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1 Einleitung I

1 Einleitung

1.1 Uberblick Uber das kanonische Renin-Angiotensin-Aldosteron-

System

Spéatestens seit der Beschreibung des Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACEZ2) in
seiner Rolle als SARS-CoV-2-Rezeptor im Januar 2020 O, rickt das zu ACE
teilhomologe Protein @ zunehmend in das Blickfeld biomedizinscher Forschung. Mit
seiner Entdeckung im Jahr 2000 ©® und weiteren Erkenntnissen lber die immense
Bedeutung des Enzyms in physiologischen wie pathologischen Zustanden wurde das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) um die ACE-Ang(1-7)-Mas-Rezeptor-
Achse erweitert.

Das bis dahin bekannte, sogenannte kanonische RAAS, nimmt eine zentrale Rolle fur
die Elektrolyt- und Flussigkeitshomoostase sowie fir die Blutdruckregulation ein. Diese
und einige weitere Parameter beeinflussen die Sekretion des Initiatorenzyms Renin,
das hauptsachlich in granulierten Zellen des juxtaglomeruldren Apparates der
afferenten Arteriolen synthetisiert wird ®. Als Aspartatprotease katalysiert es die
Spaltung des Preprohormons Angiotensinogen Uberwiegend hepatischen Ursprungs.
Das entstandene, biologisch inaktive Decapeptid Angiotensin | wird durch
proteolytische Abspaltung zweier weiterer Aminosauren durch das Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) zum Octapeptid Angiotensin Il. Wichtigster Rezeptor fur
Ang Il ist der Angiotensinrezeptor Subtyp 1 (AT1). In Nagern konnten zwei, zum
Grol3teil homologe, Isoformen des AT1 identifiziert werden: Der dominante AT1A- und
der AT1B-Rezeptor, dessen Expression sich im Wesentlichen auf endokrine Gewebe
beschrankt ©),

Angiotensin Il fungiert Uber diese AT1-Rezeptoren als Mediator der zahlreichen
klassischen Effekte des kanonischen RAAS. Dazu z&hlen vor allem Vasokonstriktion,
gesteigerte proximaltubulare Natriumretention und die Sekretion von Aldosteron aus
der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde mit konsekutiver renaler
Natriumresorption Uber epitheliale Natriumkandle (ENaC) in Sammelrohr und
Verbindungstubulus ©®-(1), Des Weiteren bewirkt Ang Il im Hypothalamus behaviorale
Anderung des Individuums durch Salzhunger und Durstgefiihl ®. Insgesamt fiihren
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diese Mechanismen zu einer Erhdéhung des systemischen Blutdrucks und des
Extrazellularvolumens sowie angehobenen Plasmanatriumspiegeln ),

Neben diesen wichtigen endokrinen Funktionen des kanonischen RAAS existieren
zahlreiche parakrine und auto- bzw. intrakrine Effekte, die mafR3geblich den lokalen
Zellstoffwechsel beeinflussen ©). Zentraler Mediator ist hierbei wiederum Angiotensin
II, das in vielen Geweben Uber AT1-Rezeptoren proliferative und profibrotische
Wirkungen vermittelt. Auf3erdem ist es durch Hemmung der Fibrinolyse an der
Entstehung thrombotischer Ereignisse beteiligt, trdgt zur Entwicklung einer
Insulinresistenz bei und férdert die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Dadurch ist
das lokale kanonische RAAS mit der Genese multipler Erkrankungen, beispielsweise
endothelialer Dysfunktion oder Fibrose und Remodelling in diversen Organen

assoziiert ¢ 9-13),

1.2 Das nicht-kanonische Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das nicht-kanonische Renin-Angiotensin-Aldosteron-System stellt einen funktionellen
Gegenspieler zur klassischen Ang I1I-AT1-Rezeptor Achse dar. Die zentrale
Komponente dieses Systems ist das Enzym ACE2. Als Zink-Metalloprotease
katalysiert es hauptsachlich die Abspaltung einer Aminosaure vom Octapeptid
Angiotensin Il und antagonisiert somit samtliche Wirkungen des zentralen Mediators
des kanonischen RAAS (%), Das Produkt dieser proteolytischen Reaktion ist Ang(1-7),
welches durch Interaktion mit dem G-Protein gekoppelten Mas-1-Rezeptor
zusatzliche, zum klassischen System gegensinnige Effekte vermittelt. Diese sind im
Wesentlichen  antifibrotischer,  antiinflammatorischer,  antiproliferativer  und
vasodilatativer Art, was protektive Wirkungen auf mehrere Organsysteme zur Folge
hat (10, 15—17)_

Alternative Wege zur Ang(1-7)-Synthese bestehen in der ACE-katalysierten
Transformation von Ang(1-9), welches durch ACE2-vermittelte Proteolyse aus dem
Decapeptid Angiotensin | hervorgeht, oder durch Umwandlung von Ang | und Il durch
diverse Peptidasen, wie Neprilysin, Prolyloligopeptidase oder Thimet Oligopeptidase,
um nur einige zu nennen (18 19 Neben Mas-1 existieren noch weitere Rezeptoren, die

dem nicht-kanonischen RAAS zugeordnet werden: Der AT2-Rezeptor mit seinem
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Hauptliganden Ang(1-9) und der Mas-related G protein-coupled receptor D (MrgD),
der das decarboxylierte Ang(1-7)-Derivat Alamandin bindet (2. 20),

Angiotensin 1 (1-10)

e®:"s"e®=0® [

Angiotensin (1-9)

Asin I8) -
\
L

/

Vasokonstriktion Inflammation Vasodilatation antiinflammatorisch
Fibrose Thrombose antifibrotisch antithrombotisch
Proliferation Oxidativer Stress antiproliferativ NO-Freisetzung

Abbildung 1: Schematische Ubersicht tiber den kanonischen (links) und den nicht-kanonischen
(rechts) RAAS-Pathway.

Eine genauere Beschreibung der gezeigten enzymatischen Kaskaden findet sich unter 1.1 und 1.2 im
Text. Abbildung frei modifiziert nach (10).
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1.3 Struktur und Funktion des Angiotensin Converting Enzyme 2

ACE2 wurde im Jahr 2000 als erstes zu ACE homologes Protein im Herzmuskel einer
Patientin mit dilatativer Kardiomyopathie entdeckt ). Mittlerweile konnte es in einer
Vielzahl anderer Organe und Zelltypen nachgewiesen werden, wobei etliche
ambivalente Untersuchungsbefunde zur Lokalisation des ACE2 existieren.
Hauptexpressionsorte in humanem Gewebe scheinen allerdings die Niere und der
Gastrointestinaltrakt zu sein % 22), In einigen Organen ist wahrend der Fetalperiode
eine erhohte Abundanz zu beobachten, was fur einen Einfluss des ACE2 auf die
Ontogenese sprechen konnte @3,

Das zugehorige Gen hat seinen Locus auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms und
codiert fur ein ca. 120 kDa schweres Glykoprotein aus 805 Aminosauren mit einer N-
terminalen Zink-Metallopeptidase- und einer C-Terminalen Transmembrandoméne @4
25), Das dem Peptidaseelement inharente katalytische Zentrum befindet sich in einer
tiefen taschenahnlichen Struktur, die von zwei, durch eine a-Helix verbundene,
Subdoméanen begrenzt wird ?®), Dieser proteolytisch aktive Anteil weist eine 42
prozentige Homologie zu ACE auf, wahrend die Transmebrandomane zu ca. 48% dem
Protein Collectrin entspricht 3, Als Enzymsubstrat kommen, neben Ang Il und
anderen Angiotensinderivaten, weitere, unter anderem vasoaktive Peptide, wie
Dynorphin A (1-13), Apelin-13 oder des-Arg(9)-Bradykinin, in Frage 7).

Bei Collectrin handelt es sich um ein renales Protein, das den membranstandigen
Aminosauretransporter BOAT1 stabilisiert und dadurch eine adaquate Resorption aus
dem Primarharn gewahrleistet. Die C-terminale Membrandoméane des ACE2 &hnelt
diesem Protein nicht nur strukturell, sondern vermittelt auf die gleiche Weise die
intestinale Aminosaureaufnahme. Bei ACE2-defizienten Mausen manifestiert sich
dieser Funktionsverlust in der sogenannten Hartnup-Krankheit, die mit partiellem
Aminosauremangel einhergeht. Insbesondere betroffen ist dabei die essentielle
Aminosaure Tryptophan, die den Startpunkt im Serotoninstoffwechsel darstellt 14 28),
Neben der membranstandigen Form existiert ACE2 aufRerdem als |6sliche Variante.
Diese entsteht durch Proteolyse des Enzyms durch die Tumornekrosefaktor a-
Konvertase (ADAM17) (29, 30). Der kleinere C-terminale Teil verbleibt dabei in der
Membran, wéhrend der gro3ere als I6sliche Komponente in den extrazellularen Raum
Ubergeht. Das Molekulargewicht dieser abgespaltenen Ektodomane gestaltet sich

variabel, was mehrere mogliche Angriffspunkte der ADAM17 an ACE2 nahelegen
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konnte 1. Bei diesem konstitutiv stattfindenden Prozess, der als Ectodomain
Shedding bezeichnet wird, bleibt die Peptidaseeigenschaft des loslichen ACE2

erhalten (29.30.32)

Ace2 [ I [ HEmGH ]

ACE | | HEMGH | | HEMGH |

Collectrin

EZ V4

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Angiotensin Converting Enzyme 2 und den
teilhomologen Proteinen ACE und Collectrin.

EZ: extrazellular, 1Z: intrazellular, HEMGH: Zink bindendes katalytisches Zentrum, hellgriin: ADAM17-
Spaltstelle, rot: SARS-CoV-Bindestellen. Abbildung frei modifiziert nach (14).

1.4 Mas-1- und AT2-Rezeptor

In den nachfolgenden Versuchen wurden neben ACE2 vor allem die beiden
wichtigsten Ang(1-7)-Rezeptoren Mas-1 und AT2 betrachtet.

Mas-1 wurde bereits einige Jahre vor ACE2 als Protoonkogen entdeckt, jedoch erstim
Jahr 2003 als Ang(1-7)-Rezeptor identifiziert 3. Es handelt sich dabei um einen aus
325 Aminosauren bestehenden G-Protein gekoppelten Rezeptor mit sieben
Transmembrandoméanen in Form von a-Helices, der seine Wirkungen (Abb. 1)
allerdings wahrscheinlich nur nachrangig Uber sein G-Protein vermittelt. Die genauen
Signaltransduktionsmechanismen sind nicht abschlieBend geklart 8 34, Vermutlich
spielen die Mas-vermittelte Freisetzung von Arachidonséure und deren Derivaten, die
Aktivierung des PI3K/Proteinkinase B-Signalwegs und die Inhibition der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies durch Nox2 eine Rolle (1. 33 35 36)  AyRerdem hetero-
oligomerisiert Mas mit dem AT1-Rezeptor und inhibiert auf diese Weise die Ang Il
vermittelten Effekte ©7). Weitere in der Diskussion stehende Signalwege werden in
Abb. 3 thematisiert. Der Mas-Rezeptor wird hauptséchlich in Gehirn und Hoden
exprimiert, tritt aber auch in Herz, Niere und GefaRen in Erscheinung ©%. Die
Abundanz in weiblichen Individuen ist dabei durch den Ostrogeneinfluss gesteigert 9.
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Der Angiotensin Il Rezeptor AT2 ist ein weiterer wichtiger Mediator im nicht-
kanonischen RAAS. Es handelt sich dabei um einen auf dem X-Chromosom codierten
41kDa schweren G-Protein gekoppelten Rezeptor, bestehend aus 363 Aminoséauren,
der lediglich 34% Homologie zum AT1-Rezeptor aufweist. Wahrend er in der
Fetalperiode in vielen Organen eine starke Expression aufweist, tritt AT2 im gesunden
adulten Organismus nur noch in wenigen Geweben und in niedrigerer Auspragung auf
(40,41 Als Ligand fungieren neben Ang Il sowohl Ang(1-7) als auch Ang(1-9) “243), Der
AT2-Rezeptor unterscheidet sich nicht nur strukturell immens vom AT1, sondern
vermittelt auch funktionell antagonistische Wirkungen. Dazu zahlen ahnlich wie bei

Mas vasodilatative, proapoptotische, antiproliferative und antiinflammatorische Effekte
(12),

Angiotensin 1-9/1-7 Bradykinin 1-9 Angiotensin 1-7 Alamandine

9 o @ @ oyL J
AT2
AT1 AT2 AT2 B2R Mas ATA MRGD)
Kga 31
— ‘ > — Uu Y w—

Y
‘5“ L J
e | (o) (r ) () e | f | [J’j
Gr) [ow] e

-
* 1 'ﬁ ‘L_- v i
NFAT  |<t u RCE] EKD

Y PLZF l— 85a \'4
NFAT

— i

L

Cardiac hypertrophy ]

\'4 l y V

[ Protein synthesis] [ Cardioprotection ] [ Vasodilatation ] [ Diuresis ] [ Fibrosis

\'4

— L

Abbildung 3: Darstellung verschiedener Signalwege der Rezeptoren des kanonischen und nicht-
kanonischen RAAS.

AT1: Angiotensinrezeptor Subtyp 1, AT2: Angiotensinrezeptor Subtyp 2, B2R: Bradykininrezeptor B2,
Mas: Mas-Rezeptor, MRGD: Mas-related g-protein-coupled receptor D, Kca3.1: Calcium-abhangiger
Kaliumkanal, AC: Adenylatcyclase, cAMP: Zyklisches AMP, PKA: Proteinkinase A, Nox2: NADPH-
Oxidase 2, ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, DUSP: Dual-spezifische Phosphatase, p38 MAPK: p38
Mitogen-aktivierte Proteinkinase, ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase 1 und 2, SMAD2/3:
mothers against decantaplegic homologue 2 und 3, SHP1: Src homology region 2 domain-containing
phosphatase 1, NHE: Na*/H*-Austauscher, CaMKIl: Calcium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il,
ANP: Atriales natriuretisches Peptid, PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase, AKT: Proteinkinase B, eNOS:
Endotheliale NO-Synthase, NO: Stickstoffmonoxid, cGMP: Zyklisches GMP, NFAT: nuclear factor of
activated T cells, PLZF: Promyelotisches Zinkfingerprotein, p85a: p85a, p70S6K: Ribosomale Protein-
S6-Kinase, MKP1: Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Phosphatase. Pfeile symbolisieren aktivierende
Effekte, Querbalken inhibierende Effekte. Abbildung frei modifiziert nach (44).
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1.5 Die Rolle des nicht-kanonischen RAAS in diversen

Organsystemen

1.5.1 Kardiovaskulares System

Samtliche Komponenten des nicht-kanonischen RAAS konnten bereits im
kardiovaskularen System nachgewiesen werden. ACE2, Mas und AT2 wurden
beispielsweise in Kardiomyozyten, Endothelzellen, glatter Gefalmuskulatur, und
kardialen (Myo-)Fibroblasten detektiert > 12 34 45 Angesichts der ambivalenten
Ergebnisse verschiedener Untersuchungen ist es allerdings schwierig, eine genaue
Lokalisation vorzunehmen. Ebenso heterogen gestalten sich die Beobachtungen
hinsichtlich des nicht-kanonischen RAAS in pathologischen Zustdnden und ACE2-
Defizienzmodellen.

