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1. Einleitung

1.1 Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) gehdrt zu den phylogenetisch altesten
hormonellen Systemen. Auch die Geschichte seiner wissenschaftlichen Entdeckung
und Beschreibung reicht weit zurlck. Bereits im Jahre 1896 beobachteten Robert
Tigerstedt und Per Bergman, dass man durch Injektion von Homogenaten einer
Kaninchenniere in ein anderes Kaninchen eine Blutdrucksteigerung ausldosen kann.
Tigerstedt und Bergman vermuteten eine blutdrucksteigernde Substanz in der Niere
und nannten diese Substanz nach ihrem Ursprung ,Renin“ (1).

Bis zur weiteren Aufklarung der Synthesekaskade von Angiotensin Il vergingen mehr
als 50 Jahre. Essentiell hierfir war die Erkenntnis, dass nicht Renin selbst ein
blutdrucksteigerndes Peptidhormon ist, sondern ein Enzym, durch das das
eigentliche blutdruckaktive Hormon (damals Hypertensin oder Angiotonin genannt)
von seinem Vorlaufermolekil abgespalten wird. Diese wichtige Beobachtung wurde
zeitgleich und unabhangig voneinander von der Gruppe um Eduardo Braun-Menedez
in Buenos Aires und von der Gruppe um Irvine H. Page in Indianapolis gemacht (2-
4). Allerdings war das Produkt aus der Spaltung von Angiotensinogen durch Renin
noch nicht das eigentlich wirksame Hypertensin/Angiotonin. Den letzten, fehlenden
Puzzlestein zur Identifizierung der kompletten Synthesekaskade lieferte erst 1956 die
Gruppe um Leonard T. Skeggs, die erstmals das ,Angiotensin-Konversionsenzym®
(angiotensin converting enzyme: ACE) beschrieb, das durch Abspaltung von zwei
Aminosauren das inaktive, heute Angiotensin | genannte Zwischenprodukt in das
aktive Hypertensin/Angiotonin konvertiert (5). In einer 1958 einberufenen Konsensus-
Konferenz einigte man sich schlieBlich auf einen einheitlichen, noch heute
verwendeten Terminus fur Hypertensin/Angiotonin und bezeichnet seither das
Effektorhormon des RAS als ,Angiotensin 11* (6).

Bereits zu dieser Zeit wurde Uber eine pharmakologische Intervention mit dem RAS
zur Behandlung der Hypertonie nachgedacht. Leonard Skeggs schrieb 1957 in
visionarer Weise: ,Since hypertensin has been found in the blood of many human
beings with hypertensive cardiovascular disease as well as in animals with
experimental renal hypertension it is of great interest to discover a method of
preventing its action in vivo. (...) Three separate methods appear feasible. First, it
might be possible to prepare structural analogs of hypertensin Il capable of interfering

with the vasoconstrictor reaction. Second, the conversion of hypertensin | to
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hypertensin Il might be prevented by compounds inhibiting the hypertension
converting enzyme. Finally, the production of hypertensin | from renin substrate might
be prevented by the inhibition of renin.” (7). Er prophezeite damit die Entwicklung der
heute vielseitig in der kardiovaskularen Medizin verwendeten Angiotensin AT1-
Rezeptor Blocker (“structural analogs for interfering with the vasoconstrictor action”),
von ACE-Hemmern (‘prevention of conversion from hypertensin | to hypertensin I1”)

und von Renin-Inhibitoren (“inhibition of renin”).

Das Renin-Angiotensin-System wurde zunachst als zirkulierendes, endokrines
System beschrieben, wobei Angiotensinogen im Wesentlichen aus der Leber
freigesetzt wird. Renin wird aus dem juxtaglomerularen Apparat der Niere sezerniert
und spaltet Angiotensinogen im Plasma zu Angiotensin |. Angiotensin | wird
schlieBlich durch endothelstandiges ACE hauptsachlich in der Lunge zu Angiotensin
[l (Ang Il) konvertiert (8). Anfang der 1970er Jahre stellte man jedoch fest, dass auch
viele Organe und Gewebe ein komplettes Renin-Angiotensin-System, d.h. alle zur
Ang Il Synthese notwendigen Faktoren, exprimieren und so zu einer lokalen, von der
Zirkulation unabhangigen Ang Il Synthese fahig sind (9,10). Der initiale Schritt fir die
Entdeckung der lokalen Renin-Angiotensin-Systeme war der unerwartete Nachweis
des ,Nieren-Enzyms“ Renin im Gehirn (9). Inzwischen wurden lokale Renin-
Angiotensin-Systeme flur fast alle Gewebetypen beschrieben (10). Unsere eigene
Gruppe konnte ein lokales Renin-Angiotensin-System erstmals in humaner Haut

nachweisen (11: Publikation 1).

Das Jahr 1989 brachte mit dem Beweis der Existenz von mehr als einem Rezeptor-
Subtypen fur Ang Il einen weiteren Durchbruch im Verstandnis des RAS (12-14). Far
die zwei zuerst identifizierten und bis heute am besten charakterisierten Rezeptor-
Subtypen einigte man sich auf die Nomenklatur Angiotensin AT1-Rezeptor (AT1R)
bzw. Angiotensin AT2-Rezeptor (AT2R) (15,16).

Bis zu diesem Zeitpunkt war die Sicht auf das RAS gepragt durch seine
ursprungliche Beschreibung als blutdrucksteigerndes System. Man hatte aber
inzwischen festgestellt, dass Ang Il dariber hinaus eine Reihe von Wirkungen hat,
die unabhangig von seinen Effekten auf den Blutdruck sind und z.B. in einer
Steigerung der Zellproliferation oder -hypertrophie, in Fibrose oder inflammatorischen

Reaktionen bestehen und damit zusatzlich zu der rein blutdrucksteigernden Wirkung
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zu hypertensivem und diabetischem Endorganschaden beitragen (15,16). Bis heute
werden mit dem RAS primar diese Wirkungen assoziiert, die alle Uber den AT1-
Rezeptor vermittelt werden (15,16).

1.2 Der AT2-Rezeptor

1.2.1 Die Struktur des AT2-Rezeptors

Der Angiotensin AT2-Rezeptor gehort zwar wie der AT1R zur Familie der Rezeptoren
mit sieben transmembranaren Domanen, unterscheidet sich aber in vielerlei Hinsicht
— strukturell, bezlglich des Expressionsmusters und funktionell - vom AT1R. So
binden zwar beide Rezeptoren den naturlich Liganden Ang Il mit annahernd gleicher
Affinitat, die Sequenzhomologie zwischen den Rezeptoren betragt aber nur etwa 34
Prozent, wobei sich die Rezeptoren vor allem im hydrophoben, transmembranaren
Bereich ahneln (16). Das AT2R Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und
besteht aus drei Exons, wovon das dritte Exon die gesamten kodierenden
Sequenzen enthalt (16,17), welche ein Protein von 363 Aminosauren kodieren.
Lokalisation des Gens und Molekulgrofle des Proteins sind bei Mensch, Maus und
Ratte identisch. Die Aminosaure-Sequenzen von Maus und Ratte zeigen jeweils eine
ca. 92prozentige Ubereinstimmung mit der des humanen AT2-Rezeptors. Die grof3e
Diversitat im Molekulargewicht des AT2R (60-140 kDa) ist vermutlich auf

unterschiedliche Grade der Glykosilierung zurtickzufuhren (18).

1.2.2 Die Expression des AT2-Rezeptors

Im adulten Organismus ist — unabhangig von der Spezies — der AT2R weit geringer
exprimiert als der AT1R (16). In den frihen Jahren der AT2R-Forschung wurde sogar
angenommen, dass die meisten Gewebe ausschliel3lich AT1Ren besitzen. Dank der
Entwicklung von Detektionsmethoden mit gréRerer Sensitivitat wurde diese Ansicht
allerdings inzwischen revidiert und der AT2R in der Uberwiegenden Anzahl an
Geweben nachgewiesen — wenn auch in der Regel in sehr geringer
Expressionsdichte.

Wahrend der embryonalen Entwicklung stellt sich das Verhaltnis von AT1R zu AT2R
vollig anders dar: der AT2R ist im gesamten, embryonalen Organismus in hoher
Dicht zu finden und starker exprimiert als der AT1R (16,19). Aus diesem

Expressionsmuster schloss man, dass der AT2R eine wichtige Rolle wahrend der
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Embryonalentwicklung spielen musste. Bis heute ist die Rolle des AT2R bei der
Embryogenese aber rein hypothetisch geblieben; man weil3 nicht wirklich, welche
Funktion dem AT2R bei der embryonalen Entwicklung zukommt bzw. ob es eine
solche Funktion wirklich gibt. Zweifel an der Hypothese resultieren z.B. aus der
Beobachtung, dass Mause mit genetischer Deletion des AT2R sich weitgehend
normal entwickeln, so dass eine essentielle Rolle fir die Organogenese
ausgeschlossen werden kann (20,21).

