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Zusammenfassung

Hintergrund: Die Angiotensin 1I-Typ-1-Rezeptoren (AT1R) sind 7-Transmembran-
und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die mechanisch aktiviert werden konnen. Der
native Agonist Angiotensin Il (Ang II) stimuliert sowohl den klassischen G-Protein-
abhangigen als auch den alternativen [-Arrestin-2-vermittelten Weg, wahrend der
funktionell selektive Agonist Sar, lle-Angiotensin 1l (S 1) nur den alternativen Weg
aktiviert. Diese funktionelle Selektivitat verspricht vorteilhafte therapeutische Effekte
bei  kleinem  Nebenwirkungsspektrum  gegentuber dem  konventionellen
Rezeptoragonismus. Der myogene Tonus ist die angeborene, autoregulatorische
Fahigkeit kleiner Arterien — insbesondere der Arteriolen — sich bei steigendem
Perfusionsdruck zu kontrahieren oder bei sinkendem Perfusionsdruck zu erweitern,
um die Organperfusion konstant zu halten, ohne dass das autonome Nervensystem
aktiviert wird.

Fragestellung: In dieser Studie wurde anhand verschiedener muriner Tiermodelle die
Hypothesen untersucht, ob 1) der Angiotensin Il Typ-la-Rezeptor der vorherrschende
Rezeptorsubtyp bei der Regulation des myogenen Gefal3tonus ist und ob 2) der
myogene Tonus uUber den klassischen Ggni-Protein-gekoppelten und/oder den
alternativen B-Arrestin vermittelten Signalweg vermittelt wird.

Methoden: Agtrla**, Agtrla’” und Tamoxifen-induzierbare glatte Muskelzell-
spezifische Einzel- oder Doppel-Knockout-Mause (SMMHC-Agtrla’™ x Agtrib’)
wurden fir die isolierte Nierenperfusion verwendet, um Unterschiede des
Perfusionsdrucks in den jeweiligen Gruppen zu messen und diese in Relation zu
setzen. Um eine Beteiligung der untersuchten Signaltransduktionswege beurteilen zu
kénnen, wurden Substanzen wie der native Agonist Ang Il, der funktionell selektive
Agonisten S 1l und der Gagai-Inhibitor FR900359 verwendet.

Ergebnisse: Die myogene und Ang ll-abh&ngige Vasokonstriktion waren unauffallig
in der perfundierten Niere von Agtrlib”’ Mausen, jedoch vermindert in perfundierten
Nieren von Agtrla’- Mausen. Der selektive Gagz11-Inhibitor verringerte den myogenen
Tonus und die Ang ll-abhangige Vasokonstriktion, wahrend der B-Arrestin-abhangige
Ligand S Il keinerlei Wirkung auf den Perfusionsdruck zeigte.

Schlussfolgerung: Mechanisch aktivierte AT1laR vermitteln die myogene Auto-

regulation in perfundierten Nierenarterien Gber kanonische Ggn1-Signalwege.
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Abstract

Background: The AT1 receptors are seven-transmembrane- and well described
mechano-activated G-Protein-coupled receptors. The balanced agonist Angiotensin
Il (Ang II) stimulates both the classical G-protein-dependent pathway and the
alternative B-arrestin-2 pathway, whereas the biased agonist Sar, lle-Angiotensin Il (S
[I) only activates the alternative pathway. This selective activation promises beneficial
therapeutic effects, with a small spectrum of side effects, compared to conventional
agonism. The myogenic tone is an inherent, auto-regulatory ability of small arteries —
especially of the arterioles — to contract in response to increasing perfusion pressure
or to dilate in response to decreasing perfusion pressure to maintain constant organ
perfusion without activating the autonomic nervous system.

Question: This study used various murine animal models to investigate the
hypotheses of 1) whether the Angiotensin Il type 1a receptor is the predominant
receptor subtype in the regulation of myogenic vascular tone and 2) whether myogenic
tone is elicited via the classical Ggi11-protein-coupled and/or the alternative B-arrestin-
mediated signalling pathway.

Methods: Agtrla**, Agtrla’and tamoxifen-inducible smooth muscle cell-specific
single or double knockout mice (SMMHC-Agtrla’ x Agtrlb”) were used for the
perfusion of isolated kidneys to measure differences in perfusion pressure in the
respective groups and to relate them to each other. In order to assess the involvement
of the signal transduction pathways studied, we used compounds such as the native
agonist angiotensin Il, the functionally selective agonist Sar, lle- Ang Il and the Gagn1
inhibitor FR900359.

Results: Myogenic and Ang ll-dependent vasoconstriction was normal in perfused
kidneys of Agtrlb”’-mice but fell in Agtrla’mice. The Gag11 blocker reduced myogenic
tone and Ang Il-dependent vasoconstriction, whereas the (3-arrestin-biased agonist S
Il had no effect.

Conclusion: Mechano-activated AT1aR mediate myogenic autoregulation in perfused

renal arteries via canonical Gga1 signalling pathways.



1. Einleitung

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und die Angiotensin-Rezeptor-
vermittelte Signaltransduktion

Die Niere ist ein lebenswichtiges Organ, welche fir die Ausscheidung harnpflichtiger
Substanzen sowie die Regulation des Saure-Basen-Haushalts und der Elektrolyte
(Kasper et al., 2016) verantwortlich ist. Sie ist neben der Leber an der Gluconeogenese
beteiligt, ist Zielorgan sowie Bildungsort verschiedener Hormone und an der

Blutdruckregulation beteiligt (Silbernagl et al., 2010).

Das proteolytische Enzym Renin, welches von Zellen des juxtaglomeruldren Apparats in
der Niere synthetisiert wird, steuert die Synthese von Angiotensin Il (Ang Il). Renin spaltet
Angiotensin | (Ang I) aus Angiotensinogen (Atlas, 2007), welches wiederum im Anschluss
durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) zu Ang Il gespalten wird. Dieses
Peptidhormon spielt eine wichtige Rolle fur die Regulation von Elektrolythaushalt und
Blutdruck (Sparks et al., 2014).

Ang 1l entfaltet seine Wirkung Uber zwei mogliche Subtypen aus der Familie der 7-
Transmembrandomanenrezeptoren (7TMR), dem Angiotensin Il Typ-1-Rezeptor (AT1R)
und dem Angiotensin Il Typ-2-Rezeptor (AT2R), denen gegensatzliche Wirkungsweisen
zugeschrieben werden (Porrello et al., 2009; Turu et al., 2019). AT2R wirken vorwiegend
wachstumshemmend und apoptotisch (Iriki et al., 1976) Uber die Aktivierung von Gi-
Proteinen und Tyrosin-Phosphatasen (Porrello et al., 2009). AT2R sind vor allem in
Geweben von Feten und Neonaten stark exprimiert, wohingegen sie bei Erwachsenen
sparlich vertreten sind (Iriki et al., 1976). Der AT1R hingegen ist vornehmlich an der
Entstehung von Gefal3pathologien im Zusammenhang mit arteriellem Hypertonus
beteiligt (Sparks et al., 2011; Violin & Lefkowitz, 2007).

Ang Il wirkt vasokonstriktorisch auf glatte Muskelzellen in Blutgefal3en und induziert die
Freisetzung von Vasopressin in der Neurohypophyse und von Aldosteron aus der
Nebennierenrinde. Es wirkt damit blutdrucksteigernd (Balakumar & Jagadeesh, 2014;
Silbernagl et al.,, 2010) und ist somit moglicher Angriffspunkt fir medikamentdse
Therapien (Gomes et al., 2016; Zou et al., 2004).

Der Mensch besitzt nur eine Form des AT1R, wohingegen bei Nagern zwei
Rezeptorisoformen bekannt sind, die auf zwei verschiedenen Genen basieren (Hercule
et al., 2007; Iwai & Inagami, 1992; Madhun et al., 1993). Das Gen ,Agtrla“ codiert fir den



Angiotensin Il Typ-la-Rezeptor (AT1laR), das ,Agtrlb“-Gen fur den Angiotensin Il Typ-
1b-Rezeptor (AT1bR) (Oliverio et al.,, 1998). Hierbei unterscheiden sich die
Rezeptorexpression je nach Gewebe: in kardiovaskularem Gewebe wird vor allem der
AT1l1aR exprimiert. In der Nebenniere und im Hypophysenvorderlappen dominieren die
AT1bR (Guo et al., 2001; Ito et al., 1995).