Etliche Forschergruppen konnten eine Erh6éhung der kardialen ACE2-Level im
Rahmen verschiedener Erkrankungen des Herzens, darunter Herzinsuffizienz,
(post-)ischamische Zustande oder dilatative Kardiomyopathie, feststellen. Da die
Genese und Progression vieler dieser Pathologien mit der Ang IlI/AT1R-Achse
assoziiert zu sein scheinen, sprechen diese Beobachtungen fur einen
Kompensationsmechanismus ? 4%, Diese Vermutung wird unter anderem durch die
Tatsache gestutzt, dass eine Uberexpression von ACE2 die Entstehung von
Herzhypertrophie und ventrikularem Remodeling durch Ang II-Infusion abmildert und
die Kollagensynthese in kardialen Fibroblasten hemmt ¢ 47 Des Weiteren wirkt die
ACE2/Ang(1-7)-Achse mit ihren Rezeptoren Mas-1 und AT2 durch die Stabilisation
der Gefaldintima, der reduzierten Bildung atherosklerotischer Plaques und ihren
antioxidativen Eigenschaften endothelialer Dysfunktion entgegen, welche eine der
Hauptursachen ischamischer Ereignisse darstellt (18 25.34.44) Einige Untersuchungen
beschreiben im Kontrast dazu verminderte ACE2-Level in pathologischen Zustanden
des Herzens @. Ursache hierfir konnten die erhohten Ang II-Spiegel in erkranktem
Herzgewebe sein, welche das bereits beschriebene Ectodomain Shedding des ACE2
durch ADAM17 stimulieren “®. Da die I6sliche Variante des Enzyms ihre
Peptidaseeigenschaft behélt, ware eine kompensatorische Funktion in diesem Fall
dennoch denkbar. Im Tiermodell konnte beispielsweise beobachtet werden, dass die
systemische Applikation von rekombinantem ACE2 die ventrikulare Funktion

verbessern kann 9,
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In ACE2-defizienten Nagern konnte verminderte Myokardkontraktilitat, erhohte Ang Il-
Level im Herzgewebe und im Plasma sowie gesteigerte Transkription Hypoxie-
assoziierter Gene nachgewiesen werden, wenngleich diese Ergebnisse nur
eingeschrankt reproduzierbar waren @ 59 Ahnliche Resultate ergaben
Untersuchungen an Mas-Knockoutmodellen ®b),

Insgesamt scheint ACE2 also eher kardioprotektive Eigenschaften zu besitzen und
sich positiv auf die Herzleistung auszuwirken. Analoge Beobachtungen konnten in
Bezug auf die beiden Rezeptoren Mas-1 und AT2 gemacht werden (4 44),

Die Uberaktivitat des kanonischen RAAS und damit einhergehende gesteigerte Ang Il-
Level spielen eine wichtige Rolle in der Genese arterieller Hypertonie. In hypertensiven
Nagern konnte zusatzlich eine verminderte Aktivitat des ACE2 gemessen werden (12),
In ACE2-defizienten Mausen zeigten sich je nach genetischem Hintergrund zwar meist
keine oder nur mild erhdhte basale Blutdruckwerte im Vergleich zum Wildtyp, die
allerdings bei Ang ll-Infusion wesentlich starker anstiegen. Dies legt nahe, dass das
nicht-kanonische RAAS vor allem bei pathologischer Uberaktivitat der kanonischen
Systemachse an der Regulation des systemischen Blutdrucks beteiligt ist 9. Ahnliche
Resultate lieferten Untersuchungen an Mas-Knockoutmodellen ©4- Bei ACE2-
Uberexpression in Ratten traten dagegen verminderte Blutdruckwerte auf 2. Diese
Beobachtungen eroffnen unter Umstanden neue Moglichkeiten der antihypertensiven
Therapie in Form von teilweise bereits existierenden ACE2-Enhancern oder Mas-
Rezeptor-Agonisten (2 52) Interessanterweise steigt die ACE2-Expression unter der
Einnahme bereits etablierter AT1-Rezeptorblockern und ACE-Inhibitoren, die
gleichzeitig keinen Einfluss auf die ACE2-Aktivitat besitzen. Dies kdnnte zusatzlich zur
antihypertensiven und kardio- und nephroprotektiven Wirkung beitragen (9 12),

1.5.2 Niere

In der Niere treten hauptsachlich ACE2 und der Mas-Rezeptor als wichtigste
Komponenten des nicht-kanonischen RAAS auf. Aufgrund vieler verschiedener
Untersuchungen unterschiedlichster Spezies und Methoden mit ambivalenten
Ergebnissen ist eine zuverlassige Lokalisation des Enzyms und der zugehérigen

Rezeptoren nur schwer vorzunehmen. Wahrend beispielsweise die Beobachtungen in
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Mausen hinsichtlich der Expression von ACE2 im proximalen Tubulus weitgehend
Ubereinstimmen, wird die genaue Proteinverteilung entlang des restlichen Nephrons
kontrovers diskutiert 53-57),

Ebenso unterschiedlich gestalten sich die Resultate zu Untersuchungen des ACE2 in
diversen renalen Schadigungsmodellen, da sowohl eine erhéhte als auch verminderte
Expression beobachtet werden konnten. Insgesamt spricht der Grof3teil der Studien
allerdings eher fir eine Erniedrigung der ACE2-Level bei verschiedenen
Nierenerkrankungen, darunter beispielsweise diabetische und hypertensive
Nephropathie @9 55 56)  Grund hierfur kénnte unter anderem das gesteigerte
Ectodomain Shedding sein, das durch Glucose im Primarharn zusatzlich stimuliert wird
(1), Das resultierende ACE2 im Urin konnte kiinftig als diagnostischer Marker bei
Diabetes fungieren 19, Teilweise konnte vor dem Abfall der Enzymexpression eine
initiale Steigerung gemessen werden, was eine Erklarung fur die amibivalenten
Ergebnisse sein kdnnte. Diese Steigerung ist moglicherweise Ausdruck fir einen
frthen Kompensationsmechanismus im Falle einer Nierenerkrankung @9. In
Ubereinstimmung damit steht die Beobachtung, dass die Applikation von
rekombinantem ACE2 Manifestationen renaler Schadigung, etwa in Form von
Albuminurie bei diabetischer Nephropathie, abmildern kann ©8. Als zusatzlich
nephroprotektiver Mechanismus konnte mittlerweile gezeigt werden, dass ACE2
positiv mit der Glukosetoleranz bei diabetischer Stoffwechsellage in Verbindung steht
und der Entwicklung einer Insulinresistenz entgegenwirkt (¢ 59,

Die Reduktion der ACE2-Expression bei diversen Erkrankungen der Niere kdnnte
einen wesentlichen Faktor bei deren Genese darstellen, wie ACE2-Null-Modelle
nahelegen. Beispielsweise aggraviert ACE2-Defizienz in Akita-Mausen die Ang II-
vermittelte Nierenschadigung ©9. In Mas-Knockoutmausen tritt diese sogar spontan

auf und &uRert sich in Form einer Mikroalbuminurie 1),

1.5.3 Leber

Sowohl ACE?2 als auch der korrespondierende Rezeptor Mas-1 konnten in gesundem
Lebergewebe nachgewiesen werden 2. ACE?2 tritt dabei im Endothel, Gallengéangen
und Hepatozyten in Erscheinung ©3. In humaner zirrhotischer und Hepatitis C-

infizierter Leber sowie in Fibrosemodellen an Nagern wurde eine erhdhte Expression
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von ACE2 und Mas beobachtet (¢3-66) was wiederum einen kompensatorischen
Mechanismus gegen den Ang llI-vermittelten hepatischen Schaden darstellen konnte
(67-69), Diese Vermutung stimmt mit den Beobachtungen verschiedener Arbeitsgruppen
uberein, die belegen konnten, dass die Applikation oder Uberexpression von ACE2
oder Ang(1-7) die Leberschadigung abmildern konnten (%73 Neben den
therapeutischen Perspektiven kénnte dem nicht-kanonischen RAAS kiinftig auch eine
Bedeutung in der Diagnostik diverser Lebererkrankungen zukommen, da beobachtet
werden konnte, dass die systemischen Ang(1-7)-Spiegel in manchen pathologischen
Zustanden mit der Schwere der hepatischen Schadigung korrelieren ©6), Des Weiteren
konnte sich auch ACE2 als prognostischer Marker eignen. Beim hepatozellularen
Karzinom, das sich haufig aus der Prakanzerose Leberzirrhose entwickelt, scheinen
hohere ACE2-Level mit einer verlangerten Lebensdauer assoziiert zu sein (4. Eine
Inhibition des Tumorwachstums und —angiogenese sowie der Metastasierung durch
ACE2 konnte bereits bei anderen Neoplasien, wie Karzinomen der Mamma, der

Prostata und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden (">-77),

1.5.4 Zentrales Nervensystem

Alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten Komponenten des nicht-kanonischen
RAAS konnten bereits zuvor im Gehirn verschiedener Spezies nachgewiesen werden
(38,78, 79)  ACE2 zeigte in den meisten Untersuchungen eine ausgepragte Expression
im olfaktorischen System. Des Weiteren tritt es in der Substantia nigra, dem Plexus
choroideus der Ventrikel und einigen weiteren Arealen in Erscheinung, wenngleich die
Beobachtungen wiederum teilweise ambivalent waren (78 80-82). Hinsichtlich Mas-1
scheint das Gehirn Ort der héchsten Abundanz zu sein @8, die genaue Lokalisation
wird ebenfalls kontrovers diskutiert.

Funktionell ist das nicht-kanonische RAAS offenbar an der Blutdruckregulation im
Hypothalamus beteiligt. An ACE2-Uberexpressionsmodellen konnte gezeigt werden,
dass das Enzym die zentralen Ang II-Spiegel erniedrigt und die NO-Produktion steigert
und dadurch neurogen antihypertensive und sympatholytische Effekte vermittelt ©3),
AulRerdem scheint das nicht-kanonische RAAS protektiv gegentber ischdmischen
Hirnschaden und Neuroinflammation durch Verminderung des oxidativen Stresses zu

wirken (84-86),
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Andere Untersuchungen legen nahe, dass ACE2 und Mas essentielle Faktoren fir die
kognitiven und emotionalen Fahigkeiten darstellen. Daflir sprechen Beobachtungen
an ACE2- und Mas-defizienten Nagern, bei denen behaviorale Verdnderungen,
kognitive Defizite und gestorte Lern- und Gedachtnisprozesse auftraten (67-90),

1.5.5 Lunge

Seitdem bekannt wurde, dass beide aerogen uUbertragbare humanpathogene SARS-
Co-Viren mitunter ACE2 als Entry-Rezeptor nutzen, gibt es intensive investigative
Bestrebungen, diesen genauer zu lokalisieren ©3, Mittlerweile konnte das Enzym im
gesamten humanem Respirationstrakt nachgewiesen werden, angefangen bei
Epithelien der Mundhohle, (ber das Flimmerepithel in Nasopharynx und
Bronchialsystem, bis hin zu den alveolaren Pneumozyten. Den Hauptexpressionsort
scheinen dabei Typ 2 Pneumozyten darzustellen (1. 22,92, 93),

Das kanonische RAAS ist, &hnlich wie in anderen Organen, mit der Pathogenese
pulmonaler Erkrankungen assoziiert ©4 %), Erhohte Ang II-Spiegel kénnen sowohl in
tierischen Schadigungsmodellen als auch in Patienten, beispielsweise bei RSV-
Infektion, festgestellt werden ©6.97) | Hierbei konnte die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Rezeptor-
Achse als protektiver Antagonist fungieren. Diese Vermutung legen Beobachtungen
nahe, im Rahmen derer pulmonale Schadigung und ARDS durch rekombinantes ACE2
und Ang(1-7) abgemildert werden konnten ©7-99)  ACE2-Defizienz hingegen

verschlechtert das Outcome in diversen ARDS-Modellen (100),
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1.6 ACE2 und SARS-CoV-2

Von aktuellem Interesse ist vor allem die Rolle des ACE2 im Entry-Mechanismus der
SARS-Coronaviren. Bereits wahrend der SARS-Pandemie 2002/2003 konnte das
membranstandige Enzym als Virusrezeptor identifiziert werden %1, Die SARS-Viren
binden bei Infektion mit ihrer Rezeptor bindenden Domane des Spike-Glykoproteins
an ACE2 und penetrieren in Folge dessen die Zielzelle (02 Bei diesem
Andockmechanismus sind aul3erdem diverse Praaktivatoren der Wirtszelle,
insbesondere TMPRSS2 und Furin, beteiligt, die das Spike-Protein vor
Rezeptorinteraktion glinstig modifizieren (103),

Des Weiteren induziert der Entry-Prozess der SARS-Coronaviren das ADAM17
vermittelte Ectodomain Shedding des ACE2. Ob dieser Mechanismus dem Erreger die
Zellpenetration erleichtert oder erschwert, wird kontrovers diskutiert, ebenso ob eine
Infektion die ACE2-Expression in netto steigert oder mindert (94 104-107),

Obwohl SARS-CoV-2 Uber den Respirationstrakt in Organismus gelangt und sich
Covid-19 primér in den Atemwegen und pulmonal manifestiert, imponieren vor allem
schwerere Falle als Multisystemerkrankung. Ursache hierflr kénnten unter anderem
die oft beschriebene Downregulation des ACE2 und in Folge dessen hohere Ang II-
Level sein. Diese Uberaktivitat des kanonischen RAAS induziert in vielen Geweben
oxidativen Stress, wirkt proinflammatorisch und prothrombotisch und kdnnte so an der
Genese der Schadigung verschiedener Organsysteme bei Covid-19 beteiligt sein %
108).

Ein weiterer Pathomechanismus steht eventuell mit dem Kinin-Kallikrein-System in
Verbindung. Auch dieses System besteht aus zwei Achsen: Bradykinin (BK) vermittelt
eher protektive Effekte, wie Vasodilatation, und antagonisiert thrombotische Vorgange.
Andere  Bradykininderivate (DEABK und LDEABK) wirken hingegen
proinflammatorisch und tragen zur Gewebsschadigung bei. Wahrend ACE BK
inaktiviert, verhindert ACE2 die Interaktion von DEABK und LDEABK mit ihrem
Rezeptor. Durch die Aktivierung des kanonischen RAAS wird auch das Kinin-
Kallikrein-System in Richtung des prothrombotischen, proinflammatorischen Armes
beeinflusst (199, Die Hyperkoagulabilitat ist ein zentrales Problem bei schwer
erkrankten Covid-19-Patienten. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass diese, neben
den genannten Mechanismen, durch direkte Interaktion des Virus mit ACE2 auf der

Thrombozytenoberflache zustande kommt (110),
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Eine direkte Infektion extrapulmonaler Gewebe, beispielsweise der Niere oder des
Gehirns, ist wahrscheinlich, allerdings nur teilweise in vivo nachweisbar. Dies kdnnte
eine weitere Ursache der Dysfunktion multipler Organsysteme, wie Nierenversagen
oder olfaktorische Missempfindungen, bei Covid-19 darstellen (111-114),

Interessanterweise ist eine Infektion mit SARS-CoV-2 bei Wildtyp-Mausen nicht
maoglich. Grund hierfur ist die niedrige Affinitat des Spike-Proteins gegeniber murinem
ACE2 (19, F{r investigative Zwecke wurden deshalb transgene Mause entwickelt, die
humanes ACE2 exprimieren und so mit SARS-CoV-2 infiziert werden konnten.
Covid-19 manifestiert sich in diesen Tieren auf &hnliche Weise wie im Menschen,
beispielsweise in Form von interstitieller Pneumonie, Neuroinfektion, Vaskulitis,

Zytokinfreisetzung, etc. und verlauft in vielen Fallen letal 115-117),
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1.7 Zielsetzung der Dissertation

ACE2 ist mit seinen beiden korrespondierenden Rezeptoren Mas-1 und AT2 ein
essentieller Regulator des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Die beiden Arme
des RAAS stehen in einem empfindlichen Gleichgewicht zueinander, das an der
Aufrechterhaltung vieler physiologischer Funktionen im Organismus malfigeblich
beteiligt ist.

Im Rahmen der Genese und Progression etlicher Erkrankungen kommt es zu einer
Uberaktivitat der kanonischen Systemachse, welche sowohl systemisch als auch lokal
im Gewebe nachteilige Effekte vermittelt. In diesen pathologischen Zustanden fungiert
das nicht-kanonische RAAS als zentraler Mediator protektiver antagonistischer
Effekte. Kiinftig kdnnten seine Komponenten deshalb eine wichtige Rolle in klinischen
Therapie- und Diagnoseverfahren einnehmen, etwa bei arterieller Hypertonie,
Herzinsuffizienz, ischamisch-thrombotischen Ereignissen, fibrotisch-degenerativen
und neoplastischen Organverdnderungen und nicht zuletzt Infektionskrankheiten wie
Covid-19.

