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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Aldosteron verursacht Veradnderungen im Proteom der Zelle, die Uber den
Mineralocorticoidrezeptor (MR) und unabhé&ngig davon vermittelt sein kénnen. Die aktuellen
Erkenntnisse Uber die Rolle von Aldosteron in der Pathophysiologie von Herzerkrankungen
fordern ein besseres Verstandnis von der Wirkungsweise im Herzen. Die vorliegende Arbeit
untersucht Proteinkandidaten, auf die im Modellsystem Spalthefe ein Einfluss des
Aldosterons nachgewiesen wurde, in Saugetierzellen auf RNA-Ebene (RT-PCR) und
Proteinebene (Western Blot).

Dabei wurden Inkubationszeiten von 30-240 min abgedeckt.

Auf Proteinebene waren weniger signifikante Daten detektierbar als auf RNA-Ebene, die
Daten auf RNA- und Proteinebene korrelierten nur wenig. Uber den Inkubationszeitraum
zeigten die untersuchten Kandidaten einen grof3en dynamischen Bereich.

Fir alle Kandidaten konnten auf RNA-Ebene Unterschiede im Expressionprofil nach der
Inkubation mit Aldosteron gezeigt werden, in allen untersuchten Zelllinien traten Effekte auf..
In 85 Fallen gab es statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Kontrolle und der mit
Aldosteron behandelten Proben. Fir 36 dieser Félle konnte eine Beteiligung des MR
postuliert werden, in weiteren 33 war der Effekt durch die Inkubation mit dem MR-
Antagonisten Spironolacton nicht zu verandern.

Die mdégliche Beziehung der Kandidaten zum Aldosteronmetabolismus, ihre Verknipfung mit
Herzerkrankungen und der dynamische Bereich, tber den sich die Daten erstrecken, werden
kritisch diskutiert.
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SUMMARY

Summary

Aldosterone causes changes in the proteomic profile of the cell. These changes can both be
mediated via the mineralocorticoid receptor and independently. Currently, there is increasing
evidence that aldosterone is involved in the pathophysiology of heart failure, demanding a
better understanding of the aldosterone action in the heart. The presented work analyzes
different protein candidates that were shown to be regulated by aldosterone in fission yeast.
Therefore, different mammalian cells were investigated using different incubation time,
ranging from 30 to 240 minutes. The expression of the candidates is analyzed with western
blots to detect changes on in the proteomic profile. Additionally, the expression levels of RNA
were examined using RT-PCR. The comparison of the data showed less significant changes
in proteins than in RNA, the correlation of the data is poor.

Concerning the different incubation times, expression showed a huge dynamic range in RNA
as well as in protein.

All of the candidates were validated to be effected by aldosterone in the different cell lines.
Statistically significant differences between controls and aldosterone treated cells could be
shown in 85 cases in total. 36 of them are postulated to be mediated via the MR, for 33, the
treatment with spironolactone did not block the aldosterone effect.

The possible role of the candidates in aldosterone metabolism and heart failure as well as

the dynamic range of the data is critically discussed.
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1 Einleitung
1.1 Aldosteron: Biosynthese, Regulation und klassische Wirkungsweise

Im adrenalen Cortex werden drei verschiedene Hormonklassen

Mineralocorticoide werden vorwiegend in der Zona glomerulosa synthetisiert,

Glucocorticoide hauptsachlich in der Zona reticulata und Androgene in der Zona
In Abb.1.1

zugehoérigen Enzymen dargestellt.

e
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Abb. 1.1 Steroidbiosynthese und beteiligte Enzyme (modifiziert nach (Haggstrom, 2009; Lisurek und

Bernhardt, 2004)
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Alle Steroidhormone leiten sich von Cholesterin ab. Der einleitende Schritt ist die Umsetzung
von Cholesterin zu Pregnenolon durch die Abspaltung der Seitenkette. Durch Dehydrierung
in der 3B3-Position entsteht Progesteron. An dieser Stelle trennen sich die Synthesewege von
Glucocorticoiden und Mineralocorticoiden.

Die 21-Hydroxylierung von Progesteron durch CYP21A2 fihrt zu 11-Desoxycorticosteron.
Die folgenden Schritte in der Aldosteronbiosynthese werden durch CYP11B2
(Aldosteronsynthase) katalysiert. Zunachst erfolgt die Hydroxylierung in 11p-Position zu
Corticosteron. Durch Hydroxylierung und Dehydrierung an Position 18 entsteht Aldosteron.
Die Aldosteronsekretion kann {ber drei verschiedene Wege beeinflusst werden. Eine
Ubersicht Giber das Wechselwirken ist in Abb. 1.2 gegeben, die einzelnen Faktoren werden

im Folgenden néher beschrieben.

/—’Blut\mlumen

Matriurnretention in
der Nigre Durchblutung der Miere

Ausscheidung

: Katecholamine
wan Kalium
in der Miere
juxtaglamerulare

Freisetzung Zellen

won Aldosteron V\
Rickmeldung der
Macula densa
Kalium Angiotensinogen

Gleichgewicht , _
Angiotensin 1l Renmfremelzung

\ 4
Angiotensin- el Angiotensin |

Konwersionsenzym

Abb. 1.2 Die wechselseitige Beziehung zwischen Blutvolumen und Kaliumkontrollkreislauf und ihre

Effekte auf die Verdnderungen der Aldosteronsekretion nach (Williams und Williams, 2003)

Die Wirkungen von Aldosteron auf die Homdostase von Blutvolumen und Natriumgehalt
werden Uber die wechselnde Aktivitat des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems gesteuert.
Renin wird in den Zellen des juxtaglomeruldren Apparates gebildet und bei schlechter
Durchblutung, bzw. niedrigem Natriumgehalt in der Niere ausgeschuttet. Prostaglandine und
beta-adrenerge Stimulation férdern die Freisetzung (Davis und Freeman, 1976). Die Zellen
der Macula densa haben eine Rezeptorfunktion. Uber Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter
wird die Zusammensetzung des Primarharns sowie die Durchflussrate bestimmt und bei zu
niedrigen Werten die Reninfreisetzung angeregt (Hackenthal et al., 1990). Renin wirkt als

Aspartylprotease und spaltet Angiotensinogen zu Angiotensin 1. Das Angiotensin-
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Konversionsenzym (angiotensin converting enzyme, ACE) spaltet Angiotensin | in das aktive
Oktapeptid Angiotensin Il. Dieses wirkt stark gefallverengend, hat also eine direkte
Blutdrucksteigerung zur Folge. Zuséatzlich wird Bradykinin, das gefédRentspannende Wirkung
besitzt, durch ACE inaktiviert (Ignarro et al., 1987). Angiotensin Il stimuliert die Synthese von
Aldosteron, wadhrend es eine negative Ruckkopplung auf die Reninsynthese hat. Eine
Uberproduktion von Renin wird somit verhindert. Kaliumionen stimulieren die Aldosteron-
synthese direkt, erhéhte Aldosteronwerte férdern die Kaliumausscheidung in der Niere und
senken den Kaliumspiegel sehr schnell ab.

Andere Regulatoren der Aldosteronsynthese sind gewodhnlich an Stress gekoppelt,
Adrenocorticotropin (ACTH) vermag die Aldosteronsynthese akut stark zu steigern, eine
Dauerstimulation mit ACTH zeigt hingegen keinen Einfluss (Whitnall, 1993). Endothelin und
Serotonin kdénnen die Aldosteronsynthese in schwécherer Form steigern, wahrend
Betaendorphine, Dopamine und Digoxin die Aldosteronsynthese hemmen (Williams, 2005).
Die Produktion von Aldosteron kann auch auf3erhalb der Nebenniere erfolgen. Im Hirn von
salzsensitiven Ratten ist die Aldosteronsynthese signifikant héher als in Sprague-Dawley
Ratten (Gomez-Sanchez et al., 2010). Westscott beschreibt, dass z.B. nach einem
Myokardinfarkt die lokale Synthese von Aldosteron in Hirnarealen ansteigt, die mit
cardiovaskularer Regulation in Verbindung gebracht werden (Westcott et al., 2009).

Auch flr das Herz ist die Aldosteronproduktion beschrieben. Nachdem zun&chst per RT-
PCR gezeigt werden konnte, dass die Cytochrome 11B1 und 11B2 im Rattenherz exprimiert
werden, konnte an isolierten Rattenherzen die Synthese von Aldosteron und Corticosteron
nach Infusion mit Angiotensin Il oder ACTH nachgewiesen werden (Silvestre et al., 1999;
Silvestre et al., 1998).

1.2 Der Mineralocorticoidrezeptor

Dem traditionellen Verstandnis nach erfolgt die Steroidwirkung, indem das Steroid an seinen
spezifischen Rezeptor bindet, der geldst im Cytosol vorliegt. Die Bindung des Steroids
aktiviert den Rezeptor, der Steroid-Rezeptor-Komplex wandert in den Zellkern und
kontrolliert als Transkriptionsfaktor die Genexpression verschiedener Zielgene.

Der Mineralocorticoidrezeptor (MR) bildet mit dem Glucocorticoidrezeptor sowie den
Rezeptoren fir Androgene und Progesteron eine gemeinsame Unterfamilie
(Estrogenrezeptor-Artige) innerhalb der Superfamilie der nukledren Rezeptoren (Germain et
al., 2006). Die funktionale und strukturelle Organisation dieser Rezeptorfamilie ist in drei
Domanen unterteilt: eine variable N-terminale Doméne, eine hochkonservierte DNA-
Bindedoméne (90 % Identitdt) und eine steroidbindende C-terminale Domé&ne mit 50 %

Sequenzidentitat (Delcayre und Silvestre, 1999).
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Die hohe Identitat in der Aminosauresequenz der steroidbindenden Doméne fiihrt dazu, dass
auch Glucocorticoide an den MR binden. Gewdhnlich sind die Plasmakonzentrationen von
Glucocorticoiden um drei Grélenordnungen hoher als die von Aldosteron. Um eine
spezifische Bindung von Aldosteron an den MR zu ermdglichen, spielen verschiedene
Mechanismen eine Rolle. Die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase 2 (11p-HSD 2) Uberfiihrt
Cortisol in Cortison, bzw. Corticosteron in 11p- Dehydrocorticosteron. Beide Molekile
kénnen den MR kaum aktivieren (Funder et al., 1988). 113-HSD 2 wird sowohl in den Nieren
als auch im Herzen mit dem MR koexprimiert. Die inaktiven Formen kénnen jedoch den MR
immer noch besetzen. Neben Mechanismen der Zelle, die lokale Konzentration der Liganden
zu modulieren, kdnnen verschiedene Faktoren innerhalb der Zelle die Affinitdt des Rezeptors
zu verschiedenen Liganden beeinflussen. Chaperone, Coregulatoren der Transkription und
andere Proteine, die mit dem MR wechselwirken, kénnen an der Vermittiung der
Ligandenspezifitat beteiligt sein (Gomez-Sanchez, 2010).

Fir die selektive Aktivierung des MR durch Cortisol scheint das Verhéltnis von NAD zu
NADH, das normalerweise ca. 600 betragt, eine Rolle zu spielen: dieses Verhaltnis ist in den
Nieren von Bedeutung, wo 11B3-HSD 2 in hohem Male exprimiert wird. Unter diesen
Bedingungen kann der NADH-Gehalt stark steigen (was allerdings keinen oder nur einen
geringen Effekt auf den Gehalt von NAD hat), NADH kénnte so als intrazelluldres Signal Uber
einen groflen dynamischen Bereich dienen.

Bei Blockierung des Enzyms, steigt der Cortisollevel an, aber von einem hohen Grundwert
aus. Der NADH Wert dagegen fallt bei Enzymblockade sehr steil ab und kénnte Cortisol auf
eine bisher noch ungeklarte Weise erlauben, den MR zu aktivieren (Funder, 2005; Funder et
al., 1988)

1.3 Die Rolle von Aldosteron bei Herzkrankheiten

Die Bedeutung von Aldosteron fiir den menschlichen Koérper wird deutlich, wenn man
betrachtet, welche Krankheitsbilder von Stérungen der Aldosteronbiosynthese verursacht
werden. Das Conn-Syndrom ist ein Beispiel fir den Hyperaldosteronismus, Patienten zeigen
als Primarsymptom Bluthockdruck, der haufiger als andere Bluthochdruckformen zu
Folgeerkrankungen an beispielsweise Herz, Nieren und Geféllen fuhrt. Ein groRer Teil der
Patienten stirbt an koronaren Herzerkrankungen, Herzinfarkt oder Herzinsuffizienz (White,
1994).

Aldosteronmagel hingegen, wie er beispielsweise beim adrenogenitalen Syndrom auftritt,
kann zu schweren Stérungen des Salzhaushaltes fihren. Hyponatridmie und Hypokaliamie,
sowie Erbrechen und Gewichtsverlust bei Azidose zeichnen dieses Krankheitsbild, das bis

zur lebensgefahrlichen Salzverlustkrise fuhren kann, aus (Nguyen et al., 2008). Ein zu hoher
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Aldosteronspiegel verursacht Fibrosen in Herzmuskeln und perivaskularen Zellen (Sun et al.,
1997), blockiert die Aufnahme von Noradrenalin im Herzmuskel (Struthers, 1996) und erhéht
den Gehalt von PAI-1 (Plasminogen Aktivator Inhibitor). Erhéhte PAI-1 Konzentrationen
stellen einen unabhangigen Risikofaktor fir Thrombembolien, d.h. den Verschluss von
BlutgeféaRen durch einen Blutpfropf, dar. In den Herzkranzgefallen flihren solche Embolien
zum Herzinfarkt.

Eindrucksvoll belegt wird die Ursache von Aldosteron fir schwere Herzerkrankungen,
betrachtet man die Ergebnisse von Studien, die die Folgen einer Blockierung des
Mineralocorticoidrezeptors durch Aldosteron-Analoga wie Spironolacton oder Eplerenon
untersuchen. So konnte in der RALES-Studie gezeigt werden, dass sowohl die Sterblichkeit
als auch die Krankhaftigkeit signifikant gesenkt werden, wenn den Patienten neben ihrer
bestehenden Therapie (in der Regel Schleifendiuretika, Digitalis und ACE-Hemmer)
Spironolacton gegeben wird (Pitt, 2005). In einer nachfolgenden Studie mit mehr als 6000
Patienten wurde die Wirksamkeit von Eplerenon untersucht. Eplerenon zeigt eine geringere
Wirkung als Spironolacton, wirkt aber bis zu 100-fach spezifischer auf den
Mineralocorticoidrezeptor (Pitt et al.,, 2001). Durch die geringeren antiandrogenen und

progestagenen Eigenschaften kommt es seltener zu Nebenwirkungen wie Gynadkomastie.

0] 0]

S/KO

Abb. 1.3 Spironolacton (links) und Eplerenon (rechts) sind Aldosteron-Analoga.

0] 0]

1.4 Nicht-genomische Effekte von Steroiden

Neben der genomischen Wirkungsweise von Steroidhormonen, wie sie in Absatz 1.2
beschrieben wird, sind darlber hinausgehende Effekte seit langem bekannt. 1942
untersuchte Selye die Korrelation zwischen chemischer Struktur und pharmakologischer
Wirkung unterschiedlicher Steroide. Neben corticoiden, luteoiden und androgenen Effekten,
die bereits bekannt waren und nach mehreren Stunden oder Tagen einsetzten, beschrieb
Selye eine bereits nach wenigen Minuten einsetzende Betdubung infolge von

Progesteroninjektion in den Bauchraum von Ratten (Selye, 1942).
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Weitere Steroideffekte, die zu schnell einsetzten, um tber einen genomischen Weg vermittelt
worden zu sein, wurden in den 60er Jahren bekannt. Klein und Henk untersuchten den
Einfluss von Aldosteron auf Hadmodynamik und Blutgerinnung, sie konnten zeigen, dass
Aldosteron bei Menschen innerhalb von 5 Minuten zu Geféllverengung und
Blutdrucksteigerung fihrte, wahrend das Herzminutenvolumen abnahm (Klein und Henk,
1963).

Die Existenz von nicht-genomischen Wirkungsweisen von Steroiden wurde endgiiltig
gesichert, als Spach und Streeten 1964 zeigen konnten, dass sich durch den Einsatz von
physiologischen  Aldosteronkonzentrationen  der  Natriumaustausch in  isolierten
Hundeerythrozyten veranderte, da Erythrozyten von Saugetieren keinen Zellkern besitzen
(Spach und Streeten, 1964). In humanen Erythrozyten hat Aldosteron keinen Einfluss auf die
Transportsysteme der Erythrozytenmembran, fir Reticulozyten konnte jedoch eine
signifikante Inhibierung des Na®, K*,2CI-Symporters durch Aldosteron nachgewiesen
werden (lvanova et al., 2008).

Die Vielzahl an nicht-genomischen Effekten, die seither bekannt wurden, l&sst den
Ruckschluss zu, dass Steroideffekte in lebenden Zellen eher tber verschiedene Signalwege
vermittelt werden als nur Gber einen einheitlichen Mechanismus.

Die eindeutige Zuordnung eines beobachteten Effekts in die Kategorie ,nicht-genomisch® ist
nur in den Fallen méglich, wenn der Effekt zu schnell auftritt, um eine genomische Antwort
auszuldsen oder in kernlosen Zellen beobachtet wurde.

Genprodukte von frilhen Genen treten infolge von Stimulation mit Aldosteron nach ca. 1
Stunde auf (Fakitsas et al.,, 2007). Um eine biologische Funktion zu erflllen, muss eine
gewisse Mindestmenge an Molekilen bereitgestellt werden, so dass ein Effekt, betrachtet
man einen kompletten Organismus, eher nach Stunden, mitunter auch erst nach Tagen
auftritt.

1.4.1 Schnelle Effekte des Aldosterons

Schnelle Effekte des Aldosterons umfassen Veranderungen des Natriumaustausches
(Naray-Fejes-Toth und Fejes-Toth, 2000; Spach und Streeten, 1964) Verdnderungen der
Konzentration von Kalium- und Natriumionen (Wehling et al., 1987), Zunahme des
Zellvolumens (Wehling et al., 1989) und Veranderungen des pH-Wertes (Gekle et al., 1996).
Sekundare Botenstoffe wie cAMP (Christ et al., 1999; Sheader et al., 2002), Lipidkinasen
(Phospholipase C (Christ et al., 1995), Phosphoinositid-3-Kinasen (Liu et al., 2003)) und
andere Komponenten der Signaltransduktion sind bei der Vermittlung nicht-genomischer

Effekte von Aldosteron involviert.
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Da die beobachteten nicht-genomischen Effekte durch Inhibitoren des Mineralo-
corticoidrezeptors nicht unterbunden werden konnten, wurden Rezeptoren postuliert, die
Uber andere Eigenschaften als die klassischen Rezeptoren verfligen und vermutlich
membranstandig vorliegen sollten (Wehling et al., 1991). Fur einige Steroide konnten neue
Rezeptoren gefunden werden, es gelang, in Leberzellen von Schweinen, Bindungsstellen mit
hoher Affinitdt fir Progesteron aufzureinigen und teilweise zu sequenzieren (Meyer et al.,
1996). Im Falle des Aldosterons gelang es, in Membranfraktionen Proteinstrukturen
nachzuweisen, die eine spezifische Bindung von Aldosteron aufweisen. Cortisol, und
Corticosteron konnten ebenso wenig binden wie Dexamethason, Ouabain, Amilorid oder RU
26988 (Wehling et al., 1992).

Die Reinigung und ldentifikation eines solchen Rezeptors steht allerdings noch aus. Bisher
ist es nicht gelungen Rezeptoren zu identifizieren, die es erlauben, die Ergebnisse, die aus
den Arbeiten mit verschiedenen Zelltypen und Spezies resultieren, Ubereinstimmend zu
erklaren.

Vielmehr mehren sich Hinweise darauf, dass klassische Rezeptoren der Steroidwirkung an
der Vermittlung nicht-genomischer Effekte beteiligt sein kénnen.

Sicher ist, dass auch ein primar nicht-genomischer Effekt (Uber einen nicht klassischen
Rezeptor) eine genomische Antwort auslésen kann. Eine Ubersicht der verschiedenen

Wirkmechanismen findet sich in Abb. 1.4.
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1. EINLEITUNG

mmm
LU

direkte genomische Wirkung  nichtgenomische erkung nichtgenomische Wirkung
klassischer Rezeptoren klassischer Rezeptoren nichtklassischer Rezeptoren

i Adenylatoyclase L%:%L’" Aldosteron /A Coaktivator J&®@e DNA

Q MR OU nichtklassischer Steroidrezeptor > Proteinkinase

«» Polymerase o Ribosom Zellkern

Abb. 1.4 Die Wirkung von Aldosteron kann Ub(;r <-je;1 Mineralocorticoidrezeptor, aber auch unabhangig

vom MR zu schnellen und zu genomischen Wirkungen fihren (modifiziert nach (Lésel und Wehling,
2003).
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1.5. Nicht-MR vermittelte Effekte von Aldosteron in Schizosacharomyces pombe

Den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit stellen die Ergebnisse einer Doktorarbeit dar
(B6hmer, 2005), in der die Effekte von Aldosteron auf das Proteom der Spalthefe untersucht
wurden. Im Folgenden sollen zun&chst der Modellorganismus sowie die aus der Arbeit

gewonnenen Ergebnisse kurz vorgestellt werden.

1.5.1 Schizosaccharomyces pombe als Untersuchungssystem

Schizosaccharomyces pombe ist ein einzelliger Eukaryont, dessen Genom vollstandig
sequenziert vorliegt (Wood et al., 2002).

Die Spalthefe besitzt 4824 Gene, von denen (ber 1800 charakterisiert sind
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_pombe/published_genes_progress.shtml). Viele Arbei-
ten belegen, dass Schizosaccharomyces pombe in vielerlei Hinsicht groRe Ahnlichkeiten mit
héheren Eukaryonten aufweist. Untersuchungen zur Kontrolle des Zellzyklus (Fantes, 1977;
Gordon und Fantes, 1986), Mitose, Meiose und DNA Reparatur (Davis und Smith, 2001)
wurden an diesem Modellorganismus durchgefiihrt. Einige Regulationsmechanismen sind
denen der héheren Saugetiere dhnlich. So weist die Spalthefe in Bezug auf RNA-Splicing
(Remacle et al., 1997) und Hitzeschockantwort mehr Ahnlichkeit mit Sdugerzellen auf als die
Backerhefe (Glick, 1996). Darlber hinaus konnten zahlreiche Gene identifiziert werden, die
bei Menschen mit Krankheiten assoziiert sind, z.B. verschiedene Diabetesformen,
angeborene Taubheit, sowie verschiedene Krebsformen (Wood, Gwilliam et al., 2002).

Auch in biotechnologischer Hinsicht ist die Spalthefe interessant, hier sind z.B.
Steroidhydroxylierungen durch Cytochrome P450 zu nennen (Dragan et al., 2005),
Schizosaccharomyces pombe kann aber auch zur Produktion von Bioethanol (Saithong et
al., 2009) oder zur de novo Synthese von Vanillin (Hansen et al., 2009) eingesetzt werden.
Die folgenden Eigenschaften machten die Spalthefe zum geeigneten Modell fur die

Untersuchung von Aldosteroneffekten auf Proteomebene.

® Hefen sind mit verhaltnismalig geringem Aufwand zu kultivieren, es ist somit mdglich,

grof3e Proteinmengen in guter Reproduzierbarkeit zu erhalten, um 2D-Gele anzufertigen.

® Die Auflésung von 2D-Gelen liegt bei ca. 1000 Spots pro Gel, Unterschiede auf
Proteomebene sind also in einem Organismus mit kleinerem Genom leichter

nachzuweisen als beispielsweise in Sdugerzellen.

® Die Spalthefe verfligt Gber keine nukledren Rezeptoren, Effekte, die vom Aldosteron

hervorgerufen werden, kénnen also nicht tiber den MR vermittelt worden sein.
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1.5.2 MR-unabhéngige Effekte des Aldosterons in der Spalthefe

Aldosteron zeigte erheblichen Einfluss auf das Proteom der Spalthefe (Details zum
Versuchsablauf sind unter (B6hmer, 2005; Béhmer et al., 2006) beschrieben).

Aus insgesamt 38 differentiell regulierten Proteinspots konnten 11 verschiedene Proteine

identifiziert werden, die durch Aldosteron signifikant veréandert wurden.

Tab. 1.2 Ubersicht der durch Aldosteron beeinflussten Proteine in S. pombe (Béhmer et al., 2006)

SwissProt spezifisch Art der
Proteinname Genname
Nummer durch Aldo Regulation
Glycerol-3-Phosphat- .
P21696 gpd1 nein >2
Dehydrogenase
Zellzyklus Protein 48
Q9P3A7 cdc 48 nein * <0,5
Homolog
P87216 Vip1 vip1 ja <0,5
anorganische
P19117 ppa1 ja <0,5
Pyrophosphatase
P40370 Enolase 1-1 eno101 nein <0,5
Hitzeschockprotein 60,
Q09864 hsp60 nein <0,5
mitochondrialer Vorlaufer
wahrscheinlich Pyridoxin
014027 Biosynthese PDX-1 dhnliches snz1 nein <0,5
Protein
NAD-abhangiges Malat-
P40375 mae2 nein <0,5
Enzym
Glycerinaldehyd-3-Phosphat- .
P78958 tdh1 nein <05
Dehydrogenase 1
060101 Phosphoglyceratkinase pgk1 nein >2
40 kDa Peptidyl-Prolyl-
Q11004 wis2 ja >2

cis-trans-lsomerase
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Tabelle 1.2 gibt eine Ubersicht der Proteine, deren Intensitat sich mindestens um den Faktor
2 zwischen den Kontrollen und den Aldosteronproben unterscheidet.

Durch den Vergleich der Spotintensitdten zwischen den Aldosteronproben und den
entsprechenden Spots aus den Gelen der mit Corticosteron behandelten Hefen konnten
Ruckschlisse darauf gezogen werden, ob es sich hierbei um spezifische Reaktionen auf das
Aldosteron handelt oder ob ein genereller Steroideffekt verantwortlich ist (B6hmer et al.,
2006). Folgende durch Aldosteron regulierte Proteine sollten im Rahmen dieser Arbeit

untersucht werden.

1.5.3 Durch Aldosteron beeinflusste Proteine

1.5.3.1 Vip 1 und Aktin

Die Behandlung von Schizosaccharomyces pombe mit Aldosteron flihrt zu einer reduzierten
Intensitat des Proteins auf dem 2D-Gel. Die Inkubation der Zellen mit Corticosteron ruft
ebenso eine Intensitatsverringerung hervor, die Intensitat des vip1 Proteins im Vergleich
zwischen den beiden Steroidbehandlungen unterscheidet sich jedoch signifikant. Wird die
Nullkontrolle als Referenz verwendet, so ergibt sich fur Aldosteron eine um den Faktor 6,9
veradnderte Intensitat. Die mit Corticosteron behandelten Zellen unterscheiden sich um den
Faktor 3,4 von den Nullkontrollen. Aus diesem Grund wird der durch Aldosteron
hervorgerufene Effekt als spezifisch eingestuft.

Uber vip1 gibt es bisher nur wenige Daten. Es handelt sich um ein 27,5 kDa groRes Protein
ohne Membrandomanen. Am N-terminalen Ende besitzt vip 1 ein RNA-Erkennungsmotiv.
Das Protein konnte nachgewiesen werden, als versucht wurde, p53-Homologe in
Schizosaccharomyces pombe zu finden. Hierzu wurde polyklonales p53-Antiserum
verwendet. Die Immunoprézipitation des vip1 1aRt sich durch eine Sequenz im C-terminalen
Bereich erklaren, die eine 50 % -ige Sequenzhomologie mit einem Bereich des humanen
p53 aufweist. Weitere Untersuchungen zur Charakterisierung des Proteins deuten auf eine
Beteiligung an der Organisation des Cytoskeletts hin. In der zentralen Domé&ne des Proteins
besitzt die Aminosduresequenz Ahnlichkeit mit dem LIS1 Protein und Proteinen der Myosin-
Familie. In vitro Versuche zeigten, dass vip1 in der Lage ist, an Tubulin zu binden. Bei in vivo
Experimenten mit GFP-markiertem vip1 konnte ein Colokalisierung mit den Mikrotubuli
wahrend der Zellteilung gezeigt werden (Jungbluth, 2000).

Bioinformatische Analysen im Rahmen des Gene Ontology Projektes ordnen vip1 eine
Oxidoreduktasefunktion zu, dem Expressionsmuster nach wird eine Funktion in der
Stressantwort der Zelle vermutet (www.geneontology.org/). Wilson-Grady beschreibt funf
verschiedene Phopshorylierungsstellen fur vip1 (S132, S177, T230, T232, S235) (Wilson-

Grady et al., 2008). Um vip1 weiter charakterisieren zu kénnen, wurde das Protein heterolog
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in E.coli exprimiert (Lauer et al., 2009). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stehen
aktuell noch aus

In den Proteinspots wurde neben vip1 Aktin identifiziert. Es ist bekannt, dass Aldosteron
Fibrosen in verschiedenen Geweben auslésen kann (Lijnen et al., 2000; Pereira et al., 2009;
Sun et al., 1997). Da bei der Bildung von Fibrosen stets Skleroproteine beteiligt sind, wird
Aktin mit in die Untersuchung aufgenommen.

Aktine sind ubiquitdre Strukturproteine, sie sind hochkonserviert und gehdéren zu den
haufigsten Proteinen in Eukaryonten. Aktin-Polymere sind der Hauptbestanteil der
Mikrotubuli und so an der Stabilitdt der Zelle beteiligt. Daneben spielen sie eine

entscheidende Rolle in der Zellmaotilitat und bei dem Aufbau kontraktiler Strukturen.

1.5.3.2 Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Im Hefemodell konnte Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) nur in den
Nullkontrollen identifiziert werden. Die Behandlung der Zellen mit Aldosteron und
Corticosteron flhrte zu einer Repression des Proteins jenseits der Nachweisgrenze. Somit
ist der Effekt von Aldosteron auf die GAPDH nicht spezifisch, die starke Regulation infolge
der Steroidbehandlung jedoch lasst GAPDH zu einem interessanten Kandidaten fur die
Validierung in Zellkulturen erscheinen.

Die bekannteste Funktion der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase ist die
Umsetzung von 3-Phosphoglycerat zu 1,3-Bisphosphoglycerat in der Glykolyse und der
Gluconeogenese. Es handelt sich um ein konserviertes Enzym, das entsprechend seiner
Bedeutung im Proteom Uberreprasentiert vorliegt. Aus diesem Grund wurde es lange als
Haushaltsgen betrachtet. Darliber hinaus kann GAPDH jedoch eine Reihe von
verschiedenen Funktionen in Zellen tbernehmen.

Es ist schon lange bekannt, dass Enzyme der Glykolyse an Strukturproteine der Muskeln
binden kénnen (Arnold und Pette, 1968). Die Bindung kann an Aktomyosin, Myosin und an
Stromaproteine erfolgen, die gréfite Affinitat gibt es jedoch zu F-Aktin.

Streptococcus pyogenes, ein Erreger, der Mandelentziindungen, Scharlach und
rheumatisches Fieber hervorrufen kann, exprimiert GAPDH auf der Oberflache und ist so in
der Lage an Lysozym und Fibronectin zu binden (Pancholi und Fischetti, 1992). GAPDH
kann dartber hinaus als Peptidase Signalmolekile des Komplementsystems spalten und so
die Phagozytose durch Neutrophile als Immunantwort des Wirtes unterbinden (Terao et al.,
2006). In Streptokokken kommt GAPDH also die Rolle eines Multifunktionsproteins zu.

In menschlichen Erythrozyten wird GAPDH durch Bindung an die Zellmembran reversibel

inhibiert, méglicherweise erfolgt so die Regulation der Aktivitat (Sale et al., 2005).
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GAPDH ist in der Lage, mit Nukleinsduren zu interagieren. Als Monomer kann GAPDH als
Uracil-DNA Glycosylase wirken, somit kommt ihr eine Funktion bei der DNA Reparatur zu
(Meyersiegler et al., 1991). Daruber hinaus kann GAPDH spezifisch an die 3’-UTR und 5’-
UTR Regionen von mRNA binden, was flur die Pathogenese viraler Infektionen verantwortlich
sein kann (Schultz et al., 1996). In Bos taurus kann GAPDH den GABAx Rezeptor direkt
phosphorylieren und verknipft so die Glykolyse mit neuronaler Hemmung (Laschet et al.,
2004).

1.5.3.3 Anorganische Pyrophosphatase

In den 2D-Gelen der Spalthefe ist die Intensitat der Proteinspots mit anorganischer
Pyrophosphatase in den mit Aldosteron und Corticosteron behandelten Proben gegeniber
den Nullkontrollen reduziert. Der Unterschied zwischen Aldosteron und den Nullkontrollen
liegt beim Faktor 2,6, der Unterschied zum Corticosteron hingegen betragt lediglich 1,5. Aus
diesem Grund wird die Regulation als spezifisch durch Aldosteron betrachtet.

Anorganische Pyrophosphatasen (inorganic pyrophosphatase, |PP) katalysieren die
Hydrolyse von Pyrophosphat zu zwei freien Phosphaten. Bisher sind zwei verschiedene
Typen von anorganischen Pyrophosphatasen charakterisiert worden, die sich strukturell
stark voneinander unterscheiden.

Loésliche Pyrophosphatasen sind ubiquitdre Proteine, die Pyrophosphat unter
Warmefreisetzung hydrolysieren. Daneben sind integrale Membranproteine bekannt, die die
Energie, die bei der Hydrolyse des Pyrophosphats entsteht, zum Protonentransport durch
Membranen nutzen. Diese H*-Pyrophosphatasen konnten bisher in verschiedenen
Eubakterien, Archaeen und in den vakuo-lysosomalen Membranen hdherer Pflanzen, sowie
einigen Protisten gefunden werden (Perez-Castineira et al., 2002)

Im Stoffwechsel der Zelle fallt Pyrophosphat als Nebenprodukt an. Die Entfernung des
Pyrophosphats erlaubt die Verlagerung des Gleichgewichtes von anabolen Reaktionen hin
zur Biosynthese (Lahti et al., 1988). Die Synthese von Nukleinsduren wére ohne die
Kopplung mit der Hydrolyse von Pyrophosphat in vivo energetisch nicht mdéglich (Peller,
1976). Es gibt Hinweise darauf, dass IPP in der Regulation des Zellwachstums und der

Synthese von Makromolekilen beteiligt ist (Kent und Guterman, 1982).
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1.5.3.4 40 kDa Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase / FK bindende Proteine

Die Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase (PPlase) ist das einzige Protein, dessen Intensitat im
2D-Gel spezifisch infolge der Aldosteronbehandlung zunahm. Im Vergleich zur Nullkontrolle
zeigen die Aldosteronproben eine 2,4-fache Intensitdt des Proteinspots. In den
Corticosteronproben ist die PPlase gegeniliber den Nullkontrollen 1,8-fach in der Intensitat
erhoéht. Die Intensitat des Proteinspots auf den Gelen ist insgesamt schwach, so dass die
Steigerung als aldosteronspezifisch angesehen werden kann.

In nativen Proteinen liegen vorwiegend frans-Peptidbindungen vor, Prolinreste in Proteinen
liegen jedoch zu anndhernd 6% in cis-Konformation vor (Wang und Etzkorn, 2006). Dabei
l&uft die Isomerisierung thermodynamisch langsamer ab als die Faltung der Proteine (Eyles
und Gierasch, 2000). PPlasen katalysieren die cis-trans-lsomerisierung und sind dadurch an
vielen biologischen Prozessen beteiligt. Sie werden nach der Homologie ihrer Sequenzen in
vier verschiedene Familien eingeteilt. Die in den Spalthefen durch Aldosteron regulierte
40 kDa PPlase gehort zur Familie der Cyclophiline, die an Cyclophilin A binden. Die PPlasen
einer anderen Familie binden an FK506 (Tacrolimus) und werden deshalb als FK bindende
Proteine (FKBP) bezeichnet. In die Familie der Parvulin-Ahnlichen werden PPIAsen
eingeteilt, die Sequenzhomologie zum Parvulin aufweisen. Parvulin ist eine PPlAse aus
E. coli, die im Gegensatz zu Cyclophilinen und FKBPs nicht von Immunsuppressiva inhibiert
wird. Eine Inhibierung der Parvulin-Ahnlichen kann durch 5-Hydroxy-1,4-naphtho-chinon
(Juglon) erfolgen, einem natirlich vorkommenden Farbstoff, der von Walnussbdumen
(Juglans regia) Uber die Wurzeln in den Boden abgegeben wird. Die Wurzelbildung anderer
Pflanzen wird dadurch unterbunden. Juglon ist isomer zum Farbstoff aus Hennablattern, dem
Lawson.

Die vierte Familie der PPIAsen ist spezifisch flir Prokaryonten. Sie beinhaltet die
Triggerfaktoren, die die Faltung der Proteine am Ribosom unterstiitzen (Galat, 2003).

Die biologischen Funktionen von PPlAsen sind vielféltig, einige sind direkt an der
Proteinfaltung beteiligt, wie z.B. das DmCyP-26, das zur Faltung der Rhodopsin-Isoformen in
Drosophila melanogaster notwendig ist. Ein orthologes Enzym (hCyP-354) ist beim
Menschen fir die Umwandlung der Rhodopsin-lsoformen in der Retina verantwortlich
(Ferreira et al., 1996).

Ein Cyclophilin &hnliches Protein (Peptidyl-prolyl isomerase-like 1, PPIL-1) ist in
Colonkarzinomzellen Uberexprimiert. Zellkulturversuche, in denen die Expression von PPIL-1
mit siRNA unterdrickt wurde, zeigten weniger wachsende Zellen bei gleich bleibender
Kolonienzahl. Fur PPIL-1 wird deshalb eine Beteiligung an der Kontrolle des Zellzyklus
postuliert (Obama et al., 2006).
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Pin1 ist eine humane PPlase aus der Familie der Parvulin-Ahnlichen, die spezifisch
phosphorylierte Ser/Thr-Pro-Motive isomerisiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass Pin1
spezifisch mit dem Steroidrezeptor-Coaktivator-3 (SRC-3) interagiert und mit SRC-3

synergistisch die Transkription Uber nukledre Rezeptoren aktiviert (Yi et al., 2005).

1.6. Zielstellung der Arbeit

Aldosteron spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und zeigt
dabei neben den Wirkungen, die Uber den Mineralocorticoid Rezeptor (MR) vermittelt
werden, auch Effekte, die sich unabhangig vom Rezeptor entfalten (Rossol-Haseroth et al.,
2004). Bisher bleiben jedoch viele Aspekte der Aldosteronwirkung, besonders im Bereich der
nicht-MR vermittelten Effekte unverstanden.

Es gibt eine Vielzahl von Mechanismen, (ber die Aldosteron zur Mortalitédt bei
Herzinsuffizienz beitragen kénnte. Wahrend man vor allem auf der in vitro Ebene schon
einige  Details (einbezogene  Signalkaskaden, sekunddre Messenger) dieser
Pathophysiologie erkldren kann (Haseroth et al., 1999), sind die genauen Stoffwechselwege,

vor allem unter Bertcksichtigung der Verdnderung des Proteoms, noch nicht verstanden.

Das Ziel der Untersuchung ist es, die folgenden vielversprechenden Kandidaten, die in dem
Modellsystem Spalthefe als von Aldosteron beeinflusst identifiziert wurden, in den
Mammaliersystemen Mensch, Ratte und Maus zu validieren: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), anorganische Pyrophosphatase (IPP), Lissenzephalie-1-Protein
(LIS), Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase (PPlase). Zusatzlich werden Beta-Aktin
(zusammen mit vip in einem Spot gefunden) und das FK bindende Protein (neben der
PPlase ein weiterer Vertreter der Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerasen) in die Untersuchung
aufgenommen. Die Untersuchung erfolgt hierbei auf zwei Ebenen.

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) werden die Veranderungen der RNA-
Synthese detektiert. Dabei werden Aldosteroneffekte, die unabhangig vom MR zu einer
genomischen Antwort fihren (cross talk), auf der Ebene der Transkription sichtbar. Mit
Western Blot Analysen werden Unterschiede auf Proteinebene abgebildet. Mit dieser
Untersuchung soll das Verstandnis der MR-unabh&ngigen Aldosteronwirkung vertieft und
Proteine, die in Spalthefen als Kandidaten identifiziert wurden, in Sdugerzellen validiert, um
so neue potentielle Wirkungswege des Aldosterons aufklaren zu kénnen

Diese Kandidaten sollen in Zellkulturen von Mensch, Maus und Ratte validiert werden. Da
Herzmaterial von Menschen fur umfangreiche Untersuchungen nicht zur Verfiigung steht,
werden verschiedene Zellkultursysteme verwendet: Die HL-1 Zelllinie wurde aus der atrialen
Tumorzelllinie AT-1 (Maus) gewonnen. HL-1 Zellen kdnnen passagiert werden und

bewahren dennoch ihre differenzierten kardialen morphologischen, biochemischen und
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elektrophysiologischen Eigenschaften (Claycomb, Lanson et al., 1998). Sie stellen somit ein
geeignetes Kardiomyozytenmodell dar.

Neben Herzmuskelzellen stellen Fibroblasten den héaufigsten Zelltypus im Herzen und
anderen Organen dar. Aus diesem Grund sollen die Effekte von Aldosteron auf primare

Kardiofibroblasten von Ratten untersucht werden.

Als dritter Zelltyp werden HCT116 Zellen verwendet, es handelt sich hierbei um menschliche

epitheliale Zellen, die aus einem Kolonkarzinom stammen.

