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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Oxidativer Stress

Das Konzept von oxidativem Stress wurde 1985 erstmalig umfassend durch
Helmut Sies beschrieben, der von einer ,Stérung der pro- und anti-oxidativen
Balance zugunsten der pro-oxidativen Seite“ sprach [1]. Konkret wird dieses
Ungleichgewicht charakterisiert durch das Vorliegen von erhdhten
Konzentrationen an reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS),
chemischen Verbindungen mit hochreaktiven Sauerstoffradikalen und
Sauerstoffverbindungen [2].

Der Ursprung dieser ROS kann in exogenen oder endogenen Faktoren
liegen [3, 4]. Quellen exogen-induzierter ROS sind mannigfaltig und kdnnen unter
anderem uber Nahrung aufgenommene Partikel, photo-oxidativer Stress (UV-A,
UV-B), Radioaktivitat, Schwermetalle oder Umweltgifte sein [5]. Der
Uberwiegende Teil der endogen produzierten ROS in menschlichen Zellen hat
seinen Ursprung in den Mitochondrien [6-9]. Hier wird als letzter biochemischer
Schritt der Energiegewinnung uber die Atmungskette Sauerstoff mit Wasserstoff
zu Wasser reduziert. Aufgrund chemischer Ineffizienzen konvertieren jedoch
Teile des molekularen Sauerstoffs chronisch zu ROS [10].

Zu den haufigsten auf diese Weise entstandenen ROS zahlen
Superoxidanionen (O2°*"), Wasserstoffperoxid (H202) und Hydroxylradikale (*OH)
[11]. Aufgrund ihrer hohen Reaktivitat konnen ROS prinzipiell mit allen intra- und
extrazellularen Strukturen reagieren, und verursachen insbesondere bei
chronisch erhoht vorliegenden ROS-Konzentrationen dauerhafte Schaden [12].
Diese enorme Reaktivitatt macht die meisten ROS sehr kurzlebig. Das
Hydroxylradikal beispielsweise hat eine in vivo Halbwertszeit (HWZ) von
nur 10° Sekunden [13]. Daraus ergibt sich ein zeitlicher und ortlicher Charakter
der ROS, denn an der Lokalisation ihrer Entstehung ist der ausgeldste oxidative
Stress auch am gro3ten. Fur H20: trifft dies jedoch nur bedingt zu, da H20:2

deutlich stabiler ist, enzymatisch reguliert wird, und es vom Entstehungsort
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wegdiffundieren und dementsprechend mit einem Zielmolekil an anderer

Lokalisation reagieren kann [5].

1.1.1 Auswirkungen von oxidativem Stress auf Biomolekule

Makromolekile wie Proteine, Lipide oder Desoxyribonukleinsaure
(deoxyribonucleic acid, DNA) kénnen durch den Kontakt mit ROS beeinflusst, in
ihrer Struktur verandert und dadurch letztlich geschadigt werden [14].
Seitenketten von Aminosauren, speziell die Schwefelelemente von
Cystein und Methionin, sind besonders anféllig fur Interaktionen mit ROS [15].
Proteine, Konglomerate aus bis zu tausenden Aminosauren, kénnen so ihre
urspringliche  Struktur und Funktion verlieren [16-18]. Uber diese
Strukturverdnderungen wird die Akkumulation von unléslichen
Proteinaggregaten gefordert, die mit einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert
ist [19]. ROS-induzierte Veranderungen der Proteinstruktur sind zudem
mitbeteiligt an der Entstehung von Advanced Glycation End-products (AGE) [20].
AGE haben toxische Effekte und sind ihrerseits ebenso mit einer Reihe von
Erkrankungen assoziiert [21]. Es wird vermutet, dass AGE Uber einen Rezeptor
(RAGE) selbst oxidativen Stress ausldsen kdnnen (,glyco-oxidative stress®).
Weitreichende Folgen kann auch eine Lipidperoxidation haben, die
oxidative Degradation von Fetten. Vor allem ungesattigte Fettsduren sind anfallig
fur die durch ROS verursachten, strukturellen Schaden [18]. Insbesondere
Phospholipide reagieren hochsensibel auf ROS, was zu Problemen der
Zellmembranintegritat fihren kann [22]. Eines der Produkte der ROS-induzierten
Oxidation von Fetten ist Malondialdehyd (MDA), ein hochreaktives Dialdehyd,
das in Bakterien und S&ugerzellen eine mutagene, in Ratten eine karzinogene
Wirkung hat [23]. Die Konzentration an MDA kann quantifiziert werden, was MDA
zu einem beliebten Biomarker der Lipidperoxidation macht. Das ebenfalls
mutagene 4-Hydroxynonenal (HNE) ist ein weiteres schadliches Produkt der
Lipidperoxidation, welches ebenfalls als Biomarker Verwendung findet [22].
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Folgenschwere Konsequenzen kann eine Erbgutveranderung aufgrund
von ROS-induzierten DNA-Einzel- beziehungsweise DNA-Doppelstrangbriichen
nach sich ziehen [24]. Insbesondere mitochondriale DNA (mtDNA) ist anfallig far
Genomschadigungen, da die Erkennungsrate von Mutationen durch
mitochondriale DNA-Reparaturenzyme im Vergleich zu den im Zellkern
lokalisierten chromosomalen Reparaturenzymen deutlich niedriger liegt. Die
MtDNA ist zudem nicht von den schitzenden und stabilisierenden Histonen
umgeben [25]. Als Folge von DNA-Doppelstrangbriichen kommt es im Zellkern
unter anderem zu einer Phosphorylierung des Histons H2AX unter Entstehung
von y-H2AX, einem gangigen Biomarker fur DNA-Doppelstrangbriche. Durch
den Nachweis von y-H2AX konnen Doppelstrangbriiche lokalisiert und
quantifiziert werden [24, 26]. Die fur oxidativen Stress anfélligste DNA-Base ist
Guanin und die haufigste mutagene DNA-Verdnderung ist eine
Basenmodifikation mit dem Guanin-Analog 8-Hydroxyguanin (8-0xo0). 8-oxo paart
sich mit Adenin statt mit Cytosin und kann so eine Transversionsmutation nach
der Replikation ausldsen [27], welche sich in mehreren mutierten Onko- und
Tumorsuppressorgenen findet [28-31]. Da die Konzentration von 8-oxo mit der
Konzentration von ROS korreliert [32], ist 8-0xo ein weiterer beliebter Biomarker
fur oxidativen Stress [33].

ROS haben jedoch nicht nur eine schadigende Wirkung auf Biomolekile.
Sie sind beteiligt an der Steuerung von physiologischem Zellwachstum [34], einer
balancierten Inflammationsreaktion [35], und sie modulieren die Genexpression
[34, 36]. In den phagozytierenden Zellen des Immunsystems werden ROS beim
,oxidativen Burst* zur Zerstdérung von Pathogenen verwendet [23, 37]. Zudem
sind sie beteiligt an der Nekrose- und Apoptose-Induktion sowie der Steuerung
der Proteaseaktivitat Gber verschiedene zellulare Signalwege wie der Inhibierung
von Phosphatasen, Kinasen-Aktivierung oder der Regulation von lonenkanélen
[37-40]. Die als Neuroplastizitdt bezeichneten adaptiven Verénderungen des
zentralen Nervensystems (ZNS) und die Aufrechterhaltung einer physiologischen
Gedachtnisfunktion werden ebenfalls durch ROS mitreguliert [41]. All diese

physiologischen ROS-Funktionen mussen selbstverstandlich im Kontext einer
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streng regulierten Homobostase aus ROS und anti-oxidativen Faktoren

verstanden werden.

1.1.2 Antioxidantien

Antioxidantien sind Radikalfanger und kdnnen die Oxidation anderer Substanzen
durch ROS verlangsamen, verhindern oder riickgangig machen [5]. Der Korper
besitzt mit der Superoxiddismutase (SOD), dem Glutathion-System sowie der
Katalase (Catalase, CAT) drei gro3e Systeme zur Neutralisierung von ROS.
Weitere enzymatische und nicht-enzymatische Systeme agieren ebenfalls als
Antioxidantien. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tber die wichtigsten

Antioxidantien gegeben werden.

1.1.2.1 Superoxiddismutase

Die SOD katalysiert den Abbau von Superoxidradikalen zu Oz und dem weniger
reaktiven H202 [42, 43].

P + SOD
202 + 2H _)H202+02

Von den drei bekannten Isoformen sind SOD1 und SOD2 intrazellular und
lediglich SOD3 extrazellular lokalisiert [43]. Die SOD stellt gewissermafien die
erste ,Verteidigungslinie“ gegen ROS dar [44].

1.1.2.2 Glutathionperoxidase

Die Glutathionperoxidase (GPx) ist Teil des zweiten grol3en anti-oxidativen
Systems, dem Glutathion-System. Sie kommt in acht Isoformen vor (GPx1-8), die
alle den Abbau von H20:2 / organischen Hydroperoxiden (ROOH) zu H20, unter
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Verwendung der Schwefel-Wasserstoffbindung von reduziertem Glutathion
(GSH) als Elektronendonator, katalysieren [45-47].

GP
2 GSH + Hy,0, — GSSG + 2 H,0 beziehungsweise

GP
2 GSH + ROOH =3 GSSG + ROH + H,0

Im Anschluss kommt es zu einer Dimerisierung von zwei oxidierten
Glutathionmolekilen uber eine Disulfidbricke unter Entstehung von einem
Gluthathion-Disulfid (oxidiertes Glutathion, GSSG).

Die Regeneration der anti-oxidativen Kapazitéat erfolgt durch eine Reduktion des
oxidierten Glutathions zuriick zu GSH durch die Glutathion-Disulfid Reduktase
(GSR). Das aus dem Pentosephosphatweg stammende Reduktionséaquivalent
NADPH / H* fungiert als ,Reduktionskraft® [48].

1.1.2.3 Katalase

Die Katalase (Catalase; CAT) kommt ubiquitér in allen Kérperzellen vor und

katalysiert die Umwandlung von H202 zu H20 und Oz [49].

CAT
2H202 — 2H20+202

1.1.2.4 Sonstige enzymatische Antioxidantien

Weitere Moleklle, die zur enzymatischen ROS-Abwehr beitragen, sind
beispielsweise die Gruppen der Thio-, Gluta- und Peroxiredoxine. Thioredoxin
und die Thioredoxinreduktase stellen den wichtigsten zellularen Reduktions-
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mechanismus fur Protein-Disulfide dar [47, 50, 51], Glutaredoxine katalysieren
reversible Reduktionen von Disulfidbriicken an  Gluthathion-Protein-
Verbindungen im Zytoplasma [51, 52] und Peroxiredoxine kdnnen intrazelluléare
Peroxide reduzieren, die beim physiologischen Metabolismus anfallen [53-55].

1.1.2.5 Nicht-enzymatische Antioxidantien

Vitamin C und E sowie die Spurenelemente Zink und Selen sind seit Langem
bekannte Antioxidantien. Ein Beispiel fur ein weniger bekanntes, nicht-
enzymatisches Antioxidans ist GSH, das auf Kosten der antioxidativen Kapazitat
des Glutathion-Systems beispielsweise die Vitamine C und E ,recyclen” und
damit wieder verfiigbar machen kann [48]. Die bei physiologischen pH-Werten in
Form von Urat (Salze) vorliegende Harnsaure fungiert als Elektronendonator und
schitzt insbesondere gegen oxidativen Stress durch das Peroxinitrit-Anion
(ONOO") im ZNS [56]. Das beim Hamoglobinabbau anfallende Bilirubin besitzt
ebenfalls anti-oxidative Eigenschaften, insbesondere intravasal in der Albumin-
gebunden Form [57-59].

1.1.3 Oxidativer Stress und Krankheit

Taglich werden durch ROS in jeder menschlichen Zelle mehr als 10° oxidative
Schadigungen verursacht [60], in den meisten Féllen ohne weitreichende
Konsequenzen. Es besteht allerdings eine hohe Korrelation zwischen dem
Ausmald von oxidativem Stress und dem Auftreten einer ganzen Reihe von
Krankheiten, insbesondere der im Volksmund als “Alterskrankheiten”
bezeichneten Leiden [17]. So erhdht chronischer oxidativer Stress die Inzidenz
von verschiedenen Krebserkrankungen [61, 62], wirkt nephrotoxisch [63, 64] und
ist beteiligt an der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen wie Bluthochdruck,
Atherosklerose und Herzrhythmusstérungen [65-68]. Auch aus diesem Grunde

basieren die aktuellen Modelle zum Alterungsprozess auf den Erkenntnissen der
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letzten Jahrzehnte Uber den maf3geblichen Einfluss von oxidativem Stress auf

den menschlichen Korper [69-71].

1.1.4 Oxidativer Stress und neurologische Erkrankungen

Der Morbus Alzheimer (Alzheimer disease, AD; Alzheimer-Krankheit) ist die
weltweit haufigste Ursache von Altersdemenz. AD ist auf zellularer Ebene
gekennzeichnet durch eine Akkumulation von fehlgefaltetem (-Amyloid,
Peptiden, die sich als Plagues im Gewebe ablagern. Bis heute konnte kein
kausaler Zusammenhang zwischen Amyloid-Plaques und fortschreitender
Demenz bewiesen werden. Nachgewiesen ist jedoch eine Aktivierung von
Mikrogliazellen, den primaren Abwehrzellen im ZNS, durch die als pathogen
eingestuften Amyloidablagerungen. Mikroglia produzieren und sezernieren als
Abwehrreaktion ROS, die wiederum zytotoxisch auf die umliegenden Neurone
wirken [72-79]. Diese Veranderungen kdnnen bereits bei AD-Vorstufen wie einer
Jleichten kognitiven Einschrankung“ beobachtet werden [77]. Bei etwa
20 % der Demenzkranken kann der kognitive Abbau auf eine vaskulare Demenz
(VaD) zurickgefuhrt werden [80], weitere 10 - 30 % weisen eine Mischform aus
AD und VaD auf [81, 82].

Bei der komplexen Erkrankung des Morbus Parkinson (Parkinson’s
disease, PD) fuhrt das Absterben von dopaminergen Neuronen letztlich zur
Auspragung motorischer und nicht-motorischer Symptome. Auch wenn der
genaue Mechanismus der Krankheitsentstehung weiterhin ungeklart bleibt, ist
nach aktuellem wissenschaftichem Konsens neben einer mitochondrialen
Dysfunktion und Inflammation auch oxidativer Stress in der substantia nigra, der
Hauptlokalisation der beschriebenen dopaminergen Neurone, mitverantwortlich
am Erkrankungsbild des PD [83-86]. Ahnlich wie bei der AD kommt es zu
unléslichen Ablagerungen eines fehlgefalteten Proteins, dem a-Synuclein. Und
auch hier fuhrt eine Mikroglia-Aktivierung zu ROS-Freisetzung und oxidativem

Stress.
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Analog hierzu kann der beschriebene Pathomechanismus bei weiteren,
unter dem Sammelbegriff Synucleopathien zusammengefassten Erkrankungen
wie der Lewy-Korper-Demenz und der Multisystematrophie [75, 79] sowie bei den
Tauopathien, bei denen es zu Ansammlungen von Tau-Proteinen im Gehirn
kommt, beobachtet werden [75]. Oxidativer Stress konnte zudem als Faktor bei
der Krankheitsentstehung beziehungsweise als mitbeteiligter
Pathomechanismus im Krankheitsverlauf der Praeklampsie [75, 87], der
Multiplen Sklerose [75] und der Amyotrophen Lateralsklerose [78, 79]

nachgewiesen werden.

1.1.5 Messung von oxidativem Stress

In der wissenschaftlichen Literatur sind viele Methoden unterschiedlicher
Komplexitat und Prazision zur Messung von oxidativem Stress beschrieben.
Durchgesetzt haben sich Ansatze wie der Nachweis von Molekilen, die durch
oxidativen Stress geschadigt wurden. Auch Verschiebungen innerhalb der
bekannten Redox-Systeme, die Hochregulation von fur die ROS-Abwehr
codierender Gene oder die Messung von Markern der oxidativen Kapazitat
werden zum Nachweis von oxidativem Stress benutzt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Untersuchungsmethoden werden in dem zugehdrigen Methodenteil

naher beschrieben.
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1.2 Das Renin — Angiotensin — Aldosteron — System

Das Renin — Angiotensin — Aldosteron — System (RAAS) ist wichtiger Regulator
von Blutdruck, Elektrolytkonzentrationen im Blutserum und der Nierenfunktion.
Es beschreibt den Zusammenhang von Renin, Angiotensin und Aldosteron
untereinander und deren Wirkung im Korper.

In den epitheloiden Myozyten der Macula densa - Teil des
juxtaglomeruldren Apparates der Niere — wird Renin aus Prorenin gebildet. Bei
einem  Blutdruckabfall in den Vasa afferentes, einer niedrigen
Natriumkonzentration im distalen Nierentubulus oder bei einer B-adrenalen
Aktivierung durch Katecholamine wird Renin in die Vasa afferentes der Niere
ausgeschuttet. Es gelangt in den Blutkreislauf, fungiert dort als Protease und
spaltet das in der Leber gebildete Peptid Angiotensinogen zu Angiotensin |
(AT-l). Durch Hydrolyse von der membranstandigen und insbesondere im
Lungenepithel exprimierten Exopeptidase Angiotensin-Converting-Enzyme
(ACE) wird AT-I in das aktive Peptidhormon Angiotensin Il (AT-Il) gespalten.
Als eines der Hauptprodukte des RAAS agiert AT-1l primar Uber den G-Protein-
gekoppelten Angiotensin-1I-Typ1-Rezeptor (AT1R). In der Nebenniere kommt es
Uber den aktivierten AT1R zu einer Ausschuttung des Steroidhormons Aldosteron
aus den Zellen der Zona glomerulosa. Aldosteron fuhrt zu einer Natrium- und
Wasserretention, was wiederum das Blutvolumen und damit den Blutdruck
erhoht. Durch eine negative Ruckkoppelung reguliert das System sich selbst:
Hoher Blutdruck, AT-II und Aldosteron hemmen die Renin-Freisetzung [88].

