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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Nebenniere

1.1.1 Anatomie der Nebenniere

Die Nebennieren sind retroperitoneal gelegene paarige Organe, die dem oberen
Nierenpol aufsitzen. Sie bestehen aus zwei funktionell und entwicklungsgeschichtlich
verschiedenen Teilen: dem Nebennierenmark, das aus dem Neuroektoderm stammt
und Teil des Sympathischen Nervensystems ist, sowie der Nebennierenrinde, die ihren
Ursprung im Mesoderm hat (Hammer et al. 2005).

Die Nebennieren der Maus sind oval geformt und wiegen etwa 3 mg, wobei die Organe
mannlicher Tiere etwas kleiner sind als die weiblicher (Bielohuby et al. 2007). Die
Blutversorgung erfolgt Uber die Arteriae suprarenales, die unter der Kapsel ein Geflecht
bilden. Von diesen ziehen Kapillaren und kleine Arterien durch die Rinde zum Mark.
Der Abfluss erfolgt Uber zentrale Markvenen in die Venae suprarenales (Ldllmann-
Rauch 2009).

Die Nebenniere ist von einer bindegewebigen Kapsel umgeben. An diese schlieBt sich
die Nebennierenrinde an, die sich mikroskopisch bei adulten Mausen in nicht scharf
abgrenzbare Zonen gliedern lasst. Direkt unter der Kapsel befindet sich die Zona
glomerulosa, in welcher die Produktion der Mineralocorticoide erfolgt. Sie zeichnet sich
durch kleine azidophile Zellen aus, die sich in Nestern zusammenlagern, welche von
bindegewebigen Fasern umgeben sind. Es folgt nach innen die gréBte der Zonen, die
Zona fasciculata, die fir die Synthese der Glucocorticoide zustandig ist. Die Zellen sind
relativ groB3, polygonal geformt und formieren sich zu radiar verlaufenden Zellsaulen.
Sie zeichnen sich durch eine hohe Dichte an Lipideinschlissen, Mitochondrien und
glattem endoplasmatischen Retikulum aus (Arnold 1866; Nussdorfer 1986). Die
Nebennierenrinde kann sowohl durch Proliferation als auch durch Hypertrophie der
Zellen an GrdBe zunehmen (Wolkersdorfer et al. 1998; Bielohuby et al. 2007). Im
Gegensatz zum Menschen weist die Nebenniere der Maus keine Zona reticularis auf,
dagegen existiert bei Mausen teils eine zusatzliche Zone, die X-Zone, deren
funktionelle Relevanz bis jetzt unklar ist. Sowohl weibliche als auch ménnliche Mause
haben am Anfang ihrer Entwicklung diese Zone. Bei Mannchen verschwindet diese
jedoch im flnften Monat mit Beitritt in die Pubertat, bei Weibchen mit der ersten
Schwangerschaft (Beuschlein et al. 2002; Bielohuby et al. 2007; Hershkovitz et al.
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2007). Im Nebennierenmark werden die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin
gebildet.

1.1.2 Steroidbiosynthese

Cholesterin dient bei allen in der Nebenniere produzierten Hormonen als Ausgangstoff
der Steroidbiosynthese. Dieses stammt hauptsachlich aus den im Blut zirkulierenden
low-density Lipoproteinen (LDL), allerdings ist auch eine De-novo-Synthese aus Acetyl-
Coenzym A moglich. LDLs werden in der Leber synthetisiert und ins Blut freigesetzt.
Bei Bindung an einen spezifischen LDL-Rezeptor erfolgt die Aufnahme durch
Endozytose. Das aufgenommene Cholesterin kann nun in Lipidiropfchen als
Cholesterinester gespeichert oder direkt in Steroidhormone umgewandelt werden
(Loffler 2007).

Die Hormonsynthese ist aufgeteilt in zwei Zellkompartimente: der erste und der letzte
Syntheseschritt  erfolgen im  Mitochondrium, die restlichen am glatten
endoplasmatischen Retikulum. Zuerst muss daher Cholesterin mittels eines
Translokators (Steroid Acute Regulatory Protein, StAR) in den Innenraum der
Mitochondrien transportiert werden. StAR fungiert als hydrophober Kanal in der inneren
Mitochondrienmembran (s. Abb. 1). Dieser Transport stellt den limitierenden Schritt in
der Steroidbiosynthese dar. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass eine enge
Korrelation zwischen StAR Expression und der Steroidbiosynthese besteht (Stocco et
al. 1996). Die folgenden Syntheseschritte werden von Enzymen der Cytochrom-P450-
Familie katalysiert. Im Innenraum der Mitochondrien erfolgt nun die Umwandlung von
Cholesterin in Pregnenolon mit Hilfe des Enzyms Cholesterin-Desmolase (Cytochrom
P450 Side Chain Cleavage Enzyme, P4,SCC, Cyp11al) durch die Abspaltung der
Seitenkette des Cholesterins und der Einfihrung einer Ketogruppe am C-20-Atom.
Nach Verlassen des Mitochondriums wird Pregnenolon durch das Enzym 3B-
Hydroxydehydrogenase (Hsd3b) in Progesteron umgewandelt. Bei der Maus erfolgt
nun die Hydroxylierung durch das Enzym 21-Hydroxylase (Cyp21) zu 11-
Desoxycorticosteron. Das Enzym 11B-Hydroxylase (Cyp11b1), das sich wiederum im
Mitochondrium befindet, katalysiert anschlieBend die Dehydrierung zu Corticosteron.
Dies ist das Hauptprodukt der murinen Zona fasciculata. In der Zona glomerulosa wird
Corticosteron noch mittels des Enzyms Aldosteronsynthase (Cyp11b2) in Aldosteron
umgewandelt (Keegan et al. 2002; Loffler 2007).
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Abb. 1: Steroidbiosynthese

Uberblick tber die Synthese von Corticosteron und Aldosteron in den Zellen der
murinen Nebennierenrinde (StAR: Steroidogenic Regulatory Protein, Cypliai:
Cholesterin-Desmolase, Hsd3b: 3B-Hydroxydehydrogenase, Cyp21: 21-Hydroxylase,
Cyp11b1: 11B-Hydroxylase, Cyp11b2: Aldosteronsynthase)
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Da die Maus im Gegensatz zum Menschen keine 17a-Hydroxylase (Cyp17) besitzt,
kénnen in der Nebenniere der Maus weder Androgene (DHEA, Dihydroepiandrosteron)
noch Cortisol gebildet werden (Perkins et al. 1988). In der Nebenniere des Menschen
fOhrt die Expression von Cyp17 zusétzlich zu einer Hydroxylierung des C-17-Atoms
von Pregnenolon oder Progesteron, wodurch 17a-Hydroxypregnolon bzw. 17a-
Hydroxyprogesteron entsteht. Cyp21 katalysiert aus letzterem die Hydroxylierung zu
11-Desoxycortisol, welches wiederum durch Cyp1ib1 zu Cortisol wird, dem
Effektorhormon der Glucocorticoide beim Menschen.

1.1.3 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Die Regulation der Synthese von Glucocorticoiden betrifft zum einen die spontane
Sekretion unter Basalbedingungen, die einer zirkadianen Rhythmik unterworfen ist, und
zum anderen die stimulierte Sekretion bei jeglicher Art von Stress.

Diese Steuerung ist hierarchisch geordnet: Im Hypothalamus wird der Corticotropin-
Releasing-Faktor (CRF, Coritcotropin-Releasing-Hormon, CRH, Corticolibrin) gebildet;
dieser wird in den portalen Kreislauf der Hypophyse freigesetzt und veranlasst in der
Adenohypophyse die Synthese und Sekretion des Adrenocorticotropen Hormons
(ACTH, Corticotropin). ACTH gelangt Uber den Blutkreislauf zur Nebenniere und
stimuliert dort in der Zona fasciculata die Produktion des Corticosterons. Die Erhéhung
der Glucocorticoid-Konzentration im Blut hemmt direkt und schnell die ACTH-Synthese
und -Sekretion auf Hypophysenebene und langsamer, allerdings mit langer wirksamem
Effekt, die CRF-Produktion auf Hypothalamusebene - dies wird als negative
Ruckkopplung bezeichnet (Eberwine et al. 1987). Da Uber die Regulation und die
Feedbacksysteme der beschriebenen Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
bereits relativ viel bekannt ist, gilt diese als Paradigma fir andere neuroendokrine
Regulationskreiselaufe (Klinke 2005).

CRF ist ein 41 Aminosduren langes Peptidhormon, welches vor allem im
Hypothalamus, aber auch in anderen Teilen des Gehirns und teilweise in peripheren
Organen gebildet wird. Es wird in den parvozellularen Neuronen des Nucleus
paraventricularis durch proteolytische Prozessierung aus einem Prohormon gebildet.
Uber den portalen Kreislauf gelangt CRF in die Adenohypophyse, wo es an den CRF-
Rezeptor Typ 1 (Crf1r) bindet. Dieser ist ein membranstandiger G-Protein-gekoppelter
Rezeptor und bewirkt Gber den cAMP-Pathway die Freisetzung von ACTH sowie
dessen Synthese (Vale et al. 1981; Chen et al. 1993). AuBerdem aktiviert CRF bei
Stress das autonome Nervensystem Uber den Locus coeruleus (Tsatsanis et al. 2007).
Synergistisch zu CRF stimuliert das Anitdiuretische Hormon (ADH, Adiuretin,
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Vasopressin) Uber den V3-Rezeptor die Sekretion und Produktion von ACTH (Plotsky
1988).

ACTH st ein Peptidhormon aus 39 Aminosduren, das mittels posttranslationaler
Prozessierung aus dem Vorlauferhormon Proopiomelanocortin (POMC) in den
corticotropen Zellen der Adenohypophyse gebildet wird. ACTH bindet in der
Nebenniere an den ACTH-Rezeptor (Melanocortin-2-Rezeptor, MC2-R), einen G-
Protein-gekoppelten, membranstandigen  Rezeptor. Uber  Aktivierung  der
Adenylatcyclase, den daraus resultierenden Anstieg der cAMP-Konzentration und der
folgenden Aktivierung der Proteinkinase A wird die Steroidbiosynthese gesteigert. Dies
erfolgt zum einen durch eine erhéhte durch StAR vermittelte Cholesterinzufuhr in die
Mitochondrien und zum anderen durch die Stimulation der Transkription der
erforderlichen CYP450-Enzyme.

Sowohl die Sekretion von CRF als auch von ACTH erfolgen pulsatil und unterliegen
einer zirkadianen Rhythmik. Dabei ist beim Menschen die Konzentration von CRF,
ACTH und in Folge davon von Cortisol in den Morgenstunden besonders hoch und fallt
im Tagesverlauf ab (Lo6ffler 2007). Bei vielen nachtaktiven Nagetieren einschlieBlich
Mausen ist diese Rhythmik umgekehrt mit morgendlich niedrigen Corticosteron-
Spiegeln.

1.1.4 Nebennierenmark und Katecholaminsynthese

Das Nebennierenmark ist physiologisch und embryologisch gesehen ein groBes
symphatisches Ganglion, wobei postgangliondre Nervenfasern fehlen und die
Katecholamine direkt ins Blut abgegeben werden. Katecholamine werden aus der
Aminoséaure Tyrosin in vier bzw. drei Schritten gebildet. Zuerst wird Tyrosin durch die
Tyrosinhydroxylase (TH) zu Dihydroxyphenylalanin (DOPA) konvertiert, welches den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. DOPA wird durch die DOPA-
Decarboxylase in Dopamin umgewandelt und dieses schlieBlich durch die Dopamin-B-
Hydroxylase zu Noradrenalin hydroxyliert. Der gréBte Teil des Noradrenalins wird
durch Phenylethanolamin-N-methyltransferase (PNMT) zu Adrenalin  methyliert
(s. Abb. 2). Aus dem Nebennierenmark wird zu 80 % Adrenalin und nur zu 20 %
Noradrenalin freigesetzt. Katecholamine kénnen in den Zellen in Granula gespeichert
werden und werden bei Bedarf freigesetzt. Die Stimulation zur Produktion und
Sekretion erfolgt vor allem durch praganglionédre symphatische Fasern mit dem
Neurotransmitter Acetylcholin. Daneben wirken auch Glucocorticoide, die aufgrund der
Blutversorgung der Nebenniere von auBen nach innen reichlich im Mark vorhanden
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sind, stimulierend auf die Katecholaminsynthese (Dickerman et al. 1984; Wan et al.
1989).

DOPA- Dopamin-f3-
D boxyl Hyd I
0 o oH ?“
ﬂjT\'-\OH HO A A Aoy HO .\“,/-x-b‘, P H O'-»,f"“'-i;-;,/""“-\ HO._ “, |/
HO” T~ e na"'l"n.-.f-"‘ NHz ”OJ'I‘--&:-‘ e uo”Jl“‘--’{’! NH; HO™ Z HN"'CH.-
L-Tyrosin L-DOPA Dopamin Noradrenalin ~ Adrenalin

Abb. 2: Synthese der Katecholamine

TH: Tyrosinhydroxylase, PNMT: Phenylethanolamin-N-methyltransferase, DOPA:
Dihyroxyphenylalanin

1.2 Familie der Urocortine und ihre Rezeptoren

1.2.1 Urocortin-Familie

Urocortine sind Peptidhormone der Familie des Corticotropin-Releasing-Faktors (CRF).
Die Urocortin-Familie besteht aus drei Mitgliedern: Urocortin 1 (Ucn1; Urotensin-like
Molecul), Urocortin 2 (Ucn2; Stresscopin-related Peptide) und Urocortin 3 (Ucn3, auch
Stresscopin genannt). Als erstes wurde Ucn1 von Vaughan et al. im Jahre 1995 im
Rattengehirn identifiziert. Er nannte das 40 Aminosauren lange Neuropeptid Urocortin,
um sowohl die Homologie zu Urotensin |, einem Neuropeptid bei Fischen (63 %
Sequenzhomologie), sowie zum Corticotropin-Releasing-Faktor (45 % Sequenz-
homologie zu CRF der Ratte/des Menschen) deutlich zu machen (Vaughan et al.
1995). Einige Jahre spater (2001) wurden Ucn2 und Ucn3 identifiziert, die zueinander
eine sehr hohe (>80 %) Homologie ihrer Aminosauresequenz aufweisen (Lewis et al.
2001; Reyes et al. 2001).

1.2.2 CRF-Rezeptoren

Die biologische Aktivitdt der Urocortine wird Uber zwei verschiedene Rezeptoren
vermittelt: CRF;-Rezeptor (Crf1r) und CRF,-Rezeptor (Crf2r). CRF-Rezeptoren sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben transmembranésen Doméanen. Wahrend der
Crf1r vor allem im Gehirn und in der Hypophyse exprimiert wird, wird der Crf2r
hauptsachlich in peripheren Geweben gebildet (Tsatsanis et al. 2007).

11
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Neben ihrem Expressionsmuster unterscheiden sich die beiden Rezeptoren auBerdem
in der Affinitdt zu CRF und den Urocortinen (s. Abb. 3): Wahrend Ucn1 eine dreimal
héhere Affinitat als CRF zum Crf1r hat, hat Ucn2 eine sehr geringe Affinitat und Ucn3
keine. Ucn2 und Ucn3 vermitteln ihre Wirkung vor allem Uber den Crf2r; aber auch
Ucn1 bindet an diesen Rezeptor ebenso stark wie an den Crf1r. CRF dagegen hat zum
Crf2r eine geringere Affinitat (Fekete et al. 2007).

CRF Urocortin 1 Urocortin 2 Urocortin 3
2 j
I |:f ' :I\':
[ |I Wl [ ) |
] \5:),.‘ WON \ L), !
CRF Receptor CRF Receptor
type 1 type 2

Abb. 3: Familie der CRF-verwandten Neuropeptide und ihre Rezeptoren

CRF besitzt eine hohere Affinitdt zu dem Crfr1, wohingegen Ucn2 und Ucn3
spezifische Liganden fir den Crfr2 sind. Ucn1 kann an beide CRF-Rezeptoren mit
gleicher Affinitéat binden (Kuperman et al. 2008).