ATla-Rezeptoren

Die Angiotensin II-Rezeptoren Typ 1 und Typ 2 gehoren zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, welche mit G-Proteinen interagieren, die der Ggai-Familie
angehdren (Ahn, Wei, et al, 2004). Sie sind an einer Vielzahl von
Signaltransduktionsprozessen beteiligt, die Uber eine Rezeptoraktivierung vermittelt
werden. Gut erforscht ist der sogenannte ,klassische®, G-Protein vermittelte Weg.
Hierbei sind der Rezeptor und der G-Protein-Komplex im inaktiven Zustand nicht
miteinander, sondern mit der Membran assoziiert. Wird der AT-Rezeptor durch einen
Agonisten aktiviert, bindet dieser an den G-Protein-Komplex, und fuhrt zur Abspaltung
von Guanosindiphosphat (GDP) (Benovic & Keen, 2004). Der nun freie Rezeptor-Protein-
Komplex besitzt eine erhéhte Affinitat fir Guanosintriphosphat (GTP), welches am G-
Protein bindet. Dies fuhrt zur Dissoziation des heterotrimeren G-Proteins in eine a- und
eine By-Untereinheit (Lin & Smrcka, 2011), die fortan Enzyme, wie beispielsweise die
Phosphoinositidphospholipase C (auch Phospholipase C, PLC ) aktivieren kann
(Hamm, 1998; Svoboda et al., 2004). Die Phospholipase C wiederum spaltet
Phosphatidylinositolbisphosphat  (PIP2) in die ,Second Messenger® Molekile
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) (Rakesh et al., 2010). IP3 verursacht
Uber eine Bindung an den IP3-Rezeptor einen Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration und fuhrt zu einer Veréanderung des Zellstoffwechsels (Hanson et
al., 2004). DAG kann in Verbindung mit Calciumionen (Ca?") gemeinsam die
Proteinkinase C (PKC) aktivieren, die eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion
spielt. Weiterhin kommt es zur Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen (Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), Insulinrezeptor), des nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-kB) und von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
(Balakumar & Jagadeesh, 2014; Zimnol et al., 2017). Diese beginstigen die Expression
proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren (Balakumar & Jagadeesh, 2014). In
Abbildung 1 ist der ,klassische Weg“ der Gga1i-Rezeptoraktivierung noch einmal

schematisch dargestellt.



Ein weiterer Pfad der Signaltransduktion nach Aktivierung des AT1-Rezeptors lauft Gber
sogenannte ,Mitogen-aktivierte Proteinkinasen“ (MAPK) wie die extrazellular
signalregulierte Kinase (ERK) 1/ 2 (Ahn, Shenoy, et al., 2004; Balakumar & Jagadeesh,
2014). Dartber hinaus kann durch Ligandenbindung am AT1-Rezeptor eine Assoziation
des C-Terminus des AT1-Rezeptors mit der Janus-Kinase (JAK) 2 erfolgen, welches die
Mobilisation der Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (STAT-Proteine)
in den Zellkern bewirkt und eine Aktivierung des Jak2-STAT3-Signalwegs auslosen kann
(Balakumar & Jagadeesh, 2014; Zou et al., 2004). AT1R sind ebenfalls in der Lage an
Gain- und Gaizns-Proteine zu koppeln und Signalkaskaden dber die Inhibition der
Adenylatzyklase, die Aktivierung der Phospholipase D und der Rho-Kinase zu vermitteln,
die final zu einer Regulation von L-Typ Cavl.2-Kandlen in glatten Muskelzellen fuhren
kénnen (Hunyady & Catt, 2006; Turu et al., 2019; Wang et al., 2018).

Infolge der Rezeptoraktivierung gibt es neben diesem ,klassischen® einen weiteren
Signalweg, bei dem der Rezeptor von G-Protein-gekoppelten Rezeptor-Kinasen (GRK)
phosphoryliert wird (Gurevich & Gurevich, 2019). Diese Phosphorylierung erméglicht das
Rekrutieren zytosolischen B-Arrestins an den Rezeptor (Hodavance et al., 2016;
Lefkowitz, 2013; Shenoy & Lefkowitz, 2011) und bewirkt dessen allosterische Hemmung.
B-Arrestin spielt somit eine entscheidende Rolle im Prozess der Rezeptor-
desensibilisierung (Zidar et al., 2009), bei dem der Rezeptor bei erneuter
Ligandenbindung keine Reaktion mehr auslésen kann (Guo et al., 2001; S. Rajagopal et
al., 2011).

B-Arrestine kbnnen als Adapterproteine, Signalwandler und Gerust fir bestimmte Signal-
molekile wirken (Ahn, Wei, et al., 2004). Sie sind in der Lage Transduktionskaskaden
unabhéngig von und parallel zu G-Protein-abhangiger Signalvermittlung zu aktivieren
(Grisanti et al., 2018; Li et al., 2018). AulRerdem konnen B-Arrestine mit vielen
endozytotischen Proteinen und Signalmittlern wie Clathrin und dem Clathrin-Adapter-
Komplex AP2 (siehe Abb. 1) interagieren, so dass ihnen eine besondere Relevanz bei
der Rezeptor-Internalisierung zugeschrieben wird (Kule et al., 2004; Ma & Pei, 2007).
Zusatzlich ist B-Arrestin 2 an der MAPK-Aktivierung beteiligt, dabei insbesondere an
jener der ERK 1/ 2 (Ahn, Wei, et al., 2004).

Derzeit sind vier Subtypen von B-Arrestin bekannt (Ahn, Shenoy, et al., 2004; Nuber et
al., 2016), von denen zwei eine Rolle bei der AT1aR Signaltransduktion spielen (Gesty-
Palmer et al., 2006). B-Arrestin 1 und 2 haben gegensatzliche Wirkungen auf die AT1a-



rezeptorvermittelte ERK Signalisierung. Wahrend B-Arrestin 1 ein Inhibitor ist, aktiviert 3-
Arrestin 2 die ERK 1 / 2 nach erfolgter AT1aR-Stimulation (Gesty-Palmer et al., 2006;
Hodavance et al., 2016; Hoffmann et al., 2008).

Nach der Bindung des Agonisten Ang Il am ATlaR kdnnen zwei mdgliche Signal-
kaskaden stimuliert werden, welche durch unabhangige Mechanismen zur Aktivierung
von ERK 1/ 2 fuhren (Ahn, Shenoy, et al., 2004).

Zum einen erfolgt die Aktivierung am AT1R also durch die klassische G-Protein-
abhangige und zum anderen durch die B-Arrestin-vermittelte Signalgebung (Ahn, Wei, et
al., 2004). Diese beiden Signalwege unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Kinetik (Kovacs
et al., 2009). Wahrend der Gg11-abhangige Weg sehr kurzlebig ist und schnell ablauft, ist
der B-Arrestin Weg bestandig und lang andauernd (Ahn, Shenoy, et al., 2004). Weiterhin
gibt es einen Unterschied bezlglich der Lokalisation der aktivierten ERKs. Durch Gagu1
werden besonders die ERKs im Zellkern stimuliert, wohingegen B-Arrestin diejenigen im
Zytosol aktiviert (Aplin et al., 2007). Dies deutet darauf hin, dass es unterschiedliche
physiologische Endpunkte der ERK-Aktivierung gibt (Kim et al., 2005; Patel et al., 2010).
Wie in Abbildung 1 dargestellt, aktivieren nukledre ERKs die Gentranskription, die fur
zellulare Differenzierung, Proliferation und das Wachstum notwendig ist. Zytosolische
ERKs hingegen fuhren zu einer verminderten Phosphorylierung zytoplasmatischer
Proteine und damit zu einer Regulation von Zellmobilitat und Apoptose (Cervantes et al.,
2010). Auf diesem Wege sorgt die B-Arrestin-abhangige ERK-Aktivierung fur eine
Regulierung der Proteinsynthese Uber die MAPK-interagierende Serin/Threonin-Kinase
1 (MNK1) sowie die anti-apoptotische Signalgebung durch Steuerung der
Phosphorylierung des BCL2-assoziierten Agonisten des Zelltods (BAD) (Wang et al.,
2018).

Auch fur den Gefalimuskeltonus scheint die ERK-Aktivitat eine wichtige Rolle zu spielen:
So konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass bei arteriellem Hypertonus die ERK-
Aktivitat in glatten GefalBmuskelzellen erhoht ist (Roberts, 2012). Durch Hemmung der
ERK-Aktivierung konnte die Vasokonstriktion sowie die Zellproliferation reduziert werden
(Roberts, 2012).



Funktionelle Selektivitat an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Wie oben bereits beschrieben, kdénnen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRS)
komplexe Signaltransduktionswege aktivieren. Neben klassischen Liganden, die eine
Interaktion von GPCRs mit assoziierten G-Proteine stimulieren, gibt es einen weiteren
Ligandentyp, sogenannte ,funktionell selektive“ oder ,biased“ Liganden, welche G-
Protein-unabhangig interagieren (S. Rajagopal et al., 2011; Whalen et al., 2011). Die
funktionelle Selektivitdt bezieht sich auf die Eigenschaft einiger Liganden, GPCR an
verschiedene, ,ausgewahlte“ Effektoren zu koppeln und somit ein Liganden-spezifisches
Signaltransduktionsprofil zu erzeugen, wahrend native oder ,balanced” Agonisten
gleichsam auf allen mdglichen nachgeschalteten Signalwegen des Rezeptors wirken
(Kenakin, 2007; Kendall et al., 2011).