Weitere Effekte werden Uuber eine Bindung von AT-Il an den
Angiotensin-Il-Typ2-Rezeptor (AT2R) eingeleitet. Zudem kann AT-Il durch das
Angiotensin-Converting-Enzyme 2 (ACE2) zu Angiotensin-(1-7) (AT-1-7)
gespalten werden, das als Ligand des Mas-Rezeptors agiert. Sowohl eine
Aktivierung des AT2R, als auch des Mas-Rezeptors wirken den Effekten eines
aktivierten AT1R entgegen. Prorenin und Renin kénnen an den (Pro)Renin
Rezeptor [(P)RR] binden, so langer am Wirkungsort verbleiben und damit ihre
Wirkung verstarken (Abbildung 1; [89]).
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Abbildung 1: Renin - Angiotensin - Aldosteron — System.

Mit freundlicher Genehmigung von Annual Reviews Inc.; Order License Id: 4347660577053 [89].
Ubersetzung aus dem Englischen: ,Neben dem AT1-Rezeptor (AT1) kann Angiotensin-Il auch mit dem AT2-
Rezeptor (AT2) interagieren, und es kann vom Angiotensin-Converting-Enzyme 2 (ACE2) zu Ang-(1-7)
metabolisiert werden, das ein Ligand fur den Mas Rezeptor (Mas) ist. Beide Stoffwechselwege wirken den
durch den AT1-Rezeptor ausgeldsten Effekten meist entgegen. Darliber hinaus kénnen Renin und seine
Vorstufe Prorenin an den (Pro)renin-Rezeptor ((P)RR) binden, der sie im Gewebe halt, ihre Angiotensin I-

Erzeugungskapazitat verstarkt und nach der Bindung Signale in die Zelle sendet.” [89].

Wahrend es in Menschen nur ein einziges fir den ATi1R-codierendes Gen gibt
[90], finden sich in M&ausen zwei zu Uber 90 % Sequenz-identische Unterformen,
den AT1aR und den AT1R [91-93].

1.2.1 Wirkung von AT-Il iber Bindung an den ATi-Rezeptor

Eine Aktivierung des AT1R durch den Agonisten AT-Il fiuhrt zu einer
kaskadenformigen, intrazellularen Signaltransduktion Gber mehrere Wege, deren
Auswirkungen weit Uber die oben genannten Blutdruck-, Elektrolyt- und
Nierenfunktionsregulation hinausgehen. In den vergangenen Jahrzehnten ist das
Verstandnis um die hohe Komplexitdt des RAAS stetig groRer geworden. Im

Folgenden werden einige der Signalkaskaden beispielhaft aufgeflhrt.
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Mehrere heterotrimere G-Proteine (unter anderem Gg11, i, 12, 13)
interagieren mit dem AT1R. In der Folge kommt es zur Aktivierung von
Schlusseleffektoren wie den Phospholipasen A, C und D (PLA, PLC, PLD). Es
erhoht sich die intrazellulare Konzentration der beiden second messenger
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG), die letztlich zu einer erhhten
Calcium- (Ca?*) Konzentration flihren [94, 95]. Das intrazellulare Ca?* ist unter
anderem der primare Trigger fiir die Kontraktion von Myozyten. Uber weitere
Kaskaden sind die erhdhten Ca?* Konzentrationen zudem an der Induktion von
Zellhyperplasie beteiligt [96].

Ohne vorherige G-Protein Aktivierung kann der AT1R dariber hinaus via
B-Arrestin-Rekrutierung direkt eine Signalkaskade Uber die Extracellular-Signal
regulated Kinase 1 und 2 (ERK1/2) aktivieren und so die Genexpression
beeinflussen [97-99].

Uber eine Amplifikation der Proteinkinase C (PKC) kommt es zu einer
Aktivierung von GTPasen wie Ras, Raf und RhoA. Diese interagieren zu
spaterem Zeitpunkt in der Signalkaskade mit Enzymen der Mitogen-aktivierten
Kinase-Familie (MAPKs) wie ERK1/2 oder der Januskinase / Signal Transducers
and Activators of Transcription (JAK/STAT) [94]. So werden
Transkriptionsfaktoren wie der Nuclear Factor kB (NF-kB), STATs oder das
Activating Protein-1  (AP-1) aktiviert, die zu einer Expression von
Wachstumsgenen fiihren [100]. Uber die PKC Aktivierung kommt es zudem zu
einer erhdhten NAD(P)H-Oxidase (NOX)-Aktivitat. So werden ROS gebildet, die
als Signalmolekule agieren und zur Expression von EGF- (Epidermal Growth
Factor Receptor, EGFR) und Aldosteron-Rezeptoren fuhren [101-104]. Des
Weiteren erhoht AT-II Uber eine Aktivierung der S6-Kinase, einem wichtigen
Effektor des mammalian target of rapamycin (mTOR) Systems, die
Proteinsynthese [105].

Fir eine optimale Funktion des komplexen Systems ist ein fragiles
Gleichgewicht von AT-Il Konzentration im Serum, der Stimulationsfrequenz des
AT1R und vielen weiteren Faktoren notwendig. Wird diese Homoostase gestort,

kann es zur Entwicklung von Dysfunktion und zuletzt Krankheit kommen.
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Chronische Stimulation durch AT-Il flhrt beispielsweise zu Hypertrophie von
vaskularen Myozyten, einem Remodelling des Herzmuskels [106], Inflammation
und oxidativem Stress, der zur Entstehung kardiovaskularen Erkrankungen
beitragt [107].

1.2.2 Antagonisierung des ATi-Rezeptors

Mehrere Pharmakonzerne begannen Anfang der 1970er Jahre mit der
Erforschung pharmakologischer Interventionsmdoglichkeiten im RAAS. Miguel
Ondetti gelang es 1977 Captopril zu synthetisieren, den ersten ACE-Inhibitor mit
vertretbarer oraler Bioverfuigbarkeit [108]. Captopril erlangte 1981 durch die Food
and Drug Administration (FDA) eine Zulassung als Antihypertonikum [109]. Das
Chemie- und Pharmaunternehmen DuPont entdeckte 1986 den ersten selektiven
AT1R-Blocker (ARB), Losartan [110]. Bis zur Zulassung durch die FDA dauerte
es weitere neun Jahre. In den 1990er Jahren folgten dann die ATiR-Blocker
Valsartan, Irbesartan, Eprosartan, Candesartan und Telmisartan [95, 110]. Als
dritter pharmakologischer Ansatzpunkt fir ein Antihypertonikum innerhalb des
RAAS wurde 2007 Aliskiren als erster Renin-Inhibitor von der FDA zugelassen.
Losartan hat eine relativ kurze HWZ von wenigen Stunden (die effektive
HWZ wird durch einen Metaboliten jedoch verlangert) und die Rezeptorblockade
kann durch hohe Konzentrationen von Agonisten Uberwunden werden [95].
Candesartan hingegen hat eine langere HWZ und fuhrt zu einer vollstandigen
Blockade des Rezeptors, die eine Stimulation des Rezeptors selbst bei
maximaler Agonistenkonzentration verhindert [95]. Aufgrund einer besseren
Bioverflugbarkeit findet in der Praxis ein Prodrug, der Resorptionsester

Candesartancilexetil, Verwendung.
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1.2.3 Lokales Renin — Angiotensin — Aldosteron — System im Gehirn

Neben dem systemischen gibt es lokale RAAS in Herz, GefaRwanden, Nieren,
Nebennieren, Augen, Hoden und im Gehirn. Diese Gewebe sind imstande, die
Bestandteile des RAAS unabhangig von der systemischen Hormon-Kaskade zu
produzieren und werden eigenstandig reguliert [111, 112].

Alle Komponenten des RAAS konnten bereits im Gehirn identifiziert
werden [113, 114], inklusive ACE2 [115], dem Mas-Rezeptor [116] und dem
(P)RR [117]. Zudem gibt es im ZNS mit Cathepsin [118] und Tonin [119] weitere
Enzyme, die Angiotensinogen zu Angiotensin spalten konnen.

Eine hohe AT1R-Expression findet sich insbesondere in Hirnarealen, die
an der Blutdruck- und Flussigkeitsregulation beteiligt sind. Dazu gehodren die
paraventrikuldren- (PVN) und supraoptischen Nuclei (SON) im Hypothalamus,
der Nucleus tractus solitarii (NTS) und die Rostral ventrolaterale medulla (VLM),
die fir die basale Sympathikusaktivitdt und deren Reflexkontrolle zustandig ist
[120-123]. Weitere Funktionen des zerebralen RAAS sind die Uber den AT2R-
vermittelte axonale Regeneration [124] und eine Modulation héherer Kognition,
insbesondere von Gedachtnis, Schmerzwahrnehmung und Verhalten [125, 126].

Das ZNS wird Uber die Bluthirnschranke (BHS) vor schadlichen
Substanzen im Blutkreislauf geschutzt. Die BHS wird hauptsachlich durch
Endothelzellen der Blutgefal’e gebildet, die Uber tight junctions Gefaldllicken
schlie®en und so eine Infiltration unerwtinschter Substanzen verhindern. Selektiv
werden wichtige Nahrstoffe passagiert und Uber Astrozyten, die mit den Perizyten
auch Teil der BHS darstellen, an die Neurone weitergegeben. Neben der
mechanischen Barriere gibt es Transporter wie das P-Glykoprotein (P-gp), die
aktiv und selektiv unerwiinschte Substanzen aus der Zelle, im Falle der BHS
zurtck in den Blutkreislauf transportieren [127]. Das Peptidhormon AT-Il kann die
BHS nicht Gberwinden.
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Als zirkumventrikuldre Organe (ZVO) werden Strukturen an der Wand des
lll. und IV. Ventrikels im Gehirn bezeichnet, die physiologischerweise ein
fenestriertes Endothel aufweisen und damit eine Unterbrechung der BHS
darstellen. Um ihrer sensorischen Funktion nachzukommen sind sie durchlassig
fur sonst nicht zentralgangige Molektle aus dem Blutkreislauf. Zu diesen Arealen
zahlen das Subfornikalorgan (SFO), das organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT) und die area postrema (AP) (Abbildung 2; [89]).

Das am Dach des Ill. Ventrikels unter dem Gewdlbe (Fornix) des
limbischen Systems liegende SFO besitzt ein fur AT-Il besonders durchgangiges,
fenestriertes Endothel, welches es speziellen Neuronen ermdglicht, die AT-lI-
Serumkonzentration zu messen. Uber efferente Axone werden Signalreize an
den SON und die PVN gesandt und so die Vasopressin- und Adrenocorticotropin
(ACTH)-Ausschittung im Hypothalamus moduliert [128]. Ein Durstreiz wird
ausgel6st, der nach Flussigkeitsaufnahme den Blutdruck erhéht und in Folge zu
einer geringeren Renin- und AT-ll-Ausschuttung fuhrt. Dies hat zur Konsequenz,

dass weniger AT-Il das SFO erreicht und das Durstsignal gestoppt wird.
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Abbildung 2: Fur AT-Il zugéngige Gehirnareale.

Mit freundlicher Genehmigung von Annual Reviews Inc.; Order License Id: 4351401423037 [89].
Ubersetzung aus dem Englischen: ,Im Gehirn gibt es Bereiche (rot) wie das Subfornikalorgan (SFO), das
organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und die Area postrema (AP), die AT1-Rezeptoren
exprimieren und die fur zirkulierendes Ang Il zugénglich sind. Andere Bereiche (blau), wie die
supraoptischen Nuclei (SON) und die PVN = paraventrikularen Nuclei (PVN) des Hypothalamus, die rostrale
(R) und kaudale (C) ventrolaterale medulla (VLM) sowie der Nucleus tractus solitarii (NTS), exprimieren
zwar auch AT1-Rezeptoren, sind aber aufgrund der Blut-Hirn-Schranke von systemischem Ang Il nicht
erreichbar. Diese Regionen sind nur fur Ang Il zugénglich, das lokal im Gehirn synthetisiert wird. Die
Angiotensin-sensitiven Bereiche werden von auf3en beeinflusst. Effektoren, einschlieRlich Plasma-Ang I
(rot), die durch angiotensinerge Bahnen (rote Pfeile) miteinander verbunden sind, die die angegebenen
physiologische Wirkungen (blaue Pfeile). [89].

Ein wichtiger Aspekt bei der Betrachtung des hirneigenen RAAS ist die
Mitbeteiligung von Mikrogliazellen. Mikroglia sind die Makrophagen des ZNS und
machen bis zu 10 % der Hirnzellen aus [129]. Wie bereits beschrieben sind
Mikroglia an der Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen wie AD oder
PD beteiligt. Hierbei ,triggern® B-Amyloid beziehungsweise a-Synuclein eine
Autoimmunitat via Mikroglia-Aktivierung [130]. Diese kommen abhangig von
externen Stimuli in einem pro-inflammatorischen M1-Phanotyp oder in einem

tendenziell anti-inflammatorischen M2-Phanotyp vor [131]. Die Polarisation von



Einleitung 16

Mikroglia entscheidet hierbei Uber das vorliegende Milieu in Hinsicht auf
oxidativen Stress. Ein inadaquat hoher Anteil an M1-Mikroglia ist nachweislich
neurotoxisch und fihrt zur Schadigung beziehungsweise teilweise bis zum
Absterben von Neuronen [132]. Das hirneigene RAAS steht in engem
Zusammenhang zum Mikroglia-Phénotyp mit einer Induktion des pro-
inflammatorischen M1-Phanotyps dber (Pro)renin/PRR und AT-II/AT1R,
beziehungsweise einer Induktion des anti-inflammatorischen M2-Phanotyps Uber
AT-II/AT2 und AT-1-7/MasR (Abbildung 3; [133]).

ANGIOTENSINOGEN
ProRenin/Renin —»1

ANGIOTENSIN | A0k » ANGIOTENSIN (1-9)
ACE lACE
ACE2
ANGIOTENSIN I » ANGIOTENSIN (1-7)
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ANGIOTENSIN IV
v v
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PROINFLAMMATORY ANTIINFLAMMATORY

M1 !

Abbildung 3: Hirneigenes RAAS und Mikroglia-Polarisation.

M2

Mit freundlicher Genehmigung von Frontiers. Abbildung originalgetreu wie von Labandeira-Garcia
et al. publiziert (2017). Front Aging Neurosci. 9:129. doi: 10.3389/fnagi.2017.00129 [133].

Ubersetzt aus dem Englischen: ,Angiotensin Il wird durch die sequentielle Aktivitat der beiden Enzyme
Prorenin-Renin (das Angiotensin | bildet) und Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) auf das
Vorlauferprotein Angiotensinogen gebildet. Renin und sein Vorlaufer Prorenin wirken auch auf spezifische
PRR-Rezeptoren. Zusatzlich zu Angiotensin Il werden mehrere Angiotensin-Peptide wie Angiotensin (1-7),
Angiotensin Il und Angiotensin IV durch die Wirkung von Angiotensin-Converting-Enzyme 2 (ACEZ2),
Aminopeptidase A (APA) und N (APN) aus Angiotensin | und Il gebildet. Angiotensin Il induziert Uber AT1-
Rezeptoren proinflammatorische Effekte und den M1-Phanotyp. Diesen Effekten wird jedoch durch einen
RAS-Gegenarm entgegengewirkt, der durch den Angiotensin [lI/AT2-Rezeptor-Signalweg und den
Angiotensin 1-7/MasRezeptor (MasR)-Signalweg gebildet wird. Dariiber hinaus kann die Aktivierung von
Prorenin-Renin-Rezeptoren zur Aktivierung des proinflammatorischen Phénotyps beitragen.” [133].
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1.3 Hypertonie

Arterielle Hypertonie oder Bluthochdruck ist eine der am weitesten verbreiteten
Krankheiten unserer Zeit, weltweit ist etwa ein Viertel aller Erwachsenen
betroffen [134]. In Industrienationen wie den USA oder den europaischen
Landern liegt die Pravalenz einigen Studien zufolge mit etwa 30 % und teilweise
uber 40 % noch deutlich hoher [135]. In den meisten Fallen kann keine
organische Ursache fir den Bluthochdruck ausgemacht werden. Unabhangig
von der Atiologie findet sich beim Hypertonus jedoch ein aus der Homoostase

geratenes RAAS.

1.3.1 Hypertonie und neurologische Erkrankungen

Bluthochdruck ist ein Risikofaktor fur eine Vielzahl neurologischer Erkrankungen
[136-138], besonders umfangreich ist die wissenschaftliche Datenlage fir einen
Zusammenhang zwischen dysfunktionalem RAAS und Neuropathologien. In
Gehirnen von PD- und Chorea Huntington-Patienten konnte eine erhohte AT1R-
und AT2R- [139], bei AD-Patienten eine erhdhte AT1R-, AT2R-, ACE- und AT-II-
[139, 140] und bei Patienten mit Multipler Sklerose eine erhdhte ACE-
Konzentration beziehungsweise -Expression [141] nachgewiesen werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine anti-hypertensive
Therapie den kognitiven Verfall nicht-dementer Personen verlangsamt [142], und
dass Patienten unter ACE-l Therapie seltener AD entwickeln [143]. Eine
potentielle Erklarung hierfur ist die Beobachtung, dass ACE nicht nur AT-,
sondern auch Peptide wie Tau oder Amyloid spalten kann. Der protektive Effekt
ist deshalb mdglichweise nicht auf eine Modulation des RAAS alleine, sondern
auf die Protease-Aktivitat von ACE zurick zu fuhren. Es wird bereits dartber
spekuliert, ob ACE-I eine Rolle bei der AD-Therapie spielen sollten [144]. Einige
Studien weisen darauf hin, dass AT1R-Blocker einen noch gréReren protektiven
Effekt als ACE-I vor dementiellen Erkrankungen haben konnten [145, 146]. Auf
genetischer Ebene kann beobachtet werden, dass eine Modifikation im ACE1-
Gen hinter dem etablierten APOE-¢4 Allel den zweitwichtigsten pradiktiven Faktor
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fur die Entwicklung von AD darstellt [147]. Zudem schitzen ACE-I bei Patienten
mit einem Polymorphismus im Angiotensinogen-Gen, der zu einer erhdhten
RAAS-Aktivitat und damit erhdhtem Blutdruck fuhrt, gegen den Verfall von
exekutiven Funktionen [136, 148].

