Aus der Klinik fir Nephrologie und Endokrinologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

»Einfluss des lysophospholipidbasierten Immunmodulators FTY720 auf
die Cyclosporin A induzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in
glatten Gefalimuskelzellen®

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Lukas Witte

aus Hannover



Gutachter/in: 1. Prof. Dr. med. M. van der Giet
2. Prof. Dr. med. B. Sanner
3. Prof. Dr. med. K. Kisters

Datum der Promotion: 08.04.2011



Erlaubnis fiir die Durchfiihrung von Tierexperimenten:

Aktenzeichen: O 0086/ 01
Datum der behérdlichen Genehmigung: 27.04.2001



|. Inhaltsverzeichnis I

I. Inhaltsverzeichnis

I Y 01 =T (1 T PR 1
1.1 NIEreNINSUTIZIENZ ....uvviiiiieiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e 2
1.2 Nierentransplantation und deren medikament@&sgelRtherapie...........c.cccvvvviiiiincee 2
1.3 Nebenwirkungen der immunsuppressiven TherapiBa. ... ...ueeccieiienieeeeeeeeeieeeeeieeeeeee 5
1.4 Neue immunsuppressive Therapi@OPtiONEN oo 6
ST IR VST o] o 1] o] o] {10 o = 0 8
G o = o =] (=] 0 o Vo PSP 11

2. Material UNd MELNOUEN .........eiiiiiiie et e e e e as 12
P2 R Y = L= = | TR 12

2.1.1 SUBSTANZEN.....uuiiiiiiiiiieeeee ettt ettt a e e e e e e 12
p A U =T [0 1T U o = o S 13
2. 1.3 VEISUCNSHIEIE ... ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaennnne 13
2.1.4 Gerate und HIlfSMITEL..........oooiiti s 14
2.1.5 VerbrauChSmMAateriali®n ................ e et e ee et e e 15
2.01.6 SOMWAIE ...ooiiiiiiie et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeas 15
P Y =1 [0 o [T o PP SRR 15
2.2.1 Anlegen einer Zellkultur aus glatten Gefal3aleellen ............ccccvveiiiiiiiinne. 15
2.2.2 ZEHPTIEUE ... —————————aaaaaaa 16
2.2.3 EinfUhrung in die FluoreszenzteChNIK. .. oooooeeeeiiiiiieieece e 16
2.2.4 Das FIUOrOChrOMABICEDA ... .ot eem e e e e e e e e eaa e 17
2.2.5 Vorbereitung der ZellEN...... ... 18
2.2.6 Beladung mit BIDCFDA ... ..ot e e e e e e e e 18
2.2.7 SUMUIATION. ...ttt e e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e eeeeas 19
2.2.8 Messung am Fluoreszenz-Image-Plate-Read@PRL..........ccccoeevveeeeeiiiiiiiiieiiiiiinns 19
2.2.9 StatiStiISCNE AUSWEITUNG .....cevuiiriitmmmmmmm e e e e e ettt e e e e e e e e e aeeeaeeaeaeeeeeeeeenes 20

BT =l (o= o] 0 1S PP TRPPT 21
3.1 Zeitabhangige Auswirkung von Interleukir1€yclosporin A, Sphingosin-1-

Phosphat, SEW-2871 und FTY720-P auf die R¢tolo von ROS durch VSMCs........... 21
3.1.1 Zeitreihe mit INtErEUKINBL........eeiiiiiieiee e 22
3.1.2 Zeitreihe mit CYCIOSPOIIN Aot 23

3.1.3 Zeitreihe mit Sphingosin-1-Phosphat...........ccccovvviviiiiiiii e, 24



I. Inhaltsverzeichnis 1

3.1.4 Zeitreine mMit SEW-2871 .......uiiiii e 25
3.1.5 Zeitrelne Mt FTYT720-P ....uuueiiiii i 26
3.2 Dosisabhangige Auswirkung von Interleukifi;Xcyclosporin A, Sphingosin-1-
Phosphat, SEW-2871 und FTY720-P auf die R«tbolo von ROS durch VSMCs........... 27
3.2.1 Konzentrationsreihe mit Interleukifi-L............ooeeiiiiiiieeeeen 28
3.2.2 Konzentrationsreine mit CyClOSPOiN A....ccoeeeieiiiiiiiiiiiieeee e eeeeeeeeeeeeeeneeeeees 29
3.2.3 Konzentrationsreihe mit Sphingosin-1-Phosphat.............ccccoevvvviiiiiciiicces 30
3.2.4 Konzentrationsreine mit SEW-2871 ... 31
3.2.5 Konzentrationsreine mit FTY720-P ..o 32
3.3 Dosisabhangiger Einfluss von Sphingosin-1-Phasg-TY720-P und SEW-2871 auf
Cyclosporin A StiMUIIENE VSIMCS .....uuuiiceieiiiieiieeeeiiiirss s s e e e e e e e e e e e eeaeeeeneaeeeeeeeannen 33
3.3.1 Dosisabhangige Reaktion von Sphingosin-14gthetamit Cyclosporin A................. 34
3.3.2 Dosisabhangige Reaktion von FTY720-P mit @y@brin A......ooovriiiiiiiiiiiiiiieeeenn 35
3.3.3 Dosisabhangige Reaktion von SEW-2871 mit @&@mrin A .......cccooeveeieiiiiiiiiiiiiiinns 36

3.4 Einfluss der S1P-Rezeptorantagonisten JTEXMRE,-23019 und CAY-10444 auf die
durch Interaktion von S1P, FTY720-P und SE8V1 mit CyA entstehende ROS-

Produktion iN VSMECS ... e e e e e e e e e eeeeaaanees 37

3.4.1 Reaktion von CyA und S1P mit JTE-013, VPCI1ZB0Ond CAY-10444 ................... 38
3.4.2 Reaktion von CyA und FTY720-P mit JTE-013,G/P3019 und CAY-10444......... 39
3.4.3 Reaktion von CyA und SEW-2871 mit JTE-013CVE3019 und CAY-10444......... 40

A, DISKUSSION ..ottt s+ e et ettt et ettt bbb e e e e e e e eaa e e e e e e e e e eeeaeeeeeeeeeebrbnnnnnn s 41
5. ZUSAMMENTASSUNG ....ciiiiieii ittt eeemmmms e e e e e e e e ettt et e e ta bbb e e e s eeeeaa s s e e e e e eeeaeeaeeeeeeesnnnnes 45
6. LiteratUrVerZEICHNIS . ......coi ittt ettt e e e et e e e e e bbb et e e e e e e e e e aeeaeeeas a7
A =T 1S T U o PR 53
8. LEDENSIAUT ...ttt 54

= L U o PR 55



[I. Abbildungsverzeichnis 1l

[I. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Metabolismus des SphiNgOMYEIINS o o.ee..ieiiiiiiiiiiiiee e 9

Abbildung 2: Jablonski-Diagramm (MOAIfiZIEI).eeeee.iioeeee e e 16

Abbildung 3: Aufbau von (a) #DCFDA, (b) HDCF und Bildung von (c) fluoreszierenden DCF
AUICN ROS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 18

Abbildung 4: Darstellung einer zeitabhangigen RO&dBktion von glatten Gefalmuskelzellen
aus Rattenaorten mit Hilfe des Fluorophos®BFDA nach Stimulation mit Interleukingl
0 o 1 0 PSP 22

Abbildung 5: Darstellung einer zeitabhangigen RQ@&dRktion von glatten Gefalimuskelzellen
aus Rattenaorten mit Hilfe des Fluorophog®BFDA nach Stimulation mit Cyclosporin A
0 T o 7 0 PSP 23

Abbildung 6: Darstellung einer zeitabhangigen RO&dRktion von glatten Gefalimuskelzellen
aus Rattenaorten mit Hilfe des Fluorophos®B8FDA nach Stimulation mit Sphingosin-1-
o 101 o 0 = L R P PP PUPUPPPPUPTT 24

Abbildung 7: Darstellung einer zeitabhangigen RO&dRktion von glatten Gefalimuskelzellen
aus Rattenaorten mit Hilfe des Fluorophos®BFDA nach Stimulation mit SEW-2871

Abbildung 8: Darstellung einer zeitabhangigen RO@&dRktion von glatten Gefalimuskelzellen
aus Rattenaorten mit Hilfe des Fluorophos®B8FDA nach Stimulation mit FTY720-P
0 T T 7 0 PP 26

Abbildung 9: Darstellung einer dosisabhangigen RRd&duktion von glatten
GefalRmuskelzellen aus Rattenaorten mit Hilfe dasrBphors HDCFDA nach
Stimulation mit INterleUKIN-.........coooi i e 28

Abbildung 10: Darstellung einer dosisabhéngigen D& uktion von glatten
GefalRmuskelzellen aus Rattenaorten mit Hilfe dasrbphors HDCFDA nach
Stimulation Mit CYCIOSPOIIN A ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eeeeebebasnnaaneeeannn s 29

Abbildung 11: Darstellung einer dosisabhéngigen FE@&luktion von glatten
GefalRmuskelzellen aus Rattenaorten mit Hilfe dasrbphors HDCFDA nach
Stimulation mit Sphingosin-1-Phosphat.......ccooviiiiieieierr e 30

Abbildung 12: Darstellung einer dosisabhéngigen FEO&luktion von glatten
GefalRmuskelzellen aus Rattenaorten mit Hilfe dasrBphors HDCFDA nach
Stimulation mit SEW-2871 (LG/MI) oo e e e e n e 31



[I. Abbildungsverzeichnis \Y

Abbildung 13: Darstellung einer dosisabhéngigen FRD&luktion von glatten
GefalRmuskelzellen aus Rattenaorten mit Hilfe dasrBphors HDCFDA nach
SMUIAtION MIE FTY720-P ..o e e 32
Abbildung 14: Darstellung einer dosisabhéngigen kieimg der Cyclosporin A (10ug/ml)
induzierten ROS-Produktion von glatten GefaBmusligla von Rattenaorten durch
Kombination dem Lysophospholipid SLIP........ceeeeeiiiiiineiee i 34
Abbildung 15: Darstellung einer dosisabhéngigen kieimg der Cyclosporin A (10ug/ml)
induzierten ROS-Produktion von glatten GefaBmusHigla von Rattenaorten durch
Kombination mit dem S1P-Analogon FTY720-P ...cceciiiiiiiee e 35
Abbildung 16: Darstellung einer dosisabhéngigen kieimg der Cyclosporin A (10ug/ml)
induzierten ROS-Produktion von glatten GefaBmusligla von Rattenaorten durch
Kombination mit dem S1FRezeptoragonisten SEW-2871...........ccooiicccceemvvvvvvnnnnnnnnn. 36
Abbildung 17: Darstellung einer Hemmung der CyctogpA (10ug/ml) induzierten ROS-
Produktion von glatten GefalBmuskelzellen aus Rattean durch Sphingosin-1-Phosphat
(1pg/ml) alleine und in Kombination mit spezifisch&ntagonisten am S1g (VPC-
23019 10umol/l), S1P (Cay-10444 1umol/l) und SiRezeptor (JTE-013 10umol/l).....38
Abbildung 18: Darstellung einer Hemmung der CyctogpA (10ug/ml) induzierten ROS-
Produktion aus glatten Gefalimuskelzellen von Ratte¢an durch FTY720-P (1pg/ml)
alleine und in Kombination mit spezifischen Antagen am S1ps- (VPC-23019
10pmol/l), S1R- (Cay-10444 1umol/l) und SiHRezeptor (JTE-013 10pmol/l)................ 39
Abbildung 19: Darstellung einer Hemmung der CyctogpA (10ug/ml) induzierten ROS-
Produktion aus glatten Gefalimuskelzellen von Ratt¢en durch SEW-2871 (1pg/ml)
alleine und in Kombination mit spezifischen Antagben am S1ps- (VPC-23019
10pmol/l), S1R- (Cay-10444 1umol/l) und SHRezeptor (JTE-013 10pmol/l)................ 40



[ll. Abkirzungsverzeichnis

[ll. Abkirzungsverzeichnis

APC (engl.)
CyA

DCF

DMEM
DMSO
eNOS
FLIPR (engl.)
GRF

HDL (engl.)
HEPES

HLA

IL

MCP-1 (engl.)
MHC (engl.)
NaCl

NADP
NaHCGO
NaHPO,

NO

NOX

H.DCF
H.DCFDA
MgCl,

MMF

PBS (engl.)
ROS

S1P

SM

SPC

VSMC (engl.)

antigenprasentierende Zellen
Cyclosporin A

2',7’-dichlorfluorescein
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

endotheliale Stickstoffoxid-Synthease
Fluorescence-Image-Plate-Reader

glomerulare Filtrationsrate

high density lipoprotein

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethalisaosaure
humanes Leukozytenantigen
Interleukin

monocyte chemoatractant protein 1

Major histocompatibility complex

Natriumchlorid
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Natriumhydrogenkarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat

Stickstoffmonoxid

NADPH-Oxidase

2', 7’-dihydrodichlorfluorescein

2', 7’-dihydrodichlorofluorescin diacetate
Magnesiumchlorid
Mycophenolate Mofetil

Phosphat-Buffered-Saline (Phosphatffepe Salzlésung)
reaktive Sauerstoffspezies
Sphingosin-1-Phosphat

Sphingomyelin

Sphingosylphosphorylcholin

vascular smooth muscle cell (glatté&gBenuskelzelle)



1. Einleitung 1

1. Einleitung
Trotz vieler medizinischer Fortschritte in den tetz Jahrzehnten gibt es bisweilen keinen Weg,

der bei einem Organversagen an einer Transplantatibeifiihrt. So wurden zum Beispiel nach
Angaben der Deutschen Stiftung fur Organtransplemtam Jahr 2007 2.907 nierenkranke
Patienten mit einem neuen Organ versorgt. Laut tEamsplant standen Ende 2007 jedoch 5.009
weitere Patienten aus Deutschland auf der Wasesdiist eine Nierentransplantation. Aul3erdem
mussten laut dem Bericht von QuasSi-Niere 2006 &98its organtransplantierte Patienten in die
Dialysebehandlung zurtickkehren (Frei 2008). Aufgrdes Mangels an Spenderorganen ist es
wichtig, die Empfanger gut auszuwahlen und die Ll Organverluste durch Insuffizienz und
AbstoBung so weit wie mdoglich zu reduzieren. Desmegnird umfangreich an den
immunologischen Problemen bei Transplantationen uméglichen pharmazeutischen
Interventionsmdaglichkeiten geforscht.