Beim Wechseln des Systems von der Spalthefe zu Sadugerzellen gibt es verschiedene
Besonderheiten zu beachten:

e Die unphysiologisch hohen Aldosteronkonzentrationen, die im Hefemodell nétig waren,
da die Zellwand die freie Diffusion der Steroide beeintrachtigt (Bureik et al., 2005), werden
fur die Zellkulturen deutlich reduziert. Hier arbeiten wir mit einer Aldosteronkonzentration von
10 nM. Diese Konzentration liegt noch Uber den physiologischen Werten, die zwischen 0,04-
0,8 nM schwanken, allerdings werden die lokalen Hormonspiegel im Herzgewebe als 20-fach
héher als im Plasma eingeschétzt (Silvestre et al., 1998).

e Der Mineralocorticoidrezeptor, Uber den die Sdugerzellen im Gegensatz zur Spalthefe
verfigen, stellt jedoch die gréte Herausforderung dar. Um die Effekte auf die untersuchten
Targets nach Mdbglichkeit unabhé&ngig vom MR verfolgen zu kénnen, werden zuséatzlich
Zellen eingesetzt, deren Mineralocorticoidrezeptor durch die Prainkubation mit Spironolacton

blockiert wird.
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2.1. Material

2.1.1 Saugerzellen

HCT116 Zellen
Die HCT116 Zellen wurden der Arbeitsgruppe urspriinglich von B. Vogelstein, John Hopkins
University, Baltimore, zur Verfiigung gestellt. Es gibt keine Angaben Uber die Anzahl der

Passagen.

HL-1 Zellen

Die fiir die Experimente der vorliegenden Arbeit verwendeten HL-1 Zellen wurden aus den
Zellen der Passage 45 vermehrt, die freundlicherweise von William C. Claycomb, Health
Sciences Center, New Orleans zur Verfligung gestellt wurden. Fir die Arbeit wurden Zellen

der Passagen 58 bis 60 verwendet.

Primé&re Fibroblasten

Als Untersuchungsmaterial dienten neonatale Kardiofibroblasten aus Ratten, diese wurden
freundlicherweise von Dr. Heiko Kilter (Arbeitsgruppe B6hm, Myokardiale Signaltransduktion,
Universitatsklinikum Homburg) zur Verfligung gestellt. Fir die Experimente wurden Zellen
der Passagen 3 und 4 verwendet.

Der Vollstdndigkeit halber soll angegeben werden, wie die Praparation der neonatalen

Kardiomyozyten, bei denen die Fibroblasten als Nebenprodukt anfallen, durchgefihrt wurde.

Préparation von Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten aus Rattenherzen *

Im ersten Schritt werden die Herzen von 1-2 Wiirfen (je 8-12 Tiere) Sprague-Dawley Ratten,
die 1-2 Tage alt sind, freigelegt. Dazu wurden die Tiere durch Dekapitation getétet. Der
K&rper wurde kurz mit 70 % igem Alkohol gespilt und der Thorax ge6ffnet. Das Herz wurde
ausgeschnitten und in einer Zellkulturschale mit ADS-Puffer gesammelt. Die Vorhofe,
BlutgefdRe und anderes Gewebe wurden entfernt und die Herzen in einer weiteren Schale
mit ADS-Puffer gesammelt. Waren alle Herzen prapariert, wurden sie mit einem Cutter in
gleichmaRige, maoglichst kleine Stiicke geschnitten. Der ADS-Puffer wurde abgesaugt und
die Gewebesticke in 10 ml ADS Puffer mit 0,06 % Pankreatin und 0,04 % Kollagenase 2
aufgenommen. Die Lésung wurde in einer sterilen Flasche (@ 5 cm) im Schittelwasserbad
bei 37 °C und 80-100 UpM inkubiert. Nach 5 Minuten wurde der erste Uberstand verworfen

und durch neue Enzymldsung ersetzt.

* durchgefiihrt von Frau Julia Michaely
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Nach 20 Minuten wurde der Uberstand entnommen und in Schraubréhren tberfiihrt. Dem
Gewebe wurde neuer Verdaupuffer zugesetzt und die Flasche unter den oben genannten
Bedingungen geschuttelt. In den Schraubréhren wurde der Verdau durch Zugabe von 2 ml
neonatalem Kélberserum gestoppt. Isolierte Zellen wurden durch Zentrifugation bei 700 UpM
fir 5 Minuten sanft pelletiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen durch
vorsichtiges Schitteln in 4 ml NCS gel6st und bis zum Ende der Praparation mit gelockertem
Deckel im Inkubator aufbewahrt.

Insgesamt wurde das Absammeln der aus dem Gewebe geldsten Zellen viermal wiederholt,
zweimal nach je 25 Minuten Inkubationszeit, sowie nach weiteren 15 und 10 Minuten.

Die Zellsuspensionen wurden vereint und die Zellen durch Zentrifugation bei 700 UpM fur
5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen durch vorsichtiges
Schiitteln in 4 ml Medium gel6st. Das Filtrieren durch ein Zellsieb (70 um) vereinzelte die
Zellen, die auf beschichtete Zellkulturschalen (& 6 cm) ausgesat und fir 90 Minuten bei
37 °C und 5% CO, inkubiert wurden. Wahrend dieser Zeit konnten die Fibroblasten
adhéarieren. Durch vorsichtiges Aufklopfen wurden die Kardiomyozyten zum Schwimmen
gebracht und durch Uberfiihren des Mediums in eine neue Schale von den Fibroblasten
getrennt. Nach der Kontrolle unter dem Lichtmikroskop konnte der Vorgang 1-2 mal
wiederholt werden, um die Ausbeute an Kardiomyozyten zu verbessern.

Die Fibroblasten enthielten noch einige verbleibende Cardiomyozyten, die allerdings bei der
ersten Passage der Zellen verloren gingen, weil die Fibroblasten in unbeschichteten Schalen

kultiviert wurden.

ADS-Puffer (pH 7,35)
116 mM NacCl

20 mM HEPES

0,8 mM Na,HPO,

5,6 mM Glukose

5,4 mM KCI

0,8 mM MgSQO,

Medium
Ham’s F10

10 % Pferdeserum
5% FCS

1% Penicillin/Streptomycin
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2.2 Methoden

2.2.1 Bioinformatische Methoden

Homologiesuche

Als Ausgangspunkt der Homologiesuche dienten folgende, in Schizosaccharomyces pombe

durch Aldosteron reguliert gefundene Proteine:

P78958 Glyceraldehyd-3-Phosphat-dehydrogenase
P19117 anorganische Pyrophosphatase

P87216 vip

P10989 Aktin (zusammen mit vip in einem Spot gefunden)
Q11004 PPlase

Der Homologievergleich fand auf Proteinebene statt, dazu wird die Sequenz des Proteins im
FASTA Format in die NCBI-Datenbank eingegeben und nacheinander gegen die
Proteindaten von Mensch, Maus und Ratte abgeglichen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).

Primerdesign

Im néachsten Schritt wurden die cDNA-Sequenzen und die Exonverteilung der fur die
genannten Proteine codierenden Gene (http://www.ensembl.org) zu Grunde gelegt, um
Primer fir die qRT-PCR zu entwerfen. Hierzu wurde das Programm Primer3 verwendet
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Es wurden Paare ausgesucht, von denen mindestens ein
Primer exon-spannend ist, um die Vermehrung von genomischer DNA ausschliefen zu
kénnen. Da die quantitative real-time PCR in 96-well-Platten durchgefiihrt wurde und somit
verschiedene Transkripte im gleichen Lauf erzeugt wurden, mussten die Primer mdglichst
nahe beieinander liegende Schmelzpunkte besitzen. Um die Quantifizierung so zuverlassig
wie mdglich durchzufiihren, war es nétig, dass die erzeugten DNA-Fragmente sich in ihrer
Lange so wenig wie mdglich unterschieden.

Die Parameter beim Primerdesign wurden also wie folgt gewahlt:

Trankskriptlange 150-250 bp
Primerlénge 20 + 2 Basen
Schmelzpunkt : 60°C+3°C

Eine Liste aller verwendeten Primer findet sich im Anhang.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung und Vermehrung der Zellen erfolgte fiir alle Zellen bei 37 °C und 5 % CO,,
die Medien waren den jeweiligen Bedurfnissen der Zellen angepasst und sind in Tabelle
2.2.1 aufgefihrt.

Tab. 2.2.2.1 Medien und Zuséatze fur die verwendeten Zelllinien

Primére Fibroblasten HCT116 HL-1
Verwendetes Medium DMEM McCoys Claycombs
Eingesetzte Menge an FCS 30 % 10 % 10 %
L-Glutamin 2 mM 2mM 2mM
Norepinephrin 0,1 mM

Kultivierung und Pflege von HL-1 Zellen

Alle Kultivierungsbedingungen fir HL-1 Zellen wurden den Anweisungen von William
Claycomb entnommen (Claycomb, 1998). Da sich die Bedingungen zum Teil deutlich von
herkdmmlichen Kultivierungsbedingungen unterschieden, werden sie nachfolgend detailliert
beschrieben.

HL-1 Zellen sind nicht adhdrent und bendtigen daher einen Untergrund, auf dem sie
anhaften kdnnen. Diese Unterlage wird durch das Beschichten der Zellkulturschale mit
Fibronectin/Gelatine erzielt, hierzu wird Fibronectin-Gelatine-Lésung (5 ppm Fibronectin in
0,02% Gelatine) in die Zellkulturschalen gegeben (2 ml Lésung pro 25 cm? Flache) und
gleichméafRig verteilt. Die Schalen werden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
Beschichtungslésung wird entfernt, unmittelbar bevor die Schalen mit Medium versehen und

die Zellen ausgesat werden.

Pflege der Zellen

Das Medium der Zellen wurde taglich ausgetauscht. Haben die Zellen die nétige Dichte zur
Subkultivierung erreicht, wurde die Passage wie folgt durchgefihrt.

Nach dem Absaugen des Mediums wurde vorsichtig eine auf 37 °C vorgewarmte 0,05 % ige
Trypsin/EDTA Lésung (3 ml fur 25 cm? bzw. 6 ml fur 75 cm?) an den Rand der
Zellkulturschale pipettiert und diese vorsichtig geschwenkt. Die Lésung wurde vollstandig
abgezogen und durch neue Lésung (1,3 ml fir 25 cm?, bzw. 3 ml fiir 75 cm?) ausgetauscht.
Nach 2-minatiger Inkubation der Schalen bei 37 °C wurde die L6sung noch einmal getauscht
und flr weitere 2-3 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Ablésung der Zellen wurde unter
dem Lichtmikroskop verfolgt und ggf. durch leichtes Klopfen der Schale auf die

Tischoberflache unterstitzt.
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Langere Inkubationszeiten bzw. hohere Trypsinkonzentrationen sind unbedingt zu
vermeiden, da die Zellen sonst nicht wieder anwachsen wiirden.

Der Trypsinverdau wurde durch die Zugabe des gleichen Volumens 0,025 %
Trypsininhibitors (aus Sojabohnen) gestoppt, die Zellen wurden in 15 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. Um die Ausbeute an Zellen zu verbessern, wurden die Schalen gewaschen.
Hierzu wurden 5 ml Waschmedium (Claycombs mit 5% FCS, ohne Glutamin und
Norepinephrin) in die Schalen gegeben und die verbleibenden Zellen darin aufgenommen.
Die Zellen wurden in den 15 ml Zentrifugenréhrchen vereint und fur 5 Minuten bei 500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen in vorgewdrmtes
Medium (1ml pro Schale) resuspendiert und auf die Schalen aufgeteilt.

Zum Einfrieren wurden die Zellen nach der Zentrifugation in FCS mit 5% Dimethylsulfoxid
(DMSO) aufgenommen und in Cryogefalle (berfihrt. Das DMSO dient als
Gefrierschutzmittel und verringert die Bildung von Eiskristallen wahrend des Einfrierens und
Auftauens. Eiskristalle kénnen die Zellorganellen und somit die Uberlebensfahigkeit der
Zellen zerstéren. Die Réhrchen wurden in einen Einfrierbehalter gegeben und die Zellen bei
—80 °C mit einer Einfrierrate von 1°C pro Minute eingefroren.

Nach 6—-12 Stunden kénnen sie zur Langzeitlagerung in Flussigstickstoff Gberfihrt werden.

Auftauen von Zellen

In bereits vorbereitete, mit Fibronectin/Gelatine beschichtete 10 cm Schalen wurden jeweils
10 ml Claycomb Medium vorgelegt und warmgestellt. In 15 ml Schraubréhren wurden je
10 ml vorgewarmtes Waschmedium gegeben und bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das
Cryogefald mit den Zellen taute im Wasserbad schnell auf, direkt im Anschluss wurden die
Zellen in das vorgelegte Waschmedium Uberfuhrt, um das DMSO méglichst schnell aus den
Zellen auszuwaschen. Nach einer 5-miniitigen Zentrifugation bei 500 g wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und die Zellen in 5 ml Medium aufgenommen. Die Zellen wurden in die
vorbereiteten Schalen Uberfihrt und gleichmafig verteilt. Nachdem die Zellen auf der
Unterlage angewachsen waren, wurde ein Mediumwechsel (erneut gegen 15 ml)

durchgefiihrt, um die Zellen vollstdndig von DMSO zu befreien.

Kultivierung und Pflege von Fibroblasten und HCT116 Zellen

Ein Mediumwechsel erfolgte nach jeweils 2-3 Tagen. Alle in der Arbeit verwendeten Zellen
wuchsen als Einzelzellschicht (monolayer), d.h. die Zellen wachsen in einer Ebene. Zellen
aus mehrzelligen Organismen verfliigen Uber die Fahigkeit, die Proliferation einzustellen,
wenn der ihnen zugeordnete Platz ausgefullt ist. Diese Kontaktinhibition findet auch in vitro

statt, sofern keine Stérung des Zellzyklus vorliegt (Holley, 1968). Das Aufteilen der Zellen auf

33



2. MATERIAL & METHODEN

verschiedene Schalen bei Erreichen einer ausreichenden Zelldichte erfolgte daher in der

Regel unter subkonfluenten Bedingungen.

Passagieren

Zum Vereinzeln der Zellen wurde eine milde Trypsinbehandlung durchgefuhrt, bis die Zellen
nicht mehr aneinander haften. Hierzu wurde zunachst das Medium abgezogen und die
Zellen einmal mit PBS gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurde eine 0,05 % ige flur
Fibroblasten, bzw. eine 0,25 %ige Trypsinlésung fir HCT116 Zellen zugegeben und bei
37 °C inkubiert. Die Kontrolle der Zellen im Lichtmikroskop gab Aufschluss darliber, ob die
Zellen noch aneinander haften. Nach ausreichender Inkubationszeit (5 bis maximal 10
Minuten) wurde der Trypsinverdau durch die Zugabe weniger Tropfen FCS gestoppt. Die
Zellen wurden durch Auf- und Abziehen in der Pipette gleichmaRig im Medium verteilt und im

gewilinschten Teilungsverhaltnis auf vorbereitete Schalen mit Medium aufgeteilt.

Langzeitlagerung

Sollten Zellen eingefroren werden, so wurde die Zelldichte bestimmt und jeweils 107-10°
Zellen pro Cryovial in Serum mit 5% DMSO mit einer Einfrierrate von 1°C pro Minute bis auf
—80 °C abgekihlt. Nach 6-12 Stunden konnten sie zur Langzeitlagerung in Flissigstickstoff
Uberfuhrt werden. Zum Auftauen der Zellen wurden die Gefalie im 37 °C Wasserbad schnell
aufgetaut und in vorbereitete Schalen mit 15 ml Medium gleichm&Rig verteilt. Nachdem die
Zellen angewachsen waren (4-6 Stunden), wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt, um

Reste von DMSO und tote Zellen zu entfernen.

Inkubation von Zellen mit Steroiden

Am ersten Tag wurden Zellen dem Versuch entsprechend ausgesat. Fir Schalen mit 10 cm
Durchmesser wurden 2x10° Zellen, bzw. fur 6 cm Schalen 7x10° Zellen verwendet.

Am néachsten Tag erfolgte die Kontrolle der Zellen unter dem Lichtmikoskop. War die
Zelldichte zufriedenstellend, und waren optisch keine Kontaminationen zu erkennen, begann
die Inkubation mit Steroiden wie folgt.

Zunéchst wurde das Medium abgesaugt und gegen neues ausgetauscht. Nach einer
Wartezeit von 30 Minuten wurden den Platten Steroide (Aldosteron bzw. Corticosteron) in
einer Endkonzentration von 10 nM zugesetzt (dafiir 10 pl 10 uM Lésungen zugeben) und die
Platten zum Mischen sanft geschwenkt. Den Kontrollen wurden 10 ul Ethanol in HPLC
Qualitat zugesetzt.

Fir Spironolactonproben wurden die Zellen mit Spironolacton prainkubiert (Die Verwendung
von 5pul 20 mM Spironolacton ergab eine Endkonzentration von 10 uM. Die hoéhere

Ausgangskonzentration wurde verwendet, um den Anteil an Alkohol nicht zu hoch werden zu
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lassen. Noch hoéhere Konzentrationen schienen nicht sinnvoll, da Pipettierfehler, bzw.
Volumenveradnderungen aufgrund von Temperaturschwankungen bei sehr kleinen Volumina
starker zum Tragen kommen). Nach einer Wartezeit von wiederum 30 Minuten wurde
Aldosteron bzw. Ethanol zugesetzt.

Nach der gewinschten Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt. Dann wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen (10 ml pro Schale), das PBS wurde im Anschluss
abgesaugt. Die Zellen wurden mit dem Zellschaber geerntet und mit Transferpipetten in
Reaktionsgefalle Uberfihrt. Die GefalRe wurden in der Tischzentrifuge kurz anzentrifugiert
und der Uberstand abgegossen. In fliissigem Stickstoff wurden die Zellen schnell eingefroren
und bis zur Préparation von RNA/Protein bei —80 °C gelagert. Fur HL-1 Zellen erfolgte die

Praparation aufgrund des geringeren Ausgangsmaterials stets mit frischen Zellen.

2.2.3 Arbeiten mit Nukleinsauren

RNA-Préparation

Zur Praparation von RNA wurde das RNA Invisorb Kit verwendet (Invitek, Berlin). Als
Ausgangsmaterial dienten konfluente Zellen aus Schalen mit einem Durchmesser von
3,5 cm (fur HL-1 Zellen und Fibroblasten) bzw. 10 cm (fiir HCT116 Zellen).

Nach dem Abziehen des Mediums wurden die Schalen zweimal mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden zur Vermeidung von Stress nicht trypsiniert, sondern mit Zellschabern
geerntet und in 2 ml Reaktionsgefélle Uberfiihrt. Reste von PBS wurden nach einer kurzen
Zentrifugation abgesaugt und die Zellen in 500 yl Lysepuffer aufgenommen. Die Lyse der
Zellen erfolgte in der Regel innerhalb von 5 Minuten bei Raumtemperatur. Wegen der
grolReren Menge an Ausgangsmaterial wurden bei HCT116 Zellen 10 Minuten
Inkubationszeit zur Lyse der Zellen gewahlt.

Im né&chsten Schritt wurden 30 yl Adsorbin zugesetzt und durch grindliches Vortexen
emulgiert. Beim Adsorbin handelt es sich um Tragermaterial, das genomische DNA bindet.
Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten auf Eis wurde durch eine kurze Zentrifugation das
Adsorbin und damit ebenfalls die daran gebundene DNA pelletiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig in ein neues Gefall Uberfihrt und die darin enthaltene RNA mit Phenol-Choroform
extrahiert.

Hierzu wurden pro Gefal} je 500 pyl Phenol (wassergesattigt, pH 4,5-5), 100 ul Chloroform
und 5 ul Puffer A zugegeben und fiir 15 Sekunden auf héchster Stufe gevortext. Nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten wurde die organische Phase von der wassrigen Phase in
einem Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 14000 UpM voneinander getrennt.

Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal’ pipettiert. Um mdglichst reine
RNA zu erhalten, durften keine Bestandteile der Interphase Uberfiihrt werden. Die erhaltene

Lésung wurde mit dem gleichen Volumen Isopropanol versehen und vorsichtig gemischt. Die
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Prazipitation der RNA erfolgte bei —20 °C fur mindestens 30 Minuten oder wurde Uber Nacht
durchgefuhrt.

Die ausgefallene RNA wurde durch Zentrifugieren fur 10 Minuten bei 14000 UpM pelletiert,
der Uberstand wurde vorsichtig verworfen.

Phenolreste wurden durch Waschen mit eiskaltem 70 % igen Ethanol (RNase-frei) entfernt.
Dazu wurde pro Gefal® 1 ml Ethanol zugesetzt und das Pellet durch wiederholtes Invertieren
des geschlossenen Gefalkes gewaschen. Nach Zentrifugation fur 3 Minuten bei 14000 UpM
wurde der Ethanol vorsichtig verworfen. Der Waschschritt wurde zwei- bis dreimal
wiederholt, bis kein Phenolgeruch mehr wahrgenommen wurde. Nach dem letzten
Waschschritt wurde der verbliebene Alkohol herunter zentrifugiert und vorsichtig abpipettiert.
Das RNA Pellet wurde im Thermomixer bei 60 °C getrocknet und in 50 yl DEPC-Wasser
(100 pl fir RNA aus HCT116 Zellen) aufgenommen.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung von Reinheit und Konzentration der RNA-Praparation erfolgte
photometrisch, die Absorption der 50-fach verdiinnten Proben wurde bei 260 nm und 280 nm
bestimmt, die RNA-Konzentration [ug/ml] entspricht dem 40-fachen Wert der Absorption bei
260 nm. Die Verhéltnisse der Absorptionen bei 260 und 280 nm geben Aufschluss Uber die
Reinheit der Praparation, dabei entspricht ein Wert von 2,0 einer reinen RNA-Praparation,

bzw. 1,8 einer reinen DNA-Praparation.

cDNA-Synthese

Zur Synthese von cDNA wurde das MMLV-reverse Transkriptase Kit von Invitrogen
verwendet, dabei wurde Gesamt-RNA eingesetzt. Durch die Verwendung von Oligo(dT)
Primern wurde sichergestellt, dass keine genomische DNA amplifiziert wurde. Fur alle
Proben einer Inkubationszeit wurde jeweils die gleiche Menge Gesamt-RNA eingesetzt.

Im ersten Schritt wurden Oligo(dT) Primer, dNTPs und die Ausgangs-RNA auf 65° C erhitzt,
um ein Anlagern der Primer an den PolyA-Schwanz der mRNA zu ermdglichen.

Nach einer schnellen Abkihlung auf Eis wurde die benétigte Menge an konzentriertem
Puffer zugesetzt. Zusatzlich wurden ein RNase-Inhibitor (RNase out) und DTT eingesetzt
und die Proben bei 37 °C inkubiert, um eine schnelle Inhibierung der RNasen zu erreichen.
Als letzter Schritt erfolgte die Zugabe von reverser Transkriptase zur Synthese des cDNA
Strangs, die ebenfalls bei 37 °C erfolgte. Nach einer Hitzeinaktivierung bei 70 °C konnte die

erhaltene RNA direkt als Matrize in der real-time PCR eingesetzt werden.
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PCR

Alle Primer wurden auf ihre Funktionalitdt getestet. Aus unbehandelten Zellen wurde wie
oben beschrieben RNA isoliert und daran cDNA synthetisiert, die als Matrize in der
folgenden PCR diente. Die PCR-Ansatze wurden mit einem Volumen von jeweils 20 pl

angesetzt.

PCR-Ansatz

50 mM TrisCl, pH 9,1

16 mM (NH4).SO,

3,5 mM MgCl,

0,15% BSA

0,25 mM dNTPs

0,05 U/l TagPolymerase*

je 0,2 uM Vor- und Rickprimer
1 ul cDNA

* es handelt sich hierbei um Klentag Units, 1 U Klentag = 4 U DNA Taq Polymerase

Temperatur und Dauer der einzelnen Schritte entsprachen den Bedingungen der real-time
PCR, aus Kostengriinden wurde jedoch darauf verzichtet, die Vervielféltigung der Produkte
in Echtzeit zu verfolgen. Es wurde ein handelstblicher Thermocycler verwendet. Zum
Nachweis der Produkte mithilfe von Ethidiumbromid im Agarosegel wurde mehr

Ausgangsmaterial benétigt, daher wurde die Anzahl der Zyklen auf 60 erhéht.

Tab. 2.2.3.1 PCR-Bedingungen fir den Funktionstest der Primer

Temperatur | Dauer Anzahl der
Phase Schritt _
[°C] [s] Wiederholungen

Aktivierung Denaturierung 95 600 Einzelschritt

Amplifizierung Denaturierung 95 30
Anlagern der Primer 51 60 60

Synthese 72 30

Schmelzen Denaturierung 95 60 Einzelschritt

Agarose-Gelelektrophorese
Bei der Agarose-Gelelektrophorese wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente in

Richtung der Anode. Das Agarosegel stellt eine elektrisch neutrale Matrix dar, deren
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Porengréfle vom Agarosegehalt bestimmt wird. Die Wahl der Agarosekonzentration ist
abhéngig von der GroRRe der zu trennenden Fragmente.

In der vorliegenden Arbeit wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 2 % verwendet.
Zum Anférben der Nukleinsduren wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von
0,1 yg/ml in die noch warme Agaroselbésung gegeben, die dann in die vorbereiteten
Gelschlitten gegossen und mit Kdmmen versehen wurde. Nach vollstdndiger Polymerisation
wurde der Schlitten mit dem Gel in eine Elektrophoresekammer mit Laufpuffer
(0,5 x TBE/ TAE) gelegt und der Kamm entfernt. Die PCR-Proben wurden mit % Volumen
Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Zum GréRRenvergleich wurde
ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Elektrophorese der DNA erfolgte bei 100 V
bis zur vollstdndigen Auftrennung. Der DNA-Ethidiumbromid-Komplex wird nach Anregung

durch UV-Licht sichtbar gemacht und die Gele mithilfe eines Kamerasystems visualisiert.

Auftragspuffer

10 mM TrisCl, pH 7,6
60 mM EDTA

0,03 % Bromphenolblau
0,03 % Xylencyanol FF
60 % Glycerol

TAE

40 mM TrisCl

20 mM Essigsaure
1 mM EDTA

TBE
90 mM Trisborat
2 mM EDTA

Quantitative real-time PCR

Die Ausgangsmenge spezifischer Nukleinsduren in biologischen Proben ist zu gering flr
einen direkten Nachweis. Die Zielsequenz muss daher vervielfdltigt werden. Die
Untersuchung der Endmengen spezifischer PCR Produkte lasst keinen akkuraten
Rickschluss auf die Ursprungsmenge zu, da im Verlauf der Vervielfaltigung z.B. die
Inhaltsstoffe zu limitierenden Faktoren werden kdnnen oder sich PCR Inhibitoren anreichern
kénnen. Zusétzlich werden geringste Unterschiede im PCR Verlauf zwischen den Proben

vervielfaltigt und verfalschen so die Aussage.
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Bei der quantitativen real-time PCR wird die Anreicherung der vervielfaltigten PCR Produkte
in der frihen exponentiellen Phase beobachtet, wenn die oben genannten
Beeintrachtigungen noch keine Auswirkungen zeigen und die technische Fehlerfortpflanzung
gering ist. Das Verfahren ermdéglicht dadurch einen genaueren Rickschluss auf die
urspringlich vorhandene Kopienanzahl.

Die Nachweisgrenze liegt unterhalb von 100 Kopien und die Linearitat der Detektion ist fur

mehr als 6 Zehnerpotenzen gegeben.

Detektion mit SYBR Green

Die Anreicherung von doppelstréngiger DNA (dsDNA) wé&hrend der PCR kann mithilfe
fluoreszierender, dsDNA bindender Farbstoffe nachgewiesen werden. Uber den Zuwachs
des PCR Produkts wahrend der Zyklen kann so auf die Ursprungsmenge geschlossen
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde SYBR Green | verwendet. Dieser Farbstoff hat eine hohe
Bindungsaffinitat zur kleinen Furche der DNA Doppelhelix. Im ungebundenen Zustand zeigt
SYBR Green nur eine geringe Fluoreszenz, die bei Bindung an dsDNA ungefahr um den
Faktor 1000 hoher ist (vgl. Abb. 2.2.1). Wahrend der Denaturierung (A) wird die DNA zu
Einzelstréngen geschmolzen. SYBR Green liegt frei in Lésung vor und zeigt nur geringe
Fluoreszenz. Das Anlagern der Primer (B) erzeugt doppelstréangige DNA-Bereiche, an die
sich der Farbstoff anlagern kann. Die Verlangerung der Primer fuhrt zu mehr dsDNA, die
Fluoreszenz erreicht das Maximum, wenn SYBR Green lber die gesamte Lange des PCR
Produkts gebunden ist (C).
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Abb. 2.2.1 Die Verwendung von SYBR Green | zur Quantifizierung in der real-time PCR. Die

Erlauterung erfolgt im Text.

Dabei ist der Zuwachs an Fluoreszenz von der Ausgangsmenge abhéngig. Zu beachten ist
hierbei, dass auch nicht-spezifische dsDNA, wie z.B. Primer-Dimere, Fluoreszenz hervorruft.

Aus diesem Grund ist besondere Sorgfalt beim Entwerfen der Primer nétig.

Schmelzkurven

Nach dem letzten Vervielfaltigungszyklus wurden Schmelzkurven erstellt. Dazu wurden die
PCR Anséatze schrittweise von 55 °C auf 95 °C (Erhéhung um 1 ° je 30 Sekunden) erhitzt
und die Fluoreszenz gegen die Temperatur aufgetragen. Gleiche Produkte zeigten das
gleiche Schmelzverhalten, Uber die Betrachtung der Schmelzkurven konnte also

sichergestellt werden, dass keine unspezifischen PCR-Produkte vorlagen.

Durchfiihrung der nt-PCR

Die rt-PCR wurde in 96er-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Zur Erstellung einer Standardkurve
wurden Verdiinnungen von 10° bis 10* Kopien des Plasmids pUC21 eingesetzt. Die
Standards und die Nullkontrollen wurden als Duplikate, die zu untersuchende cDNA in
jeweils Dreifachwerten eingesetzt. Die PCR Anséatze wurden aus dem Brilliant Sybr Green
QPCR Master Mix verdinnt, ihnen wurde ein Referenzfarbstoff in einer Endkonzentration

von 30nM zugesetzt. Mithilfe dieses Referenzfarbstoffs wurden Schwankungen im
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Reaktionsvolumen detektiert und die Fluoreszenzwerte des SYBR Green korrigiert. Zum
Schluss wurden die spezifischen Primer in einer Endkonzentration von 16 nM und die cDNA

zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl je Ansatz.

Tab.2.2.3.2 PCR Bedingungen fiir die rt-PCR

Phase Schritt Temperatur | Dauer Anzahl der
[°C] [s] Wiederholungen
Aktivierung Denaturierung 95 600 Einzelschritt
Amplifizierung Denaturierung 95 30
Anlagern der Primer 51 60 40
Synthese 72 30
Schmelzen Denaturierung 95 60 Einzelschritt
Dissoziationskurve Renaturierung 51 30 Einzelschritt
Temperaturerhéhung +1 30 44

Ausgabe der Daten

Der RT-Cycler liefert fur jeden Reaktionsansatz den Ct-Wert, d.h. den Wert, zu dem die
erzeugte Fluoreszenz erstmals signifikant Uber dem Hintergrund liegt. Zuséatzlich wird far
jede Reaktion die Uber die Standardgerade ermittelte Kopienanzahl angegeben.

Die Herstellersoftware verfiigt nicht Gber die Mdéglichkeit einer Normalisierung, so dass die

Normalisierung und Auswertung der Daten nach folgenden Regeln durchgefiihrt wurde.

Normalisierung der Daten

Eine Normalisierung der Daten wurde durchgefiihrt, um mdgliche Unterschiede in der
Effizienz von RNA-Praparation und cDNA Synthese auszugleichen. Um normalisierte Werte
fUr die einzelnen Gene zu erhalten, wurden die Einzelwerte der zu untersuchenden Gene
durch die Einzelwerte der Gene flr die Normalisierung dividiert. Auf diese Weise erhielt man
aus den 3 Einzelwerten eine Gruppe von 9 normalisierten Werten. Diese Gruppen wurden

zur Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS (Version 17). Da insgesamt 5
Gruppen miteinander verglichen wurden, war ein {-Test nicht geeignet. Zur Untersuchung der
Beziehung der Proben zueinander wurde zundchst ein einfaktorieller ANOVA-Test
durchgefiihrt. Hier werden die Mittelwerte k verschiedener Gruppen, die sich in einem Faktor

unterscheiden (hier: Inkubation) miteinander verglichen. Als Nullhypothese gilt die
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Vermutung, dass die Mittelwerte gleich sind. Unterscheiden sich mindestens zwei Gruppen
statistisch signifikant von einander, so kann die Nullhypothese verworfen werden. Dabei
kénnen sich jedoch auch mehr als nur zwei Gruppen voneinander unterscheiden, das
Ergebnis des Tests lasst jedoch keine Rickschlisse auf die Beziehung der einzelnen
Gruppen untereinander zu.

Hierzu sind weitere Tests nétig. Will man gezielt den Zusammenhang zwischen bestimmten
Gruppen untersuchen, so kénnen verschiedene a priori Tests durchgefihrt werden, hierzu
wird Uber sog. Kontraste definiert, welcher Zusammenhang (ist gleich, unterscheidet sich)
zwischen bestimmten Gruppen getestet werden soll.

Im Gegensatz dazu testen Post-Hoc Testverfahren alle Gruppen gegeneinander und geben
fur die Beziehung fur jeden Einzelvergleich wieder.

Zunachst wird mit dem Levene-Test auf Homoskedastizitdt (Varianzhomogenitét) getestet.
Bei Varianzgleichheit wird ein LSD-Test durchgefiihrt. Hierbei werden paarweise t-Tests
zwischen je zwei Gruppen durchgeflihrt, wobei als Varianz jedoch nicht die Varianzen der
beiden Gruppen verwendet werden, sondern die Varianz der gesamten Gruppen, was die
Signifikanz erschwert. Trotzdem ist der LSD-Test liberal und detektiert zu viele Signifikanzen.
Deshalb wird als zweiter Test die Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich
um paarweise durchgefiihrte t-Tests, bei denen jedoch zur Verhinderung der Alpha-Inflation
das Signifikanzniveau an die Menge der Stichproben angepasst wird.

ErwartungsgemalR liefert die Bonferroni-Korrektur deutlich weniger Signifikanzen, fur die
Untersuchung wird die Schnittmenge beider Tests verwendet.

Liegt keine Varianzgleichheit vor, so werden der Tamhane (T2) und der Dunnett-Test (T3)
verwendet, die ebenfalls auf der Grundlage des t-Tests beruhen. Zwischen diesen beiden
Tests sind die Unterschiede der detektierten Signifikanzen geringer, auch hier wird die

Schnittmenge verwendet.

2.2.4 Arbeiten mit Protein

Proteinpréparation aus Zellkulturen

Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen, die Lésung im Anschluss abgesaugt. Die Zellen wurden mit
einem Zellschaber geerntet und mit Transferpipetten in ein Reaktionsgefall tberfihrt. Durch
eine kurze Zentrifugation in der Tischzentrifuge wurden die Zellen pelletiert, (berschiissiges
PBS wurde mit der Pipette abgenommen. Die Zellen wurden in 220 pl
Proteinisolierungspuffer | aufgenommen (440 ul fir HCT-Zellen) und durch Ultraschall
aufgeschlossen. Zweimal 10 pul wurden fir die Proteinbestimmung entnommen.

AnschlieRend wurden 50 ul Proteinisolierungspuffer 11 (100 ul fir HCT Zellen) zugesetzt,

42



2. MATERIAL & METHODEN

durch wiederholtes Uberkopf-drehen des GefilRes wurden die Ldsungen miteinander
gemischt und fur 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Die entnommen Aliquots wurden 10-fach
verdinnt und zur Bestimmung der enthaltenen Proteinkonzentration verwendet. Danach
wurden die Proben mit 1-fach Proteinpuffer auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt
(i.d.R. 0,5 pg/pl fur Fibroblasten, 1 pg/ul fir HL-1 Zellen und 2 pg/ ul fir HCT-Zellen).

Die Auftrennung der Proteine erfolgt elektrophoretisch im diskontinuierlichen System nach

Lammli (Ldmmli, 1970) auf 15%igen Polyacrylamidgelen.

Proteinisolierungspuffer |
120 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,5
2,4% SDS
Proteinisolierungspuffer Il
50 % Glycerol

25 % PB-Mercaptoethanol
0,025 % Bromphenolblau
PBS (Zellkultur), pH 7,4
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM Na,HPO,

2 mM KH,PO,

Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehaltes von Proteinlésungen kdnnen die
Farbreaktionen funktioneller Gruppen der Proteine mit farbstoffbildenden Reagenzien
untersucht werden.

Die Intensitdt des Farbstoffs ist direkt proportional zur Konzentration der reagierenden
Gruppen. Beim Bicinchoninsaure-Assay (BCA-Assay) wurden auf einen Teil Probe 20 Teile
einer frisch angesetzten BCA/Kupfersulfatldsung gegeben und fir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die Intensitat des Farbstoffes wurde im Spektralphotometer bei 562 nm gemessen.
Die Proteinkonzentration der Proben wurde gegen eine Eichgerade aus gleich behandelten

Verdiinnungen von BSA in bekannter Konzentration errechnet.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die Proteine wurden nach Lammli im diskontinuierlichen System in einer vertikalen
Gelkammer aufgetrennt. Dieses System arbeitet mit der Kombination von zwei

verschiedenen Puffern. Im Elektrophorese-Puffer befinden sich Tris und Glycin, in den
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Gelpuffern Tris und Cl-lonen. Im Sammelgel liegt der pH-Wert des verwendeten Tris-Cl-
Puffers bei 6,8. Dies ist nah am isoelektrischen Punkt des Glycins im Elektrodenpuffer.
Glycin hat also zu Beginn der Elektrophorese nur eine geringe Mobilitat (Folge-lon). CI
dagegen hat im Sammelgel eine hohe elektrophoretische Mobiltdt und wirkt als Leit-lon. Das
Proteingemisch hat im Sammelgel eine Mobilitdt, die zwischen denen der Folge- und der
Leit-lonen liegt. Beim Anlegen des elektrischen Feldes wandern alle lonen mit gleicher
Geschwindigkeit, dieses wird als Isotachophorese bezeichnet. Im Bereich der Leit-lonen
bildet sich eine niedrige, im Bereich der Folge-lonen dagegen eine hohe Feldstarke aus, die
Proteine befinden sich also in einem Feldstarke-Gradienten und bewegen sich mit konstanter
Geschwindigkeit (Stapel-Effekt). Beim Erreichen des Trenngels erfahren die Proteine einen
plétzlichen Reibungswiderstand, die Glycin-lonen sind davon nicht betroffen und Gberholen
die Proteine. Die Proteine befinden sich jetzt in einem homogenen Puffer, der Stapel 16st
sich auf und die Trennung beginnt. In der vorliegenden Arbeit wurde mit 15%igen
Trenngelen gearbeitet, die Uberschichtung erfolgte jeweils mit 5% igen Sammelgelen.
Aufgetragen wurden jeweils gleiche Proteinmengen (liber die Konzentration bestimmt) der
einzelnen Proben einer Praparationsreihe. Zusatzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker
aufgetragen (New England Biolabs). Die Auftrennung erfolgte bei 200 V und 250 mA fir eine
Stunde.

Blotting

Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus den Kassetten enthnommen, das Sammelgel
wurde ebenso entfernt wie leere Bereiche des Geles. Die Gele wurden fur 20 Minuten in
Transferpuffer geschittelt und bei 15V und 3 mA/cm? Gel fir 45 Minuten auf

Nitrocellulosemembran geblottet.

Reversible Ponceau S Farbung

Zur Uberpriifung der Blottingeffizienz wurde eine Farbung der Proteine mit Ponceau S
durchgefiihrt. Dazu wurden die Membranen fir 5 Minuten in Farbelésung (0,5 % Ponceau S
in 1% Essigsaure) geschuttelt. Durch sanftes Schitteln in dH,O unter Sichtkontrolle wurde
solange entfarbt, bis ein guter Kontrast zwischen den Banden und Hintergrund entsteht. Die
Membranen wurden auf gleichmafRigen Transfer (Luftblasen) und gleiche Proteinmenge
(Farbintensitat) kontrolliert. Im Anschluss wurde die Membran durch Schiitteln in dH,O flr

weitere 5 Minuten vollstdndig entfarbt.
Immunonachweis

Die Membranen wurden fir eine Stunde in 5% Milchpulver in TBST geschittelt, um freie

Proteinbindungsstellen auf der Membran abzuséattigen. Nach einer Stunde Inkubationszeit
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wurde die Blockinglésung verworfen. Der Primé&rantikérper wurde entsprechend den
Herstellerangaben in TBST verdinnt und fir 2 Stunden auf die Membranen gegeben. Die
Verdinnungen der einzelnen Antikdrper sind in Tab. 2.2 dargestellt. Fir Antikérper, die nur
in geringer Verdinnung verwendet werden konnten, wurden 5 ml (Anti-FKBP), bzw. 10 ml
(Anti-IPP) Gesamtvolumen eingesetzt und die Membranen mit der L&sung in Folie
eingeschweil’t, um eine Austrocknung zu verhindern. Sonst wurden die Membranen mit der

Primarantikérperlésung Uberschichtet und die Gefalle mit Parafilm verschlossen.