Hypertoniker haben nicht nur ein deutlich erhohtes Risiko einen
Schlaganfall zu erleiden, sondern auch eine Demenz zu entwickeln [149].
Obwohl der genaue Pathomechanismus noch nicht vollstandig geklart ist, spielt
eine durch Bluthochdruck ausgeloste endotheliale Dysfunktion in kleinen
Hirngefallen eine entscheidende Rolle, welche 2zu einer chronischen
Unterversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff und einer erhéhten Anfalligkeit
der betroffenen Neurone fur hypoxische Zellschaden fuhrt [150].

Diskutiert wird, ob eine Uberaktivierung des RAAS, insbesondere des
lokalen RAAS im Gehirn, einen weiteren Schadigungsmechanismus darstellen
konnte. Hierbei konnte gezeigt werden, dass ein positiver Feed-forward
Mechanismus im Gehirn vorhanden ist, der zu einer Auto-Potenzierung von
AT-Il fahrt [151]. Eine Rezeptorbindung von AT-Il an den AT1R fuhrt hierbei zu
einer weiteren Sensibilisierung des AT1R gegenlber AT-Il, was seinen Effekt
verstarkt [152, 153].
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1.3.2 Entstehungsmechanismus von oxidativem Stress bei Hypertonie

Multiple beglnstigende Faktoren der Hypertonieentstehung konnten bereits
identifiziert werden, darunter eine chronische Aktivierung des sympathischen
Nervensystems, ein dysfunktionales RAAS und chronische Inflammation [154,
155]. Allen gemeinsam ist die Entstehung von oxidativem Stress, welcher auf der
einen Seite Hypertonie mitverursachen und einen bestehenden Bluthochdruck
negativ beeinflussen kann. Auf der anderen Seite verstarkt beziehungsweise
verursacht Hypertonie oxidativen Stress [68, 156].

1.3.2.1 NADPH-Oxidase

Eine wichtige Quelle von physiologischen Mengen an O2* und H202 im
kardiovaskularen System sind Enzyme aus der Familie der Nicotinamid-
adenindinukleotidphosphat-Oxidasen, kurz NAPDH-Oxidasen (NOX) [157]. Die
primére Funktion der sieben bekannten NOX-Isoformen ist die ROS-Produktion.
Bei Hypertonikern findet sich eine gesteigerte NOX1-Aktivitdt in den glatten
Muskelzellen der Vaskulatur, welche tUber den Gefalitonus einen maf3geblichen
Einfluss auf den Blutdruck haben [158]. Eine intravendse AT-ll-Infusion in Ratten
fuhrt zu erhohter NOX-Expression und -Aktivitat, was in der Folge zu vermehrter
ROS-Produktion fuhrt [159]. Eine unkontrollierte ROS-Produktion induziert

erwartungsgeman zellulare Schaden [159].
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1.3.2.2 AT-ll-induzierte DNA-Schéaden

Durch erhthte AT-Il Spiegel in der Niere kommt es zu einer vermehrten ROS-
Produktion durch die NADPH-Oxidase (NOX) [160]. Diese wird durch Bindung
von AT-Il an den ATiR eingeleitet, was zu einer G-Protein-gekoppelten
Stimulation von PLC fiihrt. PLC fihrt Ca?*-abhangig zu einer Aktivierung von
PKC, welches wiederum am ehesten fur die Aktivierung von NOX in Frage kommt
(siehe Abbildung 4). In vitro konnte gezeigt werden, dass NOX die Produktion
von ROS induziert, welche dann unter anderem Schaden an der DNA auslost

[160]. AT-II fuhrt zudem zu einer zusatzlichen Hochregulation von NOX [101].

damage

Abbildung 4: Entstehungsweg der DNA-Schadigung durch AT-II.

Mit freundlicher Genehmigung von Oxford University Press.; Order License Id: 4351791070178 [160].
Ubersetzung aus dem Englischen: ,,Vorgeschlagenes Modell der Signaliibertragung bei Angiotensin Il (Ang
I1)-induzierter DNA-Schédigung. Die Bindung von Ang Il an den Angiotensin Typl-Rezeptor (AT1R) aktiviert
die Phospholipase C (PLC) durch Stimulation von G Proteinen, was zu einer Kalzium (Ca?*)-abhangigen
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fuhrt die wiederum die NADPH-Oxidase aktiviert. Die NADPH-
Oxidase mit Beteiligung seiner Nox4-Untereinheit produziert dann reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die
DNA-Schéden verursachen kénnen.“ Abkirzungen: Ga-q/11 = G-Protein-Untereinheiten Ga-q/11; IP3 =
Inositoltriphosphat; ER = endoplasmatisches Retikulum. [160]
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1.4 Ziel der Arbeit

Es wurde bereits gezeigt, dass erhohte Konzentrationen von AT-Il
DNA-Schadigungen in der Niere verursachen. Ob andere Organe durch erhdhte
AT-1l Konzentrationen ebenfalls geschadigt werden koénnen ist jedoch
weitgehend ungeklart.

Ziel der Dissertation ist es die Zytotoxizitat beziehungsweise die
Genotoxizitat von AT-Il in Nervenzellen zu prufen. Diese Untersuchungen
werden zunachst in vitro mithilfe je einer murinen und einer humanen Zelllinie
durchgefuhrt. Im Falle einer nachweisbaren Neurotoxizitdt von AT-Il soll die
Hypothese untersucht werden, ob AT-Il mdglicherweise eine Rolle in der
Pathogenese der (vaskuldren) Demenz spielen konnte. Hierfur soll in vivo
untersucht werden, ob in AT-llI-behandelten Mausen vermehrte DNA-Schaden im
murinen Subfornikalorgan, einer bestimmten flir systemisch appliziertes
AT-Il zugangigen Gehirnregion, nachweisbar sind.

Langfristiges Ziel der Demenzforschung sollte eine Translation vom Labor in
die Klinik sein. Nur so kénnen zielgerichtete pharmakologische Therapieoptionen
entwickelt werden. Unsere Daten kdnnten zu einem tieferen Verstandnis der
Demenzentwicklung fuhren, was eines Tages zu der Moglichkeit einer
kompletten Krankheitspravention beitragen kdnnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Name Hersteller Verwendung
CASY® Cell Counter OMNI Life Science Zellzahlung
Cytospin™ Thermo Fisher Scientific | MN-Test
Eclipse 55i Mikroskop Nikon diverse
Fluoreszensmikroskop Diavert Leica MN-Test
Gel Doc™ 2000 Bio-Rad PCR
Labophot-2 Nikon Comet Assay
Leica RM2165 Mikrotom Leica Gewebeschnitte
Magnetrihrer Combimag Ret IKA Labortechnik diverse
Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad Gel Elektrophorese
Paraffinstreckbad MEDAX Paraffinschnitte
Photometer Evolution 160 Thermo Fisher Scientific | diverse
Power Pac 300 Bio-Rad Elektrophorese
PTC-100 und PTC-200 MJ Research PCR
SpectraMax Microplate Reader Molecular Devices NBT Assay
'(I;r;rs-Blot® SD Semi-Dry Transfer Bio-Rad Western Blot
U-2000 UV/Vis Spectrophometer Hitachi Bestimmung [RNA]
Universal-Kuhlzentrifuge 16R Hettich diverse
Vortexer VF2 IKA Labortechnik diverse
Warmestrecktisch MEDAX Paraffinschnitte
Wasserbad WA IKA Labortechnik diverse

Tabelle 1: Verwendete Geréate.

2.1.2 Puffer, LOsungen und Kits

2.1.2.1 Glutathion Assay

Puffer / LOsung Zusammensetzung

16 ml einer 6,8 g KH2PO4 in 500 ml VE-H20 L6sung
84 ml einer 8,5 g K2HPO4 in 500 ml VE-H20 Ldsung
EDTA, 327 mg

pH-Wert mittels KOH auf 7,5 titriert

0,1 % Triton X-100 (20 ul) + 0,6 % Sulfosalicylsdure (120 mg)
in 20 ml KPE Puffer

1:10 Verdinnung von 2-Vinylpyridin in KPE Puffer
1:6 Verdiinnung von Triethanolamin in KPE Puffer
NADPH, 2 mg in 3 ml 0,1 M KPE Puffer

DTNB, 2 mg in 6 ml 0,1 M KPE Puffer

0,1 M Kalium Phosphat
EDTA Puffer ,KPE Puffer®

Extraktionspuffer

2-Vinylpyridin L6sung
Triethanolamin Lésung
NADPH (in Alufolie)

DTNB / GR (in Alufolie)

GR, 22,17 yl
Tabelle 2: Puffer/L6sungen Glutathion Assay.
Abkirzungen: DTNB = Ellmans Reagenz  (5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure); EDTA =

Ethylendiamintetraessigsdure; GR = Glutathionreduktase; KOH = Kaliumhydroxid; KPE Puffer = Kalium
Phosphat EDTA Puffer; NADPH = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat; VE-H20 = destilliertes Wasser.
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2.1.2.2 NBT-Assay

Puffer / LOsung Zusammensetzung
NBT 1,2 mM in PBS
KOH 2M

Tabelle 3: Puffer/Losungen NBT-Assay. Abkilirzungen: KOH = Kaliumhydroxid; NBT = Nitroblau-
Tetrazolium; PBS = Phosphate-buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzlésung).

2.1.2.3 TBARS-Assay

Puffer / LOsung Zusammensetzung

TBA reagent 111,6 mg Thiobarbituric Acid (TBA) in 15 ml VE-H20
TBARS standard 500 yM Tetramethoxy-Propane (TMP) in VE-H20
TBARS acid reagent 0,6 N Trichloroacetic Acid (TCA) in 30 ml VE-H20

Tabelle 4: Puffer/Ldosungen TBARS-Assay. Abkirzungen: TBA = Thiobarbituric Acid; TCA =
Trichloroacetic Acid; TMP = Tetramethoxy-Propane; VE-H20 = destilliertes Wasser.

2.1.2.4 PCR
Gel Zusammensetzung
TAE Buffer (50 ml, pH 8) 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 40 mM Acetat
Agarose (NEEO Ultra Qualitat) 0,5 g Fa. Roth
Ethidiumbromid 5 ul
GelRed®

Tabelle 5: Zusammensetzung PCR-Gel. Abkiirzungen: EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure; PCR =
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion); TAE = Tris-Acetat-EDTA; Tris = Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan.

2.1.2.5 Comet Assay

Puffer / LOsung Zusammensetzung
Lysepuffer, pH 10 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % Na-Sacrosinat
Lyseldsung

(4 °C, lichtgeschiltzt) Lysepuffer, 66,75 ml; DMSO, 7,5 ml; Triton X-100, 0,75 ml

5 M NaOH-Ldsung
0,2 M EDTA-L&sung

Elektrophoresepuffer 5 M NaOH, 120 ml; 0,2 M EDTA-L6sung in 10 ml auf 2 L VE-
(4 °C) H20

l?l,gullﬂra-ll—igzti_onspuffer pH-Wert mittels konzentrierter HCI auf 7,5 titriert

Methanol — auf -20 °C gekihlt

1,5% HMP-Agarose-losung

in PBS / CMF

0,5% LMP-Agarose-l6sung | kurz in Mikrowelle aufgekocht und im Wasserbad auf 37 °C
in PBS / CMF temperiert

GelRed™

10 pl Stocklésung + 990 pl destilliertes H20

Gebrauchslésung

Tabelle 6: Puffer/lLésungen Comet Assay. Abkurzungen: CMF = Calcium-Magnesium-frei; DMSO =
Dimethylsulfoxid; HMP = High Melting Point; LMP = Low Melting Point; PBS = Phosphatgepufferte
Salzldsung; Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (THAM).
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2.1.2.6 y-H2AX-Féarbung

Puffer / LOsung

Zusammensetzung

Citratpuffer, 10 mM, pH 6

Citronensaure-Monohydrat, 1,05 g
Millipore H20, 500 ml

Blockierldsung

500 pl Donkey-Serum in 9,5 ml PBS

H20> 3 %-ig (in PBS)
Avidinldsung 0,001 %-ig
Biotinldsung 0,001 %-ig

Priméarer Antikdrper (AK)

Rabbit IgG, anti-y-H2AX AK, 1:200 mit SignalStain™ verdinnt
(Phospho-Histone H2A.X (Ser139) (20E3) Rabbit mAb #9718,
Cell Signaling Technology)

Sekundarer AK

Donkey anti-rabbit AK, 1:200 mit PBS verdinnt
(donkey anti-rabbit IgG-B:sc-2089, Santa Cruz Biotechnology)

ABC Reagenz

Puffer, 2,5 ml (10 mM Natriumphosphat, 0,9% NacCl, pH 7,5)
Reagenz A, 1 Tropfen

Reagenz B, 1 Tropfen

(ABC Peroxidase Staining Kit, ThermoFisher Scientific)

DAB Reagenz

Millipore H20, 2,5 ml

Puffer Stock Solution, 1 Tropfen

DAB Stock Solution, 2 Tropfen

H20:2 Solution, 1 Tropfen

(DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit, Vector Laboratories)

Roti ™-Histol

(Fa. Roth)

Eukitt®

(Fa. ORSA Technologies)

Tabelle 7: Puffer/Losungen y-H2AX-Farbungen. Abkirzungen: ABC = Avidin-Biotin-Complex; AK =
Antikdrper; DAB = Diaminobenzidin; IgG = Immunglobulin G; mAb = monoclonal antibody
(monoklonaler Antikdrper); PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung.
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2.2 In vitro: Zelllinien

Da sich vollstandig differenzierte Nervenzellen nicht mehr teilen, finden in der
taglichen Praxis haufig transformierte Zellen Verwendung, die Neuronen-artige
Eigenschaften besitzen. Die ersatzweise Verwendung humaner Tumorzellen ist
eine pragmatische Vorgehensweise, bei der jedoch nicht vergessen werden darf,
dass sich die Neurobiologie gesunder Neurone und Tumorzellen teilweise
(dramatisch) unterscheidet.

2.2.1 SH-SY5Y

Die SH-SY5Y Zelllinie stammt aus einer 1970 durchgefuhrten
Knochenmarksbiopsie bei einem vier-jahrigen Madchen mit metastasiertem
Neuroblastom [161], und wurde im Verlauf mehrere Male subgeklont. Die Zellen
besitzen ein abnormales Chromosom 1q, teilen sich durch Mitose und
differenzieren sich durch Verzweigung von Neuriten. Da es sich um haftende
Zellen handelt, wurden diese beim Ernten mit EDTA-Trypsin von der
Gefaloberflache geldst. Die Trypsinldsung wurde anschlieiend mit doppeltem
Volumen Medium neutralisiert.  Neuroblastomzellen  beziehungsweise
Neuroblasten sind nicht terminal-differenzierte Zellen des autonomen
Nervengewebes. Sie wachsen aulRerhalb des ZNS, sind aber ein gutes Modell,

um zu prufen, ob AT-Il DNA-Schaden in Nervenzellen hervorrufen kann.

2.2.2 HT-22

Bei der HT-22-Zelllinie handelt es sich um murine hippocampale Primarzellen,
welche fir die Zellkultur immortalisiert wurden. Sie stammen urspriinglich von der
HT-4-Zelllinie ab. Auch diese Zellen haften und wurden mit EDTA-Trypsin beim
Ernten von der Gefal3oberflache gelost. Nach Genehmigung von Prof. Dr. David
Schubert (Salk Institute, La Jolla, CA) wurden die Zellen freundlicherweise von

Prof. Dr. Tilman Grune (Universitat Potsdam) zur Verfigung gestellt.
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2.3 In vivo: Tiermodell

Der Tierversuch wurde von Frau Dr. Anna Zimnol und Frau Priv. Doz. Dr. Nicole
Schupp betreut und die Tiere waren Teil eines Experimentes mit der
Fragestellung zur Relevanz des ATiaR und der NOX fiur die Entstehung von
AT-ll-vermittelter DNA-Schaden. Ergebnisse dieser Studie zum ATi1aR wurden
2017 veroffentlicht [162].

2.3.1 Versuchsaufbau

Insgesamt wurden vierzig Mause bei dem Experiment untersucht, davon 24
mannliche Wildtyp-C57BL/6J-Mause (WT) (Hersteller: Janvier, Le Genest Saint
Isle, Frankreich) sowie 16 mannliche B6.129P2-Agtrla™Unc/J-Mause (Hersteller
The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) mit einem Knockout des
AT1aRezeptors (AT1aR-KO). Die WT-Méause wurden in drei Gruppen mit je acht
Tieren, die AT1aR-KO-Mé&use in zwei Gruppen mit je acht Tieren eingeteilt (siehe
Tabelle 8). Die Gruppeneinteilung erfolgte in einem Alter von fiinfzehn Wochen,
allen Tieren wurde eine osmotische Minipumpe im Nackenbereich implantiert
[162].

Gruppe Behandlung Tiere
WT K PBS n==8
WT AT-II AT-II (600 ng/kg/min) n=238

AT-1l (600 ng/kg/min)
WT AT-Il + Cand n=38
Candesartan (8 mg/kg/Tag)

AT1aR-KO K PBS n=_8
AT1aR-KO AT-lI AT-Il (600 ng/kg/min) n=8
Tabelle 8: Ubersicht Tierversuch.
[162].
Abkirzungen: ATiaR = Angiotensin Rezeptor Typla; AT-ll = Angiotensin II; Cand = Candesartan;

K = Kontrolle; KO = Knock-Out; PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung; WT = Wildtyp.
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Uber die osmotische Pumpe wurde den Tieren Uber 28 Tage entweder PBS
(Kontrollgruppe) oder AT-Il mit/ohne dem AT1R-Antagonisten Candesartan
infundiert. Bei der Interventionsgruppe WT AT-Il wurde den WT-Mausen 600 ng
pro Kilogramm Korpergewicht pro Minute verabreicht. Den Mausen der
WT AT-1l + Cand Gruppe wurde zusatzlich 8 mg Candesartan pro Kilogramm
Korpergewicht pro Tag verabreicht. Die KO-Mause wurden analog ebenfalls mit
PBS beziehungsweise AT-II (600 ng/kg/min) infundiert.

