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Generierung von Tubuli ausrenalen SSamm-/
Progenitor zellen mit Aldosteron

Einleitung: Derzeit wird intensiv untersucht, ob Stammzellen in
Zukunft genutzt werden kdnnen, um bel akuten und chronischen
Erkrankungen der Niere das Parenchym zu erneuern. Wie solche
Regenerationsvorgange gezielt therapeutisch induziert und gesteu-
ert werden konnen, ist bisher nicht bekannt. In diesem Zusammen-
hang werden in unserer Arbeitsgruppe Strategien untersucht, wie
sich Stamm-/Progenitorzellen der Niere unter exakt kontrollierba-
ren Bedingungen zu dreidimensiona strukturierten Tubuli entwi-
ckeln lassen. Im Fokus der Arbeiten steht die tubulogene Wirkung
von Aldosteron.

Material und Methoden: Renale Stamm-/Progenitorzellen wer-
den gewonnen, indem bel der Niere von neonatalen Kaninchen die
Kapsel mit der anhaftenden embryonalen Zone abgezogen wird.
Das Préparat enthdlt zahlreiche epitheliale Stammzellen in den
Sammelrohrampullen sowie nephrogene mesenchymale Stamm-
zellen. Da fir die Generierung von dreidimensional strukturierten
Tubuli konventionelle Kulturmethoden nicht leistungsféhig genug
sind, werden die isolierten renalen Stamm-/Progenitorzellen in ei-
nem Perfusionscontainer an der Grenze zu einem artifiziellen Inter-
stitium und unter permanenter Durchstrdmung mit immer fri-
schem, chemisch definiertem Iscove's modified Dulbecco’s Medi-
um (IMDM) gehalten.

Ergebnisse: Erfolgt die Kultur von renalen Stamm-/Progenitorzel -
len in IMDM ohne einen Hormonzusatz, so ist keine Bildung von
Tubuli zu beobachten. Wird jedoch Aldosteron (1 x 107" M) hinzu-
gefligt, so entsteht nach 13 Tagen eine Vielzahl an Tubuli, die mit
fluoreszierendem Soybean Agglutinin (SBA)-Lektin histoche-
misch nachgewiesen werden kdnnen. Die tubulogene Wirkung ist
abhangig von der applizierten Aldosteronkonzentration und kann
weder durch Glukokortikoide, molekulare Vorstufen von Aldoste-
ron noch durch andere Steroide hervorgerufen werden. Antagonis-
ten wie Spironolacton und Canrenoat hemmen die Wirkung von Al-
dosteron. Zudem kann die tubulogene Wirkung von Aldosteron
durch Interferenz zwischen dem Mineralokortikoidrezeptor, dem
Heat shock Protein 90, Heat shock Protein 70 und dem Immuno-
philin FKBP 12 blockiert werden.

Fazit: Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass renale Stamm-/
Progenitorzellen sich nach Zugabe von Aldosteron zu strukturier-
ten Tubuli unter kontrollierten In-vitro-Bedingungen entwickeln
lassen. Dies wiederum eréffnet die genaue Analyse von renaen
Entwicklungsvorgangen, um zukinftig neue Ansatze bei einer re-
generativen Therapie mit Stammzellen zu finden.
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Aldosterone-dependent Generation of Tubules Derived from
Renal Stem/Progenitor Cells

