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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Mesangiumzellen und ihr Beitrag zur Progression der Glomerulonephritis

Die MZ unterliegen wie alle Zellen einem Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Wachstumshemmung. Dieses kann durch Entzindungsprozesse empfindlich gestort
werden und dann, in Abhangigkeit von den jeweilig vorherrschenden Mediatoren,
kann eine ungehemmte Proliferation der MZ ausgeldst werden. Diese mesangiale
Zellproliferation spielt eine wichtige Rolle nicht nur bei mesangioproliferativen
Glomerulonephritis (GN), aber auch bei weiteren Glomerulonephritisformen wie der
minimal proliferierenden GN, der GN im Rahmen eines systemischen Lupusnephritis,
oder diabetischen Nephropathie (Herold, 2001). Dies wird verstandlich, wenn man
sich die zentrale Stellung der MZ zwischen Blutgefalen und Glomeruli klar macht.
Einerseits fuhrt eine mesangiale Hyperzellularitat zu einer Gefugedilatation an der
glomerularen Filtrationsbarriere und fordert somit das mit den jeweiligen GN-Formen
verbundene nephrotische Syndrom. Die pathogenetischen Vorgange umfassen
andererseits neben der verstarkten Zellproliferation auch eine vermehrte Bildung
von der extrazellularen Matrix sowie die Fahigkeit der Mesangiumzellen zur
Synthese von wichtigen Zytokinen und Wachstumsfaktoren oder Enzymen (Review
bei Haas et al., 1999), und dadurch kénnen auch andere die Glomeruli erhaltende
Strukturen vom Entziindungsprozess erfal3t und langfristig zerstort werden.

Die MZ unterliegt einem kontraktilen Stimulus, der durch vasoaktive Amine und
Peptide, solchen wie Vasopressin, Noradrenalin, Angiotensin |l (Ang IlI) oder
Histamin und Thromboxan ausgeldst wird (Review bei Pfeilschifter, 1989). Durch
eine andauernde und nicht ausreichend antagonisierte Kontraktion der
Mesangiumzellen werden die Filtrationsoberflache der Basalmembran und der
glomerulare Ultrafiltrationskoeffizient reduziert, was letztendlich auch zu einem Abfall
der glomerularen Filtrationsrate (GFR) fuhrt (Ichikawa et Harris, 1991). Diese Effekte
konnen aber durch vasodilatorisch wirksame Prostaglandine wie PGE; oder durch
Stickstoffmonoxid (NO) aufgehoben werden, wodurch es zu einer Erhéhung des
effektiven Plasmaflusses und der glomerularen Filtrationsrate kommt (Buschhausen
et al., 2001; Scharschmidt und Dunn, 1983; Bachmann und Mundel, 1994).
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Die Mesangiumzelle proliferiert angeregt durch  bestimmte  Zytokine,
Wachstumsfaktoren oder andere Reize und kann selber im Rahmen eines autokrinen
Mechanismus Zytokine, Wachstumsfaktoren, vasoaktive Peptide und verschiedene
Enzyme sezernieren. Als Ausldser der mesangialen Proliferation kommen vor allem
Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), epidermal
growth factor (EGF), insulin-like growth factor (IGF) und Zytokine wie Interleukin-113
(IL-1R) oder Interleukin-6 (IL-6) in Frage. Demgegenuber uUben der transforming
growth factor B (TGF-R), tumor necrosis factor o (TNF-a), Interferon vy (IFN-vy)
inhibierende Effekte aus (Haas et al., 1999; Floege et al., 1991a,b).

Es gibt auch Hinweise, dass die Wirkung von TGF-B abhangig von dessen
Konzentration sein kann. So zeigten Jaffer et al. (1989), dass niedrigere
Konzentrationen von TGF-f3 (< 100 pg/ml) eine Zellproliferation auslosen, wahrend
hohe Konzentrationen (> 250 ng/ml) einen hemmenden Effekt ausiben.

Daruber hinaus sind Mesangiumzellen in der Lage, Phagozytose von Makro-
molekulen wie Immunkomplexen und hoéhermolekularen Proteinen durchzuflhren
und sind ein Bestandteil eines lokalen retikuloendothelialen Systems (Mene et al.,
1989). Tierexperimentelle Daten deuten z. B. darauf hin, dass die Ang ll-vermittelte
mesangiale Aufnahme von Makromolekilen die Ausbildung einer glomerularen
Sklerose beschleunigen kann (Grond et al., 1985).

Unter inflammatorischen Bedingungen, wie bei einer Glomerulonephritis wird eine
vermehrte Freisetzung von NO beobachtet (Cattell, 1994,1999; Ketteler et al., 1994;
Furusu et al., 1998). Dabei entsteht der erhéhte NO-Spiegel im Glomerulus nicht nur
durch an die Entzindungsstelle angelangte Leukozyten aber auch durch die
autokrine NO-Bildung von Mesangiumzellen (Cattell und Cook, 1995; Ketteler et al.,
1994; Pfeilschifter et al., 1993). Die pathogenetische Bedeutung erhodhter NO-
Konzentrationen in der Niere wahrend der Progression der GN ist noch nicht klar
definiert, denn einerseits dient sie der Abwehr der Erreger und kann die glomerulare
Filtration positiv beeinflussen, anderseits unterstiutzt sie die Zerstérung korpereigener
Zellen und kann somit zu irreversiblen Schaden am Entzindungsort fihren.

Die Wirkung von PDGF-BB, Ang Il und NO wird in den folgenden Kapiteln

ausfuhrlicher beschrieben.
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1.2 Faktoren, die mesangiale Proliferation beeinflussen

1.2.1 Platelet-derived growth factor (PDGF)

Der platelet-derived growth factor (PDGF) ist einer der zuerst beschriebenen
Faktoren, der urspriinglich als aktiver Bestandteil des Blutserums (Kohler und Lipton,
1974; Ross et al., 1974) und spater als ein aus Blutplattchen gewonnenes Protein
identifiziert wurde (Antoniades et al., 1979; Heldin et al., 1979). Inzwischen belegten
mehrere Studien, dass verschiedene Zellarten wie Fibroblasten, vaskulare glatte
Muskelzellen, endotheliale Zellen, Mesangiumzellen PDGF synthetisieren kdnnen
(Review bei Heldin und Westermark, 1999).

PDGF kann die Vermehrung vieler Zelltypen anregen, 16st Anderungen der Zellform
und deren Motilitdt aus, induziert eine Reorganisation des Aktin-Filament-Systems
und stimuliert die Chemotaxis (Floege et al., 1991; Heldin und Westermark, 1999).
PDGF ist ein Protein, das als kationischer Homo- oder Heterodimer vorkommt und
aus einer 16 kD A-Kette und einer 14 kD B-Kette besteht, die Uber Disulfid-Bricken
miteinander verbunden sind. Bis jetzt sind drei Isoformen von PDGF bekannt:
PDGF-AA, PDGF-AB und PDGF-BB (Ross et al., 1986). Die PDGF-Isoformen binden
an fur sie entsprechende Rezeptoren, Tyrosin-spezifische Proteinkinasen. Dabei
kann an den a-Rezeptor sowohl die A- als auch die B- Kette von PDGF binden,
wahrend sich an den R-Rezeptor nur die B-Kette anbindet. Auf diese Weise kann
PDGF-AA nur das aa-Rezeptor-Homodimer induzieren, wahrend PDGF-AB sowohl
das aa-Rezeptor-Homodimer als auch das af3-Heterodimer und PDGF-BB alle drei
Isoformen (aa-, BR-, und al}-Rezeptor) aktivieren kann (Heldin und Westermark,
1999).

Durch die Anbindung von PDGF an den Rezeptor wird dieser dimerisieren und durch
die Autophosphorylierung aktiviert (Abboud et al., 1995; Heldin et al., 1998). Als
Folge werden mitogenaktivierte Protein-Kinase (MAPK) Kaskaden, die u. a. Phos-
phatidylinositol 3-Kinase (Pl 3-K), Phospholipase C (PLC)y1, Ras-Raf-mitogen-
activated Protein Kinase (MAPK) Kinase (MEK)-MAPK- [extracellular-signal-
regulated kinase (ERK)1/2] und JNK umfassen, in Gang gesetzt (Bazenet et al.,
1994; Choudhury et al., 1997; Heldin, 1992, Heldin et al., 1998, 1999; Kawano et al
2003; Abb. 1-1).
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Ist eine MAP-Kinase aktiviert, leitet sie das Signal weiter, indem sie in der Zelle
andere Proteinkinasen und genregulatorische Proteine phosphoryliert. Oft setzt
innerhalb von Minuten nach der Stimulation einer Zelle durch Wachstumsfaktoren die
Transkription bestimmter Gene, der so genannten Immediate-Early-Gene (IEG), ein.
Bei dieser Transkriptions-Aktivierung spielt ein Proteinkomplex, der aus dem
"Serumresponse"-Faktor (SRF) und Elk-1 besteht, eine wichtige Rolle. Dieser
Komplex ist standig an eine bestimmte DNA-Sequenz (das "Serumresponse"-
Element) gebunden, die im Regulator-Bereich mehrerer IEG liegt, von denen eines
fos genannt wird. Einmal aktiviert, wandert die MAP-Kinase aus dem Zytosol in den

Kern, phosphoryliert Elk-1, das anschlieBend dieTranskription des fos-Gens
anschaltet.

&
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Abbildung 1-1: Signaliibertragung von PDGF-Rezeptor liber RAS/RAF/MAPK
(ERK1/ERK2) Kaskade bis zum Zellkern (Schmoetzer-Gruenstadt:
http://home.t-online.de/home/schmoetzer-gruenstadt/onko_k3.htm)
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Zusatzlich konnen die MAP-Kinasen das Jun-Protein phosphorylieren, das
zusammen mit dem neugebildeten fos-Protein ein aktives genregulatorisches
Protein, das activator protein-1 (AP-1) Dbildet, welches ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor ist. Jun kann auch direkt von der C-Kinase (PKC) phosphoryliert
werden, die ebenso MAP-Kinase-Kaskade aktivieren kann (Alberts et al.,1995).

An kultivierten Mesangiumzellen wurde nachgewiesen, dass PDGF-BB durch eine
Aktivierung der MAP-Kinase-Signallibertragung die Zellproliferation  stimuliert
(Huwiler et al., 1995). Des weiteren zeigten Choudhury et al. (1996), dass PDGF
auch Uber die Tyrosin-Phosphoryliereung von Janus Kinase 1 (JAK1) den Transkrip-
tionsfaktor aus der STAT-Familie (signal transducer and activators of transcription)
aktivieren kann. JAK-Tyrosinkinasen spielen auch eine essentielle Rolle bei der
Aktivierung von Raf-1 (Marrero et al., 1997).

PDGF-BB gilt als stark mitogen wirkender Faktor fir Mesangiumzellen (Floege et al.,
1991a,b; Shultz et al., 1988). Eine erhdhte Expression von PDGF konnte sowohl bei
der mesangioproliferativen  Glomerulonephritis, der IgA-Nephropathie, der,
membranoproliferativen Glomerulonephritis und der Lupusnephritis als auch bei einer
AbstoRungsreaktion in der Transplantatniere nachgewiesen werden (Abboud 1995;
Gesualdo et al., 1991; Niemir et al., 1995; Yoshimura et al., 1991; Floege et al.,
1993). Tierexperimentelle Untersuchungen ergaben, dass eine Injektion mit anti-
PDGF-IgG Antikdrpern oder mit Oligonukleotid-Aptamer-Antagonisten gegen
PDGF-B bei Ratten mit mesangialer proliferativer Glomerulonephritis signifikant die
Proliferation der MZ und Matrixexpansion reduzierte (Johnson et al., 1992;
Ostendorf et al., 2001). In der Zellkultur wurde gezeigt, dass Mesangiumzellen nach
der Stimulation mit PDGF-BB proliferieren und selber auch PDGF-BB produzieren
(Abboud et al., 1987; Floege et al., 1991a; Shultz et al., 1988). Eine Inkubation der
Mesangiumzellen mit anderen Faktoren u. a. EGF (epidermal growth factor), TNF-a
(tumour necrosis factor a) oder bFGF ( basic fibroblast growth factor) fuhrt bei
Mesangiumzellen auch zur Induktion von PDGF-mRNA und -Protein, was beweist,
dass PDGF eine kritische Rolle als autokriner Wachstumsfaktor fur die Proliferation

der Mesangiumzellen darstellt (Silver et al., 1989).
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Unter PDGF-BB soll auch Uber den ftransforming growth factor B (TGF-R3)-
abhangigen Mechanismus eine verstarkte Synthese von extrazellularen Matrix
(ECM)-Proteinen wie Kollagen IV ausgelost werden (Yamabe et al., 2000).

Als Transkriptionsfaktoren fur PDGF-B wurden bis jetzt activator protein-1 (AP-1),
specifity protein-1 (Sp1), early-growth-response-gen-1 (Egr-1) und nuclear factor-«B
(NF-«B) identifiziert (Khachigian et al., 1994; 1995; 1996; 1997; Liang et al., 1996;
Rafty & Khachigian, 1998), deren erhohte Expression und Aktivitat ebenso bei
renalen Krankheiten nachgewiesen wurde (Granger et al., 2000; Mezzano et al.,
2001; Scharnhorst et al., 2000; Guijarro und Egido 2001).

1.2.2 Angiotensin Il (Ang Il)

Angiotensin Il stellt das primare Effektorhormon des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) dar, das eine entscheidende Rolle in der Regulation des
intravaskularen FlUssigkeitshaushaltes, des GefalRwiderstandes und somit des
Blutdrucks spielt.

Seit 1940 sind die systemischen und renalen gefallverengenden Effekte von Ang Il
bekannt (Fasciolo, 1990; Page, 1990). Die Regulation der glomerularen
Filtrationsratte (GFR) durch Ang Il war einer der zuerst beobachteten Effekte dieses
Hormons an der Niere. Durch Vasokonstriktion von glatten Muskelzellen erhoht
Ang Il den Tonus der glomerularen afferenten und efferenten Arteriolen und auf
diese Weise wird die glomerulare Filtrationsrate (GFR) beeinflusst (Carmines und
Fleming, 1990; Ichikawa und Harris, 1991). Dieses Oktapeptid wirkt
vasokonstriktorisch einerseits durch direkte Aktivierung der glatten Muskelzellen und
anderseits Uber die Freisetzung von Endothelin und Noradrenalin (Lischer, 1995).
Ang Il 16st auch eine Kontraktion der glomerularen Mesangiumzellen aus (Mene et
al., 1989). Durch die Ang Il vermittelte Kontraktion der Mesangiumzellen kommt es
zu einer VergroRerung von nichtselektiven Poren durch Dehnung, und in weiterer
Folge zum Verlust der glomerularen Siebfunktion und dadurch zum Auftreten einer
Proteinurie (Yoshioka et al., 1986).

Da alle RAS-Komponenten in proximalen Tubuluszellen (Braam & Koomans, 1996)
und in Glomeruli (Atiyeh et al., 1995) vorhanden sind und Ang Il intrarenal produziert

werden kann, ist die Niere nicht nur auf die Zufuhr von RAS-Komponenten aus
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extrarenalen Quellen angewiesen. Das zirkulierende Ang |l soll sogar eine
amplifizierende Wirkung auf die intrarenale Ang Il Synthese haben (Von Thin
et al., 1994).