Ziel meiner Untersuchungen war es, die Wirkung von AT-Il auf das
Subfornikalorgan (SFO) zu untersuchen. Das SFO ist eine der wenigen
Strukturen im Gehirn, in denen die Bluthirnschranke unterbrochen ist. Daher ist
es dem systemischen, Uber die osmotische Pumpe applizierten, AT-Il ausgesetzt.
Das SFO ist hochsensibel gegenuber AT-1l, was moglicherweise zu einem

potenzierten Effekt hinsichtlich seiner Toxizitat fihren kénnte.

2.4 Methoden

2.4.1.1 Zellkulturtechniken

Die SH-S5Y5 Zellen wurden in einem Inkubator mit 5 % CO:2 bei 37 °C gehalten.
Als Wachstumsmedium wurde modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM und Ham'’s
F12 in einem Verhaltnis von 1:1) mit 10 % FBS (Fetal Bovine Serum), 1 % L-
Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin in Kollagen-beschichteten Flaschen
verwendet. Die Zellen wurden wodchentlich zweimal gesplittet und nach dem
Auftauen bis maximal zur zwanzigsten Passage verwendet. Fur die Versuche
wurden Zellen benutzt, die 24 Stunden zuvor in neue Zellkulturflaschen ausgesat
worden waren.

Beim Passagieren der Zellen wurde zunéchst das Medium verworfen und
die Zellkulturflaschen zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen. Zum Ldsen der
haftenden Zellen wurden 3 ml einer 10:1 verdinnten Trypsin/EDTA-LAsung in die

Flasche gegeben und fir finf Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Trypsinierung
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wurde mit 6 ml eines Serum-enthaltenden Mediums neutralisiert und die
Zellsuspension in ein Zentrifugenrdéhrchen pipettiert.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen manuell mithilfe einer
Neubauer Z&hlkammer sowie maschinell mithilfe eines CASY® Cell Counter
(OMNI Life Science GmbH, Bremen) gezahlt. Die Vitalitatsprifung wurde nach
Farbung mit einer Vitalitatsfarbelésung (72 nM Fluoresceindiacetat und
2 yl GelRed®-Losung in 2 ml PBS) unter dem Fluoreszenzmikroskop
durchgefuhrt. Es wurden jeweils 200 Zellen ausgezahlt, die Vitalitat wurde in %

angegeben.

2.4.2 Gewebetechniken

2.4.2.1 Entnahme der Gehirne

Sinngeméaler Auszug aus Frau Dr. A. Zimnols Dissertation [163]: ,Die Tiere
wurden narkotisiert (Xylazin, Ketamin), in Rickenlage fixiert, der Bauchraum
geoffnet und die Aorta abdominalis freigelegt. Der Thorax wurde gedéffnet, der
linke Ventrikel mit der Perfusionskantile punktiert und die Aorta abdominalis mit
Beginn der Perfusion durchtrennt. Diese erfolgte fur zwei Minuten mit
Deltadex 40, gefolgt von einer Spilung mit eiskalter 0,9 %-iger
Natriumchloridliésung. Nach erfolgreicher Perfusion wurden die Nieren und das
Herz enthommen.”

Anschlielend wurden die Gehirne entnommen, fir 24 Stunden in
4 % Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Mit einem Mikrotom (Fa.
Leica) wurden die Gehirne in 10 um dicke Paraffinschnitte geschnitten und auf
einen Objekttrager aufgebracht. Es wurde hierbei gezielt versucht das SFO zu
schneiden, mit anschlielender Kontrolle unter dem Lichtmikroskop. Das SFO

liegt am Dach des dritten Ventrikels (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schema Mausgehirn coronar.

P56 Mouse, Bild 61/132, Allen Brain Atlas. Mit freundlicher Genehmigung vom Allen Institute [164].
Oben: Coronarer Schnitt durch das Mausgehirn; Unten: VergréRerung des schwarz eingegrenzten
Bereiches. Abkirzungen (auszugsweise): AD = antedorsal nucleus; cc = corpus callosum;
PVT = Paraventricular nucleus of the thalamus; SFO = Subfornikalorgan (roter Pfeil); sm = stria medullaris;
TH = Thalamus; V3 = dritter Ventrikel; vhc = ventral hippocampal commissure.
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2.4.3 Comet Assay

2.4.3.1 Nachweis von DNA-Schéaden individueller Zellen

Der 1984 eingefuhrte und seitdem mehrfach optimierte Comet Assay ist eine
sichere Methode, um DNA-Strangbruche individueller eukaryotischer Zellen

nachzuweisen [165-167].

Die zu analysierenden Zellen werden in einer Agaroselésung bei 37 °C auf
speziell beschichteten Objekttragern eingekapselt, mit einer alkalischen
Salzlésung lysiert und in einer Elektrophoresekammer fir zwanzig Minuten
einem elektrischen Feld ausgesetzt. Die in der Agarose eingebettete, negativ
geladene DNA wandert nun Richtung Anode. Durch DNA-Strangbriiche
geschadigte, bruchstlickhafte DNA wandert hier aufgrund ihrer geringeren Grolie
schneller zur Anode. Nicht geschadigte DNA verbleibt in ihrer stark gewundenen
Form im Zellkern. Durch Farbung mit dem fluoreszierenden GelRed® im
Anschluss an die Elektrophorese werden die Nukleinsauren angefarbt und
konnen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Die im
elektrischen Feld aus der Zelle gewanderte DNA stellt sich unter dem Mikroskop
als ,Schweif eines Kometen® (= der Zelle) dar und kann mittels geeigneter
Bildanalyse-Software quantifiziert werden. Das Verhaltnis von fluoreszierendem
Schweif zu der GroRe des zugehdrigen Zellleibs reprasentiert die Anzahl der
DNA-Strangbriiche und damit das Ausmal des DNA-Schadens.

2.4.3.2 Durchfihrung

Die Zellen wurden geerntet, die Zellzahl bestimmt und dann eine Suspension mit
einer Zelldichte von 1 Millionen pro Milliliter hergestellt. Die Zellsuspension wurde
in einem Verhaltnis von 1:10 mit vorgewarmter Agarose (0,5 % LMP) gemischt,
45 ul der Suspension auf einen Objekttrager (OT) aufgebracht (je zwei OT pro
Sample), mit einem Deckglas bedeckt, fixiert und getrocknet. Die Deckglaser

wurden vorsichtig von der erstarrten LMP-Agarose abgezogen und die OT fur
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mindestens eine Stunde bei 4 °C in eine lichtgeschitzte Kivette mit Lyselésung
gestellt. Eine Elektrophoresekammer wurde in einer Eiswanne platziert und mit
4 °C kaltem Elektrophoresepuffer gefullt. Die OT wurden mit destilliertem Wasser
gespult und fur zwanzig Minuten zur DNA-Entwindung in einen Elektrolysepuffer
gestellt. Im Anschluss wurde die Elektrophorese flr zwanzig Minuten bei 25 V
und 300 mA durchgeflhrt. Die OT wurden entnommen, flr zehn Minuten mit Tris
Puffer gewaschen, zehn Minuten in -20 °C kaltem Methanol fixiert und schlieRlich
zehn Minuten im lichtgeschutzten Brutschrank getrocknet. Zur Farbung wurde
den OT 20 pl GelRed® aufpipettiert. Es wurde ein Tropfen Ol auf ein Deckglas
gegeben und auf die OT gelegt. Die Auswertung erfolgte mit der Software Komet
6.0 (Andor Technology, Belfast, UK) bei 20 x Vergro3erung unter einem
Fluoreszenzmikroskop (Labophot-2, Fa. Nikon). Pro Behandlung wurden je zwei
OT mit 25 Zellen analysiert. Soweit nicht anders angegeben, wurde jede
Behandlung dreimal wiederholt. Das angegebene Ergebnis beschreibt den

prozentualen DNA-Anteil der Zelle im ,Kometenschweif.

2.4.4 Mikrokernfrequenztest

2.4.4.1 Nachweis von Chromosomenschaden

Der Mikrokernfrequenztest ermdglicht eine zuverlassige, visuelle Beurteilung von
DNA-Schaden auf Chromosomenebene und kann nicht nur Verluste von ganzen
Chromosomen detektieren, sondern auch einzelne Fragmente nach
Chromosomenbrichen [168]. Eine erhdohte Frequenz an Mikrokernen geht
hierbei nachweislich mit einem erhdhten Krebsrisiko einher [61, 169, 170].

Da eine Erkennung der Mikrokerne nur nach einer seit Einwirkung des
Agens erfolgten Zellteilung moglich ist, wird die Zytokinese mithilfe von
Cytochalasin-B blockiert, um die Analyse auf sich teilende Zellen zu limitieren.
Das Mykotoxin verhindert hierbei die Polymerisation von Actin-Monomeren und
damit die Bildung von Mikrofilamenten, die zur Ausbildung des kontraktilen

Ringes bei der mitotischen Zytoplasma-Teilung essentiell sind. Die Zellkerne



Material und Methoden 32

konnen sich weiter teilen, das Zytoplasma verliert diese Fahigkeit jedoch und eine
Zelle mit zwei Zellkernen entsteht. Bleiben bei der Kernteilung nun
Chromosomen oder Chromosomenbruchsticke zurick, so entstehen die
beschriebenen Mikrokerne, welche zum Einschatzen der Genotoxizitat des zu

untersuchenden Stoffes verwendet werden konnen.

2.4.4.2 Durchfuhrung

Die zu untersuchenden Zellen wurden geerntet, finf Minuten bei 1.000 rpm
(rounds per minute; Umdrehungen pro Minute) und 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in PBS resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde auf einer 6-well Platte unter Zugabe von 12 ul Cytochalasin-B neu kultiviert
und Uber Nacht inkubiert. Nach einem kompletten Zellzykus wurden die Zellen
erneut geerntet, die Zellzahl bestimmt und im Anschluss mithilfe der Cytospin™
(funf Minuten, 1.000 rpm) je 40.000 Zellen auf einen Objekttrager (OT)
aufgebracht. Die OT wurden in -20 °C kaltem Methanol fir mindestens zwei
Stunden konserviert, unter dem Abzug getrocknet und im Anschluss mit
GelGreen® (5 ul, mindestens acht Minuten Einwirkzeit unter Deckglas) gefarbt.
Farbelésung und Deckglas wurden danach mit destilliertem Wasser abgespult
und die Zellen fur zehn Minuten mit 10 yl DABCO eingedeckt.

Unter 400-facher VergroRerung und Nutzung eines Long-Pass
Fluoresceinisothiocyanat-Filters (FITC-Filters) wurden das rétlich
fluoreszierende  Zytoplasma beziehungsweise = die  gelblich/griunlich
fluoreszierenden Kerne visualisiert. Pro OT wurden 1.000 Zellen ausgezahlt mit
Klassifizierung in Einkernige, Doppelkernige, Mehrkernige, Mitosen, Apoptosen
sowie Doppelkernige mit Mikrokernen. Anschlielend wurden so viele
Doppelkernige Zellen gezahlt, bis insgesamt 1.000 von ihnen pro OT registriert
wurden. Anhand der erhobenen Werte wurde der Cytochalasin-B-
Proliferationsindex (P1) der Zellen nach der Methode von Eastmond und Tucker
berechnet [171]:
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Einkernige + (2 - Doppelkernige) + (3 - Mehrkernige)
Einkernige + Doppelkernige + Mehrkernige

Je hoher der PIl, umso mehr Mitosen haben stattgefunden. Bei der Prasentation
der Ergebnisse wurde auf eine Angabe des PI der Ubersicht wegen verzichtet,

auch weil dieser in allen Experimenten stabil bei 1,8 £ 0,2 lag.

2.4.5 Glutathion Assay

2.4.5.1 Bestimmung von oxidiertem- / reduziertem Glutathion

Das als Cystein-Reserve fungierende Glutathion ist eines der wichtigsten
zellularen Antioxidantien. Der chemische Zustand des Glutathion-Systems ist
daher ein wertvoller Indikator fur das intrazellulare Milieu hinsichtlich oxidativer
Stressoren. Mithilfe des Glutathion Assays (GSH-Assay) wird das Verhaltnis von
reduziertem Glutathion (GSH) zu oxidiertem Glutathion (GSSG) bestimmt [172].
Hierzu wird 5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure) (DTNB; ,Ellman's Reagenz®)
verwendet, welches mit GSH unter Entstehung des Chromophors 5-Thio-2-
nitrobenzoesaure (TNB) reagiert. TNB kann photometrisch bei seinem
Absorptionsmaximum von 412 nm nachgewiesen werden. Das als Nebenprodukt
entstehende GSH-TNB kann durch das Enzym Glutathionreduktase (GR)
gespalten und so ,recycelt werden. Die GR spaltet auRerdem GSSG in 2 x GSH.
Die Bildungsrate von TNB ist dabei proportional zur GSH-Konzentration und
konstant Uber die Zeit. Mithilfe einer Standardreihe kann eine Geradengleichung
errechnet werden und eine unbekannte GSH-Konzentration anhand folgender

Rechnung ermittelt werden:

[GSH ;001 = [GSH] + 2 - [GSSG]
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2.4.5.2 Durchfuhrung

Die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und dann funf Minuten mit
Trypsin-EDTA bei 37 °C vom Gefal3boden gelost. Das Trypsin wurde mit
doppeltem Volumen Serum-enthaltenden Mediums neutralisiert, die Zellen
geerntet und auf Eis gestellt. Bei 4 °C und 1.000 g wurde fur funf Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit 1 ml
eiskaltem PBS resuspendiert und erneut fur finf Minuten bei 1.000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde erneut verworfen. Aufgrund der starken
UV-Sensitivitat von GSH/GSSG wurde das Zellpellet im Dunkeln in 1 ml
Extraktionspuffer resuspendiert, die Zellmembranen mit einem Teflonpistill (im
Rohrchen auf Eis) zerstort und im Anschluss kurz grundlich gemischt. Die
Rohrchen wurden dann far finf Minuten in ein Ultraschallbad gestellt, um die
Zellstruktur komplett zu zerstéren. Im Anschluss wurde bei 4 °C und 3.000 g fur
vier Minuten zentrifugiert. 800 pl des Uberstandes (mit dem geldsten Glutathion)
wurden im Dunkeln abgenommen und in ein UV-undurchlassiges Roéhrchen
pipettiert. Aus diesem Uberstand wurde spater die totale GSH Konzentration
gemessen.

Zur Bestimmung der GSSG Konzentration wurden von den 800 pl genau
100 pl in ein weiteres, UV-undurchlassiges Réhrchen pipettiert. Diesem wurde
umgehend 2 pl 2-Vinylpyridin hinzugegeben, um das enthaltene freie GSH zu
binden. Im Anschluss wurden die Réhrchen flir eine Stunde bei Raumtemperatur
auf den Schittler gestellt. Nach dieser Zeit wurde 6 ul Triethanolamin
hinzugefugt, um das Uberschissige 2-Vinylpyridin zu neutralisieren. Wahrend der
etwa zehnminttigen Neutralisationsreaktion standen die Rohrchen auf einem
Schiittler.

Fur die photometrische Messung wurden je 20 ul der Proben (immer
dreimal) sowie der Standardreihen und Leerproben auf eine 96-well Platte
pipettiert. Dann wurde 120 pl einer DTNB/GR-Mischung hinzugegeben. Nach
dreil3ig Sekunden Wartezeit wurde 60 pl NADPH-L6sung hinzu pipettiert und

unverzuglich die photometrische Messung bei 405 nm durchgefihrt.
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Als Messzeitpunkte wurden null, eine und zwei Minuten gewahlt, so dass
die Geschwindigkeit der Absorptionsanderung festgestellt werden konnte.
Zunachst wurde die Konzentration von GSHiwota gemessen, gefolgt von der
Bestimmung der GSSG Konzentration. Letztere wurde als &quivalente GSH
Konzentration gemessen, da ein GSSG Molekil durch die GR zu zwei GSH
Molekilen gespalten wird, welche dann mit DTNB reagieren kénnen. Die
Messergebnisse wurden in eine Excel-Tabelle exportiert.

Mittels der Bradford-Methode wurde aus dem Uberstand (Réhrchen zur
Messung der GSHiwta Konzentration) die Proteinkonzentration bestimmt. So
wurde sichergestellt, dass die gleiche Zellzahl geerntet und fir die Messung
verwendet wurde.

Die erhobenen Werte wurden wie beschrieben nach der Formel
[GSHJ]wotar = [GSH] + 2 * [GSSG] zur Berechnung der GSH-Konzentration
verwendet. Das Verhéltnis von oxidiertem zu reduziertem Glutathion

(|[GSSG])/[GSH]) ist umso grol3er, je hoher der oxidative Stresslevel der Zelle ist.

2.4.6 Nitroblau-Tetrazolium Assay

2.4.6.1 Quantifizierung intrazelluldren Superoxids

Das Prinzip hinter dem Nitroblau-Tetrazolium (NBT)-Assay ist der
photometrische Nachweis und die Quantifizierung von intrazellularem Superoxid
[173]. Mit dem wasserloslichen NBT inkubierte Zellen nehmen dieses in ihr
Zytoplasma auf. Durch die Reaktion mit Superoxid wird NBT zu unléslichen,
blaulichen Formazankristallen reduziert. Diese Kristalle konnen mit DMSO gel6st
werden und haben ein Absorptionsmaximum bei etwa 620 nm [174, 175],
welches photometrisch in der entstandenen Losung quantifiziert werden kann.
Da die NOX (NADPH-Oxidase) fur einen Groldteil der Superoxid-
Generation verantwortlich ist, kann die Messung der Superoxid-Konzentration als

indirekte Moglichkeit gesehen werden die NOX-Aktivitat zu messen [174]. Es ist
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jedoch zu bedenken, dass es noch weitere Enzyme gibt, die kleinere Mengen
Superoxid produzieren koénnen [176]. Der NBT Assay kann Superoxid,

unabhangig von dessen Entstehungsweg, nachweisen.