Considerations about the application of stenVprogenitor cellsinre-
nal injury and repair are the subject of intense biomedical and cli-
nical research. In recent experiments it was shown that aldostero-
ne exhibits a tubulogenic activity on renal stenvprogenitor cells.
However, little information is available about the signaling bet-
ween the steroid hormone, the mineral ocorticoid receptor (MR) in-
cluding the interacting proteins in the cytoplasm of the target cell.
To obtain new insights in the molecular signalling of MR embryo-
nic tissue from neonatal rabbit kidney containing renal sterm/proge-
nitor cells was kept at the interface of polyester fleeces creating an
artificial interstitium. Culture was performed in a perfusion contai-
ner with always fresh and chemically defined Iscove’'s Modified
Dulbecco's Medium (IMDM) for 13 days. The development of tis-
sue was controlled on cryosections labeled with fluorescent Soybe-
an Agglutinin (SBA) and other cellbiological markers.
Fluorescence microscopy revealed that cultures without hormone
application failed to generate SBA-label ed tubul es, while treatment
with aldosterone (1 x 10" M) resulted in development of numerous
tubules showing intensive reaction with SBA. The tubulogenic acti-
on of aldosterone depends on the applied hormone concentration
and isinhibited by the application of spironolactone and canrenoa-
te. Interference in the molecular contact between the mineral ocor-
ticoid receptor (MR) and heat shock protein (hsp) 90 using gelda-
namycin or radicicol resultsin a lack of tubule development. Dis-
turbing the contact between MR and hsp 70 with quercetin and
KNK 437 shows only to a minimal degree structured tubules. Pre-
venting the interaction between MR and immunophilins by cyclo-
sporin A and rapamycin does not influence the generation of nume-
rous SBA-labeled tubules, while administration of FK 506 demons-
trates a lack of tubule development.

In conclusion, the actual results suggest that the signal for structu-
ral development of tubules induced by aldosterone is mediated by
interaction of MR, hsp 90, hsp 70 and especially immunophilin
FKBP 12.
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Abktrzungen Einleitung

FKBP12 FK-bindendes Protein 12 Beim akuten und chronischen Nieren-

HEPES  Hydroxyethyl-1-piperazi- versagen zerstéren unaufhaltsam dege-
neethanesulfonic acid nerative Prozesse die funktionellen Ei-
Hsp Heat shock Protein genschaften des Parenchyms (2, 5, 37).
IMDM Iscove’'s Modified Dulbec- Vor diesem klinischen Hintergrund
co’'s Medium stellt sich die Frage, ob eine verloren
MR Mineral okortikoidrezeptor gegangene Funktionalitdt der Niere

durch eine Applikation von Stammzel-
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len und damit durch eine Regeneration
des Parenchyms wieder erlangt werden
kann (4, 9, 21, 25). Die Idee, ein er-
kranktes Organ mit der Hilfe von
Stammzellen zu erneuern, war lange
Zeit ein reines Wunschdenken. Durch
die enormen Entwicklungen im Bereich
der Biomedizin hat diese Idee in den
letzten Jahren jedoch eineimmer breite-
re Forschungsplattform erhalten.

Es ist unbekannt, warum die Niere im
Vergleich zur Leber nur eine einge-
schrankte Kapazitét zur Regeneration
besitzt. Die therapeutische Herausfor-
derung besteht darin, mit einer Applika-
tion von Stammzellen verloren gegan-
genes Parenchym durch Regeneration
Zu ersetzen (24, 32). Bisher konnte z.B.
gezeigt werden, dass sich Stammzellen
nach einer Implantation innerhalb der
Niere ansiedeln (11, 12, 13, 38, 40, 41).
Trotz intensiver Forschungstétigkeit
konnte jedoch bislang keine durch
Stammzellen bedingte De-novo-Syn-
these von Nephronen nachgewiesen
werden. Dies zeigt, dass allein durch
die Implantation von Stammzellen kei-
ne organotypische Regeneration des Pa-
renchyms zu erwarten ist und dass noch
viel Forschungsarbeit geleistet werden
muss, um geeignete Strategien fir eine
therapeutische Regeneration zu finden
(3, 22, 27).

Die Entwicklung der Niereist ein kom-
plexer Vorgang, der bisher nur in weni-
gen Facetten verstanden ist. Rein mor-
phologisch wurden Entwicklungsvor-
gange der Niere schon seit langem un-
tersucht (8). Ziemlich viel weiR manin-
zwischen auch Uber die molekularen
Vorgénge bei der Entstehung der Nie-
renanlagen (6, 28, 36). Im Gegensatz
dazu kennt man jedoch nur ganz wenig
Uber die Bildung der Tubuli und Uber
die Steuerung des dreidimensionalen
Organwachstums wahrend der Ent-
wicklung.

