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1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung in deutscher Sprache

Einleitung: Sowohl der Rezeptor Mas (MasR) als auch der Angiotensin-ll1-Rezeptor
Typ 2 (AT2R) sind Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptoren. Beide Rezeptoren
vermitteln &hnliche antiinflammatorische und vasodilatative Funktionen im Renin-
Angiotensin-System. Verschiedene Studien berichten, dass Effekte, die durch den
MasR hervorgerufen werden, durch Antagonisten des AT2R inhibiert werden. Dieses
Phanomen konnte bislang nicht erklart werden. Ziel dieser Arbeit war es, die moglichen

Interaktionen beider Rezeptoren weiter zu untersuchen.

Methodik: Astrozytenprimarkulturen wurden aus neonatalen Wildtyp-, AT2R-Knockout-
oder MasR-Knockout-Mausen isoliert. Die Zellen wurden mit dem MasR-Agonisten
Angiotensin-(1-7), dem AT2R-Agonisten Compound 21 oder reinem Wasser inkubiert.
Ein Teil der Astrozyten wurde zusatzlich mit dem AT2R-Antagonisten PD123319 oder
dem MasR-Antagonisten A-779 vorinkubiert. Als Mal3 der Rezeptoraktivierung wurde
die CX3CR1-mRNA-Expression mittels quantitativer real-time PCR bestimmt.

Ergebnisse: Sowohl die Stimulation des MasR mit Angiotensin-(1-7) als auch die Sti-
mulation des AT2R mit Compound 21 fuhrten zu einer signifikanten Steigerung der
CX3CR1-Expression. Diese Effekte waren aufgehoben, wenn der entsprechende Re-
zeptor antagonisiert wurde oder durch Knockout nicht funktionsfahig war. Eine
Antagonisierung oder ein Knockout des jeweils anderen Rezeptors fuhrte ebenso zur
Aufhebung des Effektes. So bewirkte eine Antagonisierung bzw. ein Knockout des
AT2R einen signifikanten Wirkungsverlust des MasR-Agonisten Angiotensin-(1-7).

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass in primé-
ren, murinen Astrozyten eine funktionelle Interaktion der beiden Rezeptoren existiert.
Dies wird zusatzlich durch neueste Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe unterstitzt, wo-
nach mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) eine Dimerisierung zwischen
beiden Rezeptoren nachgewiesen wurde. Funktionelle Interaktionen von Sieben-Trans-

membrandomanen-Rezeptoren kdnnen von essentieller Bedeutung sein fir das Ver-



1 Zusammenfassung

stéandnis von Rezeptorwirkungen sowie die Pathogenese von Erkrankungen. Sie zeigen
Ursachen von Arzneimittelwechselwirkungen auf und kénnen als neue Ansatzpunkte

zur Medikamentenentwicklung dienen.

1.2 Abstract

Background: The receptor Mas (MasR) and the AT2-receptor (AT2R) are seven-trans-
membrane domain receptors within the renin-angiotensin system. Both receptors medi-
ate vasodilatative and anti-inflammatory effects in a very similar way. Various studies
report that effects of MasR agonists can be abolished by AT2R blockers. The cause of
this phenomenon is still unknown. The aim of our study was to investigate putative in-

teractions between MasR and AT2R.

Design and Methods: Astrocytes were isolated from neonatal wild type, AT2R” or
MasR™ mice and stimulated with the MasR agonist angiotensin-(1-7), the AT2R agonist
Compound 21 or vehicle. Additionally, prestimulation with the AT2R blocker PD123319
or the MasR blocker A-779 was tested. CX3CR1 mRNA expression was used as a

readout for receptor activation and measured by real-time PCR.

Results: Stimulation of either the AT2R by Compound 21 or the MasR by angio-
tensin-(1-7) significantly upregulated mRNA encoding the chemokine receptor CX3CRL1.
The effects of angiotensin-(1-7) or Compound 21 were completely absent when their
respective receptor was either pharmacologically blocked or knocked out. Surprisingly,
the effects of angiotensin-(1-7) and Compound 21 were also eliminated when the re-
spective other receptor (e.g., AT2R in case of angiotensin-(1-7)) was blocked or non-

functional.

Conclusion: Our results suggest that there is a close functional interaction between
MasR and AT2R in primary mouse astrocytes. These results are supported by recent
data from our group showing AT2R/MasR heterodimerization by Foérster resonance en-
ergy transfer (FRET). Functional interactions of seven-transmembrane domain recep-

tors are pivotal for the understanding of receptor functioning and the pathogenesis of
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various diseases. They may give an explanation for drug interactions and provide new
targets for drug development.
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2 Einleitung

2.1 Das Renin-Angiotensin-System (RAS)

Die Erforschung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) geht bis auf das Jahr 1896 zu-
ruck, als Prof. Robert Tigerstedt und sein studentischer Assistent Per Bergman im
schwedischen Karolinska-Institut mit ihren Experimenten zur Blutdruckregulation be-
gannen. Sie zerrieben frische Kaninchennieren zusammen mit Glaspulver und physio-
logischer Kochsalzlésung. Die entstandene Flissigkeit wurde filtriert und fuhrte bei in-
travendser Gabe binnen von Minuten zu einem deutlichen Blutdruckanstieg im gesun-

den Kaninchen. Sie schlussfolgerten, dass die Niere eine Substanz produzieren musse,

die zu diesem Blutdruckanstieg filhrte und nannten diese Substanz Renin.* Nach Be-

schreibung der beiden Angiotensin-II-Rezeptor-Subtypen, >* knapp 100 Jahre nach Ro-

bert Tigerstedt, kann das Grundkonzept des RAS wie folgt zusammengefasst werden
(siehe auch Abbildung 2.1):

Angiotensinogen, ein aus 452 Aminosauren bestehendes Protein, wird vornehmlich von
der Leber synthetisiert und ins Blut sezerniert. Dieses zirkulierende Prohormon kann
durch das Enzym Renin in das zehn Aminosauren lange Peptid Angiotensin | gespalten
werden. Das Enzym Renin entstammt dabei, wie bereits von Tigerstedt beschrieben,
aus der Niere und wird vom juxtaglomerularen Apparat bei verminderter Nie-
rendurchblutung, vermindertem Salzgehalt des Primarharns oder Sympathikus-

aktivierung freigesetzt. Durch Abspaltung zweier Aminosauren entsteht aus

Angiotensin | das Oktapeptid Angiotensin Il. Dieser Schritt wird durch das endothel-
standige, hauptséachlich im Kapillarsystem der Lunge vorkommende
Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE oder auch ACE1) katalysiert. >® Das entste-
hende Angiotensin Il ist das maf3gebliche Effektorhormon des RAS und entfaltet seine
Wirkung hauptsachlich durch den Angiotensin-ll1-Rezeptor Typ 1 (AT1-Rezeptor, AT1R),
welcher in zahlreichen kardiovaskular wichtigen Geweben — wie der glatten Muskulatur
des Gefal3systems, dem Herzen, der Niere, der Nebennierenrinde und verschiedenen
Regionen im zentralen Nervensystem (ZNS) — in grof3er Zahl exprimiert wird. Eine Sti-
mulation des AT1R durch Angiotensin Il fihrt zur Blutdrucksteigerung sowie zur Was-

ser- und Salzretention. Uberdies wird die Freisetzung von Aldosteron, welches ebenfalls

4
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die Salz- und Wasserretention fordert, Gber den AT1R reguliert. Ebenso werden
inflammatorische Prozesse, kardiales Remodelling und die Proliferation vieler Zelltypen
Uber den AT1-Rezeptor vermittelt, was pathophysiologisch eng mit der Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert ist. Eine Bindung von Angiotensin Il an den
Angiotensin-1I-Rezeptor Typ 2 (AT2-Rezeptor, AT2R) scheint die Effekte des AT1R zu
antagonisieren und somit einer Uberstimulation des AT1R entgegenzuwirken. So wirkt

eine Stimulation des AT2R antiinflammatorisch, antiproliferativ und kardioprotektiv. °*°

Angiotensinogen

1 Renin
Angiotensin |
lACE

Angiotensin |

~ a2

0 A

ACE2 T

2)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems mit Angiotensin-(1-7), ACE2 und Rezep-
tor Mas.
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Der AT2R galt lange Zeit als der einzige protektive Mechanismus im RAS, doch die
Entdeckung des ACE-Homologs Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (ACE2) im
Jahr 2000 erweiterte das Verstandnis des klassischen RAS erheblich. So konnte ge-
zeigt werden, dass ACE2 in vivo zur Abspaltung der C-Terminalen Aminosaure Phenyl-
alanin von Angiotensin Il fuhrt. Somit wird das potentiell gefaRschadigende Peptid
Angiotensin Il in das vasoprotektive Angiotensin-(1-7) (kurz: Ang-(1-7)) umgewandelt.

Ang-(1-7) vermittelt seine Effekte tiber den Rezeptor Mas. ***? Die vollstandige wissen-

schaftliche Aufklarung der protektiven Anteile des RAS ist derzeit weltweit Gegenstand
zahlreicher Forschungsaktivitaten. So gelten Ang-(1-7), ACE2, MasR und AT2R nicht

nur als Zielstrukturen fiir potentielle neue Therapeutika, ** sondern kénnen auch mag-

geblich an der Pathogenese von Erkrankungen beteiligt sein. **

2.2 Der Rezeptor Mas (MasR)

Der Rezeptor Mas wurde erstmals 1986 beschrieben. *> Er umfasst sieben Transmem-

brandoménen und gehért zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. ***° Das Gen des
MasR ist beim Menschen auf Chromosom 6 und bei der Maus auf Chromosom 17 loka-

lisiert und wird vor allem im zentralen Nervensystem exprimiert. *"*°

Da sein naturlicher Ligand uber viele Jahre unbekannt war, galt das wissenschaftliche
Interesse am MasR zunachst eher seinen Eigenschaften als Protoonkogen.?° Seine
eigentliche Bedeutung fur das Renin-Angiotensin-System als Angiotensin-(1-7)-
Rezeptor wurde erst 2003 durch Santos und Mitarbeiter erschlossen. ?* Zusammen mit

dem Enzym ACE2 und seinem Liganden Ang-(1-7) gehort der Rezeptor Mas zur
protektiven Achse des RAS. Bei zahlreichen kardiovaskuldren und metabolischen Er-
krankungen wurden durch die Aktivierung dieser ACEZ2/Ang-(1-7)/MasR-Achse
protektive Effekte nachgewiesen. ® So kann eine pharmakologische Stimulation des Re-
zeptors Mas im Nagetier das Outcome nach einem Myokardinfarkt deutlich verbessern
und durch Vasodilatation von Koronargefalen neue Therapieoptionen bei der korona-
ren Herzkrankheit eréffnen. 222* In mehreren Tiermodellen und auch im menschlichen

Organismus konnte eine Vasorelaxation und damit eine Senkung des Blutdrucks durch
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Mas-Rezeptor-Agonisten nachgewiesen werden. >’ Auch scheint der Rezeptor Mas

der Entstehung des metabolischen Syndroms entgegenzuwirken und eine Proteinurie,

welche durch Diabetes mellitus oder arteriellen Bluthochdruck verursacht wird, deutlich
abzumildern. ?>?2° Hinsichtlich dieser Erkenntnisse wird der Rezeptor Mas zu einem

viel versprechenden Gegenstand der kardiovaskularen Forschung.

Neben Angiotensin-(1-7), dem naturlichen Liganden des Rezeptors Mas, stehen artifizi-
elle Agonisten und Antagonisten zur Verfiigung. **® Fiir die vorliegende Arbeit wurden

zur Untersuchung des Rezeptors Mas sein natirlicher Agonist Ang-(1-7) und der Anta-
gonist A-779 verwendet. Abbildung 2.2 zeigt eine Ubersicht aller in dieser Arbeit ver-

wendeten Rezeptoragonisten und -antagonisten

c21 Ang-(1-7)

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten Agonisten und Antagonisten des Angio-

tensin-11-Rezeptors 2 (AT2R) und des Rezeptors Mas (MasR).

2.3 Der Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 2 (AT2R)

Der Angiotensin-1l-Rezeptor Typ 2 (AT2-Rezeptor, AT2R) gehdrt wie der Rezeptor Mas
zu den Rezeptoren mit sieben Transmembrandomanen. **% Da er jedoch seine Haupt-
wirkungen nicht Gber die intrazellularen Signalkaskaden der bekannten G-Proteine ver-
mittelt, wird er von vielen Autoren nicht zu den klassischen G-Protein-gekoppelten Re-

zeptoren gezahlt. **3” Sowohl bei Maus und Ratte als auch beim Menschen ist das Gen

des AT2R auf dem langen Arm des X-Chromosoms lokalisiert. 34°
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Bisherige Konzepte gingen davon aus, dass der AT2-Rezeptor vor allem in der Fetalzeit
exprimiert wird und sich nach der Geburt das AT2R/AT1R-Verhaltnis zugunsten des

AT1R verschiebt. *** Jiingste Studien deuten jedoch an, dass der AT2R in verschiede-
nen Geweben des adulten Organismus — darunter ZNS, Leber und Niere — zahlenma-
Rig haufiger vorkommt als der AT1R. **** Uberdies konnte gezeigt werden, dass der

AT2R im Rahmen verschiedener Erkrankungen verstérkt exprimiert wird.*>*° Im Tier-
modell findet sich 24 Stunden nach Herzinfarkt im kardialen Gewebe eine mehr als 17-

fach gesteigerte AT2R-Expression. *® Auch 7 Tage nach Ischamie ist die AT2R-Expres-
sion noch deutlich erhéht, was sich am starksten in den infarzierten Myokardarealen
zeigt. *” Auch Tiermodelle fiir den Schlaganfall zeigen krankheitsbedingt ein haufigeres
Vorkommen des AT2R. So ist die Konzentration des AT2R 2 Tage nach Schlaganfall in
den Hirnregionen der Penumbra mehr als verdoppelt. *® Signifikant erhthte AT2R-

Expressionen wurden zudem im Tiermodell des Diabetes mellitus sowie nach Nieren-

schadigungen beobachtet. 49°°

Der AT2R fungiert als nattrlicher Gegenspieler des AT1R. Wéhrend eine Aktivierung
des AT1R zu Vasokonstriktion und Zellproliferation fuhrt, fordert der AT2R eher Vaso-

dilatation und Apoptose.>! Es wird davon ausgegangen, dass zumindest ein Teil der

positiven Wirkungen von AT1-Rezeptor-Antagonisten wie Losartan oder Candesartan
durch eine vermehrte Bindung von Angiotensin 1l an AT2-Rezeptoren zustande

kommt. >* Auch die direkte Stimulation des AT2R birgt ein hohes therapeutisches Po-
tential. So fuhrte die Gabe von AT2R-Agonisten nach einem Myokardinfarkt zu einer
deutlich kleineren Myokardnarbe und einer verbesserten Herzfunktion. °>>* Die Aktivie-
rung des AT2R vermindert im Tiermodell zudem signifikant Arteriosklerose und arteriel-
le GefaRsteifigkeit. °>°’ Uberdies wirkt der AT2R antiinflammatorisch und antifibro-
tisch. °*® Vasodilatative und damit blutdrucksenkende Eigenschaften des AT2R wur-
den von einigen Arbeitsgruppen beschrieben, gelten jedoch als umstritten und scheinen

stark vom jeweiligen Organismus und &uReren Bedingungen abhangig zu sein. ®

Die pharmakologische Stimulation des AT2R war Uber viele Jahre nur mit Limitationen

maoglich, da der natirliche Agonist Angiotensin Il mit hoher Affinitat am AT2R und am
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AT1R bindet.®® Durch die Entwicklung des ersten selektiven nicht-peptidischen AT2R-
Agonisten Compound 21 (C21) wurde die Erforschung des AT2R erheblich verein-

facht. ® Zur Antagonisierung des AT2R stehen mehrere Substanzen zur Verfuigung,

unter anderem PD123177 oder PD123319. Fur die vorliegende Arbeit wurde C21 als
Agonist und PD123319 als potenter, selektiver und spezifischer Antagonist am AT2R

verwendet (siehe auch Abbildung 2.2). ®°

2.4 Hinweise auf Interaktionen zwischen AT2R und MasR - ,,Das

PD-Phanomen*

Vor Entdeckung der Bedeutung des Rezeptors Mas als Ang-(1-7)-Rezeptor wurde ver-
mutet, dass Angiotensin-(1-7) seine Wirkungen Uber den AT1R oder AT2R vermit-
telt. °*®7 Dies filhrte zu zahlreichen Studien, die untersuchten, ob sich die Effekte von
Ang-(1-7) durch AT2R-Antagonisten aufheben lassen. Viele dieser Studien konnten in
der Tat belegen, dass die AT2R-Antagonisten PD123319 oder PD123177 die Effekte
von Ang-(1-7) hemmen. °®"* Abbildung 2.3 zeigt eine schematische Darstellung der Be-
obachtungen. So untersuchten Gorelik et al. die Wirkungen von Ang-(1-7) an Koro-
nararterien des Schweins. Hierzu wurde der Gefal3tonus der Koronararterienringe in
Pufferlésung bestimmt. Nach Vorbehandlung mit Bradykinin fuhrte Ang-(1-7) zu einer
deutlichen Vasodilatation. Obwohl PD123319 keinen eigenstandigen Effekt auf den Ge-

fatonus hatte, konnte es die Ang-(1-7)-Wirkung signifikant hemmen.

