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Abstract

Abstract (Englisch)

Background: Accumulating evidence suggests tissue-protective properties of pharmacological
AT2R-stimulation in various animal models of cerebral and cerebrovascular disease. Further
investigation of the neuroprotective properties of pharmacological AT2R-stimulation is hindered,
because common AT:R-agonists like CGP42112 and the non-peptide agonist Compound 21
cannot penetrate the blood-brain barrier. Therefore, a new generation of blood-brain barrier-
penetrating AT2R-agonists is being developed. New substances, designed through chemical
alteration of established molecules, need to be reevaluated for AT,R—affinity and intrinsic activity.
Common assays available, e. g. the Neurite-Outgrowth-assay are considered to be unreliable on
the grounds of subjective analysis and imprecise quantification of results. Therefore, this project
aimed at establishing a reliable and robust in vitro screening of potential AT2R—agonists for
intrinsic activity at the AT2R based on determining interleukin 6 (IL-6) mMRNA expression in THP-
1-macrophages.

Methods: AT:R-protein expression in THP-1-monocytes was compared with AT:R-protein
expression in PMA-differentiated THP-1-macrophages using Western-Blot analysis. Effects of
LPS- (50 ng/ml) and Compound 21- (1 uM) incubation on AT2R-protein-expression in THP-1-
macrophages were evaluated. THP-1-macrophages were incubated with LPS (50 ng/ml), co-
treated with the novel agents JS5090, L162-389 and VR0008 (1 uM each) for 6 hours and 1L-6-
MRNA expression determined by gPCR. AT2R-agonist Compound 21 was used for reference.
AT2R-agonism was postulated if the substance in question attenuated the increase of LPS-induced
IL-6-mRNA expression. The AT2R -antagonist PD123319 (10 pM) was used to confirm AT2R -
specificity of observed effects.

Results: PMA-induced differentiation of THP-1 monocytes to macrophages increased expression
of the AT2R-receptor-protein tenfold in Western Blot analysis (single experiment, p = 0,0002).
Incubation with LPS and Compound 21 each significantly decreased AT2R-receptor-protein-
expression (single experiment, p = 0,0001 and p = 0,0008 respectively). Treatment of THP-1
macrophages with JS5090, L162-389, VR0008, or Compound 21 did not result in consistent,
significant effects on LPS-induced IL-6-mRNA-expression.

Conclusion/discussion: JS5090, L162-389 and VR0008 could not be verified as AT.R-receptor
agonists. Since the established AT2R-Agonist Compound 21 also did not elicit consistent effects
on LPS-induced IL-6-mRNA-expression in our assay, we conclude that the tested assay was of
limited validity probably due to unpredictable effects of PMA-induced differentiation and LPS-
incubation of THP-1-macrophages. Future protocols should be optimized to achieve controlled
and inter-experimentally consistent PMA-induced differentiation of THP-1-monocytes. In
conclusion, the current IL-6-THP-1-assay has to be regarded as not suitable for the screening of
potential AT2R-receptor agonists.



Abstract

Abstract (Deutsch)

Hintergrund: Tierexperimentelle Evidenz deutet auf protektive Effekte der pharmakologischen
Stimulation des AT>-Rezeptors des RAAS im Rahmen zerebraler und zerebrovaskuldrer
Erkrankungen. Die Evaluation neuroprotektiver Effekte wird jedoch dadurch erschwert, dass
etablierte AT,-Agonisten wie CGP42112 und der Nicht-Peptid-Agonist Compound 21 die intakte
Blut-Hirn-Schranke nicht tiberwinden kénnen. Daher wird die Entwicklung neuer, ZNS-gangiger
AT>-Agonisten angestrebt. Die durch strukturelle Alteration eines Ausgangsmolekiils
gewonnenen, neuen Substanzen mussen auf ihre Affinitat zum Zielrezeptor und ihre intrinsische
Aktivitat geprift werden. Das bislang Gberwiegend verwendete Assay, das auf dem Auswachsen
von Neuriten in vitro basiert, ist durch einen subjektiven Auswertungsprozess und schlecht
quantifizierbare Ergebnisse benachteiligt. Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines
zuverlassigen, gut quantifizierbaren und automatisiert auswertbaren in-vitro Screenings zur
Prifung der intrinsischen Aktivitat potentieller AT2-Agonisten. Grundlage des Assays bildete die
Bestimmung der Interleukin 6-Expression in THP-1-Makrophagen.

Methoden: Die Protein-Expression des AT2-Rezeptors wurde zwischen THP-1-Monozyten und
PMA-differenzierten THP-1-Makrophagen mittels Western Blot verglichen. Des Weiteren wurden
die Effekte einer Inkubation von THP-1-Makrophagen mit LPS (50 ng/ml) und/oder Compound
21 (1 puM) auf die AT.-Rezeptor-Protein-Expression untersucht. Die intrinsische Aktivitat der
Substanzen JS5090, L162-389 und VR0008 am AT>-Rezeptor wurde Uber die Hemmung der LPS-
induzierten IL-6-mRNA-Expressionssteigerung in THP-1-Makrophagen mittels g°PCR gemessen
Als Referenzsubstanz diente der etablierte AT>-Agonist Compound 21. Die AT»>-Rezeptor-
Spezifitat etwaiger Effekte wurde mittels Hemmung der beobachteten Effekte durch den AT-
Antagonisten PD123319 sichergestellt.

Ergebnisse: Die PMA-abhdngige Differenzierung von THP-1-Monozyten zu -Makrophagen
fuhrte zu einer Verzehnfachung der AT»:-Rezeptor-Protein-Expression im Western Blot
(Einzelexperiment, p = 0,0002). Sowohl die direkte AT>-Rezeptor-Stimulation, als auch die LPS-
Inkubation von THP-1-Makrophagen induzierten eine signifikante Absenkung der AT>-Rezeptor-
Expression (Einzelexperiment, p = 0,0001; bzw. p = 0,0008). JS5090, L162-389, VR0008 und
Compound 21 konnten keine reproduzierbare, signifikante Beeinflussung der LPS-induzierten IL-
6-mRNA-Expressionssteigerung in THP-1-Makrophagen bewirken.

Fazit/Diskussion: Die Substanzen JS5090, L162-389 und VR0008 konnten nicht als AT.-
Agonisten verifiziert werden. Ferner zeigte die Referenzsubstanz Compound 21 keine konsistente
Beeinflussung der LPS-induzierten IL-6-mRNA-Expression. Die Validitat des verwendeten
Assays wird somit am ehesten durch die interexperimentelle Heterogenitat der Effekte der PMA-
abhangigen Differenzierung von THP-1-Monozyten und der LPS-Stimulation von THP-1-
Makrophagen eingeschrankt. Zukiinftige Protokolle sollten daher mit dem Ziel optimiert werden,
eine kontrollierte und interexperimentell konsistente PMA-abhéngige Differenzierungen der THP-
1-Monozyten zu gewahrleisten. Aktuell ist das IL-6-THP-1-Assay als Screening-Verfahren fur
potentielle AT,-Rezeptor-Agonisten ungeeignet.
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1 Einleitung

1.1 Der Angiotensin Typ 2 Rezeptor im Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System

Bis zur Identifizierung des Angiotensin AT,-Rezeptors im Jahr 19892 galt der Angiotensin AT;-
Rezeptor als Hauptvermittler der hormonellen Wirkung von Angiotensin Il im Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS, s. Abb. 1). Das Prohormon Angiotensinogen ist ein von der Leber
synthetisiertes Blutplasmaprotein und wird zunédchst Uber Renin zum inaktiven Peptid
Angiotensin I gespalten. Die Protease Renin selbst wird in Zellen des Juxtaglomerularen Apparats
der Niere synthetisiert und in das Blut-Kreislaufsystem abgegeben. Die Konversion von
Angiotensin | in das aktive Oktapeptid Angiotensin 11 erfolgt durch das Angiotensin-Converting-
Enzym (ACE), v. a. an Endothelzellen der Lungen- und NierengefaRe. Angiotensin Il bindet mit
hoher Affinitdt an den AT:-Rezeptor, der zur
Gruppe der sieben-transmembranaren, G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehért und in beinahe

Angiotensinogen

Renin
allen Geweben des menschlichen Organismus
exprimiert wird. Die ,.klassischen
physiologischen Effekte des AT1-Rezeptors stehen Angiotensin | (1-10)
im Dienst der Regulation von Blutdruck, Wasser- Angiotensin-
und Elektrolythaushalt. Sie umfassen Converting-
Vasokonstriktion,  positive  Inotropie  und Enzym (ACE)
Chronotropie uber Aktivierung des Sympathikus,
renale Natrium- und Wasserretention sowie Angiotensin 11 (1-8)

zentralnervése  Steuerung der Salz- und
Wasseraufnahme. Angiotensin 11 stimuliert zudem
die Freisetzung der Hormone Aldosteron und

Antidiuretisches Hormon (ADH) aus | AT, -Rezeptor AT, -Rezeptor
Nebennierenrinde® und Hypothalamus. Gut belegt [ o~ ) ; Y\

ist die Beteiligung der AT1-Rezeptor-Achse an der 'j‘ﬂ:j'j“ﬁ‘ 1 ':]‘ﬂ'j"j,ﬂ‘
Pathogenese moderner Zivilisationskrankheiten, LJ\("L_“_ _L‘“"\';f‘?:i‘ 18
wie Arterieller Hypertonie, Arteriosklerose oder = =

Herzinsuffizienz®. Das RAAS ist zu einem der Abb. 1: Der AT:- und AT,-Rezeptor im Renin-
wichtigsten pharmakologischen Angriffspunkte Angiotensin-Aldosteron-System

innerhalb des Formenkreises kardiovaskulérer

Erkrankungen® geworden. ACE-Inhibitoren und AT:-Rezeptor-Antagonisten gehéren zu den am
h&ufigsten verschriebenen Therapeutika in diesem Bereich.

Unsere Vorstellung vom RAAS als rein kardiovaskuldres Regulationssystem hat sich in den letzten
20 Jahren entscheidend verandert. Neben dem oben beschriebenen zirkulierenden RAAS ist die
Existenz ,lokaler RAAS“ in zahlreichen Geweben, wie z.B. in Niere, Haut, ZNS und
Gastrointestinaltrakt bestatigt worden®. Innerhalb dieser Systeme ist die AT1-Rezeptor-Achse u. a.
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uber pro-inflammatorische, pro-fibrotische und pro-proliferative Effekte an pathophysiologischen
Prozessen beteiligt, die tiber das Spektrum der Herz-Kreislauf-Erkrankungen hinausgehen’%,

Die Identifizierung des AT2-Rezeptors und die Charakterisierung seiner Effekte hat sich durch
zwei Eigenschaften des Rezeptors im Besonderen als Herausforderung erwiesen: Zum einen weist
der AT>-Rezeptor ein vom AT:-Rezeptor stark

. ] . Angiotensinogen
abweichendes Expressionsmuster mit  nur

sparlicher Expression im adulten, im Gegensatz Renin

zur starken Expression im fetalen Gewebe® auf. ACE 2

Zum anderen filhrt die pharmakologische ~ Angiotensin|(1-10) Angiotensin 1-9
Stimulation des AT»>-Rezeptors nicht zu den

,.klassischen®, ATi-Rezeptor-vermittelten ACE ACE
Effekten, sondern zeigt gegensatzliche, den AT;-

Rezeptor antagonisierende? Wirkungen. S0 Angiotensin Il (1-8) "~ Angiotensin 1-7
hemmt der AT»-Rezeptor die Zellproliferation*

15 u. a. tiber eine Modulation der Apoptose!®-18,

fordert die Zelldifferenzierung 3% und weist AT, -Rezeptor Mas-Rezeptor
anti-entziindliche®»#  sowie  anti-fibrotische : ’r_l 3 2 - ’r-‘ jjj/l
Eigenschaften®*?® auf. Interessanterweise kommt m( jﬂ mr I} D

es im Rahmen pathophysiologischer Prozesse = =

wie  Myokardischamie,  Niereninsuffizienz, Apb. 2: Die protektive Achse des Renin-Angiotensin-
ischamischem Hirninfarkt und traumatischer Aldosteron-Systems

Nervenlasion zur Expressionssteigerung des

AT,-Rezeptors® in den betroffenen Geweben. Dariiber hinaus haben tierexperimentelle Studien in
verschiedenen, praklinischen Krankheitsmodellen deutliche Evidenz fiir einen therapeutischen
Effekt der AT»-Rezeptor-Stimulation erbracht'?2’. Mittlerweile etabliert sich das Konzept einer
,protektiven RAAS-Achse“?, die sowohl den AT,- als auch den Mas-Rezeptor, dessen
natlrlichen Liganden Angiotensin-(1-7) und das Angiotensin-Converting-Enzym 2 umfasst (s.
Abb. 2). Infolgedessen steigt das wissenschaftliche Interesse an einer therapeutischen Nutzung
dieses Systems.

1.2 Der AT:-Rezeptor als pharmakologischer Angriffspunkt

Die Untersuchung AT»>-Rezeptor-vermittelter Effekte wurde durch den Mangel geeigneter AT.-
Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten erschwert. Der natirliche Ligand des AT2-Rezeptors,
Angiotensin II, ist mit nahezu gleichwertiger Affinitat fiir den ATi- und den AT2-Rezeptor nur
bedingt geeignet, AT,-Rezeptor-vermittelte Effekte zu identifizieren®®: Die Behandlung von
Zellen oder Organismen mit Angiotensin Il resultiert in der Regel in einem AT:-Rezeptor-
vermittelten Effekt, da dieser im adulten Gewebe weitaus stérker exprimiert wird?®. Ein praktischer
Losungsansatz ist die Administration von Angiotensin Il unter AT:-Rezeptor-Blockade, jedoch ist
die vollstandige AT:-Rezeptor-Blockade vor allem in vivo oft schwierig. Mit der Einfiihrung
selektiver AT2-Rezeptor-Agonisten ist die Untersuchung AT.-Rezeptor-vermittelter Effekte

10
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erleichtert worden. Das synthetische Peptid CGP42112 N
wurde v. a. in den frihen Jahren AT>-Rezeptor-bezogener r"”"
Forschung genutzt!. CGP42112 ist ein partieller Agonist N /

am AT,-Rezeptor, der bei Anwesenheit eines reinen
Agonisten als Antagonist wirken kann'®. Peptide sind
hinsichtlich ihrer kurzen Halbwertszeit im Organismus und
der notwendigen parenteralen Verabreichung

problematisch fir In-vivo-Versuche. Dies gilt auch fir Qx .0

weitere peptidische AT,-Rezeptor-Agonisten wie LP2-3%, SN S
[Y18-AlI3L, Novokinin®233 sowie durch Aminosauren- \Y 3 HN“/<
Substitution abgeédnderte  Angiotensine®!. CGP42112 O

wurde nie fir die Entwicklung zum Medikament in ‘\—\

Betracht gezogen®. C21 ist als erster, oral-verfugbarer,

selektiver AT,-Rezeptor-Agonist im Jahr 2004 durch Wan  Abb. 3: Chemische Struktur von C21
et al. synthetisiert worden und stellt bis heute den einzigen

nicht-peptidischen Vertreter in der Gruppe der AT2-Rezeptor-Agonisten® dar (s. Abb. 3).

1.3 Neuroprotektive Effekte der AT>-Rezeptor-Stimulation

Nach heutigem Wissensstand spielt der AT.-Rezeptor eine protektive Rolle im Rahmen
unterschiedlichster Erkrankungen des Nervensystems. Die zugrundeliegende tierexperimentelle
Evidenz stammt hierbei vor allem aus Modellen des ischamischen Hirninfarkts®’-#2, des neuronalen
bzw. axonalen Traumas***’, der Neurodegeneration “¥°° sowie der entziindlichen ZNS-
Erkrankungen®.