Tubulogenese geschieht in einer langen
Kette von zellbiologischen Ereignissen,
bei denen aus einzelnen Zellen zuerst
sozia agierende Zellverbdnde entste-
hen, die dann Rohrenstrukturen bilden
(10, 17, 20, 23). Das resultierende Tu-
bulussegment hat eine definierte Lange,
eine apiko-basale Polarisierung sowie
einen konstanten Innen- und AufRen-
durchmesser. Zudem wird festgelegt, ob
es zu einem geradlinigen (Pars recta)
oder geschlangelten (Konvolut) Lé&n-
genwachstum kommt.

Der komplexe Aufbau der Niere er-
schwert experimentelle Untersuchun-
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gen zur Tubulogenese am Organ. Aus
diesem Grund werden In-vitro-Experi-
mente durchgefihrt. Verwendet werden
dazu vorwiegend Nierenanlagen von
Maus- und Rattenembryonen (28), aus
dem Urin des Menschen angereicherte
Zéellen (19) sowie Zélllinien wie z.B.
MDCK (16). Um eine dreidimensionale
Entwicklung zu ermdglichen, umman-
telt man die Kulturen mit Agar, Agaro-
se oder Kollagen. Neuerdings wird héu-
fig das von Tumorzellen gebildete Mat-
rigel verwendet (14). Zur besseren Ent-
wicklung enthdlt das Kulturmedium
meist fotales Rinderserum. Arbeitet
man jedoch in Hinblick auf eine zu-
kinftige Therapie fir den Menschen, so
durfen von einem Implantat keine Risi-
ken ausgehen. Wegen der mdglichen
Kontaminationsgefahr darf ein gene-
riertes Gewebe, welches Kontakt z.B.
mit Rinderserum (Prionen, BSE) oder
der extrazelluldren Matrix aus Tumor-
material hat, nicht in einen Patienten
implantiert werden. Aus diesen Griin-
den wurde fur die eigene Forschung
entschieden, die experimentellen Arbei-
ten ausschliefdlich mit chemisch defi-
nierten Kulturmedien und ohne eine
Beschichtung mit extrazelludgren Ma-
trixproteinen durchzufihren (18).

In den vorgestellten Experimenten wird
die Generierung von strukturierten Tu-
buli aus renalen Stamm-/Progenitorzel -
len mit Unterstiitzung eines artifiziellen
Interstitiums unter exakt kontrollierba-
ren In-vitro-Bedingungen geschildert.
Von besonderer Bedeutung sind die tu-
bulogene Wirkung von Aldosteron und
die molekularen Interaktionen zwi-
schen dem Minera okortikoidrezeptor,
Heat shock Proteinen und benachbarten
Immunphilinen.

Material und M ethoden

Fir die gezeigten Versuche wurden
Stammzellen verwendet, die aus der
Niere von neonatalen Kaninchen stam-
men (31). Die Isolierung wird mikro-
chirurgisch durchgefiihrt, indem die Or-
gankapsel mit einer diinnen Schicht an-
haftender Sammelrohrampullen (epi-
theliale Stammzellen) und nephrogener
mesenchymaler Stammgzellen unter dem
Binokularmikroskop mit Hilfe einer
Pinzette abgezogen wird.

Um die Entstehung und funktionelle
Reifung von Tubulusstrukturen experi-
mentell untersuchen zu kénnen, bend-
tigt man ein leistungsféhiges Kultursys-
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tem. Es muss geeignet sein, sowohl die
Entstehung a's auch die Aufrechterhal-
tung von Tubulusstrukturen in einem
organotypischen Differenzierungsgrad
Uber Zeitrdume von Wochen zu gewahr-
leisten. Unsere Arbeiten zeigen, dass
dies mdglich ist, wenn renale Stamm-
zellen an der Grenze eines artifiziellen
Interstitiums gehalten werden (29, 30,
31).

