur Blutdrucksenkung eingesetzt. Da es im Vergleich zu anderen
blutdrucksenkenden Medikamenten nur geringe Auswirkungen auf die Aldosteron-Renin-Ratio
besitzt, eignet es sich besonders zur Behandlung von PA-Patienten im Vorfeld zu laborchemischer
Diagnostik [102, 292]. Bei Patienten mit APA-assoziierten KCNJ5-Mutationen kdnnte Verapamil
allerdings aufgrund direkter Inhibierung des mutierten KCNJ5-Kanals durchaus Aldosteron-
senkend wirken. Dies wiirde eine Normalisierung der Aldosteron-Renin-Ratio bewirken und so
moglicherweise die korrekte Diagnose eines primaren Hyperaldosteronismus verhindern.
Nichtsdestotrotz konnte Verapamil, moglicherweise auch in Kombination mit Amilorid, zur
therapeutischen Behandlung von Hyperaldosteronismus von Nutzen sein, besonders bei

Patienten mit KCNJ5-Mutationen.
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4.3 Bedeutung von Kaliumkanalen fiir die Pathophysiologie von

primarem Hyperaldosteronismus

Dass das Fehlen oder die Funktionsstérung von adrenalen Kaliumkandlen maRgeblich an der
Entstehung von primarem Hyperaldosteronismus (PA) beteiligt sind, konnte in dieser Arbeit durch
die Aufklarung der zelluldren Hintergriinde eines altersabhangigen Hyperaldosteronismus in
Task3”" Mausen und durch die Untersuchung der zelluliren Konsequenzen APA-assoziierter
KCNJ5-Mutationen untermauert werden.

Studien an knockout Mausmodellen verdeutlichten die Beteiligung der Kaliumkanale Taskl und
Task3 an der Regulation der Aldosteronproduktion bzw. der Pathogenese von primdrem
Hyperaldosteronismus [139, 187, 190, 191]. Wihrend die adrenalen Symptome der Task1” Maus
einer humanen Glukokortikoid-behandelbaren Form von primarem Hyperaldosteronismus dhneln,
erinnert die autonome Aldosteronproduktion mit charakteristisch erhohter Aldosteron-Renin-
Ratio in Task3” Mausen an das Krankheitsbild von Patienten mit idiopathischem
Hyperaldosteronismus. Idiopathisch bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die Ursache der
Uberhohten Aldosteronproduktion in diesen Patienten noch unklar ist. Obwohl
Assoziationsstudien eine moglichen Link zwischen Task3 und erhohtem Bluthochdruckrisiko
beschreiben [209], konnten bis heute in PA-Patienten weder somatische noch Keimbahn-
mutationen in Task-Kanalen gefunden werden.

Nach neuesten Befunden scheint vielmehr der in humanem Nebennierengewebe stark
exprimierte Kaliumkanal KCNJ5 an der Entstehung von primadrem Hyperaldosteronismus beteiligt
zu sein [108]. Bis heute wurden neun unterschiedliche KCNJ5-Mutationen in Aldosteron-
produzierenden Adenomen und der Keimbahn von Patienten mit familiar vererbbarem
Hyperaldosteronismus beschrieben [108, 210, 211, 213, 214, 215, 275]. Funktionelle Untersu-
chungen der KCNJ5-Mutationen in heterologen Expressionssystemen machen einen
pathologischen Na*-Einstrom durch den mutierten Kanal hauptverantwortlich fiir autonome
Aldosteronproduktion beim Menschen. Uber die physiologische Rolle von KCNJ5 in nativem
Nebennierengewebe ist hingegen wenig bekannt. Oki et al. vermuten eine Beteiligung von KCNJ5
bei der Ang ll-induzierten Aldosteronproduktion [279]. Zudem bleiben viele Fragen noch
unbeantwortet im Hinblick auf die von Choi et al. vorgeschlagene proliferationsfordernde

Wirkung der KCNJ5-Mutationen im Rahmen der Adenomentstehung:

e Wie tragt der durch KCNJ5-Mutationen vermittelte Anstieg der cytosolischen Ca?'-
Konzentration zur Adenomentstehung bei?

e Warum entwickeln Patienten mit KCNJ5-Keimbahnmutation keine Nebennierenadenome?
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e Warum fihrt der Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration aufgrund einer
Depolarisation der Glomerulosazellen zur Adenombildung beim Menschen (bedingt durch

KCNJ5-Mutation), aber nicht bei Mausen (bedingt durch Deletion von Task-Kanalen)?