In tierexperimentellen Studien des ischamischen Hirninfarkts wird die Okklusion der A. cerebri
media zur Hirnischamie-Induktion®’-*? genutzt. Diese methodisch heterogene Gruppe beherbergt
zum einen verschiedene Ansatze beziiglich der verwendeten Okklusionstechnik und des damit
verbundenen Ischamie- bzw. Reperfusionsintervalls. Zum anderen unterscheiden sich die Studien
in der Wahl des AT,-Rezeptor-Agonisten (CGP42112 oder C21), der Verabreichungsform sowie
dem Zeitpunkt der Applikation in Bezug auf den Zeitpunkt der Induktion des Schlaganfalls. Trotz
methodischer ~ Unterschiede  zeigen alle  publizierten  Studien, dass mit der
intrazerebroventrikuléren oder intraperitonealen Verabreichung eines AT2-Agonisten das Ausmaf
des ischamischen Hirnschadens im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant abnimmt3’2, Dieser
Effekt ist dabei unabhangig von der verwendeten Okklusionstechnik, vom verwendeten AT>-
Rezeptor-Agonisten oder von der Spezies. Von besonderer klinischer Relevanz ist der Fakt, dass
eine erfolgreiche pharmakologische Intervention nicht nur praventiv3’3%4142 sondern bis zu sechs
Stunden post-okklusiv’84-42 erfolgen konnte. Mit der Verkleinerung des Infarktareals war
zudem eine signifikante®>’#? oder zumindest tendenzielle Reduktion*! des motorischen Defizits
verbunden. McCarthy et al. zeigen zudem eine signifikante Senkung der Apoptoserate von
Neuronen im und um das Infarktareal unter AT.-Agonisten-Therapie®. Mechanistisch scheinen
die Aktivierung von protektiven Mikrogliazellen*®#!, eine Senkung der bei Infarkt vermehrt
gebildeten reaktiven Sauerstoffverbindungen®-% sowie die Reduktion pro-entziindlicher
Zytokine*? wie MCP-1 und TNF-a beteiligt zu sein. Zu den Ergebnissen unter Nutzung von AT>-

11
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Rezeptor-Agonisten passt auch, dass AT.-Rezeptor-defiziente C57BL/6J-Mé&use nach Okklusion
der A. cerebri media signifikant groRere Ischamie-Areale als Wildtyp-Mause entwickeln*?52,

Gallinat et al. publizierten eine der ersten Studien, die eine Beteiligung des AT2-Rezeptors an
Regenerationsprozessen traumatischer Nervenschédigungen nahelegten. Sie beschrieben, dass
sowohl eine traumatische Nerventranssektion als auch eine -kompression zur transienten
Steigerung der Expression des AT,-Rezeptors an der proximalen und distalen Lasionsstelle fiihrt®,
Im Fall der Nervenkompression verlief die Expressionssteigerung zudem parallel mit der
voranschreitenden axonalen Regeneration®. Diese erste, noch rein deskriptive Studie war Anlass
fir eine Serie weiterer Arbeiten, in denen ein mdglicher, therapeutischer Effekt einer AT.-
Rezeptor-Stimulation untersucht wurde. In Modellen der Kompression des N. opticus und des N.
ischiadicus konnte in der Tat eine AT,-Rezeptor-vermittelte Steigerung der axonalen Regeneration
nachgewiesen werden®#, die auch funktionell mit einer signifikanten Verbesserung der
motorischen und sensomotorischen Funktion verbunden war®. In einem weiteren Schritt zeigte
unsere Arbeitsgruppe des Center for Cardiovascular Research in Berlin erstmalig in einem Modell
der thorakalen Rickenmarkskompression, dass direkte AT.-Rezeptor-Stimulation zu einer
signifikant besseren neuromotorischen Funktionsfahigkeit fuhrt**. Retrograde Farbung des
kortikospinalen Traktes offenbarte eine signifikant groRere Anzahl markierter Axone kaudal der
Lasionsstelle in der AT»-Stimulations-Gruppe im Vergleich zur Vehikel-behandelten Gruppe,
wobei die erhohte Anzahl markierter Axone vermutlich entweder auf eine Zunahme
regenerierender Axone oder eine vermehrte Kollateralisierung unverletzter Axone zuruckfuhren
war. In diesem Sinne konnten Umschweif und Kollegen in Sabra-Mé&usen zeigen, dass direkte
AT,-Rezeptor-Stimulation nach stumpfem Schédeltrauma mit Verletzung der linken
Hirnhemisphére das Ldsionsvolumen sowie das kognitive und motorische Defizit signifikant
verkleinert®®. Die Autoren beider Studien schlagen vor, dass AT.-Rezeptor-abhingige
Neurotrophin-Stimulation Uber BDNF und NGF mit gesteigerter Akt- und ERKZ1/2-
Phosphorylierung fir einen Teil der beobachteten Effekte verantwortlich sind.

Hinsichtlich der Wirkung des AT»:-Rezeptors auf Gedachtnis und Kognition ist zundchst zu
bemerken, dass AT>-Rezeptor-defiziente Mduse Einschrankungen des radumlichen Gedéachtnisses
und morphologische Unterschiede der Dendritenarchitektur des Hippocampus aufweisen*®. Jing et
al. zeigen, dass C21-behandelte Méuse bezuglich raumlicher Lernvorgénge (getestet im Morris
Water Maze Test) Vehikel-behandelten Tieren uberlegen waren. Die Autoren assoziieren ihre
Beobachtungen mit Elongation von Dendriten und Axonen hippokampaler Neurone®®. Unklar ist,
wie die i.p. Administration von C21 bei intakter Blut-Hirn-Schranke auf das ZNS wirken und, wie
von den Autoren angemerkt, ein parallel durchgefiihrtes i.c.v. Administrationsprotokoll keine
vergleichbaren Effekte erzielen konnte. In einem weiteren Experiment injizierten die Autoren
Amyloid B (1-40) in das zerebrale Ventrikelsystem von Madusen. Der im Rahmen dieses
Alzheimer-Modells auftretenden kognitiven Beeintrachtigung konnte mittels AT2-Rezeptor-
Stimulation erfolgreich entgegenwirkt werden®®. Eine weitere Studie nutzte ein Model der
bilateralen ~A. carotis communis-Verengung um hypoperfusionsbedingte, kognitive
Einschrankungen zu erzeugen. Innerhalb dieses Modells profitierten auf diese Weise voroperierte
Tiere von einer AT,-Rezeptor-Stimulation hinsichtlich der Verbesserung der rdaumlichen
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Gedachtnisleistung, wéhrend Tiere mit uneingeschrénkter Karotisperfusion diesbeziglich bei
AT,-Rezeptor-Stimulation signifikant schlechter abschnitten®.

Schliellich beschreibt die 2015 verdffentlichte Arbeit von Valero-Esquitino et al. aus unserer
Arbeitsgruppe eine therapeutische Wirksamkeit der AT2-Rezeptor-Stimulation bei der MOG-
induzierten experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE), einem Multiple Sklerose-Modell der
Maus®L. Ein prophylaktisches Therapieregime mit C21 fiihrte zu einer signifikanten Reduzierung
der Demyelinisierungsareale und assoziierten T-Zell-Infiltration sowie der Anzahl ruhender und
aktivierter Mikrogliazellen im Riickenmark. Diese Effekte waren mit einem signifikant geringeren
motorischen Defizit am Ende des Behandlungszeitraums von 30 Tagen verbunden. Erganzende
Zellkultur-Untersuchungen in LPS/IFNy-behandelten Hirnzellaggregaten der Ratte konnten
zeigen, dass AT.-R-Stimulation sowohl vor Demyelinisierung schitzte als auch die
Remyelinisierung forderte.

Die auf eine neuroprotektive Rolle des AT>-Rezeptors deutende, tierexperimentelle Evidenz wird
durch Studien auf molekularbiologischer Ebene erganzt. Die auf diese Weise identifizierten, der
Neuroprotektion zugrundeliegenden Mechanismen scheinen multifaktoriell zu sein und werden im
Folgenden genauer beschrieben.

Die systemische Gabe von AT,-Rezeptor-Agonisten ist mit keinem unmittelbaren, systemisch
blutdrucksenkenden Effekt verbunden®*. Die gefaBerweiternde Wirkung des AT2-Rezeptors wurde
jedoch vielfach in vitro und in vivo beschrieben: Sie beruht auf der Aktivierung der NO/cGMP-
Signalkaskade mit konsekutiver Relaxation der glatten Muskelzellen der GefaR-Media durch
Blockierung des Querbriickenzyklus®. Dies gilt u. a. auch fiir zerebrale GefaRe®®. Einer moglichen
regulatorischen Rolle innerhalb der zerebralen Perfusion entsprechend zeigen AT2-Rezeptor-
defiziente Mause eine reduzierte Durchblutung der Penumbra im Mediainfarkt-Modell®?,
Protektive Effekte im Rahmen tierexperimenteller Hirninfarkt-Modelle kénnen jedoch nur zum
Teil mit einer Steigerung der zerebralen Perfusion assoziiert werden®42. Die Anwesenheit jener
ginstigen Effekte bei fehlender Beeinflussung des zerebralen Blutflusses®’ deutet letztlich auf
weitere zu Grunde liegende Mechanismen der AT>-Rezeptor-vermittelten Neuroprotektion.

In diesem Zusammenhang sind die anti-oxidativen und anti-entziundlichen Eigenschaften des AT»-
Rezeptors zu nennen: Ischamische Infarzierung von Hirngewebe ist mit einer Steigerung des
oxidativen Stresses assoziiert, welcher tiber Induktion von Apoptose und Nekrose zum neuronalen
Zelltod beitragt®’. Die Vermittlung dieser Effekte geht zum einen von in den ischamischen Zellen
vermehrt anfallenden Reaktiven Sauerstoffspezies aus, z. B. durch NADPH-Oxidase gebildete
Superoxid-Anionen®’. Des Weiteren filhrt die entziindliche Antwort auf die Hirnischamie selbst
zur gesteigerten Bildung von schéadlichen Radikalen durch rekrutierte Leukozyten und Mikroglia
tiber induzierbares Stickstoffmonoxid (iNOS)*’. AT,-Rezeptor-Stimulation vermindert den
Anstieg der iNOS- %7 und Superoxid-Anionen-Expression®®#? im Rahmen eines ischdmischen
Hirninfarkts. Diese Ergebnisse werden unterstltzt von der Beobachtung, dass in AT2-Rezeptor-
defizienten Mdusen nach zerebraler Ischdmie die NADPH-Oxidase-Aktivitat und Produktion von
Superoxid-Anionen gesteigert sind®2. Dem Prinzip der Einddmmung einer ausufernden,
entziindlichen Reaktion folgend, fuhrt die AT>-Rezeptor-Stimulation zur Verminderung der
Freisetzung inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder MCP-1 im ischdmischen Hirngewebe
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und verbessert die funktionelle Integritit der gestorten Blut-Hirn-Schranke*?. Die Wirkung des
AT,-Rezeptors auf Mikrogliazellen innerhalb von Prozessen neuronaler Schéadigung erscheint
bisweilen ambivalent: McCarthy et al. beobachteten eine Zunahme aktivierter Mikrogliazellen im
ischamischen Hirngewebe von mit einem AT>-Rezeptor-Agonisten behandelten Tieren, welche
mit einer Zunahme des neuronalen Uberlebens nach Hirninfarkt verbunden war*'. Valero-
Esquitino et al. zeigen hingegen eine reduzierte Anzahl aktivierter Mikrogliazellen im
Rickenmark behandelter Mause des MOG-EAE-Modells®’. Ob sich die neuroprotektiven
Eigenschaften des AT.-Rezeptors letztlich durch eine stimulierende Wirkung auf
,heurotrophische®, eine inhibitorische Wirkung auf ,,neurotoxische* Mikrogliazellen oder beides
erklaren lassen*"®1, werden weitere Studien zeigen mussen.

SchlieBlich wirkt die pharmakologische Stimulation des AT.-Rezeptors auch direkt auf das
Neuron: So beobachteten McCarthy et al. einen hemmenden Einfluss des AT»-Rezeptors auf die
Aktivierung der Effektor-Caspase 3 im ischdamischen Hirngewebe?. Effektor-Caspasen vermitteln
u. a. die Auflosung der Kernhulle, sowie die Fragmentierung der DNA im Rahmen der Apoptose.
Neben diesem direkten Eingriff in den intrinsischen Signalweg der Apoptose, unterstutzt der
Rezeptor das neuronale Uberleben moglicherweise auch durch Induktion von Faktoren der DNA-
Reparatur, wie Methyl-Methansulfonat*®. Erkenntnisse aus primaren und sekundaren
Zellkulturmodellen weisen auf eine AT2-Rezeptor-abhdngige Modulation neuronaler
Wachstumsvorgange: AT.-Rezeptor-Stimulation induziert die morphologische Differenzierung in
Zelllinien neuronalen Ursprungs, wie NG108-15 und PC-12W?®, Die Aktivierung des AT>-
Rezeptors beeinflusst den neuronalen Zytoskelett-Stoffwechsel auf Ebene der Mikrotubuli und
Neurofilamente: So  zeigen PC12w-Zellen unter  AT»-Rezeptor-Stimulation eine
Expressionssteigerung von polymerisiertem beta-Tubulin und Mikrotubuli-assoziiertem Protein 2
(MAP-2) bei gleichzeitiger Abnahme der Expression von MAP1B®°. Diese Expressionsdynamik
gleicht der von regenerierenden Nervenzellen®. In den letzten Jahren konnte ein Zusammenhang
zwischen der regenerationsfordernden Wirkung des AT»-Rezeptors im Rahmen axonaler bzw.
dendritischer Schadigung und der Wirkung von Neurotrophinen hergestellt werden®*4¢, AT,-
Rezeptor-Stimulation fiihrte zur Expressionssteigerung von Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) und Nerve Growth Factor (NGF)**4¢: BDNF und NGF sind Wachstumsfaktoren, die
selbst neuroprotektive und regenerative Eigenschaften aufweisen®®. Unter Inhibition der
Neurotrophin-Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC war in diesem Sinne ein vollstandiger Verlust des
regenerativen Potentials der AT,-Rezeptor-Stimulation zu beobachten.

1.4 Entwicklung von AT»2-Rezeptor-Agonisten zur Behandlung von ZNS-
Erkrankungen

Wie im Vorhergehenden dargelegt, deutet Evidenz préklinischer Studien auf neuroprotektive
Effekte der pharmakologischen Stimulation des AT»-Rezeptors, die so auf ein mogliches
therapeutisches Potential in der Behandlung neurologischer Erkrankungen des Menschen
hinweisen.

Allerdings ist hinsichtlich der Pharmakokinetik der zur Verfligung stehenden AT»2-Rezeptor-
Agonisten zu bemerken, dass sie nicht in der Lage sind, die intakte Blut-Hirn-Schranke zu
iiberwinden®. Eine therapeutische Beeinflussung von Erkrankungen des ZNS mittels der zur
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Verfligung stehenden Pharmazeutika ist bislang nur eingeschrankt mdoglich, z.B. U(ber
intrazerebroventrikulare ~ Verabreichung der Wirkstoffe oder im Rahmen einer
pathophysiologischen Stérung der Blut-Hirn-Schranke. Die Evaluierung des therapeutischen
Potentials der AT,-Rezeptor-Stimulation innerhalb von Erkrankungen des ZNS wird so erschwert
und eine klinische Entwicklung der vorhandenen AT»2-Rezeptor-Agonisten wie C21 erscheint
unter dieser Voraussetzung zu riskant, insbesondere angesichts des hohen Risikos, dass sich
neurotrophische Effekte im Tierversuch nicht auf Patienten (bertragen lassen. Um die
Erfolgsaussichten einer Entwicklung von AT2-Rezeptor-Agonisten fur die Behandlung
neurologischer Erkrankungen bis zur Kklinischen Zulassung zu steigern, wére es daher
wiinschenswert, AT>-Rezeptor-Agonisten zu synthetisieren, die in der Lage sind, die Blut-Hirn-
Schranke zu permeieren.

Dabei ist die strukturelle Optimierung des
etablierten AT.-Rezeptor-Agonisten C21 ein
maoglicher methodischer Ansatz (s. Abb. 4). Ziel ist
es, die Oberflachenpolaritat des Molekils durch
Entfernung, Austausch oder Maskierung polarer
funktioneller Gruppen zu reduzieren. Die
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke wird so
erleichtert.  Jener Prozess kann selektive
Fluorierungen, die Entfernung von Heteroatomen
aus dem Kohlenstoffgerust oder die Maskierung
der polaren Sulfonyl-Carbamat-Gruppe umfassen.
Auch sind Modifikationen bzw. der Austausch der .1 4. siuktur von Compound 21 als
Imidazol-Gruppe zur Beeinflussung der ZNS- Ausgangspunkt fir AT,-Rezeptor-Agonisten
Gangigkeit geplant. Die abgewandelte

Molekdilstruktur sollte zudem eine Erkennung durch das P-Glykoprotein (P-GP) verhindern, da
sonst das Erreichen und Aufrechterhalten einer therapeutischen Dosis des AT.-Rezeptor-
Agonisten im ZNS erschwert wird. P-GP ist eine Effluxpumpe, die im Endothel zerebraler
Blutgeféalle Xenobiotika, einschlieBlich C21, aus dem ZNS in das Blut-Kreislaufsystem eliminiert.

Imidazol-Gruppe

Sulfonyl-Carbamat-

Fur die vorliegende Forschungsarbeit wurden die neuen, potentiellen AT.-Rezeptor-Agonisten
JS5090, L162-389 und VR0008, synthetisiert im Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat
von Uppsala in Schweden, zur Verfugung gestellt. Hinsichtlich ihrer chemischen Struktur sind
diese Substanzen auf die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke optimiert. Aufgrund der erfolgten
Alterationen mussen die Substanzen auf ihre intrinsische Aktivitdt am Zielrezeptor tberprift
werden. Bislang wurden neue Molekile vor allem mittels Neurite-Outgrowth-Assay auf AT-
Rezeptor-Aktivitat getestet®-%4, Dabei werden undifferenzierte NG108-15-Zellen in Kultur tiber
drei Tage mit dem potentiellen AT>-Rezeptor-Agonisten behandelt. NG108-15-Zellen
exprimieren keinen ATi-, sondern lediglich den AT.-Rezeptor und weisen eine runde Zellform
auf. Bei erfolgter AT»>-Rezeptor-Stimulation kommt es zum im Phasenkontrastmikroskop
nachweisbaren Axon- und Dendritenwachstum. Ein wesentlicher Nachteil des Neurite-Outgrowth-
Assays sind die schlecht quantifizierbaren Ergebnisse und die subjektive Auswertung durch
Zahlen der Neuriten. Angesichts der Neusynthese von zahlreichen ZNS-géngigen, potentiellen
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AT,-Rezeptor-Agonisten ist der Bedarf eines sowohl quantifizierbaren als auch in der
Durchfiihrung einfachen und kostenguinstigen Assays gestiegen.