Zur Generierung von Tubuli wird das
isolierte embryonale Gewebe zwischen
zwei Vliese aus Polyester (Walraf, Gre-
venbroich, BRD) gelegt, die einen
Durchmesser von 5 mm haben. Dieses
Sandwich ist oben und unten von zwei
weiteren Vliesen mit einem Durchmes-
ser von 13 mm bedeckt (Abb. 1a). Das
Sandwich wird in einem Minusheet®-
Gewebetréger eingelegt, der sich in ei-
nem Perfusionscontainer (Minucells
and Minutissue, Bad Abbach, BRD;
www.minucells.de) mit horizontalen
Stromungscharakteristika  befindet.
Nach dem Schliefen des Containers ist
das Gewebe-Vlies-Sandwich fir die
Dauer der Kultur in seiner Lage fixiert.
Der Raum fur die Entwicklung der Tu-
buli zwischen den Vliesen betragt somit
5 mm im Durchmesser und bis zu 250
wm in der Hohe.

Waéhrend der Kultur von 13 Tagen unter
atmosphérischer Luft auf einem Labor-
tisch erfolgt ein kontinuierlicher Trans-
port (1 mi/h) von immer frischem Kul-
turmedium mit einer IPC N8 Peristal-
tikpumpe (Ismatec, Wertheim, BRD).
Die Temperierung von 37° C erreicht
man mit einer Warmeplatte (Medax-
Nagel, Kiel, BRD), die mit einem Ple-
xiglasdeckel bedeckt ist.

Zur Erndhrung der Kultur wird che-
misch definiertes Iscove's Modified
Dulbecco’s Medium mit Phenolrot
(IMDM, GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe,
BRD) verwendet. Bis zu 50 mmol/l
HEPES (GIBCO/Invitrogen) wird zu-
gefugt, damit das Medium unter atmo-
sphérischer Luft mit 0.3% CO, einen
konstanten pH von 7.4 aufrechterhalt.
Um die Bildung von Tubuli zu induzie-
ren, enthét das Medium Aldosteron (1
x 107 M, Fluka, Taufkirchen, BRD). In-
fektionen werden durch die Zugabe ei-
nes anti bioti sch-antimykotischen Cock-
tails (1%, GIBCO/Invitrogen) vermie-
den.

Zur Hemmung der tubulogenen Wir-
kung von Aldosteron wird Spirono-
lacton (1 x 10 M) oder Canrenoat (1 x
10* M; beides von Sigma, Taufkirchen,
BRD) verwendet. Die Interferenz zwi-

Abb. 1 a-b: Generierung von Tubuli aus renalen Samm-/Progenitorzellen. a) Sche-
matische Darstellung von entstehenden Tubuli zwischen zwei Vliesen an der Grenz-
flache von einem kiinstlichen Interstitium. Die Besonderheit dabei ist, dass das Ge-
webe nicht in das Vlies eingewachsen ist, sondern im Spaltraum zwischen 2 Lagen
Vlies entsteht = artifizielles Interstitium. b) Mikroskopische Ansicht von SBA-mar-
kierten renalen Tubuli, welche aus Samm+/Progenitorzellen nach 13 Tagen in Kul-
tur mit Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) und Aldosteron entstanden
sind. Deutlich sind die Basalmembran (Sernchen) und das Lumen (Pfeil) zu erken-

nen.
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schen dem Aldosteronrezeptor und
Heat shock Protein 90, Heat shock Pro-
tein 70 und Immunophilinen geschieht
mit folgenden Substanzen: Geldanamy-
cin (3,6 x 10% M, Biomol, Hamburg,
BRD), Radicicol (1 x 10® M, Sigma),
Quercetin (2 x 10* M, Biozol, Eching,
BRD), KNK 437 (1 x 10“ M, Calbio-
chem, Darmstadt, BRD), Cyclosporin A
(2 x 10° M, Fluka), Rapamycin (2,2 x
10° M, Assay designs, Michigan, USA)
und FK 506 (2 x 108 M, Sigma). Dieje-
weiligen Konzentrationen entsprechen
Daten aus der Literatur mit kultivierten
Zellen.