Mehrere Untersuchungen der letzten Jahre belegen, dass Ang Il nicht nur durch die
vasokonstriktorische Einfliisse an der Progression der chronischen Niereninsuffizienz
kausal Dbeteiligt ist, sondern auch durch nicht-hamodynamisch vermittelte
Mechanismen dazu beitragt (Ichikawa et Harris, 1991; Wolf et Neilson, 1993, 1994).
So wurde gezeigt, dass Ang Il ein Wachstumsfaktor flr renale Tubuluszellen ist (Wolf
und Ziyadeh, 1997).

Ang Il entfaltet seine Wirkungen Uber die Vermittlung von spezifischen Ang II-
Rezeptoren, von denen bislang die Ang llI-Rezeptoren Typ-1 (AT1-Rezeptor) und
Typ-2 (AT2-Rezeptor) am besten charakterisiert sind (Bernstein und Berk, 1993;
Timmermanns et al., 1991). Die meisten bekannten Ang II-Effekte (wie z. B.:
Vasokonstriktion, Aldosteronfreisetzung, renale Natriumabsorption und
kardiovaskulare Hypertrophie) werden uUber den Typ-1 Rezeptor (AT1) vermittelt
(Edwards und Aiyar, 1993). In den Nieren befinden sich mehr als 90% aller
Rezeptoren vom AT1-Typ. Besonders hohe Konzentrationen sind in afferenten und
efferenten  glomerularen  GefalRen, Mesangiumzellen und verschiedenen
Tubulusabschnitten lokalisiert (Edwards und Aiyar, 1993; Grone et al.,1992; Sechi et
al., 1992; Terada et al., 1993).

Der AT1-Rezeptor gehdrt zur Superfamilie der  G-Protein-gekoppelten
Membranrezeptoren und hat ein Molekulargewicht von 65 kD (Helin et al., 1997;
Murphy et al., 1991). Durch die Bindung von Ang Il an den AT1-Rezeptor werden
verschiedene Signaltransduktionswege aktiviert, die fur das Wachstumsverhalten der
Zellen entscheidend sind:

1. Es folgt eine Abnahme von dem zyklischen AMP (cAMP) sowie eine Aktivierung
der Phospholipase C, was zu einem Anstieg von Inositol1,4,5-triphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) fuhrt. Unter IP3 wird Kalzium aus intrazellularen Speichern
freigesetzt, was eine Aktivierung von mehreren Kalzium-abhangigen Kinasen u. a.
der Tyrosinkinase Pyk2 bewirkt. Durch DAG wird die Kalzium-abhangige
Proteinkinase (PKC) aktiviert (Wolf, 1994; Mene et al., 1989; Marrero et al., 1996;
Pfeilschifter, 1989; Berk, 2001). Ang Il bewirkt eine Aktivierung von Kinasen wie



Einleitung 8

Raf-1 und ERK1/2 (Duff et al., 1992; Liao et al., 1996). Des Weiteren findet unter
Ang |l eine Stimulierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) statt, die die
Serin/Threonin Kinase (AKT) aktiviert (Saward und Sahradka, 1997; Bai et al., 1999).
Einige Studien erbrachten Hinweise darauf, dass Ang Il Uber den AT1-Rezeptor
direkt JAK2 und TYK2 stimulieren kann (Ali at al., 1997; Marrero et al., 1995: Marrero
et al., 1997; Venema at a., 1998). Diese Tyrosinkinasen phosphorylieren und
aktivieren so die Transkriptionsfaktoren von der STAT-Familie, die fur das Wachstum
der vaskularen Muskelzellen erforderlich sind. JAK-Tyrosinkinasen spielen auch eine
essentielle Rolle bei der Aktivierung von Raf-1 (Marrero et al., 1997).

2. Ang Il induziert die Transaktivierung von EGF-R und PDGF-R, die Uber die
c-Src-Tyrosinkinase und das Adapterprotein Shc vermittelt wird. Uber den
SHC/GRB2/SOS-Komplex wird dann Ras aktiviert und der Signalweg Uber die MAP-
Kinasen fortgesetzt (Eguchi et al., 1998; Eguchi und Inagami, 2000; Inagami et al.,
1999; Kelly et al., 2004; Saito & Berk, 2001).

3. Ang Il fuhrt Uber den AT1-Rezeptor zu einer erhdhten Aktivierung von ROS
(reactive oxygen species). Ang Il stimuliert die NAD(P)H-Oxidase und tragt so zur
erhohten Bildung von Superoxid-Anionen (O2) und Wasserstoffperoxid (H2O.) bei
(Griendling et al., 1994; Jaimes et al., 1998; Zafari et al., 1998; Ushio-Fukai et al.,
1998, 1999).

4. Ang Il I6st Uber den AT1-Rezeptor die Induktion von anderen Wachstumsfaktoren
wie PDGF-A und -B (Berk und Rao, 1993; Weber et al., 1994; Li et al., 2001; Deguchi
et al., 1999), TGF-B (Wolf et al ., 1993; Kagami et al., 1994), ET-1 (Hahn et al.,,
1990), bFGF (ltoh et al., 1993) und IL-6 (Han et al., 1999) aus.
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Abbildung 1-2: Angiotensin ll-vermittelte autokrine Wachstumsmechanismen
(Berk, 2001).

Alle durch Ang Il aktivierten, in den Punkten 1-4 erwahnten Signalwege kénnen zu
einer verstarkten Zellproliferation oder Zellhypertrophie fuhren (Abb. 1-2).

Der AT2-Rezeptor scheint nicht an G-Proteine gekoppelt zu sein, und seine
Homologie zum AT1-Subtyp betragt 34% (Martin et al., 1994b). Uber die Funktion
des AT2-Rezeptors liegen bisher wenige Befunde vor. Erste Beobachtungen jedoch
deuten darauf hin, dass der AT2-Rezeptor antipressorische, antichronotrope und
proapoptotische Effekte vermittelt und sich somit mdglicherweise antagonistisch zum
AT-1-Rezeptor verhalt (Masaki et al., 1998; Meffert et al., 1996; Yamada et al.,
1996,1998).

In der Literatur gibt es kein einheitliches Muster zum Wachstumsverhalten von
Mesangiumzellen nach Stimulation mit Ang Il. Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen
weisen auf eine hypertrophierende Wirkung von Angiotensin Il auf die
Mesangiumzellen hin (Ganz et al.,1990; Huwiler et al.,1995; Schulze-Lohoff et al.,
1993). Im Gegensatz zu diesen Autoren zeigten Wolf et al. (1992) und Orth et al.
(1995) Angiotensin Il als ein aktives Peptid, das bei Mesangiumzellen sowohl
Hyperplasie (VergroRerung eines Gewebes oder Organs durch einen Anstieg der

Zellzahl) als auch Hypertrophie (Vergrof3erung eines Gewebes oder Organs durch
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eine Zunahme der ZellgroRe mit einem Protein-Anstieg ohne Zellzahlzunahme)
auslosen kann. Vielen Berichten zufolge fuhrt eine durch Ang Il erhohte Synthese
von TGF-3 zu einer verstarkten Produktion von Matrixproteinen, und dies tragt zur
Entwicklung der Zellhypertrophie bei (Kagami et al., 1994; Leehey et al., 2000; Wolf
et. al., 1993, 1995).

1.2.3 Stickstoffmonoxid (NO)

Obwohl die therapeutische Wirkung von Nitroglycerin bei der Behandlung von
Angina pectoris seit mehr als einem Jahrhundert bekannt war, fand erst 1977 Murad
heraus, dass Nitroglycerin NO freisetzt und dass dieses Gas glatte Muskelzellen
relaxiert (Arnold et al., 1977). Ungefahr zu gleichen Zeit fanden Furchgott und
Zawadzki heraus, dass das Endothel unter der Acetylocholinwirkung einen
Botenstoff, ndmlich den endothelium derived relaxing factor (EDRF) produziert, der
die Entspannung der glatten Gefalimuskelzellen ausldst (Furchgott und Zawadzki,
1980). 1986 stellten Ignaro und Furchgott unabhangig voneinander fest, dass der
EDRF identisch mit NO ist (Ignaro et al., 1987).

Stickstoffmonoxid (NO) wird im normalen gesunden Glomerulus in Endothelzellen
konstitutiv synthetisiert. Durch die Fahigkeit der Antagonisierung der vasokonstrik-
torischen Effekte von Ang Il spielt NO eine sehr wichtige Rolle in der Regulation der
glomerularen Hamodynamik (Bachmann et al., 1995; De Nicola et al., 1992).

Es ist auch bekannt, dass NO als lokaler Mediator von Makrophagen und
neutrophilen Zellen gebildet wird und ihnen dabei hilft, eingedrungene
Mikroorganismen abzutdten. Dartiber hinaus kann NO als ein wichtiger Signal- und
Effektormolekil in Saugerzellen eine Vielzahl von Prozessen auslésen und
regulieren (Alberts et al.,1995).
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NO-Biosynthese

In Zellen wird die NO-Bildung durch die Mitglieder einer Enzymfamilie katalysiert, die
als NO-Synthasen bezeichnet werden. Bis heute wurden drei Isoformen identifiziert
(Moncada et al., 1991; Nathan und Xie, 1994; Review bei Boucher et al., 1999), die
Produkte verschiedener Gene darstellen und unterschiedlich lokalisiert und reguliert

werden:

= die neuronale NOS oder nNOS (NOS-I) wird konstitutiv exprimiert, kommt
hauptsachlich in Neuronen vor, wo sie als Neurotransmitter fungiert,

= die induzierbare NOS oder iINOS (NOS-II) wird durch Endotoxine und
inflammatorische Zytokine wie IL-1} oder TNF-a in Macrophagen und auch
anderen Zellen u. a. Mesangiumzellen induziert,

= die endotheliale NOS oder eNOS (NOS-III) wird konstitutiv exprimiert,
kommt hauptsachlich im vaskularen Endothel vor, wo sie fur die Relaxation der
darunter liegenden GefalRmuskulatur zustandig ist.

Wahrend die Aktivitdt der eNOS und der nNOS vom intrazellularen Kalziumspiegel
abhangig ist, agiert die INOS Kalzium-unabhangig, da diese NO-Synthase immer
Calmodulin als fest gebundene Untereinheit mit sich fuhren kann (Cho et al., 1992).
Der Grund der Kalzium-unabhangigen Bindung von Calmodulin an die iNOS wird in
dem fehlenden Vorhandensein der sogenannten autoinhibitorischen Schleife in der
Flavinmononukleotid (FMN)-bindenden Subdomane der iNOS gesehen (Alderton et
al., 2001).

Alle NO-Synthasen katalysieren eine Reaktion von L-Arginin (L-Arg), reduziertem
R-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) und Sauerstoff (O,) zu
NADP®, L-Citrullin und NO und Wasser (Abb. 1-3, Review bei Boucher et al., 1999).
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Abbildung 1-3: Vereinfachte Darstellung der durch NOS katalysierten Reaktion
von L-Arginin zu L-Citrullin und NO.

Da bestimmte Cofaktoren an der Reaktion beteiligt sind, besitzen alle Isoformen
entsprechende Bindestellen in der N-terminalen Oxygenase-Domane fur Eisen-
Protoporphyrin IX (Ham), Tetrahydrobiopterin (BH4), und L-Arginin und in der
C-terminalen Reduktase-Domane fur NADPH, Flavinadenindinukleotid (FAD) und
Flavinmononukleotid (FMN) (Review bei Boucher et al., 1999).

Die Reaktionen auf die Stimulation mit verschiedenen Zytokinen sind in Bezug auf
die iINOS-Induktion sehr komplex und Zelltyp-spezifisch. Beispielsweise l6sen
Lipopolysaccharide (LPS) und Interferon v (IFN-y) eine starke Induktion von iNOS in
Makrophagen aus, wahrend unter TNF-a - und IL-1R3-Stimulation nur eine schwache
Reaktion stattfindet. Im Gegenteil dazu reagiert die Mehrheit der Zellen wie
Mesangiumzellen empfindlicher und mit einer starken iNOS-Induktion auf TNF-a und
IL-13 (Pfeilschifter und Schwarzenbach, 1990; Muhl et al., 1994). Des Weiteren
wurde beobachtet, dass eine iINOS-Induktion sich einfacher bei Nagetierzellen als bei
menschlichen Zellen auslosen lasst. Beispielsweise gilt das Zytokin IL-13 als starker
Stimulus fur INOS-Transkription in Mesangiumzellen aus der Ratte (Pfeilschifter und
Schwarzenbach, 1990; Mihl et al., 1994), wahrend eine sichtbare iINOS-Induktion bei
menschlichen Zellen nur nach einer Behandlung mit mehreren Zytokinen wie IL-103,
IFN-vy und TNF-a stattfinden kann (Nicolson et al., 1993).
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Regulation der iNOS

Wird die iINOS einmal induziert, kann diese Uber einen langeren Zeitraum (mehrere
Stunden bis mehreren Tagen) NO produzieren, solange das Enzym funktionsfahig ist
und Substrat und Cofaktoren zu Verfugung stehen (Kroncke et al., 2000; Laurent et
al., 1996). Die Regulierung der iNOS- Aktivitat ist sehr wichtig, denn langfristig kann
eine erhohte NO-Menge bis zur Apoptose bzw. Nekrose der Zellen fuhren (Mahl et
al.,1996; Mosley et al., 2000; Brune et al., 1998a,b). Die Aktivitat der iINOS wird
einerseits durch NO selbst gehemmt (negative Rlckkopplung) (Griscavage et al.,
1993; Assreuy et al., 1993), anderseits 16sen hohe NO-Konzentrationen sowie einige
Zytokine (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B) durch Herunterregulierung der iNOS-mRNA eine
verminderte iINOS-Expression aus (Sheffler et al., 1995; Vouldoukis et al., 1997;
Doyle et al., 1994; Vodovotz et al., 1993; Kunz et al., 1997).

Untersuchungen der Expression von iINOS deuten auf einen komplizierten Aufbau
des Promotorbereichs hin, der mehrere Bindestellen fur bestimmte
Transkriptionsfaktoren aufweist. So wird eine Induktion von iINOS in Makrophagen
aus der Maus uber ~y-aktivierte Regionen und IFN-y response
Elementbindungsstellen im iINOS-Promotor vermittelt (Xie et al., 1993; Martin et al.,
1994). Fur die Induktion von iNOS bei mit IL-1[3 stimulierten Mesangiumzellen aus
der Ratte ist das Anbinden von NF-«B an fur diesen Faktor bestimmte Stelle in der
Promotorregion entscheidend (Eberhardt et al., 1994, 1998). Jedoch ist dies nicht die
einzige Voraussetzung, da Endothelin die durch Zytokine induzierte iINOS-
Expression ohne eine Beeinflussung der Bindung von NF-kB hemmte (Beck und
Sterzel, 1996). Bei der durch cAMP stimulierten iNOS-Induktion wurde eine erhdhte
Bindung von Transkriptionsfaktoren CAAT/Enhancer-Bindungsprotein (C/EBP) und
cAMP-responsive Element-Bindungsprotein (CREB) an die passende iNOS
Promotorregion festgestellt (Eberhardt et al., 1998).
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NO-Reaktionen

NO kann in verschiedenen Oxidationsstuffen vorliegen. Die Halbwertszeit des NO-
Radikals (Oxidationsstuffe: +2) betragt 6 — 30 sec und kann leicht konvertiert werden:
Es kann zu Nitrosonium-lon NO™ (Oxidationsstuffe: +3) oxidiert oder zu Nitroxyl-lon
NO™ (Oxidationsstuffe: +1) reduziert werden. So stellt NO ein Molekil mit einem
reduzierenden oder oxidierenden Potenzial dar, das mit anderen freien Radikalen,
Thiolgruppen, Ubergangsmetallen und molekularem Sauerstoff (Oz) reagieren kann
(Stamler, 1994; Review bei Butler et al., 1995).