Diese Arbeit konnte durch den Nachweis neuer regulatorischer Mechanismen und Faktoren der
Aldosteronproduktion dazu beitragen, die Entstehung von primarem Hyperaldosteronismus auf
zellularer Ebenen besser verstehen zu kénnen. Moglicherweise helfen diese Befunde auch
zukinftig bei der Klarung der noch offenen Fragen. Durch die Identifizierung potentieller Blocker
des mutierten KCNJ5-Kanals wurden aulRerdem neue Madglichkeiten zur Therapie von Patienten

mit Aldosteron-produzierendem Adenom aufgezeigt.
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5. Zusammenfassung

In 10 % aller Bluthochdruckpatienten wird ein primarer Hyperaldosteronismus (PA), eine
unkontrollierte Uberproduktion des Mineralokortikoids Aldosteron, als Krankheitsursache
diagnostiziert. Aldosteron wird in den Zellen der Zona glomerulosa der Nebenniere produziert und
aktiviert die Na*-Rickresorption und K*-Sekretion in der Niere. Bei der Stimulation der
Aldosteronsynthese durch das Renin-Angiotensin-System und durch Hyperkalidgmie kommt es zu
einer Depolarisation der Zellen der Zona glomerulosa, einem Anstieg der intrazelluliren Ca?*-
Konzentration durch die Offnung spannungsabhingiger Ca?*-Kanile und letztendlich zur Ca*'-
induzierten Transkription der Aldosteronsynthase CYP11B2. Somit ist das Membranpotential der
Glomerulosazellen von entscheidender Bedeutung fiir die Regulation der Aldosteronsekretion.
Hauptverantwortlich zur Aufrechterhaltung des hyperpolarisierten Ruhemembranpotentials sind
dabei die Kaliumkanale der TASK-Familie. Task1l” sowie Task3”" Mause wiesen einen primaren
Hyperaldosteronismus auf, wobei dieser im Falle von Task3 in neugeborenen Tieren deutlich
ausgepragter war als in adulten Tieren. Auch beim Menschen ist die Kontrolle des Membran-
potentials der Glomerulosazellen von groRer Bedeutung. So filhren somatische Mutationen des
Kaliumkanals KCNJ5 in der Nebenniere zur Entstehung von Aldosteron-produzierenden
Adenomen (APA).

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der zelluldren Mechanismen, die der Pathogenese von
primarem Hyperaldosteronismus in neugeborenen Task37- Mausen zugrunde liegen. Des Weite-
ren war die Untersuchung der zelluldaren Auswirkungen von KCNJ5-Mutationen Gegenstand dieser
Arbeit. Dabei wurden insbesondere die funktionellen Defekte, die Stérung der Ca?*-Homéostase
in mutierten Zellen und die pharmakologischen Eigenschaften des mutierten Kanals erforscht.

Die Deletion von Task3 fiihrte in Mausen zu einem altersabhadngigen Hyperaldosteronismus, der
sich innerhalb der ersten beiden Wochen normalisierte. Die Plasmakonzentrationen von
Corticosteron und Progesteron (Vorstufen von Aldosteron) zeigten eine dhnliche altersabhangige
Erhéhung, was auf eine weitreichende Fehlfunktion der Nebennierenrinde hinwies. Um zu
Uberprifen, welche transkriptionellen Verdnderungen mit dem Phédnotyp der neonatalen Task3-
Maus einhergehen, wurde eine Analyse des adrenalen Expressionsprofils (Genechip)
durchgefiihrt. Diese lieferte mehrere interessante Kandidaten, die zur erhéhten Steroidhormon-
produktion in neugeborenen Task3” Miusen beitragen, aber auch Kandidaten, die vermutlich bei
der Kompensation des Phanotyps in adulten Tieren beteiligt sind. Am tGberraschendsten war dabei
der Nachweis einer extrarenalen Renin-Expression in den Nebennieren neonataler Task3” Mause.
Offensichtlich tragt in neugeborenen Task3”7 Mausen nicht alleine der Verlust der Kaliumleit-
fahigkeit, sondern auch die parakrine Wirkung eines lokalen, adrenalen Renin-Angiotensin-