Allgemein lasst sich beobachten, dass es in detetezehn Jahren mit der Einfihrung neuer
Immunsuppressiva zu einer deutlichen Reduktioneak@ibstoRungskrisen von ca. 50% auf 20-
30% in der Posttransplantationsphase kam (Meiezd€he, Schold et al. 2004; Flechner, Feng
et al. 2005). Deshalb steht zurzeit vor allem dieheréipie der chronischen
Transplantatdysfunktion im Vordergrund der Forschuhlierbei handelt es sich um eine
arteriosklerotisch bedingte Gefal3vaskulopathie, ldigtendlich zur Organinsuffizienz fuhrt
(Trapp and Weis 2005). Ursache hierfur sind nebem glansplantationstechnisch bedingten
Schadigungen und immunologischen Einflissen auclbeigirkungen der verwendeten
immunsuppressiven Medikamente. Viele dieser toxdsctschaden manifestieren sich auf
direktem und indirektem Weg an den Gefél3en dessptantats. So fihren einige Medikamente
zum Beispiel Gber Enzyminduktion zu einer pathddobgen Sauerstoffradikalproduktion, die
direkten Einfluss auf die GefaRhomeostase hat (lraamo Weis 2005).

Um diese Probleme zu reduzieren, sind in den letztahren einige Medikamente mit
verschiedenen neuen Ansatzen entwickelt und erproiotdlen. Unter ihnen befindet sich das
FTY720, ein Sphingosin-1-Rezeptorantagonist, dee dfigration von T-Lymphozyten
beeinflusst. Daruber hinaus wird weiterhin an deathpphysiologischen Grundlagen der

Transplantatdysfunktion geforscht, da bis heute @mnoch viele Fragen offen sind.
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1.1 Niereninsuffizienz

Wie kommt es uberhaupt dazu, dass ein Patientreine Niere bendtigt? Ursache ist meist eine
terminale Niereninsuffizienz. Diese rein funktidieeklinische Bezeichnung beschreibt generell
die eingeschrankte Fahigkeit der Niere, harnpfigehtSubstanzen in ausreichendem Malie
auszuscheiden. Allgemein lasst sich eine schndildgeavon einer langwierigen chronischen
Form unterscheiden.

Anhand der Proteinurie und der glomerularen Fittregrate (GFR) unterteilt man die chronische
Nierenkrankheit in verschiedene Stadien. Im Krankkerlauf nimmt in der Regel die GFR
weiter ab und die Proteinurie zu. Im Terminalstadiumit einer GFR Kkleiner als
15ml/min/1.73m2, ist meist eine Nierenersatztherapirch Dialyse oder Nierentransplantation
notwendig. Laut QuaSi-Niere gab es 2006 in Deugsthl 17.548 Neuaufnahmen in die
chronische Nierenersatztherapie. Dies entsprictéreZunahme von 1.521 Patienten gegeniber
dem Vorjahr. Die Sterberate stieg jedoch ebenfalis 10.975 im Jahr 2005 auf 12.130 Patienten
im Jahr 2006. Seit der statistischen Erfassung 198# es bis Ende 2006 in der
Nierenersatztherapie einen Zuwachs von 54.656 aufl8 Patienten. Dies entspricht einem
Anstieg von 67% (Frei 2008).

Es gibt viele verschiedene Grinde, die zu eineralbme der Nierenleistung fuhren kdnnen.
Hierzu zahlen unter anderem vaskulare, glomeruwlécetubulére Erkrankungen. Die haufigsten
Ursachen eines terminalen Nierenversagens bei lpritea Patienten in Deutschland sind eine
Glomerulonephritis (23%) sowie der Diabetes mdlifyp | und Il (23%). Wahrend die
Diagnosehaufigkeit fur Diabetes mellitus im Verglekzu den Vorjahren stagniert, nimmt die der
vaskularen Nephropathie, einer weiteren Grundekknag des Alters, stetig zu (Frei 2008). Aus
den oben genannten Zahlen lasst sich erkennen, dass das Problem des

Spendernierenmangels auch in Zukunft weiter zuspivzird.

1.2 Nierentransplantation und deren medikamenttse &jleittherapie

Obwonhl die Nierentransplantation bei chronischemardhversagen fir geeignete Patienten die
beste Behandlungsoption darstellt, ist sie nichprablematisch. Es kommt vor, dass das
Immunsystem des Empfangers das neue Organ als feskwhnt und eine entsprechende
Immunantwort erfolgt. Grinde hierfir sind zum einehe Antigeneigenschaften des

Spenderorgans und zum anderen die Erkennung fredwliggene durch immunkompetente

Zellen des Empfangers. Besonders die akute TramspédostoRung in der Initialphase nach
Nierentransplantation stellt ein groRes Problem, daeil sie neben dem drohenden

Transplantatverlust ebenso die Langzeitprognosénsim beeinflusst (Vanrenterghem 1998)
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Die angesprochenen Antigeneigenschaften zeigen Isaiptséachlich in Form von MHC-
Merkmalen (major histocompatibility complex) aufnd&elloberflachen, die zum Beispiel
besonders stark vom GefalRendothel exprimiert werdldtymphozyten konnen diese fremden
MHC-Komplexe direkt erkennen und losen eine Kaskeaole Aktivierungsprozessen aus, die
letztendlich zur akuten AbstofRung des Organs infuddren Posttransplantationsphase fuhren
kann. Fremde Peptide des Spenders sind ebenfakéande auf indirektem Weg das
Immunsystem zu aktivieren, indem sie durch Antigeiisentierende Zellen (APC) an die HLA-
Proteine des Empfangers gebunden und dann den loayi@m in den sekundaren
Lymphorganen prasentiert werden. Zusammen mit ei@erStimulation durch weitere
akzessorische Molekiile auf APC-Zellen erfolgt ibenschiedene Signaltransduktionswege die
Aktivierung weiterer T-Zellen. Daraufhin werden Nédtige Mediatoren der Immunantwort in
der Zelle produziert und ausgeschittet, unter @mleatas Interleukin-2. Es bewirkt zusammen
mit weiteren Wachstumsfaktoren eine Aktivierung deJarget of Rapamycin“-
Proteinkomplexes und foérdert so die klonale Expamsion immunreaktiven T-Zellen (Halloran
2004). In den sekundaren Lymphfollikeln werden ad&e B-Zellen aktiviert, welche die
entsprechenden Antigenbindungseigenschaften besitbeese produzieren in der Folge
spezifische Alloantikorper (Griendling, Minieri ak 1994; Budde, Giessing et al. 2006).

Um diese AbstofRungsreaktionen mdglichst zu vermeidé es wichtig, eine Transplantation im
Vorfeld genau zu planen. Dabei werden die ABO-Biupgeneigenschaften zwischen Spender
und Empfanger abgeglichen und eine exakte Gewelsatgymng mit Bestimmung der jeweiligen
HLA-Eigenschaften durchgefiuhrt. Des Weiteren wirals dEmpfangerblutplasma auf bereits
praformierte Antikdrper gegen das Spenderorgarrsuntét (Mayer and Persijn 2006).

Ein verbleibendes Restrisiko fur eine akute Abshmf3uersucht man durch immunsuppressive
Mallnahmen beim Empfanger zu kontrollieren. Das §@mmZiel der Therapie ist die
Verhinderung einer Absto3ungsreaktion bei einemepiablen Ausmald an auftretenden
Nebenwirkungen. Die Aufgaben der Immunsuppressidgaracheiden sich in den verschiedenen
Phasen nach der Transplantation und mussen erfispee@ngepasst werden. Die wichtigste
Phase ist die Initialtherapie in den ersten dreinsdten nach der Operation, da in diesem
Zeitraum das Risiko einer AbstoRung des Spendemergen grofdten ist (Budde, Giessing et al.
2006). Sie kann bei Patienten mit erhéhtem immugistthien Risiko, beispielsweise bei
Nachweis praformierter Antikdrper, noch um eine ukttbnstherapie erweitert werden. Im
weiteren Verlauf ist durch graduelle Dosisreduktioder Immunsuppressiva eine

Erhaltungstherapie anzustreben.
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Das Standardschema in der Initialphase bestehtigumues einem Calcineurin-Inhibitor (z.B.
Cyclosporin oder Tacrolismus), einem Glukokortik¢zdB. Prednisolon oder Methyldopa) und
einem Nukleosidsynthesehemmer (z.B. Mycophenolatipf Es ist erweiterbar durch
Lymphozytenantikérper (z.B. Daclizumab) oder IL-2Z@ptorantagonisten (z.B. Orthoclone®)
(Budde, Giessing et al. 2006).

Die Kortikosteroide bilden die Grundlage der Thézapach erfolgter Transplantation, weil sie
an verschiedenen Orten Einfluss auf die Immunartivaboen. Sie inhibieren zum Beispiel tber
den zytoplasmatischen Glukokortikoidrezeptor dien&gression inflammatorisch wirkender
Proteine. Der Standard ist zurzeit eine ca. dreatiga hochdosierte Initialtherapie. Aufgrund
der hohen Rate an Nebenwirkungen wird anschlief@amel moglichst geringe Erhaltungsdosis
angestrebt (Pascual, Theruvath et al. 2002).

Die Mycophenolsaure ist ein selektiver Antimetab@ines zentralen Enzyms dde novo
Purinnukleotidsynthese. Dieser fuhrt vor allem ipmphozyten zu einer Unterbrechung der
DNA-Synthese und somit zu einer ProliferationshemgiHauptvertreter der Gruppe ist das
Mycophenolatmofetil (MMF), das als Standardmedikamie Uber 80% der Initialtherapien
nach Transplantationen eingesetzt wird (Budde,SBigset al. 2006).

Calcineurin-Inhibitoren wirken auf einen Signalsdoktionsweg, der nach einer T-
Zellaktivierung Uber eine Translokation eines Tekmiptionsfaktors vom Zytoplasma in den
Zellkern die Bildung von IL-2 und weiteren Zytokmé&rdert (Budde, Giessing et al. 2006). Die
beiden Hauptvertreter dieser Klasse sind Cyclogspéyiund Tacrolismus. Sie werden im
Zytoplasma an Immunophilline gebunden. Der entstébe Komplex hemmt die
Phosphataseaktivitdt des Calcineurin und unterbimdéierdurch die Synthese von IL-2 und
anderen wichtigen Zytokinen des Immunsystems (lHailo2004). Groldtes Problem dieser
Substanzgruppe ist eine Neuro- und Nephrotoxi¢ggétide, Giessing et al. 2006).

Wie bereits erwahnt, kann bei Patienten mit erhiihtenmunologischen Risiko eine
Induktionstherapie mit AntikOrperpraparationen inrwBgung gezogen werden. Nach
intravenoser Gabe von T-Zell-depletierenden Anpledn binden sich diese an Membranproteine
der T-Zellen und l6sen eine Zelllyse aus. Sie hesitine hohe immunsuppressive Potenz, die
jedoch mit vielen Nebenwirkungen durch opportue@ie Infekte und maligne Tumore
einhergeht. Neueren Ursprungs sind die monoklonaterkérper gegen den IL-2-Rezeptor. Sie
binden selektiv an den IL-2-Rezeptor aktivierterZdllen und verhindern eine klonale
Expansion. In groRen multizentrischen Studien wuetee deutliche Reduktion der akuten
AbstoRRungsreaktion bei nur geringen Nebenwirkunggrhgewiesen (Vincenti, Kirkman et al.
1998).
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1.3 Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie

Neben den direkten Folgen der Immunsuppressionewiéhter Infektionsneigung, vermehrter
Tumorinduktion und generellen toxischen Schaden rkbmes auch zu spezifischen
medikamentdsen Auswirkungen wie zum Beispiel alien Hypertonie, Diabetes mellitus,
Hyperlipidamie oder Nephrotoxizitat (Budde, Giegsat al. 2006).

Darliber hinaus kann trotz optimaler immunsuppressivherapie durch eine pathologische
Endothelaktivierung eine arteriosklerotische Traasiatvaskulopathie entstehen, die langfristig
eine Transplantatinsuffizienz nach sich zieht (Kitdo and Egashira 2004). Ausgeldst wird
dieser Aktivierungsprozess durch verstarkte Imntignaund Adh&sion von Immunzellen am
geschadigten Endothel, was eine chronische Entzigndur Folge hat (Blantz and Munger
2002). Unterstutzt wird dieser Vorgang durch trdasiationsbedingte Ischamien und
Reperfusionsschaden (Trapp and Weis 2005). Leidante bisher kein groRer Einfluss auf
dieses Problem genommen werden, das langfristig deei Mehrheit der transplantierten
Patienten auftrifft (Trapp and Weis 2005).

Heute ist bekannt, dass ein wesentlicher auslosdraldor fur diese endotheliale Dysfunktion
die immunsuppressiven Medikamente selbst sind (Ww&fgdhirt et al. 2000). Sie nehmen
Einfluss auf bedeutsame endotheliale Eigenschafienoxidative Stressreaktionen, Apoptose,
Wachstum, Metabolismus, Endothelin-1-Freisetzungl Btickstoffoxid (NO) -Produktion
(Blantz and Munger 2002). Dass oxidativer Stredii@eergang durch Apoptose auslésen kann,
ist belegt (Pohiman and Harlan 2000). Er steigefieadem die metabolische Aktivitat und
beeinflusst in Verbindung mit der NO-Produktion dAdhésion von Immunzellen an
Endothelzellen (Kitamoto and Egashira 2004). NCrimgert dabei die endotheliale Adhasion
von Zellen, wohingegen eine Endothelin-1-Freisegzuliese fordert (Li, Chu et al. 2003).
Apoptose wird dabei als einer der ersten Schrige der Entstehung der Arteriosklerose
angesehen, wahrend die Zellproliferation als wgddi Zeichen fir endotheliale
Reparationsvorgange steht (Trapp and Weis 2005).