Bei einer der schnellsten Reaktionen zwischen NO und dem Superoxidanion (Oy)
entsteht das sehr aktive Peroxynitrit (ONOO’). Diesem werden einander
widersprechende Effekte zugeschrieben. Einerseits hat diese Reaktion eine
schitzende Wirkung vor NO- oder O,-induzierten Zellschadigungen/Zelltod (Brine et
al.,, 1997; Sandau et al., 1997b). Anderseits werden dem Peroxynitrit DNA-
schadigende Effekte zugeschrieben (Szabo et al., 1996). Peroxynitrit kann zu NO,
und einem Hydroxyradikal zerfallen, das seine hohe Reaktivitat aufweist und far
seine biologisch destruktive Eigenschaft bekannt ist (Beckmann et al., 1990; Moro et
al., 1994).

Bei hoheren NO- Konzentrationen konnen als NO, zusammengefasste hohere
Stickoxide, wie z. B. NO2 und N2Os3, entstehen. Diese Verbindungen haben ein
wesentlich breiteres Reaktionsspektrum als NO und reagieren z. B. mit Thiol-
Gruppen in Cystein-Resten (R-SH), wodurch S-Nitrosothiol-Gruppen (R-SNO)
entstehen (Beckman und Koppenol, 1996; Gaston,1999). Zielmolekule in Zellen bei
nitrosativem Stress kdnnen auch Proteine mit Metallionen wie Eisen, Zink oder
Kupfer sein, wodurch deren Aktivitat moduliert wird (Ignaro, 1990; Niketic et al.,
1999; Stubauer et al., 1999; Kroncke und Carlberg, 2000).
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Die NO-modulierte Signaltransduktion

Durch die Reaktion von NO mit prosthetischen Eisen- oder Thiol-Gruppen von
Proteinen kdénnen diese aktiviert oder inhibiert werden, und auf diese Weise kann NO
verschiedene intrazellulare Transduktionswege beeinflussen. Eine der bekanntesten
Reaktionen ist die Aktivierung der léslichen Guanylat-Zyklase (sGC) durch die
Bindung von NO an die Ham-Gruppe (Ignaro, 1990). Die sGC katalysiert die Bildung
von zyklischem Guanosinmonophsphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP).
Das cGMP dient als Botenstoff (,second messenger®), das entscheidend fiur die
Aktivitat von cGMP-regulierten-lonenkanalen und -Phosphodiesterasen (PDEs) und
cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKGs) ist (Schmidt et al, 1993; Denninger und
Marletta, 1999).

Durch eine Oxidation der Thiol-Gruppe eines Cystein-Restes zu einer Nitrosothiol-
Gruppe wird die Aktivitat vieler glykolytischen Enzyme wie Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GAPDH) (Mohr et al., 1994; Padgett und Whorton, 1995)
sowie mancher Komponenten der zellularen Signaltransduktion wie Ras-Proteine
(p21"°) (Lander et al., 1995) und Proteinkinase C (PKC) (Gopalakrishna et al., 1993,
Studer et al., 1996) modifiziert. Einerseits kdnnen hohe Konzentrationen von NO via
S-Nitrosierung die Aktivitat von PKC und dem Transkriptionsfaktor AP-1 blockieren,
anderseits kann NO eine Aktivierung von p21™° bewirken. Die durch Ras-Proteine
initiierten Signaltransduktionswege aktivieren zum einen die Raf- MAPK-ERK1/2
Kinase-Kaskade (Chang und Karin, 2001), zum anderen die Phosphatidylinositol 3'-
Kinase (PI3K)- Kaskade (Cantley, 2002). Diese beeinflussen die Aktivitat mehrerer
Transkriptionsfaktoren und die Transkription vieler Gene, die Uber die Proliferation
oder den Zelltod entscheiden.

Ersten Beweis fur NO-vermittelte Effekte auf Protein-Kaskaden lieferten Lander et al.
(1993), die an T-Zellen zeigten , dass NO-freisetzende Verbindungen die Aktivitat der
Membran-assozierten Protein-Tyrosin-Phosphatase stimulieren, die fur die
Dephosphorylierung und Aktivierung der zu der src- Protein-Familie gehdrenden
Tyrosin-Kinase p56'“ verantwortlich ist. Diese Gruppe zeigte auch 1996, dass NO
drei bekannte MAPK-Kaskaden bei Jurkat T-Zellen aktivieren kann: die Stress-
aktivierte Protein/cJun N-terminal-Kinase (SAPK/JNK)- Kaskade, die Stress-aktivierte
p38 MAPK-Kaskade und die ERK/MAPK-Kaskade (Abb. 1-4).
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Ahnliche stimulierende Effekte von NO wurden auch in glomeruldren Mesangium-
und Endothelzellen festgestellt (Pfeilschifter und Huwiler, 1996; Callsen et al., 1998).

Dabei kann NO entweder die verschiedenen Kinasen direkt beeinflussen oder ihre

up-stream Faktoren wie das GTP-bindende Protein p21™° modifizieren (Lander et
al., 1995).
Growth factors, NO
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Abbildung 1-4: NO-vermittelte Signaltransduktionswege im Bereich der MAPK-
und JAK-Kaskaden (Beck et al., 1999).

Ein Beispiel fur eine direkte NO-Wirkung auf eine Proteinkinase stellt die S-
Nitrosierung und Inaktivierung der JNK2/SAPK unter dem NO-Donor
Nitrosoglutathion (GSNO) dar, wodurch antiapoptotische Effekte in B-Lymphozyten
hervorgerufen wurden (So et al., 1998).

In Mesangiumzellen wurde eine supprimierende Wirkung von NO auf die Aktivitat der
Proteinkinase C beobachtet (Gopalakrishna et al., 1993, Studer et al., 1996).
Auch eine andere Gruppe von Proteinkinasen, die Janus Kinasen (JAK2 und JAKS;
Abb. 1-4) wird durch NO inhibiert (Duhe et al., 1998).
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Die Aktivitdat von Redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und AP1 (Sen
und Packer, 1996) kann ebenso unter dem Einfluss von NO modifiziert werden.
Einerseits fuhrte eine Behandlung von Mesangiumzellen mit NO-Donoren wie
Natriumnitroprussiat (SNP), S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin (SNAP) und GSNO zu
einer verstarkten Bindungsaktivitat von NF-kB (Lander et al., 1993). Anderseits
bewirkten diese NO-Donoren eine Hemmung der NF-«B Bindungsaktivitat bei
anderen Zelltypen (Peng et al., 1995). Einen alternativen Mechanismus der NF-«B
Hemmung durch NO stellt eine erhohte Expression und nukleare Translokation des
Inhibitor-Proteins IkBa, wie dies flr die Genexpression von VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) in menschlichen Endothelzellen gezeigt wurde (Spicker et al.,
1997). Matthews et al. (1996) konnten aber eine direkte Inhibierung der DNA-
Bindungsaktivitat von NF-kB Protein unter NO in vitro nachweisen.

In vitro konnte auch eine direkte Modifizierung der Aktivitat von anderen
Transkriptionsfaktoren wie AP1 (Tabuchi et al., 1994) oder Egr-1 (Berendji et al.,
1999; Rupprecht et al., 2000) unter NO festgestellt werden. Die Inhibierung der
Bindungsfahigkeit an die DNA von Egr-1 durch NO beruht auf einer Zerstérung der
Zinkfinger-Strukturen durch S-Nitrosierung der Cysteine, die das Zink-lon
komplexieren, woraus eine Freisetzung von Zink-lonen folgt (Kroncke und Carlberg,
2000).

Mehrere Untersuchungen der letzten Jahre erbrachten Hinweise, dass eine Vielzahl
von Genen einer NO-kontrollierten Regulation unterliegt z. B. extrazellulare
Matrixproteine, Proteasen, Wachstumsfaktoren, Chemokine, Zytokine, Rezeptoren,
Enzyme, und Hormone (Review bei Beck et al., 1999). Die Bedeutung dieser

genregulatorischen Funktion ist noch nicht fur alle Faktoren geklart.

Das Wachstumsverhalten der Zellen unter NO

Da die molekulare Antwort der Zellen auf die NO-Wirkung unterschiedlich und von
vielen Faktoren abhangig ist, lasst sich nicht eindeutig definieren, was dies flur eine
Zelle bedeutet.

Ergebnisse mehrerer Untersuchungen gaben Hinweise auf eine Apoptose-
auslosende -Wirkung von NO nach einer iNOS-Induktion oder Behandlung mit NO-

Donoren in verschiedenen Zellarten (Brine et al., 1998b; Sandau et al., 1997a,b).
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Dabei wurden typische Merkmale der Apoptose festgestellt, wie DNA-
Fragmentierung durch aktive Endonukleasen, Chromatinkondensation,
Externalisierung von Phosphatidylserin der Zellmembran, Zellschrumpfung,
Abschniren von ,apoptotic bodies®, Aktivierung von Caspasen und Akkumulation
von tumour suppressor p53 (Mel3mer et al., 1994; MeRmer und Briine, 1996). Die
Sensitivitat der Zellen gegeniber endogenem oder exogenem NO kann in
verschiedenen Zellarten unterschiedlich sein. So konnten NO-Donoren eine
Apoptose in Makrophagen, Epithel-, Endothel- und Mesangiumzellen ausldsen,
wahrend unter IL-1R-Stimulation in Mesangiumzellen keine apoptotischen Merkmale
zu beobachten waren (Nitsch et al., 1997; Muhl et al., 1996). Darlber hinaus zeigten
Untersuchungen einer aus Epithel-, Endothel- und Mesangiumzellen bestehenden
Cokultur, dass eine durch IL-1 stimulierte INOS-Induktion in Mesangiumzellen keine
apoptotischen Veranderungen in den Endothel- und Epithelzellen ausléste. Sogar
eine Preinkubation der Mesangiumzellen mit IL-13 wies eine protektive Wirkung
gegenuber einer durch exogenes NO-induzierten Apoptose auf (Muhl et al., 1996).
Ergebnisse mehrerer Untersuchungen weisen daraufhin, dass eine langer dauernde
NO-Bildung die Apoptose initieren kann, dies ist jedoch von der Interaktion
zwischen NO und O, abhangig (Brune et al., 1997, 1998a; Sandau et al., 1997a,
1997b). Danach ist also die Balance zwischen pro- und antiapoptotischen Effekten
sehr wichtig und entscheidet, ob durch NO destruktive oder protektive Mechanismen
in den Zellen aktiviert werden. Die schitzende Wirkung von NO soll mdglicherweise
uber die Aktivierung der Cyclooxygenase-2 (COX-2), eines Schlisselenzyms der
Prostaglandinsynthese, vermittelt werden (Brune et al., 1998a,b). Aufgrund der
Induzierbarkeit von COX-2 durch mitogene und inflammatorische Reize spielt diese
eine wichtige Rolle bei der Mitogenese und in entziindlichen Prozessen (Hershman,
1994). Einerseits kann NO eine amplifizierende Wirkung auf die mit IL-1} induzierte
COX-2-Expression haben (Tetsuka et al., 1996), anderseits kann die COX-2 uber die
Prostaglandinsynthese die Expression von iNOS beeinflussen (Tetsuka et al., 1994).
Hierbei sollen PGE; bei niedrigeren Konzentrationen stimulierend auf die Expression
der INOS wirken, wahrend hohere PGE, -Konzentrationen zu einer

Expressionshemmung der iNOS fuhren kénnen (Milano et al., 1995).
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1.3 Immediate-early-genes (IEG): c-fos, Egr-1

Bei unterschiedlichen Entzindungsprozessen wird eine verstarkte Aktivierung von
c-fos oder Egr-1 beobachtet. Beide sind Mitglieder der Genfamilie der immediate-

early-genes (IEG).

Das c-fos-Gen kodiert flr ein 62 kD nukleares Phosphoprotein, das nach einer
mitogenen Stimulierung sehr schnell induziert wird. Viele Studien belegten, dass
c-fos eine charakteristische zeitabhangige Expressionsintensitat aufweist, schon
nach einigen wenigen Minuten, maximal aber nach ca. 20 bis 30 min exprimiert wird
und dann wieder auf seine urspringliche Transkriptionsrate abfallt (Schafer et al.,
1996; Kreisberg et al., 1994; Rupprecht et al., 1993)

In der Arbeit von Choudhury (1999) wurde gezeigt, dass PDGF-BB die Transkription
von c-fos-Gen uber die MAPK- Elk-1 Aktivierung induziert. Experimente von Hu et al.
(1995) ergaben, dass die Genexpression von c-fos auch durch die PI-3-Kinase (Hu
et al., 1995) Uber eine Aktivierung der Akt-Serin-Threonin-Kinase reguliert wird
(Choudhury, 2001). Wie Choudhury (2001) zeigte, fuhrte eine Inhibition von Akt zur
Reduktion der Elk-1-abhangigen c-fos Transkription und zu einer kompletten
Hemmung der DNA-Synthese bei mit PDGF stimulierten Mesangiumzellen.

Das fos-Protein bildet zusammen mit dem jun-Protein den Protein-Komplex AP-1
(activator protein-1), dass als Transkriptionsfaktor die Aktivitat vieler Gene reguliert
(Karin et al., 1997), von denen manche an inflammatorischen Prozessen im
Glomerulum beteiligt sind (Granger et al., 2000; Johnson et al., 1994; Mezzano et al.,
2001). Eine verstarkte c-fos-Expression wurde bei Patienten mit einer
Lupusnephritis, einer IgA Nephritis und einer fokal-segmental sklerosierenden GN
detektiert (Takemura et al., 1996).

Das Early-growth-response-gen-1 (Egr-1), bekannt auch unter dem Namen: zif268,
Krox 24, Tis 8 oder NGFI-A wird ebenso nach einer mitogenen Stimulierung schnell
und transient induziert (Rupprecht et al., 1992a, 1993). Das Gen kodiert fur ein
nuklear lokalisiertes DNA-Bindeprotein mit einem Molekulargewicht von 75 bis 80 kD.
Seine DNA-Bindungsfahigkeit wird Gber drei Zinkfingermotive vermittelt, welche die

Konsensussequenz 5°-GCG(G/T)GGGCG-3" innerhalb der Promotorregion von
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Zielgenen erkennen ( Cao et al., 1990; Pavletich et al., 1991; Sukhatme et al., 1988),
woraus eine transkriptionelle Aktivierung oder Hemmung von Genen resultiert.
Mehrere Untersuchungen konnten die Funktion von Egr-1 als Transkriptionsfaktor
belegen (Gupta et al., 1991; Kinane et al., 1994; Lemaire et al., 1990; Molnar et al.,
1994). Egr-1 nimmt an der transkriptionellen Regulation vieler Gene des
Endotheliums teil, die u. a. umfassen: PDGF-A, PDGF-B, tissue Faktor (TF),
transforming growth factor 8 (TGF-B), und urokinase-type plasminogen activator
(Khachigian und Collins, 1997; Silvermann und Collins, 1999).