Systems zur Altersabhangigkeit des Hyperaldosteronismus in Task37 Mausen bei.
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Beim Menschen sind hingegen nach neuesten Befunden Mutationen des Kaliumkanals KCNJ5 an
der Entstehung von primarem Hyperaldosteronismus beteiligt. Die in Aldosteron-produzierenden
Adenomen gefundenen KCNJ5-Mutationen flihren zu einem pathologischen Verlust der
lonenselektivitat des Kanals. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Na*-Durchlassigkeit und
depolarisierende Wirkung der G151E-Mutation beschrieben. Der fiir die Aldosteronproduktion
essentielle Anstieg der intrazellulire Ca?-Konzentration wurde zudem in einem Adenom-
dhnlichen Zellmodell fir die drei hdufigsten APA-assoziierten KCNJ5-Mutationen nachgewiesen.
Dabei wurde neben der klassischen Aktivierung spannungsabhingiger Ca®*-Kanile ein fir
Nebennieren-Zellen noch unbeschriebener Ca*-Import-Weg iber den Na*/Ca%-Austauscher
(NCX) beobachtet. Die pharmakologische Charakterisierung der KCNJ5 L168R-Mutation lieferte
Uberraschende Befunde, wie die Inhibierung des mutierten Kanals durch Blocker des Na*- und
Ca?*-Transports. Der Nachweis der inhibitorischen Wirkung von Verapamil ist dabei von
besonderer klinischer Relevanz, da Verapamil bereist als Blutdruck-senkendes Medikament in
Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus eingesetzt wird. Die in dieser Arbeit erhobenen
pharmakologischen Befunde bieten eine vielversprechende Basis zur Verbesserung der
therapeutischen Behandlungsmethoden von Patienten mit Aldosteron-produzierendem Adenom.
Zusammenfassend verdeutlichen die Daten dieser Arbeit die Wichtigkeit von Kaliumkanalen zur
Regulation der Aldosteronsynthese und wie Funktionsverluste dieser Kandle auf unterschiedliche

Weise zur Entstehung von primarem Hyperaldosteronismus beitragen konnen.
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7. Anhang

7.1 Arbeitsbezogene Daten

7.1.1 Primersequenzen fiir Real-time PCR

Alle Primersequenzen wurden von Life Technologies

GmbH

(Darmstadt, Deutschland)

synthetisiert. Fir Gene, die mit einem # gekennzeichnet sind, konnten keine intron-spanning

Primer designt werden.