Trotz der intensiven biomedizinischen Forschung hinsichtlich des ACE2 seit seiner
Beschreibung als SARS-CoV-2-Rezeptor zeigt die Datenlage bezlglich der
Lokalisation des Enzyms in verschiedenen Organen ein auf3erst heterogenes Bild. Da
der Expressionsort und die Funktionalitéat eines Proteins eng miteinander verknupft
sind, ist es von grof3em Interesse, mehr tber seine genaue Organ- und Zellverteilung
zu erfahren.

Ziel dieser Dissertation ist es, das Schlisselenzym des nicht-kanonischen RAAS
ACE2 gemeinsam mit seinen beiden korrespondierenden Rezeptoren Mas-1 und AT2
und seinem kanonischen Analogon ACE in ausgewahlten Organen naher zu
lokalisieren. Dabei kamen die vorab beschriebenen Gewebe Herz, Niere, Leber, Lunge
und Gehirn zum Einsatz. Als zentraler endokriner Regulator der Blutdruckverhaltnisse
und der autonomen Korperfunktionen war zusatzlich die Nebenniere Gegenstand der
Betrachtung.

Wahrend die bisherigen Untersuchungen zu diesem Thema meist nur auf mRNA-
Ebene oder Proteinebene getrennt voneinander stattfanden, sollte im Rahmen dieser
Arbeit eine parallele Betrachtung und Gegenuberstellung erfolgen. Hierzu dienten
einerseits RNA-analytische Methoden und andererseits Proteindetektionsverfahren,

die im Folgenden genauer erlautert werden.
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat
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Hersteller

Chemidoc™ Touch Imaging System

Computer
Eismaschine

Elektrophorese-Netzteil

ELISA-Reader

Feuchtekammer

Filtersets
Cy2-Filter
Cy3-Filter
Cyb5-Filter
DAPI-Filter

Fluoreszenzlampe
Gelelektrophorese-System
Homogenisator (RNA-Analyse)
Homogenisator (Protein-Analyse)
Kamera

Magnetrthrer

Mikroskop

Mikrotom

Mikrowelle
Multipette® plus
PCR-Gerate

Perfusionspumpe

Photometer

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Dell, Intel Core i7, NVIDIA GeForce
GTX1080 8 GB

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen

EPS 3501, Amersham Pharmacia Biotech,
Amersham, UK

Ao Microplate Reader, Azure Biosystems,
Dublin, USA

Gies, Niederaula

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena
Filter set 43, Zeiss, Jena
Filter set 50, Zeiss, Jena
Filter set 49, Zeiss, Jena

Colibri 7, Zeiss Jena

Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA

Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen

Bandelin Sonopuls, Bandelin electronic,
Berlin

AxioCam 506 mono, Zeiss, Jena

IKA-Combimag RCT, IKA, Staufen im
Breisgau

Axio Observer.Z1, Zeiss, Jena
Rotationsmikrotom RM2265, Leica, Wetzlar

Sharp, Osaka
Eppendorf, Hamburg
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim

323, Watson Marlow, Wilmington, England

NanoDrop 1000, Peglab, Erlangen




Pipetten

Reinwasseranlage
RNAscope® Warmeofen

Schuttler
Steamer, Typ 3216

Thermoblockcycler

Thermomixer compact
pH-Meter
Vortexgerat

Warmeschrank

Waagen

Wasserbader

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt
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Pipetman P2, P10, Gilson, Middleton, USA
Finnpipette Thermo Labsystems (5-50ul, 20-
200ul, 200-1000ul), Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts

MilliQ Plus PF, Millipore, Schwalbach

HybEZ Oven, Advanced Cell Diagnostics,
Hayward, USA

Shaker Dos-10L, neolLab, Heidelberg

Braun, Neu-Isenburg

Fast Gene Ultra Cycler Gradient, Nippon
Genetics, Diren

Eppendorf, Hamburg
pH 50 set, Roth, Karlsruhe
Genie 2, Scientific Industries

Memmert, Schwabach

sartorius-Waage 1502, IKA, Darmstadt
Feinwaage ABT 120-5DM, Kern, Balingen-
Frommern

Aqualine AL12, Lauda, Lauda-Konigshofen
1083, GFL, Burgwedel

Kihlzentrifuge, VWR, Radnor, USA
Zentrifuge 5424, Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge, neoLab, Heidelberg
Plattenzentrifuge, Hermle Z300

Hersteller

Blotting Papier

Chemilumineszenz-Filme Amersham

Hyperfilm™ ECL
Deckglaschen

Einmalwiegeschalen

Faltenfilter (Sartorius)

Fettstift ImmEdge™ hydrophobic barrier

Pen (FISH)

Fettstift Liquid Blocker, PAP-Pen-Mini,
Liquid-Repellent Slide Marker Pen (IF)

Filterpapier

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

GE Healthcare Limited, Little Chalfont,
UK

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fisher Scientific, Waltham, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Science Services, Miinchen

Schleicher & Schuell, Dassel
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Gewebe-Einbettkassetten Roth, Karlsruhe
Glaswaren Roth, Karl;ruhe
Schott, Mainz
Glas-Pasteur-Pipetten 150mm VWR, Radnor, USA
Handschuhe Roth, Karlsruhe
Mikrotomklingen Feather Microtome Blade (Stainless
Steel) R35
Multiwellplatten 96er Sarstedt, Numbrecht
Multiply® - Pro GefaR 0,2 ml Sarstedt, Numbrecht
Nitrocellulosemembran (& 0,45 pm) Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Objekttrager, Superfrost Plus Menzel, Braunschweig
Parafilm (Nescofilm) Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter) Greiner Bio-One. Erickenhausen

Pipettierhelfer accu-jet pro Brand, Wertheim

Reagiergefafe 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 mi Sarstedt, Nimbrecht
ReagiergefalRe 13 ml, 15 ml, 50 ml Sarstedt, Numbrecht
Reagiergefall 50 ml (Cellstar Tubes) Greiner Bio-One, Frickenhausen
ReagiergefalRe 2 ml Nerbe plus, Winsen
Serologische Pipetten 10 ml, 20 ml Nerbe plus, Winsen

Stabpipette 25ml (Cellstar) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Silikonkautschuk Gief3formen Roth, Karlsruhe

Western Blot-Gele Mini-PROTEAN TGX

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Gels

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller

Azur Il Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Borax (NazB4O7 x 10 H20) Merck, Darmstadt

Bovine Serum Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe

Chloroform Merck, Darmstadt

Dulbecco’s PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Eindeckmedium ProLong Gold (FISH) Thermo Scientific, Waltham, USA



Eindeckelmedium Glycergel mounting
medium (IF)

Entwicklerlosung (G153)

Ethanol p.a.
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
First-Strand Buffer, 5x
Fixiererlosung (G354)
Formaldehyd-LAdsung (mind. 37%)
Glycerin 87%

Glycin

HCI 1N

Horse serum

Imidazol
Isofluran
Isopropanol p.a.
K2HPO4 x 3 H20
KH2POa4

Leupeptin Proteaseinhibitor

Lightcycler® 480 SYBR Green Master
PCR Kit

Magermilchpulver Blotting Grade
Blocker

Methanol

Methylenblau

M-MLV Reverse Transkriptase, 200 U/ul
NacCl

NaH2PO4

Na2HPO4

NaOH 1N

Natriumdodecylsulfat

Oligo(dT)as Primer, 0,5 ug/pl
Paraformaldehyd

Paraplast-Plus Paraffin

PCR Nucleotide Mix (dNTP, 2,5 mM)

Pefabloc® SC Protease-Inhibitor
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Dako Cytomation, Glostrup, Danemark

Agfa, Mortsel, Belgien
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Agfa, Mortsel, Belgien

Merck-Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Labochem international, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Gibco, Life technologies, Grand Island,

USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Baxter, UnterschleiRheim

Fisher Chemical, Loughborough, UK

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roche, Mannheim

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Promega, Mannheim

VWR, Radnor, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim



Pierce® ECL Western Blotting Substrate
Pierce® BCA Protein Assay Kit

Ponceau S Solution

Precision Plus Protein Dual Color

Standards

RNAscope® H202 & Protease Plus
Reagents

RNAscope® Multiplex Fluorescent
Detection Reagents

RNAscope® Multiplex TSA® Buffer
RNAscope® Target Retrieval Reagent

RNAscope® Wash Buffer (50x)

Saccharose
TriFast™-Reagenz
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

TWEEN® 20

Opal™ Fluorophore Reagent Packs
(Opal 570, Opal 690)

Xylol

2.1.4 Puffer und Lésungen
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Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA
Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA
Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
VWR, Radnor, USA
Affymetrix, Cleveland, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Akoya Biosciences, Marlborough, USA

Honeywell, Morris Plains, USA

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien fir die nachstehenden

Puffer und Losungen in Reinstwasser (Milli-Q-Wasser) geldst. Die pH-Titration erfolgte

mittels HCI- bzw. NaOH-L6sung (1 mol/L).

Fixierlosung zur Perfusion, pH 7,4, filtriert (Immunfluoreszenz)

Dulbecco’s PBS
Paraformaldehyd

30 g/l

Fixierlosung zur Perfusion, pH 7,0, filtriert (FISH)

Formalin (37% Stammldsung)
NaH2PO4
Naz2HPO4

10%
4,0 g/l
6,5 g/l




Richardsonlésung
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Methylenblau 5 mg/ml
Borax 5 mg/ml
Azur I 5 mg/ml

Tris-EDTA-Puffer, pH 8,5

Tris 1,20 g/l
EDTA 0,37 g/l

PBS (Phosphate Buffered Saline)-Otto-Puffer, pH 7,4

Losung A

K2HPO4 x 3 H20 3,04 g/l
NaCl 10,91 g/l
Lésung B (zur pH-Titration)

KH2POa4 1,36 g/l

Blockierldsung (Immunfluoreszenz), filtriert

PBS-Otto
BSA (Bovine Serum Albumin) 1%
Horse Serum 10 %

Dissection Buffer

Saccharose 102,7 g/l
Imidazol 1,7 g/l
EDTA 2,049/
Leupeptin 4 mgll
Pefabloc 96 mg/I

Tris-HCI, pH 6,8

Tris 121,14 g/l



Sample Buffer
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SDS (Natriumdodecylsulfat) 100 mg/ml
Tris-HCI 25%
B-Mercaptoethanol 5%
Glycerin 50 %
Bromphenolblau 0,5 mg/ml
Running Buffer

Tris 3,04/
Glycin 14,0 g/l
SDS (Natriumdodecylsulfat) 1,0 g/l
Blotting Buffer

Tris 3,04/
Glycin 14,0 g/l
Methanol 20 %
PBS-T-Puffer

NacCl 5,8 g/l
NaH2POa4 2,4 g/l
NazHPO4 11,4 g/l
TWEEN® 20 0,1 %
Blockierlsung (Western Blot)

PBS-T-Puffer

Magermilchpulver 5%



2.1.5 Primer
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Die Primer fur die quantitative Real-Time PCR wurden von den Firmen Eurofins

Genomics GmbH (Ebersberg) und biomers.net GmbH (UIm) in der gewiinschten

Nukleotidsequenz synthetisiert. Durch Lésen in nukleasefreiem Reinstwasser wurden

die als lyophylisiertes Pulver vorliegenden Primer auf eine Konzentration von 100

pmol/ul eingestellit.

Gen Hersteller Primer  Sequenz (5' & 3')
. . S CCACCGTTACCCGACAACTATCC
ACE Eurofins Genomics
as GCGTACTCGTTCAACAACACTT
_ _ S ACCCTTCCTACATCAGCCCCACTG
ACE?2 Eurofins Genomics
as TGTCCAAAATCTACCCCACATAT
_ _ S TCACCAGATCAACTGCATTTTGA
ATla Eurofins Genomics
as AGAGTTAAGGGCCATTTTGCTTT
_ _ S TGGCTTGGCTAGTTTGCCG
AT1b Eurofins Genomics
as ACCCAGTCCAATGGGGAGT
_ S GAAGCTCCGCAGTGTGTTTA
AT?2 biomers.net
as TGGCTAGGCTGATTACATGC
_ S TCTGCAAGTACACGGTCCAG
GNB2L1 | biomers.net
as GAGACGATGATAGGGTTGCTG
_ _ S GGTGCCTATCGGTCCTCTAC
Mas Eurofins Genomics
as CATGGTGGTCACCAAGCACG
2.1.6 Antikorper
Primare Antikdrper
. Verdinnung Verdinnung
Antikorper Hersteller Immunfluoreszenz Western Blot
. . Novus Biologicals, , .
Rabbit-anti-ACE Littleton, USA 1:100 1:1000
. R&D Systems, , .
Goat-anti-ACE2 Minneapolis, USA 1:100 1:1000
. Abcam, )
Mouse-anti-asma Cambridge, UK 1:400 -
Rabbit-anti- Abcam, 1:100 i
PDGFRf Cambridge, UK '



Sekundére Antikorper
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Antikorper Konjugation Hersteller Verdinnung
Donkey-anti-Goat Cy3 Dianova, Hamburg 1:400
Donkey-anti-mouse Cy5 Dianova, Hamburg 1:400
Donkey-anti-rabbit Cy5 Dianova, Hamburg 1:400

. Santa Cruz Biotechnology, ,
Donkey-anti-goat HRP Dallas, USA 1:2000

. . Santa Cruz Biotechnology, ,
Donkey-anti-rabbit HRP Dallas, USA 1:2000

2.1.7 Sonden fur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Alle verwendeten Sonden wurden vom Hersteller Advanced Cell Diagnostics

(Hayward, USA) bezogen.

Sondenbezeichnung Ziel-mRNA
Mm-Acta2-C1/C2 asma
Mm-Ace-C1 ACE
Mm-Ace2-C2 ACE2
Mm-Agtr2-C1 AT2-Rezeptor
Mm-AQP2-C2 Aquaporin 2
Mm-Calb1-C2 Calbindin
Mm-Pecam-1-C2 cluster of differentiation CD31
Mm-Gjal-C1l Connexin 43
Mm-Gjb2-C1 Connexin 26
Mm-Nphs-1-C2 Nephrin
Mm-Lrp2-C2 Megalin

Mm-Pdgfrb-C2

PDGFRB
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2.1.8 Software und Internetdienste

Die vorliegende Arbeit wurde mit Microsoft Office 2016 verfasst. Als
Mikroskopiesoftware diente ZEN blue von Zeiss. Zur Bearbeitung der Aufnahmen
wurde ebenfalls ZEN blue sowie Adobe Photoshop CS5 verwendet. Die
Quantifizierung der Western Blot-Analyse erfolgte mit Image Lab™ von Bio-Rad. Die
aufgefuihrten Diagramme und Graphiken wurden mit GraphPad Prism 8 und
CorelDRAW X6 erstellt. Zur Literaturrecherche wurde PubMed von NCBI (The National
Center for Biotechnology Information) herangezogen. Als Zitiersoftware kam Citavi

6.10 der Swiss Academic Software GmbH zum Einsatz.
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

2.2.1.1 Untersuchte Mauslinien

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Tierexperimente wurden entsprechend
den ,Guidelines for the care and use of laboratory animals” der National Institutes of
Health durchgefiihrt und von den lokalen Tierschutzbehdorden bewilligt (Aktenzeichen:
55.2-2532.2-935-28). Die Tierhaltung erfolgte dabei unter den vorgeschriebenen
Optimalkonditionen (Temperatur 23°C * 2°C, relative Luftfeuchtigkeit 55% + 5%, Hell-
/Dunkelintervall 12 h, Ern&hrung ad libitum).

Fur die nachfolgenden Versuche wurden ausschlie3lich Wildtypen der C57BI6/N-Maus

im Alter von 8-12 Wochen verwendet.