Mehreren Hinweisen zu Folge korreliert eine Egr-1 Induktion mit einer starken
Proliferation der Zellen. So wurde gezeigt, dass eine Egr-1-Induktion sowohl nach
mitogener Stimulierung von Mesangiumzellen in Kultur erfolgt als auch in der
proliferativen Anti-Thy-1.1-Nephritis in vivo auftritt (Rupprecht et al., 1992, 1993,
1997). Mit Hilfe der Antisense-Oligonucleotid-Strategie zeigte Rupprecht et al.
(1997), dass die Egr-1-Induktion einen essentiellen Bestandteil der mitogenen
Signaltransduktionskaskade in kultivierten Mesangiumzellen darstellt. Carl et al.
(2003) lieferten Beweise, dass eine Hemmung des Egr-1 Proteins durch den
Transfer der gegen Egr-1 gerichteten Antisense-Oligonukleotide (AS ODN) zu einer
Reduktion der experimentellen mesangioproliferativen Glomerulonephritis flhrte.
Folgende Anderungen wurden dabei festgestellt: eine Verminderung der
Hyperzellularitat und der Mitosezahl, eine Reduktion der glomerularen Flache und
eine Reduktion der PDGF-B-Expression, was anscheinend durch die Hemmung von
Egr-1-Protein bedingt worden war.

Es gibt aber auch Berichte Uber einen Zusammenhang zwischen der Egr-1-Induktion
und einer Anti-Proliferation und Apoptose der Zellen (Liu et al., 1998; Lee et al.,
2004).

1.4 Einsatz von bestimmten Pharmaka als Inhibitoren der mesangialen

Hyperplasie/Hypertrophie

1.4.1 Immunsuppressiva (IS)

Eine Therapieoption fur verschiedene Formen der Glomerulonephritis bilden derzeit
Immunsuppressiva wie z. B. Cyclosporin A (CyA oder CsA), FK-506 (Tacrolimus)
und Mykophenolat Mofetil (MMF).
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Cyclosporin A, FK-506 (Tacrolimus)

Cyclosporin A (CyA) ist ein lipophiles zyklisches Peptid, das aus dem Bodenpilz
Tolypocladium inflatum Gams isoliert wurde. Bei FK-506 (Tacrolimus) handelt es sich

um makrozyklisches Antibiotikum, das aus Streptomyces Tsukubaensis gewonnen

wurde.
H,Ca .2
(H,C),HC HO,,,
<|:H3 o CH, O
H
H.C N,, N.,, CH
3NN ', T QHLN/ 3
H,C CH, O CH, O C,H, 0
CH(CH,),
O (H.C),HC N
CH,§ R e CH,
e N N : N
, N Tr\']‘
0 CH, O CH, o) CH(CH,),
CH(CH,),
HO
MeO
Abbildung 1-5:
Strukturformel von:
CyA (oben)
FK-506 (links).

Obwohl strukturell beide Immunsuppressiva so unterschiedlich sind (Abb. 1-5),

gehoren sie funktionell in die Klasse der Calcineurin-Inhibitoren,

das heildt, durch

gebildete Medikament-Immunophilin-Komplexe und ihr Binden an Calcineurin-

Calmodulin wird die Phosphatase-Aktivitat von Calcineurin gehemmt (Abb. 1-6).
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Abbildung 1-6: Wirkungsmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren: Cyclosporin A und
FK-506 an T-Zellen. FKBP: FK-506-binding Protein; NF-ATc: zytoplasmatische Komponente des
nuklearen Faktors der aktivierten T-Zellen; NF-Atn: nukleare Komponente des NF-AT (Liu, 1993).

Dabei bildet CyA einen Komplex mit Cyclophilin und FK-506 mit dem FK-bindendem
Protein (FKBP) . Die Hemmung des Calcineurins verhindert die Dephosphorylierung
und somit die Translokation von NF-ATc von Zytoplasma in den Kern. Auf diese
Weise wird die Expression und Produktion von fur die Proliferation der T-Zellen
wichtigen Zytokinen (IL-2) und IL-2 Rezeptoren blockiert (Clipstone & Crabtree 1992,
1993, Liu et al. 1991,1992,1993, O'Keefe et al. 1992, Fruman et al. 1992, Flanagan
et al. 1991).
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Die als Langzeittherapie notwendige Behandlung von nierentransplantierten
Patienten mit diesen Immunsuppressiva fuhrt durch eine vielfach beschriebene
Nephrotoxizitat haufig zu einer akuten oder chronischen Schadigung der Niere.

Die Nephrotoxizitat von CyA und FK-506 auldert sich u. a. durch eine Reduktion des
renalen Plasmaflusses (RPF), der glomerularen Filtrationsratte (GFR) und der
"single-nephron"- glomerularen Filtrationsrate (SNGFR) (Demetris et al., 1991;
Shapiro et al., 1993; Nalesnik et al., 1987; Barros et al., 1987, 1990, Hadad et al.,
1995). Hamodynamische Ereignisse umfassen die Vasokonstriktion von
glomerularen Arteriolen, die Freisetzung von vasoaktiven Substanzen und das
Kontrahieren der Mesangiumzellen (Demetris et al., 1991; Shapiro et al., 1993;
Nalesnik et al., 1987; Mene et al., 1989; Japanese FK-506 study Group, 1993).
Studien an Sprague-Dawley Ratten (Hammond and Kind, 1995) berichten Gber eine
erhohte Synthese von juxtaglomerularem (JG) Renin-mRNA unter dem Einfluss von
FK-506 oder CyA, woraus eine durch Angiotensin Il vermittelte verstarkte renale
Vasokonstriktion resultierte.

Es wurde gezeigt, dass eine Inkubation der Mesangiumzellen mit FK-506 zu einer
Zunahme der intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca®']) fiihrte (Hadad et al.,
1995). Als Folge der erhdhten intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca®*]) wurde
eine Abnahme der Oberflache der Mesangiumzellen gemessen, was fur eine
Kontraktion der Mesangiumzellen sprach. Durch das Kontrahieren der
Mesangiumzellen andert sich die Spannung der renalen Basalmembran, was zum
Wechseln des Ultrafiltrationskoefizients fuhrt (Barros et al. 1987).

Mehrere Gruppen berichten, dass CyA die hormonell stimulierte Ca®" Mobilisierung
modifizieren und die Kontraktilitdt wie auch die Proliferation der renalen
Mesangiumzellen beeinflussen kann (Kremer et al., 1989; Pfeilschifter, 1988; Martin
et al., 1988; Skorecki et al., 1992).

Wahrend unter CyA antiproliferative Effekte beobachtet wurden, war unter der
FK-506-Medikation eine verstarkte Proliferation von Mesangiumzellen und eine
intensivere mesangiale Matrixproduktion und eine tubulare Vakuolenbildung in der

Niere gesehen worden (Wijnen et al., 1991; Yamaguchi, 1991; Demetris et al., 1991).



Einleitung 24

Myvkophenolat Mofetil (MMF)

MMF ist seit 1996 =zur immunsuppressiven Erhaltungstherapie nach
Nierentransplantation und inzwischen nach Herztransplantation in Deutschland
zugelassen. Das Prodrug MMF ist der Morpholino-Ethyl-Ester der Mykophenolsaure
(MPA), eines Garungsproduktes verschiedener Pilzarten der Gattung Penicillium
(Abb. 1-7). Nach oraler Medikation wird MMF durch die Esterasen zu MPA
hydrolisiert (Allison et al., 1991; Allison und Eugui, 1993).

Abbildung 1-7:

Strukturformel von

Mykophenolat Mofetil (MMF, oben),
Mykophenolsdure (MPA, unten).

MPA hemmt selektiv, nicht-kompetitiv und reversibel die Inosin-Monophosphat-
dehydrogenase (IMPDH) und inhibiert somit den der novo Pathway der
Guanosinnukleotid-Synthese (Abb. 7-8). Wahrend andere Zellen auch Uber den
Salvage pathway verfugen, sind die proliferierenden Lymphozyten Uberwiegend auf
diesen Purin-Syntheseweg angewiesen. Durch die Verminderung des
Guanosinnukleotid-Pools bewirkt MPA eine Proliferationshemmung von B- und T-
Lymphozyten.

Die Blockade der IMPDH unter MPA fihrt auch zu einer Hemmung der
Glykosylierung von lymphozytaren und monozytaren Adhasionsmolekulen, die fur die
Bindung der Lymphozyten an Endothelzellen und die Uberquerung der
Endothelbariere notwendig sind (Blaheta at al., 1997). Darlber hinaus wurde Uber
immunmodulierende Effekte der MPA berichtet, nach denen MPA auf die
Immunglobulin- und Autoantikdrperproduktion sowie auf die Zytokin-Synthese

(IFN- und IL-10) suppressiv wirkt (Jonsson und Carlsen, 2001).
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Abbildung 1-8: Inhibitorische Wirkung von Mykophenolsédure (MPA) auf die Inosin-
Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH).

Im Gegenteil zu CyA oder FK-506 sollen unter MPA keine nephrotoxischen Effekte
beobachtet werden. Viele klinische Studien ergaben, dass die Behandlung von
Patienten mit MMF nach einer Organtransplantation die renale Funktion verbessern
kann (Baryalei et al.,, 2003; Pfitzmann et al., 2003; Ziolkowski et al., 2003).
Tierexperimentelle Studien zeigten, dass eine Therapie mit MMF von Nephritis-
Ratten zu einer signifikanten Verbesserung der glomerularen Histologie sowie zur
Reduktion der Proteinurie fuhrte. Es wurde eine Reduktion der glomerularen
Zellularitat, der Synthese von a-smooth muscle actin (SMA), der extrazellularen
Matrixdeposition und der glomerularen Hypertrophie festgestellt (Ziswiler et al.,1998).
In einer Arbeit von Shihab et al. (2003) konnte auch ein positiver Einfluss von MMF in
einem Model einer chronischen CyA-Nephrotoxizitat bewiesen werden. Dabei
verbesserte MMF deutlich die GefalRdurchgangigkeit der afferenten Arteriolen und
reduzierte die TGF-R-mRNA- und -Proteinkonzentration, woraus eine verminderte

Expression von ECM (extrazellulare Matrix)-Proteinen Biglycan und Collagen | und IV
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Typ resultierte. Es wird vermutet, dass die positive Beeinflussung der Niere durch
MPA nicht nur auf deren immunsuppressive Effekte zuriickzuflhren ist.

Eine proliferationshemmende Wirkung von MPA wurde auch in nicht lymphatischen
Zellen wie vaskularen Muskelzellen, Endothelzellen und Mesangiumzellen
beobachtet (Mohacsi et al.,1997; Renders et al., 1997; Ziswiler et al., 1998; Hauser
et al., 1999; Dubus et al.,2002). Bislang ist weniger untersucht worden, welche
Wirkmechanismen dafur verantwortlich sind. Studien von Hauser et al. (1999)
zeigten, dass antiproliferative Effekte von MPA auf Mesangiumzellen ahnlich wie bei
Lymphozyten infolge der Verminderung des Guanosinnukleotid-Pools durch
Hemmung der de-novo Purinsynthese auftraten. Versuchsergebnisse von Johnson
und Mukku (1979) deuten daraufhin, dass die durch MPA abgesenkte GTP-
Konzentrationin der Niere der Ratte die Aktivierung der Adenylylcyclase reduziert.
Die Adenylylcyclase katalysiert die Bildung von cyklischem AMP (cAMP), das als ein
Signalmolekul bei der Aktivierung von der A-Kinase dient, die ihrerseits eine
Aktivierung der Transkription spezifischer Gene bewirkt. Guanosin-5"-triphosphat
(GTP) ist also an vielen metabolischen Prozessen beteiligt: DNA- und
Proteinsynthese, an der Zusammenlagerung der Mikrotubuli, an der AMP-Synthese,
an der G-Protein-Aktivierung, an der Proteinglykosylierung und Synthese von
Tetrahydrobiopterin (Wu et al., 1994).

Zu Beginn der hier vorliegenden Arbeit waren keine Ergebnisse zur Wirkung von
MPA auf die Expression von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen bei
Mesangiumzellen bekannt. Da nicht lymphatische Zellen wie die Mesangiumzellen
nicht nur auf die de novo-Purinsynthese angewiesen sind sondern auch Uber salvage
pathway verfligen, gingen wir davon aus, dass bei solchen Zellen MPA zusatzlich

andere Effekte als die IMPDH-Hemmung nutzt, um hier antiproliferativ zu wirken.
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1.4.2 ACE-Hemmer und AT1-Rezeptorblocker (ARB) - Modulatoren des RAAS

Die Therapie mit ACE-Hemmern oder mit AT1-Rezeptorblockern, die den RAAS
beeinflussen (Abb. 1-9), ist eine nephroprotektive Mallnahme zur Progressions-

verlangsamung der GN.
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Abbildung 1-9: Das Renin-Angiotensin-System und Inhibierungswege eines ACE-
Hemmers bzw. eines AT1-Rezeptorantagonisten (Pichler und
Huber, 1998)

Alle ACE-Hemmer blockieren die Umwandlung des inaktiven Ang | durch das
"Angiotensin-Converting-Enzyme" (ACE) in das aktive Ang Il sowie den Abbau des
zirkulierenden Bradykinins. Die verminderte Bildung von Ang Il sowie die Hemmung
des Bradykinin-Abbaus fuhren zu einer vermehrten Vasodilatation. Dariber hinaus
wird die Ang ll-abhangige Aldosteron-Sekretion vermindert, was zu einem Anstieg
der Serum-Kalium-Konzentration fuhrt (Abb. 1-9).

Wahrend die ACE-Hemmer in die Synthese von Ang Il angreifen, blockieren die
Ang lI-Rezeptorantagonisten die Anbindungsstellen des vasoaktiven Peptidhormons.
Die AT1-Rezeptorantagonisten binden mit hoher Affinitat an den AT1-Rezeptor und
sind mit ACE-Hemmern in ihrer antihypertensiven Wirksamkeit vergleichbar
(Abb. 1-9).
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Zahlreiche klinische Studien an Patienten mit renalen Erkrankungen [REIN ( Ramipril
Effiacy In Nephropathy) -Studie, REIN follow up Studie, AASK (African American
Study of Kidney Disease and Hypertension) — Studie] sowie an Patienten mit hohen
kardiovaskularen Risikofaktoren und Diabetes mellitus [HOPE (Heart Outcomes
Prevention Evaluation)-Studie] konnten die nephroprotektive Wirkung von ACE-
Hemmern belegen (Schadlich et al., 2001; The GIESEN Group, 1997; Ruggenenti,
1998; Agodoa, 2001; HOPE-Investigators, 2000). Beispielsweise zeigte die ,REIN*-
Studie, dass durch die Therapie mit Ramipril die Proteinurie und ein Abfall der
glomerularen Filtrationsratte im Vergleich zu einer Placebo-plus-konventionellen-
Therapie behandelten Kontrollgruppe signifikant reduziert wurde. Ahnlich wie mit
ACE-Hemmern konnte mit AT1-Rezeptorantagonisten parallel zu der
antihypertensiven Wirkung auch ein positiver Einfluss auf die Proteinurie, die
Niereninsuffizienz und die medikamentds bedingte Nephrotoxizitat erzielt werden
[Erley et al., 1995; Gansevoort et al.,, 1994; RENAAL (Reduction of Endpoints in
Non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus with A 1l Antagonist Losartan) —Studie:
Shahinfar et al., 2002; Kuhlmann und Kohler, 2002; Sun et al., 2005]. Bei Patienten
mit chronischen Nierenschaden resultierte eine 6-monatige Therapie mit dem AT1-
Antagonisten Valsartan in einer Verminderung der Proteinurie bei gleichbleibender
GFR (Plum et al., 1998).