Wie bereits erwahnt, wurde 2003 bewiesen, dass der Rezeptor Mas die Zielstruktur fur
Ang-(1-7) darstellt und die Wirkungen von Ang-(1-7) Uber diesen Rezeptor vermittelt

werden. * Zudem konnten Bindungsstudien belegen, dass Ang-(1-7) nur mit geringer
Affinitat an den AT2R bindet. ?%? Hinsichtlich dieser Erkenntnisse bleibt ungeklart, wa-

rum zahlreiche Studien belegen konnten, dass sich Ang-(1-7)-vermittelte Effekte durch
AT2R-Antagonisten aufheben lassen.
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PD123177
|

PD123319
Ang-(1-7) Ang-(1-7)

a Effekt b Effekt §

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des ,PD-Phanomens®. Abbildung a: Agonisten des Rezeptors Mas (z. B.
Ang-(1-7)) vermitteln definierte Effekte (z. B. Vasodilatation). Abbildung b: Antagonisten des AT2-Rezeptors (z. B.
PD123319) reduzieren die Effekte des Rezeptors Mas signifikant. Die Ursache des ,PD-Phanomens* gilt bisher als

ungeklart. Tabelle 2.1 gibt eine Ubersicht (iber Studien, in welchen das ,PD-Phénomen* beschrieben wird.

Die Bedeutung dieses durch die AT2R-Antagonisten PD123319 und PD123177 ausge-
l6sten ,PD-Phanomens” wurde durch neuere Studien bestétigt. So bewiesen auch Un-
tersuchungen, welche nach Entdeckung des MasR durchgefuhrt wurden, dass AT2R-
Antagonisten die Effekte von Ang-(1-7) inhibieren. >® Uberdies wurde gezeigt, dass
auch die Wirkungen des synthetischen MasR-Agonisten AVE0991 durch AT2R-
Antagonisten gehemmt werden. 33! Beispielsweise wurde 2004 in einer von Pinheiro
und Mitarbeitern veroffentlichten Studie gezeigt, dass AVE0991 in Mausen an-
tidiuretisch wirkt. Durch Bindungsstudien und ergdnzende Experimente in MasR-defizi-
enten Tieren wurde belegt, dass dieser Effekt spezifisch Gber den Rezeptor Mas ver-
mittelt wird. Dennoch sind die AT2R-Antagonisten PD123319 und PD123177 in der La-
ge die antidiuretische Wirkung zu inhibieren. Trotz der umfangreichen Diskussion még-

licher Ursachen, konnten Pinheiro et al. keine konkrete Erklarung dieses Phdnomens

aufzeigen. !

Tabelle 2.1 gibt eine zusammenfassende Darstellung von publizierten Studien, in wel-
chen ein ,PD-Phanomen® nachweisbar ist. Es muss jedoch auch darauf hingewiesen

werden, dass Wirkungen des MasR nicht unter allen Versuchsbedingungen durch

AT2R-Antagonisten inhibiert werden. 8%’ Beispielsweise untersuchten Freeman et al.
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kultivierte, aortale GefaBmuskelzellen und beobachteten, dass Ang-(1-7) die Prolifera-
tion dieser Zellen hemmt. Diese wachstumshemmende Wirkung von Ang-(1-7) wurde
dabei durch die Vorinkubation mit PD123177 nicht beeinflusst. %

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber publizierte Studien mit Inhibition von MasR-vermittelten Effekten durch AT2R-Antagonis-
ten.

Publikations- Agonist am Antagonist
Erstautor jahr MasR am AT2R
Jaiswal 1992 Ang-(1-7) PD123177
Jaiswal ® 1993 Ang-(1-7) PD123177
Gironacci 1994 Ang-(1-7) PD123319
Gorelik ™ 1998 Ang-(1-7) PD123319
Muthalif & 1998 Ang-(1-7) PD123319
Heitsch " 2001 Ang-(1-7) PD123177
Wiemer * 2002 AVE0991 PD123177
De Souza " 2004 Ang-(1-7) PD123319
Pinheiro * 2004 AVE0991 PD123177 / PD123319
Roks " 2004 Ang-(1-7) PD123319
Castro "® 2005 Ang-(1-7) PD123319
Walters ' 2005 Ang-(1-7) PD123319
LaraLda’ 2006 Ang-(1-7) PD123319
Costa " 2010 Ang-(1-7) PD123319
Durand % 2010 Ang-(1-7) PD123319
Tesanovic & 2010 Ang-(1-7) PD123319
. Ang-(1-7) /

Raffai 2011 AVE0991 PD123319
Bosnyak " 2012 Ang-(1-7) PD123319
Mordwinkin 2012 Ang-(1-7) PD123319
Jiang ¥ 2013 Ang-(1-7) PD123319
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2.5 Zielsetzung der Arbeit

Zahlreiche Studien konnten belegen, dass Antagonisten des Angiotensin-1l-Rezeptor
Typ 2 (AT2R) die Funktionen des Rezeptors Mas (MasR) hemmen (vergleiche Tabelle

2.1). Die Ursache dieses sogenannten ,PD-Phanomens” ist bislang unklar.

Die vorliegende Arbeit soll zur Klarung dieser Beobachtungen beitragen und hierbei
insbesondere der Moglichkeit einer funktionellen Interaktion zwischen den beiden Sie-
ben-Transmembrandomanen-Rezeptoren AT2R und MasR nachgehen. Dazu sollten
ein geeignetes Untersuchungsmodell gefunden und folgende Fragestellungen unter-

sucht werden:

1. Wirken die Agonisten des AT2R bzw. des MasR spezifisch an ihrem jeweiligen

Rezeptor?

2. Inwieweit beeinflusst eine pharmakologische oder genetische Inhibition des
AT2R die Funktionalitat des Rezeptors Mas?

3. Beeintrachtigt eine pharmakologische oder genetische Inhibition des MasR die
Funktionalitat des AT2R?

4. Bestehen synergistische Effekte zwischen beiden Rezeptoren?

12
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Versuchstiere

Zur Herstellung der primaren Astrozytenzellkulturen wurde Hirngewebe von Wildtyp-,
AT2R-Knockout- und MasR-Knockout-Mausen verwendet. Die Entnahme und Prépara-
tion des Hirngewebes erfolgte am ersten postnatalen Lebenstag. Die Ziichtung und To-
tung der Versuchstiere zum Zweck der Gewebeentnahme erfolgte unter Genehmigung
des Landesamtes fur Gesundheit und Soziales Berlin (genehmigte Tétungsanzeige
T0059/05). Alle Tiere besalRen denselben genetischen Hintergrund (C57BL/6J). Dabei
wurden die Wildtyp-Mause von der Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medizin
der Charité Berlin bezogen. Die AT2R-KO Tiere stammten von Zuchtpaaren, welche
von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Masatsugu Horiuchi, Department of Molecular
Cardiovascular Biology and Pharmacology, Ehime University Graduate School of Medi-
cine, Japan zur Verfiigung gestellt wurden. %8 Die MasR-KO-Tiere gehen auf Zuchtpaa-
re der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Michael Bader des Max-Delbriick-Centrums fir Molekula-
re Medizin Berlin zuriick. °® Die Tierhaltung erfolgte im Tierstall des Centers of
Cardiovascular Research der Charité Berlin entsprechend den gesetzlichen Bestim-
mungen des Landes Berlin. Zum Erreichen genetischer Homogenitat wurden die Tiere
verpaart, rickgekreuzt und in regelmafiigen Abstanden durch Genotypisierungen mit-
tels PCR aus genomischer DNA (gDNA) von Schwanzspitzenproben utberpruft.

3.1.2 Chemikalien, Antikdrper und Reagenzien

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

A-779 Bachem, Torrance, USA

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Amphotericin PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Angiotensin-(1-7) Bachem, Torrance, USA

Anti-GLAST-Antikorper Miltenyi Biotec, Auburn, USA

Anti-GFAP-Antikorper Santa Cruz Biotechnology, Santa
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Anti-Rabbit-Sekundarantikdrper

Compound 21

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(ANTP)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNase Puffer RQ1

DNase Stop Solution RQ1

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM)

Eisessig

Ethanol 100 %

Ethidiumbromidlésung

Ethylendiamintetraessigsaure-
dinatrium-Dihydrat (EDTA)

Fetales Kalberserum (FKS)

GeneRuler Low Range DNA Ladder

Gentamycin

Glycerin

Hoechst 33342

Orange G

PD123319

Penicillin/Streptomycin

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Power Sybr Green PCR Master Mix

Random Primers (500 pg/ml)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Trypsin / EDTA (0,05 % / 0,02 %)

Wasser, ultrarein

14

Cruz, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vicore Pharma, Goéteborg, Schweden

Promega, Madison, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Merck KG, Darmstadt

Herbeta Arzneimittel, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA
Fermentas, GmbH, St. Leon-Rot
Biochrom AG, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Promega, Madison, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Biochrom AG, Berlin
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3.1.3 Enzyme
DNase RQ1 Promega, Madison, USA
rDNase Macherey-Nagel, Diren
3.1.4 Kits

Nucleospin RNA II Kit

SuperScript 1l Reverse Transkriptase Kit

Macherey-Nagel, Diiren

Invitrogen, Carlsbad, USA

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

96 Well Multiply PCR Platten
Einmalspritzen 1ml, 26 G x 1/2"

Kryordhrchen
PCR Klebefolien, optisch klar
Zellkulturflaschen (25 cm?, 175 cm?)

3.1.6 Gerate

Cryo 1 °C Freezing Container

Feinwaage
Geldokumentationsgeréat
Gelelektrophoresekammer 250 EX
Gelelektrophoresesystem Midi/Maxi
Horizontalschittler KS 260
Inkubator HERAcell 150
Klhlzentrifuge 5415R
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Sarstedt, Numbrecht

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Nunc, Roskilde, Danemark
Sarstedt, Numbrecht

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Nalgene Thermo Fischer Scientific,
Penfield, New York, USA
Sartorius, Gottingen

Syngene, Cambridge, UK

Armin Baack, Schwerin
Harnischmacher, Kassel
IKA-Werke, Staufen

Kendro, Langenselbold

Eppendorf, Hamburg
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Lichtmikroskop Leica DM IL Leica, Wetzlar

Mikrowelle Micromat 21, AEG, Nurnberg

real-time PCR-System Mx3000P Stratagene, La Jolla, USA

Sicherheitswerkbank Lamin Air Heto-Holten, Allerad, D&dnemark
Safe 2010

Spannungsquelle fur Elektrophorese Biometra, Gottingen
Standard Power Pack P25

Spektrometer NanoDrop ND-1000 Peglab, Wilmington, USA

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge Neolab, Heidelberg

Vakuumsaugpumpe KNF Neuberger, Freiburg

Wasserbad WB14 Memmert, Schwabach

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg

3.1.7 Zellkulturmedien

Einfriermedium 90 % FKS

10 % DMSO

Hungermedium DMEM

0,5% FKS
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Kulturmedium
DMEM

10 % FKS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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3.1.8 Software

EndNote X.0.2 Thomson, Carlsbad, USA, 1988-2006

GraphPad Prism Version 5.01 GraphPad Software. Inc., San Diego,
USA, 1992-2007

GraphPad Quick Calcs GraphPad Software. Inc., San Diego,
USA, 2002-2005

Mx 3000P Version 4.10 Stratagene, La Jolla, USA, 2007

Nanodrop 1000 Spectrophotometer Peglab, Wilmington, USA

Software Version 3.7

Office 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA,
2007

Primer-Blast National Center for Biotechnology In-

formation, Bethesda, USA, 1996-2007

3.2 Zellbiologische Methoden

Die Experimente dieser Arbeit wurden, sofern nicht anders angegeben, in Astrozyten-
Primarzellkulturen durchgefiihrt. Alle Arbeiten mit Priméarzellkulturen wurden unter ste-
rilen Bedingungen an Praparations- und Sterilbdnken durchgefuhrt. Soweit nicht anders

vermerkt, wurden alle Inkubationsschritte bei 37 °C und 5 % CO, durchgefihrt.

3.2.1 Anlegen einer primaren Astrozytenzellkultur
Zur Isolierung der Astrozyten wurden jeweils 15 Mause des Stamms C57BL/6J am ers-
ten postnatalen Lebenstag mit 70 % Ethanol desinfiziert und durch Dekapitation getotet.

Nach Eroffnung der Schadeldecke wurde das Hirn freiprapariert und entnommen. Unter
dem Mikroskop wurden alle am Hirn befindlichen Gefal3e und Meningen sowie das
Kleinhirn entfernt. Nachfolgend wurden die Gehirne mehrfach in phosphatgepufferter

Salzlésung (PBS) gesplilt. Jeweils drei Gehirne wurden in ein 50 ml R6hrchen mit 10 ml

Kulturmedium Uberfuhrt. Mehrfaches Pipettieren mit einer Pasteurpipette fihrte zur ge-
winschten Homogenisierung des Gewebes sowie zu einer Vereinzelung der Zellen.

Anschlielend wurde das homogenisierte Hirngewebe durch Zentrifugation (2000 UpM,

17



3 Material und Methoden

1 min), Verwerfen des Uberstandes und Resuspension in neuem Kulturmedium gerei-

nigt.

Die Suspension wurde auf 30ml mit Kulturmedium aufgefillt und in Zellkulturflaschen

(175cm?) zur Inkubation tberfilhrt. Nachfolgend wurde das Kulturmedium zunachst

48 Stunden nach Isolierung, spater alle 2-3 Tage gewechselt.

3.2.2 Ubergang in eine Astrozytenmonokultur

Das ursprunglich gewonnene Hirngewebe bestand aus Neuronen und Gliazellen, d.h.
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia, wobei Astrozyten bereits zu Beginn der
zahlenmaRig weitaus haufigste Zelltyp waren. Da die Hirne von Mausen des ersten
postnatalen Tages stammten, waren die Neurone nicht mehr teilungsfahig und dadurch
nach wenigen Tagen nicht mehr in den Kulturen nachweisbar. Um eine moglichst reine
Astrozytenzellkultur zu erhalten, wurden bei jedem Mediumwechsel Oligodendrozyten
und Mikroglia fur 30 Minuten mit dem Horizontalschuttler abgeldst und mit PBS wegge-
spult. Zudem fuhrte die, verglichen mit Astrozyten, wesentlich geringere Teilungsrate
von Oligodendrozyten und Mikroglia zur baldigen Ausbildung einer Astro-
zytenmonokultur. Die Kultivierung wurde auf diese Weise bis zum Erreichen vollstandi-
ger Konfluenz fortgesetzt. Danach konnten die Zellen subkultiviert und in neue Zellkul-

turgefalRe umgesetzt werden.