1.2.3 CRF-binding Protein

Das CRF-binding Protein (CRF-BP), ein 37 kD Glycoprotein, ist ein Iésliches Protein,
das sowohl CRF als auch Urocortine mit hoher Affinitdt bindet. Somit wird die
Bioverfligbarkeit der Neuropeptide reduziert und deren Bindung an die CRF-
Rezeptoren verhindert. Dies stellt ein schnelles und kurzwirksames Kontrollsystem
Uber die Verflgbarkeit der bioaktiven Liganden dar (Behan et al. 1995). CRF-BP wird
unter anderem in der Nebenniere, der Leber, der Plazenta und im Gehirn exprimiert
(Baigent et al. 2000; Chatzaki et al. 2002).

1.2.4 Expression der Urocortine

Ucn1 wurde als erstes im Edinger Westphal Kern einer Ratte von Vaughan im Jahre
1995 identifiziert (Vaughan et al. 1995). Danach konnte die Expression von Ucn1 auch
in anderen Teilen des Gehirns, unter anderem der lateralen oberen Olive, dem Nucleus
supraopticus und im lateralen Hypothalamus gezeigt werden. Aber die Expression

12
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beschrankt sich nicht nur auf das Zentrale Nervensystem, vielmehr findet sich Ucn1
auch im Gastrointestinaltrakt, in der Niere, im Hoden, im Fettgewebe, im Herz und in
Geweben des Immunsystems wie dem Thymus, der Milz und auch der Haut (Baigent
et al. 2000; Takahashi 2012).

Die Expression von Ucn2 und Ucn3 beschrankt sich im Gehirn hauptsachlich auf den
Locus coeruleus und Teile des Hypothalamus. Dagegen konnte Ucn2 in fast allen
Geweben auBerhalb des Zentralen Nervensystems nachgewiesen werden, in
gréBerem Umfang im Herz, in der Lunge, im Muskel, im Gastrointestinaltrakt, in der
Nebenniere und in peripheren Blutzellen (Chen et al. 2004; Yamauchi et al. 2005).
Auch Ucn3 wird unter anderem in Fettzellen, im Herz und in der Haut exprimiert,
allerdings auf einem niedrigeren Level als Ucn2. Zudem konnte Ucn3 in den beta-
Zellen des Pancreas nachgewiesen werden (Lewis et al. 2001).

1.2.5 Bekannte Funktionen der Urocortine

Im Zentralen Nervensystem beeinflussen Urocortine das Stress- und Angstverhalten,
wobei Ucn1 vermehrt zu einer Stressantwort und gesteigertem Angstverhalten fuhrt
und Ucn2 und Ucn3 eher hemmend auf die Stressantwort wirken. AuBerdem sind auch
Effekte von Ucn2 und Ucn3 auf ,Stress-Coping“-Mechanismen beschrieben (Suda et
al. 2004; Lin 2012). In der Peripherie fihrt Ucn1 zu einer Reduktion der Darmmotilitat
und der Nahrungsaufnahme sowie zu einer proinflammatorischen Reaktion (Yakabi et
al. 2011). Kurzlich wurde ebenso publiziert, dass sowohl eine intraventrikulare als auch
eine systemische Ucn1-Gabe bei Ratten mit intracerebraler Blutung zu einer Reduktion
eines neurologischen Defizits fihrt (Liew et al. 2012; Liew et al. 2012). Auch verringert
Ucn1 die Differenzierung der Osteoklasten und ist als anti-resorptives Molekil des
Knochenstoffwechsels bekannt (Combs et al. 2012). Ucn2 ist an der Regulation von
metabolischen Stoffwechselwegen, der Immunantwort und der gastrointestinalen
Peristaltik beteiligt (Martinez et al. 2004; Gravanis et al. 2005; Kuperman et al. 2008).
AuBerdem hat es Auswirkungen auf Reproduktion und Schwangerschaft (Florio et al.
2004). Zudem zeigt Ucn2 weitere — mdglicherweise fir therapeutische Zwecke
interessante — Eigenschaften wie z. B. die Inhibition der Tumorgenese (Hao et al.
2008) und kardioprotektive Effekte (Huang et al. 2004; Davidson et al. 2009; Ikeda et
al. 2012). Im Nebennierenmark kann Ucn2 zur Stimulation der Katecholaminsynthese
fihren (Nemoto et al. 2005). Ucn3 hat neben anderen Wirkungen, wie der Steigerung
der Darmmotilitdt, eine entscheidende Bedeutung in der Aufrechterhaltung der
Energiehomdostase, indem es die Glucose-abhangige Insulinsekretion reguliert (Li et

13



Einleitung

al. 2007). Fur alle Urocortine konnten vasodilatatorische und kardioprotektive Effekte
gezeigt werden (Emeto et al. 2011).

1.2.6 Expression und Funktion der Urocortine in der Nebenniere

Eine Expression in der Nebenniere ist fur alle Urocortine sowie deren Rezeptoren
beschrieben. Es wird daher vermutet, dass diese die Nebenniere direkt, d. h. Gber eine
parakrine  oder autokrine  Regulationsschleife, beeinflussen kénnen. Die
Expressionslevel der Urocortine und deren Rezeptoren unterscheiden sich in den
verschiedenen Zonen des Cortex sowie im Nebennierenmark. Wé&hrend CRF in der
gesamten Nebenniere exprimiert wird, konnte gezeigt werden, dass Ucn1 und Crf1r vor
allem im Nebennierenmark zu finden sind und Ucn2, Ucn3 und Crf2r bevorzugt in der
Nebennierenrinde (Dermitzaki et al. 2007). Die Studienlage zur Expression von Ucn3
ist allerdings kontrovers (Hsu et al. 2001; Fukuda et al. 2005; Deussing et al. 2010).
Durch die Anwesenheit der flnf verschiedenen Liganden und den dazugehdrigen
Rezeptoren ist eine angenommene intraadrenale Regulationsschleife sehr komplex
und abhangig vom Gleichgewicht der lokalen Konzentrationen von CRF und den
Urocortinen sowie der Anwesenheit der Rezeptoren (Tsatsanis et al. 2007). Aufgrund
der unterschiedlichen Expression kdnnte daher ein CRF;-Rezeptor/Ligand-System im
Nebennierenmark eine Rolle spielen und dementsprechend in der Nebennierenrinde
ein CRF,-Rezeptor/Ligand-System, wie es Fukuda et al. in ihrem Modell (s. Abb. 4) flr
Ucn1 und Ucn3 und deren Rezeptoren angenommen haben (Fukuda et al. 2005).

e E
zona glomerulosa /\
cortex /\ - =
zona fasciculata o~ -
e el |
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j zona reticularis " -
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Abb. 4: Modell eines CRF-Rezeptor/Ligandensystems

Dieses Modell zeigt mogliche intraadrenale Regulationsschleifen mit einem
CRF;-Rezeptor/Ligand (Ucn1)-System im Nebennierenmark und ein
CRF2-Rezeptor/Ligand (Ucn3)-System in der Nebennierenrinde (Fukuda et al. 2005).
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Bezuglich der Regulation der Urocortine in der Nebennierenrinde ist insgesamt noch
wenig bekannt. Chen et al. konnten zeigen, dass eine Exposition mit Glucocorticoiden
zu einer erhdhten Expression von Ucn2 fihrt (Chen et al. 2004).

1.3 Genetisch modifizierte Mausmodelle

1.3.1 Knock-out Modelle

Bei Knock-out Mausen werden mit Hilfe genetischer Manipulationen gezielt Gene
deaktiviert. Dazu werden embryonale Stammzellen aus Blastozysten gewonnen und in
vitro vermehrt. AnschlieBend wird ein Zielvektor, der das inaktivierte Zielgen und
Marker (z. B. Neomycinresistenzgen und Thymidinkinase) enthalt, mittels homologer
Rekombination in das Mausgenom eingeflihrt. Nachdem geprift wurde, ob der
Zielvektor an der richtigen Zelle in das Genom eingebaut wurde, werden die
embyronalen Stammzellen in Blastozysten eingesetzt. Diese werden in eine
vorbehandelte Empfangermaus eingepflanzt, woraufhin chimare Tiere entstehen.
Durch Rickkreuzung mit Wildtyp Tieren werden heterozygote Mause nach
entsprechender  Genotypisierung  herausgefiltert. Diese  werden  wiederum
untereinander gekreuzt, wodurch homozygote Knock-out Mause entstehen.

1.3.2 Cre/loxP-System

Das Cre/loxP-System ist eine weit verbreitete Methode zur Generierung
gewebespezifischer transgener Mause. Dazu werden zwei transgene Mausstamme
miteinander gekreuzt: Die Cre-Mauslinie exprimiert hierbei die Cre-Rekombinase
ortsspezifisch und zeitspezifisch, d. h. abhangig von einem vorgeschalteten,
gewebespezifischen Promotor. Die Cre-Rekombinase entfernt von loxP-Kassetten
flankierte Gensequenzen aus dem Genom der Maus dauerhaft. Die andere Mauslinie
(»gefloxt) tragt in sich nach homologer Rekombination einen Genabschnitt, der von
loxP-Sequenzen flankiert ist. Dabei muss unterschieden werden zwischen Knock-in
und Knock-out Systemen: Entweder wird das Zielgen von zwei loxP-Kassetten flankiert
und wird somit nach der Kreuzung mit Cre-Mausen aus dem Genom entfernt (Knock-
out) oder vor dem Zielgen wird eine Stopp-Sequenz geschaltet, die wiederum von zwei
loxP-Kassetten flankiert ist. In diesem Fall fihrt dies zu einem Knock-in und somit einer
Uberexpression des Zielgens bei Kreuzung mit Cre-Méausen.
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1.4 Ziele der Arbeit

In einem kurzen Brief an ,Nature® stellte Hans Selye 1936 erstmals das Konzept von
biologischem Stress dar (Selye 1936). In den darauf folgenden Jahrzehnten intensiver
Forschung wurde die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse als bedeutender
Regulator der Stressantwort identifiziert. Inzwischen weiB man allerdings, dass die
Regulation der Nebenniere nicht nur durch héher geordnete Zentren erfolgt, sondern
auch durch autokrine und parakrine Einflisse moduliert werden kann (Bornstein et al.
2000). Ein derartiger intraadrenaler Regulationsmechanismus soll, wie vermutet wird,
das Urocortin-System und die dazugehérigen Rezeptoren darstellen.

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel durchgeflhrt, die Urocortin-abhangigen
Effekte auf die murine Nebenniere zu untersuchen. Dazu wurde eine Reihe
unterschiedlicher, genetisch modifizierter Mausstamme verwendet und phé&notypisch
im Hinblick auf die Struktur und Funktion der Nebenniere charakterisiert: ein
Mausmodell, in dem ein oder mehrere Urocortine deletiert wurden, und ein
Mausmodell, in dem organspezifisch Ucn2 Uberexprimiert wurde. Durch diese
Kombination zweier im Sinne der Expression entgegengesetzter Modelle ist es
maoglich, Hypothesen Uber die physiologische Rolle der Urocortine aufzustellen. Nicht
zuletzt kann damit auf mdégliche Auswirkungen erniedrigter oder erhdhter Urocortin-
Level geschlossen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Software

Biofuge fresco Zentrifuge

Bio-Rad Powerpac 300, 1000
Deckglaser

Delfia Plateshaker
EC-350-Paraffin-AusgieBstation
Futtermittel

Glaskapillaren

Heizblock Thermomixer compact
HM 335 E Rotationsmikrotom
Intas GDS Software

Kéfige

Leica DM 2500 Mikroskop

Leica DMRB Mikroskop
LightCycler Real time PCR Machine
Liquid Blocker Super PapPen
Mikroplattenreader SPECTRA
Mikroplattenwascher Columbus
Mikrowelle

Mx3000P Stratagene gPCR Cycler
MxPro V.4.01 Software

NanoDrop ND-1000

Ohrmarken und Ohrzange

Pipette Pipetman®

Pipette Reference® PhysioCare
Pipettenspitzen

Primus 25 advanced PCR Machine
ReaktionsgefaBe

Skalpelle

Spot Basic Software V4.09

Spot insight QE

Heraeus, Hanau

Bio-Rad, Minchen
Menzel-Glaser, Braunschweig
Perkin-Elmer, Rodgau-Jigesheim
Microm, Walldorf

Ssniff, Soest

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Microm, Walldorf

Intas, Géttingen

TDI, Alcobendos, Spanien

Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Roche Applied Science, Mannheim
G. Kisker, Steinfurt

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim

Bomann, Kempen
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Stratagene, La Jolla, WI, USA
PEQLAB, Erlangen
Hartenstein, Wirzburg

Gilson, Middleton, W1, USA
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
PEQLAB, Erlangen
Eppendorf, Hamburg

PFM, Kéin

Spot, Burroughs, MI, USA
Visitron Systems, Puchheim
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Spritzen BD Microfine (U40)
Stereo-Dissektionsmikroskop

STP Spin 120 Gewebeeinbettautomat
Superfrost Plus Objekttrager

T8 Ultra Turrax Homogenizer

UV Camera

Victor® 1420 Multilabel Counter
Wasserbad SB 80

Becton Dickinson, Heidelberg
Carl Zeiss AG, Ulm

Microm, Walldorf

Menzel-Glaser, Braunschweig
IKA-Werke, Staufen

INTAS UV-System, Géttingen
Perkin-Elmer, Rodgau-Jigesheim
Microm, Walldorf

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

3,3-Diaminobenzidin (DAB)
ACTH ELISA

Agarose

Aqua ad injectabilia

Aqua destillata (Aqua dest.)

Biotinylated goat anti-rabbit IgG
Borsaure

Corticosteron HS EIA

DNA Leiter (100bp, 1kb)

DNA Leiter BenchTop 100 bp
dNTP Mix

Eosin

Essigsaure

Ethanol 100 %, 96%, 70%
Ethanol absolut
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fast EVA Green Supermix
Hamatoxylin

Histoacryl ®

Isofluran — Forene ®

LightCycler FastStart DNA Master SYBR

Green | reaction mix

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biomerica, Irvine, CA, USA

PEQLAB, Erlangen

Braun, Tuttlingen

Apotheke Innenstadt, Klinikum der
Universitat Minchen

Vector Laboratories, CA, USA

Merck, Darmstadt

IDS, Frankfurt

Biolabs, Frankfurt

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Apotheke Innenstadt Uni Miinchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biorad Laboratories Berkley, CA, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Braun, Tuttlingen

Abbott GmbH, Wiesbaden

Roche Applied Science, Mannheim
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Loading Dye 6x Fermentas, St. Leon-Rot
Methanol Merck, Darmstadt

M-MLV Rev Transcriptase 5 x Buffer Promega, Mannheim
M-MLV RT, RNase H minus, PM Promega, Mannheim
Mounting Medium Microm, Walldorf
Natriumchlorid 0.9% Merck, Darmstadt
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt

Oligo (dT)45 Primer Promega, Mannheim
Paraffin Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PCI (Chloroform:lsoaymylalkohol 24:1) Apotheke Innenstadt, Klinikum der

Universitat Miinchen
PCNA-Antikdérper (polyklonaler Kaninchen Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Antikdrper)
Phosphat-gepufferte Salzlésung Sigma-Aldrich, Taufkirchen
(Phosphate buffered Saline, PBS)
Proteinase K Fermentas, St. Leon-Rot
Recombinant RNasin RNase Inhibitor Promega, Mannheim
Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Salzséure Merck, Darmstadt
SV Total RNA Isolation System Promega, Mannheim
Synacthen® Novartis, Nirnberg
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Urocortin 2 Kit Mouse EIA BioVendor, Modrice, Tschechien
Vectastain Elite ABC Kit Vector Laboratories, CA, USA
Xylol Merck, Darmstadt
Ziegenserum Jackson ImmunoResearch Lab, PA, USA
2.3 Puffer

1%iges Agarosegel
1 mg Agarose
100 ml TBE 1x
Schmelzen der Agarose in der Mikrowelle
5 pl  Ethidiumbromid hinzufligen
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TBE 10x Puffer

108 g Tris
559 Borsaure
749 EDTA
1000 ml  Aqua dest.
Salzsaure bis pH=8,2

4%ige Paraformaldehyd-Lésung

40 g Paraformaldehyd (PFA)
1000 ml 1x PBS-L6sung unter der Abzugshaube auf 65 °C erwarmen
Aufbewahrung bei -20 °C

TNES-Puffer

10 mM  Tris, pH 7,5
400 mM  Natriumchlorid
100 mM EDTA

0,6 % SDS

TE-Puffer

10 mM  Tris, pH 8,0
1mM EDTA

Citratpuffer

2,94 g Natriumcitrat
Salzsaure bis pH = 6 hinzufligen
Ad 1000ml Aqua dest.