Interessanterweise kommt es im adulten Organismus bei einer Schadigung von
Gewebe zu einer Re-Expression des AT2Rs. Dies wurde fur zahlreiche Formen der
Gewebeschadigung gezeigt wie z.B. nach kardialer (22,23) oder zerebraler (24)
Ischamie, bei Herzhypertrophie (25), —fibrose (26) oder —insuffizienz (27), bei
chronischen Nierenerkrankungen (28), bei Verletzung peripherer Nerven (29), bei
Gefallschadigung (30) oder, wie von unserer Gruppe beschrieben, bei Verletzungen
der Haut (31: Publikation 2).

1.2.3 Die Signaltransduktion des AT2-Rezeptors

Bezuglich der Signaltransduktionsmechanismen unterscheiden sich die Angiotensin-
Rezeptor-Subtypen grundlegend. Wahrend der AT1-Rezeptor ein klassischer G-
Protein-gekoppelter Rezeptor ist, scheint der AT2-Rezeptor seine Effekte primar Gber
andere Bindungsproteine zu vermitteln. Eine G-Protein-Kopplung des AT2-Rezeptors
an inhibierende G-Proteine wurde zwar ebenfalls beschrieben (32,33), es wurde aber
nie gezeigt, dass diese G-Protein-Kopplung flur irgendeine Wirkung des AT2Rs
essentiell ist (34).

Bindungsproteine, die bisher als wichtig fur die Signaltransduktion des AT2-
Rezeptors erkannt wurden, sind das AT2-Rezeptor Bindungsprotein (ATBP; auch als
ATIP [AT2-receptor interacting protein] oder Mtus 1 [mitochondrial tumor suppressor
gene 1] beschrieben) (35-37), die Tyrosinphosphatase SHP-1 (38) sowie der
Transkriptionsfaktor PLZF (proteolytic leucemia zinc finger) (39).

ATBP, das unabhangig von seiner Rolle als AT2R-Bindungsprotein auch als Tumor-
Suppressor-Gen beschrieben wurde, scheint wichtig zu sein fur den anti-
proliferativen Effekt des AT2-Rezeptors (35-37), dartber hinaus aber auch fir den
Transport des AT2Rs zur Zellmembran (35).

Die Aktivierung der Tyrosinphosphatase SHP-1 durch Stimulation des AT2Rs bewirkt

die Dephosphorylierung verschiedenster Zielstrukturen, wodurch der AT2R mit
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unterschiedlichen, Kinase-getriebenen Signaltransduktionskaskaden wie z.B. mit der
Signaltransduktion des Angiotensin AT1Rs, aber auch von Wachstumsfaktoren oder
von Zytokinen interagiert (38,40,41).

So hemmt die AT2R-Stimulation beispielsweise den pro-proliferativen Effekt des
Epidermalen Wachstumsfaktors (EGF: epidermal growth factor) (38) oder von Insulin
(42) Uber eine Hemmung der EGF- bzw. der Insulin-Rezeptor-Autophosphorylierung
und — weiter ,downstream” — durch Hemmung der Phosphorylierung der extracellular
signal-regulated kinase (ERK) 1/2 (43,44). Im Rahmen von Entziindungsreaktionen
hemmt der AT2R Uber eine Dephosphorylierung der Transkriptionsfaktoren nuclear
factor-kB (NF-xB) (45, 46: Publikation 6) und signal transducers and activators of
transcription (STAT) (47) die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine und wirkt
somit anti-inflammatorisch. Offensichtlich sind auch noch weitere Phosphatasen wie
die mitogen-activated protein kinase phosphatase 1 (MKP-1), eine weitere
Tyrosinphosphatase (48), sowie die protein phosphatase 2A (PP2A), eine Serin-
Threonin-Phosphatase (49), an dieser Form der ,Zwiesprache® beteiligt; flr sie wurde
aber bisher keine direkte Bindung an den AT2R nachgewiesen.

Der Transkriptionsfaktor PLZF (proteolytic leucemia zinc finger) schlieBlich wurde im
Zusammenhang mit pro-hypertrophen Effekten des AT2R am Myokard beschrieben,
die insgesamt aber sehr kontrovers diskutiert werden, wie auch PLZF selber als ein
Transkriptionsfaktor beschrieben wird, der multi-funktional ist und sowohl pro- als
auch anti-hypertrophe Wirkungen vermittelt (39,41,50).

Obwohl also inzwischen einige Signaltransduktionsmechanismen fir den AT2R
bekannt sind, ist das Wissen hieruber sicherlich noch lickenhaft; insbesondere
besteht oftmals keine klare Zuordnung von Signaltransduktionswegen zu

physiologischen Effekten des AT2Rs.

1.2.4 Die physiologischen und patho-physiologischen Wirkungen des AT2-
Rezeptors

Von der Entdeckung des AT2-Rezeptors bis zur ersten Beschreibung AT2R-

vermittelter Wirkungen vergingen bemerkenswerte 5 Jahre. Die allgemeine

Erwartung, dass der AT2R fur einige der bereits bekannten Ang Il Wirkungen

verantwortlich sein wirde — also fur Hypertonie, Vasokonstriktion, Aldosteron- oder

Vasopressin-Freisetzung, Zellproliferation oder —hypertrophie, Inflammation, Fibrose

etc. — stand der Entdeckung der wirklichen AT2R Wirkungen lange Zeit im Wege.
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Wie man heute weil}, unterscheiden sich AT2R-gekoppelte Effekte namlich — mit
wenigen Ausnahmen - grundsatzlich von den AT1R-vermittelten Wirkungen. Sie
wirken den AT1R-vermittelten Effekten oftmals sogar direkt entgegen. Daher waren
viele experimentelle Hypothesen und Ansatze zu Beginn der AT2R Forschung
grundsatzlich ungeeignet, um AT2R Wirkungen zu detektieren.

Der erste fir den AT2R beschriebene physiologische Effekt, eine Publikation unserer
Gruppe, bestand in einer anti-proliferativen Wirkung in koronaren Endothelzellen (51:
Publikation 3). Hierbei zeigte sich, dass der AT2R nicht nur den pro-proliferativen
Effekt von Angiotensin Il iber den AT1R zu ,antagonisieren® vermag, sondern auch
den pro-proliferativen Effekt des Wachstumsfaktors bFGF und von Serum. Der anti-
proliferative Effekt des AT2Rs wurde seither in unterschiedlichen Zellen in vitro und
auch in in vivo vielfach bestatigt (27,30,52). In diesem Zusammenhang sei nochmals
erwahnt, dass eines der Bindungsproteine des AT2Rs, namlich ATBP, ein Tumor-
Suppressorgen ist, welches in der Tat mageblich an der anti-proliferativen Wirkung
beteiligt ist (35,37).

Kurze Zeit spater wurde als weiterer physiologischer Effekt eine stimulierende
Wirkung auf das Aussprossen von Neuriten an Zellen neuronalen Ursprungs gezeigt
(53, 54: Publikation 4, Abbildung 1).

Kontrolle 10° M C21

Abb.1: Die Stimulation des AT2-Rezeptors auf Zellen neuronalen
Ursprungs (hier: NG108-15 Zellen) fUhrt zur Aussprossung
von Neuriten

Dies war ein erster Hinweis auf das neuroprotektive Potential des AT2Rs, welches in
Folge in Modellen der peripheren und zentralen Schadigung neuronalen Gewebes
(Kompressionsverletzungen von N. ischiadicus und N. opticus; Schlaganfallmodelle)

untermauert werden konnte (24,55-57).
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Ein gewebeprotektiver Effekt des AT2Rs wurde nicht nur flr neuronales Gewebe
beschrieben, sondern auch fir andere Organe wie Herz (25,41), Niere (58-60)
GefalRe (30,61) oder Leber (62). MaRgeblich verantwortlich fir diese protektiven
Effekte sind offensichtlich eine AT2R-vermittelte Entzindungshemmung und ein anti-
fibrotischer Wirkaspekt (26,41,63).

In den meisten Gefallbetten wirkt der AT2R vasodilatativ (64-66). Trotzdem fuhrt eine
Stimulation des AT2Rs anscheinend nur unter gleichzeitiger AT1R-Blockade zu einer
Blutdrucksenkung (66,67).

Die grofdte Kontroverse bezuglich AT2R-vermittelter Wirkungen besteht z.Zt. wohl bei
der Frage, ob der AT2R die Herzhypertrophie férdert oder hemmt (39,41). Hierzu gibt
es vor allem in genetisch veranderten Tieren und Zellen widerspruchliche Ergebnisse
(39,41,68,69), was unter anderem darauf zurtuckgefuhrt wird, dass in diesen Tieren
unterschiedliche genetische Hintergriinde einen Einfluss auf das Outcome haben
konnen oder auch Epiphanomene eine Rolle spielen wie Mechanismen, die bereits
vorgeburtlich die Rezeptor-Deletion zu kompensieren versuchen, oder
Veranderungen der relativen Rezeptor-Expression (z.B. AT1R relativ zu AT2R) im
Vergleich zum genetisch unveranderten Organismus (70).

Die Liste der zurzeit bekannten AT2R-Wirkungen lieRe sich noch fortsetzen (16,71).
Die wichtigsten und fir diese Arbeit relevantesten sind jedoch im obigen

beschrieben.