Tab 2.2 verwendete Antikdrper

Primérantikérper Verdiinnung
Anti-LIS monoklonal 1:5000
Anti-GAPDH monoklonal 1:10000
Anti-Aktin monoklonal 1:10000
Anti-FKBP52 polyklonal 1:1000
Anti-IPP polyklonal 1:5000

Nach der Inkubation wurden die Lésungen abgenommen und bei —20 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert. Die Primérantikérper kénnen ohne Qualititdtsverlust bis zu 10-mal
wiederverwendet werden (Krajewski, 1996).

Durch dreimaliges Waschen mit PBS (je 5 Minuten) wurden Reste der freien Antikérper
entfernt. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper erfolgte fur eine Stunde in einer 1:1000
Verdiinnung in TBST. An den Sekundérantikdrper ist Meerettichperoxidase konjugiert.

Nach der Inkubation wurden die Lésungen abgenommen und bei 4 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert (5 x benutzt). Die Membranen wurden dreimal fiir je 5 Minuten in PBS
gewaschen.

Der Nachweis der gebundenen Antikdrper erfolgte mithilfe des ECL*-Detektionkits den
Herstellerangaben entsprechend.

Die Oxidation des Acridansubstrates durch die Meerettichperoxidase generierte einen
Acridiniumester, dessen Reaktion mit Peroxid unter milden alkalischen Bedingungen zu einer
intensiven und bis zu 1 Stunde stabilen Chemiluminiszenz fuhrte. Das emittierte Licht wurde
mithilfe eines Autoradiographiefiimes detektiert. Die geeignete Expositionsdauer wurde
bestimmt und der R&ntgenfilm mit handelstblichen Fotochemikalien entwickelt, mit
5% Essigsdure gewaschen und fixiert. Nach dem Waschen mit Wasser wurden die Filme

getrocknet und durch Scannen ein digitales Bild erzeugt.
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Transferpuffer

40 mM Glycin

50 mM TrisClI, pH 8,3
0,04 % SDS

20 % Methanol

PBS
120 mM NaCl
10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5

TBS
10 mM Tris pH 7,7,
150 mM NaCl

TBST

10 mM Tris pH 7,7,
150 mM NacCl

0,1 % Tween-20
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3.Ergebnisse

Die Kandidaten aus der Spalthefe sollten in Zellkulturen von Mensch, Maus und Ratte
validiert werden. Da Herzmaterial von Menschen fur umfangreiche Untersuchungen nicht zur
Verfugung steht, haben wir uns fir die Verwendung verschiedener Zellkultursysteme
entschieden: Die HL-1 Zelllinie wurde aus der atrialen Tumorzelllinie AT-1 (Maus) gewonnen.
HL-1 Zellen kdnnen passagiert werden und bewahren dennoch ihre differenzierten kardialen
morphologischen, biochemischen und elektrophysiologischen Eigenschaften. Sie stellen
somit ein geeignetes Kardiomyozytenmodell dar.

Neben Herzmuskelzellen sind Fibroblasten der haufigste Zelltyp im Herzen und auch in
anderen Organen. Aus diesem Grund sollten die Effekte von Aldosteron auf primare
Kardiofibroblasten von Ratten untersucht werden. Als dritte Zelllinie wurden HCT116 Zellen
verwendet. Hierbei handelt es sich um epitheliale Zellen aus einem humanen

Colonkarzinom.

Wahrend die HCT116 Zellen bereits im Labor etabliert waren und fur die HL-1 Zellen eine
detaillierte Pflegeanleitung vorlag, mussten fiir die priméren Fibroblasten die optimalen

Bedingungen erst gefunden werden.

Beim Wechseln des Systems von der Spalthefe zu Saugerzellen gab es verschiedene
Besonderheiten zu beachten:

e Die unphysiologisch hohen Aldosteronkonzentrationen, die im Hefemodell nétig waren,
da die Zellwand die freie Diffusion der Steroide beeintrachtigt (Bureik et al., 2005), wurden
fur die Zellkulturen deutlich reduziert. Hier arbeiteten wir mit einer Aldosteronkonzentration
von 10 nM. Diese Konzentration liegt noch Uber den physiologischen Werten, die zwischen
0,04-0,8 nM schwanken, allerdings werden die lokalen Hormonspiegel im Herzgewebe als
20-fach héher als im Plasma eingeschéatzt (Silvestre et al., 1998).

e Im Gegensatz zur Spalthefe verfiigen alle verwendeten S&dugerzellen Uber den
Mineralocorticoidrezeptor. Alle in der Spalthefe beobachteten Effekte wurden unabhangig
vom MR vermittelt. Neben der Fragestellung, ob in Saugerzellen die gleichen Proteine
beeinflusst werden, sollte untersucht werden, auf welche Weise diese Effekte vermittelt
werden. Hierzu wurde ein vergleichender Ansatz gewahlt. Neben Zellen, die mit Aldosteron
(im Folgenden auch Aldosteronprobe oder (A) genannt) bzw. mit Ethanol als Kontrolle (K)
behandelt wurden, wurden mit Corticosteron behandelte Proben (als Corticosteronprobe
oder (C) bezeichnet) untersucht. Dadurch sollten die Aldosteron-spezifischen Effekte von
den allgemeinen Steroid-Effekten abgegrenzt werden kdnnen. Darlber hinaus wurden
jeweils zwei Proben mit Spironolacton (10 uM fir 30 min) vorbehandelt, um den
Mineralokortikoidrezeptor zu blockieren, bevor ihnen Aldosteron (Kombinationsprobe (SA)),

bzw. Ethanol (im Folgenden Spironolactonkontrolle (SK) genannt) zugesetzt wurde.
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3.1 Etablierung der priméren Kardiofibroblasten

Da Fibroblasten eine geflirchtete Kontamination in Primarzellkulturen darstellen, die schnell
die anderen Zellen Uberwachsen, stellte es zunachst eine Uberraschung dar, dass die
Kultivierung in Standardmedium nicht gelang.

Nach der Praparation lagen die Zellen in Ham’s F10 vor, das mit 10% FCS und 5%
Pferdeserum angereichert war.

Da die Ubernahme der Fibroblasten in der Regel am Tag nach der Préparation erfolgte,
waren die Zellen bereits konfluent und hatten ihr Wachstum eingestellt (Kontaktinhibierung).
Nach dem Vereinzeln der Zellen mit 0,25 % Trypsin erfolgte die Kultivierung in DMEM mit
10 % FCS. Die Fibroblasten wuchsen schnell an, teilten sich jedoch nicht oder nur wenig.
Versuche mit anderen Medien (Ham’s F10, McCoys) mit einer 10 % igen Anreicherung FCS
veranderte dieses Verhalten nicht. Eine Erh6hung des Serumanteils verlédngerte die Vitalitat
der Zellen, flhrte jedoch zu keiner erhéhten Proliferation.

Das Verdinnen der Trypsinlésung auf 0,05 % ermdéglichte die erfolgreiche Subkultivierung
der Fibroblasten in allen genannten Medien. Zur Verzégerung der Seneszenz wurde das
Medium mit 30 % Serum angereichert (Kues et al., 2000). Ohne die Schadigung der Zellen
durch Trypsin flhrte der hohe Serumgehalt zu schnellerem und dichterem Wachstum der
Zellen (Holley, 1968).

3.2 Etablierung der quantitativen RT-PCR

3.2.1 Anforderungen der quantitativen RT-PCR

Um zuverldssige Aussagen Uber die unterschiedliche Expression von Zielgenen unter
verschiedenen Versuchsbedingungen machen zu kdnnen, bendtigt man Referenzgene,
deren Expression von den Versuchsbedingungen nicht beeinflusst wird. Die erhaltenen
Daten fir die Zielgene werden Uber die der Referenzgene normalisiert. Unterschiedliche
Ausbeuten in der RNA-Préparation kénnen so ausgeglichen werden, die Normalisierung
ermoglicht somit die relative Quantifizierung der Expression.

Eine absolute Quantifizierung Gber eine Standardkurve erfordert die Amplifizierung von DNA-

Abschnitten bekannter Sequenzen aus unterschiedlich konzentrierten Ansatzen.

3.2.2 Normalisierung

Zur Normalisierung von RT-Daten werden haufig Haushaltsgene eingesetzt. Diese Gene

werden in den Zellen permanent exprimiert, sind also leicht nachzuweisen und haufig in
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hoher Kopienzahl vorhanden. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass die Expression
von Haushaltsgenen entgegen friilheren Annahmen haufig durch die Versuchsbedingungen
beeinflusst werden (Schmittgen und Zakrajsek, 2000; Selvey et al., 2001). Als bessere
Alternative kann z. B. ribosomale 18S RNA eingesetzt werden (Goidin et al., 2001).

Die RT-PCR kann in einem oder zwei Schritten erfolgen. Bei der RT-PCR in einem Schritt
wird RNA als Matrize eingesetzt. Die Synthese von cDNA anhand der RNA erfolgt im
gleichen Versuchsansatz wie die Vervielfaltigung und die Quantifizierung der Zielgene.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte nach der Isolierung von Gesamt-RNA die Synthese von
cDNA unter Verwendung von Oligo-dT Nukleotiden. Die erhaltene cDNA wird als Matrize in
der RT-PCR eingesetzt, die RT-PCR wird also in zwei Schritten durchgefihrt. Der Vorteil
dieser Strategie liegt darin, dass die Lagerung von cDNA ohne gravierende Qualitatsverluste
mdglich ist und somit multiple Versuche mit dem gleichen Ausgangsmaterial mdglich sind.
Aus diesem Grund erschien die Verwendung von ribosomaler RNA zur Normalisierung nicht
sinnvoll.

Es wurden fiir drei verschiedene ribosomale Proteine (rps27, rpl 27, rpsp0, bzw. arbp) Primer
entwickelt und Uberprift, dass die Expression dieser Zielgene unter den verschiedenen
Versuchsbedingungen nicht beeinflusst wird. Die Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch die Plots
fur rps27, aufgetragen ist die Fluoreszenz gegen die Anzahl der PCR-Zyklen. Aufgrund der
PCR-Effizienz, die in den einzelnen GefdlRen schwanken kann, kénnen Schwankungen in
der Endkonzentration auftreten. Aus diesem Grund wird die Zunahme der DNA in der

exponentiellen Phase betrachtet, wenn die PCR-Bedingungen noch ideal sind.
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Abb 3.1 Plots der Vervielfaltigung eines Abschnittes aus dem rps27-Gen. HL-1 Zellen wurden fur 90
Minuten mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K) inkubiert. Spironolactonproben wurden fir 30 Minuten mit 10 pM Spironolacton
prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK) versetzt wurden. Gesamt-RNA wurde
prépariert und zur Synthese von cDNA unter Verwendung von Oligo(dT)-Primern eingesetzt. Die
erhaltene cDNA wurde als template fur die RT-PCR verwendet. Gezeigt sind die gemittelten Werte
aus jeweils Triplikaten. Den Proben wurden zwei Fluoreszenzfarbstoffe zugesetzt. ROX ist ein
passiver Farbstoff, der zur Normalisierung des Volumens verwendet wird, wahrend die Fluoreszenz
von SYBR Green mit der Menge an dsDNA zunimmt.

3.2.3 Absolute Quantifizierung

Zur Erstellung einer Standardgeraden, an der die absolute Quantifizierung der Zielgene
erméglicht wird, wird das Plasmid pUC21 als Matrize eingesetzt. Uber die Sequenz des
Plasmides wird die Molmasse bestimmt. Verdiinnungen von 10° bis 10° Kopien werden
eingesetzt, verschiedene Primer ermdglichen die Vervielféltigung von Fragmenten von 163,
199 bzw. 249 Basenpaaren.

Abb. 3.2 zeigt als Beispiel die Standardkurve fir den Langenstandard von 199 Basenpaaren.
Die RT-PCR erméglichte den Nachweis bis zu einer Verdiinnung von ca. 10° Kopien. Die
untersuchten Zielgene dieses Experimentes (in der Abbildung durch Dreiecke dargestellt)

lagen in der GréRenordnung von 10° bis 107 Kopien.
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Abb 3.2 Standardkurve fiur LS199. Die Nachweisgrenze (Schwellwert) lag fur das gezeigte Beispiel
bei ca. 10° Kopien. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden Verdiinnungen von 10° bis 10° Kopien
pUC21 als Matrize eingesetzt (in der Grafik als Quadrate dargestellt). Die Ausgangskonzentration der
untersuchten Zielgene wurde anhand dieser Gerade bestimmt. Im gezeigten Beispiel (cDNA aus
HL-1-Zellen nach 60 Minuten Inkubation) lagen die Ausgangskonzentrationen zwischen 10° und 10’
Kopien.

3.3 Untersuchungen auf RNA-Ebene (RT-PCR)

3.3.1 Expression der Kandidaten in Fibroblasten

Fir die Untersuchungen wurden Kardiofibroblasten aus neonatalen Ratten verwendet. Die
Tiere waren 1- 2 Tage alt, pro Praparation wurden 1- 2 Wirfe verwendet, die Zellen wurden
gepoolt. Bei Erhalt dieser préparierten Kardiofibroblasten waren die Zellen konfluent, sie
wurden bei der ersten Passage 1:5 gesplittet. Die néchste Passage erfolgte 1: 2 bei 75-
80 % Konfluenz.

Bei Erreichen von 80-100 % Konfluenz wurden die Zellen aus den erhaltenen 10 Schalen fur
parallele Experimente zu jeweils einer Inkubationszeit verwendet, aus der Halfte wurde RNA,
aus der anderen Halfte Protein prapariert.

Jeweils 30 Minuten vor Beginn der Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt,
die Prainkubation mit Spironalacton erfolgte fur 30 Minuten.

Die Expression sollte zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht werden, der

Beobachtungszeitraum lag zwischen 30 und 240 Minuten in 30 Minuten Intervallen.
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Zuséatzlich wurden 45 Minuten gewéhlt, um im frihen Bereich eine bessere Aussage treffen
zu kénnen.

Die RT-PCR wurde in Triplikaten durchgefiihrt, die Normalisierung der Ergebnisse anhand
des Referenzgens rps 27 erfolgte, indem die Einzelwerte der Messungen in Relation zu den
Einzelwerten des Referenzgens gesetzt wurden. Die erhaltenen neun Einzelwerte wurden
zur statistischen Auswertung mit SPSS verwendet. Fir die graphische Darstellung wurden
Mittelwert und Standardabweichung bestimmt und die Werte fir die einzelnen Proben in

Relation zum Referenzgen nebeneinander gestellt.

30 Minuten Inkubationszeit

100 15000 "
- — _ o |
=4 3 * [
@ S | ‘
S 75 A g
o = 10000
: [ :
< 501 I © I
2 * 2 l
B = 5000 -
3257 2
w o
0 04
K A C SK SA K A C SK SA
GAPDH Beta-Aktin
1000 ” 2500 F
7 - i .
* [}
$ 750 | wx §2000 -
o o
S I 21500 - I
< 500 - L < I
& £1000 |
5 S
g_ 250 - g 500
w w
0 0 A
K A C SK SA K A c SK SA
IPP LIS
150 2000 s
'? ’—*\ 'g * }
[ (=)
5 1500 -
5100 I ko
& . &
< l <1000 - ]
5 50 - i l
g % 500
8 ]
0 A 04
K A c SK SA K A C SK SA
FKBP PPlase

Abb. 3.3.1.1 Expressionsprofile der Kandidaten nach 30 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.
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Abb. 3.3.1.1 zeigt das Expressionsprofil fir die untersuchten Kandidaten nach 30 Minuten.
Die Expression ist fiir alle Kandidaten in der Corticosteronprobe am starksten. Beta-Aktin ist
am starksten exprimiert, die Werte liegen zwischen 5400 (Spironolacton und Aldosteron) und
8500% (Corticosteron) der Expression des Referenzgens. Die Expression in der
Aldosteronprobe ist gegentiber der Kontrolle leicht erhéht. Die Spironolactonkontrolle liefert
ebenso leicht erhdhte Werte, liegt aber unter dem Wert der Aldosteronprobe. Aldosteron in
Kombination mit Spironolacton filhrt zur geringsten Expression, die Unterschiede zur
Aldosteron- und zur Corticosteronprobe sind signifikant, ebenso die Werte zwischen der
Corticosteronprobe und der Kontrolle. GAPDH ist mit Werten zwischen 23 und 67 % von
allen Kandidaten am niedrigsten exprimiert. Die Verteilung innerhalb der Proben ist analog
zum Beta-Aktin, die hdchsten Expressionswerte finden sich fiir Corticosteron vor Aldosteron
(57 % ). Die beiden Kontrollen liegen mit 50%, bzw. 51% nach Préinkubation mit
Spironolacton dicht beieinander. Die Aldosteronproben nach Spironolactonbehandlung
liegen mit 23 % deutlich darunter, sind aber die einzige Gruppe, die sich signifikant von den
Kontrollen unterscheidet (p=0,027).

Die Expression von LIS liegt mit Werten von 650 % bis 2000 % deutlich Uber der des
Referenzgens. Das Minimum in den Kombinationsproben mit Spironolacton und Aldosteron
lasst sich auf einen AusreiRer innerhalb der Werte zurtckfihren. Wird dieser Wert
ausgeklammert, so liegen die Werte im gleichen Bereich wie die Spironolactonkontrolle. Der
Ausreiller ist flr die aulerordentlich hohe Standardabweichung in dieser Gruppe
verantwortlich. Der Wert in der Corticosteronprobe unterscheidet sich signifikant von allen
anderen Gruppen (p<0,002).

Das Expressionsprofil von IPP ahnelt denen von GAPDH und Beta-Aktin. Die Expression ist
in den Corticosteronproben mit 690% des Referenzgens am starksten, die
Spironolactonkontrolle liegt mit einem Wert von 560 % auf dem gleichen Niveau wie
Aldosteron (570 % ). Der Mittelwert der Kontrolle liegt mit 430 % unter diesen Werten, die
Standardabweichung ist in der Kontrolle héher als in den anderen Proben, die Unterschiede
sind nicht signifikant (p=0,07). Die Probe, die nach der Vorbehandlung mit Spironolacton mit
Aldosteron versehen wurde, zeigt mit 360 % die geringste Expression, der Unterschied zur
Kontrolle ist nicht signifikant (p=0,97), gegentber der Aldosteronprobe und der
Spironolactonkontrolle liegt Signifikanz vor (p<0,001).

Die Expression von FKBP liegt im gleichen Gréfienbereich wie das Referenzgen, die Werte
liegen zwischen 60 % in der Kombinationsprobe und 107 % in der Corticosteronprobe. Die
Kontrolle und die Aldosteronprobe liegen nahe beieinander bei 93%, die
Spironolactonkontrolle mit 83 % leicht darunter, die Unterschiede zwischen den Proben sind

nicht signifikant, lediglich der Wert der Kombinationsprobe unterscheidet sich statistisch
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signifikant von der Kontrolle, der Aldosteron- und Corticosteronprobe (p<0,001), nicht jedoch
von der Sprironolactonkontrolle (p=0,39).

PPlase wird wesentlich stédrker exprimiert als FKBP, die Werte liegen zwischen 830 %
(Spironolacton und Aldosteron) und 1200 % (Corticosteron). Die Kontrolle liegt mit 1160 % in
der gleichen Gréflenordnung wie die Corticosteronprobe. Die Aldosteronprobe (950 % ) und
die Spironolactonkontrolle (900 % ) liegen demgegeniber etwas erniedrigt, die Unterschiede
sind nicht signifikant. Lediglich die Kombinationsprobe unterscheidt sich von der Kontrolle

und der Corticosteronprobe.

45 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.1.2 Expressionsprofile der Kandidaten nach 45 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.
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Nach 45 Minuten Inkubation weisen die Proben fir alle Kandidaten eine deutlich geringere
Expression auf als in den Proben nach 30 Minuten. Die Expression von GAPDH liegt
zwischen 5% und 11 %, die Kontrolle weist hier den geringsten Wert auf, Aldosteron liegt
mit 6 % auf dem gleichen Niveau wie die Kontrolle. Dem gegeniber ist der Wert fur die
Spironolactonkontrolle mit 11% am hdchsten, die Proben aus der Corticosteron- und
Aldosteronbehandlung liegen mit jeweils 9% auf einem vergleichbaren Niveau. Die
Expression von Beta-Aktin liegt nach der 45-min(tigen Inkubation in allen Proben auf einem
einheitlichen Niveau, die Werte schwanken zwischen 78 % in der Spironolactonkontrolle und
103 % in der Kontrolle. Die Werte aus den mit Steroiden behandelten Proben liegen mit
85 % (Corticosteron) bzw. 87 % (Spironolacton und Aldosteron) und 89 % fir Aldosteron
dazwischen.

Das Expressionprofil fir IPP zeigt stdrkere Unterschiede zwischen den einzelnen Proben,
die Werte fur die Kontrolle und die Aldosteronprobe liegen mit 25% und 23 % ebenso auf
einem Niveau wie die Werte fur Corticosteron und die Kombinationsprobe (jeweils 32 % ).
Lediglich in der Spironolactonkontrolle ergeben sich demgegeniber erhéhte Werte von
42 % . Fur die Gbrigen Kandidaten LIS, FKBP und PPlase ergibt sich eine &hnliche Verteilung
innerhalb der Proben. Die Expression ist in der Aldosteronprobe am starksten, wéhrend sich
die anderen Proben auf ungeféhr gleichem Niveau bewegen.

Fur LIS liegt der Expressionswert in der Aldosteronprobe mit 101 % auf dem gleichen Niveau
wie das Referenzgen. Die Kontrolle liegt mit 72 % deutlich darunter, weist aber aufgrund
eines Ausreif’ers im Referenzgen eine besonders hohe Standardabweichung (23 % ) auf und
ist nicht signifikant (p=0,053). Die Werte fiir Corticosteron, die Spironolactonkontrolle und die
Kombinationsprobe liegen mit 70 %, 66 % und 62 % in der gleichen GréRenordnung. Die
Expression von FKBP ist ahnlich, die starkste Expression findet sich in der Aldosteronprobe
mit einem Wert von 34 % des Referenzgens. Die Kontrolle liegt mit 25 % gleich hoch wie die
Spironolactonkontrolle (24 % ). Auch die Corticosteronprobe hat mit 23 % der Expression des
Referenzgens einen ahnlichen Wert, die Kombinationsprobe aus Spironolacton und
Aldosteron liegt mit 19 % nur gering darunter. Wie bei der Expression von LIS sind die
Unterschiede zwischen der Kontrolle und der Aldosteronprobe aufgrund der hohen
Standardabweichung in den Kontrollen nicht signifikant (p=0,096).

Bei der Expression von PPlase hingegen unterscheidet sich der Wert in der Aldosteronprobe
statistisch signifikant von allen anderen Proben (p<0,008). Die Expression liegt mit 215 %
des Referenzgens massiv Uber der Kontrolle mit einem Wert von 41 %, aber auch Uber der
Corticosteronprobe und der Spironolactonkontrolle (je 63 % ), bzw. der Kombinationsprobe
(59%).
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60 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.3 Expressionsprofile der Kandidaten nach 60 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 60 Minuten Inkubationszeit zeigen sich deutliche Unterschiede im Vergleich des
Die GAPDH st

Untersuchungszeitpunkten weiter abgesunken. Die Werte liegen in der Kontrolle mit lediglich

Expressionsprofils. Expression von gegeniber den friheren
1,9% der Expression des Referenzgens am héchsten. Die Spironolactonkontrolle (0,8 %)
zeigt ebenso wie die Aldosteron- (0,8 % ) und die Corticosteronprobe (1,0% ) eine noch
verringerte Expression. In der Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron ist
keine Expression von GAPDH mehr nachweisbar. Damit unterscheiden sich sowohl die
Kontrolle als auch die Kombinationsprobe von allen anderen Proben statistisch signifikant
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(p=<0,043), wahrend die Unterschiede zwischen den restlichen Proben keine Signifikanz
aufweisen.

Die Expression von Beta-Aktin liegt in den Kontrollen (130 % und 133 % flr Spironolacton)
Uber der der Expression nach 45 Minuten Inkubationszeit, in den mit Steroiden behandelten
Proben ist die Expression jedoch noch niedriger als nach 45 Minuten, die Werte betragen
52 % fur Aldosteron, 62 % fiir Corticosteron und 40 % fiir die mit Aldosteron behandelten
Zellen nach der Prainkubation mit Spironolacton. Damit unterscheiden sich die Werte der
Steroidproben statistisch signifikant von den Kontrollen (p<0,02). Das Expressionprofil von
IPP ahnelt Beta-Aktin insofern, dass beide Kontrollen gleich hohe Expression (48 %, bzw.
46 % ) auf einem héheren Niveau als nach 45 Minuten zeigen. Die Werte fur Corticosteron
(41 % ) und Aldosteron (37 %) liegen jedoch fir die Expression von IPP ebenfalls héher als
nach 45 Minuten. Lediglich der Wert fiir die Kombinationsprobe ist gegentiber dem friiheren
Zeitpunkt noch weiter abgesunken und betragt nur 15 % der Expression des Referenzgens.
Dieser Unterschied ist statistisch signifikant gegeniiber den anderen Proben (p<0,04).

Bei der Expression von PPiase findet sich ebenso ein mit 16 % deutlich geringerer Wert fur
die Kombinationsprobe (p<0,001). Der Wert der Kontrolle betrédgt 59 %, wahrend die
Spironolactonkontrolle mit 42% niedriger ist (p<0,001). Die Expression in den
Aldosteronproben (38 %) und den Corticosteronproben (36 % ) liegt noch knapp unterhalb
der Spironolactonkontrolle, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0,321).
Gegenuber der Inkubationszeit von 45 Minuten ist die Expression in den Kontrollen starker,
in den Steroidproben jedoch geringer.

Die Expression von LIS ist im Vergleich zum friiheren Zeitpunkt in allen Proben niedriger. Die
Kontrolle (20 % ) liegt etwas héher als die Spironolactonkontrolle (17 % ). Die Expression in
den Steroidproben ist dagegen verringert, in der Aldosteronprobe betragt die Expression
10 %, nach Vorbehandlung mit Spironolacton 11,5 %, der Wert in der Corticosteronprobe ist
mit 9% am niedrigsten. Damit unterscheiden sich alle Steroidproben signifikant von der
Kontrolle (p<0,001), jedoch nicht voneinander.

Das Expressionsprofil von FKBP zeigt in allen Proben geringere Expression als nach 45
Minuten. In der Kontrolle ist die Expression mit 8% am hdéchsten (p<0,001), Aldosteron
(6% ), Corticosteron (5% ) und die Spironolactonkontrolle (6 % ) liegen auf einem Niveau,

wahrend die Kombinationsprobe mit 3 % den geringsten Wert aufweist. (p<0,002).
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90 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.4 Expressionsprofile der Kandidaten nach 90 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 90 Minuten Inkubationsdauer stellen sich die Expressionsprofile fir die einzelnen
Kandidaten unterschiedlich dar. Die Expression von GAPDH und Beta-Aktin ist héher als
nach 60 Minuten, fur GAPDH liegt die Expression in der Corticosteronprobe mit 212 %
geringfigig unterhalb der anderen Proben, die um 250 % des Referenzgens exprimiert
werden, der Wert der Corticosteronprobe ist signifikant gegen die Aldosteronproben und die
Spironolactonkontrolle (p<0,041), nicht jedoch gegen die Kontrolle (p=0,62).

Bei Beta-Aktin ist die Expression in den mit Spironolacton vorbehandelten Proben am

héchsten, die Kontrolle zeigt ebenso wie die Aldosteronprobe Werte um 350% des
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Referenzgens. Die Aldosteronprobe liegt mit 306 % bereits darunter, aber noch auf héherem
Niveau als die Kontrolle mit 240 % . In der Corticosteronprobe ist die Expression mit 165 %
am geringsten. Die Unterschiede der Kontrolle, der Aldosteronprobe und der
Corticosteronprobe unterscheiden sich dabei jeweils signifikant von allen anderen Proben
(p<0,001).

Auch die Expression von IPP ist im Vergleich zur Inkubationsdauer von 60 Minuten
gestiegen, fiir beide Aldosteronproben, sowie die Spironolactonkontrolle ergeben sich Werte
um 80% . Die Kontrolle und die Corticosteronprobe liegen mit 56 % und 60 % statistisch
signifikant darunter (p<0,001).

Fir die Expression von LIS ergibt sich ein ganz &hnliches Bild, die Corticosteronprobe und
die Kontrolle haben &hnliche Werte, die hier um 30% liegen. Die Expression in der
Aldosteronprobe ist demgegeniber erhoht, sie betragt 48 % . In den Spironolactonproben
unterscheiden sich die Werte aufgrund eines Ausreiers in der Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron, somit ergibt sich fur die Spironolactonkontrolle ein Wert von
53% gegentber 43% (bei 20% Standardabweichung), die Kombinationsprobe
unterscheidet sich aufgrund der hohen Standardabweichung statistisch gegen keine der
anderen Proben. Das Expressionsprofil von FKBP stellt sich anders dar, hier ergeben sich
jeweils ahnliche Werte fur Kontrolle (100%) und Aldosteron (94%), bzw.
Spironolactonkontrolle (170% ) und Aldosteron nach Vorbehandlung mit Spironolacton
(145 % ). Die Corticosteronprobe liegt mit einer Expression von 66 % unterhalb der anderen
Proben und unterscheidet sich statistisch signifikant von den beiden Spironolactonproben
(p<0,02).

Die Expression von PPlase liegt in allen Proben deutlich oberhalb der nach 60 Minuten. Wie
bei den anderen Kandidaten liegen die Daten fir die beiden mit Spironolacton
vorbehandelten Proben auf einer Hohe, sie betragen um 2000 % der Expression des
Referenzgens. Die entsprechenden Proben ohne Spironolacton liegen ebenfalls nahe
beieinander, sie zeigen 1180 % fir die Kontrolle und 1060 % fiir die Aldosteronprobe. Nur
Corticosteron fuhrt zu einer etwas geringeren Expression von 820%. Beide mit
Spironolacton behandelten Proben unterscheiden sich jeweils statistisch signifikant von den

drei anderen Proben.
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120 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.5 Expressionsprofile der Kandidaten nach 120 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 120 Minuten Inkubationszeit ist die Expression von GAPDH in allen Proben auf einem
hohen Niveau, die Werte liegen zwischen 1000 % (Spironolacton und Aldosteron) und
1600 % in der Kontrolle, der einzige statistisch signifikante Unterschied ist zwischen der
Corticosteronprobe und der Spironolactonkontrolle (p=0,045). Die Expression von Beta-Aktin
ist ebenfalls starker als nach 90 Minuten. Die beiden Aldosteronproben und die Kontrolle
liegen mit Werten zwischen 3200 % und 3700 % verhéltnismaRig nahe beieinander. Die
Corticosteronprobe weist geringe Expression (1900 % ) auf, die Spironolactonkontrolle ist mit

830 % noch weiter erniedrigt.
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Die Expression von IPP hingegen ist nach 120 Minuten generell auf einem niedrigen Niveau,
in den Kontrollen, die die héchste Expression zeigen, betragt der Wert nur 12% der
Expression des Referenzgens. In den Corticosteronproben finden sich noch 3 % Expression,
die Ubrigen Proben liegen mit Werten unter 0,5 % nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze,
alle Proben unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle (p<0,03), der Corticosteronprobe
und der Kombinationsprobe.

Die Expression von LIS liegt in der gleichen Grélkenordnung wie nach 90 Minuten
Inkubationszeit, die Unterschiede zwischen den einzelnen Werten ergeben jedoch ein
anderes Muster. Die Kontrolle zeigt mit 32 % den hdchsten Expressionswert, liegt jedoch mit
den mit Steroiden behandelten Proben auf einem Niveau, Corticosteron zeigt 29 % der
Expression, die Kombinationsprobe 28 % und die Aldosteronprobe 22 % der Expression des
Referenzgens. Nur die Spironolactonkontrolle zeigt mit 5% einen signifikanten Unterschied
(p=0,01). Fur die Expression von FKBP nach 120 Minuten Inkubationszeit ergeben sich
naheliegende Werte fiir die beiden mit Spironolacton vorbehandelten Proben (117 % fur die
Kontrolle, 121 % fur die Kombinationsprobe). Der Wert in den Corticosteronproben ist mit
130 % etwas hoéher. Die Kontrolle zeigt 104 % und die Aldosteronprobe weist mit 81 % den
geringsten Wert auf. Damit unterscheiden sich die Aldosteronprobe Proben (p<0,006) und
die Kontrolle (p<0,01) von allen anderen.

Wie nach 90 Minuten ist der Wert fir die Expression von PPlase héher als der fir FKBP.
Auch hier liegen die Werte fur die beiden mit Spironolacton behandelten Proben mit 198 %
und 193% auf einem Niveau. Die Behandlung mit Corticosteron resultiert in 227 %
Expression, der Wert fir die Aldosteronprobe liegt mit 237 % nur gering héher. In der
Kontrolle ist die Expression mit 293 % am héchsten, sie unterscheidet sich signifikant von

allen anderen Proben (p<0,001).
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150 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.6 Expressionsprofile der Kandidaten nach 150 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 150 Minuten Inkubationszeit ergeben sich erneut sehr geringe Expressionswerte fur
Beta-Aktin und GAPDH. Dabei zeigt die Kontrolle fir GAPDH mit 6% die geringste
Expression (p<0,001 gegen alle Proben), in der Aldosteronprobe ist die Expression mit 25 %
deutlich héher (p<0,003 gegen alle Proben). Die Corticosteronprobe (45 %) zeigt wie die
Spironolactonkontrolle (46 %) eine noch hohere Expression. Der Wert fir die
Aldosteronprobe nach der Vorbehandlung mit Spironolacton unterscheidet sich signifikant
von den anderen Proben (p<0,001), hier ist die Expression mit 112 % am hdéchsten. Fir die
Kontrolle schwankten in diesem Experiment die Einzelwerte des Referenzgens stark, so

dass sich fiur die Expression von IPP, LIS und Beta-Aktin eine sehr hohe
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Standardabweichung ergibt. Die Expression von Beta-Aktin ist in der Kontrolle am starksten
ausgepragt, der Wert liegt hier bei 22 % des Referenzgens und unterscheidet sich signifikant
von der Aldosteronprobe (p=0,035). Die Expression von Beta-Aktin ist in der
Spironolactonkontrolle (11 % ) etwas hoher als in der entsprechenden Aldosteronprobe
(8% ), deren Expression noch Uber der der Corticosteronprobe mit 6% bzw. der
Aldosteronprobe ohne Vorbehandlung mit Spironolacton (5 % ) liegt.

Die Expression von IPP ist ebenfalls fir die Kontrolle am héchsten, hier liegt der Wert bei
21 % ( p<0,014 gegen alle Proben). In der Spironolactonkontrolle liegt der Wert bei 9% der
Expression des Referenzgens. Die Werte fiir die Aldosteron- und Corticosteronprobe liegen
mit 3,1% bzw. 3,5% nahe beieinander, unterscheiden sich jedoch von den
Spironolactonproben (p<0,01). Die Kombination von Spironolacton und Aldosteron fihrt zur
niedrigsten Expression von 0,5 % des Referenzgens (p<0,001 gegen alle Proben).

Die Expression von LIS folgt hinsichtlich der Verteilung auf die einzelnen Proben dem
gleichen Muster. Die Kontrolle liegt fur LIS mit 1% Expression am hdchsten. Die
Spironolactonkontrolle zeigt noch 0,7 % Expression, die Aldosteronprobe nach der
Vorbehandlung mit Spironolacton 0,3% (p<0,12 gegen alle Proben). In der
Aldosteronprobe ist mit 0,13 % die geringste Expression von LIS zu finden (p<0,02 gegen
die Kontrolle und die Spironolactonkontrolle), die Corticosteronprobe liegt mit 0,17 % knapp
daruber.

Fur FKBP und PPlase liegt die Expression auf einem etwas héheren Niveau. Fir PPlase
liegen die Werte fir die Kontrolle (80 % ), sowie die beiden Aldosteronproben am nachsten
beieinander, wobei die Vorbehandlung mit Spironolacton zu einer etwas geringeren
Expression fuhrt (70 % gegenlber 80 % ). Die Spironolactonkontrolle zeigt mit 45 % sogar
einen deutlich niedrigeren Wert. Die Expression in den mit Corticosteron behandelten
Proben liegt mit 67 % etwas unter dem Wert des Aldosterons.

Fur FKBP zeigen die mit Aldosteron behandelten Zellen jeweils héhere Werte als die
Kontrollen, verpassen aber die Signifikanz (p=0,379). In der Kontrolle finden sich 43 % der
Expression des Referenzgens, in der Aldosteronprobe sind es 54 % . Die Vorbehandlung mit
Spironolacton liefert in den Kontrollen 16 % der Expression, bei weiterer Behandlung mit
Aldosteron werden 44 % der Expression des Referenzgens erzielt. Der Wert fur

Corticosteron liegt mit 25 % zwischen dem von Aldosteron und Spironolacton.
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180 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.7 Expressionsprofile der Kandidaten nach 180 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fur 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Die Expression von GAPDH nach 180 Minuten Inkubationszeit liegt auf einem hoheren
Niveau als nach 150 Minuten. Eine Ausnahme davon stellt die mit Corticosteron behandelte
Probe dar, in der lediglich 0,8 % Expression nachgewiesen werden konnten. In der Kontrolle
liegt der Wert bei 216 %, die Vorbehandlung mit Spironolacton fihrt zu einer erhéhten
Expression von 340 % . Wahrend in der mit Aldosteron behandelten Probe die Expression
mit 310 % einen erhéhten Wert aufweist (p=0,02 gegen die Kontrolle), fiihrt die Kombination
von Spironolacton und Aldosteron zu keiner verdnderten Expression gegenuber der
Kontrolle, der Wert liegt bei 202 % .
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Das Expressionprofil fir Beta-Aktin dhnelt dem des GAPDH. In der Kontrolle erreicht die
Expression Werte von 385% des Referenzgens, die Behandlung mit Aldosteron flhrt zu
erhéhter Expression von 450 % (keine Signifikanz, p=0,252). Die Spironolactonkontrolle liegt
mit einem Wert von 700 % deutlich Uber der Kontrolle, wahrend die Kombination von
Spironolacton mit Aldosteron zu Werten von 360 % flihrt, was in etwa der Kontrolle
entspricht. Die Corticosteronproben zeigen nach 180 Minuten fir alle Kandidaten die
geringste Expression, fir Beta-Aktin betragt diese 230 % des Referenzgens.

Die Expression von IPP in den verschieden behandelten Proben unterscheidet sich nach 180
Minuten Inkubationszeit nur geringfligig. Corticosteron weist mit 76 % den geringsten Wert
auf, die Kontrolle liegt bei 108 % . Die Inkubation mit Spironolacton erhéht die Expression auf
144 %, damit liegt der einzige signifikante Unterschied zur Kontrolle vor (p=0,037). Dieser
Effekt ist fir die kombinierte Probe aus Spironolacton und Aldosteron nicht zu beobachten,
der Wert liegt bei 120 % und unterscheidet sich nicht vom Wert der mit Aldosteron allein
behandelten Proben (117 % ).

Im Expressionsprofil von LIS liegen die Werte fur die mit Aldosteron behandelten Proben
(73 %) Uber denen der Kontrollen (47 %), die Spironolactonkontrollen zeigen jedoch einen
héheren Wert (103 %) als die Kombinationsproben aus Spironolacton und Aldosteron (54 %).
Die Corticosteronproben zeigen auch hier die geringste Expression (37 %), sie liegt auf dem
gleichen Niveau wie die Kontrolle (p=0,875). Die Expression von FKBP ist nach 180 Minuten
Inkubationszeit ahnlich verteilt wie die des IPP. Die Expression in den Kontrollen (27 %) liegt
leicht unter der in den Aldosteronproben (31 %). Nach der Vorbehandlung mit Spironolacton
erhéht sich die Expression in der Kontrolle auf 41 %, die Kombination aus Spironolacton und
Aldosteron hingegen zeigt Expressionswerte (20 %) unterhalb der der Kontrolle auf gleichem
Niveau wie Corticosteron (20 %).

Fir PPlAse ist die Expression héher als fur FKBP, die Werte liegen zwischen 91 %
(Corticosteron) und 115 % (Spironolacton), unterscheiden sich aber nur geringfiigig, die
Kontrolle (101 %) und die Aldosteronprobe (100 %) liegen zwischen den Werten der
Spironolactonkontrolle (115%) und der Kombinationsprobe aus Spironolacton und
Aldosteron (94 %).
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Abb. 3.3.3.8 Expressionsprofile der Kandidaten nach 210 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Die Abbildungen der Expressionsanalysen nach 210 Minuten Inkubationszeit fir LIS und
Aktin enthalten keine Werte fur Corticosteron. Beim Pipettieren der Platte wurden fir den
Standard statt Duplikate versehentlich Triplikate eingesetzt, so dass auf der Platte nicht
genugend Platz zur Verfugung stand. Um das Experiment nicht verwerfen zu mussen,
wurden die Corticosteronproben fur LIS und Aktin weggelassen. Die RT-PCR lieferte fur die
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron keine Werte fur Aktin bzw. sehr
geringe Werte fur LIS. Da sich jedoch die Werte der Kontrolle, der Kontrolle nach
Spironolacton und der Aldosteronprobe nicht voneinander unterschieden, wurde von der

Wiederholung des Experiments abgesehen.
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Die Expression von GAPDH ist in der Aldosteronprobe mit 40 % ungefahr gleich hoch wie in
den mit Spironolacton behandelten Kontrollen (39 %). Die mit Spironolacton vorbehandelten
Aldosteronproben filhren zu etwas geringeren Werten (34 %), liegen aber noch Uber den
Werten aus den mit Corticosteron behandelten Proben (31 %). Die Kontrolle zeigt mit 54 %
der Expression des Referenzgens die héchste Expression. Damit ergibt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrolle und allen anderen Proben (p<0,009), wahrend die
Spironolactonkontrolle sich aufler von der Kontrolle von den anderen Proben nicht
unterscheidet (p=0,187). Die Expression von IPP zeigt keine Unterschiede zwischen der
Kontrolle (100 %) und der Aldosteronprobe (90 %), die Spironolactonkontrolle liegt jedoch
signifikant (p<0,014) unter allen Proben (50 %), wahrend die Kombination aus Spironolacton
und Aldosteron zu einer signifikant hoéhere Expression (83 %) gegeniber der
Spironolactonkontrolle (p<0,001), nicht jedoch gegeniber Kontrolle und Aldosteronprobe
fahrt.