,Biased“ Liganden sind in der Lage spezifische Teilkaskaden einer Rezeptorantwort zu
vermitteln und kdnnen somit genutzt werden bestimmte Signalwege prazise zu steuern.
Sie werden als vielversprechende neue Therapeutika betrachtet, die ein deutlich
kleineres Nebenwirkungsspektrum haben als die vollwertigen Agonisten (S. Rajagopal et
al., 2011; Reiter et al., 2012). Funktionell selektive B-Arrestin-Liganden stabilisieren nach
Bindung an den GPCR bestimmte Konformationen des Rezeptors (Rakesh et al., 2010)
und interagieren mit ausgewahlten Signalmolektlen, um eine spezifische intrazellulare
Teilkaskade zu aktivieren und diese in Dauer und Signalstdarke zu modulieren
(Hodavance et al., 2016).

Der AT1aR, ein GPCR, ist ein vielversprechender Ansatzpunkt fir die Behandlung von
Erkrankungen des kardiovaskularen Systems. Uber den klassischen G-Protein-
abhangigen Signalweg wird nach Ligandenbindung (Ang IlI) eine Vasokonstriktion
vermittelt. Der AT1-Rezeptor ist somit an der Entstehung von arteriellem Hypertonus und
einer Herzmuskelhypertrophie tber die Aktivierung von Gga11 beteiligt (Grisanti et al.,
2018). Zusatzlich aktiviert Ang Il auch den B-Arrestin-Signalweg, welcher sowohl fur die
Rezeptordesensibilisierung und -internalisierung als auch fur die G-Protein unabhangig
vermittelten Wachstums- und Uberlebensmechanismen der Zelle verantwortlich ist
(Luttrell & Lefkowitz, 2002).

Arterieller Bluthochdruck ist weiterhin weltweit der wichtigste Risikofaktor fir den Tod
durch eine Herz-Kreislauf-Erkrankung (Ercu et al., 2020). Gemal} aktueller Leitlinien

(Williams et al., 2018) werden im klinischen Alltag ACE-Hemmer und/ oder Angiotensin-



Rezeptor-Blocker (ARB) als Therapeutika eingesetzt, die die erwahnten, negativen G-
Protein vermittelten Effekte verhindern sollen.

Zur gleichen Zeit jedoch blockieren diese Substanzen die potenziell niitzliche B-Arrestin
vermittelte Wirkung. Ein neuer Therapieansatz erforscht nun funktionell selektive
Agonisten fir den AT1R, welche die klassische Signalkaskade der G-Protein-Aktivierung
und damit die schéadliche Gg11-vermittelten Effekte umgehen, andererseits B-Arrestin G-
Protein-unabhangige Signalwege anstol3en und somit kardioprotektive Mechanismen
fordern sollen (Grisanti et al., 2018).

Solche Substanzen sind beispielsweise Trevena 120027 (TRV027), die Sar, lle -
Angiotensin Il (S 1) als Hauptbestandteil besitzen und als funktionell selektive f—Arrestin
Liganden des AT1R fungieren (Holloway et al., 2002). Einige befinden sich bereits in der
klinischen Phase der Medikamentenzulassung (Wisler et al.,, 2018). Bisherige
Forschungsergebnisse sind vielversprechend: So konnten Lefkowitz et al. zeigen, dass
nach Behandlung mit S Il das Fortschreiten eines Herzversagens im Tiermodell
verlangsamt und der systemische Blutdruck signifikant verringert werden konnte
(Lefkowitz, 2013). Zudem wirkt die Substanz uber die Aktivierung von ERK1 / 2 und
Proteinkinase B (PKB/ Akt) anti-apoptotisch und schitzt somit Kardiomyozyten vor dem
Zelluntergang (Grisanti et al., 2018).

S Il erméglicht durch seine Bindung an den AT1-Rezeptor sowohl die Stabilisierung einer
aktiven Rezeptorkonformation als auch dessen Phosphorylierung durch GRKs, welche
wiederum die Bindung von zytosolischen B-Arrestinen an den Rezeptor fordert (S.
Rajagopal et al., 2011). Das B-Arrestin 2 agiert als Geristprotein und ermdéglicht eine
Phosphorylierung des ERK 1 / 2 - Signalwegs (Kobilka, 2007; S. Rajagopal et al., 2011;
Wei et al., 2003). Durch diese funktionelle Selektivitat wird erreicht, dass
klassische G-Protein vermittelte Signalkaskaden tber eine bevorzugte Kopplung von 3-
Arrestinen blockiert werden und folglich negative Effekte wie die Vasokonstriktion
zugunsten der Inotropie und Lusotropie von Kardiomyozyten (Boerrigter et al., 2011;
Dewire et al.,, 2008) verhindert werden kénnen. Des Weiteren erhoht S 1l die
Proteintranslation und -phosphorylierung sowie die Synthese und Freisetzung von
Aldosteron aus der Nebenniere und beeinflusst die auto- und parakrine
Prostaglandinsynthese (Kendall et al., 2011). Wie Untersuchungen mit einem AT1-
Rezeptorantagonisten zeigten, wurde die Wirkung von S Il in Anwesenheit von Losartan
aufgehoben (Kendall et al., 2011), welches daraufhindeutet, dass die Wirkung durch

Bindung an die allosterische AT1aR-Ligandenbindungsstelle erfolgt.
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Abb. 1: AT1aR-Signaltransduktion. Agonisten- (Ang Il, S Il, G-Protein funktionell selektive Liganden) oder
Antagonistenbindung (ARB= Angiotensin-Rezeptor-Blocker). Links: Der klassische Signalweg: Nach
Aktivierung des Rezeptors bindet dieser an den G-Protein-Komplex. GDP wird abgespalten, GTP bindet
mit erhdhter Affinitat. Das heterotrimere G-Protein dissoziiert in alpha und beta/gamma Untereinheiten und
aktiviert die PLC B3, diese wiederum spaltet aus PIP2 IPz und DAG. Rechts: Der alternative Signalweg: Nach
Aktivierung des AT1-Rezeptors phosphorylieren (= P) G-Protein gekoppelte Rezeptor-Kinasen (GRK)
diesen und erméglichen die B-Arrestin Bindung. Dadurch wird der Rezeptor allosterischen gehemmt. Durch
weitere Bindung von Clathrin und AP2 wird der Rezeptor internalisiert. B-Arrestine aktivieren zudem die
Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) sowie ERK 1 und 2. Die G-Protein-vermittelte ERK-Aktivierung fuhrt
im Zellkern zu vermehrter Gentranskription, welche Proliferation, Wachstum und Apoptose erwirkt. Im
Zytosol hingegen fuhrt die B-Arrestin-vermittelte ERK-Aktivierung zu verminderter Apoptose sowie zur
Regulierung der Proteinsynthese mit Auswirkungen auf die Zellmobilitat.



Myogener Tonus

Als myogener Tonus wird die Fahigkeit von kleinen Arterien, besonders der Arteriolen,
bezeichnet, sich bei ansteigendem Perfusionsdruck zu kontrahieren, beziehungsweise
sich bei abfallendem Perfusionsdruck zu erweitern, um die Organperfusion bei
schwankenden Blutdriicken ohne Aktivierung des vegetativen Nervensystems konstant
halten zu kénnen (Chennupati et al., 2019; Davis & Hill, 1999). Er wird auch nach dem
britischen Physiologen William Bayliss als ,Bayliss-Effekt bezeichnet, der ihn erstmals
beschrieb (Bayliss, 1902).

Dieser Autoregulationsmechanismus ermdglicht es Gewebeschaden durch Hypo- oder
Hyperperfusion vorzubeugen und fur eine Homoostase zu sorgen, die unter anderem
eine normale Hirn- oder Nierenfunktion gewahrleistet (Davis, 2012; Pires et al., 2015).
Auf zellularer Ebene wird heute von folgendem Modell ausgegangen: Der physische Reiz
des Perfusionsdrucks 16st eine physiologische Antwort, ndmlich die Anpassung des
GefalRdurchmessers, aus (Zou et al., 2004). Durch die Druckerhéhung im BlutgefaR
depolarisiert die glatte Muskelzelle, was einen Calciumeinstrom durch den
spannungsabhangigen Calciumkanal (L-Typ Cav1.2) in die Zelle zur Folge hat, und
letztendlich eine myogene Kontraktion auslést (Heinze et al., 2014; Moosmang et al.,
2003).