Zur histochemischen Anayse werden
Gefrierschnitte der Kulturen angefer-
tigt, anschlieRend in Athanol fixiert, mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen und mit 1% Rinderserumal-
bumin (BSA) sowie 10% Pferdeserum
fur 30 Minuten geblockt. Um entstan-
dene Tubuli zu visudisieren, werden
die Schnitte mit Fluorescein-isothio-
cyanate (FITC)-conjugiertem Soybean
Agglutinin (1 : 2000; SBA, Vector, Bur-
lingame, USA) fir 45 Minuten inku-
biert, mit PBS gewaschen und in Slow
Fade Light Antifade Kit (Molecular
Probes, Eugene, USA) eingebettet. Die
Préparate werden dann an einem Axio-
skop 2 plus Microskop (Zeiss, Oberko-
chen, BRD) analysiert. Fluoreszenzauf-
nahmen entstehen mit einer Digitalca
mera wahrend einer Standardexpositi-
onszeit von 1.3 Sekunden. Die Bilder
werden mit Cordl DRAW 11 (Corel
Corporation, Otawa, Kanada) verarbei-
tet.

Ergebnisse

Wird fur die Kultur von renalen Stamm-
/Progenitorzellen IMDM ohne einen
Hormonzusatz verwendet, so entstehen
keine Tubuli (Abb. 2a). Bei der Zuga-
be von Aldosteron (1 x 107 M) bildet
sich jedoch innerhalb von 13 Tagen ei-
ne Vielzahl an Tubuli, die z.B. mit
SBA-Lektin nachgewiesen werden
koénnen (Abb. 1b, 2b’). Immunhistoche-
misch kann zusétzlich mit anti-Laminin
v1 die Bildung einer Basallamina fest-
gestellt werden, Markierung mit anti-
Occludin zeigt die Bildung von Tight
junctions und die basolaterale Plasma-
membran ist positiv fir anti-Na/K-AT-
Pase, was auf die Entwicklung von vek-
toriellen Transporteigenschaften in ei-
nem polar differenzierten Epithel
schlieffen lasst (15, 29, 30, 31).
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Abb. 2 a-g; &' - g': Schematische Darstellung der tubulogenen Aldosteronwirkung
auf den Mineralokortikoidrezeptor und Interferenz mit benachbarten Molekilen (a -
0). SBA-Markierung zeigt, dass ohne Aldosteron (a') keine Tubuli entstehen, wahrend
die Applikation von Aldosteron (b") zahlreiche Tubuli hervorbringt. Applikation von
Spironolacton (c') oder Canrenoat (d') in Verbindung mit Aldosteron verhindert die
Bildung von Tubuli. Inkubation mit Geldanamycin (€") oder Radicicol zusammen mit
Aldosteron verhindert die Bildung von Tubuli. Ebenso zeigt die Applikation von
Quercetin oder KNK 437 (f) in Verbindung mit Aldosteron keine strukturierten Tu-
buli. Inkubation mit Cyclosporin A oder Rapamycin in Verbindung mit Aldosteron
zeigt keinen Einfluss auf das tubulogene Signal. Dagegen hemmt FK 506 (g') in Ver-
bindung mit Aldosteron die Entwicklung von Tubuli. Die Ergebnisse zeigen, dass das
tubulogene Signal in Interaktion mit dem Mineral okortikoidrezeptor, dem Heat shock
Protein 90, dem Heat shock Protein 70 und dem Immunophilin FKBP 12 vermittelt
wird.
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Die tubulogene Wirkung von Aldoste-
ron ist abhéngig von der eingesetzten
Menge des Hormons und kann durch
Antagonisten wie Spironolacton (Abb.
2C') oder Canrenoat (Abb. 2d’) blo-
ckiert werden (15, 31). Ein tubulogener
Effekt kann mit Dexamethason nicht
ausgelost werden, obwohl das Gluko-
kortikoidhormon an den Aldosteronre-
zeptor bindet. Andere getestete Steriod-
hormone oder Vorstufen von Aldoste-
ron zeigen ebenfalls keine tubulogene
Wirkung.

Bislang gibt es keine gesicherten Infor-
mationen Uber die intrazellulére Verar-
beitung des durch Aldosteron ausgel ds-
ten tubulogenen Signals. Es gibt aller-
dings Hinweise dafiir, dass der Minera-
lokortikoidrezeptor nicht zufdllig im
Zytoplasma vorkommt, sondern in en-
gem molekularen Kontakt zu den Heat
shock Proteinen 90 und 70 steht, die
wiederum mit den Imunophilinen, spe-
ziell FKBP 12 benachbart sind (1, 26,
39). Um die molekularen Interaktionen
bei der Freischaltung des tubulogenen
Signals zu untersuchen, wurde Aldoste-
ron zusammen mit Substanzen inku-
biert, die zwischen MR, hsp 90, hsp 70
und den Immunophilinen interferieren.