Blocking Solution

3 g Rinderserumalbumin
Ad 100 ml PBS

Blocking Buffer

95 ul  Blocking Solution
S5ul Ziegenserum
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2.4 Versuchstiere

2.4.1 Urocortin Knock-out Mause (Ucn KO)
Die Zichtung und Haltung der Urocortin Knock-out (Ucn KO) Mause erfolgte im
Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel. Es wurden neben Wildtyp M&usen
folgende sechs verschiedene homozygote Genotypen mit dem genetischen
Background C57BL/6 x 129 gezlichtet (s. Abb. 5):
Single KO Mause, bei denen jeweils eines der Urocortine nicht exprimiert wird:

e Ucn1 KO Méause: Ucn1™ (Vetter et al. 2002)

e Ucn2 KO Méause: Ucn2” (Chen et al. 2006)

e Ucn3 KO Méuse: Ucn3™
Double KO Mause (dKO), bei denen jeweils zwei der Urocortine nicht exprimiert
werden:

e Ucn1/Ucn2 dKO Méause: Ucn1”/ Ucn2” (Neufeld-Cohen et al. 2010)

e Ucn2/Ucn3 dKO Méause: Ucn2”/ Ucn3™
Triple KO Méause (tKO), bei denen alle drei Urocortin nicht exprimiert werden:

e Ucn1/Ucn2/Ucn3 tKO Mause:Ucn1” / Ucn2” / Ucn3” (Neufeld-Cohen et al.

2010)

Sinale KO m /2 o /a ) \ @ Urocortin 1

ingle . -

..g g =\ =N O Urocortin 2
Mause ~ - ~y

Ucn1 KO  Ucn2KO Ucn3 KO © Urocortin 3
Double D /a o Wildtyp Mause
KO Mause =\_ -\
Ucn1/Ucn2 dKO Ucn2/Ucn3 dKO 4 0, 2
Triple <
KO Mause
Ucn1/Uen2/Ucn3 tKO J

Abb. 5: Schematische Darstellung der verwendeten Urocortin Knock-out Mause

Nach der Tétung der 3 Monate alten, mannlichen Mause wurden die Nebennieren
sofort frei prapariert, in fliussigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert bzw. in
eine 4%ige Paraformaldehyd-Lésung gegeben. Diese Proben wurden uns auf
Trockeneis bzw. bei Raumtemperatur zugesandt (s. Tab. 1).
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Nebennieren Nebennieren
_ in PFA bei -80 °C
Bezeichnung Genotyp Al Alt
ter er
(Monate) Anzahl (Monate) Anzahl
Ucn1 KO Ucni™” 3 11 3 7
Ucn2 KO Ucn2™” 3 7 3 6
Ucn3 KO Ucn3” 3 14 3 6
Ucn1/Ucn2 dKO Ucn1™/ Ucn2” 3 7 3 4
Ucn2/Ucn3 dKO Ucn2”/ Ucn3™” 6 12 3 8
Ucn1/Ucn2/Ucn3 tKO Ucni”/Ucn2”/ Ucn3” 3 12 3 4
12 3 9
WT
19
Gesamtanzahl 94 44

Tab. 1: Alter der verwendeten Ucn KO und WT Mause und die Anzahl der
entsprechenden Nebennieren

2.4.2 SF1-Promotor-abhédngige Ucn2 liberexprimierende Mause
(Ucn2 OE)

Die Haltung sowie Ziichtung der SF1-Promotor-abhéangigen Ucn2 Uberexprimierenden
Mause erfolgte im Tierstall der Medizinischen Klinik Innenstadt.

Die Tiere wurden in Standard-Maus-Kafigen mit einer GroBe von 15cm x 27 cm X
42 cm mit einer Dichte von maximal 8 Tieren pro Kafig gehalten bzw. in Ké&figen der
GréBe 15cm x 17 cm x 37 cm mit maximal 3 Tieren. Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug
12 h, die Tiere wurden ad libitum mit Standard-Maus-Futter und Wasser versorgt. Zur
Zuchtung wurde ein Mannchen zu maximal drei Weibchen gesetzt. War das Weibchen
tréchtig, wurde es noch vor der Geburt von den anderen Tieren getrennt. Im Alter von
4-5 Wochen wurden die Nachkommen nach Geschlechtern getrennt. Mannliche Tiere

wurden entweder alleine oder zusammen mit mannlichen Geschwistertieren gehalten.

Zur Zichtung von SF1-Promotor-abhangigen Ucn2 (berexprimierenden Mausen
mussten zwei verschiedene genetisch veranderte Mausstdamme auf der Basis des

cre/loxP-Systems gekreuzt werden:
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SF1-Cre Mausstamm

Die SF1-Cre Mause wurden von der Arbeitsgruppe von Keith Parker (Bingham et al.
2006) entwickelt und werden bereits seit einigen Jahren bei uns im Labor gezichtet.
Dabei handelt es sich um Mause, die abhangig vom SF1-Promotor Cre-Rekombinase
exprimieren. Der SF1-Promotor ist in den Zellen der Nebennierenrinde, der Gonaden,
des ventromedullaren Teil des Hypothalamus, des Hypophysenvorderlappens und der
Milz aktiviert. In diesen Geweben wird dementsprechend die Cre-Rekombinase
exprimiert (Bingham et al. 2006).

R265topUcn2/stopUcn2 Mausstamm

Die R2gstoPUen2siorlenz \1a,se wurden von der Arbeitsgruppe von Jan Deussing, Max
Planck Institut flr Psychiatrie, Minchen, entwickelt (Rhode 2007). R26 wurde als
ubiquitér exprimierender Locus identifiziert (Zambrowicz et al. 1997), d. h. in diesen
Locus eingebrachte Gene werden in jedem Zelltyp der Maus aktiviert (Soriano 1999).
In den R26 Locus wurde nun das Zielgen Ucn2 und ein IRES tau-LacZ Reportergen
zusammen mit einer vorgeschalteten Stoppsequenz, die von loxP-Kassetten flankiert
wird, eingebracht. Aufgrund der Stoppsequenz werden weder Ucn2 noch das tau-
LacZ-Reportergen exprimiert. Es handelt sich damit um einen ,stillen® Knock-in.

Bei der Kreuzung heterozygoter SF1-Cre Mause (SF1-Cre*) mit homozygoten
R2gsioPUen2storlen2  Maysen  entstehen  folgenden  Genotypen  mit  gleicher
Wahrscheinlichkeit (s. Abb. 6):
o R26"°PU"2gF1.Cre™ (Uen2 OE = Ucn2 overexpressing) :
Mause, die heterozygot in Geweben, die normalerweise SF1 exprimieren, Ucn2
Uberexprimieren.
e R26"°PU"2gE{_Cre” (Controls = Kontrolltiere):

Mause, die Ucn2 nicht Uberexprimieren; entsprechen Wildtyp Mausen.
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SF1-Cret*- R2EstopUcn2/stopUcn2

&r X &2
SF1-Promotor R26 =&

L ‘ L

R26*/stopUen2 SF1-Cre*-
(= Ucn2 OE)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Ziichtung von Ucn2 OE Mausen

Die Mause wurden neben der Unterteilung in Mannchen und Weibchen in drei
verschiedene Gruppen unterteilt:
e Basal-Gruppe: Die M&use wurden ohne vorherigen Versuch getdtet.
e ACTH-Test-Gruppe: Die Mause wurden 1 h nach einer intraperitonealen ACTH-
Injektion getotet.
e Restraint-Stress-Test (RST)-Gruppe: Die Mause wurden 15 min in einem
kleinen Container gehalten und anschlieBend getotet.
Die Tiere waren zum Zeitpunkt des Versuches jeweils 2 Monate alt. Neben der
Blutentnahme wurden Nebennieren und Gonaden asserviert (s. Tab. 2). Die Versuche
erfolgten aufgrund der zirkadianen Rhythmik der Hormone gegen 16 Uhr.
Alle Tierversuche wurden von der Tierversuchskommission der Regierung von
Oberbayern genehmigt (Tierversuchsantrag Aktenzeichen 2531-99-09) und gemaR
den lokalen Bestimmungen und den Richtlinien des National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals durchgefihrt.
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Anzahl der .
Bezeichnung . Anzahl der Nebennierenproben
Mause
Basal- ACTH-Test- RST-

Gruppe Gruppe Gruppe

inPFA | in-80°C | in-80°C in -80 °C
Ucn2 OE m 23 5 8 7 8
Controls m 23 4 8 7 8
Ucn2 OE w 23 5 8 7 8
Controls w 23 4 8 7 8
92 18 32 28 32

Tab. 2: Anzahl der Ucn2 OE Mause bzw. Kontrolltiere (Controls) und Anzahl der
Nebennierenproben unterteilt in die verschiedenen Gruppen

2.5 Genotypisierung

2.5.1 Gewinnung von genomischer DNA

Um den Genotyp der Nachkommen von SF1-Cre”” Mausen und R26stPUen?stoplenz
Mausen zu bestimmen, war es notwendig, genomische DNA zu gewinnen. Dazu wurde
bei den Mausen im Alter von drei Wochen unter einer Kurznarkose mit Isofluran eine
Schwanzbiopsie durchgefihrt, indem ein ca. 3 mm groBes Stiick des Schwanzes mit
einem Skalpell abgetrennt wurde. Zur Blutstillung wurde zum einen ein rotgliihendes
Skalpell zur direkten Kauterisation und zum anderen ein Fibrinkleber verwendet. Um
die Mause im Verlauf wieder identifizieren zu kénnen, wurde sofort nach der Biopsie an
das Ohr der Maus ein Ohrclip mit eingepragter Nummer angehangt,

Die Schwanzbiopsie wurde Uber Nacht bei 55 °C in 600 ul TNES Puffer und 35 pl
Proteinase K (10 mg/ml) inkubiert. Am né&chsten Tag wurde 170 ul 6 M NaCl und
100 ul PCl (Chloroform:lsoamylalkohol = 24:1) hinzugefigt und vermischt. Nach
5-miniitigem Zentrifugieren konnte 700 pl Uberstand abpipettiert werden. Das Ausfallen
der DNA erfolgte mit 700 pl bei -20 °C vorgekihltem 95%igem Ethanol. Die DNA
wurde mit einer zuvor Uber der Bunsenbrennerflamme verschlossenen Glaskapillare

gewonnen. Nach kurzem Eintauchen in 70%iges Ethanol wurde die DNA an der Luft
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getrocknet und anschlieBend in 100 pl TE Puffer resuspendiert. Um die DNA besser zu
I6sen, wurde das Gemisch bei 65 °C fir 10 min erhitzt.

Im Anschluss an die Gewinnung von DNA erfolgte die Identifizierungen der Genotypen,
indem zwei verschiedenen Polymerasekettenreaktionen mit anschlieBender

Produktldangenbestimmung mittels Gelelektrophorese durchgefiihrt wurden.

2.5.2 Genotypisierung der SF1-Cre Mauslinie

Um die Tiere mit den Genotypen SF1-Cre*” und SF1-Cre” unterscheiden zu kénnen,
wurden folgende Primer verwendet:

SF1 for 5"-GAG-TGA-ACG-AAC-CTG-GTC-GAA-ATC-AGT-GCG-3’

SF2 rev 5"-GCA-TTA-CCG-GTC-GAT-GCA-ACG-AGT-GAT-GAG-3’

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 40 Zyklen mit je 30 sec auf
94 °C, 30 sec auf 55 °C und 40 sec auf 72 °C.

Danach wurden die PCR-Produkte neben einer DNA-Leiter und einer Positiv-Kontrolle
auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und fir 20 min bei 100 V aufgetrennt. Bei
Mausen mit SF1-Cre Allel ist ein PCR-Produkt der Lange 407 bp detektierbar
(s. Abb. 7). Dadurch kénnen homozygote positive (SF1-Cre**) von heterozygoten
(SF1-Cre*") Tieren nicht unterschieden werden, was aber beim aktuellen Versuch nicht
relevant ist, da auch zur Zucht nur heterozygote Tiere mit dem Genotyp SF1-Cre*”

verwendet wurden.
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Abb. 7: Beispiel eines Agarosegels zur Genotypisierung der SF1-Cre Mause

Zur Genotypisierung erfolgte eine PCR mit dem Primerpaaren SF1 for und SF1 rev
der jeweiligen Proben sowie einer Negativkontrolle (H,O-Kontrolle) und einer
Positivkontrolle (DNA einer Maus mit bekanntem Genotyp SF1-Cre*) mit
anschlieBender Visualisierung auf einem Agarosegel. In diesem Beispiel sind Maus 1
und Maus 3 negativ fir SF1, wahrend Maus 2 eine positive Bande aufweist.
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2.5.3 Genotypisierung der R26 Mauslinie
Far die Genotypisierung der Mause aus dem R26 Stamm wurden folgende vier Primer
verwendet (s. Abb. 8 und Tab. 3):

ROSA-1 5°- AAA-GTC-GCT-CTG-AGT-TGT-TAT-3’
ROSA-5 5- TAG-AGC-TGG-TTC-GTG-GTG-TG-3"
ROSA-6 5°- GCT-GCA-TAA-AAC-CCC-AGA-TG-3°
ROSA-7 5°- GGG-GAA-CTT-CCT-GAC-TAG-GG-3’

Dabei bilden die Primerpaare ROSA-1 und ROSA-6 ein PCR-Produkt von 398 bp, das
bei Mausen mit dem Wildtyp R26 Allel exprimiert wird, d. h. bei R26"* bzw. auch
R26"s°PU"2  Mausmutanten mit einer Insertion der ,stopUcn2“Kassette, d.h.
Genotypen R2675'PU2 oder R2681PUenZstortenz  7aigen bei den Primerpaaren ROSA-1
und ROSA-7 ein PCR Produkt der Lange 646 bp (s. Abb. 9). Bei Zellen, in denen Cre-
Rekombinase exprimiert wird (hier: Zellen, in denen der SF1-Promotor aktiviert wird),
wird die Stopp-Sequenz aus dem Genom herausgeschnitten, was sich mit einem PCR-
Produkt von 505 bp der Primer ROSA-1 und ROSA-5 zeigen lasst. Ohne Deletion
dieser Stopp-Sequenz ware das PCR Produkt 3174 bp lang (Rhode 2007).
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Abb. 8: Schematische Darstellung des veranderten Genlocus R26

,Wildtyp R26 Allel* entspricht dem Genlocus vor Manipulation, ,R26%°P""? Allel* zeigt
den gleichen Locus nach Insertion der ,stopUcn2“-Kassette und das abgebildete
,R26"°" Allel entspricht dem Zustand eines mutierten Allels nach Deletion der Stopp-
Kassette durch eine Cre-Rekombinase (modifiziert nach (Rhode 2007)).
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PCR-
Allel Beschreibung Primerpaare
Produkt
R26* Wildtyp-Allel ROSA-1/ROSA-6 398 bp
- Mutiertes Allel (=in Zellen ohne
R265°P™" ROSA-1/ROSA-7 646 bp

Deletion, d. h. ohne Cre-Rekombinase)

2 Mutiertes Allel (=in Zellen nach
R26™°" ROSA-1/ROSA-5 505 bp

Deletion, d. h. mit Cre-Rekombinase)

Tab. 3: PCR-Produkte der veranderten R26-Allele mit den jeweiligen
Primerpaaren

Die PCR wurde mit 35 Zyklen durchgefihrt je Zyklus jeweils 30 sec Denaturation bei
95 °C, 30 sec Annealing bei 55°C und 90 sec Extension bei 72 °C. AnschlieBend
wurden die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese auf einem 1%iges Agarosegel
aufgetragen und aufgetrennt (30 min, 100 V).
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Abb. 9: Beispiel eines Agarosegels zur Genotypisierung der R26 Mauslinie

PCR der genomischen DNA von Mausen aus der R26 Mauslinie mit den Primern
ROSA-1, ROSA-5, ROSA-6 und ROSA-7 und Auftrennung der PCR-Produkte mittels
Gelelektrophorese: Bei der heterozygoten Maus R26*5°PY"2 sind PCR-Produkte der
Primer ROSA-1 und ROSA-6 mit einer Lange von 398 bp sowie PCR-Produkte der
Primer ROSA-1 und ROSA-7 mit der Lange 646 bp nachweisbar, dagegen zeigt sich
bei der fiir den R26 Locus homozygoten Maus R2651°PUe2s10PUen2 nyr ain PCR-Produkt
mit der Lange 646 bp.
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2.6 Stresstests

Bei den Ucn2 OE Mausen und den entsprechenden Kontrolltieren wurden zwei Arten
von Stresstests durchgefuhrt: Zum einen ein ACTH-Kurztest, bei dem exogen mit Hilfe
von Synacthen (Tetracosactid-hexaacetat: ACTH 1-24) eine supraphysiologische
Stressantwort priméar in der Nebennierenrinde erzeugt wird, und zum anderen ein
Restraint-Stress-Test, bei dem die Mause durch die beschrankie Beweglichkeit
endogen gestresst werden.
e ACTH-Stimulationstest:
Den Mausen wurde 100 pl Synacthen intraperitoneal injiziert. Nach einer
Stunde wurden die Tiere getétet.
¢ Restraint-Stress-Test:
Die Mause wurden in einen kleinen Container (Volumen 200 ml) gesetzt und
dort bei ausreichender Luftzufuhr fir 15 min gehalten. AnschlieBend wurden sie
ebenfalls getétet.