Zusatzlich werden durch den Calciumeinstrrom calciumsensitive Kaliumkanéle in der
Sarkolemma-Membran aktiviert, wodurch die Zellmembran hyperpolarisiert und die
myogene Kontraktion verringert wird (Jaggar et al., 1998; Nelson et al., 1990).
Kontrovers diskutiert wird die Wirkung des AT1R auf den myogenen Tonus: So konnte
einerseits in Studien gezeigt werden, dass mechanischer Stress zur Hypertrophie von
Myozyten Ang ll-unabhangig tber die Aktivierung des AT1R fuhren kann (Hong et al.,
2016; Tang et al., 2014; Zou et al., 2004).

Andere Studien kamen hingegen zu einem gegensatzlichen Ergebnis: So zeigte der
Angiotensin-Rezeptor-Blocker Losartan im Mausmodell keine Wirkung auf den
myogenen Tonus; moglicherweise, weil der mechanoaktivierte AT1R in einem
Konformationszustand vorliegt, der unzugénglich fur die Wirkung von Sartanen ist
(Mederos y Schnitzler et al., 2008; Schleifenbaum et al., 2014; Yasuda et al., 2008).
Alternativ kbnnten auch kompensatorisch fehlregulierte Signalwege in den verwendeten

Mausmodellen eine Rolle gespielt haben.



Auch in Abwesenheit eines Liganden ist es mdglich die B-Arrestin vermittelte
Signalkaskade in AT1R durch mechanische Dehnung zu aktivieren (Rakesh et al., 2010).
Die Aktivierung und zyklische Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten durch die
Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) ist die Basis fur die zellulare Kontraktion und die
Muskelbewegung (Simard et al., 2013). Simard et al. fanden heraus, dass die (3-Arrestine
entscheidend in der Regulierung der Phosphorylierung von Myosin-Leichtketten (MLC)
durch die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) beteiligt sind (siehe Abb. 1), und sie somit
einen wichtigen Bestandteil der AT1aR abhéangigen mechanischen Antwort darstellen
(Simard et al., 2013).

Fragestellung
In dieser Arbeit sind die Ziele der Untersuchungen:

1) Anhand der Verwendung von verschiedenen Tiermodellen darzustellen, welcher
der Angiotensin-Rezeptor Subtypen fur die Vermittlung und Regulation des
myogenen Tonus in der perfundierten Mausniere verantwortlich ist.

2) Festzustellen, ob der myogene Tonus Uber den kanonischen, klassischen Ggu1-
Protein- gekoppelten Signalweg und/oder {ber den nicht-kanonischen,
alternativen, B-Arrestin-regulierten Signalweg des AT1R in der perfundierten Niere

hervorgerufen wird.

2. Material und Methodik

Chemikalien und Losungen

Alle Salze und der Grolteil der Chemikalien wurden von der Firmen Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA) und Merck (Kenilworth, USA) verwendet. Die Medikamentenldsungen
wurden taglich vor den Experimenten frisch geldst und zubereitet. Die Zusammensetzung
der verwendeten physiologischen Salzlésung (PSS) ist wie folgt (in mM): NaCl 119, KClI
4.7, and NaHCO3 25, KH2PO4 1.2, Mg2S04 7H20 1.2, CaClz2 2H20 1.6, Glucose 11.1. Die
kaliumhaltige Salzlosung (KCI-PSS-60 mM) wurde durch Austausch des Natriumchlorids
(NaCl) mit aquimolarem Kaliumchlorid (KCI) zubereitet. Zur Herstellung der calciumfreien
Losung (Ca?*-free-PSS) wurde auf den Zusatz Calciumchlorid-Dihydrat (CaClz 2H20)
verzichtet (Heinze et al., 2014; Villalta et al., 2019). Der ,biased“ Agonist (Sar?, lle 48)-
Angiotensin Il, auch TRV120027, von der Firma Bachem, Bubendorf, Schweiz wurde in

Konzentrationen von 0.1 nM bis 1 pM verwendet. Das humane Angiotensin Il von der



Firma Sigma wurde ebenfalls in Konzentrationen von 0.1 nM bis 1 uM benutzt (Lian et
al., 2018).

Der selektive Gagai-Protein-Inhibitor UBO-QIC, auch FR900359, extrahiert aus der
Ardisia crenata, einer immergrinen in Japan wachsenden Pflanze, wurde
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Gabriele Kénig und Evi Kostenis (Universitat
Bonn) zur Verfiigung gestellt und in einer Dosis von 300 nM eingesetzt (Schrage et al.,

2015, Inamdar et al., 2015). Tamoxifen wurde bei Sigma-Aldrich erworben.

Versuchstiere und Praparierung

Die Versuche wurden an adulten mannlichen Mausen im Alter von acht bis zwolf Wochen
durchgefuhrt, welche unter Standardbedingungen mit freiem Wasser- und Futterzugang
gehalten wurden. Die durchgefiihrten Versuche wurden von der zustandigen Berliner
Behorde (LAGESO) genehmigt. Die zugehérige Meldenummer des Instituts lautet: X
9011/16. Die Experimente wurden mit insgesamt drei verschiedenen Mauslinien
durchgefuhrt: Die Agtrla**x Agtrib** und Agtrla’- Mause wurden von der Arbeitsgruppe
Bader aus dem Max-Delbriick-Centrum Berlin bereitgestellt. Die Agtrlb’ Mause
stammen aus dem Labor von Matthew Sparks, Durham, USA.

Weiterhin verwendeten wir Mause von Matthew Sparks mit induzierbaren Doppel-
Knockout. Diese Mause besitzen ein Glattmuskelzell-Myosinschwerketten (SMMHC)-
Cre-Ostrogenrezeptor (ER)™-Transgen, basierend auf einem kinstlichen Bakterien-
chromosom (BAC), eingefiigt in das Y-Chromosom, welche die Cre-Rekombinase in
glatten Muskelzellen exprimieren und ein gefloxtes Allel, das heif3t ein mit loxP markiertes
Agtrla Gen (SMMHC-Cre+Agtria™/ioq) tragen. Zudem wird bei diesen Tieren das Agtrlb
Gen nicht exprimiert (SMMHC—-Agtrla’ x Agtrlb”). Diese Mause wurden mit frisch
zubereitetem, in Maisdl geléstem Tamoxifen behandelt, das an finf
aufeinanderfolgenden Tagen mit einer Dosis von 30 ug/g Korpergewicht/ Tag
intraperitoneal appliziert wurde (Moosmang et al., 2003). Die Cre-Rekombinase ist ein
Tamoxifen-induzierbares Cre-Ostrogen-Rezeptor-Fusionsprotein. Durch die Behandlung
mit Tamoxifen sollte die Cre-Rekombinase aktiviert werden und zellspezifisch in glatten
Gefal3muskelzellen das Agtrla Gen eliminieren (siehe Abb. 2) (Groneberg et al., 2010).
Die Versuchsdurchfihrung erfolgte mindestens sieben Tage nach der Behandlung mit
Tamoxifen. Die mannlichen Versuchstiere wurden nach initialer Isofluran-Narkose mittels

zervikaler Dislokation getotet. AnschlieBend wurde die Bauchdecke mittels eines
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Langsschnittes erdffnet und es erfolgte die beidseitige Nephrektomie und anschlieRende

Lagerung der Nieren in einer Petrischale mit physiologischer Salzlésung bei 4° C.

) ‘_,‘p:{— — = N ',-"’
o lOXP  loXP% .

Abb. 2: SMMHC-CreER: Transgenes Mausmodell mit induzierbarem Agtrla Knockout. Zwei loxP-Stellen
flankieren das Agtrla Gen (Exon 3). Tamoxifen aktiviert den Ostrogenrezeptor (ER) und die damit
verbundene Cre-Rekombinase, die zellspezifisch das ,gefloxte® Gen dysfunktional macht. HSP90 =
Hitzeschockprotein 90.
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Polymerasekettenreaktion (PCR)

Eine Genotypisierung erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion. Die DNA wurde aus
Schwanzbiopsien der Mause gewonnen. Als Reagenzien und Gerate fur die DNA-
Amplifikation wurden Produkte der Firmen Sigma, Promega und Applied Biosystems
verwendet. Zur Analyse des PCR-Produkts wurde dieses mittels Agarose-
Gelektrophorese aufgetrennt.

Die Lange der PCR-Produkte wurde durch den Vergleich mit einer 100 Basenpaare (bp)-
Leiter bestimmt. Die Amplifizierung des SMMHC-Cre-Gens erfolgte mittels Multiplex-PCR
mit folgenden Primern:

SMWT1 5"-TGA CCC CAT CTC TTC ACT CC-3

SMWT2 5"- AAC TCC ACG ACC ACC TCATC-3

phCREAS1 5-AGT CCC TCA CAT CCT CAG GTT-3" (Cui et al., 2020).