1.2.5 Der AT2-Rezeptor Agonist Compound 21

Die AT2R-Forschung war jahrelang erschwert durch das Fehlen eines metabolisch
stabilen, spezifischen und selektiven AT2R-Agonisten. Viele der heutigen
Erkenntnisse Uber den AT2R wurden Uber indirekte Versuchsansatze, d.h. Uber den
Einsatz von AT2R-Antagonisten bzw. von AT2R-defizienten Zellen oder Tieren
gewonnen; einige auch mit Hilfe des Peptid-Agonisten CGP42112A (72).

Im Jahr 2004 wurde die Synthese des ersten nicht-peptidischen AT2R-Agonisten,
Compound 21 (auch als M24 bezeichnet) publiziert (73). Compound 21 (C21) ist ein
.Small molecule“ mit einer in vivo Halbwertszeit in Ratten von ca. 4 Stunden und
einer oralen Bioverfugbarkeit von 20-30%. Dieses Molekdil ist ein Durchbruch in der
AT2R-Forschung, da mit seiner Hilfe erstmals die Funktion des AT2Rs in vitro und
auch in vivo durch direkte Stimulation und ohne pharmakokinetische Probleme (wie
bei dem Peptid-Agonisten CBP 42112A) untersucht werden kann. Au3erdem hat C21
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pharmakokinetische Eigenschaften, die einen Einsatz als Medikament denkbar
erscheinen lassen, wodurch der AT2R erstmals als potentielles ,Drug Target
betrachtet werden kann (74).

Seit der Erstpublikation von C21 wurden sechs experimentelle Studien unter
Verwendung von C21 publiziert, zwei davon von unserer Arbeitsgruppe. In diesen
Studien wurde gezeigt, dass eine direkte Stimulation des AT2Rs (i) die kardiale
Funktion nach Herzinfarkt in Ratten Uber anti-inflammatorische und anti-apoptotische
Mechanismen verbessert (75: Publikation 5), (ii) die Hypertonie-bedingten
Endorganschaden an Niere und Gehirn von Ratten reduziert (58), (iii) in einem
Modell der renovaskularen Hypertonie die frihe inflammatorische Reaktion in der
Niere hemmt (60), (iv) in Gefaldiringen aus Aorta und Mesenterialgefalten zu einer
Vasodilatation fuhrt und in Kombination mit einem niedrig dosierten AT1R-Blocker
den Blutdruck senkt (66), (v) nach zentraler Applikation die Dopamin-Synthese im
Striatum inhibiert (76) und (vi) in verschiedenen kardiovaskularen und nicht-
kardiovaskularen Zellen die Synthese von Zytokinen uber die Aktivierung von
Phosphatasen und eine Hemmung der Aktivitat von NF-xB hemmt und zwar mit
ahnlicher Wirkstarke wie Hydrokortison (46: Publikation 6).

Das therapeutische Potential einer AT2R-Stimulation mit C21 wird zurzeit in unserer
und einer Reihe weiterer Arbeitsgruppen weltweit untersucht so z.B. in Modellen der
Herz-, Gefall- oder Nierenschadigung, bei diabetischen Endorganschaden und
metabolischem Syndrom, aber auch bei neurologischen (Schlaganfall,
Ruckenmarksverletzung, Multiple Sklerose) und chronisch  entzundlichen

(Sklerodermie, rheumatoide Arthritis) Erkrankungen.
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2. Zielsetzung

Seit 1989 ist bekannt, dass das Peptidhormon Angiotensin Il seine Wirkungen durch

Bindung an mehr als einen Rezeptor-Subtypen entfaltet. Wahrend man schnell

feststellte, dass alle bekannten, vor allem kardiovaskularen Effekte von Angiotensin |l

uber den AT1R vermittelt werden, blieb der AT2R in Bezug auf seine Wirkungen und

seine Signaltransduktionswege lange Zeit ein Ratsel und ist es zum Teil immer noch.

Die hier zusammengestellten Arbeiten dienten dazu, verschiedene Facetten der

Physiologie und Pathophysiologie des AT2-Rezeptors zu untersuchen.

Folgende Fragestellungen wurden hierbei bearbeitet:

- Existiert ein lokales Renin-Angiotensin-System in der Haut und ist der AT2-
Rezeptor ein Teil davon?

- Wie andert sich die Expression des AT1- und des AT2-Rezeptors in der Haut
wahrend der Wundheilung?

- Was sind die physiologischen Wirkungen des AT2Rs in mikrovaskularen
Endothelzellen und in Zellen neuronalen Ursprungs?

In den jungsten Arbeiten ging es vor allem um die Frage, ob der AT2R als

pharmakologische Zielstruktur geeignet ist und wenn ja, flir welche Indikationen.

Konkret wurden folgenden Fragestellungen bearbeitet:

- Verbessert die pharmakologische Stimulation des AT2Rs die Herzfunktion nach
Myokardinfarkt und wenn ja, Uber welche Mechanismen?

- Wirkt der AT2R anti-inflammatorisch und was sind die verantwortlichen

Signaltransduktionsmechanismen.
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3. Eigene Arbeiten

3.1 Die Expression des AT2-Rezeptors unter physiologischen und

pathophysiologischen Bedingungen

3.1.1 Publikation 1: Die Expression des AT2-Rezeptors in humaner Haut

Etwa zeitgleich mit der Entdeckung der verschiedenen Rezeptor-Subtypen flr
Angiotensin |l setzte sich die Erkenntnis durch, dass das RAS nicht nur ein — wie
ursprunglich beschrieben - zirkulierendes Hormonsystem ist, sondern in vielen
Geweben auch lokal vorliegt und eine lokale, gewebsspezifische Synthese von Ang Il
erlaubt. Man stellt sich vor, dass das zirkulierende RAS eher fur akute Effekte des
RAS z.B. im Falle eines plotzlichen Volumenverlustes, zustandig ist, wahrend die
Gewebe-Renin-Angiotensin-Systeme eher langfristige Wirkungen wie z.B.
Umbauprozesse (Remodelling) vermitteln. Die Existenz eines lokalen oder Gewebe-
RAS konnte fur viele Organe nachgewiesen werden wie z.B. fir das Herz, die
GefalRwand, das zentrale und periphere Nervensystem, die Leber, die Niere, die
Retina oder lymphatisches Gewebe (10).

Die Expression eines lokalen RAS in der Haut, insbesondere in humaner Haut,
wurde lange Zeit nicht systematisch untersucht. Die nachfolgende Studie war daher
die erste, die alle Komponenten des ,klassischen RAS, also Angiotensinogen,
Renin, ACE sowie die AT1- und AT2-Rezeptoren in humaner Haut auf RNA- und
Proteinebene nachgewiesen hat. Der Nachweis erfolgte mittels RT-PCR in
verschiedenen, aus humaner Haut isolierten Primarzellen (Keratinozyten,
Fibroblasten, Melanozyten, mikrovaskulare Endothelzellen) in vitro, sowie mittels
Immunhistochemie in histologischen Schnitten von gesunder, humaner Haut ex vivo.
Weiterhin wurde gezeigt, dass primare Keratinozyten in der Tat in der Lage sind, in
Kultur ohne Zugabe von RAS Komponenten Angiotensin Il zu synthetisieren.
Humane Haut ist also ein Syntheseort und gleichzeitig auch ein Zielorgan von

Angiotensin |l.

(11) U.M.Steckelings, T.Wollschlager, J.Peters, B.M.Henz, B.Hermes, M.Artuc
Human skin: source of and target organ for angiotensin .
Exp Dermatol 2004; 13:148-54.
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3.1.2 Publikation 2: Die Expression des AT2-Rezeptors im Bereich kutaner
Wunden

Wahrend im gesunden Organismus postpartal die Expression des AT1Rs die des
AT2Rs in der Regel bei weitem Ubersteigt, andert sich das Verhaltnis AT1R/AT2R
deutlich im Falle einer Gewebsverletzung oder anderer pathologischer
Veranderungen des Gewebes. Dies wurde fir verschiedene Organe und
verschiedene Arten der Gewebeschadigung beschrieben wie beispielweise fur das
Herz nach Myokardinfarkt oder bei Herzinsuffizienz (22,23,25), fur das Gehirn nach
fokaler Ischamie (24), fur die Niere bei Niereninsuffizienz (28), fur Gefalde nach
Defekten der GefalRwand (30) und fur periphere Nerven nach traumatischer
Verletzung (29). Bezlglich der Haut gab es zum Zeitpunkt der Durchfihrung der
nachfolgenden Studie drei Publikationen, die das Expressionsmuster von AT1- und
AT2-Rezeptoren in kutanen Wunden beschrieben (77-79). Diese Daten waren aber
widersprichlich und wurden ausschlief3lich in Hautproben von Ratten erhoben, nicht
von Menschen.

