Abschlussbericht

Zuwendungsempfanger: Kerckhoff-Klinik GmbH Bad Nauheim

Projektleiter: PD Dr. rer. nat. Muhammad Aslam

Projekttitel: Estrogen-dependent activation of the sAC-AMPK pathway as a
new strategy to protect coronary endothelial cell function

Projekttyp: Saule B18-016_SE

Forderkennzeichen: 81X2200203

Laufzeit des Projektes: 01.06.2018 - 31.05.2019

I. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung,

Das Hauptziel des geplanten Vorhabens in Bad Nauheim war die Charakterisierung des
sAC/cAMP-AMPK Signalwegs in der Regulation der endothelialen Barrierefunktion, seine
Bedeutung flr die mitochondriale Funktion und dessen Modulation durch die Aktivierung der
Ostrogenrezeptoren. Die Untersuchungen erfolgten mittels endothelialer
Monoschichtpermeabilitdt, Westernblot-, ,live-cell imaging“- und FRET-basierten Analysen in
humanen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) und Koronarendothelzellen aus Ratten.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde,

Das Projekt wurde im Rahmen der Sdule B (,Praklinische Forschung) des DZHKs
durchgeflhrt, bei der die Finanzierung durch die flexiblen Mittel des DZHKs bei Beteiligung
von mindestens zwei DZHK-Partnerstandorten bzw. einem DZHK-Partnerstandort mit einem
nicht-DZHK-Partner erfolgt. Die entsprechenden Vorgaben wurden beachtet und das Projekt
in Kooperation mit der Charité-Universitdtsmedizin Berlin bearbeitet.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens,

Die Versuche wurden im Juni 2018 gestartet und im Mai 2019 beendet.

Das Hauptziel des Vorhabens beinhaltete eine Analyse des Ostrogen-sAC-AMPK Signalwegs
in Bezug auf die mitochondriale Biologie und die endotheliale Barrierefunktion.

In dem hier beschriebenen Projekt wurden die folgenden Analysen / Versuche in
Endothelzellen durchgefiihrt:

> Analyse der endothelialen Barrierefunktion

» gPCR- und Westernblot-Analysen der AMPK-Expression und Aktivierung in
Endothelzellen
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Untersuchung der mitochondrialen Biogenese und Analyse des mitochondrialen
Membranpotenzials in Endothelzellen

Analyse der reaktive Sauerstoffspezies (ROS) Produktion

Analyse des zelluldren Ca?*-Spiegels in Endothelzellen

Analyse des zellularen cAMP

Analyse der Transmigration von Monozyten
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Es gab keine Anderungen in der Planung und im Ablauf des Vorhabens.

4. wissenschaftlichem und technischem Stand, an den angeknlipft wurde, insbesondere
Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die flir die Durchfiihrung
des Vorhabens benutzt wurden, Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten
Informations- und Dokumentationsdienste.

Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle in der Endothelfunktion. Die jlingsten Studien
zeigen, dass der mitochondriale cAMP-Signalweg eine Schllisselrolle fiir die mitochondriale
Dynamik, Biogenese und Funktion spielt.

Obwohl die Rolle des cAMP-Signals bei der Modulation der AMPK-Aktivitat eindeutig gezeigt
wurde, ist die Quelle des cAMP und der cAMP-Kompartimente, die die AMPK-Aktivitat steuern
(Plasmamembran, nuklear oder zytosolisch) unbekannt. Zwei Klassen von Adenylylcyclasen
konnen zur cAMP-Synthese in der Zelle beitragen: Transmembran-Adenylylcyclasen (tmAC)
und l6sliche Adenylylcyclasen (sAC). sAC ist ein einzigartiger intrazelluldrer Ca?'- und
Bikarbonat-Sensor mit enzymatischer Aktivitdt [Chen et al. 2000]. Unsere jlingsten Studien
haben gezeigt, dass sAC eine Schllsselrolle bei der Apoptose von Endothelzellen [Kumar et
al. 2009], Kardiomyozyten [Appukuttan et al., 2012] und glatten Muskelzellen [Appukuttan et
al., 2013; Kumar et al., 2014] sowie bei der Epithelzellproliferation [Flacke et al., 2013] spielt.