Neben NO gibt es weitere Sauerstoffverbindungea, fdr die Gefal3homeostase eine grol3e
Rolle spielen. Fast alle Zellen des Gefal3systenmglyzieren @ und HO,, welche die
wichtigsten Vertreter der Gruppe der reaktiven &stoéfradikale (reactive oxygen species, kurz:
ROS) sind (Griendling, Sorescu et al. 2000). Sieelsp eine bedeutende Rolle als
Signalmolekile bei normalen Zellfunktionen wie Ipg¢sweise der Koordination des
Wachstumsfaktor-Signalweges, der Steuerung vonsKrgotionsfaktoren der Genexpressionen
fur Wachstum, Differenzierung und Apoptose und hikessen dariber hinaus die

GTPaseabhangigen Umbauvorgénge des Zellskeletts g#hg Griendling 2006).
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O, wird durch verschiedene Enzymsysteme gebildet. Baptproduktion in Gefal3zellen
erfolgt durch die Xanthin- und die NADPH-oxidaseri@adling, Minieri et al. 1994). Neben der
maoglichen direkten Signalwirkung durch Oentstehen vor allem weitere reaktive Gruppen. So
bindet und deaktiviert © zum Beispiel Stickstoffoxid, das sonst primar d&asotonus regelt,
und es entstehnt zellschddigendes Stickstoffperoxilullerdem kann durch eine
Superoxiddismutase das stabilereOkl gebildet werden. Dieses beeinflusst verschiedene
Signalkaskaden, die unter anderem das Zellwachstlienyasokonstriktion, Zellimmigration
und Entzindungsreaktionen steuern (Lassegue anmdpQte 2003). Der Abbau in den Zellen
erfolgt Uber Katalasen und Peroxidasen, die d#3 lth Wasser und andere Metabolite spalten
(Rhee, Kang et al. 1999).

Die enzymatische Produktion und Elimination von R®i&d dabei eng reguliert. So kdnnen
unter anderem auch Hormone wie Angiotensin Il, Bemornekrosefaktos; plateled-derived
growth factor und Interleukin (IL)fLdie Enzymexpression und —aktivitat beeinflusseisr{¥r,
Chesrown et al. 1992; Crosby, Wahle et al. 199&aFBiegfried et al. 1999). Unter normalen
physiologischen Bedingungen reichen die zellulaetioxidativen Enzyme aus, um anfallende
ROS zu eliminieren. Bei einer GefalRerkrankung kome#t jedoch haufig zu einer
Uberschie3enden ROS-Produktion, welche die enzgaomatiKapazitat Uberschreitet. Dies fuhrt
Zu oxidativem Stress, der unphysiologische Rea&tioan den Gefal3en auslost und hierdurch
die Schadigung verstarkt (Lyle and Griendling 20086)folgedessen ist es wichtig, die
Entstehung von ROS sowie die genauen intrazellldagriffspunkte und ihre jeweilige

Bedeutung bei kardiovaskularen Erkrankungen genauerforschen.

1.4 Neue immunsuppressive Therapieoptionen

Die Entdeckung, dass das haufig verwendete Immuymeapivum Cyclosporin A
mitverantwortlich fir einen chronischen Transplargdust ist, hat die Nachfrage nach neuen,
weniger toxischen Medikamenten erhoht. Dabei koramtvor allem auf eine Minderung der
Nebenwirkungen und eine Reduzierung der immunssgppen Last fur den Patienten an
(Budde, Giessing et al. 2006).

Einen interessanten Ansatz bietet hier ein neuesummodulierendes Medikament (Ferguson
2004), das in der Erprobung befindliche FTY720. Zéitr wird die Anwendung irde novo
renaltransplantierten Patientengruppen (Skerjafdemjesco et al. 2005) und in weiteren
therapeutischen Gebieten wie zum Beispiel der Bdlhag von Multipler Sklerose (Kappos,
Antel et al. 2006) erforscht. FTY720 ist eine swtibche Nachbildung des natirlichen

Wirkstoffs Myriocin, der von Kulturen des Pilzest& sinclarii gebildet wird (Budde, Giessing
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et al. 2006). Es ist der erste Vertreter einer neMedikamentengruppe von Sphingosin-1-
Rezeptorantagonisten. Nach einer Phosphorilierangvo bindet es an den von Thymo- und
Lymphozyten exprimierten g-proteingekoppelten Sgbgin-1-Phosphat-Rezeptor (S1P-
Rezeptor) und bewirkt eine Aufnahme des Rezeptordie Zelle (Brinkmann, Cyster et al.
2004). Dies hat zur Folge, dass die Zellen gegendéra Einfluss des natirlichen Ligands, dem
S1P, unempfindlich sind (Matloubian, Lo et al. 2pOBDadurch wird der S1P-abhangige
Vorgang, der normalerweise den Austritt der Lymphez aus den Lymphknoten regelt,
gehemmt und es kommt dort zu einem Pooling deredeflul3erhalb der Blutbahn. Folglich
kénnen die Immunzellen nicht wieder rezirkulierexdwerden so von den Spenderorganen und
anderem entzindlichen Gewebe ferngehalten. Daledidn die eingeschlossenen B- und T-
Zellen aktiv, sodass die humorale Immunantwort evhih gewahrleistet ist (Pinschewer,
Ochsenbein et al. 2000). Die bisherige Datenlagsstl&omit vermuten, dass FTY720
Spenderorgane vor Immunreaktionen des Wirts schikamn, ohne dass eine generalisierte
Immunsuppression notwendig ist. Diese Eigenschstftbisher einmalig in der Gruppe der
Immunsuppressiva (Brinkmann, Cyster et al. 2004).

Die Reduzierung der S1P-Rezeptoren auf den Lympgbhozgiurch FTY720 und die dadurch
verminderte T-Lymphozytenzirkulation hat méglicherse auch Einfluss auf die Entstehung
von Arteriosklerose. Der Beginn und das Fortscareitdieser chronisch-entziindlichen
GefalRRerkrankung sind eng mit einer T-zellgestenem@munantwort verknupft (Hansson and
Libby 2006). FTY720 hat in Apolipoprotein-E-defipien Mausen beispielsweise das
Fortschreiten von arteriosklerotischen Lasionemivneiert (Keul, Télle et al. 2007).

Das S1P-Analogon FTY720 wurde bereits als potdatidlgonist an den G-Protein gekoppelten
Rezeptoren fir SIPS1R, S1R und S1R identifiziert (Brinkmann, Davis et al. 2002). Die
immunsuppressive Wirkung von FTY720 wird nach nere$tudien hauptsachlich dem $1P
Rezeptor zugeschrieben, da dieser eine entscheideolde bei der Lymphozytenzirkulation
spielt. Bei S1Rrdefizienten Mausen waren weder die Thymozytereinlchge den Thymus noch
die B- und T-Zellen beféhigt die peripheren Lympbtan wieder zu verlassen (Matloubian, Lo
et al. 2004).

Darlber hinaus fand sich eine endothelabhangigediaserende Wirkung von FTY720 auf
Mauseaorten. Bei Aortenringen von Mausen ohne detlate Stickstoffoxid-Synthetase
(eNOS) wurde dieser Effekt nicht beobachtet, was dine Beteiligung eines eNOS/NO
Signalwegs spricht. Der Umstand, dass FTY720 elisnéane NO Freisetzung Uber eine
Proteinkinase-B abhangige Phosphorylierung undwitiing von eNOS bewirkt, spricht fur
diese These (Tdlle, Levkau et al. 2005). Dabei nikiS6720 zuvor von einer Sphingosin-Kinase
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phosphoriliert werden, um seine biologische Ak#vitu erlangen (Sanchez, Estrada-Hernandez
et al. 2003). Als Angriffspunkt wurde der SiRezeptor identifiziert, da bei SEBefizienten
Mausen der vasodilatierende Effekt ausblieb (Td@léxvkau et al. 2005).

Die eNOS ist ein Kalzium/Calmodulin abhangiges Enzaynd sitzt genau wie der S1P- Rezeptor
auf der Zellmembran. Sie wird in endothelialen @efllen durch einen voribergehenden
Anstieg des intrazellularen Kalziums aktiviert, déber g-proteingekoppelte Rezeptoren
ausgelost werden kann. Die genauen Signaltransohstiege fir die S1P abhéangige eNOS-
Aktivierung sind jedoch noch nicht endguiltig geklaBekannt ist bisher nur, dass der
endotheliale growth factooder erhohter GefalRdruck eine PhosphorilierungPdeteinkinase B
bewirkt und auf diesem Weg die eNOS aktiviert warklann (Igarashi and Michel 2000).

Diese Entdeckung ist fir die Transplantationsmadivzin besonderer Bedeutung, da gerade die
NO-Freisetzung eine entscheidende Rolle bei myakigrd Verletzungen und
Reperfusionsschaden spielt (Bolli 2001). Durch Gabe HDL und S1P lie3en sich die
myokardiale Infarktgré3e und die Schaden nach Regien bei Mausen signifikant senken.
AulRerdem konnte eine Abnahme der Apoptoserate eschgdigten Kardiomyozyten vitro

undvivo nachgewiesen werden (Theilmeier, Schmidt et &620

1.5 Lysophospholipide

Wie lasst sich die Wirkung des Sphingosin-1-Phospimalogon FTY720 erklaren? Um diese
Frage zu beantworten, missen die High Density Lipemn (HDL)-Fraktion des Blutplasmas
und die Untergruppe der Lysophospholipide ndhemabbktet werden.

In den letzten Jahren sind die schon seit langdmarygen Lysophospholipide immer mehr Ziel
der Forschung geworden. Mehrere epidemiologisclieklinische Studien haben gezeigt, dass
es eine gegensatzliche Beziehung zwischen dem H&elLim Blut und dem Auftreten von
Herz- und GefaRerkrankungen gibt (NCEP 200Rjeses positive Langzeitergebnis wird
hauptsachlich dem Umkehreffekt von HDL auf den @hktdrintransport zugeschrieben, der zu
einer Fettreduzierung in arteriosklerotischen Pdsqtiihrt (Linsel-Nitschke and Tall 2005).
Zusatzlich besitzt HDL eine antiinflammatorischerkding. In Tierexperimenten wurden bei der
zusatzlichen Gabe von HDL eine Unterdrickung vorioZyund Chemokinen sowie eine
Abnahme von Akut-Phase-Proteinen beobachtet (Ridkgnn et al. 1998; Cockerill, Huehns et
al. 2001). Uberdies bewirkt sie eine vermindertgprgéssion von Adhasionsmolekilen und
folglich eine verringerte Einwanderung von Leukezyin die Gefallwand (Barter, Nicholls et
al. 2004). Es zeigte sich, dass HDL die thrombinmerte Produktion von demmonocyte
chemoatractant protein-(MCP-1) hemmt (Tolle, Pawlak et al. 2008). DieBestein spielt eine
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entscheidende Rolle bei der Monozyteninfiltratiandie entziindete GefalRwand, die den ersten
Schritt in der Pathogenese von arteriosklerotiscR&agues darstellt (Charo and Ransohoff
2006). Die Hemmung von MCP-1 geht mit einer Untéciung von ROS einher, welche die
MCP-1 Produktion in VSMCs steuern. Diese erfolgetibine Blockierung der NADPH-Oxidase
durch Hemmung der vorangehenden Racl-Aktivierungsé Effekt zeigt sich ebenfalls fur
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Sphingosylphosptimiyn (SPC) und ist abh&ngig von dem
S1R-Rezeptor (Tolle, Pawlak et al. 2008).

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung von $plipiden als wichtige Signalmolekiile
erkannt. Dabei scheinen die Sphingosinmetabolitera@id, S1P und SPC wichtige Elemente
bei der Steuerung des Gefal3tonus zu sein. AulRemdamen sie Einfluss auf zellulare Prozesse
wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose (Spiegel Milstien 2002).

Das Sphingomyelin (SM) ist Bestandteil von Zellmeam®n und stellt gleichzeitig eine
Vorstufe zur Bildung von weiteren Sphingolipiden ¢abbildung 1).

SM-Deacylase . .
Sphingomyelin (SM) ————* Sphingosylphosphorylcholin

A
SM-Synthease SMase
v Ceramidkinase
Ceramid <«——_—* Ceramid-1-Phosphat
A Lipidphosphatphosphatase
Ceramid-Synthease Ceramidase
v
Sphingosin
A
S1P-Phosphatase Sphingosin-Kinase
s Hexadekanal
Y
: ; S1P-L /
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) a2 >

» Phosphoethanoclamin
Abbildung 1: Metabolismus des Sphingomyelins

Eine SM-Deacylase formt hieraus das vasoaktive SREd das SM dagegen durch eine
Sphingomyelase hydrolisiert, entsteht Ceramid. &dsann entweder durch eine Ceramidkinase
zu Ceramid-1-Phosphat phosphoriliert oder durche e@eramidase weiter zu Sphingosin
metabolisiert werden. Sowohl der Schritt zuriickSM mit Hilfe der Sphingomyelinsynthease
als auch der Weg von Ceramid-1-Phosphat zu Ceradudch eine unspezifische

Lipidphosphatphosphatase ist mdglich. Eine Phosjgrang von Sphingosin durch
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Sphingosinkinase erzeugt S1P. AuRerdem kann Spdimgaoirch die Ceramidsynthease wieder
in Ceramid umgewandelt werden. Das S1P kann zuenailurch eine S1P-Phosphatase oder
unspezifische Lipidphosphatphosphatasen zu Sphimgastick gewandelt oder zum anderen
durch eine S1P-Lyase zu Hexadekanal und Phospmmdtimain gespalten werden (Melendez
2008).

Hierbei sind Ceramid, S1P und SPC in Bezug aufvdskuldren Reaktionen die wichtigsten
Metaboliten des Sphingomyelins. Sie finden siclBiloitplasma sowie —serum und kénnen durch
Thrombozyten sowohl gespeichert als auch freigesetrden. Dartiber hinaus werden sie auch
lokal in der Gefal3wand gebildet (Alewijnse, Petral. 2004).