Die Expression von FKBP ist in der Spironolactonkontrolle mit 80 % héher als in der Kontrolle
(44 %). Die beiden Aldosteronproben liegen mit Werten von 60% bzw. 50% (nach
Vorbehandlung mit Spironolacton) dazwischen, ebenso das Corticosteron mit 55 % der
Expression des Referenzgens.

Die Expression von PPlase ist wieder héher als die des FKBP. Die Kontrolle hat einen Wert
von 142 %, die entsprechende Aldosteronprobe liegt nur geringfiigig héher (173 %) (p=0,08).
Beide mit Spironolacton vorbehandelten Proben liefern mit 201 % die gleiche Expression, der

Wert fUr Corticosteron liegt hier mit 211 % etwas héher.
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240 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.9 Expressionsprofile der Kandidaten nach 240 Minuten Inkubationszeit in Fibroblasten. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Die Expression von GAPDH nach 240 Minuten Inkubationsdauer ist auf einem hohen
Niveau. Der héchste Wert wird fur Corticosteron erzielt (1370 %), beide Kontrollen liefern
vergleichbare Werte (880 %, bzw. 950 % nach der Vorbehandlung mit Spironolacton). Die mit
Aldosteron behandelten Proben filhren zu einer nicht signifikant erhéhten Expression
(1120%), nach Vorbehandlung mit Spironolacton fiihrt eine Inkubation mit Aldosteron jedoch
nicht zum gleichen Ergebnis, die Expression liegt in diesem Fall unterhalb der der Kontrolle
(660 %) (p<0,001).
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Auch fir Beta-Aktin ist die Expression hoch, Corticosteron erzielt die hdchste Expression mit
4800 %, liegt damit aber nur geringfiigig Uber der Expression in der Aldosteronprobe
(4600 %). Die beiden Kontrollen liegen im gleichen Bereich (3800 %, bzw. 4100 % nach der
Vorbehandlung mit Spironolacton). Die Kombination aus Spironolacton und Aldosteron senkt
die Expression auf knapp unterhalb der Kontrollen ab (3400 %), signifikante Ergebnisse
werden dabei nicht erzielt. Die Expression von IPP ist fir Aldosteron (550 %) und
Corticosteron (540% ) deutlich starker als fur die Kontrolle (360%) und die
Spironolactonkontrolle (450 %), liegt wegen der hohen Varianz jedoch aul3erhalb der
Signifikanz. Die Expressionswerte fir IPP in den Kombinationsproben aus Spironolacton und
Aldosteron liegen mit 303 % unterhalb der Expression in den Spironolactonkontrollen
(p=<0,001).

Das Expressionsprofil von LIS liefert keine signifikanten Unterschiede in der Expression in
der Kontrolle (54 %), der Aldosteronprobe (60 %) und der Spironolactonkontrolle (55 %). Die
Expression in der Corticosteronprobe ist jedoch signifikant hoéher als in der
Spironolactonkontrolle (72 %) (p=0,006). Fur die Aldosteronprobe nach der Vorbehandlung
mit Spironolacton ergibt sich eine signifikant niedrigere Expression von 28 % gegen alle
Proben (p<0,004).

FKBP ist nach 240 Minuten Inkubationszeit niedrig exprimiert, in der Kontrolle werden 10 %
der Expression des Referenzgens erzielt, in der Corticosteronprobe liegt die Expression mit
5% noch niedriger. In den beiden Aldosteronproben und der Spironolactonkontrolle liegt die
Expression auf dem gleichen Niveau um 15 %.

PPlase wird erneut starker exprimiert als FKBP, die beiden Spironolactonproben liegen mit
44 % (Spironolactonkontrolle) und 42 % (Spironolacton und Aldosteron) auf dem gleichen
Niveau. Die Expression in der Kontrolle liegt etwas héher bei 47 %, in der Aldosteronprobe
noch etwas héher bei 58 % . Aufgrund der relativ hohen Standardabweichung in der Kontrolle
gibt es auch hier keine signifikanten Unterschiede. Lediglich die verringerte Expression in der
Corticosteronproben (29,5 %) ist signifikant unterschiedlich von allen anderen Proben
(p=<0,041).
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3.3.2 Expression der Kandidaten in HL-1 Zellen

Far die Experimente mit HL-1 Zellen wurden die Zellen der Passagen 58-60 verwendet. Die
RT-PCR Experimente wurden mit Triplikaten durchgefiihrt, zur Normalisierung wurden die
erhaltenen Einzelwerte durch die Einzelwerte des Referenzgens rps27 dividiert, die
erhaltenen 9 Einzelwerte wurden als eine Gruppe betrachtet und zur statistischen
Auswertung mit SPSS (ANOVA) eingesetzt. In den Abbildungen sind jeweils Mittelwert und

Standardabweichung in Relation zum Referenzgen dargestellt.
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Abb. 3.3.2.1 Expressionsprofile der Kandidaten nach 30 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.
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Nach 30 Minuten Inkubationszeit ist die Expression von GAPDH bereits deutlich beeinflusst.
In der Kontrolle liegt die Expression bei 5% des Referenzgens. Die Vorbehandlung mit
Spironolacton erhdht die E xpression auf einen Wert von 9% (p=0,03). Im Vergleich zur
Kontrolle ist die Expression in der Aldosteronprobe deutlich verringert, hier betragt der Wert
1,2% (p<0,001). Die Corticosteronprobe liegt mit 2,1 % etwas hdher, liegt aber ebenfalls
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle vor (p<0,001). Die Kombination aus Spironolacton
und Aldosteron flihrt zu einer Expression von 5,3 %, damit ist der Unterschied zur Kontrolle
nicht signifikant (p=0,95), im Vergleich zur Spironolactonkontrolle ist die statistische
Siginifkanz jedoch gegeben (p=0,03). Fir Beta-Aktin stellt sich das Expressionsprofil anders
dar. Hier finden wir die hochste Expression in der Corticosteronprobe mit 69 % des
Referenzgens. Der Unterschied zur Kontrolle und der Aldosteronprobe ist nicht signifikant, in
der Kontrolle betragt die Expression 52 % und in der Aldosteronprobe 59 %. Der Unterschied
zur Expression in der Spironolactonkontrolle (53 %) und der Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron (26 %) ist signifikant (p<0,005).

Fur IPP liegt die Expression insgesamt auf einem deutlich héheren Niveau. Den héchsten
Wert finden wir erneut in der Corticosteronprobe, hier betrdgt die Expression 600 % des
Referenzgens. Die Kontrolle weist eine Expression von 400 % auf, aufgrund der hohen
Standardabweichung ist der Unterschied zur Aldosteronprobe und zur Spironolactonkontrolle
mit jeweils 500 % jedoch nicht signifikant. Auch fur IPP liegt die Expression in der
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron mit 330 % am niedrigsten. Fur LIS ist
das Expressionsniveau ebenfalls hoch. Die Verteilung auf die einzelnen Proben entspricht
dem Muster fir Beta-Aktin und IPP, d. h. die Expression ist fiir Corticosteron am héchsten,
hier betragt der Wert 1600 %. Die Werte der Kontrolle liegen bei 1000 %, bzw. 1100 % bei
Vorbehandlung mit Spironolacton. Die Aldosteronprobe ist gegentiber der Kontrolle leicht
erhéht, auch hier finden sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,092). Der Wert fir die
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron ist mit 800 % am niedrigsten. Fur
FKBP ist die Expression auf einem niedrigeren Niveau. Hier finden wir die héchsten Werte
fur die Kontrolle, in der FKBP zu 185 % des Referenzgens exprimiert wird (signifikant gegen
alle anderen Proben, p<0,001). Die ubrigen Proben sind weitgehend auf dem gleichen
Niveau exprimiert, der Wert fiir Aldosteron liegt bei 100 %, in der Corticosteronprobe finden
wir 92 % der Expression des Referenzgens. Die Behandlung mit Spironolacton liefert ein
Expressionswert von 106 %. Die Proben, in denen nach Vorbehandlung mit Spironolacton
Aldosteron zugegeben wurde, zeigen auch hier mit 77 % die niedrigste Expressionrate
(p=0,005 gegen die Spironolactonkontrolle, p= 0,046 gegen die Aldosteronprobe). Die
Expression von PPlase wiederum ahnelt der von LIS. Sie ist auf einem hohen Niveau, der
héchste Wert findet sich fur Corticosteron mit 6300 %. Die Kontrolle weist 4800 % der

Expression auf und liegt damit unterhalb der Expression in Aldosteron mit 6000 % und der
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Spironolactonkontrolle, in der PPlase zu 5300 % exprimiert wird. Auch fur diesen Kandidaten
ist die Expression in den Kombinationsprobe mit 4300 % am niedrigsten. Die Unterschiede
zwischen den Kontrollen und den entsprechenden Steroidproben sind nicht signifikant
(p=0,66).

45 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.2 Expressionsprofile der Kandidaten nach 45 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uyM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

SK SA

Nach 45 Minuten Inkubationszeit ist die Expression von GAPDH in der Kontrolle noch weiter
zurickgegangen, GAPDH wird lediglich zu 2,5% des Referenzgens exprimiert, damit
unterscheidet sich die Kontrolle signifikant von allen anderen Proben (p<0,008). Das Niveau
der Spironolactonkontrolle ist hingegen gleich geblieben, hier betragt die Expression 9 %. Fur

die Ubrigen Proben sind die Werte leicht gestiegen, in der Aldosteronprobe erfolgt eine
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Expression von 3,8 % (p<0,001 gegen alle Proben), Corticosteron liegt mit 6,6 % dartber und
auf gleicher H6he wie die Kombinationsprobe mit 6,3 %. Beta-Aktin wird auf einem deutlich
niedrigeren Niveau exprimiert als zum vorherigen Untersuchungszeitpunkt. Hier finden wir
gleiche Werte fir Kontrolle und Aldosteron mit 20 bzw. 19 %, sowie fir die entsprechenden
Spironolactonproben mit 25 bzw. 24 %. In der Corticosteronprobe hingegen ist die
Expression mit einem Wert von 12 % signifikant niedriger (p<0,002). Fir IPP liegt die
Expression auf einem deutlich niedrigeren Niveau. Fir die Kontrolle betrégt die Expression
52 %, demgegenulber ist die Expression in der Aldosteronprobe mit 70 % erhéht, die
Corticosteronprobe hingegen liegt mit 57 % auf dem gleichen Niveau wie die Kontrolle. Die
Vorbehandlung mit Spironolacton hat keinen Einfluss auf die Expression, in der Kontrolle
betragt der Expressionswert 48 % des Referenzgens, wahrend in der Kombinationsprobe
aus Spironolacton und Aldosteron eine héhere Expression mit 60 % vorliegt, die nicht
signifikant ist (p=0,212). Auch die Expression von LIS liegt auf einem deutlich niedrigeren
Niveau als nach 30 Minuten, die Kontrolle zeigt den niedrigsten Wert mit 36 % der
Expression. Die Uubrigen Proben schwanken zwischen Werten von 40% fur die
Aldosteronprobe nach Spironolacton, 43 % fur die Spironolactonkontrolle, 46 % fur die
Corticosteronprobe und 50 % fiur die Aldosteronprobe und liegen somit auf einem Niveau.
Fir FKBP finden wir nach 45 Minuten eine deutlich erhdhte Expression lediglich in der
Aldosteronprobe (p<0,001), hier betragt der Expressionswert 30% des Referenzgens,
wahrend die Ubrigen Proben auf einem einheitlichen Niveau liegen. Die Kontrolle zeigt 16 %,
Corticosteron 18 %, die Spironolactonkontrolle 19% und die Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron 16 % der Expression des Referenzgens. Aufgrund der
niedrigen Standardabweichungen ist der Unterschied zwischen der Spironolactonkontrolle
und der Kombinationsprobe statistisch signifikant (p=0,026). Die Expression von PPlase
wiederum ist in der Kontrolle mit 28 % am niedrigsten. Der Wert in der Aldosteronprobe mit
49 % liegt etwas unter dem in der Corticosteronprobe mit 59 % Die beiden mit Spironolacton
behandelten Proben zeigen wenig Unterschiede: in der Kontrolle betragt die Expression
59 %, die Behandlung mit Aldosteron nach der Vorbehandlung mit Spironolacton fiihrt zu

54 % Expression.
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60 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.3 Expressionsprofile der Kandidaten nach 60 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Die Expression von GAPDH nach 60 Minuten liegt fir alle Proben auf einem deutlich
héheren Niveau als nach 45 Minuten. Die Kontrolle, die Aldosteronprobe und die
Corticosteronprobe zeigen Expression auf einheitichem Niveau, die Werte liegen um
200.000 % des Referenzgens. Die Spironolactonkontrolle weist einen Wert von 150.000 %
auf, in der Aldosteronprobe nach der Vorbehandlung mit Spironolacton findet sich die
geringste Expression mit immer noch 80.000 % des Referenzgens (p<0,001).

Die Expression von Beta-Aktin ist in der Spironolactonkontrolle mit 2 % signifikant héher als
in den restlichen Proben (p<0,001), in denen die Expression zwischen 0,1 und 0,24 % des

Referenzgens liegt. IPP wird nach 60 Minuten Inkubationszeit wieder stérker exprimiert, die
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Kontrolle zeigt mit 500 % die niedrigste Expression, bei der Aldosteronprobe finden wir 790 %
Expression, aufgrund der hohen Standardabweichungen liegt jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Proben vor. Die héchste Expression findet in der
Corticosteronprobe mit 1200 % statt, in der Spironolactonkontrolle betrégt der Wert 1100 %,
auch zwischen diesen beiden Proben ist aufgrund der Standardabweichungen der
Unterschied nicht signifikant. Die Expression in der Kombinationsprobe aus Spironolacton
und Aldosteron betragt 860 % und liegt somit auf dem gleichen Niveau wie in der
Aldosteronprobe ohne die Vorbehandlung mit Spironolacton. Fir LIS stellt sich das
Expressionsprofil nach 60 Minuten anders dar. Wahrend die Expression in der Kontrolle mit
34 % gegenlber dem vorherigen Zeitpunkt hoher liegt, konnte nach 60 Minuten
Inkubationszeit keine Expression in den Aldosteronprobe nachgewiesen werden. Die Ubrigen
Proben liegen mit 46 % fir Corticosteron bzw. 47 % fir die Spironolactonkontrolle und 50 %
in der Aldosteronprobe nach Spironolactonvorbehandlung auf einem Niveau (p=0,998).
FKBP wird auf sehr niedrigem Niveau exprimiert, der hdchste Wert findet sich in der
Spironolactonkontrolle mit 0,01 % der Expression des Referenzgens (p<0,001 gegen alle
Proben). Auch der Wert in der Kombinationsprobe unterscheidet sich mit 0,001 % signifikant
von allen Proben. Der Unterschied in der Expression zwischen der Kontrolle (0,01 % ) und
der Corticosteronprobe (0,03% ) ist ebenfalls statistisch signifikant (p=0,027).Auch das
Expressionsprofil von PPlase nach 60 Minuten ist aufféllig. Die Expressionswerte liegen sehr
niedrig bei 1,7 % fir die Aldosteronprobe, auf gleichem Niveau bei 1,9 % fir Aldosteron nach
der Vorbehandlung mit Spironolacton, und 2,1% flir die Spironolactonkontrolle. Die
Expression von PPlase konnte weder fiir die Corticosteronprobe noch fiir die Kontrolle

nachgewiesen werden.
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90 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.4 Expressionsprofile der Kandidaten nach 90 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fur 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 90 Minuten Inkubationszeit ist die Expression von GAPDH wiederum sehr niedrig die
Kontrolle zeigt mit 0,2 % der Expression den héchsten Wert. Die Werte fur Corticosteron mit
0,13 % und fir die Spironolactonkontrolle mit 0,15 % liegen auf ungeféhr gleichem Niveau
wie die Kontrolle (p=0,12). Die Werte fur beide Aldosteronproben liegen deutlich darunter. In
der Aldosteronprobe liegt die Expression bei 0,03% nach der Vorbehandlung mit
Spironolacton betrégt der Wert 0,04 %. Damit unterscheiden sich die Werte fir Aldosteron
signifikant von den anderen Proben (p<0,005). Auch die Expression von Beta-Aktin ist nach
90 Minuten auf einem sehr niedrigen Niveau, die héchsten Werte finden sich fiir die
Kontrollen, sie liegen bei 0,25 % fir beide Proben Die Corticosteronprobe weist mit 0,12 %

eine niedrigere Expression auf, der Wert liegt aber noch Gber denen der Aldosteronproben.
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Hier finden wir 0,01 % fir Aldosteron und 0,06 % fiir Aldosteron nach der Vorbehandlung mit
Spironolacton (p<0,036). Auch IPP wird nach 90 Minuten Inkubationszeit auf einem niedrigen
Niveau exprimiert. Dabei zeigen die Kontrolle mit jeweils 0,02 % die hdchsten Werte. Die
Corticosteronprobe liegt mit 0,013 % darunter, am schwachsten exprimiert wird IPP in den
Aldosteronproben, hier liegen die Werte bei 0,001 % (p<0,008 gegen die Kontrollen). Im
Vergleich dazu ist die Expression von LIS nach 90 Minuten deutlich héher. Hier finden sich
ahnliche Werte fur die Kontrolle (59 %) und Corticosteronprobe (56 %), die Aldosteronprobe
liegt mit 72 % etwas dartber (p<0,001). Die Vorbehandlung der Zellen mit Spironolacton
erhéht die Expression auf einen Wert von 94 %, die Weiterbehandlung mit Aldosteron liefert
den gleichen Wert (p=1). Ein sehr ahnliches Profil auf einem deutlich héheren Niveau zeigt
die Expression von PPlase nach 90 Minuten. Hier liegt die Kontrolle mit 950 % etwas Uber
den Werten fir Aldosteron (788 %) und Corticosteron (806 %) (p<0,03). Auch fur PPlase
liegen die Werte fur die beiden Spironolactonproben mit 1540 % fur die Kontrolle, bzw.
1580 % fur die Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron auf einem einheitlich
hohen Niveau (p=1) Die Kontrolle unterscheidet sich mit einem Wert von 950% statistisch
signifikant von allen anderen Proben(p<0,003). Fir FKBP hingegen ergeben sich
vergleichbare Werte fir die Kontrolle (17 %) und die Spironolactonkontrolle (20 %) (p=0,988).
In der Corticosteronprobe liegt die Expression bei 24 %, die Aldosteronprobe zeigt die
geringste Expression mit 8,3 % (p=0,88). In der Kombinationsprobe liegt die Expressionsrate
bei 15 % des Referenzgens. Die Standardabweichungen fir alle Proben sind hoch. So sind
lediglich die Unterschiede zwischen der Aldosteronprobe und der Corticosteronprobe, bzw.
der Spironolactonkontrolle statistisch signifikant (p<0,01). Auch der Unterschied zwischen

der Spironolactonkontrolle und der Kombinationsprobe ist signifikant (p=0,026).
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120 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.5 Expressionsprofile der Kandidaten nach 120 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fur 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 120 Minuten Inkubationszeit gibt es fur vier der Kandidaten stark schwankende Werte
fur Aldosteron nach der Vorbehandlung mit Spironolacton. Die Ursache hierfir liegt in stark
voneinander abweichenden Einzelwerten fir das Referenzgen. Fir GAPDH ergibt sich eine
Expression auf erneut niedrigem Niveau, die Werte liegen zwischen 6 % in der Kontrolle und
10 % in der Spironolactonkontrolle. Die Corticosteronprobe (9 %) und die Aldosteronprobe
(7 %) liegen dazwischen. Nur die Aldosteronprobe nach der Vorbehandlung mit
Spironolacton zeigt einen geringeren Mittelwert mit 5,6 %, aufgrund der oben
angesprochenen Standardabweichung kann jedoch kein Unterschied zu den anderen

Proben bestimmt werden. Somit ist die Kontrolle statistisch signifikant von der
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Aldosteronprobe und der Corticosteronprobe (p<0,006), fur die restlichne vergleiche ergeben
sich keine Signifikanzen. Auch die Expression von Beta-Aktin erfolgt auf niedrigem Niveau,
die einzelnen Werte unterscheiden sich bis auf die Spironolactonkontrolle (1%) nicht
voneinander, sie liegen einheitlich bei 0,4 %. Die Spironolactonkontrolle unterscheidet sich
somit von allen anderen Proben (p<0,05). Auch die Expression von IPP ist niedrig mit
geringen Unterschieden zwischen den Proben. Die Werte schwanken zwischen 0,06 % und
0,08 %, der Wert fiur die Kombinationsprobe fallt mit 0,12 % hdher aus, unterscheidet sich
aufgrund der Standardabweichung aber nicht von den anderen Proben. Die Expression von
LIS erfolgt auf etwas héherem Niveau, hier liegen die Werte zwischen 28% in der
Aldosteronprobe und 38 % fur Aldosteron nach der Vorbehandlung mit Spironolacton. Dabei
liegt der Wert fir die Aldosteronprobe etwas niedriger als fur die Kontrolle (32 %), die
Spironolactonkontrolle zeigt jedoch einen geringeren Wert (32 %) als die entsprechende
Aldosteronprobe. Der Wert in der Corticosteronprobe liegt mit 35% dazwischen. Die
Expression von FKBP liegt fir die Werte bis auf die Aldosteronprobe nach Spironolacton
einheitlich um 35%. Die Kombinationsprobe weist einen Mittelwert von 80 % bei einer
Standardabweichung von 42 % auf, somit unterscheiden die Proben sich nicht signifikant.
Von allen Kandidaten wird PPlase nach 120 Minuten am starksten exprimiert. Die Kontrolle
zeigt eine Expression von 123 % des Referenzgens und liegt damit etwas unterhalb der
Ubrigen Proben (p<0,004). Die Behandlung mit Aldosteron (151 %) und Corticosteron
(154 %) fuhrt zu &hnlichen Expressionswerten. Die Vorbehandlung mit Spironolacton erhdht
die Expression fur die Kontrolle auf 160 % und fur die Aldosteronprobe auf 172 %. Die

Vergleicje zwischen den ibrigen Proben liefern damit keine signifikanten Unterschiede.
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150 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.6 Expressionsprofile der Kandidaten nach 150 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton préainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001

Nach einer Inkubationszeit von 150 Minuten ergeben sich die in Abbildung 3.3.2.6
dargestellten Expressionsprofile. Die Expression von GAPDH ist hoch. Der niedrigste Wert
findet sich in der Kontrolle (1600 %) (p<0,001 gegen alle Proben), in der Aldosteronprobe
betragt die Expression 4300 % und liegt damit ungefdhr auf demselben Niveau wie die
Spironolactonkontrolle mit einer Expression von 3800 % (p=0,684). In der Corticosteronprobe
liegt die Expression mit 7000 % deutlich héher, ebenso (p=0,988). in der Aldosteronprobe
nach der Vorbehandlung mit Spironolacton (7400 %).Die Corticosteronprobe und die

Kombinationsprobe unterscheiden sich statistisch signifikant von der Aldosteronprobe und
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der Spironolactonkontrolle (p<0,001) Die Expression von Beta-Aktin hingegen ist héher als
nach 120 Minuten Inkubation, erfolgt aber wesentlich geringer als die Expression von
GAPDH. In der Kontrolle liegt der Wert bei 26 % (p<0,001 gegen alle Proben), flr
Corticosteron konnte keine Expression nachgewiesen werden. In der Aldosteronprobe liegt
die Expression bei 88 % des Referenzgens in der Spironolactonkontrolle erfolgt die
Expression auf gleichem Niveau wie die des Referenzgens, ebenso in der Aldosteronprobe
nach der Vorbehandlung mit Spironolacton (97 %) (p=0,287). Das Expressionsprofil fir IPP
folgt dem Muster des GAPDH, die Expression liegt allerdings insgesamt auf einem
niedrigeren Niveau. Der Wert in der Aldosteronprobe (17 %) liegt Uber dem der Kontrolle
(8 %): in der Spironolactonkontrolle (16 %) liegt der Wert héher als in der Kontrolle, ungeféahr
auf gleichem Niveau wie in der Aldosteronprobe (p=1). Die Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron weist einen héheren Wert als die Aldosteronprobe auf (25 %),
dabei entspricht die Differenz ungeféhr der zwischen Spironolactonkontrolle und Kontrolle.
Die Expression in der Corticosteronprobe liegt mit 25% auf dem gleichen Niveau der
Kombinationsprobe. Bei der Expression von LIS ergeben sich gleiche Expressionswerte flr
die Kontrolle und die Aldosteronprobe mit 6 %. Die Expression in der Corticosteronprobe und
der Kombinationsprobe liegt etwas darunter (5 %), wéhrend die Spironolactonkontrolle mit
9,7 % die héchste Expression zeigt. Die Expression von FKBP ist fiir alle Proben auf einem
hoéheren Niveau als nach 120 Minuten. In der Corticosteronprobe ist die Expression mit
112 % am hdchsten. Fir beide Kontrollen ergeben sich dhnliche Werte (80 %, bzw. 74 % fur
die Kontrolle nach Spironolacton). Die Aldosteronproben liegen etwas darunter (56 %, bzw.
68 % flur die Kombinationsprobe). Bei der Expression von PPlase liegen alle Werte auf einem
ahnlichen Niveau, sie schwanken zwischen 17%  (Kontrolle,  Aldosteron,

Spironolactonkontrolle) und 19 % (Corticosteron).
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180 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.7 Expressionsprofile der Kandidaten nach 180 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001

Die Expression von GAPDH nach 180 Minuten Inkubationszeit liegt deutlich héher als nach
150 Minuten. Dabei zeigt die Kontrolle die mit Abstand hdchste Expression. Hier wird der
Wert von 100.000 % des Referenzgens erreicht (p<0,001 gegen alle Proben). Die anderen
Proben liegen mit Werten zwischen 9000 % und 24.000 % deutlich darunter, aber immer
noch auf sehr hohem Niveau. Der Wert fur die Corticosteronprobe (24.000 %) liegt etwas
héher als der in der Aldosteronprobe (19.000 %) (p=0,021). Die Spironolactonkontrolle zeigt
eine etwas geringere Expression als die Aldosteronprobe (15.000%). Die

Kombinationsprobe erreicht mit 10.000% die niedrigste Expression, ein signifikanter
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Unterschied liegt lediglich gegen die Corticosternprobe vor. Die Expression von Beta-Aktin
zeigt ebenso einen viel héheren Wert in der Kontrolle (27.000%) (p<0,001). In der
Aldosteronprobe liegt die Expression bei 1500 % des Referenzgens, der Wert fir die
Corticosteronprobe liegt mit 770 % deutlich darunter, verpasst aber die Signifikanz (p=0,251).
Die Behandlung mit Spironolacton ergibt in der Kontrolle eine Expression von 1700 % des
Referenzgens, in Kombination mit Aldosteron erreicht die Expression von Beta-Aktin einen
Wert von 980 %, auch hier ist der Unterschied nicht signifikant (p=0,089). Auch fir die
Expression von IPP wird der héchste Wert in der Kontrolle (180 %) erreicht, der Unterschied
zu den anderen Proben ist geringer als fir GAPDH und Beta-Aktin (p<0,039). In der
Spironolactonkontrolle liegt die Expression mit 115 % deutlich unter der Kontrolle (p<0,001).
In der Aldosteronprobe betragt die Expression 103 %, in der Corticosteronprobe 116 %,
beide Proben zeigen groRe Standardabweichungen. In der Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron wird mit 55% des Referenzgens die niedrigste Expression
bestimmt (p<0,001 gegen beide Kontrollen). Fir die Expression von LIS nach 180 Minuten
liegt der Wert in der Corticosteronprobe (140 %) am hdéchsten. In der Kontrolle betragt die
Expression 101 % des Referenzgens, die Spironolactonkontrolle liegt mit einem Wert von
60 % deutlich darunter. Die Expression der Aldosteronprobe betrdgt mit 62 % ungefahr
genauso viel wie in der Spironolactonkontrolle Die Kombinationsprobe aus Spironolacton
und Aldosteron besitzt mit 30 % die geringste Expression von LIS (p<0,01 gegen beide
Kontrollen). Nach 180 Minuten Inkubationszeit ergeben sich fir die Expression von FKBP
gleich hohe Werte fiir die Kontrolle (46 %) und die Spironolactonkontrolle (49 %). Die Ubrigen
Proben zeigen Expressionswerte von 33 % (Aldosteron), 32 % (Corticosteron) und 38 %
(Spironolacton und Aldosteron). Hier ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen
beiden Aldosteronproben gegen beide Kontrollen (p<0,004) Fir PPlase werden hdhere
Werte flur die Aldosteronprobe (66 %) als fur die Kontrolle (50 %) beobachtet. (p<0,001)
Corticosteron liegt zwischen den beiden Werten (55 %). Die Spironolactonkontrolle zeigt mit
58 % Expression einen hdheren Wert als die Kontrolle. Im Gegensatz dazu ist in der
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron die Expression niedriger (44 %) als in
der Aldosteronprobe (p<0,001) und liegt auf dem gleichen Niveau wie die Kontrolle
(p=0,192).
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210 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.8 Expressionsprofile der Kandidaten nach 210 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fur 30
Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001
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Nach 210 Minuten Inkubation k&énnen im Expressionsprofii von GAPDH fast keine
Unterschiede zwischen den Proben festgestellt werden, lediglich die Kontrolle unterscheidet
sich von der Corticosteronprobe sowie von beiden mit Spironolacton behandelten Proben,
nicht jedoch von der Aldosteronprobe. Die Kontrolle weist eine Expression von 10.000 % des
Referenzgens auf, die Werte fiir die anderen Proben liegen etwas niedriger. In der
Aldosteronprobe werden 8000 %, in der Corticosteronprobe und in den Spironolacton Proben
7000 % der Expression des Referenzgens erreicht. Fur Beta-Aktin liegt die Expression nach
210 Minuten ebenfalls auf einem hohen Niveau. Hier finden sich vergleichbare Werte fiir die
Kontrolle (87.000 %) und die Aldosteronprobe (90.000 %). Die Corticosteronprobe (70.000 %)

liegt auf gleichem Niveau wie die Spironolactonkontrolle (73.000 %). Den niedrigsten Wert fur
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die Expression zeigt die Kombinationsprobe mit 50.000 % (p<0,002 gegen alle Proben).
Auch fur IPP ist die Expression hoch mit geringen Unterschieden zwischen den Proben. Den
niedrigsten Wert finden wir in der Corticosteronprobe (3700 %), die Spironolactonkontrolle
(3900 %) liegt etwas unter dem Wert in der Kombinationsprobe (4300 %). Die Kontrolle
(4400 %) und die Aldosteronprobe (4100 %) liefern vergleichbare Expressionswerte. Es gibt
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Proben. Im Expressionsprofil von LIS zeigt
die Spironolactonkontrolle mit 14 % die hoéchste Expression. Die Kontrolle liegt bei 9 %,
etwas unter der Aldosteronprobe (12 %). Die Kombination von Spironolacton und Aldosteron
ergibt ein Expressionswert von 9,4%, die niedrigste Expression wird in der
Corticosteronprobe mit 7,8 % beobachtet. Die statistisch relevanten Unterschiede ligen
zwischen den Kontrollen, auch der Unterschied zwischen der Spironolactonkontrolle und der
Kombinationsprobe ist statistisch signifikant. Der Vergleich der Aldosteronprobe un der
Kontrolle ergibt dagegen keinen signifikanten Unterschied. Die Expression von FKBP ergibt
gleiche Werte fur die Kontrolle und die Aldosteronprobe (12 %), die Corticosteronprobe
(18 %) und die Spironolactonkontrolle (15 %) liegen etwas hdher, die Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron hingegen darunter (11 %). Die Expression von PPlase ist
hoher als die des FKBP. Der Wert fir die Aldosteronprobe ist mit 60 % etwas héher als der
der Kontrolle (52 %) (p<0,006). Der Wert fir die Spironolactonkontrolle liegt nahe an dem der
Kontrolle (50 %), demgegeniber ist die Kombinationsprobe leicht erhéht (52 %), der
Unterschied ist nicht statistisch signifikant. Der Expressionswert fiir die Corticosteronprobe
liegt mit 55% zwischen denen der Kontrolle und der Aldosteronprobe, die
Corticosteronprobe unterscheidet sich statistisch signifikant von der Spironolactonkontrolle
(p=0,022) und der Aldosteronprobe (p=0,002).
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240 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.2.9 Expressionsprofile der Kandidaten nach 240 Minuten Inkubationszeit in HL-1 Zellen. Die
Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in Ethanol.
Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden fiir 30
Minuten mit 10 yM Spironolacton préinkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001

Auch nach 240 Minuten kénnen im Expressionsprofii von GAPDH kaum Unterschiede
zwischen den Proben festgestellt werden. In den Kontrollen betragt die Expression 86 % des
Referenzgens, die Spironolactonkontrolle weist einen Wert von 97 % auf. Der Wert der
Aldosteronprobe ist mit 94 % etwas héher als der der Kontrolle (p=0,048), ebenso ist der
Wert der Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron mit 100 % etwas héher als
der der Spironolactonkontrolle (nicht signifikant). Die Corticosteronprobe zeigt mit 108 % die
héchste Expression, auch hier ist der Unterschied zur Kontrolle signifikant (p=0,004). Die

Expressionswerte fiir Beta-Aktin liegen fir die Kontrolle (254 %), die Aldosteronprobe
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(251 %), und die Kombinationsprobe (241%) in der gleichen Grdlkenordnung. Die
Expressionwerte in der Corticosteronprobe (278 %) und der Spironolactonkontrolle (312 %)
liegen etwas hoher. Die Spironolactonkontrolle unterscheidet sich dabei statistisch signifikant
von der Kontrolle, der Aldosteronprobe und der Kombinationsprobe (p<0,004) Bei der
Expression von IPP fallt der Wert in der Kombinationsprobe mit 9 % etwas héher aus als die
anderen Werte, die zwischen 5% und 6% liegen, zwischen der Kontrolle und der
Aldosteronprobe ist der Unterschied signifikant (p=0,004), wobei die Expression in der
Aldosteronprobe einigen niedrigeren Wert aufweist als in der Kontrolle. Bei der Expression
von LIS zeigt die Spironolactonlontrolle mit 0,4% der Expression des Referenzgens den
geringsten Wert, aul3er von der Kombinationsprobe unterscheidet sich dieser Wert signifikant
von den anderen Proben (p<0,001). Auch die Corticosteronprobe zeigt statistisch signifiante
Unterschiede zur Kontrolle, der Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle (p<0,023).
Die Expression von FKBP liegt fiir die Kontrolle und die Aldosteronprobe bei 16 %, die
Corticosteronprobe (17 %) liegt gleich hoch wie die Spironolactonkontrolle, die
Kombinationsprobe liefert eine etwas geringere Expression (12 %), lediglich der Unterschied
der Kombinationsprobe zu den anderen Proben ist signifikant (p<0,001).

Im Expressionsprofil von PPlase zeigt die Kontrolle mit 11 % des Referenzgens die héchste
Expression (p<0,001 gegen alle Proben). Die Corticosteronprobe weist 6 % Expression auf.
Der Wert in der Aldosteronprobe liegt mit 1,8% noch Uber der Spironolactonkontrolle (1,2 % )
und der Kombinationsprobe (0,43 % ), damit unterscheiden sich alle Werte signifikant von

jeweils allen anderen Proben.
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3.3.3 Expression in HCT 116 Zellen

Da zu den HCT116 Zellen keine Angaben zur Anzahl der Passagen existierten, wurden die
Zellen fir ein Experiment durch Splitten aus jeweils der gleichen Schale verwender. Fir RT-
PCR Experimente wurden Triplikate eingesetzt, zur Normalisierung wurden die erhaltenen
Einzelwerte durch die Einzelwerte des Referenzgens rps27 dividiert, die erhaltenen 9
Einzelwerte wurden als eine Gruppe betrachtet und zur statistischen Auswertung (ANOVA
und paarweise Vergleiche) eingesetzt. In den Abbildungen sind jeweils Mittelwert und

Standardabweichung in Relation zum Referenzgen dargestellt.
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Abb. 3.3.3.1 Expressionsprofile der Kandidaten nach 30 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fur 30 Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.
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Auch in den HCT Zellen zeigen sich erste Unterschiede im Expressionsprofil nach 30
Minuten. Fir GAPDH ist die Expression auf einem niedrigen Niveau. In der Kontrolle finden
sich 0,6% im Vergleich zum Referenzgen. In der Spironolactonkontrolle liegt der
Expressionswert mit 0,2% noch niedriger (p<0,001). Die Aldosteronprobe zeigt 0,3 %
Expression, die Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron ist dagegen mit 1 %
Expression leicht erhdht, beide Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle
(p=<0,035). Der héchste Wert in die Expression von GAPDH liegt in der Corticosteronprobe
vor (1,6 %), diese Probe unterscheidet sich somit von allen anderen (p<0,07). Im Vergleich
zu GAPDH ist die Expression von Beta-Aktin starker ausgepragt. In der Kontrolle finden sich
73 %, in der Spironolactonkontrolle 54 % Expression im Vergleich zum Referenzgen. Die
Werte in den Aldosteronproben liegen jeweils etwas hdher: Aldosteron zeigt 86 %
Expression, in der Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron finden sich
ebenfalls 86 %, damit ist der Unterschied zur Spironolactonprobe signifikant (p<0,008),
wahrend keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle vorliegen (p=0,734). In der
Corticosteronprobe liegt die Expression fir Beta-Aktin mit einem Wert von 43% am
niedrigsten, der Unterschied ist zu allen anderen Proben signifikant (p<0,024). Die
Expression von IPP liegt auf einem niedrigen Niveau, in der Kontrolle betragt die Expression
4 %, die Spironolactonkontrolle liegt mit 1,5 % darunter, sie unterscheidet sich als einzige der
Proben signifikant von den Ubrigen (p<0,001). Der Wert fiir die Aldosteronprobe betrégt 3 %,
in der Kombinationsprobe liegt die Expression mit 3,6 % auf dem gleichen Niveau. Auch in
der Corticosteronprobe liegt die Expression bei 3,5 %.

LIS wiederum ist verhéltnismafig hoch exprimiert, in der Kontrolle betrédgt der Wert 132 %
des Referenzgens. Die Spironolactonkontrolle ist im Vergleich dazu mit 148 % leicht erhéht
(p=1). In der Aldosteronprobe liegt die Expression mit 104 % unter dem Wert der Kontrolle,
analog dazu liegt die Expression in der Kombinationsprobe aus Spironolacton und
Aldosteron bei 127 %, die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant (p=0,141). Die
Expression von LIS in der Corticosteronprobe liegt mit 118 % zwischen den Werten von
Aldosteron und der Kontrolle.

Fur FKBP betragt der Wert in der Kontrolle 78 %, demgegeniber ist die Expression in der
Aldosteronprobe mit 115 % erhéht (p<0,001). Der Wert fur Corticosteron liegt mit 111 %
vergleichbar hoch. Die Spironolactonkontrolle zeigt mit 94 % Expression einen héheren Wert
als die Kontrolle, in der Kombinationsprobe dagegen liegt der Wert mit 104 % unter dem der
Aldosteronprobe, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant davon (p=1). PPlase ist niedriger
exprimiert als FKBP. Die Kontrolle zeigt 6 % Expression im Vergleich zum Referenzgen. In
der Aldosteronprobe liegt die Expression mit 8 % etwas héher (p=0,006), Corticosteron liegt
bei 6 % auf gleichem Niveau wie die Kontrolle. Die Behandlung mit Spironolacton erniedrigt

in der Kontrolle die Expression auf einen Wert von 4,4 % (p=0,05). In der Kombinationsprobe
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liegt der Expressionswert dagegen mit 10 % Uber dem der Aldosteronprobe, verfehlt jedoch
die Signifikanz (p=0,054).