Alle erwahnten Studien (REIN-Studie, REIN follow up Studie, AASK - Studie,
RENAAL-Studie, Plum et al., 1998) deuten darauf hin, dass der renoprotektive Effekt
von ACE-Hemmern und AT1-Rezeptrblockern nicht nur auf ihre blutdrucksenkende
Wirkung zurlckzufuhren ist. Der genaue zellulare oder molekulare
Wirkmechanismus der Pharmaka st derzeit Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass
durch die Blockade der Ang II-Bildung oder die Blockade der AT-1 Rezeptoren die
durch  Ang Il induzierten intrazellularen second-messenger-Systeme und
Enzymkaskaden effektiv gehemmt werden kdnnen (Lea et al., 2002; Inagaki et al.,
2002; Muscella et al., 2003; Chen et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von dem ACE-Hemmer Ramipril und

von dem AT1-Rezeptorblocker Valsartan an Mesangiumzellen untersucht werden.
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Ramipril wird nach oraler Verabreichung im Gastrointestinaltrakt schnell und
vollstandig resorbiert und in der Leber durch Esterasen zu seinem aktiven
Metaboliten Ramiprilat hydrolisiert (Abb. 1-10).
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Abbildung 1-10: Strukturformel des ACE-Hemmers Ramipril (oben) und seines
aktiven Metabolites Ramiprilat (unten).

Ramiprilat wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um das Vorhandensein eines lokalen
RAS (Braam & Koomans, 1996; Atiyeh et al., 1995) in der Monozellkultur zu

Uberprifen.
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Der AT1-Rezeptorantagonist Valsartan ist ein Tetrazol-Biphenyl-Valinderivat, der
hoch selektiv und kompetitiv an den AT1-Rezeptor bindet (de Gasparo und
Whitebread, 1995; Colussi et al., 1997; Criscione et al., 1993), (Abb. 1-11).
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Abbildung 1-11: Strukturformel des AT1-Rezeptorantagonisten Valsartan.

1.4.3 Statine

Statine als Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A (HMG-CoA)-
Reduktase sind in der Therapie der Hypercholesterinamie etablierte und effektive
Arzneimittel, deren Nutzen sowohl in der Primar- als auch in der Sekundarpravention
der koronaren Herzkrankheit nachgewiesen wurde. Genauer gesagt besteht die
cholesterinsenkende Wirkung der Statine in der Hemmung der durch HMG-CoA-

Reduktase katalysierten Umwandlung von HMG-CoA zu Mevalonsaure (Abb. 1-12).
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Abbildung 1-12: Das Schema der Cholesterinsynthese und Inhibierung der HMG-
CoA- Reduktase durch Statine.
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Befunde mehrerer Untersuchungen deuten darauf hin, dass Statine unabhangig von
ihrer cholesterinsenkenden Wirkung effektiv die Nierenfunktion beeinflussen konnen
(Guijaro und Kaene, 1996; Buemi et al., 2000; Gheith et al., 2002; Lee et al., 2002).
Die Ursache dieser durch Statine ,zusatzlich® hervorgerufenen sogenannten
pleiotropen Effekte ist noch unklar und wurde zum Gegenstand vieler
Untersuchungen.

Tierexperimentelle Daten und Ergebnisse der in vitro Studien weisen auf eine
antiproliferative  Wirkung von Statinen auf manche Zelltypen einschlielich
Mesangiumzellen hin (Yoshimura et al., 1999; Ishikava et al.,1995; Nogaki et al.,
1999; Grandaliano et al., 1993). Eine Simvastatin-Behandlung von Ratten mit einer
anti-Thy 1.1 Nephritis fuhrte zu einer Suppression der mesangialen Zellproliferation
und extrazellularen  Matrixexpansion sowie zu einer Blockade der
Makrophageninfiltration in die Glomeruli (Yoshimura et al., 1999). Wie diese Studie
auch zeigte, korrelierte der antiproliferative Effekt von Simvastatin mit einer
Reduktion von cyclin dependent kinase (CDK2) Expression. Wie Versuche in vitro
von Ishikava et al. (1995) zeigten, wurde unter Simvastatin eine Reduktion der mit
AVP induzierten Calcium- und Natriummobilisation beobachtet, was durch eine
Hemmung des Abbaus von Phosphatidylinositol vermittelt wurde und woraus sich
eine Verminderung der MAP-Kinase - Aktivitat ergab.

Viele der pleiotropen Effekte lassen sich mit der Hemmung der Synthese der
Zwischenprodukte der Cholesterinbiosynthese, insbesondere der beiden Isoprenyl-
derivate Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP)
erklaren. Diese lIsoprenylderivate dienen u. a. als Lipidanker fur intrazellulare
Signaltransduktionsmolekile wie die G-Proteine (p21ras, Rho and Rac) (Casey,
1992; Sinensky und Lutz, 1992; Jackson et al., 1997; Massy et al., 1999). Die
Reduktion der Synthese von FPP und GGPP beeintrachtigt den intrazellularen
Transport und die subzellulare Lokalisation membranassoziierter Proteine.
Zahlreiche in vitro-Befunde deuten daraufhin, dass proliferationssuppressive Effekte
der Statine auf diesem Mechanismus beruhen (Guijaro et al., 1996; Ishikawa et al.,
1995; Bassa et al., 1999; Vrtovsnik et al., 1997).

Daruber hinaus konnten die Statine Atorvastatin und Simvastatin die Expression der

endothelialen NO-Synthase (eNOS) und die NO-Bildung in vaskularen endothelialen
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Muskelzellen beeinflussen (Hernandez-Perera et al., 1998). Ahnliche Effekte wurden
auch bei vaskularen glatten Muskelzellen festgestellt (Hattori et al., 2002).
Ein der wirksamsten synthetisch hergestellten spezifischen Hemmer der

Cholesterinsynthese ist Cerivastatin (Abb. 1-13).

F
OH OH
CO;Na
HyCO AN
| _ Abbildung 1-13:
N Strukturformel von Cerivastatin.

Cerivastatin als Mevalonsaurederivat bindet mit sehr hohen Affinitat kompetitiv an die
HMG-CoA-Reduktase, was wahrscheinlich der Grund ist, dass in vivo niedrige
Dosierungen (im Mikrogramm-Bereich) zu einer wirksamen Hemmung der
Cholesterinsynthese notig sind (Bischoff und Heller, 1998).

Wegen seltener, aber schwerwiegender Nebenwirkungen an der Muskulatur
(Rhabdomyolyse) wurde es seit August 2001 von der Herstellerfirma vom Markt
genommen. Es scheint jedoch, dass diese Nebenwirkung durch die gleichzeitige
Einnahme des ebenfalls zur Senkung der Blutfette eingesetzten Wirkstoffs
Gemfibrozil vermehrt ausgelost wird. Da Gemfibrozil in Japan nicht im Handel ist,

bleibt Cerivstatin beispielsweise in diesem Land weiterhin erhaltlich.
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2. Ziel der Arbeit

Viele Glomerulonephritiden (GN) weisen als charakteristisches Merkmal eine
verstarkte Proliferation von Mesangiumzellen auf. Hierbei stellt die autokrine
Synthese von Wachstumsfaktoren solchen wie PDGF einen wesentlichen
pathogenen Faktor dar. Aber auch viele andere Faktoren, wie hoher Blutdruck,
toxische, metabolische oder immunologische Einflusse konnen die Pathogenese
einer GN vorantreiben. In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Pharmaka auf
ihre Wirksamkeit an mit verschiedenen Faktoren stimulierten Mesangiumzellen
untersucht werden. Dabei sollte die mesangiale Zellkultur als ein zellulares Modell fur

die pathogenetischen Vorgange bei einer Glomerulonephritis in der Niere dienen.

1. Eine Therapieoption flir GN bilden derzeit moderne Immunsuppressiva wie CyA,
FK-506 oder MMF. Dabei sollte laut vieler Berichte die antiproliferative Wirkung von
CyA oder FK-506 mit toxischen Effekten verbunden sein (Demetris et al., 1991;
Shapiro et al., 1993; Japanese FK-506 study Group, 1993). Ziel der vorliegenden
Arbeit war zu untersuchen, ob MPA (aktiver Metabolit von MMF) im klinischen
Konzentrationsbereich im Vergleich zu den bereits etablierten Immunsuppressiva
CyA und FK-506 die Proliferation der Mesangiumzellen hemmen kann.

Nachdem eine zelltoxische Wirkung von MPA ausgeschlossen worden war, sollte
untersucht werden, ob die inhibierende Wirkung teilweise auf der Hemmung der
autokrinen PDGF-B-Synthese beruhen kénnte. Bislang wurde angenommen, dass
der Wirkmechanismus von MPA wie bei B- und T-Lymphozyten auch an renalen
Zellen in der Hemmung der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) besteht
(Hauser et al., 1999). Da die Purinsynthese bei nicht lymphatischen Zellen sowohl im
Rahmen der de novo- als auch der salvage- pathway stattfinden kann, ist zu
erwarten, dass bei MZ MPA auch via andere Signalwege als Uber die IMPDH-
Inhibierung zu einer Proliferationshemmung beitragen konnte. Es sollte auch
untersucht werden, ob die Induktion von immediate early genes (IEGs) c-fos und

Egr-1 auf der transkriptionellen Ebene durch MPA beeinflusst werden kann.

2. Die Durchbrechung des RAAS durch ACE-Hemmer und AT1-Rezeptorblocker

stellt einen wesentlichen Teil der nephroprotektiven Therapie bei der GN dar. Dabei
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sind die nephroprotektiven Effekte von ACE-Hemmern oder AT1-Rezeptorblockern
nicht nur hamodynamisch vermittelt (Plum et al., 1998; Schadlich et al., 2001; The
GIESEN Group, 1997; Ruggenenti, 1998; Agodoa, 2001; Gansevoort et al., 1994;
Shahinfar et al., 2002; Kuhlmann und Kohler, 2002). Durch die Blockade der Ang II-
Bildung oder Blockade der Rezeptoren werden offensichtlich die via Ang-Il aktivierten
Signaltransduktionswege moduliert. In der vorliegenden Arbeit sollte zuerst die
These untersucht werden, ob Ang Il bei Mesangiumzellen eine Hyperplasie
(Zellproliferation mit einem Anstieg der Zellzahl) oder eine Zellhypertrophie
(Zunahme der Zellgrélke mit einem Protein-Anstieg ohne DNA- und
Zellzahlzunahme) hervorruft. Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die
durch Ang Il ausgelosten pathologischen Veranderungen durch Ramiprilat (einen
ACE-Hemmer) oder Valsartan (einen AT-1-Rezeptorblocker) aufgehoben werden
konnen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Genexpression von Egr-1, einem
Transkriptionsfaktor und Regulator des Zellwachstums, unter Ang Il durch die

Behandlung mit einem AT1-Rezeptorblocker modifiziert wird.

3. In diesem Teil der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von Statinen auf die
Proliferation der MZ untersucht werden. Auch bei diesen Medikamenten wurden
nephroprotektive Effekte beobachtet, die unabhangig von ihrer cholesterinsenkenden
Wirkung auftreten (Guijaro und Kaene, 1996; Buemi et al., 2000; Gheith et al., 2002;
Lee et al, 2002). Fur diese Versuche wurde Cerivastatin als einer der am
effektivsten wirkenden Cholesterinsenker ausgewahlt (Bischoff und Heller, 1998).
Von besonderem Interesse war es zu untersuchen, ob eine mit IL-13 ausgelOste
Proliferation der Mesangiumzellen durch Cerivastatin-Behandlung aufgehoben
werden kann. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob Cerivastatin analog zu
anderen Statinen wie Simvastatin oder Atorvastatin, die eine modulierende Wirkung
auf die eNOS-Expression und Aktivitat in den vaskularen Muskelzellen zeigten
(Hernandez-Perera et al., 1998), die iINOS-Expression und -Aktivitat in MZ
beeinflussen kann. Dabei war es wichtig zu erfassen, welche Bedeutung die NO-
Bildung, deren Erhéhung bei inflammatorischen Prozessen festzustellen ist, fir die
Proliferation der MZ hat.



Material und Methoden

36

3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Antikorper

Anti-Actin, monoclonal
Anti-COX-2, monoclonal
Anti-iINOS, polyclonal

Anti-Mouse IgG, HRP-konjugiert
Anti-PDGF-B, polyclonal
Anti-PDGF Rezeptor 3, monoclonal
Anti-PKBa/Akt, polyclonal
Anti-p-PKB/Akt, polyclonal
Anti-Rabbit IgG, HRP-konjugiert

Anti-Tubulin, polyclonal

Chemikalien

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

APS (Ammoniumpersulfat)
D-Arginin

L-Arginin

Blockierungsreagenz fur ELISA

Blockierungsreagenz fur Nukleinsaure-
Hybridisierung

Borsaure

Bromphenolblau

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DMSO

Santa Cruz Biotechnology

BD Biosciences

Prof.Dr. Pfeilschifter, Zentrum der
Pharmakologie, Klinikum der
Johann-Wolfgang-Goethe-Universitat
Frankfurt (Kunz et al., 1994)
Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

BD Biosciences

Upstate Biotechnologies, USA
New England Biolabs

Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

Merck, KGaA, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL Life Technologies GmbH
SERVA Elektrophoresis GmbH,
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH

Merck, KGaA, Darmstadt
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH
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DNA-Molekulargewichtsmarker XIV Roche Diagnostics GmbH

dNTP Set Amersham Pharmacia Biotech GmbH
DTT Sigma Aldrich Chemie GmbH

EDTA Sigma Aldrich Chemie GmbH

EGTA AppliChem, Darmstadt

Eisessig Merck, KGaA, Darmstadt

Entwickler & Fixierlosung
Ethanol
Ethidiumbromid

Full Range Rainbow (Recombinant protein

molecular weight markers)
Formaldehyd

Formamid

Glycin

Glycerin

Griess Reagenz

HEPES

IGEPAL-CA 630
Kaliumchlorid (KCL)
L-NMMA

L-NIL

Magnesiumchlorid (MgCL>)
3-Mercaptoethanol
Methanol

MOPS

Natriumacetat
Natriumchlorid (NaCL)
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Natriumhydroxid
Natriumnitrit (NaNO)

Rinderserumalbumin (BSA)

Kodak, USA
Merck, KGaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Amersham Life Science

Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Merck, KGaA, Darmstadt
Alexis Biochemicals
Alexis Biochemicals
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Merck, KGaA, Darmstadt
Roth GmbH, Karlsruhe
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Rinderserumalbumin (BSA) fur Zellkultur Sigma Aldrich Chemie GmbH
RNase/ DNase-Free Rinderserum-

albumin (BSA) Pharmacia Biotech
Salzsaure (HCL) Merck, KGaA, Darmstadt
SDS Merck, KGaA, Darmstadt
TEMED Sigma Aldrich Chemie GmbH
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Pharmacia Biotech

Triton X-100 Fluka Feinchemikalien GmbH
Trypan blau 0,5% Biochrom KG, Berlin

Tween 20 Merck, KGaA, Darmstadt

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Neu

Ulm), Sigma (Munchen) in p.A. Qualitat bezogen.