Viele Studien haben inzwischen den bedeutsamenuEsmizon Sphingolipiden (Ceramid, S1P
und SPC) auf das Herz-Kreislauf-System bestéatigtwBrde herausgefunden, dass Ceramide
eine Weitstellung von isolierten Rattenaorten bkenrkonnen (Johns, Osborn et al. 1997). S1P
und SPC fuhrem vitro zu einer Konstriktion von isolierten Mikrogefaliams Mesenterium und
Niere (Bischoff, Czyborra et al. 2000). Dies bagtétsich bei Experimenten vivo, bei denen

es zu einer Abnahme des entsprechenden Blutflusa®s (Bischoff, Czyborra et al. 2000).
Bezuglich der gefal3erweiternden Wirkung von S1P SIRE ist die Studienlage widersprichlich
(Alewijnse, Peters et al. 2004; Watterson, Ratalef005; Hemmings 2006). Es haufen sich
allerdings die Anzeichen dafir, dass Ceramid bexgirmtrazellular und S1P und SPC eher
extrazellular Gber spezifische Rezeptoren wirkeie BPC-Rezeptoren konnten bisher jedoch
noch nicht sicher identifiziert werden (Michel, Mefs et al. 2007).

Wie lassen sich diese zum Teil gegensatzlichen Haigee erklaren? Neben der
unterschiedlichen Gefal3groRe und den verschiedemgamschaften von Endothel und glatter
GefalRmuskulatur scheint ebenfalls die Expressiovelschiedenen S1P-Rezeptorsubtypen eine
Rolle zu spielen (Michel, Mulders et al. 2007).

Bisher konnten funf verschiedene Unterformen de®r@ein gekoppelten S1P-Rezeptors
identifiziert werden. Dabei scheinen vor allem §1B1R und S1R eine Rolle im Herz-
Kreislauf-System zu spielen. Diese finden sichMéusen tUberwiegend in Geweben von Herz
und Lunge (Zhang, Contos et al. 1999). Wahrend; 3t S1R bei Menschen in gleichem
MaflRe im Herzen und der Aorta exprimiert werdenddin sich fur S1P ein deutlicher
Schwerpunkt bei glatten aortalen Gefalmuskel- undoihelzellen (Mazurais, Robert et al.
2002). Der S1PRezeptor beschrankt sich hauptsachlich auf lymgttats und blutbildendes
Gewebe sowie auf die Lunge (Graler, Bernhardt et18P8). Die Expression von SiP
Rezeptoren ist insgesamt gering. Die hochste Kdredgmn findet sich in der Milz sowie in der

weilden Substanz des zentralen Nervensystems (edeetal. 2001).
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1.6 Fragestellung

Es ist bekannt, dass Cyclosporin eine ausgepragtiotieeliale Dysfunktion verursacht.
Ursachlich ist wahrscheinlich die Entstehung vaakteen Sauerstoffspezies, die eine drastische
Verminderung der endothelial produzierten NO-Bidirgbarkeit bewirkt. Des Weiteren konnte
mehrfach erfolgreich gezeigt werden, dass Lysophaigpde wie S1P protektive Eigenschaften
besitzen, die durch rezeptorvermittelte Vorgangstegeert werden. Daher stellt sich die Frage,
ob bei nierentransplantierten Patienten durch diherapie mit lysophospholipid-basierten
Immunmodulatoren eine Verbesserung der Transpfantdion erreicht werden kann. Ziel
dieser Dissertationsarbeit soll sein, die Einflissdes lysophospholipid-basierten
Immunmodulators FTY720 auf die Cyclosporin A inder Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substanzen

alpha smooth muscle actin antibody (ASM-1)

Antikdrper gegen von-Willebrand-Faktor
CAY-10444

CO,

Cyclosporin A

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (pHPO,)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

Fetales Kéalberserum

FTY720

Glukose

H,DCFDA (2',7’-dihydrodichlorofluorescin

diacetate)

Signidrigh (Minchen, Deutschland)

Sigma-AldrigMinchen, Deutschland)
Cayman Chemical (Tallinn, Estland)
Linde AG (Pullach, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Disghland)
Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland)

Roche éGzach-Wyhlen, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Novartis (NUrnberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethanSigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

sulfonséaure)

Interleukin-18

JTE-013

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
L-Glutamin

Magnesiumchlorid

NADPH

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogenkarbonat

Penicillin G
S1P
SEW-2871

Streptomycin

Tiron

Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland)
Cayman Chemical (Tallinn, Estland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Munchen, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutsualila
Biochrom
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
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=  Trypsin Roth (Karlsruhe, Deutschland)
= VPC-23019 Cayman Chemical (Tallinn, Estland)

2.1.2 Pufferldsungen
Zur Herstellung von einem Litgghosphate buffered salif®BS) 16st man folgende Stoffe in
800ml bidestilliertem Wasser:

= Natriumchlorid (NaCl) 89

= Kaliumchlorid (KCI) 0,29
= Dinatriumhydrogenphosphat (bPOy) 1,449
» Kaliumdihydrogenphosphat (KiRO,) 0,249

Anschlie3end wird der pH-Wert mit Hilfe eines pH-dies und Hydrogenchlorid (HCI) auf 7,4
titriert. Danach wird durch zusatzliche Gabe vai®Hias Volumen auf einen Liter erweitert
(Sambrook 1989).

Als weitere Puffersubstanz wird die Krebs-RingepeeLosung eingesetzt.

Bei einer Saurekonstante von k7,55 (bei 20°C) besitzt sie eine gute Pufferképa
zwischen pH 6,8-8,2 (Good, Winget et al. 1966).

Krebs Ringer-Hepes-Puffer: 140.0 MM NacCl
(pH 7.4) 5.0 mM NaHCQ
1.0 mM MgCl,

1.2 mM NaHPO,
10.0 mM Glukose
20.0 MM HEPES

2.1.3 Versuchstiere

Fur die Versuche werden glatte GefalimuskelzellenAarten von méannlichen Wistar-Kyoto-
Ratten benutzt. Die normotensiven sechs Monat@& dliere stammen von der Firma Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland). Die r&iaverden frihestens sechs Tage nach
Anlieferung fur Tierversuche verwendet. Die Haltuagolgt in Kolonien in klimatisierten
R&aumen bei 19 — 21°C Raumtemperatur und 50% - 7@Rtiver Luftfeuchtigkeit. Der
hell/dunkel Tagesrhythmus betragt zwolf Stundene [Hinstreu der Kafige besteht aus
entstaubten und entkeimten Weichholzfasern (Altrgniiage, Deutschland). Neben stets
bereitstehendem Wasser und Trockenfutter erfokgjtdal wochentlich eine Nahrungserganzung

durch Obst und Getreidekdrner.
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Die Haltung und die Verwendung der Tiere erfolgeatn geltendem deutschen Recht und
gemal den entsprechenden Protokollen der Ethikkesiom des Landesamts fur Gesundheit
und Technische Sicherheit Berlin (LAGETSI).

2.1.4 Geréate und Hilfsmittel

= Analysewaage Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)

= Arbeitsbank fur Zellkultur  Heraeus Holding GmbH (Osterode, Deutschland)

=  Computer Fujitsu Siemens Computer GmbH (Munchen, Deutschland

» Fluoreszenz-Image-Plate- Berthold Technologies (Bad Wildbad, Deutschland)
Reader (FLIPR)

* Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss AG (Oberkochen tgdand)
» Gefrierschranke -20°C Heraeus Holding GmbH (Oster@sutschland)
= Gefrierschranke -80°C Robert Bosch GmbH (Stuttd2eytschland)
Liebherr GmbH (Biberach an der Riss, Deutschland)
= Glasbehélter Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, Deulsct)
» Inkubationsschrank Heraeus Holding GmbH (Osterbaeitschland)
= Kuhlschranke Robert Bosch GmbH (Stuttgart, Deutsuthl
Liebherr GmbH (Biberach an der Riss, Deutschland)
= Magnetrihrer IKA-Werk GmbH (Staufen, Deutschland)
= Mikroskop Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
= Monitor LG Electronics (Seoul, Korea)
» Neubauer-Zahlkammer VWR International GmbH (DarmiistBeutschland)
» pH-Messgerat Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
* Pinzette VWR International GmbH (Darmstadt, Deulsatl)
» Pipetten Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
= Saugpipette VWR International GmbH (Darmstadt, Belliand)
=  Saugpumpe VWR International GmbH (Darmstadt, Dddsi)
= Vortex Julabo Labortechnik GmbH (Seelbach, Deutsuih)
=  Warmwasserbecken Heraeus Holding GmbH (Hanau, Bidatsd)

= Zentrifuge Heraeus Holding GmbH (Hanau, Deutschland



2. Material und Methoden 15

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

= Einwegskalpelle Otto Ruttgers GmbH & Co. (Solingen, Deutschland)
= Glaspipetten VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
» Pipettenspitzen Sud Laborbedarf (Gautingen, Deutschland)

= Reaktionsgefal3e 0,5ml Sarstedt AG & Co. (NUrmbredbtitschland)

= Reaktionsgefal3e 1,5ml/2.0ml Eppendorf AG (HambDegytschland)

» Reaktionsgefalle 15ml/20ml BD Falcon (Franklin LakéSA)

= Zellkulturflaschen 10ml/25ml/50mlI  Nunc GmbH & CoGK Langenselbold, Deutschland
= Zellschaber Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

2.1.6 Software

=  Mikrowin 2000 v4.41 Mikrotek Laborsysteme (Overath, Deutschland)
= MS Explorer 7.0 Microsoft Corp. (Redmond, USA)

= MS Office 2003 Professional Microsoft Corp. (Redmond, USA)

= Prism 5.0 Graph Pad Software (San Diego, USA)

2.2 Methoden

2.2.1 Anlegen einer Zellkultur aus glatten Gefallmueelzellen

Die in den Experimenten benutzten glatten GefalReimsken stammen aus thorakalen Aorten
von Wistar-Kyoto-Ratten. Dazu wird die Ratte dueihe intraperitoneal injizierte Uberdosis
einer Losung aus Xylazin (12mg/ml) und Ketamin (80mi) getotet und fixiert. AnschlieRend
wird die Haut mit einem Skalpell eingeschnitten unid Hilfe einer sterilen Schere und einer
Pinzette entfernt. Danach wird der Thorax erOffiole, Aorta freiprapariert und der Abschnitt
zwischen dem linken Ventrikel und der ilikalen BiKation enthommen. Das gewonnene Stlick
wird in eine Petrischale mit Kulturmedium gegebeal sowohl anh&ngendes Gewebe als auch
die Adventitia mit Hilfe einer Pinzette entferntbfify bleiben die muskularen Bestandteile der
Aorta, die mit einer Schere der Lange nach aufgeteh werden. Im nachsten Schritt wird die
Innenseite mit einem Skalpell vom Endothel befueitl leicht angeraut. Es folgte die Zerlegung
der Aorta mit dem Skalpell in ca. 1-2 mm grof3e gadsche Sticke. Diese werden mit der
Innenseite nach unten auf den Boden einer Kulkofle aufgetragen und anschlie3end in
Dulbecco’s modified Eagle’s MediunfDMEM) inkubiert, das zusatzlich 10% fetales
Kalberserum, 100U/ml Penicillin G und 100mg/ml taemycin enthalt.
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Die Zellkulturen werden in einer feuchten Atmosghért 95% Raumluft und 5% G®ei 37°C
inkubiert.

2.2.2Zellpflege

Das Medium wird anfangs nach 24 Stunden und damadwei- bis dreitagigen Abstanden
gewechselt. Acht bis zehn Tage nach der ersten aAtisbildet sich ein einschichtiger
konfluenter Zellrasen. Daraufhin erfolgt die Subikigrung mit einer Zelldichte von ca. 1,3 x
10* Zellen/cnt in wochentlichen Intervallen. Dies geschieht duAthiosung der VSMCs mit
Hilfe von 0,05% Trypsin und anschlieender Zengdfiion und Zellzahlbestimmung in der
Neubauer-Zahlkammer. Diese Prozedur wird bis zureiéiren der achten Passage wiederholt.
Mit Hilfe des fluoreszenzmarkierten monoklonalentikdrpers ASM-1 gegen das alpha-Aktin
der glatten Muskelzellen wird der immunhistochemedNachweis erbracht, dass es sich
wirklich  um VSMCs handelt. Die entsprechende Antémp =zeigt unter dem
Fluoreszenzmikroskop, dass alle Zellen markiert um@&ytosol die erwarteten Aktinflamente
zu finden sind. Der Ausschluss einer Kontaminatiemch Endothelzellen oder Fibroblasten
erfolgt immunhistochemisch durch Antikérper gegem don-Willebrand-Faktor, der mit einem
Fluorochrom gekoppelt ist. Der Trypan-Blau-AusssBlest zeigt eine Lebensfahigkeit der
Zellen von uber 95%.

2.2.3 Einfuhrung in die Fluoreszenztechnik

Fluoreszenz, also die Emission von Licht, ist dageBnis aus einem dreiteiligen Prozess, der in
bestimmten Molekulen stattfindet. Bei diesen Molekihandelt es sich meist um polyzyklische

Kohlenwasserstoffe oder Heterozyklen. Solche Fkmeezfarbstoffe werden benutzt, um

beispielsweise eine definierte Region bei einentobgskt zu markieren oder bestimmte Reize
nachzuweisen. Dabei werden drei Phasen durchladfienAnregung (Exzitation), die Zeit im

angeregtem Zustand und die Emission von Licht (felszenz):

s,

——a.

hvgy CD hvgy

Energie

S

0

Abbildung 2: Jablonski-Diagramm (modifiziert). Es beschreib} den Prozess der Exzitation durch Lichtenergie
(hvex) aus dem GrundzustandfS(2) der Zeit im angeregten Zustand,'(8is S) und (3) der folgenden
Fluoreszenzemissionyky).
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In der ersten Phase wird das fluoreszenzfahige Iiblelurch Absorption energiereicher
Photonen einer Glihlampe oder eines Lasers ang®&adtrch wird dieses fur einen begrenzten
Zeitraum von 1-10ns auf ein hoéheres Energieniveagelaoben. In dieser Zeit kommt es zu
verschiedenen Konformationsdnderungen innerhalb Mekekils und zu Interaktionen mit
anderen Molekulen in der Umgebung. In der Reged airschlie3end ein relativ stabiler Zustand
erreicht, der dann eine Fluoreszenz ermdglicht.kBsnmt aber auch vor, dass angeregte
Molekule aufgrund verschiedener Prozesse ohne dnaission zum Grundzustand
zurtickkehren. Beispiele hierfur sind die Fluoregk@éschung durch Kollisionen von Molekilen
oder die Energietibertragung auf einen anderen é$aenzfarbstoff.