Die erwartete Bande lag bei 225 bp fur das Wildtyp-Allel und bei 287 bp fir das Transgen.
Die Amplifizierung des AT1a-flox-Gens erfolgte mit den folgenden Primern:

AT1A down 5-ATC AGC ACA TCC AGG AAT G-3

LoxPSense 5-GCT TCC TCT GTT ATG CAG TCT-3

Es zeigte sich eine Bande bei 1400 bp fur Agtrla** oder bei 1600 bp fur Agtriafio/fox,
Fir die DNA der Agtrib” Tiere wurden folgende Primer genutzt:
AT1up5-GCATCATCT TTG TGG TGG G-3

AT1B down 5’- ATG AGC ACA TCC AGA AAA C-3'.

Sichere PCR-Produkte zeigten sich bei 952 bp fur Agtrib** und 700 bp fur Agtrlb’.

Die Agtrla’ Tiere wurden, wie bei Ito et al. (Ito et al., 1995) beschrieben, von der

Arbeitsgruppe Bader ebenfalls mittels PCR genotypisiert.

Perfusion der isolierten Nieren

Zu Beginn erfolgte die Praparation der Nieren aus dem Situs und die Fixierung der
Nierenarterien auf jeweils einer luftleeren Glaskanile mit einer Organkammer
(Schleifenbaum et al., 2014), welche Uber ein Pumpensystem mit Carbogen-
angereicherter (95 % Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid) physiologischer Salzlésung
perfundiert wurde.

AnschlieBend wurde nach einer einstiindigen Perfusion- und Aquilibrierungszeit der
Perfusionsdruck Uber den Druckabnehmer und einen Signalwandler gemessen und
mittels ,Powerlab“ (ADInstruments, Sprechbach)-Interface Ubertragen (siehe Abb. 3).

Zunachst begannen wir eine flusskonstante Messung des Perfusionsdrucks mit einem
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definierten Ausgangsdruck von 80 mm Hg. Dieser sollte dabei dem physiologischen
mittleren arteriellen Druck der Maus entsprechen (Janssen und Smits, 2002).
Daraufhin folgte die Applikation der Agenzien Angiotensin Il und S Il in kumulativen
Dosen von 0.1 nM bis 1 uM uber einen Zeitraum von einer Stunde, sowie die Errechnung
und Dokumentation der Druckdnderung, die sich aus der Differenz des gemessenem
Perfusionsdrucks und dem Ausgangsdruck ergibt. Anschlieend wurde die durch das
jeweilige Agens vermittelte Kontraktion durch die maximale Kontraktionskraft von KCI bei
einer Konzentration von 60 mmol/L standardmafig normiert (Heinze et al., 2014,
Mederos y Schnitzler et al., 2008; Ratz et al., 2005; Zhou et al., 2003).
Zum Abschluss der Versuchsdurchfiihrung erfolgte die Gabe von Ca?*freier PSS, wobei
die Elimination der externen Calciumionen (1.6 mmol/L) - durch fehlenden
Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum in die Zelle - zu einer Unterbrechung der
Muskelkontraktion und damit Abfall des Perfusionsdrucks fuhrt, der als myogener Tonus
definiert wird (Berg et al., 2013; Carlstrom et al., 2015; Schleifenbaum et al., 2014).
Darlber hinaus wurde das Versuchsprtokoll in zwei Teilexperimenten leicht
variiert. Zum eine erfolgte in der Versuchsreihe des konditionellen Cre/lox- und
Tamoxifen-induzierten Agtrla Knockouts vor der Kalibrierung zuséatzlich eine
Druckmessung bei festgelegter Steigerung der Flussgeschwindigkeit (von 0.3 bis 1.9
ml/min), wobei es sich um den physiologischen Bereich des renalen Plasmafluss der
Maus handelt (Janssen & Smits, 2002), um bereits vermeintliche Druckunterschiede
zwischen der induzierten Knockout- und Wildtyp-Kontrollgruppe vor Zugabe der
Agenzien erheben zu kénnen. Diese benannten Gruppen wurden anschlie3end mit einer
Ang Il Konzentration von 10 nM behandelt.
Zum anderen nutzen wir in einer Versuchsreihe den selektiven Gaga11-Protein-Inhibitor
UBO-QIC. Dieser wurde nach der oben beschriebenen Aquilibrierungszeit und nach
Einstellen des Perfusionsdrucks von 80 mm Hg, in einer Konzentration von 300 nM in die
physiologische Salzlésung appliziert und fir 30 Minuten inkubiert. Anschlie3end wurde
der Versuchsaufbau, wie oben beschrieben, mit der kumulativen Applikation von Ang Il

fortgesetzt.
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Abb. 3: Die Niere wird auf einer Glaskaniile in einer Organkammer fixiert und mit erhitzter carbogen-
angereicherter Salzlosung Uber ein Pumpensystem perfundiert. Der Perfusionsdruck wird gemessen und
an eine Computer-Software ,Powerlab® Ubertragen. A, B: Schematischer Versuchsaufbau. C: Original-
Versuchsaufbau.
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte durch GraphPad PRISM Version 6 (GraphPad
Software, CA, USA). In den Einzelgruppen wurde Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) errechnet und als Grafik abgebildet. Die statistische Analyse erfolgte
mittels ANOVA oder ,unpaired student’s t-test“. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant gewertet.; n steht fur die Zahl der getesteten Nieren. N steht flr die Anzahl der

Tiere.

Einhaltung wissenschaftliche Richtlinien

Wahrend der Experimente habe ich sichergestellt, dass die Tierschutzstandards immer
eingehalten wurden. Dartber hinaus wurde wéhrend der Experimente und bei der
Vorbereitung der Arbeit die strikte Einhaltung der Grundséatze der Charité zur Sicherung

guter wissenschaftlicher Praxis gewahrt.

3. Ergebnisse

Die Vermittlung des myogenen Gefaltonus Uber den klassischen Ggni-

Signalweg des AT1aR

Um die myogene Autoregulation im Nierenkreislauf der Maus néher zu untersuchen,
wurde der Perfusionsdruck und somit der Nierengefal3widerstand isoliert perfundierter
Nieren gemessen. Die durch Hinzufiigen von 60 mM KCI induzierten Perfusionsdriicke
(siehe Abb. 4 E) dienten als Vergleichswerte fir den Perfusionsdruckanstieg, der durch
das jeweilige Agens (Ang Il, SII) herbeigefiihrt wurde. Der durch KCI vermittelte Anstieg
des Perfusionsdrucks ergab jeweils zwischen den untersuchten Vergleichsgruppen
keinen signifikanten Unterschied (s. Abb. 4, 5, 6 E). Anschliel3end erfolgte die kumulative
Gabe von Ang Il in der Kontrollgruppe der Agtrla** Nieren (s. Abb. 4 A) und der
Testgruppe mit Agtrla’ Nieren (s. Abb. 4 B). Es konnte gezeigt werden, dass Ang Il im
Konzentrationsbereich von 1 nM bis 10 nM in Agtral**im Vergleich zu Agtrla’ Nieren
zu einem signifikant héheren Anstieg des Perfusionsdrucks fuhrte.

Das Hinzufiuigen calciumfreier Lésung und damit die Elimination externer Calciumionen
bewirkte in der Testgruppe der Agtrla’ Nieren einen signifikant geringeren Abfall (-29
mm Hg) des Perfusionsdrucks (myogener Tonus) im Vergleich zur Agtrla**-
Kontrollgruppe (auf -63 mm Hg) (s. Abb. 4 D).
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In einem zweiten Schritt erfolgte die Untersuchung des B-Arrestin-Signalwegs durch
Hinzugabe des funktionell selektiven Agonisten S Il. In beiden Gruppen zeigte sich ein
leichter Anstieg des Perfusionsdrucks. In den Nieren der Agtrla** stieg dieser bis
maximal 18 mm Hg bei einer Konzentration von 3 nM, in den Nieren der Agtrla’ erreichte
der Anstieg einen maximalen Wert von 26 mm Hg bei einer Ang Il Konzentration von 10
nM. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen zeigte sich hinsichtlich
des Perfusionsdrucks nach Inkubation mit S Il nicht (s. Abb. 5 A-C).

Nach Entfernung der externen Calciumionen konnten &hnliche Werte wie in der
Versuchsdurchfiihrung mit Ang 1l erhoben werden: In der Gruppe der Agtrla** ergab sich
ein signifikant hoherer Abfall des Perfusionsdrucks im Vergleich zur Knockout-

Kontrollgruppe (s. Abb. 5 D) nach Anwendung von S 1I.