Interferenz zwischen MR und Heat
shock Protein 90:

Werden renale Stamm-/Progenitorzel-
lenin IMDM mit Geldanamycin (3,6 x
10¢ M) in Kombination mit Aldosteron
(1x 107 M) fur 13 Tage kultiviert (Abb.
2¢'), so werden keine strukturierten Tu-
buli gebildet. Stattdessen sind zahlrei-
che SBA-markierte Zellen zu erkennen,
die sich in Form von ausgedehnten und
unstrukturierten Clustern zusammen
gelagert haben. Gleiche Ergebnisse
werden beabachtet, wenn die embryo-
nalen Kulturen mit Radicicol (1 x 10
M) in Kombination mit Aldosterone (1
x 107 M) kultiviert werden (keine Ab-
bildung). Dies bedeutet, dass das Blo-
ckieren des molekularen Kontaktes
zwischen MR und hsp 90 mit Geldana-
mycin oder Radicicol die Bildung von
Tubuli verhindert.

Interferenz zwischen MR und Heat
shock Protein 70:

In dieser Serie von Experimenten wur-
de Quercetin (2 x 10* M) in Kombina-
tion mit Aldosteron (1 x 107 M) appli-
Ziert. Eine Entstehung von Tubuli konn-
te nicht beobachtet werden, dafiir sind
zahlreiche Zellcluster festzustellen
(keine Abbildung). Gleiche Ergebnisse
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wurden festgestellt, wenn KNK 437 (1
x 104 M) mit Aldosteron (1 x 107 M)
inkubiert wurde (Abb. 2f’). Somit wird
gezeigt, dass eine Unterbindung des
molekularen Kontaktes zwischen MR
und hsp 70 durch Quercetin und KNK
437 die Bildung von Tubuli blockiert.

Interferenz zwischen MR und Immuno-
philinen:

Wenn die Kulturen mit Cyclosporin A
(2x 10% M) in Kombination mit Aldos-
teron (1 x 107 M) inkubiert werden, so
ist eine intensive Entwicklung von Tu-
buli festzustellen (keine Abbildung).
Eine starke Entwicklung von Tubuli
wurde auch beobachtet, wenn die Kul-
turen mit Rapamycin (2,2 x 10° M) in
Kombination mit Aldosteron (1 x 107
M) inkubiert werden (keine Abbil-
dung). Ein hemmender Effekt auf die
Bildung von Tubuli ist nicht festzustel-
len, wenn eine Interferenz zwischen
dem MR und Immunophilinen mit Cy-
closporin A oder Rapamycin durchge-
fuhrt wird.

Im Gegensatz dazu zeigte die Applika-
tion von FK 506 (2 x 108 M) zusammen
mit Aldosteron (1 x 107 M) nur in sehr
geringem Ausmald SBA-markierte Tu-
buli, daflir sind zahlreiche und ausge-
dehnte Zellcluster zu erkennen (Abb.
2g'). Das Ergebnis zeigt, dass durch In-
terferenz mit dem FK 506-bindenden
Protein (FKBP12) keine Weiterleitung
des tubulogenen Signals erfolgt.

Diskussion

Die Experimente wurden durchgefihrt,
um erste Informationen zur molekula-
ren Interaktion des durch Aldosteron
ausgel dsten tubulogenen Signals zu er-
halten. Es ist davon auszugehen, dass
die Aktivierung des Signals eingeleitet
wird, wenn Aldosteron die kompetente
Zelle erreicht, die Plasmamembran
durchdringt und im Zytoplasma an den
Mineralokortikoidrezeptor (MR) bin-
det.