In der Emissionsphase gibt das angeregte Molekihbisorbierte Energie in Form eines Photons
wieder ab und kehrt in den energiedrmeren Grundmdsiuriick. Dabei ist das abgegebene
Licht langwelliger als das aufgenommene, da inzdeziten Phase ein Teil der aufgenommenen
Energie bereits verbraucht wurde (Stokessche Re&e@)konnen die emittierten Photonen
unabhangig von den exzitierten gemessen werdenynsloctine hohe Sensitivitat bei niedriger
Hintergrundstrahlung erreicht wird.

Der oben beschriebene Prozess aus Exzitationsph&beoreszenzlebensdauer und
Emissionsphase ist in vielen tausend Zyklen wiealbdr. Dies fiihrt zu einer Verstarkung des
Signals und zu einer weiteren Steigerung der Seidit Begrenzt wird dieser Vorgang nur
durch das so genannte Photobleichen, bei dem dasroEhrom durch verschiedene
Interaktionen im angeregten Zustand unwiederbichgtierstort wird. Dieser Effekt nimmt zu, je
langer und energiereicher das anregende Lichtaeglwird. Die Ausgabe erfolgt in der Regel
als elektronisches Signal oder als fotografischbildliong.

2.2.4 Das Fluorochrom HDCFDA

Der Nachweis fur die Bildung von ROS erfolgt mit Ifieli des Fluorochroms 2',7'-
Dihydrodichlorfluorescein-Diacetat BCFDA).

Diese Methode wurde urspringlich zum quantitatizéachweis von Wasserstoffperoxid in
wassrigen Losungen benutzt (Cathcart, Schwiers. 4983). Heutzutage gilt sie auRerdem als
zuverlassige Methode, um ROS mit hoher Sensitivitdd Spezifitdt nachzuweisen (LeBel,
Ischiropoulos et al. 1992; Shen, Shi et al. 1996).

Das nicht fluoreszierende ;EICFDA diffundiert in die Zelle, wo die Acetatgruppevon
intrazellularen Esterasen abgespalten werden. tfiend verliert das Molekldl seine
Zellpermeabilitat. In Gegenwart von ROS oxidier{f2Dihydrodichlorfluorescein (bDCF) zu
dem fluoreszierenden 2’,7’-Dichlorfluorescein (DGRpbildung 3).
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Abbildung 3: Aufbau von (a) HDCFDA, (b) HDCF und Bildung von (c) fluoreszierenden DCF durR®DS

Das Absorptionsspektrum fir den reduzierten Fafbdiegt bei 270 nm, das zweigipflige

Emissionspektrum bei 485 nm sowie 535 nm.

2.2.5 Vorbereitung der Zellen

Fur die Experimente werden konfluente glatte Gei#dkmlzellen aus der 6.-8. Passage
verwendet, die zuvor gepoolt und danach auf dieilgyen Versuchsansatze verteilt werden.
Vor der Beladung mit dem Fluoreszenzfarbstoff wardee Zellen durch Inkubation in einem
phenolrotfreien Medium mit einem geringeren Aniail fetalem Kalberserum (0,1%) sowie
100U/ml Penicillin G und 100mg/ml Streptomycin td&r Stunden ruhiggestellt.

Anschlie3end erfolgt eine funfmalige Waschung norgewarmtem Phosphat-Puffer (PBS).
Danach werden die Zellen mit einem Schaber voigicitm Boden der Kulturflasche abgelost
und bei 1000U/min uber funf Minuten zentrifugieer Uberstand mit dem restlichen
Wachstumsmedium wird vorsichtig abpipettiert und dallpellet in PBS resuspendiert. Nun
wird die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammmunter einem Mikroskop bestimmt und

mit zusatzlichem PBS auf die erforderliche Zellkenization von 1.000.000 Zellen/ml verdinnt.

2.2.6 Beladung mit HDCFDA

Unmittelbar vor Beginn der Experimente wird ein|Tags bei -20°C tiefgefrorenen,BICFDA
aufgetaut und mit Hilfe von Dimethylsufoxid (DMSQgine konzentrierte Stammldsung
hergestellt. Die weitere Verdinnung bis zur Arbeiteentration erfolgt spater mit aminfreien
PBS, um eine extrazellulare Hydrolyse de®8FDA zu minimieren.

Die vorbereiteten Zellen werden bei 37°C im Brutaok mit 5pug/ml HDCFDA fur 60 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wird der Puffer mit dem éileszenzfarbstoff wieder entfernt und die
Zellen erneut in dem oben beschriebenen phendretfrKulturmedium resuspendiert. Es folgt

eine Wartezeit von einer Stunde, in der sich dikeAeerholen kdnnen und gleichzeitig genug
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Zeit fur die zellularen Esterasen besteht, dd3GFDA in H,DCF zu spalten. Anschliel3end sind
die Zellen zur Stimulation bereit.

2.2.7 Stimulation

Die Stimulation der FEDCFDA beladenen Zellen durch die Testsubstanzed wach einem
festen Schema durchgefiihrt. Zunachst werden digeStot PBS-Puffer auf ihre erforderlichen
Konzentrationen verdinnt. AnschlieRend erfolgt tikubation der vorbereiteten Zellen bei
37°C mit dem jeweiligen Stoff. Als Negativkontrolligent der Radikalfanger Tiron (100 mM).
Fur die Zeitreihen wird die Stimulation mit ein@sten Stoffkonzentration lGber eine Zeitspanne
von 240 Minuten gemessen. Neben dem Startwert (Qfdin) betragen die gewahlten Zeitrdume
10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 und 240 Minuten. Dieweadeten Stoffe sind Interleukinfl-
(10mg/ml), Cyclosporin A (10pg/ml), Sphingosin-1eBphat (10pg/ml), SEW-2871 (1ug/ml)
und FTY720-P (10pg/ml).

Bei den Dosis-Wirkungskurven werden verschiedenanz€otrationen der oben genannten
Stoffe zur Stimulation Gber 60 Minuten benutzt. DeErwendeten Dosierungen reichen dabei
von 1ng/ml bis 1mg/ml.

Nachdem die optimalen Stimulationszeiten und Kotragionen bestimmt worden sind, wird mit
den Inhibitionsversuchen begonnen. Dazu werdemndlibitoren S1P, SEW-2871 und FTY720-
P in den Konzentrationen von 1ng/ml bis 100pg/migigs 30 Minuten vor der Stimulation mit
Cyclosporin A (10ug/ml) zugegeben und wahrend desamten Stimulation im Medium
belassen.

Um die Rezeptorabh&ngigkeit der Lysophospholipikwig zu untersuchen, werden Versuche
mit spezifischen S1P-Rezeptorinhibitoren durchgefutie 15 Minuten vor der Zugabe der
jeweiligen Lysophospholipide dem Medium hinzugefigirden. Dabei handelt es sich um den
S1R;3 Rezeptorinhibitor VPC-23019 (10umol/l), den $S1MRRezeptorinhibitor JTE-013
(10umol/l) und den SEFRezeptorinhibitor CAY-10444 (1umol/l). Als Negationtrolle wird
auch hier der Radikalfanger Tiron (100mM) mitgetihr

2.2.8 Messung am Fluoreszenz-Image-Plate-Reader (HR)

Gemessen wird am FLIPR Mithras LB940 der Firma IBg#d. Verwendet werden ausschliel3lich
schwarze Microfluor-Platten mit 96 VertiefungeneOiemperatur betragt wahrend der gesamten
Messung 37°C. Die benutzten Filter fir die Wellegkn betragen 485nm mit einem Bandfilter

von 20nm fir die Exzitation und 535nm mit einem &f@ter von 15nm fir die Emission.
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Fiur das Experiment wird eine NADPH-Stammlosungr(ifol/l) aufgetaut und auf Eis gelagert.
Kurz vor der geplanten Messung wird mit dieser Ingsder Injektor des FLIPRs geladen.
Gestartet wird die Reaktion durch die einmalige ahggyvon 5 pl der NADPH-L6sung Uber den
Injektor in 195 ul Zellsuspension, was einer Endianration von 250umol/l entspricht. Hierbei
wird das entstandene DCF angeregt und anschlie@ienBmission tber 800ms ermittelt. Im
gewéhlten Modus werden alle Zellen der Reihe ndudr die Zeit des Experiments gemessen.
Zur Kontrolle der NADPH unabhéngigen DCF-Fluoreszererden bei jedem Durchgang Werte

von Zellen ohne Zusatz von NADPH mitgemessen.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die Resultate sind als Mittelwert + Standardfeldes Mittelwertes angefiihrt. Die Reaktionen

werden in Prozenten bezogen auf den Basalwertserfage Gber Mikrowin 2000 gespeicherten

Daten werden unter Zuhilfenahme des Analyseprogmrnmsm 5.0 statistisch ausgewertet,

wobei ein Wert von P < 0.05 als statistisch siggaifit gilt. Die erhobenen Resultate beschreiben
Gruppen von unverbundenen Stichproben mit potdnantérschiedlicher Standardabweichung.

Zur Prifung der statistischen Signifikanz wird aissem Grund der verteilungsunabhangige U-

Test von Wilcoxon, Mann und Whitney angewendet.
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3. Ergebnisse
Im folgenden Abschnitt werden die wichtigsten Emgebe dieser Arbeit vorgestellt. Es erfolgt

zunéchst die Beschreibung der verschiedenen Zedt-Dosisreihen. Anschlie3end wird in der
Auswertung der Kernfrage nachgegangen, ob Lysoptubgide wie Sphingosin-1-Phosphat,
SEW-2871 und neuere lysophospholipidbasierte Imnuduiatoren wie FTY720-P Einfluss auf
die Cyclosporin A abhangige Produktion von reaktiv&auerstoffspezies in glatten
GefalBmuskelzellen aus Rattenaorten haben. Die Bigggham Ende dienen dem Versuch, durch
Kombination von spezifischen Antagonisten der aestenen S1P-Rezeptoren, Ruckschlisse

auf die beteiligten Rezeptorsubtypen zu ziehen.

3.1Zeitabhangige Auswirkung von Interleukin-1f, Cyclosporin A, Sphingosin-1-

Phosphat, SEW-2871 und FTY720-P auf die Pro#ition von ROS durch VSMCs
Um die optimale Stimulationszeit fir die genanngtoffe zu ermitteln, sind zunéchst Zeitreihen
mit einer festen Konzentration erstellt worden. garsgswert flr die Messungen ist bei allen
Versuchsreihen der zu Beginn ermittelte Basisw@ut. besseren Darstellung wird von allen
Werten die entsprechende Hintergrundstrahlung aggez Insgesamt sind alle Experimente
mindestens sechs Mal wiederholt worden, um einerdRiezierbarkeit der Ergebnisse zu
gewahrleisten. Die erfolgreich durchgefuhrten Negantrollen mit dem Radikalfanger Tiron
(100 mM) sind hier der Ubersichtlichkeit halberhtiabgebildet.
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3.1.1Zeitreihe mit Interleukin-1 p

300+

N
o
<

=
o
@

Reaktive Sauerstoffspezies
(% des Basalwertes)

Zeit
(min)

Abbildung 4: Darstellung einer zeitabhdngigen ROS-Produktion glatten GefdRmuskelzellen aus Rattenaorten
mit Hilfe des Fluorophors }DCFDA nach Stimulation mit Interleukingl(10ng/ml)— Gemessen wurde die Menge
an reaktiven Sauerstoffspezies Uber 240 Minuterrluoreszenz-Image-Plate-Reader. Die Werte entspredam
Mittelwert £ dem Standardfehler des Mittelwertes: signifikanter Unterschied zur Kontrolle; P <B,01> 6.

Als Positivkontrolle fir den Assay ist Interleuklfi-verwendet worden, welches fiir eine starke
Stimulation von VSMCs zur Bildung von ROS bekarstt(Abbildung 4). Hierbei zeigt sich bei
einer Konzentration von 10ng/ml bereits nach zehnukn eine signifikante Steigerung der
ROS-Produktion auf tber 60% des Ausgangswertesh IiR8cMinuten hat sich der Wert fast
verdoppelt. Uber die Zeit nimmt die Steigung lamgs#b, sodass bei den letzten drei Werten ein
Plateau erreicht wird, das ungefahr dem 2,7fachea Ausgangswertes entspricht. Die
entstandene Sattigungskurve lasst vermuten, dassmdiximal mogliche ROS-Produktion
erreicht worden ist.

Da die Steigerung der Fluoreszenz nach 60 Minuteén noch gering ist, die Gefahr der
Zellschadigung jedoch mit jeder Verlangerung depdfxments zunimmt, erscheint diese Zeit
fur die spater folgenden Messungen mit I3-ideal zu sein (Interleukinfit [ECso] = -8,3 £ 0,1
max. ROS-Produktion = 272 + 8,1%>16).
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3.1.2Zeitreihe mit Cyclosporin A
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Abbildung 5: Darstellung einer zeitabhdngigen ROS-Produktion glatten GefdRBmuskelzellen aus Rattenaorten
mit Hilfe des Fluorophors #DCFDA nach Stimulation mit Cyclosporin A (10pg/mi}Gemessen wurde die Menge
an reaktiven Sauerstoffspezies Uber 240 MinuterrFluoreszenz-Image-Plate-Reader. Die Werte entspredam
Mittelwert £ dem Standardfehler des Mittelwertes: signifikanter Unterschied zur Kontrolle; P <B,01> 6.

Nachdem der Test mit ILlerfolgreich verlaufen ist, gilt es, die Auswirkuwemgvon Cyclosporin

A auf die ROS-Produktion von VSMCs zu untersuchidier ist ebenfalls eine Zeitreihe von 0
bis 240 Minuten mit den DCF-beladenen Zellen dtstebrden (Abbildung 5). Die gewahlite
Cyclosporin A Konzentration betragt 10ug/ml. Als siqangswert dient erneut der ermittelte
Basiswert zum Beginn der Messung. Nach zehn Ministebereits eine signifikante Steigerung
der Fluoreszenz um 25% zu verzeichnen. Diese sietzfort, sodass nach 60 Minuten 175% des
Basalwertes gemessen wird. Wie schon beifllb&obachtet, kommt es im weiteren Verlauf zu
einer Abflachung der Kurve. Dies ist entweder aeflibgrenzte Enzymkapazitat der Zellen oder
auf den Effekt der Fotobleichung zurtickzufihrent Bedwert nach 240 Minuten betragt 182%
des Ausgangswertes. Da die Steigerung nach 60 &tinotir noch gering ausfallt, werden die
folgenden Experimente mit Cyclosporin A auf dies&gitraum beschrénkt (Cyclosporin A:
[ECsq] =-5,2 £ 0,1 max. ROS-Produktion = 182 + 5,0%; 6).