Zytokine und Peptide

Angiotensin |l Sigma Aldrich Chemie GmbH
IL-13 Cell Concepts, Roche
PDGF-BB Cell Concepts, Roche

Enzyme, Inhibitoren, Proteasehemmer

M-MLV Reverse Transkryptase (200 U/ul) Invitrogen Life Technologies

RNase freie DNase | (10 U/ul) Amersham Pharmacia Biotech GmbH
Recombinant RNasin Ribonuclease Promega

Inhibitor 40 U/pl

Aprotinin Roche Molecular Biochemicals
Leupeptin Roche Molecular Biochemicals
Pepstatin Roche Molecular Biochemicals

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Roche Molecular Biochemicals
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Kit-Systeme

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH

Cell Proliferation ELISA (BrdU) Roche Diagnostics GmbH

Cell Proliferation Kit (MTT) Roche Diagnostics GmbH
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Diagnostics GmbH
ECL-Western blotting analysis system Amersham Pharmacia Biotech GmbH
EMSA-Kit Promega GmbH

HotStarTaq DNA Polymerase Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Medien, Reagenzien fiir Zellkultur und Puffer

DMEM mit Glutamax-I, 4,5 g/L Glukose Gibco Life Technologies GmbH
und Phenolrot

Fetales Kalberserum (FCS) Gibco Life Technologies GmbH
Insulin Sigma Aldrich Chemie GmbH
Penicillin / Streptomycin - Losung Gibco Life Technologies GmbH
Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Biochrom KG, Berlin

ohne Ca*, ohne Mg?*
Rinderserumalbumin (BSA) fur Zellkultur Sigma Aldrich Chemie GmbH

RPMI 1640 mit Glutamax-l, Gibco Life Technologies GmbH
25 mM HEPES und Phenolrot
Trypsin/EDTA (0,05%Trypsin/ Gibco Life Technologies GmbH

0,2% EDTA) mit Phenolrot

Pharmaka

Cerivastatin Bayer AG

Celecoxib Searle, Nurnberg
Cyclosporin A (CyA) Novartis Pharma GmbH
FK-506 (Tacrolimus) Fujisawa GmbH
Indomethacin Luitpold Pharma, Eschwege
MPA (Mykophenolsaure) Roche AG

Ramiprilat Aventis Pharma GmbH

Valsartan Novartis Pharma GmbH
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Primer

Primer (sense und antisense) flur c-fos,
Egr-1, PDGF-B und GAPDH

Randomprimer (pd(N)s)

Radioisotope

v-2P-dATP (10 mCi/ml)
a->?P-dCTP (10 mCi/ml)

Vebrauchsmaterial

Autoradiographie-Film
Detektor-Folie
Blot Absorbent Filter Paper

Immobilon-P Transfer Membrane (PVDF)

Nylonmembran Hybond N
Roéntgen-Film

Whatmann-Chromatography-Paper

Das Verbrauchsmaterial

Interactiva

Amersham Pharmacia Biotech GmbH

Amersham Pharmacia Biotech GmbH

Amersham Pharmacia Biotech GmbH

Amersham Pharmacia Biotech GmbH
Amersham Pharmacia Biotech GmbH
Bio-Rad

MILLIPORE

Roche Molecular Biochemicals
Kodak, USA

Whatmann

wie Zellkulturflaschen, Zellkulturplatten, Pipetten,

Pipettenspitzen, Reaktionsgefalde und andere wurde steril verpackt geliefert bzw. vor

der Verwendung sterilisiert und von den Firmen Bio-Rad, Bio-Labs, Biozym,

Eppendorf und Greiner bezogen.
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3.2 Zellkultur

Mesangiumzellen der Ratte wurden mir freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
Prof. Pfeilschifter, Zentrum der Pharmakologie, Klinikum der Johann-Wolfgang-
Goethe-Universitat in Frankfurt Uberlassen (Pfeilschifter und Vosbeck, 1991). Alle

Experimente wurden mit Zellen der Passage 10 - 20 durchgefuhrt.

3.2.1 Kulturmedium und Zusatze

Kultivierungsmedium (Endkonzentrationen):

= RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) mit Glutamax -1, 25 mM
HEPES und Phenolrot

» 10% Fetales Kalberserum, hitzeinaktiviert 30 min bei 56°C
» Penicillin-Streptomycin-Lésung 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin

= 5 ug/ml Insulin

3.2.2 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen fand entweder in 75 cm? oder in 175 cm?
Zellkulturflaschen in 15 - 30 ml Nahrmedium in einem Begasungsbrutschrank bei
37°C, 5%-iger CO,-Gehalt und 95%-iger konstanter Luftfeuchtigkeit statt. Im Abstand
von drei Tagen wurde das verbrauchte Medium mit einer sterilen Pipette gegen
frisches Medium gewechselt. Die Intervalle der Subkultivierung waren abhangig von

der jeweiligen Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen.

3.2.3 Passagieren der Zellen

Waren die Zellen bis zur 80-90% Konfluenz gewachsen, wurde eine Subkultivierung
(Passagieren) vorgenommen, da ansonsten kein Wachstum als Monolayer
gewahrleistet war. Dafur wurde das alte Medium entfernt, die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und durch 5-minutige Inkubation mit 2,5 - 5 ml Trypsin/EDTA-L6sung bei
37°C vom Flaschenboden abgelost. Durch Zugabe des doppelten Volumens an

frischem Medium mit FCS wurde Trypsin inaktiviert. Die Zellsuspension wurde in
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einem sterilen Réhrchen 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung
wurden die Zellen nach einem Verduinnungsfaktor 1:3 bis 1:5 in neue Kulturflaschen

ausgesat.

Verwendete Losungen:

=  Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% Trypsin/0,02% EDTA, 37°C)
= PBS ohne Ca?*/Mg®*
=  Nahrmedium mit 10% FCS

3.2.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen kryokonserviert. Hierzu wurden die
Zellen, wie in 3.2.3 beschrieben, durch Behandlung mit Trypsin/EDTA abgel6st und
abzentrifugiert. Zellpellet einer 75 cm? Flasche wurde in 1,5 ml FCS resuspendiert
und auf 3 Kryordhrchen je 500 pl verteilt. Nach dem Abkuhlen im Eiswasser wurden
dem Zellpellet 500 pl 20% DMSO in FCS tropfenweise zugegeben (Endkonzentra-
tion: 10% DMSO in FCS). AnschlieBend wurden die Zellen 30 min auf dem Eis
stehengelassen und zuerst bei -80°C eingefroren. Nach 24 h wurden die Zellen in
Fllssigstickstoffbehalter Uberfuhrt.

Das Auftauen der im FlUssigstickstoff gelagerten Zellen erfolgte, indem die Gefalle
bei 37°C inkubiert wurden, bis die Zellsuspension vollstandig aufgetaut war. Die
Zellsuspension wurde vorsichtig in ein steriles Rohrchen mit 5 ml temperiertem
Medium Uberfuhrt und die Zellen wurden abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut
im 5 ml Medium aufgenommen und die Zellen wurden in die Kultivierungsflaschen

ausgesat. Die weitere Kultivierung wie bei 3.2.2 und 3.2.3.
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3.2.5 Stimulationsexperiment und Behandlung mit Medikamenten

3.2.5.1 Stimulationsmedium

Die Stimulationsexperimente wurden im DMEM (Dulbeccos modifiziertes Eagles
Medium) mit Glutamax-I, 4,5 g/L Glucose und Phenolrot durchgefuhrt. Zusatzliche

Bestandteile:

= 0,1% BSA

= 0-0,5%FCS

» Penicillin-Streptomycin-Lésung (100 U/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin)
= 5 pug/ml Insulin*

* Bei Experimenten, wo eine Stimulation mit Angiotensin Il erfolgte, wurde gezielt auf die Zugabe von
Insulin verzichtet, da nach manchen Literaturangaben das Risiko einer gegenseitigen Wirkung
zwischen Angiotensin Il und Insulin bestehen kénnte (Solow et al., 1999; Velloso et al., 1996; Folli et
al., 1997). Unsere Vorversuche mit MTT-Test haben dies auch bestétigt.

Als proliferationsférdernde Substanzen wurden dem Stimulationsmedium abhangig

vom jeweiligem Experiment zugeflugt:

10% FCS

= 10 ng/ ml - 25 ng/ml PDGF-BB
= 0,5nM,1nM, 2nMIL-1B

0,1; 1; 10 um Angiotensin I

Das Zytokin IL-113 und PDGF-BB wurden sofort nach Erhalt zu einer Konzentration
10 ug/ml im PBS mit 0,1% BSA geldst und in Aliquots bei -20°C gelagert.
Angiotensin Il wurde als Stammlésung in PBS mit 0,1% BSA zu einer Konzentration

10 mM gelést und in Aliquots bei -20°C gelagert.
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3.2.5.2 Stammlosungen der Medikamente

Tabelle 3-1: Auflistung der untersuchten Medikamente

Medikamententyp Medikament ?éiTrE Losungsmittel Untggsrgiccr;t im
Immunsuppressivum Cyclosporin A 10 mM DMSO 0,019 - 10 uM
Immunsuppressivum FK-506 10 mM DMSO 0,019 - 10 uM
Immunsuppressivum MPA 100 mM DMSO 0,019 - 10 uM
ACE-Hemmer Ramiprilat 20 mM 0,1 N NaOH 0,02 - 20 M
AT1-Rezeptorantagonist Valsartan 10 mM Ethanol 0,01 - 10 uM
Statin Cerivastatin 10 mM Steriles HyOgest. 0,005 - 5 uyM
COX-2-Hemmer Celecoxib 15 mM DMSO 2,5-10 uM
Unselektiver Indomethacin* | 2,8 mM | Na,HPO,/NaH,PO, | 10 - 100 uM

Cyclooxygenasehemmer

* Indomethacin wurde immer vor einem bestimmten Experiment frisch als 2,8 mM Stammlésung
vorbereitet. Hierzu wurden 5 mg Indomethacin in 810 ul 0,5 M Na,HPO, vollstdndig geldst, danach

wurden 190 ul 0,5 M NaH,PO, zugegeben und mit 4 ml sterilem H,Oes; gemischt.

Bei Experimenten mit im DMSO oder in Ethanol oder in 0,1N NaOH geldsten

Medikamenten wurde die Konzentrationsreihe auch im Losungsmittel vorbereitet, so

dass immer das gleiche Volumen (1:1000 oder 1:2000) zu dem Medium zugegeben

wurde. Damit wurde gewahrleistet, dass alle Zellen den gleichen Testbedingungen

ausgesetzt waren, und dass gemessene Effekte wirklich nur auf die unterschiedliche

Medikamentenwirkung zurlckzufiihren waren.
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3.2.5.3 Aufbau der Experimente

Zur Inkubation von Mesangiumzellen mit Wachstumsfaktoren und Medikamenten
wurden diese fir die verschiedenen Versuchsreihen auf unterschiedliche Art und

Weise kultiviert:

= |n Mikrotiterplatten (MTP): Fiir BrdU-Test wurden 2,5 - 5 x 10° Zellen, fiir MTT-
Test 5 x 10°- 1 x 10* Zellen und LDH-Test 1 - 2 x 10* Zellen (in 100 pl) pro Loch
ausgesat.

» In 6-Loch Platten: Fir mikroskopische Versuche und Genexpressionskinetiken
(mittels PCR) wurden 2,5 - 5 x 10° Zellen (in 2 ml) pro Loch ausgesit.

» In Petrischalen (10 cm ). Fur Proteinanalyse, Genexpression (Northern Blot)
wurden 1 x 10° Zellen (in 10 ml) und fiir Untersuchung der Hypertrophie 5 x 10°
Zellen pro Schale ausgesat.

Die Zellen wurden in entsprechender Konzentration in FCS-haltigem Medium
ausgesat. Nach ca. 24 - 72 h (die Zeit hing von der Konfluenz ab) wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und das Kulturmedium wurde gegen das FCS-freie oder mit
reduziertem FCS-Gehalt (0,25 - 0,5% FCS) versehene Stimulationsmedium
gewechselt. Der Entzug von FCS, das verschiedene Wachstumsfaktoren beinhaltet,
sollte einen Arrest der Zellen bewirken. Die Zellsynchronisation wurde uUber einen
Zeitraum von 24 h bis 72 h durchgeflhrt. Danach wurde das Medium entnommen,
und die Zellen wurden mit Medikamenten im Stimulationsmedium ca. 1 h vorinku-
biert. Anschlief3end folgte die Zugabe von Stimulantien.

Die Dauer der Stimulation und der medikamentdsen Behandlung der Zellen war bei

den verschiedenen Experimenten unterschiedlich:

= Die Proliferationsuntersuchung mittels BrdU, MTT und Trypanblau-Test wurde
nach 48 h - 120 h Inkubation durchgefuhrt.

=  Firden LDH-Test wurden die Zellen mit untersuchten Substanzen 24 h - 72 h
inkubiert.

= RNA aus den Zellen wurde nach 30 min, 1, 2, 4, 8, 12, 24 h isoliert.

= Die Proteinisolierung aus den mit MPA oder Cerivastatin behandelten Zellen
erfolgte nach 24 h.

» Die Zellzahlbestimmung und die Proteinisolierung aus den mit ANG Il und
Valsartan oder Ramiprilat behandelten Zellen erfolgten nach 4 und nach 7 Tagen.
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= Die Kernproteine aus den mit PDGF-BB und IS behandelten Zellen wurden nach
1 hund 2 h isoliert.

Bei den Zeitkinetiken, die langer als 3 Tage dauerten, wurde das Medium mit den

jeweiligen Stimulantien und Medikamenten alle 72 h erneuert.

3.3 Untersuchung der Zellproliferation

Das Proliferationsverhalten von Mesangiumzellen wurde anhand folgender Verfahren

untersucht:

= Zellzahlbestimmung mit Trypanblaufarbung (Trypanblau-Test)
» Bromodesoxyuridin (BrdU)-Assay
» Mitochondrialer Tetrazolium Test (MTT-Test)

Far die Feststellung, ob untersuchte Pharmaka eine toxische Wirkung auf die
Mesangiumzellen aufweisen, wurde der Laktat-Dehydrogenase (LDH)-Test
durchgefihrt.