Zur Evaluation der Reinheit der Astrozyten wurden regelm&Rig immunzytochemische
Untersuchungen mit den beiden Astrozytenmarkern saures Gliafaserprotein (GFAP)

und Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST) durchgefihrt.

3.2.3 Subkultivierung der Astrozyten

Hatten die Zellen in den Kulturflaschen die gewiinschte Konfluenz von 100 % erreicht,
konnten sie subkultiviert werden. Dabei wurden die Zellen zunadchst zweimalig mit
37 °C warmem PBS gewaschen um mdoglichst alle proteinhaltigen Rickstande des Me-

diums sowie Kalzium- und Magnesiumionen zu entfernen. Die adharenten Zellen wur-
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den durch Benetzung mit 5 ml Trypsin/EDTA-L6sung und Inkubation bei 37 °C vom Fla-
schenboden geldst. Die so gewonnene Zellsuspension wurde 5 Minuten bei 1500 UpM
zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet konnte anschlieBend in
Kulturmedium resuspendiert und auf zwei neue mit 37 °C warmem Kulturmedium ge-

fullte Zellkulturflaschen (175 cm?) verteilt werden.

3.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung der Astrozyten

Nach Isolierung und Kultivierung konnten die reinen Astrozyten bis zum Beginn der Ex-
perimente in flussigem Stickstoff gelagert werden. Zum Einfrieren wurden die
Astrozyten, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, trypsiniert und sedimentiert. Das Zellpellet

wurde in dimethylsulfoxidhaltigem Medium resuspendiert und in Kryoréhrchen tberfihrt.
Zur gleichmaRigen Abkihlung um 1°C pro Minute wurden die Kryoréhrchen in Cryo
1 °C Freezing Containern platziert und bei -80 °C eingefroren. Nach zwei Tagen wurden

die Kryordhrchen zur dauerhaften Aufbewahrung in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

Zum Rekultivieren wurden die in flissigem Stickstoff gelagerten Kryoréhrchen zigig im
37 °C-Wasserbad aufgetaut. Anschlieend wurde die in den Kryoréhrchen enthaltene
Zellsuspension in ein 15 ml Réhrchen Uberfihrt, welches mit 10 ml vorgewarmtem Kul-
turmedium geflllt war. Die Zellsuspension und das Kulturmedium wurden durchmischt
und bei 1500 UpM fir 5Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das

Zellpellet resuspendiert und in die Kulturflaschen zur weiteren Kultivierung tberfihrt.

3.2.5 Vorbereitung der Zellen fur Stimulationsexperimente

Zur Durchfuhrung der Stimulationsexperimente war es notwendig, die Astrozyten in
kleinere Experimentierflaschen mit einer Wachstumsflache von 25 cm? zu Gberfuhren.
Das Umsetzen erfolgte, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, jedoch wurden die Zellen nicht
weiter verdinnt, sodass jeweils aus einer Kulturflasche mit 175 cm?2 konfluentem
Astrozytenzellrasen sieben Experimentierflaschen mit 25 cm? Wachstumsflache befullt

wurden.
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Um eine maximale Vergleichbarkeit der Astrozyten in den einzelnen Experimentierfla-
schen zu gewahrleisten, wurden bei diesem Schritt alle Astrozyten gepoolt. Fur das
Poolen wurden alle aus Kulturflaschen gewonnen Zellpellets gemeinsam in eine einzige

Zellsuspension gebracht. Diese Zellsuspension wurde zu gleichen Teilen auf die Expe-
rimentierflaschen aufgeteilt. Nach 48 Stunden Inkubationszeit waren die Astrozyten in

den Experimentierflaschen angewachsen, konfluent und experimentierbereit.

Da die Experimente nicht wahrend der Wachstumsphase der Astrozyten erfolgen soll-
ten, wurde zum Erzielen eines Proliferationsstillstandes der Zellen und um mdglichen

Interferenzen zwischen den im FKS enthaltenen Substanzen vorzubeugen, der FKS-
Gehalt in den Experimentierflaschen auf 0,5 % verringert. Hierfir wurde das Medium

aus den Flaschen entfernt, der Zellrasen zweimalig mit PBS gespult und anschlieRend
mit Hungermedium beschichtet. Nach 24-stiindiger Inkubation in Hungermedium er-

folgten die Stimulationsexperimente.

3.2.6 Durchfuhrung der Stimulationsexperimente

Die Astrozyten wurden durch Zugabe verschiedener Substanzen zum Medium stimu-

liert. So erfolgten Stimulationen mit:

- Ang-(1-7) (Mas-Rezeptor-Agonist) in einer Konzentration von 1 uM
- C21 (AT2-Rezeptor-Agonist) in einer Konzentration von 1 uM
- A-779 (Mas-Rezeptor-Antagonist) in einer Konzentration von 10 uM

- PD123319 (AT2-Rezeptor-Antagonist) in einer Konzentration von 10 pM

- Kombinationen der genannten Substanzen

- TNFa als Positivkontrolle in einer Konzentration von 10 ng/ul

- hochreinem Wasser als Negativkontrolle

Ang-(1-7) und C21 werden im Folgenden als Agonisten bezeichnet, PD123319 und
A-779 als Antagonisten.
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3.2.6.1 Herstellung der Wirkstofflosungen

Die Agonisten bzw. Antagonisten, welche in Pulverform vorlagen, wurden mit der Fein-
waage abgewogen und entsprechend den Herstellerempfehlungen mit einer Zielkon-
zentration von 1 mM in hochreinem Wasser gelost. Als Positivkontrolle wurde TNFa in
einer Konzentration von 10 ng/ul verwendet. Als Negativkontrolllosung diente hochrei-

nes Wasser ohne Agonist oder Antagonist.

3.2.6.2 Stimulationsexperimente

Bei alleiniger Stimulation ohne Rezeptorantagonisten wurde die Wirkstofflosung von
Ang-(1-7) oder C21 im Verhaltnis 1:1000 in das Hungermedium der Experimentierfla-
schen gegeben. Hieraus ergibt sich eine Endkonzentration der Stimulationssubstanz im

Medium von 1 pM. Die Zellen wurden anschlieRend 6 Stunden inkubiert.

Bei Stimulation mit vorheriger Rezeptorantagonisierung wurde zunachst die Wirkstofflo-
sung von PD123319 oder A-779 im Verhaltnis 1:100 in das Hungermedium der Experi-
mentierflaschen gegeben. Hieraus ergibt sich eine Endkonzentration der Antagonisten
im Medium von 10 uM. Die Zellen wurden 60 Minuten zur Rezeptorantagonisierung
vorinkubiert. Anschlie3end wurde die Losung mit dem Agonisten, wie oben beschrie-

ben, zugegeben. Die Experimentierflaschen wurden weitere 6 Stunden inkubiert.

3.2.6.3 Zellernte

Nach Abschluss der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.2.3
beschrieben, gel6st, in Kulturmedium resuspendiert und zentrifugiert. Das Sediment
wurde zweimalig mit PBS gewaschen und schlie3lich als Zellpellet bei -80 °C eingefro-

ren.
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3.3 RNA-Isolierung

3.3.1 RNA-Isolierung aus Zellpellets
Die Isolierung der RNA aus den gefrorenen Astrozytenpellets erfolgte mit Hilfe des
Nucleospin RNA Il - Kits von Macherey-Nagel gemafl} den Herstellerempfehlungen. Da-

zu wurden die gefrorenen Astrozyten-Zellpellets aufgeschlossen, indem sie zunéchst
mit einem milden Detergenz und 3-Mercaptoethanol gelost wurden. Eine weitere me-
chanische Zelllyse erfolgte durch das mehrfache Passieren der Losung durch die dinne
Kanlle einer Einmalspritze. AnschlieRend wurden die Nukleinsduren an eine
Siliziumdioxidmatrix gebunden. Die an die Matrix gebundene DNA wurde mittels DNase
zerstort und durch mehrere Waschschritte entfernt. Anschlieend wurde die RNA mit-
hilfe von RNase freiem Wasser eluiert.

3.3.2 Bestimmung von Konzentration und Reinheit der RNA
Die Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA wurde mittels Spektralphotomet-
rie bestimmt. Dabei wurde die Absorption bei A=260 nm (Azs0), dem Absorptionsmaxi-

mum far Nukleinsauren, sowie bei A=280 nm (A,g0), dem Absorptionsmaximum fur Pro-

teine, gemessen. Die RNA-Konzentration konnte nachfolgend mittels Formel (1) direkt
aus dem A260-Wert errechnet werden.

Konzentration [ng/ul] = A260 x Verdlinnung x 40 1)

Durch Bestimmung des Quotienten A260/A280 ist es moglich, Riickschlisse auf Verun-
reinigungen mit Proteinen zu ziehen. Um diese Verunreinigungen auszuschliel3en, soll-

te der Quotient stets zwischen 1,8 und 2,2 liegen.

3.4 cDNA-Synthese

Um die gewonnene RNA mittels real-time PCR quantifizieren zu kdnnen, war es erfor-

derlich, die RNA in komplementdre DNA (cDNA) umzuschreiben. Hierfir wurden
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1000 ng der isolierten RNA in Eppendorfgefal3e gegeben und mit ultrareinem Wasser

auf 7 ul aufgefuillt.

Um DNA-Verunreinigungen in den RNA-LOsungen sicher ausschlieRen zu kdnnen,

wurde an dieser Stelle eine zweite Behandlung mit DNase eingefligt. Hierzu wurden die
Proben fur 30 Minuten mit 1 yul DNase und 1 ul DNase Puffer bei 37 °C inkubiert. Durch
anschlieende 10-mindtige Inkubation mit 1 pl Stop Solution bei 65 °C wurde die DNase

inaktiviert. Um maogliche Verunreinigungen der Proben oder der verwendeten Reagen-
zien mit DNA anzuzeigen, wurden Negativkontrollen mitgefihrt. Dazu wurde die RNA in
einem parallelen Ansatz in gleicher Weise behandelt, jedoch wurde im finalen Schritt
die reverse Transkriptase durch First Strand Buffer ersetzt. Die Negativproben wurden
anschlielend ebenfalls mittels real-time PCR gemessen, wobei Verunreinigungen mit

DNA offenbar geworden waren.

Die anschlieRende cDNA-Synthese erfolgte mittels SuperScript Il Reverse Transkrip-
tase Kit entsprechend den Herstellerempfehlungen von Invitrogen. Um Schwankungen

durch kleine Pipettiervolumina zu vermeiden, wurden alle Zuséatze als Mix zu den Pro-

ben gegeben. Dazu wurden zunachst jeder Probe 0,5 ul unverdiinnte Random Primer
sowie 0,5 pl ultrareines Wasser und 1 pl Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) zu-

gesetzt. Diese wurden zum Anlagern der Random Primer fir 5 Minuten bei 65 °C er-

warmt.

Jedem Reaktionsansatz wurden

4ul  First Strand Buffer
2yl DTT
1pl  RNase Out

1ul  SuperScript Il Reverse Transkriptase

hinzugefigt. Alles wurde durchmischt und anzentrifugiert. Der Ansatz wurde zun&chst

fur 10 Minuten bei 25 °C und anschlieBend fiir 50 Minuten bei 42 °C im Thermomixer
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inkubiert. Im Anschluss wurde die Reverse Transkriptase fiir 15 Minuten bei 70 °C inak-

tiviert. Das Reaktionsgemisch wurde mit hochreinem Wasser auf 250 ul aufgefulit.

3.5 Quantitative real-time PCR

3.5.1 Theorie der real-time PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (englisch: real-time PCR) ist, genau wie die herkdmmli-
che PCR, ein Prozess zur in vitro Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte. Die real-
time PCR unterscheidet sich von der konventionellen PCR insbesondere durch den
Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen. Diese Farbstoffe fluoreszieren, sobald sie mit
doppelstrangiger DNA interkalieren. Somit steigt mit jedem Amplifikationszyklus nicht
nur die Menge an doppelstrangiger DNA, sondern auch das von den Farbstoffen aus-
gehende Fluoreszenzsignal. Die Messung des Fluoreszenzsignals erlaubt somit ein
Verfolgen der DNA-Vervielfaltigung in Echtzeit. Um die Menge der in den Proben ent-
haltenen DNA fiUr ein bestimmtes Gen zu ermitteln, wird ein Fluoreszenzschwellenwert
festgelegt, d.h. ein bestimmter Wert fir die Starke des Fluoreszenzsignals, der im Laufe
der PCR uberschritten wird. Je mehr cDNA des gesuchten Gens in der Probe vorhan-
den ist, desto friher wird der Fluoreszenzschwellenwert tberschritten. Die Menge der
fur das Zielgen kodierenden DNA wird angegeben als Schwellenwertzyklus (englisch
treshold cycle, kurz CT), d.h. es wird der Amplifikationszyklus der PCR angegeben, bei
dem das Fluoreszenzsignal den Fluoreszenzschwellenwert tberschreitet, dabei steht

ein kleiner Schwellenwertzyklus fiir eine groe Menge DNA.

3.5.2 Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen

Zur Durchfuhrung der real-time PCR wurde Power Sybr Green PCR Master Mix ver-
wendet, der alle fur die real-time PCR erforderlichen Komponenten bis auf die cDNA
der Proben, Wasser und die Primer fur das zu messende Gen enthielt. Zum Messen der

relativen Genexpression mit quantitativer real-time PCR wurden jeweils

10,0pul  cDNA der Proben

0,6 ul  sense Primer
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0,6 yIl antisense Primer
1,3ul  hochreines Wasser

12,5ul  Power Sybr Green PCR Master Mix

in ein Well einer 96 Well-Platte gegeben. Die Platte wurde mit einer Klebefolie ver-
schlossen und bei 4000 UpM fir 60 Sekunden zentrifugiert. Die real-time PCR wurde

entsprechend den Empfehlungen von Applied Biosystems zur Verwendung des Power

SYBR Green PCR Master Mix unter folgendem Temperatur-Zeit-Profil durchgefihrt:

Tabelle 3.1: Temperatur-Zeit-Profil der real-time PCR.

Temperatur Zeit Phase

10 min 95°C Initiale Denaturierung und Aktivierung der
DNA Polymerase

15s 95°C Denaturierung

60 s 60 °C Primeranlagerung 40 x
30s 72°C Elongation

30s 55°C Schmelzkurvenanalyse

30s 95°C Schmelzkurvenanalyse

Um Schwankungen der einzelnen Reaktionsansatze minimal zu halten, wurden alle
Reagenzien als Mix zur cDNA zugefugt. Zudem wurde jede Probe dreifach gemessen
und ein Mittelwert gebildet. Fir Negativkontrollen wurden Zweifachmessungen angefer-
tigt. Die Expression des Zielgens wurde auf die Expression des stabil exprimierten
Housekeeping-Gens Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) normalisiert.

3.5.3 Design und Auswahl geeigneter Primer

3.5.3.1 Design geeigneter Primer

Die Primer fur die quantitative real-time PCR wurden mithilfe der Software Primer-Blast

entworfen, wobei auf folgende Bedingungen geachtet wurde: Die Lange des amplifi-
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zierten PCR-Produktes sollte zwischen 70 und 250 Basenpaaren sein. Die Schmelz-

punkte sollten zwischen 58 °C und 60 °C liegen und die Differenz der Schmelzpunkte
zwischen beiden Primern sollte maximal 1 °C betragen. Falls mdglich, sollten die Primer
eine Exon-Exon-Grenze uUberspannen. Der Guanin-Cytosin-Gehalt sollte zwischen 30 %

und 80 % liegen. Es wurde darauf geachtet, dass die Primerpaare spezifisch fur die
DNA von Mausen waren, so dass mdgliche kleinste Verunreinigungen etwa mit huma-
ner oder Ratten-DNA, nicht in der PCR amplifiziert wurden. Fur jedes zu untersuchende
Gen wurden mehrere Primerpaare bezogen. Mittels real-time PCR wurden die Primer
hinsichtlich ihrer Schmelzkurven und Primereffizienz untersucht bis ein Primerpaar mit
optimalen Bedingungen gefunden wurde. Anschlie3end wurde das entstandene PCR-
Produkt durch Agarose-Gelelektrophorese auf Reinheit und Richtigkeit untersucht.