3. Ergebnisse 24

3.1.3Zeitreihe mit Sphingosin-1-Phosphat
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Abbildung 6: Darstellung einer zeitabhdngigen ROS-Produktion glatten GefdRmuskelzellen aus Rattenaorten
mit Hilfe des Fluorophors #DCFDA nach Stimulation mit Sphingosin-1-Phosphdu@/ml) - Gemessen wurde
die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies Uber 24futth am Fluoreszenz-Image-Plate-Reader. Die Werte
entsprechen dem Mittelwert + dem Standardfehlendiésiwertes. P < 0,05; r 6.

Nachdem der Beweis gelungen ist, dass Cyclosporireide Produktion von radikalen
Sauerstoffspezies in VSMCs ausldsen kann, giltwes das Lysophospholipid Sphingosin-1-
Phosphat in einer Zeitreihe auf diese Eigenschiaftzim untersuchen. Daflr sind mit DFC
beladene glatte GefalBmuskelzellen mit 10pug/ml Syasim-1-Phosphat stimuliert und
anschlieBend die Fluoreszenz in den oben bescheab&eitabstdnden gemessen worden
(Abbildung 6). Uber den gesamten Zeitraum kommhies zu keiner signifikanten Steigerung
der ROS-Produktion Gber den Ausgangswert hinadsrdssanterweise erfolgt aber auch keine

entscheidende Abnahme der Fluoreszenzmenge.
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3.1.4Zeitreihe mit SEW-2871
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Abbildung 7: Darstellung einer zeitabhdngigen ROS-Produktion glatten GefdRBmuskelzellen aus Rattenaorten
mit Hilfe des Fluorophors #DCFDA nach Stimulation mit SEW-2871 (1pa/ml)Gemessen wurde die Menge an
reaktiven Sauerstoffspezies Uber 240 Minuten anorEBzenz-Image-Plate-Reader. Die Werte entspredbam
Mittelwert £ dem Standardfehler des Mittelwertes: B,05; n> 6.

Es ist weiter untersucht worden, welchen Einfluss skelektive S1fPRezoptoragonist SEW-
2871 auf die ROS-Produktion von VSMCs hat (Abbilgui). Hierzu sind erneut glatte
GefalRmuskelzellen mit ABACFDA beladen und anschliel3end mit 1pg/ml SEW-28@ér 240
Minuten stimuliert worden. Ahnlich wie bei S1P drigsich im Vergleich mit dem Basalwert
keine signifikante Veranderung der durch die VSMEBildeten ROS-Menge.
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3.1.5Zeitreihe mit FTY720-P
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Abbildung 8: Darstellung einer zeitabhdngigen ROS-Produktion glatten GefdRBmuskelzellen aus Rattenaorten
mit Hilfe des Fluorophors }#DCFDA nach Stimulation mit FTY720-P (10pug/ml)Gemessen wurde die Menge an
reaktiven Sauerstoffspezies tUber 240 Minuten anorEkrenz-Image-Plate-Reader. Die Werte entspredban
Mittelwert £ dem Standardfehler des Mittelwertess B,05; n> 6.

Nachdem S1P und SEW-2871 keinen Einfluss auf d@éuBg von reaktiven Sauerstoffspezies
gezeigt haben, ist das gleiche Experiment mit demosphorilierten S1P-Analogon und
Immunsuppressivum FTY720 durchgefuhrt worden (Adiollg 8). Die verwendete
Konzentration von FTY720-P betragt 10pug/ml. Ahnligle bei S1P ist es hierdurch zu keiner
signifikanten Veranderung der Fluoreszenzmenge rgeken. Die gemessenen Werte liegen
grof3tenteils auf dem Niveau des Ausgangswertesgli€tol hat FTY720-P alleine weder

positiven noch negativen Einfluss auf die ROS-Bilglin VSMCs.
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3.2Dosisabhangige Auswirkung von Interleukin-1B, Cyclosporin A, Sphingosin-1-

Phosphat, SEW-2871 und FTY720-P auf die Pro#ition von ROS durch VSMCs
Nachdem im ersten Durchlauf feste Konzentrationem ¥nterleukin-18, Cyclosporin A,
Sphingosin-1-Phosphat, SEW-2871 und FTY720-P in deitreihen verwendet worden sind,
sind im Folgenden Versuchsreihen mit unterschibdhc Stoffkonzentrationen durchgefuhrt
worden. Ziel ist es, den jeweiligen dosisabhangigerfluss auf die Bildung von ROS durch
VSMCs zu untersuchen. Die verwendeten Dosierungerhen dabei in Zehnerpotenzen von
Ing/ml bis 1mg/ml. Es sind erneut VSMCs mitDFDA beladen und die Menge an
produzierten reaktiven Sauerstoffspezies durcheitizelnen Stoffe mit Hilfe eines FLIPRs
detektiert worden. Die Messdaten sind anschlieemd jeweiligen Verhaltnis zum
unstimulierten Basiswert dargestellt. Bei den faldgn Experimenten ist jeweils nach 60
Minuten gemessen worden, da sich dieser Wert in ldeher beschriebenen Zeitreihen als
optimal fur die Detektion von ROS herausgestelit Bdle folgenden Experimente sind in der
entsprechenden Versuchsanordnung mindestens seehsdWichgefiihrt worden, um eine
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten. Die durchgeéith Negativkontrollen mit dem
Radikalfanger Tiron (100mM) sind hier der Ubersiichkeit halber nicht abgebildet.
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3.2.1Konzentrationsreihe mit Interleukin-1§

3004

N
3y
?

150+

Reaktive Sauerstoffspezies
(% des Basalwertes)
N
o
Q

100+

\&_

\&Q; 2] ) f\ © fo o
o‘\& Interleukin-1 3
Ay (log mol/l)

Abbildung 9: Darstellung einer dosisabhéngigen ROS-Produktionglatten GefaBmuskelzellen aus Rattenaorten
mit Hilfe des Fluorophors #DCFDA nach Stimulation mit Interleukindl- Gemessen wurde jeweils die Menge an
reaktiven Sauerstoffspezies nach 60 Minuten Stitimadurch Stoffkonzentrationen von 1ng/ml bis 1migam
Fluoreszenz-Image-Plate-Reader. Die Werte entspredbm Mittelwert + dem Standardfehler des Mittetes *

= signifikanter Unterschied zur Kontrolle; P < G,05 6.

Die erste Messreihe ist erneut mit Interleukfhéls Positivkontrolle fur die Bildung von ROS
durchgefuhrt worden. Es galt einzuschatzen, olzdi®r gewahlte Konzentration von 10ng/ml
in der Zeitreihe ausreichend ist (Abbildung 9). &&xr bei einer Dosis von 1ng/ml kommt es im
Vergleich mit der Ausgangsdosis zu einer signifteanSteigerung der ROS-Produktion. Die
weiteren Werte steigen konzentrationsabhangig @64 des Basalwertes bei 10ng/ml tber
234% bei 1pug/ml bis hin zum Maximalwert von 278% diaer Konzentration von 1mg/ml (IL-
1B: [ECsg) = -6,9 £ 0,1 max. ROS-Produktion = 275 + 5,2%, ).
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3.2.2Konzentrationsreihe mit Cyclosporin A
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Abbildung 10: Darstellung einer dosisabhéngigen ROS-Produktiom \glatten GefaRmuskelzellen aus
Rattenaorten mit Hilfe des FluorophorsBiCFDA nach Stimulation mit Cyclosporin A Gemessen wurde jeweils
die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies nach 6t Stimulation durch Stoffkonzentrationen vog/tm bis
1mg/ml am Fluoreszenz-Image-Plate-Reader. Die Wemntsprechen dem Mittelwert + dem Standardfehler de
Mittelwertes. * = signifikanter Unterschied zur Kouolle; P < 0,05; r» 6.

Zur Ermittlung einer optimalen Cyclosporin A Dosieg fur die Stimulation einer Bildung von
ROS durch VSMCs ist eine Konzentrationsreihe naereits genanntem Schema (s. 3.2)
durchgefuhrt worden (Abbildung 10). Durch DCF undchea FLIPR ist die jeweilige
fluorometrische Intensitdt nach 60 Minuten aufgelzeet worden. Bei den niedrigen
Konzentrationen ist zunachst keine signifikanteggteing der Fluoreszenz und somit der Menge
an ROS registrierbar. Erst ab einer Konzentratimm 100ng/ml kommt es zu einer bedeutsamen
Zunahme auf 125% des Basalwertes. Diese setztfsithiber 165% bei einer Dosis von
10ug/ml bis hin zu einem Maximalwert von 185% beigIml| (CyA: [EG(] = -5,7 = 0,1 max.
ROS-Produktion =192 + 10,1%>6).
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3.2.3Konzentrationsreihe mit Sphingosin-1-Phosphat
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Abbildung 11: Darstellung einer dosisabhéngigen ROS-Produktiom \glatten GefaRmuskelzellen aus
Rattenaorten mit Hilfe des FluorophorsDCFDA nach Stimulation mit Sphingosin-1-Phosph@emessen wurde
jeweils die Menge an reaktiven Sauerstoffspezieh ri) Minuten Stimulation durch Stoffkonzentratiomeon
1ng/ml bis 1mg/ml am Fluoreszenz-Image-Plate-ReadEe Werte entsprechen dem Mittelwert £+ dem
Standardfehler des Mittelwertes. * = signifikantbrterschied zur Kontrolle; P < 0,05216.

In der oben beschriebenen Zeitreihe von Sphingbgtosphat in einer Konzentration von
10pg/ml hat sich keine signifikante ROS-Produktiomch VSMCs gezeigt (s. 3.1.3). In der jetzt
durchgefuhrten Konzentrationsreihe mit Dosierungam 1ng/ml bis 1mg/ml ist die Fluoreszenz
mit einem FLIPR nach 60 Minuten gemessen worderbi{dbng 11). Dabei kommt es in den
geringeren und mittleren Konzentrationsstarken aindm auffalligen Anstieg der ROS-
Produktion. Uberraschenderweise findet sich abrddusis von 10pg/ml zwar nur ein leichter,
aber doch signifikanter Anstieg der Fluoreszenzraeagf 112% des Ausgangswertes. Dieser
setzt sich fort Uber 118% bei einer Konzentratioon vVI0Oug/ml bis zu 125% bei der
Maximaldosis von 1mg/ml. Dieser Effekt ist wahrdsdfieh einem zelltoxischen Effekt des S1P
in diesen unphysiologisch hohen Dosen zuzuschreiBéR: [EGy = -4,6 + 0,1 max. ROS-
Produktion = 128 + 16,2%,16).



3. Ergebnisse 31

3.2.4Konzentrationsreihe mit SEW-2871
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Abbildung 12: Darstellung einer dosisabhangigen ROS-Produktiam \glatten Gefamuskelzellen aus
Rattenaorten mit Hilfe des FluorophorsECFDA nach Stimulation mit SEW-2871 (1ug/mi)Gemessen wurde
jeweils die Menge an reaktiven Sauerstoffspezie ré) Minuten Stimulation durch Stoffkonzentratiomeon
1ng/ml bis 1mg/ml am Fluoreszenz-Image-Plate-Read#e Werte entsprechen dem Mittelwert £+ dem
Standardfehler des Mittelwertes. P < 0,05; &

Abbildung 12 stellt die Konzentrationsreine mit SEA871 dar. Hier zeigt der SiRgonist
SEW-2871 im Vergleich zur Zeitreihe (s. 3.1.4) lkesignifikanten Veranderungen der ROS-

Produktion gegeniiber dem Ausgangswert.
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3.2.5Konzentrationsreihe mit FTY720-P
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Abbildung 13: Darstellung einer dosisabhangigen ROS-Produktiam \glatten GefalBmuskelzellen aus
Rattenaorten mit Hilfe des FluorophorsBlFDA nach Stimulation mit FTY720-P Gemessen wurde jeweils die
Menge an reaktiven Sauerstoffspezies nach 60 Min8timulation durch Stoffkonzentrationen von 1nghig
1mg/ml am Fluoreszenz-Image-Plate-Reader. Die Wemntesprechen dem Mittelwert + dem Standardfehler de
Mittelwertes. P < 0,05; h 6.

Nachdem FTY720-P in der Konzentration von 10ugmder Zeitreihe (s. 3.1.5) keinen Einfluss
auf die Menge an produzierten reaktiven Sauergtefies gezeigt hat, ist nun ein maglicher
dosisabhangiger Effekt untersucht worden (Abbildti8y Das Ergebnis zeigt, dass auch hohere
oder niedrigere Dosen keine signifikanten Auswid@m haben. Der bei dem S1P beobachtete
Effekt einer deutlichen Stimulation in h6heren Dobéeibt beim FTY720-P aus.
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3.3Dosisabhéngiger Einfluss von Sphingosin-1-Phosphd&TY720-P und SEW-2871 auf
Cyclosporin A stimulierte VSMCs
Die bisher durchgefiihrten Experimente haben déugezeigt, dass Cyclosporin A sowohl zeit-
als auch dosisabhangig eine ROS-Produktion in VSBtsuliert. Dieser Effekt ist dagegen fur
das Sphingosin-1-Phosphat nur in hohen Dosen un&HEW-2871 und FTY720-P gar nicht
beobachtet worden. Nun ist der zentralen Fragegem@ngen worden, ob diese Stoffe einen
positiven oder negativen Einfluss auf die CyclogspoA induzierte und gleichzeitig
zellwandschadigende ROS-Bildung besitzen. Hieriitid geweils glatte GefalBmuskelzellen aus
Rattenaorten mit HDCFDA beladen und die Inhibitoren S1P, FTY720-P u®HW in
Konzentrationen von 1ng/ml bis 100ug/ml vorgelegbraden. Nach 30 Minuten ist die
Stimulation durch Cyclosporin A (10ug/ml) erfoldder Einfluss auf die ROS-Produktion ist
fluoreszenztechnisch mit einem FLIPR registriertrdem. Um eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten, sind alle folgendgueBmente mindestens sechs Mal wiederholt
worden. Die ebenfalls durchgefiihrten Negativkotgromit dem Radikalfanger Tiron (100 mM)
sind hier der Ubersichtlichkeit halber nicht abddti.
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3.3.1 Dosisabhangige Reaktion von Sphingosin-1-Plpbst mit Cyclosporin A
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Abbildung 14: Darstellung einer dosisabhingigen Hemmung der Ggokin A (10ug/ml) induzierten ROS-
Produktion von glatten GefalBmuskelzellen von Ratteten durch Kombination dem Lysophospholipid S1P
Dargestellt sind jeweils ausgehend vom Kontrollveiet prozentuale Menge an reaktiven Sauerstoffspazch 60
Minuten Stimulation durch S1P-Konzentrationen vog/inl bis 100ug/ml im Fluoreszenz-Image-Plate-Reddie
Werte entsprechen dem Mittelwert + dem Standardfetiés Mittelwertes. # = signifikante ROS-Produktit =
signifikante Hemmung im Vergleich zur reinen CyAr3ilation; P < 0,05; i 6.