1.5 Etablierung eines IL-6-Assay zur Bestimmung agonistischer Aktivitat
am AT2-Rezeptor

Die Etablierung eines neuen In-vitro-Screening-Assays zum Nachweis von agonistischer Aktivitat
am AT2-Rezeptor ist Thema dieser Dissertationsarbeit. Es wurde auf Grundlage der Arbeit von
Franziska Rompe aus unserer Arbeitsgruppe entwickelt?®>. Rompe et al. untersuchten die
potentielle anti-inflammatorische Wirkung der AT.-Rezeptor-Stimulation an primaren
Fibroblasten der Dermis von Mensch und Maus. Das zentrale Assay in diesen Versuchen beruhte
auf einer AT>-Rezeptor-vermittelten Senkung der Expression von Interleukin-6-mRNA, die durch
Préainkubation mit 10ng/ml TNF-a induziert worden war. Durch zusétzliche Inkubation mit dem
AT,-Antagonisten PD123319 bzw. durch Versuche an dermalen Fibroblasten von AT2-Rezeptor-
defizienten Méausen kann mit diesem Assay auch untersucht werden, ob etwaige Effekte wirklich
AT,-Rezeptor-abhingig sind?2. Ein wichtiges Charakteristikum des 1L-6-Assays ist, dass die anti-
inflammatorischen Effekte unmissverstandlich mit AT2-Rezeptor-Stimulation und nicht mit AT-
Rezeptor assoziiert sind. Die antientzlndlichen Effekte selbst sind dabei fur das Assay nicht
entscheidend — sie sind vielmehr Ausdruck einer agonistischen Aktivitat des Pharmakons am ATo-
Rezeptor.

Ziel dieser Arbeit war es zundchst, dass in primaren Zellen erprobte Assay auf die monozytare
Zelllinie THP-1 zu Ubertragen. Die THP-1-Zelllinie zeigt bessere Verfiigbarkeit und einfachere
labortechnische Handhabung als priméare dermale Fibroblasten, die aus Tier- bzw. Spendergewebe
isoliert und kultiviert werden mussen und nur bis Passage 5 bis 7 verwendet werden kdnnen.
Zudem verfligte unsere Arbeitsgruppe bereits Uber Hinweise auf anti-inflammatorische Effekte
einer AT,-Rezeptor-Stimulation in THP-1-Zellen®. Tsuchiya et al. etablierten die THP-1-Zelllinie
auf Basis von Monozyten, die aus dem Blut eines Patienten mit akuter, monozytérer Leuk&mie
isoliert wurden. Sie hat sich innerhalb der Leuk&mie-bezogenen Forschung sowie zur
Untersuchung der Rolle von Monozyten innerhalb der Immunabwehr etabliert®®. Durch Inkubation
mit dem Phorbol-Ester PMA werden die monozytaren Zellen zu Makrophagen differenziert. THP-
1-Makrophagen zeigen eine gesteigerte Expression von Komponenten des RAAS®’. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Expression des AT:-Rezeptors in THP-1-Zellen vor bzw. nach
Differenzierung mit PMA mittels Western Blotting untersucht. SchlieBlich erfolgte das IL-6-
Assay zur Evaluierung der neuen, potentiellen AT>-Rezeptor-Agonisten JS5090, L162-389 und
VR0008. Unter der Annahme, dass ein intrinsisch aktiver AT.-Rezeptor-Agonist die LPS-
induzierte 1L-6-mRNA-Expressionssteigerung inhibiert®®, wurden THP-1-Makrophagen auf
unterschiedliche Gruppen verteilt und mit LPS behandelt. Diesen Gruppen wurde zeitgleich zur
LPS-Stimulation ein ,,neuer”, potentieller AT>-Rezeptor-Agonist bzw. der etablierte AT>-R-
Agonist C21 zugesetzt. Um die AT2-Rezeptor-Spezifitat eventueller Effekte zu prifen, wurde
zusatzlich fur jede Stimulationsgruppe eine weitere identische Stimulationsgruppe angelegt, in der
die Zellen zusatzlich mit dem AT,-Rezeptor-Antagonisten PD123319 vorinkubiert wurden.
Beobachtete anti-inflammatorische Effekte sollten so unter der Voraussetzung einer ATo-
Rezeptor-Abhéngigkeit durch den AT>-Rezeptor-Antagonisten blockiert werden. Zum Vergleich
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der Effekte diente eine LPS-Referenz-Gruppe ohne Zusatz eines AT»-Rezeptor-Pharmakons. Die
Quantifizierung der IL-6-mRNA erfolgte Uber quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(gPCR).
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2 Materialien und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Geréate und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage

Akku-Pipettierhilfe Rota-Filler 3000TM
Descosept®

Elektrophoresekammer H10 Mini, vertikal

Elektrophoresekammer,  horizontal,

Grolen

Feinwaage
Geldokumentationssystem
Inkubator HERAcell 150
Kuhlzentrifuge Mikro 22R
Kreisschiittler KS 260 basic
Kryo-Container Mr. Frosty™
Laborglas-Utensilien, diverse
Laminar-Flow Arbeitshank, Holten Safe
Lichtmikroskop Leica DM IL
Mini-Zentrifuge

Mikroskop BZ-9000

Mikroliter-Pipetten-Systeme
Research®)

(Reference®,

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer

Neubauer-Zahlkammer

div.

Sartorius, Gottingen, D

Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA
Dr. Schumacher, Malsfeld, D

Armin Baack — Bedarf und Technik fir
Labor und Medizin, Schwerin, D

Armin Baack — Bedarf und Technik ftr
Labor und Medizin, Schwerin, D
Sartorius, Gottingen, D

Syngene, Cambridge, GB

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

IKA, Staufen, D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Schott, Mainz, D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Leica-Microsystems, Wetzlar, D
neo-Lab, Heidelberg, D

Keyence, Osaka, J

Eppendorf, Hamburg, D
VWR-Life Science, Erlangen, D

Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen,
D
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Parafilm

PCR-Klebefolie, optisch klar

pH- und Wasseranalyse-Messgerat PH211
Pipettenspitzen, diverse

gPCR-System Mx 3000P™

Spannungsgeber fur Elektrophoreseapparatur
Power Pac 300

Thermomixer comfort
Thermomixer Thermostat Plus
Tischzentrifuge Hettich Mikro 20 2004

Vortex-2-Genie

Wasserbad WNB

Western Blot-Utensilien
Zellkulturflaschen, diverse

Zentrifuge 5810 R
Zentrifugenréhrchen Falcon®, diverse
6-Well-Platten

96 Well Multiply®-PCR-Platte Halbrand flach
2.1.2 Chemikalien und Substanzen
Acrylamid-Bis (30%)

Anti-AT2R Antikorper Ab92445 (Kaninchen,
monoklonal)
Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

B-Mercaptoethanol

American National Can Group, Chicago, USA
Sarstedt, Nimbrecht, D

Hanna Instruments, Kehl, D

VWR-Life Science, Erlangen, D

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

Scientific Industries, Bohemia (New York),
USA

Memmert, Schwabach, D

Bio-Rad, Hercules, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Sarstedt, Numbrecht, D

Sarstedt, NUmbrecht, D

Serva, Heidelberg, D

Abcam Inc., Cambridge, GB

Biozym Scientific, Oldendorf, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Bovines Serum-Albumin
Bromphenolblau

Compound 21

Desoxyribunukleotide: dATP, dCTP, dGTP,

dTTP

Dimethylsulfoxid

Eisessig
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol absolut (99,9%)
Ethidiumbromid Lésung (1%)
Formaldehyd (37%)

Formamid, deionisiert (> 99,5%)
Glycerol

Isopropanol

Lipopolysaccharide (E. coli)
Methanol

MLV-RT Puffer
Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

PD123319
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Polysorbat 20 (Tween®-20)

Power SYBR® Green Mastermix
Random Primer

Reinstwasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Merck, Darmstadt, D
Vicore Pharma, Goteborg, S

Promega, Fitchburg, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, D

J. T. Baker, Deventer, NL

J. T. Baker, Deventer, NL
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt, D

Promega, Fitchburg, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA

Promega, Fitchburg, USA

Biochrom AG, Berlin, D
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Reverse Transkriptase MLV-RT
RNAse-Zap

rRNasin, RNase Inhibitor

Salzsaure

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

2.1.3 Kits

ECLTM Western Blotting Detection Reagent

NucleoSpin® RNA 11-Kit

2.1.4 Zellkulturmedien und -zuséatze

Fetal Bovine Serum (FBS)
Gibco® RPMI 1640

Penicillin/Streptomycin
10.000 U/ml

Promega, Fitchburg, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Promega, Fitchburg, USA
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, D

GE Healthcare Life

Buckinghamshire, GB

Sciences,

Macherey-Nagel, Duren, D

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D
Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D

Biochrom AG, Berlin, D

Phosphate-Buffered Saline Sigma-Aldrich, Steinheim, D

(PBS)

Trypsin-EDTA

Zellkulturmedien

(Volumenanteil in Prozent)
Einfriermedium
10% DMSO

90% FBS

PAA Laboratories, Pasching, A
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Vollmedium
10% FBS
89% Gibco® RPMI 1640
1% Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)

Differenzierungsmedium

10% FBS

89% Gibco® RPMI 1640

1% Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
PMA (0,5 umol/l)

Hungermedium

0,5% FBS
98,5% Gibco® RPMI 1640
1% Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)

2.1.5 Puffer und Lésungen

Gelelektrophorese-Puffer

10x TAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer)

242 ¢ Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-
Base)

100 ml 0,5 M Na-EDTA -Ldsung (pH 8)

57,1 ml Eisessig

Tris-Base in 500 ml Wasser 16sen.
Na2-EDTA-L6sung (pH = 8) hinzufligen.
Eisessig hinzufugen.

Auffullen der Lésung auf 1000 ml mit bidest. H2O.
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10x MOPS-Puffer (Morpholinopropansulfonsdure-Puffer)

41,29 MOPS
10949 Natriumacetat, 3-hydrat
3,79 EDTA, Natriumsalz

Zutaten in 800 ml DEPC-Wasser losen.
Losung mit Natriumhydroxid auf pH = 7 titrieren.
Auffullen der Lésung auf 1000 ml mit bidest. H20.

Western Blot-Puffer

RIPA- Puffer (Radio-Immunoprecipitation Assay-Puffer)

Zusammensetzung  nach  Herstellerangaben  (Sigma-

Aldrich®)
4x Probenpuffer
303 mg Tris-Base
800 mg SDS
4 ml Glycerol
2ml [-Mercaptoethanol
50 pl Bromphenolblau

Losung mittels Salzséure auf pH = 6,8 einstellen.
Auffillen der Lésung auf 10 ml mit bidest. H2O.
1,5 M Trenngel-Puffer (pH 8,8)

18,15¢ Tris-Base
70ml bidest. H.0

Tris-Base in bidest. H.O ldsen.
Losung mittels Salzséure auf pH= 8,8 einstellen.
Auffiillen der Losung auf 100ml mit bidest. H20.
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0,5 M Sammelgel-Puffer (pH 6,8)

6,05 g Tris-Base
70 mi bidest. H20

Tris-Base in bidest. H.O ldsen.
Losung mittels Salzséure auf pH = 6,8 einstellen.
Auffiillen der Losung auf 100 ml mit bidest. H20.

1x Elektrophorese-Puffer

3,13¢g Tris-Base
144 ¢ Glycin
10 ml 10% SDS

Zutaten der Losung mit bidest. H>O auf 1000 ml auffullen.

Towbin-Puffer (Blot-Puffer)

3,13 g Tris-Base
144 ¢ Glycin

5mil 10% SDS
200 ml Methanol

Zutaten der Losung mit bidest. H>O auf 1000 ml auffullen.

10x TBS-L06sung

24,22 g Tris-Base
87,69 Kochsalz
700 ml bidest. H20

Zutaten in bidest. H20 lésen.
Losung mittels Salzséure auf pH = 7,6 einstellen.
Auffillen der Losung auf 2000 ml mit bidest. H2O.

TBS-T-Losung

100 ml 10x TBS-L&sung
900 mi bidest. H20
1ml Polysorbat 20
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2.2 Methodik
2.2.1 Zellkultur der THP-1-Zellen

Kultivierung

Die Kultivierung der Monozyten erfolgte im Vollmedium im Inkubator bei 37 °C und 5% COs..

Stickstoff-Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung der THP-1-Zellen erfolgte zunachst die Zentrifugation (1000 rpm fur eine
Minute) und anschlieBendes Absaugen des Nahrmediums. Nach Spilung mit warmem, kalzium-
und magnesiumfreiem FBS, wurden die Zellen erneut zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Schliel3lich erfolgten die Suspension im Einfriermedium sowie die Verteilung von jeweils 1 ml
der Suspension auf Kryotubes. Schonendes Abkuhlen der Zellen um etwa 1 °C pro Stunde
auf -80 °C im Eisfach wurde uber einen Kryo-Container ermdglicht, in den die Kryotubes uber
24 Stunden, umgeben von Isopropanol, eingebracht wurden. Eine Einbettung der Kryotubes in
flussigem Stickstoff war nun moglich.

Auftauen der Zellen

Direkt nach der Bergung aus flussigem Stickstoff wurden die tiefgefrorenen Zellen in etwa 10 ml
warmes Vollmedium eingebracht und konsekutiv bei 1000 rpm fir etwa eine Minute
abzentrifugiert. Nachdem der verbleibende Uberstand abgesaugt war, konnten die Zellen in
frischem Vollmedium resuspendiert und in Kulturflaschen ausgesét werden.

Passagierung und Splitting

In Zwei-Tages-Intervallen
erfolgte die Erneuerung
des N&hrmediums. Dafr
wurden die frei in
Suspension befindlichen
Zellen von der
Kulturflasche in  ein
Falcon-Gefall  pipettiert
und bei 1000 rpm fir eine
Minute  abzentrifugiert.
Nach  Absaugen des
Uberstandes konnten die
Zellen in  frischem Y R
Medium  resuspendiert === 3 o ﬁi ‘

und wieder in die Abb.5: Lichtmikroskopische Aufnahme der THP-1-Zellen in verschiedenen
Kulturflaschen tberfiihrt Zelldichten (enthommen aus http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/TIB-
202.aspx#characteristics)

A B
Scale Bar = 100pm

werden.
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Erreichten die Monozyten eine Zelldichte von ca. 80% (s. Abb. 5, rechts), so erfolgte das
Zellsplitting: Die im Medium als Suspension vorliegenden THP-1-Zellen einer Zellkulturflasche
wurden in Falcons pipettiert und abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgte die
Resuspension in frischem Medium. Um einen Verdiinnungseffekt zu erzeugen, wurden die Zellen
darauf auf mehrere Kulturflaschen gleichméRig verteilt und mit zusétzlichem Medium angefiilit.

Differenzierung der THP-1-Zellen

Zwei Tage vor Stimulation wurde die Differenzierung der THP-1-Monzyten zu Makrophagen
durch Zugabe des Phorbol-Esters PMA, ins Medium induziert. Dazu erfolgte zun&chst der
Austausch  des  Vollmediums durch Differenzierungsmedium. Nach  dreistundigem
Inkubationsintervall wurde das PMA-Medium Gber Zentrifugation und Absaugen des Uberstands
entfernt. Die Resuspension in VVollmedium erfolgte. Die Zellanzahl wurde nun durch Abzéhlung
einer Probe in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Direkt im Anschluss erfolgte die Aussaat der
THP-1-Zellen auf 6-Well-Platten mit 1 x 10° Zellen/Well. AbschlieRend wurden die Zellen fir

24 Stunden (ab Stimulationsbeginn) im Inkubator gelagert.

Abb. 6 und Abb. 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen der THP-1-Zellen vor (links) und nach (rechts)
Differenzierung mittels PMA

Innerhalb des 24-stiindigen Stimulationsintervalls ist die Zelldifferenzierung morphologisch im
Mikroskop nachvollziehbar (s. Abb. 6 und 7). Aus den rundlichen, frei in Suspension vorliegenden
Monozyten entwickelten sich an der 6-Well-Oberflache adhé&rente, durch Zellauslaufer
gekennzeichnete Makrophagen.

2.2.2 Stimulationsexperimente

Starving

Einen Tag vor Stimulation wurde das Vollmedium durch Hungermedium ersetzt: Dazu wurde der
klare Uberstand iiber dem Zellrasen der 6-Wells bei vorsichtiger Neigung abgesogen und
daraufhin frisches Hungermedium zu den Zellen pipettiert. Das Hungerintervall betrug
24 Stunden.
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Vorbereitung der Stimulationsgruppen

Zur Durchflihrung der Stimulation wurde nach Ablauf des Hungerintervalls das Hungermedium
durch Stimulationsmedium ersetzt (Hungermedium mit den Pharmazeutika der jeweiligen
Stimulationsgruppe). Tabelle 1 listet die vertretenen Stimulationsgruppen. Fir die
unterschiedlichen Stimulationsgruppen wurden separate, mit den entsprechenden Pharmazeutika
versetzte Medium-Ansédtze vorbereitet. Grundsatzlich wurden als Agonist wirkende
Pharmazeutika in einer Konzentration von 10 M in die Stimulationslésung eingebracht. Tabelle
2 gibt Aufschluss Uber die verwendeten Substanzen, deren Losung und Erreichen der gew(inschten
Konzentration fur die Ansatze. Stimulationsgruppen mit antagonistisch wirksamen Substanzen
wurden mit 10° M der Antagonisten im Hungermedium eine halbe Stunde vor Applikation der
Agonisten vorinkubiert. Die Stimulationsdauer des Experiments betrug sechs Stunden (optimiert
fiir LPS-induzierte 1L-6-mRNA-Expression nach Chanput et al.®®). Fir jede Stimulationsgruppe
erfolgte die dreifache Ausfuhrung in drei separaten Wells. Eine Plattenbelegung ist in Abb. 8
beispielhaft wiedergegeben.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Stimulationsmedien

Gruppe Zusammensetzung des Verabreichung
Stimulationsmediums

Vehicle Kontrolle (Hungermedium) Hier erfolgte der Wechsel auf das

LPS (E. coli LPS (¢ =50 ng/ml) jSet\;vrzrllsagglrl)ser;dISuurEstanT; dirﬁ(r'l

LPS + C21 LPS (c =50 ng/ml) zum Stimulations-zeitpunkt ohne
+C21 (c =1 umol/) Vorinkubation.