Die nachfolgende Arbeit untersuchte daher erstmals, ob und in welcher Weise sich
das Expressionsmuster der Angiotensin Rezeptoren nach Schnittverletzungen in
humaner Haut verandert. Hierzu wurden drei experimentelle Ansatze gewahlt: (i)
Messung der AT1R/AT2R-Expression auf mMRNA-Ebene mittels RT-PCR in priméaren,
humanen Keratinozyten 1 bis 12 Stunden nach Verletzung mit einer Rasierklinge
(razor blade scraping), (i) Messung der AT1R/AT2R-Expression auf Protein-Ebene
mittels immunhistochemischer Farbung von Gewebeschnitten aus Stanzbiopsien, die
ex vivo (in Kulturmedium) mit einer kontrollierten Inzision versehen wurden und (iii)
Messung der AT1R/AT2R-Expression auf Protein-Ebene mittels immunhisto-
chemischer Farbung in Gewebeschnitten aus 1 bis 88 Tage alten Wunden humaner
Haut. Die Messungen ergaben, dass beide Rezeptor-Subtypen, AT1 und AT2, in vitro
bereits nach 1 Stunde, ex vivo und in vivo nach (24-)48 Stunden vermehrt exprimiert
waren. Zumindest in 14 Tage alten Wunden war die Intensitat der

immunhistochemischen Farbung fur den AT2R deutlich starker als fur den AT1R.

(31) Steckelings UM, Henz BM, Wiehstutz S, Unger Th, Artuc M
Differential expression of angiotensin receptors in human cutaneous wound healing.
Br J Dermatol 2005; 153: 887-893
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3.2 Physiologische Funktionen des AT2-Rezeptors

3.2.1 Publikation 3: Der AT2-Rezeptor wirkt anti-proliferativ auf Endothelzellen
Nach der ldentifizierung und erstmaligen Beschreibung der Angiotensin Rezeptor-
Subtypen AT1 und AT2 vergingen 5 Jahre, in denen erfolglos nach einer Funktion
des AT2Rs gesucht wurde. Alle bis dahin bekannten Wirkungen von Angiotensin |l
(Ang Il) erwiesen sich als AT1R-vermittelt. Zwischenzeitlich wurde sogar erwogen,
dass der AT2R ein funktionsloses Bindungsprotein fur Ang Il ist, oder dass es sich
nur um ein Artefakt handelte.

Zu dieser Zeit war bereits bekannt, dass Ang Il Gber den AT1R proliferationsféordernd
wirkt. In unserer Arbeitsgruppe fiel damals auf, dass Zellen, die Uberwiegend den
AT2R exprimieren, nach Stimulation mit Ang |l keine gesteigerte Proliferationsrate
zeigten bzw. sogar mit einer Proliferationshemmung reagierten (80). Dieser
Beobachtung wurde in der nachfolgende Arbeit genauer nachgegangen. Hierzu
wurden vaskulare, glatte Muskelzellen (VSMC) bzw. koronare, mikrovaskulare
Endothelzellen (KME) mit Ang Il stimuliert und der Effekt auf die Proliferation mittels
[*H]-Thymidin-Einbau, MTT-Test und Zellzihlung quantifiziert. Es zeigte sich, das
Ang Il in VSMC, die nur den AT1R exprimieren, die Proliferation férdert, wahrend
dies in KME, welche beide Rezeptor-Subtypen exprimieren, nicht der Fall war bzw.
nur nach Blockade des AT2R zu beobachten war. In KME, die mit basic fibroblast
growth factor (bFGF) vorbehandelt waren, fihrte die Behandlung mit Ang Il sogar zu
einer Hemmung der bFGF-induzierten Proliferation. Dieser Effekt war hemmbar
durch Blockade des AT2Rs mit dem spezifischen Antagonisten PD123177 und
konnte auch mit dem spezifischen AT2R-Agonsiten CGP42112A ausgeldst werden.
Diese Arbeit zeigte also einen anti-proliferativen Effekt von Ang Il Gber den AT2R und

damit den ersten physiologischen Effekt des AT2R Uberhaupt.

(51) M.Stoll, U.M.Steckelings, M.Paul, S.P.Bottari, R.Metzger, Th.Unger
The angiotensin Il AT2 receptor mediates inhibition of cell proliferation in coronary

endothelial cells.
J Clin Invest 1995; 95: 651-657
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3.2.2 Publikation 4: Der AT2-Rezeptor hemmt die Proliferation und férdert die
Differenzierung von Zellen neuronalen Ursprungs
In der AT2R-Foschung war vor allem in den ersten Jahren die Zelllinie PC12W sehr
beliebt, da diese Zellen nur den AT2R und nicht den AT1R exprimieren. Die PC12W
Zelllinie wurde urspringlich aus einem adrenalen Phaochromozytom einer Ratte
isoliert (81). Diese Zellen besitzen die Morphologie von Neuronen und reagieren in
vitro auf Inkubation mit nerve growth factor (NGF) mit einer deutlich reduzierten
Proliferationsrate und der Ausbildung neuronaler Fortsatze, wobei letzteres als ein
Zeichen der Differenzierung angesehen werden kann.
Wir stellten in unserem Labor fest, dass auch die Inkubation mit Ang Il bei PC12W-
Zellen zur Neuritenaussprossung fuhrte.
In einer Studie, die dieses Phanomen naher untersuchte, wurden PC12W Zellen mit
Ang Il inkubiert. In diesen AT1R-defizienten Zellen sind die Angiotensin-induzierten
Effekte — zumindest ganz (iberwiegend — AT2R-vermittelt. Mittels [°H]Thymidin-
Einbau und Zellzahlung konnte festgestellt werden, dass Ang Il in PC12W Zellen
proliferationshemmend wirkt. Dieser Effekt von Ang Il konnte durch den spezifischen
AT2R-Antagonisten PD123177 aufgehoben werden. Morphologisch reagierten die
Zellen auf die Inkubation mit Ang Il mit Neuritenwachstum und zwar in ahnlicher
Weise wie nach Inkubation mit NGF. Der Effekt von Ang Il und NGF war additiv, und
auch hier konnte der Effekt von Ang Il mit dem AT2R-Antagonisten PD123177
blockiert werden.
Somit konnte also in dieser Publikation erstmal beschrieben werden, dass die
Stimulation des AT2Rs die Differenzierung von Zellen neuronalen Ursprungs férdert,
was mit einer Proliferationshemmung einhergeht.
Da die photographische Darstellung der Neuritenaussprossung in PC12W Zellen in
der Originalpublikation aus technischen Griinden nicht erkennbar ist, sei an dieser

Stelle auf Abb. 1 verwiesen, die ein vergleichbares Experiment zeigt.

(54) S.Meffert, M Stoll, U.M.Steckelings, S.P.Bottari, Th.Unger

The angiotensin AT, receptor inhibits proliferation and promotes differentiation in
PC12W cells

Mol Cell Endocrinol 1996; 121: 59-69
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3.3 AT2-Rezeptor-Stimulation als neues therapeutisches Prinzip

3.3.1 Publikation 5: Die direkte, pharmakologische Stimulation des AT2-
Rezeptors verbessert die kardiale Funktion nach Herzinfarkt

In vivo Untersuchungen zur Funktion des AT2Rs waren von je her schwierig, da in
den ersten 15 Jahren nach Entdeckung des AT2Rs kein metabolisch stabiler Agonist
zur Verfligung stand. Im Jahr 2004 publizierte die Gruppe um Anders Hallberg die
Synthese des ersten nicht-peptidischen, oral bioverfugbaren AT2R-Agonisten,
Compound 21 (C21; auch als M24 bezeichnet) (73).

Als ersten in vivo Versuch weltweit (abgesehen von Einzelmessungen in der
Originalpublikation von C21) fuhrten wir eine Untersuchung zur therapeutischen
Wirksamkeit einer direkten AT2R-Stimulation mit C21 im Herzinfarktmodell (Infarkt
durch permanenten Verschluss der linken Koronararterie) in Ratten durch.

C21 (0,03 oder 0,3 mg/kg Koérpergewicht i.p.) wurde beginnend 24 Stunden nach
Infarkt Uber einen Zeitraum von 7 Tagen gegeben. Im Vergleich zu Vehikel-
behandelten Kontrollen zeigten die C21-behandelten Tiere eine kleinere Infarktnarbe
sowie eine signifikant verbesserte Herzfunktion (gemessen mit Echokardiographie
und intrakardialem Millar Katheter). Im Periinfarkigewebe und im Plasma war die
Expression pro-inflammatorischer Zytokine sowie von Markern flr Apoptose bzw.
oxidativen Stress reduziert, was auf anti-inflammatorische, anti-apoptotische und
anti-oxidative Mechanismen des AT2Rs schlieBen lasst, die  wahrscheinlich
grundlegend waren fur die verbesserte Herzfunktion nach Myokardinfarkt.

Eine pharmakologische Stimulation des AT2Rs koénnte demnach eine neue
Maoglichkeit der therapeutischen Intervention mit dem Renin-Angiotensin-System zur

Verbesserung der Herzfunktion nach Infarkt darstellen.