3.5.3.2 Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelzkurvenanalyse wurde durchgefihrt um unspezifische Primerdimer-

bildungen auszuschliel3en. Hierzu wurde die Temperatur kontinuierlich von 55 °C auf

95 °C erhoht. Bei einer fur das amplifizierte PCR-Produkt spezifischen Temperatur de-

naturiert der Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen. Da das verwendete SYBR Green als
interkalierender Farbstoff lediglich an doppelstrangige DNA bindet, registriert der PCR
Cycler bei der spezifischen Schmelztemperatur einen Abfall des Fluoreszenzsignals.
Bei Bildung von unspezifischen Primerdimeren kommt es zur Aufzeichnung mehrerer
Schmelzpunkte. Primerpaare, bei welchen mehrere Schmelzpunkte festgestellt wurden,

konnten so ausgeschlossen werden.

3.5.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, bei welchem mithilfe eines elektri-
schen Gleichspannungsfeldes negativ geladene DNA-Fragmente entsprechend ihrer
GroRRe aufgetrennt werden. Je weniger Basen das entstandene PCR-Produkt umfasst,
desto kleiner und leichter ist es und desto weiter lauft es in einer vorgegebenen Zeit in
Richtung Anode. Eine zusatzlich zu den Proben mitgefihrte DNA-Leiter enthélt DNA-

Fragmente definierter Grof3en und dient als Eichstandard. Der Vergleich des entstan-
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denen PCR-Produktes mit der DNA-Leiter ermoglicht so die ungefahre Bestimmung der
Produktlange. Auf diese Weise wurde die Ladnge des entstandenen PCR-Produktes in
der Gelelektrophorese bestimmt und mit der theoretisch errechneten PCR-Produktlange
verglichen. Nur Primerpaare, die zu einem distinkten Amplifikationsprodukt mit korrekter

Sequenzgrolie fuhrten, wurden verwendet.

Zur Durchfihrung der Agarose-Gelelektrophorese wurde 2 %-iges Agarosegel aufge-
kocht. Nach ca. zehnminutiger Abkihlung wurde das flissige Gel mit Ethidiumbromid
versetzt, wobei je 5 pl Ethidiumbromid pro 100 ml Gel zugegeben wurden. Das flussige
Gel wurde auf den Geltrager gegossen. Nach Abkuhlung und Auspolymerisierung wur-
de das Gel in eine Gelelektrophoresekammer gegeben und mit TAE-Puffer beschichtet.
Die Proben mit den PCR-Produkten wurden im Verhaltnis 1:10 mit Orange G versetzt

und in die Geltaschen gegeben. Es wurde eine Spannung von 100 V angelegt. Nach ca.

35 Minuten waren die DNA-Fragmente deutlich aufgetrennt. Das Ergebnis wurde unter

UV-Licht betrachtet und fotographisch dokumentiert.

3.5.3.4 Bestimmung der Primereffizienz

Grundlage fur eine Bestimmung der Primereffizienz ist die Annahme, dass sich bei ei-
ner PCR der DNA-Gehalt mit jedem Amplifikationsschritt verdoppelt. Die Primereffizienz
entspricht in diesem Fall 2,0. In der Realitat ist dies selten gegeben, da Primer subopti-
mal binden oder PCR-Temperaturen nicht ideal eingestellt sind. Mithilfe einer Verdin-
nungsreihe kann dies Uberpruft werden. Dazu wurde eine Probe wiederholt 1:2 ver-
dunnt, bis eine Verdiunnungsreihe mit mindestens sieben Messpunkten entstanden war
(siehe Tabelle 3.2). Bei optimalen Bedingungen steigt der CT-Wert mit jeder Verdin-
nung um +1. Der CT-Wert der Verdinnungsreihe wurde mittels real-time PCR bestimmt
und in Microsoft Office Excel gegen den dekadischen Logarithmus der Verdinnung
aufgetragen. Der Anstieg m der so erhaltenen Gerade wurde mittels linearer Regres-

sion berechnet (vergleiche Diagramm 3.1).
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Tabelle 3.2: Berechnung der Primereffizienz am Beispiel von CX3CR1, hier fir das zweite bestellte Primerpaar

,CX3CR1 Primer B“.

Verdinnung Verdinnung Log der CT-Wert
(dezimal) Verdiinnung

unverdunnte Probe 1 0 25,47
1:2 0,5 -0,30103 26,47
1:4 0,25 -0,60206 27,5

1:8 0,125 -0,90309 28,41
1:16 0,0625 -1,20412 29,31
1:32 0,03125 -1,50515 30,46
1.64 0,015625 -1,80618 31,46

Diagramm 3.1: Berechnung der Primereffizienz

,CX3CR1 Primer B*.

am Beispiel von CX3CR1, hier fur das Primerpaar

Primereffizienz "CX3CR1 Primer B"

y =-3,2935x + 25,466
R2 = 10,9992
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Die Primereffizienz E konnte nun entsprechend Formel (2) berechnet werden.

E = 40 Vm )

Division durch 2,0 erlaubt eine Angabe der Primereffizienz in Prozent. Im Fall von

CX3CR1 Primervariante B ergab sich somit eine Effizienz von 2,00 bzw. 100 %.

3.5.4 Quantitative Auswertung der real-time PCR

Die quantitative Auswertung erfolgte mittels AACT-Methode. Diese Rechenmethode
erlaubt die Bestimmung der relativen Genexpression ohne die exakte Anzahl an Gen-
kopien in der cDNA-Menge zu kennen. Grundlage der Berechnung sind die in der real-
time PCR ermittelten CT-Werte. Hierbei missen fir jede Genexpression vier CT-Werte

gemessen werden:

- der CT-Wert des Housekeeping-Gens der Probe, CTyka probe

- der CT-Wert des Zielgens der Probe, CTzc probe

- der CT-Wert des Housekeeping-Gens der Kontrollgruppe, CTuke kontrolle
- der CT-Wert des Zielgens der Kontrollgruppe, CTzc kontrolle

In drei Rechenschritten wird R, die relative Genexpression des Zielgens der Probe, er-
mittelt (vergleiche Formel (3) bis (6)).

ACTpope = CTzg Probe —  CThka Probe )
ACTKontroIIe = CTZG Kontrolle - CTHKG Kontrolle (4)
AACT = ACTProbe - ACTKontroIIe (5)
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R = o-AACT (6)

3.6 Graphische Darstellungen

Zur Veranschaulichung molekularer Prozesse wurden fur diese Arbeit Darstellungen
mittels Microsoft Office PowerPoint 2007 erstellt. Dabei wurden zum Teil auch Abbil-
dungen der PowerPoint-Datei ,Receptors and Channels® des Anbieters Servier Medical

Art verwendet. &

3.7 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung und graphische Darstellung wurde das Programm
GraphPad Prism verwendet. Mehrere unabhangige, gleichartige Experimente wurden
zusammengefasst und es wurde der Mittelwert gebildet. Die Ergebnisse sind angege-
ben als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM; standard error of the mean).
Bei der statistischen Auswertung mehrerer Gruppen wurden die Ergebnisse unter An-
nahme einer Normalverteilung der Mittelwerte zunachst einer zweiseitigen Varianzana-
lyse unterzogen, anschlie3end wurde eine bestehende Signifikanz durch die Bonferroni-
Methode gepruft. Als statistisch signifikant wurden Tests mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit p<0,05 bezeichnet. Zur Prufung der statistischen Signifikanz beim Vergleich
zweier Gruppen wurde ein T-Test flir unabhéngige Stichproben verwendet. Wiederum

galten Tests mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 als statistisch signifikant.

30



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 CX3CR1-mRNA-Expression nach Rezeptorstimulation in Astro-
zyten

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung mdglicher Interaktionen zwischen
dem Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 2 (AT2-Rezeptor, AT2R) und dem Rezeptor Mas
(MasR). Als Untersuchungsmodell wurden murine Astrozyten gewahlt, welche, wie be-
reits durch Fogarty et al. nahe gelegt, sowohl den MasR als auch den AT2R
exprimieren. **°' Die Einzelstimulation der Rezeptoren filhrte zu einem signifikanten
Anstieg der mRNA-Expression des Chemokinrezeptors CX3C receptor 1 (CX3CR1),

welche mittels real-time PCR gemessen wurde.

4.1.1 Primarzellkulturen von Astrozyten der Maus

Astrozyten wurden durch Pr&paration von Hirnen neonataler Wildtyp-, AT2R-KO und
MasR-KO Mause isoliert und kultiviert. Abbildung 4.1 zeigt lichtmikroskopische Auf-

nahmen dieser Astrozyten — als einzelne Zelle sowie im dichten Zellverband.

Abbildung 4.1: Lichtmikroskopische Aufnahme von kultivierten Astrozyten einer Wildtyp-Maus. Abbildung a zeigt
eine einzelne Zelle, welche die fur Astrozyten typische Morphologie mit zahlreichen Zellfortsétzen aufweist. In Ab-
bildung b sind Astrozyten von Wildtyp-Mausen im Zellverband nach Erreichen der Konfluenz zu sehen. Die Zellen

liegen in engem Kontakt zueinander und es ist keine freie Oberflache mehr erkennbar.
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Die Kulturen zeigten sowohl in der Weilllichtmikroskopie als auch in
immunzytochemischen Untersuchungen auf GLAST und GFAP stets einen

Astrozytenzellanteil von 298 %. Die AT2R- und MasR-Expression der verwendeten

murinen Astrozytenkulturen wurde, wie Abbildung 4.2 dargestellt, durch PCR mit an-

schlie3ender Gelelektrophorese verifiziert.
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Abbildung 4.2: Gelelektrophorese zur Analyse der Expression des AT2-Rezeptors sowie des Rezeptors Mas in
murinen Astrozyten. RNA wurde aus priméren Astrozyten von Wildtyp, AT2R-KO und MasR-KO Méausen extrahiert
und in reverse cDNA transkribiert. Anschlieend erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern fir den AT2-Rezeptor
und den Rezeptor Mas. Die PCR-Produkte wurden mit Ethidiumbromid gefarbt und in einem 2 %-igen Agarose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurde die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. Alle Proben zeigten
vergleichbare Expressionen des Housekeeping-Gens HPRT. M: DNA Marker (GeneRuler Low Range Marker)
1: Astrozyten aus Wildtyp-Mausen. 2: Astrozyten aus AT2R-KO-Mausen. 3: Astrozyten aus MasR-KO-Mausen.
RT-: Negativkontrolle. Als Negativkontrolle wurde RNA aus Wildtyp-M&ausen analog zu den Proben 1-3 behandelt,

jedoch wurde dem Reaktionsansatz keine reverse Transkriptase zugesetzt.

32



4 Ergebnisse

Die Primersequenzen fur die PCR zum Rezeptornachweis wurden so generiert, dass
sie sich exakt in dem Bereich der mRNA des Rezeptorgens anlagerten, welcher in den
Zellen mit funktionellem Rezeptor-Knockout deletiert war. Somit wurde in Proben aus
Knockout-Mausen keine cDNA amplifiziert und dadurch die Rezeptordefizienz in Proben

aus Knockout-Mausen bestatigt.

4.1.2 CX3CR1-mRNA-Expression nach Rezeptorstimulation

4.1.2.1 Vorauswahl der zu untersuchenden Gene

Zur Untersuchung mdoglicher Rezeptorinteraktionen war es erforderlich, in einer experi-
mentellen Vorphase Gene zu identifizieren, deren Expression sowohl durch die Stimu-
lation des AT2R als auch des MasR reguliert wird. Grundlage fur die Suche nach einem
solchen Gen bildeten eine systematische Recherche und Analyse der bereits publizier-
ten Literatur sowie eine Genexpressionsanalyse, welche fur unsere Arbeitsgruppe an-
gefertigt worden war. In dieser noch unpublizierten Analyse waren aus einer Gesamt-
zahl von 84 Genen mehrere Botenstoffe und Rezeptoren identifiziert worden, die in pri-
maren Neuronen in vitro durch AT2-Rezeptor-Stimulation vermehrt exprimiert wurden.
Aufbauend darauf wurde die Expression der in Tabelle 4.1 aufgeflhrten Gene nach
Stimulation des AT2R und MasR getestet.

Tabelle 4.1: Gene, deren Expression nach Stimulation des AT2R und MasR untersucht wurde.

Gensymbol Gen-ID Genname Funktion
Bcl-2 12043 B-cell ymphoma 2- protein  Apoptoseregulationsprotein
BDNF 12064 Brain-derived neurotrophic  Neurotrophin
factor
CX3CR1 13051 CX3C receptor 1 Chemokinrezeptor
NTRK2 18212 Neurotrophic tyrosine ki- Neurotrophinrezeptor

nase receptor, type 2

Diese Gene sollten auf ein mdglichst stabiles Housekeeping-Gen normalisiert werden.

Hierzu wurden die in Tabelle 4.2 zusammengefassten Housekeeping-Gene getestet.
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Tabelle 4.2: Housekeeping-Gene, deren Regulation nach Stimulation des AT2R und MasR untersucht wurden.

Gensymbol Gen-ID Genname Funktion

18S 19791 die ribosomale Ribonukle-  ribosomale Ribonuklein-
inséure 18S saure

GAPDH 14433 Glycerinaldehyd-3-phos- Glykolyseenzym

phat-Dehydrogenase
HPRT 15452 Hypoxanthin- Purinstoffwechselenzym
Phosphoribosyl-Transfe-

rase

4.1.2.2 Schmelzkurvenanalyse, Agarose-Gelelektrophorese und Primereffizienz

Fur diese Vorauswahl an Genen wurden, wie in Kapitel 3.5.4 beschrieben, jeweils 3-5
Primerpaare entworfen und mittels real-time PCR getestet. So konnte mittels real-time
PCR die Schmelzkurve auf mdgliche Bildung von Primerdimeren analysiert werden. Die
Abbildungen 4.3 und 4.4 zeigen Beispiele solcher Schmelzkurven. Jedes positiv getes-
tete Primerpaar wurde einer genauen Primereffizienzanalyse unterzogen. Anschliel3end
wurden die PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert, wobei sich bei

nahezu allen Primerpaaren ein PCR-Produkt der errechneten Fragmentgro3e fand.

Aufgrund dieser Analysen konnte fir jedes zu untersuchende Gen ein geeignetes
Primerpaar ausgewahlt werden. In Tabelle 4.3 sind die jeweils effizientesten Primer-
paare fur jedes Gen mit den dazugehdrigen Primereffizienzen aufgelistet. Diese

Primerpaare wurden fir die weiteren Untersuchungen verwendet.
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Fluoreszenz [-R(T)]
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Abbildung 4.3: Grafische Darstellung einer Schmelzkurve mit einem Schmelzpunkt, in diesem Fall von Primerpaar
,CX3CR1 Primer B“. Fur dieses Primerpaar wurde eine Primereffizienzanalyse durchgefiihrt. Dargestellt ist die Fluo-

reszenz als negative erste Ableitung in Abhangigkeit von der Temperatur.
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Abbildung 4.4: Grafische Darstellung einer Schmelzkurve mit mehreren Schmelzpunkten, in diesem Fall von
Primerpaar ,Bcl-2 Primer B“. Dieses Primerpaar wurde nicht fir eine Primereffizienzanalyse in Betracht gezogen.
Dargestellt ist die Fluoreszenz als negative erste Ableitung in Abhangigkeit von der Temperatur.
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Tabelle 4.3: Unter allen Primerpaaren wurden jene mit der optimalsten Primereffizienz fiir die weiteren Analysen

ausgewdhlt. Die Tabelle zeigt eine Ubersicht der ausgewahlten Primerpaare, ihre Gensequenz sowie die

Primereffizienz.