2.7 Blut- und Organentnahme und Gewinnung von Plasma

Die Mause wurden mit Isofluran betdubt und anschlieBend dekapitiert. Das Blut wurde
direkt aus dem Torso mit einem mit EDTA (10 pl) vorbereiteten Reaktionsgefal3
aufgefangen. Dieses wurde 10 min bei 10.000 Umdrehungen pro min zentrifugiert. Das
Plasma wurde abpippetiert und bei -20°C gelagert. Nach Eréffnung der
Peritonealhdhle wurde zuerst die linke, dann die rechte Nebenniere enthommen und
unter einem Stereoskop von Fett frei prapariert und im Anschluss in eine 4%ige PFA-
Lésung gegeben bzw. in flissigem Stickstoff schockgefroren und danach bei -80 °C
gelagert.

2.8 Histologische Untersuchungen

2.8.1 Paraffin-Einbettung

Far die histologische Analyse wurden die Nebennieren der getéteten Mause sofort in
eine 4%ige PFA Ldsung eingebettet und Gber Nacht bei 4 °C dort belassen. Am
nachsten Tag wurden die Organe fUr je 2 h in einer 30%igen, 50%igen, 70%igen,
96%igen und einer 100%igen Ethanol-Lésung, in einer Xylol-Lésung sowie in einer

29



Material und Methoden

Lésung bestehend aus Xylol und flissigem Paraffin (Verhaltnis 1:1) inkubiert. Nach der
Einbettung in flissigem Paraffin ber Nacht bei 60 °C erfolgte die Einlagerung der
Proben in Paraffin-Blocke.

An einem Rotationsmikrotom (Microm) wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt, die im
Wasserbad (40 °C) geglattet, auf Objekttrager aufgezogen und bei Raumtemperatur
Uber Nacht getrocknet wurden.

2.8.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die Paraffinschnitte der Nebennieren wurden als erstes in Xylol und einer
absteigenden Alkoholreihe entparaffinisiert (2fach Xylol, 2fach 100%igen Ethanol,
2fach 96%igen Ethanol, 2fach Aqua dest.; jeweils 3 min). Die Farbung erfolgte
daraufhin mit Hamatoxylin (5 sec), die Blauung durch Spllung mit Aqua dest. Im
Anschluss daran wurden die Schnitte in mit konzentrierter Essigsaure (1 ml auf 100 ml
Eosin) angesduerten Eosin Y fir 5 sec eingetaucht. Zur Dehydrierung wurden die
Schnitte jeweils fir 30 sec in einer aufsteigenden Alkoholreihe inkubiert (2fach
96%igen Ethanol, 2fach 100%igen Ethanol, 2fach Xylol). AbschlieBend wurden die
Schnitte mit Mounting Medium (Microm) und einem Deckglas bedeckt.

2.8.3 Quantifizierung der Flachen von Nebennierenschnitten

Die mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitte wurden mit dem Mikroskop Leica DMRB
in einer 50er Auflésung betrachtet und mit der Kamera Spot Insight QE (Visitron
Systems) fotografiert. Um Ruckschlisse auf die GroBen der Nebennieren ziehen zu
kénnen und das Verhéltnis von Rinde zu Mark beurteilen zu kénnen, wurden jeweils
vier zentrale Schnittbilder einer Nebenniere von mindestens drei Mausen eines
Genotyps mit dem Programm SpotAdvanced™ Software (Spot, Burroughs)
ausgemessen. Hierbei wurde zum einen die Schnittflache der gesamten Nebenniere
und zum anderen die Schnittflache von Nebennierenmark und —rinde bestimmt und
das Verhéltnis von Rinde zu Mark berechnet.

2.8.4 Quantifizierung der zellularen Hypotrophie bzw. Hypertrophie

Um eine Quantifizierung auf zellularer Ebene zu ermdéglichen, wurden die Hamatoxylin-
Eosin-gefarbten Schnitte mit dem Mikroskop Leica DMRB in einer 400er Auflésung
betrachtet und mit der Kamera Spot Insight QE (Visitron Systems) fotografiert. Auf je
drei 16,26 cm x 21,68 cm groBen Bildern eines Schnittes wurden in dem &uBeren
Bereich der Nebennierenrinde, was der Zona glomerulosa entspricht, und dem inneren
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Teil der Nebennierenrinde, entsprechend der Zona fasciculata, drei 3 cm x 3 cm groBe
Ausschnitte ausgewahlt und dort die Kerne gezahlt — diese drei Ausschnitte wurden
zusammen als ein Highpowerfield bezeichnet. Aus den drei Highpowerfields pro
Schnitt wurde jeweils der Mittelwert mit der Einheit nuclei per Highpowerfield (ncl/hpf)
ermittelt. Zu bemerken ist, dass eine erhdhte Zellkernzahl pro Highpowerfield einer
zelluldren Hypotrophie und eine erniedrigte einer zellularen Hypertrophie des Gewebes
entspricht, da die Menge der extrazelluldaren Matrix zwischen den Schnitten
vergleichbar ist. In der Nebennierenrinde wird eine Verringerung des Zytoplasmas als
ein Indikator fUr eine verringerte funktionale Aktivitat der Zellen gewertet.

2.8.5 PCNA-Farbung

Um die Proliferationsrate der Nebennieren beurteilen zu kénnen, wurde neben der
quantitativen Beurteilung mit Hilfe der Messung des Expressionslevel fir Cyclin D1
(s.u.) eine PCNA-Farbung durchgefuhrt, um die Proliferation auch qualitativ darstellen
zu kénnen. Die in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden rehydriert. Zur Demaskierung
von Epitopen wurden die Schnitte fiir 15 min auf 100 °C in 10 mM Citratpuffer (pH=6,0)
in der Mikrowelle erhitzt. Durch die anschlieBende Behandlung in einer Methanol-
Lésung mit 0,3% H,O, fir 10 min werden endogene Peroxidasen blockiert, die zu einer
erhéhten Hintergrundfarbung fihren kdénnen. Zur Verringerung der bendtigten
Inkubationslésung wurden die Nebennierenschnitte auf dem Objekttrager mit einem
speziellen Fettstift eingekreist. Diese Bereiche wurden in Blocking Buffer Lésung fir
15 min inkubiert. Danach wurden die Schnitte mit dem auf 1:100 in Blocking Solution
verdinnten PCNA-Antikérper (polyklonaler Kaninchen Antikérper) Gber Nacht bei 4 °C
in einer feuchten Kammer behandelt. Am nachsten Tag erfolgte nach Waschen mit
PBS fir 15 min die Inkubation mit dem Biotin-gekoppelten Sekundarantikérper anti-
Kaninchen-IgG fur 30 min, der zuvor in Blocking Buffer 1:200 verdinnt wurde. Um die
Immunfarbung sichtbar zu machen, wurde das Vectastain Elite ABC Kit, das auf der
Avidin-Biotin-Komplex-Methode beruht, nach Anweisungen des Herstellers verwendet.
3,3-Diaminobenzidin (DAB) wurde fir 5 min hinzugegeben, dann wurde die Reaktion
durch Waschen in PBS gestoppt. Nach Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe
zur Entwasserung erfolgte die Einbettung mit einem Kunstharz.
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2.9 Molekularbiologische Untersuchungen

2.9.1 RNA Extraktion

Aus den bei -80 °C eingefrorenen Maus-Nebennieren wurde die gesamte zellulare
RNA extrahiert. Um eine ausreichende Menge an mRNA zu bekommen, wurden meist
jeweils die beiden Nebennieren einer Maus vor der Extraktion gepoolt und noch in
gefrorenem Zustand mit einem Homogenisator zerkleinert. AnschlieBend wurde mit
dem Promega SV Isolation System nach den Anweisungen des Herstellers gearbeitet.

Die Bestimmung der Konzentration der mit nukleasefreiem Wasser verdinnten RNA
erfolgte mittels photometrischen Messungen (NanoDrop). Die Integritat der extrahierten
RNA wurde mit Hilfe der Elektrophorese auf einem 1%igen Agarosegel Uberprift. 2 pl
RNA von jeder Probe wurden mit 8 pl Aqua dest. verdinnt und mit 3 ul des
Ladepuffers vermischt. Dies wurde — neben 3 ul DNA-Leiter — jeweils in eine Tasche
des Agarosegels pipettiert. Nach 40 min bei 110 V konnten die RNA-Banden unter
einer UV-Kamera (254 nm) betrachtet werden. Bei intakter RNA erscheinen zwei
deutlich getrennte und abgrenzbare Banden, die die ribosomale RNA 28S und 18S
darstellen.

2.9.2 cDNA Synthese

Die isolierte Einzelstrang-RNA wurde mittels einer Reversen Transkriptase in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. 500 ng der Gesamt-RNA (12 pl) wurde
5 min mit 1 pl Oligo-dT-Primer (Promega) bei 70 °C inkubiert und anschlieBend auf Eis
(10 min) gelegt. Daraufhin wurden zu jeder Probe 1,25 pl dNTPs (Promega), 1 ul
RNAse Inhibitor RNAsin (Promega), 5 ul mitgelieferter Reaktionspuffer (Promega), 1 pl
MML-V (Promega) sowie 3,75 pl Wasser hinzugefugt. Diese Mischung wurde bei 40 °C
fir 10 min erhitzt, bei 48 °C fiir 50 min und zuletzt bei 70 °C fir 15 min.

2.9.3 Real-time PCR

Die Quantifizierung der mRNA-Level von StAR (steroidogenic acute regulatory protein),
Cyp11ai (cholesterol side-chain celavage enyzme) und Cyp11b2 (Aldosteronsynthase)
zusammen mit B-actin als housekeeping-Gen erfolgte fir die Ucn KO Mause mit dem
LightCycler (Roche) Real Time PCR Maschine. Als Kit wurde FastStart DNA Master
SYBR Green | verwendet und nach den Anweisungen des Herstellers gearbeitet. Die
Préinkubation erfolgte bei 95 °C fir 10 min, gefolgt von der Amplifikation mit 40 Zyklen
bei 95 °C fur 10 sec, der Primer-abhédngigen Annealing Temperatur (s. Tab. 4) far
5 sec sowie der Extension bei 72 °C. Die Extensionszeit wurde Uber die Lange des
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PCR Produkts (bp) dividiert durch 25 kalkuliert. Fir die Schmelzkurve erfolgte ein
Temperaturanstieg von 0,1 °C pro sec im Bereich 65 °C bis 95 °C.

Die Expression von Cyp11b1 (11B-Hydroxylase), Th (Tyrosinhydroxylase), Pnmt
(Phenylethanolamin N-Methyltransferase), CcnD (CyclinD) sowie B-actin in den
Ucn KO Méausen wurde mit Hilfe des Fast EVA Green Supermix (Biorad Laboratories
Berkley, CA) in der Mx3000P QPCR System Maschine (Stratagene, La Jolla, CA)
gemessen. Ebenso erfolgte die Quantifizierung der Expressionslevel von Ucn2 sowie
aller bereits genannten Gene in den Ucn2 OE Mausen mit diesem System. Auch hier
erfolgte die Prainkubation bei 95 °C fur 10 min, gefolgt von 40 Zyklen bei 95 °C fir
10 sec, bei Annealing Temperatur fir 30 sec (siehe Tab. 4) sowie bei 72 °C fiir 30 sec.
Die Schmelzkurve wurde auch hier zwischen 65 °C und 95 °C aufgezeichnet mit einem
Temperaturanstieg von 0,1 °C pro sec. Bei den Genen Hsd3b sowie Cyp11b1 wurde
eine two-step PCR unter Auslassung des 72 °C Schrittes durchgefihrt.

Gene Primersequenzen Annealing-
Temperatur (°C)

b-actin' Fwd TCATGAAGTGTACGTGGACATCC 56 °C
Rev CCTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATG

b-actin® Fwd ACCCGCGAGCACAGCTTCTT 60 °C
Rev TCTGGGCCTCGTCACCCACATA

StAR Fwd GACCTTGAAAGGCTCAGGAAGAAC 60 °C
Rev TAGCTGAAGATGGACAGACTTGC

Cyp1ial Fwd AGGACTTTCCCTGCGCT 53 °C
Rev GCATCTCGGTAATGTTGG

Cyp11b2 Fwd CAGGGCCAAGAAAACCTACA 63 °C
Rev ACGAGCATTTTGAAGCACCT

Cyp1ib1 Fwd GGTCGTCCACAGTCCTGGAGT 63 °C
Rev ACCAACAGGATAGAGCCTCAAGGT

Hsd3b Fwd AAGGAGGAATTCTCCAAGCTG 60 °C
Rev GAGCTGCAGAAGATGAAGGC

Th Fwd TGCAGGGCTGCTGTCTTCCTAT 60 °C
Rev TTCACAGAGAATGGGCGCTGGA

Pnmt Fwd GTGAAGCGAGTCCTGCCTATC 60 °C
Rev AAGATGCCTTTGACATCATCTACC

Ccndi Fwd AGCAGACCATCCGCAAGCAT 60 °C

Rev AAGTGCGTTGTGCGGTAGCA
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Ucn2 Fwd GTGGGCACTGGTGGTGTTCGT 60 °C
Rev GGCGGCCAACATGGGCTAGT

! verwendete Primer fiir das housekeeping-Gen B-actin in Ucn KO Mé&usen
2 verwendete Primer fiir das housekeeping-Gen B-actin in Ucn2 OE Mausen

Tab. 4: Sequenzen der verwendeten Primer

2.10 Messung von Hormonkonzentrationen im Plasma

2.10.1 Corticosteron

Die Messung der Hormonkonzentrationen von Corticosteron im Serum erfolgte mit
Hilfe des kommerziellen Kits ,Corticosterone HS EIA® von IDS. Dieser verwendet das
Prinzip eines kompetitiven Immunoassays. An den auf der Mikrotiterplatte befestigten
Anti-Corticosteron-Antikérper versuchen konkurrierend die Corticosteron-Molekile der
Serumproben bzw. der Standardproben und ein hinzugegebenes biotinyliertes
Corticosteron zu binden. Nach Waschen und Hinzufigen von HRP (horseradish
peroxidase)-markiertem Streptavidin sowie des Substrats TMB (Tetramethylbenzidin)
kann Uber die Intensitét der Farbe und einer Standardkurve indirekt die Konzentration
von Corticosteron der Serumprobe ermittelt werden. Die Konzentration verhélt sich
hierbei indirekt proportional zur Farbintensitdt. Vor der Messung wurden die
Serumproben jeweils 1:30 mit Aqua dest. verdlinnt. Ansonsten wurde nach Angaben
des Herstellers gearbeitet. Die jeweils erforderlichen Waschschritte wurden mit dem
Mikroplattenwascher der Firma Tecan (Crailsheim) durchgeflihrt. Das abschlieBende
Auslesen erfolgte im SPECTRA Mikroplattenreader der Firma Tecan (Crailsheim).