An anderen Modellen wurde gezeigt,
dass der MR im Zytoplasma in Abwe-
senheit von Aldosteron einen engen
Kontakt zu Chaperonen wie hsp 90 und
hsp 70 sowie zu Immunophilinen hat
(7, 33, 34, 35). Der wohl engste Kon-
takt des Mineral okortikoidrezeptors be-
steht zwischen seiner Ligandenbin-
dungsstelle und hsp 90 (Abb. 2€). Dabei
stehen sich die ATP-Bindungsdomaine
von hsp 90 und die Ligandenbindungs-

stelle von MR unmittelbar gegenuber.
In engem Kontakt zum MR stehen
ebenfalls hsp 70 (Abb. 2f) sowie Immu-
nophiline, speziell FKBP 12 (Abb. 2g).
Nach einer erfolgten Bindung von Al-
dosteron an den MR wird offensichtlich
die Interaktion mit diesen Proteinen ge-
|6st, infolgedessen kann das Nuclear |o-
calization signa (NLS) freigeschaltet
und damit der aktivierte Rezeptor in
den Zellkern gelangen.

Es war unbekannt, ob die Heat shock
Proteine und Immunophiline auch in
die Weitergabe des tubulogenen Signals
involviert sind, welches durch Aldoste-
ron in den renalen Stamm-/Progenitor-
zellen ausgel6st wird. Um dies heraus-
zufinden, wurden Substanzen wie Gel-
danamycin, Radicicol, Quercetin, KNK
437, Cyclosporin A, Rapamycin und
FK 506 getestet, damit die molekularen
Interaktionen zwischen dem MR, den
benachbarten Chaperonen und Immu-
nophilinen blockiert wurden.

Die Versuche zeigten, dass eine mole-
kulare Interaktion zwischen dem Mine-
ralokortikoidrezeptor und dem Heat
shock Protein 90 mit Geldanamycin
(3.6 x 10% M) das durch Aldosteron (1
x 107 M) ausgel éste tubulogene Signal
unterbindet (Abb. 2€). In diesem Fall
entwickeln sich keine Tubuli, sondern
nur ausgedehnte Areale von Clustern
mit SBA-markierten Zellen (Abb. 2¢').
Eine Hemmung der Tubulusbildung
wird ebenfalls erzielt, wenn Radicicol
(1 x 10° M) in Kombination mit Aldos-
teron (1 x 107 M) appliziert wird.
Unterbrechung des tubulogenen Signals
auf der Ebene von hsp 70 mit Quercetin
(2x10* M) oder KNK 437 (1 x 10* M,
Abb. 2f) in Verbindung mit Aldosteron
(1x 107 M) zeigt nur zahireiche SBA-
markierte Zellen innerhalb von Clus-
tern, aber keine Bildung von struktu-
rierten Tubuli (Abb. 2f").

Interferenz des tubulogenen Signals auf
der Ebene mit Immunophilinen fuhrt zu
widerspriichlichen Ergebnissen. Expe-
rimente mit Cyclosporin A (2 x 10% M)
in  Kombination mit Aldosteron
(1 x 107 M) zeigt die Entwicklung von
zahlreichen SBA-markierten Tubuli.
Ebenso fuhrte die I nkubation von Rapa-
mycin (2,2 x 10° M) in Verbindung mit
Aldosteron (1 x 107 M) zur Bildung
von zahlreichen SBA-markierten Tubu-
li. Im Gegensatz dazu zeigen die Expe-
rimente, dass eine Inkubation von FK
506 (2 x 10® M) in Verbindung mit Al-
dosteron (1 x 107 M) umfangreiche
Zellcluster entstehen lasst und nur zu
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einer minimalen Menge an Tubuli fuhrt
(Abb. 2g').

Die durchgefiihrten Experimente zei-
gen, dass der durch Aldosteron aktivier-
te MR und das daraus resultierende tu-
bulogene Signal mit Geldanamycin,
Radicicol, Quercetin, KNK 437 und FK
506, nicht aber durch Cyclosporin A
und Rapamycin unterbrochen werden
kann. Dies bedeutet, dass die topologi-
sche Orientierung von Heat shock Pro-
tein 90, Heat schock Protein 70 and
dem Immunophilin FKBP 12 von es-
sentieller Bedeutung fur die tubulogene
Entwicklung ist, die durch Aldosteron
ausgel ost wird.
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