2.4.6.2 Durchfiuhrung

Die zu untersuchenden Zellen wurden geerntet, funf Minuten bei 1.000 rpm und
4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt, je 10.000 Zellen in 100 pl Medium auf
eine 96-well-Platte pipettiert (je dreimal) und die Platte dann tGber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und durch 10 pyl Behandlungslésung
und 90 ul 1,2 mM NBT ersetzt. Die 96-well-Platte wurde zunachst lichtgeschutzt
fur sechzig Minuten bei 37 °C inkubiert, dann die Flissigkeit abgenommen und
danach jedes Well mit 100 pl warmem PBS gewaschen. Im Anschluss wurde 100
Ml Methanol (50 %-ig) zur Fixierung in jedes Well zugegeben und alles fur zehn
Minuten erneut lichtgeschutzt inkubiert. Das Methanol wurde abgenommen und
die 96-well-Platte fur dreiBig Minuten zum Trocknen unter den Abzug gestellt.
Dann wurden zum Lysieren der Zellen 30 yl KOH zugegeben und die 96-well
Platte fur zehn Minuten auf dem Schuttler inkubiert. Nach Zugabe von 60 pl
DMSO wurde weitere zehn Minuten auf dem Schuttler inkubiert.

Die Messung der Absorption bei 620 nm erfolgte mit der Software
,S0ftMax Pro“ (Molecular Devices, San José, USA) am Mikroplattenleser. Aus

den drei Einzelmessungen wurde der Mittelwert gebildet.
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2.4.7 TBARS-Assay

2.4.7.1 Nachweis von Malondialdehyd

Der Thiobarbituric Acid Reactive Substances-, oder kurz TBARS-Assay,
ermdglicht es Malondialdehyd (MDA) nachzuweisen. MDA entsteht bei der
Peroxidation von mehrfach ungesattigten Fettsauren und ist ein Marker von
oxidativem Stress. Die Methode basiert auf der Reaktion von MDA mit
Thiobarbituric Acid (TBA). Diese bilden unter Hitze- und Saureeinwirkung ein bei

532 nm photometrisch nachweisbares Produkt [177].

2.4.7.2 Durchfihrung

Die Zellen wurden geerntet, mit kaltem PBS gewaschen, gezahlt und
anschlieBend in VE-H20 resuspendiert (1 Millionen Zellen pro Milliliter). Zur Lyse
der Zellen wurden diese je drei Mal fur zehn Sekunden in ein Ultraschallbad
gestellt beziehungsweise je drei Mal eingefroren (unter -20 °C) und aufgetaut.
Zur Saure-Behandlung wurden 300 pl Probe und 300 ul ,TBARS acid reagent”
gemischt. Nach funfzehnmintitiger Inkubation bei RT wurde fur vier Minuten bei
12.000 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und aufbewahrt. Fir die
Erstellung einer Eichkurve wurde eine Standardreihe hergestellt. Hierfur wurde
aus 100 pl ,TBARS standard® und 200 pl ,TBARS acid reagent” unter
dreiBigmindtigem Schutteln eine Stocklésung erstellt. Hieraus wurde eine
Verdinnungsreihe mit 16,7 uM, 8,35 uM, 4,18 uM, 2,09 uM, 1,04 uM, 0,52 uM
sowie 0,26 pM hergestellt. Als Standard fur den Nullpunkt wurde VE-H20
verwendet. Pro Sample wurden 150 pl auf eine 96-well-Platte pipettiert und 75 pl
,1 BA reagent” zugegeben. Nun erfolgte die erste photometrische Messung bei
532 nm. Spater wurde nach einer dreistiindigen Inkubation bei 50 °C eine zweite
photometrische Messung bei 532 nm durchgefiihrt. Die Differenz der ersten und
zweiten photometrischen Messwerte wurde errechnet und mithilfe der erstellten

Eichkurve aus der Verdinnungsreihe die MDA-Konzentration in uM abgelesen.
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2.4.8 y-H2AX Farbung

2.4.8.1 Immunhistochemischer Nachweis von DNA-Doppelstrangbrichen

in Gewebeschnitten

Histone sind Proteine, die eine zentrale Rolle bei der platzsparenden
Organisation der DNA spielen. Eines dieser Histone, H2AX, wird bei DNA-
Doppelstrangbrichen durch die Kinase ATM (ataxia telangiectasia mutated)
unter Bildung von y-H2AX phosphoryliert. Ein spezifischer Antikorper kann das
y-H2AX binden und mithilfe eines Zweitantikdrpers sichtbar machen. Die
gefarbten Bereiche korrelieren mit den DNA-Doppelstrangbriichen und kdnnen

mikroskopisch quantifiziert werden.

2.4.8.2 Durchfihrung

Die OT mit den Schnitten durch das murine SFO (siehe Kapitel 2.3.1) wurden
fur sechzig Minuten bei 60 °C im Brutschrank getrocknet. Zum Entparaffinieren
wurden die OT dreimal fur je vier Minuten in eine Roti-Histol™ Losung, dreimal
fur je zwei Minuten in eine 100 %ige Ethanol-Losung und zuletzt fir zwei Minuten
in eine 70 %ige Ethanol-Lésung gestellt. Im Anschluss wurden die OT mit PBS
gewaschen. Zur Antigendemaskierung wurden die OT fur finfzehn Minuten in
einen 95 °C heil3en Citratpuffer gestellt, fir dreiBig Minuten im Citratpuffer
abgekihlt und dann mit PBS gewaschen. Die Gewebestrukturen auf dem OT
wurden mit einem Fettstift umrandet, zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 250 pl Blockierldsung (Donkey Serum in PBS) belegt,
lichtgeschutzt fur sechzig Minuten bei RT in einer Feuchtkammer inkubiert und
mit PBS gewaschen. Mit 250 pl 3 %-igem H20:2 fir finfzehn Minuten bei RT
wurde die endogene Peroxidase blockiert und die OT im Anschluss mit PBS
gewaschen. Nun wurden nacheinander je 200 pl 0,001 % Avidin
beziehungsweise 0,001 % Biotin auf den OT pipettiert, flr finfzehn Minuten bei

RT inkubiert und dann mit PBS gewaschen. Es wurden 100 pl des 1:200 in
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SignalStain™ verdiinnten Primarantikoérpers hinzugegeben, der OT mit Parafilm
abgedeckt und lichtgeschitzt Gber Nacht bei 4 °C in einer Feuchtkammer
inkubiert. Am Folgetag wurde mit PBS gewaschen, 100 pl des 1:200 in PBS
verdunnten Sekundarantikdrpers aufgetragen und der OT fir 45 Minuten bei RT
inkubiert. Erneut wurde mit PBS gewaschen, anschlielend folgten das Auftragen
von 250 ul ABC-Reagenz und das Inkubieren fir drei3ig Minuten bei RT. Erneut
wurde mit PBS gewaschen, dann 200 pl DAB-Reagenz aufgetragen und der OT
fur zehn Minuten inkubiert. Nach sorgfaltigem, mehrstufigem Spulen in
verschiedenen mit H20 geflillten Kivetten wurden die Gewebeschnitte fur zehn
Sekunden mit Hamatoxylin gefarbt und unverziglich im Anschluss fur flunf
Minuten mit H20 abgewaschen. Zur Entwésserung wurden die OT fir eine Minute
in 70 %iges Ethanol, viermal fur zwei Minuten in 100 %iges Ethanol, eine Minute
in Roti™-Histol und zuletzt zweimal fur drei Minuten in Roti™-Histol-Losung
gestellt. Die OT wurden getrocknet, mit Eukitt® eingedeckt und mit einem
Deckglas abgedeckt. Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop durch

Auszahlung der positiv angefarbten Zellkerne.

2.4.9 Polymerasekettenreaktion

2.4.9.1 Amplifikation geringer Mengen von Nukleins&uren

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein 1983 vom Chemiker Kary Mullis
entwickeltes Verfahren zur Amplifikation kleinster Mengen von Nukleinséure.
Diese kdnnen dann fir weitere Untersuchungen verwendet werden. Die PCR
besteht im Prinzip aus den drei Schritten Denaturierung, Primerhybridisierung
(Annealing) und Elongation. Diese Schritte werden dann mehrmals wiederholt.

Fur den Nachweis von Ribonukleinsaure (RNA) kann eine Reverse
Transkriptase eingesetzt werden, mit deren Hilfe ein komplementarer DNA
Strang synthetisiert wird (cDNA). Dieser cDNA Strang kann nun in der PCR
eingesetzt werden (RT-PCR).
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2.4.9.2 RNA-Extraktion

Die Zellen wurden geerntet, gespult und zentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS
resuspendiert. Fur die RNA Extraktion wurde das ,High Pure RNA Isolation Kit*
(Fa. Roche) verwendet. Es wurden 400 pl Lysis/-Binding Buffer zur Probe
gegeben und diese fur funfzehn Sekunden gut gemischt. Die Probe wurde zum
Herausfiltern der RNA in ein ,High Pure Filter Tube“ gegeben und flinfzehn
Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert. Die abzentrifugierte Flussigkeit wurde
verworfen und der Filter wieder auf ein Rohrchen gesetzt. Dann wurden 90 pl
,DNase Inkubations Buffer mit 10 ul ,DNase I gemischt, auf den Filter pipettiert
und far funfzehn Minuten bei RT inkubiert. 500 pl ,Wash Buffer I wurden auf den
Filter pipettiert und alles fur finfzehn Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert. Das
Gleiche wurde mit ,Wash Buffer II“ wiederholt. Dann wurden 200 ul ,Wash Buffer
“ auf den Filter = gegeben und fur zwei Minuten  bei
13.000 g zentrifugiert um verbliebene Pufferreste zu entfernen. Um die RNA aus
dem Filter zu eluieren, wurde 75 pl Elutionspuffer auf den Filter pipettiert und fir
eine Minute bei 8.000 g zentrifugiert.

Die eluierte RNA wurde entweder sofort weiterverwendet, oder bei -80 °C
fur spatere Analysen eingefroren. 5 pl der Probe wurde flr die Bestimmung der
RNA-Konzentration mit einem UV-/Vis-Spektrophotometer bei 260 nm
verwendet. Zudem wurde eine Messung bei 280 nm durchgefiihrt und der
Quotient der Messungen bei 260/280 nm gebildet um eine Protein-Kontamination

auszuschlielRen.

2.4.9.3 cDNA Synthese (RT-PCR)

Im nachsten Schritt wurde eine komplementare cDNA der extrahierten RNA
synthetisiert. Bei der cDNA Synthese wird die RNA mithilfe einer Reversen
Transkriptase (RT) in einen komplementaren DNA-Doppelstrang umgeschrieben,
welcher deutlich stabiler und so fir langere Zeit verwertbar ist. Denn wegen

RNAsen in unserer Umwelt ist RNA extrem fragil. FUr die cDNA Synthese wurde
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das ,RevertAid Premium  First Strand cDNA  Synthesis  Kit"
(Fa. Thermo Fisher Scientific) verwendet. Der in Tabelle 9 aufgefiihrte Ansatz
wurde fur dreiRig Minuten bei 50 °C im Thermozykler (PTC-100/200, Fa. MJ
Research) inkubiert, gefolgt von funf Minuten bei 85 °C zum Abbruch der
Reaktion. Die cDNA Proben wurden entweder sofort weiterverwendet oder bei

-20 °C fur spatere Analysen eingefroren.

Template RNA 1 g
Oligo dT-Primer 1ul
dNTP Mix (100 nM) 1l
RNAse freies VE-H20 12 ul
5x RT Buffer 4 pl
RevertAid Premium Enzyme Mix 1 ul

Tabelle 9: Ansatz fir die RT-PCR.

Abkirzungen: dNTP = Deoxynucleotide; PCR = Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion);
RNA = Ribonukleinsédure; RT = Reverse Transkriptase; VE-H20 = destilliertes Wasser.

2.4.9.4 Primer

Mehrere Primer mit Zusammenhang zum RAAS wie Renin (Ren),
Angiotensinogen (AGT) und Angiotensin converting enzyme (ACE) kamen zur
Anwendung. Als Indikatoren fur das Vorliegen von vermehrtem oxidativen Stress
wurden die Genexpression der DNA-Reparaturenzyme Oxoguanine glycosylase
(Oggl) und Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) sowie der
Glutathionperoxidase 1 (GPx1) und Hamoxygenase 1 (HO-1) studiert. B-Actin
wurde als Haushaltsgen mitbestimmt. Die in der PCR zu Verwendung

gekommenen Primer sind in Tabelle 10 aufgeflhrt.
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Primer Forward-Sequenz Reverse-Sequenz
B-Actin TACAGCTTCACCACCACAGC GTGGACAGTGAGGCCAAGAT
Ren TTTGACGGGGTTCTAGGCAT CCTGGGAGAGAATGTGGTCA
AGT CCACCCCTTCCATCTCCTTT ATTCACAGGGGAGGTCTTGG
ACE TGAGAAAAGCACGGAGGTATCC AGAGTTTTGAAAGTTGCTCACATCA
GPx1 TTGGTGATTACTGGCTGC TGATATTCAGCACTTTATTCTTAGTAG
Ogogl TGAGACTGCTGAGACAAGA GGAAGCCATGATAAGTGACA
PARP-1 GGAAAGGGATCTACTTTGCCG TCGGGTCTCCCTGAGATGTG
HO-1 TCTCAGGGGGTCAGGTC GGAGCGGTGTCTGGGATG
Tabelle 10: Verwendete Primer.
Abkirzungen: Ren = Renin; AGT = Angiotensinogen; ACE = Angiotensin-Converting-Enzyme;

Gpx1 = Glutathionperoxidase 1; Oggl = Oxoguanine glycosylase; PARP-1 = Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
1; HO-1 = Hamoxygenase 1.

2.4.9.5 Bestimmung der optimalen PCR Bedingungen

Zunachst wurde fur jedes verwendete Primer-Paar in vielen Versuchen die
optimale Annealing-Temperatur sowie die optimale Anzahl an Zyklen bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Annealing-Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
ACE 54 40
AGT 53 40
GPx1 55 34
HO-1 54 40
Ogg1 57 40
PARP-1 55 34
Ren 53 40
B-Actin 55 20

Tabelle 11: Optimale PCR-Temperatur und -Zyklen fur verwendete Primer.

Abkirzungen: Ren = Renin; AGT = Angiotensinogen; ACE = Angiotensin-Converting-Enzyme;
Gpx1 = Glutathionperoxidase 1; Oggl = Oxoguanine glycosylase; PARP-1 = Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
1; HO-1 = Hamoxygenase 1.
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2.4.9.6 Durchfihrung PCR

Der Ansatz fur die PCR ist in Tabelle 12 aufgefiihrt. Als Polymerase wurde
entweder ,REDTag® (Fa. Sigma-Adrich) oder ,OneTag® 2x Master Mix with
Standard Buffer” (Fa. BioLabs) verwendet.

Primer (forward), 25 yM 1,0 ul
Primer (reverse), 25 yM 1,0 ul
cDNA (50 ng/pl) 1,0 pl
Taq Polymerase 12,5 pl
Nuklease-freies H20 9,5 ul

Tabelle 12: PCR-Ansatz.

Abkirzungen: cDNA = complementary DNA (komplementére DNS); PCR = Polymerase Chain Reaction
(Polymerase Kettenreaktion)

Die PCR-Produkte wurden mit einer Gelelektrophorese nachgewiesen. Hierfur
wurde je 20 pl der Probe sowie 3 pl des Langenstandards ,GeneRuler 100 bp
DNA Ladder® (Fa. Thermo Fisher Scientific) auf das Gel aufgetragen. Fur
55 Minuten wurde es in der mit Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) geflliten
Elektrophoresekammer einer Spannung von 80 V ausgesetzt und im Anschluss

unter UV-Translumination mithilfe des ,Gel Doc® 2000“ (Fa. Bio-Rad) fotografiert.
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2.4.10 Bradford-Test

2.4.10.1 Photometrische Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Der 1976 entwickelte Bradford-Test ermoglicht die relativ einfache
photometrische Bestimmung von unbekannten Proteinkonzentrationen [178].
Die sogenannte Bradford-Reagenz enthalt den Farbstoff Coomassie-Brilliant-
Blau G-250 (CBBG) und hat im ungebundenen Zustand eine rétliche Farbe.
Mischt man diese mit einer Proteinlésung, so bilden sich blauliche Protein-
Farbstoff-Komplexe, die bei einem Absorptionsmaximum von 595 nm
photometrisch quantifiziert werden konnen. Durch Eichproben bekannter
Proteinkonzentration (Protein: Bovines Serumalbumin, BSA) wird eine Eichkurve
erstellt, deren Gleichung fur das Errechnen der Proteinkonzentration der Probe

verwendet wird.