(75) E.Kaschina, A.Grzesiak, J.Li, A.Foryst-Ludwig, M.Timm, F.Rompe,
M.Sommerfeld, U.R.Kemnitz, C.Curato, P.Namsolleck, C.Tschope, A.Hallberg,
M.Alterman, B.Dahlof, U.Kintscher, Th.Unger, U.M.Steckelings

AT2-receptor stimulation: a novel option of therapeutic interference with the renin-
angiotensin-system in myocardial infarction?

Circulation 2008; 118:2523-2532
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3.3.2 Publikation 6: Direkte AT2-Rezeptor Stimulation wirkt anti-
inflammatorisch iiber die Synthese von Epoxyeicosatriensdure und
Hemmung von NF-xB

In der im Vorherigen beschriebenen Studie sowie in weiteren noch nicht publizierten

in vivo Versuchen konnten wir beobachten, dass ein anti-inflammatorischer Effekt

von C21 offensichtlich immer zu einem verbesserten, funktionellen Ergebnis
beigetragen hatte.

Die folgende Studie sollte daher dazu dienen, die dem anti-inflammatorischen Effekt

zugrunde liegenden Signaltransduktionsmechanismen genauer aufzuklaren und

auch noch einmal die AT2R-agonistische Wirkung von C21 zu verifizieren.

Anhand von in vitro Studien an humanen, primaren, dermalen Fibroblasten konnte

gezeigt werden, dass C21 in der Tat agonistisch und nicht antagonistisch am AT2R

wirkt, da es die gleichen Wirkungen auslost wie Ang Il unter Blockade des AT1Rs.

Da die Effekte von C21 durch Blockade des AT2Rs mit dem spezifischen

Antagonisten PD123319 aufgehoben wurden bzw. in AT2R-defizienten Zellen nicht

vorhanden waren, schlossen wir, dass die Effekte von C21 in der Tat AT2R-

spezifisch sind.

Die Hemmung der Expression pro-inflammatorischer Zytokine (IL-6, TNFa, MCP-1)

wurde vermittelt durch Aktivierung von Tyrosin- und Serin-/Threonin-Phosphatasen,

die zu einer Hemmung der Aktivitat von NF-xB fuhrten, sowie durch eine Aktivierung

der Synthese von Epoxyeicosatriensaure. Die NF-kB-abhangige Hemmung der IL-6

Promoteraktivitat durch C21 war in ihrer Effizienz vergleichbar mit dem Effekt von

Hydrokortison in der gleichen Dosierung.

Diese Studie bestatigte also die anti-inflammatorischen Effekte einer AT2R-

Stimulation, identifizierte zugrunde liegende Signaltransduktionswege und legte

nahe, dass eine pharmakologische AT2R-Stimulation eventuell auch bei chronisch

entzundlichen Erkrankungen aullerhalb des kardiovaskularen Formenkreises von

Interesse sein kdonnte.

(46) F.Rompe, M.Artuc, A.Hallberg, M.Alterman, K.Stréder, C.Thone-Reineke,
A.Reichenbach, J.Schacherl, B.Dahl6f, M.Bader, N.Alenina, M.Schwaninger,
T.Zuberbier, H.Funke-Kaiser, C.Schmidt, W-H.Schunck, Th.Unger, U.M.Steckelings
Direct Angiotensin Il type 2 receptor stimulation acts anti-inflammatory through
epoxyeicosatrienoic acid and inhibition of NF-«xB.

Hypertension 2010; 55: 924-931
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4. Diskussion

In der Geschichte der Entdeckung und Charakterisierung des Renin-Angiotensin-
Systems (RAS), seiner aktiven Hormone, Enzyme und seiner Wirkungen, stellt die
Beschreibung des ,protektiven® Arms dieses Systems eines der jungsten Kapitel dar.
Zu diesem protektiven Arm gehoren Angiotensin 1-7 (Ang 1-7), das zur Ang 1-7
Synthese notwendige Enzym ACE2, der Rezeptor fur Ang 1-7, Mas-Rezeptor
(MasR), sowie der AT2-Rezeptor (75,82). Wahrend das ,klassische RAS* mit Ang Il
als hauptsachlichem Effektorhormon, das seine Wirkungen tGber den AT1R vermittelt,
eindeutig als pathogenetisch bedeutsam fur die Hypertonie sowie die Entwicklung
Hypertonie- und Diabetes mellitus-bedingter Endorganschaden identifiziert wurde, ist
es heute allgemein akzeptiert, dass die Hauptkomponenten des protektiven Arms
des RAS, namlich Ang 1-7 Uber den MasR und Ang Il Uber den AT2R, zumindest
ganz Uberwiegend gewebeprotektive Wirkungen vermitteln (82). Der protektive Arm
des RAS wirkt hierbei den pathologisch bedeutsamen Effekten des klassischen RAS
zum Teil direkt entgegen, kann aber auch die Wirkungen von Wachstumsfaktoren
oder pro-inflammatorischen Zytokinen antagonisieren.

Die pharmakologische Intervention mit dem klassischen RAS durch direkte Renin-
Inhibitoren, ACE-Hemmer oder AT1R-Blocker ist fur viele kardiovaskulare
Indikationen Standardtherapie. Allen diesen pharmakologischen Eingriffen ist
gemeinsam, dass die Wirkungen des klassischen RAS gehemmt werden, sei es
durch Blockade des AT1Rs oder durch Hemmung der fir die Synthese von Ang Il
verantwortlichen Enzyme Renin und ACE (83).

Die Komponenten des protektive Arms des RAS sind erst in jingster Zeit als
potentielle ,Drug Targets“in den Fokus des Interesses geruckt (84-87). So wird zum
Beispiel rekombinantes ACE2 als Medikament zur Behandlung des Acute
Respiratory Distress Syndromes (ARDS) entwickelt (85), rekombinantes Ang 1-7 zur
Beschleunigung der Hamatopoese z.B. in Zusammenhang mit Tumortherapie,
Stammzelltherapie oder Bestrahlungen (86), wahrend fir den AT2R ein oral
verflugbarer, selektiver und spezifischer Agonist (Compound 21) in der praklinischen
Entwicklung ist, fur den aber noch keine potentielle Indikation festgelegt wurde
(74,84).

Die in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Arbeiten haben im Laufe der

Jahre zum Verstandnis des AT2Rs bzw. zu seiner ldentifizierung als potentielle,
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pharmakologische Zielstruktur beigetragen. Das thematische Spektrum der Arbeiten
reicht von Studien zur ATZ2R-Expression unter physiologischen und patho-
physiologischen Bedingungen uber die Identifikation physiologischer Funktionen bis

zur Testung einer direkten AT2R-Stimulation als mdgliches therapeutisches Prinzip.

41 Die Expression des AT2-Rezeptors unter physiologischen und patho-
physiologischen Bedingungen

Die in dieser Habilitationsschrift enthaltenen Arbeiten zur Rezeptorexpression
befassen sich mit der Identifizierung aller RAS-Komponenten inklusive des AT2Rs in
humaner, gesunder Haut bzw. mit der Regulation der AT1- und AT2-Rezeptor
Expression in humaner, verletzter Haut (Publikation 1: 11; Publikation 2: 31). In der
Publikation in Experimental Dermatology von 2004 konnte erstmal das
Vorhandensein eines kompletten RAS in der Epidermis und Dermis humaner Haut
beschrieben werden, so dass humane Haut sowohl als Syntheseort als auch als
Zielorgan von Ang Il betrachtet werden muss (Publikation 1: 11). Die Analyse
spezifischer, kutaner Zelltypen ergab, dass auch der AT2R in wichtigen Zellen der
Dermis (Fibroblasten; dermale, mikrovaskulare Endothelzellen) und Epidermis
(Keratinozyten) vorhanden ist, nicht jedoch in Melanozyten.

Etwa zeitgleich erschienene Arbeiten von Takeda und Kondo untersuchten ebenfalls
die Angiotensin-Rezeptor Expression in humaner Haut und ausgewahlten humanen,
kutanen Tumoren, konnten aber nur die Expression des AT1R feststellen (88,89).
Dagegen bestatigten Publikationen von Min et al. (90), Kawaguchi et al. (91), Tang et
al. (92), Nickenig et al. (93) und Liu et al. (94) unsere Beobachtung, dass humane,
dermale Fibroblasten der AT2R exprimieren.

Ein Charakteristikum des AT2Rs ist seine Uberaus starke Expression in fetalem
Gewebe, wohingegen post-partum die Expression in der Uberwiegenden Anzahl von
Geweben auf fast undetektierbare Levels zurlickgeht. Dieses Expressionsmuster
konnte auch fur humane Haut von Liu et al. gezeigt werden (95). Allerdings ist nach
wie vor vollig unbekannt, welche Funktion der AT2R wahrend der embryonalen
Entwicklung haben koénnte. AT2R-defiziente Mause entwickeln sich in aller Regel
normal. Insbesondere sind keine pathologischen Veranderungen der Haut bekannt
(20,21). Eine 2010 erschienene Arbeit stellt sogar das gesamte Dogma einer

verstarkten, vorgeburtlichen AT2R-Expression in Frage (96).
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Unumstritten ist jedoch, dass es im Falle einer Gewebeschadigung, sei es durch
Trauma, Ischamie (z.B. nach Herzinfarkt oder zerebralem Insult) oder chronische,
pathologische Umbauvorgédnge (z.B. bei Herzinsuffizienz oder chronischer
Nierenerkrankung) zu starken Veranderungen der AT2R-Expression kommt.