LPS + VR0008 LPS (c =50 ng/ml)
+ VR0008 (¢ = 1 umol/l)

LPS + JS5090 LPS (c =50 ng/ml)

+JS5090 (¢ = 1 pmol/l)

LPS + L162-389

LPS (c =50 ng/ml)
+ 1L.162-389 (c = 1 umol/l)

PD123319 + LPS +
C21

PD123319 (c =10 pumol/l)
+ LPS (c =50 ng/ml)
+ C21 (c =1 pmol/l)

PD123319 + LPS +
VRO0008

PD123319 (c =10 pmol/l)
+ LPS (c =50 ng/ml)
+ VRO0008 (c = 1 pmol/l)

PD123319 + LPS +
JS5090

PD123319 (c =10 pmol/l)
+ LPS (c =50 ng/ml)
+JS5090 (c = 1 pmol/l)

PD123319 + LPS +
L162-389

PD123319 (¢ =10 pumol/l)
+ LPS (c =50 ng/ml)
+L162-389 (c = 1 umol/l)

Es erfolgte die Vorinkubation der
Zellen mit im Hungermedium
geléstem PD123319 (¢ = 10
pmol/l)  fur 30 Minuten.  Mit
Beginn  der  PD-Stimulation
wurden die verbleibenden
Substanzen, gelést im Hunger-
medium, ergénzt.
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Tabelle 2: Zubereitung der Stocklésungen

Substanz Molekulare | Losungs | Konzentration Konzentration | Pipettiertes
Masse -mittel der Stocklésung | im Well (2 ml Volumen aus
(g/mol) Medium/Well) | Stock/Well

LPS (E. coli) | - H.0 100 pg/ml 50 ng/ml 1l

bidest.
Cc21 497 100% 1 mmol/l 1 pmol/l 2 ul

DMSO
VR0008 617 100% 1 mmol/I 1 pmol/I 2ul

DMSO
JS5090 506 100% 1 mmol/l 1 pumol/l 2 ul

DMSO
L162-389 562 100% 1 mmol/l 1 umol/l 2 ul

DMSO
PD123319 737 H.O 1 mmol/l 1 pmol/l 20 pl

bidest.

VR0008 VR0008
1 2
JS5090 JS5090
2 3
LPS + LPS + LPS +
ue ) () (e &
\
+JS .3
Abb. 8: Beispielhafte Plattenbelegung der LPS-Stimulationsexperimente

Zellernte

Um eine zeitgerechte Zellernte zu ermdglichen, wurden die einzelnen Stimulationen der
verschiedenen Stimulationsgruppen und gleichsam deren Ernte gestaffelt in 15 Minuten-
Abstédnden durchgefiihrt. Zur Zellernte wurde das Stimulationsmedium aus den 6-Wells
abgesaugt. Direkte Applikation von 350 pl Puffer RAL (aus dem NucleoSpin® RNA 11-Kit) und
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3,5 ul B-Mercaptoethanol auf den Zellrasen der Wells fiihrte zur Lyse der Zellen sowie zur
Abldsung von der Adhé&sionsflache. AbschlieBend konnten die in Eppendorf-Gefale Uberfuhrten
Zelllysate bei -70 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden
RNA-Isolation

Zur Isolierung von RNA aus den Zelllysaten wurde das NucleoSpin® RNA 11-Kit (Macherey-
Nagel, Duren, D) verwendet. Jenes Verfahren nutzt einen mehrschrittigen Filtrationsprozess, um
die RNA aus den Zelllysaten zu isolieren (Tabelle 3 zeigt die eingesetzten Substanzen in der
Ubersicht).

Die Zelllysate wurden zundchst auf hochster Stufe im Vortexmischer durchmischt, um eine
vollstdndige Lyse der Zellen sicherzustellen. Um die Proben anschliefend von gréberen
Zellriickstanden zu befreien, wurden die Zelllysate auf einen in ein Eppendorf-Gefall
eingebrachten Nucleo-Spin®-Filter pipettiert. Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir eine Minute
wurde der Filter verworfen und das im Eppendorf-Gefal befindliche Filtrat weiterverwendet. Ein
Versetzen der Proben mit 350 pl Ethanol (70%) durch sorgsames Auf- und Abpipettieren
homogenisierte das Filtrat und bereitete die RNA-Bindung vor. Zur RNA-Bindung an den Filter
wurden die Proben nun jeweils auf eine in ein Eppendorf eingebrachte NucleoSpin®-RNA II1-
Saule geladen und 30 Sekunden bei 13.000 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde das nun in den
Eppendorf-GefalRen befindliche Filtrat verworfen und die NucleoSpin®-RNA 11-S&ule
weiterverwendet. In VVorbereitung auf den nun bevorstehenden DNA-Verdau wurde auf die in ein
neues Eppendorf-Gefal eingebrachte NucleoSpin®-RNA 11-Séule (mit der gebundenen RNA) 350
ul MDB pipettiert. Im Anschluss erfolgte die erneute Zentrifugation der Proben bei 13.000 rpm
flr eine Minute, um die mit RNA-beladenen Membranen in den NucleoSpin®-RNA 11-Sdulen zu
trocknen. Fur den darauf anschlieBenden DNA-Verdau mittels rDNase wurde zun&chst fur jede
Probe ein Reaktions-Puffer aus 10 pl rDNase und 90 pl rDNAse-Puffer zubereitet. Daraufhin
wurden 95 pl des Reaktions-Puffers auf die Mitte der in der NucleoSpin®-RNA 11-Sdule
befindlichen Membran aufgebracht und 15 Minuten inkubiert. Die Aufreinigung der
Saulenmembran wurde in drei Waschungsschritten vollzogen: Zunachst wurden dafiir jeweils 200
ul des RA2-Puffers auf die Membran pipettiert und die Proben bei 13.000 rpm fur 30 Sekunden
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die NucleoSpin®-RNA 1I-Séule in neue Eppendorf-Gefale
gegeben. Nun erfolgte die Pipettierung von 600 pl des RA3-Puffers auf die Sdulenmembran und
erneute Zentrifugation (13.000 rpm fuir 30 Sekunden). Das Filtrat wurde verworfen und 250 ul des
RA3-Puffers zum letzten Waschungsschritt auf die Membran der Séule aufgebracht. Abschlief3end
erfolgte die Zentrifugation der Proben fir zwei Minuten bei 13.000 rpm zur vollstandigen
Trocknung der Membran.

SchlieRlich konnte durch Auftragen von 40 pl RNase-freiem Wasser auf die Sdulenmembran und
Zentrifugation (13.000 rpm fur eine Minute) die an der Membran gebundene RNA in wassrige
Losung Gberfihrt werden. Fir jedes urspringlich vorhandene Well mit Zelllysat wurde so ein
RNA-Isolat in 40 pl Lésung erzeugt.
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Tabelle 3: Substanzen des NucleoSpin® RNA 11-Kits

Substanz Zugesetztes Volumen/Probe
B-Mercaptoethanol 3,5 ul

HO bidest. (RNAse frei) 40 pl

Ethanol, 70% 350 pl

Membrane Desalting Buffer (MDB) 350 pl

RA1-Puffer 350 pl

RA2-Puffer 200 pl

RA3-Puffer 600 pl + 250 pl

rDNase 10 ul

RNA-MOPS-Gelelektrophorese der Isolate

Zur Bestatigung einer erfolgreichen RNA-Isolierung wurde ein VVolumenanteil jeder RNA-Probe
mittels Elektrophorese aufgetrennt. Hierfir diente ein Gel auf Morpholinopropansulfonséure-
Basis, welches zusammen mit dem MOPS-Puffer die fragile RNA vor der Degradation bzw. dem
Abbau schiitzen und optimale Laufeigenschaften im Gel gewahrleisten sollte. Die Anfertigung
eines MOPS-Gels ist eine Standartprozedur im Rahmen des Northern Blotting®®.

Fur die Anfertigung des Gels wurden 1,1 g Agarose in 11 ml 10x MOPS-Puffer und 80,3 ml
RNAse-freiem Wasser unter mehrfachem Aufkochen geldst. Daraufhin wurden in die auf 50 °C
abgekihlte Losung 18,7 ml 37% Formaldehyd-L6sung eingeriihrt und anschlieBend auf einen
RNAse-freien Gelschlitten gegossen. Nach Einbringung der Gelkdmme hartete die Agarose im
Kihlraum (4 °C) aus. Zwischenzeitlich erfolgte die Denaturierung der RNA-Proben zur
Auflésung der Sekundarstruktur. Dies sollte einen gleichméRigen Lauf innerhalb des MOPS-Gels
ermdoglichen. Die Zubereitung des Mastermix kann der Tabelle 4 entnommen werden. Das
Auftrennen der RNA im Mops-Gel wurde in 1x MOPS-Puffer bei 50 bis 60 V durchgefihrt. Nach
einer Laufzeit von etwa drei Stunden wurden die Gele fotografiert. Im digitalenAnhang sind die
RNA-Gele aller RNA-Proben der einzelnen Experimente aufgefuhrt.

31



Materialien und Methodik

Tabelle 4: Vorbereitung der Proben fiir die MOPS-Gelelektrophorese

Substanz Angesetztes Volumen/Probe
Formamid, deionisiert 12,5 ul

MOPS-Puffer (10x) 2,5 ul

Formaldehyd (37%) 4 ul

Zubereitung

1. Mastermix ansetzen

2. Zugabe von 19 pl Mastermix/Probe

3. Zugabe von 0,1 pl Ethidiumbromid/Probe

4. Inkubation bei 65 °C fur 10 Minuten

5. Zugabe von 2,5 pl Bromphenolblau in Glycerol/Probe
6. Proben vortexen

7. Beladen des Gels

Konzentrationsbestimmung und Verdiinnung der RNA-Isolate

Um den Gehalt an isolierter RNA in den Proben zu quantifizieren, erfolgte die Bestimmung der
RNA-Konzentration mittels NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometer. Daflir wurden nach
Referenzwertfestlegung mit 1,5 pl H2O bidest. fur jede Probe 1,5 pl des RNA-Isolats auf den
Probenteller pipettiert und die Extinktion bei 260 nm gemessen. Zwischen den Messgéngen wurde
der Probenteller durch ein Papiertuch gereinigt. Aromatische Ringstrukturen der organischen
Basen der RNA-Nukleotidketten absorbieren Licht mit 260 nm Wellenldnge. So kann Uber das
Ausmald der Extinktion bei 260 nm indirekt die RNA-Konzentration bestimmt werden.

Svynthese der cDNA

In Vorbereitung auf die Durchflhrung der quantitativen .11 5: Zusammensetzung des RT-
RT-PCR wurde die RNA der Isolat-Proben (ber eine PCR-Mastermix

Reverse Transkriptase in cDNA (berfiihrt. Dazu wurden
aus jeder Probe VVolumina entsprechend einer RNA-Masse
von 2 ug in neue Eppendorf-GeféRe pipettiert und mit H20
auf 11,375 pl Volumen erganzt. Daraufhin erfolgte | 5 Hl 5-MLV-Puffer
zunachst der Zusatz von 2 pl einer Random Primer- 155 15e INTP | dNTPs
Stockldsung der Konzentration 0,5 pg/ul, insgesamt also 1

Zugesetztes Substanz
Volumen/Probe

pug Random Primer pro Probe. Anschliefend wurden die dATP
mit den Primern versetzten Proben fur 5 Minuten auf 70 °C dCTP

im Thermomixer erhitzt (Annealing; Spaltung der DNA- dGTP
Doppelstrange in Einzelstrange) und darauf sofort auf Eis dTTP
abgekuhlt (verhindert Reassoziierung der Einzelstrange).

Nun wurde ein Mastermix fir die RT-PCR-Reaktion | 1 H! MLV-RT
angelegt, die Substanzen konnen der Tabelle 5 entnommen | 0,625 pl rRNasin

werden. Pro Probe wurden 11,625 pl Mastermix zugesetzt.
In den Proben befand sich damit ein Gesamtvolumen von 25 ul. AbschlieRend erfolgte die
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Inkubation der Proben bei 37 °C fur 60 Minuten zur reversen Transkription der in den Proben
enthaltenen RNA zu cDNA.

In Vorbereitung auf die Weiterverwendung der cDNA-Proben fiir die g°PCR wurden die in einer
Konzentration von 80 ng/pl vorliegenden cDNA-Probenlosungen im Verhéltnis von 1:40
verdiinnt. Die vollstdndig in cDNA umgeschriebenen, auf eine Konzentration von 2 ng/ul
verdiinnten Proben wurden daraufhin entweder direkt weiterverwendet oder bis zur
Weiterverwendung bei -20°C im Tiefkihlfach gelagert. Zur Kontrolle eventueller
Verunreinigungen der Ausgangsproben (RNA-Isolate) wurde RNA anteilig aus mehreren Proben
in RT-negative Kontrollproben zusammengefuhrt. Hier erfolgte die Vorbereitung des Ansatzes zur
cDNA-Synthese unter Zugabe von 1 pl Wasser pro Probe, anstatt des Zusatzes von 1 pl MLV-RT
pro Probe. Die RT-negativen Proben stellten demnach die Negativkontrolle der cDNA-Synthese
dar.

Die erfolgreiche Umschreibung der RNA- zu cDNA-Proben wurde durch Auftrennung mittels
DNA-Gelelektrophorese bestatigt.

DNA-Gelelektrophorese der cDNA-Transkripte

Zur Uberprifung der cDNA-Synthese wurden Stichproben der Transkripte innerhalb eines Gels
auf TRIS-Acetat-EDTA-Puffer-Basis elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Anfertigung des Gels
wurden 150 ml des TRIS-Acetat-EDTA-Puffers mit 2,25 g Agarose vermischt und unter
mehrfachem Aufkochen in der Mikrowelle gel6st. Nach einiger Abkuhlung wurden 7,5 pl
Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in den Gelschlitten gegossen. Nach 30 Minuten zur
Aushértung wurde das Gel beladen. Das Auftrennen der cONA im TAE-Gel wurde in 1x TAE-
Puffer bei 80 VV umgesetzt. Nach einer Laufzeit von etwa 40 Minuten wurden die Gele fotografiert.
Im digitalen Anhang sind die DNA-Gele aller cDNA-Proben der einzelnen Experimente
aufgefiihrt.

Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Echtzeit-PCR ist ein Verfahren, das auf Basis einer klassischen
Polymerasekettenreaktion quantitative Vergleiche zwischen der in den einzelnen Proben
enthaltenen DNA moglich macht. Zudem kann die Zunahme der PCR-Produkte mit jedem
Reaktionszyklus bereits wahrend der Messung beobachtet werden. Innerhalb des Verfahrens der
Polymerasekettenreaktion, welches dem zellphysiologischen Vorgang der DNA-Replikation
nachempfunden ist, wird ein durch Primer abgegrenztes Segment (Amplikon) auf einem DNA-
Einzelstrang durch Einsatz einer hitzestabilen DNA-Polymerase in mehreren Durchlaufen
amplifiziert. Dieser mehrphasige Vorgang beginnt mit der Aktivierung DNA-Polymerase bei
95 °C. In der anschliefenden Denaturierungsphase wird die in Doppelstréngen vorliegende DNA
der Proben thermisch (95 °C) in Einzelstrdnge getrennt. Nun kann (ber die Einstellung einer
Primer-spezifischen Hybridisierungs-Temperatur (im Fall der vorliegenden Arbeit 60 °C) die
Bindung der Primer an den DNA-Einzelstrang (Annealing) ermdglicht werden. In der darauf
anschliefenden Elongationsphase (enzymspezifische Temperatur, hier 72 °C) synthetisiert die
Tag-Polymerase das von den Primern umgrenzte DNA-Segment durch Polymerisierung einzelner
2-Desoxyribunukleotide aus 2-Desoxyribonukleosidtriphosphaten nach. Das zyklische
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Durchlaufen der Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Elongationsphase fuhrt so zur Synthese
zahlreicher Amplifikate des gewéhlten DNA-Segments.