Gensymbol Gensequenz Effizienz

18S_s: 5-AAACCAACCCGGTGAGCTCCCTCC-3 101%
0

18S _as: 5-CGTGCGATCGGCCCGAGGTT-3

BDNF_s 5-CCACCAGGTGAGAAGAGTGATGACCAT-3 999
0

BDNF_as 5-CCCTGGGCCCATTCACGCTC-3

CX3CR1_s 5-TGTCCACCTCCTTCCCTGAACTGG-3 100%
0

CX3CR1_as 5-CGAACGTGAAGACGAGGGCGT-3

GAPDH_s 5-ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA-3’ 102%
0

GAPDH_as 5-CGGCCAAATCCGTTCACACCGA-3’

HPRT s 5-TGAGCCATTGCTGAGGCGGC-3 101%
0

HPRT as 5-CGCTAATCACGACGCTGGGACTG-3"

NTRK2_s 5-TCAGCGCCAACCTGCTCAGC-3’ 105 %
0

NTRK2_as 5-CCTGCGCCCTCTTGCTGCTT-3

Fur den Nachweis des MasR bzw. des AT2R wurde ebenso verfahren. Da der Nach-

weis der Expression der Rezeptoren jedoch qualitativ erfolgte, war eine Primereffizienz-

analyse nicht notwendig. Nach Schmelzkurvenanalyse und Gelelektrophorese zeigten

sich die in Tabelle 4.4 zusammengefassten Primerpaare als geeignet.
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Tabelle 4.4: Primer sowie ihre Gensequenz zum Nachweis des AT2R sowie des MasR.

Gensymbol Gensequenz

MasR_s 5-CTCTGGTTCCTCTGCTTCCG-3’
MasR_as 5-CCTCTCCACACTGATGGCTG-3’
AT2R_s 5-CTCACTGTTTTGTTGTC-3’
AT2R_as 5-CAATGGTTCTGACATCC-3’

4.1.2.3 Ildentifikation geeigneter Gene

Von allen untersuchten Genen stellte sich CX3CR1 als das Gen heraus, dessen Ex-
pression am deutlichsten reguliert war. So zeigten Astrozyten, welche mit dem MasR-
Agonisten Ang-(1-7) oder dem AT2R-Agonisten C21 stimuliert worden waren, eine sig-
nifikante Erhéhung der CX3CR1-Expression. Die Gene BDNF, NTRK2 und Bcl-2 waren
in ihrer Expression kaum oder nicht reguliert, so dass nach Abschluss der experimen-
tellen Vorphase auf ihre Messung verzichtet wurde. HPRT erwies sich unter den Ver-
suchsbedingungen als das am konstantesten exprimierte Housekeeping-Gen. Nach
Etablierung aller Methoden wurden die Proben deshalb auf CX3CR1 untersucht und
mittels HPRT normalisiert.

4.2 Wirkung und Rezeptorspezifitat der verwendeten Substanzen

Parallel zu den Experimenten zur Rezeptorinteraktion wurden Versuche durchgefuhrt,
welche die Wirkungen aller verwendeten Substanzen sowie die Spezifitat der Agonisten

am jeweiligen Rezeptor untersuchen sollten. Dabei wurde getestet, inwieweit

- die Rezeptorantagonisten eigenstandige Effekte zeigten (Kapitel 4.2.2),

- die Ang-(1-7)-vermittelte Erhéhung der CX3CR1-Expression spezifisch Uber den
Rezeptor Mas vermittelt wird (Kapitel 4.2.3) und

- die C21-vermittelte Erhéhung der CX3CR1-Expression spezifisch tber den AT2-
Rezeptor vermittelt wird (Kapitel 4.2.4).
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4.2.1 Rezeptoragonisten erh6hen CX3CR1-Expression

Sowohl die Stimulation des Rezeptors Mas mit Ang-(1-7) als auch die des AT2-Rezep-
tors mit C21 konnten die Transkription des Zielgens CX3CRL1 induzieren. Hierbei konnte
ein Anstieg der CXC3R1-mRNA um 45,3 £ 8,5 % bzw. um 28,3 + 3,7 % gemessen wer-

den.
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Abbildung 4.5: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des Rezeptors Mas oder des AT2-Rezeptors.
Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in primaren, murinen
Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stundiger Inkuba-
tion mit Ang-(1-7) [MasR-Agonist,1 uM] oder C21 [AT2R-Agonist, 1 pM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM von jeweils mindestens drei unabh&éngigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplika-
ten. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitiger Varianzanalyse, anschlieRend wurde eine bestehende
Signifikanz durch die Bonferroni-Methode geprift. Dabei steht * fiir p < 0,05 und *** fiir p <0,001.
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4.2.2 Rezeptorantagonisten zeigen keinen eigenstandigen Effekt

Fur die Untersuchungen war es wichtig zu ermitteln, ob die Antagonisten einen eigenen
Effekt auf das Zielgen haben. Hierfir wurden die Astrozyten mit A-779 (einem Antago-
nisten des MasR) oder PD123319 (einem Antagonisten des AT2R) inkubiert. Dies fuhr-
te zu keinem signifikanten Effekt bezuglich der CX3CR1-mRNA-Expression
(100,6 + 3,5 % fur A-779 und 96,3 + 5,2 % fir PD123319).
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Abbildung 4.6: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Inkubation mit Antagonisten des Rezeptors Mas und des
AT2-Rezeptors. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in
primaren, murinen Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach
7-stundiger Inkubation mit A-779 [MasR-Antagonist, 10 pM] oder PD123319 [AT2R-Antagnonist, 10 uM] gemessen.
Die Inkubationszeit von 7 Stunden fir die Rezeptorantagonisten wurde analog zu den Spezifitéts- und Interaktions-
experimenten gewahlt (siehe Kapitel 4.2.3 bis 4.3.3) und ergibt sich aus der Summe 60-minitigen Vorinkubation mit
dem Antagonisten und der darauf folgenden 6-stiindigen Inkubationszeit mit Agonisten. Dargestellt sind die Mittel-
werte + SEM von jeweils mindestens drei unabhéngigen Experimenten (n 2 3), jede Messung erfolgte in technischen
Triplikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitiger Varianzanalyse. Dabei steht n.s. fir nicht signifi-
kant.

39



4 Ergebnisse

4.2.3 Die Effekte des MasR-Agonisten sind spezifisch fur den MasR

In den beiden folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die nachgewiesenen Ef-
fekte des MasR-Agonisten Angiotensin-(1-7) Uber den Rezeptor Mas vermittelt wurden.
Hierzu wurden zwei Untersuchungen durchgefuhrt. Zum einen wurde getestet, ob sich
der Effekt von Angiotensin-(1-7) durch den Mas-Rezeptor-spezifischen Antagonisten
A-779 inhibieren lasst. Tatséachlich konnte A-779 den Effekt von Angiotensin-(1-7) signi-
fikant reduzieren. Die Ergebnisse finden sich in Kapitel 4.2.3.1.

Zum anderen wurde gepruft, ob der Effekt von Angiotensin-(1-7) in Mas-Rezeptor-
Knockout-Zellen ebenfalls vorhanden ist. Die Zusammenfassung dieser Ergebnisse fin-
det sich in Kapitel 4.2.3.2. Es konnte festgestellt werden, dass Angiotensin-(1-7) in Mas-
Rezeptor-Knockout-Zellen keinen Effekt zeigt.
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4 Ergebnisse

4.2.3.1 Der MasR-Antagonist hemmt den Effekt des MasR-Agonisten

Durch den MasR-Antagonisten A-779 wird der Effekt des MasR-Agonisten Ang-(1-7)
signifikant von 145,3 £ 8,5% auf 100,9 £ 14,0% reduziert.
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Abbildung 4.7: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des Rezeptors Mas mit und ohne MasR-Anta-
gonist. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in priméren,
murinen Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiindiger
Inkubation mit Ang-(1-7) [MasR-Agonist,1 uM] allein oder plus A-779 [MasR-Antagonist, 10 pM] gemessen. A-779
wurde hierbei 60 Minuten vor Ang-(1-7) zugegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils mindestens
drei unabhéangigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels T-Test fir unabhangige Stichproben. Dabei steht * fiir p < 0,05 und *** fir p <0,001.
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4 Ergebnisse

4.2.3.2 Der MasR-Agonist zeigt in MasR-KO-Astrozyten keinen Effekt
In Mas-Rezeptor-defizienten Astrozyten ist der Effekt des MasR-Agonisten Ang-(1-7)

nicht signifikant verschieden von unbehandelten Kontrollen (100,0+£2,1% vs.

89,9 + 3,5 %).
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Abbildung 4.8: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des Rezeptors Mas in Wildtyp- und MasR-
Knockout-Astrozyten der Maus. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert
auf HPRT. Die quergestreiften Balken stehen fur Experimente in MasR-KO-Astrozyten, die ungemusterten, grauen
Balken flur Wildtyp-Experimente. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiin-
diger Inkubation mit Ang-(1-7) [MasR-Agonist, 1 uM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM von jeweils
mindestens drei unabhangigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mittels T-Test fur unabhangige Stichproben. Dabei steht n.s. fur nicht signifikant und *** fir
p <0,001.
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4 Ergebnisse

4.2.4 Die Effekte des AT2R-Agonisten sind spezifisch fir den AT2R

Analog zu Angiotensin-(1-7) war es auch fur C21 essentiell aufzuzeigen, ob die hervor-
gerufenen Effekte Gber den AT2-Rezeptor vermittelt wurden. Hierfir wurden zwei Un-
tersuchungen durchgefiihrt. Zum einen wurde getestet, ob sich der Effekt von C21
durch den AT2-Rezeptor-Antagonisten PD123319 aufheben lasst. Die Ergebnisse die-
ser Untersuchungen kénnen in Kapitel 4.2.4.1 eingesehen werden. Es zeigte sich, dass
PD123319 in der Lage war, die C21-induzierten Effekte zu inhibieren.

Zum anderen wurde untersucht, ob sich der Effekt von C21 auch in AT2-Rezeptor-
Knockout-Zellen nachweisen lasst. In Kapitel 4.2.4.2 findet sich die Darstellung dieser
Versuche an AT2R-defizienten Astrozyten. In diesen Zellen ohne funktionsfahigen
AT2R hatte C21 keinen Effekt auf die CX3CR1-mRNA-Expression.
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4 Ergebnisse

4.2.4.1 Der AT2R-Antagonist hemmt den Effekt des AT2R-Agonisten
Durch den AT2R-Antagonisten PD123319 konnte der Effekt des AT2R-Agonisten C21
signifikant von 128,3 £ 3,7 % auf 96,1 £ 7,7 % reduziert werden.
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Abbildung 4.9: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des AT2-Rezeptors mit und ohne AT2R-Anta-
gonist. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in priméren,
murinen Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiindiger
Inkubation mit C21 [AT2R-Agonist,1 uM] allein oder plus PD123319 [AT2R-Antagonist, 10 uM] gemessen. PD123319
wurde hierbei 60 Minuten vor C21 zugegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils mindestens drei
unabhéngigen Experimenten (n 2 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels T-Test fur unabh&ngige Stichproben. Dabei steht * fur p <0,05.
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4 Ergebnisse

4.2.4.2 Der AT2R-Agonist zeigt in AT2R-KO-Astrozyten keinen Effekt
In AT2-Rezeptor-defizienten Astrozyten ist der Effekt des AT2R-Agonisten C21 nicht

signifikant verschieden von unbehandelten Kontrollen (100,0 £ 7,0% vs. 103,9 £ 7,0 %).
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Abbildung 4.10: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des AT2-Rezeptors in Wildtyp- und AT2R-
Knockout-Astrozyten der Maus. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert
auf HPRT. Die langsgestreiften Balken stehen fiir Experimente in AT2R-KO-Astrozyten, die ungemusterten, grauen
Balken fiur Wildtyp-Experimente. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiin-
diger Inkubation mit C21 [AT2R-Agonist, 1 uM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils min-
destens drei unabhéngigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels T-Test fur unabhéngige Stichproben. Dabei steht n.s. fiir nicht signifikant und *** fur
p <0,001.
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4 Ergebnisse

4.3 Experimente zur Interaktion von MasR und AT2R

Die Auswertung der Experimente zur Wirkung und Rezeptorspezifitat der verwendeten
Substanzen belegt, dass mit der CX3CR1-kodierenden mRNA ein Marker gefunden
war, der zur Bestimmung der Rezeptoraktivitat dienen kann. Aufbauend darauf wurden
Experimente zur Interaktion beider Rezeptoren durchgefuhrt. Hierzu wurden drei Frage-

stellungen definiert und naher untersucht.

Fragestellung 1 untersucht mdgliche synergistische Effekte zwischen beiden Rezepto-
ren. Es wurde untersucht, welchen Effekt die gleichzeitige Aktivierung beider Rezepto-
ren hat. Eine Potenzierung oder Addition der Einzeleffekte wére denkbar gewesen. Die
Ergebnisse sind in Kapitel 4.3.1 zusammengefasst.

c21  Ang-(1-7)

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der Effekte einer Kostimulation beider Rezeptoren mit Ang-(1-7) und
C21.

Fragestellung 2 pruft die Funktion des Rezeptors Mas nach funktioneller Inaktivierung
des AT2-Rezeptors. Die Inaktivierung erfolgte zum einen durch Antagonisierung des
AT2-Rezeptors mit dem AT2-Rezeptor-Antagonisten PD123319. Zum anderen wurden
Experimente in AT2-Rezeptor-Knockout-Astrozyten durchgefuhrt. Die Ergebnisse finden
sich in Kapitel 4.3.2.
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4 Ergebnisse

Ang-(1-7)

Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der Effekte von Ang-(1-7) unter AT2-Rezeptor-Inaktivierung.

Fragestellung 3 analysiert die AT2-Rezeptor-Funktion nach Inhibition des Rezeptors
Mas. Wiederum wurden zwei Moglichkeiten zur Rezeptor-Inaktivierung genutzt, einer-
seits die Antagonisierung mit dem Mas-Rezeptor-Antagonisten A-779 und andererseits
der Einsatz MasR-defizienter Astrozyten. Die Ergebnisse sind in Kapitel 4.3.3 darge-
stellt.

Abbildung 4.13: Schematische Darstellung der Effekte von C21 unter Mas-Rezeptor-Inaktivierung.
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4 Ergebnisse

4.3.1 Kein additiver Synergismus bei Kostimulation von MasR und AT2R

Die zeitgleiche Stimulation beider Rezeptoren fuhrte zu keiner weiteren Erhéhung der

CX3CR1-Expression. Vielmehr waren die mRNA-Konzentrationen von CX3CR1 ver-

gleichbar mit der Einzelstimulation der Rezeptoren (132,8 £ 14,6 % unter Kostimulation

vs. 145,3 £ 8,5 % unter Ang-(1-7)-Stimulation oder 128,3 + 3,7 % unter C21-Stimulation).
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Abbildung 4.14: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des AT2-Rezeptors und des Rezeptors Mas.
Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in primaren, murinen
Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stundiger Inkuba-
tion mit Ang-(1-7) [MasR-Agonist, 1 uM] oder C21 [AT2R-Agonist, 1 uM] oder Ang-(1-7) plus C21 [MasR-Agonist plus
AT2R-Agonist, je 1 uM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils mindestens drei unabh&ngigen
Experimenten (n 2= 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
zweiseitiger Varianzanalyse, anschlieRend wurde eine bestehende Signifikanz durch die Bonferroni-Methode gepriift.

Dabei steht n.s. fur nicht signifikant.
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4 Ergebnisse

4.3.2 Gehemmte MasR-Funktion durch funktionelle Inaktivierung des AT2R

Zur Untersuchung der Funktion des Rezeptors Mas nach funktioneller Inaktivierung des
AT2-Rezeptors wurden zwei Experimente durchgefiihrt. In beiden Versuchen wurde
zunachst der AT2-Rezeptor inaktiviert und anschlieBend der Rezeptor Mas mit

Angiotensin-(1-7) stimuliert.