Das Ergebnis aus der Kombination des Immunsupprassi Cyclosporin A (10pg/ml) und
verschiedenen Dosierungen des Lysophospholipidse®diBt eine signifikante Reduktion der
fluoreszenztechnisch bestimmten ROS-Menge bei demzé&ntrationen von 100ng/ml, 1pg/mi
und 10pug/ml (Abbildung 14). Cyclosporin A hat atleidie ROS-Produktion auf 178% des
Ausgangswertes gesteigert. Die anschlieBend stdHestnmung erfolgt durch 1pug/ml S1P, das
die ROS-Menge um 30% auf 148% des Basalwertes iextiummteressanterweise steigt die
Fluoreszenz bei h6heren S1P-Konzentrationen wiadgbis bei der S1P-Dosis von 100ug/ml
kein hemmender Effekt mehr registrierbar ist. Deddart sich durch die Beobachtung aus den
Konzentrationsreihen, in denen es bei hohen Konaimhen zu einer eigenstandigen Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies durch S1P kommitmwutlich wird hierdurch der hemmende

Einfluss tUberlagert.
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3.3.2Dosisabhangige Reaktion von FTY720-P mit CyclospariA
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Abbildung 15: Darstellung einer dosisabhingigen Hemmung der Ggokin A (10upg/ml) induzierten ROS-
Produktion von glatten GefaBmuskelzellen von Ratteten durch Kombination mit dem S1P-Analogon FTYF2
— Dargestellt sind jeweils ausgehend vom Kontraitvaée prozentuale Menge an reaktiven Sauerstaffepenach
60 Minuten Stimulation durch FTY720-P Konzentragarnvon 1ng/ml bis 100ug/ml im Fluoreszenz-ImageeRla
Reader. Die Werte entsprechen dem Mittelwert + d&andardfehler des Mittelwertes. # = signifikant®@ IR
Produktion; * = signifikante Hemmung im Vergleictrzeinen CyA-Stimulation; P < 0,052n6.

In dieser Versuchsreihe soll die Frage geklart emerdvelchen Einfluss FTY720-P auf die
Bildung von ROS durch Cyclosporin A in VSMCs hatb@dung 15). Hierzu ist FTY720-P in

steigenden Konzentrationen von 1ng/ml bis 100ugongelegt worden. Nach 30 Minuten ist

eine Stimulation mit Cyclosporin A (10pug/ml) erfalgDas fluoreszenztechnisch ermittelte
Ergebnis zeigt eine Cyclosporin A induzierte Steigg von 178% gegenuber dem Basiswert. In
niedrigen Konzentrationen hat FTY720-P keinen neswerten Einfluss auf die Menge an
produzierten ROS. Erst ab einer Dosis von 100ngomimt es im Vergleich zur Stimulation mit

reinem Cyclosporin A zu einer signifikanten Hemmudgr ROS-Menge um 20%. Diese
Entwicklung setzt sich bei hoheren FTY720-P Konedidgnen fort. Die starkste Hemmung

erfolgt bei 100pg/ml FTY720-P mit einer 30%-igendBktion der Cyclosporin A induzierten

ROS-Produktion.
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3.3.3Dosisabhangige Reaktion von SEW-2871 mit CyclosporiA
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Abbildung 16: Darstellung einer dosisabhingigen Hemmung der Ggokin A (10upg/ml) induzierten ROS-

Produktion von glatten GefaBmuskelzellen von Raiteten durch Kombination mit dem S3Rezeptoragonisten

SEW-2871 — Dargestellt sind jeweils ausgehend vom Kontrettwdie prozentuale Menge an reaktiven
Sauerstoffspezies nach 60 Minuten Stimulation dB&W-2871 Konzentrationen von 1ng/ml bis 100ug/ml i

Fluoreszenz-lmage-Plate-Reader. Die Werte entspredem Mittelwert + dem Standardfehler des Mittetes

# = signifikante ROS-Produktion, P < 0,05; 8.

Nachdem sowohl S1P als auch FTY720-P in verscheasd&wonzentrationen einen hemmenden
Einfluss auf die durch Cycosporin A gesteigerted@ilg von ROS gehabt haben, stellt sich die
Frage, ob diese Wirkung auch mit einem reinen;$Rd¥eptorantagonisten zu erreichen ist.
Hierfur sind HDCFDA beladene VSMCs SEW-2871-Konzentrationen vag/rhl bis 100pg/ml
ausgesetzt und anschlieRend mit Cyclosporin A (&@])gstimuliert worden (Abbildung 16).
SEW-2871 zeigt jedoch keinen signifikanten Einflasg die Cyclosporin A induzierte ROS-
Produktion. Es lasst sich deshalb vermuten, dassed&S1P und FTY720-P beobachtete Prozess
wabhrscheinlich nicht tber den SiRezeptor vermittelt wird.



3. Ergebnisse 37

3.4.Einfluss der S1P-Rezeptorantagonisten JTE-013, VP23019 und CAY-10444 auf die
durch Interaktion von S1P, FTY720-P und SEW2871 mit CyA entstehende ROS-
Produktion in VSMCs

In den beschriebenen Experimenten kann fur S1IPRING720-P ein hemmender Einfluss auf
die CyA abhangige ROS-Bildung in VSMCs nachgewiesarerden. Der S1P
Rezeptorantagonist SEW-2871 hat dagegen keinetugsmuf dieses Geschehen. Um zu klaren,
welche S1P-Rezeptorsubtypen bei den beobachtetektdif eine Rolle spielen, sind die Stoffe
mit verschiedenen Antagonisten kombiniert wordenPCv23019 blockiert die S1R
Rezeptoren, JTE-013 dagegen selektiv den,-Siid CAY-10444 den SiHRezeptor. Fur die
Messreihen ist stets der gleiche Versuchsaufbaulgieworden: HDCFDA beladene VSMCs
sind mit VPC-23019, JTE-013 oder CYA-10444 fur 1broei 37°C vorinkubiert worden.

Nach Zugabe von S1P, FTY720-P oder SEW-2871 istijewlie Stimulation mit Cyclosporin A
erfolgt. Um eine Reproduzierbarkeit der Daten zw&wleisten, sind alle Experimente
mindestens sechs Mal wiederholt worden. In den deerUbersichtlichkeit halber grafisch nicht
dargestellten Experimenten zeigen die gewahltenadortisten weder alleine noch in
Kombination mit Cyclosporin A einen signifikantennBuss auf die ROS-Produktion von
VSMCs.
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3.4.1 Reaktion von CyA und S1P mit JTE-013, VPC-23® und CAY-10444
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Abbildung 17: Darstellung einer Hemmung der Cyclosporin A (10dpinduzierten ROS-Produktion von glatten
GefaBmuskelzellen aus Rattenaorten durch SphindeBimosphat (1ug/ml) alleine und in Kombination mit
spezifischen Antagonisten am S1RITE-013 10umol/l), SLR- (VPC-23019 10umol/l) und SHRezeptor (Cay-
10444 1umoal/l) - Dargestellt ist jeweils ausgehend vom Kontrottwdie prozentuale Menge an reaktiven
Sauerstoffspezies nach 60 Minuten Stimulation imoFdszenz-Image-Plate-Reader. Die Werte entspredéen
Mittelwert £+ dem Standardfehler des Mittelwertes.=* signifikante Hemmung der CyA-induzierten ROS-
Produktion; # = signifikanter Aufhebung der ROS-Heuamg durch S1P; P < 0,05216.

Wie oben dargestellt (s. 3.3.1), hat das S1P iteren Konzentrationen die Bildung von ROS
durch Cyclosporin A in VSMCs gesenkt. Im folgenderperiment sind verschiedene S1P-
Rezeptorantagonisten hinzugefiigt worden, um nahkuéschlisse Uber die beteiligten
Rezeptorsubtypen zu bekommen (Abbildung 17). Hierbeigt sich, dass der Sif
Rezeptorantagonist VPC-23019 diesen Effekt teileveigseder aufhebt, wohingegen JTE-013,
ein S1B-Rezeptorantagonist, keinen signifikanten Einflumsf das Geschehen hat. Ein
spezifischer Antagonist am SitRezeptor, das CAY-10444, schafft es sogar den herden
Einfluss von S1P auf die ROS-Bildung vollstandigfzahheben. Folglich ist von einem
erheblichen Einfluss des SitRezeptors bei der Wirkung von S1P auszugehen.
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3.4.2 Reaktion von CyA und FTY720-P mit JTE-013, VE-23019 und CAY-10444
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Abbildung 18: Darstellung einer Hemmung der Cyclosporin A (10dpinduzierten ROS-Produktion aus glatten
GefaBmuskelzellen von Rattenaorten durch FTY7204Pg/ml) alleine und in Kombination mit spezifischen
Antagonisten am S1P (JTE-013 10umol/l), Sh- (VPC-23019 10umol/l) und SiRezeptor (Cay-10444
1umol/l) - Dargestellt ist jeweils ausgehend vom Kontrotiwke prozentuale Menge an reaktiven Sauerstatfepe
nach 60 Minuten Stimulation im Fluoreszenz-Imagatd2Reader. Die Werte entsprechen dem Mittelwedetn
Standardfehler des Mittelwertes. * = signifikanterhinung der CyA-induzierten ROS-Produktion; # = Siganter
Aufhebung der ROS-Hemmung durch S1P; P < 0,356n

Nachdem CAY-10444 und VPC-23019 im vorangegangdfgreriment eine Hemmung der
S1P-Wirkung zur Folge gehabt haben, ist nun untétsuorden, ob bei FTY720-P ein ahnliches
Ergebnis erzielt wird (Abbildung 18). Tatsachlicebth VPC-23019 auch die Wirkung von
FTY720-P teilweise wieder auf. Die fluoreszenztestim bestimmte ROS-Menge steigt von
152% des Basalwertes um 17% auf 169% an. JTE-OilBi¢raebenfalls keinen nennenswerten
Einfluss. CAY-10444 dagegen erreicht durch Blockats S1RRezeptors einen erneuten
Anstieg der ROS-Produktion auf 174% des Basalweuted gleicht damit die hemmende
Wirkung von FTY720-P fast vollstandig wieder aus.
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3.4.3Reaktion von CyA und SEW-2871 mit JTE-013, VPC-23 und CAY-10444
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Abbildung 19: Darstellung einer Hemmung der Cyclosporin A (10upinduzierten ROS-Produktion aus glatten
GefalBmuskelzellen von Rattenaorten durch SEW-287dy/(nl) alleine und in Kombination mit spezifischen
Antagonisten am S1P (JTE-013 10umol/l), ShZ- (VPC-23019 10umol/l) und SiRezeptor (Cay-10444
1umol/l) - Dargestellt ist jeweils ausgehend vom Kontroliwe prozentuale Menge an reaktiven Sauerstaffepe
nach 60 Minuten Stimulation im Fluoreszenz-Imagaté¢*Reader. Die Werte entsprechen dem Mittelwedtmm
Standardfehler des Mittelwertes. P < 0,05; &

Bisher hat der SLFRezeptoragonist SEW-2871 keinen entscheidendefiugsnauf die ROS-
Bildung in VSMCs gezeigt. Das hat sich auch nialntctl die Zugabe der Rezeptorantagonisten
geéandert (Abbildung 19). Dieses Ergebnis stitzt stibon in den vorherigen Experimenten
gewonnene Vermutung, dass der SRRzeptor, wenn tUberhaupt, nur eine untergeordrelie

in der Wirkung von S1P und FTY720-P auf die ROSdRktion in VSMCs spielt.
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4. Diskussion
Die Nierentransplantation ist neben der Dialyseeenter Behandlungsmdglichkeiten bei

terminaler Niereninsuffizienz oder dem Verlust legitNieren. Sie bietet gegentber der Dialyse
den Vorteil, dass die betroffenen Patienten an hetpealitdt gewinnen und besser in ihrem
sozialen Umfeld integriert bleiben. Die Organlksgtmg sollte méglichst schon vor einer
Dialysetherapie stattfinden, da selbst eine gutalyBetherapie nicht vor den haufigen
Begleiterkrankungen schitzen kann. 2009 fandenHaubtransplant in Deutschland etwa 2100
Nierentransplantationen statt, ca. 7600 Patiertsrden auf der Warteliste.

Viele friihe Transplantationsversuche zu Beginn Nhile des vergangenen Jahrhunderts — in
der BRD wurde 1963 die erste NierenlUbertragung hdjeftinrt - scheiterten an den nicht zu
beherrschenden AbstolRungsreaktionen. Erst die &nidg der immunsuppressiven Wirkung
des Stoffes Cyclosporin A verhalf der Transplaotemedizin schlieBlich Anfang der 80er
Jahre zum Durchbruch. Uber die Inhibierung von @elarin, einem Enzym, welches eine
Schlusselrolle bei der Einleitung und Verstarkumy d@-zellvermittelten Immunantwort spielt,
war erstmals eine gezielte Hemmung von T-Lymphozyt@dglich. Bis heute sind
Calcineurininhibitoren in Kombination mit Prolifédranshemmern fester Bestandteil vieler
immunsuppressiver Therapieschemata.