In einem dritten Schritt wurde die Gagi11-Protein-vermittelte Wirkung von Ang Il auf den
Perfusionsdruck durch den Einsatz des selektiven Gagz1-Protein-Inhibitors FR900359
untersucht (s. Abb. 6). Diese Substanz ist inaktiv auf G-Protein-unabhangigen, Arrestin-
vermittelten Signalwegen und fuhrt zu einer kompetenten, pseudo-irreversiblen
Rezeptorhemmung (Schrage et al., 2015). Nach halbstiindiger Inkubation der Agtria**
Nieren mit FR900359, konnte bei Applikation von Ang Il eine Steigerung des
Perfusionsdrucks auf maximal ~ 38 mm Hg, bei einer Ang Il Konzentration von 100 nM
erreicht werden (s. Abb. 6 B). Im Vergleich dazu lasst sich bei den nicht mit FR900359
vorbehandelten Nieren ein maximaler Perfusionsdruck von 84,5 mm Hg bei einer Ang |l
Konzentration von 10 nM nachweisen (s. Abb. 6 C). Dabei sind die Werte in der
behandelten Gruppe wahrend der gesamten Messung signifikant geringer als jene der
unbehandelten Kontrollgruppe. Weiterhin zeigte sich in den mit FR900359 inkubierten
Nieren durch das Entfernen der Calciumionen ein signifikant hoherer Abfall des

Perfusionsdrucks als in der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abb. 4: GefaRregulation in isoliert-perfundierten Nieren von Agtrla’ Mausen. A, B: Originalaufnahmen
von Perfusionsdriicken in Nieren von Agtrla** und Agtrla’ Mausen. Reaktion auf KCI, Ang Il, Ca?* freie
PSS Loésung. C: Anstieg des Perfusionsdrucks induziert durch Ang 1l (0.1 nM bis 1 pM) (Agtria*™* (n=15;
N=9) und Agtrla’ (n=11; N=9)). D: Myogener Tonus durch Exposition der Nieren mit Ca®* freier PSS
Losung; (n=8 Agtrla** und n=5 Agtrla™). E: Anstieg des Perfusionsdrucks induziert durch 60 mM KCI (n=8
Agtrla** und n=7 Agtrla’). Alle Mause haben einen FVBN Hintergrund. *, p<0.05; n.s., nicht signifikant.
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Abb. 5: GefaRregulation in isoliert-perfundierten Nieren von Agtrla’ Mausen. A, B: Originalaufnahmen
von Perfusionsdriicken in Nieren von Agtrla** und Agtrla’ Mausen. Reaktion auf KCI, Sar-lle 1l (S II, 0.1
nM bis 1 pM), Ca?* freie Perfusionslésung (PSS Ca2+ frei) C: Anstieg des Perfusionsdrucks induziert durch
Sar-lle 1l (S 1I, 0.1 nM bis 1 uM) (Agtrla** (n=10, N=8) und Agtrla’ (n=11; N=9)). D: Myogener Tonus
durch Exposition der Nieren mit Ca?* freier PSS Lésung; je n=6, E: Anstieg des Perfusionsdrucks induziert
durch 60 mM KCI (je n=6). Alle M&use haben einen FVBN Hintergrund. *, p<0.05; n.s., nicht signifikant.
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Die Rolle des AT1bR in der Vermittlung des myogenen Tonus

In Bezug auf die gemessene Ang IlI- und KCl-induzierte Kontraktion konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Agtrlb** und Agtrlb” Nieren gemessen werden
(siehe Abb. 7 A-C, E). Durch Eliminierung externer Calciumionen hingegen konnte ein
vergleichbarer Abfall des Perfusionsdruck in beiden Gruppen erzielt werden, der
zwischen den jeweiligen Vergleichsgruppen keinen signifikanten Unterschied ergab
(siehe Abb. 7 D).

Um die oben genannten Ergebnisse zu wuntermauern und mdgliche
Kompensationsmechanismen des Organismus bei Mausmodellen mit kompletter
Gendeletion auszuschlieBen (Mederos y Schnitzler et al., 2008), fuhrten wir folglich
Untersuchungen am konditionellen Cre/lox- und Tamoxifen-induzierten Agtrla Knockout
Modell (SMMHC-Agtrla’ x Agtrlb”) durch. In Nieren der SMMHC-Agtrla’ x Agtrib”’
Tiere zeigte sich nach Einmalgabe von  Ang Il ein deutlicher Anstieg des
Perfusionsdrucks (Abb. 8 B, C) ohne signifikanten Unterschied zu den Agtrla** x
Agtrlb** Nieren. Der durch die Erhohung der Flussrate herbeigefiinrte Anstieg des
Perfusionsdrucks in den SMMHC-Agtrla’ x Agtrlb’ Nieren verblieb tendenziell geringer
als in der Vergleichsgruppe. Jedoch zeigte sich lediglich bei einer Flussrate von 1.9
ml/min ein signifikant niedrigerer Perfusionsdruck in den SMMHC—-Agtrla” x Agtrib’ (~
111 mm Hg) verglichen mit den Agtrla** x Agtrlb** (~ 223 mm Hg) Nieren (Abb. 8 E).
Weiterhin kam es in beiden Gruppen nach Entfernung externer Calciumionen zu einem
deutlichen (~ -60 mm Hg) Abfall des Perfusionsdrucks, welcher keinen signifikanten
Gruppenunterschied ergab (s. Abb. 8 D).
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4. Diskussion

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob der Angiotensin Il Typ-la-Rezeptor der
vorherrschende Rezeptorsubtyp bei der Regulation des myogenen Gefafdtonus ist und
ob der myogene Tonus Uber den klassischen Gqu1-Protein-gekoppelten oder den
alternativen [B-Arrestin abhangigen Signalweg vermittelt wird. In den durchgefuhrten
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Perfusionsdruck in Nieren mit Agtrla**
nach Hinzugabe von Ang Il im Vergleich zu Agtrla’ signifikant hoher resultierte. Dies
spricht dafiir, dass die Ang ll-abhéngige Vasokonstriktion Uber ATla-Rezeptoren
vermittelt wird. Weiterhin wurde in den Agtrla’ Nieren ein
signifikant geringerer Abfall des Perfusionsdrucks (myogener Tonus) im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrollgruppe beobachtet. Wiederum wurde zwischen den Nieren von Agtrib**
und Agtrlb” ein nicht signifikanter Unterschied des Perfusionsdruck-Abfalls nach
Hinzugabe calciumfreier Lésung ermittelt. Dies weist darauf hin, dass die ATla-
Rezeptoren, nicht aber die AT1bR, fir die myogene Autoregulation in der perfundierten
Niere von Mausen verantwortlich sind. Das Abschalten des Agtrlb erbrachte im Vergleich
zur Wildtyp-Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Ang II-
vermittelten Kontraktion, somit scheinen die Ergebnisse am ehesten darauf hinzuweisen,
dass dieser Mechanismus Agtrlb-unabhangig erfolgt.

Dariiberhinaus wurde nach Inkubation der Agtrla** Nieren mit dem selektiven Gaga-
Protein-Inhibitor FR900359, bei Hinzugabe von Ang Il, eine minimale Erhéhung des
Perfusionsdrucks im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe eruiert. Nach Entfernen
der externen Calciumionen konnte ein signifikant geringerer Abfall des myogenen Tonus
in der mit FR900359 vorbehandelten Versuchsgruppe im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe gemessen werden. Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass der
selektive Gagau1-Protein-Inhibitor FR900359 sowohl den myogenen Tonus als auch die
Ang ll-abhéngige Konstriktion der Nierenarterien in der perfundierten Niere reduziert.
Somit gehen wir am ehesten davon aus, dass die myogene Vasokonstriktion tGiber den
AT1aR und den kanonischen Gga1-Signalweg in der isoliert-perfundierten Niere vermittelt
wird. Bei Verwendung des funktionell selektiven Agonisten S Il konnten zwischen den
Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede des Perfusionsdrucks in der Niere
nachgewiesen werden. Der ,biased” Agonist scheint somit keinen Einfluss auf die

Vermittlung des myogenen Tonus in der perfundierten Mausniere zu haben.
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Auf Grundlage der bereits erhobenen Ergebnisse, flhrten wir Untersuchungen am
konditionellen Cre/lox- und Tamoxifen-induzierten Agtrla Knockout Modell (SMMHC-
Agtrla’ x Agtrib”) durch. Ohne Behandlung mit Tamoxifen wiirde es sich dabei um ein
Agtrla** x Agtrib”- Modell handeln, bei dem wir nach Gabe von Ang Il einen deutlichen
Anstieg des Perfusionsdrucks sowie nach Hinzugabe von calciumfreier Lésung einen
markanten Abfall eben dieses Druckes erwarten wirden. Nach Behandlung mit
Tamoxifen, also nach induziertem Agtrla Knockout, mutmal3ten wir eine geringe
Steigerung des Perfusionsdrucks durch Behandlung mit Ang Il und ferner einen
reduzierten Abfall des Perfusionsdrucks nach Hinzugabe von calciumfreier Losung im
Vergleich zum Agtrla** Modell. Dementgegen erhoben wir bei der Behandlung mit Ang
Il und bei Beurteilung des myogenen Tonus keine signifikanten Unterschiede zwischen
der konditionellen Knockout— und der Vergleichsgruppe. Diese Ergebnisse gleichen
jenen der Versuchsreihe an den Agtrlb”’- Nieren (s. Abb. 7). Sie lassen darauf schlieRen,
dass das Agtrla-Gen in den NierengefalRen nicht funktionell ausgeschaltet wurde,
vermutlich bedingt durch eine spontane Inaktivierung des Cre/loxP-Systems in den
primar verwendeten Doppel-Knockout-(SMMHC-Agtrla’” x Agtrlb”’) Mausen,
maoglicherweise ausgeldst durch eine Punktmutation im Cre-Gen (Heffner et al., 2012).
Wie in Heffner et al. veroffentlicht, ist dies eine der beschriebenen Limitationen des
verwendeten Mausmodells und mittels Genotypisierung nicht erkennbar gewesen. In der
Bewertung der Ergebnisse ist somit nicht von einem erfolgreich induzierten Doppel-
Knockout auszugehen, sondern von einem Agtrlb”- Tiermodell.