In der 2005 im British Journal of Dermatology erschienenen Arbeit konnte eine
deutlich verstarkte Expression des AT2Rs im Bereich von Wunden in humaner Haut
24 Stunden bis 3 Monate nach Inzision gezeigt werden (Publikation 2: 31). Eine
vermehrte Expression von AT2Ren im Bereich dermaler Wunden konnte auch fir die
Haut von jungen und adulten Ratten gezeigt werden (77).

Damit stehen diese und unsere Arbeiten im Einklang mit den meisten
Beschreibungen einer veranderten AT2R-Expression in geschadigtem, nicht-
kutanem Gewebe wie z.B. in Nervenlasionen (29), Herzinfarkt (22,23), zerebralem
Insult (24) oder Herzinsuffizienz (25), die ebenfalls eine gesteigerte AT2R-Expression
feststellen.

Die im Vorhergehenden beschriebenen Arbeiten unserer und anderer
Arbeitsgruppen zur Expression von Angiotensin-Rezeptoren in gesunder und
geschadigter, humaner Haut und in anderen, pathologisch veranderten Geweben
sind naturlich als rein deskriptiv zu betrachten, so dass aus diesen Arbeiten auf
mogliche Funktionen des AT2Rs nur geschlossen werden konnte. Die in einer
Vielzahl von Geweben zu beobachtende Re-expression nach Gewebeschadigung
deutet jedoch stark auf einen kdrpereigenen ,Rescue“-Mechanismus hin, ahnlich der
Re-expression embryonaler Gene nach Schadigung des Myokards (97).

Was die Funktion des AT2Rs in kutanen Wunden angeht, konnten Takeda et al.
inzwischen in entsprechenden Modellen zeigen, dass der AT2R in humanen

Keratinozyten und dermalen Fibroblasten die Proliferation und Migration hemmt (98).

4.2 Physiologische Funktionen des AT2-Rezeptors

Zwei der in dieser Habilitationsschrift enthaltenen Arbeiten befassten sich mit der
Aufklarung physiologischer Funktionen des AT2Rs (Publikation 3: 51; Publikation 4:
54).

Die im Februar 1995 im Journal of Clinical Investigation publizierte Arbeit war die

erste Beschreibung eines physiologischen Effekts des AT2Rs Uberhaupt, wobei
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dieser Effekt in einer Hemmung der Proliferation von koronaren Endothelzellen der
Ratte bestand (Publikation 3: 51). Die 1996 in der Zeitschrift Molecular and Cellular
Endocrinology erschienene Arbeit bestatigte diesen anti-proliferativen Effekt in
PC12W-Zellen, einer Zelllinie mit neuronalen Eigenschaften, die urspringlich aus
einem Phaochromozytom der Ratte isoliert wurde (Publikation 4: 54). Gleichzeitig mit
einer Hemmung der Proliferation flhrte die Stimulation des AT2Rs in PC12W-Zellen
zu einer vermehrten Differenzierung dieser Zellen, die sich im Aussprossen von
Neuriten zeigte.

Der anti-proliferative Effekt des AT2R wurde kurz nach unserer an Zellkulturen
durchgefuhrten Arbeit von Nakajima et al. auch in vivo bestatigt (30). Die Autoren
dieser Arbeit induzierten hierzu durch viralen Gentransfer eine Uberexpression des
AT2Rs in der Intima der A. carotis der Ratte. Eine anschliefiende Verletzung der
Intima durch Ballon-Katheter fuhrte in den AT2R-Uberexprimierenden Gefallen zu
einer deutlich geringeren Intima-Proliferation als in den normalen Gefalten (30).

Der anti-proliferative Effekt des AT2Rs wurde in der Folge von uns und vielen
weiteren Arbeitsgruppen an verschiedensten Zelltypen (z.B. an Mesangialzellen, an
Zelllinien neuronalen Ursprungs, Kardiomyozyten, kardialen Fibroblasten,
renomedullaren, interstitiellen Zellen, Keratinozyten) verifiziert und ist heute als
Wirkung des AT2Rs unumstritten (52,54,99-102).

Der differenzierungsfordernde Effekt des AT2Rs auf neuronale Zellen wurde fast
zeitlich mit unserer Arbeit auch von der Gruppe von Nicole Gallo-Payet publiziert
(53). Auch dieser Effekt des AT2Rs ist heute unumstritten und wurde daher
beispielsweise auch zur Verifizierung des AT2R-agonistischen Effekts des neuen
AT2R-Agonisten Compound 21 herangezogen (72,73).

Substanzen, die die neuronale Differenzierung fordern, haben oftmals auch
neuroregenerative  Eigenschaften. Diese Uberlegung veranlasste unsere
Arbeitsgruppe zu einer Reihe von Experimenten, in denen in der Tat gezeigt werden
konnte, dass die Stimulation des AT2Rs mit Ang Il axonales Wachstum und
Regeneration nach Lasion des N. ischiadicus oder des N. opticus der Ratte fordert
(55,56). Fur den N. ischiadicus konnte daruber hinaus gezeigt werden, dass diese
axonale Regeneration auch mit einer Verbesserung der motorischen Funktion der

Hinterlaufe einhergeht (56).
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Auch beim experimentellen Schlaganfall in Mausen und Ratten scheint der AT2R die
neuronalen Defizite zu reduzieren. Dies wurde von lwai et al. indirekt an AT2R-
defizienten Mausen gezeigt, die nach fokaler, zerebraler Ischamie einen
schlechteren, neurologischen Score und einen grofderen Infarkt aufwiesen als
Wildtyp-Mause (57), oder durch eine Studie unsere eigene Arbeitsgruppe, in der der
neuroprotektive Effekt des AT1R-Blockers Irbesartan durch gleichzeitige Blockade
des AT2Rs aufgehoben werden konnte (24). Letzteres deutet darauf hin, dass die
Stimulation des nicht-blockierten AT2Rs unter AT1R-Blockade durch die reaktiv
erhdhten Ang Il Spiegel wichtiger Bestandteil der neuroprotektiven Wirkung einer
AT1R-Blockade ist.

In jungster Zeit konnten diese Ergebnisse bestatigt bzw. die Hypothese der
Neuroprotektion durch AT2R-Stimulation weiter belegt werden durch Versuche, in
denen der AT2R durch spezifische und selektive Agonisten direkt stimuliert wurde.
So konnte im Schlaganfallmodell an Ratten die Gruppe von Robert Widdop eine
deutlich verbesserte, neurologische Funktion durch intrazerebroventrikulare (1 bzw.
10 ng/kg/min) Applikation des peptidischen AT2R-Agonisten CGP42112A zeigen
(103). Unsere eigene Gruppe behandelte Mause nach Schlaganfall durch
systemische Applikation mit dem nicht-peptidischen Agonisten Compound 21 (0,03
mg/kg Korpergewicht i.p.) und konnte ebenfalls eine verbesserte, neurologische
Funktion im Vergleich zu Kontrollen beobachten (104).

Auch die Versuche zur Regeneration peripherer bzw. zentraler Nerven wurden
wieder aufgenommen und zwar in einer Studie, in der Mause nach Kontusionstrauma
des Rickenmarks auf Hohe Th8 mit dem AT2R-Agonisten Compound 21 behandelt
wurden (0,3 mg/kg i.p.), was zu axonaler Regeneration und Verbesserung der
motorischen Funktion fuhrte (105). Diese Studie erbrachte auch Erkenntnisse zum
molekularen Mechanismus des neuroprotektiven Effekts des AT2Rs, der
offensichtlich — zumindest zum Teil — in einer vermehrten Synthese von
Neurotrophinen (z.B. BDNF) und ihrer Rezeptoren (TrkA und TrkB) besteht.
Neurorepair und Neuroregeneration scheinen also charakteristische Eigenschaften
des AT2Rs zu sein, die auch interessant erscheinen im Hinblick auf eine zukunftige
therapeutische Nutzung einer AT2R-Stimulation.

Weitere Funktionen des AT2Rs wurden bereits in der Einleitung besprochen und

umfassen z.B. Anti-Inflammation, Anti-Fibrose und Vasodilatation (16,71).
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Insgesamt bestehen bezlglich der physiologischen und patho-physiologischen
Funktionen des AT2Rs weiterhin relativ viele Kontroversen, was mit nicht
unerheblichen, experimentellen Schwierigkeiten zu erklaren ist. Hierzu gehoren
beispielsweise (i) die geringe Expression des AT2Rs im gesunden Gewebe,
insbesondere die meist hohere Expression des AT1Rs und damit verbunden das
Uberwiegen von AT1R-vermittelten Effekten bei Stimulation mit dem natirlichen
Liganden Ang Il, (ii) der meist inhibitorische Charakter der Effekte des AT2Rs, was
zur Sichtbarmachung von AT2R-Wirkungen eine vorherige Stimulation bzw. ein
pathologisches Modell erfordert, wodurch experimentelle Protokolle komplex werden
und (iii) bis vor Kurzem das Fehlen eines metabolisch stabilen, selektiven und
spezifischen Agonisten (106).