2.2.1.2 Renale Schadigungsmodelle

Neben basalen Mausnieren kamen im Rahmen der durchgefiuihrten Experimente

aulRerdem Organe aus folgenden renalen Schadigungsmodellen zum Einsatz:

Adenin-induzierte Nephropathie: Die dreiwdchige Gabe von adeninhaltigem
Futter (0,2% Adenin) fuhrt zur proximaltubularen Akkumulation von
Adeninkristallen und zu konsekutiver tubulointerstitieller Fibrose und
Tubulusatrophie (118),

Unilaterale Ureterobstruktion (UUO): Unter Isoflurananasthesie wird um den
linken Ureter eine Ligatur etabliert, wahrend der kontralaterale ohne Obstruktion
verbleibt. In Folge dessen entwickelt sich in der Niere mit ligiertem Ureter ein
tubularer Schaden, der mit Fibrose einhergeht 19, Nach flinf Tagen erfolgt die

Organentnahme.

Die verwendeten Nierenpraparate wurden fur die vorliegende Arbeit zur Verfiigung
gestellt.
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2.2.2 Organpréaparation

2.2.2.1 Praparation zur histologischen Untersuchung

Retrograde arterielle Perfusion

Zur Fixation wurden die Organe unter Allgemeinanasthesie in situ zunachst mit
sterilem NaCl/Heparin-Gemisch und anschlieBend mit der entsprechenden
Fixierlosung (IF oder FISH) retrograd arteriell perfundiert. Die so praparierten Gewebe
wurden entnommen und fir 24-36 h bei RT in der Perfusionslosung (FISH) oder in
70% Methanol (IF) gelagert. Die verwendeten fixierten Organe wurden fir die

vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt.

Einbettung in Paraffin
Die fixierten Organe wurden in sterilem PBS-Puffer gewaschen und nach folgendem

Schema eingebettet:

Immunfluoreszenzfarbung Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung
70% Methanol 70% Ethanol 2x30 min, RT
80% Methanol 80% Ethanol 2x30 min, RT
90% Methanol 90% Ethanol 2 x 30 min, RT
100% Methanol 100% Ethanol 2 x 30 min, RT
100% Isopropanol 2 x 30 min, RT
100% Isopropanol 1 x 30 min, 45°C
1:1 Isopropanol/Paraffin 1 x 30 min, 60°C
Paraffin 2x24 h, 60°C

Anschliel3end erfolgte die Einbettung in Paraffin gefillte Silikon-Formen und die
Aushértung bei RT.

Anfertigung von Gewebsschnitten

Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms wurden von den eingebetteten Organen jeweils
3 um (Nebenniere) bzw. 5 um (sonstige Organe) dinne Schnitte angefertigt. Diese
wurden in ein 41°C warmes Wasserbad zur Entfaltung Gberfihrt und anschlielend auf
Objekttrager transferiert. Angesichts der geringen OrgangrtéfRe wurde bei den zu
Beginn abgenommenen Schnitten der Nebenniere eine Schnellfarbung mittels
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Richardsonlésung durchgefiihrt, um sicherzustellen, samtliche wesentliche
Organstrukturen zu erfassen. Sobald unter dem Mikroskop die gesamte
organspezifische Histologie adaquat zu beurteilen war, wurden die nachfolgenden
Schnitte nicht mehr schnellgefarbt und fur die FISH und IF verwendet. Vor der weiteren

Verwendung ist eine mind. zwdlfstiindige Trocknungszeit bei RT erforderlich.

2.2.2.2 Praparation zur quanititativen mRNA- und Proteinanalyse

Die Entnahme der Organe zur weiteren mRNA- und Proteinanalyse erfolgte nach
kurzer Narkose mittels Isofluran und anschlieRender Dekapitation. Die Gewebe
wurden freiprapariert, ektomiert und schlief3lich in flissigen Stickstoff Uberfthrt. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Préparate bei -80°C gelagert.

Samtliche verwendeten Organe wurden fir die vorliegende Arbeit zur Verfligung

gestellt.

2.2.3 mRNA-Analyse mittels quantitativer Real-Time-PCR

Zur Messung der mRNA-Abundanz in den untersuchten Geweben war zunachst ein
RNA-Isolierungsschritt mit anschlieBender Transkription in cDNA notwendig. Um eine
Degradation der Nukleinsauren zu vermeiden, wurden alle Proben wahrend des

Experiments, soweit nicht anders beschrieben, stets auf Eis gelagert.

2.2.3.1 Isolierung der RNA

Die angewandte RNA-Isolierungsmethode basiert auf dem Guanidinthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Extraktionsverfahren nach Chomczynski und Sacchi (129,

Die bei -80°C gelagerten Organe wurden in jeweils 1ml TriFast™ vollstandig
homogenisiert und anschlieRend 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von je 200 pl
Chloroform und mehrmaligem Invertieren folgte der erste Zentrifugationsschritt
(13000 rpm bei 4°C fir 20 min). Dabei erfolgte eine Auftrennung in mehrere Phasen,
wovon nur der wassrige RNA-haltige Uberstand zur weiteren Verwendung abpipettiert

wurde. Die DNA-haltige Phenolphase und die proteinhaltige Interphase wurden
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vollstandig verworfen. Daraufhin wurden jeweils 500 pl Isopropanol zur RNA-Féllung
zugegeben. Nach weiterer Zentrifugation (13000 rpm bei 4°C fur 30 min) wurde der
Uberstand abgekippt und das entstandene Pellet in 1 ml Ethanol (75%) gewaschen.
Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (13000 rpm bei 4°C fiur 5 min) wurde der
Uberstand wiederum verworfen und das RNA-Pellet fir 15 min bei RT getrocknet und

anschlieBend in Milli-Q-Wasser gelost. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

2.2.3.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription der RNA in die deutlich stabilere cDNA ist fur die
nachfolgende gPCR-Analyse von Vorteil.

Mit Hilfe des Nanodrop-Photometers wurde die RNA-Konzentration der einzelnen
Proben ermittelt. AuRerdem wurde das Verhaltnis der optischen Dichte bei 260 und
280 nm bestimmt und nur Proben zugelassen, die dabei einen Wert von 1,8 nicht
unterschreiten.

Fur die Reverse Transkription wurden jeweils 1 pg RNA, 1 pl Oligo dTis-Primer und
Milli-Q-Wasser (ad 10 pl) vorgelegt und bei 65°C fir 5 min inkubiert. Anschlie3end

wurden 10 ul des folgenden Mastermix hinzu pipettiert:

5x First Strand Buffer 4 ul
dNTP-Mix (2,5 mM) 4 pl
Reverse Transkriptase 1 pl
Milli-Q-H20 1l

Die Proben wurden im Blockcycler fur 1 h bei 37°C inkubiert und anschliel3end 2 min
auf 95°C geheizt. Dabei binden die Oligo dT-Primer an die Poly-A-Schwanze der
MRNA-Molekile und ermoglichen so die Synthese eines komplementaren DNA-
Stranges durch die RNA-abhangige DNA-Polymerase Reverse Transkriptase.

Zur weiteren Verwendung zur RT-gPCR wurden die Proben mit 35 pl Milli-Q-Wasser
verdunnt und bei -20°C gelagert.
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2.2.3.3 Quantitative Real-Time-PCR

In der quantitativen Real-Time-PCR (gPCR oder RT-gPCR) wurde die eingesetzte
cDNA mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) amplifiziert. Nach Denaturierung der
Nukleinsduren und Anlagerung der Primer kann durch eine DNA-abhangige DNA-
Polymerase die gewiunschte Ziel-cDNA vervielfaltigt werden. Durch Einsatz eines mit
der amplifizierten DNA interkalierenden Farbstoffs kann durch standige Messung der
Fluoreszenz und deren Entwicklung im Verlauf indirekt der DNA-Gehalt der Probe
ermittelt werden, da dieser proportional zur Intensitat des emittierten Lichts ist.

Zur gPCR im LightCycler® wurden zu 1 pl der entsprechenden cDNA-Probe 9 pl des

folgenden Ansatzes pipettiert:

LightCycler® 480 SYBR Green | Master 5ul
Primer-Mix (15 pl s + 15 pl as + 270 pl Milli-Q-H20) | 1 ul
Milli-Q-H20 3ul

Nach einer zehnmintitigen Aktivierungsphase bei 95°C folgten 45 Amplifikationszyklen

folgenden Schemas:

1. Denaturierung | 95°C 15s
2. Annealing 58°C 15s
3. Elongation 72°C 20 s

Mit Hilfe einer entsprechenden Standardverdiinnungsreihe (1:10, 1:100 und 1:1000)
und den Fluoreszenzmessungen am Ende jedes Zyklus wurde der cDNA-Gehalt der
Probe bestimmt. Nach Ablauf aller Zyklen erfolgte auf’erdem die Analyse des

Schmelzverhaltens der amplifizierten DNA. Als Housekeeper-Gen diente GNB2L1.
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2.2.4 Proteinanalyse mittels Western Blot

Zur Bestimmung der Proteinexpression in den untersuchten Geweben war zunéchst
ein Proteinisolierungsschritt vor der weiteren Verwendung im Western Blot notwendig.
Um eine Degradation der Proteine zu vermeiden, wurden alle Proben bis zur SDS-
PAGE, soweit nicht anders beschrieben, stets auf Eis gelagert. Zusatzlich wurde der

verwendete Lysis-Puffer mit Proteaseinhibitoren versetzt.

2.2.4.1 Proteinisolierung

Die bei -80°C gelagerten Organe wurden in der zehnfachen Menge ihres
Eigengewichts an Dissection Buffer vollstdndig homogenisiert und anschlieRend
zentrifugiert (10000 rpm bei 4°C fur 5 min). Der proteinhaltige Uberstand wird
abpipettiert und zur weiteren Verwendung in 1,5 ml Reagiergefal3e tberfuhrt. Das

zuruckbleibende Pellet kann verworfen werden.

2.2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Reaktion

Aliquots der zu untersuchenden Proben wurden 1:26 mit Dissection Buffer verdiinnt
und je 25 pl dieser Verdiinnung mit 200 pl folgender Working Solution aus dem Pierce®
BCA Protein Assay Kit versetzt:

Reagent A (BCA) 10 ml
Reagent B (CuSOa) 200 pl

Anschliel3end folgt eine 30-minutige schiuttelnde Inkubation bei 37°C und 80 rpm.

Die Cu2+-lonen werden von den Proteinen zu einwertigen Kupferionen reduziert, die
mit der Bicinchoninsaure (BCA) einen violetten Komplex bilden @2, Durch
photometrische Messung bei 562 nm und einer entsprechenden Standardproteinreihe
mit im Kit enthaltenen BSA kann der Proteingehalt der eingesetzten Proben bestimmt

werden.
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2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der SDS-PAGE kodnnen Proteine in einem Polyacrylamid-Gel nach ihrem
Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennt werden.

Zur Denaturierung wurden jeweils 50 pg Gesamtprotein mit Sample Buffer im
Verhaltnis 5:1 versetzt und fir 5 min bei 95°C inkubiert. Der enthaltene -
Mercaptoethanol dient der Reduktion der den Proteinen inharenten Disulfidbriicken.
Zur weiteren Denaturierung kam Natriumdodecylsulfat (SDS) zum Einsatz, das den
Proteinen zusétzlich negative Ladung proportional zu ihrer Grof3e verleiht.
Anschliel3end erfolgte die Elektrophorese in Running Buffer bei 110 V fur 90 min. Die
Laufgeschwindigkeit im Gel ist indirekt proportional zum Molekulargewicht. Fir die
spatere Auswertung wurde neben den untersuchten Proben ein farbiger Protein-

Molekulargewichtsstandard mit aufgetrennt.

2.2.3.4 Western Blot

Proteintransfer

Nach erfolgter SDS-PAGE ist zur weiteren Verwendung im Western Blot ein
elektrophoretischer Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran notwendig.
Dazu wurde auf die Anodenplatte eine Glasfasermatte geschichtet, gefolgt von zwei
Blotting Papieren und dem Polyacrylamid-Gel. Dariber wurde luftblasenfrei die
Nitrocellulosemembran gelegt. Als Abschluss des Aufbaus folgten wiederum zwei
Schichten Blotting Papier, eine Glasfasermatte und schlief3lich die Kathodenplatte. Die
Proteine wurden in Blotting Buffer bei 150 mA fir 120 min transferiert. Anschlie3end
erfolgte eine reversible Kontrollfarbung mit Ponceau S-Lésung. Die darin enthaltene
Essigsaure dient der zuséatzlichen Fixation der Proteine auf der Membran.

Die nicht besetzten Proteinbindungsstellen wurden wahrend einer zweistiindigen
schittelnden Inkubation bei 80 rpm in Magermilchpulverlésung blockiert und die

Membran danach fur 15 min in PBS-T-Puffer gewaschen.

Immunologisch vermittelte Proteindetektion
Der erste Detektionsschritt besteht in der Bindung des primaren Antikorpers an das
entsprechende Zielprotein. Dazu wurden die Immunglobuline in Blockierlésung

verdunnt und die Nitrocellulosemembran mit dieser Verdinnung tberschichtet. Die
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Inkubation erfolgte fir mind. 12 h bei 4°C. Anschlie3end wurde die Membran 3 x 15
min in PBS-T-Puffer schuttelnd bei 80 rpm gewaschen. Nach Uberschichtung mit der
Verdiunnung des HRP-konjugierten sekundaren Antikdrpers folgte eine zweistindige
Inkubation bei RT, an die sich wiederum ein 3 x 15 min Waschschritt mit PBS-T-Puffer
anschloss. Die Detektion der an die Antikdrper gekoppelten Proteine erfolgte mittels
Enhanced Chemiluminescence (ECL). Dabei wird Luminol oxidiert und somit in einen
energetisch angeregten, chemilumineszenten Zustand versetzt. Dieser Vorgang wird
durch die an den Sekundarantikorper gekoppelte Horseradish Peroxidase (HRP)
katalysiert 122, Dazu wurde die Membran mit 8 ml des Pierce® ECL Western Blotting
Substrate fur 60 s Uberschichtet. Durch Auflegen eines Chemilumineszenz-Films fir 5
min (ACE2) bzw. 1 min (ACE) und anschlie3ender Entwicklung im Fotolabor konnten
die so entstandenen Signale visualisiert und mit Hilfe der ImageLab™ Software relativ

zu einander quantifiziert werden.

Luminol

oxidiertes
Luminol

“~ N\ Licht

AR

Abbildung 4: Schematische Darstellung der immunologischen Detektion eines Zielproteins im
Western Blot.

Der Primérantikérper (orange) bindet an das Zielantigen (blau) auf der Nitrocellulosemembran. Der
erste Antikérper besitzt ein Epitop, wogegen sich der Sekundarantikdrper (griin) richtet. Die daran
gekoppelte Horseradish Peroxidase katalysiert die chemilumineszente Reaktion.
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2.2.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) stellt eine molekularbiologische
Moglichkeit zur selektiven Visualisierung einer Ziel-mRNA in situ dar. Daflr
hybridisieren nach mehreren Permeabilisierungsschritten spezifische, zur Ziel-
Nukleinsdure partiell komplementdre Sonden mit der RNA. Durch mehrere
Amplifizierungsvorgange werden die Hybridisierungssignale verstarkt und mittels
Konjugation fluoreszenter Farbstoffe visualisiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI
sichtbar gemacht.

Zunachst wurden die Objekttrager mit den zu untersuchenden Organen fir 1 h bei
60°C inkubiert, danach fur 2 x 5 min in Xylol und 2 x 1 min in Ethanol entparaffiniert
und fur 5 min bei RT getrocknet. Anschliel3end wurden die Gewebe fir 10 min mit H202
bei RT bedeckt. Nach kurzem Waschen in Milli-Q-H20 wurden die Schnitte in 200 ml
1x konzentrierter RNAscope® Target Retrieval-Lésung fir 15 min gekocht. Es folgten
zwei weitere kurze Waschschritte in H20 und Ethanol. Die Gewebe wurden mit einem
Fettstift umrandet und mind. 5 min getrocknet. Alle weiteren Schritte erfolgten nach
dem Protokoll des RNAscope® Multiplex Fluorescent v2 Assay im HybEZ™-Oven bei
40°C. Nach jedem einzelnen Versuchsschritt erfolgte, soweit nicht anders
beschrieben, ein Waschvorgang in 1x konzentriertem RNAscope® Wash Buffer fir 2 x
2 min. Es wurde darauf geachtet, dass die Schnitte jeweils vollstandig bedeckt und
stets feucht gehalten wurden.