2.10.2 ACTH

Zur Messung von ACTH wurde der Kit ACTH ELISA von Biomerica verwendet. Hierflr
wurden die EDTA-Plasmaproben 1:5 mit Aqua dest. verdinnt, um in den messbaren
Konzentrationsbereich zu gelangen. Der Kit basiert auf einem two-site ELISA, d. h. es
wird ein biotinylierter Antikérper gegen das C-terminale ACTH verwendet und ein HRP
(horseradish peroxidase)-konjugierter Antikérper gegen das N-terminale ACTH. Auf
einer Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte ergeben sich also folgende Bindungen:
Streptavidin < biotinylierter Anti-ACTH-Antikérper «— ACTH «— HRP-konjugierter Anti-
ACTH-Antikérper. Bei Zugabe des Substrats TMB (Tetramethylbenzidin) steigt sie
Intensitat der gelben Farbe folglich proportional mit der Konzentration des ACTH. Uber
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Kalibratoren lasst sich die ACTH-Konzentration der Serumproben damit berechnen. Es
wurde genauestens nach den Anweisungen des Herstellers gearbeitet.

2.10.3Ucn2

Um die Hormonkonzentrationen von Ucn2 zu bestimmen, wurde ebenso ein
kommerzielles Kit von BioVendor verwendet, basierend auf einem kompetitiven
Immunoassay. Auch hier mussten die Serumproben 1:5 verdinnt werden. Das Prinzip
verlauft ahnlich wie bei der Messung von Corticosteron. Lediglich als Substrat wird
OPD (alpha-Phenylendiamindihydrochlorid) anstatt TMD verwendet. Auch hier kann
wieder Uber die Intensitdt der Farbe indirekt die Konzentration von Ucn2 der
Serumprobe ermittelt werden. Die Durchflihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers.

2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Excel (Microsoft Office 2010) durchgefinhrt.
Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit dem t-Test Uberprift, wobei das
Signifikanzniveau mit 5 % definiert wurde. Signifikante Ergebnisse mit p < 0,05 wurden
in den Graphiken mit * markiert, falls p < 0,01 mit ** und falls < 0,001 mit ***. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die Kontrollen 100 % gesetzt und die Proben hierzu
in Relation. In den Graphiken ist der Mittelwert + Standardfehler eingezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Urocortin Knock-out Mause (Ucn KO)

Die Ergebnisse sind nach den jeweiligen Genotypen geordnet und werden mit den
entsprechenden Wildtyp M&usen verglichen (s. Abb. 10 und Abb. 11).
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Abb. 10: Vergleich der Expression der Enzyme der Steroidbiosynthese und
Katecholaminsynthese in der Nebenniere zwischen WT Mausen und den
verschiedenen KO Mausen

Messung der Expression der Enzyme der Steroidbiosynthese mit StAR (A), Cyp1ia1l
(B), Cyp11b1 (C) und Cyp11b2 (D) sowie der Katecholaminsynsthese mit Th (E) und
Pnmt (F).
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Abb. 11: Morphometrische Daten der UchnKO Mause im Vergleich zu WT Mausen

A: Reprasentative HE-Farbungen aus der Mitte der Nebennieren von allen
untersuchten Genotypen. B, C: Flache der Nebenniere sowie das Verhéltnis der
Flache Rinde zu Mark. D, E: Zellen pro Highpowerfield (ncl/hpf) der Zona glomerulosa
und der Zona fasciculata. F: Reprasentative PCNA-Farbungen aus zentralen Schnitten
der Nebenniere. G: Vergleich der Expression von Cyclin D (Ccnd1) zwischen UcnKO
M&ausen und WT Mausen (entsprechen 100%).

(M: Nebennierenmark, C: Nebennierenrinde, Skalierungsbalken entspricht 50 pum)

3.1.1 Ucn1 KO Mause

Die Flache von zentralen Schnitten der Nebenniere von Ucn1 KO Mausen und das
Verhéltnis der Flache von Rinde zu Mark wiesen keine signifikanten Unterschiede zu
den WT Mausen auf (Flache: 119,8+16,6 vs. 100,0£14,7; p=0,82; Rinde/Mark:
2,42+0,13 vs. 2,72+0,30; p=0,46). Morphometrische Untersuchungen der Zona
glomerulosa zeigten hingegen eine signifikante Erhdéhung der Zellkernzahl pro
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Highpowerfield (ncl/hpf) in Ucn1 KO Mausen (65,6+2,6 ncl/hpf; p<0,001) im Vergleich
zu altersentsprechenden WT (55,9£1,5 ncl/hpf), was einer zellularen Hypotrophie
entspricht. In der Zona fasciculata konnten keine strukturellen Unterschiede im
Vergleich zu WT Tieren beobachtet werden (31,9+5,3 ncl/hpf vs. 27,2+2,2 ncl/hpf;
p=0,12). Auf molekularer Ebene wiesen Ucn1 KO Mause einen signifikanten Abfall der
Cyp11b2 Expression (65,1£13,5 % vs. 100,0+£10,7 %; p<0,05) auf, aber unterschieden
sich in der Expression von StAR (109,0+26,7 vs. 100,0%£7,9; p=0,75), Cypiiai
(91,2£15,2 % vs. 100,0£7,3 %; p=0,61) und Cyp11b1 (110,2+4,6 % vs. 100,0£7,9 %;
p=0,35) nicht von den WT Mausen. Untersuchungen der Expressionslevel fir Enzyme,
die im Nebennierenmark flr die Katecholaminsynthese verantwortlich sind, zeigten
signifikant niedrigere Expressionswerte fir Th (25,2£16,7 % vs. 100,0£26,4 %; p<0,05)
und Pnmt (35,9+21,3 % vs. 100,0£18,6 %; p<0,05) der Ucn1 KO M&ause im Vergleich
zu WT Mausen. Bezuglich der Zellproliferation, die durch immunohistochemische
Farbungen mit einem PCNA-Antikdrper untersucht wurde, unterschieden sich die zwei
Gruppen nicht. Auch in der Aktivitdt im Zellzyklus, gemessen durch die Ccnd1
Expression, konnten keine Unterschiede beobachtet werden (74,3+19,1 % vs.
100,0£6,6 %; p=0,14).

3.1.2 Ucn2 KO Mause

Ucn2 KO Mause hatten im Vergleich zu WT Tieren eine signifikant héhere Zellzahl pro
hpf in beiden Zonen der Nebennierenrinde (Zona glomerulosa: 81,3x1,1 ncl/hpf vs.
55,9+1,5 ncl/hpf; p<0,001; Zona fasciculata: 49,8+1,2 ncl/hpf vs. 27,2+2,2 ncl/hpf;
p<0,001). Im Gegensatz zu dieser zellularen Hypotrophie zeigten sich keine
Unterschiede in der Flache der Nebenniere (74,0+8,0 vs. 100,0£14,7; p=0,11) und dem
Verhéltnis von Rinde zu Mark (2,05+0,30 vs. 2,72+0,30; p=0,19) zwischen Ucn2 KO
Tieren und den Kontrollen. Auf molekularer Ebene konnte ein beachtlicher Anstieg der
Cypi11al Expression in Ucn2 KO Tieren beobachtet werden (198,6+33,4 % vs.
100,0+18,6 %; p<0,05). Im Gegensatz dazu zeigte sich keine Veranderung in den
Expressionsleveln von StAR (91,0+14,2% vs. 100,0£19,8 %; p=0,74), Cyp11b1
(82,7£17,3 % vs. 100,0£7,9 %; p=0,37) und Cyp11b2 (89,6+21,1 % vs. 100,0+10,1 %;
p=0,65). Bezlglich des Nebennierenmarks fand sich eine signifikant erniedrigte Pnmt
Expression in Ucn2 KO Mausen (35,7+6,8 % vs. 100,0£23,4 %; p<0,05), wobei sich in
der Expression von Th keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen zeigten (53,1+6,9 % vs. 100,0+23,1 %; p=0,13), jedoch der gleiche Trend.
Ebenso konnte keine Veranderung der Ccnd1 Expression in den Ucn2 KO im Vergleich
zu WT Méausen beobachtet werden (109,6£23,3 % vs. 100,0+8,4 %; p=0,67).
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3.1.3 Ucn3 KO Mause

Strukturelle Analysen der Nebennierenrinde von Ucn3 KO Mausen zeigten eine héhere
Zellkernzahl pro hpf in der Zona glomerulosa im Vergleich zu WT Tieren
(60,5£1,2 ncl/hpf vs. 55,9£1,5 ncl/hpf; p<0,05). Im Gegensatz dazu war die Zellzahl in
der Zona fasciculata (25,5+0,8 ncl/hpf vs. 27,2+2,2 ncl/hpf; p=0,47) sowie die GrdBe
der Nebenniere (114,4+8,5 vs. 100,0£14,7; p=0,98) und das Verhéltnis Rinde zu Mark
(2,54+0,16 vs. 2,72+0,30; p=0,66) zwischen den beiden Gruppen vergleichbar. Ebenso
unterschieden sich die Expressionslevel von StAR (121,3£11,0 % vs. 100,0+19,8 %;
p=0,41), Cyp11b1 (87,418,4 % vs. 100,0£7,9 %; p=0,33) und Cyp11b2 (91,1+31,4 %
vs. 100,0£10,1 %; p=0,77) nicht zwischen Ucn3 KO und WT M&usen. Jedoch konnte
eine erhdhte Cyplial Expression in Ucn3 KO Tieren beobachtet werden
(185,1+22,1 % vs. 100,0+18,6 %; p<0,05). Th (86,0£10,3 % vs. 100,0+23,1 %; p=0,64)
und Pnmt (79,1+10,6 % vs. 100,0+23,4 %; p=0,50) zeigten keine Unterschiede
zwischen den zwei Gruppen. Allerdings fand sich ein Trend zu niedrigeren Werten von
Cend1 (71,5£14,9 % vs. 100,0%8,4 %; p=0,07) in Ucn3 KO Mausen, aber keine
Veranderungen in der Proliferationsrate bei der Auswertung der PCNA-Farbung.

3.1.4 Ucn1/Ucn2 dKO Mause

Ucn1/Ucn2 dKO Mause unterschieden sich in der GréBe der Nebenniere (72,3£12,0
vs. 100,0x14,7; p=0,10) und dem Verhéltnis von Nebennierenrinde zu -mark
(2,44+0,21 vs. 2,72+0,30; p=0,47) nicht von den WT-Mausen. Im Gegensatz dazu
hatten Ucn1/Ucn2 dKO Mause eine signifikant erhdhte Zellzahl pro hpf sowohl in der
Zona glomerulosa (71,2+2,1 ncl/hpf vs. 55,9£1,5 ncl/hpf; p<0,001) als auch in der Zona
fasciculata (39,1£1,5 ncl/hpf vs. 27,2+2,2 ncl/hpf; p<0,01), was auf eine zellulare
Hypotrophie der gesamten Nebennierenrinde hindeutet. AuBerdem zeigten sich
signifikant verringerte Expressionslevel von StAR (28,1+9,0 % vs. 100,0+19,8 %;
p<0,05) und Cyp11b2 (33,5+7,0 % vs. 100,0£10,1 %; p<0,01), wohingegen in der
Expression von Cypiial (90,5+11,0 % vs. 100,0+18,6 %; p=0,70) und Cyp11b1
(74,0£10,8 % vs. 100,0£7,9 %; p=0,10) keine Unterschiede zwischen Ucn1/Ucn2 dKO
Tieren und den entsprechenden WT Mausen zu sehen waren. Auch die
Expressionslevel von Th (76,4+31,0% vs. 100,0+23,1 %; p=0,57) und Pnmt
(60,7+13,9 % vs. 100,0+23,4 %; p=0,31) blieben bei Ucn1/Ucn2 dKO unverandert. Bei
den Ucn1/Ucn2 dKO Mausen konnte eine gesteigerte Zellproliferation mit erhéhtem
Ccnd1 (3383,4142,2 % vs. 100,0£8,4 %; p<0,001) und einer intensivierten PCNA-
Farbung in der gesamten Nebenniere beobachtet werden.
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3.1.5 Ucn2/Ucn3 dKO Mause

Mause mit fehlendem Ucn2 und Ucn3 zeigten keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der mikroskopischen Struktur sowohl in der Zona glomerulosa
(60,9£2,0 ncl/hpf vs. 61,3%1,4 ncl/hpf; p=0,85) als auch in der Zona fasciculata
(40,9+2,1 ncl/hpf vs. 45,4%+1,3 ncl/hpf; p=0,10). Allerdings fanden sich Kkleinere
Nebennieren (45,2+4,5 vs. 100,0£14,7; p<0,05) mit einem unveranderten Rinde/Mark-
Verhéltnis (1,93+0,19 vs. 2,72+0,30; p=0,10). Im Gegensatz dazu konnte eine
signifikant erhéhte Expression von StAR (242,7+£28,4 % vs. 100,0£12,7 %; p<0,001),
Cypt1ial (132,746,7 % vs. 100,0t7,3 %; p<0,01) und Cyp11b1 (153,6+8,1 % vs.
100,0£8,6 %; p<0,001) beobachtet werden. Cyp11b2 Werte unterschieden sich nicht
zwischen Ucn2/Ucn3 dKO Mausen und WT Kontrollen (121,3+18,8 % vs.
100,0£10,7 %; p=0,37). Ucn2/Ucn3 dKO MAause zeigten eine gesteigerte Expression
der Enzyme Th (209,1+32,3 % vs. 100,0+28,5 %; p<0,05) und Pnmt (162,6+19,8 % vs.
100,0+18,6 %; p<0,05). Sowohl bei der Quantifizierung der Ccnd1 mRNA (89,4+7,0 %
vs. 100,013,383 %; p=0,52) als auch bei der PCNA-Farbung konnten keine
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt werden.

3.1.6 Ucn1/Ucn2/Ucn3 tKO Mause

Morphometrische Untersuchungen zufolge hatten Nebennieren der untersuchten Triple
KO Mause eine signifikant erhdhte Zellzahl pro hpf in der Zona glomerulosa
(64,8£1,9 ncl/hpf vs. 55,9+1,5 ncl/hpf; p<0,01) und in der Zona fasciculata
(40,0£0,9 ncl/hpf vs. 27,2122 ncl/hpf; p<0,001). Neben der zellularen Hypotrophie
konnte ebenso eine kleinere Schnittfliche bei Nebennieren der Triple KO Tieren
festgestellt werden (55,4+1,9 vs. 100,0£14,7; p<0,05), wobei das Verhaltnis von Rinde
zu Mark konstant blieb (2,09+£0,20 vs. 2,72+0,30; p=0,13). Ebenso konnte eine
signifikant verminderte Expression von StAR (31,3+4,6 % vs. 100,0+19,8 %; p<0,05)
und Cyp11b1 (33,916,8 % vs. 100,0+7,9 %; p<0,01) in Triple KO Tieren beobachtet
werden; die Expression von Cyp11b2 (62,0£34,2 % vs. 100,0+10,1 %; p=0,23) und
Cypi11al (63,0£22,7 % vs. 100,0£18,6 %; p=0,29) zeigten den gleichen Trend,
verfehlten aber das statistische Signifikanzniveau. Bei den Enzymen Th und Pnmt des
Nebennierenmarks unterschieden sich die Expressionslevel zwischen Triple KO und
WT Mausen nicht (Th: 99,53+30,75 % vs. 100,0+23,09 %; p=0,99; Pnmt: 61,5+11,2 %
vs. 100,0+23,4 %; p=0,38). In den Triple KO Mausen konnte eine deutlich gesteigerte
Expression des Zellzyklusprotein Ccnd1 (272,6£14,3 % vs. 100,0+8,4 %; p<0,001)
ebenso wie eine gesteigerte PCNA-Farbung beobachtet werden.
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3.2 Urocortin2 Uberexprimierende Mause (Ucn2 OE)

Die Ergebnisse werden getrennt nach den drei verschiedenen Konditionen (Basal-
Bedingungen, nach ACTH-Stimulationstest und nach Restraint-Stress-Test)

beschrieben.