Gen Spezies | Sense Primer Anti-sense Primer

Actb (B-Aktin) Maus GACAGGATGCAGAAGGAGATTACTG | CCACCGATCCACACAGAGTACTT
Acvrlc Maus TGGGAAATAGCTCGAAGGTG GTAAGGCAACTGGTACTCCTCAA
Cypllbl # Maus TGTATCGAGAGCTGGCAGAG CCTGGATGGCATCCATTGAC
Cypllb2 Maus ACCTACAGTGGCATTGTG GATTGCTGTCGTGTCAAC
Dkk3 Maus TGATGGAAGACACTCAGCACA CCAGGTTCACCTCAGAGGAC
Fst Maus TGGATTAGCCTATGAGGGAAAG TGGAATCCCATAGGCATTTT
Gadd45b Maus GGTATCAGGCATGCAGAGG TGGCTTTTCCAGGAATCTGT
Gal Maus CTGGCTCCTGTTGGTTGTG TGTTCAGGGTCCAACCTCTC
Hsd3b6 Maus CATCCTTCCACAGTTCTAGC TGGTGTGAGATTAATGTACA
Htrlb # Maus CTGACCTGCTCGTGTCCAT TAGTGTCCAGCGTCCAGTGA
Nnt Maus CCTGGTGGCACCTTCGTA CTGAGCCCAGGTACATGATTT
Nrda2 Maus TCAGAGCCCACGTCGATT TAGTCAGGGTTTGCCTGGAA
Renl Maus GGAGGAAGTGTTCTCTGTCTACTACA | GCTACCTCCTAGCACCACCTC
Sstr2 # Maus TCTTTGCTTGGTCAAGGTGA TCCTGCTTACTGTCGCTCCT
Tacl Maus AAGCCTCAGCAGTTCTTTGG TCTGGCCATGTCCATAAAGA
Trpc5 Maus GCAATCAAATATCACCAGAAAGAG GCCATCGTACCACAAGGTG
Actb (B-Aktin) Human CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG
SLC8A1 (NCX1) Human CCAGACACATTTGCCAGC GACATTCACCGCGTTGCT
SLC8A2 (NCX2) Human CATATGATTTTAAGAACACGGT CCTCTAAAAACTGCTCCCTC
SLC8A3 (NCX3) Human CCAGATACGTTTGCCAGC TGCCCAGGAAGACATTGAC
SLC24A2 (NCKX2) | Human ACGTTCGCAAACCTTCATCG CCCACCAGACCATCAAGTAAG
SLC24A3 (NCKX3) | Human GCTGTGGATTACGGATCCTAC AACAGAGGCCAGGAGCAAG
SLC24A4 (NCKX4) | Human GTGGCTGGTGACTATTATCG GCAGTCTGGAACACTTGTC
SLC24A6 (NCKX6) | Human ATGGGCTCTGGGTTACCTG TCTCCGTTGCCGTTGGTAG

7.1.2 Adrenales mRNA-Expressionsprofil von Wildtyp und Task3”/- Mausen

Fir die Affymetrix Genechip-Analyse wurde mRNA aus der Nebenniere von 1 und 12 Tage alten

Wildtypmausen und Task3” Mé&usen verwendet. Die folgende Tabelle zeigt altersgetrennt alle

positiv und negativ regulierten Gene, die einen Expressionsunterschied > 2 und eine p-Wert < 0.05

zwischen Wildtypmausen und Task37- Mausen aufweisen.
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Adrenales mRNA-Expressionsprofil 1 Tage alter Mause:

Gen Beschreibung Verhaltnis p-Wert
Task3”/- vs. WT
Positiv reguliert:
Renl renin 1 structural 9,6 1,1E-04
A2m alpha-2-macroglobulin 6,3 1,7E-02
Ecell endothelin converting enzyme-like 1 5,8 5,0E-03
Lypd3 Ly6/Plaur domain containing 3 5,3 2,1E-02
Nefl neurofilament, light polypeptide 4,2 7,2E-03
Gm10002 predicted gene 10002 3,9 1,1E-02
Stégalnac5 ST6(alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1,3)-N- 3,8 2,4E-03
acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 5
Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c 3,6 2,0E-04
Slc16a3 solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 3 3,6 1,6E-02
Henl hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 1 3,2 4,2E-05
Sez6l seizure related 6 homolog like 3,2 2,3E-04
Sncg synuclein, gamma 3,1 4,6E-02
Slc6al7 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 17 3,0 1,1E-04
Gm3893 predicted gene 3893 3,0 1,1E-04
Serpina3n serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N 2,9 1,2E-02
Dpysl5 dihydropyrimidinase-like 5 2,9 4,2E-02
Gadd45b growth arrest and DNA-damage-inducible 45 beta 2,8 4,8E-02
Gap43 growth associated protein 43 2,8 4,7€-02
Duxbl double homeobox B-like 2,7 1,2E-04
Nr4a2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 2,7 1,4E-02
Vgf VGF nerve growth factor inducible 2,5 2,6E-02
Plac9 placenta specific 9 2,5 1,8E-05
Fam107a family with sequence similarity 107, member A 2,5 1,4E-02
4933409K07Rik RIKEN cDNA 4933409K07 gene 2,5 2,1E-04
Assl argininosuccinate synthetase 1 2,5 3,0E-02
Itga2 integrin alpha 2 2,4 8,6E-03
Kenul potassium channel, subfamily U, member 1 2,4 3,8E-03
Scn3b sodium channel, voltage-gated, type Ill, beta 2,4 3,0E-02
E430024CO06Rik RIKEN cDNA E430024C06 gene 2,4 9,5E-04
Elavi3 ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like3 (Hu antigen 2,3 2,8E-02
)
Nov nephroblastoma overexpressed gene 2,3 5,2E-03
Gotl glutamate oxaloacetate transaminase 1, soluble 2,3 2,2E-02
8430408G22Rik RIKEN cDNA 8430408G22 gene 2,3 4,1E-03
Clstn3 calsyntenin 3 2,3 1,0E-04
Apof apolipoprotein F 2,3 1,4E-02
Galntl2 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide 2,3 7,5E-03
N-acetylgalactosaminyltransferase-like 2
D14Ertd449e DNA segment, Chr 14, ERATO Doi 449, expressed 2,2 7,6E-06
Stk32b serine/threonine kinase 32B 2,2 2,8E-03
Scn9a sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha 2,2 6,6E-03
Pappa pregnancy-associated plasma protein A 2,2 7,9E-03
Trp53inpl transformation related protein 53 inducible nuclear protein 1 2,2 9,4E-03
Cib4 calcium and integrin binding family member 4 2,2 1,7E-03
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Akrlb7
Gm3079
4933409K07Rik
Avpil
Rasgeflb
Trim67
Egin3
Stc2
Pstpip2
Actal
Snord116

Negativ reguliert:

Ctse

Carl

Kel

Cldn13

Rhag

Rhd

Trpc5

Hemgn
Slc14al

Spnal

Gypa

Tspo2

Htrlb

Cdh10

Abcb4
E330027M22Rik
Car2

Fam55b
Gatal

Cyp2f2

Lrrc55

Ermap
5730407107Rik
Acp5
6030468B19Rik
Fat3

Mfsd2b

KIf1

Mns1

Kenn4

E2f2
Kcng3
Myl9
Slc6a20a

aldo-keto reductase family 1, member B7

predicted gene 3079

RIKEN cDNA 4933409K07 gene

arginine vasopressin-induced 1

RasGEF domain family, member 1B

tripartite motif-containing 67

EGL nine homolog 3 (C. elegans) (HIF prolyl hydroxylase 3)
stanniocalcin 2

proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2
actin, alpha 1, skeletal muscle

small nucleolar RNA, C/D box 116 cluster

cathepsin E

carbonic anhydrase 1

Kell blood group

claudin 13

Rhesus blood group-associated A glycoprotein

Rh blood group, D antigen

transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 5

hemogen

solute carrier family 14 (urea transporter), member 1
spectrin alpha 1

glycophorin A

translocator protein 2

5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B
cadherin 10

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4
RIKEN cDNA gene, E330027M22Rik

carbonic anhydrase 2

family with sequence similarity 55, member B

GATA binding protein 1

cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 2
leucine rich repeat containing 55

erythroblast membrane-associated protein

RIKEN cDNA 5730407107 gene

acid phosphatase 5, tartrate resistant

RIKEN cDNA 6030468B19 gene

FAT tumor suppressor homolog 3 (Drosophila)

major facilitator superfamily domain containing 2B
Kruppel-like factor 1 (erythroid)

meiosis-specific nuclear structural protein 1

potassium intermediate/small conductance calcium-activated channel,

subfamily N, member 4
E2F transcription factor 2
potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 3