45 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.2 Expressionsprofile der Kandidaten nach 45 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fir 30 Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 45 Minuten Inkubation ist die Expression von GAPDH auf einem etwas héheren Niveau
als nach 30 Minuten. In der Kontrolle betrdgt die Expression 38 % im Vergleich zum
Referenzgen. Aldosteron liegt mit einem Wert von 62 % héher als die Kontrolle, das gleiche
gilt fur Corticosteron mit einer Expression von 76% (p<0,001). Auch in der
Spironolactonkontrolle liegt die Expression bei 75%. In der Kombinationsprobe liegt die
Expression von GAPDH nach 45 Minuten mit 147 % am hdéchsten (p<0,001). Auch die
Expression von Beta-Aktin liegt héher als nach 30 Minuten. Alle Proben liegen ungefahr auf
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dem gleichen Niveau, die Werte variieren zwischen 342 % in der Spironolactonkontrolle und
388 % in der Kontrolle, die Unterschiede zwischen den Proben sind nicht statistisch
signifikant, bereits im ANOVA-Test werden mit einem p-Wert von 0,65 einheitliche
Mittelwerte bestatigt, lediglich zwischen der Kontrolle un der Corticosteronprobe liegt ein
statistisch signifikanter Unterschied (p=0,041). IPP wird ebenfalls stérker exprimiert, hier
liegen die Kontrolle (92%) und die Aldosteronprobe (85%) auf einem Niveau. In der
Corticosteronprobe liegt die Expression mit 63 % niedriger. In der Spironolactonkontrolle
betragt der Wert 56 %, in der Kombinationsprobe 60 %, dabei ergeben sich verschiedene
statistisch signifikante Unterschiede, jedoch nicht zwischen der Kontrolle und der
Aldosteronprobe, bzw. der Spironolactinkintrolle und der Kombinationsprobe. Die Expression
von LIS liegt nach 45 Minuten auf einem niedrigeren Niveau als nach 30 Minuten, die
Kontrolle zeigt die héchsten Expressionswerte mit 22 % imVergleich zum Referenzgen
(p=0,001 gegen die Steroidproben), die Spironolactonkontrolle liegt mit 19 % etwas darunter.
Die Expression in der Aldosteron- und der Corticosteronprobe unterscheidet sich mit Werten
von 8,2 bzw. 9,2% des Referenzgens statistisch nicht voneinander (p=1). In der
Kombinationsprobe ist der Wert mit 4,6 % statistisch signifikant unterschiedlich von allen
anderen Proben (p<0,001) Die Expression von FKBP liegt nach 45 Minuten auf einem
niedrigeren Niveau als nach 30 Minuten. Die Kontrolle zeigt 58 % der Expression des
Referenzgens, die Spironolactonkontrolle liegt mit 60 % auf gleicher Héhe (p=0,3). Die
Steroidproben zeigen durchgéngig eine Expression auf niedrigerem Niveau (p=0,887
zwischen den Steroidproben und p<0,001 gegen die Kontrollen) als die Kontrollen. In der
Aldosteronprobe finden sich 31% und in der Corticosteronprobe 32%, die
Kombinationsprobe liegt mit einem Wert von 17 % am niedrigsten. Die Expression von
PPlase betragt in der Kontrolle 58 %, der Wert fur die Spironolactonkontrolle ist mit 47 %
etwas darunter (p=0,817). Die Steroidproben liegen hier auf dem gleichen Niveau. Der Wert
fir Aldosteron betrdgt 36 %, Corticosteron weist 39 % Expression auf, der Wert fir die
Kombinationsprobe liegt mit 42% etwas hoher, der Unterschied zu den Kontrollen ist
signifikant (p<0,016).
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60 Minuten Inkubationszeit

400

* 200

ok

w
o
o
I
—t
pky
a
o

=y
o
o
*

10" x Expression [% d. Ref.gens]
S
o

10*x Expression [% d. Ref.gens]
o
o

"
:
-
1

K A C SK SA K A C SK SA
GAPDH Beta-Aktin

400 240

w

o

o
L

Expression [% d. Referenzgens]
S
o

Expression [% d. Referenzgens]

160 -

80 H

-
o
o o
| I
I )
-+
o
.*
*
:I‘*
*
F*
*

K A c SK SA K A c SK SA
IPP LIS
400 - 10000 .
S S e
300 | S 7500 | . |
[ @
2 2
& o &
<200 < 5000 A
S kS
gmo . g 2500 -
(Y} * i
04 ‘ - ‘ _ ol | 01 [
K A c SK SA K A c SK SA
FKBP PPlase

Abb. 3.3.3.3 Expressionsprofile der Kandidaten nach 60 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fur 30 Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 60 Minuten Inkubation ergibt sich ein vollkommen anderes Bild als nach 30 Minuten.
Fir alle Kandidaten gibt es grof3e Unterschiede zwischen den Werten der einzelnen Proben,
die Muster unterscheiden sich dabei stark. Die Expression von GAPDH liegt in allen Proben
wesentlich héher als nach 45 Minuten. In der Kontrolle betragt der Wert 5,3 x 10* % . Die
Aldosteronprobe  liegt mit  13,5x10*% deutlich  dartber  (p<0,001). Die
Spironolactonkontrolle zeigt mit 25 x 10 % die mit Abstand héchste Expression, allerdings
ist die Standardabweichung extrem hoch (7,8 x 10 % ). Die Kombinationsprobe zeigt mit

3,2x10*% eine Expression auf deutlich niedrigerem Niveau als in der Aldosteronprobe
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(p<0,001). Der Wert fiir Corticosteron liegt mit 1,78 x 10°% am niedrigsten von allen
(p=0,096 gegen die Kombinationsprobe, p<0,001 fiir alle anderen Vergleiche). Auch die
Expression von Beta-Aktin ist nach 60 Minuten auf einem hohen Niveau. Das
Verteilungsmuster innerhalb der Proben entspricht dem der GAPDH, die H6he der einzelnen
Proben variiert dabei aber etwas. Die Kontrolle zeigt 38 x 10°% Expression, in der
Aldosteronprobe finden sich 110 x 10* % Expression, sie liegt damit ungefahr auf gleichem
Niveau wie die Spironolactonkontrolle (114 x 10 % ). In der Kombinationsprobe wird Beta-
Aktin zu 25 x 10* % exprimiert und liegt auf dem gleichen Niveau wie die Kontrolle. Der Wert
fir Corticosteron liegt, wie in allen Kandidaten nach 60 Minuten Inkubation, mit 5,9 x 10* %
am niedrigsten. Auch die Expression von IPP ist nach 60 Minuten auf einem hohen Niveau.
In der Kontrolle betrédgt die Expression 1000 %, dieser Wert liegt etwas unter der
Spironolactonkontrolle mit 1200 %. In der Aldosteronprobe liegt die Expression mit 1800 %
deutlich Uber der Kontrolle (p<0,001), die Kombinationsprobe dagegen liegt mit 470 % unter
dem Wert der Spironolactonkontrolle (p=0,01). Auch hier finden sich fur Corticosteron die
niedrigsten Werte mit 260 %. Die Verteilung der Expression fur LIS stellt sich vollkommen
anders dar. Den héchsten Wert der Expression zeigt hier mit 206 % die Kontrolle, in der
Aldosteronprobe ist der Wert auf 160 % abgesenkt (nicht signifikant, p=0,092). Die
Spironolactonkontrolle liegt auf einem wesentlich niedrigeren Niveau bei 23 % Expression
(p=<0,001), in der Kombinationsprobe liegt die Expression mit 14 % noch darunter (p<0,001).
Die Expression in der Corticosteronprobe liegt mit 42 % Uber den mit Spironolacton
behandelten Proben. Auch FKBP und PPlase sind nach 60 Minuten Inkubationszeit héher
exprimiert. Fir FKBP ergibt sich ein ahnliches Bild wie fir LIS. Die Kontrolle zeigt mit 350 %
Expression den hdchsten Wert, die Aldosteronprobe liegt mit 193 % darunter (p<0,001), die
Corticosteronprobe (55%) noch niedriger. Die Spironolactonkontrolle liegt bei 50 %
Expression (p=0,01 gegen die Kontrolle), die Kombinationsprobe aus Spironolacton und
Aldosteron mit 16 % Expression deutlich darunter (p<0,001). Bei der Expression von PPlase
liegen die Werte in der Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle am héchsten, und
zwar auf einem vergleichbaren Niveau bei 5800 % (Aldosteron), bzw. bei 5000 %
(Spironolactonkontrolle) (p=0,989). Die Kontrolle liegt mit 1700 % deutlich darunter, ebenso
wie die Kombinationsprobe mit 1800 % (p=1 zwischen den beiden Proben, bzw. p<0,022
gegen die Aldosteronprobe und die Spironolactonkontrolle). In der Corticosteronprobe liegt

die Expression mit 500 % des Referenzgens am niedrigsten
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90 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.4 Expressionsprofile der Kandidaten nach 90 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fur 30 Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 90 Minuten Inkubation liegt die Expression von GAPDH niedriger als nach 60 Minuten,
es finden sich in der Kontrolle 3200% der Expression des Referenzgens. In der
Aldosteronprobe liegt die Expression mit 5600 % deutlich dartber (p<0,001). Auch
Corticosteron zeigt mit 3900 % Expression einen héheren Wert als die Kontrolle, wobei sich
der Wert jedoch von der Kontrolle nicht statistisch signifikant unterscheidet (p=0,209). In der
Spironolactonkontrolle betrégt die Expression von GAPDH 9300 %, damit unterscheidet sich
die Spironolactonkontrolle statistisch nicht signifikant von der Aldosteronprobe (p=0,073),

jedoch von allen anderen Proben. In der Kombinationsprobe aus Spironolacton und
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Aldosteron liegt die Expression mit 2600 % am niedrigsten, dieser Wert ist nicht signifikant
verschieden von der Kontrolle, jedoch von den anderen Proben. Auch fiir die Expression von
Beta Aktin liegt die Expression in der Kombinationsprobe am niedrigsten (166 %) (p<0,001).
In der Aldosteronprobe ist die Expression mit 2200 % im Vergleich zum Referenzgen am
héchsten, die Gbrigen Werte liegen relativ nah beieinander, sie betragen 1600 % flr die
Kontrolle (p=0,044 gegen Aldosteron), 1300 % fur die Corticosteronprobe und 1500 % fur die
Spironolactonkontrolle. Die Expression von IPP ist nach 90 Minuten niedriger als nach 60
Minuten. In der Kontrolle liegt die Expression bei 300 %, in der Aldosteronprobe bei 275 %.
Damit unterscheiden sich die beiden Werte signifikant (p<0,018). Die Spironolactonkontrolle
zeigt eine deutlich geringere Expression bei 95% und liegt auf dem gleichen Niveau
(p=0,807) wie die Kombinationsprobe mit 101 %. In der Corticosteronprobe ist die
Expression von IPP nach 90 Minuten mit 45 % am niedrigsten (p<0,001 gegen alle Proben).
Die Expression von LIS zeigt fur die Kontrolle mit 203 % einen Wert, der sich von dem nach
60 Minuten kaum unterscheidet. Die Aldosteronprobe liegt bei 207 %, in der
Corticosteronprobe finden sich 241 %. Die Spironolactonproben liegen etwas hdher, in der
Kontrolle 260 %, die Kombinationsprobe zeigt 242 % Expression. Damit unterscheidet sich
die Aldosteronprobe nicht signifikant von der Kontrolle, bzw. die Kombinationsprobe nicht
von der Spironolactonkontrolle (p=0,561). Die Expression von FKBP liegt auf einem
niedrigeren Niveau als nach 60 Minuten. In der Kontrolle betrdgt der Wert 105 %,
demgegeniber ist die Expression in den Aldosteronproben mit 175 % erhéht (p<0,001). Die
Expression von Corticosteron liegt mit 86 % unterhalb der Expression der Kontrolle. In der
Spironolactonkontrolle betrdgt die Expression 144 %, die Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron liegt mit 56 % darunter, unterscheidet sich jedoch aufgrund der
grollen Standardabweichung in der Spironolactonkontrolle nicht signifikant davon. Die
Expression von PPlase liegt nach 90 Minuten sehr viel niedriger als nach 60 Minuten. In der
Kontrolle betragt die Expression 47 %, damit liegt die Kontrolle auf gleicher Hohe wie
Corticosteron (48 %). In der Aldosteronprobe ist die Expression mit 56 % leicht erhéht
(p=0,001), die Spironolactonkontrolle liegt mit 36 % unter der Expression der Kontrolle, die
Kombinationsprobe zeigt mit 23 % Expression den geringsten Wert, verpasst aber wie im
Falle des FKBP wegen der gro3en Standardabweichung in der Spironolactonkontrolle die
Signifikanz (p=0,597).
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120 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.5 Expressionsprofile der Kandidaten nach 120 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fir 30 Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Die Expression von GAPDH ist nach 120 Minuten Inkubation niedriger als nach 90 Minuten,
in der Kontrolle betragt die Expression 38 % .Die Aldosteronprobe liegt mit 29 % nur knapp
darunter (p=0,153), in der Corticosteronprobe finden sich 33 %, hier ist allerdings die
Standardabweichung sehr hoch. Die Expression in der Spironolactonkontrolle (20 %) liegt
deutlich unter der der Kontrolle (p<0,001), der Wert fiir die Kombinationsprobe aus
Spironolacton und Aldosteron liegt mit 12 % noch darunter (p<0,007 gegen beide Kontrollen).
Beta-Aktin hingegen zeigt mit 5200 % in der Kontrolle eine deutlich héhere Expression als
nach 90 Minuten, in der Aldosteronprobe liegt der Wert mit 4000 % darunter (p<0,024). Die
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Spironolactonkontrolle liegt bei 3000 % (p<0,001 gegen die Kontrolle), die Kombinations-
probe aus Spironolacton und Aldosteron bei 1800 % ebenfalls niedriger (p<0,007 gegen
beide Kontrollen). Der geringste Wert findet sich fir die Corticosteronprobe, er betragt 240 %
(nicht signifikant gegen die Kombinationsprobe, jedoch gegen alle anderen Proben). Fir IPP
liegt die Expression auf einem héheren Niveau als nach 90 Minuten, in der Kontrolle finden
sich 500 % der Expression des Referenzgens. Fir die Aldosteronprobe liegt der Wert der
Expression mit 750 % deutlich dartiber (p<0,001). Auch in der Spironolactonkontrolle ist der
Wert mit 670 % gegeniber der Kontrolle erhéht (p=0,003), die Kombinationsprobe weist
hingegen eine geringere Expression mit 322 % auf (p<0,001 gegen beide Kontrollen). Die
niedrigste Expression findet sich fur Corticosteron bei 297 % (p=0,115 gegen die
Kombinationsprobe, p<0,001 im Vergleich mit allen anderen Proben). Die Expression von
LIS zeigt ein ahnliches Muster. In der Kontrolle liegt der Wert (760 %) unter dem der
Aldosteronprobe (1000 %) (p=0,002). Die Spironolactonkontrolle (1100 %) hingegen liegt
héher als die Kombinationsprobe (570 %) (p<0,001). Auch hier findet sich die geringste
Expression fur Corticosteron mit 320 % (p<0,007 gegen alle Proben).

Bei der Expression von FKBP liegt die hdchste Expressionsrate in der Aldosteronprobe mit
300 % im Vergleich zum Referenzgen vor. Damit liegt ein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle (270 % ) vor (p=0,004). Die Werte der Ubrigen Proben liegen naher beieinander, in
der Corticosteronprobe betragt die Expression 205 %, in der Spironolactonkontrolle 220 %
und in der Kombinationsprobe 190 % im Vergleich zur Expression des Referenzgens.

Die Expression von PPIlAse liegt ebenfalls auf einem hohen Niveau, in der Kontrolle betragt
der Wert 340 % in der Aldosteronprobe 295 % ; dieser Unterschied ist nicht signifikant. In der
Corticosteronprobe finden sich 280 % im Vergleich zur Expression des Referenzgens. Die
Inkubation mit Spironolacton fiihrt zu einer erhéhten Expression von 540 %, dieser Wert ist
statistisch signifikant unterschiedlich von allen anderen Proben. In der Kombinationsprobe
liegt die Expression mit einem Wert von 340% auf dem gleichen Niveau wie die Expression
in der Kontrolle (p=0,861).
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150 Minuten Inkubationszeit

250 200 3

— — — *
(2] w0
g 2 \ ——]
22004 S
5 5150 I
o o
5150 - b
5 . <100 -
2100 | - * =
8 8
2 2 50 A
2 l d
a i

0 04

K A C SK SA K A C SK SA
GAPDH Aktin

100

~
[$)]
*

75 4

5 50 1

25 4 *k

Expression [% d. Referenzgens]
N (2]
o (6] o
:;#
Expression [% d. Referenzgens]
o
aal :

K A C SK SA K A c SK SA
IPP LIS
160 7 160 =
3 Z
<3 3
120 1 120 4 .
ko) iy 2
& ! & .
< 804 < 80 - &
5 T s
4 40+ 2 40
] &
0 A 04
K A c SK SA K A c SK SA
FKBP PPlase

Abb. 3.3.3.6 Expressionsprofile der Kandidaten nach 150 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fur 30 Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 150 Minuten ist die Expression von GAPDH erneut auf héherem Niveau. In der
Kontrolle finden sich 175 % Expression im Vergleich zum Referenzgen (p<0,001 gegen alle
Proben), der Wert in der Aldosteronprobe liegt mit 120 % auf dem gleichen Niveau wie in der
Corticosteronprobe (116 %) und der Spironolactonkontrolle (112%) (p=0,114). In der
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron hingegen liegt die Expression mit
81% am niedrigsten (p<0,001 gegen alle Proben). Die Expression von Beta-Aktin liegt

niedriger als nach 120 Minuten. Die beiden Kontrollen liegen mit 148 % auf dem gleichen
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Niveau. In der Aldosteronprobe (122 %) und der Corticosteronprobe (126 %) finden sich
vergleichbare Werte (p=0,984). In der Kombinationsprobe liegt die Expression etwas hdher
bei 137 %, es gibt keine Unterschiede zu den Ubrigen Proben (p=0,199). Fir IPP ist die
Expression nach 150 Minuten deutlich geringer als nach 120 Minuten. Sie liegt fur alle
Proben auf einem ahnlichen Niveau. Die Kontrolle liegt bei 49 %, die Aldosteronprobe bei
55%, die Corticosteronprobe liegt mit 48% etwas darunter, ebenso wie die
Kombinationsprobe (48 %). In der Spironolactonkontrolle liegt der Wert mit 55 % auf
gleichem Niveau wie in der Aldosteronprobe. Fir die Ubrigen Kandidaten ergibt sich nach
150 Minuten Inkubationszeit ein &hnliches Expressionsprofil. Flr LIS betragt der Wert in der
Kontrolle 85 % Expression und liegt damit am hdchsten. Die Aldosteronprobe liegt mit 37 %
auf gleicher Héhe wie Corticosteron, in der Spironolactonkontrolle liegt die Expression bei
54 % unterhalb der Expression in der Kontrolle, die Kombinationsprobe zeigt ein geringere
Expression (19 %) als die Aldosteronprobe. Damit ergeben sich in der Expression von LIS
gleiche Werte fur die Aldosteron- und die Corticosteronprobe, wahrend sich alle anderen
Proben signifikant voneinander unterscheiden (p<0,001).

Fur FKBP betragt die Expression in der Kontrolle 136 % und liegt damit anndhernd doppelt
so hoch wie in der Aldosteronprobe (70 %). Corticosteron (68 %) liegt auf gleicher Hohe wie
Aldosteron. In der Spironolactonkontrolle liegt die Expression unter der der Kontrolle, aber
Uber dem Niveau von Aldosteron und Corticosteron. Die Kombinationsprobe zeigt wiederum
die niedrigste Expression bei 42 %. Auch hier entsprechen sich die Werte aus Aldosteron-
und Corticosteronprobe (p=0,543), wahrend sich fiir alle anderen Vergleiche eine Signifikanz
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,001 ergibt. Die Expression von PPlase ergibt
ganz ahnliche Werte wie FKBP. Die Kontrolle liegt bei 135 %, Aldosteron und Corticosteron
zeigen 77 %, beziehungsweise 70% (p<0,001 gegen die Kontrolle). In der
Spironolactonkontrolle betragt die Expression 83 %, dies entspricht dem Niveau der
Aldosteronprobe (p=0,053) die Kombinationsprobe liegt mit 54 % Expression am niedrigsten

(p=<0,001 gegen alle Proben).
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180 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.6 Expressionsprofile der Kandidaten nach 180 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fur 30 Minuten mit 10 yM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 180 Minuten Inkubationszeit liegt die Expression von GAPDH erneut auf hohem
Niveau. In der Kontrolle betrdgt die Expression 2300 %, in der Aldosteronprobe liegt die
Expression mit 2800 % etwas dartber (p=0,825). Der Wert fir die Corticosteronprobe betragt
1800 %. In der Spironolactonkontrolle finden sich 1900 % Expression, die Kombinationsprobe
zeigt mit 3300 % die héchste Expression von allen und unterscheidet sich signifikant von
allen anderen Proben (p<0,007) aufder von der Aldosteronprobe.. Auch die Expression von
Beta-Aktin liegt nach 180 Minuten auf hohem Niveau. Der hdchste Expressionswert findet
sich hier fiir die Aldosteronprobe (1600 %), die Kombinationsprobe mit 1200 % liegt etwas

darunter. In der Kontrolle betréagt die Expression 990 %. Die Corticosteronprobe liegt mit
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740 % auf dem Niveau der Spironolactonkontrolle (800 % ). Damit ergeben sich statistisch
signifikante  Unterschiede zwischen der Kontrolle und der Aldosteron-, bzw.
Corticosteronprobe (p<0,014) und der Kombinationsprobe gegen die Spironolactonkontrolle,
die Aldosteronprobe und die Corticosteronprobe (p<0,006).

Die Expression von IPP liegt auf einem niedrigeren Niveau als nach 150 Minuten, in der
Kontrolle betragt die Expression 35% des Referenzgens, die Aldosteronprobe liegt mit
einem Wert von 44 % etwas daruber, es gibt keinen signifikanten Unterschied (p=0,89). Auch
hier liegen die Werte fur die Corticosteronprobe (29 %) und die Spironolactonkontrolle (27 %)
auf dem gleichen Niveau (p=0,766). Der Wert fir die Kombinationsprobe liegt bei 40 %
(p=0,029 gegen Corticosteron, keine Signifikanz gegen die Gbrigen Proben).

Bei der Expression von LIS unterscheiden sich beide Kontrollen jeweils signifikant von allen
anderen Proben. Wahrend in der Kontrolle die hdchste Expression im Vergleich zum
Referenzgen vorliegt, hat die Spironolactonkontrolle die niedrigste Expressionsrate. Die
Werte Werte der einzelnen Steroidproben unterscheiden sich nicht voneinander.

Bei der Expression von FKBP liegt der Wert fur die Expression der Aldosteronprobe (30%)
statistisch signifikant unter dem der Kontrolle (41%) (p=0,013). In der Corticosteronprobe
liegt der Wert mit 23% etwas darunter, aufgrund der héheren Standardabweichung entspricht
dieses Niveau dem der Expression in der Aldosteronprobe (p=0,056). In der
Spironolactonkontrolle liegt die Expression bei 36 %, damit ist der Unterschied zur
Expression in der Kombinationsprobe (31 % ) nicht signifikant (p=0,983).

Im Expressionsprofil von PPlase ist hingegen die Expression in der Kombinationsprobe mit
6,4 % unterschiedlich zu allen anderen Proben (p<0,032), die sich ihrerseits mit
Expressionswerten zwischen 9,6 % (Corticosteron) und 11,5% (Aldosteron) nicht

voneinander unterscheiden (p=0,206).
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210 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.8 Expressionsprofile der Kandidaten nach 210 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fir 30 Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 210 Minuten Inkubationszeit ergeben sich fur die Expression von GAPDH keine
Unterschiede zwischen den Proben. Alle Werte liegen zwischen 109 % (Corticosteron) und

123 % im ANOVA-Test wird die Einheitlichkeit der
Mittelwerte mit einem p-Wert von 0,376 bestatigt. Auch fir die Expression von Beta-Aktin

(Spironolactonkontrolle), bereits
liegen die Werte der einzelnen Proben nahe beieinander, der niedrigste Wert betragt hier
72% in der Spironolactonkontrolle, die hdchsten Werte zeigen die Kombinationsprobe
(101 %) und die Aldosteronprobe (100 %), hier sind lediglich die Unterschiede zwischen der
Spironolactonkontrolle und der Kombinationsprobe (p<0,033), bzw. der Aldosteronprobe
(p=<0,039) statistisch signifikant. Die Expressionswerte von IPP in den einzelnen Proben
liegen auf einem einheitlichen Niveau in Hohe des Referenzgens, auch hier zeigt bereits der
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ANOVA-Test gleiche Mittelwerte (p=0,111). Die Expression von LIS nach 210 Minuten
Inkubationszeit ergibt gleich hohe Werte fir die Kontrolle (114 %) und die Aldosteronprobe
(109 %). Die Ubrigen Proben liegen etwas niedriger, in der Corticosteronprobe finden sich
90 % Expression, die Spironolactonkontrolle weist 63 % Expression auf und in der
Kombinationsprobe liegt der Wert bei 91 %. Die Expression von FKBP und PPlase hingegen
liefert unterschiedlich hohe Expressionsraten in den Proben, allerdings erfolgt die Expression
fir beide Kandidaten auf einem sehr niedrigen Niveau. Die Expression in der
Aldosteronprobe ist geringer als in beiden Kontrollen (p<0,08), der Unterschied zur
Expression in der Corticosteron- und der Kombinationsprobe ist hingegen nicht signifikant
(p=0,117). Fir beide Kandidaten findet sich jeweils die hdchste Expression in den
Spironolactonkontrollen. Bei der Expression von PPlase ist der Unterschied zwischen den
beiden Kontrollen geringer als bei der Expression von FKBP, auch hier liegen die beiden
Kontrollen statistisch auf gleicher Hohe (p=0,572) und unterscheiden sich von allen

Steroidproben, die ihrerseits auf einem einheitlichen Niveau liegen (p=0,227).
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240 Minuten Inkubationszeit
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Abb. 3.3.3.9 Expressionsprofile der Kandidaten nach 240 Minuten Inkubationszeit in HCT116-Zellen.
Die Inkubation mit Steroiden erfolgte mit jeweils 10 nM Aldosteron (A), bzw. Corticosteron (C) in
Ethanol. Den Kontrollen (K) wurde die gleiche Menge Ethanol zugesetzt. Spironolactonproben wurden
fur 30 Minuten mit 10 uM Spironolacton prainkubiert, bevor sie mit Aldosteron (SA), bzw. Ethanol (SK)
versetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben sind durch Klammern
gekennzeichnet, ist eine Probe signifikant unterschiedlich zu allen anderen, ist wegen der besseren
Ubersicht lediglich die Probe gekennzeichnet. * p<0,05, **p<0,001.

Nach 240 Minuten Inkubationszeit ist die Expression fir GAPDH, Beta-Aktin und IPP auf
hohem Niveau, LIS, FKBP und PPlase hingegen werden niedrig exprimiert. Fir GAPDH liegt
die Expression der Kontrolle bei 2600 %, der Wert in der Aldosteronprobe ist mit 4100 %
héher als in der Kontrolle (p<0,002). Die Spironolactonkontrolle liefert mit 4900 % eine noch
héhere Expression (p<0,001). In der Kombinationsprobe ist die Expression hingegen auf
einen Wert von 1700 % abgesenkt (p<0,045 gegen alle Proben), die niedrigste Expression
findet sich in der Corticosteronprobe, sie betragt 660 % des Referenzgens (p<0,016 gegen
alle Proben). Auch die Expression von Beta-Aktin ist hoch. Die héchste Expression findet
sich in der Kontrolle mit 58 x 10* %. Der Wert fiir die Aldosteronprobe liegt mit 40 x 10* %
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darunter (p<0,029), in der Spironolactonkontrolle betragt die Expression 25 x 10*% des
Referenzgens, damit liegen die Aldosteronprobe und die Spironolactonkontrolle auf
vergleichbarer Hohe (p=0,069). Der Wert in der Kombinationsprobe liegt bei 11 x 10* % , die
Corticosteronprobe zeigt mit 8,5x 10*% die geringste Expression, beide Proben
unterscheiden sich nicht voneinander (p=0,504), jedoch von allen anderen Proben (p<0,011).
Fur IPP ergibt die Expression in der Aldosteronprobe héhere Werte (2500 %) als in der
Kontrolle (1300 %) (p<0,001). Die Spironolactonkontrolle liegt mit 2200 % &ahnlich hoch wie
die Aldosteronprobe (p=0,505), in der Kombinationsprobe finden sich lediglich 670 %
Expression. Corticosteron zeigt auch hier die geringste Expression mit 404 %. Damit liegen
die Corticosteronprobe und die Kombinationsprobe auf einem Niveau (p=0,118),
unterscheiden sich jedoch von den anderen Proben (p<0,001).

Die Expression von LIS liegt nach 240 Minuten auf einem deutlich niedrigeren Niveau als
nach 210 Minuten. Die hdchste Expression findet sich in der Kontrolle (21 %), die
Aldosteronprobe liegt mit 14 % Expression etwas darunter (keine Signifikanz, p=0,152). Die
Ubrigen Proben liegen mit 7 % bis 8 % Expression auf dem gleichen Niveau (p=0,998). Die
Expression von FKBP ist am starksten in der Spironolactonkontrolle (1%). In der
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron finden sich 0,6 % Expression des
Referenzgens; der Unterschied zur Spironolactonkontrolle ist nicht signifikant (p=0,147). Die
Aldosteronprobe zeigt 0,5 % Expression, die Expression liegt in der Kontrolle mit 0,4 % noch
darunter. Kontrolle und Aldosteronprobe unterscheiden sich nicht voneinander (p=0,568).
Der niedrigste Expressionswert findet sich fir die Corticosteronprobe mit 0,26 %, er ist
signifikant unterschiedlich von beiden Kontrollen (p<0,04) und der Kombinationsprobe, nicht
aber von der Aldosteronprobe (p<0,61).

Fur die Expression von PPlase nach 240 Minuten liegen die Werte der einzelnen Proben
aufgrund der hohen Standardabweichungen auf dem gleichen Niveau, lediglich der
Unterschied zwischen der Corticosteronprobe und der Spironolactonkontrolle ist signifikant

(p=<0,19). Sie liegen zwischen 2,4 % (Corticosteron) und 3,7 % (Spironolactonkontrolle).
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3.4 Untersuchungen der Kandidaten auf Proteinebene (Western Blot)

Die Untersuchungen auf Proteinebene erfolgten in einem kleineren Malstab als die RT-
PCR. Fur PPlase war kommerziell kein Antikérper verfligbar. Die PPlase gehért zur gleichen
Enzymklasse wie FKBP, beide Proteine katalysieren die cis-frans-Isomerisierung von
Prolinresten innerhalb von Proteinen. Wahrend PPlase zur Familie der Cyclophiline gehért,
handelt es sich bei FKBP um ein Mitglied der Familie der FK bindenden Proteine. Die
Ausgangstberlegung war hierbei, neben PPlase FKBP zur Untersuchung heranzuziehen,
um wenigstens fir ein Mitglied der Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerasen vergleichende
Ergebnisse auf RNA- und Proteinebene zu erhalten. Ein polyklonaler Antikérper gegen
FKBP 52 aus Kaninchenserum wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Gunter Fischer (Max-Planck Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle) zur
Verfligung gestellt. Leider stellte sich heraus, dass der Antikérper fiir keine der untersuchten
Zelllinien spezifische Signale zeigte. Fir die humane Zelllinie HCT 116 und die
Kardiomyocytenzelllinie HL-1 ergaben sich unspezifische Banden Uber den gesamten
GroRenbereich des Gels, fir die primaren Fibroblasten blieben die Blots leer (vgl. Abb.
3.4.1). Daher wurden nur Western Blot Untersuchungen fir die Proteine GAPDH, Beta-Aktin,
Lis und IPP durchgeflhrt.

Cad < J 4 \ahmmd. - _ 3 e’
S .
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Abb. 3.4.1 Western Blots mit dem Antikdrper gegen FKBP 52 fuhrten zu unspezifischen Signalen in
HCT 116 Zellen (links) und HL-1 Zellen (Mitte), wahrend bei primdren Fibroblasten keine Signale
auftraten.

Der Antikorper gegen die anorganische Pyrophoyphatase (IPP) war der einzige polyklonale
Antikorper, der verwendet wurde. Obwohl der Antikorper zunachst in allen Zelllinien auf
Funktionalitat getestet wurde, ergaben sich wahrend der Experimente nur in wenigen Féllen
Expressionsstérken, die im Blot zu Signalen fihrten.

Far die Kardiomyozytenzelllinie HL-1 konnte unter Standardbedingungen zu keiner
Inkubationszeit die Expression von IPP nachgewiesen werden. Um Uberhaupt ein Signal zu
erhalten, war es nétig, das Gel massiv mit Protein zu Gberladen (60 ug).

Fur die Fibroblasten und die HCT-Zellen gab es wenige Zeiten, bei denen schwache Banden
vor starkem Hintergrund zu detektieren waren. Da sich in diesen Féllen die Expression
zwischen den Proben kaum unterschied und nicht genligend Blots mit Signalen fiir eine

Beobachtung Uber den Zeitverlauf vorliegen, werden sie hier nicht gezeigt.
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3.4.1 Expression der Kandidaten in Fibroblasten

Far alle Untersuchungen der Expression auf Proteinebene wurden jeweils gleiche
Proteinmengen aufgetragen. Fir Fibroblasten wurden 10ug Gesamtprotein pro Spur
eingesetzt. Die Western Blots lieferten fur die Antikérper gegen GAPDH, Beta-Aktin und LIS
in der Regel klare Signale mit wenig Hintergrund (vgl. Abb.3.4.1). Lediglich bei sehr
schwachen Signalen, die eine lange Expositionszeit erforderten, gab es eine starkere

Hintergrundfarbung, ohne dass jedoch weitere Banden auftraten.

B

¥
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Abb. 3.4.1 Immunonachweis der Expression von LIS in Fibroblasten nach 60 Minuten Inkubationszeit.
Fibroblasten in Zellkultur wurden mit jeweils 10nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur
Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM
Spironolacton fir 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation
durchgefiihrt, die Konzentration bestimmt und auf 0,5 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf
15% SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der
Immunonachweis mit dem monoklonalen Antikérper gegen LIS und die anschliessende ECL-Detektion
fihrten zu deutlichen Banden und wenig Hintergrund.

Der besseren Ubersicht halber werden aus den Blots im Folgenden nur die Banden gezeigt.
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3.4.1.1 Expression von GAPDH in Fibroblasten
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Abb. 3.4.1.1 Expression von GAPDH in Fibroblasten im Inkubationszeitraum von 30 bis 240 Minuten.
Fibroblasten in Zellkultur wurden mit jeweils 10nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur
Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM
Spironolacton fiur 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation
durchgefiihrt, die Konzentration bestimmt und auf 0,5 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf
15 % SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der Nachweis
der Expression erfolgte mit einem monoklonalen Antikdrper in einer 1:10000 Verdinnung. Die
Detektion erfolgte mit ECL auf einen Réntgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt wurde.
Die Abbildung zeigt, dass die Expression von GAPDH in Fibroblasten in allen Proben grof3en
dynamischen Schwankungen ausgesetzt ist.

Um einen besseren Vergleich der Expression im Zeitverlauf zu ermdglichen, wurden die
Signale der Western Blots ausgeschnitten und entsprechend der Inkubationsdauer pro
Antikdrper in eine gemeinsame Abbildung arrangiert. Abb. 3.4.1.1 zeigt das Expressionsprofil
von GAPDH in Fibroblasten Uber den gesamten Inkubationszeitraum. Fur alle Experimente
wurden jeweils die gleichen Proteinmengen eingesetzt. Auffallig ist, dass die Signale sich im
Zeitverlauf stark unterscheiden. Im ersten Untersuchungszeitraum (30 Minuten) ergeben sich
schwache Signale fur GAPDH in der Kontrolle und der Aldosteronprobe. Die Expression der
beiden Proben scheint gleich hoch. Demgegeniber sind die Signale in der
Corticosteronprobe sowie der Spironolactonkontrolle etwas deutlicher zu sehen. Die

Kombinationsprobe zeigt ein Signal, dessen Intensitat etwas héher ist. Nach 45 Minuten
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ergibt sich ein vollkommen anderes Bild. Die Expression in der Kontrolle sowie in der
Corticosteronprobe und den beiden Spironolactonproben ist ungefahr gleich hoch und liegt in
der Intensitat leicht Uber den Signalen der Kontrolle nach 30 Minuten. Die Aldosteronprobe
zeigt als einzige ein stérkeres Signal. Nach 60 Minuten wiederum ist die Signalstérke in allen
Proben deutlich héher. Die Aldosteronprobe ist gegeniber der Kontrolle leicht erhdht. Die
Signale in der Corticosteronprobe und der Spironolactonkontrolle liegen auf gleichem
Niveau, sie sind etwas stérker als in der Kontrolle, das Signal ist jedoch schwécher als in der
Aldosteronprobe. In der Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron fallt das
Signal schwacher aus, die Intensitat gleicht der Kontrolle. Nach 90 Minuten Inkubationsdauer
sind die Signale in allen Proben schwacher. Die starksten Signale liegen in den Kontrollen
vor. Die Signalstarke in der Aldosteronprobe ist gleich hoch wie in der Corticosteron- und der
Kombinationsprobe. Nach 120 Minuten ergibt sich reziprokes Bild, nun ist die Intensitat der
Signale in den Kontrollen am geringsten. Die Aldosteron- und Corticosteronprobe zeigen
stérkere Signale. Die Intensitdt der Kombinationsprobe wiederum liegt noch deutlich héher.
Die Expression nach 180 Minuten ist in allen Proben sehr viel schwéacher, es gibt kaum
Unterschiede zwischen den einzelnen Proben, lediglich die Kombinationsprobe scheint von
leicht geringerer Intensitat als die anderen Proben. Im weiteren Zeitverlauf nimmt die
Expression wieder leicht zu, die Starke der Banden ist hierbei in allen Proben ahnlich,
lediglich die Signalstérke liegt in der Kontrolle leicht unterhalb der anderen Proben. Nach 210
Minuten zeigt die Kontrolle das stérkste Signal, die Bande ist deutlich starker als in den
anderen Proben, die sich untereinander nicht in der Gré3e der Banden unterscheiden. In der
Intensitdt des Signals liegt die Corticosteronprobe leicht Uber der Aldosteron- und der
Kombinationsprobe. Die Intensitét der Spironolactonkontrolle liegt noch leicht darunter. Nach
240 Minuten ist die Grolie des Signals in allen Proben héher, in der Intensitat ergeben sich
betrachtliche Unterschiede. Das Signal in der Aldosteronprobe liegt in der Intensitat deutlich
Uber allen anderen Signalen. Die Signalstarke in der Kontrolle ist etwas héher als in der

Corticosteronprobe und den Sprironolactonproben, die sich voneinander nicht unterscheiden.
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3.4.1.2 Expression von LIS in Fibroblasten

K A C SK SA
45 o ERD. g —
60 ——— —
90 - —

150 i —— ——
180 - 1“ o —
210

240

Abb. 3.4.1.2 Expression von LIS in Fibroblasten im Inkubationszeitraum von 30 bis 240 Minuten.
Fibroblasten in Zellkultur wurden mit jeweils 10nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur
Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM
Spironolacton fir 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpréparation
durchgefiihrt, die Konzentration bestimmt und auf 0,5 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf
15 % SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der Nachweis
der Expression erfolgte mit einem monoklonalen Antikérper in einer 1:5000 Verdiinnung. Die
Detektion erfolgte mit ECL auf einen Réntgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt wurde.
Nach kurzen Inkubationszeiten (bis 60 min) ist die Expression von LIS in allen Proben deutlich héher
stérker, dabei zeigen sich teilweise deutliche Unterschiede zwischen den Proben.

Die Expression von LIS in Fibroblasten ist ebenfalls Schwankungen im Zeitverlauf
unterworfen. Nach 30 Minuten Inkubationszeit ergibt sich ein &hnliches Bild wie bei der
Expression von GAPDH. Die Signale in der Kontrolle liegen in ahnlicher Starke vor wie in der
Aldosteronprobe. Die Corticosteronprobe zeigt ein etwas hdheres Signal.

Das starkste Signal zeigt die Spironolactonkontrolle, aber auch in der Kombinationsprobe ist
das Signal starker ausgeprdgt als in der Corticosteronprobe. Nach 45 Minuten
Inkubationszeit sind die Signale in der Kontrolle und der Aldosteronprobe stérker ausgepragt
als nach 30 Minuten, die Signale erreichen in etwa die gleiche Starke wie sie die

Spironolactonproben nach 30 Minuten zeigten. Die Corticosteronprobe liegt ungeféahr in der
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gleichen Intensitat vor, es liegt somit kaum ein Unterschied zu vorherigen Inkubationszeit
vor. Die Spironolactonproben unterscheiden sich wiederum von den anderen Proben,
diesmal liegen sie schwacher ausgepragt vor. Betrachtet man die Inkubationszeit von 60
Minuten, so ergibt sich ein vollkommen anderes Bild. Die Intensitat in der Corticosteronprobe
ist im Vergleich zu den vorherigen Zeiten gleich geblieben. Die {brigen Proben
unterscheiden sich hingegen: in der Kontrolle ist das Signal wesentlich schwéacher
ausgepragt als in den vorherigen Zeiten. In der Aldosteronprobe ist die Expression noch
leicht angestiegen, hier liegt das starkste Signal vor. In der Spironolactonkontrolle ist die
Expression geringer, die Signalstarke ist vergleichbar mit der Kontrolle. In der
Kombinationsprobe ist die Expression wiederum angestiegen, das Signal liegt nur schwach
unterhalb der Aldosteronprobe, aber deutlich tiber der Spironolactonkontrolle.