3.2.1 Nachweis der Ucn2 Uberexpression

Die Bestatigung der Ucn2 Uberexpression in Ucn OE Mausen beider Geschlechter
erfolgte in drei Schritten.

Als Voraussetzung einer Ucn2 Uberexpression erfolgte zuerst der Nachweis der
Deletion der Stopp-Sequenz mittels PCR und anschlieBender Gelelektrophorese aus
cDNA der Nebennieren. Bei Ucn2 OE Tieren zeigte sich bei Kombination der Primer
ROSA-1 und ROSA-5 eine Bande bei 505 bp und somit der Hinweis auf die Deletion
der Stopp-Sequenz vor der Ucn2-Sequenz durch die Cre-Rekombinase. Bei
Kontrollmdusen war die Bande bei 505 bp nicht zu sehen, was einer fehlenden
Deletion entspricht (s. Abb. 12).

500 bp [— E 505 bp
e

DNA-Leiter
H,O-Kontrolle
Ucn2 OE
Control

Abb. 12: cDNA aus der Nebenniere einer Ucn2 OE Maus und einer Control-Maus
PCR mit dem Primerpaar ROSA-1 und ROSA-5 und anschlieBende
Gelelektrophorese. Bei der cDNA aus der Nebenniere einer Ucn2 OE Maus
(R26+/stopUcn2 SF1-Cre+/- ) zeigt sich im Gegensatz zu einer Control-Maus
(R26+/stopUcn2 SF1-Cre-/-) ein PCR Produkt bei 505 bp.

Als zweiter Schritt erfolgte die Quantifizierung der Ucn2 mRNA aus cDNA der
Nebennieren mittels rtPCR. Hier zeigte sich eine hochsignifkante Uberexpression von
Ucn2 bei Mausen unter Basal-Bedingungen (w: 2355,7+306,4 % vs. 100,0£16,2 %;
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p<0,001; m: 2436,0£240,5 % vs. 100,0+14,0 %; p<0,001), nach ACTH-Stimulationstest
(w: 2466,8+298,1 % vs. 100,0£23,1 %; p<0,001; m: 1804,4£160,1 % vs. 100,0£13,1 %;
p<0,001) und nach Restraint-Stress-Test (w: 2828,8+255,9 % vs. 100,0%£13,8 %;
p<0,001; m: 2038,5+170,7 % vs. 100,0£19,9 %; p<0,001).

Als dritter Schritt wurden die Ucn2-Konzentrationen im Plasma von M&usen unter
Basal-Bedingungen sowie nach ACTH-Test gemessen (s. Abb. 13). Unter Basal-
Bedingungen zeigte sich eine signifkante Steigerung der Ucn2-Konzentration im
Plasma bei Ucn2 OE Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren (w: 6,7+0,9 ng/pl vs.
1,5+0,1 ng/ul; p<0,001; m: 4,8+0,4 ng/ul vs. 2,0£0,1 ng/ul; p<0,001). Dagegen war bei
den durch ACTH-Test stimulierten Tieren nur bei weiblichen Ucn2 OE Mausen die
Konzentration von Ucn2 im Plasma signifikant erhéht (w: 3,8+1,0 ng/ul vs.
1,9+0,1 ng/ul; p=0,07; m: 5,2+0,6 ng/ul vs. 2,4+0,3 ng/ul; p<0,01).

Ucn2 mRNA Expression in der Nebenniere Ucn2 Konzentration im Plasma
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Abb. 13: Nachweis der Expression von Uch2 mRNA in der Nebenniere und Ucn2-
Konzentration im Plasma

In den Ucn2 OE Mausen zeigten sich sowohl hoch signifikant erhdhte Werte fur die
Expression von Ucn2 mRNA in den Nebennieren als auch gesteigerte
Konzentrationslevel von Ucn2 im Plasma.
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3.2.2 Ucn2 OE Mause unter Basal-Bedingungen

Je Geschlecht wurden acht Kontrolltiere sowie acht Ucn2 OE M&use unter Basal-
Bedingungen im Alter von zwei Monaten untersucht. Um die Effekte der Ucn2
Uberexpression auf die Steroidbiosynthese zu messen, wurden real-time PCRs mit
folgenden Enzymen durchgefiihrt: StAR, Cyp11ail, Hsd3b, Cyp11b1 und Cyp11b2.
Interessanterweise konnte hierbei ein Unterschied der phanotypischen Auspragung in
Abhé&ngigkeit vom Geschlecht ermittelt werden (s. Abb. 14). So wurden bei Mannchen
keine Anderungen zwischen Kontrolltieren und Ucn2 OE Mausen gefunden (StAR:
98,21£16,4 % vs. 100,0+23,4 %; p=0,95; Cypiial: 107,0+14,9 % vs. 100,0+15,4 %;
p=0,75; Hsd3b: 95,0+17,6 % vs. 100,0+24,5 %; p=0,87; Cyp11b1: 100,0,2+13,7 % vs.
100,0+30,7 %; p=0,99), dagegen fand sich bei weiblichen Ucn2 OE Méausen eine
niedrige Expression von StAR (62,3+8,1 % vs. 100,0£11,3 %; p<0,05), Cypliail
(72,5£7,9 % vs. 100,048,9 %; p<0,05) und Cyp11b1 (71,046,7 % vs. 100,0£19,1 %
p<0,05), wobei Hsd3b (97,0+10,9 % vs. 100,0+9,5 %; p=0,87) vergleichbar blieb. Bei
beiden Geschlechtern fand sich kein Unterschied zwischen Kontrolltieren und Ucn2 OE
Tieren bei der mRNA Expression von Cyp11b2, der Aldosteronsynthase (w:
114,6£14,5 % vs. 100,0+11,7 %; p=0,47; m: 113,0+15,5 % vs. 100,0£18,0 %; p=0,59).
Neben Enzymen der Steroidbiosynthese wurden zwei Enzyme (Th und Pnmt), die
entscheidend fir die Katecholaminsynthese des Nebennierenmarks sind, quantifiziert.
Auch hier ergaben sich bezlglich der Genexpression keine Differenzen zwischen
Kontrolltieren und Ucn2 OE M&usen in beiden Geschlechtern (Th: w: 94,8+11,8 % vs.
100,0£19,8 %; p=0,82, m: 97,4%+18,7 % vs. 100,0+18,7 %; p=0,93; Pnmt: w:
62,616,2 % vs. 100,0+25,4 %; p=0,15, m: 144,9+28,9 % vs. 100,0£7,8 %; p=0,19).
Neben den Genen der Steroidbiosynthese wurden die Auswirkungen von der Ucn2
Uberexpression auf die Hormonspiegel im Plasma mittels EIA bzw. ELISA analysiert.
Dabei konnten fiir die Corticosteron-Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen festgestellt werden (w: 245,4+36,2 ng/ml vs. 171,3£37,4 ng/ml;
p=0,37, m: 133,0+26,3 ng/ml vs. 106,8+20,9 ng/ml; p=0,10). Auch die ACTH-
Konzentrationen waren bei weiblichen Tieren vergleichbar (51,6+7,9 pg/ml vs.
48,2+15,8 pg/ml; p=0,83), bei Mannchen fand sich dagegen eine signifikant erhéhte
Konzentration (251,8+42,1 pg/ml vs. 113,7+36,8 pg/ml; p<0,05). Der erniedrigte
Corticosteron/ACTH-Index, der sowohl bei Weibchen (3,22+0,67 vs. 7,78+2,61;
p<0,05) und als auch bei Mannchen (0,46+0,18 vs. 4,65+1,61; p<0,05) festgestellt
werden konnte, ist ein Zeichen dafir, dass eine erhéhte ACTH-Konzentration
gebraucht wird, um dieselben Corticosteron-Werte zu erreichen oder/und dass bei
gleichen ACTH-Konzentrationen weniger Corticosteron produziert werden kann. Ein
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erniedrigter Corticosteron/ACTH-Index kann damit als Hinweis fir eine latente primare
Nebennierenrindeninsuffizienz gesehen werden.

Des Weiteren wurden die Zellkernzahl pro Highpowerfield in der Zona glomerulosa und
in der Zona fasciculata ermittelt, um morphologische Auswirkungen einer Ucn2
Uberexpression in der Nebenniere zu ermitteln. Hierbei zeigten sich bei den weiblichen
Ucn2 OE Méusen sowohl in der Zona glomerulosa (73,6%2,5ncl/hpf vs.
76,0+1,7 ncl/hpf; p=0,44) als auch in der Zona fasciculata (41,3%1,0 ncl/hpf vs.
42,1£1,6 ncl/hpf; p=0,65) keine Veranderungen im Vergleich zu den WT Mausen. In
der Zona glomerulosa der méannlichen Ucn2 OE Mausen ergab sich eine erhdhte
Zellkernzahl pro Highpowerfield, was einer zellularen Hypotrophie entspricht
(72,7£2,1 ncl/hpf vs. 64,3%1,4 ncl/hpf; p<0,01), in der Zona fasciculata fanden sich
hingegen keine signifikanten Unterschiede zu WT Mausen (44,4+2,4 ncl/hpf vs.
38,7+1,8 ncl/hpf; p=0,07).
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Abb. 14: Ucn2 OE Mause unter Basal-Bedingungen

Vergleich der Ucn2 OE Mause unter Basal-Bedingungen mit Kontrollmdusen
bezlglich morphologischer Aspekte, der Expression von Enzymen der
Steroidbiosynthese und Katecholaminsynthese sowie der Hormonkonzentrationen.

3.2.3 Ucn2 OE Mause nach ACTH-Stimulationstest

Neben den Tieren, die unter Basal-Bedingungen charakterisiert wurden, wurden
jeweils sieben Kontrolltiere und Ucn2 OE Mause, weiblich sowie mannlich, einem
ACTH-Stimulationstest unterzogen. Aus der RNA der Nebennieren wurde die
Genexpression von Enzymen der Steroidbiosynthese mittels real-time PCR bestimmt
(s. Abb. 15). Bei weiblichen Ucn2 OE Mausen fand sich demnach eine niedrigere
Expression von StAR (71,3£5,6 % vs. 100,0+11,4 %; p<0,05) und Hsd3b (60,7+10,5 %
vs. 100,0£15,4 %; p<0,05), wobei die Expression von Cypiial (110,6+8,4 % vs.
100,0£12,5 %; p<0,05), Cypi1ib1 (102,248,9 % vs. 100,0+14,0 %; p=0,90) und
Cyp11b2 (106,9+22,8 % vs. 100,0+67,9 %; p=0,80) keinen Unterschied zwischen den
weiblichen Tieren ergab. Bei mannlichen M&usen unterschieden sich keine der
untersuchten Enzyme in ihrer Genexpressionen (StAR: 99,0+9,3 % vs. 100,0+15,7 %;
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p=0,96; Cypi1ial: 115,1£6,5 % vs. 100,0+£10,9 %; p=0,26; Hsd3b: 87,9+5,2 % vs.
100,0+£10,9 %; p=0,33; Cyp11b1: 101,7+8,5 % vs. 100,0£9,3 %; p=0,90; Cyp11b2:
112,0+£18,2 % vs. 100,0£25,7 %; p=0,71). Ebenso ergaben die real-time PCRs keinen
Unterschied zwischen den Gruppen in den Expressionsleveln fiir Th und Pnmt (w: Th:
90,1£10,3 % vs. 100,0+29,2 %; p=0,75; Pnmt: 99,8+12,3 % vs. 100,0£28,5 %; p=0,99;
m: Th: 84,0£10,3 % vs. 100,0+10,7 %; p=0,30; Pnmt 86,6£12,0 % vs. 100,0+26,6 %;
p=0,65).

Auch nach ACTH Stimulationstest wurden die Corticosteron-Konzentrationen im
Plasma ermittelt. Bei den Corticosteron-Werten wurden keine Unterschiede zwischen
Kontroll- und Ucn2 OE Tieren gesehen (w: 685,1+34,8 pg/ml vs. 652,6+£33,8 pg/ml;
p=0,53, m: 455,2+117,4 pg/ml vs. 557,2+96,1 pg/ml; p=0,53), im Vergleich zu den
Tieren unter Basal-Bedingungen stiegen jedoch die Corticosteron-Werte, was auf eine
adaquate Antwort auf die ACTH Stimulation gewertet werden kann.

125 StAR Cyp11ai
5 1
Z 100 * * "
g T 125
2 75 2
3 g 100 -
2 50 %-’ 75 1
° 25 3 %01
25
0 0 - : :
@ controlsw  Ucn2 OEw  controlsm  Ucn2 OE m controlsw Ucn2 OEw controls m Ucn2 OE m
0
@
;= Hsd3b
= S
> 125 125 Cyp11b1
o
2 2100 - * £ 100
h=] 5 2
o w 75 - g 75
g -
Pt g 50 3 50 -
c
e g
S o 25 - 25
o
o) 0+ T T T 0 : T T
E‘ controls w Ucn2 OEw controls m Ucn2 OE m controlsw Ucn2 OEw controlsm Ucn2 OEm
N
T Cyp11b2

150

%
-
N
o

5 100

~
o

Genexpress

w
o

(S
o o

11

controlsw Ucn2 OEw controls m  Ucn2 OE m

46



Ergebnisse

150 Pnmt

125

Th -
2125
£ 100 8100
w75 75
50 - 50
25 25
0 ‘ . — 0 : : -

controlsw Ucn2 OEw controls m Ucn2 OE m controlsw Ucn2 OEw controlsm Ucn2 CEm

sion %

Genexpression
Genexpres:

Enzyme der
Katecholaminsynthese

Corticosteron

e

controlsw Ucn2 OEw controls m  Ucn2 OE m

Hormonkonzentrationen
im Plasma
ng.
5
o

Abb. 15: Ucn2 OE Mause nach ACTH-Stimulationstest

Vergleich der Ucn2 OE Mause nach ACTH-Stimulationstest mit Kontrollmausen
bezlglich der Expression von Enzymen der Steroidbiosynthese und
Katecholaminsynthese sowie der Corticosteron-Konzentrationen im Plasma.

3.2.4 Ucn2 OE Mause nach Restraint-Stress-Test

Neben dem ACTH-Stimulationstest, im Rahmen dessen die Nebenniere durch
exogenes ACTH stimuliert wird, wurden je acht Tiere der vier verschiedenen Gruppen
einem Restraint-Stress-Test unterzogen (s. Abb. 16). Dies entspricht einer endogenen
Stressreaktion, in der verschiedene Areale des Gehirns stimuliert werden und die
Nebenniere neben anderen Organen/Systemen reagiert. Bei Weibchen konnte nach
Restraint-Stress-Test  kein  Unterschied mehr bezlglich der Expression der
Steroidbiosyntheseenzyme zwischen den Gruppen gesehen werden (StAR:
89,618,0 % vs. 100,0+,5 %; p=0,47; Cypiial: 96,818,6 % vs. 100,0+6,3 %; p=0,79;
Hsd3b: 76,1£10,6 % vs. 100,0+20,6 %; p=0,21; Cyp11b1: 86,416,6 % vs. 100,0£6,4 %;
p=0,19; Cyp11b2: 98,1£13,8 % vs. 100,0£9,4 %; p=0,92). Dagegen fanden sich hier
bei den Mannchen eine Herunterregulierung der Expression der Enzyme StAR
(69,414,8 % vs. 100,0£14,7 %; p<0,05), Hsd3b (58,319,2 % vs. 100,0+16,7 %; p<0,05)
und Cyp11b1 (68,8459 % vs. 100,0£13,0 %; p<0,05), wohingegen Cypiiat
(109,646,4 % vs. 100,0+11,1%; p=0,46) und Cyplib2 (124,8+13,0% vs.
100,0+17,9 %; p=0,27) konstant blieben. Ebenso zeigten die Ergebnisse fur Th und
Pnmt eine niedrigere Expression bei ménnlichen Ucn2 OE M&usen im Vergleich zu
den Kontrollen (Th: 58,6+8,2 % vs. 100,0+17,9 %; p<0,05; Pnmt: 59,5+11,2 % vs.
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100,0+15,5 %; p<0,05), bei weiblichen &anderte sich die Expression fur Th nicht
signifikant (102,1+9,4 % vs. 100,018,0 %; p=0,87). Dagegen fand sich eine erhéhte
Expression von Pnmt (133,8+10,0 % vs. 100,0£7,9 %; p<0,05).