myosin, light polypeptide 9, regulatory

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 20A

2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,0
2,0

-5,0

-4,0

-2,5

-2,5

2,4

2,4

3,8E-02
1,1E-02
5,3E-04
4,3E-02
1,2E-02
2,2E-02
2,1E-02
4,6E-03
1,3E-02
3,1E-05
4,1E-02

6,5E-03
4,0E-02
4,6E-02
1,7€-02
1,6E-02
2,3E-02
2,3E-04
4,1E-02
1,3€-02
2,1E-02
3,8E-02
1,7€-02
3,5E-05
2,0E-05
1,2E-02
2,26-03
1,4E-02
3,4E-02
7,96-03
2,5E-02
2,3E-03
3,0E-02
1,8E-06
3,96-03
4,9€-03
1,2E-04
1,2€-02
1,6E-02
1,2€-03
1,7€-02

2,9E-02
8,5E-04
1,3E-03
1,4E-02
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Nnt nicotinamide nucleotide transhydrogenase -2,3 2,7E-06
Pkir pyruvate kinase liver and red blood cell -2,3 1,0E-02
Tspan33 tetraspanin 33 -2,3 3,3E-02
Slc38a5 solute carrier family 38, member 5 -2,3 2,9E-02
B130016D09Rik RIKEN cDNA B130016D09 cDNA -2,2 2,2E-04
ltgad integrin alpha 4 -2,2 2,5E-02
Gsttl glutathione S-transferase, theta 1 -2,2 1,2E-03
Samd12 sterile alpha motif domain containing 12 -2,2 1,3E-03
Pilra paired immunoglobin-like type 2 receptor alpha -2,1 1,4E-02
Tnfrsf14 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14 (herpesvirus -2,1 1,8E-02
entry mediator)
Epor erythropoietin receptor -2,1 4,4E-02
Sytl5 synaptotagmin-like 5 -2,1 1,7E-02
Tfrc transferrin receptor -2,1 3,6E-02
Lama3 laminin, alpha 3 -2,1 1,7E-05
6030469F06Rik laminin, beta pseudogene -2,0 4,7€-02
Fam46c family with sequence similarity 46, member C -2,0 3,2E-02
Cyp4fla cytochrome P450, family 4, subfamily f, polypeptide 14 -2,0 3,2E-02
Zcchcl6 zinc finger, CCHC domain containing 16 -2,0 4,5E-04
Nipal2 NIPA-like domain containing 2 -2,0 2,7E-03
Adrenales mRNA-Expressionsprofil 12 Tage alter Mause:
Gen Beschreibung Verhaltnis p-Wert
Task3 /" vs. WT

Positiv reguliert:

Len2 lipocalin 2 10,9 4,9E-02
Gm10002 predicted gene 10002 4,7 8,8E-04
Tacl tachykinin 1 4,5 1,1E-04
Ctse cathepsin E 4,5 3,7E-02
Tm4sf4 transmembrane 4 superfamily member 4 4,4 5,0E-03
Gal galanin 43 7,4E-05
Hp haptoglobin 3,4 3,8E-02
Calb1 calbindin 1 3,1 5,3E-03
Sv2c synaptic vesicle glycoprotein 2c 3,0 3,8E-04
Vgf VGF nerve growth factor inducible 2,9 7,0E-03
Serinc2 serine incorporator 2 2,7 1,8E-04
Gm3893 predicted gene 3893 2,7 3,5E-02
4933409K07Rik RIKEN cDNA 4933409K07 gene 2,7 3,7E-02
P4ha3 procollagen-proline,2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4- 2,6 1,2E-04

hydroxylase), alpha polypeptide IlI

C3 complement component 3 2,5 2,4E-02
Ermap erythroblast membrane-associated protein 2,5 3,6E-02
Adam3 a disintegrin and metallopeptidase domain 3 (cyritestin) 2,5 3,4E-03
Dhrs9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 2,5 3,5E-02
Fst follistatin 2,4 1,4E-03
Stk32b serine/threonine kinase 32B 2,4 9,6E-04
Gda guanine deaminase 2,4 1,5E-02
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Stac2
Sstr2
Duxbl
Clstn3
Hsd3b6