Protease Plus 30 min
Waschen in Milli-Q-H20 2 x kurz
Sondenmix (C2/C1: 1:50) 2h
AMP 1 30 min
AMP 2 30 min
AMP 3 15 min
HRP C1 15 min
Opal™ Fluorophor 570/Cy3 (1:750 Verdinnung in TSA®-Puffer) 30 min
HRP Blocker 15 min
HRP C2 15 min

Opal™ Fluorophor 690/Cy5 (1:750 Verdinnung in TSA®-Puffer) 30 min
HRP Blocker 15 min
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DAPI 30s

Zur Mikroskopie wurden die Objekttrager mit Hilfe eines Eindeckelmediums mit einem

Deckglas versehen. Die Lagerung erfolgte bei Dunkelheit und 4°C.

2.2.6 Immunfluoreszenzfarbung

Mittels der Immunfluoreszenzfarbung kdénnen Epitope in histologischen Schnitten
durch immunologische Verfahren visualisiert werden. Durch Bindung von primaren und
fluoreszent markierten sekundaren Antikorpern lasst sich die Expression der
Zielstrukturen im Gewebsschnitt beobachten.

Bevor die Immunfluoreszenzfarbung vorgenommen werden konnte, mussten die

Schnitte zunachst nach folgendem Schema entparaffiniert und rehydriert werden:

Xylol 2 x 15 min
100% Isopropanol 1 min
96% Isopropanol mehrmals kurz
80% Isopropanol mehrmals kurz
70% lIsopropanol mehrmals kurz
H20 kurz

Anschliel3end wurden die Gewebsschnitte fur 45 min in Tris-EDTA-Puffer gekocht und
fur weitere 30 min bei RT abgekuhlt. Die Objekttrager wurden 3 x 5 min in PBS-Otto
bei 80 rpm gewaschen. Nach der Umrandung der Schnitte mit einem Fettstift erfolgte
die Blockade unspezifischer potentieller Bindungsstellen fir 20 min. Mit der dazu
verwendeten Blockierlosung wurden auf3erdem Primér- und fluoreszent markierter
Sekundarantikdrper verdinnt. Mit Ersterem wurden die Schnitte bedeckt und fir mind.
12 h bei 4°C inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte a 5 min in Blockierlésung.
Danach wurde die Sekundarantikdrper-Verdinnung auf die Gewebe pipettiert und fur
1,5 h bei RT und Dunkelheit inkubiert. Abschlieend wurden die Objekttrager 3 x 15
min in PBS-Otto gewaschen, kurz in H20 getaucht und anschlieBend mit Hilfe eines
Eindeckelmediums mit einem Deckglas versehen. Die Lagerung erfolgte bei 4°C und

Abwesenheit von Licht.
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2.2.7 Mikroskopie

Die Aufnahmen der untersuchten Gewebe wurden mit Hilfe des AxioObserver.Z1
Mikroskops mit motorisierter Objektauflage sowie der Schwarz-Weil3-CCD-Kamera
AxioCam 506 mono von Zeiss angefertigt. Die Ubersichten der gezeigten Organe
wurden durch Kachelaufnahmen in 200-facher Vergrél3erung zusammengesetzt. Die
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe wurden durch passende Fluoreszenzfilter

angeregt und das emittierte Licht im jeweiligen Spektralbereich aufgenommen.

Farbstoff Anregung (nm) Emission (hm)
Cy2 450 - 490 500 — 550
Cy3 533 — 558 570 - 640
Cy5 625 — 655 665 — 715
DAPI 335-383 420 - 470

2.2.8 Statistische Auswertung

Samtliche ermittelten Messwerte wurden jeweils als Mittelwert mit Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) dargestellt. Um auf signifikante Unterschiede zwischen zwel
Gruppen zu testen, fand der Student’'s t-Test Anwendung. Statistiken mit der

Irrtumswabhrscheinlichkeit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 mRNA-Abundanz wesentlicher Komponenten des nicht-

kanonischen RAAS in diversen murinen Organen

Folgende Diagramme basieren auf Daten der RT-gPCR verschiedener Komponenten
des RAAS in den Organen Niere, Leber, Lunge, Herz, Gehirn und Nebenniere der
Maus. Aufgrund des empfindlichen Gleichgewichts beider Systemarme, das bei der
Genese und Progression zahlreicher Erkrankungen diverser Organe beteiligt ist,
wurde neben dem nicht-kanonischen auch das kanonische RAAS betrachtet, um einen
Eindruck dariber zu erhalten, wie sich das Verhaltnis der beiden Achsen innerhalb

und zwischen den Geweben quantitativ darstellt.

3.1.1 Nicht-kanonisches RAAS

Im Rahmen der quantitativen mRNA-Analyse des nicht-kanonischen RAAS wurden
das Schlisselenzym ACE2, sowie die beiden Ang(1-7)- bzw. Ang(1-9)-Rezeptoren
Mas-1 und AT2 untersucht.

ACE2 Mas-1 AT2
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Abbildung 5: mRNA-Abundanz wesentlicher Komponenten des nicht-kanonischen RAAS in
diversen Organen der Maus.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM; Niere: n=6, Nebenniere: n=4, andere Organe: n=7. Als

Housekeeper-Gen diente GNB2L1.
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ACE2-mRNA wies in der Niere die héchste Abundanz auf. Auf ca. 30% bzw. 15%
dieses Niveaus bewegten sich die mittleren mRNA-Level in Lungen- bzw.
Nebennierengewebe. In Herz und Gehirn betrug die ACE2/GNB2L1-Ratio im Schnitt
etwa 5% des renalen Messwerts. Die geringste Gentranskription zeigte sich in der
Leber (ca. 1%).

Die hochsten Mas-1-mRNA-Level imponierten im Gehirn. In Niere, Lunge, Herz und
Nebenniere zeigte sich der Rezeptor ahnlich niedrig abundant mit etwa 7-8% der
gemessenen Mas-1/GNB2L1-Ratio im Gehirn. In der Leber war kaum Mas-mRNA
nachweisbar (ca. 1% des Mittelwerts des Gehirns).

Die einzig nennenswerten AT2-Rezeptor-mRNA-Level konnten in Nebenniere und
Gehirn detektiert werden. Die mittlere AT2-GNB2L1-mRNA-Ratio betrug im

Nebennierengewebe dabei etwa das 15-fache des Werts im Gehirn.

3.1.2 Kanonisches RAAS

Im Rahmen der quantitativen mRNA-Analyse des kanonischen RAAS wurden das
Schlusselenzym ACE, sowie die beiden Isoformen des Ang lI-Rezeptors Subtyp 1

AT1la und AT1b untersucht.
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Abbildung 6: mRNA-Abundanz wesentlicher Komponenten des kanonischen RAAS in diversen

Organen der Maus.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM; Niere: n=6, Nebenniere: n=4, andere Organe: n=7. Als

Housekeeper-Gen diente GNB2L1.
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ACE-mRNA wies in der Lunge die hochste Abundanz auf (~248% des renalen
Mittelwerts), mit groRerem Abstand gefolgt von der Niere. Auf ahnlich niedrigem
Niveau bewegten sich mRNA-Level in Herz (~21%) und Gehirn (~24%). Wahrend die
Gentranskription in der Nebenniere mit ca. 12% der mittleren renalen ACE/GNB2L1-
Ratio noch geringer ausfiel, war sie in der Leber kaum messbar (<1%).

Die hochsten ATla-Rezeptor-mRNA-Level zeigten sich in der Nebenniere (~233%),
gefolgt von Leber (~170%), Niere und Herz (~89%), jeweils in Bezug auf die mittlere
renale AT1la/GNB2L1-Ratio. Das untersuchte Lungengewebe wies die zweitgeringste
Abundanz auf (~21%). Im Gehirn war kaum AT1la-mRNA nachweisbar (~4%).

AT1b-Rezeptor-mRNA wies lediglich die Nebenniere in nennenswerten Umfang auf.
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3.2 Proteinexpression des ACEZ2 in diversen murinen Organen

Um zu eruieren, ob sich die gemessene mRNA-Verteilung des ACE2 Uber die
verschiedenen Gewebe auch auf Proteinebene widerspiegelt, fand eine
semiquantitative Analyse mittels Western Blot statt. Als indirekt antagonistisches

Enzym des kanonischen RAAS wurde ACE zum Vergleich untersucht.

ACE2 ACE

-
a
1
-
an
1

Relative Proteinexpression
o o -
o n o
L L 1
Relative Proteinexpression
e e -
o n o
L 1 1

¢ & & & & & ¢ & & & & &
SEEERC IR ® AR T 4
) N S & é\o N N S «® QQPQ
- &

Abbildung 7: Proteinexpression der Enzyme ACE2 und ACE in diversen Organen der Maus
Linke Abbildung: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der relativen ACE2-Proteinexpression in
Organen aus 3 Tieren und reprasentative Banden des zugehdrigen Western Blots bei 97 kDa in
Referenz zum Molekulargewichtsstandard.

Rechte Abbildung: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der relativen ACE-Proteinexpression in
Organen aus 3 Tieren und reprasentative Banden des zugehérigen Western Blots bei 195 kDa in
Referenz zum Molekulargewichtsstandard.

ACE2

Die Quantifizierung der Proteinexpression in den untersuchen Organen erfolgte in
Bezug auf die ermittelten renalen Messwerte. ACE2 wird am starksten in der Niere
exprimiert. Es folgen in absteigender Reihenfolge Nebenniere (~77%), Gehirn (~57%),
Herz (~31%), Leber (~25%) und Lunge (~6%). Insgesamt zeigten sich deutliche
Abweichungen im Vergleich zu den Messwerten aus der RT-gPCR. Zwar blieb die
Niere Hauptexpressionsort des ACE2, allerdings mit geringerem Abstand zu den
anderen Organen. Bemerkenswert ist des Weiteren der Unterschied zwischen den
Ergebnissen auf mMRNA- und Proteinebene im Lungengewebe. Imponierte die Lunge
in der gPCR noch als Organ mit der zweithdéchsten ACE2/GNB2L1-Ratio, zeigte sich

dort im Western Blot die niedrigste Proteinexpression der untersuchten Gewebe.
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ACE

Die Quantifizierung der Proteinexpression erfolgte auch hierbei in Bezug auf die
ermittelten renalen Messwerte. Die ausgepragteste ACE-Expression zeigte sich in
Lunge (~113%) und Niere. Mit grofierem Abstand folgten die untersuchten Herzen
(~19%). Kaum Protein war in Leber (~2%), Nebenniere und Gehirn (je ~4%)
nachzuweisen.

Die Proteinmesswerte aus dem Western Blot zeigten sich im Wesentlichen kongruent
zu den mRNA-Daten aus der qPCR. Auch bei ACE fielen die Unterschiede auf
Proteinebene zwischen den einzelnen Geweben, insbesondere bei Lunge und Niere,
geringer aus. AulBerdem konnte im Gehirn wesentlich weniger Protein detektiert
werden, als die gPCR nahegelegt hatte.

3.3 Lokalisation wesentlicher Komponenten des nicht-kanonischen

RAAS in diversen murinen Organen

Im Folgenden wurden drei wesentliche Komponenten des nicht-kanonischen RAAS
mittels  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und  Immunfluoreszenzfarbung in
ausgewahlten Organen der Maus lokalisiert: Das Schlisselenzym ACE2 und die
Ang(1-7)-Rezeptoren Mas-1 und AT2. Parallel dazu wurde als indirekt
antagonistisches Enzym der kanonischen Systemachse ACE betrachtet.

Um eine etwaige Kolokalisation von ACE2-mRNA mit Mas-1, AT2 oder ACE zu
untersuchen, wurden die jeweiligen Sonden kohybridisiert. Zur genauen Identifikation
bestimmter histologischer Strukturen dienten verschiedene zellspezifische Marker. Um
zu eruieren, ob sich die Beobachtungen auf mRNA-Ebene auch auf Proteinebene
reproduzieren lassen, wurde in der Immunfluoreszenzfarbung ACE2 wiederum

zusammen mit ACE und diversen Markerproteinen visualisiert.
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3.3.1 Herz

Als Myokardzellmarker in der FISH diente Connexin 43 (Cx43). Die
Immunfluoreszenzfarbung des Herzgewebes war mit den beschriebenen Methoden

nicht maglich.

100 um

50 pm
—

Abbildung 8: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2- mit Cx43-mRNA (A) und Mas-1-
mRNA (B) in murinem Herzgewebe.
Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht.

Es konnten nur wenige ACE2-Signale detektiert werden, die weder mit Connexin 43
noch mit Mas-1 eine Kolokalisation aufwiesen (Abb. 8). Aufgrund der Lage zwischen

der Myokardzellen und der Zellmorphologie der ACE2-positiven Zellen, ist am ehesten



3 Ergebnisse

von interstitiellen Fibroblasten auszugehen (Abb. 9). Der korrespondierende Rezeptor

Mas-1 zeigte eine &hnlich niedrige Abundanz, aber eine deutlich diffusere Verteilung

im Gewebe.

Abbildung 9: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2- mit Cx43-mRNA (A) und Mas-1-
mRNA (B) in murinem Herzgewebe.

Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die
Pfeile markieren ACE2-positive Zellen, die aufgrund ihrer langlichen Morphologie und ihrer interstitiellen
Lage am ehesten als Fibroblasten zu identifizieren sind.
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Abbildung 10: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2- mit ACE-mRNA in murinem
Herzgewebe.

Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die
Kreise kennzeichnen kardiale Gefale.

Die beiden untersuchten Enzyme zeigten keine zellulare Kolokalisation. Insgesamt
wies ACE-mRNA eine hohere Abundanz im Vergleich zu ACE2 auf (Abb. 10A).
AulRerdem konnte das Endothel der kardialen GefalRe als Transkriptionsort von ACE
identifiziert werden (Abb. 10B).

Wie bereits die Daten aus der gPCR nahelegt hatten, waren keine nennenswerten
AT2-mRNA-Signale detektierbar.

3.3.2 Lunge

Auch in der Lunge sollte die Expression von ACE2 zusammen mit den beiden
korrespondierenden Rezeptoren Mas-1 und AT2 sowie seinem kanonischen Analogon
ACE mittels FISH und IF untersucht werden. Als Marker fur die glatte Muskulatur in

Atemwegen und Gefalden diente Alpha smooth muscle actin (asma).
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Abbildung 11: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2 mit asma (A), Mas-1 (B) und ACE
(C) in murinem Lungengewebe.
Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. A zeigt

einen sich verzweigenden Bronchialast, In B und C finden sich vom Lungenparenchym umgebene
Bronchien (b).

ACE2-mRNA konnte pulmonal nur im respiratorischen Bronchialepithel detektiert
werden (Abb. 11A-C). Als Protein wird ACE2 am apikalen Zellpol exprimiert (Abb. 12).
Der Mas-Rezeptor zeigte eine relativ homogene Verteilung niedriger Abundanz tber
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das gesamte Lungengewebe und eine Kolokalisation mit ACE2 in den Atemwegen
(Abb. 11B). ACE trat neben den Pneumozyten auch im Endothel pulmonaler GefalRe
in Erscheinung, wobei es nie mit ACE2 kolokalisierte (Abb. 11C, 12). Des Weiteren
waren keine nennenswerten AT2-mRNA-Signale detektierbar.

Abbildung 12: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 und ACE in murinem Lungengewebe.
Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die Abbildung zeigt einen Querschnitt
eines vom Lungenparenchym umgebenen Bronchus (b), der sich in direkter Nachbarschaft zu einem
pulmonalen GefaR3 (g) befindet.
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3.3.3 Leber

In der Leber konnten trotz niedriger mRNA-Level in der Messung per gPCR sowohl
ACE2 als auch ACE nachgewiesen werden. Zur exakten Lokalisation des ACEZ2 in der
Leber kam PDGFRp als Markerprotein fur Fibroblasten und fibroblastoide hepatische

Sternzellen zum Einsatz (123,

B PDGFRB

Abbildung 13: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (A) von ACE2 mit PDGFR (A) und ACE (B) in
murinem Lebergewebe.

Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Beide
Abbildungen zeigen Portalvenenaste (pv) in umliegendem Leberparenchym. Die Kreise kennzeichnen
Gallengange.
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Abbildung 14: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 mit PDGFRf (A) und ACE (B) in murinem
Lebergewebe.

Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die Abbildungen zeigen Gallengange
mit kubischem Gallengangsepithel.

Abbildung 15: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 und ACE in murinem Lebergewebe.
Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die Abbildung zeigt portalvenése
GefalRe (pv) und Lebervenenaste (hv) in umliegendem Leberparenchym. Die Kreise kennzeichnen
Gallengange.
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ACE?2 kolokalisierte sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene mit PDGFRp in
Sternzellen des Disse-Raums im Ursprungsbereich der Lebersinusoide aus
angrenzenden Portalvenen (Abb. 13A, 16A). Aulerdem konnte ACE2 zusammen mit
PDGFRp im, die Gallenwege umgebenden Bindegewebe nachgewiesen werden (Abb.
14A). Mit ACE zeigte es dort eine teilweise Kolokalisation (Abb. 14B).
Hauptexpressionsort des ACE war jedoch das Endothel des portalvenésen Systems
(Abb. 13B, 16B). Die Aste der Lebervenen waren weder mit dem Auftreten von ACE2
noch von ACE assoziiert (Abb. 15). Abb. 16B zeigt den Ubergang eines
Portalvenenasts in einen Sinusoid. Nach distal nimmt die endotheliale Expression von
ACE ab, wéhrend im sich entwickelnden subendothelialen Disse-Raum bereits ACE2
exprimiert wird (Pfeil).

Die beiden Ang(1-7)-Rezeptoren Mas-1 und AT2 lieferten in der FISH keine

nennenswerten mRNA-Signale.
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B PDGFR(

Abbildung 16: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 und ACE in murinem Lebergewebe.
Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Beide
Abbildungen zeigen Portalvenenédste (pv) in umliegendem Leberparenchym. A zeigt einen Abgang
eines Lebersinusoids aus dem portalvendsen GefalR (Pfeil). In B ist die Verzweigung eines
Portalvenenastes in Lebersinusoide erkennbar. Die Kreise kennzeichnen Gallengénge.
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3.3.4 Nebenniere

In der Nebenniere konnte als einziges untersuchtes Organ sowohl ACE2 als auch die
korrespondierenden Rezeptoren Mas-1 und AT2 nachgewiesen werden. Zur
genaueren Lokalisation wurde PDGFR als Fibroblastenmarkerprotein eingesetzt.

Abbildung 17: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2 (A) mit Mas-1 (B), AT2 (C) und ACE
(D) in murinem Nebennierengewebe.

Zellkerne sind grau dargestellt, Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die
Abbildungen zeigen Ausschnitte der Nebennierenrinde. Die Linien kennzeichnen die ungefahren
Grenzen der drei Bereiche der Nebennierenrinde (von auf3en nach innen: Zona glomerulosa, Zona
fasciculata und Zona reticularis) und des Nebennierenmarks.
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Abbildung 18: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2 mit AT2 (A) und ACE (B) in murinem
Nebennierengewebe.

Zellkerne sind grau dargestellt. Die Abbildungen zeigen Ausschnitte des Nebennierenmarks. Die Linien
kennzeichnen die Grenze zum Kortex.

ACE2 zeigte sich im gesamten Nebenniereninterstitium exprimiert, wobei die
Expression in den Zonae fasciculatae und reticulares am ausgepragtesten erschien.
Kortikal war es in PDGFRpB-positiven Strukturen nachzuweisen, die am ehesten
(Myo-)Fibroblasten des perisinusoidalen Bindegewebes entsprechen. Im
Nebennierenmark trat es zwischen den in Gruppen angeordneten neuroendokrinen
Zellen auf (Abb. 17-19).

Mas-Rezeptor-mRNA konnte lediglich in der Zona glomerulosa in nennenswerter
Menge detektiert werden (Abb. 17B). Dort fand sich ebenfalls der AT2-Rezeptor

wieder, der zusatzlich medulléar in hoher Abundanz vorhanden war (Abb. 17C, 18A).

o

Abbildung 19: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 und PDGFRB in murinem
Nebennierengewebe.

Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die Linien kennzeichnen die ungeféhren
Grenzen der drei Bereiche der Nebennierenrinde (von auf3en nach innen: Zona glomerulosa, Zona
fasciculata und Zona reticularis) und des Nebennierenmarks.



3 Ergebnisse

ACE-mRNA konnte in der Zona glomerulosa und im Nebennierenmark nachgewiesen
werden (Abb. 17D, 18B). Auf Proteinebene war ACE vereinzelt allenfalls schwach

exprimiert (Abb. 20). Sowohl die beiden Ang(1-7)-Rezeptoren als auch ACE zeigten

keine Kolokalisation mit ACE2.

Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 und ACE in murinem Nebennierengewebe.
Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. A zeigt einen Ausschnitt der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde, B einen Ausschnitt aus dem Nebennierenmark.

3.3.5 Niere

Im Haupttranskriptions- und Expressionsorgan von ACE2 (Abb. 5 und 6) wurden die
Komponenten des nicht-kanonischen RAAS sowie ACE besonders genau hinsichtlich
deren Lokalisation untersucht. Im Rahmen dessen kamen folgende zellulare

Markerproteine zum Einsatz:

Markerprotein Zielstruktur Markerprotein Zielstruktur
Connexin 26 (Cx26) | Proximaler Tubulus | Nephrin Podozyten
Megalin Proximaler Tubulus | PDGFRB Fibroblasten,

Mesangialzellen
Calbindin Distaler Tubulus asma Glatte Muskulatur

Aquaporin 2 Sammelrohr CD 31 Endothel
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3.3.5.1 ACE2

Abbildung 21: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2 mit Cx26 (A, B) in murinem
Nierengewebe.
Zellkerne sind grau bzw. tuirkis dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen Ausschnitt des

Cortex. In C ist die Papille mit angrenzendem Nierenbecken und ACE2-exprimierendem Urothel (Pfeile)
abgebildet.




3 Ergebnisse

ACE2-mRNA-Signale konnten in der FISH zusammen mit Cx26-mRNA im gesamten
proximalen Tubulus detektiert werden (Abb. 21A, B). Im Aul3enstreifen des &ul3eren
Marks, entsprechend den Partes rectae der Tubuli, wiesen die Zellen eine erhdhte
Abundanz auf. Dazu kongruent =zeigten sich die Ergebnisse aus der
Immunfluoreszenzfarbung. Das Enzym lie3 sich auf Proteinebene im luminalen

Bilrstensaum der proximalen Tubuli nachweisen (Abb. 22).

Abbildung 22: Immunfluoreszenzfarbung von ACE2 (A,B) mit asma (C) in murinem
Nierengewebe.

Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B
eine Detailaufnahme proximaler Tubuli. In C ist ein Glomerulus mit Ateriole (griin), Bowman-Kapsel und
Harnpol mit Abgang des proximalen Tubulus erkennbar (Pfeil).
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Auffallig war in den Ubersichtsaufnahmen eine radiar verlaufende Streifung mit ACE2-
reichen Bereichen. Als weitere Transkriptionsorte konnten das parietale Blatt der
Bowman-Kapsel und das Urothel identifiziert werden (Abb. 21C, 22C).

Mit den anderen erwdhnten Zellmarkern konnte keine Kolokalisation beobachtet
werden.
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3.3.5.2 Mas-1

Abbildung 23: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von Mas-1-mRNA mit ACE2-mRNA in murinem
Nierengewebe.

Zellkerne sind grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen Nierenausschnitt um ein Vas
arcuatum (va).
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Mas-Rezeptor-mRNA kolokalisierte mit ACE2 in den proximalen Tubuli (pT). Dabei
zeigten sich einzelne Mas-reiche pT-Cluster in unmittelbarer raumlicher Nachbarschaft
der arcuaten Gefal3e (Pfeile). In den ACE2-reichen S3-Segmenten war die Mas-
MRNA-Abundanz im Vergleich zu den anderen Bereichen des proximalen Tubulus
reduziert (Abb. 23). AuBerdem konnte Mas-1 in der glatten Muskulatur groR3erer
renaler GefalRe (Abb. 24A) und in Mesangialzellen (Abb. 24B) nachgewiesen werden.

Die FISH des anderen untersuchten Ang(1l-7)-Rezeptor AT2 ergab keine

nennenswerten detektierbaren Signale.

B PDGFRp

Abbildung 24: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von Mas-1-mRNA mit asma (A) und PDGFRB
(B) in murinem Nierengewebe.
Zellkerne sind grau dargestellt. A zeigt ein renales Gefal3, B einen Glomerulus (Kreis).
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3.3.5.3 ACE

Aufgrund des empfindlichen Gleichgewichts zwischen den beiden Achsen des RAAS
und dessen Assoziation mit verschiedenen renalen Erkrankungen, wurde im
Folgenden versucht, die intrarenale Verteilung der beiden Schliisselenzyme ACE2 und

ACE genauer zu untersuchen.

B Nephrin

Abbildung 25: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE mit ACE2 (A), Nephrin (B) und asma
(C) in murinem Nierengewebe.
Zellkerne sind grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme. In B ist ein Glomerulus (Kreis), in C
ein renales Gefald (g) abgebildet.
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ACE kolokalisiert sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene mit ACE2 im
proximalen Tubulus (Abb. 25, 26). Dort tritt es im apikalen Birstensaum in
Erscheinung (Abb. 26). Wiederum imponiert eine gesteigerte Expression im S3-
Segment. Gleichzeitig gibt es Bereiche im proximalen Tubulus, in denen ACE weder
transkribiert noch exprimiert wird. In der Ubersicht wird dies in Form einer
ausgepragten radiaren Streifung deutlich, wobei Areale mit und ohne ACE alternieren.
AulRerdem konnte das Enzym im Endothel renaler Gefal3e (Abb. 25 C) und in Nephrin-
negativen Zellen der Glomeruli nachgewiesen werden, die am ehesten als kapillares
Endothel zu identifizieren sind 124 (Abb. 25 B).

Abbildung 26: Immunfluoreszenzfarbung von ACE und ACE2 in murinem Nierengewebe.
Zellstrukturen wurden mittels des Cy2-Filters sichtbar gemacht. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt
einer Ubersichtsaufnahme.
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3.4 Einfluss renaler Schadigungsmodelle auf die Komponenten des

nicht-kanonischen RAAS-Systems

Beide Systemachsen scheinen an der Genese und Progression verschiedener
degenerativer Nierenerkrankungen mafigeblich beteiligt zu sein. Um die funktionelle
Bedeutung des nicht-kanonischen RAAS bei renalem Schaden genauer zu eruieren,
wurden neben den basalen Wildtypnieren auch Organe aus Tieren mit Adenin-
induzierter Nephropathie und unilateraler Ureterobstruktion (UUO) untersucht. Zum
Vergleich wurden wiederum Enzyme und Rezeptoren der kanonischen Systemsachse

herangezogen.

3.4.1 Quantitative mRNA-Analyse

Folgende Diagramme basieren auf Daten der RT-gPCR verschiedener Komponenten
des RAAS in basalen, Adenin- und UUO-Nieren der Maus.

3.4.1.1 Nicht-kanonisches RAAS

ACE2 Mas-1

2.07 0.15

1.5
0.10
1.0

0.05

0.00- i

*
0.5 1

ACE2/GNB2L1-mRNA-Ratio
*
Mas-1/GNB2L1-mRNA-Ratio

0.0-

Abbildung 27: mRNA-Abundanz wesentlicher Komponenten des nicht-kanonischen RAAS in
basalen, Adenin- und UUO-Nieren der Maus.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM; Niere basal: n=6, Niere Adenin/lUUO n=7. * p<0,05.
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Sowohl die ACE2-mRNA- als auch die Mas-1-mRNA-Abundanz war in den
untersuchten Nieren aus renalen Schadigungsmodellen um etwa 70% bzw. 65%
reduziert. Zwischen den Adenin- und UUO-Tieren zeigte sich keine statistisch
signifikante Differenz. Die AT2-mRNA-Level lagen unterhalb der Detektionsgrenze.

3.4.1.2 Kanonisches RAAS
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Abbildung 28: mRNA-Abundanz wesentlicher Komponenten des kanonischen RAAS in basalen,
Adenin- und UUO-Nieren der Maus.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM in Nieren aus 6 (basal) bzw. 7 (Adenin, UUO) Tieren. * p<0,05.

Bei ACE und ATla konnte ebenfalls eine reduzierte Abundanz im renalen
Schadigungsmodell beobachtet werden. Die Differenz zwischen den Adenin- (~22%
des basalen Mittelwerts) und UUO-Tieren (~55% des basalen Mittelwerts) war lediglich
beim untersuchten Enzym statistisch signifikant. Die ATla-mRNA-Level in den
geschadigten Nieren bewegten sich auf etwa 40% des basalen Niveaus. Der AT1b-

MRNA-Gehalt der untersuchten Organe lag unterhalb der Detektionsgrenze.
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3.4.2 Lokalisation wesentlicher Komponenten des nicht-kanonischen RAAS in

renalen Schadigungsmodellen

Mit Hilfe der FISH wurden die Nieren aus Adenin- und UUO-Tieren in gleicher Weise
wie die basalen Organe hinsichtlich der Lokalisation der beiden Enzyme ACE2 und
ACE und der beiden Ang(1-7)-Rezeptoren Mas-1 und AT2 untersucht.

3.4.2.1 Adenin-induzierte Nephropathie

Abbildung 29: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2-mRNA (A) mit Cx26-mRNA (B) in
murinem Nierengewebe bei Adenin-induzierter Nephropathie.

Zellkerne sind griin bzw. grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen Kortikalen
Ausschnitt.

Wie im physiologischen Nierengewebe kolokalisiert ACE2-mRNA mit Cx26-mRNA im
proximalen Tubulus. Deutlich erkennbar ist die nach wie vor starker ausgepragte, aber
dennoch reduzierte Transkription im S3-Segment, kortikal zeigt sie sich stark
vermindert. Erhalten ist auBerdem die in der Ubersicht sichtbare radiare Streifung im
Cortex mit ACE2-reichen Bereichen (Abb. 29).
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Abbildung 30: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2-mRNA mit Mas-1-mRNA in murinem
Nierengewebe bei Adenin-induzierter Nephropathie.
Zellkerne sind grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen kortikalen Ausschnitt. Die
Ellipsen kennzeichnen die beschriebenen Mas-Cluster.

Insgesamt sind nur noch wenige Mas-mRNA Signale detektierbar. Die Mas-reichen
pT-Cluster im Bereich der Vasa arcuata weisen jedoch nach wie vor eine gesteigerte

Abundanz im Vergleich zum restlichen proximalen Tubulus auf. (Abb. 30).

Abbildung 31: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2-mRNA mit ACE-mRNA in murinem
Nierengewebe bei Adenin-induzierter Nephropathie.

Zellkerne sind grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen Ausschnitt im Bereich des
Ubergangs von Cortex und AuRenstreifen.
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ACE zeigt sich kortikal ebenfalls stark reduziert, weniger deutlich ist der Riickgang im
AulRenstreifen des &uf3eren Markes. Anhand der FISH lieBe sich eine starkere
Verminderung der mRNA-Abundanz bei ACE als bei ACE2 konstatieren (Abb. 31).

Bei allen untersuchten Komponenten konnte keine Lokalisation auf3erhalb der in 3.3.5

identifizierten Strukturen festgestellt werden.

3.4.2.2 Unilaterale Ureterobstruktion

Abbildung 32: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2-mRNA (A) mit Cx-26-mRNA (B) in
murinem Nierengewebe bei UUO.

Zellkerne sind griin bzw. grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen Kortikalen
Ausschnitt.

Wie in den Nieren der Tiere mit Adenin-induzierter Nephropathie zeigt sich die ACE2-
MRNA-Abundanz proximal-tubular herabgesetzt. In der FISH erscheint dieser
Ruckgang bei den UUO-Tieren etwas geringer. Erkennbar ist weiterhin die
ausgepragte Transkription im AuRenstreifen des &ufl3eren Marks und den

strangférmigen Bereichen des Kortex (Abb. 32).