4.3.2.1 AT2R-Antagonisierung hemmt die MasR-Funktion

Im ersten Experiment wurde der AT2-Rezeptor pharmakologisch durch den AT2-Re-
zeptor-Antagonisten PD123319 inaktiviert. Die Ang-(1-7)-Wirkung wurde durch
PD123319 signifikant reduziert (89,4 £ 2,0% vs. 145,3 + 8,5%).
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Abbildung 4.15: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des Rezeptors Mas mit und ohne AT2R-Anta-
gonist. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in priméren,
murinen Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiindiger
Inkubation mit Ang-(1-7) [MasR-Agonist, 1 uM] allein oder plus PD123319 [AT2R-Antagonist, 10 uM] gemessen.
PD123319 wurde hierbei 60 Minuten vor Ang-(1-7) zugegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM von jeweils
mindestens drei unabhéngigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mittels T-Test flr unabhangige Stichproben. Dabei steht ** fir p<0,01 und *** flr
p <0,001.
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4 Ergebnisse

4.3.2.2 Gehemmte MasR-Funktion in AT2R-KO-Astrozyten

Die Funktion des Rezeptors Mas wurde bei AT2R-Defizienz getestet. Die Mas-Rezep-
tor-Funktion ist hierbei signifikant gehemmt. Die Expression von CX3CR1 nach Stimu-
lation AT2R-defizienter Zellen mit dem Mas-Rezeptor-Agonisten Ang-(1-7) (103,7
3,7 %) ist vergleichbar mit der Expression der Kontrollgruppe (100,0 + 7,0 %).
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Abbildung 4.16: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des Rezeptors Mas in Wildtyp- und AT2R-
Knockout-Astrozyten der Maus. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert
auf HPRT. Die langsgestreiften Balken stehen fur Experimente in AT2R-KO-Astrozyten, die ungemusterten, grauen
Balken fur Wildtyp-Experimente. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stun-
diger Inkubation mit Ang-(1-7) [MasR-Agonist, 1 pM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte =+ SEM von jeweils
mindestens drei unabhéngigen Experimenten (n =3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mittels T-Test flir unabhangige Stichproben. Dabei steht n.s. flr nicht signifikant und *** fir
p <0,001.
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4 Ergebnisse

4.3.3 Funktionelle Inaktivierung des MasR hemmt die AT2R-Funktion

Zur Untersuchung der AT2R -Funktion bei funktioneller Inaktivierung des MasR wurden
zwei Experimente durchgefihrt. In beiden wurde zuné&chst der Rezeptor Mas inaktiviert
und anschlielBend die Funktion des AT2-Rezeptors mit C21 Uberprift.

4.3.3.1 MasR-Antagonisierung hemmt die AT2R-Funktion

Der Rezeptor Mas wurde pharmakologisch mithilfe des Mas-Rezeptor-Antagonisten
A-779 inaktiviert. A-779 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des AT2-Rezeptor-
effekts (128,3 £ 3,7% vs. 104,5 + 2,5%). Dies legt nahe, dass die Antagonisierung des
Rezeptors Mas die AT2-Rezeptor-Funktion hemmt.
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Abbildung 4.17: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des AT2-Rezeptors mit und ohne MasR-Anta-
gonist. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT in priméaren,
murinen Wildtyp-Astrozyten. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiindiger
Inkubation mit C21 [AT2R-Agonist,1 uM] allein oder plus A-779 [MasR-Antagonist, 10 uM] gemessen. A-779 wurde
hierbei 60 Minuten vor C21 zugegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils mindestens drei unab-

hangigen Experimenten (n=3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statistische Auswertung er-

folgte mittels T-Test fur unabhéngige Stichproben. Dabei steht * fur p < 0,05 und ** fur p <0,01.

51



4 Ergebnisse

4.3.3.2 Gehemmte AT2R-Funktion in MasR-KO-Astrozyten

Im zweiten Experiment wurde die Stimulation des AT2-Rezeptors nach Knockout des
Rezeptors Mas geprift. Hierbei war der Effekt des AT2R-Agonisten C21 auf das
Zielgen CX3CR1 im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen signifikant reduziert. Die mRNA-
Level von 99,5 + 3,4 % sind vergleichbar mit denen der Kontrollgruppe (100,0 £ 2,1 %).
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Abbildung 4.18: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Stimulation des AT2-Rezeptors in Wildtyp- und MasR-
Knockout-Astrozyten der Maus. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert
auf HPRT. Die quergestreiften Balken stehen fur Experimente in MasR-KO-Astrozyten, die ungemusterten, grauen
Balken fur Wildtyp-Experimente. Die mRNA-Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stun-
diger Inkubation mit C21 [AT2R-Agonist, 1 uM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils min-
destens drei unabhéngigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels T-Test fur unabhéngige Stichproben. Dabei steht n.s. fiir nicht signifikant und *** fur

p<0,001.
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4 Ergebnisse

4.3.4 TNFa als Positivkontrolle

In den Knockout-Astrozyten konnte eine Stimulation mit Rezeptoragonisten jeweils kei-
nen Effekt auslosen — weder der Agonist des funktionell defizienten Rezeptors noch der
Agonist des vorhandenen Rezeptors fiihrten zu einer Anderung der CX3CR1-Expres-
sion. Die mit den Agonisten inkubierten Astrozyten waren somit vergleichbar mit den
unbehandelten Kontrollgruppen. Um nachzuweisen, dass das Modell dennoch geeignet
ist, Unterschiede der CX3CR1-Expression in den Knockout-Astrozyten zu detektieren,
wurde TNFa als Positivkontrolle eingeftihrt. Die Experimente in den Knockout-Astro-

zyten wurden unter Mitfiihrung der Positivkontrolle wiederholt.

CX3CR1- CX3CR1-
MRNA mRNA

Abbildung 4.19: Schematische Darstellung der Effekte von TNFa auf die CX3CR1-mRNA-Expression am Beispiel
von AT2R-KO-Zellen.

Die 6-stiindige Inkubation mit TNFa fihrte zu einer signifikanten Regulation der
CX3CR1-Expression. Die Resultate der Stimulationsversuche mit Ang-(1-7) bzw. C21

waren dabei mit den Vorversuchen vergleichbar.
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4 Ergebnisse

4.3.4.1 TNFa in AT2R-KO-Astrozyten

In AT2R-Knockout Astrozyten filhrte die Inkubation mit TNFa zu einer sehr signifikanten
Reduktion der CX3CR1-Expression (100,0 + 5,2% in der Kontrollgruppe vs. 71,4 +
7,2% in der TNFa-Gruppe). Die Werte unter Stimulation des Rezeptors Mas mit
Ang-(1-7) oder des AT2-Rezeptors mit C21 unterschieden sich nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. (100,0 = 5,2 % in der Kontrollgruppe vs. 107,5 + 15,2 % unter Stimulati-
on mit Ang-(1-7) und 92,4 + 12,3 % unter C21-Stimulation). Die Ergebnisse sind damit

Ubereinstimmend mit den Vorversuchen (siehe Kapitel 4.2.4.2 und 4.3.2.2).
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Abbildung 4.20: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Inkubation mit TNFa in AT2R-Knockout-Astrozyten der
Maus. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT. Die mRNA-
Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stiindiger Inkubation mit TNFa [10 ng/pl],
Ang-(1-7) [MasR-Agonist, 1 uM] oder C21 [AT2R-Agonist, 1 uM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
von jeweils mindestens drei unabhéngigen Experimenten (n = 3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test fiir unabhéngige Stichproben. Dabei steht n.s. fiir nicht signifikant
und ** fir p<0,01.
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4 Ergebnisse

4.3.4.2 TNFa in MasR-KO-Astrozyten

Auch in Mas-Rezeptor-defizienten Astrozyten fihrte die Inkubation mit TNFa zu einer
signifikanten Regulation der CX3CR1-Expression (100,0 + 5,9 % in der Kontrollgruppe
vs. 62,9 + 11,7 % in der TNFa-Gruppe). Den vorangegangenen Testreihen (siehe Kapi-

tel 4.2.3.2 und 4.3.3.2) entsprechend, kam es unter Stimulation des Rezeptors Mas

oder des AT2-Rezeptors zu keiner signifikanten Expressionsdnderung von CX3CR1

(96,5 + 8,4 % unter Ang-(1-7) und 109,5 * 14,3 % unter C21-Stimulation).
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Abbildung 4.21: Expressionsanalyse von CX3CR1 nach Inkubation mit TNFa in MasR-Knockout-Astrozyten der
Maus. Die graphische Darstellung zeigt die relative CX3CR1-mRNA-Expression normalisiert auf HPRT. Die mRNA-
Expression wurde in unbehandelten Kontrollgruppen sowie nach 6-stindiger Inkubation mit TNFa [10 ng/pl],
Ang-(1-7) [MasR-Agonist, 1 uM] oder C21 [AT2R-Agonist, 1 uM] gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
von jeweils mindestens drei unabhéngigen Experimenten (n=3), jede Messung erfolgte in technischen Triplikaten.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels T-Test fiir unabhéngige Stichproben. Dabei steht n.s. fiir nicht signifikant
und * fur p < 0,05.
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5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Identifizierung von funktioneller Interaktion zwischen AT2R und
MasR in priméaren, murinen Astrozyten

Die beiden Sieben-Transmembrandoméanen-Rezeptoren Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 2
(AT2R) und Rezeptor Mas (MasR) stellen maR3gebliche Komponenten des Renin-
Angiotensin-Systems dar und gelten aufgrund ihrer protektiven Wirkung bezuglich kar-
dio- und zerebrovaskularer Erkrankungen als wichtige Schwerpunkte der Herz-
Kreislauf-Forschung. Die vorliegende Arbeit untersucht die Interaktion zwischen beiden
Rezeptoren. Es konnte gezeigt werden, dass Stimulation des AT2R mit dem AT2R-
Agonisten Compound 21 (C21) in kultivierten, primaren Mausastrozyten zu einer ver-
mehrten Expression des Chemokinrezeptors CX3CR1 fuhrt. Dieser Effekt scheint spezi-
fisch durch den AT2R vermittelt zu sein, da der Effekt nicht in Astrozyten auslosbar ist,

welche:

- mit AT2R-Antagonisten vorinkubiert wurden

- keinen funktionsfahigen AT2R exprimieren (AT2R-Knockout).

Eine Hemmung dieses AT2R spezifischen Effektes erfolgt jedoch auch durch Inhibition
des MasR, d.h. durch Knockout des MasR oder Vorinkubation mit MasR-Antagonisten.

Diese Beobachtung ist neu und wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben.

Ebenso verhéalt es sich mit dem Rezeptor Mas, dessen Agonist Angiotensin-(1-7) (kurz:
Ang-(1-7)) zu einer Erhéhung der CX3CR1 Expression fuhrt. Diese Wirkung des MasR-
Agonisten Ang-(1-7) ist MasR-spezifisch, da sie aufgehoben wird durch:

- Vorinkubation mit MasR-Antagonisten

- Defizienz des MasR (MasR-Knockout).

Die Effekte des MasR-Agonisten kbnnen jedoch ebenso durch funktionelle Inaktivierung
des AT2R-Rezeptors gehemmt werden. Werden beide Rezeptoren zeitgleich mit ihren
jeweiligen Agonisten stimuliert, ist der Effekt vergleichbar mit der Einzelstimulation. Be-
reits mehrere Autoren hatten die Moglichkeit einer Interaktion beider Rezeptoren in Er-
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wagung gezogen. '°828392 pie vorliegende Arbeit ist die erste systematische Untersu-

chung hierzu. Die Ergebnisse zeigen eine Transinhibition und fehlenden additiven Sy-
nergismus und legen nahe, dass sich beide Rezeptoren in ihrer Funktion maf3geblich

beeinflussen.

5.2 CX3CR1-mRNA-Expression in Astrozyten

5.2.1 Primarzellkulturen von Astrozyten der Maus

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden in Primarkulturen von neonatalen,

murinen Astrozyten durchgefihrt.

5.2.1.1 Primare Zellen zur Untersuchung maoglicher Rezeptorinteraktionen

Fir die Experimente dieser Arbeit wurden Priméarkulturen gewahlt. Grund dafir waren

Erkenntnisse von Abd Alla et al., wonach Zelllinien mit transfizierten Rezeptoren die
Rezeptorinteraktionen negativ beeinflussen kénnen. **°* Abbildung 5.1 zeigt eine ver-

einfachte schematische Darstellung von Rezeptorinteraktionen und intrazellularer Prote-
infaltung sowohl in Primarkulturen als auch in Zelllinien. So exprimieren Zelllinien durch
die Transfektion eine erheblich héhere Menge an Rezeptorprotein als im natirlichen
Zustand. Dementsprechend kann nicht garantiert werden, dass die Zelllinie mit der fir
die korrekte Faltung der Proteine notwendigen Menge an Chaperonen ausgestattet ist.
Chaperone sind intrazellulare Proteine, welche die korrekte Faltung neu synthetisierter
Proteine sicherstellen. Bleibt eine korrekte Faltung durch die Chaperone aus, bilden
sich haufig funktionell inaktive Rezeptorproteinaggregate. Proteininteraktionen wie
Rezeptordimerisierungen sind jedoch stark von der Raumstruktur der Rezeptoren ab-
hangig. Ein mangelndes Vorhandensein der notwendigen Chaperone in Zelllinien kénn-

te folglich zu Verfalschungen beziiglich der Rezeptorinteraktion fiihren. 9%

Abd Alla et al. konnten zeigen, dass HEK293-Zelllinien, welche mit dem Bradykinin-B2-
Rezeptor transfiziert wurden, eine unreife Form dieses Rezeptors exprimierten. Das

Vorkommen des unreifen Rezeptorproteins war auf eine unzureichende Menge an funk-
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tionsfahigen Chaperonen zurtickzufihren und fuhrte zu einer verdnderten Interaktion

mit dem Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1. %%

Um dies zu umgehen wurden fir die vorliegende Arbeit Primarzellen verwendet, welche

die beiden zu untersuchenden Rezeptoren natirlicherweise exprimieren (siehe Kapitel
I 90,91)

4.1.1 und Fogarthy et a

DNA WZ:N
mMRNA gﬁ;ﬁx

Ribosomen '

endoplasma-

tisches Reti- D
kulum (ER)

Chaperone 08

korrekt gefaltetes i

Protein

fehlgefaltete Proteine

Abbildung 5.1: Vereinfachte schematische Darstellung des Einflusses von Chaperonen auf die Proteinfaltung nach
Wagstaff et al. % Die obere Abbildung zeigt eine Zelle mit einem ausgeglichenen Protein-Chaperon-Verhaltnis. Die
Chaperone sorgen fir eine korrekte Faltung der Proteine. Die untere Abbildung zeigt eine Situation, wie sie durch
Transfektion einer Zelllinie mit einem Protein entstehen kann. Dieser Zelle fehlt eine ausreichende Anzahl von

Chaperonen, was zu einer Fehlfaltung der Proteine flhrt.
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5.2.1.2 Die Bedeutung von Astrozyten als kultivierte Hirnzellen zur Erforschung
des Renin-Angiotensin-Systems

Das zentrale Nervensystem (ZNS) spielt fur das im Blut zirkulierende, systemische

Renin-Angiotensin-System (RAS) eine wichtige Rolle. Alle fir das RAS wichtigen Re-

zeptoren sind im Hirn vorhanden, wobei der Rezeptor Mas im ZNS besonders stark

exprimiert wird. °°° Zusatzlich verfiigt das Hirn tber ein eigenstéandiges lokales Renin-

Angiotensin-System. 119! Dieses zerebrale Renin-Angiotensin-System ist wesentlich

an der Regulation verschiedener Kreislauffunktionen beteiligt. Zudem konnten jlingste
Forschungsergebnisse eine mafigebliche Beteiligung des zerebralen RAS bei der Ent-
stehung und im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder

Alzheimer-Demenz nachweisen. #1919 Die Erforschung des RAS im zentralen Ner-

vensystem nimmt dementsprechend einen hohen Stellenwert ein.

Kultivierte Hirnzellen wie Astrozyten gelten dabei als etabliertes Modell zur Erforschung
des zerebralen RAS. %% Astrozyten sind nicht nur zahlenmaRig der haufigste Zelltyp

im Hirn, sie sind vielmehr in nahezu alle Funktionen des ZNS involviert. So unterstitzen
sie unter anderem die Erregungsleitung tUber Synapsen sowie den neuronalen Stoff-
wechsel und sind entscheidend an der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke sowie

des Fliissigkeits- und Elektrolytgleichgewichtes beteiligt. %1% Wie bereits publiziert,

exprimieren primare Astrozytenkulturen sowohl den Rezeptor Mas als auch den
AT2-Rezeptor. °*°! Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Untersuchung der
MRNA-Expression beider Rezeptoren verifiziert (siehe Kapitel 4.1.1).