Auf Hormonebene waren die Corticosteron-Konzentrationen der weiblichen Ucn2 OE
Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren erniedrigt (w: 443,3+12,7 pg/ml vs.
597,3t72,1 pg/ml; p<0.05), bei den Corticosteron-Werten der Mannchen
(304,3+£16,5 pg/ml vs. 288,8+12,3 pg/ml; p=0,48) ebenso wie bei den ACTH-
Konzentrationen beiderlei Geschlechts (w: 707,4+175,4 pg/ml vs. 423,3+£99,7 pg/ml;
p=0,37, m: 676,8+140,6 pg/ml vs. 577,6£101,5 pg/ml; p=0,65) fanden sich allerdings
keine Differenzen zwischen Ucn2 OE Mausen und Kontrolltieren. Auch hier konnte
aber durch erhdhte Corticosteron- und ACTH-Werte im Vergleich zu den Mausen unter
Basal-Bedingungen gezeigt werden, dass der Restraint-Stress-Test erfolgreich war.
Bei der Berechnung des Corticosteron/ACTH-Index zeigte sich bei weiblichen Ucn2 OE
Tieren eine Tendenz zu niedrigeren Werten (w: 0,91+0,26 vs. 1,86+0,55; p=0,19),
mannliche unterschieden sich nicht von der Kontrollgruppe (0,59+0,20 vs. 0,59+0,12;
p=0,73).
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Abb. 16: Ucn2 OE Mause nach Restraint-Stress-Test
Vergleich der Ucn2 OE Mé&use nach Restraint-Stress-Test mit Kontrollmdusen

bezlglich der Expression von Enzymen der Steroidbiosynthese und
Katecholaminsynthese sowie der Hormonkonzentrationen im Plasma.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung der Urocortine in der Nebenniere

Dass Urocortine allein aufgrund ihrer Zugehdérigkeit zur CRF-Familie eine Rolle in der
Modulation der Stressantwort spielen, liegt nahe. Die Expression und die Effekte von
Urocortinen im Gehirn wurden und werden immer noch eingehend untersucht. Neben
anderen Gehirnarealen ist vor allem die Expression und Funktion von Urocortinen im
Hypothalamus und in der Hypophyse Ziel der Forschung. Um die HPA-Achse zu
vervollstandigen, richteten wir nun in diesen in vivo Studien das Augenmerk auf die
Nebennieren. Da eine Expression aller drei Urocortine sowie deren Rezeptoren in der
Nebenniere beschrieben wurde, liegt die Vermutung nahe, dass das Urocortin-System
auch dort eine Funktion innehat. So postulierten Tsatsanis et al. eine intraadrenale
Regulationsschleife, die somit schnell und auf kirzestem Wege zu einer Modulation
der Stressantwort fihren kdnnte (Tsatsanis et al. 2007).

Ubereinstimmend mit diesen Uberlegungen wurde eine periphere und organspezifische
Wirkung von Urocortinen bereits in diversen anderen Organen und Strukturen wie der
Skelettmuskulatur, den GeféaBen und der Gebarmutter nachgewiesen (Chen et al.
2004; Florio et al. 2004; Emeto et al. 2011).

Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit getrennt nach den zwei verwendeten
Tiermodellen und im Vergleich zu Daten aus der Literatur diskutiert werden.

4.2 Ergebnisse der Experimente an Urocortin Knock-out
M&ausen

4.2.1 Besonderheiten, Vorteile und Einschrankungen dieses
Mausmodells

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Rolle der drei verschiedenen Urocortine in der

Nebenniere mit sechs verschiedenen Knock-out Mausmodellen — sowohl unter

morphologischen als auch unter funktionellen Gesichtspunkten — untersucht. Es wurde

offensichtlich, dass das Fehlen eines oder mehrerer Urocortine zu komplexen

Anderungen fiihrt, was ohne diese Experimente nicht voraussagbar gewesen ware.
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Allerdings liegt es in der Natur eines in vivo Modells, dass beim Vergleich der
Ergebnisse verschiedene Aspekte beriicksichtigt werden missen:

Zum einen wurden nur mannliche M&use im Alter von ca. drei Monaten mit einem
bestimmten  genetischen = Background  (C57BL/6 x 129)  verwendet.  Aus
Praktikabilitatsgriinden konnte nur ein Geschlecht gewahlt werden — die Wahl fiel auf
Mannchen, um mdgliche Einflisse des weiblichen Zyklus auszuschlieBen, da Mause
im Alter von drei Monaten bereits einige Zeit lang geschlechtsreif sind. Es wird
allerdings in mehreren Publikationen beschrieben, dass Urocortine ihre Wirkung
durchaus geschlechtsabhangig entfalten (Chen et al. 2006; Breu et al. 2012).
Erschwerend kommt bei der Interpretation der Ergebnisse hinsichtlich der Nebenniere
hinzu, dass bei den KO Modellen nicht differenziert werden kann, ob die Auswirkungen
auf den Phanotyp aufgrund des Fehlens der Urocortine in der Nebenniere oder auf
einer anderen Ebene der HPA-Achse zustande kommt. AuBerdem besteht die
Maoglichkeit, dass die HPA-Achse mdglicherweise adaptiert und Effekte damit verloren
gehen. Zudem zeigen Urocortine eine unterschiedliche Affinitdt zu den zwei CRF-
Rezeptoren, was zu sogenannten Rescue-Phdnomenen flhren kann: das Fehlen von
Ucn2 kdnnte zum Beispiel durch eine verstarkte Expression von Ucn3 kompensiert
werden, da sie an den gleichen Rezeptor mit &hnlicher Affinitat binden.

4.2.2 Vergleich der Ergebnisse mit Daten der Literatur

Es wurde gezeigt, dass Ucn1 und Ucn2 in der Modulation des Wasser- und
Elektrolythaushalts beteiligt sind und Einfluss auf die kardiale Funktion bei einer
Herzinsuffizienz haben. So fihrt die Gabe von Ucn1 in einem Schafmodell mit akuter
Herzinsuffizienz zu einer Reduktion von Vasopressin, Renin-Aktivitat, Aldosteron und
Atrialem Natriuretischen Peptid (ANP), was assoziiert ist mit einem verzégerten Beginn
der Herzinsuffizienz (Rademaker et al. 2002; Rademaker et al. 2007). Rademaker
et al. konnten auBerdem zeigen, dass eine kombinierte Gabe von Ucn2 und Furosemid
bei experimenteller Herzinsuffizienz die Aldosteron- und Vasopressinspiegel weiter
reduzieren kann (Rademaker et al. 2009). Wé&hrend bei diesen Effekten mehrere
funktionale Systeme beteiligt sind, gibt es fir die Urocortin-abhangige
Aldosteronsekretion aus der Nebennierenrinde nur sehr wenige Informationen.
Interessanterweise konnten in vitro Studien zeigen, dass die Stimulation von humanen
adrenocorticalen NCIh295 Zellen mit Ucn1 zu einer Steigerung der Aldosteronsynthase
(Cyp11b2) sowie zu einer gesteigerten Aldosteronsekretion fihrt (Kageyama et al.
2010). Passend zu diesen Ergebnissen wurde in den hier verwendeten KO Modellen,
in denen Ucn1 oder/und Ucn2 fehlen, eine zelluldre Hypotrophie der Zona glomerulosa
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und niedrigere Expressionslevel fiir die Aldosteronsynthase (Cyp11b2) gefunden.
Anhand dieser Ergebnisse kann folglich ein direkter Effekt auf die Aldosteronsekretion
aus der Nebennierenrinde und damit ein méglicher Einfluss auf die Langzeiteffekte von
Urocortinen nicht ausgeschlossen werden, obwohl in den interventionellen Studien
eine Reduktion der volumensteigernden Hormone des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems gesehen wurde.

In friheren Studien wurde beschrieben, dass Ucn1 KO Mause eine normale
hormonelle Stressantwort auf akuten Stress zeigen — sowohl bezogen auf das
Nebennierenmark als auch auf die Nebennierenrinde (Vetter et al. 2002; Wang et al.
2002). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte in unseren Ucn1 KO Méausen
beobachtet werden, dass die Struktur der Zona fasciulata sowie die Expressionslevel
der fur die Corticosteron- und Katecholaminsynthese wichtigen Enzyme keine
Anderungen zeigten. In Crfrt KO Mé&usen wurde jedoch eine Atrophie des
Nebennierenmarks mit niedrigeren Adrenalinkonzentrationen im Plasma festgestellt
(Yoshida-Hiroi et al. 2002). In unseren Ucn1 KO Tieren fanden sich keine signifikanten
Anderungen der Expressionslevel von Th und Pnmt, was sich mit der funktionellen
Redundanz des Crfr1 erklaren lassen kénnte, da auch das noch vorhandene CRF an
diesen Rezeptor mit hoher Affinitat binden kann.

In friheren Experimenten mit Ucn2 KO Méausen beiderlei Geschlechts konnte gezeigt
werden, dass weibliche, nicht aber mannliche Tiere einen erhdéhten basalen ACTH-
und Corticosteron-Spiegel aufweisen (Chen et al. 2006). Eine neu publizierte Studie
beschreibt hingegen keinen Einfluss eines Ucn2 Knock-outs auf die HPA-Achse,
lediglich ein reduziertes aggressives Verhalten mannlicher Tiere (Breu et al. 2012).
Diese Untersuchungen konnte in unseren aktuellen Studien bestétigt werden, da die
Abwesenheit von Ucn2 bei mannlichen Tieren lediglich eine zellulare Hypotrophie der
Nebennierenrinde und leichte Auswirkungen auf die Expression der untersuchten
Enzyme zeigte.

Ebenso konnten in Ucn3 KO Tieren nur kleine Unterschiede bezlglich der
Nebennierenstruktur, der Steroidbiosynthese und der Katecholaminproduktion entdeckt
werden. Dies lasst sich gut in Einklang bringen mit bereits publizierten Daten, die eine
normale Corticosteron-Konzentration in Ucn3 KO Tieren zeigen (Deussing et al. 2010).
Vergleichbar mit der Situation in Ucn1 KO Tieren ware es vorstellbar, dass das Fehlen
einer der beiden Liganden des Crfr2 durch den jeweils andern kompensiert wird, was
zu einem milden Phanotyp der Ucn2 und der Ucn3 KO Maus beitragen kénnte.
Passend hierzu zeigen die Daten fir Mause, denen sowohl Ucn2 als auch Ucn3 fehlt,
eine deutliche Steigerung der Expressionslevel der untersuchten Enzyme der Steroid-
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sowie der Katecholaminsynthese. AuBerdem besitzen diese Mause Kkleinere
Nebennieren, jedoch ohne strukturelle Veréanderungen auf zellularer Ebene.
Dementsprechend kann die Erhéhung der StAR Expression in den Ucn2/Ucn3 dKO
Tieren mit dem Uberwiegen des ,Stress-Phanotyps* durch die Dominanz des Ucnf
Peptids in diesem Modell erklart werden. Ebenso ist sowohl in den Ucn2 und Ucn3
Single KO Mausen und noch eindrucksvoller in den Ucn2/Ucn3 dKO Mausen die
Dominanz des Ucn1 Peptids mit dem Anstieg des Cypiial assoziert. Fir Cyp11b1
konnte zwar keine signifikante Erh6hung des Expressionslevel in den Ucn2 KO und
Ucn3 KO Tieren beobachtet werden, daflr jedoch auf der einen Seite ein Anstieg bei
den Ucn2/Ucn3 dKO M&usen und auf der anderen Seite eine signifikante Verringerung
der Cyp11b1 Expression in Ucn1/Ucn2/Ucn3 tKO Mausen. Zusammengenommen
kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass Ucn1, welches ebenso mit
groBer Affinitat an beide CRF-Rezeptoren bindet, nicht zur Unterstlitzung des Stress-
Coping-Mechanismus beitragt, der Uber den Crfr2 vermittelt wird. Bereits in friheren
Studien wurde beschrieben, dass Crfr2 KO M&use eine normale basale ACTH- und
Corticosteron-Konzentration aufweisen, aber sensitiver gegentiber Stress sind (Bale et
al. 2000; Coste et al. 2000; Coste et al. 2006), was die These untermauert, dass die
Stimulation von Crfr2 zu einer Reduktion von Angstverhalten fihrt und eher Stress-
Coping-Mechanismen unterstitzt (Hsu et al. 2001).

In Triple KO Mausen zeigte sich eine zellulare Hypotrophie der Nebennierenrinde, eine
erhdhte Proliferationsmarke und eine erniedrigte Kapazitat fir die Produktion von
Steroidhormonen. Dies deutet daraufhin, dass die Effekte eines Fehlens von Ucn1 die
Auswirkungen der Abwesenheit von Ucn2 und Ucn3 (bertreffen. Annahernd
vergleichbar mit diesem Phanotyp ist das Crfr1/2 KO Modell, das eine Atrophie der
Zona fasciculata sowie einen Phanotyp der Glucocorticoid-Insuffizienz aufweist (Preil
et al. 2001). Offensichtlich fuhrt die Abwesenheit aller drei Urocortine oder beider CRF-
Rezeptoren zu einem vergleichbaren Phanotyp in der Struktur der Nebennierenrinde.
Ubereinstimmend mit den beschriebenen Daten konnte in Triple KO Mausen eine
Tendenz zu niedrigeren basalen Corticosteron-Konzentrationen dokumentiert werden
(Neufeld-Cohen et al. 2010), auch wenn die Nebenniereninsuffizienz im Triple KO
Modell nicht so ausgepréagt war wie im Crfr1/2 KO Modell.

Die gréBten Unterschiede zu Wildtyp Mausen zeigten sich in unserem Ucn1/Ucn2 dKO
Modell. Hier wurden deutlich erniedrigte Expressionslevel der Schlisselenzyme der
Steroidbiosynthese zusammen mit einer signifikanten zellularen Hypotrophie der
Nebennierenrinde und einer erhéhten Proliferationsrate gefunden. Diese
Untersuchungen stimmen nicht vollstandig mit verdffentlichten Daten alterer
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Ucn1/Ucn2 dKO Tiere Uuberein (Neufeld-Cohen et al. 2010). Ein mdglicher
Erklarungsansatz kénnte eine Altersabhangigkeit der Effekte von Urocortinen sein.
Waéhrend bereits gezeigt wurde, dass sich eine Reihe von Parametern in der Formation
und Zonierung der Nebennieren von Wildtyp Mausen altersabhdngig darstellen
(Bielohuby et al. 2007; Hershkovitz et al. 2007), stehen Experimente Gber die zeitlich
abhéangigen Effekte von Urocortinen noch aus. Die relativ &hnlichen Phanotypen der
Ucn1/Ucn2 dKO und der Triple KO Mause sowie die milden Auswirkungen eines Ucn3
Knock-outs weisen auf eine untergeordnete strukturelle und funktionelle Rolle von
Ucn3 auf die Nebenniere hin. Da nur Ucn2 KO, Ucn1/Ucn2 dKO und Ucn1/Ucn2/Ucn3
tKO Tiere eine zellulare Hypotrophie der Nebennierenrinde aufwiesen, kdnnten
potentielle Effekte von Ucn2 auf die Entwicklung und Struktur der Nebenniere vermutet
werden.

Zusammenfassend kann aus den Studien der sechs verschiedenen Ucn KO Mausen
der Schluss gezogen werden, dass die Abwesenheit der Urocortine Effekte sowohl auf
die Rinde als auch auf das Mark der Nebenniere hat. Allerdings zeigt das Fehlen von
nur einem Urocortin relativ milde Effekte auf den Phanotyp, was vermuten lasst, dass
die Regulation der Struktur und Funktion der Nebenniere auf der Balance aller
Urocortine und deren Rezeptoren aufbaut.