3 Ergebnisse

Abbildung 33: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2-mRNA mit Mas-1-mRNA in murinem
Nierengewebe bei UUO.

Zellkerne sind grau dargestellt. Die Abbildung zeigt eine Detailaufnahme der Mas-Cluster, die mit
Kreisen gekennzeichnet sind.

Mas-1-mRNA war im proximalen Tubulus kaum mehr nachzuweisen. Lediglich die
beschriebenen Cluster im Bereich der arcuaten Geféal3e wiesen nennenswerte Signale
auf (Abb. 33).

Abbildung 34: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von AT2-mRNA in murinem Nierengewebe bei
Uuo.

Zellkerne sind grau dargestellt. Die Abbildung zeigt eine Detailaufnahme von suburothelialen AT2-
positiven Zellen.
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In allen untersuchten Nieren konnten peripapillar einzelne suburotheliale AT2-positive
Zellen beobachtet werden. Das restliche Nierengewebe zeigte sich dahingehend
ganzlich unauffallig (Abb. 34).

500 pm

Abbildung 35: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von ACE2-mRNA (A) mit Cx-26-mRNA (B) in
murinem Nierengewebe bei UUO.
Zellkerne sind grau dargestellt. A zeigt eine Ubersichtsaufnahme, B einen kortikalen Ausschnitt.

Die Transkription von ACE zeigte sich in der FISH kortikal weniger vermindert als bei
den Adenin-Tieren. Die mRNA-Signale im Aul3enstreifen des &uf3eren Marks blieben
weitgehend unverdndert (Abb. 35).

Bei allen untersuchten Komponenten konnte, bis auf den AT2-Rezeptor, ebenfalls

keine Lokalisation auRerhalb der in 3.3.5 identifizierten Strukturen festgestellt werden.
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ACE2 ist mit seinen beiden korrespondierenden Rezeptoren Mas-1 und AT2 ein
essentieller Regulator des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Die beiden Arme
des RAAS stehen in einem empfindlichen Gleichgewicht zueinander, das zum einen
an der Aufrechterhaltung vieler physiologischer Funktionen im Organismus
mafdgeblich beteiligt ist. Zum anderen tragt es zur Pathogenese und Progression
diverser Erkrankungen bei.

Da der Expressionsort und die Funktionalitat eines Proteins eng miteinander verknupft
sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, die essentiellen Komponenten des
nicht-kanonischen RAAS in diversen Geweben genauer zu lokalisieren. Angesichts
der in der Einleitung beschriebenen ambivalenten Befunde verschiedener
Untersuchungen hinsichtlich der inter- und intraorganischen Verteilung des ACEZ2,
aber auch der beiden Rezeptoren Mas-1 und AT2, ist es umso wichtiger, die

vorliegenden Ergebnisse vergleichend einzuordnen.

4.1 Quantitative mRNA- und Proteinanalyse in verschiedenen

Geweben

Im Zuge der durchgefuhrten quantitativen mRNA-Analysen konnte die Niere als
Haupttranskriptionsort des ACEZ2 unter den untersuchten Organen identifiziert werden.
Diese Beobachtung, sowie die Gbrigen Messungen an Leber, Herz und Gehirn zeigen
sich weitgehend kongruent zu etlichen vorherigen Befunden diverser methodisch
vergleichbarer Studien, die an unterschiedlichen Nagern vorgenommen wurden (25~
127) Song et al. stellten hingegen hohere ACE2-mRNA-Level in murinem
Lungengewebe fest, wobei dabei eine andere Mauslinie als in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurde 3. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die ACE2-
Expression massiven altersabhéngigen Schwankungen unterworfen ist. Wahrend die
anfangs niedrige Abundanz der ACE2-mRNA in der Lunge von der Embryonalperiode
Uber die Adoleszenz bis hin zum adulten Tier kontinuierlich zunahm, sank sie im
renalen Gewebe nach einem perinatalen Peak ab 3. Der Zeitpunkt der quantitativen
MRNA-Bestimmung muss daher bei der Interpretation der Ergebnisse berucksichtigt

werden und konnte neben dem abweichenden genetischen Hintergrund der
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Versuchstiere diese Diskrepanz erklaren. Eine noch hohere Abundanz als in der Niere
wurde bei einigen Untersuchungen beispielsweise im Dunndarm festgestellt (125 126),
In humanem Gewebe sind gegeniiber der Maus einige Unterschiede hinsichtlich der
Organverteilung der ACE2-mRNA zu konstatieren. Die mit Abstand hdchsten
Abundanzen treten hierbei wiederum in einigen Bereichen des Intestinums sowie der
Niere auf. Allerdings werden in der Lunge im Gegensatz zu den Befunden aus
Untersuchungen an Nagern um ein vielfaches niedrigere ACE2-mRNA-Level
beschrieben, die teilweise unter der in den Studien festgelegten Nachweisgrenze
lagen. Angesichts der Rolle des ACE2 als Entry-Rezeptor der aerogen Ubertragenen
SARS-Co-Viren und der resultierenden Covid-19-Pneumonie ist diese Beobachtung
besonders bemerkenswert. In humanem Herzgewebe hingegen zeigt sich die
Transkription im Vergleich zur Maus erheblich gesteigert und bewegt sich etwa bei ca.
50% des renalen Niveaus (1109, 128),

Bei den Ergebnissen der durchgefuhrten Experimente sind vor allem die massiven
Diskrepanzen zwischen der ACE2-Expression auf mRNA- und Proteinebene auffallig.
Dabei scheinen die verschiedenen Organe stark voneinander abweichende
Translationsraten  aufzuweisen. Zeigte  beispielsweise = ACE2-mRNA im
Lungengewebe noch die zweithdchste Abundanz, konnte im Western Blot kaum mehr
Enzym nachgewiesen werden. Dahingegen lagen die hepatischen ACE2-mRNA-Level
auf nur ca. 1% der renalen Spiegel, wahrend die Proteinexpression auf ca. 25% in
Bezug auf die Messwerte der Niere anstieg. Letztere Beobachtung konnte in milderer
Auspragung ebenfalls bei den anderen untersuchten Organen festgestellt werden.
Angesichts bisheriger Studien, die dieses Missverhaltnis ebenfalls bestatigen, ist die
Validitat der ermittelten Daten nicht grundsatzlich in Frage zu stellen 23 125, Es ist
allerdings unklar, inwiefern methodische Limitationen, insbesondere die Schwierigkeit
der Gewinnung von gleichzeitig spezifischen und hochaviden Antikdrpern, bei der

Interpretation dieser Ergebnisse zu bertcksichtigen sind.

Die erhobenen Befunde legen nahe, dass die Niere nicht nur die hochste ACE2-
MRNA-Abundanz aufweist, sondern auch die Proteinexpression renal am starksten
ausgepragt erscheint, wenngleich in anderen Untersuchungen an Mausen das Herz,
die Lunge oder das Gehirn die grof3ten ACE2-Vorkommen aufwiesen. Dabei war
allerdings wiederum ein starker Einfluss des Zeitpunkts der Organentnahme zu

beobachten und die Verwendung von Tieren unterschiedlichen genetischen



4 Diskussion

Hintergrunds sowie von anderen Antikérpern erschwert den Vergleich der ermittelten
Daten (23 125),

Im humanen Organismus wird in etlichen Studien ebenfalls die Niere als
Hauptexpressionsort des ACE2 unter den untersuchten Organen beschrieben.
Weitere Gewebe, in denen groRere Mengen an Enzym nachgewiesen werden konnte,
sind insbesondere Darm und Hoden Y. Angesichts der renalen Dysfunktion bei vielen
kritisch kranken Covid-19-Patienten und der h&ufigen gastrointestinalen Manifestation
sollte der eventuelle Zusammenhang zwischen der ACEZ2-Expression und der
extrapulmonalen Organbeteiligung bei SARS-CoV-2-Infektion genauer eruiert werden
(129—131).

Hinsichtlich des Mas-Rezeptors wies das Gehirn bei Weitem die héchste Abundanz
auf, was mit bisherigen Befunden Ubereinstimmt (18). Der AT2-Rezeptor wurde nur in
der Nebenniere und in geringem Ausmald ebenfalls im zentralen Nervensystem
nachgewiesen. Sein Vorkommen in Herz und Niere, wie es in der Literatur beschrieben
wird, konnte in den durchgefiihrten Experimenten nicht bestatigt werden (0. 132),

Es konnte gezeigt werden, dass die Komponenten des nicht-kanonischen RAAS in
manchen Geweben teilweise in &hnlicher oder sogar héherer Auspragung prasent
waren als die des kanonischen RAAS. Auch wenn von der Abundanz der Enzyme und
Rezeptoren nicht unmittelbare Rickschlisse auf ihre gewebsspezifische sowie
systemische Bedeutung gezogen werden kdnnen, ist diese Beobachtung angesichts
der Pradominanz der kanonischen Systemachse im pathophysiologischen
Verstandnis und der Pharmakotherapie vieler Erkrankungen, insbesondere der

arteriellen Hypertonie, dennoch relevant.
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4.2 Lokalisation und Bedeutung des nicht-kanonischen RAAS in

diversen Organsystemen

4.2.1 Herz

Im untersuchten murinen Herzgewebe konnten nur sehr geringe Mengen ACE2-mRNA
detektiert werden, die am ehesten kardialen Fibroblasten zuzuordnen waren. Die
Existenz in Kardiomyozyten oder kardialen GefaRen, wie sie bereits in diversen
Spezies beschrieben wurde, konnte dahingegen nicht bestatigt werden (133-135) wobei
wiederum die altersabhangigen Schwankungen der ACE2-mRNA-Abundanz zu
berticksichtigen sind.

Stimuliert durch Ang Il spielen diese Fibroblasten eine wichtige Rolle im Rahmen des
kardialen Remodelings. Die dortige Expression von ACE2 kodnnte durch die
Degradation von Angiotensin die Synthese extrazellularer Matrix verringern und so die
fibrotischen Prozesse kompensieren “%. Der Mas-Rezeptor wies zwar keine
Kolokalisation mit ACE2 auf, eine Interaktion mit Ang(1-7) ist durch Diffusionsvorgange
allerdings dennoch denkbar. Aufl3erdem ist durch die Fahigkeit des Ectodomain
Shedding des ACEZ2 in das Interstitium eine pankardiale Wirkung durch seine I6sliche
Form moglich. Diese Uberlegungen werden gestiitzt durch Untersuchungen, in denen
gezeigt werden konnte, dass eine Uberexpression von ACE2 die Entstehung von
Herzhypertrophie und ventrikularem Remodeling durch Ang II-Infusion abmildert und
die Kollagensynthese in kardialen Fibroblasten hemmt ©“6 47, |n ACE2-defizienten
Nagern konnten hingegen eine verminderte Kontraktilitat und strukturelle
Veranderungen des Myokards beobachtet werden (10 50),

Aufgrund dieser kardioprotektiven Eigenschaften kénnte ACE2 kinftig als ein neues
pharmakotherapeutisches Target fungieren, insbesondere bei Erkrankungen des

Herzens, die mit kardialem Remodeling assoziiert sind.

4.2.2 Lunge

Die Beobachtungen bezlglich der Lokalisation des ACE2 in murinem Lungengewebe
zeigten sich auf mRNA- und auf Proteinebene absolut kongruent. Wahrend im

Lungenparenchym kein Enzym nachgewiesen werden konnte, zeigte sich im
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respiratorischen Epithel der Bronchien eine ausgepragte apikale Expression. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Booeshaghi und Pachter, die diese ACE2-
exprimierenden Zellen mittels Single Cell Sequencing als Becher- und Zilien tragende
Zellen identifizieren konnten (36),

Diese luminale Lokalisation legt nahe, dass das Ectodomain Shedding der l6slichen
Variante des Enzyms in das Bronchialsekret eine relevante Rolle in der Physiologie
der murinen Lunge spielt, ohne genaue Aussagen Uber die tatsachliche Funktion
treffen zu kdnnen. Mdglich waren etwa protektive Effekte im Falle exogen induzierter
Inflammationsprozesse. Eine erhoéhte bronchiale Expression ist im Mausmodell
beispielsweise bei bakterieller Pneumonie oder allergischer Reaktion zu beobachten
(137).

Seit der Beschreibung des ACE2 als SARS-CoV-2-Rezeptor wurde eine Vielzahl an
Studien bezlglich seiner Lokalisation im humanen Respirationstrakt publiziert. Diese
unterscheiden sich nicht nur methodisch, sondern weisen auch in ihren Befunden mehr
oder weniger ausgepragte Unterschiede auf. Zusammengefasst scheint sich die
ACE2-Expression im Menschen im Gegensatz zur Maus eher auf das Zilien tragende
Flimmerepithel der oberen Atemwege sowie auf Pneumozyten vom Typ 2 zu

konzentrieren, wobei die Abundanz im pulmonalen Gewebe insgesamt relativ gering
ausfallt (21, 22, 93, 108, 137, 138)_

4.2.3 Leber

Die ACE2-Expression in der Leber konzentrierte sich im Wesentlichen auf die sich im
perisinusoidalen  Disse-Raum  befindlichen  Sternzellen im  Bereich  der
Portalvenenaste, wobei sich die Befunde auf mRNA- und Proteinebene wiederum
kongruent zeigten. Eine Lokalisation in Hepatozyten, Gallengangsepithel oder dem
Endothel, wie sie beispielsweise in humanem oder Rattengewebe mittels
immunhistochemischer Farbung beobachtet wurde, konnte nicht bestatigt werden ©3),
Eine exakte Differenzierung von Endothelzellen, Hepatozyten und Sternzellen ist
allerdings aufgrund des nur wenige hundert Nanometer breiten Disse-Raums ohne

spezifische Kofarbung mit zellularen Markerproteinen kaum vorzunehmen.



4 Diskussion

Abbildung 36: Schematische Darstellung eines Lebersinusoids
Dargestellt sind Hepatozyten (braun), Endothelzellen (dunkelgrin), Kupferzellen (hellgrin) und
hepatische Sternzellen (orange) des subendothelialen Disse-Raums.

Bei den Sternzellen handelt es sich um fibroblastoide Zellen, die in erster Linie eine
Speicherfunktion fur Vitamin A erfullen und der Produktion extrazellularer Matrix
dienen. Dadurch sind sie maf3geblich an der Pathogenese fibrotischer Erkrankungen
der Leber, insbesondere der Zirrhose beteiligt. Dabei kommt es zu einer mitunter durch
das kanonische RAAS induzierten Uberaktivitat der Sternzellen, die eine hepatische
Fibrose herbeiftinren 2. Die dortige Expression von ACE2 konnte durch die lokale
Degradation von Ang Il die Kollagensynthese verringern und die degenerativen
Prozesse kompensieren. Mit dieser Vermutung stimmen auch die Befunde etlicher
Untersuchungen U(Uberein, die zeigen konnten, dass die Applikation oder
Uberexpression von ACE2 und Ang(1-7) artifiziell verursachte
Leberparenchymschaden abmildern konnten 62 70-73. 139)  Da die Zirrhose eine
Prakanzerose zum HCC darstellt, konnte das nicht-kanonische RAAS auf diesem
Wege der Entstehung von hepatischen Neoplasien entgegenwirken.

Des Weiteren konnte ACE2 zusammen mit ACE im, die Gallengdnge umgebenden,
Bindegewebe nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen macht die Assoziation
des RAAS mit fibrotisch-degenerativen Erkrankungen der Gallenwege, beispielsweise
der primar sklerosierenden Cholangitis denkbar, die kiinftig Gegenstand investigativer
Vorhaben in diesem Bereich sein konnte.
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4.2.4 Nebenniere

Bisher existieren nur vergleichsweise wenige Daten zur adrenalen Expression der in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Komponenten des nicht-kanonischen RAAS,
insbesondere in murinem Gewebe. In den durchgefiihrten Experimenten konnte ACE2
in PDGFRp-positiven Zellen im gesamten Nebenniereninterstitium nachgewiesen
werden.