2.4.10.2 Durchfihrung

FUr die Erstellung einer Eichgeraden wurden 800 ul der Eichproben mit
Konzentrationenvon 0/2/4/8/12/16 /20 pg/ml mit je 200 ul Bradford-Reagenz
gemischt und in Messkuvetten pipettiert. Es wurden je zwei Messungen pro
Probe gemacht und aus den Daten eine Eichkurve erstellt. Mithilfe der
Geradengleichung wurde spater die Konzentration der zu bestimmenden Probe
errechnet. Je Probe wurden insgesamt sechs Messungen durchgefuhrt. 5 ul der
Probe wurden mit 45 pl Millipore H20 gemischt. Anschlielend wurden die

Messkuvetten wie folgt vorbereitet:

Je 3x 5 pl der Verdiinnung +

795 ul Millipore H20  + ‘ 200 pl Bradford-Reagenz

Je 3 x 10 pl der Verdinnung +

790 ul Millipore H20  + ‘ 200 pl Bradford-Reagenz

Der Mittelwert aus drei Einzelmessungen wurde errechnet und mithilfe der

Eichkurve die Proteinkonzentration ausgerechnet.
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2.5 Statistik

Die statistischen Berechnungen und Analysen wurden mit der IBM Software
SPSS Statistics (Version 24.0, SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefihrt. Sofern
nicht anders angegeben, sind die Daten als der Mittelwert + Standardabweichung
aus mindestens drei unabhangigen Experimenten angegeben. Die Signifikanz
einer bivariaten, linearen Korrelation wurde mit dem Korrelationskoeffizienten
nach Pearson berechnet. Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test wurde auf eine
Normalverteilung der Daten getestet. Auf Signifikanz normalverteilter Daten
wurde mit der Varianzanalyse und anschlie3ender Bonferroni-Korrektur gepruft.
FUr nicht normalverteilte Daten kam der Mann-Whitney U-Test beziehungsweise
der Kruskal-Wallis-Test zur Anwendung. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant

angesehen und dementsprechend in den Abbildungen gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung einer Positivkontrolle

Eine Positivkontrolle demonstriert die Funktionsfahigkeit der Methode zum
Zeitpunkt des Experiments und hilft sicherzustellen, dass ein beobachteter Effekt
nicht durch Storfaktoren verursacht wurde. Im Folgenden wurde das Alkylans und
Karzinogen Methylmethansulfonat (MMS) als Positivkontrolle etabliert. Die
Versuchsreihe wurde mit SH-SY5Y-Zellen durchgefuhrt, als Methode zur
Messung der DNA-Schadigung wurde der Comet Assay gewahlt (Anmerkung:
Die Etablierung der Positivkontrolle basiert auf einer Versuchsreihe, nicht wie alle
folgenden Experimente auf drei unterschiedlichen Versuchsreihen).

Die Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen an MMS behandelt
(12,5 pg/ml oder 113,5 pM, 25 pg/ml oder 227 puM, 50 pug/ml oder 454 uM und
zuletzt 200 pg/ml oder 1,8 mM).

Es zeigte sich eine hochsignifikante Korrelation zwischen MMS-
Konzentration und prozentualer DNA-Schadigung (r = 0,98, p < 0,0001;
Abbildung 6). Ebenfalls signifikant war der Vergleich der MMS-Konzentrationen
untereinander (alle p < 0,01). Als Negativkontrolle diente in diesem und allen

folgenden Experimenten eine Behandlung mit PBS.
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Abbildung 6: MMS-Verdiinnungsreihe.

Die Abbildung zeigt die DNA-Schédigung durch verschiedene MMS-Konzentrationen in SH-SY5Y Zellen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil von DNA im ,Kometenschweif* gemessen mit dem Comet Assay.
* p < 0,0001 gegeniber der Negativkontrolle. Abklrzungen: MMS = Methylmethansulfonat;
PBS = phosphate-buffered saline.

Eine MMS-Konzentration von 113,5 uM reichte aus, um den gewiinschten Effekt
zu erreichen und wurde fortan bei allen folgenden Experimenten verwendet.

3.2 AT-ll-induzierte DNA-Schadigung

Um zu testen, ob AT-lIl wie in Nierenzellen [160] auch DNA-Schaden in
Nervenzellen verursachen kann, wurden SH-SY5Y-Zellen jeweils fur 4 Stunden
mit einer AT-llI-Konzentration von 50, 100, 200 und 400 nM behandelt und die
Schadigung mittels Comet Assay quantifiziert. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte + Standardabweichung in % DNA-Anteil im Schweif angegeben.

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen Dosierung
der AT-lI-Behandlung und DNA-Schéadigung der SH-SY5Y-Zellen (r = 0,90,
p < 0,0001; Abbildung 7). Im Vergleich zur Negativkontrolle (3,0 £ 0,6 %) zeigte
sich in den 50 nM- (3,9 £ 0,6 %; p > 0,05) und 100 nM-Behandlungen
(3,9 £ 0,8 %; p > 0,05) kein signifikant hdherer DNA-Anteil im Schweif. Signifikanz
gegenuber der Negativkontrolle erreichten die 200 nM- (5,4 = 0,6 %; p < 0,05)
und die 400 nM-Behandlungsgruppen (7,3 = 0,8 %; p < 0,005). Beim Vergleich
der AT-II-Gruppen untereinander wurde nur zwischen der 200 nM- und 400 nM-

Behandlung ein signifikantes Ergebnis erreicht (p < 0,05).



Ergebnisse 48

12

10

Anteil DNA im Schweif [%]
(e)]

PBS 50 nM 100 nM 200 nM 400 nM MMS

AT-llI-Behandlungen

Abbildung 7: DNA-Schadigung durch AT-II.

Die Abbildung zeigt die DNA-Schadigung in SH-SY5Y Zellen, welche Uber vier Stunden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Angiotensin 1l (AT-lIl) behandelt wurden. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil von DNA im ,Kometenschweif‘ gemessen mit dem Comet Assay. * p < 0,05 gegeniiber
der Negativkontrolle (PBS = phosphate-buffered saline). + p < 0,05 zwischen den 200 nM- und 400 nM-
Behandlungen. Positivkontrolle: Methylmethansulfonat (MMS).

Im Mikrokernfrequenztest konnte das Ergebnis bestétigt werden. Die Ergebnisse
sind als Mikrokerne pro 1.000 binukleare Zellen angegeben. Hier zeigte sich eine
hochsignifikante Korrelation zwischen AT-lI-Konzentration und Anzahl der
Mikrokerne (r = 0.84, p < 0,0001; Abbildung 8). Bereits eine Konzentration von
50 nM AT-ll (12,7 £ 0,6 Mikrokerne) war in den untersuchten SH-SY5Y Zellen
imstande, eine signifikante Erhdhung der Mikrokerne gegentber der
Negativkontrolle (6,5 £ 0,4) auszulésen (p < 0,0005). Ebenso konnten die 100
nM- (183 + 14, p < 0,001), de 200 nM- (22,7 =+ 45;
p <0,01) und die 400 nM-Behandlungsgruppen (25,8 + 4,1; p < 0,005) Signifikanz
gegenuber der Negativkontrolle erreichen. Beim  Vergleich  der
Behandlungsgruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen 50 nM und 100 nM (p < 0,05). Die Dosissteigerungen von 100 nM auf
200 nM (p = 0,27) und von 200 nM auf 400 nM (p = 0,50) fuhrten jedoch zu

keinem signifikanten Anstieg der Mikrokernfrequenz. Der PI lag bei 1,8.
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Mikrokernfrequenz
[pro 1000 binukledre Zellen]
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Abbildung 8: Mikrokernfrequenz nach AT-II-Behandlung.

Die Abbildung zeigt die Mikrokernfrequenz in SH-SY5Y Zellen, welche Uber vier Stunden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Angiotensin Il (AT-Il) behandelt wurden. Dargestellt ist die Anzahl
an Mikrokernen pro 1000 binukleare Zellen gemessen mit dem Mikrokernfrequenztest. * p < 0,05 gegenliber
der Negativkontrolle (PBS = phosphate-buffered saline); ¥ p < 0,05 zwischen den 50 nM- und 100 nM-
Behandlungen. Positivkontrolle: Methylmethansulfonat (MMS).

Ahnliche Effekte wurden bei den mit AT-ll-behandelten HT-22 Zellen beobachtet
(Abbildung 9). Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen AT-II

Konzentration und  Mikrokernfrequenz (r = 0,56, p < 0,05).
Im Vergleich der Negativkontrolle (7,0 £ 2,2) mit der 50 nM- (12,7 + 3,0;
p = 0,09), der 100 nM- (140 + 6,1; p = 0,200 sowie der

200 nM-Behandlungsgruppe (15,0 + 4,9; p = 0,10) wurde jedoch keine
Signifikanz erreicht. Lediglich die 400 nM-Behandlungsgruppe wies eine
signifikante Zunahme der Mikrokerne im Vergleich zur Negativkontrolle auf (17,8
+ 4,1; p < 0,05). Im Vergleich der AT-lI-Behandlungsgruppen untereinander
zeigten sich  keine  statistisch  signifikanten  Veranderungen  der

Mikrokernfrequenz. Auch hier lag der PI bei 1,8.



Ergebnisse 50

Mikrokernfrequenz
[pro 1000 binukledre Zellen]
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Abbildung 9: Mikrokernfrequenz nach AT-lI-Behandlung #2.

Die Abbildung zeigt die Mikrokernfrequenz in HT-22 Zellen, welche Uber vier Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Angiotensin Il (AT-11) behandelt wurden. Dargestellt ist die Anzahl an Mikrokernen pro
1000 binukleare Zellen gemessen mit dem Mikrokernfrequenztest. * p < 0,05 bzw. 1 P < 0,01 gegenuber
der Negativkontrolle (PBS = phosphate-buffered saline). Positivkontrolle: Methylmethansulfonat (MMS).

Die Ergebnisse dieser ersten Experimente zeigen, dass die verwendeten
AT-1lI-Konzentrationen imstande sind, DNA-Schéaden in neuronalen Zellen zu

verursachen.

3.3 AT-ll-induzierte Superoxidgeneration

Um die Hypothese zu testen, ob die beobachteten DNA-Schéaden tatsachlich
durch ROS entstanden sind, wurde der NBT-Assay durchgefiihrt. Dieser kann
Superoxid nachweisen, welches unserer Hypothese nach vermehrt durch die
NOX produziert wird. Die Absorption bei 620 nm entspricht der intrazellularen
Superoxidkonzentration. Als Positivkontrolle diente eine Behandlung mit
Antimycin A, das den mitochondrialen Komplex IIl inhibiert und zu einer
Unterbrechung des Elektronentransfers zu erhéhten Superoxid-konzentrationen
fuhrt [179]. Drei3ig Minuten nach Behandlung von HT-22 Zellen mit 200 nM
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beziehungsweise 400 nM AT-II konnte eine signifikante Korrelation zwischen der
Superoxid- und der AT-llI-Konzentration festgestellt werden (r = 0,50,
p < 0,01; Abbildung 10). Gegenuber der Negativkontrolle (0,092 + 0,007) war
sowohl die Superoxid-Konzentration in der 200 nM AT-ll- (0,127 + 0,024;
p < 0,05) als auch in der 400 nM AT-lI-Behandlung (0,152 + 0,062; p < 0,05)

signifikant hoher.
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(gemessene Absorption bei 620 nm)
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Abbildung 10: Superoxidgeneration durch AT-II.

Die Abbildung zeigt die Superoxid-Konzentration von HT-22 Zellen, welche uber dreiRig Minuten mit
200 nM beziehungsweise 400 nM Antiogensin Il (AT-Il) behandelt wurden. Dargestellt ist die photometrisch
gemessene Absorption bei 620 nm unter Verwendung des NBT Assays. Als Positivkontrolle diente eine
Behandlung mit dem Mykotoxin Antimycin A. * p < 0,05 gegeniber der Negativkontrolle
(PBS = phosphate-buffered saline).

Die Ergebnisse zeigen, dass eine AT-Il Behandlung zu erhdéhten Superoxid-
Konzentrationen in HT-22 Zellen fiihrt. Die zuvor beobachteten DNA-Schéden
konnten durch dieses Superoxid verursacht werden, welches maoglicherweise

Uber NOX produziert wird.
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3.4 Schutz vor AT-ll-ind. DNA-Schaden durch NOX-Inhibition

Um zu beweisen, dass das Superoxid durch NOX produziert wird, wurde gepruft,
wie sich eine NOX-Inhibition durch den spezifischen NOX-Inhibitor VAS2870 auf
die AT-ll-induzierte DNA-Schadigung in HT-22 Zellen auswirkt. Eine Gruppe
wurde flr vier Stunden mit VAS2870 (1 uM) beziehungsweise mit AT-II (200 nM)
alleine, eine dritte Gruppe mit VAS2870 und AT-II gleichzeitig behandelt. Die AT-
[I-Behandlungsgruppe (21,7 £ 2,6) hatte signifikant mehr Mikrokerne als die PBS-
(7,7 + 1,3; p < 0,005) und VAS2870-Behandlungen
(9,7 £ 2,6; p < 0,01). Eine gleichzeitige AT-1I- und VAS2870-Behandlung
hingegen fuhrte zu einer anndhernd normalisierten Mikrokernfrequenz
gegenuber der AT-lI-Behandlung alleine (10,3 £ 1,3; p = 0,005). VAS2870-
behandelte Zellen (mit oder ohne AT-Il) zeigten gegeniber der Negativkontrolle

keinen Unterschied in der Mikrokernfrequenz (p > 0,05; siehe Abbildung 11).
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[pro 1000 binukleare Zellen]

PBS 1 uM VAS2870 200 nM AT-II 200 nM AT-II + MMS
1 uM VAS2870

Abbildung 11: Mikrokernfrequenz nach AT-II-Behandlung mit / ohne NOX-Inhibition.

Die Abbildung zeigt die Mikrokernfrequenz in HT-22 Zellen nach vierstundiger Behandlung mit 200 nM
Angiotensin Il (AT-Il), 1 uM des NOX-Inhibitors VAS2870 (VAS2870) oder VAS2870 und AT-Il gleichzeitig
(AT-Il + VAS2870). * p < 0,05 gegentiber Negativkontrolle (PBS = phosphate-buffered saline); T p < 0,01
AT-ll- gegeniber VAS2870-Behandlung; ¥ p = 0,005 AT-lI-Behandlung gegeniiber gleichzeitiger
Behandlung mit AT-11 / VAS2870. Abkirzungen: MMS = Methylmethansulfonat; NOX = NADPH-Oxidase.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine NOX-vermittelte Superoxidproduktion fur die
AT-ll-induzierten DNA-Schaden verantwortlich ist.
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3.5 Schutz vor AT-ll-induzierten DNA-Schaden durch
ATiR-Antagonisierung

Bis jetzt konnte gezeigt werden, dass eine AT-lI-Behandlung zu vermehrten
DNA-Schaden aufgrund von erhdhten intrazellularen Superoxidkonzentrationen
fuhrt, und dass dieses Superoxid tber NOX produziert wird.

In diesem Experiment wurde die Hypothese untersucht, ob die
beobachtete Toxizitat Gber eine Aktivierung des ATiR begonnen wird.

Hierfir wurde mithilfe des Comet Assays in SH-SY5Y Zellen untersucht,
wie sich eine Antagonisierung des ATiR durch Candesartan auf die AT-II-
induzierten DNA-Schaden auswirkt. Die drei zu untersuchenden Proben wurden
je vier Stunden mit Candesartan (5 uM), AT-lIl (200 nM) beziehungsweise
gleichzeitig mit Candesartan und AT-Il behandelt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: DNA-Schaden nach AT-II-Behandlung mit / ohne ATiR-Blockade.

Die Abbildung zeigt die DNA-Schadigung in SH-SY5Y Zellen nach vierstindiger Behandlung mit 200 nM
AT-Il (AT-Il), 5 pM des AT:iRezeptor Antagonisten Candesartan (Cande) sowie einer gleichzeitigen
Behandlung mit 200 nM AT-1l und 5 pM Candesartan (AT-ll + Cande). Dargestellt ist der prozentuale Anteil
von DNA im ,Kometenschweif* gemessen mit dem Comet Assay. * p < 0,005 gegeniber der
Negativkontrolle; T p < 0,05 der Candesartan-Behandlung gegentiber der Negativkontrolle; 1 p < 0,005 der
AT-lI-behandelten Zellen gegentber Candesartan alleine beziehungsweise gegenuber der gleichzeitigen
Behandlung mit Candesartan / AT-II.
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Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den AT-II-
behandelten Zellen (9,9 £ 1,0 %) und der Negativkontrolle (5,0 + 0,4 %;
p <0,005). Die Candesartan-behandelten Zellen zeigten signifikant weniger DNA
im Schweif (3,7 £ 0,3 %) als die Negativkontrolle (p < 0,05). Gleichzeitig mit
Candesartan und AT-Il behandelte Zellen zeigten signifikant weniger DNA im
Schweif als nur mit AT-Il behandelten Zellen (5,1 £ 0,4 %; p < 0,005).
Da durch eine AT1R-Blockade die Genotoxizitat von AT-Il gestoppt werden kann,
ist wahrscheinlich, dass die beobachteten Effekte durch eine Bindung von AT-I

an den AT1R getriggert werden.

3.6 AT-ll-induzierte Glutathion-Depletion

In diesem Experiment wurde getestet, ob eine AT-llI-Behandlung zu
Verdanderungen im Glutathionsystem fuhrt. Beim Vorliegen erhohter
intrazellularer Konzentrationen an ROS missten die antioxidativen Systeme
entsprechend reagieren. Die Hypothese ist, dass die AT-lI-Behandlung die
antioxidative Kapazitat der Zelle fordert und es zu einer Verschiebung im
wichtigsten dieser Systeme zugunsten von ,verbrauchtem® Glutathion
(Glutathion-Disulfid; GSSG) kommt. Es wurden HT-22-Zellen mit 200 nM AT-II
behandelt und die Reaktion des Glutathionsystems Uber die Zeit untersucht
(30 Minuten, 1/ 2/ 4 / 8 Stunden). Die Ergebnisse sind als prozentualer Anteil
von oxidiertem Glutathion (GSSG) am Gesamt-Glutathion angegeben.

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen Zeit (in Minuten) nach
AT-lI-Behandlung und dem GSSG-Anteil (r = 0,58, p < 0,005; Abbildung 13).
AT-ll-behandelten  Zellen  wiesen gegenuber der Negativkontrolle
(2,6 £ 1,2 %) signifikant hohere GSSG-Spiegel auf (alle p < 0,05). Maximaler
Stress im Glutathion-System konnte acht Stunden nach AT-II-Behandlung
beobachtet werden (11,5 £ 3,9 %; p < 0,002). Nach 30 Minuten konnte eine etwa
dreifache Erhdéhung des GSSG-Anteils nachgewiesen werden
(7,5 £ 1,0 %; p < 0,001). Nach zwei Stunden (4,5 £ 0,7 %) zeigte sich ein
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signifikanter Abfall des oxidierten Glutathions gegenuber der einstiindigen-
Behandlung (9,3 + 2,6 %; p < 0,005).
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Abbildung 13: Reaktion von reduziertem / oxidiertem Glutathion auf AT-lI-Behandlung.