Das Prinzip der in dieser Arbeit verwendeten gPCR zeichnet sich durch den Einsatz eines mit dem
DNA-Doppelstrang interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes aus. Am Ende einer jeden
Elongationsphase erfolgt die Messung der Fluoreszenzintensitat, die mit dem Anstieg der
Amplifikat-Menge zunimmt. Jener Anstieg lasst sich Uber seine Kinetik in verschiedene,
aufeinanderfolgende Phasen unterteilen (s. Abb. 9). Waéhrend der lag-Phase ist das
Aufeinandertreffen der einzelnen Ausgangsstoffe zur Reaktion noch relativ unwahrscheinlich. Mit
Zunahme der Amplifikat-Menge jedoch steigt die Reaktionshé&ufigkeit bis zu einem exponentiellen
Anstieg (log-Phase). Bei Ubergang in die exponentielle Phase wird das Fluoreszenzsignal messbar
und mit dem verbundenen Zyklus als Schwellenwert-Zyklus oder CT-Wert erfasst. Mit steigender
Zykluszahl nehmen die Reaktionsprodukte der PCR zu und behindern den Reaktionsablauf, zumal
die beteiligten Substrate allméhlich verbraucht bzw. durch das mehrfache Erhitzen zerstort werden
(Plateau-Phase). Uber den Vergleich der CT-Schwellenwerte verschiedener Proben kénnen so
Ruckschlisse auf die anfangs in der Probe enthaltene Menge des DNA-Segments gezogen werden.
Je friher der CT-Wert dabei erfasst werden kann, desto hoher fallt die cDNA-Konzentration der
Probe aus. Zur Uberpriifung bzw. Unterscheidung der entstandenen Amplifikate bzw. zum
Nachweis von mdglicherweise gebildeten Primerdimeren wird im Anschluss an die PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt: Eine kontinuierliche Erhéhung der Temperatur fuhrt bei
einer fur das Amplifikat spezifischen Temperaturgrenze zur Auftrennung des DNA-
Doppelstranges und Freisetzung des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes. Die damit
verbundene Abnahme des Fluoreszenzsignals kann erfasst werden. Uber diese Methode kénnen
verschiedene PCR-Produkte, aber auch Primerdimere, die einen im Vergleich niedrigeren
Schmelzpunkt besitzen, unterschieden werden.
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Abb. 9: Kinetik der gPCR
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Zur Durchfiihrung der gPCR wurde zunéchst eine 96-Well-Platte mit den cDNA-Proben beladen:
Bei einer Konzentration von 2 ng/pl cDNA in jeder Probe wurden genau 10 pl pro Well, d. h.
20 ng cDNA pipettiert. Fir jede Probengruppe wurden Triplets pipettiert. Der nachste
Arbeitsschritt beinhaltete die Zugabe von 15 pl eines vorbereiteten g-PCR-Mastermix zu jedem
mit cDNA beladenem Well. Die exakte Zusammensetzung des qPCR-Mastermix ist in Tabelle 6
wiedergegeben. Bei dem Hauptbestandteil des qPCR-Mastermix handelte es sich um den Power
SYBR® Green PCR Mastermix. Die fur die Analyse verwendeten Primer sind in Tabelle 7
dargestellt. Ubiquitin C diente in dieser Untersuchung als housekeeping gene zur Bestimmung des
basalen Expressionsniveaus der in den Stimulationsexperimenten untersuchten Zellen. Als
etablierter Marker fur inflammatorische Vorgange wurde IL-6 genutzt, um das
EntziindungsausmaR quantitativ zu erfassen. So wurde, innerhalb jeder 96-Well-Platte, fir jede
Probe ein Ubiquitin C-Ansatz sowie ein IL-6-Ansatz pipettiert. Eine beispielhafte Plattenbelegung
ist in Abb. 10 aufgezeigt. Auf den Verschluss mit klebender optischer Folie folgend, konnte die
96-Well-Platte bei 1000 rpm und einer Temperatur von etwa 4 °C kurz abzentrifugiert werden.
Das Herzstick der Methode, die eigentliche Polymerasekettenreaktion, lief in einer PCR-
Maschine des Typs Mx 3000P™ ab, wobei die Messungserfassung sowie die Auswertung der
Reaktion durch die dazugehorige Mx Pro QRCR Software erfolgte. Nach Beladen der Maschine
mit der zu untersuchenden 96-Well-Platte wurde ein fir die Primer spezifisches Temperaturprofil
durchlaufen, welches in Tabelle 8 in Kiirze wiedergegeben ist. Es erfolgte zundchst die
Aktivierung der DNA-Polymerase bei 95 °C flr zehn Minuten. Im Anschluss erfolgten, jeweils
flir 30 Sekunden bei 95 °C, 60 °C bzw. 72 °C, die Denaturierung (Melting), Primerhybridisierung
(Annealing) und Elongation (Amplifikation) der Proben. Nach erstmaligem Durchlaufen der drei
Phasen wurden diese wiederholt, insgesamt in 40 Zyklen. Im Anschluss an die PCR wurde die
Schmelzkurve erstellt. Zu diesem Zweck erfolgte die Abklhlung der Probe auf 55 °C flr
30 Sekunden sowie die anschlieRende schrittweise Erhitzung auf 95 °C fiir 30 Sekunden.

Tabelle 6: Zusammensetzung des gPCR-Mastermix

Substanzen pro 15 pl
ABI Mix 12,5 pl
Primer (forward) 0,6 ul
Primer (reverse) 0,6 ul
Bidest. H,O 1,3l
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Tabelle 7: Primerverzeichnis

Gen Primer-Sequenz (5’ = 3°) Annealing-
Temperatur
Homo sapiens interleukin 6 forward primer: 60 °C
CCACTCACCTCTTCAGAACGAATT
reverse primer:
AGTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC
Homo sapiens ubiquitin ¢ forward primer: 60 °C
ATTTGGGTCGCAGTTCTTG
reverse primer:
TGCCTTGACATTCTCGATGG
Tabelle 8: Reaktionsschritte der qPCR
Reaktionsschritt Zeit Temperatur | Zykluszahl
Aktivierung der Tag-Polymerase 10 Minuten 95°C 1
Denaturierung 30 Sekunden 95°C 40
Primerhybridisierung 30 Sekunden 60 °C
Elongation 30 Sekunden 72°C
Erstellen der Dissoziationskurve 30 Sekunden 55 °C 1
A LPS+ |LPS+ |LPS+ |mo (o
resl |rpsl |tps1 |1ps2 |rps2 |Lps2 |Les3 |tpsd 1psd |cu1l |[cul |[end =
B LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ [pps+ |LPS+ |LPs+ |LPS+ |LPS+ [LPS+ |LPS+ '_E'
c12 |en2 |en? |end [end |ead [s1 jis1 |is1 |82 |52 |3s2 =
LPS + |LPS + |LPS + |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ =
M iPs i |LPs+ [LPS+ [C21+ |C21+ |C21+ [€21+ |€21+ €21+ [C21+ |C21+ |C21+ E
533 |13 |33 |epl |ppl |ppDl1 |PD2 |PD2 (PD2 |PD3 |PD3 |PD3
LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + e
Ny is+  |1s+ |us+ [9s+ |9s+  |as+  |as+ IS+ |as+
Mrol |ppl (ppl (pD2 |pD2 [PD2 |PD3 |PD3 PDJ [rr-  |rr  |mo |1
E LPS+ |LPS+ |LPS+ —E‘
rpsl |1psl |rpsl |1ps2 |Lps2 |Lps2 |rPsd |Lps3 (rps3 |c21l [ca1l |enl -
B Lps+ |LPs+ [LPs+ |LPS+ LIPS+ 1ps+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ g
cn2 [cn2 |en2 |end [end [end |51 [s1 |ss1 |as2 |is2 |as2 -
LPS + |LPS + |LPS + |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ |LPS+ =
R IPs+ |1Ps+ |LPS+ |C21+ [c21+ |c21+ [€21+ [e21+ |en+ |cn+ e+ e+ E
533 |13 |13 |ppl |ppl |pD1 |PD2 |PD2 (PD2 (PD3 |PD3 |(PD3 ='
LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + |LPS + 1
s+ [as+ |as+ [as+ [as+  |as+ s+ [us+ IS+ (=)
Mol (ppl |ppl |pp2 |PpD2 |PD2 [PD3 |PDI |PDJ |RT- |RT |HO s

Abb. 10: Beispielhafte Plattenbelegung der gPCR
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

In Vorbereitung auf die Western Blot-Analyse wurde ein weiteres Stimulationsexperiment
durchgefuhrt. Innerhalb dessen wurden die Monozyten nach PMA-Differenzierung in
verschiedenen Stimulationsmedien inkubiert (Protokoll mit dem unter Kapitel 2.2.2 identisch). Die
Western Blot-Stimulationsgruppen kénnen Tabelle 9 entnommen werden. Eine Besonderheit
innerhalb der Western Blot-Experimente bestand darin, dass zusatzlich eine Kontrollgruppe von
undifferenzierten Monozyten untersucht wurde.

Tabelle 9: Stimulationsgruppen der Western Blot-Experimente

Stimulationsgruppe Zusammensetzung Stimulationsmedium
THP-1 undifferenziert Kontrolle (Hungermedium)

THP-1 differenziert Kontrolle (Hungermedium)

LPS (THP-1 diff.) LPS (c = 50 ng/ml)

C21 (THP-1 diff.) C21 (c =1 umol/1)

Proteinextraktion und -quantifizierung

Nach Durchfuhrung der fur die Western Blot-Analyse bestimmten Stimulationsexperimente und
Verstreichen der Inkubationszeit von sechs Stunden wurde das Stimulationsmedium aus den
6-Well-Platten abgesaugt. Es erfolgten ein Waschvorgang der adharenten Monozyten mit PBS und
die anschlieRende Zugabe von 200 pl des RIPA-Puffers zur Zelllyse. Nach Transfer des Lysats in
Eppendorf-Geféalie wurden die Proben im Kihlraum auf einem Dreh-Rad fur 30 Minuten gemischt.
Ein Abzentrifugieren der in den Proben befindlichen Zellriickstande erfolgte bei 14.000 rpm fir
zehn Minuten. Der Protein-haltige Uberstand wurde daraufhin in neue Eppendorf-GefiRe
uberfuhrt und diese bei -20 °C gelagert.

Zur Quantifizierung des Proteinanteils der Proben wurde ein Kit auf Basis des BCA-Protein Assay
genutzt (Bicinchoninsdure-haltig). Die in den Proben enthaltenen Cu?*-lonen werden dabei unter
basischen Bedingungen durch Probenproteine zu Cu'* reduziert. Der Zusatz von
Bicinchoninsauren fiihrt zur Bildung von BCA/Cu*-Komplexen, die ein Absorptionsmaximum
bei 562 nm aufweisen. Die Bildung dieser Komplexe steigt mit Zunahme des Proteingehalts der
Probe. Unter Zuhilfenahme einer BSA-Verdinnungsreine wurde eine Standardkurve fur
Proteinkonzentration und gemessene Absorption erstellt. Uber die Standardkurve konnten so den
ermittelten Absorptionswerten der einzelnen Proben Proteinkonzentrationen zugeordnet werden.

Western Blotting

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteinproben wurden zundchst die SDS-Polyacrylamid-
Gele angefertigt. Flr das Trenngel wurde der entsprechende Ansatz (s. Tab. 10) in eine Gelform
gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Zur Polymerisierung und Aushéartung des Gels,
wurde der Ansatz fiir ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Nach Polymerisation erfolgten
das Abgiel3en des Isopropanols, die Spiilung des Trenngels mit bidest. H20O, sowie die Anfertigung
des Sammelgels durch Giellen des Sammelgel-Ansatzes in die Gelform mit Kamm (Ansatz
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Sammelgel, s. Tab. 10). Nach Aushartung des Sammelgels fur 30 Minuten wurden beide Gele
sofort weiterverwendet und in die Gelelektrophorese-Kammer eingesetzt. Daraufhin wurde der
Elektrophorese-Puffer in die Kammer eingefullt. Aus den einzelnen Proteinproben wurden Anteile
entsprechend 20 pg Gesamtproteingehalt entnommen, mit Proben-Puffer versetzt und bei funf
Minuten fir 95°C denaturiert und daraufhin kurzzeitig bei 13.000 rpm abzentrifugiert.
AnschlieRend erfolgten das Beladen des Sammelgels sowie das Auftragen eines Proteinmarkers.
Leere Taschen wurden mit Proben-Puffer angefullt. Der Gel-Lauf erfolgte bei 120 bis 200 V fur
45 bis 90 Minuten.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

10% Trenngel Sammelgel

Substanz Volumen Substanz Volumen
H.0, bidest. 8 mi H,0, bidest. 12,5 ul
1,5 M Trenngelpuffer 5mil 0,5 M Sammelgelpuffer 0,6 ul
30% Acrylamid-L3dsung 6,6 ml 30% Acrylamid-L0dsung 0,6 pl
10% SDS 200 pl 10% SDS 1,3 ul
Zutaten vermischen, dann Zugabe von: Zutaten vermischen, dann Zugabe von:
10% APS 100 pl 10% APS 100 pl
TEMED 10 pl TEMED 12 pl

Im néchsten Schritt wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Membran tbertragen. Flr
das hier verwendete Nassblot-Verfahren wurde zunéchst eine Nitrocellulosemembran im Blot-
Puffer fir funf Minuten vorinkubiert sowie fur den Vorgang notwendige Blot-Papiere
und -Schwamme mit Blot-Puffer befeuchtet. Gel und Membran konnten nun zusammen in die
Blot-Kassette eingebracht werden, umgeben von Blot-Papier, Blot-Schwammchen und &ufRerer
Lochplatte. Die Blot-Kassette wurde nun in die Blot-Kammer eingebracht und diese mit Towbin-
Puffer angefullt. Die Ausrichtung der Kassette bezliglich des elektrischen Felds wurde
entsprechend der erwiinschten Laufrichtung der Proteine gewahlt (von Gel auf Membran). Das
Blotten erfolgte bei 250 mA fir ca. eine Stunde.

Alle Blockierungs- und Inkubationsschritte erfolgten auf dem Wiegeinkubator. Im Anschluss an
das Blotten wurde die Nitrocellulosemembran in Milchpulver/TBS-T-L6ésung fur ca. eine Stunde
blockiert, wobei der prozentual verwendete Milchpulveranteil in Abhangigkeit von den
verwendeten Antikorpern variierte (s. Tabelle 11). Daraufhin erfolgte die Inkubation des ersten
Antikorpers in fur die einzelnen Erstantikdrper spezifischer Konzentration (s. Tabelle 11) in der
Blockierungsldsung bei 4 °C tber Nacht. Nach Waschen der Membran in Waschlésung (1x TBS-
T) fur dreimal zehn Minuten (dreimaliger Wechsel der Waschl6sung) wurde die Membran erneut
blockiert in 5% Milchpulver/TBS-T-Ldsung. Nun konnte die Inkubation mit den Meerrettich-
Peroxidase-konjugierten Zweitantikdrpern in 2,5% Milchpulver/TBS-T-Ldsung fur 30 bis 60
Minuten erfolgen — wieder war die verwendete Antikérperkonzentration abhéngig vom
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verwendeten Zweitantikorper (s. Tabelle 11). Zum Abschluss wurde die Membran erneut flr
dreimal zehn Minuten unter Wechsel der TBS-T-L6sung gewaschen.

Tabelle 11: Ubersicht zu den verwendeten Western Blot-Antikérpern

Antikorper Blockierungsldsung Antikdrperkonzentration und
Inkubationszeit

Erstantikorper
AT2-R (EPR 3876) 5% Milchpulver in TBS-T 1:2000 bei 4 °C uber Nacht
Goat-Anti-beta-Aktin 5% Milchpulver in TBS-T 1:2000 bei 4 °C uber Nacht

Zweitantikorper
Rabbit-Anti-Goat 2,5% Milchpulver in TBS-T 1:4000 bei 20 °C fiir 45 Minuten
Schwein-Anti-Rabbit 2,5% Milchpulver in TBS-T 1:3500 bei 20 °C fir 45 Minuten

Die Entwicklung des Western Blot-Films erfolgte auf Basis eines Chemolumineszenz-Verfahrens
unter Verwendung des ECLTM Western Blotting Detection Reagent Kits. Innerhalb des Verfahrens
wird der mit Meerrettich-Peroxidase-konjugierte Zweitantikérper genutzt, um eine Peroxidase-
Reaktion mit Luminol zu katalysieren. Der Reaktionsprozess fiihrt zur Emission von Licht, wobei
die Emissionsstarke abhangig von der Zweitantikdrpermenge ist. Dieser Zweitantikorper ist ber
den Erstantikorper mit dem spezifisch-gebundenen Protein auf der Blotmembran gebunden. Die
Emissionsstarke erlaubt so Ruckschlisse auf die vorhandene Proteinmenge. Die zwei
verschiedenen im Kit enthaltenen Lésungen wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und die Membran
daraufhin in die Reagenz-L6sung fir eine Minute eingebracht. Daraufhin wurde die Membran
abgetropft, in Folie eingelegt und in der Dunkelkammer auf einen Film aufgebracht. Die
Expositionsdauer variierte in Abhédngigkeit vom Antikorper und gewiinschter Signalstérke
zwischen Sekunden und mehreren Minuten. Nach Expositionszeit konnte die Entwicklung des
Filmes in Entwicklerfllssigkeit erfolgen. AbschlieBend wurden die Marker auf dem Film
eingezeichnet.

2.2.5 Statistische Berechnungen

Innerhalb der Auswertung der Stimulationsexperimente mittels gPCR wurde jede Probe
hinsichtlich der Ubiquitin C, sowie der IL-6-Expression analysiert. Ubiquitin C zeigt als
housekeeping gene ein konstantes Expressionsniveau in relativer Unabhédngigkeit von
Veranderungen der AuBenbedingungen. Zundchst wurden der ACT-Wert jeder Probe mittels
ACT = CT-Wert (IL-6) — CT-Wert (Ubiquitin C) bestimmt. Die so fir die einzelnen
Stimulationsgruppen ermittelten Werte wurden anschliefend mittels One-Way-Anova sowie
Bonferroni-Post-hoc-Analyse verglichen. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde die
Software GraphPad Prism 6 genutzt. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 als signifikant
bzw. mit p < 0,001 als hochsignifikant festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der AT.-Rezeptor-Protein-Expression in THP-1-
Monozyten und -Makrophagen

Die Expression des AT:-Rezeptor-Proteins wurde zundchst in undifferenzierten THP-1-
Monozyten und differenzierten THP-1-Makrophagen mittels Western Blotting analysiert und
verglichen. Das Differenzierungsprotokoll entsprach dem der Stimulationsexperimente und ist
unter Kapitel 2.2.1 (Differenzierung der THP-1-Zellen) angegeben. In einem weiteren Schritt
wurden differenzierte THP-1-Makrophagen in verschiedenen Stimulationsgruppen mit 50 ng/ml
LPS (E. coli) bzw. 1 uM C21 fir sechs Stunden inkubiert. Mit Western Blotting konnte
anschlieBend der Einfluss der LPS- bzw. C21-Stimulation auf die AT.-Rezeptor-Protein-
Expression ermittelt werden.