Durch Ruckkreuzung der SMMHC-Cre-Mauslinie aus der nachweislich funktionierenden
SMMHC-Ryr2- Mauslinie (Kafmann et al., 2019), gelang es nach Abschluss dieser
Dissertation, den AT1aR in den glatten Gefalimuskelzellen von Nieren-, Mesenterial- und
Hirnarterien Tamoxifen-induzierbar auszuschalten. Es konnte gezeigt werden, dass der
AT1laR der vorherrschende Rezeptorsubtyp in der Regulation des myogenen Gefaldtonus
ist und die fehlende Expression des AT1bR keinen Einfluss auf den myogenen Tonus
und die Ang ll-vermittelte Kontraktion hat. Die Ergebnisse finden sich in Abbildung 9
sowie in der Veroffentlichung von Cui et al. (2020). Somit bestarken diese Ergebnisse
die anfangliche Hypothese, dass der AT1laR die Ang lI- abhangige Vasokonstriktion
sowie die myogene Verengung in glatten Muskelzellen der Nierenarterien von Mausen

vermittelt.
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Schliusselrolle des AT1aR als Mechanosensor

Der AT1-Rezeptor wird in Nagetieren in zwei Isoformen exprimiert, ATla und ATlb,
wobei der AT1aR der vorherrschende Subtyp in den meisten Geweben ist, die an der
Ang Il vermittelten Gefal3kontraktion und der Blutdruckregulation beteiligt sind (Hercule
et al., 2007; lwai & Inagami, 1992; Madhun et al., 1993). In friiheren Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass der systemische Blutdruck in Agtrla’ Mausen im Vergleich
zu Agtrla** Mausen signifikant reduziert ist (Guo et al., 2001; Gurley et al., 2011; Ito et
al., 1995). Weiterhin beschrieben Guo et al., dass die fehlende Expression des AT1bR
keinen signifikanten Unterschied des Blutdrucks erzeuge (Guo et al., 2001).

Diese Erkenntnisse sind kongruent zu unseren Versuchsergebnissen, in denen eine
unauffallige myogene Autoregulation isolierter Agtrlb”- Nieren gemessen werden konnte,
wohingegen der myogene Tonus sowie die Reaktion auf Ang Il in Nieren ohne Expression
des Agtrla-Gens stark reduziert war.

Diesem widersprechen Ergebnisse von Blodow et al. und Pires et al. mit Untersuchungen
des Gefaltonus an Mesenterial- und Zerebralarterien von Agtrlb”’ Mausen. Hierbei
konnte ein deutlich reduzierter Gefalitonus ermittelt werden. Dieses wirde eine mogliche
Rolle des AT1bR in der Liganden-unabhéngigen Signalvermittlung durch mechanischen
Druck bedeuten (Blodow et al., 2014; Pires et al., 2017). Dabei hielten Blodow et al. fest,
dass AT1bR unabhéngig von den Rezeptorexpressionsniveaus mechanosensitiver sind
als ATlaR. Pires et al. zeigten, dass der AT1bR der primare intraluminale
Mechanosensor in den Arterien der weichen Hirnhautschicht (Pia Mater) sei (Pires et al.,
2017). Bei der Bewertung dieses Ergebnisses ist davon auszugehen, dass in diesem
spezifischen Gewebe — im Gegensatz zur Niere — der AT1bR der vorherrschende
Rezeptortyp ist und damit fur die Vermittlung des myogenen Tonus sorgt (Lenkei et al.,
1997; Yamasaki et al., 2020). Weiterhin sind Kompensationsmechanismen des
Organismus denkbare Limitationen der bisher beschriebenen Tiermodelle mit einer
kompletten Gendeletion, bei denen es mdglicherweise zur vermehrten Aktivierung des
sympathischen Nervensystems und zu einer Restaktivitdt von anderen supprimierten
mechanoaktivierbaren Rezeptoren, wie den Endothelin- oder den
Vasopressinrezeptoren, kommen kann (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Um diesen
maoglichen Fehler auszuschliel3en, verwendeten wir ein Mausmodell mit einem kurzfristig
(Uber Tamoxifen) induzierbaren Agtrla Knockout. Es zeigten sich sowohl ein

verminderter myogener Tonus als auch eine reduzierte arterielle GefalZkontraktion in den
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Nierenarterien nach Ang II-Gabe (Cui et al., 2020). Diese Erkenntnis stimmte mit den
vorher erhobenen Ergebnissen uberein, dass der ATlaR eine Schlisselrolle als
Mechanosensor spielt, der den myogenen Tonus in den Nierengefal3en der Maus
vermittelt.

Dieses bekraftigt die Ergebnisse von Sparks et al. und Schleifenbaum et al., wonach der
AT1aR in glatten Gefallmuskelzellen fir die Regulierung des renalen Blutflusses durch
Ang Il sowie die Kontrolle der Natriurese und des Blutdrucks unentbehrlich sei
(Schleifenbaum et al., 2014; Sparks et al., 2015).

Der kanonische Gg11- Signalweg des ATlaR bewirkt den myogenen
Gefalltonus in der Niere

Als myogene Vasokonstriktion wird die Fahigkeit der glatten Muskulatur von
Widerstandsgefalen verstanden, sich als Reaktion auf eine Dehnung zu kontrahieren
und damit einen konstanten Blutfluss zu gewéhrleisten (Kauffenstein et al., 2016).

Wie in Cui et al. abgebildet, ergaben Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass der
Perfusionsdrucks und damit der renale Gefal3widerstand in isoliert-perfundierten Nieren
bei festgelegten Flussraten in der SM-Agtrla’ Niere signifikant reduziert war (siehe Abb.
9 E). Bereits Schleifenbaum et al. beschrieben die Tatsache, dass der ATlaR eine
myogene Konstriktion vermittelt, die Liganden-unabhangig funktioniert (Schleifenbaum et
al.,, 2014). Weiterhin berichteten Tang et al.,, dass die Membrandehnung eine
Konformationsdnderung des AT1aR induziert, die derjenigen von funktionell selektiven
B-Arrestin Liganden dhnele (Tang et al., 2014).

Nach bislang verbreiteter Lehrmeinung bewirkte die mechanische Dehnung der
GefalBmuskelzelle in Abwesenheit eines Agonisten eine G-Protein-unabhangige AT1R-
Signalkaskade und eine B-Arrestin vermittelte Signalweiterleitung (Rakesh et al., 2010),
die zu einem Calciumeinstrom Uber spannungsgesteuerte Calciumkanéle und einer
Aktivierung der PLC, DAG und PKC fihrt (Coats, 2001). Rakesh et al. konnten anhand
von Experimenten nachweisen, dass in Mauseherzen, denen B-Arrestin oder AT1R
fehlten, keine Reaktionen auf mechanische Dehnung induziert werden konnte. Des
Weiteren kam es bei diesen Mausen zu einer verminderten ERK und Akt-Aktivierung und
fuhrte zu einer abgeschwachten EGFR Stimulation sowie zu einer gesteigerten Apoptose
von Myozyten (Rakesh et al., 2010).

Im Gegensatz dazu konnten wir darlegen, dass unter Verwendung des selektiven Gaga1-

Protein-Inhibitors FR900359, der inaktiv auf G-Protein-unabhéangigen, Arrestin-
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vermittelten Signalwegen ist (Schrage et al., 2015), eine Verringerung des myogenen
Tonus und der Ang Il vermittelten Vasokonstriktion in Nierenarterien bewirkt werden
konnte. Wie in Abb. 10 dargestellt, implizieren diese Daten, dass der myogene Tonus
also Uber einen kanonischen Ggai-Signalweg vom ATlaR zumindest in den
Nierenarterien erzeugt wird. Damit einhergehend ist der myogene Tonus in
WiderstandsgefalRen erhoht, wenn der Regulator des G-Protein-Signalwegs-2 (RGS2)
fehlt. Dieser RGS2 ist verantwortlich fur die Beendigung der kanonischen Ggui-

gekoppelten Signalwege (Mederos y Schnitzler et al., 2008).