Die Abbildung zeigt die Veranderungen im Glutathion System nach AT-Il Behandlung von HT-22 Zellen uber
die Zeit (30 Minuten bis 8 Stunden). Dargestellt ist der prozentuale Anteil an ,verbrauchtem® Glutathion oder
GSSG am Gesamt-Glutathion, gemessen mit dem Glutathion Assay. * p < 0,05 gegeniber der
Negativkontrolle; T p < 0,005 der 60-minitigen gegeniiber der 120-minitigen AT-1I Behandlung.

Die in Abbildung 13 dargestellten Beobachtungen zeigen, dass der Uber
AT-ll-induzierte oxidative Stress signifikante Auswirkungen auf das wichtigste

intrazellulare, antioxidative System hat.

3.7 Glutathion-Status nach AT R-Inhibition/-Antagonisierung

In diesem Versuch sollte die Hypothese untersucht werden, dass eine
AT1R-/ NOX-Inhibition beziehungsweise Gabe eines Radikalfangers gleichzeitig
zur AT-1I-Behandlung imstande sind, die vorher beschriebenen Verschiebungen
im Glutathionsystem aufzuheben. Hierfiir wurde eine einstindige Behandlung mit
AT-Il (200 nM) alleine, beziehungsweise gleichzeitig mit dem ATiR-Blocker
Candesartan (5 pM), dem Radikalfanger TEMPOL (50 puM) sowie dem NOX-
Inhibitor VAS2870 (1 uM) durchgeftihrt und die Auswirkung auf das Glutathion-
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System studiert. Die Ergebnisse sind erneut als prozentualer Anteil von GSSG
am Gesamt-Glutathion angegeben.

Die Behandlung mit AT-II fuhrte zu einem nicht signifikanten Anstieg des
GSSG-Anteils gegenlber der Negativkontrolle (2,9 + 0,3 % beziehungsweise
7,7 £ 26 %; p = 0,06). Dieser Effekt war durch gleichzeitige Gabe von
Candesartan (2,8 £ 0,8 %; p = 0,07), TEMPOL (2,6 =+ 0,6 %; p = 0,06)
beziehungsweise VAS2817 (3,8 £ 0,9 %; p = 0,11) tendenziell reversibel, wobei
alle Ergebnisse knapp ohne Signifikanz blieben (am ehesten aufgrund eines
AusreiRers bei einer Messung in der zweiten Versuchsreihe in der

AT-1I-Behandlungsgruppe).
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Abbildung 14: AT-II-Wirkung mit / ohne ATiR-/ NOX-Inhibitoren / Radikalfanger auf Glutathion.

Die Abbildung zeigt die Veranderungen im Glutathion System nach einstiindiger Behandlung von HT-22
Zellen mit 200 nM Angiotensin Il (AT-11), gleichzeitiger Behandlung mit 5 uM des Angiotensin Rezeptor Typl
(AT1R)-Blockers Candesartan (AT-1l + Cande), gleichzeitiger Behandlung mit 50 pM des Radikalfangers
TEMPOL (AT-Il + TEMPOL) sowie gleichzeitiger Behandlung mit 1 pM des NADPH-Oxidase (NOX)-
Inhibitors VAS2870 (AT-1l + VAS2870) . Dargestellt ist der prozentuale Anteil an ,verbrauchtem® Glutathion
oder GSSG am Gesamt-Glutathion, gemessen mit dem Glutathion Assay.

Obwohl keine Signifikanz erreicht wurde, deuten die in Abbildung 14
dargestellten Ergebnisse darauf hin, dass der oxidative Stress nach
AT-lI-Behandlung, indirekt gemessen Uber Verschiebungen im
Glutathionsystem, reversibel ist mithilfe einer ATiR- und NOX-Inhibition,
beziehungsweise Uber eine gleichzeitige Gabe des Radikalfangers TEMPOL.
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3.8 Genexpressionsanalyse nach AT-ll-Behandlung

HT-22 Zellen wurden jeweils fur finfzehn Minuten, dreil3ig Minuten, eine Stunde,
zwei Stunden beziehungsweise vier Stunden mit einer AT-1I Konzentration von
200 nM behandelt. Als Negativkontrolle diente eine Behandlung mit PBS.

Ziel des Experiments war es, mittels der RT-PCR herauszufinden, ob eine
Behandlung der Zellen mit AT-Ill wdhrend des beschriebenen
Behandlungszeitraumes zu einer Veradnderung der Genexpression der
Hamoxygenase-1 (HO-1), der Oxoguaninglykosylase 1 (Oggl), der
Glutathionperoxidase 1 (GPx1l) sowie der Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1
(PARP-1) fuhrt. Oggl und PARP-1 sind DNA-Reparaturenzyme, wahrend HO-1
und GPx1 fur die Reduktion von oxidativem Stress beziehungsweise im
Glutathion System wichtig sind. RNA wurde wie unter 2.4.9 beschrieben
extrahiert, in cDNA umgeschriecben und mittels PCR amplifiziert. Per
Gelektrophorese wurden die amplifizierten Produkte sichtbar gemacht. Jeweils

mit untersucht wurde das Haushaltsgen B-Actin (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Genexpression des Haushaltgens B-Actin nach AT-1I-Behandlung.
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Bei der Uberprifung der Genexpression der Oxoguaninglykosylase 1
(Oggl) und der Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) zeigte sich zwischen
funfzehn Minuten und vier Stunden Behandlungsdauer keine Verédnderung der

zwei oben genannten DNA-Reparaturenzyme (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Genexpression von Oxoguaninglykosylase 1 (Ogg1l), Poly(ADP-ribose)-Polymerase
1 (PARP-1) nach Angiotensin Il (AT-ll)-Behandlung.

Die Genexpressionsanalyse der Hamoxygenase-1 (HO-1) und der
Glutathionperoxidase 1 (GPx1) zeigte zwischen funfzehn Minuten und vier
Stunden ebenfalls keine Veranderungen der beiden Enzyme (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Genexpression von Hamoxygenase-1 (HO-1), Glutathionperoxidase 1 (GPx1) nach
Angiotensin Il (AT-II)-Behandlung.
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3.9 Auswirkung von AT-ll auf das murine Subfornikalorgan

Aufbauend auf die beobachteten Effekte von AT-II auf neuronale Zellen in vitro
wollten wir im nachsten Schritt testen, ob die beschriebenen Effekte auch
in vivo replizierbar sind. Im Folgenden werden die Ergebnisse des Tierversuches
(siehe 2.3.1 Versuchsaufbau) prasentiert. Exemplarische Schnitte durch das
SFO im Mausegehirn sind in Abbildung 18 zu sehen.

3. Ventrikel

Abbildung 18: Coronarer Schnitt durch das Mausehirn (oben); Nahaufnahme Subfornikalorgan (SFO,
unten).
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In Tabelle 13 sind die verschiedenen Behandlungsgruppen sowie die Anzahl an

ausgewerteten SFO-Schnitten aufgefuhrt.

Gruppe Behandlung SFO-Schnitte
WT K PBS n=4
WT AT-II AT-lI n=2
WT AT-Il + Cand AT-Il + Candesartan n=3
ATi1aR-KO K PBS n=1
AT1aR-KO AT-II AT-II n=4

Tabelle 13: Auflistung Anzahl vergleichbarer SFO-Schnitte.

ATi1aR = Angiotensin Rezeptor Typ 1a, AT-ll = Angiotensin Il, K = Kontrolle, KO = Knock-Out,
PBS = posphate-buffered-saline, SFO = Subfornikalorgan, WT = Wildtyp.

Wie ersichtlich ist, wurde ein grofRer Anteil der Schnitte von der Analyse
ausgenommen. Grund hierfir war die bewusst getroffene Entscheidung, alle
Schnitte mit nur partiell erfasstem SFO (aufgrund der Grol3e des murinen SFO
waren teils nur zwei Schnitte vorhanden, auf denen das SFO miterfasst war) von
der Auswertung auszuschliel3en. Diese Vorgehensweise fuhrt einerseits zu einer
besseren Datenqualitat und héherer Integritéat der Ergebnisse, zieht andererseits
jedoch einen wahrscheinlichen Verlust der statistischen Signifikanz mit sich. Die
Ergebnisse sind in Prozent von y-H2AX positiven Zellkernen angegeben.

Bei der Auswertung der Schnitte zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der WT-Kontrollgruppe (6,6 £ 3,2 %), der WT AT-IllI-Gruppe (7,6 £ 1,8
%) sowie der WT AT-Il + Candesartan Gruppe (3,4 = 3,7 %). Ebenso blieb der
Vergleich zwischen AT1R-KO-Kontrollgruppe und den anderen Gruppen ohne
Nachweis von Signifikanz (3,7 %; nur 1 Praparat!). Die ATi:R-KO AT-II-
Behandlungsgruppe (21,3 = 1,8 %) zeigte trotz der geringen Anzahl an
auswertbaren SFO-Schnitten signifikant hohere Raten an y-H2AX-positiven
Kernen gegenuber der WT-Kontrollgruppe (p < 0,005) sowie der
WT-AT-ll/Candesartan-Behandlungsgruppe (p = 0,01). Erstaunlicherweise
zeigte sich im direkten Vergleich der mit AT-ll-behandelten Wildtyp-,
beziehungsweise Knock-Out-Mause ein signifikanter Unterschied mit deutlich
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mehr DNA-Schéden in der ATiR-KO AT-II-Gruppe (p < 0,01). Die Farbungen
sowie die Ergebnisse sind in Abbildung 19 und in Abbildung 20 zu sehen.

25 * +
l
20

15

10

y-H2AX positive Zellkerne [%]

Kontrolle AT-11 AT-Il + Cand Kontrolle AT-11
Wildtyp (WT) AT,_R-KO

Abbildung 19: y-H2AX Positivitat muriner SFO-Zellen (Wildtyp / AT1aR-KO) nach AT-II-Behandlung.

Die Abbildung zeigt Ergebnisse der y-H2AX Farbung der SFO Schnitte aus dem Tierversuch. Die Wildtyp
(WT)-Méuse waren in drei Gruppen eingeteilt: Eine Kontrollgruppe (WT Kontrolle), eine
Angiotensin Il (AT-ll)-Behandlungsgruppe (WT AT-Il) sowie eine Gruppe mit gleichzeitiger AT-Il und
Candesartan (Cand) Behandlung (WT AT-II + Cand). Die Angiotensin Rezeptor Typ la (AT1aR)-Knock-Out
Mé&use waren in eine Kontrolligruppe (AT1aR-KO Kontrolle) und eine AT-II-Behandlungsgruppe eingeteilt
(AT1aR-KO AT-Il). Dargestellt ist der prozentuale Anteil von y-H2AX positiven Zellkernen im
Subfornikalorgan (SFO) der jeweiligen Gruppen. * p < 0,005 gegenuiber WT Kontrolle; T p < 0,001 gegenuber
WT AT-II; ¥ p = 0,01 gegenliber WT AT-Il + Cand.

Die Versuche zeigen, dass AT-Il ATia-Rezeptor-unabhangig Genomschéaden in

zentral gelegenen Neuronen hervorrufen kann.
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Abbildung 20: y-H2AX Farbungen SFO-Schnitte.

Abgebildet sind exemplarische Schnitte durch das SFO von je einem Tier aus jeder Versuchsgruppe. Auf
mehreren Bildern ist ein kollabierter dritter Ventrikel zu sehen, teils mit unscharf dargestellten Zellen des
Plexus choroideus zwischen Ependymzellen des SFO (oben) und Ependymzellen am Boden des dritten
Ventrikels (unten). Die roten Pfeile markieren exemplarisch y-H2AX positive Zellkerne. Abkirzungen: AT1aR
= Angiotensin  Rezeptor Typ la, AT-lll = Angiotensin Il, KO = Knock-Out,
PBS = posphate-buffered-saline, SFO = Subfornikalorgan, WT = Wildtyp.
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4 Diskussion

4.1 Oxidativer Stress, Hypertonus und Demenz

Oxidativer Stress ist assoziiert mit einer Vielzahl oftmals chronischer
Erkrankungen und mit malignen Neoplasien. Auch in vielen neurologischen
Erkrankungen wie der Alzheimer Krankheit (AD) und dem Morbus Parkinson (PD)
spielt oxidativer Stress eine entscheidende Rolle [76, 85].

Bei etwa zwanzig Prozent der Demenzkranken kann der kognitive Abbau
auf eine vaskulare Demenz (VaD) zurtickgefuhrt werden [80], weitere zehn bis
dreiBig Prozent weisen eine Mischform aus AD und VaD auf [81, 82].
Es ist bekannt, dass Hypertoniker gegentber der Normalbevolkerung ein
zweifach erhohtes Risiko haben, an VaD zu erkranken [149]. Eine
medikamentdse Einstellung des Blutdrucks senkt daher das Risiko einer
dementiellen Erkrankung [180].

Der Zusammenhang von arteriellem Hypertonus und oxidativem Stress ist
lange etabliert. Im Zentrum des Pathomechanismus steht ein dysfunktionales
RAAS mit erhdhten Konzentrationen an AT-Il und Aldosteron. Durch unsere
Arbeitsgruppe konnte bereits eine AT-ll-induzierte Genomschadigung in Nieren-
und Herzzellen nachgewiesen werden [63, 64, 160, 181-183]. Darlber hinaus
kann ein Beziehung zwischen dysfunktionalem RAAS, endothelialer Dysfunktion
und VaD beobachtet werden [150].

Aufgrund der oben geschilderten Korrelationen zwischen Bluthochdruck,
oxidativem Stress, dysfunktionalem RAAS und vaskularer Demenz wurde die
Hypothese formuliert, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen erhohten
AT-1l Konzentrationen im ZNS und der Demenz-Entwicklung bestehen kdnnte.
Ziel dieser Dissertation war es, die Genotoxizitat und damit Zytotoxizitat von
AT-Il in Nervenzellen zu untersuchen, insbesondere in Hinblick auf eine

potentielle Beteiligung bei der Entwicklung einer Demenz.



Diskussion 64

4.2 Dosisabhangige, NOX-vermittelte Genotoxiziat von AT-II

uber Bindung an den AT1-Rezeptor

Zielsetzung der ersten Experimente dieser Dissertation war es, eine neuronale
Zelllinie fur die Versuche zur Toxizitat von AT-Il zu finden. Hierflr wurden zum
einen die humane SH-SY5Y- sowie die immortalisierte, murine HT-22-Zelllinie
ausgewahlt. Die SH-SY5Y Zellen haben den Vorteil, dass sie humanen Urspungs
sind, sich relativ einfach handhaben lassen und es eine lange Tradition dieser
Zellen als erfolgreiches Modell bei der Forschung an Neurodegeneration,
insbesondere beim PD, gibt [184]. HT-22 Zellen werden seit Jahrzehnten als
verlassliches Modell zur Forschung von Toxizitat in Nervenzellen verwendet,
grof3tenteils bei Studien zur Glutamat-induzierten Neurotoxizitat [185, 186]. Aber
der Nachweis von bisher unbekannten Eigenschaften der HT-22 Zellen,
beispielsweise dass diese auch cholinerge Funktionen besitzen, hat die Zelllinie
in den letzten Jahren unter anderem auch fur die Alzheimer-Forschung
interessant gemacht [187].

Bei der Behandlung der SH-SY5Y und HT-22 Zellen mit AT-1l konnte ein
statistisch signifikanter, linearer Zusammenhang zwischen AT-II Konzentration
und beobachteter DNA-Schadigung nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
werden in der Literatur der letzten Jahre wiedergespiegelt, unter anderem in
Studien, die in einer dopaminergen Zellllinie zur PD-Forschung erhohte,
AT-ll-induzierte Apoptoseraten zeigen [188-190].

Basierend auf Vorarbeiten unserer Gruppe zur Toxizitat von AT-Il in
Nierenzellen via NOX-induzierter Superoxidgeneration [160] wurde, zur weiteren
Untersuchung des molekularen Mechanismus der beobachteten DNA-
Schadigung, zunachst die intrazellulare Superoxidkonzentration nach
AT-lI-Behandlung bestimmt. Es zeigte sich eine Konzentrations-abhangige
Erhéhung der intrazellularen Superoxidkonzentration. Auch wenn der Ursprung
des Superoxids letztlich nicht bewiesen werden kann, ist davon auszugehen dass

der Uberwiegende Anteil durch die NOX produziert wurde [37].
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Eine AT-ll-induzierte NOX-Stimulation mit hierdurch verursachter,
Superoxid-abhangiger Genotoxizitat miusste Uber eine NOX-Inhibition daher
reversibel sein beziehungsweise zumindest abschwéacht werden kénnen. In den
weiterfihrenden Experimenten zeigte sich unter einer gleichzeitigen Behandlung
der Zellen mit AT-Il und dem NOX-Inhibitor VAS2870 eine vollstandige
Reversibilitat der vorher beobachteten DNA-Schaden, was den Verdacht auf eine
NOX-vermittelte Superoxidgeneration erhartet. Auch dies korreliert gut mit den
Ergebnissen der neueren Literatur, die eine NOX-Beteiligung an der Produktion
von ROS in neurodegenerativen Modellen aufzeigt [191-194].

Da die NOX-Aktivitat unter anderem tber Bindung von AT-Il an den AT1R
reguliert wird [37], wurde in einem weiteren Versuch die Behandlung mit AT-II
unter gleichzeitiger Gabe des ATiR-Blockers Candesartan wiederholt. Es zeigte
sich hierbei, dass die DNA-Schadigung durch AT-II mit einer gleichzeitigen AT1R-
Antagonisierung vollstdndig aufgehoben werden kann. Dieser protektive Effekt
nach ATiR-Blockade kdonnte moglicherweise helfen, die Ergebnisse mehrerer
Nagerstudien zu erklaren, die beispielsweise eine Normalisierung der Kognition
durch Candesartan in einem Ratten-Stressmodell [195] oder eine positive
Auswirkung einer ATiR-Blockade in Ratten mit Amphetamin-induzierten

Verhaltensauffalligkeiten [196] beobachten konnten.