Im Gegensatz zu tmAC ist sAC im Cytosol, Zellkern und Mitochondrien lokalisiert [Kumar et
al., 2009], d. h. in unmittelbarer N&dhe der AMPK und ihrer stromabwarts gelegenen Ziele. Es
gibt Hinweise darauf, dass tmAC aktivierende Stimuli wie Forskolin oder Isoproterenol die
AMPK-Aktivitat beeinflussen [Djouder et al., 2010; Hurley et al., 2006]. Im Gegensatz dazu ist
die Rolle von sAC noch unbekannt. Unsere vorlaufigen Daten lassen vermuten, dass sAC an
der basalen Kontrolle der AMPK-Aktivitat in Herzzellen beteiligt ist. Dariiber hinaus fiihrt die
Stimulierung von sAC mit Bikarbonat zur PKA-abhéngigen Phosphorylierung (Thr-172) und
zur Aktivierung von AMPK.

Die Rolle der ER-Signalisierung bei der cAMP-abhangigen Modulation der AMPK-Aktivitat
bleibt unbekannt. Es wurde gezeigt, dass Estradiol die cAMP / PKA-Signalgebung in
verschiedenen Zelltypen positiv reguliert, z. B. Ratten-Kardiomyozyten [Buitrago et al., 2000],
glatten Muskelzellen der Koronararterie [Yu et al., 2014] oder HUVEC [Kong et al., 2014]. Ob
diese Aktivierung der cAMP-Signalisierung sAC-abhangig ist und in AMPK Ubersetzt wird, ist
noch nicht bekannt und sollte in unserem Vorhaben untersucht werden.
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5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Es wurde eine Kooperation mit PD Dr. Wolfgang Meissner (Institut fiir Molekularbiologie und
Tumorforschung, Philipps-Universitat Marburg) im Gebiet der ,Cell Metabolism*“ eingegangen.

Il. Eingehende Darstellung zu

1. der Verwendung der Zuwendung und den erzielten wissenschattlich-techn. Ergebnissen
im Einzelnen, mit Gegeniiberstellung zu den urspriinglichen Zielen,

Das erste Ziel des geplanten Vorhabens war, den sAC/cAMP-AMPK-Signalweg im Rahmen
der endothelialen Barrierefunktion zu charakterisieren. Dazu wurden endotheliale
Monoschichtpermeabilitét, Westernblot-, ,live-cell imaging“- und FRET-basierte Analysen in
HUVEC und Koronarendothelzellen aus Ratten durchgefiihrt.

Die Aktivierung von sAC mit Bikarbonat fiihrte zu erhdhten zellularen cAMP-Spiegeln und einer
Hemmung der TNFo. induzierten endothelialen Hyperpermeabilitat. Im Gegensatz dazu fiihrte
die pharmakologische Hemmung von sAC mit KH7 fiihrt zu einer tber die TNFo induzierten
Verstérkung der endothelialen Hyperpermeabilitat. Die Aktivierung von sAC wurde durch eine
erhohte Phosphorylierung von AMPK begleitet und die pharmakologische Aktivierung von
AMPK mit A769662 hatte eine dhnliche Wirkung auf die Endothel-Barrierefunktion. In dhnlicher
Weise fiihrte in Endothelzellen die mitochondriale cAMP-Erhéhung durch eine Hemmung von
PDEZ2 (Phosphodiesterase 2) mit der selektive Inhibitor Bay 60-7550 zu AMPK-Aktivierung.
Darlber hinaus fiihrte Bay 60-7550 zu einer Hemmung der TNF o induzierten endothelialen
Hyperpermeabilitét.
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