Cartpt
Sle6al?
D14Ertd449e
Dclkl1
Apobec2
Hs3st2

Ecell

Grem1l
Omg

Dkk3

Negativ reguliert:
5730407107Rik
Htrlb

Gm7455

Zcchelb

Fat3

Nnt

SH3 and cysteine rich domain 2

somatostatin receptor 2

double homeobox B-like

calsyntenin 3

hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
isomerase 6

CART prepropeptide

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 17
DNA segment, Chr 14, ERATO Doi 449, expressed
doublecortin-like kinase 1

apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 2
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 2

endothelin converting enzyme-like 1

gremlin 1

oligodendrocyte myelin glycoprotein

dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

RIKEN cDNA 5730407107 gene
5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B
predicted gene 7455

zinc finger, CCHC domain containing 16

FAT tumor suppressor homolog 3 (Drosophila)

nicotinamide nucleotide transhydrogenase

7.1.3 Plasmidkarte pIRES-CD8

pIRES CD8

5130 bps

Type

GENE
GENE
GENE
GENE
GENE

Molecule:

Start

2,4
2,3
2,3
2,3
2,2

2,2
2,2
2,2
2,1
2,1
2,1
2,1
2,0
2,0
2,0

1,1E-04
2,4E-02
1,3E-03
6,9E-03
6,2E-05

1,9E-02
2,4E-04
1,7€-05
8,0E-03
2,0E-03
1,3€-02
2,9E-02
5,7E-03
2,6E-02
3,1E-03

3,8E-06
4,5E-03
2,2E-03
1,2E-03
9,1E-05
1,3E-04

pIRES CD8, 5130 bps DNA Circular

232
959
1284
2245
4121

820
1255
1868
2586
4882

End Name

pCMV
IS
IRES
CD8
Amp
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7.1.4 Inhibitoren des KCNJ5 L168R-Kanals
Folgende Tabelle fiihrt die zur pharmakologischen Charakterisierung des KCNJ5 L168R-Kanals
verwendeten Substanzen auf. Die spezifische, inhibitorische Wirkung wird als prozentualer

Reststrom des bei einer Klemmspannung von -120 mV gemessenen Zellstroms nach Substanzgabe

angegeben.
Verbleibender Strom bei SEM
Substanz Konzentration n Klassische Inhibierung Substanzklasse
-120 mV [% der Kontrolle] [%]
EIPA 10 uM 15,4 13 3,7 | TRPP3, Na*/H*-Austauscher Amilorid-Analogon
Benzamil 10 uM 22,2 11 4,6 | ENaC und Na*/Ca**-Austauscher
] Diuretika
Phenamil 10 uM 27,5 8 5,8 ENaC (Amilorid-Analoga)
Amilorid 10 uM 55,0 9 1,6 | ENaC and T-Typ-Ca?*-Kanéle
Triamteren 10 uM 85,4 6 5,2 ENaC Pteridin/Diuretikum
Bupivacain 10 uM 16,6 5 7,0
spannungsaktivierte Na*-Kandle | Lokalanasthetikum
Lidocain 100 uMm 66,4 6 8,3
¥ 2+_
KB-R7943 10 uM 5,8 9 | 15 |NavCaAustauscher,
lonenkanale
Verapamil 10 uM 20,5 9 5,6 Phenylalkylamin
Diltiazem 10 um 53,9 6 3,1 | L-Typ-Ca*-Kanile Benzothiazepin
Nifedipin 10 uM 87,2 6 6,6 Dihydropyridin
Cariporide 100 uM 65,9 8 6,7 | Na*/H*-Austauscher
Flufenamat | 100 uM 88,9 7 | o6 |Cyclooxveenase Hyaluronidase, | ) s rederivat
unspezifische Kationkanale
Ba* 5mM 74,4 5 2,9 | K*-Kanile
K*-Kanale
Tertiapi 1uM 1 11 Toxi Honigbi
ertiapin Q u 03,6 6 ,8 (KCNJS, KCNJ3, ROMKL, MaxiK) oxin der Honigbiene
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