4.3 Zytotoxizitat von AT-II

ROS interagieren nicht nur mit DNA, sondern potentiell auch mit anderen
Makromolekilen wie Proteinen oder Fetten [14-16, 18, 19]. Fur die Untersuchung
der Peroxidation von Fetten nach AT-lIl Behandlung sollte Malondialdehyd
(MDA), ein Biomarker der Peroxidation von Fetten [23], gemessen werden. Da
MDA eigene mutagene, in einigen Spezien sogar karzinogene Eigenschaften
besitzt [23], ware hier eine indirekte Genotoxizitdt von AT-Il Uber eine
Akumulation von MDA denkbar.
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Die Experimente fiuhrten jedoch trotz mehrfacher Versuche zu keinen
replizierbaren Ergebnissen. Bei dem verwendeteten TBARS Assay missen eine
Vielzahl an verschiedenen Parametern aufeinander abgestimmt werden, was
eine Standardisierung der Methode erschwert. Obgleich die Methode noch heute
in vielen Laboren zur Anwendung kommt, hauft sich die Literatur, welche den
TBARS Assay zur MDA-Messung als unzuverlassig, ungenau und fir biologische
Materialien unbrauchbar darstellt [156, 197].

Wenngleich eine breiter gefacherte Toxizitatsstudie von AT-Il kein Thema
dieser Dissertation war, ware es dennoch interessant zu untersuchen, wie sich
pathologisch erhéhte AT-Il Konzentrationen auf andere Makromolekile wie

Zucker, Proteine oder Fette auswirkt.

4.4 AT-ll-induzierte Glutathion-Veranderungen

Glutathion ist eines der wichtigsten intrazellularen Antioxidantien [48] und der
Anteil von oxidiertem Glutathion am Gesamt-Glutathion ist ein guter Indikator fur
das intrazellulare Level an oxidativem Stress [198, 199]. Dieser lasst sich indirekt
abschatzen an der erhdohten Konzentration von GSSG (oxidiertem,
,verbrauchtem®  Glutathion) im Gegensatz zu GSH (reduziertem,
Lunverbrauchtem® Glutathion) [48].

Um das Ausmald an intrazellularem oxidativen Stress zu untersuchen
wurde im ndchsten Experiment die Auswirkung von AT-II auf das Glutathion-
System untersucht. Es zeigte sich eine Korrelation zwischen erhéhtem
Glutathion-,Verbrauch® und fortschreitender Zeit (dreiig Minuten bis acht
Stunden) nach AT-lI-Behandlung der Zellen. Entgegen diesem Trend war ein
signifikanter Abfall der GSSG Konzentration nach zwei Stunden im Vergleich zu
einer Stunde zu verzeichnen. Madglicherweise kommt es zur Aktivierung
verschiedener Signalwege durch AT-Il, deren Effekte sich nicht-linear
beziehungsweise in unterschiedlichen Zeitfenstern manifestieren und daher

schwer nachzuvollziehen sind. So kdnnte es nach zwei Stunden zu einer Art
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Regeneration des Glutathions durch einen bisher unbekannten Mechanismus
kommen. Eine Hochregulation der Glutathionperoxidase (GPx) beziehungsweise
der Glutathion-Disulfid Reduktase (GSR) ware denkbar, konnte aber zu spaterem
Zeitpunkt teilweise mittels RT-PCR ausgeschlossen worden (allerdings nur far
die Isoform GPx1!).

Ob der durch AT-Il ausgeloste Stress auf das Glutathion-System
abgepuffert werden kann wurde in einem weiteren Experiment untersucht, bei
dem neben der AT-II-Behandlung eine zuséatzliche NOX-Inhibition (VAS2870),
ATi1R-Antagonisierung (Candesartan) beziehungsweise eine Zugabe des
Radikalfangers TEMPOL durchgefuhrt wurde. Wahrend die AT-1l Behandlung
erwartungsgeman zu einer Zunahme des oxidierten Glutathions fiihrte, konnte
dieser Anstieg durch NOX-Inhibition, ATiR-Antagonisierung oder gleichzeitiger
Gabe eines Radikalfangers unterdrickt werden. Diese Ergebnisse deuten auf
eine Art Uberlastung des Glutathion-Systems hin, welche eine reaktive Induktion
von Genen, die fiur die Enzyme des Glutathion-Systems codieren zur Folge
haben kdnnte.

Insbesondere in Hinblick auf die unklaren Ergebnisse der Glutathion-
Messungen zwei Stunden nach AT-lI-Behandlung wurde im nachsten Schritt eine
Genexpressionsanalyse durchgefuhrt. Im Einzelnen wurde auf eine Verdnderung
der Genexpression von wichtigen DNA-Reparaturenzymen beziehungsweise
Antioxidantien als Reaktion auf eine AT-II-Behandlung getestet. Hierbei konnte
in dem Zeitraum von finfzehn Minuten bis vier Stunden nach AT-II-Behandlung
keine gesteigerte Expression der DNA-Reparaturenzyme Oggl und PARP-1, des
bei oxidativem Stress konsekutiv Gberexprimierten HO-1 sowie des antioxidativ
wirksamen GPx1 nachgewiesen werden. Mdglicherweise kommt es durch AT-II
Zu einer gesteigerten Expression anderer, nicht untersuchter, Gene. In den in
vivo Experimenten sowie einer vorherigen Studie zeigte sich interessanterweise
eine signifikant erhéhte HO-1 Expression in den Nieren von AT-llI-behandelten
Wildtyp Mausen [162, 181]. Weitere Marker oxidativen Stesses
(Superoxiddismutase, Thioredoxinreduktase und Glutathionreduktase) zeigten

jedoch keine AT-ll-induzierte Uberexpression [162]. Denkbar ware eine
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Hochregulation anderer, nicht untersuchter Isoformen von GPx oder der GSR.
Insbesondere eine Untersuchung der als Schaltzentrale im Redox-System
agierenden Nrf2 (Nuclear Factor-E2-related factor 2) und Keap1l (Kelch-like ECH-
associated protein 1) beziehungsweise dem pro-inflammatorischen NF-kB ware
hdchst interessant. In Stresssituationen induziert der Transkriptionsfaktor Nrf2
als Antioxidantien agierende Enzyme. Keapl balanciert die Nrf2-induzierten
Verdanderungen durch eine Nrf2-Degradation sobald die Stressbedinungen
sistieren [200]. Der pro-inflammatorisch wirkende Transkriptionsfaktor NF-kB auf
der anderen Seite wird bei Oxidation durch H20: Uber seine inhibitorische
Untereinheit IkB deaktiviert um eine Uberschiefende ROS-Produktion (im
Rahmen der Inflammation) zu verhindern [201, 202]. Hier sollten in Zukunft

weiterfihrende Untersuchungen gemacht werden.

4.5 ATiaR-unabhangige Genotoxizitat von AT-II

Im letzten Experiment wurde eine vierwochige in vivo Behandlung mit
AT-1l durchgefuhrt und die Gehirne von Wildtypmausen sowie Mausen mit einem
Knock-Out des AT1aR hinsichtlich Genotoxizitat untersucht. Die Bluthirnschranke
unterbindet einen Ubertritt von systemisch zirkulierendem
AT-1l ins Gehirn, daher wurde das fur AT-Il zugangige Subfornikalorgan (SFO)
als Zielorgan ausgewahlt. Denn die Neurone im SFO haben nicht nur ein
fenestriertes Endothel und damit eine unterbrochene Bluthirnschranke, sondern
bsitzen eine besonders hohe Dichte an AT:1-Rezeptoren, was moglicherweise zu
einem potenzierten AT-II Effekt im Vergleich zu anderen Geweben fihrt.

In der y-H2AX Farbung zeigte sich ein signifikanter Unterschied an positiv
gefarbten Zellkernen in den AT-II behandelten AT1aR-KO Mausen gegenuber der
WT Kontrollgruppe, der WT AT-ll/Candesartan Behandlungsgruppe und
insbesondere gegeniber der WT AT-1l Behandlungsgruppe. Warum das SFO der
AT1a-Rezeptor defizienten Mause einen grol3eren Schaden durch AT-II erleidet
als das der Wildtyp-Mause, ist auf den ersten Blick ein Ratsel. Moéglicherweise

kdnnte der in Menschen nicht vorhandene, murine
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ATip-Rezeptor eine Rolle spielen. Die ATia- beziehungsweise ATib-Rezeptoren
ahneln sich zwar in ihren Ligandenbindungs- und Signaltransduktions-
eigenschaften, unterscheiden sich jedoch bezuglich der Lokalisation ihrer
Expression [95]. Wé&hrend der murine ATia-Rezeptor weitgehend ubiquitér
exprimiert wird, beschrénkt sich die Expression des AT1n-Rezeptors Uberwiegend
auf die murinen Nebennieren, das Gehirn und die Hoden [203]. In den AT1aR-KO
Mausen konnte eine Hochregulation des ATin-Rezeptors in den Nieren
nachgewiesen werden [162], eine Beobachtung die bereits zuvor in Mausen
gemacht wurde [204]. Um die Moglichkeit einer AT-II-induzierten Toxizitat Gber
den AT1bR weiter zu untersuchen waére, falls nicht lethal, eine ATiR-Inhibition in
den AT-lI-behandelten AT1aR-KO Mausen interessant, denn eine ATiR-Blockade
scheint zu einer verminderten ATib-Expression zu fuhren [205].

Interessanterweise wurden die beobachteten DNA-Schaden in den
AT-lI-behandelten AT1aR-KO Ma&usen auch in anderen Organen der gleichen
Versuchstiere festgestellt [163]. In den Nieren und im Herzen konnte eine teils
signifikant hohere Anzahl an y-H2AX positiven Zellkernen in den
AT-ll-behandelten ATiaR-KO Maéausen im Vergleich zu den Kontrollen
beziehungsweise im Vergleich zu den mit AT-Il behandelten Wildtyp-Mausen
festgestellt werden [162]. Alle dieser AT-IlI-induzierten Veranderungen in den
AT1aR-KO Mausen gingen ohne einen erhdhten Blutdruck einher, eine bereits
vorbeschriebene [206], vormals jedoch nie bewiesene Beobachtung.

Die Experimente beweisen, dass AT-Il unabhangig vom Blutdruck und

unabhangig vom ATi1aR Genomschaden in Mausen verursachen kann.

4.6 Schadigungsmechanismen von AT-ll im Gehirn

ROS-induzierte Zellschadigungen im ZNS sind komplex und nicht vollstandig
verstanden. Die Korrelation zwischen erh6htem oxidativem Stress und dem
Auftreten einer Reihe neurologischer, oft dementieller Erkrankungen ist jedoch

etabliert. AT-II ist ist sicherlich nicht alleine verantwortlich fur die Entwicklung
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einer vaskularen Demenz. Als zentrale Komponente eines dysfunktionalen RAAS
im Gehirn tragt es aber zur Entwicklung beziehungsweise zum Fortschreiten
verschiedener neurologischer Erkrankungen bei.

AulRerhalb des ZNS konnte die Genotoxizitat von erhohten AT-lI
Konzentrationen auf die Bindung an den AT1R, der konsekutiven Aktivierung von
NOX und der folgenden ROS-Produktion zurtickgefiihrt werden [160]. Einiges
deutet darauf hin, dass ein ahnlicher Schadigungsmechanismus auch innerhalb
des Gehirns ablaufen kénnte, die Ergebnisse dieser Arbeit sowie einer rezenten
Studie zur AT-ll-induzierten Seneszenz mit einem Astrozytenmodell [207]
bestarken diese Hypothese.

Hierfuir scheint neben einer potentiellen direkten Schadigung durch AT-II vor
allem eine chronische Inflammation im Gehirn verantwortlich zu sein. Diese wird
von Mikroglia hervorgerufen, welche Uber Ausschittung von ROS das Milieu,
beziehungsweise das Ausmald an lokaler Inflammation modulieren [133]. Eine
Polarisierung der Mikroglia in einen pro-inflammatorischen
M1-Phanotyp oder einen anti-inflammatorischen M2-Phanotyp scheint dieses
fragile Milieu zu steuern [131]. Bei gesunden Menschen stehen M1- und M2-
Phanotyp im Gleichgewicht. Uber den mikroglialen AT:R fihrt AT-Il zu einer
Induktion des pro-inflammatorischen M1-Phanotyps, was, wie beschrieben, zu
einer Schadigung und im schlimmsten Fall zum Absterben der umliegenden
Gehirnzellen fuhren kann [132].

Prinzipiell ist auch eine schadigende AT-1I-Wirkung auf zentrale Neurone
bei Vorliegen einer gestorten Bluthirnschranke denkbar. Die Permeabilitat der fur
AT-II nicht durchgéngigen Barriere wird durch eine Vielzahl von Medikamenten
und natirlichen Substanzen moduliert [127], und ist nachweislich bei einer Reihe
von Erkrankungen gestort [208]. So filhrt beispielsweise eine Inhibierung des P-
Glykoproteins zu einer ganzlich veranderten Selektivitat der Bluthirnschranke mit
der Mdglichkeit eines Ubertretens potentiell toxischer Substanzen ins Gehirn
[127]. In der Literatur finden sich jedoch auch Beispiele fir positive Effekte von
AT-Il an der Bluthirnschranke. Uber eine Modulation von endothelialen tight

junctions durch von Astrozyten sezerniertes AT-Il wird die Bluthirnschranke noch
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selektiver und kénnte sich positiv auf den Krankheitsverlauf bei Patienten mit
multipler Sklerose auswirken [209]. Diese Funktionen von AT-II finden jedoch nur

bei physiologischen AT-II Konzentrationen statt.

Obwohl die Wissenschaft in den letzten Jahren viele Erkenntnisse zur
Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen gewinnen konnte, so bleiben
eine ganze Reihe von Fragen weiterhin unbeantwortet. Es sind daher weitere
Studien notwendig um zu untersuchen wie sich die neuronale Toxizitat von AT-II
im Menschen konkret verhalt und auswirkt. Translationale
Forschungsbemiuhungen mit Entwicklung von therapeutischen Ansatzen sind

hierbei besonders wichtig.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten ist die Akzeptanz stetig grof3er geworden, dass
oxidativer Stress eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von chronischen
Erkrankungen, malignen Neoplasien sowie der Beschleunigung des
Alterungsprozesses spielt. Als eine der haufigsten chronischen Erkrankungen ist
Hypertonie oft mit einem fehlregulierten Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
assoziiert, welches chronisch oxidativen Stress verursacht. Bluthochdruck ist ein
Risikofaktor fir neurologische Erkrankungen wie der vaskuldaren Demenz (VaD)
und viele neurologischen Stérungen, einschlie3lich der VaD, haben eine ROS-
assoziierte beziehungsweise inflammatorische Komponente in ihrer Entstehung.

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits eine AT-lI-induzierte Genotoxizitat in
Nieren- und Myokardzellen bzw. -Gewebe nachweisen. Ziel dieser Dissertation
war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen AT-Il und Neurodegeneration
zu untersuchen, welche durch eine neuronale Genotoxizitat von AT-Il ausgelost
wird.

Zunachst zeigten wir in zwei neuronalen Zelllinien, dass AT-Il eine Dosis-
abhangige Genomschadigung verursacht. Nachfolgende Experimente konnten
diese Toxizitat auf NOX-produziertes Superoxid zurtickflihren, das nach Bindung
von AT-lIl an den ATiR generiert wird. Zudem konnte ein AT-ll-induzierter
Verbrauch des wichtigsten intrazellularen Antioxidans - Glutathion -
nachgewiesen werden.

In vivo konnten wir zeigen, dass ATiaR-Knockout-Mause nach AT-II-
Behandlung signifikant mehr Genomschaden im Subfornikalorgan (SFO)
aufwiesen als Wildtypmause. Das SFO hat als eine der wenigen Strukturen im
Gehirn eine unterbrochene Blut-Hirn-Schranke, was es fur zirkulierendes AT-II
zuganglich und besonders empfindlich macht. Diese Genomschaden wurden in
der neueren Literatur auch in Nieren- und Herzgewebe beschrieben und belegen
eine zusatzliche, AT1aR- und damit Blutdruck-unabhangige Genotoxizitat von AT-
Il.
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass erhdhte AT-II-Konzentrationen
in  Nervenzellen Genomschadden durch NOX-produziertes Superoxid
verursachen. Die Hoffnung ist, dass diese Ergebnisse dabei helfen, eines Tages
die vollstandige Entstehung der VaD zu entschlisseln.
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5.2 Summary

In recent decades, the acceptance has steadily increased that oxidative stress
plays an important role in the development of chronic diseases, malignant
neoplasia and the acceleration of the aging process. As one of the most common
chronic diseases, hypertension is often associated with a misregulated renin-
angiotensin-aldosterone system that causes chronic oxidative stress.
Hypertension is a risk factor for neurological diseases such as vascular dementia
(VaD) and many neurological disorders, including VaD, have an ROS-associated
or inflammatory component in their etiology.

Our group has already demonstrated AT-ll-induced genotoxicity in kidney
and myocardial cells and tissues. The aim of this dissertation was to investigate
a possible association between AT-Il and neurodegeneration that is triggered by
neuronal genotoxicity of AT-II.

First, we showed in two neuronal cell lines that AT-Il causes dose-dependent
genome damage. Subsequent experiments could attribute this toxicity to NOX-
produced superoxide generated after AT-II binding to the ATiR. In addition, AT-
lI-induced depletion of the most important intracellular antioxidant - glutathione -
was demonstrated.

In vivo, we were able to show that AT1aR knockout mice after AT-Il treatment
showed significantly more genome damage in the subfornic organ (SFO) than
wild-type mice. The SFO is one of the few structures in the brain with an
interrupted blood-brain barrier, which makes it accessible and particularly
sensitive to circulating AT-II. In the recent literature, these genome damages
were also observed in kidney and heart tissues and prove an additional
genotoxicity of AT-Il independent of AT1aR and consequently independent of
blood pressure.

In summary, this work shows that increased AT-II levels in neuronal cells
cause genome damage due to NOX-produced superoxide. It is hoped that these

results will one day help to decipher the complete development of VaD.
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