3.1.1 Einfluss der PMA-induzierten Zelldifferenzierung auf die AT»-Rezeptor-
Protein-Expression in THP-1-Zellen

Die Differenzierung der THP-1-Monozyten zu -Makrophagen mittels Inkubation mit 0,5 pmol/I
des Phorbolesters PMA in Hungermedium fuhrte zu einer mehr als zehnfachen Steigerung der
AT,-Rezeptor-Protein-Expressionsrate im Western Blot (p = 0,0002; s. Abb. 11).
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Abb. 11: Einfluss der THP-1-Zelldifferenzierung auf die AT2-Rezeptor-Protein-Expression. Darstellung der AT2-Rezeptor-
Protein-Expression in Relation zur Expression von B-Aktin. Mittels Western Blot wurde die AT2-Rezeptor-Expression in
undifferenzierten und differenzierten THP-1-Zellen verglichen. Zur Differenzierung wurden THP-1-Monozyten fiir drei Stunden
in Hungermedium mit 0,5 umol/l. PMA inkubiert. Nach konsekutivem Ruheintervall von 24 Stunden in PMA-freiem
Hungermedium erfolgte die Lyse der Zellen zur Auswertung. Differenzierte THP-1-Zellen zeigten eine auf 1055% gesteigerte
AT2-Rezeptor-Expressionsrate (Einzelexperiment, mean + SD; p = 0,0002; *** p < 0,001).
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3.1.2 Einfluss von C21 auf die AT>-Rezeptor-Protein-Expression in THP-1-
Makrophagen

PMA-differenzierte THP-1-Makrophagen wurden nach Stimulationsprotokoll (vgl. Kapitel 2.2.2)
flir sechs Stunden in Hungermedium mit 1 pmol/l des AT.-Rezeptor-Agonisten C21 inkubiert. Die
AT,-Rezeptor-Stimulation fuhrte zu einer Senkung der AT,-Rezeptor-Expression um 80,00%
(p =0,0001; s. Abb. 12).

3.1.3 Einfluss von LPS auf die AT»-Rezeptor-Protein-Expression in THP-1-
Makrophagen

PMA-differenzierte THP-1-Makrophagen wurden nach Stimulationsprotokoll fiir sechs Stunden
in Hungermedium mit 50 ng/ml LPS (E. coli) inkubiert. Die LPS-Inkubation fiihrte zu einer
Senkung der AT»-Rezeptor-Expression um 56,84% (p = 0,0008; s. Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von AT2-Rezeptor-Agonismus bzw. LPS-Stimulation auf die AT2-Rezeptor-Protein-Expression in THP-
1-Makrophagen. Darstellung der AT2-Rezeptor-Protein-Expression in Relation zur Expression von B-Aktin. Mittels Western Blot
wurde die AT2-Rezeptor-Expression PMA-differenzierter THP-1-Zellen mit der Expression nach C21- bzw. LPS-Stimulation
verglichen. Die sechsstiindige Inkubation differenzierter THP-1-Zellen in Hungermedium mit 1 umol/l des AT2-Rezeptor-
Agonisten C21 fiihrte zu einer Senkung der AT2-Rezeptor-Expression um 80,00% im Vergleich zu unstimulierten THP-1-
Makrophagen (Einzelexperiment, mean + SD, p =0.0001). Die sechsstiindige Inkubation differenzierter THP-1-Zellen in
Hungermedium mit 50 ng/ml LPS (E. coli) fihrte zu einer Senkung der AT2-Rezeptor-Expression um 56,84% im Vergleich zu
unstimulierten THP-1-Makrophagen (Einzelexperiment, mean + SD; p = 0.0008; *** p < 0,001).

3.2 Stimulationsexperimente: Bestimmung der IL-6-mRNA-Expression in
LPS-stimulierten THP-1-Makrophagen

THP-1-Monozyten wurden zun&chst nach dem unter 2.2.1 genannten Protokoll mittels PMA zu
Makrophagen differenziert. Anschlielend erfolgte die Aufteilung der Zellen auf verschiedene
Stimulationsgruppen. Als inflammatorischer Stimulus wurde den einzelnen Gruppen LPS
50 ng/ml zugesetzt. Zusatzlich erfolgte jeweils die Zugabe des etablierten AT,-Agonisten C21
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bzw. eines neuen, potentiellen AT>-Rezeptor-Agonisten mit ¢ = 1umol/l (JS5090, L162-389 und
VRO0008). Fir jede Stimulationsgruppe aus LPS und Agonist wurde zusétzlich eine weitere
Stimulationsgruppe aus LPS und Agonist, unter VVorinkubation des AT.-Rezeptor-Antagonisten
PD123319 mit ¢ = 10umol/l, erstellt. Jede Stimulationsgruppe wurde in Triplets (drei Wells pro
Stimulationsgruppe, s. Abb. 8) angelegt. Nach sechsstiindiger Inkubation erfolgten Zellernte,
RNA-Isolation, cDNA-Synthese und schliellich Quantifizierung der IL-6-mRNA (iber gPCR. Die
Qualitat der RNA-Isolate wurde durch MOPS-Gelelektrophorese, die Qualitat der aus den RNA-
Isolaten synthetisierten cDNA durch TAE-Gelelektrophorese Uberpriift (s. digitaler Anhang). Fir
die gPCR wurde jede cDNA-Probe (entspricht cDNA-Produkt aus einem Well) in dreifacher
Wiederholung pipettiert. Jedes Pharmakon wurde so insgesamt in mindestens drei individuellen
Experimenten getestet. Als Referenz diente eine LPS-Stimulationsgruppe ohne Zusatz eines
weiteren Pharmakons. Die statistische Analyse erfolgte tiber One-Way-Anova und Bonferroni-
Post-hoc-Test. Zur besseren Ubersicht erfolgt die Ergebnisdarstellung der Einzelexperimente fir
die jeweiligen Substanzen getrennt. Im Folgenden werden zunéchst die IL-6-mRNA-Expression
in unstimulierten und LPS-stimulierten THP-1-Makrophagen verglichen (ungepaarter T-Test).

3.2.1 Einfluss von LPS auf die IL-6-mRNA-Expression in THP-1-Makrophagen

Die Inkubation von PMA-differenzierten THP-1-Makrophagen mit LPS 50 ng/ml fir sechs
Stunden flhrte zu einer Steigerung der IL-6-mRNA-Expression um etwa das 1.600-fache im
Vergleich zu unstimulierten THP-1-Makrophagen (**** p < 0,0001; s. Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von LPS auf die IL-6-mRNA-Expression in THP-1-Makrophagen. Darstellung der IL-6-mRNA-Expression
in Relation zur Expression von UBC-mRNA. Mittels gPCR wurde die IL-6-mRNA-Expression unstimulierter THP-1-
Makrophagen mit der IL-6-mRNA-Expression von THP-1 nach Inkubation mit LPS verglichen. Die sechsstiindige Inkubation
differenzierter THP-1-Zellen in Hungermedium mit 50 ng/ml LPS filhrte zu einer Steigerung der IL-6-mRNA-Expression um das
etwa 1.600-fache der Expression in unstimulierten THP-1-Makrophagen. Darstellung von zusammengefassten Daten aus 4
individuellen Experimenten. (mean + SD; **** p < 0,0001).
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3.2.2 Einfluss von C21 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-1-
Makrophagen

Die Inkubation PMA-differenzierter Makrophagen mit 1 umol/l des etablierten AT>-Rezeptor-
Agonisten C21 konnte keine durchgehende signifikante Reduktion der LPS-induzierten IL-6-
MRNA-Expression in THP-1-Makrophagen zeigen (s. Abb. 14): In Experiment A wurde zunéchst
eine signifikante Senkung der IL6-mRNA-Expression um ca. 54% im Mittel (p =0,0311;
* p < 0,05) nachweisbar. Die Vorinkubation von PD123319 flihrte jedoch zu keiner signifikanten
Antagonisierung des C21-vermittelten Effekts (p = 0,1293). Experiment C und D konnten keine
signifikante Reduktion der IL-6-mRNA-Expression bei Stimulation mit C21 nachweisen. Die
Vorinkubation von 10 umol/I PD123319 fihrte dort jedoch zu einem signifikanten Anstieg der IL-
6-mRNA-Expression um etwa 42% (C) bzw. 22% (D) im Vergleich zur C21-Stimulationsgruppe
(C: p=0,0034; D: p =0,0038; ** p < 0,01). Die Experimente B und E zeigten keine signifikanten
Expressionsunterschiede innerhalb der Stimulationsgruppen.
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Abb. 14: Einfluss von C21 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-1-Makrophagen. Darstellung der IL-6-
mRNA-Expression in Relation zur IL-6-mRNA-Expression der LPS-Stimulationsgruppe (= 100%). Mittels gPCR wurde der Effekt
einer sechsstiindigen Stimulation mit 1 umol/I C21 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression PMA-differenzierter THP-1-
Zellen getestet. Darstellung der funf Einzelexperimente A, B, C, D und E (mean £ SD; * p < 0,05; ** p <0,01).

3.2.3 Einfluss von VR0008 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-
1-Makrophagen

Die sechsstlindige Stimulation PMA-differenzierter Makrophagen mit 1 umol/l VR0008 zeigte
unterschiedliche Effekte auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression innerhalb der
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Einzelexperimente (s. Abb. 15): Experiment A zeigte eine signifikante Reduktion der IL6-mRNA-
Expression um etwa 72% (p < 0,0001). Die Vorinkubation von PD123319 fiihrte hier zu einer
vollstandigen Aufhebung des VR0008-vermittelten Effekts (p <0,0001). Experiment B konnte
keine signifikanten Unterschiede zwischen der LPS- und der VR8-Stimulationsgruppe zeigen. Die
Vorinkubation von 10 umol/lI PD123319 flihrte jedoch zu einer signifikanten Senkung der 1L-6-
MRNA-Expression im Vergleich zur LPS-Stimulationsgruppe (um ca. 23%; p = 0,0175) sowie im
Vergleich zur VRO0008-Gruppe (um etwa 31%; p=0,023). Experiment C zeigte keine
signifikanten Expressionsunterschiede innerhalb der Stimulationsgruppen.
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Abb. 15: Einfluss von VR0008 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-1-Makrophagen. Darstellung der IL-
6-mRNA-Expression in Relation zur IL-6-mRNA-Expression der LPS-Stimulationsgruppe (= 100%). Mittels g°PCR wurde der
Effekt einer sechsstiindigen Stimulation mit 1 pmol/l VR0008 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression PMA-differenzierter
THP-1-Zellen getestet. Darstellung der drei Einzelexperimente A, B und C (mean + SD; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

3.2.4 Einfluss von JS5090 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-
1-Makrophagen

Fur die sechsstiindige Stimulation PMA-differenzierter Makrophagen mit 1 pmol/l JS5090 konnte
insgesamt keine signifikante Reduktion der LPS-induzierten 1L-6-mRNA-Expression beobachtet
werden (s. Abb. 16). Innerhalb Experiment A kam es zum signifikanten Anstieg der IL-6-mRNA-
Expression in der JS5090-Gruppe (um ca. 28%; p = 0,0074). Eine signifikant gesteigerte IL-6-
MRNA-EXxpression zeigte sich auch bei Vorinkubation von 10 umol/l PD123319 im Vergleich zur
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LPS-Stimulationsgruppe (um etwa 21%; p = 0,0294). In Experiment B und C liel3en sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Stimulationsgruppen nachweisen.
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Abb. 16: Einfluss von JS5090 auf die LPS-induzierte I1L-6-mRNA-Expression in THP-1-Makrophagen. Darstellung der IL-
6-mRNA-Expression in Relation zur IL-6-mRNA-Expression der LPS-Stimulationsgruppe (= 100%). Mittels g°PCR wurde der
Effekt einer sechsstiindigen Stimulation mit 1 pmol/l JS5090 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression PMA-differenzierter
THP-1-Zellen getestet. Darstellung der drei Einzelexperimente A, B und C (mean + SD; * p < 0,05; ** p < 0,01).

3.2.5 Einfluss von L162-389 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in
THP-1-Makrophagen

Die sechsstiindige Stimulation THP-1-Makrophagen mit 1 pumol/l L162-389 konnte, trotz
tendenzieller Reduktion der IL-6-mRNA-Expression in Experiment A (p =0,0559) und B
(p =0,0775), keine signifikante Reduktion der IL-6-mRNA-Expression im Vergleich zur LPS-
Stimulationsgruppe zeigen (s. Abb. 17). In Experiment C fuhrte die Vorinkubation mit 10 pmol/I
PD123319 zu einer signifikanten Senkung der IL-6-mRNA-Expression im Vergleich zur LPS-
Gruppe (um ca. 57%; p=0,0005) sowie im Vergleich zur L162-389-Gruppe (um 58%;
p = 0,0003).
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Abb. 17: Einfluss von L162-389 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-1-Makrophagen. Darstellung der
IL-6-mRNA-Expression in Relation zur IL-6-mRNA-Expression der LPS-Stimulationsgruppe (= 100%). Mittels gPCR wurde der
Effekt einer sechsstiindigen Stimulation mit 1 pmol/l L162-389 auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression PMA-
differenzierter THP-1-Zellen getestet. Darstellung der drei Einzelexperimente A, B und C (mean = SD; *** p < 0,001).
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4 Diskussion

Erkrankungen des zentralen Nervensystems gehtren heute bereits zu den haufigsten Erkrankungen
in Deutschland. Mit dem demographischen Wandel ist jedoch mit einer deutlichen Zunahme der
Inzidenz neurologischer Erkrankungen zu rechnen: Bis 2050 wird der Anteil der Gber 65-Jahrigen
an der Gesamtbevolkerung von etwa 20% auf iiber 30% ansteigen’. Gleichsam wird sich der
Prozentsatz der Uber 85-Jahrigen an der Gruppe der Uber 65-Jahrigen von aktuell etwa 10% auf
liber 20% erhdht haben’. Allein von 1995 bis 2007 hat sich so die Anzahl behandelter Patienten
in neurologischen Facheinrichtungen auf etwa 900.000 im Jahr verdoppelt’®. Die Therapie
neurologischer Erkrankungen ist anspruchsvoll und langwierig, insbesondere da zahlreiche
neurologische Erkrankungen zu bleibenden Beeintrachtigungen im Alltag und Pflegebedirftigkeit
flihren’: 2006 war jedes 10. Krankenbett in einer Vorsorge- oder Rehabilitationseinrichtung mit
einem neurologischen Fallpatienten belegt™.

Der Entwicklung neuer Therapieansitze und -strategien zur Verbesserung der Behandlung
neurologischer Erkrankungen kommt also eine besondere, letztlich auch gesundheitskonomische
Bedeutung zu. Dies schliel3t die Identifizierung von neuen, molekularen Ansatzpunkten der
Pharmakotherapie mit ein. Wie bereits dargelegt, deutet Evidenz aus tierexperimentellen
Modellstudien auf eine neuroprotektive Wirkung der pharmakologischen AT2-Rezeptor-
Stimulation®”5L, Bislang war eine Evaluation AT-abhéngiger Effekte durch einen Mangel an AT»-
Rezeptor-selektiven Pharmazeutika erschwert. Seit der Synthese von C21 steht ein hoch selektiver,
nicht-peptidischer AT»-Rezeptor-Agonist zur Verfiigung®. Es existieren bislang jedoch keine
AT,-Agonisten, die in der Lage sind, die intakte Blut-Hirn-Schranke zu passieren®. Dies
erschwert die Bewertung des therapeutischen Potentials der AT>-Rezeptor-Stimulation im
Rahmen von Erkrankungen des ZNS. In den letzten Jahren wurden daher VVersuche unternommen,
neue AT.-Rezeptor-Agonisten durch Abénderung der chemischen Struktur von C21 zu
synthetisieren. Drei dieser Substanzen sind JS5090, L162-389 und VRO0008. Prinzipiell besteht
mit chemischer Alteration des Ausgangsmolekils das Risiko des Verlustes der intrinsischen
Aktivitat am Zielrezeptor. Insofern ist eine Uberpriifung der neuen Molekiile hinsichtlich dieser
Eigenschaft am AT»-Rezeptor notwendig.

Ziel dieser Arbeit war es, ein bereits in primaren Zellen (in humanen dermalen Fibroblasten)
erprobtes Assay auf die monozytare Zelllinie THP-1 zu ibertragen und anschlieRend Aussagekraft
und Praktikabilitat des THP-1-Assays zur Uberpriifung der intrinsischen Aktivitat potentieller
neuer ATz-Agonisten zu bewerten. Daflir erfolgte zunédchst die Messung der AT:-Rezeptor-
Expression von THP-1-Zellen vor und nach PMA-abhangiger Differenzierung zu Makrophagen
mittels Western Blot. Anschliefend wurde der Einfluss von LPS und AT.-Rezeptor-Aktivierung
auf die Rezeptor-Protein-Expression tberpriift. Schliellich erfolgte die Evaluierung potentieller
AT>-Agonisten mittels IL-6-Assay. Dafur wurden PMA-differenzierte THP-1-Makrophagen
einem entziindlichen Stimulus (LPS) ausgesetzt. Unter der Annahme, dass ein intrinsisch aktiver
AT,-Rezeptor-Agonist die LPS-induzierte I1L-6-mRNA-Expressionssteigerung abschwacht,
wurden  JS5090, L162-389 und VRO008 jeweils einzeln im Rahmen von
Stimulationsexperimenten getestet. C21 diente als etablierter AT,-Rezeptor-Agonist als
Referenzsubstanz. Um eine AT2-Rezeptor-Abhéngigkeit beobachteter anti-inflammatorischer
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Effekte zu sichern, wurden Stimulationsexperimente unter AT.-Rezeptor-Blockade mittels
PD123319 durchgefuhrt. Die Quantifizierung erfolgte mittels gPCR.