5.2.2 CX3CR1-mRNA-Expression nach Rezeptorstimulation

5.2.2.1 Genexpressionanalysen mittels real-time PCR

Ziel dieser Arbeit war es gewesen, die Interaktionen zwischen dem Rezeptor Mas und
dem AT2-Rezeptor mdglichst direkt nachzuweisen. Zahlreiche Arbeiten, die sich mit
Rezeptorinteraktionen im Renin-Angiotensin-System beschaftigen, bevorzugen Mes-

sungen der Aktivierungen von G-Proteinen oder Second Messengern. *'°*'? Die intra-

zellularen Signalkaskaden fir den Rezeptor Mas sowie fur den AT2-Rezeptor sind je-
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doch komplex und nicht vollstandig entschliisselt. ***'* Hinzu kommt, dass fir den
AT2-Rezeptor mehrfach belegt wurde, dass dieser zwar in die Gruppe der Rezeptoren
mit sieben Transmembrandomanen gehoért, jedoch kein klassischer G-Protein-gekop-
pelter Rezeptor ist. *” Fir die vorliegende Arbeit wurde aus diesen Griinden die Veran-

derung der mRNA-Expression eines Zielgenes nach Rezeptorstimulation untersucht.

5.2.2.2 CX3CR1 als Zielgen

Um Untersuchungen auf mRNA-Ebene durchfuhren zu kénnen, war es notwendig, Ge-
ne zu identifizieren, die durch Rezeptorstimulation vermehrt exprimiert werden. Hierfur
wurden, wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, verschiedene vorausgewahlte Gene unter-
sucht. CX3CR1 zeigte von allen untersuchten Genen die starkste Regulation. Folglich

wurde CX3CRL1 als das am besten geeignete Zielgen ausgewahlt.

CX3CR1 gehort zur Gruppe der Chemokinrezeptoren. Ganz allgemein sind dies Re-
zeptoren, mit denen Immunzellen Chemokine, die bei Entziindungen freigesetzt wer-
den, wahrnehmen. Die Immunzellen kdnnen sich dann entlang eines Chemokin-Gradi-
enten zum Ort der Entziindung bewegen. **>*® Dariiber hinaus sind viele der tiber 20
bisher bekannten Chemokinrezeptoren fur die Pathogenese verschiedener Erkrankun-

115,117

gen von Bedeutung. Beispielsweise zahlen Chemokinrezeptoren zu den

Korezeptoren fiir das Humane Immundefizienz-Virus (HIV). '8 So gelten Menschen mit
einer bestimmten Mutationen in dem Chemokinrezeptor CCR5 als weitgehend resistent
gegeniiber bestimmten HIV-Stammen. ***'?° |m Februar 2007 wurde an der Charité
Berlin erstmals ein Patient von HIV geheilt. Diese Heilung basierte auf einer Transplan-

tation von heterologen Stammzellen mit einer Mutation im Chemokinrezeptor CCR5.

Chemokine sind kleine Proteine, die nach der Anzahl der Disulfidbriicken nahe ihres
N-Terminus klassifiziert und benannt werden (siehe Abbildung 5.2). Jedes C im Namen
des Chemokins steht dabei flr ein Cysteinpaar, welches Uber eine Disulfidbricke ver-
bunden ist. Bei mehr als einer Disulfidbriicke gibt jeweils ein X die Anzahl der Amino-
sauren zwischen den Disulfidbriicken an. CX3CRL1 ist der Rezeptor fur das Chemokin
CX3CL1. Dieses Chemokin besitzt zwei Disulfidbriicken, welche durch drei Aminosau-
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ren voneinander getrennt sind, was ursprunglich als C-X-X-X-C beschrieben wurde.
C-X-X-X-C wurde im Verlauf als CX3C abgekurzt. Innerhalb dieser Nomenklatur erhal-
ten die Chemokine ein L (fur Ligand) und die Rezeptoren der Chemokine ein R.
CX3CL1 bindet an den Rezeptor CX3CR1 und ist das zuerst beschriebene und bislang
einzige bekannte Chemokin der CX3C-Familie. Es erhielt daher die Ziffer Eins im Na-

men. 122

1. C Chemokine 2. CC Chemokine

W%@.‘%wc“” 5@@@0 "o, 0 -COOH
5 NHrGg .'5

D

3. CXC Chemokine 4. CX3C Chemokine

gg@@g' Q%GOQQCO 0 “COOH W@ m 20 -COOH
NH,- NH,-

Abbildung 5.2 Vereinfachte schematische Darstellung verschiedener Chemokinfamilien nach Townson et al. *#

Uber Disulfidbriicken verkniipfte Cysteine sind rot dargestellt. Die Nomenklatur der Chemokinfamilien richtet sich
nach der Anzahl der Disulfidbriicken innerhalb der N-terminalen Doméne. Jedes C im Namen der Chemokinfamilie
steht fur ein Cysteinpaar, welches Uber eine Disulfidbriicke verbunden ist. Bei mehr als einer Disulfidbriicke gibt
jeweils ein X die Anzahl der Aminosauren zwischen den Cysteinen an. Der in dieser Arbeit untersuchte Rezeptor
CX3CR1 bindet das Chemokin CX3CL1. Dieses Chemokin ist durch zwei Disulfidbriicken gekennzeichnet, welche

durch drei Aminoséauren voneinander getrennt sind.

Im Hirn sezernieren verschiedene Zellen CX3CL1, welches auch als Fraktalkin be-
zeichnet wird. Fraktalkin agiert dabei sowohl als membrangebundes Molekiil als auch

als 16sliches Chemokin und bindet exklusiv an den CX3CR1-Rezeptor. ?>'%* Dieser

Fraktalkin-Rezeptor wird z. B. von Mikrogliazellen und Astrozyten exprimiert. *** So fiihrt
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beispielsweise CX3CL1, welches von Neuronen wahrend Entziindungsprozessen frei-
gesetzt wird, durch Bindung an den CX3CR1-Rezeptor zur Migration von Mikroglia an

den Ort der Inflammation.'® Uberdies hat CX3CR1 wichtige Funktionen bei der
Apoptose, Zellproliferation und Neuroprotektion. % So vermittelt die Fraktalkin-

CX3CR1-Achse in Mausmodellen des Schlaganfalls, der Amyotrophen Lateralsklerose,

des Morbus Parkinson sowie der Multiplen Sklerose neuroprotektive Effekte. 26128

CX3CR1 und Fraktalkin werden nach traumatischer Rickenmarkschadigung vermehrt
exprimiert und scheinen bei der Begrenzung der Gewebeschadigung eine Rolle zu spie-
len. ** Cho et al. konnten zeigen, dass eine zu geringe Expression von CX3CR1 zum

Auftreten von Morbus Alzheimer beitragt. **°

Auch Uber das Renin-Angiotensin-System werden neuroprotektive Effekte vermittelt,
wobei insbesondere dem AT2-Rezeptor hierbei eine wichtige Rolle zukommt. So fihrt
eine indirekte Stimulation des AT2-Rezeptors durch AT1-Rezeptor-Antagonisten zu ei-
nem Riickgang der Demenzprogression bei Patienten mit Morbus Alzheimer. 3132 |m

Tiermodell fihrte die direkte Stimulation mit dem selektiven AT2R-Agonisten C21 zu
einer signifikanten Verbesserung der Gedachtnisfunktion. **® Jiingste Studien unserer
Arbeitsgruppe legen nahe, dass C21 auch bei Multipler Sklerose und traumatischer RU-
ckenmarkschadigung das Krankheitsgeschehen positiv beeinflusst. *°*** Im Rahmen

dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass eine AT2R-Stimulation die
Expression des Rezeptors CX3CRL1 triggert. Die beschriebenen neuroprotektiven Effek-
te der AT2-Rezeptor-Stimulation kdénnten somit, zumindest teilweise, durch eine ver-
mehrte CX3CR1-Synthese begriindet sein. Mit Hinblick auf neurodegenerative Erkran-

kungen konnte dieser Zusammenhang ein wichtiger Ansatz sein.

5.3 Wirkung und Rezeptorspezifitdt der verwendeten Substanzen

5.3.1 Wirkung der Rezeptoragonisten

Sowohl eine Stimulation des AT2-Rezeptors als auch des Rezeptors Mas mit ihren je-
weiligen Agonisten fiihrten zu einer signifikant erhéhten CX3CR1-Expression. Die zuvor

durchgeflihrten Genexpressionsanalysen hatten eine Erhéhung der CX3CR1-
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Expression nach AT2-Rezeptor-Stimulation in Neuronen bereits belegt. Diese vorab
gewonnen Ergebnisse konnten durch mehrere voneinander unabhangige Experimente
in Wildtyp-Astrozyten bestatigt werden (Kapitel 4.2.1). Sowohl Agonisten des AT2-
Rezeptors als auch des Rezeptors Mas steigerten die Expression von CX3CR1. Der
AT2-Rezeptor und der Rezeptor Mas vermitteln vielfach gleiche oder &hnliche Wir-
kungen. ** Die Tatsache, dass der AT2-Rezeptor oder der Rezeptor Mas Einfluss auf
die CX3CR1-Expression haben, war jedoch bislang nicht bekannt. Lediglich eine Studie

von Apostolakis und Mitarbeitern deutet einen derartigen Zusammenhang an. *** Hier-

bei fihrte Angiotensin Il zu einer vermehrten CX3CR1-Expression in THP-1-Zellen (Zel-
len einer humanen Monozyten-Leukamie-Zelllinie). Der AT1-Rezeptor-Antagonist
Losartan konnte diese Wirkung nicht aufheben, was nahe legt, dass die Wirkung von
Angiotensin Il durch Bindung am AT2-Rezeptor vermittelt wird. Dies wirde die in dieser
Arbeit prasentierten Ergebnisse beziglich der AT2-Rezeptor-vermittelten Wirkung auf
CX3CRL1 unterstiitzen. Es ware allerdings auch denkbar, dass Angiotensin Il Gber das
Enzym ACE2 zu Angiotensin-(1-7) gespalten wird und Angiotensin-(1-7) am Rezeptor
Mas wirkt. Das wirde eher die vorliegenden Ergebnisse der vermehrten CX3CR1-

Expression nach Stimulation des Rezeptors Mas mit Angiotensin-(1-7) bekraftigen.

5.3.2 Wirkung der Rezeptorantagonisten

Die alleinige Inkubation der Astrozyten mit PD123319 und A-779 hatte keinen Effekt auf
die CX3CR1-Genexpression. Dies legt nahe, dass beide Substanzen als kompetitive
Antagonisten am jeweiligen Rezeptor wirken. Dabei binden die Antagonisten am aktiven
Zentrum des Rezeptors ohne selbst einen Effekt auszulésen und verdrangen somit die
Agonisten des Rezeptors. Diese Verdrangung der Agonisten durch PD123319 und

A-779 konnte im Rahmen von Bindungsstudien belegt werden. 3%

5.3.3 Rezeptorspezifitat des MasR-Agonisten Ang-(1-7)

Die Effekte von Angiotensin-(1-7) konnten sowohl durch den MasR-spezifischen Anta-
gonisten A-779 als auch durch Knockout des Rezeptors Mas aufgehoben werden. Dies
belegt die spezifische Bindung von Ang-(1-7) am Rezeptor Mas. Eine Wirkung von
Angiotensin-(1-7) am AT2-Rezeptor oder AT1-Rezeptor scheint daher unwahrschein-
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lich. Die Beobachtung, dass Ang-(1-7)-Wirkungen spezifisch Uber den Rezeptor Mas
vermittelt sind, wird durch eine Anzahl an Studien unterstiitzt. *>** Von besonderer Be-
deutung fur die vorliegende Arbeit war die Frage, ob Ang-(1-7) nicht nur den Rezeptor
Mas, sondern auch den AT2-Rezeptor stimulieren kann. Diese Méglichkeit war wieder-
holt Anlass wissenschaftlicher Kontroversen. Hintergrund dieser Streitfrage war das
,PD-Phanomen®, welches in Kapitel 2.4 naher erlautert wurde, d.h. die Tatsache, dass
Angiotensin-(1-7)-vermittelte Effekte durch PD123319 gehemmt werden kdnnen. Einige
Autoren vermuteten daher, dass Angiotensin-(1-7) seine Wirkungen Uber den AT2-

Rezeptor entfalten kénnte. °®®7737781 Dje hier durchgefilhrten Versuche widerlegen die-

se Moglichkeit zumindest fur die Effekte auf die CX3CR1-Expression in Astrozyten.
Dies ist im Einklang mit durchgefuhrten Bindungsstudien, die verifizieren konnten, dass

Angiotensin-(1-7) nicht oder nur mit geringer Affinitat am AT2R bindet, 21:3031.63.72

5.3.4 Rezeptorspezifitdt des AT2R-Agonisten Compound 21

Auch far Compound 21 konnte eine spezifische Wirkung Uber den AT2-Rezeptor ge-
zeigt werden. Zum einen konnten die durch Compound 21 (C21) vermittelten Wirkun-
gen durch den AT2-Rezeptor-Antagonisten PD123319 aufgehoben werden. Zum ande-
ren konnte C21 in AT2-Rezeptor-defizienten Zellen keine Effekte auslosen. C21 scheint
daher selektiv am AT2-Rezeptor zu binden. Diese Ergebnisse werden durch eine Viel-

zahl von Studien gestiitzt. %413

5.4 Experimente zur Interaktion von MasR und AT2R

5.4.1 Kostimulation von MasR und AT2R

Sowohl der Rezeptor Mas als auch der AT2-Rezeptor fihren bei Einzelstimulation zu
einer Erhohung der CX3CR1-Expression. Wenn zwei Rezeptoren die gleiche Wirkung
haben, kdnnen sich bei zeitgleicher Stimulation beider Rezeptoren die Effekte addieren,
potenzieren oder dem Wert der Einzelstimulation entsprechen. Es zeigte sich kein addi-
tiver Synergismus zwischen dem AT2-Rezeptor und dem Rezeptor Mas. Im Gegenteil
entsprachen die Werte unter Kostimulation beider Rezeptoren etwa denen der Einzel-
stimulation. Nach dem Wissen der Autorin sowie aller an diesem Projekt Beteiligten, ist
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die vorliegende Arbeit die erste Studie, welche die Effekte unter zeitgleicher Stimulation
beider Rezeptoren untersucht. Jedoch existieren mehrere Publikationen, welche die
Auswirkungen einer zeitgleichen Applikation von Angiotensin Il und Angiotensin-(1-7)
untersuchen. Hierbei verweisen die jeweiligen Autoren jedoch entweder darauf, dass es
sich bei den Angiotensin-lI-Wirkungen um AT1R-Effekte handelt oder es kann nicht

festgestellt werden, tiber welchen Rezeptor die Wirkungen vermittelt werden, ®137139

5.4.2 MasR-Funktion bei funktioneller Inaktivierung des AT2R

Wie in Kapitel 4.3.2.1 gezeigt, fihrte eine Antagonisierung mit PD123319 zu einer sig-
nifikanten Hemmung der Angiotensin-(1-7)-vermittelten Effekte. Dieses ,PD-Phanomen*
wurde bereits von zahlreichen Autoren verschiedenster  Arbeitsgruppen

beschrieben, 3031:66-7173.7584 Eq \war Ausgangspunkt und Anlass fiir die vorliegende Ar-

beit (siehe auch Kapitel 2.4). Fur einige Autoren waren diese Beobachtungen Grund
erstmals Uber funktionelle Interaktionen und Dimerisierungen von AT2R und MasR zu
spekulieren. 6828392 Es 5ol allerdings auch erwahnt werden, dass AT2-Rezeptor-
Antagonisten unter bestimmten Versuchsbedingungen die Angiotensin-(1-7)-
vermittelten Effekte nicht inhibieren. 8%’

Uberdies fihrt ein funktioneller Knockout des AT2-Rezeptors zur Inhibition der Wirkung
von Angiotensin-(1-7). Die Stimulation des Rezeptors Mas fuhrt somit nur in Wildtyp-
Astrozyten, nicht aber in AT2R-Knockout-Zellen zu einem signifikanten Anstieg der
CX3CR1-Expression. Dies und die Tatsache, dass PD123319 zu einer signifikanten
Hemmung der Angiotensin-(1-7)-vermittelten Wirkungen fuhrt, deutet stark auf eine In-
teraktion zwischen dem Rezeptor Mas und dem AT2-Rezeptor hin. Publizierte experi-
mentelle In-vitro-Versuche zur Angiotensin-(1-7)-Wirkung in AT2R-KO-Zellen existieren
nicht. Lediglich eine 2012 von Gembardt und Mitarbeitern veroffentlichte Studie unter-
suchte die Auswirkungen einer AT2-Rezeptor-Defizienz auf die Angiotensin-(1-7)-
Funktion in vivo. Hierbei erwiesen sich die durch Angiotensin-(1-7)-vermittelten Blut-
druckwirkungen als stabil und waren auch in AT2R-KO-Tieren auslosbar. **° Dabei ste-
hen die Ergebnisse von Gembardt et al. nicht im Widerspruch zu den in Kapitel 4.3.2.2
prasentierten Daten. Verschiedene Faktoren sind in der Lage die Interaktionen zwi-
schen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu beeinflussen. So konnten Abd Alla et al.
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belegen, dass die Glucosekonzentration sowie das Vorkommen von Chaperonen malf3-
gebliche Auswirkungen auf die Proteinreifung und damit die Interaktionen zwischen Re-
zeptoren hat. *® Zudem konnten Waldhoer und Mitarbeiter nachweisen, dass das Auftre-
ten von Dimeren von Opioidrezeptoren abhangig vom jeweiligen Gewebetyp ist. 1** Es
ware daher gut vorstellbar, dass auch die funktionelle Interaktion zwischen MasR und
AT2R gewebespezifisch auftritt. Das Auftreten des ,PD-Phanomens” in einigen Publika-
tionen sowie die Widerlegung eben jenes Phanomens in anderen Studien scheint diese

Moglichkeit zu starken.