Nach 90 Minuten ist die Expression in allen Proben auf einem niedrigen Niveau, dabei sind
keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Proben zu beobachten. Auch nach 120
Minuten Inkubationszeit liegt die Expression auf einem niedrigen Niveau. Die Kontrolle zeigt
hier das starkste Signal, die Signale der Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle
liegen etwas darunter, die Corticosteronprobe und die Kombinationsprobe zeigen die
schwéchsten Signale, insgesamt sind die Unterschiede zwischen den Proben gering. Nach
150 Minuten sind die Signale in allen Proben etwas starker, liegen insgesamt auf dem
gleichen Niveau, lediglich die Intensitét in der Kontrolle liegt etwas unter der der anderen
Proben. Im weiteren Zeitverlauf nimmt die Expression von Lis ab. Nach 180 Minuten sind in
allen Proben Signale noch gut nachweisbar, nach 210 Minuten liegen die Signale nur knapp
Uber dem Hintergrund. Nach 240 Minuten ist die Expression in der Aldosteronprobe sowie

den Spironolactonproben etwas héher als in der Corticosteronprobe und der Kontrolle.
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3.4.1.3 Expression von Beta-Aktin in Fibroblasten

K A C SK SA

Abb 3.4.1.3 Expression von Beta-Aktin in Fibroblasten im Inkubationszeitraum von 30 bis 240
Minuten. Fibroblasten in Zellkultur wurden mit jeweils 10nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C),
bzw. zur Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit
10nM Spironolacton fur 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation
durchgefihrt, die Konzentration bestimmt und auf 0,5 pg/ul eingestellt. Je 10 pg Protein wurden auf
15 % SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der Nachweis
der Expression erfolgte mit einem monoklonalen Antikérper in einer 1:10000 Verdinnung. Die
Detektion erfolgte mit ECL auf einen Rontgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt wurde.
Wie GAPDH ist die Expression von Beta-Aktin groRen Schwankungen unterworfen.

Auch die Expression von Beta-Aktin schwankt im Zeitverlauf. Nach 30 Minuten zeigt die
Kontrolle das schwéchste Signal. Die Aldosteronprobe und Corticosteronprobe sind leicht
erhéht, die Spironolactonproben zeigen noch héhere Expression. Das starkste Signal liegt in
der Spironolactonkontrolle vor. Zum nachsten Untersuchungszeitpunkt von 45 Minuten liegt
die Expression in allen Proben ungefahr gleichhoch, das Expressionsniveau ist jedoch
deutlich niedriger als nach 30 Minuten. Nach 60 Minuten ist Beta-Aktin wieder starker
exprimiert, alle Proben zeigen ungefahr die gleiche Signalstérke. Nach 90 Minuten ist das
Expressionsniveau ungefahr gleich hoch, lediglich die Kombinationsprobe aus Spironolacton
und Aldosteron liegt etwas hdher. Nach 120 Minuten ist das Signal in allen Proben
schwacher, jedoch ergeben sich Unterschiede zwischen den Proben. Das starkste Signal
liegt in der Aldosteronprobe vor, die Corticosteronprobe liegt mit ihrem Signal knapp

darunter. Die Ubrigen Proben zeigen gleiche Signalstarke in noch schwacherer Intensitat.

112



3. ERGEBNISSE

Beim nachsten Untersuchungszeitpunkt von 150 Minuten ergibt sich ein anderes Bild. In
allen Proben liegt stérkere Expression vor, das starkste Signal wird nun in der Kontrolle
beobachtet. Die Aldosteronprobe und die Corticosteronprobe zeigen gleiche Signalintensitat,
ebenso die beiden Spironolactonkontrolle, die in ihrer Intensitdt etwas unter den
Steroidproben liegen. Nach 180 Minuten Inkubationszeit liegt eine deutlich starkere
Expression in allen Proben vor, hierbei gibt es keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den Proben. Nach 210 Minuten liegt fast keine Expression vor, die Kontrolle, die
Aldosteronprobe und die Corticosteronprobe zeigen gleich schwache Signale, die
Spironolactonproben liegen noch darunter und kénnen nur als Schatten wahrgenommen
werden. Nach 240 Minuten wiederum ist die Expression in allen Proben auf hohem Niveau,
die Aldosteronprobe und die Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron eine

etwas hdhere Intensitat zeigen als die anderen Proben.
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3.4.2 Expression der Kandidaten in HL-1 Zellen

Fir die Expressionsanalysen der Kandidaten in HL-1 Zellen wurden ebenfalls gleiche
Proteinmengen von 10 ug Gesamtprotein je Spur eingesetzt. Da die Zelldichte bei HL-1
Zellen héher war als bei den primaren Fibroblasten, ergaben sich bei der Praparation héhere

Proteinkonzentrationen, die auf 1 pg/pl eingestellt wurden.

3.4.2.1 Expression von GAPDH in HL-1 Zellen
K A C SK SA

Abb. 3.4.2.1 Expression von GAPDH in HL-1 Zellen im Inkubationszeitraum von 30 bis 240 Minuten.
HL-1Zellen wurden mit jeweils 10 nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur Kontrolle (K) mit
dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM Spironolacton fur 30
Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK)
zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpréparation durchgefiihrt, und die
Proteinkonzentration auf 1 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf 15 % SDS-Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Zum Expressionsnachweis wurde ein
monoklonaler Antikdrper in einer 1:10000 Verdiinnung eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit ECL auf
einen Rontgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt wurde. Die Abbildung zeigt
Schwankungen in der Expression Uber die Zeit, die jedoch geringer sind als in Fibroblasten.

Fir die Expression von GAPDH liegt nach 30 Minuten Inkubationszeit Corticosteron als
einzige Probe mit einer schwécheren Intensitat vor. Nach 45 Minuten hat sich die Intensitéat
in der Corticosteronprobe der Kontrolle und den Spironolactonproben angeglichen, lediglich
in der Aldosteronprobe liegt das Signal in einer leicht starkeren Intensitdt vor. Nach 60
Minuten Inkubationszeit ergibt sich das gleiche Bild wie nach 30 Minuten, die
Corticosteronprobe liegt als einzige in der Intensitdt niedriger als die anderen Proben.

Insgesamt ist das Expressionsniveau gleich geblieben. Nach 90 Minuten verschieben sich
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die Intensitdten zwischen den Proben. Die Corticosteronprobe liegt in gleicher Intensitat die
Kontrolle vor, die Aldosteronprobe liegt darliber, wéhrend die beiden Spironolactonproben
eine gleiche Signalintensitat unterhalb der der Kontrolle zeigen. Nach 120 Minuten ist das
Signal in der Kontrolle nur schwach wahrzunehmen, die Aldosteronprobe liegt in ihrer
Intensitdt dartber, jedoch auf einem deutlich niedrigeren Expressionsniveau als zum
vorherigen Zeitpunkt. Die Spironolactonkontrolle ist in ihrer Intensitat leicht verringert, die
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron dagegen zeigt ein deutlich starkeres
Signal. In der Corticosteronprobe liegt die gréRte Signalintensitat vor. Nach 150 Minuten ist
das Signal in der Kontrolle leicht angestiegen, in der Aldosteronprobe leicht abgesunken,
beide Proben zeigen nun eine gleiche Signalstarke. Die Intensitat in der Corticosteronprobe
liegt nur geringfiigig héher. Beide Spironolactonproben hingegen zeigen eine deutlich héhere
Expression als die anderen Proben. Nach 180 Minuten ist das Signal in der Kontrolle am
schwéchsten, die anderen Proben liegen auf gleichem Niveau etwas dartber. Nach 210
Minuten kénnen gleiche Signalintensitdten fir die Kontrolle, die Aldosteronprobe und die
Kombinationsprobe entdeckt werden beobachtet werden, die Corticosteronprobe und die
Spironolactonkontrolle liegen leicht darunter. Nach 240 Minuten ist die Expression in allen
Proben niedriger, die beiden Kontrollen zeigen dabei etwas hoéhere Werte als die

Steroidproben.
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3.4.2.2 Expression von LIS in HL-1 Zellen

Abb. 3.4.2.2 Expression von LIS in HL-1 Zellen im Inkubationszeitraum von 30 bis 240 Minuten.
HL-1Zellen wurden mit jeweils 10 nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur Kontrolle (K) mit
dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM Spironolacton fur 30
Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK)
zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation durchgefiihrt, und die
Proteinkonzentration auf 1 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf 15 % SDS-Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Zum Expressionsnachweis wurde ein
monoklonaler Antikérper in einer 1:5000 Verdiinnung eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit ECL auf
einen Roéntgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt wurde. Die Expression von LIS ist in
allen Proben nach 120 und 150 Minuten am starksten, dabei ergeben sich teilweise erhebliche
Unterschiede in der Signalstarke im Vergleich der verschiedenen Proben.

Nach 30 Minuten Inkubationszeit kann fur die Expression von LIS in der Kontrolle kein Signal
detektiert werden. Die Aldosteronprobe und Corticosteronprobe zeigen ein schwaches
Signal, die Kombinationsprobe liegt in ihrer Intensitdt noch etwas darlber. Die
Spironolactonkontrolle zeigt ein deutlich stérkeres Signal als alle anderen Proben. Nach 45
Minuten Inkubationszeit zeigen die Proben mehr Ahnlichkeit miteinander. Wahrend die
Kontrolle, die Corticosteronprobe und die Spironolactonkontrolle eine gleich hohe Intensitat
aufweisen, ist das Signal in der Aldosteronprobe etwas stérker, in der Kombinationsprobe
hingegen etwas schwécher als die anderen Proben. Nach 60 Minuten hat die Expression in
der Kontrolle, der Aldosteronprobe und auch in der Corticosteronprobe nachgelassen. Die

beiden Spironolactonproben zeigen etwas intensivere Signale, liegen aber auch auf einem

116



3. ERGEBNISSE

niedrigen Niveau. Nach 90 Minuten hat sich die Intensitdt in der Kontrolle, der
Aldosteronprobe und der  Corticosteronprobe  nicht verdndert. Die beiden
Spironolactonproben liegen diesmal in ihrer Intensitat unter den anderen Proben. Nach 120
Minuten ist das Expressionsniveau insgesamt starker, die starksten Signale werden dabei in
den Kontrollen beobachtet, wobei die Spironolactonkontrolle noch leicht Gber der Kontrolle
liegt. Die Aldosteronprobe und Corticosteronprobe zeigen die gleiche Intensitat, die
Kombinationsprobe liegt nur geringfligig dartiber. Nach 150 Minuten ergibt sich ein anderes
Bild. Die Intensitat in der Aldosteronprobe und der Corticosteronprobe ist gestiegen und liegt
nun Uber der Signalstirke der Kontrollen, deren Intensitdt leicht abgenommen hat. Die
Kombinationsprobe liegt nunmehr in gleicher Signalstarke wie die Spironolactonkontrolle vor.
Nach 180 Minuten ist die Expression in allen Proben gesunken, in der Corticosteronprobe ist
das Signal etwas hoher, die tbrigen Proben liegen auf gleichem Niveau. Nach 200 Minuten
hat die Expression noch weiter nachgelassen, ein Signal kann nur noch fur die
Corticosteronprobe beobachtet werden, aber auch dieses Signal nicht nur schwach Uber den
Hintergrund. Nach 240 Minuten wiederum kann in keiner der Proben ein Signal fur die

Expression von LIS detektiert werden.
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3.4.2.3 Expression von Beta-Aktin in HL-1 Zellen
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Abb. 3.4.2.3 Expression von Beta-Aktin in HL-1 Zellen Im Inkubationszeitraum von 30 bis 240
Minuten. HL-1Zellen wurden mit jeweils 10 nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur
Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM
Spironolacton fir 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation
durchgefihrt, und die Proteinkonzentration auf 1 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf 15 %
SDS-Polyacrylamidgelen  aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Zum
Expressionsnachweis wurde ein monoklonaler Antikérper in einer 1:10000 Verdinnung eingesetzt.
Die Detektion erfolgte mit ECL auf einen Réntgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt
wurde. Die Expression von Beta-Aktin ist in HL-1 Zellen zwischen 60 und 150 Minuten Inkubationszeit
verhéltnismanig stabil.

Die Expression von Beta-Aktin liegt nach 30 Minuten auf dem gleichen Niveau fiir die
Kontrolle, die Corticosteronprobe, sowie die beiden Spironolactonkontrollen. Lediglich das
Signal in der Aldosteronprobe liegt deutlich niedriger. Nach 45 Minuten hat sich die Signal-
starke weitgehend angeglichen, in der Aldosteronprobe ist die Expression leicht héher, in der
Kontrolle und der Corticosteronprobe etwas niedriger als zum vorherigen Zeitpunkt. Auch in
den beiden Spironolactonproben liegt die Expression niedriger, bleibt dabei aber oberhalb
der anderen Proben. Nach 60 Minuten ist die Expression in der Kontrolle, der
Aldosteronprobe und der Corticosteronprobe wieder gestiegen, wéhrend sie fir die

Spironolactonkontrolle noch abgesunken ist. Auch die Kombinationsprobe liegt leicht unter
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dem vorherigen Wert, dabei jedoch noch etwas Uber der Spironolactonkontrolle. Nach 90
Minuten liegt wiederum das gleiche Niveau fur die Kontrolle, die Aldosteronprobe und die
Corticosteronprobe vor. Sie sind in ihrer Intensitdt gleich geblieben, wahrend die
Spironolactonkontrolle leicht tber dem Wert nach 60 Minuten liegt und der Wert in der
Kombinationsprobe gegenlber dem vorherigen Zeitpunkt noch leicht abgesunken ist. Auch
zu den folgenden Inkubationszeiten ergeben sich nur geringe Schwankungen. Das
Expressionsniveau bleibt bis zum Zeitpunkt von 180 Minuten insgesamt auf gleichem
Niveau, wobei im Wechsel einzelne Proben jeweils leicht abweichen. Nach 210 Minuten ist
das Expressionsniveau in allen Proben deutlich héher, das starkste Signal findet sich in der
Aldosteronprobe. Nach 240 Minuten schlielich kann in der Kontrolle kein Signal beobachtet
werden. Die Corticosteronprobe und die Spironolactonkontrolle zeigen Expression auf
gleichem Niveau, die Aldosteronprobe und die Kombinationsprobe aus Spironolacton und

Aldosteron liegen in ihrer Intensitat deutlich dartber.
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3.4.3 Expression der Kandidaten in HCT116-Zellen

Die HCT116 Zellen zeigten von allen verwendeten Zelllinien die starkste Proliferation. Die
Ausbeute bei der Proteinpraparation war am hdchsten, so dass die Proteinkonzentration auf
2 pg/ul eingestellt werden konnte. Auch fir die HCT116 Zellen wurden je 10 pg Protein pro

Spur eingesetzt.

3.4.3.1 Expression von GAPDH in HCT116 Zellen
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Abb. 3.4.3.1 Expression von GAPDH in HCT 116 Zellen im Inkubationszeitraum von 30 bis 240
Minuten. HCT116-Zellen wurden mit jeweils 10 nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur
Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM
Spironolacton fur 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation
durchgefiihrt, und die Proteinkonzentration auf 1 pg/ul eingestellt. Je 10 yg Protein wurden auf 15 %
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Fir den
Immunonachweis wurde der monoklonaler Antikdrper in einer 1:10000 Verdiinnung eingesetzt. Die
Detektion erfolgte mit ECL auf einen Rontgenfilm, der zur Erzeugung eines Bildes gescannt wurde.
Auch hier sind die dynamischen Schwankungen geringer als in den Fibroblasten, es gibt jedoch
Zeiten, zu denen in einzelnen Proben keine Expression nachweisbar ist.

In den HCT 116-Zellen ist die Expression von GAPDH nach 30 Minuten in der Kontrolle und

der Kombinationsprobe am starksten. Die Signalstdrke in der Aldosteronprobe und der
Spironolactonkontrolle liegt auf gleichem Niveau leicht darunter. In der Corticosteronprobe ist
nur ein sehr schwaches Signal zu beobachten. Nach 45 Minuten ist die Expression in allen
Proben gestiegen, in der Intensitdt ergeben sich leichte Verschiebungen. So liegt die

Signalstarke in der Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle leicht oberhalb der
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anderen Proben. Nach 60 Minuten liegen die Proben insgesamt auf gleichem Niveau, leicht
unterhalb des vorherigen Wertes. Nach 90 Minuten liegt die Expression in allen Proben auf
einem deutlich niedrigeren Niveau. In der Kontrolle ist nur ein sehr schwaches Signal zu
beobachten, die Aldosteronprobe liegt etwas starker vor. Die Corticosteronprobe und
Spironolactonkontrolle liegen in gleicher Signalstéarke etwas intensiver als die
Aldosteronprobe vor, das starkste Signal findet sich in der Kombinationsprobe. Nach 120
Minuten ist die Expression insgesamt auf dem gleichen Niveau blieben, innerhalb der Proben
haben sich dabei Verschiebungen ergeben. So liegt das Signal in der Aldosteronprobe
ungefahr auf dem gleichen Niveau wie die Spironolactonkontrolle, die Gbrigen Werte liegen
leicht darunter. Nach 150 Minuten haben sich die Proben weiter einander angeglichen, im
Expressionsniveau gibt es keine Unterschiede zum vorherigen Wert. Auch fir 180 Minuten
bleibt die Signalintensitat der Proben sowohl auf gleichem Niveau als auch nah beieinander.
Nach 210 Minuten ist die Expression in allen Proben gestiegen, dabei zeigen alle Proben die
gleiche Signalstarke. Nach 240 Minuten gibt es deutlich intensivere Signale fur die Kontrolle,
die Corticosteronprobe und die Spironolactonkontrolle. Weder in der Aldosteronprobe noch

in der Kombinationsprobe kann dagegen ein Signal beobachtet werden.
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3.4.3.2 Expression von LIS in HCT116 Zellen

Abb. 3.4.3.2 Expression von LIS in HCT116 Zellen im Inkubationszeitraum von 30 bis 240 Minuten.
HCT116-Zellen wurden mit jeweils 10 nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur Kontrolle (K)
mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM Spironolacton fur
30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK)
zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation durchgefihrt, und die
Proteinkonzentration auf 1 pg/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf 15 % SDS-Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Zum Expressionsnachweis wurde ein
monoklonaler Antikérper in einer 1:5000 Verdiinnung eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit ECL auf
einen Rontgenfilm, zur Erzeugung eines Bildes wurde der Film gescannt. In den Inkubationszeiten bis
60 Minuten ist die Expression in allen Proben deutlich nachweisbar, danach wird sie in allen Proben
zunachst schwéacher (90-150 min) und steigt danach wieder an. Nach 210 Minuten sind die Signale in
allen Proben knapp an der Nachweisgrenze.

Die Expression von LIS liegt nach 30 Minuten auf dem gleichen Niveau fur alle Proben. Nach
45 Minuten ergeben sich erste Unterschiede. In der Kontrolle und auch der Aldosteronprobe
ist das Signal starker geworden, die Corticosteronprobe liegt leicht unterhalb des vorherigen
Wertes, wahrend die Spironolactonproben auf dem gleichen Niveau verblieben sind. Nach
60 Minuten zeigen alle Proben eine héhere Signalintensitat. Dabei liegt das Signal in der
Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle leicht oberhalb der anderen Proben. Nach
90 Minuten ist die Expression in allen Proben deutlich schwécher, die Corticosteronprobe
liegt dabei in ihrer Intensitdt leicht oberhalb der anderen Proben. Nach 120 Minuten

wiederum ist die Expression in den meisten Proben abgesunken und die Signale sind nur
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schwach zu beobachten. Lediglich die Kombinationsprobe weist ein starkes Signal auf. Nach
150 Minuten liegen die Proben auf gleichem Niveau vor, die Signalstarke in der
Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron hat abgenommen, wahrend die
Expression in den anderen Proben starker geworden ist. Auch nach 180 Minuten liegen die
Proben weitgehend auf einem Niveau, dabei zeigen die Signale eine etwas starkere
Intensitat als nach 150 Minuten. Nach 210 Minuten ist die Expression in allen Proben
deutlich abgesunken. Fir die Aldosteronprobe und die Corticosteronprobe ist kein Signal
detektierbar, aber auch fir die anderen Proben liegt das Signal kaum Gber den Hintergrund.
Nach 240 Minuten wiederum findet sich in allen Proben eine gleichmaRige Expression auf

hohem Niveau.
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3.4.3.3 Expression von Beta-Aktin in HCT116 Zellen
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Abb. 3.4.3.3 Expression von Beta-Aktin in HCT 116 Zellen im Inkubationszeitraum von 30 bis 240
Minuten. HCT116-Zellen wurden mit jeweils 10 nM Aldosteron (A) oder Corticosteron (C), bzw. zur
Kontrolle (K) mit dem gleichen Volumen Ethanol inkubiert. Spironolactonproben wurden mit 10nM
Spironolacton fiur 30 Minuten prainkubiert, bevor ihnen 10nM Aldosteron (SA) oder das gleiche
Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. Nach der Inkubation wurde eine Proteinpraparation
durchgefiihrt, und die Proteinkonzentration auf 1 ug/ul eingestellt. Je 10 ug Protein wurden auf 15 %
SDS-Polyacrylamid-gelen  aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Zum
Expressionsnachweis wurde ein monoklonaler Antikérper in einer 1:10000 Verdiinnung eingesetzt.
Die Detektion erfolgte mit ECL auf einen Réntgenfilm, zur Erzeugung eines Bildes wurde der Film
gescannt. Beta-Aktin ist zunachst in allen Proben stark exprimiert, nach 60 Minuten werden die
Signale in allen Proben deutlich schwécher.

Die Expression von Beta-Aktin in HCT 116 Zellen liegt zun&chst auf einem sehr hohen
Niveau, dabei sind nach 30 Minuten keine Unterschiede in der Expression zwischen den
Proben zu sehen. Auch nach 45 Minuten liegt die Expression in allen Proben hoch, dabei ist
der Wert der Kontrolle und der Corticosteronprobe leicht niedriger als in der Aldosteronprobe
und der Spironolactonkontrolle. Auch nach 60 Minuten liegt die Expression zwischen den
Proben auf gleichem Niveau, allerdings liegt das Expressionsniveau deutlich unterhalb der
Werte, die zuvor erzielt worden. Nach 90 Minuten zeigt die Kontrolle noch die gleiche
Expression, wahrend in allen anderen Proben Signale starker geworden sind. Nach 120
Minuten hat die Expression in allen Proben leicht zugenommen, dabei ergeben sich nur

geringe Unterschiede zwischen den einzelnen Proben. So liegen die Aldosteronprobe und
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auch die beiden Spironolactonproben in leicht starkerer Intensitat vor als die Kontrolle und
die Corticosteronprobe. Nach 150 Minuten liegt die Expression noch auf dem gleichen
Niveau, diesmal sind die Signale in der Corticosteronprobe und den beiden
Spironolactonproben etwas héher als die anderen Proben. Auch im weiteren Verlauf liegen

die Proben jeweils auf dem gleichen Niveau und unterscheiden sich nur geringfiigig.
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4. Diskussion

4.1. Allgemeine Anmerkungen zur Aldosteronwirkung und zum Versuchsaufbau

Die deutlicher werdende Bedeutung des Aldosterons in der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz fordert bessere Erkenntnisse der Wirkungsweise und Regulation im Herzen.
Bisher sind noch viele Aspekte der Aldosteronwirkung, besonders im Bereich der Effekte, die
nicht tber den MR vermittelt werden, unverstanden.

Es gibt eine Vielzahl von Mechanismen, Uber die Aldosteron zur Mortalitdt bei
Herzinsuffizienz beitragen kénnte. Wahrend man vor allem auf der in vitro Ebene schon
einige  Details (einbezogene  Signalkaskaden, sekunddre Messenger) dieser
Pathophysiologie erklaren kann (Haseroth et al., 1999) sind die genauen Stoffwechselwege,
vor allem unter Berlicksichtigung der Verédnderung des Proteoms noch nicht verstanden. In
den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die bei Herzkrankheiten haufig auftretenden
Fibrosen nicht nur auf das Aufflillen von abgestorbenem Gewebe mit Fibroblasten
zurtckzuftihren sind, sondern dass die Bildung von Fibrosen durch Aldosteron direkt
beglnstigt wird(Brilla et al., 1993a, b; Zhou et al., 1996). Dabei werden die Aldosteron-
Effekte sowohl Uber den MR (Beggah et al., 2002; Brilla et al., 1993b) als auch unabhangig
vom MR vermittelt (Rossol-Haseroth et al., 2004; Schmidt et al., 2000).

In frGheren Arbeiten mit der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe konnte mit Hilfe der 2D-
Gelelektrophorese und differentieller Analyse eine Reihe von Proteinsignalen gefunden
werden, deren Intensitdt zum Teil aufgrund eines allgemeinen Steroideffekts, zum Teil
jedoch spezifisch durch Aldosteron variiert. Bisher konnten durch massenspektrometrischen
Methoden in 13 der durch Aldosteron in ihrer Intensitdt veranderten Spots die
verantwortlichen Proteine erfolgreich identifiziert werden (B6hmer, 2006).

Das Ziel dieser neuen Untersuchung war es, eine Reihe von vielversprechenden
Kandidaten, die in dem Modellsystem Spalthefe als Aldosteron-beeinflusst identifiziert
wurden, in den Mammaliersystemen Mensch, Ratte und Maus zu validieren. Die
Untersuchung erfolgte hierbei auf zwei Ebenen.

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) wurden die Veranderungen der RNA-
Synthese detektiert. Ergédnzend dazu wurden mit Western Blot Analysen Unterschiede auf

Proteinebene abgebildet.

Vergleichenden Untersuchungen auf RNA-Ebene wurden fliir GAPDH, Beta-Aktin, IPP, LIS,
FKBP und PPlase durchgefiihrt. Die ersten Proben wurden nach 30, 45 und 60 Minuten
prapariert, danach halbstlindlich bis zur langsten Inkubationszeit von vier Stunden.

Die Untersuchung auf Proteinebene erfolgte mit parallelen Proben zu den gleichen
Inkubationszeiten, allerdings ohne die Kandidaten PPIAse und FKBP. Fir PPlase war kein

spezifischer Antikérper erhaltlich, wahrend der freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
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Fischer zu Verfigung gestellte Antikdrper gegen FKBP aus Kaninchenserum mit den

verwendeten Proben nicht reagierte.

4.2. Die Expression der Kandidaten in den unterschiedlichen Zellsystemen

Bei der Betrachtung der Expressionsdaten in den unterschiedlichen Zellsystemen und tber
den Zeitverlauf von insgesamt vier Stunden féllt zun&chst ins Auge, dass die Daten zu den
einzelnen Beobachtungszeitpunkten einer starken Schwankung unterliegen. Zur
Interpretation sollen zunéchst lediglich die statistisch signifikanten Daten herangezogen
werden. Im ersten Schritt wurden dazu die Datensétze selektiert, in denen sich der Wert der
Aldosteronprobe statistisch signifikant (p<0,05) von den Kontrollen unterscheidet. Diese
Auswahl ergibt 21 Datenséatze fur die primaren Fibroblasten. Die Tumorzelllinien ergeben
mehr Datensatze mit Unterschieden zwischen den Kontrollen und den Aldosteronproben, fiir
die HL-1 Zellen liegen signifikante Unterschiede in 30 Datensatzen und fir die HCT 116

Zellen in 34 Datenséatzen vor.

Tab. 4.2.1 Verteilung der Datensatze mit statistisch signifikanten Unterschieden zwischen Aldosteron

und der Kontrolle auf die Kandidatengene in den verschiedenen Zellkultursystemen.

Fibroblasten % HL-1 % HCT 116 %

GAPDH 4 19,05 7 23,33 6 17,75
Beta-Aktin 3 14,29 3 10,00 6 17,75
IPP 3 14,29 7 23,33 4 11,75
LIS 3 14,29 4 13,33 4 11,75
FKBP 5 23,81 5 16,67 8 23,53
PPlase 3 14,29 4 13,33 6 17,75
gesamt 21 30 34

Dabei unterscheidet sich die Verteilung auf die betrachteten Kandidaten in den
verschiedenen Zellkultursystemen leicht voneinander (vgl. Tab. 4.1). Fur die HCT 116 Zellen
ergibt sich der gleiche Anteil fir GAPDH, Beta-Aktin und PPlase, FKBP ist leicht
Uberreprasentiert, wahrend LIS und IPP mit 12% der Datensatze den geringsten Anteil
zeigen. In den HL-1 Zellen liegt der Schwerpunkt auf GAPDH und IPP, Beta-Aktin zeigt den
geringsten Anteil. In den Fibroblasten gibt es die gleiche Anzahl an unterschiedlichen
Datensatzen fur Beta-Aktin, IPP, Lis und PPlase, GAPDH und FKBP zeigen hier den gréfiten
Anteil.
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Da die verwendeten Zellen im Gegensatz zur Spalthefe Uiber den Mineralocorticoidrezeptor
verfugen, sollen die selektierten Datenséatze in Bezug auf die Spironolactonproben mit und
ohne Aldosteronzusatz verglichen werden. Hier gibt es drei verschiedene Mdglichkeiten.

Gibt es keine Unterschiede zwischen den beiden Spironlactonproben, so deutet das darauf
hin, dass der beobachtete Effekt in den Aldosteronproben zumindest zum gréf3ten Teil Gber
den MR vermittelt wird. Unterschiede zwischen den Proben kénnen den gleichen Effekt
(induziert/ reprimiert) darstellen wie in den Aldosteronproben oder in die entgegengesetzte
Richtung zeigen.

Die Tabellen 4.2.2 bis 4.2.4 geben einen Uberblick Uber die durch Aldosteron beeinflussten
Kandidaten in den verschiedenen Zellkultursystemen. Fir alle Datensatze wurde zunachst
mit der Levene-Statistik die Homogenitat der Varianzen zwischen den Gruppen verglichen.
Bei gleichen Varianzen wurden ein LSD-Test und eine Bonferroni-Korrektur durchgefihrt.
Unterschieden sich die Varianzen, so kamen der Tamhane- und der Dunnett-Test zur
Anwendung. Der p-Wert in der Tabelle gibt dabei jeweils den héheren Wert der beiden
durchgefiihrten Tests an. In der letzten Spalte erfolgt die Einteilung in Bezug auf das
Verhalten der Spironolactonproben untereinander. Tritt der gleiche Effekt auf wie beim

Aldosteron, so ist der Eintrag fettgedruckt.
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Tab. 4.2.2 Datensatze mit statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Aldosteronproben und

den Kontrollen fir primare Fibroblasten.

Gen Zeit | p-Wert | Tests Effekte nach Spironolacton
GAPDH 60| <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 150 <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 180 0,02| °° |Nach Spironolacton Umkehrung der Reaktion
GAPDH 210| 0,009, °° |Kein Effekt nach Spironolacton
Beta-Aktin 60 <0,001| ** |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
Beta-Aktin 90| =0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
Beta-Aktin | 150| 0,035, °° |Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 90| =<0,001| ** |Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 120 0,01, °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
IPP 150 0,01, °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
LIS 60| <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
LIS 90| <0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
LIS 150 0,02, °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 60 <0,001| ** |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 90 0,13 °° | Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 120| <0,001| ** |Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 240 0,029, °° |Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase 45| <0,001| ** |Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase 60 <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
PPlase 90 0,01, ** | Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase 120| <0,001, ** |Kein Effekt nach Spironolacton

** Homogenitat der Varianzen, es wurden ein LSD-Test und eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt.

°° keine Homogenitat der Varianzen, es wurden ein Tamhane-Test und ein Dunnett-Test durchgefuhrt.
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Tab. 4.2.3 Datensatze mit statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Aldosteronproben und

den Kontrollen fir HL-1 Zellen.

4. DISKUSSION

Gen Zeit | p-Wert |Tests Effekte nach Spironolacton
GAPDH 30| <0,001 °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 45| <0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
GAPDH 90 0,002 °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 120| <0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
GAPDH 150 <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 180| <0,001 °° | Kein Effekt nach Spironolacton
GAPDH 240 0,048 °° |Kein Effekt nach Spironolacton
Beta-Aktin 90 0,004 °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
Beta-Aktin 150 <0,001| °° | Kein Effekt nach Spironolacton
Beta-Aktin 180 <0,001| °° | Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 45| <0,001 ** | Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 60 0,025, ** | Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 90 <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
IPP 120 0,07 °° | Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 150 <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
IPP 180 0,03 °° | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
IPP 240 0,04 | °° | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
LIS 45| <0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
LIS 60| <0,001 °° |Kein Effekt nach Spironolacton
LIS 90| <0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
LIS 180 0,037| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 30 <0,001| *+ |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 45| <0,001 ** | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
FKBP 120 0,04 | ** |Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 150| <0,001| ** |Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 180 0,003, °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
PPlase 45| <0,001| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase a0 0,01 ** | Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase 180 0,01 ** | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
PPlase 240 <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton

** Homogenitat der Varianzen, es wurden ein LSD-Test und eine Bonferroni-Korrektur durchgefihrt.

°° keine Homogenitat der Varianzen, es wurden ein Tamhane-Test und ein Dunnett-Test durchgefihrt.
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Tab. 4.2.4 Datensatze mit statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Aldosteronproben und

den Kontrollen fir HCT 116 Zellen.

Gen Zeit | p-Wert | Tests Effekte nach Spironolacton
GAPDH 30| =<0,001 ee Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
GAPDH 45| <0,001| ** |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 60| <0,001 ee Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
GAPDH 90| <0,001 °e Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
GAPDH 150 | <0,001 °¢ | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
GAPDH 240 0,002 °° Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
Beta-Aktin 60| <0,001 °° Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
Beta-Aktin a0 0,05 °e Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
Beta-Aktin 120 0,024 °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
Beta-Aktin 150| <0,001 ** Kein Effekt nach Spironolacton
Beta-Aktin 180 0,016 °e Kein Effekt nach Spironolacton
Beta-Aktin 240 0,029, °° | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
IPP 60| <0,001 °° | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
IPP 90 0,18| °° |Kein Effekt nach Spironolacton
IPP 120| <0,001 °° | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
IPP 240| <0,001 °° | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
LIS 45| <0,001| °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
LIS 120| <0,001| ** | Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
LIS 150 <0,001 °° | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
LIS 180 0,004 | °° |Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
FKBP 30| <0,001 ** Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 45| <0,001| ** |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 60| <0,001 °° | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 90| <=0,001 °° | Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 120 0,004, °° |Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 150 | <0,001 °¢ | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
FKBP 180 0,013, °° |Kein Effekt nach Spironolacton
FKBP 210 0,003 °° | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
PPlase 30 0,006 ee Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase 45 0,003, °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
PPlase 60| <0,001 °° Nach Spironolacton Umkehr der Reaktion
PPlase 90| =0,001 °e Kein Effekt nach Spironolacton
PPlase 150 <0,001 °° | Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton
PPlase 210 0,009, °° |Aldosteroneffekt auch nach Spironolacton

** Homogenitat der Varianzen, es wurden ein LSD-Test und eine Bonferroni-Korrektur durchgefthrt.

° keine Homogenitat der Varianzen, es wurden ein Tamhane-Test und ein Dunnett-Test durchgefihrt.
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Vergleicht man die Verteilung der Daten zu den verschiedenen Zelllinien erneut, so zeigt
sich, dass der Anteil an Féllen, in denen der beobachtete Aldosteroneffekt auch nach
Spironolacton auftritt, fur alle Zelllinien ungeféhr gleich hoch liegt (Tab. 4.2.5). In der
Verteilung auf die einzelnen Kandidaten ergeben sich jedoch deutliche Unterschiede.
Wahrend z. B. fir die Fibroblasten die beobachteten Effekte fir GAPDH in 50 % der Falle
auch nach der Behandlung mit Spironolacton auftraten, konnte fir HCT 116 Zellen diese
Effekte nur in 33% der Falle bestatigt werden. Der Wert fir Beta-Aktin liegt in allen
Zellystemen stabil bei 33 %. IPP wurde in Fibroblasten in 66 % der Félle auch nach der
Behandlung mit Spironolacton unterschiedlich exprimiert, auch die HL-1 Zellen weisen mit
43 % einen relativ hohen Wert auf. In den HCT 116 Zellen hingegen konnte fur IPP in keinem
der 6 Datensatze eine Beeinflussung durch Aldosteron nach der Spironolactongabe

nachgewiesen werden.

Tab. 4.2.5 Verteilung der Datensatze mit statistisch signifikanten Unterschieden zwischen Aldosteron /
Kontrolle auch nach Spironolactonbehandlung auf die Kandidatengene in den verschiedenen

Zellkultursystemen.

Fibroblasten % HL-1 % HCT 116 %
Vergleich SKoSA | KA SKe-SA | KeoA SKoSA | KeoA
GAPDH 2 4 50 3 7 43 2 6 33
Beta-Aktin 1 3 33 1 3 33 2 6 33
IPP 2 3 66 3 7 43 0 4 0
LIS 2 3 66 1 4 25 2 4 50
FKBP 1 5 20 2 5 40 4 8 50
PPlase 1 4 25 1 4 25 3 6 50
gesamt 9 21 43 11 30 37 13 34 38

In den HL-1 Zellen und den Fibroblasten konnten verschiedene Datensatze fur alle
Kandidaten bestétigt werden. Im Folgenden sollen die einzelnen Daten genauer betrachtet

und mit den Proteindaten verglichen werden.
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4.2.1 Expressionsunterschiede in Fibroblasten

4.2.1.1 GAPDH

Fir GAPDH konnten nach 60 Minuten und nach 150 Minuten statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Aldosteronproben und den Kontrollen auch nach

Spironolactonbehandlung nachgewiesen werden.

2,5
_ K A o SK SA
% P - 30 - e —— S
E 45 - — P R —
-9_’15,
< 60 i W —— —
h=l
21 . 90 W e e am— —
5 I
A 120 pe— | — T —— e
£0,5 - . e —
3 150 — -
w

0 T . 180 —— — — —

K A C SK SA 210 ——

GAPDH 60 min » . s
240 e G = e

160

=

N

o
L

[}
o
I

S
o
I
*
—

Expression[% d. Referenzgens]

K A C SK SA
GAPDH 150 min

o
I

Abb. 4.2.1.1 Gegenuberstellung der Daten fir GAPDH in Fibroblasten auf RNA- und Protein-Ebene.
Fibroblasten wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen
Ethanol (K) inkubiert. Fir Spironolactonproben erfolgte eine 30-minltige Prainkubation mit 10 uM
Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt
wurde. In den Diagrammen der RT-PCR sind die statistischen Signifikanzen der Proben
gekennzeichnet. Unterscheidet sich eine Probe statistisch signifikant von allen anderen, so ist die
entsprechende Probe gekennzeichnet. Dabei liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw.
p<0,001 (**)

Zu beiden Zeitpunkten, zu denen sich Unterschiede im Expressionsprofil fir GAPDH zeigen
lieBen, liegt die Expressionsrate auf einem sehr niedrigen Niveau. In der Kontrolle wurde
nach 60 Minuten, gemessen am Referenzgen, nur knapp 2 % der Expression gefunden. Der
Wert fir Aldosteron, Corticosteron und die Spironolactonkontrolle liegt statistisch signifikant
darunter, in der Kombinationsprobe konnte keine Expression nachgewiesen werden. Auch
nach 150 Minuten ist die Expression in der Kontrolle sehr niedrig. Zu diesem Zeitpunkt
jedoch ist die Expression in allen anderen Proben hdher als in der Kontrolle. Fir beide Zeiten
liegen die Werte in der Corticosteronprobe in einem vergleichbaren Bereich zur
Aldosteronprobe, dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich um einen allgemeinen

Steroideffekt handelt. Auffallend ist, dass zu beiden Zeitpunkten der Wert in der
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Kombinationsprobe von den Ubrigen Proben abweicht. Nach 60 Minuten konnte keine
Expression in der Kombinationsprobe nachgewiesen werden. Der Wert in der
Aldosteronprobe liegt unter dem der Kontrolle, Spironolacton allein 16st ebenfalls eine
verringerte Expression aus. In der Kombination aus Spironolacton und Aldosteron scheinen
sich diese Effekte zu summieren.

Nach 150 Minuten ist die Richtung der Reaktion entgegengesetzt, das Verhalten der
einzelnen Proben zueinander bleibt jedoch konstant. In der Aldosteronprobe ist die
Expression ebenso wie in der Corticosteronprobe und der Spironolactonkontrolle
hochreguliert, in der Kombinationsprobe liegt wiederum ein noch héherer Wert vor. Dabei
liegt die Expressionsrate mit 112% sogar Uber der Summe der Einzelwerte aus
Spironolactonkontrolle (46 %) und der Aldosteronprobe (25%). In der Proteinexpression
spiegeln sich diese Unterschiede nicht wider. Auffallend ist jedoch, dass die Expression von
GAPDH auch auf Proteinebene starken Schwankungen unterworfen ist. Nach 90 Minuten
liegen die Signale in den Aldosteronproben jeweils leicht unter den Kontrollen, unterscheiden
sich jedoch nicht voneinander. Nach 120 Minuten sind die Signale in den Aldosteronproben
jedoch héher als in den Kontrollen, hierzu gibt es ebenfalls keine Entsprechung auf RNA-

Ebene.

4.2.1.2 Beta-Aktin
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Abb. 4.2.1.2 Gegenilberstellung der Daten fir Beta-Aktin in Fibroblasten auf RNA- und Protein-
Ebene. Fibroblasten wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen
Volumen Ethanol (K) inkubiert. Fur Spironolactonproben erfolgte eine 30-minltige Prainkubation mit
10 yM Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK)
zugesetzt wurde. In dem Diagramm der RT-PCR sind die statistischen Beziehungen der Proben durch
Klammern gekennzeichnet, dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**).