4.1 PMA-abhangige Zelldifferenzierung, LPS und AT2-Agonisten als
Einflussfaktoren auf die AT.-Rezeptor-Protein-Expression in THP-1-
Zellen

Mittels Western Blot wurde der Einfluss der PMA-abhéngigen Differenzierung von THP-1-
Monozyten zu Makrophagen, sowie der Einfluss von LPS, bzw. Compound 21 auf die AT»-
Rezeptor-Protein-Expression von THP-1-Zellen untersucht. Da es sich um Ergebnisse eines
Einzelexperimentes handelt, die nicht in Folgeexperimenten verifiziert wurden, ist die
Interpretation der Daten nur eingeschrankt maoglich.

4.1.1 Die PMA-abhéangige Differenzierung von THP-1-Monozyten zu
Makrophagen fuhrt zu Steigerung der AT2-Rezeptor-Protein-Expression

PMA-differenzierte THP-1-Makrophagen zeigten eine zehnfach gesteigerte AT.-Rezeptor-
Protein-Expression (p = 0,0002) im Vergleich zu undifferenzierten THP-1-Monozyten. Dieses
Ergebnis deckt sich mit Beobachtungen von Okamura et al., die eine Heraufregulierung
verschiedener Komponenten des RAAS in PMA-differenzierten THP-1-Zellen beschreiben: Die
Arbeitsgruppe konnte eine 6,4-fache Steigerung der AT2-Rezeptor-mRNA 48 Stunden nach PMA.-
Differenzierung nachweisen. Dieser Effekt hielt fiir mindestens sieben Tage an®’. Die PMA-
abhangige Differenzierung von THP-1-Zellen ist also zundchst als Hilfsmittel zur Sensibilisierung
der Zellen auf Substanzen mit pharmakodynamischem Ansatzpunkt innerhalb des RAAS geeignet.
Allerdings beeinflusst PMA selbst die Genregulation der THP-1-Zellen und wirkt pro-
entziindlich’>"3, Die Dosierung und Inkubationsdauer von PMA sollte daher nicht allein
hinsichtlich der AT,-Rezeptor-Expression gewahlt werden. Ob und inwiefern PMA-freie THP-1-
Differenzierungsprotokolle, z. B. unter Nutzung von Calcitriol, glnstigen Einfluss auf die
Expression von Komponenten des RAAS nehmen ist bislang nicht geklart. Allerdings zeigen
Calcitriol-differenzierte THP-1-Zellen eine geringere Responsivitat auf LPS™,

4.1.2 Einfluss der AT,-Rezeptor-Stimulation auf die AT»-Rezeptor-Protein-
Expression

Die sechsstlindige Inkubation differenzierter THP-1-Makrophagen in Hungermedium mit 1 pmol/I
des AT,-Rezeptor-Agonisten C21 fuhrte zu einer Senkung der AT.-Rezeptor-Expression um etwa
80% im Vergleich zu unstimulierten THP-1-Makrophagen (p = 0.0001). Okamura et al. konnten
bereits eine Senkung der AT>-Rezeptor -mRNA-Expression in THP-1-Zellen um mehr als 50%
nach 24-stiindiger Angiotensin ll-Inkubation zeigen. Bei etwa gleicher Affinitdt wvon
Angiotensin Il fir den AT:- und AT2-Rezeptor und einer hoheren Expression von AT:-Rezeptoren
ist hier jedoch von einem AT:-Rezeptor-abhangigen Effekt auszugehen. Das Niveau der ATo-
Rezeptor-mRNA-Expression nach einer achtstindigen Angiotensin Il-Inkubation verblieb
auRerdem konstant®’. In einem zu dieser Arbeit vergleichbaren Versuchsaufbau fanden Menk et
al. keine Hinweise auf eine Beeinflussung der AT.-Rezeptor-Protein-Expression im Western Blot
durch Inkubation von THP-1-Zellen mit LPS oder einem AT2-Agonisten. Diese Diskrepanz kann
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maoglicherweise durch methodische Unterschiede in der Durchfuhrung des Assays erklart werden:
Das PMA-Differenzierungsprotokoll ahnelt dem Protokoll dieser Arbeit, inklusive Inkubationszeit
und PMA-Dosis. Auch die eingesetzten Dosen von LPS und C21 zur Stimulation sind
vergleichbar. Jedoch sind die Stimulationszeiten unterschiedlich (sechs vs. zwélf Stunden). THP-
1-Zellen dieser Arbeit wurden in Kulturmedium mit Penicillin und Streptomycin gehalten,
wohingegen Menk et al. mit Antibiotika-freien Medien arbeiteten. Zuséatzlich bestehen
verschiedene Bezugsquellen der THP-1-Zellen (ATCC in den USA bzw. DSMZ in Deutschland).
Unterschiede finden sich auch in der Wahl der fur die Quantifizierung des AT,-Rezeptor-Proteins
verwendeten Antikorper: Menk et al. nutzten polyklonale Anti-Maus-AT2R-Antikorper der Firma
Santa Cruz Biotechnology, deren AT.-Rezeptor-Spezifitit zuletzt in Frage gestellt wurde™.

4.1.3 Die Stimulation von THP-1-Makrophagen mit LPS fuhrt zur Reduktion der
AT>-Rezeptor-Protein-Expression

Auch die sechsstiindige Inkubation differenzierter THP-1-Zellen in Hungermedium mit 50 ng/ml
LPS (E. coli) fiihrte in dieser Studie zu einer Senkung der AT>-Rezeptor-Expression um etwa
56,84% (p =0.0008). Die LPS-induzierte Senkung der AT.-Rezeptor-Protein-Expression
erschwert somit moglicherweise den Nachweis AT:-Rezeptor-abhéngiger Effekte im THP-1-
Assay, da der durch PMA-Differenzierung induzierten Steigerung der AT.-Rezeptor-Protein-
Expression bedeutend entgegengewirkt wird. Auch unter Berticksichtigung der zuvor erwéhnten
widerspriichlichen Ergebnisse’® sollten MaRnahmen zur Sicherstellung bzw. Dokumentation einer
konstanten Expression des AT2-Rezeptor-Proteins bei Durchfuhrung des Assays getroffen werden.
Letzten Endes kdme auch ein Wechsel der Stimulationssubstanz in Frage: Okamura et al. konnten
fir eine Inkubation von THP-1-Makrophagen mit verschiedenen Zytokinen fur 24 Stunden,
darunter z.B. IL-lo und TNF-a, keine Alteration der AT2-Rezeptor-mRNA-Expression
feststellen®”. Weitere Experimente zur Charakterisierung der AT,-Rezeptor-Expression unter
Stimulation mit pro-inflammatorischen Substanzen sind somit notwendig.

4.2  Evaluierung potentieller AT>-Rezeptor-Agonisten mittels I1L-6-Assay

4.2.1 Bewertung der Pharmazeutika hinsichtlich ihrer Aktivitat am AT.-Rezeptor

Zur ldentifizierung von AT.-Agonisten unter den Blut-Hirn-Schranke-gangigen Substanzen
JS5090, L162-389 und VRO008 wurden die LPS-Stimulationsexperimente an PMA-
differenzierten THP-1-Makrophagen wie im Vorherigen beschrieben durchgefiihrt. Die
Abschwachung der LPS-induzierten IL6-mRNA-Expressionssteigerung sollte die intrinsische
Aktivitat der Substanz am AT>-Rezeptor zeigen, was gleichzeitig auch einen Hinweis auf eine
genugende Affinitdt am Rezeptor erbringen wirde. Die AT.-Rezeptor-Selektivitat etwaiger
Effekte sollte durch die Blockade mittels AT»-Antagonist PD123319 belegt werden.

Weder JS5090 noch L162-389 oder VR0008 konnten innerhalb dieser Studie sicher als AT»-
Agonisten verifiziert werden. Im Rahmen der Testung der jeweiligen Pharmazeutika in jeweils
drei unabhéngigen Experimenten war keine reproduzierbare signifikante und AT2-Rezeptor-
abhangige Absenkung der IL-6-mRNA-Expression nach LPS-Stimulation nachzuweisen. Eine
abschlieBende Bewertung der Substanzen hinsichtlich ihrer intrinsischen Aktivitat ist allerdings
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aus mehreren Grinden erschwert: Ein zentrales Problem ist, dass auch flr den etablierten AT>-
Agonisten C21, der eine hohe AT.-Rezeptor-Affinitat besitzt, trotz tendenzieller Effekte, keine
reproduzierbare signifikante Absenkung der LPS-induzierten IL-6-mRNA-Expression
nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu konnten Menk et al. in einem vergleichbaren
Versuchsaufbau eine signifikante Senkung der LPS-induzierten IL-6-, IL-10- und TNF-a-mRNA-
Expression durch dreistiindige Inkubation von THP-1-Makrophagen mit C21 feststellen’®. Dieser
signifikante Effekt war nach sechs- bzw. zwdélfstiindiger Inkubation nicht mehr zu beobachten, da
die entzundliche Antwort der THP-1-Zellen auf den LPS-Stimulus bereits zum groRten Teil
abgeklungen war. Es kann folglich argumentiert werden, dass mit der Wahl einer sechsstiindigen
Inkubationszeit in dieser Studie die ,Spitze“ der entziindlichen Reaktion und somit
maoglicherweise ein signifikanter antiinflammatorischer Effekt durch C21 verpasst wurde. In der
wissenschaftlichen Literatur finden sich jedoch systematische Untersuchungen, die fir die LPS-
induzierte IL-6-mRNA-Expression in THP-1-Zellen einen klaren Expressionsgipfel bei sechs
Stunden beschreiben®®. Diese Abweichungen sind angesichts der methodischen Homogenitat
dieser zu der von Menk et al. publizierten Studie nur schwer zu erklaren. Ubereinstimmungen
bestehen im Differenzierungs- und Zellkulturprotokoll sowie der fur die Stimulation gewahlten
Dosis von C21 und LPS (E. coli). Moglicherweise sind wiederum unterschiedliche Bezugsquellen
der THP-1-Zellen (ATCC in den USA bzw. DSMZ in Deutschland) fur die beobachteten
Differenzen verantwortlich. So ist zu vermuten, dass, seit Etablierung der THP-1-Zelllinie und
deren weltweiter Verbreitung, Sublinien entstanden sind, die sich nun uber H&ufung von
Spontanmutationen im Rahmen der Zellpassagen molekularbiologisch voneinander unterscheiden.
Die molekulargenetischen Unterschiede zwischen THP-1-Zellen der Anbieter ATCC und DSMZ
bzw. deren Einfluss auf die LPS-induzierte IL-6-mRNA-Expression sind jedoch bislang nicht
systematisch untersucht worden.

4.2.2 Problematik der Nutzung von PD123319 zum Nachweis AT.-Rezeptor-
abhangiger Effekte

In der hier dargelegten Studie wurde der AT.-Rezeptor-Antagonist PD123319 eingesetzt, um die
AT>-Rezeptor-Selektivitat von etwaigen Effekten der getesteten Substanzen zu verifizieren. So
konnte zum Beispiel in zwei von funf Experimenten der Effekt von C21 auf die IL-6-mRNA-
Expression (der statistisch allerdings nicht signifikant war) durch PD123319 signifikant gehemmt
werden (s. Abb. 14C und D). In zwei weiteren Experimenten flhrte die Inkubation mit PD123319
zu einer statistisch nicht signifikanten Hemmung der Effekte von C21 (s. Abb. 14A und B). Diese
Beobachtungen sind mit einem mdglichen AT»2-Rezeptor-abhéngigen, antiinflammatorischen
Effekt durch C21 zu vereinbaren, wie er bereits von Menk et al. beschrieben wurde’®. In einigen
der Experimente (s. Abb. 14C und D, 15A, 16A und C) lag die IL-6-mRNA-Expression in der
PD123319-Gruppe uber der in der LPS-Gruppe. Dieser, wenngleich bis auf eine Ausnahme (s.
Abb. 16A) statistisch nicht signifikante Effekt wére prinzipiell erklarbar mit einer Blockade der
konstitutiven, intrinsischen Aktivitat des AT»-Rezeptors durch PD 123,319, die auch in Zellen, die
nicht mit einem AT.-Rezeptor-Agonisten stimuliert wurden, zu einer background-Hemmung der
IL-6-mRNA-Expression gefiihrt haben konnte. Die konstitutive, intrinsische Aktivitat des AT»-
Rezeptors ist in der Tat in der Literatur beschrieben’”.
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In den Versuchen mit VR0008 und L612-389 kam es jeweils einmalig zur berraschenden
signifikanten Absenkung der IL-6-mRNA-Expression der PD123319-Gruppe im Vergleich zur
LPS-Gruppe. Diese Effekte kdnnen nicht mit AT.-Rezeptor-unabhé&ngigen, anti-entztndlichen
Wirkungen von VR0008 bzw. L612-389 erklart werden, da die Substanzen fur sich allein keine
signifikante Absenkung der IL-6-mRNA induzierten. Eine Interpretation der Daten i. S. einer
Interaktion von PD123319 mit den hier genannten Pharmazeutika kann aufgrund dieser einmalig
nachgewiesenen Effekte nicht sicher erfolgen.

Insgesamt wird die Verwendung von PD123319 zur Antagonisierung AT2-Rezeptor-vermittelter
Effekte in der wissenschaftlichen Gemeinde z. T. kontrovers diskutiert: Die Substanz hat zwar
eine hohe Affinitat fir den AT,-Rezeptor’®, ist aber wahrscheinlich ein partieller Agonist.
Agonistische Effekte sind z. B. durch Wagenaar et al. beschrieben worden®%'®. Zudem gibt es
Zweifel an der AT.-Rezeptor-Selektivitat der Substanz. Obwohl dies nicht den ATi-Rezeptor
betrifft, flir den PD123319 nur eine sehr geringe Affinitat aufweist, konnten Lautner et al. zeigen,
dass PD123319 als Antagonist des kiirzlich entdeckten Alamandine-Rezeptors MrgD wirkt®,
Daruber hinaus diskutieren Villela et al. mégliche antagonistische Effekte des Molekiils am Mas-
Rezeptor®'. In einem Maus-Modell der Angiotensin Il-abhangigen Induktion abdominaler
Aortenaneurysmata  fuhrte  PD123319-Koadministration ~ AT2-Rezeptor-unabhangig  zur
signifikanten Steigerung der Aneurysma-Inzidenz® — die molekularen Mechanismen dieses
Effekts blieben jedoch ungeklart. Vor diesem Hintergrund erscheint die Verwendung eines
alternativen AT>-Antagonisten als winschenswert. Allerdings steht nur eine einzige weitere
etablierte Substanz zur Verfigung: PD123199. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu
PD123319 sollte auch bei dieser Substanz die AT»-Rezeptor-Selektivitat kritisch hinterfragt
werden. Eine weitere Alternative konnte zukinftig die nicht-peptidische Substanz C38/M132
darstellen, fiir die ein AT.-Antagonismus nachgewiesen werden konnte®, Zusétzlich wurde ein
weiterer Nicht-Peptid-Antagonist des AT2-Rezeptors durch strukturelle Alteration von C38/M132
beschrieben®*. Einschrankend ist jedoch anzumerken, dass bislang nur wenig experimentelle
Erfahrung fur diese Molekile vorliegt und bis heute vornehmlich PD123319 als AT,-Antagonist
genutzt wird.
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4.2.3 Methodische Heterogenitat und Storfaktoren des THP-1-Assays in der
Literatur

Bei Sichtung der bestehenden wissenschaftlichen Tabelle 12: Eckdaten der THP-1-
Differenzierung und -Stimulation

Literatur  offenbaren  sich  groBe  methodische

. . . . THP-1-Zellen
Unterschiede in der Arbeit mit THP-1-Makrophagen
(Tabelle 12 zeigt die wichtigsten Eckdaten der Bezugsquelle: ATCC, USA
Zelldifferenzierung und Stimulationsexperimente dieser | Differenzierung
Arbeit). So existieren bis heute keine standardisierten PMA-Dosis: 0,5 pmol/I bzw.
Protokolle fir die verbreitete PMA-abhangige 300 ng/ml
Differenzierung von THP-1-Zellen’®. Die verwendeten Inkubationszeit: 3 Stunden
Dosen von PMA rangieren in einem Bereich von 10 bis Recovery period: 24 Stunden
400 ng/ml (in dieser Studie etwa 300 ng/ml)"3. Dabei [ Stimulation
sind PMA-Inkubationszeiten von wenigen Stunden bis LPS-Spezies: E coli
tiber mehrere Tage beschrieben’®. Die Nu_tzung und 55 Dosis. ST
Dauer von sogenannten recovery periods, also _ _
Inkubationsintervallen mit PMA-freiem Medium, ist Dosis Agonist: LM
uneinheitlich: So kénnen PMA-freie Intervalle einige | DOSis Antagonist: 10puM
Stunden bzw. bis zu 10 Tage andauern’2. Alle genannten Inkubationszeit: 6 Stunden

Variablen  der  THP-1-Differenzierungsprotokolle

nehmen letztlich Einfluss auf Phanotyp und Funktion der THP-1-Makrophagen’?. Bislang wurden
lichtmikroskopischer Phénotyp und Adhasivitait der THP-1-Zellen als Indikatoren einer
vollstandigen Differenzierung zu THP-1-Makrophagen genutzt. Sie kénnen jedoch keine genaue
Aussage zur Zusammensetzung der Makrophagen-Population und ihrer biologischen Aktivitét
erbringen’?.