4.3 AT2-Rezeptor-Stimulation als neues therapeutisches Prinzip

In der kardiovaskularen, klinischen Medizin ist es eines der haufigsten
therapeutischen Prinzipien, die Synthese von Ang Il (durch ACE- oder Renin-
Inhibitoren) bzw. die Wirkung von Ang Il Uber den AT1-Rezeptor (durch AT1-
Rezeptor Blocker) zu hemmen. Beide therapeutischen Strategien dienen dazu, die
Uber den AT1-Rezeptor vermittelten, pathologischen Effekte von Angiotensin Il zu
hemmen (83).

Der AT2-Rezeptor war bislang keine Zielstruktur in der klinischen Medizin. Zwar
existieren seit Uber 20 Jahren spezifische AT2-Rezeptor-Agonisten und -Antago-
nisten. Fur die Antagonisten (PD123177 and PD123319) hat sich jedoch nie eine
passende Indikation definieren lassen, und der Agonist CGP42112A ist ein Peptid,
das wegen seiner geringen Stabilitat und fehlenden oralen Bioverfugbarkeit nie als
Pharmakon fur den klinischen Einsatz in Betracht gezogen und weiterentwickelt
wurde.

Im Jahr 2004 wurde die Synthese des ersten nicht-peptidischen AT2R-Agonisten,
Compound 21 (C21; auch als M24 bezeichnet) publiziert (73). Dieses Molekul hat
pharmakokinetische Eigenschaften, die einen Einsatz als Medikament denkbar
erscheinen lassen (73,74,84). C21 ist ein nicht-peptidisches ,small molecule” mit
einer in vivo Halbwertszeit in Ratten von ca. 4 Stunden und einer oralen
Bioverflgbarkeit von 20-30%.
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Durch die Synthese von C21 hat sich die AT2R-Forschung in zweierlei Hinsicht
verandert: zum einen hat die AT2R-Forschung nun erstmals einen translationalen
Aspekt, d.h. es geht nicht mehr allein um die grundlagenwissenschaftliche
Erforschung der Eigenschaften des AT2Rs, sondern auch um potentielle zukinftige
Indikationen fur eine pharmakologische, therapeutische AT2R-Stimulation. Zweitens
steht fur diese experimentellen Arbeiten nun erstmals ein Molekul zur Verfigung, mit
dem der AT2R sowohl in vitro als auch in vivo ohne nennenswerte
pharmakokinetische Probleme direkt stimuliert werden kann, was die AT2R-
Forschung in Zukunft deutlich erleichtern wird.

Zwei der Arbeiten, die Bestandteil dieser Habilitationsschrift sind, wurden unter
Verwendung des neuen, nicht-peptidischen AT2R-Agonisten C21 durchgefinhrt.

Die 2010 in der Zeitschrift Hypertension publizierte Arbeit diente zum einen der
Verifizierung der AT2R-agonistischen Eigenschaften von C21, zum anderen der
Untersuchung von Signaltransduktionswegen des anti-inflammatorischen Effekts des
AT2Rs (Publikation 6: 46). Wichtigstes Readout in diesen Versuchen war die
Hemmung der mRNA- und Protein-Expression bzw. der Promoteraktivitat von IL-6
durch C21. Eine solche IL-6 Hemmung war auch durch ,klassische® Stimulation des
AT2Rs mit Ang Il unter gleichzeitiger AT1R-Blockade zu beobachten. Da Ang Il Uber
den AT1R zu einer vermehrten Synthese von IL-6 fihrte, konnte sicher davon
ausgegangen werden, dass es sich bei einer Hemmung der IL-6 Synthese um einen
AT2R-vermittelten Effekt handeln musste. Dies wurde weiter untermauert durch die
Hemmung der Effekte von C21 mit dem spezifischen AT2R-Antagonisten PD123319
und durch die Abwesenheit jeglicher Wirkungen von C21 in AT2R-defizienten Zellen.
Inzwischen liegen uns auch Ergebnisse aus in vivo Studien an AT2R-defizienten
Mausen vor, in denen die in Wildtyp-Tieren zu beobachtenden Wirkungen von C21
ebenfalls nicht zu beobachten sind (104,107).

Bezlglich der Signaltransduktionsmechanismen, die der AT2R-gekoppelten
Hemmung der Zytokinsynthese, also einem anti-inflammatorischen Effekt zu Grunde
liegen, konnte die CYP2C/2J-abhangige, vermehrte = Synthese von
Epoxyeicosatriensaure erstmals als Second Messenger eines AT2R-gekoppelten,
anti-inflammatorischen Effekts beschrieben werden. Als weiterer Signaltransduktions-
mechanismus wurde eine direkte Hemmung der Aktivitat von NF-xB, also des fur die

Zytokinsynthese entscheidenden Transkriptionsfaktors, gefunden. Eine Hemmung
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der Aktivitat von NF-kB durch AT2R-Stimulation wurde bereits vorher von Wu et al.
beschrieben, jedoch noch nicht unter Einsatz des Agonisten C21 (45). In dieser und
in unserer Studie war die Hemmung von NF-kB abhangig von der Aktivierung sowohl
von Tyrosin- als auch von Serin-/Threonin-Phosphatasen, da die spezifische
Hemmung der jeweiligen Phosphatasen (durch Vanadat bzw. Okadasaure) zu einer
Aufhebung des anti-inflammatorischen Effekts einer AT2R-Stimulation flihrte. Wu et
al. konnten weiter zeigen, dass die Aktivierung der Phosphatasen zu einer
Dephosphorylierung und damit Stabilisierung der inhibitorischen Untereinheiten von
NF-«xB, IkBa und IkBp, fuhrt, was die Translokation von NF-kB in den Nukleus und
damit die Initiilerung der Zytokin-Transkription verhindert (45).

Die Hemmung der Aktivitat von NF-xB ist der mafRgebliche Wirkmechanismus der
Glukokortikoide (108). Wir konnten in unserer Arbeit zeigen, dass die Stimulation des
AT2Rs mit C21 zu einer ahnlich starken Hemmung der Aktivitat des IL-6-Promoters
fuhrt wie Hydrokortison in gleicher Dosierung (10'6M) (46). Auch wenn Hydrokortison
eines der schwachsten heutzutage im klinischen Einsatz befindlichen Glukokortikoide
ist, so deutet diese Beobachtung doch auf einen klinisch relevanten, anti-
inflammatorischen Effekt des AT2Rs hin. Diese Hypothese muss zwar noch in in vivo
Versuchen bestatigt werden, jedoch deuten eigene, praliminare Ergebnisse bereits
darauf hin, dass die Stimulation des AT2Rs z.B. im Modell der rheumatoiden Arthritis
in der Maus (ein Modell, bei der die rheumatoide Arthritis durch Immunisierung mit
Kollagen ausgeldst wird, bei der also eine Autoimmunreaktion kausal flr das
Krankheitsgeschehen ist) in der Tat einen signifikanten entzindungshemmenden
Effekt hat.

Sowohl Wu et al. als auch wir stellten fest, dass die AT2R-vermittelte Hemmung der
NF-kB-Aktivitat nicht beschrankt war auf durch Ang Il aktiviertes NF-xB (Uber den
AT1R), sondern genau so zu beobachten war, wenn NF-kB durch ein Zytokin (TNFa.)
aktiviert wurde (45,46). Der anti-inflammatorische, NF-kB-hemmende Effekt einer
AT2R-Stimulation beschrankt sich also nicht auf einen Crosstalk mit dem klassischen
RAS, sondern interferiert auch mit den pro-inflammatorischen Wirkungen von
Zytokinen.

Aus friheren Arbeiten anderer Arbeitsgruppen ist weiterhin bekannt, dass die AT2R-
gekoppelte Aktivierung von Phosphatasen auch zu einer Hemmung des Jak/STAT-
Signaltransduktionsweges flihrt, der ebenfalls in einer vermehrten Transkription von

Zytokinen mundet, so dass hier ein weiterer, unabhangiger, anti-inflammatorischer
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Wirkmechanismus der AT2Rs vorliegt, der allerdings fur C21 noch nicht verifiziert
wurde (47,63).