Fur Beta-Aktin konnten nur zu einem Zeitpunkt statistisch signifikante Daten erzielt werden,

in denen Aldosteron auch nach Spironolactonbehandlung zum gleichen Effekt flhrte. Hierbei
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handelt es sich ebenfalls um den Untersuchungszeitpunkt von 60 Minuten, die Kontrolle und
die Spironolactonkontrolle liegen dabei mit rund 130% oberhalb der Expression des
Referenzgens. Spironolacton allein fihrt zu keiner Verédnderung im Expressionsmuster von
Beta-Aktin. Der Wert in der Kombinationsprobe liegt zwar leicht unterhalb der Werte in der
Aldosteronprobe und der Corticosteronprobe, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant
davon. Auch hier scheint es sich um einen eher generellen Steroideffekt zu handeln. Wie im
Fall des GAPDH kénnen die Unterschiede im Expressionsprofil auf der RNA-Ebene in der
Proteinebene nicht bestatigt werden. Die Proteinexpression ist Uber die Zeit starken
Schwankungen unterworfen, die Signalstérke innerhalb der Proben liegt dabei meist auf
einem Niveau. Nach 120 Minuten ist das Signal in der Aldosteronprobe etwas stérker als in
anderen Proben, im Expressionsprofil auf RNA-Ebene lassen sich diese Unterschiede nicht
erkennen. Nach 240 Minuten ist das Signal in beiden Aldosteronproben gegeniiber den

Kontrollen erhéht, auch hierzu finden sich jedoch keine passenden RNA-Daten.
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Abb. 4.2.1.3 Vergleich der IPP-Daten in Fibroblasten auf RNA-Ebene. Fibroblasten wurden mit 10 nM
Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen Ethanol (K) inkubiert. Fr
Spironolactonproben erfolgte eine 30-mindtige Prainkubation mit 10 uM Spironolacton, bevor ihnen 10
nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. In den Diagrammen der
RT-PCR sind die statistischen Signifikanzen der Proben gekennzeichnet. Unterscheidet sich eine
Probe statistisch signifikant von allen anderen, so ist die entsprechende Probe gekennzeichnet. Dabei
liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**) Sowohl nach 120 als auch nach 150
Minuten fiihrt Aldosteron zu geringerer Expression im Vergleich zur Kontrolle.

In den Expressionsprofilen von IPP finden sich statistisch signifikante Daten nach 120 und
150 Minuten. Zu beiden Zeitpunkten ist die Expression auf einem sehr niedrigen Niveau, in
der Kontrolle liegt der Wert bei 12 %, bzw. 20 % des Referenzgens. Dabei zeigt die Kontrolle
fur beide Zeiten den jeweils héchsten Wert. In der Spironolactonkontrolle liegt der Wert fur
beide Falle darunter. Die Expression von IPP in der Corticosteronprobe liegt nach 120

Minuten Uber den Werten fur die Aldosteronprobe und die Spironolactonkontrolle, nach 150
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Minuten hingegen auf dem gleichen Niveau wie die Aldosteronprobe, aber unterhalb der
Spironolactonkontrolle. Fiur beide Untersuchungszeitpunkte ist die Expression in der
Kombinationsprobe am geringsten. Fur IPP liegen keine Proteindaten vor, da die Western
Blots keine Signale lieferten. Zumindest fir die hier betrachteten Zeiten lie3e sich dies durch

die geringe Expression von IPP erklaren.

4.2.1.4 LIS
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Abb. 4.2.1.4 Gegeniberstellung der Daten fir LIS in Fibroblasten auf RNA- und Protein-Ebene.
Fibroblasten wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen
Ethanol (K) inkubiert. Fur Spironolactonproben erfolgte eine 30-minltige Prainkubation mit 10 yM
Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt
wurde. In den Diagrammen der RT-PCR sind die statistischen Beziehungen der Proben durch
Klammern gekennzeichnet, dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**).
Unterscheidet sich eine Probe signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit
wegen gekennzeichnet.

Die Gegenuberstellung der Expressionsdaten fur LIS in Fibroblasten ergibt nach 60 Minuten
gegensatzliche Ergebnisse. Die Proteindaten fiihren ebenso wie die RNA-Daten zu gleichen
Werten flr jeweils die Kontrollen bzw. die Gbrigen Proben. Wéahrend jedoch auf RNA-Ebene
die Werte fir Aldosteron im Vergleich zu den Kontrollen abgesenkt sind, zeigen die Blots
deutlich starkere Werte fir diese Proben. Die Proben fir beide Experimente stammen aus

parallel praparierten Schalen, die zum gleichen Zeitpunkt verarbeitet wurden. Eine mégliche
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Interpretation liegt darin, dass es sich bei der erhdhten Expression auf RNA-Ebene bereits
um einen Regulationsmechanismus der Zelle handelt.

Nach 150 Minuten liegen auf RNA-Ebene erneut geringere Expressionswerte fir die Proben
nach Steroidwirkung vor. Die Unterschiede zwischen den Proben finden sich auf
Proteinebene nicht wieder, jedoch ist aufféllig, dass die Signale in den Blots verhaltnismaRig
stark sind, wahrend die Expressionswerte auf RNA-Ebene fiir alle Proben unterhalb 1% des
Referenzgens liegen. Die Kontrolle ist auf den Blots die Probe mit dem schwéachsten Signal,

wéhrend der Wert auf RNA-Ebene am hochsten ist.

4.2.1.5 FKBP & PPlase
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Abb. 4.2.1.5 Vergleich der Daten fir FKBP und PPlase in Fibroblasten auf RNA-Ebene. Fibroblasten
wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen Ethanol (K)
inkubiert. Fur Spironolactonproben erfolgte eine 30-minitige Prainkubation mit 10 yM Spironolacton,
bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. In den
Diagrammen der RT-PCR sind die statistischen Beziehungen der Proben durch Klammern
gekennzeichnet, dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**). Unterscheidet
sich eine Probe signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit wegen
gekennzeichnet. Sowohl fir FKBP als auch fir PPlase ist nach 60 Minuten die Expression in den
Aldosteronproben im Vergleich zu den Kontrollen verringert. Auch Spironoacton verringert die
Expression, in den Kombinationsproben (SA) summiert sich dieser Effekt.

Da fir FKBP und PPlase keine Proteindaten vorliegen, sollen jeweils die Daten auf RNA-
Ebene miteinander verglichen werden, da beide Proteine zur gleichen Enzymfamilie der
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerasen gehéren. Fir die Fibroblasten ergeben sich fur beide
Proteine statistisch signifikante Daten nach 60 Minuten. In beiden Fallen ist die Expression in
den Aldosteronproben geringer als in den entsprechenden Kontrollen. Die Expression in der
Spironolactonkontrolle ist gegenliber der Kontrolle ebenfalls statistisch signifikant abgesenkt
und liegt auf dem gleichen Niveau wie in den Aldosteron- und Corticosteronproben. In der
Kombinationsprobe liegen die Werte jeweils signifikant unter den anderen Proben. Ebenso
wie bei der Expression der GAPDH scheinen sich also in den Kombinationsproben die

Effekte des Spironolactons und des Aldosterons zu addieren. Die Expressionsprofile fur
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FKBP sehen sich insgesamt sehr &hnlich und unterscheiden sich im Wesentlichen lediglich
in der Expressionsstarke. Mit einer Expression unter 10% des Referenzgens ist FKBP dabei
weniger reprasentiert als PPlase.

Zusammenfassend konnten flir die primaren Fibroblasten auf RNA-Ebene fir alle
Kandidaten Aldosteroneffekte unabhéngig von der Spironolactonbehandlung validiert
werden. Ein Schwerpunkt liegt bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten, hier konnten fur finf
der sechs Kandidaten Ubereinstimmende Daten gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt
fuhrte die Inkubation mit Aldosteron durchweg zu verminderter Expression.

Fir GAPDH konnte zu einem spétereren Zeitpunkt eine erhdéhte Expression nach
Aldosteronbehandlung nachgewiesen werden. Auf die Expression von LIS und Beta-Aktin
hat Spironolacton keinen Einfluss, fur die anderen Kandidaten konnte eine verdnderte
Expression auch in der Spironolactonkontrolle beobachtetet werden.

Die RNA- und Proteindaten korrelieren dabei kaum, Ubereinstimmende Veranderungen
konnten nicht gefunden werden. Fir die Expression von LIS gab es reziproke Daten.

Fir alle Kandidaten schwankt die Signalstarke in den Western Blosts bei den verschiedenen
Inkubationszeiten und z. T. auch zwischen den Proben beachtlich. Ein Aldosteroneinfluss
unabhéngig von der Vorbehandlung mit Spironolacton lasst sich nicht eindeutig zeigen,
Trends in gleichen Unterschieden zwischen Aldosteronproben und Kontrollen finden sich fur
GAPDH (90 und 120 Minuten), Beta-Aktin (240 Minuten) und LIS (60 Minuten).
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4.2.2 Expressionsunterschiede in HL-1 Zellen
4.2.2.1 GAPDH
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Abb. 4.2.2.1 Gegeniiberstellung der Daten fir GAPDH in HL-1 Zellen auf RNA- und Protein-Ebene.
HL-1 Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen
Ethanol (K) inkubiert. Fur Spironolactonproben erfolgte eine 30-minltige Prainkubation mit 10 uM
Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt
wurde. In den Diagrammen der RT-PCR sind die statistischen Beziehungen der Proben durch
Klammern gekennzeichnet, dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**).
Unterscheidet sich eine Probe signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit
wegen gekennzeichnet. In HL-1 Zellen fiihrt die Inkubation mit Aldosteron nach 60 und 90 Minuten zu
verringerter Expression, nach 150 Minuten hingegen ist die Expression starker als in den Kontrollen.
Die Inkubation mit Spironolacton resultiert nur nach 150 Minuten in einer vergleichbaren Expression,
in der Kombinationsprobe summieren sich beide Effekte.

In den HL-1 Zellen wurden fir GAPDH drei verschiedene Zeitpunkte gefunden, zu denen es
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Aldosteronproben und den jeweiligen
Kontrollen gibt. Nach 30 und 90 Minuten ist die Expression in den Aldosteronproben dabei

jeweils reduziert. In beiden Fallen liegt die Expression sehr niedrig, die Kontrolle zeigt 5%
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Expression (30 min), bzw. <1 % Expression (90 min). Nach 30 Minuten ist die Expression in
der Spironolactonkontrolle gegenuber der Kontrolle erhdht, dieser Unterschied findet sich
auch im Vergleich der Aldosteronproben wieder. Die Kombinationsprobe liegt deutlich Gber
der Aldosteronprobe, dieser Effekt des Spironolactons ist nach 90 Minuten nicht mehr zu
beobachten, hier liegen die beiden Kontrollen ebenso wie die beiden Aldosteronproben
jeweils auf einem Niveau. Nach 150 Minuten ist die Expression in den Aldosteronproben
gegenliber den Kontrollen verstarkt, hier ist ebenfalls ein stimulierender Effekt des
Spironolactons zu beobachten. Wenn sich auch die Einzelwerte voneinander unterscheiden,
so gibt es dennoch Gemeinsamkeiten im Expressionsprofil der Fibroblasten und der HL-1
Zellen:

Beide zeigen eine geringe Expression von GAPDH bei kurzen Inkubationszeiten, wobei die
Werte in den Aldosteronproben jeweils unterhalb der Werte der Kontrollen liegen. Nach
ldngeren Inkubationszeiten kann ein stimulierender Effekt des Aldosterons beobachtet
werden, gleiches trifft fir das Spironolacton zu, in der Kombinationsprobe addieren sich
diese Effekte.

Auch fiir die HL-1 Zellen gibt es keine direkten Ubereinstimmungen der Daten auf RNA- und
Proteinebene.

Erneut fallen die starken Schwankungen der Signale im Zeitverlauf und zwischen den
Proben auf Proteinebene auf. Nach 90 Minuten ist das Signal in der Aldosteronprobe
gegeniuber der Kontrolle erhéht, hier findet sich jedoch keine Entsprechung in der
Kombinationsprobe. Nach 120 Minuten sind die Signale insgesamt sehr schwach, beide
Aldosteronproben liegen jedoch deutlich Uber den Kontrollen, das stérkste Signal zeigt

jedoch die Corticosteronprobe.
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4.2.2.2 Beta-Aktin
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Abb. 4.2.2.2 Gegenuberstellung der Daten fur Beta-Aktin in HL-1 Zellen auf RNA- und Protein-Ebene.
HL-1 Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen
Ethanol (K) inkubiert. Fur Spironolactonproben erfolgte eine 30-minltige Prainkubation mit 10 yM
Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt
wurde. In RT-PCR-Diagramm sind die statistischen Beziehungen der Proben durch Klammern
gekennzeichnet, dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**). Unterscheidet
sich eine Probe signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit wegen
gekennzeichnet.

Fur die Expression von Beta-Aktin konnten fur einen Datensatz statistisch signifikante
Unterschiede zwischen jeweils den Aldosteronproben und den Kontrollen gefunden werden.
Es handelt sich um den Zeitpunkt von 90 Minuten, die Expression ist in allen Proben sehr
gering (unter 1% ). Dabei unterscheidet sich der Wert in der Corticosteronprobe nicht von
den beiden Kontrollen, jedoch von beiden Aldosteronproben, was ein Hinweis darauf sein
kénnte, dass die Reaktion spezifisch fur Aldosteron ist. Die Proteindaten zum gleichen
Inkubationszeitpunkt zeigen deutliche Banden in allen Proben, lediglich die
Kombinationsprobe liefert ein etwas schwacheres Signal. Auch hier lassen sich also keine
direkten Zusammenhange zwischen den Daten auf RNA- Ebene und Proteinebene

herstellen.
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Abb. 4.2.2.3 Vergleich der IPP-Daten in HL-1 Zellen auf RNA-Ebene. HL-1 Zellen wurden mit 10 nM
Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen Ethanol (K) inkubiert. Fr
Spironolactonproben erfolgte eine 30-mindtige Prainkubation mit 10 uM Spironolacton, bevor ihnen 10
nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. In RT-PCR-Diagramm
sind die statistischen Beziehungen der Proben durch Klammern gekennzeichnet, dabei ist die
Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**). Unterscheidet sich eine Probe signifikant von
allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit wegen gekennzeichnet.

Fur die Expression von IPP konnten drei verschiedene Inkubationszeiten bestimmt werden,
zu denen die Expression in den Aldosteronproben statistisch signifikant von den Proben
abweicht. Nach 90 Minuten sind die Signale in den Aldosteronproben geringer als in den
Kontrollen, die Gabe von Spironolacton allein fihrt zu keiner Veranderung. Der Wert in der
Corticosteronprobe zeigt fir diesen Zeitpunkt eine groRe Standardabweichung und
unterscheidet sich aufgrund dessen nicht von anderen Proben, so dass eine Aussage Uber
die Spezifitdt der Reaktion nicht getroffen werden kann. Auch hier liegt die Expression fir
alle Proben auf einem sehr geringen Niveau. Die Expression nach 150 Minuten ist ebenfalls
durch Aldosteron beeinflusst. Hier ist die Expression in den Aldosteronproben gréRer als in
den Kontrollen, Spironolacton flhrt zu einer Erhéhung der Expression auf das Niveau der
Aldosteronprobe, in der Kombinationsprobe kommt es zu einer Addition der Effekte. Der
Wert der Corticosteronprobe ist ebenfalls erhéht und liegt auf einem Niveau mit der
Kombinationsprobe. Dabei liegen die Expressionswerte (iber den Werten der friilhen Zeit, mit
Werten zwischen 10 und 25 % aber deutlich unter der Expression des Referenzgens. Nach

180 Minuten wiederum ist die Expression in allen Proben deutlich héher. Die Kontrolle zeigt

142



4. DISKUSSION

180 % der Expression des Referenzgens, die Werte in der Aldosteronprobe sowie der
Corticosteronprobe und der Spironolactonkontrolle liegen nahe beieinander mit Werten
zwischen 100 und 116 %, hier kommt es also zu einer Beeinflussung durch Spironolacton,
wobei es sich erneut um eine Verringerung der Expression handelt. Der Wert in der
Kombinationsprobe liegt mit 55% deutlich darunter und zeigt somit ebenfalls die
Kombination der einzelnen Effekte von Spironolacton und Aldosteron.

Auffallend ist, dass die Reaktion in den Aldosteronproben zu verschiedenen Zeiten in

verschiedene Richtungen geht, dieser Umstand soll zu einem spéateren Zeitpunkt diskutiert

werden.
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Abb. 4.2.2.4 Gegenulberstellung der Daten fiir LIS in HL-1 Zellen auf RNA- und Protein-Ebene. HL-1
Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen Ethanol (K)
inkubiert. Fur Spironolactonproben erfolgte eine 30-minitige Prainkubation mit 10 yM Spironolacton,
bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. In RT-
PCR-Diagramm sind die statistischen Beziehungen der Proben durch Klammern gekennzeichnet,
dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**).

Auch flir die Expression von LIS gibt es einen Datensatz mit statistisch signifikanten
Unterschieden in der Expression. In den Aldosteronproben ist die Expression erniedrigt,
auch die Gabe von Spironolacton allein fihrt zu einer reduzierten Expression auf das Niveau
der Aldosteronprobe. In der Kombinationsprobe ist die Expression noch geringer, auch hier
kann also die Kumulation der Effekte beobachtet werden. Die Expression der
Corticosteronprobe liegt etwas hdéher als in der Kontrolle, unterscheidet sich jedoch nicht

signifikant. Der Effekt kann somit als spezifisch fiur Aldosteron betrachtet werden. In den
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Western Blots zeigen sich schwankende Expressionswerte Uber die Zeit und zwischen den
Proben, insgesamt ist die Expression eher schwach. Zu Beginn ist kein Signal in den

Kontrollen detektierbar, nach 240 Minuten in keiner der Proben.

4.2.2.5 FKBP & PPlase
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Abb. 4.2.2.5 Vergleich der Daten fur FKBP und PPlase in HL-1 Zellen auf RNA-Ebene. HL-1 Zellen
wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen Ethanol (K)
inkubiert. Fir Spironolactonproben erfolgte eine 30-minitige Prainkubation mit 10 yuM Spironolacton,
bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. In RT-
PCR-Diagramm sind die statistischen Beziehungen der Proben durch Klammern gekennzeichnet,
dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**). Unterscheidet sich eine Probe
signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit wegen gekennzeichnet.

Die Expression von FKBP und PPlase wird in HL-1 Zellen durch Aldosteron reduziert, fir
FKBP gibt es dazu eine kurzfristige Beeinflussung nach 30 Minuten, hier zeigt Spironolacton
allein ebenfalls eine geringere Expression als die Kontrolle, der Corticosteronwert liegt auf
einem Niveau mit der Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle, in der
Kombinationsprobe ist der Wert weiter abgesenkt. In der spateren Phase hingegen (180 min)
hat Spironolacton keinen Einfluss mehr, die Werte beider Kontrollen unterscheiden sich
nicht. Fir PPlase konnten Unterschiede nach 240 Minuten beobachtet werden, auch hier
fihrt Spironolacton zu verminderter Expression, der Wert in der Spironolactonkontrolle liegt

mit 1,2 % statistisch signifikant unter dem Wert in der Aldosteronprobe (1,8 % ), wahrend die
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Kombination aus Spironolacton und Aldosteron die Expression noch weiter absenkt (0,4 % ).
Anders als beim FKBP ist die Expression von PPlase in der Corticosteronprobe weniger
stark beeinflusst, der Wert liegt zwar signifikant unterhalb der Kontrolle, jedoch ebenso

deutlich Uber den Werten der Aldosteronprobe und der Spironolactonkontrolle.

4.2.3 Expressionsunterschiede in HCT116 Zellen
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Abb. 4.2.3.1 Gegeniberstellung der Daten fir GAPDH in HCT 116 Zellen auf RNA- und Protein-
Ebene. HCT116-Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen
Volumen Ethanol (K) inkubiert. Fiir Spironolactonproben erfolgte eine 30-minltige Prainkubation mit
10 yM Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK)
zugesetzt wurde. In den Diagrammen der RT-PCR sind die statistischen Signifikanzen der Proben
gekennzeichnet. Unterscheidet sich eine Probe statistisch signifikant von allen anderen, so ist die
entsprechende Probe gekennzeichnet. Dabei liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw.
p<0,001 (**)

Die Expression von GAPDH in HCT 116 Zellen weicht etwas von der Expression in den
Ubrigen Zelllinien ab, nach 45 Minuten Inkubationszeit kommt es hier zur verstérkten
Expression in den Aldosteronproben. Die Werte fur Aldosteron, Corticosteron und die
Spironolactonkontrolle liegen dabei gleich hoch, auch hier zeigt Spironolacton also einen
Effekt, der dem des Aldosterons vergleichbar ist. In der Kombinationsprobe liegt der Wert
signifikant héher, auch hier kann also eine Addition der Effekte beobachtet werden. Nach
150 Minuten hingegen stellt sich der Einfluss des Aldosterons mindernd auf die Expression
dar, erneut kann dem Spironolacton ebenfalls ein Effekt zugeordnet werden. In Bezug auf

die Empfindlichkeit gegeniber Spironolacton zeigt sich die Expression in allen Zelllinien
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einheitlich. Wahrend jedoch in den Fibroblasten und den HL-1 Zellen eine frihe
Verminderung und eine spate Erhéhung der Expression auftritt, zeigen die HCT 116 Zellen
das entgegengesetzte Phdnomen.

In den Western Blots treten erneut stark schwankende Signale Uber den Zeitverlauf auf.
Dabei zeigen die Proteindaten keine Entsprechungen zu den RNA-Daten. Die Starke der
Signale variiert zwischen den Proben, nach 240 Minuten kann in den Aldosteronproben

keine Expression nachgewiesen werden.

4.2.3.2 Beta-Aktin
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Abb. 4.2.3.2 Gegeniberstellung der Daten fiir Beta-Aktin in HCT116 Zellen auf RNA- und Protein-
Ebene. HCT116-Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen
Volumen Ethanol (K) inkubiert. Fiir Spironolactonproben erfolgte eine 30-minitige Prainkubation mit
10 uM Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK)
zugesetzt wurde. In RT-PCR-Diagramm sind die statistischen Beziehungen der Proben durch
Klammern gekennzeichnet, dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**).
Unterscheidet sich eine Probe signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit
wegen gekennzeichnet.
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Auch fur Beta-Aktin stellen sich die Daten in den HCT 116 Zellen etwas anders dar als in den
beiden anderen Zelllinien. Es gibt mehr Datensdtze mit Unterschieden als in den anderen
Zelllinien, der erste Effekt tritt dabei aber spater auf. Nach 120 Minuten kommt es zur
verminderten Expression dieses Proteins. Dabei liegen die Werte in der Aldosteronprobe
gleich hoch wie in der Spironolactonkontrolle. In der Kombinationsprobe ebenso wie in der
Corticosteronprobe ist die Expression niedriger.

Im weiteren Zeitverlauf (180 min) ist die Expression von Beta-Aktin nach Aldosteroninku-
bation erhdht, Spironolacton und Corticosteron zeigen hingegen gleiche Werte auf etwas
geringerem Niveau als in der Kontrolle. Nach 240 Minuten tritt erneut eine verminderte
Expression auf. Wie nach 120 Minuten ist die Spironolactonkontrolle ebenfalls davon
betroffen und die Expression in der Corticosteronprobe liegt noch unterhalb der der
Kombinationsprobe.

In den Western Blots zeigen sich sehr starke Signale in allen Proben nach 30 und 45
Minuten, danach nimmt die Expression deutlich ab, Unterschiede, die unabhéngig von der
Spironolactonbehandlung zwischen den Aldosteronproben und den Kontrollen vorliegen,

treten dabei nicht auf.
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Abb. 4.2.3.3 Gegenuberstellung der Daten fiir LIS in HCT116 Zellen auf RNA- und Protein-Ebene.
HCT116-Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen
Ethanol (K) inkubiert. Fir Spironolactonproben erfolgte eine 30-miniitige Prdinkubation mit 10 yM
Spironolacton, bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt
wurde. In den Diagrammen der RT-PCR sind die statistischen Signifikanzen der Proben
gekennzeichnet. Unterscheidet sich eine Probe statistisch signifikant von allen anderen, so ist die
entsprechende Probe gekennzeichnet. Dabei liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw.
p<0,001 (**)

Die Expression von LIS ist nach der Aldosteronbehandlung reduziert, hier kommt es zu
einer frlhen Reaktion nach 45 Minuten, von der die Spironolactonprobe nicht betroffen ist,
der Wert liegt zwar tendenziell unter dem der Kontrolle, es liegt jedoch keine Signifikanz vor.
Die Expression in der Corticosteronprobe entspricht der der Aldosteronprobe, in der
Kombinationsprobe ist die Expression noch niedriger.

Nach 150 Minuten kommt es ebenfalls zu verminderter Expression in den Aldosteronproben,
diesmal liegt auch die Expression in der Spironolactonkontrolle signifikant unter der
Kontrolle.

Die Signale in den Western Blots sind insgesamt deutlich stérker als in den Fibroblasten und
den HL-1 Zellen, dabei sind die Signale nach 60 Minuten in allen Proben besonders stark,
die Signale unterscheiden sich dabei nur geringfligig voneinander. Nach 120 Minuten ist das
deutlich stérkste Signal in der Kombinationsprobe zu sehen, die anderen Proben liegen hier

gleichermalien schwacher vor.
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4.2.3.4 FKBP & PPlase
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Abb. 4.2.3.5 Vergleich der Daten fir FKBP und PPlase in HCT 116 Zellen auf RNA-Ebene. HCT116-
Zellen wurden mit 10 nM Aldosterone (A), Corticosteron (C), bzw. dem gleichen Volumen Ethanol (K)
inkubiert. Fir Spironolactonproben erfolgte eine 30-minitige Prainkubation mit 10 yuM Spironolacton,
bevor ihnen 10 nM Aldosteron (SA) oder das gleiche Volumen Ethanol (SK) zugesetzt wurde. In RT-
PCR-Diagramm sind die statistischen Beziehungen der Proben durch Klammern gekennzeichnet,
dabei ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 (*), bzw. p<0,001 (**). Unterscheidet sich eine Probe
signifikant von allen anderen, so ist sie der besseren Ubersichtlichkeit wegen gekennzeichnet.
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Fir die Expression von FKBP und PPlase gibt es in den HCT 116 Zellen die meisten
Datensatze mit Unterschieden zwischen den Aldosteronproben und den Kontrollen. Dabei
zeigen sich groRe Ubereinstimmungen zwischen den Kandidaten, haufig sind die gleichen
Zeiten betroffen, in vielen Fallen liegt die Expression zumindest der Kontrolle nahezu
identisch vor und auch bei den anderen Proben gibt es nur geringe Unterschiede. Haufig
entspricht der Wert in den Corticosteronproben dem des Aldosterons. Die HCT 116 Zellen
zeigen hier vermutlich eine generelle Empfindlichkeit gegenuber Steroiden. Zu einem
Zeitpunkt (60 min) unterscheiden sich jedoch die Werte fir die Aldosteronprobe und die
Corticosteronprobe deutlich voneinander, dieser spezifische Aldosteroneffekt tritt lediglich in
der Expression von FKBP auf, im Fall der PPlase ist die Expression in der Aldosteronprobe
deutlich gesteigert gegenliber der Kontrolle, wéhrend die Vorbehandlung mit Spironolacton
den Effekt umkehrt.

In allen verwendeten Zelllinien liegt fur die gewahlten statistischen Kriterien eine verringerte
Expression von FKBP und PPlase durch Aldosteroneinfluss vor. In den vorhergehenden
Untersuchungen in der Spalthefe war die PPlase hingegen das einzige Protein, dessen
Spotintensitat im 2-D Gel infolge der Aldosteronbehandlung zunahm.

In den Zellkulturen wird die Expression durch Aldosteron beeinflusst, mdglicherweise

geschieht dies aber Gber andere Mechanismen als in der Spalthefe.
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4.3. Einfliisse auf die Versuchsergebnisse

Bevor die untersuchten Kandidaten im Detail diskutiert werden, sollen zunachst
verschiedene allgemeine Aspekte besprochen werden. Auffallend an den Gesamtdaten war
vor allem, dass die Expressionswerte sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene starke
Schwankungen Uber den Expressionszeitraum zeigten. Auf verschiedene mdgliche

Ursachen und Interpretationsméglichkeiten soll im Folgenden eingegangen werden.

4.3.1 Der Einfluss von Spironolacton

Von Spironolacton ist bekannt, dass es eine Vielzahl nicht-genomischer Effekte hervorruft.
Da der Komplex aus Spironolacton und dem MR gréfRtenteils im Cytosol verbleibt (Lombes
et al., 1994; Sonder et al., 2006b), muss die Ursache flir eine veranderte Expression
aulerhalb des Zellkerns liegen.

In der Klinik wird Spironolacton neben der Indikation der Herzerkrankungen ebenfalls bei
Patienten mit rheumatoider und juveniler idiopathischer Arthritis eingesetzt. Bei diesen
Patienten kénnen die Entziindungsreaktionen durch die Gabe von Spironolacton gelindert
werden. Ausgehend von diesen Beobachtungen wurden in der Arbeitsgruppe von Klaus
Bendtzen Untersuchungen an humanen mononukledren Blutzellen durchgefuhrt(Sonder et
al., 2006a). Hierzu wurden die Zellen mit Spironolacton, Aldosteron, sowie den
Spironolacton-Metaboliten 7a-Thiomethyl-Spironolacton (7TS) and Canrenon (CAN) und mit
einer Kombination von Spironolacton und Aldosteron behandelt (jeweils 100 uM). Finfzehn
Minuten nach der Inkubation wurde eine Immunantwort der Zellen durch die Zugabe von
Lipopolysacchariden und Phytohdmagglutinin A eingeleitet. Nach vier Stunden wurde die
RNA isoliert und die Transkription mit Hilfe von Affymetrix Genechips untersucht.

Die vergleichende Analyse wurde mit zwei verschiedenen Auswertesystemen getrennt fir
die Zellen der einzelnen Individuen durchgefihrt, dabei wurden nur Kandidaten
aufgenommen, die auch in den unbehandelten Proben vorhanden waren, mit beiden
Auswertungen gefunden und einheitlich in allen drei Spendern beeinflusst wurden. Selbst
diese stringenten Auswahlkriterien lieferten eine Anzahl von 1018 Genen, deren
Expressionsprofil von Spironolacton beeinflusst wurde. Fir die Kombination von
Spironolacton und Aldosteron wurden 940 Gene als reguliert gefunden, wahrend flr
Aldosteron allein noch 17 Hits erzielt wurden. Canrenon zeigte keinerlei Einflulz, 7TS
beeinflusste wie Aldosteron 17 Gene. Details zu den Daten werden nicht genannt, so dass
ein Vergleich der betroffenen Gene nicht méglich ist. Mehrere Aspekte der Untersuchung
sind bemerkenswert. Die Empfindlichkeit der Zellen auf sowohl Spironolacton als auch

Aldosteron schwankt betrachtlich zwischen den einzelnen Individuen. Fir Spironolacton
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liegen die Werte zwischen ca. 1600 und 2100, fir Aldosteron schwanken die Werte im
Verhéltnis dazu sogar starker zwischen 38 und 73. Dabei zeigt der Spender, dessen
Blutzellen am empfindlichsten auf Spironolacton reagieren, die geringste Empfindlichkeit auf
Aldosteron und umgekehrt.

Da die Untersuchung sich auf die Immunantwort konzentrierte, werden im Weiteren lediglich
Daten zu Genen prasentiert, die mit der Immunantwort assoziiert sind. Von den 1018
regulierten Genen wurden 187 hochreguliert, wahrend fir eine verminderte Expression 831
Transkripte genannt werden (Sonder et al., 2006a; Sonder et al., 2006b). Dieser Umstand,
der auf die begrenzte Kapazitdt der Zellen zur Transkription zurlickzuflhren sein kdnnte,
scheint fir die verminderten Immunreaktionen verantwortlich zu sein, ein Grofdteil der
Transkripte, die von NF-kB vermittelt werden, ist herunterreguliert, lediglich der vaskulare
endothelialer Wachstumsfaktor VEGF ist hochreguliert.

Ein groflerer Einfluss von Spironolacton im Vergleich zu Aldosteron konnte flr die hier
untersuchten Kandidaten nicht bestdtigt werden. Dies kann auf die geringe Menge an
untersuchten Kandidaten zuriickzufiihren sein, kénnte jedoch ebenfalls auf eine Spezifitat
der Reaktionen fiir Aldosteron hinweisen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Sonder et al. konnte in der vorliegenden
Untersuchung haufig beobachtet werden, dass mit Spironolacton behandelten Proben
hinsichtlich der Expression die gleichen Reaktionen zeigten wie mit Aldosteron behandelte
Proben. Dies deutet einerseits auf eine Beteiligung des Mineralocorticoidrezeptors hin,
jedoch muss zumindest in den mit Spironolacton behandelten Proben die Vermittlung der
Reaktion aulRerhalb des Zellkerns vermittelt werden. Da die Reaktion durch Aldosteron zum
gleichen Zeitpunkt auftritt, kann die gleiche Wirkungsweise (potentiell im Zusammenhang mit
dem Rezeptor, jedoch aulRerhalb des Zellkerns) vermutet werden.

Auffallig ist hierbei ebenfalls, dass in diesen Fallen die Reaktion durch die Kombination aus
Spironolacton und Aldosteron zu einer verstarkten Reaktion flihrte, im Fall der GAPDH in
Fibroblasten (150 min) sogar zu einer Expression, die deutlich Uber der Summe derer aus
mit Spironolacton und Aldosteron behandelten Proben lag.

Die meisten Effekte des Aldosterons auf die Transkription traten zu frilhen Inkubationszeiten
auf, wahrend fir die Untersuchung der Immunreaktion die Proben nach vier Stunden
genommen wurden. Auch die wesentlich héhere eingesetzte Konzentration von 100 pM

kénnte fur die massive Beeinflussung der Transkription verantwortlich sein.
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4.3.2. Allgemeine Anmerkungen

4.3.2.1 Proteinkonzentrationen in Zellen

Ein Prinzip, das ganz grundséatzlich zu beachten ist, liegt in den generellen
Konzentrationsbedingungen der Zelle. Die Menge an Makromolekulen, die in der Zelle unter
normalen Arbeitsbedingungen vorliegt, ist beeindruckend, der Proteingehalt kann im Cytosol
bis zu 400 mg/ml betragen (Svedruzic und Spivey, 2006). Gibt es innerhalb der Zelle einen
erhéhten Bedarf an bestimmten Proteinen, so miissen als Ausgleich andere Proteine in der
Expression vermindert werden. Hier ist es vorstellbar, dass eine solche Ausgleichsreaktion
zunachst Uber hoch reprasentierte Proteine, wie sie GAPDH und ebenfalls Aktin darstellen,
erfolgt. Unterschiede in den Expressionsleveln kdénnen also auf eine Regulation ,zweiter

Ordnung® hinweisen.

4.3.2.2 Biologische Varianz in Zellkulturexperimenten

Alle RT-PCR Experimente wurden mit technischen Triplikaten durchgeflihrt und die
Ergebnisse gemittelt. Die biologische Varianz in Zellkulturexperimenten ist hoch, so dass
Proben aus unterschiedlichen Préaparationen zwar die gleichen Trends zeigen, die Intensitat
der Reaktion sich jedoch unterscheidet. Weitere Ursachen daflr werden in der Reihenfolge

des Versuchsablaufs genannt:

O Die Proben werden getrennt kultiviert, es werden gleich viele Zellen pro Schale ausgesét,
jedoch kdénnen sie sich in verschiedenen Schalen unterschiedlich entwickeln. Eine
Bestimmung der Zellzahl vor dem Experiment wurde nicht durchgefihrt, da das Ablésen
der Zellen mithilfe von Trypsin Uber die Interaktion mit Membranproteinen den

physiologischen Status der Zellen beeinflusst (Teng et al., 2009).

O Unterschiedliche Effizienz bei der Préparation fuhrt zu Schwankungen hinsichtlich der
Qualitat der Proben. Meiner Einschétzung nach ist es bei den Proteinproben eher mdglich,
sie in gleich bleibender Qualitdt zu praparieren, da zum einen die Proteine erheblich
stabiler sind als die RNA. Dariiber hinaus beinhaltet die Proteinpraparation weniger

Versuchsschritte.

O Neben der generell gréReren Fragilitdit der RNA-Proben werden sie sowohl bei der
Herstellung der cDNA als auch bei der RT-PCR durch eine enzymatische Reaktion
vervielfaltigt, bei der nicht nachvollziehbar ist, inwieweit alle Proben mit gleicher Effizienz

reagieren.

O Bei den priméaren Fibroblasten kommt als weiterer Faktor fur Schwankungen hinzu, dass
es sich um Préaparationen aus verschiedenen Wirfen handelt. Dabei werden die

Herzzellen der einzelnen Tiere gepoolt, Unterschiede zwischen den Individuen werden
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dadurch abgeschwécht, trotzdem handelt es sich von Préparation zu Préparation um

unterschiedliches genetisches Ausgangsmaterial.

4.3.2.3 Zellkulturbedingungen

In dieser Untersuchung wurde, wo immer mdglich, unter mdglichst physiologischen/
nattrlichen Bedingungen gearbeitet. Dies bezieht sich nicht nur auf die verwendeten
Konzentrationen der Stoffe, mit denen die Zellen behandelt wurden, sondern auch auf die
Medienbedingungen, unter denen inkubiert wurde.

Vielfach wird fir Zellkulturversuche eine Synchronisation der Zellen im Zellzyklus
durchgefiihrt. Serumdeprivation fihrt zu einem Zellzyklusarrest in der GO-Phase (lyer et al.,
1999), wahrend Chemikalien wie Aphidicolin oder Buturylacton die Zellen im Ubergang von
der G1 zur S-Phase oder im Ubergang von der G2 zur M-Phase festsetzen (Pedrali-Noy et
al., 1980). Unter diesen Bedingungen ist generell damit zu rechnen, dass die Reaktionen der
Zellen deutlicher zu beobachten sind, da das Material homogener wird und sich die Zellen
bereits im Stress befinden. Auf diese Vorgehensweise wurde bei den vorliegenden
Untersuchungen bewusst verzichtet, um eine moglichst unverfalschte Reaktion auf die

Steroide zu erhalten.

4.3.2.4 Technische Anmerkungen zur RT-PCR

Die Bestimmung der Kopienanzahl, Gber die die Normalisierung und die relative Expression
der Kandidaten im Vergleich zum Referenzgen erfolgt, wird an einer Eichgeraden
durchgefiihrt. Hierzu ist anzumerken, dass die Konzentration des Standards, der aus einer
Plasmidpraparation verdinnt wird, stabil bleibt, wahrend die cDNA Konzentration in
Abhéngigkeit der verschiedenen RNA-Praparationen variiert. Diese Ungleichheit spiegelt
sich in den Auswertungsdaten wider.

Darliber hinaus ist auffallig, dass die Konsistenz der Daten innerhalb der einzelnen
Experimente besser ist, wenn es aufgrund der cDNA-Mengen moglich war, gleiche
Ausgangsmengen in den Proben einzusetzen. In diesen Féllen lagen die Ct-Werte fir die
Referenzgene in allen Proben in einem so engen Bereich, dass die Normalisierung der
Daten nur zu minimalen Anderungen filhrte. Erforderten die ungleichen Ausbeuten der RNA-
Praparation hingegen die Vorlage unterschiedlicher Mengen cDNA, so ergaben sich fir die
Experimente ahnliche Muster in der Verteilung der Daten. Dabei lagen jedoch zwischen den
Kandidaten Unterschiede hinsichtlich der signifikanten Beziehung zwischen den Proben vor,
so dass eine ,Verfalschung“ der Daten unwahrscheinlich ist. Inwieweit dieses Ph&dnomen
eher einen ,Schatten® der Normalisierung darstellt oder auf die Ungenauigkeit der

Eichgeraden im Verhéltnis zu den Proben zuriickzufihren ist, ist unklar.
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4.3.3 Der virtuelle zeitliche Verlauf der Expression in Fibroblasten

Ein direkter Vergleich zwischen den Daten aus verschiedenen Experimenten ist nicht
maoglich. Auf technischer Seite verhindert die unterschiedliche Effizienz der PCR-L&ufe einen
direkten Vergleich. Starker wiegt sicherlich die biologische Varianz. Die Proben fir
unterschiedliche Inkubationszeiten stammen jeweils aus anderen Praparationen und sind
somit genetisch verschieden. Dies gilt vor allem fur die Fibroblasten, hier wurden jeweils die
Zellen der Tiere aus 1-2 Wirfen gepoolt, aber auch Zellen aus Zelllinien unterliegen in der
Zellkulturschale einer Mikroevolution.

Um einen besseren Uberblick zu gewinnen, soll jedoch ein ,virtueller Zeitverlauf‘ erstellt und

an einigen Beispielen besprochen werden.

4.3.3.1 GAPDH
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Abb.4.3.3.1 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von GAPDH in Fibroblasten. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)

Der Vergleich der Expression im Zeitverlauf zeigt in allen Proben das gleiche Muster, die
Starke der Schwankungen unterscheidet sich in den einzelnen Proben. Auffallend ist, dass
die Expression in der Kontrolle ebenfalls stark schwankt. Méglicherweise ist die Expression
natlrlicherweise starken Schwankungen unterworfen.

Betrachtet man die Kontrolle als Basis und bereinigt die Graphen entsprechend durch

Subtraktion der Kontrollwerte, so ergibt sich folgendes Bild.
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Abb.4.3.3.2 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von GAPDH in Fibroblasten als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).

Laufen die Proben zu den ersten Inkubationszeiten noch relativ nahe an der Kontrolle, so
kommt es im weiteren Zeitverlauf zu grélReren Schwankungen. Dabei verlaufen die Kurven
fur Aldosteron und die Kombinationsprobe aus Spironolacton und Aldosteron bis 120
Minuten weitgehend gleich. Auffallend ist die Kurve fir die Spironolactonkontrolle, sie zeigt
groRRere teilweise hohere Abweichungen zur Kontrolle als die Aldosteronproben. An der
Differenzdarstellung lasst sich gut erkennen, warum zu unterschiedlichen Zeiten die Werte
teils héher und teils niedriger liegen als in der Kontrolle: ist auch die Frequenz, mit der die
Kurven schwanken, weitgehend gleich, so unterscheiden sich die Amplituden der Kurven

voneineinander.
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4.3.3.2 Beta-Aktin
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Abb.4.3.3.2.1 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von Beta-Aktin in Fibroblasten. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten,
dabei wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron
(C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10
UM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.4.3.3.2.2 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von Beta-Aktin in Fibroblasten als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).

