Aus dem
Institut fur Klinische Pharmakologie
und Toxikologie
Universitatsklinikum Benjamin Franklin

Freie Universitat Berlin

Geschaftsfuhrender Direktor:

Prof. Dr. med. Martin Paul

Endothelinabhangige morphologische Veranderungen

hypoxischer Astrozyten

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung der Doktorwurde
des Fachbereichs Humanmedizin

der Freien Universitat Berlin

Kai Martin Schmidt-Ott

Berlin



Referent: Herr Prof. Dr. M. Paul
Korreferentin: Frau Prof. Dr. G. Stoltenburg-Didinger

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Humanmedizin der Freien Universitat
Berlin

Promotionsdatum: 17.05.2002



INHALTSVERZEICHNIS

1 DANKSAGUNG ... 1
2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......ccviiitiictieeeeeeeee e, 3
3 EINLEITUNG . ... 7
3.1 Mechanismen der zerebralen Schadigung durch Hypoxie und
ST g = U 1= O 8
3.1.1 GlUtAMAL-TOXIZIEAL. ....eeeeeeiiiiee e 8
3.1.2 Intrazellulare Ca? -ErNONUNG ........voveeeeeeeeeeeee e 9
3.1.3 Spreading DEePreSSION ......c.uuuii i 10
3.2 Die Rolle von Astrozyten in der Neuroprotektion bei zerebraler
Hypoxie oder ISChEmIe.........ooiii i 11
3.3 Auswirkungen der astrozytaren Hypoxie auf deren neuroprotektives
0T = | A = | 14
3.4 Der Einsatz kultivierter Astrozyten zur Untersuchung
pathophysiologischer Mechanismen der hypoxischen Schadigung ..16
3.5 Das Endothelin-System und seine Rolle bei zerebraler Ischamie....... 18
3.5.1 Komponenten des Endothelin-Systems ..., 18
3.5.2 Die physiologische und pathophysiologische Rolle der Endotheline .....21
3.5.2.1 Erkenntnisse aus Modellen genetischer ET-Defizienz................... 21

3.5.2.2 Erkenntnisse aus Modellen der pharmakologischen Blockade des

ET-SYSIEMS .. 21

3.5.2.3  Endothelin bei arterieller und pulmonaler Hypertonie .................... 22

3524 Endothelin bei HerzinSUffiZIENZ ........ooeeeeeeeeeeeee e, 24



3.5.2.5 Das Endothelin-System bei zerebraler Hypoxie oder Ischamie .....25

4 FRAGESTELLUNG ...t 26
5 MATERIALIEN UND METHODEN.........ccooiiiiiiiee, 28
51 Losungen, Puffer, Medien und Gele.......ccccooevieiiiiiiiiiiiiiee e 28
5.2 ZEIIKUITUT L. e e e e e e e e e e e e e e e e eeeennnnns 30
5.2.1 Praparation der Astrozyten-Kulturen..............ccoiiiiiiiiiii v, 30
5.3 Experimentelles Protokoll ... 31
5.3.1  Vorbehandlung der Zellen.........ccooooooiooiiiiie 31
5.3.2 HYPOXIE . 31
5.3.2.1 Evaluation des Hypoxie-Modells............ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 32

5.3.3 Morphologische AnalySen..........cccoouuiiiiiiiiii e 33
5.4 Molekularbiologische Untersuchungen..........ccccc, 34
54.1 A £ ] = 1 0] o SO 34
5.4.1.1 Isolation von astrozytarer Gesamt-RNA...........cccceeveiiviiiiieeeieiinenn, 34
5.4.1.2 RNA-Isolation aus Geweben. ... 34

5.4.1.3 Ermittlung von Konzentration, Reinheit und Integritat der isolierten

RN A e 35

54.2 Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ................ 36
5.4.2.1 Reverse Transkription (RT).....ccoeiiiiiiiiiiieiiiiie e 37
5.4.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) ........coooviiiiiiiiiii, 37
5.4.2.3  PrIMErdeSION.....ciiiiiiii i 38
5.4.3 Subklonierung der RT-PCR-Produkte............ccccooevviiiiiiiiiiiiieeccciee e 40