4.3 Ergebnisse der Ucn2 transgener Mause

4.3.1 Besonderheiten, Vorteile und Einschrankungen dieses
Mausmodells

Um die komplexen Systeme und Interaktionen zwischen dem Urocortin-System und
der Nebennierenfunktion weiter aufzuschlisseln, wurden Versuche an einem
zusatzlichen Mausmodell durchgefuhrt, an welchem organspezifische Effekte von Ucn2
untersucht werden konnten. Neben der Verflgbarkeit einer gefloxten Ucn2 Maus durch
die Arbeitsgruppe von Dr. Jan Deussing untersuchten wir gezielt die Uberexpression
von Ucn2 wegen des relativ ausgepragten Phanotyps in den Mausen, in denen Ucn2
deletiert worden war. Ein weiterer Grund, warum Ucn2 in das Blickfeld unserer
Untersuchungen geriet, war, dass inzwischen erfolgversprechende klinische
Untersuchungen mit Ucn2 an Patienten mit Herzinsuffizienz durchgefuhrt werden. Hier
zeigte sich nach der intravendsen Gabe von Ucn2 eine verbesserte linksventrikulare
Funktion sowie eine verbesserte Nierenfunktion (Rademaker et al. 2011; lkeda et al.
2012). Vor einem moglichen erweiterten klinischen Einsatz von Ucn2 ist es daher von
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besonderem Interesse zu wissen, was eine systemische Applikation fir Auswirkungen
auf die Nebenniere hat.

Im Gegensatz zu den KO Mausen, bei denen nur Nebennieren zur Verflgung standen,
konnten bei den Ucn2 OE Mausen neben der deskriptiven Beschreibung der
Nebennieren und Messung der basalen Plasmahormonspiegel auch funktionelle
Stresstests durchgeflihrt werden. Dies ist ein entscheidender Vorteil, da gerade die
Nebenniere als endokrines Organ in ein komplexes regulatorisches System eingebettet
ist und kurzfristig auf Anderungen zum Beispiel mit Produktion von Glucocorticoiden
oder Katecholaminen reagieren muss. So wurden die Tiere zweierlei Stresstests
unterzogen: Zum einen wurde einer Gruppe von Mausen intraperitoneal eine
supraphysiologische Menge an ACTH gespritzt. Durch die Injektion von ACTH wird
spezifisch und direkt die Nebenniere stimuliert. Ein ahnlich durchgefihrter ACTH-
Stimulationstest wird auch in der klinischen Praxis bei Patienten eingesetzt, bei denen
der Verdacht auf eine Nebenniereninsuffizienz besteht. Als zweiten Stresstest wurden
die M&use durch einen Restraint-Stress-Test einer relativ physiologischen Art von
Stress unterzogen. Es kommt hierbei zu einer endogenen Stimulation der Nebenniere:
Unter anderem Uber den Symphatikus, der primadr das Nebennierenmark zur
Ausschittung von Katecholaminen anregt, und zum anderen Uber die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse, wodurch vor allem Uber CRF und ACTH letztendlich
die Nebennierenrinde angeregt wird.

In unserem Mausmodell ist zu beachten, dass Ucn2 abhangig vom SF1-Promoter
exprimiert wird. Von Binghametal. wird beschrieben, dass dieser in der
Nebennierenrinde, dem ventromedullaren Teil des Hypothalamus, den gonadotropen
Zellen des Hypophysenvorderlappens, der Milz sowie in den Gonaden aktiv ist
(Bingham et al. 2006). Magliche Einfliisse dieser transgenen Uberexpression sollen
nun im Folgenden diskutiert werden:

Der VMH hat vor allem Einfluss auf das Essverhalten und die Blutglucoseregulierung.
Es konnte bisher keine endogene Expression von Ucn2 im VMH gezeigt werden,
dagegen sehr wohl eine starke Expression von Crfr2 und CRF (Chalmers et al. 1995;
Reul et al. 2002). AuBerdem wurden afferente Ucn3 Nervenfasern im VMH identifiziert
(Li et al. 2002; Chen et al. 2011), weshalb spekuliert wurde, dass Ucn3 Uber die
Bindung an den Crfr2 im VMH wirksam ist. Es wurde daher eine bilaterale Injektion von
Ucn3 in den VMH von Ratten durchgefuhrt, wobei man keine Auswirkungen auf die
HPA Achse, allerdings erhéhte Glucose- und Insulinspiegel sowie eine reduzierte
Nahrungsaufnahme nachweisen konnte (Chen et al. 2010). Da sich Ucn2 bezliglich der
Affinitdt zum Crfr2 ahnlich wie Ucn3 verhalt, ist davon auszugehen, dass auch eine
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Uberexpression von Ucn2 dort nur geringe Auswirkungen auf die HPA-Achse hat.
Neben dem VMH findet man einen aktiven SF1-Promotor in den gonadotropen Zellen
des Hypophysenvorderlappens, in welchen LH und FSH produziert wird. In der
Adenohypophyse konnte lediglich eine Expression des Crfr1 nachgewiesen werden,
alle anderen Mitglieder der CRF-Familie sowie Crfr2 werden dort nicht exprimiert (Reul
et al. 2002). Ein mdglicher Effekt des dort exprimierten Ucn2, das dort damit keinen
adaquaten Rezeptor hat, erscheint unwahrscheinlich. Des Weiteren erwarteten wir in
dem generierten Mausmodell eine Uberexpression von Ucn2 in den Gonaden. Fir die
Ovarien der Ucn2 OE Mausen konnte dies in unserer Arbeitsgruppe auch
nachgewiesen werden. In den Hoden war zwar der SF1- Promotor aktiv, es konnte
jedoch keine Uberexpression von Ucn2 gesehen werden (Daten nicht gezeigt), was
noch weiterer Untersuchungen bedarf. Vorlaufige Ergebnisse zeigen eine Reduktion
von Cyp17 sowie Cyp 19, der Aromatase, die den letzten Schritt zu Ostrogen in den
Ovarien katalysiert, jedoch einen Anstieg der ovariellen Expressionslevel von StAR und
Cypilal. Es ist bekannt, dass erhdhte Ostrogen-Konzentrationen im Plasma
Glucocorticoid-Konzentrationen beeinflussen kénnen. So konnte in Experimenten mit
Ucn2 KO Mausen gezeigt werden, dass eine Ovariektomie eine Reduktion des
Corticosteron-Spiegels zur Folge hat (Chen et al. 2006) und damit zu einer
Angleichung an die Werte mannlicher Tiere fuhrt, die normalerweise deutlich niedrigere
Corticosteron-Spiegel haben. Die Auswirkungen einer Uberexpression von Ucn2 in den
Ovarien bedirfen daher noch einer ndheren Untersuchung, insbesondere der Messung
der Ostrogen-Konzentrationen, um die Auswirkungen auf die hier gezeigten

Ergebnisse beurteilen zu kénnen.

4.3.2 Vergleich der Ergebnisse mit Daten der Literatur

Wie bereits beschrieben, konnte von mehreren Gruppen gezeigt werden, dass die
Corticosteron-Spiegel in der Maus wesentliche geschlechtsspezifische Unterschiede
aufzeigen (Bielohuby et al. 2007). Wie zu erwarten war, wiesen auch die weiblichen
Versuchstiere in unseren Untersuchungen im Vergleich zu den Mé&nnchen erhdhte
Corticosteron-Konzentrationen auf. Chen et al. konnten in weiblichen Ucn2 KO Mausen
eine gesteigerte Produktion von Corticosteron im Vergleich zu Wildtyp Mausen finden,
dagegen bei mannlichen Tieren keine Unterschiede nachweisen (Chen et al. 2006).
Bei unseren organspezifisch Ucn2 Uberexprimierenden M&usen zeigte sich unter
Basal-Bedingungen ein korrelierendes Bild: Es fanden sich niedrigere Corticosteron-
Konzentrationen in Ucn2 OE Weibchen im Vergleich zu den Kontrollen, allerdings
keine Unterschiede bei den Méannchen. Passend dazu blieben auch bei den
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mannlichen Ucn2 KO Mausen bis auf ein erhdhtes Cyp11al die Expressionslevel der
anderen untersuchten Enzyme unverandert. Im Gegensatz zu der in den Ucn2 KO
Mausen eindricklich imponierenden zellularen Hypotrophie der gesamten
Nebennierenrinde, konnten bei den Ucn2 OE Méausen keinerlei morphologische
Auswirkungen auf die Nebenniere gezeigt werden. Gegebenenfalls kdnnte dies durch
die lediglich organspezifische Uberexpression von Ucn2 und durch eine Kompensation
durch héhere Zentren (Hypophyse und Hypothalamus) erklart werden.

Nach der Stimulation mit ACTH zeigten sich keine Unterschiede auf hormonaler Ebene
beim Vergleich von Ucn2 OE und WT Mausen, lediglich auf molekularer Ebene eine
Reduktion der mRNA-Level von StAR und Hsd3b bei den Weibchen. Am ehesten sind
diese Ergebnisse durch die supraphysiologische Stimulation zu interpretieren, wodurch
bei den zu maximaler Leistung angeregten Nebennieren keine Unterschiede zwischen
den Genotypen mehr gefunden werden kénnen.

Interessanterweise  zeigten sich nach dem Restraint-Stress-Test erstmals
Veranderungen zwischen ménnlichen Ucn2 OE und WT Mausen in reduzierten
Expressionsleveln von StAR, Hsd3b und Cyp11b1, wahrend bei weiblichen Mausen
keine Unterschiede feststellbar waren. Passend dazu konnte in weiblichen Ucn2 KO
Mausen gezeigt werden, dass die unter Basal-Bedingungen vorhandenen
Veranderungen zwischen den Genotypen nach RST nicht mehr feststellbar waren.
Chen et al. haben aufgrund seiner Experimente die Vermutung geduBert, dass
Ostrogen zwar zur Erhdhung des basalen Corticosteron-Spiegels beitragt, allerdings
nicht zu einer Stress-induzierten Freisetzung von Glucocorticoiden (Chen et al. 2006).
Im Gegensatz dazu fihrt das Fehlen des Rezeptors fur Ucn2 in weiblichen und
mannlichen Crfr2 KO Mausen zu unveranderten basalen Corticosteron- und ACTH-
Konzentrationen, allerdings unter Stress zu deutlich erhéhten Corticosteron- und
ACTH-Werten im Vergleich zu WT Méausen (Coste et al. 2000). Korrelierend flihrte eine
Ucn2 Uberexpression zu einer Reduktion der Corticosteron-Spiegeln unter
Stressbedingungen — allerdings nur bei weiblichen Tieren.

Sowohl unter Basal- als auch unter Stressbedingungen lieBen sich keine Unterschiede
zwischen Ucn2 OE und WT Mausen bezlglich der Expressionslevel der Enzyme, die
fir die Katecholamin-Synthese verantwortlich sind, nachweisen. Dabei ist zu
bemerken, dass in unserem Mausmodell im Gegensatz zur Nebennierenrinde
innerhalo  des Nebennierenmarks Ucn2 nicht Gberexprimiert wurde. Auch
physiologischerweise werden sowohl Ucn2 als auch Crfr2 nur in geringem MaBe im
Nebennierenmark exprimiert (Fukuda et al. 2005; Dermitzaki et al. 2007). Passend zu
den fehlenden Veranderungen in den Ucn2 OE Mausen, hatten sich auch bei den von
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uns untersuchten Ucn KO M&usen keine wesentlichen Unterschiede ergeben. Im
Gegensatz dazu konnte von Gu et al. gezeigt werden, dass eine systemische Gabe
von Ucn2 zu erniedrigten Katecholamin-Konzentrationen sowie reduzierten
Expressionsleveln von Th fuhrt (Gu et al. 2010). Auch fanden sich in vitro erhéhte
Expressionlevel von Th und erhéhte Katecholamin-Konzentrationen nach Ucn2
Administration (Nemoto et al. 2005; Dermitzaki et al. 2007). Da in unserem transgenen
Mausmodell deutlich erhdéhte Ucn2-Plasmaspiegel detektierbar waren, waéren
unterschiedliche Wirkungen auf die Katecholaminsynthese durch akute (systemische
Gabe) gegeniber chronischer (transgenes Modell) Ucn2-Erhéhung denkbar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Uberexpression von Ucn2 in
weiblichen Mausen zu einer erniedrigten basalen Glucocortidcoidsekretion sowie zu
einer reduzierten Stressantwort nach ACTH-Stimulation fUhrt. Unter anderem deutet
dies auch der erniedrigte Corticosteron/ACTH-Index im Plasma an, welcher als
Ausdruck einer partiellen Nebenniereninsuffizienz interpretiert wird. Wie bereits in
Voruntersuchungen gezeigt, sind in der Wirkung von Ucn2 auf die Nebenniere
geschlechtsspezifische Unterschiede zu beachten. So hatte Ucn2 unter Basal-
Bedingungen keinen Einfluss auf Nebennieren mannlicher Tiere, dagegen zeigte sich
nach einem Restraint-Stress-Test eine reduzierte Stressantwort. Insgesamt passen
unsere Ergebnisse zum generellen Modell, das Ucn2 als Modulator der adrenalen

Stressantwort einordnen lasst.
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5 Zusammenfassung

Urocortine (Ucn) gehéren zur Familie des Corticotropin-Releasing-Hormons und sind
wichtige Modulatoren der Stressantwort, der Angstkontrolle und der assoziierten
Erkrankungen, wie z. B. der Depression. Wahrend Ucn1 mit gleicher Affinitdt an den
CRF;- und CRF,-Rezeptor bindet, sind Ucn2 und Ucn3 spezifische Liganden fir den
CRF,-Rezeptor. Zusétzlich zum Zentralen Nervensystem sind Urocortine in
verschiedenen peripheren Organen exprimiert — so auch in der Nebenniere. Mit Hilfe
sechs verschiedener Knock-out Modelle, in denen Urocortine in unterschiedlichen
Kombinationen deletiert wurden, wurden potentielle Urocortin-abhangige Effekte auf
die Nebenniere der Maus untersucht. Dabei wurde mit Hilfe von HE-Farbungen die
Struktur, mit Farbungen gegen PCNA als Proliferationsmarker die Zellteilungen und mit
RT-PCR die Expressionslevel wichtiger Schllisselenzyme der Steroidbiosynthese und
der Katecholaminsynthese ermittelt. Wahrend in Single KO Mausen nur geringe Effekte
detektierbar waren, zeigten sich in Double und Triple KO M&use im Vergleich zu
Wildtyp Mausen ausgepragte Anderungen der untersuchten Parameter, so dass eine
funktionelle Redundanz innerhalb der Urocortine vermutet werden kann. Um die
spezifische Wirkung einer organspezifischen Uberexpression von Ucn2 zu
untersuchen, wurden Mause auf der Basis des Cre-Lox-Systems gezlchtet, die
abhangig vom Promotor des Steroidogenic Factor 1-Gens (SF1), d. h. vor allem in der
Nebenniere und in den Gonaden, Ucn2 Uberexprimieren (Ucn2 OE Mause mit dem
Genotyp R267°PY"? SF1-Cre*"). Zusatzlich zu den oben genannten Messungen
wurden Hormonkonzentrationen im Plasma unter Basal-Bedingungen, nach einem
ACTH-Stimulationstest und nach einem Restraint-Stress-Test bestimmt. Es zeigte sich,
dass die Uberexpression von Ucn2 mit einer erniedrigten Steroidbiosynthese in der
Nebenniere assoziiert ist. Zudem konnten geschlechtsspezifische Unterschiede
beobachtet werden — so zeigten weibliche Ucn2 OE Mause vor allem Anderungen
unter Basal-Bedingungen und nach ACTH-Stimulation, wobei bei mannlichen Tieren
nur nach Restraint-Stress eine reduzierte Stressantwort im Vergleich zu den
Kontrolltieren auftrat.

Zusammenfassend kann aus diesen in vivo Studien der Schluss gezogen werden,
dass ein intraadrenales Regulationssystem existiert, das durch die Balance aller
Urocortine und deren Rezeptoren geschlechtsspezifisch die Struktur und Funktion der
Nebenniere beeinflusst.
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