AT1aR

% %%%

Vasokonstriktion

klassischer (kanonischer) Signalweg
Bamleubis (Jeyosiuouey-jyolu) Joaieusaye

Abb. 10: Die kanonische Ggqu11 -Signalkaskade vermittelt den myogenen Tonus. Der Ggu1-Inhibitor sorgt fur
eine Verminderung der myogenen Vasokonstriktion. Die B-Arrestine sind nicht an der Vermittlung des
myogenen Tonus beteiligt. GRK= G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase.

Wir folgern daher, dass die AT1aR, die an die Gga11-Signaltransduktion gekoppelt sind,
eine wesentliche Komponente der dynamischen mechano-chemischen Signalgebung in
arteriellen GefaBmuskelzellen darstellen, die den myogenen Tonus in der perfundierten

Niere erzeugen.
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Dies ist konkordant zu vorangegangenen Arbeiten anderer Gruppen (Chennupati et al.,
2019; Kauffenstein et al., 2012; Wirth et al., 2008), nach welchen die Gi2- und Gisz-Protein
gekoppelten Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der myogenen
Vasokonstriktion einnehmen kénnten. Dabei ist anzunehmen, dass diese synergistisch
mit den G4PCR und Uber eine Rho-vermittelte Signalkaskade wirken.

Der AT1R kann also Liganden-unabhangig, durch einen klassischen Agonisten Uber den
kanonischen G-Protein-abhangigen Weg oder durch einen funktionell selektiven (-

Arrestin-Liganden auf nicht-kanonische Weise aktiviert werden.

Funktioneller Agonismus als vielversprechender Therapieansatz

Da der ATlaR im Besonderen an der Entstehung von arteriellem Hypertonus,
Atherosklerose und kardialer Hypertrophie beteiligt ist (Kendall et al., 2011), riicken die
Konsequenzen der nicht-klassischen AT1R-Signalwirkung zunehmend in den Fokus
wissenschatftlicher Forschung.

Aus diesem Grund wurden in dieser Studie die Signalkaskaden und Gefaldantworten, die
durch die sogenannten ,biased“ Agonisten an den AT1R ausgeldst werden, untersucht.
Vorbekannt war, dass osmotische Zelldehnung in Zellkulturen zu einer
Konformationséanderung des AT1R durch B-Arrestin 2 fuhrt, die die Bindungsaffinitat
ausschliel3lich fur funktionell selektive B-Arrestin Agonisten, nicht aber fir klassische
Agonisten, erhoht (Tang et al.,, 2014). Weitere In-vitro-Arbeiten zeigten, dass eine
selektive Bindung von B-Arrestin am AT1R die Kontraktilitat sowie die zellulare Motilitat
fordert und MAPK-Wege in einer G-Protein- und Ca?"unabhangigen Weise aktiviert
(Grisanti et al., 2018; Simard et al., 2013).

Des Weiteren beschrieben Violin et al., dass S 1l den arteriellen Mitteldruck (MAP) senke;
sowie die kardiale Kontraktilitat (Violin et al., 2010) und den renalen Blutfluss von Hunden
mit einer Herzinsuffizienz (Boerrigter et al., 2011) erhéhe. Aus diesem Grund werden die
funktionell selektiven Agonisten als potenziell neue Therapeutika in der Behandlung
akuter Herzinsuffizienzen gehandelt. Vorteilhaft hierbei im Vergleich zu herkdmmlichen
Therapien mit Sartanen ist die moglicherweise verbesserte Wirksamkeit sowie ein
kleineres Nebenwirkungsspektrum (Whalen et al., 2011). Funktionell selektive Agonisten
vermitteln auf molekularer Ebene Uber GRKs und B-Arrestine eine Rezeptorendozytose
und desensibilisieren den GPCR (Lefkowitz, 2004).

In der vorgelegten Versuchsdurchfiihrung zeigte sich allerdings keine Wirkung von S I

auf den Gefaldtonus der isoliert-perfundierten Niere. Das bedeutet, dass der funktionell
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selektive Agonist S Il zu keiner messbaren Veranderung des Perfusionsdrucks tber die
nicht-kanonische Ggqni-Protein-vermittelte Signaltransduktion gefihrt hat.

Ahn et al. beschrieben, dass die von S Il ausgeldste ERK 1/ 2 Aktivierung vollstandig
B-Arrestin-2-abhéngig sei (Ahn, Wei, et al., 2004). Der durch B-Arrestin getriggerte ERK
1 / 2-Pool verbleibt im Zytosol und fuhrt zu einer Regulation der Proteinsynthese und
vermittelt eine anti-apoptotische Signalgebung. Aplin et al. konnten hingegen im adulten
Mausmodell weder inotrope noch chronotrope Effekte durch S 1l beobachten (Aplin et al.,
2007).

Auch wenn es vermutlich aufgrund einer geringen Affinitat und Selektivitat von S Il zum
AT1R (Grisanti et al., 2018; K. Rajagopal et al., 2006) in unserer Studie nicht gelang die
Eigenschaften des funktionell selektiven B-Arrestin Agonisten zu beschreiben, kommt
TRV120027 als neue Therapieoption in der Behandlung kindlicher Herzinsuffizienz
infrage (Kashihara et al., 2020).

Antihypertensive Blutdruckeffekte von TRV120027 wurden bislang nicht untersucht. Es
wird allerdings beschrieben, dass das Medikament in neonatalen Mausen zu einer
positiven Inotropie ohne Einfluss auf die Chronotropie, den Sauerstoffbedarf oder die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies gefuhrt hat. Es wird weiterhin spezifiziert, dass
TRV120027 im Vergleich zu Katecholaminen in der Lage ist, die Nachlast durch
allosterische Ggnai-Inhibition in glatten Gefal3muskelzellen und die Vorlast, durch
verstarkte Natriurese, zu senken (Kashihara et al., 2020).

Kirzlich erfolgte klinische Studien, die mit TRV120027 an Erwachsenen mit akuter
Herzinsuffizienz durchgefuhrt wurden, zeigten jedoch keinen Nutzen des Medikaments
im Vergleich zur Placebo-Kontrollgruppe (Manglik et al., 2020). Aufgrund der hohen
Sicherheit und des minimalen Nebenwirkungsspektrums dieses Medikaments ist es
dennoch eine vielversprechende Substanz, an der kinftig weiterhin verstarkt geforscht
werden sollte. Eine aufkommende Hypothese in der SARS-CoV2-n2019-Pandemie ist,
dass TRV12027 einen nachweisbaren Nutzen in der Behandlung von Patienten mit
akutem Lungenversagen (ARDS) haben konnte (Manglik et al., 2020). Es wird
verdeutlicht, dass das Virus Uber den ACE2-Rezeptor an der Plasmamembran bindet und
somit nach Internalisierung zu einem verminderten Aktivitatslevel des Rezeptors flihrt.
Dieser Rezeptor hat die physiologische Aufgabe Ang Il zu degradieren und das Hormon
in B-Arrestin-selektive Liganden, Ang (1-7), umzuwandeln, die im Vergleich zu Ang Il
kardioprotektive Effekte vermitteln konnen. Die Virusbindung an den ACE2-R fihrt daher

zu einem verminderten Abbau von Ang Il. Damit Uberwiegen die destruktiven Wirkungen
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des Ang Il wie die Verengung und die erhéhte Permeabilitdt der Gefalde, Fibrosierung
und damit akute Organschadigungen (Manglik et al., 2020). TRV120027 wird daher als
neues maogliches Medikament in der Therapie des akuten Lungenversagens gehandelt,
welches als allosterischer Modulator am AT-Rezeptor kardioprotektive, vasodilatative
und anti-inflammatorische Effekte vermitteln kénnte.

Unsere Arbeitsgruppe arbeitete nach Abschluss der Experimente dieser Dissertation
heraus, dass durch die funktionell selektiven Gq-Protein-Liganden TRV120055 und TRV
120056 eine signifikanten Vasokonstriktion in Nierenarterien ausgeltst werden kann (Cui
et al., 2020). Des Weiteren zeigte sich ein deutlicher Abfall des Perfusionsdrucks nach
externer Calciumionenelimination. Dies zeigt, dass der AT1aR den myogenen Tonus
sowie die Vasokonstriktion Uber kanonische Gg11-Protein-gekoppelte und nicht tber -
Arrestin Signalwege vermittelt (Cui et al., 2020). Diese Ergebnisse sind Grundlage flr
die Entwicklung neuer Medikamente zur Senkung eines erhdhten oder dysregulierten

arteriellen Gefaldtonus.
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