Das Expressionsmuster von Beta-Aktin Uber die Zeit ahnelt hinsichtlich des Kurvenverlaufs

dem des GAPDH, jedoch tritt eine Verminderung der Expression verzdgert auf. Zwischen 60
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und 210 Minuten schwankt die Expression in der Kontrolle jedoch kaum, so dass die
Unterschiede in der Differenzdarstellung gréRer sind als beim GAPDH.

Fir Beta-Aktin gibt es nach 60 Minuten kaum noch Unterschiede von der Kombinationsprobe
zur Kontrolle; bis 180 Minuten verlduft die Kurve sehr nah an der Kontrolle. Im Gegensatz
dazu gibt es jedoch grofle Schwankungen sowohl in der Corticosteronprobe als auch in der
Spironolactonkontrolle. Geht man davon aus, dass der Effekt des Aldosterons durch das
Spironolacton gedampft wird, so bleibt in diesem Fall die Frage offen, welcher Art der Effekt
ist, der in der Spironolactonkontrolle auftritt.

Die Kurvenverlaufe fiur die Expression von IPP und LIS sind &hnlich (vgl. Abb. 6.1 und 6.2),
lediglich die Corticosteronprobe ist im Falle des IPP vollstédndig von den anderen Proben
unterschiedlich. Die Expressionsprofile von FKBP und PPlase weisen jedoch einige

interessante Aspekte auf und sollen genauer betrachtet werden.

4.3.3.3 FKBP
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Abb.4.3.3.3.1 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von FKBP in Fibroblasten. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.4.3.3.3.2 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von FKBP in Fibroblasten als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).

Bei der Expression von FKBP verschieben sich die Frequenzen der Kurven zwischen den
einzelnen Proben. Die beiden Spironolactonproben laufen fast tGber den gesamten Zeitraum
sehr nahe zueinander. Durch die Frequenzunterschiede lasst sich dies in der

Differenzdarstellung jedoch nicht mehr nachvollziehen.
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4.3.3.4 PPlase
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Abb.4.3.3.7 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von PPlase in Fibroblasten. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)

Wie bei der Expression von FKBP kommt es im Falle der PPlase zu nahezu identischen
Kurven zwischen den beiden Spironolactonproben. Im Gegensatz zum FKBP ist jedoch die
Frequenz zwischen den Proben weniger unterschiedlich, so dass sich auch in der

Differenzdarstellung gleichlaufende Kurven ergeben.
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Abb.4.3.3.8 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von PPiase in Fibroblasten als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Die Abbildungen der virtuellen Zeitverlaufe und der Differenzdarstellungen zur Kontrolle fir
die Ubrigen Kandidaten und Zellkultursysteme findet sich im Anhang (Abb. 6.1-Abb.6.28).
Insbesondere vor dem Hintergrund, dass man lange Zeit von Beta-Aktin und GAPDH
postuliert hat, sie seien permanent stabil exprimiert, stellt sich die Dynamik der Expression
zunachst Uberraschend dar.

Bedenkt man jedoch, dass zur Transkription DNA entwunden werden muss, um sie ablesen
zu kénnen, so erscheint die Mdglichkeit, dass die Expression dynamisch um einen Sollwert
oszilliert, eine geschickte Moglichkeit, mit den Ressourcen der Zelle zu haushalten. Die
Beobachtung, dass zum gleichen Zeitpunkt hohe Proteinmengen, aber geringe RNA-Mengen
vorliegen, wie es bei der Expression von LIS in Fibroblasten nach 60 Minuten Inkubationszeit
der Fall war, wirde sich in diesen Zusammenhang gut einfigen.

Ein weiterer Ansatz zu Dynamik der Expression kdnnte die zirkadiane Abhangigkeit sein.
HMG-CoA-Reduktase, Squalen Epoxidase und CYP7A1 sind an der Biosynthese des
Cholesterins beteiligt, alle drei werden zirkadian exprimiert und zeigen die gréfte Expression
ungeféhr in der Mitte der Wachphase (Sukumaran et al., 2010). Auch der Blutdruck schwankt
im 24h Rhythmus und Steroidhormone werden in Abh&ngigkeit von der Tageszeit freigesetzt.
Von Gewebekulturen aus Pflanzen (A. thaliana, Brassica rapa) weil¥ man, das die Zellen in
der Lage sind, einem stabilen zirkadianen Rhythmus zu folgen (Xu et al., 2010). Mittlerweile
sind auch die ersten Zelllinien bekannt, die in der Lage sind, einen zirkadianen Rhythmus
aufrecht zu erhalten (Chalmers et al., 2008). Inwiefern unter physiologischen Bedingungen
ein zirkadianer Rhythmus in Zellkulturen auftritt, ist nicht bekannt. Wenn die Freisetzung von
Hormonen tageszeitlich unterschiedlich ist, so erscheint es im Umkehrschluss auch

wahrscheinlich, dass die Sensitivitat auf Signale im Tagesverlauf schwankt.
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4.4 Wie konnen die Kandidaten durch Aldosteron beeinflusst werden?

Nachdem bisher eher allgemeine Bemerkungen zu den Daten diskutiert wurden, sollen nun
die Kandidaten und die potentiellen Zusammenhé&nge zur Aldosteronwirkung diskutiert
werden (vgl. Abb. 4.4.1).

4.4.1 GAPDH & Aldosteron — eine mégliche biologische Verkniipfung

Die Funktionen, die GAPDH in der Zelle erfillt, sind vielfaltig. Neben der Umsetzung von 3-
Phosphoglycerat zu 1,3-Bisphosphoglycerat in der Glykolyse und der Gluconeogenese kann
GAPDH z. B. Strukturproteine der Muskeln binden oder mit Nukleinsduren interagieren.
Svreduzic et al. konnten eine spezifische Interaktion von GAPDH aus Mammaliern mit
L-Lactat-Dehydrogenase aus Herz und Muskel unter hohen Proteinkonzentrationen zeigen.
Der Proteingehalt der Zelle kann im Cytosol bei einer Proteinkonzentration zwischen 200 und
400 mg/ml liegen, in der mitochondriellen Matrix kann die Proteinkonzentration sogar bis zu
560 mg/ml betragen. Unter diesen Bedingungen kénnen Interaktionen zwischen Proteinen
beobachtet werden, die im aufgereinigten Zustand nicht miteinander wechselwirken kénnen.
Die Simulation dieser Bedingungen in Polyethylengklykol-Lésung fuhrte zu der Entdeckung,
dass GAPDH aus Mammalierzellen in der Lage ist, Interaktionen mit Lactat-Dehydrogenase
aus Herz und Muskelzellen einzugehen. Diese Interaktionen sind spezifisch, sie konnten fir
zwei verschiedene Isozyme der L-Lactat-Dehydrogenase gezeigt werden, die sich hinsicht-
lich der Nettoladung und ihrer Léslichkeit in PEG unterscheiden. Daruber hinaus fand keine
Interaktion statt, wenn einer der beiden Bindungspartner durch Molekule ersetzt wurde, die in
GréRe und Ladung &hnlich sind. Selbst Bindung zur GAPDH aus anderen Spezies (obwohl
hochkonserviert und mit Uber 55% Sequenzidentitdt) erfolgte nicht. Als biologische
Schlussfolgerung erméglicht die Interaktion zwischen GAPDH und L-Lactat-Dehydrogenase
eine Einflussnahme auf den NAD*/ NADH-Metabolismus (Svedruzic und Spivey, 2006)
GAPDH und LDH sind Teil der Glykolyse, die die Zellen mit metabolischen Vorlaufern
versorgt und eine schnelle Energiequelle darstellt. Der cytosolische NAD*/ NADH-Pool kann
die Zellatmung, den mitochondrialen NAD*/ NADH-Pool sowie zelluldre anabole Prozesse,
die wiederum vom NAD’/NADH-Pool abhingen beeinflussen. Diese drei Speicher sind
hochgradig unbalanciert mit einem Verhaltnis von NAD* zu NADH von 700 im Cytosol, 0,1 in
den Mitochondrien sowie einem Verhéltnis zwischen NADP*/ NADPH von 0,1 im Cytosol.
Das NAD'/ NADH Verhaltnis ist auch im Zusammenhang mit dem Mineralokortikoidrezeptor
von Bedeutung. In Epithelien und Blutgefallien wird der MR mit 11-f Hydroxysteroid-
Dehydrogenase koexprimiert. Dieses Enzym wandelt Cortisol, das die gleiche
Bindungsaffinitdt zum MR aufweist wie Aldosteron, aber im Uberschuss vorliegt, in die
inaktive Form Cortison um. Aldosteron besitzt am C-18 eine reaktive Aldehydgruppe, die mit

der B-Hydroxylgruppe cyclisiert und ein 18, 20 Hemiacetal bildet. Das Plasmaaldosteron
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besteht zu Uber 99% aus dieser Ringform, die kein Substrat fur die 113- Hydroxysteroid-
Dehydrogenase darstellt. Cortison besetzt den MR, aktiviert ihn aber nicht und wirkt so als
Antagonist. Fur die Uberfiihrung von Cortisol in Cortison ist NAD als Cosubstrat notwendig.
Wird 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase blockiert, so wird Cortisol zum Agonisten des MR
und verschiebt den intrazellularen pH-Wert im gleichen Mal® wie Aldosteron. Betrachtet man
die Plasmakonzentration, die fir Cortisol ca. 100-fach hoher ist als flr Aldosteron, so
erscheint es unwahrscheinlich, dass eine Anderung des Cortisolgehalts auf diesem Niveau
fir den Wechsel vom Antagonisten zum Agonisten verantwortlich ist. Vielmehr wurde eine
Sensorfunktion des NADH-Gehalts postuliert, der bei Enzymblockade steil abfallt.

Die Behandlung von isolierten Kardiomyozyten aus Kaninchen mit 100 nM Cortisol fihrte zu
keinen agonistischen Effekten und konnte im Gegenteil den agonistischen Effekt von 100 nM
Aldosteron auf einen Wert von 10% reduzieren. Die Anderung des intrazelluldren
Redoxzustandes durch Infusion mit oxidiertem Glutathion fiihrte allein zu keiner Anderung,
wurden die Zellen jedoch anschlieRend mit Cortisol behandelt, so zeigten die Zellen den
gleichen Effekt wie fiir Aldosteron (Funder, 2005). Auf welche Weise der verdnderte
Redoxzustand den MR-Glukokortikoidkomplex aktiviert, ist noch unklar, jedoch wurden
bereits redoxabhangige Transkriptionsdnderungen fur die Aktivierung von Corepressoren
beschrieben (Fjeld et al., 2003; Zhang et al., 2002)

Ob eine Interaktion von GAPDH mit L-Lactatdehydrogenase unter Aldosteroneinfluss
stattfindet, ist nicht bekannt. Schnelle Effekte auf L-Lactatdehydrogenase konnten fir
Glucocorticoide bereits gezeigt werden. Muskelzellen, die mit dem kunstlichen Glucocorticoid
Prednison inkubiert wurden, zeigten bereits nach sehr kurzen Inkubationszeiten (5-30 min)
Veranderungen im Proteinprofil. Dies betraf z. T. die subzelluldre Lokalisation von vor allem
ribosomalen Proteinen und anderen Proteinen, die an der Transkription und Translation
beteiligt sind. Daneben waren verschiedene Proteine mit Beteiligung am Zytoskelett
betroffen. L-Lactatdehydrogenase, war ebenfalls 2,6fach herunterreguliert (Reeves et al.,
2009).
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4.4.2. Beta- Aktin im Zusammenhang mit Herzerkrankungen

Kongestive Herzinsuffizienz geht haufig mit einem Hypertonus der Lungengefal3e einher.
Dabei ist neben dem erhéhten Blutdruck auch der Widerstand der Gefélle von Bedeutung,
der im Verlauf der Erkrankung zunimmt. Dabei kommt es zu einer massiven Umbildung der
Lungengefalle. Der wachsende Aortendruck begrenzt das Auswurfvermdgen der rechten
Herzkammer und kann so zu Herzversagen fuhren (Ghio et al., 2001). Die Herzinsuffizienz
kann Funktionsstérungen im Lungenendothel verursachen, so kann z. B. im Tiermodell die
Entspannung der Lungenarterie als Reaktion auf Acetylcholin in Abhangigkeit vom Endothel
beeintrachtigt sein (Driss et al., 2000). Untersuchungen des Lungenendothels und der

Signalwege mithilfe von Echtzeitfluoreszenzaufnahmen zeigen, dass die [Ca®];

-Signalwege
im Endothel massiv beeintrachtigt sind, was zum Teil auf die Veradnderungen im
Aktinzytoskelett  zurtckzufuhren ist.  Aktinflamente sind fur die intrazellulére
Calciumhomdostase von entscheidender Bedeutung und kdénnen sowohl Gber Liganden-
abhéangige als auch tUber TRP-Kanale den Ca®*-Influx steuern (Ma et al., 2000).

Kerem et al. konnten im Tiermodell zeigen, dass die Umbildung im Lungenendothel mit einer
verstarkten Expression von Beta-Aktin (13-fach erhéht gegentiber den Kontrollen) einhergeht
(Kerem et al., 2010).

Birks et al. legten Genprofile der Zytoskelettproteine bei Patienten an, denen Linksherz-
unterstitzungssysteme eingesetzt wurden. Bei einem Teil der Patienten kam es zu einer
Regeneration des Myokards, so dass das System entfernt werden konnte. Andere Patienten
bendtigten eine Herztransplantation, bei der das Unterstitzungssystem ebenfalls wieder
entfernt wurde. Von allen Patienten wurden Proben bei der Implantation und der Ex-,
bzw. Transplantation genommen, die mithilfe von Proteinchips auf die Expression der
Zytoskelettproteine hin untersucht wurden. Die erhaltenen Daten wurden fiir die Patienten,
deren Herz sich erholt hatte, bzw. flr die Patienten, die eine Transplantation benétigten,
gruppiert und miteinander verglichen. Dabei kam es zu unterschiedlichen Veranderungen in
den Gruppen. Wahrend z. B. die Vinculin-Expression in den genesenen Patienten abnahm,
kam es bei den Ubrigen Patienten zu einer vermehrten Expression von Vinculin. Die
Expression von Beta-Aktin war dabei ausschlielich in der Patientengruppe, die sich erholt
hatte, erhéht. Die Expression lag dabei um den Faktor 1,7 hdéher als in der

Transplantationsgruppe (Birks et al., 2005).
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4.4.3 Anorganische Pyrophosphatase (IPP) und Arterienverkalkung

Pyrophosphatasen hydrolysieren Diphosphat zu zwei anorganischen Phosphatmolekulen. In
der Spalthefe wurde die Expression der anorganischen Pyrophosphatase durch Aldosteron
reprimiert, wobei vor allem ein Zusammenhang mit der Signaltransduktion postuliert wurde
(Béhmer, 2005).

In den Zellkulturversuchen war die Expression von IPP auf RNA-Ebene in den Fibroblasten
reduziert, in den HL-1 Zellen teils reprimiert, teils aktiviert. Fir die HCT-Zellen gab es nach
der Spironolactonbehandlung keine Effekte des Aldosterons, der Einflud war also auf die
Herzzellen beschrankt.

In  hoéheren Organsimen gibt es neben den Pyrophosphatasen, die die
Pyrophosphatkonzentration innerhalb der Zelle regulieren, weitere Enzyme, die einen
Einfluss auf die extrazellularen Phosphatverhéltnisse nehmen. Hier ist besonders die
Ektonukleotidpyrophosphatase (Phosphodiesterase 1, ENPP 1) zu nennen, die durch die
Regulation der extrazellularen Phosphatkonzentration einen wesentlichen Inhibitor der
Verkalkung der extrazelluldren Matrix darstellt.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass homozygote oder verschiedene heterozygote
Mutationen im ENPP 1 Gen die Ursache fir die infantile Arterienverkalkung darstellen. Bei
dieser seltenen autosomal-rezessiv vererbten Krankheit kommt es durch Ablagerungen von
Calciumhydroxyapatit zur Verkalkung aller mittleren und gro3en Arterien und somit zur
Zerstérung der GefalBe. Die betroffenen Patienten entwickeln innerhalb der ersten
Lebensmonate schwere Herz- und GefaRerkrankungen und sterben meist innerhalb eines

halben Jahres an Herzversagen (Numakura et al., 2006) .
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4.4.4 LI1S-1 ist Bestandteil des Dynein-Transportsystems

Eukaryontische Zellen verwenden zum Transport zellularer Bestandteile Motorproteine, die
sich entlang der Pfade des Zytoskeletts bewegen. Diese Motorproteine lassen sich in drei
Klassen einteilen: Myosine bewegen sich an den Aktinflamenten entlang, wahrend Kinesine
und Dyneine dem Verlauf der Mikrotubuli folgen. Dabei bewegen sich die Kinesine
vorwiegend in Richtung der Mikrotubuli-Pluspole, was fiir gewdhnlich einen Transport in
Richtung der Peripherie bedeutet. Das Ziel der Dyneine sind die Minuspole der Mikrotubuli,
die in den meisten Zellen in einem Organisationszentrum nahe dem Zellkern
zusammenlaufen.

In den meisten Spezies gibt es mehr als 15 verschiedene Dyneine, von denen der Grofteil
jedoch im Axonem verankert vorliegt. Lediglich zwei Dyneine liegen in mobiler Form vor. Das
intraflagellare Transportdynein (ITF) ist dabei ausschlief3lich fir den Transport entlang des
Axonems zustandig, so dass alle Transporte durch das Cytoplasma (Organellen, mRNA,
Proteine) von einem einzigen cytoplasmatischen Dynein durchgefuhrt werden. Die
Regulation des Dyneintransportes erfolgt Gber die Interaktion mit verschiedenen Proteinen,
die fur die Anpassung des Dyneintransports an die zelluldre Funktion nétig sind.

Das LIS-1 Protein ist Bestandteil des Dynein-aktivierenden Komplexes (Dynaktin), der fur die
Beladung des Dyneins mit dem zu transportierenden Gut und der Initiierung der Bewegung
notwendig ist. Dabei ist LIS-1 das einzige Protein des Komplexes, das direkt an die ATPase
Untereinheit des Dyneins bindet und ihre Aktivitdt beeinflussen kann, wobei sowohl
stimulierende (Mesngon et al., 2006) als auch inhibierende Effekte (Yamada et al., 2008)
beschrieben werden. Die Inhibierung von Lis-1 fihrt phanotyisch zu einem vollstandigen
Ausfall des Dyneintransportes. Die Uberexpression von LIS-1 in Zellkulturen fiihrt zu einem
verstarkten mitotischen Index der Zellen, dabei treten verschiedene mitotischen Defekte, wie
z.B. multipolare Spindeln, und Stérungen in der Chromosomensegregation auf (Faulkner et
al., 2000). Eine Beeinflussung der LIS-1 Expression durch Aldosteron kann demzufolge Giber
den Dyneintransport von mRNA die Expression weiterer Proteine beeinflussen. In Bezug auf
Herzerkrankungen ist eine weitreichende Bedeutung von LIS-1 mdglich. Da sowohl die
Uberexpression als auch die Inhibierung von LIS-1 Stérungen der Mitose zur Folge hat,

kénnte hier ein Zusammenhang mit der Fibrosebildung bestehen.
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4.4.5 FKBP & PPlase im Multiproteinkomplex des MR

Steroidrezeptoren liegen im Cytosol in einem Multikomplex mit Chaperonen und
Cochaperonen vor. Neben den Hitzeschockproteinen Hsp90 und Hsp70 sind das das saure
Protein p23 sowie die TPR-Proteine (tetratricopeptide repeat proteins), deren Name sich von
der wiederholten Sequenz aus 34 Peptiden ableitet. Aus diesen Motiven wird eine Struktur
gebildet, mit der Protein-Protein Interaktionen vermittelt werden, sie findet sich haufig beim
Aufbau von Multiproteinkomplexen.

Die Steroidrezeptoren sind mit Immunophilinen assoziiert, die PPlase-Aktivitdt besitzen. In
den verschiedenen Komplexen finden sich FKBP51, FKBP52, Cyp-40 und PP5.

FKBP und PPiase sind somit Uber den Multiproteinkomplex des MR direkt mit der
Aldosteronwirkung assoziiert. Die biologische Funktion der Immunophiline im
Steroidrezeptorkomplex ist noch nicht klar; man geht jedoch davon aus, dass es sich hierbei
nicht um eine Immunsuppression handelt.

Far den Glucocorticoidrezeptor konnte gezeigt werden, dass die Chaperone nicht nur an der
Bindung der Steroide, sondern auch an der Translokation in den Zellkern beteiligt sind.
FKBP52 kann Gber Dynamitin mit Dynein interagieren und so den Transport regulieren. Das
homologe Protein FKBP51 zeigt in Zellkulturen einen inhibierenden Effekt auf den GR, der
darauf zurlckgefihrt werden kann, dass FKBP51 nicht in der Lage ist, mit Dynein zu
interagieren, die Translokation in den Zellkern geschieht dadurch deutlich langsamer
(Wochnik et al., 2005).

Auch fir den MR konnten eine Dyneinbeteiligung an der Translokation und die
unterschiedliche Regulation des Transports durch FKBP52 und FKBP51 nachgewiesen
werden (Galigniana et al., 2010).

Eine Veranderung im Expressionsprofil von FKBP / PPlase infolge von Aldosteron kénnte

demzufolge eine Riickkopplungsreaktion darstellen.
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Herz- und Gefallerkrankungen ------------ Verkalkung der extrazellularen Matrix
(Arterienverkalkung)
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Abb.4.4.1 Von Aldosteron beeinflusste Proteine und ihr Zusammenhang zur Aldosteronwirkung und
Herzerkrankungen. (IPP anorganische Pyrophosphatase, ENPP1 Ektonukleotidpyrophosphatase,
PPlase Peptidy-prolyl-cis-trans-lsomerase, FKBP FK-bindendes Protein, GAPDH Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase, LIS Lissenzephalie1-Protein) Die Uberexpression von LIS fuhrt zu
mitotischen Defekten, wahrend die Inhibierung von LIS den Ausfall des Dyneintransports zur Folge
hat. Beides kann Fibrosen beglnstigen. Zu geringe Phosphatkonzentrationen in der extrazelluldren
Matrix verursachen Arterienverkalkung und kénnen so zu Herz-und Gefalierkrankungen fihren. In
verdndertem Lungenepithel, wie es bei kongestiver Herzisuffizienz auftritt, konnte die erhdhte
Expression von Beta-Aktin nachgewiesen werden. FKBP und PPlase sind Bestandteile des
Multiproteinkomplexes, der fir die Translokation des MR in den Zellkern verantwortlich ist. Die
verringerte Expression von FKBP & PPlase durch Aldosteroneinfluss kdnnte Teil einer negativen
Riickkopplung sein. Uber die Interaktion von GAPDH mit L-Lactatdehydrogenase kann (iber die
Veranderung des NAD® /NADH-Gleichgewichtes der Redoxzustand der Zelle reguliert werden. Die
Ektonukleotidpyrophosphatase inhibiert durch die Regulation der extrazellularen
Phosphatkonzentration die Verkalkung der extrazellularen Matrix.
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4.5 Fazit & Ausblick

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Effekte des
Aldosterons auf das Proteom der Spalthefe. Da die Hefe natlrlicherweise Uber keinen MR
verfigt, konnten alle beobachteten Effekte auf eine Vermittlung unabhangig vom MR
zurtickgefihrt werden. Dabei wurde eine Reihe von Kandidaten identifiziert, von denen
zunachst einige im Mammaliersystem untersucht werden sollten, um zu prifen, ob
Aldosteron einen Einfluss auf ihre Expression ausiibt. Uber den untersuchten Zeitverlauf
konnten auf RNA-Ebene insgesamt 85 Datensdtze mit statistisch signifikanten
Unterschieden in der Expression zwischen der Kontrolle und den Aldosteronproben bestimmt
werden.

In 36 Fallen konnte eine Vermittlung des Effektes Uiber den MR postuliert werden, da nach
der Vorbehandlung mit Spironolacton keine Unterschiede zwischen Aldosteron und den
Kontrollen nachgewiesen werden konnten.

Unabhangig von der Spironolactonbehandlung traten die gleichen Aldosteroneffekte in 33
Fallen auf, dabei lag der Anteil der bestatigten Unterschiede fur alle verwendeten Zelllinien
ungeféhr gleich hoch. In den Ubrigen 16 Féllen zeigten die Kombinationsproben aus
Spironolacton und Aldosteron einen umgekehrten Effekt im Vergleich zum Aldosteron. Diese
Falle waren nicht gleichmaRig Uber die verschiedenen Zellen verteilt. Fur die Fibroblasten
trat dieser Umkehreffekt nur in einem Fall auf. Die Expression von GAPDH war bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten beeinflusst. Dabei traten nach 60 und 150 Minuten die
gleichen Aldosteroneffekte mit und ohne Spironolactonbehandlung auf. Nach 180 Minuten
kam es zur Umkehrung des Effekts, nach 210 Minuten konnte nach der
Spironolactonbehandlung kein Aldosteroneffekt mehr beobachtet werden.

Fir die HL-1 Zellen lag das Verhéltnis zwischen umgekehrten und gleichen Effekten bei
ungefahr 1:4, bei den HCT 116-Zellen entfielen im Vergleich dazu 12 Falle mit umgekehrtem
Effekt auf 13 Falle mit gleichem Effekt.

In den Fibroblasten und den HL-1 Zellen konnten bei allen Kandidaten Bedingungen
gefunden werden, bei denen es zu den gleichen Aldosteroneffekten unabhdngig von der
Vorbehandlung mit Spironolacton kam. Fir die HCT-Zellen war dies fir GAPDH, Beta-Aktin
LIS, FKBP und PPlase ebenfalls méglich, fir IPP jedoch traten nach der Vorbehandlung mit
Spironolacton keine Aldosteroneffekte auf.

Fir die Fibroblasten gab es einen klaren Schwerpunkt auf den frihen Inkubationszeiten.
Nach 60 Minuten Inkubationszeit waren 5 der 6 Kandidaten in der Expression geandert, fur
LIS, IPP und GAPDH zeigte sich ein Einfluss auch noch nach 150 Minuten, nach langeren
Inkubationszeiten konnten keine Unterschiede mehr nachgewiesen werden. In den HL-1
Zellen trat die Halfte der beobachteten Verdnderungen bis 90 Minuten ein, die andere Halfte

entfiel auf Inkubationszeiten zwischen 150 und 240 Minuten. Fur die HCT116-Zellen gab es
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einen frilhen Schwerpunkt nach 45, bzw. 60 Minuten, jedoch gab es fiir alle der bestétigten
Kandidaten noch mindestens einen spateren Zeitpunkt, zu dem veranderte Expression
auftrat. Die Unterschiede zwischen den Zelllinien kdnnen verschiedene Ursachen haben. Die
Fibroblasten und die HL-1 Zellen sind sich &hnlicher als den HCT116 Zellen. Beides sind im
Gegensatz den HCT116 Zellen Herzzellen, die Ahnlichkeiten kénnen aber auch
phylogenetischen Ursprungs sein. Die Fibroblasten sind aus neonatalen Rattenherzen
prapariert, die HL-1 Zellen stammen aus Mausen, die Verwandtschaft zwischen diesen
Zellen ist also enger als zu den HCT116-Zellen, die aus einem humanen Kolonkarzinom
entstammen. Auch in Bezug auf das Zellalter sind sich die beiden Nagerzellen ahnlicher.
Hinsichtlich des Zelltyps unterscheiden sich alle drei Zelllinien voneinander, neben den
Fibroblasten handelt es sich bei HCT116 Zellen um epitheliale Zellen, die HL-1 Zellen
entsprechen in ihrem Aufbau den Herzmuskelzellen. Von Bedeutung sein kénnte ebenfalls,
dass es sich bei den Fibroblasten nicht um immortalisierte Zellen handelt, hier ware es
denkbar, dass die Fibroblasten aufgrund zelluldrer Signalwege, die in den Tumorzellen nicht
mehr gesteuert werden kénnen, zu den spéteren Zeiten keine veranderte Expression mehr
zeigen. Nicht-genomische Effekte klassischer Steroidrezeptoren kénnen z.B. Uber
Proteinkinase C, MAP-Kinase oder die Phosphoinositid-3-Kinasen vermittelt werden. Die
Stérung jedes einzelnen dieser Signalwege kann zur Tumorentstehung filhren, es ist
bekannt, dass die Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges Uber Mitogene in 30 % der
Krebsarten hyperaktiviert ist (Pearson et al., 2001).

In der Spalthefe war die PPlase aktiviert, wahrend alle anderen Anderungen Reprimierungen
darstellten. In den Zelllinien trat ebenfalls hdufiger eine verminderte Expression auf, von 33
Fallen, in denen unabhangig vom Spironalacton eine Veradnderung der Expression durch
Aldosteron auftritt, ist nur in 5 Fallen die Expression gegeniiber den Kontrollen erhéht.

Der Einfluss des Aldosterons auf die Expression konnte auf der RNA-Ebene besser
abgebildet werden als auf der Proteinebene, hier gibt es deutlich weniger Ergebnisse, die fir
Aldosteron und die Kombinationsprobe die gleichen Ergebnisse unterschiedlich zu den
Kontrollen zeigen. RNA- und Proteindaten korrelieren dabei in der Regel nicht. Allein schon
aufgrund der raumlichen Trennung von Transkription und Translation in Eukaryonten war
eine zeitgleiche Reaktion auch nicht zu erwarten.

Fir LIS konnte zu einem Zeitpunkt eine verminderte Expression auf RNA-Ebene bei
gleichzeitiger erhéhter Expression auf Proteinebene unter Aldosteroneinfluss gefunden
werden. Sowohl RNA- als auch Proteindaten schwanken im Zeitverlauf Uber einen grof3en
dynamischen Bereich.

Es konnte fiur alle untersuchten Kandidaten ein Aldosteroneinfluss auf die Expression auf
RNA-Ebene nachgewiesen werden. Dabei liegt ein Schwerpunkt auf den frihen

Inkubationszeiten (bis 90 min), hier tritt im Allgemeinen eine verminderte Expression unter
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Aldosteroneinfluss auf, wahrend es zu einem spéateren Zeitpunkt auch zu erhoéhter
Expression im Vergleich zu den Kontrollen kommen kann.

Die unterschiedlichen Reaktionen in den untersuchten Zellkultursystemen, der grofde
dynamische Bereich, Uber den die Daten verteilt vorliegen und die unterschiedliche
Beziehung zwischen RNA und Proteindaten zeichnen ein komplexes Bild des Einflusses von
Aldosteron auf die Expression der ausgewahlten Proteine. Fir alle Kandidaten lassen sich
anhand der Literatur Verbindungen zur Aldosteronwirkung und teilweise zu
Herzerkrankungen erstellen, eine Beteiligung der Kandidaten an der Vermittlung potentiell
herzschadigender Aldosteroneffekte ist somit mdglich.

Die komplexe Datenlage und insbesondere die Unterschiede in der Regulationsrichtung
lassen sich dadurch jedoch nicht schliissig erklaren. Um eine Einordnung und Gewichtung
der statistisch signifikanten Daten in die Gesamtdaten zuverlassig zu erlauben, wére es
notig, weitere Untersuchungen durchzufihren, die sich jedoch nicht auf Aldosteron
konzentrieren, sondern mit der Dynamik der Expression im Allgemeinen auseinandersetzen
sollten. Wahrend Zellkulturen gegenuber den Hefezellen den Vorteil haben, hinsichtlich der
Fragestellung einer Beziehung des Aldosterons zu Herzerkrankungen naher an der
physiologischen Realitat zu liegen, erlauben es die Rahmenbedingungen beim Umgang mit
adharenten Zellen nicht, Uber einen Zeitverlauf kontinuierlich Proben aus der gleichen
Grundmenge zu entnehmen, ohne die Zellen dabei massivem Stress auszusetzen.

Der Umgang mit Modellorganismen und experimentellen Rahmenbedingungen erfordert vor
allem die kritische Beurteilung der erhaltenen Daten, deren mdgliche Interpretation im
vorliegenden Fall wesentlich davon abhangt, zu welcher Inkubationszeit die Untersuchung
durchgefihrt wird.

Eine eindeutige Interpretation der Daten ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht mdéglich,
zuklnftige Erkenntnisse werden eine Einordnung sicherlich erleichtern. Unsere Kenntnis von
den Vorgéngen in der lebenden Zelle ist in vielen Fallen sehr detailliert, die Komplexitat
selbst einfacher biologischer Systeme stellt jedoch auch zum gegenwartigen Zeitpunkt nach

wie vor eine grol3e Herausforderung dar.
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Tab.6.1 Liste der verwendeten Primer

GAPDH MMR GAPDH-vor GCCAAAAGGGTCATCATCTC
Mensch GAPDH-riick TGTGGTCATGAGTCCTTCCA
Maus GAPDH riick CCTTCCACAATGCCAAAGTT
Ratte GAPDH-rtick ATGCCAAAGTTGTCATGGA
B-Aktin MMR B-Aktin vor TGACCCAGATCATGTTTGAGA
Mensch B-Aktin riick AGGGCATACCCCTCGTAGAT
Maus B-Aktin riick GGAGAGCATAGCCCTCGTAG
Ratte B-Aktin riick GAGCGCGTAACCCTCATAGA
IPP Mensch PP vor GGTTCCTGATGGAAAACCAG
Mensch PP riick AAAGCATCCACAATGGCTCT
Maus PP vor AAAGCACCCACGATTATTGG
Maus PP ruck AGGCAGATTCACATGGTGGT
Ratte PP vor CACCCACGATTATTGGAAGG
Ratte PP riick ACCATTTATCCACGTCCATTG
LIS Mensch LIS-1 vor ACCCTCGTGGGTCATGATAA
Mensch LIS-1 ruck GACATAGGGTGCCGTCTTGT
Maus LIS-1 vor AGCAACAAAGGAATGCAAGG
Maus LIS-1 riick CCCAGTTATCATGACCCACA
Ratte LIS-1 vor AATGCATCAGAACCATGCAC
Ratte LIS-1 ruck CAACCCATACACGCACAGTC
FKBP Hs_ FKBP4 vor ATGAGGGTGCTATCGTGGAG
Hs_FKBP4_ riick CATTTGGTGGGATTTGGAAC
Mm_FKBP4_ vor AGTGTGGGGAAGGAGAGGTT
Mm_FKBP4_ rick GCCTGCTTGTACTTGCCTTC
Rn_FKBP_ vor CGTGCTCAAGGTCATCAAGA
Rn_ FKBP_ ruck GTAGGCGTATTCTGGCTTGC
PPlase Hs PPIA vor TTCATCTGCACTGCCAAGAC
Hs_PPIA_ruck TCGAGTTGTCCACAGTCAGC
Mm_PPIA_vor CCAAGACTGAATGGCTGGAT
Mm_PPIA_riick TTACAGGACATTGCGAGCAG
Rn_PPIA_vor AGCACTGGGGAGAAAGGATT
Rn_PPIA_rtck AGCCACTCAGTCTTGGCAGT

185




6. ANHANG

Rps27 Mensch-rps27-vor GACCTACGCACACGAGAACA
Nager-rps27-vor GTGACGACCTCCCTACGAGA
MMR-rps27-rick CGTTTGTGCATGGCTAAAGA
Rpl27 MMR-rpl27-hin GCAAGAAGAAGATCGCCAAG
Mensch-rpl27-rick AAACCGCAGTTTCTGGAAGA
Nager-rpl27-rck TCGCTCCTCAAACTTGACCT
Arbp/ rplp0 Mensch-rplpo-vor TCGACAATGGCAGCATCTAC
Mensch-rplp0-riick GCCTTGACCTTTTCAGCAAG
Maus-arbp-vor CAACCCAGCTCTGGAGAAAC
Maus-arbp-rick CAATGGTGCCTCTGGAGATT
Ratte-arbp-vor CCTCACCGAGATTAGGGACA
Ratte-arbp-riick ATCGCTCAGGATTTCAATGG
Langenstandards | LS163-vor CTACCAGCGGTGGTTTGTTT
LS163-rick GCAGAGCGAGGTATGTAGGC
LS199-vor AACGTCGTGACTGGGAAAAC
LS199-rlick TGACGTATGCGGTGTGAAAT
LS249-vor CTGGCGTAATAGCGAAGAGG
LS249-rlick AGGGAAGAAAGCGAAAGGAG
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Abb.6.1 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von IPP in Fibroblasten. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minltiger Préinkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.2 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von IPP in Fibroblasten als Differenz zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der Kontrolle, die
Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit
10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw.
nach 30-minttiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen
Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.3 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von LIS in Fibroblasten. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Préinkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.4 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von LIS in Fibroblasten als Differenz zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der Kontrolle, die
Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit
10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw.
nach 30-minttiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen
Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.5 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von GAPDH in HL-1 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.6 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von GAPDH in HL-1 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minltiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.7 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von Beta-Aktin in HL-1 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Préinkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.8 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von Beta-Aktin in HL-1 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minitiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.9 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von IPP in HL-1 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minUtiger Préinkubation (10 yM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.10 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von IPP in HL-1 Zellen als Differenz zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der Kontrolle, die
Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit
10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw.
nach 30-minttiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen
Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.11 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von LIS in HL-1 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Préainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.12 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von LIS in HL-1 Zellen als Differenz zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der Kontrolle, die
Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit
10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw.
nach 30-minttiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen
Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.13 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von FKBP in HL-1 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Préainkubation (10 yM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.14 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von FKBP in HL-1 Zellen als Differenz zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der Kontrolle, die
Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit
10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw.
nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen
Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.15 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von PPlase in HL-1 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Préainkubation (10 yM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.16 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von PPlase in HL-1 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 yM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.17 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von GAPDH in HCT 116 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.18 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von GAPDH in HCT 116 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.19 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von Beta-Aktin in HCT 116 Zellen. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten,
dabei wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron
(C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-minttiger Prainkubation (10
MM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.20 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von Beta-Aktin in HCT 116 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 yM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.21 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von IPP in HCT 116 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.22 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von IPP in HCT 116 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minitiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.23 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von LIS in HCT 116 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.24 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von LIS in HCT 116 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minitiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.25 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von FKBP in HCT 116 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.26 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von FKBP in HCT 116 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minutiger Prainkubation (10 yM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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Abb.6.27 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von PPlase in HCT 116 Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Proben aus den RT-PCR Experimenten, dabei
wurden die Punkte interpoliert. Die Inkubation erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C)
oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur Kontrolle (K), bzw. nach 30-mindtiger Prainkubation (10 uM
Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA) oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK)
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Abb.6.28 Der virtuelle Zeitverlauf der Expression von PPlase in HCT 116 Zellen als Differenz zur
Kontrolle. Dargestellt sind die Differenzen der Mittelwerte der Proben zu den Mittelwerten der
Kontrolle, die Standardabweichungen wurden vernachlassigt, die Punkte interpoliert. Die Inkubation
erfolgte mit 10 nM Aldosteron (A), Corticosteron (C) oder. dem gleichen Volumen Ethanol zur
Kontrolle (K), bzw. nach 30-minltiger Prainkubation (10 uM Spironolacton) mit 10 nM Aldosteron (SA)
oder dem gleichen Volumen Ethanol (SK).
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offene Ohren und fur s Ruhe bewahren, wenn es bei mir mal hektisch wurde. Silvia, fur die
Erweiterung meines italienischen Wort- und Kochschatzes und dafiir, dass alles
grundséatzlich immer kein Problem ist! Und Martin, weil er fiir jede Lebenslage die richtige
Musik zur Hand hatte, mit mir gelacht und mit viel Geduld ertragen hat, wenn ich weinen

musste. Ihr seid groRRartig und ich bin froh, mit euch befreundet zu sein!
Ich danke Berna, dass sie mich wahrend des Schreibens betiitelt (,komm, schreib noch ein

bisschen®) und mit Bérek versorgt hat und immer bereit war, mit mir ernsthaft zu diskutieren

— auch Uber meine Lieblingsserie.
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Herzlichen Dank an Anja, die meine Diskrepanzen mit Sigma Plot stets prompt geschlichtet

hat und mir in Layoutfragen via Skype beratend zur Seite stand.

Ich danke Wanda fur all die motivierenden E-mails und den regen Erfahrungsaustausch tber

die H6hen & Tiefen des Schreibens.

Was wére das Leben ohne die Phasen der Entspannung, in denen man Kraft schopft?
Herzlichen Dank fiir Espressopausen, Feierabendbiere, Filmabende, fir Koch- und
Backaktionen: Andy, Anja, Anna, Berna, Burkhard, Daniela, Elisa, Frank, Heike, Hektor,
Jens, Kerstin, Michael, Rajita, Sabrina, Simon, Spela (fir den weltbesten Milchschaum!),
Thoa, Thuy, Wanda & Yogan!

Besonderer Dank gilt Ditmar, der mich wahrend der Fleifarbeiten regelmafig am Riemen
gerissen hat, danke fiir die Motivation, die taglichen Anrufe und die Organisation eines

Arbeitsplans, der mir noch Zeit fiir angenehme Dinge gelassen hat.
Der grofite Dank gilt meinen Freunden und meiner ganzen Familie, fir moralische, seelische

und finanzielle Unterstitzung: ganz besonders Eli und Hans, ihr habt fir mich den gleichen

Stellenwert wie umgekehrt — unersetzlich.
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