Der Einsatz von Calcineurinihibitoren ist dennocahstritten. Neben den direkten Folgen der
Immunsuppression wie erhohter Infektionsneigungmedrter Tumorinduktion und generellen
toxischen Schaden, kommt es auch zu spezifischeswithungen durch die einzelnen
Medikamente. Cyclosporin A ist beispielsweise nepdxisch und kann zu erhéhtem Blutdruck
fuhren (Budde, Giessing et al. 2006). AuRerdenibéstannt, dass Cyclosporin A nach langerer
Anwendung zu einer endothelialen Dysfunktion fihkann (Weis, Wildhirt et al. 2000). Eine
zentrale Rolle scheint dabei der erhéhte oxidgfitress zu spielen, der Gber eine Verminderung
der endothelial produzierten NO-Bioverfugbarkeir xtasokonstriktion von renalen Arterien
fuhrt und dartber hinaus einen Zelluntergang déypbptose auszulésen vermag (Pohlman and
Harlan 2000).

Diese Arbeit konnte auf3erdem zeigen, dass Cyclospgoin VSMCs sowohl dosis- als auch
konzentrationsabhangig eine starke Produktion eaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bewirkt.
Dies trifft auch auf eine Konzentration von Cyclosp A von ca. 1 pg/ml zu, was in etwa dem
therapeutischen Zielspiegel nach einer Nierentlanggtion entspricht.

In den letzten Jahren sind Uberdies verschiedengzestschaden durch Cyclosporin A bekannt

geworden. Trotz optimal eingestellter immunsuppvessTherapie kann beispielsweise durch
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die beschriebene pathologische Endothelaktivier@nge arteriosklerotische Transplantat-
vaskulopathie entstehen, die langfristig eine lisiehz des Spenderorgans nach sich zieht
(Kitamoto and Egashira 2004). Ausgeldst wird die8é&tivierungsprozess durch verstarkte
Immigration und Adhasion von Immunzellen am Endbtivas eine chronische Entziindung zur
Folge hat. Diese fuhrt zu Storungen wichtiger eheller Eigenschaften wie Apoptose,
Wachstum, Metabolismus, Endothelin-1-Freisetzungd uStickstoffoxid-Produktion und
verstarkt zusatzlich den Entziindungsprozess (BemizMunger 2002).

Eine medikamentdse Alternative konnte aufgrund immaodulierender Eigenschaften das neu
entwickelte FTY720 darstellen (Ferguson 2004). Bs der erste Vertreter einer neuen
Medikamentengruppe von Sphingosin-1-RezeptoragemisDurch die Blockade des S1P-
Rezeptors wird der Austritt von Lymphozyten aus dgmphknoten gehemmt und es kommt zu
einem Pooling aufRerhalb der Blutbahn. Folglich knndie Immunzellen nicht wieder
rezirkulieren und werden somit von den Spender@gamd anderem entzindlichen Gewebe
ferngehalten. Wichtig dabei ist, dass die eingesg@nen B- und T-Zellen aktiv bleiben und die
humorale Immunantwort nicht gestort wird (Pinschewvaxhsenbein et al. 2000).

Neben den immunmodulierenden Eigenschafen von FOY@iBt es auch mehr und mehr
Hinweise auf einen begleitenden positiven kardikudsen Effekt. So hat FTY720
beispielsweise einen deutlichen Einfluss auf diekion und Permeabilitat von Endothelzellen
(Sanchez, Estrada-Hernandez et al. 2003; Brinkm@wyster et al. 2004). Aul3erdem wurde eine
S1R-rezeptorabhangige vasodilatierende, durch die #igming des Akt/eNOS/NO
Signalweges ausgeltste Wirkung von FTY720 auf Maiea beschrieben (Tdlle, Levkau et al.
2005). In der vorliegenden Arbeit zeigt sich, d&sP und FTY720 in den Zeit- und
Konzentrationsreinen im Gegensatz zum Cyclosporirkefne Auswirkung auf die durch
VSMCs produzierte ROS-Menge haben. Die einzige Absre stellt das S1P in
Konzentrationen tber 10pug/ml dar, was wohl auf Zidtoxizitat der unphysiologisch hohen
Dosen zurtckzufuhren ist.

Daruber hinaus konnte eine protektive Wirkung dmaeLysophospholipide auf Cyclosporin A
induzierten oxidativen Stress in VSMCs nachgewieserden. Sowohl das S1P als auch das
FTY720 vermdgen die durch Cyclosporin A ausgeldtage an ROS in VSMCs signifikant zu
senken. Durch den kombinierten Einsatz von Cyclospd und einem S1P-Agonisten kdnnte es
deshalb moéglich sein, die ROS-vermittelten gefafid mephrotoxischen Eigenschaften des
Cyclosporins zu mindern.

Wie aber lasst sich erklaren, dass der Si€zeptoragonist SEW-2871 im Gegensatz zu S1P

und FTY720 keinen hemmenden Einfluss auf die RG#sHiktion hat? Hochstwahrscheinlich ist
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dies durch die unterschiedlichen Affinitaten zu desrschiedenen S1P-Rezeptorsubtypen zu
erklaren. Das S1P-Analogon FTY720 ist bereits algemieller Agonist an den G-Protein
gekoppelten Rezeptoren fur S181R, S1R und S1k identifiziert worden (Brinkmann, Davis
et al. 2002). Die immunsuppressive Wirkung von FZ¥7wird nach neuesten Studien
hauptséachlich dem S1HRezeptor zugeschrieben. So sind bei Sddfiziten Mausen weder die
Thymozyten in der Lage den Thymus noch die B- undellen befahigt, die peripheren
Lymphknoten wieder zu verlassen (Matloubian, Lalet2004). Dieser SiHRezeptor scheint
jedoch bei der in dieser Arbeit untersuchten Thénehe untergeordnete Rolle zu spielen, weil
der spezifische Rezeptoragonist SEW-2871 keinemiféignten Einfluss auf die durch
Cyclosporin A vermittelte ROS-Produktion in VSMCegzgigt hat. Da der S}HRezeptor
grof3tenteils im lymphatischen und blutbildenden &svsowie in der Lunge vorkommt (Graler,
Bernhardt et al. 1998) und der $IRezeptor hauptsachlich in der Milz und in der wail3
Substanz des ZNS zu finden ist (Hla, Lee et al120@sst sich vermuten, dass der Einfluss von
S1P und FTY720-P auf die ROS-Produktion tUber deks-8ezeptor reguliert wird. Fur diese
These sprechen auch die Ergebnisse der durchgafihrersuche mit den spezifischen
Rezeptorantagonisten VPC-23019, JTE-013 und CAY440Der SlksRezeptorantagonist
VPC-23019 und der SiMHRezeptorantagonist JTE-013 vermochten beide dieS-RO
unterdriickende Wirkung von S1P und FTY720 signiftkau hemmen. Das CAY-10444, ein
Antagonist am S1PRezeptor, hatte dagegen keinen hemmenden Einfluss.

Nachdem FTY720 seine Wirkung an Tiermodellen gezeagte (Brinkmann, Pinschewer et al.
2001), wurden Klinische Phase-I- und Phase-ll-®tudiurchgefuhrt. Hierbei zeigte sich, dass es
bis auf voribergehende asymptomatische Bradykagiliemertragen wurde (Skerjanec, Tedesco
et al. 2005; Budde, Schutz et al. 2006). In ein@itaven Phase-Il-Studie erbrachte die
Kombination aus FTY720 und Cyclosporin A in der é&hdrickung von akuten
TransplantatabstoRungen ahnlich gute Ergebnissedi&tandardtherapie mit Cyclosporin A
und dem Proliferationshemmer Mycophenolate mof@iMF) (Mulgaonkar, Tedesco et al.
2006). Daruber hinaus wurden keine Anzeichen fury FX0 induzierte Nebenwirkungen
gefunden, wie sie typischerweise bei den gangigenunsuppressiven Therapien vorkommen.
Allerdings wurde bei einigen Patienten zu Therapign eine voribergehende und reversible
asymptomatische Bradykardie beobachtet. Bei and@r@oanden trat eine dosisabhangige nicht
progrediente Steigerung des Atemwegswiderstandg®ang, Hassoun et al. 2004).

Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse wumbeei grof3e Phase-IlI-Studien initiiert.
Die erste Studie konnte zwar durch Kombination vidsichen Cyclosporin A-Dosen und

FTY720 gegenuber der Therapie mit Cyclosporin A MidF einen vergleichbaren Effekt auf
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die Unterdrickung von akuten renalen AbstoRungsian nachweisen, zeigte jedoch
insgesamt keinen signifikanten Vorteil (Salvaddydde et al. 2006). Zudem wurden zwei
erhebliche Nebenwirkungen von FTY720 bekannt. Ingiéech zu MMF war zum einen eine
reduzierte renale Funktion und zum anderen einhgéeistAuftreten von Makuladdemen auffallig
(Salvadori, Budde et al. 2006). Die klinische Emmg von FTY720 bei
Nierentransplantationen wurde daraufhin eingest8lis heute ist nicht klar, wie es zu der
verminderten Kreatinin-Clearance bei den getestesienten gekommen ist.

Auch wenn sich das FTY720 aufgrund des eingesckeanRVirkungsgrades und der
aufgetretenen Nebenwirkungen nicht durchsetztemtiepnist das immunmodulierende Prinzip
von FTY720 durch Pooling der Lymphozyten in denigeren lymphatischen Organen
weiterhin ein aussichtsreicher Ansatz fir die Tpdaustationsmedizin. Moéglicherweise lasst sich
durch die Entwicklung von spezifischeren Agonistam S1P-Rezeptor und dem besseren
Verstandnis der zugrunde liegenden Signalwege dabemvirkungsspektum reduzieren.
Besondere Aufmerksamkeit muss der Frage gelten,esieu der Abnahme der Kreatinin-
Clearance gekommen ist. Die in dieser Arbeit besbknen mdglichen gefal3protektiven
Eigenschaften von S1P und FTY720 gegentuber dentoxaschen Charakter von Cyclosporin
A stellen einen weiteren wichtigen Schritt zum Vé&nslnis der Wirkung der Lysophospholipde
dar.

Die immunmodulierenden und kardiovaskularen Eigeaten von S1P-Agonisten sind dabei
nicht nur far die Transplantationsmedizin von Bedeag. lhre positiven Einflisse auf die
Arteriosklerose und andere chronisch entzindlichgagkungen zeigen das grof3e Potential,
welches in der weiteren Erforschung der Lysophokplde und deren Rezeptoren steckt.
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5. Zusammenfassung
Es ist allgemein anerkannt, dass das ImmunsuppuessCyclosporin A eine gefaldtoxische

Wirkung besitzt und beispielsweise durch oxidativetiess eine ausgepragte endotheliale
Dysfunktion verursachen kann. Gerade diese Eigeffisabt es, die fur viele chronische
TransplantatabstoRungen verantwortlich gemacht . wivgiterhin konnte mehrfach deutlich
gezeigt werden, dass Lysophospholipide wie Sphingb$hosphat (S1P) gefal3protektive
Funktionen besitzen, welche durch rezeptorvernettébrgédnge gesteuert werden. Daher stellt
sich die Frage, ob bei nierentransplantierten Ritredurch eine Therapie mit lysophospholipid-
basierten Immunmodulatoren eine Verbesserung dersptantatfunktion erreicht werden kann.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Einflissges lysophospholipid-basierten
Immunmodulators FTY720 auf die Cyclosporin A inder Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) zu untersuchen.

Aus diesem Grund sindh vitro verschiedene Experimente mit glatten GefalRmusheizel
thorakaler Aorten von Wistar-Kyoto-Ratten durchdetiworden. Zur Messung des Einflusses
verschiedener Substanzen auf die Produktion vorktivea Sauerstoffspezies ist ein
fluoreszenztechnisches Verfahren verwendet wordenpei mit Hilfe des Farbstoffes
H,DCFDA und eines Fluorescence-Microplate-Readergeseilige Menge an ROS quantitativ

erfasst worden ist.

So konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werdens dagclosporin A eine zeit- und
dosisabhangige Produktion reaktiver Sauerstoffggezin  den verwendeten glatten
GefalRmuskelzellen auslost. Diese Eigenschaft zeigkein hohen Konzentrationen ebenfalls bei
dem Lysophospholipid S1P, was sehr wahrscheinlidheaen dosisabhangigen zelltoxischen
Effekt zurtickzufihren ist. Bei FTY720 trat diesdfekt nicht auf.

Die Kombination der Lysophospholipide mit CyclospoiA fiihrte bei FTY720 zu einer
dosisabhéangigen Reduzierung der Cyclosporin A imditen Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies um bis zu 30%. Bei dem Sphingb$thosphat konnte dieser Effekt in
mittleren Konzentrationen ebenfalls beobachtet emrd

Um die Abhangigkeit der beschriebenen Ergebnisse den bekannten Subtypen des S1P-
Rezeptors naher zu untersuchen, sind zusatzlichifisgbe Rezeptorantagonisten verwendet

worden.
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Gro3ten Einfluss auf die durch FTY720 und S1P wsacinite Hemmung der Cyclosporin A
induzierte Mengen an reaktiven Sauerstoffspezi¢sdéa spezifische SiHRezeptorantagonist
JTE-013 gezeigt. Durch Blockade dieses Rezeptaratkoder hemmende Einfluss von S1P und
FTY720 auf die ROS-Produktion fast vollstindig vaedaufgehoben werden. Weitere
Experimente haben gezeigt, dass die;S1iAd die S1PRezeptoren nur eine untergeordnete
Rolle bei der Hemmung spielen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in deregerilden Arbeitin vitro der hemmende
Einfluss von Sphingosin-1-Phosphat und des lysopbigpd-basierten Immunmodulators
FTY720 auf die von Cyclosporin A induzierte Prodaktvon reaktiven Sauerstoffspezies in
glatten Gefalimuskelzellen von Rattenaorten naclagewi werden konnte. Dieser Effekt wird
offensichtlich Gber den S1P3-Rezeptor vermittelt.

Welche Rolle diesen Erkenntnissen bei der Entwiglineuer, nicht gefal3schadigender
Medikamente fur die Posttransplantationsphase zukofeibt weiteren Arbeiten vorbehalten.
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