Die Nutzung héherer PMA-Dosen zur Differenzierung erscheint insgesamt nachteilig: Maess et
al. konnten zeigen, dass eine 48-stiindige PMA-Differenzierung in Dosen von 100 ng/ml zu einer
Voraktivierung von THP-1-Makrophagen tber den CCR7-Rezeptor flihrt. Die Responsivitat auf
entziindliche Stimuli wie TNF-a und LPS wurde so abgeschwiicht®®. Die Reduktion der PMA-
Dosis auf 10 ng/ml fur 48 Stunden sowie 2,5 ng/ml PMA fir weitere 24 Stunden konnte hingegen
die vollistandige Differenzierung naiver THP-1-Makrophagen gewahrleisten und die Responsivitat
der Zellen erh6hen®. Erhghte PMA-Konzentrationen steigern dartiber hinaus dosisabhéngig die
Expression verschiedener Zytokine und Chemokine und wirken damit selbst pro-entzindlich (z. B.
TNF-a, IL-8, MIP-1B, IL-1B)". Eine Reduktion der PMA-Dosis macht letztlich die Detektion
entziindlicher Antworten, auch auf schwéchere Stimuli, moglich”. Die hier zitierten Autoren sind
sich daher einig, dass die PMA-Dosis bei THP-1-Differenzierung insgesamt niedrig gehalten
werden sollte, wobei die exakte Dosierung und die einzelnen Inkubationszeitrdume auch unter
diesen Publikationen voneinander abweichen’>7385 Erfolgreiche Differenzierungen sind schon ab
PMA-Dosen von 8 bis 25 nmol/l beschrieben’®. Dies entsprache einer Reduktion der in dieser
Studie verwendeten PMA-Konzentration auf unter 5% der Ausgangsdosis.

Unterschiede bestehen ferner beziglich der Substanzen, die zur Induktion der entzlindlichen
Antwort in THP-1-Makrophagen genutzt werden. So werden verschiedene Zytokine (z. B. TNF-a
oder IFN-y), jedoch auch eine Vielzahl anderer Molekiile (z. B. Fettsduren, Amyloid-f) verwendet.
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Zu den am hdufigsten verwendeten Substanzen zahlen LPS, also bakterielle Zellwandbestandteile,
die direkt, z. B. lber den Toll-like-Rezeptor 4-MD-2-Rezeptor-Komplex, von THP-1-Zellen
erkannt werden. LPS induzieren MyD88-abhéngig die Aktivierung von NF-xB, welche zu einer
Stimulation der Transkription und Synthese vom pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a sowie zur
Vermittlung Typ-1-T-Helferzell-abhangiger Immunantwort fiihrt®. In einem weiteren Signalweg
induzieren LPS TRIF-abhéngig die Bildung von IFN-y und Stickstoffmonoxid®. Die Nutzung von
LPS ist hinsichtlich der Notwendigkeit der interexperimentellen Vergleichbarkeit bzw.
Reproduzierbarkeit fur das hier verwendete Assay problematisch: Gaekwad et al. beschreiben eine
heterogene Immunantwort monozytérer Zellen auf Lipid A, einer hydrophoben Doméne innerhalb
des LPS-Molekils, die den eigentlichen inflammationsinduzierenden Bestandteil von LPS
bildet®®®”. So zeigen sich deutliche Abweichungen der Lipid A-Struktur innerhalb verschiedener
Bakterienstamme, die mit signifikanten Unterschieden bezlglich der entziindlichen Potenz sowie
des Zytokin-Expressionsmusters (z. B. von TNF-o, IL-1B, IL-6) einhergehen®®. Die dabei
bedienten Signalwege kdnnen voéllig voneinander abweichen: So aktivieren z. B. LPS von Vibrio
cholerae selektiv MyD88-abhéngige Signalwege, wohingegen LPS von Salmonella Typhimurium
MyD88-unabhangige Signalwege vermitteln®. Auch Mathiak et al. beschreiben abweichende
Zytokin-Expressionsmuster von TNF-a, IL-1, IFN-p, IL-10 und MCP-1 im whole-blood-Assay,
in Abhédngigkeit von der Ursprungsspezies der LPS®. Doch auch bei ausschlieBlicher Nutzung
von LPS eines bestimmten Bakterienstammes ist eine deutlich abweichende entziindliche Potenz
zwischen verschiedenen LPS-Chargen desselben Herstellers laborpraktischer — Alltag.
Madglicherweise ist diese Beobachtung u. a. auf eine Kontamination der LPS-Isolate durch andere,
pro-entziindliche Zellwandbestandteile zuriickzufithren®. Da ein Wechsel der LPS-Charge auch
im Rahmen dieser Experimentreihe erfolgen musste, sind diese Erkenntnisse fiir die Interpretation
der Ergebnisse von besonderer Relevanz.

AbschlieRend sollte angemerkt werden, dass flr Differenzierungsprotokolle mit erhéhter PMA-
Dosis inkonsistente entziindliche Antworten der THP-1-Zellen auf LPS-Stimuli belegt wurden: So
konnten Lund et al. nachweisen, dass mit hoher PMA-Dosis (50 bis 100 nM) differenzierte THP-
1-Zellen mit schwankender entziindlicher Antwort (Anstieg TNF-a-Expression) auf niedrige LPS-
Dosen (10 ng/ml LPS) in Abh&ngigkeit vom Zeitpunkt der Stimulation nach PMA-Inkubation
reagierten’2. Eine Niedrigdosis-PMA-Differenzierung (8 bis 25 nM) fiihrte jedoch zu einer
stabilen, entziindlichen Antwort auf Stimulation durch LPS mit Dosen zwischen 10 bis 100 ng/ml
tiber bis zu fiinf Tage nach Differenzierung’®. Somit kann der zeitliche Abstand zwischen THP-1-
Differenzierung und Stimulationsexperiment eine weitere EinflussgroRe auf die entziindliche
Antwort der THP1-Zellen auf LPS-Stimulation darstellen.

4.2.4 Vereinheitlichung des THP-1-Assays zur Verbesserung der
Reproduzierbarkeit

Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Etablierung eines In-vitro-Assays zur Testung neuer ZNS-
gangiger Pharmazeutika auf ihre intrinsische Aktivitat am AT2-Rezeptor. Dafiir wurde ein bereits
von Rompe et al. etabliertes 1L-6-Assay auf die monozytare Zelllinie THP-122 tibertragen. Mit der
Verwendung einer Zelllinie im Gegensatz zu primdren Zellen sollten die Vereinfachung des
Versuchsprotokolls und die damit verbundene Kostenreduktion eine Durchfiihrung des Assays bei
hohem Substanzdurchlauf ermdglichen. Dartiber hinaus wurde der Anspruch auf eine gute
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Reproduzierbarkeit mit insgesamt konsistenten Versuchsergebnissen gestellt. Obwohl die in
Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe entstandene Publikation von Menk et al. zeigt, dass ein
Nachweis agonistischer Aktivitat am AT2-Rezeptor prinzipiell mdglich ist, konnte diese Arbeit flr
den etablierten AT2-Agonisten C21 sowie fiir die Substanzen JS5090, L162-389 und VR0008
keine kongruent signifikante Reduktion der LPS-induzierten IL-6-mRNA-Expression nachweisen.
Somit ist eine Bewertung der neuen ZNS-géngigen Pharmazeutika JS5090, L162-389 und VR0008
hinsichtlich ihrer intrinsischen Aktivitat am AT2-Rezeptor nicht sicher mdglich. Wie bereits
ausfihrlich im vorhergehenden Abschnitt diskutiert, erschweren eine Vielzahl nachgewiesener
methodischer Einflussfaktoren die Reproduktion von Ergebnissen. Vor diesem Hintergrund
erscheint das IL-6-THP-1-Assay als einfaches Hochdurchsatz-Screening-Verfahren potentieller
AT>-Rezeptor-Agonisten ungeeignet. Eine Verwendung des Assays zur Untersuchung der
physiologischen Funktionen des AT:-Rezeptors bzw. des RAAS in Makrophagen erscheint
dennoch sinnvoll, da THP-1-Zellen in vielen physiologischen Kernaspekten primaren Monozyten
bzw. Makrophagen &hneln®. Einer Ubertragung der im Assay gesammelten Erkenntnisse auf In-
vivo-Verhaltnisse sollte jedoch prinzipiell eine Uberpriifung in primaren Zellen vorausgehen.
Daruber hinaus sind eine Anzahl methodischer Optimierungen notwendig, um die Reliabilitat und
Reproduzierbarkeit des Assays zu verbessern.

Von zentraler Bedeutung erscheint dabei die Vereinheitlichung des PMA-
Differenzierungsprotokolls, die bereits von Maess et al. sowie Lund et al. angeregt wurde. Die
Reduktion der PMA-Dosis auf die niedrigste fur eine vollstandige und stabile Zelldifferenzierung
notwendige Dosis, attenuiert den u. a. pro-inflammatorischen Einfluss von PMA auf die RNA-
und Protein-Expression der THP-1-Makrophagen und sensibilisiert diese flir schwachere,
entziindliche Stimuli’>"8, Da lichtmikroskopische Morphologie und Oberfliachenadhasion nur
grobe Marker des Differenzierungsprozesses darstellen, sollten weitere Kontrollmechanismen der
THP-1-Zelldifferenzierung zur genauen Charakterisierung von THP-1-Makrophagen und deren
physiologischen Eigenschaften etabliert werden. Daigneault et al. verglichen so THP-1-
Makrophagen verschiedener Differenzierungsprotokolle, z. B. hinsichtlich ihrer Zellkern-
Zellplasma-Relation, intrazellularen Lysosom- und Mitochondrien-Konzentration sowie des
basalen Zytokin-Expressionsmusters und der Resistenz gegeniiber UV-strahlungsinduzierter
Apoptose®®. Das Differenzierungsprotokoll konnte durch Etablierung eines fiinftagigen
Inkubationsintervalls in PMA-freiem Medium so angepasst werden, dass THP-1-Makrophagen
sich hinsichtlich ihrer physiologischen Eigenschaften MDM (monocyte derived macrophages)
annaherten. Dies betont die Bedeutung einer kontrollierten Zelldifferenzierung unter Abgleichung
zentraler physiologischer Eigenschaften der THP-1-Makrophagen mit denen von primaren Zellen.

Wie bereits dargelegt, ist mit der Verwendung von biochemisch-heterogenen LPS verschiedener
Chargen eine uneinheitliche, pro-inflammatorische Potenz  verbunden, die eine
interexperimentelle Vergleichbarkeit in der Arbeit mit THP-1-Makrophagen zusatzlich
erschwert®. Daher sollten, soweit moglich, besondere MaRnahmen zur Gewihrleistung der
Reinheit und homogenen Zusammensetzung der genutzten LPS getroffen werden. Weiterhin
sollten, wenn maglich, alle Experimente einer Studie mit einer einzigen LPS-Charge durchgefiihrt
werden. Bei Hinweis auf eine LPS-abhangige Reduktion der AT.-Rezeptor-Protein-Expression im

55



Diskussion

Rahmen dieser Arbeit ist jedoch auch ein Wechsel des entzlindlichen Stimulus zur Evaluierung
AT,-Rezeptor-abhangiger Effekte zu erwdgen. Hierfiir kime z. B. TNF-a in Frage®’.

SchlieRlich sollte die Nutzung von PD123319 zum Nachweis AT2-Rezeptor-abhéngiger Effekte
kritisch hinterfragt werden, da die Substanz als partieller Agonist des AT»-Rezeptors gilt und
Interaktionen mit weiteren Rezeptoren wie dem Alamandine- und Mas-Rezeptor beschrieben
worden sind®®®!, Unter Beriicksichtigung der mangelnden Etablierung neuer AT2-Antagonisten
wie z. B. C38/M132 sollten gegebenenfalls weitere Methoden zur Sicherstellung der AT-
Rezeptor-Spezifitat beobachteter Effekte im THP-1-Assay hinzugezogen werden.

56



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund einer steigenden Inzidenz neurologischer Erkrankungen in den alternden
Gesellschaften der groRen Industrienationen kommt der Erschlielung neuer und effektiver
Behandlungsstrategien ~ eine  immer  groBere  medizinisch-ethische,  aber  auch
gesundheitsokonomische Bedeutung zu. Dies erfordert die Identifizierung neuer
molekularbiologischer Angriffspunkte zur Entwicklung neuartiger Pharmazeutika. Seit der
Entdeckung des AT»>-Rezeptors hat sich unser Verstandnis vom Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System kontinuierlich erweitert. So deutet Evidenz aus tierexperimentellen Studien auf eine
neuroprotektive Rolle des AT»-Rezeptors im Rahmen zerebraler bzw. neurovaskuldrer
Erkrankungen hin. Die anti-entzlindlichen, anti-apoptotischen und neurotrophischen Effekte der
pharmakologischen AT»>-Rezeptor-Stimulation konnten bereits in verschiedenen Tiermodellen
neurodegenerativer bzw. chronisch-entzindlicher Erkrankungen des ZNS sowie in Modellen des
ischamischen Hirninfarkts und traumatischer Lasionen des ZNS bzw. PNS genutzt werden. Da
bislang alle verfiigharen AT>-Rezeptor-Agonisten nicht in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke
zu Uberwinden, wird die Entwicklung neuer ZNS-gangiger AT2-Agonisten vorangetrieben. Neue
Substanzen werden so durch chemische Alteration AT:-agonistischer Ausgangsmolekile
synthetisiert und missen konsekutiv erneut auf ihre intrinsische Aktivitdt am AT.-Rezeptor
gepruft werden. Die Etablierung eines methodisch einfachen, reproduzierbaren Assays zur
Bestimmung der intrinsischen Aktivitat neuer ZNS-gangiger Molekile mit Affinitdt am AT»-
Rezeptor war Ziel dieser Arbeit.

Zu diesem Zweck wurde ein bereits in priméren Zellen erprobtes Assay auf die monozytdre
Zelllinie THP-1 ubertragen. Dafiir wurden zunéchst der Einfluss der PMA-Differenzierung sowie
die Effekte der Stimulation durch den etablierten AT.-Rezeptor-Agonisten C21 auf die AT»-
Rezeptor-Protein-Expression der THP-1-Zellen untersucht: Die PMA-abhéngige Differenzierung
von THP-1-Monozyten zu Makrophagen fulhrte zu einer zehnfachen Steigerung der AT2-Rezeptor-
Expression im Western Blot (p =0,0002). Somit konnten die Vorteile der PMA-abhéngigen
Differenzierung zur Detektion AT.-Rezeptor-abhdngiger Effekte in THP-1-Zellen bestatigt
werden. Allerdings war nach Stimulation der differenzierten THP-1-Makrophagen durch 1 pmol/I
des AT,-Rezeptor-Agonisten C21 fiir sechs Stunden eine Absenkung der AT.-Rezeptor-Protein-
Expression um etwa 80% im Vergleich zu unstimulierten THP-1-Makrophagen (p =0,0001)
festzustellen. AnschlieBend wurden die neuen ZNS-géngigen Pharmazeutika JS5090, L162-389
und VRO0008 hinsichtlich potentieller, AT-agonistischer Effekte getestet. Daflr wurde
angenommen, dass ein AT>-Agonist die LPS-induzierte 1L-6-mRNA-Expressionssteigerung in
THP-1-Makrophagen abschwécht. Die AT»-Rezeptor-Spezifitat sollte dabei durch Blockade
beobachteter Effekte durch den AT>-Antagonisten PD123319 sichergestellt werden.

Zusammenfassend konnte im Rahmen des THP-1-Assays keine Evidenz fur einen AT2-Rezeptor-
Agonismus der Substanzen JS5090, L162-389 und VR0008 gewonnen werden. Die Interpretation
der vorliegenden Daten in dieser Hinsicht ist allerdings nicht méglich, da die Validierung des
Assays mit dem etablierten AT,-Agonisten C21 nicht erfolgreich war, weil eine signifikante
Absenkung der LPS-induzierten IL-6-mRNA-Expression durch C21 nicht zuverldssig und
reproduzierbar nachgewiesen werden konnte. Angesichts der Fragilitat des Assays gegentiber
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methodischen Alterationen und dessen hoher interexperimenteller Variabilitat selbst bei nahezu
identischen Versuchsprotokollen, ist das IL-6-THP-1-Assay als Hochdurchsatz-Screening-
Verfahren potentieller AT,-Rezeptor-Agonisten ungeeignet. Die bestehende wissenschaftliche
Literatur zur experimentellen Arbeit mit THP-1-Makrophagen offenbart zudem die methodische
Heterogenitat der genutzten Differenzierungs- und Stimulationsprotokolle. Um die
Reproduzierbarkeit von AT>-Rezeptor-bezogenen Forschungsergebnissen in der Arbeit mit THP-
1-Zellen zu verbessern, sollten MaRnahmen zur genaueren Charakterisierung von THP-1-
Makrophagen nach Differenzierung etabliert werden. Zudem ist die Nutzung von LPS als
inflammatorischer Stimulus problematisch, da die heterogene, biochemische Zusammensetzung
der LPS mit einer uneinheitlichen, pro-inflammatorischen Potenz verbunden ist. Bei Hinweisen
auf eine LPS-abhédngige Senkung der AT>-Rezeptor-Protein-Expression im Rahmen dieser Arbeit
ist ein Wechsel des entziindlichen Stimulus zur Evaluierung AT2-Rezeptor-abhéngiger Effekte zu
erwégen. SchlieBlich sollten wegen der partiell agonistischen Eigenschaften und der fraglichen
AT>-Rezeptor-Selektivitdt des AT.-Antagonisten PD123319 die Etablierung neuer AT»-
Antagonisten wie z. B. C38/M132 bzw. anderer Methoden zur Sicherstellung der AT2-Rezeptor-
Spezifitat beobachteter Effekte angestrebt werden.
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