3.3.1 Zellzahlbestimmung mittels Hamocytometer im Trypanblau-Test

Die Bestimmung der vitalen Zellen einer Zellsuspension erfolgte durch Auszahlen der
Zellen, die vorher mit Trypanblau fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden, in
einer Neubauer-Zahlkammer. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der als Anion sehr
leicht an Proteine binden kann und das Zytoplasma toter Zellen anfarben kann. Die
Plasmamembran lebender Zellen kann dieser Farbstoff nicht durchqueren, diese

bleiben ungefarbt.
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Anhand des Trypanblau-Testes lielRen sich ermitteln:

Anzahl vitaler Zellen
= Zellzahl / ml = x Verdinnung x 10*
Anzahl der GroRquadrate

Ungefarbte Zellen

] % lebende Zellen x 100

ungefarbte Zellen + gefarbte Zellen

Zellzahl pehandeite Probe = Z€llzahl kontrolie 0
. % Wachstum = x 100

Zellzahl wachstumskontrolle = Z€llzahl kontrolie 0

Kontrolle O: unbehandelte Zellen nach der Zellzahlsynchronisierung zum
Zeitpunkt 0 (Start der Stimulation)

Wachstumskontrolle: Zellen, die Uber eine bestimmte Zeit mit einem Stimulus inkubiert
wurden, galt als 100%

Behandelte Probe: Zellen, die mit Pharmaka vorbehandelt wurden und danach
Uber eine bestimmte Zeit mit jeweiligem Stimulus inkubiert wurden
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Die Abnahme des Wachstums unter dem Einfluss von IS ist nicht auf die Wirkung
von LoOsungsmittel 0,1% DMSO zurlckzufuhren. Die in der Abbildung 3-1
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die durch FCS induzierte starke
Zellzahlzunahme und auch die Zellzahl der unstimulierten Kontrolle sich durch 0,1%

DMSO nicht signifikant beeinflussen lielen.

* k%
700
**k T
__ 600 T
(=)
() Ko Kontrolle, Zeitpunkt 0
% 500 —| —
= K Kontrolle ohne FCS
S 400 - -
4 Veh. 1 Kontrolle ohne FCS
é 300 [ | mit 0,1% DMSO
= FCS 10% FCS
ﬁ 200 — —
% Veh.2 10% FCS mit
N 100 T 0,1% DMSO
O _
KO K Veh. 1 FCS Veh.2

Abbildung 3-1: Zellzahlbestimmung nach Stimulation mit 10% FCS mit und ohne

DMSO. Die Mesangiumzellen wurden durch Serumentzug wachstumsarretiert (72 h). Zum Zeitpunkt
0 (Kontrolle 0) und nach 48 h Inkubation wurde die Zellzahl imTrypanblau-Test ermittelt. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus drei Versuchsansétzen, von jeweils 3 Experimenten + SD als % Kontrolle 0.
*** P < 0,001 vs. Kontrolle 0.

Es wurde beobachtet, dass die Zellsynchronisation durch 72 h dauernden
Serumentzug einen Effekt auf die Vitalitat der Zellen haben kann. Die absolute
Zellzahl der nicht stimulierten Kontrolle ohne Vehikel nach 48 h im Vergleich zu
Kontrolle 0 (nach Zellzahlsynchronisierung- Zeitpunkt 0) nahm ab. Deshalb wurde die
Zellsynchronisierung fur weitere Versuche, bei denen die Zellen mit einzelnen
Agonisten stimuliert wurden, unter Zusatz von 0,25 - 0,5% FCS im Medium und die
Stimulation mit 0,25 - 1% FCS im Medium durchgefuhrt.
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3.3.2 BrdU-Assay

Dieser Test beruht auf dem Einbau von 5-Bromo-2’-desoxyuridin (BrdU) anstelle von
Thymidin in die DNA proliferierender Zellen innerhalb eines bestimmten Zeitraums
und nach entsprechender, dem Versuch angemessener Vorbehandlung der Zellen.

Nach der Entfernung des Mediums und 30 min dauernder Fixierung mit 200 ul Fix-
Denat folgte eine 30 minltige Inkubation mit Blockierungsreagenz. Danach fand eine
Inkubation mit jeweils 100 pl anti-BrdU-POD-Antikorper fur 30 - 90 min bei Raum-
temperatur statt. Anschlieend wurden die Proben 3 x mit Waschlosung gespult und
jeweils 100 uyl Substratldsung zugegeben. Durch Zugabe von 25 pl 1 M H,SO4 wurde
die enzymatische Reaktion gestoppt und das Reaktionsprodukt konnte anhand der
wellenlangentypischen Absorption im ELISA-Reader quantifiziert werden. Die
Absorptionswerte, gemessen bei Wellenlange 450 - 690 nm, korrelieren direkt mit

der DNA-Synthese proliferierender Zellen.

3.3.3 MTT-Test

Mit Hilfe dieses Testes, erstbeschrieben von Mosmann (1983), kann die Aktivitat der
mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen gemessen werden, unabhangig
davon, ob sie momentan DNA synthetisieren oder nicht. Das schwach gelbe
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT) dringt in die
Zellen ein, sein Tetrazoliumring wird durch Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien
aufgebrochen und so entstehen alkohollésliche, purpurrote Formazankristalle
(Abb. 3-2). Diese werden durch SDS, das die Zellen lysiert, solubilisiert und die
Intensitat der purpurroten Formazanldsung kann photometrisch bestimmt werden.

Die Absorptionswerte korrelieren direkt mit der Zellzahl vitaler Zellen.
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Abbildung 3-2: Metabolisierung von MTT zu Formazan-Salz bei vitalen Zellen.

Fir die Durchfiihrung von MTT-Test wurden den Zellen (in MTP gewachsen) nach
einer bestimmten Inkubation mit untersuchten Substanzen jeweils 10 pyl MTT-
Reagenz (Endkonzentration 0,5 mg/ml) zugegeben. Die Zellen wurden 4 h bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Danach folgte eine weitere Inkubation mit Solubilisierung-
lI6sung (10% w/v SDS in 0,01 M HCL) Uber Nacht bei 37°C. AnschlieRend, nachdem
die Formazankristalle gelost worden waren (mikroskopische Kontrolle), wurde die

Absorption bei 550 - 690 nm im ELISA-Reader gemessen.

3.3.4 LDH -Test zur Bestimmung von Zytotoxizitat

Dieser Test beruht auf der Freisetzung von Lactatdehydrogenasen in das Medium
nach der Schadigung der Plasmamembran der Zellen. Hierzu werden die zellularen
Uberstédnde mit Reaktionsmischung inkubiert. Die LDH-Aktivitat wird enzymatisch
bestimmt. Die Reaktion verlauft in zwei Schritten (Abb. 3-3): Im ersten Schritt wird
NAD" zu NADH/H" reduziert durch LDH-katalisierte Konversion von
Pyruvat. Im zweiten Schritt transferiert Katalyst (Diaphorase) H/H® von NADH/H

Lactat zu
auf 2-[4-lodophenyl]-3—{4-Nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid (INT Tetrazolium-
salz), das zu Formazan reduziert wird. Es resultiert eine rotliche Flussigkeit, deren
Farbungsgrad mit der LDH-Aktivitat korreliert.
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1. Step:
coo- co0-
i LDH N {
HO—C —H » c=0
i |
CH, CH,
lactate pyruvate
NAD* NADH + H*

2. Step: i
"/@
e NN NN
FE o < @c |
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H' Catalyst N= @\
©\~02 NO,

formazan salt (red) tetrazolium sait (pale yellow)

Abbildung 3-3: Enzymatische Bestimmung von LDH. Die Reaktion verlduft in zwei
Schritten: Schritt 1: Die freigesetzte LDH reduziert NAD® zu NADH/H" durch Oxidation von Lactat zu
Pyruvat. Schritt 2: Catalyst transportiert 2H von NADH/H® auf das gelbe INT Tetrazoliumsalz, das
zum roten Formazansalz reduziert wird.

Fir die Durchfihrung des LDH-Tests wurden die MTP mit darin gewachsenen Zellen
nach einer bestimmten Inkubationszeit mit Testsubstanzen 10 min bei 1200 rpm
abzentrifugiert und 100 pl vom zelluldren Uberstand in neue MTP Uberfiihrt. Die
Reaktionsmischung wurde kurz vor dem Test vorbereitet. Dazu wurden 250 ul von
Ldsung 1 (mit Catalyst) mit 11,25 ml Lésung 2 (INT-Farbstoff) gemischt. Danach
wurden jeweils 100 pyl von der Reaktionsmischung zugegeben und die MTP bis
30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde die Absor-

ption bei 495 nm gemessen und die % Toxizitat nach folgender Formel berechnet:

OD Probe = OD Kontrolle Minimum
Toxizitat (%) = x 100
OD Kontrolle Maximum ~ OD Kontrolle Minimum
OD probe - Absorptionswert von mit Medikament behandelten Proben
OD kontrolle Minimum - Absorptionswert von nicht behandelten Proben (ohne
Pharmaka)
OD ontrolie Maximum - Absorptionswert von Proben, die mit 1% (v/v) Triton X-100

behandelt wurden, galt als 100% toxisch
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Zusatzlich wurden Kontrollen nur fir Pharmaka (ohne Zellen) durchgefiihrt, um eine

eventuelle LDH-AKktivitat der Pharmaka auszuschliel3en.

3.4 Untersuchung der Hypertrophie

Die Hypertrophie wird definiert als Vergro3erung eines Gewebes oder Organs durch
die Vergrélkerung des Volumens der einzelnen Zellen. In dieser Arbeit wurde die
Hypertrophie anhand der Proteinmenge im Vergleich zu Zellzahl quantifiziert.

Nach einer bestimmten Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert
und abzentrifugiert (3.2.3). Danach wurde das Zellpellet in 0,5 ml PBS resuspendiert
und 10 pl fUr die Zellzahlbestimmung (3.3.1) genommen. Die Zellsuspension wurde
erneut 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert und anschliefend in 100 ul eiskaltem
Lysispuffer solubilisiert. Die Proben wurden weiter wie in 3.8.1 beschrieben
bearbeitet und die Proteinkonzentration wie in 3.8.2 beschrieben ermittelt.

Anschlielend wurde das Verhaltnis berechnet:

Gesamtprotein / Platte
=  Protein / Zelle [ng/Zelle]

Zellzahl / Platte

3.5 Quantifizierung der NO-Produktion

Das durch NO-Synthase erzeugte NO diffundiert leicht aus den Zellen heraus und
wird innerhalb von ca. 4 sec in wassrigen und biologischen Lésungen zu Nitrit (NO3)
und Nitrat (NO3) oxidiert. Da die Mengenverhaltnisse beider Produkte variieren, wird
als Index fur produziertes NO der Nitritgehalt nach Umsetzung des endogenen
Nitrates durch die Nitratreduktase bestimmt.

Fir die Untersuchung von NO-Produktion wurde ein ,Ready to go* Test mit Griess

Reagenz (Merck) verwendet. Die Reaktion verlauft in drei Schritten (Abb. 3-4).
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1 NO3 Nitratreduktase > NO,
Nitrat Nitrit
N
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N
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Abbildung 3-4: Reaktionsschema zum Nachweis von Gesamitnitrit durch Griess
Reagenz. Im ersten Schritt wird durch die Nitratreduktase sdmtliches Nitrat zu Nitrit reduziert.
Dieses reagiert im séuerlichen Milieu mit Griess-Reagenz 1 zu p-Azo-Sulfanilamid (Diazotierung), das
im Schritt drei mit Griess-Reagenz 2 zu einem rot-violetten Azoprodukt reagiert. Dieses Reaktions-
produkt kann bei 540 nm detektiert werden.

SO,NH;

Fir die Bestimmung des NO-Gehaltes wurden die zellularen Uberstande nach einer
24 h dauernden Inkubation mit Testsubstanzen gesammelt. Je 100 pl des zellfreien

Kulturiberstands wurden in eine Flachboden-Mikrotiterplatte Gberfihrt und mit 100 pl
Griess-Reagenz gemischt. Nach einer 10 minutigen Inkubation im Dunkeln erfolgte
die Messung der Absorption bei 540 nm im ELISA-Reader. Die NO, Konzentration
errechnet sich anhand einer Standardkurve (0 ym - 50 yM NaNO; im Stimulations-

medium).
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Zur Hemmung der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) wurden L-NMMA (0,5 und
1 mM) und L-NIL (0,5 und 1 mM) eingesetzt. Die hemmenden Effekte der NOS-
Inhibitoren wurden durch Substratiberschuss von L-Arginin (2,5 - 10 mM) antagoni-
siert. Zum Vergleich wurde auch D-Arginin, das nicht metabolisiert wird, als
zusatzliche Kontrolle getestet.

Manche Metaboliten des Mevalonat-Stoffwechsels spielen durch ihre Funktion in der
Signalubertragung eine bedeutende Rolle fur die Transformation und das Wachstum
der Zellen (Fairbanks et al., 1984; Schafer et al., 1989; Quesney-Huneeus et al.,
1979). Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit gepruft werden, ob die
unter Cerivastatin erhohte iINOS-Aktivitat der MZ sich durch eine Koinkubation mit
Mevalonat (100 pM) beeinflussen lasst. Hierzu wurde die inaktive Laktonform der
Mevalonsaure in die aktive Form des Mevalonats wie bei O'Donnel (1993a)

beschrieben konvertiert.

3.6 Bestimmung von Prostaglandinen durch Radio-lImmuno-Assay

Hierzu wurden stabile Degradationsprodukte der Prostaglandine E;, I und TxAz in
Kulturiberstanden gemessen. Bestimmt wurden bicyclo-PGE, als stabiler
Indexmetabolit fur PGE,, 6-keto-PGF, als Degradationsprodukt von PGl und TxB;
als Degradationsprodukt von TxA,. Alle Metaboliten wurden mittels Radio-Immuno-
Assays unter Verwendung spezifischer Antikbrper gemessen (Schrér und Seidel,
1988).

3.7 RNA-Analyse

3.7.1 RNA-Isolierung

Fiar die Isolierung der gesamten Ribonukleinsauren (RNA) aus den Zellkulturen
wurde RNeasy Mini Kit von QIAGEN verwendet. Zu einem bestimmten Zeitpunkt
wurde das Medium von den Zellen abgenommen, diese mit PBS gewaschen und mit
300 bis 600 pl RLT-Puffer (mit R-Mercaptoethanol), welcher das denaturierend
wirkende Guanidinisothiocyanat (GITC) beinhaltet, lysiert. Die Lysate wurden bis zur

weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die
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Lysatproben 5 min bei 37°C inkubiert, bis alle Salze vollstandig gelést waren, und
durch Abzentrifugieren auf QlAshredder-Saulen homogenisiert. Danach wurde dem
Homogenisat 70% Ethanol zugegeben und die Proben wurden auf die RNeasy mini
spin Saulen uUberfuhrt, wo die gesamte RNA an silica-gel-based Membranen
gebunden wurde. Nach den Waschschritten mit RW1 Puffer wurde die RNA mit
DEPC-behandeltem H,O eluiert.

3.7.2 RNA-Quantifizierung

Zur Feststellung der RNA-Konzentrationen in Losungen wurde eine photometrische
Bestimmung durchgeflhrt. Die spektralphotometrische Messung verdlnnter
Nukleinsaurelésungen (1:250) erfolgte in Quarzglaskivetten bei Wellenlangen von
260 nm und 280 nm.

Es besteht ein direkter Bezug zwischen der Extinktion und der RNA-Konzentration:
Der gemessene Absorptionswert von 1 bei einer Wellenlange von 260 nm und einer
Schichtdicke von 1 cm einer RNA-L&sung gegen das entsprechende Ldsungsmittel
entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml.