In humanen immunhistochemisch gefarbten Préaparaten hingegen wurden die
hormonproduzierenden Zellen selbst als adrenaler Expressionsort des ACE2
identifziert 149, An dieser Stelle sei allerdings nochmals die Schwierigkeit der
Gewinnung spezifischer Antikérper erwahnt. Aufgrund der Homologie des ACE2 zu
anderen Proteinen wie ACE oder Collectrin, sollte diese Problematik bei der
Interpretation der Ergebnisse nicht ignoriert werden.

Mas-1 trat lediglich in der Zona glomerulosa in Erscheinung. Inwiefern dieser die
Aktivitat der Aldosteron produzierenden Zellen beeinflussen und so eventuell seine
antihypertensiven Effekte vermitteln kdnnte, ist durch weitere Studien zu untersuchen.
Der andere untersuchte Ang(1-7)-Rezeptor AT2 zeigte sich in den neuroendokrinen
Zellen des Nebennierenmarks sehr ausgepragt exprimiert. Bisherige Untersuchungen
legen nahe, dass er dort die Katecholaminsekretion stimuliert (141, Er wies ebenso wie
Mas keine Kolokalisation mit ACE2 auf. Dennoch kénnte in der Rinde entstandenes
Ang(1-7)/(1-9) dem kortikomedullaren Blutfluss folgen und im Markbereich an AT2
binden. Inwiefern eine solche Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor tatsachlich
stattfindet, bleibt allerdings zu klaren.

Auffallig ist die insgesamt hohe Abundanz des ACE2 im adrenalen Gewebe, die sich
auf Proteinebene auf ca. 77% des renalen Niveaus bewegt. Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dass die Nebenniere mal3geblich an der Pathogenese insbesondere schwerer
Covid-19-Verlaufe beteiligt ist. Dabei sind histopathologisch inflammatorische Infiltrate
sowie funktionell eine ausgepragte Nebenniereninsuffizienz zu beobachten, die sich in
einer Uberschie3enden Immunreaktion sowie oft katecholaminpflichtiger Hypotonie

manifestieren kann (40, 142),
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4.2.5 Niere

Rinde

AuReres Mark

Inneres Mark

Abbildung 37: Schematische Darstellung eines Nephrons
Glomerulare Kapillare (violett), Bowmankapsel (rot), pT (orange), Intermediartubulus (gelb), dT
(hellgriin), Sammelrohr (dunkelgriin), Mesangium (blau).

Zur Lokalisation des ACE2 in der Niere existieren bereits zahlreiche Studien, die
allerdings sehr heterogene Befunde aufweisen. Wie bereits aus den meisten
Untersuchungen an verschiedenen Spezies hervorgeht, konnte in den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Experimenten eine ausgepragte Iuminale
Expression im proximalen Tubulus, insbesondere im Pars recta, sowie dem parietalen
Blatt der Bowmankapsel bestatigt werden ¢ 21 22 58 57, 124 143) |n den
Ubersichtsaufnahmen imponierten Kortikale Areale hoher Abundanz als radiar
verlaufende Streifung, von der bisher nicht berichtet worden war.

Nicht reproduzierbar waren hingegen Beobachtungen, die ACE2 in murinen
Mesangialzellen, Podozyten oder renalen GefaRBen beschreiben @ 124 Weiterhin
konnte das Enzym in Ratten- und humanen Nieren mittels immunhistochemischer
Farbung im distalen Tubulus und dem Sammelrohr detektiert werden ? 22.144) Begj
diesen Befunden darf allerdings eine eventuelle Kreuzreaktivitat der Antikbrper gegen

Collectrin im dT oder gegen ACE im vaskularen Endothel nicht aul3er Acht gelassen
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werden ©7), Eine enzymatische Aktivitat in distalen Nephronabschnitten ist durch das
konstitutive Ectodomain Shedding dennoch denkbar.

Mas-1-mRNA war in erster Linie im proximalen Tubulus nachzuweisen, was sich
kongruent mit Befunden aus anderen Nagetieren zeigt. Ein Auftreten im distalen
Tubulus, wie es bereits in Rattennieren beobachtet wurde, konnte hingegen nicht
bestéatigt werden 13, Besonders auffallig war das heterogene Expressionsmuster des
Rezeptors innerhalb des pT mit Bereichen unterschiedlich ausgepréagter Abundanz.
Nach aktuellem Kenntnisstand noch nicht beschrieben waren die Mas-reichen Cluster
im Bereich der arcuaten Gefal3e. Welche Funktion diese gerade in den juxtavasalen
Tubuluszellen erfullen kdnnten, ist in kiinftigen Untersuchungen zu eruieren.

In den Zellen des Mesangiums konnte der Mas-Rezeptor seine antifibrotischen Effekte
vermitteln, was Studien an Mas-defizienten Mausen nahelegen. Dabei war histologisch
eine Expansion der mensangialen extrazellularen Matrix zu beobachten, die sich auf
molekularer Ebene durch die verstarkte Expression profibrotischer Proteine, wie

Kollagenen, asma und Fibronectin, widerspiegelt (1. 145),

Abbildung 38: Schematische Darstellung der ACE2- (links) und Mas-1-Expression (rechts)
entlang des murinen Nephrons.
Farbig markierte Bereiche kennzeichnen die Expression von ACE2 bzw. Mas-1.
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Als ein weiterer Transkriptionslocus von Mas erwies sich die glatte Muskulatur renaler
Gefal3e. Dort kdnnte der Rezeptor durch verschiedene Prozesse zur antihypertensiven
Wirkung des nicht-kanonischen RAAS beitragen: Zum einen durch eine direkte
Verminderung des Vasotonus, zum anderen steigt durch die Vasodilatation die renale
Durchblutung, was der Reninsekretion entgegenwirkt und so einen weiteren
antagonistischen Mechanismus zur kanonischen Systemachse darstellen koénnte.
Damit im Einklang stehen die Ergebnisse aus Untersuchungen an Mas-
Knockoutmodellen, die eine Reduktion im renalen Blutfluss und des Harnzeitvolumens
konstatierten. Der Mas-Rezeptor scheint auf diesem Wege also auch an der
Regulierung der Diurese beteiligt zu sein (61 146),

Bemerkenswert war weiterhin die Kolokalisation von ACE2 und ACE im Birstensaum
des proximalen Tubulus, stellen sie doch die beiden Schlisselenzyme der beiden
antagonistischen RAAS-Achsen dar. Auffallig waren dabei die Bereiche, in denen zwar
ACE2, nicht aber ACE, exprimiert wird. In der Ubersicht wird dies in Form einer
ausgepragten radiar verlaufenden Streifung deutlich, wobei Areale mit und ohne
kanonischem Enzym alternieren. Inwiefern sich diese Tubulusabschnitte eventuell
noch unterscheiden und welche funktionelle Bedeutung diesen inharent sein kénnte,
ist klinftig genauer zu eruieren.

In den Geweben der beiden renalen Schadigungsmodelle war sowohl fur die
Komponenten des kanonischen als auch nicht-kanonischen RAAS eine Abnahme der
Abundanz zu erkennen. Ob daraus in netto dennoch erhdéhte Ang II-Konzentrationen
resultieren, die als Mediator der fibrotischen Veranderungen fungieren, bleibt fraglich.
Auch wenn die Ubersichtsaufnahmen der histologischen Schnitte eine relativ starkere
Reduktion der ACE-Expression gegentber dem ACE2 vermuten liel3, konnte in den
qguantitativen mRNA-Analysen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Da
dieser Riuckgang des ACE in der FISH allerdings vor allem kortikal zu beobachten war,
ware im Rahmen der Praparation der Organe fiur die gqPCR eventuell eine zonale
Differenzierung sinnvoll.

Die Befunde aus bisherigen Studien beziglich der ACE/ACE2-Expression bei renaler
Schadigung zeichnen ein auf3erst heterogenes Bild, wobei der Grof3teil eher fur eine
Erniedrigung der ACE2- bei gleichzeitiger Erhéhung der ACE-Level spricht. Eine
Zunahme der Abundanz des ACE2 oder eine Neoexpression in anderen Strukturen
gegeniber gesundem Nierengewebe, konnte in den im Rahmen der vorliegenden

Arbeit durchgefiihrten Experimenten nicht bestatigt werden (10. 12, 54, 56, 147, 148)
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Allerdings scheint dabei der Grad der Lasion eine entscheidende Rolle zu spielen. So
beschreiben einige Untersuchungen vor allem im Frihstadium der Erkrankung einen
Anstieg der ACE2-Expression, was einen initialen protektiven
Kompensationsmechanismus darstellen konnte (1% 12 |n den verwendeten Modellen
ware daher eine Betrachtung nach kirzerer Ureterligations- bzw. Adeninperiode

interessant.
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5 Zusammenfassung

Seit seiner Identifikation als Entry-Rezeptor der SARS-Co-Viren gerat das Angiotensin
Converting Enzyme 2 zunehmend in das Blickfeld biomedizinischer Forschung. Mit
seiner Entdeckung im Jahr 2000 wurde das konventionelle RAAS um eine nicht-
kanonische Systemachse erweitert. Es spaltet Ang 1l und produziert weitere
Angiotensinderivate, wie Ang(1-7) und Ang (1-9), welche als Liganden fur seine beiden
korrespondierenden Rezeptoren Mas-1 und AT2 fungieren. Es stellt dadurch einen
essentiellen Regulator des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems dar, dessen
beiden Achsen in einem empfindlichen Gleichgewicht zueinander stehen, welches
malf3geblich an der Aufrechterhaltung vieler physiologischer Funktionen im
Organismus beteiligt ist.

Im Rahmen der Genese und Progression etlicher Erkrankungen kommt es zu einer
Uberaktivitat des kanonischen Systemarms, welcher sowohl systemisch als auch lokal
im Gewebe nachteilige Effekte vermittelt. In diesen pathologischen Zustédnden agiert
das nicht-kanonische RAAS als zentraler Mediator protektiver antagonistischer
Effekte. Diese sind in erster Linie vasodilatativer, antioxidativer, antithrombotischer,
antiproliferativer und antiinflammatorischer Art.

Die Datenlage hinsichtlich der Lokalisation des ACE2 erweist sich als sehr ambivalent.
Da der Expressionsort und die Funktionalitat eines Proteins eng miteinander verknupft
sind, ist es von grof3em Interesse, mehr tber seine genaue Organ- und Zellverteilung
zu erfahren. Ziel dieser Dissertation war es deshalb das Schlisselenzym des nicht-
kanonischen RAAS sowie seine wichtigsten Rezeptoren in ausgewahlten murinen
Geweben genauer zu lokalisieren.

Dazu wurden zunachst quantitative mRNA- und Proteinanalysen mittels Real-Time
gPCR bzw. Western Blot durchgefuhrt, um einen Eindruck tber die interorganische
Distribution der untersuchten Enzyme und Rezeptoren zu gewinnen.
Haupttranskriptions- und Expressionsort des ACE2 war dabei die Niere, weshalb auf
diese in den nachfolgenden Versuchen besonderes Augenmerk gelegt wurde.
Bemerkenswert war aul3erdem, dass die Komponenten des nicht-kanonischen RAAS
in manchen Geweben teilweise in &hnlicher oder sogar héherer Auspragung prasent
waren als die des kanonischen RAAS, was angesichts der Pradominanz der
kanonischen Systemachse im pathophysiologischen Verstandnis vieler Erkrankungen

besonders relevant erscheint.



5 Zusammenfassung

Im nachsten Schritt wurde durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und
Immunfluoreszenzfarbung versucht, den Komponenten des nicht-kanonischen RAAS
wiederum auf mRNA- und Proteinebene zellulare Strukturen zuzuordnen.

In Herz, Leber und Nebenniere konnte ACE2 am ehesten in Fibroblasten bzw.
fibroblastoiden Zellen des Interstitiums nachgewiesen werden. Insbesondere in
kardialem und hepatischem Gewebe legen diese Beobachtungen in Kombination mit
Befunden aus vorherigen Studien nahe, dass es dort durch die Degradation von Ang
I fibrotisch-degenerativen Prozessen entgegenwirken kann. In der murinen Lunge ist
ACE2 am apikalen Pol des respiratiorischen Epithels der Bronchien lokalisiert.

Die ACE2-Level in der Niere waren die hochsten unter den untersuchen Organen. Dort
tritt das nicht-kanonische Schlisselenzym vorwiegend im Buirstensaum des
proximalen Tubulus in Erscheinung, wo es eine Kolokalisation mit Mas-1 und seinem
kanonischen Analogon ACE aufweist. Mas ist weiterhin in Mesangialzellen und der
Muscularis der renalen Gefal3e exprimiert. Dort kbnnte es EZM-Expansion im Rahmen
einiger Nierenerkrankungen hemmen und die renale Durchblutung positiv
beeinflussen.

Die erhobenen Befunde bezlglich der Lokalisation der Enzyme und Rezeptoren des
nicht-kanonischen RAAS unterstitzen seine postulierten protektiven Effekte auf
unterschiedliche Organsysteme. Kunftig kbnnten seine Komponenten deshalb eine
wichtige Rolle in Kklinischen Therapieverfahren einnehmen, etwa bei arterieller
Hypertonie, Herzinsuffizienz, thrombotisch-ischamischen Ereignissen, fibrotisch-
degenerativen und neoplastischen Organverdnderungen und nicht zuletzt
Infektionskrankheiten wie Covid-19. Gerade vor dem Hintergrund der erst kirzlich
uberwundenen Pandemie und nun endemischen SARS-CoV-2-Situation ist es von
immenser Bedeutung, weitere Lokalisationsstudien zum Thema ACEZ2 durchzufiihren
und genauer zu eruieren, welche Bedeutung dem Enzym im Rahmen dieser

Multisystemerkrankung zukommt.
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7.2 Abklrzungsverzeichnis

Die Kenntnis der Abklrzungen chemischer Elementsymbole und Verbindungen, der
SI-Einheiten, sowie gangiger in den Naturwissenschaften und der Medizin gebrauchter

Begriffsabkirzungen wird als bekannt vorausgesetzt.

asma Alpha smooth muscle actin

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin Converting Enzyme
ACE2 Angiotensin Converting Enzyme 2
ADAM17 A Disintegrin and Metalloprotease 17
Ang Angiotensin

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
Arg Arginin

as Antisense

Asp Aspartat

AT1 Angiotensin II-Rezeptor Subtyp 1
AT2 Angiotensin II-Rezeptor Subtyp 2
BOAT1 Natriumabhangiger Aminosauretransporter
BCA Bicinchoninsaure

BK Bradykinin

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD Cluster of differentiation

Covid-19 Coronavirus Disease 2019

Cx26 Connexin 26

Cx43 Connexin 43

DAPI 4'.6-Diamidino-2-phenylindol

DEABK des-Arg(9)-Bradykinin

dT Distaler Tubulus

ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ENaC Epithelialer Natriumkanal
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EZ extrazellular

EZM Extrazellulare Matrix

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
GNB2L1 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1
His Histidin

HRP Horseradish Peroxidase

IF Immunfluorszenzfarbung

lle Isoleucin

V4 intrazellular

kDa Kilodalton

LDEABK Lys-[des-Arg(9)]-Bradykinin

Leu Leucin

Lys Lysin

Mas/Mas-1 Mas-1-Rezeptor

MrgD/MRGD Mas-related G-protein-coupled receptor
NO Stickstoffmonoxid

Nox2 NADPH-Oxidase 2

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

PBS-T Phosphate buffered saline - Tween
PCR Polymerase Chain Reaction

PDGFRB Platelet derived growth factor receptor beta
Phe Phenylalanin

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

Pro Prolin

pT Proximaler Tubulus

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
rpm Rotations per minute

RSV Respiratory Syncytial Virus

RT Raumtemperatur

RT g-PCR/g-PCR Real-Time quantitative PCR

S Sense

SARS-CoV Severe acute respiratory syndrome coronavirus
SDS Natriumdodecylsulfat
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SEM Standardfehler des Mittelwerts

TMPRSS2 Transmembrane Protease Serine Subtype 2
TRIS/Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tyr Tyrosin

uuo Unilaterale Ureterobstruktion

Val

Valin
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