5.4.3 AT2R-Funktion bei funktioneller Inaktivierung des MasR

A-779, ein spezifischer Antagonist am Rezeptor Mas, fuhrte zu einer vollstandigen Inhi-
bition der C21-vermittelten Effekte. Dies wurde bislang in keiner Studie gezeigt. Es exis-
tieren jedoch Studien, welche belegen, dass Angiotensin-ll-vermittelte Effekte durch
A-779 gehemmt werden kdénnen. Diese Publikationen sind im Einklang mit den hier dar-
gestellten Ergebnissen, verwenden jedoch statt dem selektiven AT2R-Agonisten C21
das naturlich vorkommende Angiotensin Il. Dabei bleibt jedoch unklar, ob die
Angiotensin-ll-vermittelten Effekte durch den AT1- oder AT2-Rezeptor vermittelt wer-

den 142-144

C21 fuhrt durch Bindung am AT2-Rezeptor zur vermehrten Expression von CX3CRL1.
Sowohl die Mas-Rezeptor-Defizienz der Astrozyten als auch die Antagonisierung des
Rezeptors Mas mittels A-779 konnten diese Wirkung inhibieren. Eine funktionelle Inter-
aktion zwischen beiden Rezeptoren ist unter diesem Aspekt wahrscheinlich. Zum Zeit-
punkt des Entstehens und der Auswertung dieser Arbeit lag nur eine Studie zur AT2-
Rezeptor-Funktion unter MasR-Defizienz vor. Lemos et al. hatten die durch AT2R-
Stimulation hervorgerufene Vasodilataton von Aortenringen untersucht. Diese war so-
wohl bei Wildtyp- als auch bei MasR-KO-M&usen nachweisbar. *** Es scheint somit,
dass es auch Konstellationen gibt, unter denen eine MasR-Inhibition nicht zu einer ver-
minderten AT2R-Funktion fiihrt. Die N&hrstoffkonzentrationen in der Umgebung der Zel-
le oder Gewebsspezifitaten von Rezeptorinteraktionen kénnen hierbei von essentieller

Bedeutung sein. 4!
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5.4.4 TNFa als Positivkontrolle

Im Gegensatz zu den Versuchen in Wildtyp-Astrozyten zeigte die Stimulation der
Knockout-Zellen mit Agonisten keinen Effekt auf die CX3CR1-Expression. So erzielte
beispielsweise in MasR-Knockout-Zellen weder der Agonist des Mas-Rezeptors noch
des AT2-Rezeptors eine Wirkung. Zur Validierung der Methode und Versuchssensitivi-
tat wurden die Versuche unter MitfUhrung einer Positivkontrolle wiederholt. Hierbei
konnten die Ergebnisse bestatigt werden und eine signifikante Regulation der CX3CR1-
Expression unter TNFa gezeigt werden. Der nachgewiesene hochsignifikante Unter-
schied zwischen der Stimulation in Wildtyp- und Knockout-Astrozyten ist daher durch
funktionelle Interaktion der beiden Rezeptoren erklarbar. Die CX3CR1-Expression in
kultivierten Astrozyten nach TNFa-Stimulation ist Gegenstand mehrerer Publikatio-
nen. 24140147 pie Experimente der Arbeitsgruppe um Luo wurden, dhnlich den Experi-
menten dieser Arbeit, in Astrozyten der Maus durchgefuhrt. Sowohl Luo et al. als auch
die Daten dieser Arbeit belegen, dass eine TNFa-Stimulation von Kkultivierten

Mausastrozyten zu einer Suppression der CX3CR1-Expression fiihrt. *4

5.5 Maogliche Ursachen von funktioneller Interaktion und fehlendem
additiven Synergismus

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Hemmung eines Rezeptors auch zur
Inhibition des anderen Rezeptors filhrt, was als Transinhibition bezeichnet wird. **® Eine
zeitgleiche Stimulation von MasR und AT2R fihrt zu keinem Effekt, der Uber eine Ein-
zelstimulation hinausgehen wirde. Dies deutet darauf hin, dass sich beide Rezeptoren
in ihrer Funktion maf3geblich beeinflussen. Diese Interaktion kann auf verschiedenen
Ebenen stattfinden. ****° Folgende Rezeptorinteraktionen (siehe auch Abbildung 5.3)

sind denkbar:

1. Durch Bildung von Dimeren oder Oligomeren kdnnten die Rezeptoren direkt mit-
einander interagieren. Durch den engen raumlichen Kontakt kbnnte die Bindung
eines Antagonisten zu einer Konformationsanderung beider Rezeptoren fihren

und damit auch die Affinitdt zum Agonisten des anderen Rezeptors beeinflussen.
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2. Ferner kobnnten intrazellulare Signaltransduktionsproteine miteinander interagie-
ren. Die Signaltransduktionswege des AT2-Rezeptors sowie des Rezeptors Mas
sind Gegenstand intensiver Forschung und bislang in ihrem Ausmal3 nur unvoll-
standig aufgeklart. *** Daher kann tiber mogliche intrazellulare Proteininterak-
tionen nur gemutmalf3t werden. Eine mdgliche Verknipfung beider Signalkaska-
den st die Tyrosinkinase Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-1 (SHP-1). Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dass eine
Stimulation des AT2R SHP-1 aktiviert. 1** Gava et al. konnten 2009 belegen,
dass auch die Bindung von Ang-(1-7) an den MasR SHP-1 stimuliert. **. Dies
wurde 2014 durch Tao und Mitarbeiter bestatigt. '*> Neben SHP-1 koénnten
ERK1/2 oder NF-kB Verkniipfungen beider Signalkaskaden darstellen. ®-1°3154

Da beide Rezeptoren jedoch multiple Signalkaskaden initiieren kdnnen, bedarf

es weiterer Abklarung um die Bedeutung dieser Signaltransduktionsproteine fur

die Interaktion von MasR und AT2R zu bestimmen.

3. Ein funktionsfahiger Rezeptor konnte Uberdies fur die Synthese von

Signaltransduktionsproteinen des anderen Rezeptors notwendig sein.

4. Die Existenz eines aktiven Rezeptors konnte die Expression des anderen Rezep-

tors induzieren.

5. Ein Teil der Transinhibitionswirkung kénnte durch unspezifische Bindungen der
Antagonisten am fremden Rezeptor erklarbar sein. Mit Hinblick auf die Ergeb-
nisse aus den Knockout-Astrozyten sowie bereits publizierter Bindungsstudien,
welche eine spezifische Bindung der Antagonisten am jeweiligen Rezeptor bele-

21,63
]

gen scheint dies jedoch unwahrscheinlich.

6. Die Stimulation eines Rezeptors kdnnte zur Freisetzung des Agonisten des an-

deren Rezeptors fuhren. Somit ware eine Rezeptorfunktion direkt an die andere

gekoppelt.
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Abbildung 5.3: Vereinfachte schematische Darstellung mdglicher Ursachen fiir Rezeptortransinhibition und fehlen-
den additiven Synergismus dhnlich Lyngsg et al. **° 1. Dimersierung/Oligomerisierung, 2. Interaktion von Signaltrans-
duktionsproteinen, 3. veranderte Expression von Signaltransduktionsproteinen, 4. Anderung der Rezeptorexpression,

5. unspezifische Bindung der Antagonisten, 6. Sekretion von Rezeptorliganden.

Obwohl die vorliegende Arbeit eine funktionelle Interaktion beider Rezeptoren belegt,
kann sie nicht deren Art erklaren. Die ersten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, wel-
che bereits auf eine Transinhibition hindeuteten, waren jedoch Ausgangspunkt flr wei-
tere Forschungsprojekte unserer Arbeitsgruppe. So konnte mittels Foérster-Resonanz-
energietransfer (FRET) die Dimerisierung von AT2R und MasR bewiesen werden. **°
Eine Bildung von Heterodimeren kann die Funktion von Rezeptoren maf3geblich beein-

flussen. So kann die Rezeptorwirkung innerhalb des Dimers gehemmt, %%/

ver-
starkt %1% oder unverandert sein. Im Fall von GABAg; und GABAg,-Rezeptoren sowie
bestimmten Chemokinrezeptoren ist die Heterodimerisierung essentiell fur die
Rezeptorfunktion und -expression. **°*®* Die Zusammenschau der FRET-Experimente
sowie der vorliegenden Arbeit deutet das Vorliegen eines Rezeptordimers an, bei wel-

chem die Rezeptorfunktion vom aktiven Dimerisierungspartner abhéangig ist.
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5.6 Medizinische und biologische Bedeutung von funktioneller In-
teraktion und Dimerisierung von MasR und AT2R

Die Erforschung von Interaktionen zwischen Sieben-Transmembrandomanen-Rezepto-
ren ist eine Doméane der Grundlagenforschung. Sie dient daher in erster Linie dazu, mo-
lekulare Vorgange besser zu verstehen. Dennoch erlangte die Identifikation funktio-
neller Rezeptorinteraktionen in den vergangenen Jahren auch klinische Bedeutung und
konnte zur Aufklarung der Pathogenese verschiedener Erkrankungen beitragen. So
konnten AbdAlla und Mitarbeiter zeigen, dass die Bildung von Rezeptordimeren bei der
Entstehung von Praeklampsie und Morbus Alzheimer eine Rolle spielen
kann. 14102198159 Aych bej kardiovaskularen Erkrankungen wie Hypertonie und Arterio-
sklerose sind Dimere maRgeblich beteiligt. °%® Beispielsweise tragen Heterodimere
von AT1R und B2-Bradykinin-Rezeptor zur Entstehung von bestimmten Formen des
arteriellen  Hypertonus bei. %% Uberdies liefert die Erforschung von
Rezeptorinteraktionen bedeutende Beitrage fir die medikamentdse Therapieplanung
und Medikamentenentwicklung. Barki-Harrington und Mitarbeiter konnten 2003 zeigen,
dass Transinhibitionsphanomene zwischen dem [-Adrenorezeptor und dem
Angiotensin-Il-Rezeptor Typ 1 existieren. ' Diese Transinhibitionsphanomene waren
auf eine Dimerisierung zuriickzufihren. Damit konnte gezeigt werden, dass Kombinati-
onstherapien aus Betablockern und AT1-Rezeptor-Antagonisten nicht sinnvoll waren.
Dies war auch in groRen Patientenstudien bestétigt worden. **2*%* Dimere von Sieben-
Transmembrandoméanen-Rezeptoren gelten weiterhin als vielversprechender Angriffs-
punkt neuer Medikamente. Einigen Forschergruppen ist es bereits gelungen, Medika-
mente zu entwickeln, welche an den Dimeren, nicht aber an den Rezeptormonomeren
binden. ***®® Durch die hohere Bindungsspezifitat scheinen diese Medikamente weni-
ger Nebenwirkungen als die bisherigen Préaparate zu haben. So bindet das Substrat N-
naphthoyl-beta-naltrexamine (NNTI) selektiv an Heterodimere aus p- und k-
Opioidrezeptor, wirkt analgetisch und entfaltet dabei weniger unerwtinschte Effekte als
Vergleichsstoffe. > Es wird geschétzt, dass 25 % aller verschriebenen Medikamente an
Sieben-Transmembrandomé&nen-Rezeptoren binden. *® G-Protein-gekoppelte Rezepto-
ren bzw. Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptoren liegen in der Regel als Dimer

167,168 Die

oder Oligomer vor Erforschung von Rezeptorinteraktionen wie
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Dimerisierungen scheint folglich grol3e Moglichkeiten fur die Entwicklung neuer

Pharmaka zu bieten.

Die physiologische Bedeutung von Dimerisierung und Rezeptorinteraktionen scheint in
einer Erhdhung der Vielfalt von Reaktionsmdglichkeiten der Zelle zu liegen. Rezeptor-

interaktionen kdnnen dabei fir die Feinregulierung von Rezeptorfunktionen dienen. **°

5.7 Funktionelle Interaktionen und Dimerisierungen im Renin-Angio-
tensin-System

Interaktionen  zwischen  Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptoren, die  auf
Dimerisierungen zurtickzufihren sind, wurden bereits mehrfach beschrieben. Dies gilt
auch fir die Rezeptoren des Renin-Angiotensin-Systems. So konnten Homodimere des
AT1R *%317% ynd AT2R ***"! nachgewiesen werden. Ferner wurden die Existenz von
Heterodimeren zwischen AT1R und AT2R **° sowie zwischen AT1R und MasR *’ be-
legt. Homo- und Heterodimere von Rezeptoren des RAS sind an der Pathogenese ver-
schiedener Erkrankungen, wie der Alzheimer-Demenz, der Praeklampsie, der arteriellen

Hypertonie und der Arteriosklerose beteiligt.}41021°8:139.162163  (jhar

Rezeptorinter-
aktionen durch Dimerisierung zwischen AT2R und MasR liegt bislang keine Studie vor.
Diese Arbeit kbnnte daher eine wichtige Licke schlieBen und einen bedeutenden Bei-
trag zum Verstandnis der vielfaltigen Rezeptorinteraktionen im Renin-Angiotensin-

System leisten.

5.8 Limitationen der vorliegenden Arbeit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise auf eine funktionelle Interaktion zwischen AT2R
und MasR. Jedoch ist zu beachten, dass dabei nur die Expression eines Gens in einem
Modellorganismus (kultivierte murine Astrozyten) untersucht wurde. Ob die Ergebnisse
auch mit anderen Zellkulturen, Spezies, Versuchsprotokollen oder in vivo replizierbar
sind, bleibt ungeklart. Weitere Untersuchungen sollten daher prifen, ob es sich bei der
Rezeptorinteraktion zwischen AT2R und MasR um ein allgemeingultiges Prinzip han-
delt. Zur Bestatigung der Rezeptordimerisierung und ihrer Auswirkungen kdnnten Tech-
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niken wie Koimmunoprazipitation oder Ligandenbindungsstudien zur Anwendung kom-

men.
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