Der anti-inflammatorische Effekt des AT2Rs war offensichtlich auch ein wichtiger
molekularer Mechanismus, der — wie von uns 2008 in Circulation publiziert - zu einer
Verbesserung der Herzfunktion durch C21 nach experimentellem Myokardinfarkt in
Ratten flhrte (Publikation 5: 75). Diese Studie war die erste, komplette,
tierexperimentelle Arbeit, die das therapeutische Potential einer direkten AT2R-
Stimulation fur eine definierte Indikation praklinisch testete. Eine Woche nach
Herzinfarkt durch permanente Okklusion der linken Koronararterie zeigten die einmal
taglich systemisch mit C21 (0,03 oder 0,3 mg/kg Kdrpergewicht i.p.) behandelten
Ratten bezlglich aller mittels transthorakaler Doppler Echokardiographie (LVIDd,
LVIDs, fractional shortening, EF, E, A, E/A, EDT) bzw. Millar Katheter (VSP, LVEDP,
Kontraktilitatsindex, dP/dtmax, dP/dtmin) erhobenen, hamodynamischen Parameter
eine bessere Herzfunktion als die Vehikel-behandelten Kontrolltiere. Diese
verbesserte Herzfunktion ging einher mit einer geringeren Narbengréf3e in den C21-
behandelten Tieren (gemessen mittels MRT), die wiederum am ehesten auf ein
verbessertes Remodelling zurlickzufihren war, da der spate Therapiebeginn (24
Stunden nach Infarkt) keinen unmittelbaren Einfluss der Behandlung auf die
ischamische Gewebeschadigung erwarten liel3.

Die inflammatorische Reaktion nach ischamischer Schadigung des Myokards ist ein
entscheidender Stimulus fur fibrotische Umbauvorgange und den apoptotischen
Niedergang von initial noch vitalen Zellen des Myokards, was im weiteren Verlauf zu
einer Einschrankung der Pumpfunktion und damit zu einer Herzinsuffizienz flihren
kann (109). Die pharmakologische AT2R-Stimulation fuhrte in unserer Studie zu
einer verminderten Expression von Apoptosemarkern im Myokard sowie von pro-
inflammatorischen Mediatoren im Plasma und im peri-Infarkt-Gewebe (75). Anti-
inflammatorische und anti-apoptotische Mechanismen sind also vermutlich in der Tat
essentiell fur die verbesserte, kardiale Funktion nach AT2R-Stimulation im
Herzinfarktmodell verantwortlich.

Die Frage nach der Rolle des AT2Rs im Rahmen eines Herzinfarkts — tragt er zum
pathologischen Geschehen bei oder ist er Teil eines u. U. therapeutisch nutzbaren,
endogenen Reparatursystems — wurde vor unserer Studie wie bei einer Reihe
anderer Krankheitsbilder auch kontrovers diskutiert. Frihere Studien zum AT2R in

Herzinfarktmodellen wurden fast ausnahmslos an genetisch veranderten Mausen
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durchgefuhrt, die entweder AT2R-defizient waren (110-115) oder den AT2R
Uberexprimierten (116,117). Alle diese Studien bis auf eine (115) sprachen dem
AT2R eine protektive Rolle im Rahmen des Postinfarkt-Geschehens zu. Dieses
relativ eindeutige Bild wird nun durch unsere Daten gestutzt, wobei unsere Studie die
Rolle des AT2Rs erstmals durch direkte Stimulation der natlrlich vorhandenen (im
Infarktareal vermehrt exprimierten) AT2Ren untersuchte und nicht, wie die
vorhergehenden, durch eine veranderte AT2R-Expression (im knockout- oder
Uberexpressions-Modell) ohne Applikation eines Agonisten.

Trotz dieser relativ eindeutigen Datenlage flir die post-Infarkt Situation wird die
Kontroverse Uber den AT2R insbesondere im Rahmen kardiovaskularer
Krankheitsmodelle sicherlich noch langere Zeit anhalten, wobei diese Diskussion
insbesondere durch widersprichliche Studien in Herzhypertrophie-Modellen genahrt
wird (41).

Es ist zu hoffen, dass die dank der Synthese des AT2R-Agonisten Compound 21 nun
bestehende Moglichkeit einer direkten AT2R-Stimulation in vivo eine Klarung der
physiologischen und patho-physiologischen Bedeutung des AT2Rs in eindeutiger

Weise ermoglichen wird.
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5. Zusammenfassung

Angiotensin Il (Ang IlI) vermittelt seine Wirkungen im Wesentlichen Uber zwei
Rezeptor-Subtypen: den AT1- und den AT2-Rezeptor. Von diesen beiden Rezeptor-
Subtypen ist der AT1-Rezeptor (AT1R) weitaus besser charakterisiert als der AT2R.
Der Grund hierfur ist, dass man — wie man heutzutage weil} - in den Jahrzehnten vor
der Entdeckung der Existenz verschiedener Rezeptor-Subtypen im Jahr 1989 quasi
ausschlieBlich AT1R-Wirkungen untersucht hatte.

Die in dieser Habilitationsschrift zusammengestellten Arbeiten stellen Mosaiksteine
im sich nun seit gut 20 Jahren entwickelnden Bild von Expression,
Expressionsregulation, physiologischer und patho-physiologischer Funktion sowie
potentieller therapeutischer Nutzbarkeit des AT2-Rezeptors dar.

Nach der Entdeckung der verschiedenen Angiotensin Rezeptor-Subtypen
konzentrierten sich viele Arbeiten zunachst darauf zu klaren, in welchen Geweben
AT1- bzw. AT2-Rezeptoren vorhanden sind, und ob sich das Expressionsmuster in
gesundem von dem in geschadigtem Gewebe unterscheidet. Die beiden ersten in
dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Publikationen (11: Steckelings et al.,
Exp Dermatol 2004; 31: Steckelings et al., Br J Dermatol 2005) befassten sich mit
der Expression der Angiotensin Rezeptoren in humaner Haut. In diesen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass sowohl AT1- als auch AT2-Rezeporen auf
Keratinozyten, dermalen Fibroblasten und dermalen mikrovaskularen Endothelzellen
vorhanden sind und dass die Expression beider Rezeptoren, insbesondere jedoch
des AT2Rs, in kutanen Inzisionswunden deutlich verstarkt ist. Diese von uns in
humaner Haut beobachtete Re-Expression des AT2Rs nach Gewebsschadigung
steht im Einklang mit zahlreichen Untersuchungen in anderen Organen.

Die dritte in dieser Habilitationsschrift aufgefuhrte Publikation (51: Stoll et al., J Clin
Invest 1995) war die erste Beschreibung einer physiologischen Funktion des AT2Rs,
und zwar eines anti-proliferativen Effekts in kardialen, mikrovaskularen
Endothelzellen. Die Publikation von Meffert et al. (54: Mol Cell Endocrinol 1996)
bestatigte kurz darauf den anti-proliferativen Effekt in neuronalen Zellen und flgte
eine weitere physiologische Funktion hinzu, namlich die Forderung der
Differenzierung neuronaler Zellen durch Stimulation des AT2-Rezeptors, die sich in

einer vermehrten Aussprossung von Neuriten zeigte. Letztere Arbeit war der initiale
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Schritt fur eine Serie von ex vivo und in vivo Studien, in denen eine neuroprotektive
und neuroregenerative Wirkung des AT2-Rezeptors vielfach belegt wurde.

Mit der Synthese des ersten nicht-peptidischen, oral aktiven AT2-Rezeptor
Agonisten, Compound 21, im Jahr 2004 wurde nicht nur die AT2-Rezeptor
Forschung wesentlich vereinfacht; der AT2-Rezeptor kann seither auch als
pharmakologische Zielstruktur betrachtet werden. In der Arbeit von Rompe et al. (46:
Hypertension 2010) wurde durch verschiedene, experimentelle Ansatze wie z.B.
Versuche an AT2-Rezeptor defizienten Zellen bestatigt, dass es sich bei Compound
21 in der Tat um einen Agonisten fur den AT2-Rezeptor handelt. Weiterhin wurde in
dieser Arbeit das anti-inflammatorische Potential einer AT2-Rezeptor Stimulation
untersucht, dass sich als ahnlich stark wie die Wirkung von Hydrokortison erwies,
und es wurden Signaltransduktionswege (Aktivierung von Phosphatasen, Synthese
von Epoxyeicosatriensaure Uber Aktivierung von CYP2C/2J, Hemmung der Aktivitat
von NF-kB) fur die anti-inflammatorische Wirkung des AT2-Rezetors beschrieben.
Die Arbeit von Kaschina et al. (75: Circulation 2008) war die erste, die den
therapeutischen Effekt einer AT2-Rezeptor Stimulation systematisch fur eine
Indikation, namlich fir die Verbesserung der Herzfunktion nach Myokardinfarkt
getestet hat. In dieser an Ratten durchgefuhrten Studie verbesserte die Behandlung
mit dem AT2-Rezeptor Agonisten die Herzfunktion (gemessen durch intrakardialen
Millar-Katheter und Echokardiographie) gleich effektiv wie ein AT1-Rezeptor Blocker,
also ein leitliniengerechtes Standardtherapeutikum. Damit erbrachte diese Studie
also erstmals praklinische Evidenz, dass der AT2-Rezeptor eine potentielle
pharmakologische Zielstruktur in der kardiovaskularen Medizin darstellt.

Die in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Arbeiten werden momentan
weitergefuhrt in einer Reihe von Untersuchungen, in denen das therapeutische
Potential einer AT2-Rezeptor Stimulation flr verschiedene, andere Indikationen
getestet wird, in denen die anti-inflammatorischen, anti-fibrotischen und
neuroregenerativen Wirkung eines AT2-Rezeptor Agonisten von therapeutischem

Nutzen sein konnten.
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