544 Y= To U L=T 0 P4 T=T (U] oo FO P UPPURTRPPPRIN 40



5.4.5 Klonierung und Sequenzierung von partiellen Sequenzen muriner ECE-

1-und ECE-2-CDNA. .. .o, 40
5.4.6 Northern-BIot-RNA-ANAlYSE........oooiii 43
5.4.6.1  NOIhern BlOL..........uuuiiiii e 43
5.4.6.2  Herstellung radioaktiv markierter cDNA-Sonden ...........ccccoeeeeenee. 43
5.4.6.3  HyDBAISIEIUNG ....cooiiiiieeeee e 44
5.4.6.4  Autoradiographi® ........ccoouuuiiiiiiiiiie e 44
5.4.6.5 ,Stripping“ der Membranen und Rehybridisierung ......................... 44
5.4.6.6  Statistische Analyse der Northern BIOtS............cccooeeiiiiiiiiceiiin, 45
55 Biochemische Untersuchungen ..........c.ooiiiiiiiiiciii e 46
5.5.1 Endothelin-Radioimmunoassay (RIA) ..., 46
5.5.1.1  Extraktion von ET aus den Medientberstanden ............................ 46
5512 ET-RIA .. 47
55.1.3  QualitAtsKontrolle ........cooun i 47
5.5.1.4  Gesamtproteinbestimmung in Astrozyten-Extrakten...................... 48
5.5.1.5  Statistische Analyse der Ergebnisse..........cccccciiiiiii. 48
5.6 Materialliste und Bezugsquellen ... 49
6 ERGEBNISSE ... 52
6.1 Evaluation des Hypoxiemodells ... 52
6.2 Einfluss von Hypoxie auf die Morphologie kultivierter Astrozyten.....55
6.3 Der Einfluss von Hypoxie auf die Expression von Komponenten des
ENdothelin-SyStems ... 58

6.3.1 Expression und Sekretion Vo ET ..o 58



6.3.2

6.4

7.1

7.2

7.3

7.4

741

7.4.2

7.5

7.6

10

11

Einfluss von Hypoxie auf die Expression von mRNAs fur ETAR, ETgR

Die Rolle der Aktivierung des Endothelin-Systems bei der durch
Hypoxie induzierten morphologischen Transformation....................... 61

Effekte der Hypoxie auf kultivierte Astrozyten...........cccccci. 65

Hypoxieinduzierte morphologische Transformation kultivierter

A STTOZY TN e 67

Regulation der Endothelin-System-Genexpression durch Hypoxie....69
Endothelin-Biosynthese ... 69

Endothelin-Rezeptoren ... 71

Die Aktivierung des astrozytaren Endothelin-Systems induziert die

morphologische Transformation durch HypoxXie.......ccccooooviviiiiiinnnnnnnn. 73
Potentielle Bedeutung fur die Situation in ViVo.......ccccceeeeeeevvvieiiiiinnnn. 75
ZUSAMMENFASSUNG ...t eeene 76
LITERATURVERZEICHNIS ... e 78
LEBENSLAUF .. e e e e e 98

EIGENE PUBLIKATIONEN. ..ot 100



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 3-1 Aufrechterhaltung der extrazellularen Homodostase durch

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3-2

3-3

3-4

5-1

6-2

6-5

6-6

7-1

N 1 04 Y (=7 o PP 13
Einfluss von Ischamie auf die astrozytare Morphologie in vivo ....... 15
Induktion astrozytarer Stellation durch DBCAMP........ccccovvvvvviiinnnnnnnn. 17

Endothelin-Biosynthese am Beispiel des humanen Endothelin-1....20

Schematische Darstellung der verwendeten Hypoxiekammer ......... 32
RNA-QUAlItAtSANalYSE. . ... 36
Sequenzen der murinen ECE-1- und ECE-2-CDNAS ......ccccoovveevvvvvinnnnns 42
Induktion von ORP 150-mRNA in hypoxischen Astrozyten ............. 54
Zellulare Integritat nach 24-stindiger HypoOXi€ .......cccooeeeevviiiieeeeeennnnn. 54
Endothelinkonzentration in astrozytaren Medientberstéanden......... 59

Endothelinsystem-Genexpression in kultivierten Astrozyten nach
HYPOXIE 60

Endothelinabhangige Transformation hypoxischer Astrozyten....... 74



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 3-1 Endothelin-Rezeptor-Antagonisten .........ccccooeiiiiiiii,
Tabelle 5-1 Oligonukleotidprimer fur die PCR-Analyse.......cccccooveeviiiiiiieciinin,

Tabelle 5-2 Zur Klonierung muriner ECE-1- und ECE-2-cDNA verwendete

P I T e e e —————