Die Konzentration der RNA wurde nach folgender Formel berechnet:

mMg/m RNA = ODg x V x F

V - Verdlnnungsfaktor
F - Multiplikationsfaktor fir RNA = 0,04

Die Reinheit der Praparation wurde anhand des Verhaltnisses OD,5,/OD2g¢ Uberpruft.
Bei einer Ratio fur RNA von 1,8 - 2,0 geht man von einer geringen Verunreinigung

aus.
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3.7.3 Untersuchung der Genexpression mittels RT-PCR

3.7.3.1 cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA (Reverse Transkription)

Die mRNA wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) in cDNA
umgeschrieben. Das resultierende Desoxyribonukleinsaure-Molekul entspricht nicht
der genomischen DNA-Sequenz, sondern reprasentiert die Exon-Struktur des Gens.
Um die gesamte RNA-Population zu erfassen, wurden unspezifische
Hexaoligonukleotide als Random-Primer eingesetzt. Bevor die RNA in cDNA
umgeschrieben wurde, wurde ein DNA-Verdau vorgenommen (Dilworth und
McCarrey, 1992). Hierzu wurde 0,25 pg -1 yg RNA in einem 19 ul Reaktionsansatz
mit DNAse | (10 U/1ug RNA) dber 30 min bei 37°C in einem Thermo Cycler inkubiert.
Die enzymatische Reaktion wurde durch 5-mindtige Denaturierung bei 90°C
gestoppt, und die Proben wurden auf dem Eis abgekuhlt. Nach der Zugabe von 1 pl
Reverse Transkriptase (RT) folgte die cDNA-Synthese: 10 min bei 25°C und weitere
50 min bei 42°C. Durch einen abschlieBenden Schritt fir 5 min bei 95°C wurde die
RT inaktiviert. Die Proben mit cDNA wurden dann mit 80 ul dH,O verdinnt und bei
-20°C gelagert.

Reaktionsansatz fir DNA-Verdau und Reverse Transkription:

» PCR-Puffer: 50 mM Tris-HCL pH=8,3; 75 mM KCL; 3 mM MgCL,

= 0,5mMdNTPs

= 12mMDTT

= 0,105 mg/ml BSA

= 26 yM Random-Primer pd N/6 Hexamer

= 1 U/pl RNasin

= 10 U Rnase-free DNAse |

= 200 U M-MLV - Zugabe nach dem DNA-Verdau und Denaturierung
= H,O

=  Gesamtvolumen: 20 pl



Material und Methoden 57

3.7.3.2 Polymerase-Kettenreaktion PCR

Die gewonnene cDNA (3.7.3.1) wurde in die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl.:
polymerase chain reaction) eingesetzt.

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro Methode zu einer Vervielfaltigung
spezifischer DNA-Fragmente mit definierter Lange und Sequenz aus einer kleinen
Menge eines komplexen Gemisches. Die gewinschte DNA-Sequenz wird durch
Erhitzen in die Einzelstrange zerlegt und mit Hilfe von Primern, Desoxyribonukleo-
tiden und einer DNA-Polymerase enzymatisch kopiert. Die so erhaltene DNA wird in
sich wiederholenden Reaktionszyklen erneut als Matrize fur DNA-Synthese
eingesetzt (Saiki et al., 1985; Mullis und Faloona, 1987).

Die Reaktionsansatze hatten ein Volumen von 25 pl und enthielten cDNA (5 - 10%
von RT-Produkt) als Matrize, PCR-Reaktionspuffer, dNTP-Mix, Primer, Hot Star Taq
DNA-Polymerase und dH;0.

Tabelle 3-2: Primer-Sequenzen.

Amplgmertes Basensequenz der Primer
en
-fos Sense: 5°- GAG CTG ACA GAT ACACTC CAAGCG -3
Anti-sense: 5°- CAG TCT GCT GCA TAG AAG GAA CCG -3’
Eqr-1 Sense: 5-CTT CAGTCG TAGTGACCACCTTACC-3
9 Anti-sense: 5°- CAT GTC TGA AAG ACC AGT TGA GGT GC - 3°
PDGE-B Sense: 5- GAG ATG CTG AGT GACCAC TC - 3
Anti-sense: 5-CGAATG GTCACCCGAGTTTG-3
GAPDH Sense: 5°- GCT GGG GCT CAC CTG AAG GG - 3°
Anti-sense: 5- GGA TGA CCT TGC CCACAG CC -3

Die Primer fiir die c-fos -PCR wurden von Kreisberg et al. (1994), fiir die Egr-1-PCR von Chen et al.
(1997) und fiir die PDGF-B -PCR von Harada et al. (1998) tibernommen. Die GAPDH-Primersequenz
wurde nach El-Husseini et al. (1994) erstellt. Mit der Herstellung der Primer wurde die Interactiva
beauftragt.

Die Bedingungen und Zusammensetzung der Reaktionsansatze fur die
semiquantitative PCR zur Quantifizierung der Expressionsstarke bestimmter Gene
wurden bezuglich der Primerkonzentration, der Annealingtemperatur, Nukleotidkon-
zentration, der Templatemenge (cDNA) und der Zyklenzahl optimiert (Tabelle 3-3
und Tabelle 3-4). Bei der semiquantitativen PCR wird neben dem Zielgen ein

Referenzgen (GAPDH) als interner Standard in demselben Reaktionsansatz
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koamplifiziert (multiplex PCR) (Chamberlain et al, 1988). Durch die Messungen

gegen ein stabil exprimiertes Standardgen konnten Expressionsunterschiede unter

Stimulation mit Wachstumsfaktoren und der Behandlung mit Medikamenten bestimmt

werden.

Tabelle 3-3: Reaktionsansétze fiir semiquantitative PCR.

Komponenten Zielgen
c-fos Egr-1 PDGF-B
10 x PCR-Puffer 2,5 2,5 2,5
10 mM dNTPs 0,5 pl 0,5 pl 0,5
10 uM sense Primer-Zielgen 1,25 pl 1,5 pl 0,75 pl
10 uM antisense Primer-Zielgen 1,25 pl 1,5 pl 0,75 i
10 uM sense Primer GAPDH 0,25 pl 0,25 pl 0,125 pl
10 yM antisense Primer GAPDH 0,25 pl 0,25 pl 0,125 pl
5 x Q-Solution - - 5ul
CDNA 2,5l 2,5l 5 ul
Hot StarTag DNA-Polymerase 5 U/l 0,25 pl 0,25 pl 0,25 pl
DH,0O 16,25 pl 15,75 pl 10 pl
Gesamtvolumen 25yl 25yl 25yl

Die PCR wurde im Thermo-Cycler nach folgendem Standard Protokoll durchgeflhrt:

(Tabelle 3-4).
Tabelle 3-4: PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation der Zielgene.
IZI)r:aI::ZIti- Denatu- Primer- _ Zyklen Finale
Gen : rierung Annealing Extension | _zgh Extension
rierung
c-fos 95°C, 15 min | 94°C, 1min 58°C, 30sec | 72°C, 1,5 min 32 72°C, 8 min
Egr-1 95°C, 15 min | 94°C, 1min 62°C, 1 min 72°C, 1,5 min 32 72°C, 10 min
PDGF-B | 95°C, 15 min | 94°C, 1min | 58°C,1min | 72°C,1,5min | 38 [ 72°C, 10 min




Material und Methoden 59

3.7.3.3 R-Actin-PCR zur Kontrolle der cDNA-Qualitat

Bei der R-Actin-Kontroll-PCR lagen die Primer (3-Actin-5" und -3°) in benachbarten
Exons, so dass die amplifizierte Sequenz die Intronsequenz zwischen zwei Exons
beinhaltete. Ware die isolierte RNA mit DNA kontaminiert gewesen, ware die
Intronsequenz der genomischen DNA mitamplifiziert gewesen. Die PCR-Produkte
der genomischen DNA waren um 206 bp grolRer als die cDNA-Amplifikate (652 bp
gegenuber 446 bp). Aufgrund der unterschiedlichen Lange waren die Amplifikate der
genomischen und der cDNA in einem Agarosegel gut aufgetrennt. Bei
kontaminationsfreier RNA war nach der reversen Transkription bei der 3-Actin-PCR
keine Bande zu sehen, die der genomischen Sequenz entsprach.

Die Primersequenzen waren folgend:

Sense: 5'- AGA GAT GGC CACGGC TGC TT -3
Anti-sense: 5'- ATT TGC GGT GGA CGA TGG AG - 3°

Tabelle 3-5: Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen fiir B-Actin-Kontroll-PCR.

PCR-Ansatz (25 pl) PCR-Bedingungen
2,5 pl PCR-Puffer 10 x Initiale Denaturierung  95°C 15 min
0,5 yl 10 mM dNTPs Denaturierung 94°C 1 min
2 yl Primer §° Primer - Annealing 62°C 1 min
2 ul Primer 3° Extension 72°C 1 min
0,25 yl Hot Star Taq Polymerase Zyklenzahl 32
2,5 ul cDNA Finale Extension 72°C 8 min
H,O
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3.7.3.4 Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten

Die Auftrennung von PCR-Produkten erfolgte in 1,8%-igen (w/v in TBE-Puffer)
Agarosegelen. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese 5:1 mit Probenpuffer
versetzt. Die FragmentgroRenbestimmung wurde im Vergleich mit einer 100 bp DNA-
Leiter durchgefihrt. Die Gelelektrophorese fand in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (15 cm x 20 cm) bei 120-140 V flr 2-3 h statt. Zur Detektion
der Fragmente wurde das Gel nach dem Lauf in einer Ethidiumbromid-Lésung
(1 pg/ml) fur 30 min gefarbt. Die DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht (254 nm)
durch die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht und mit
einer PC-gestutzten Videodokumentationsanlage (Gel DocTM 1000 UV fluorescent

gel documentation system) fotografiert.

TBE-Puffer: 6x DNA-Probenpuffer:

89 mM Tris-HCL pH 7,6 40% Glycerin

89 mM Borsaure 50 mM EDTA, pH 8,0
2mM EDTA 10 mM TRIS, pH 8,0

0,1% Bromphenolblau

Die densitometrische Auswertung der RT-PCR-Produkte wurde mit Hilfe des
Komplettsystems der Firma Raytest (Straubenhardt; Software: Tina 2.09)
durchgefuhrt. Die gemessene OD galt herbei als Mal} der Expressionsstarke. Die

Expression des Zielgens wurde als % OD berechnet:

OD Zielgen

% OD = X 100%
OD Referenzgen
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3.7.3.5 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung von PCR-Produkten fand als Auftragssequenzierung statt. Diese
wurde an der Heinrich-Heine Universitat im Biologisch-Medizinischen Forschungs-
zentrum (BMFZ) mittels "ABI Prism"-Sequenzierautomat durchgefuhrt. Die
Sequenzierungen wurden mit spezifischen oder Standard-Oligonukleotiden unter
den vom Hersteller des Gerates angegebenen Bedingungen durchgefuhrt.

Die Analyse der eingebrachten nach PCR Amplifikation erhaltenen Fragmente durch
DNA-Sequenzierung ergab, dass die analysierten Amplifikate das erwartete
Fragment-Muster aufweisen (Tab. 3-6). Sie stimmen mit den Sequenzen Uberein, die
mit Hilfe des Programms "Blast Sequences" in einer zentralen Gen-Sequenz-Bank

zu finden sind: http://www.ncbi,nlm.nih.gov/blast/

Tabelle 3-6: Sequenzen-Kontrolle

MRNA Locus, Version Autor Medline

Ratte c-fos RNCFOSR Curran,T., Gordon, M.B. | 88143713
X06769.1 Rubino, K.L.
Gl: 55933 Sambucetti, L,C.

Ratte Egr-1 RATNGFIA Changelian, P.S. 89098920
J04154 .1 Feng, P., King, T.C.
Gl: 340542 Milbrandt, J.

Maus PDGF-B XM_122916 NCBI Annotation
Gl: 20902844 Project

Ratte GAPDH NM_017008 Tso, J.Y., Sun, X.H. 85215629
Gl: 8393417 Kao, T.H., Reece, K.S.

Wu, R.

3.7.4 mRNA-Analyse im Northern-Blot

Im Gegensatz zur DNA muss RNA in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt
werden, um die Bildung der sekundaren Strukturen zu vermeiden. Zur Denaturierung
werden Formamid und Formaldehyd verwendet. Nach der Gelelektrophorese wird

die elektrophoretisch aufgetrennte RNA vom Gel auf eine nukleinsaurebindende
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Nitrocellulose- oder Nylonmembran Ubertragen, wo sie fixiert werden kann. Dabei
bindet die denaturierte RNA als Einzelstrang, so dass einzelstrangige Sequenzen

entstehen, an die eine Nukleinsauresonde hybridisieren kann (Martin, 1996).

3.7.4.1 Denaturierende Gelelektrophorese einzelstrangiger mRNA

Vor dem Gellauf musste die RNA konzentriert werden. Dazu wurde die bendtigte
RNA-Menge 20 ug je Probe mit DEPC-H,O auf 100 pl aufgeflllt und durch Zugabe
von 10 yl 3 M Natriumacetat (CH;COONa), pH 5,2 und 2,5 Volumen Ethanol (96%)
uber Nacht bei - 80°C ausgefallt. Nach Zentrifugation fur 30 min bei 13000 rpm, bei

4°C wurde RNA-Pellet in 100 yl 70% (v/v) Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert
und das RNA-Pellet bei 37°C im Thermoblock getrocknet. Danach wurden die RNA-
Proben in 10 yl DEPC-H,0 resuspendiert, mit 10 pl Denaturierungspuffer versetzt,
15 min bei 65°C denaturiert und schnell auf dem Eis abgekuhlt. AnschlieRend
wurden die Proben mit 4 pl 6x RNA-Ladepuffer gemischt und auf ein 1%-iges
Agarosegel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 1 x MOPS-Puffer verwendet. Die

Laufzeit betrug 3 h bei 90 V angelegter konstanter Spannung.

Denaturierungspuffer 6 x Ladepuffer
633 pl Formamid 40% (v/v) Glycerol
133 pl 10 x MOPS 50 mM EDTA, pH 8,0
234 pl 37% Formaldehyd 10 mM Tris, pH 8,0
1000 pl 1 Woche haltbar bei - 20°C 0,1% Bromphenolblau
10 x MOPS pH55-7,5 1% Agarose-Denaturierungsgel
200 MM MOPS 4 g Agarose in 340 ml H,0
50 mM Natriumacetat zum Losen aufkochen,
10 mM EDTA abkuhlen auf 60°C

40 ml 10 x MOPS
20 ml 37% Formaldehyd
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3.7.4.2 Northern-Blot

Hierzu musste das Gel vom Formaldehyd befreit werden, indem das Gel 2 x 30 min
im 2 x SSC-Puffer schwenkend inkubiert wurde. Eine Plastikschale wurde mit 20 x
SSC-Puffer gefullt und eine Glasplatte als Bricke uber die Schale gelegt. Danach
wurde ein mit 2 x SSC angefeuchtes Streifen Whatmann 3 MM Papier auf die
Glasbricke so gelegt, dass die Enden des Papiers in die Pufferlosung tauchten.
Anschlieend wurde das RNA-Gel mit der Frontseite nach unten auf das Whatmann-
Papier platziert und mit einer auf die GelgroRe zurechtgeschnittene Nylonmembran,
die zuvor im 2 x SSC-Puffer getrankt wurde, bedeckt. Darauf wurden noch zwei
feuchte gleichgroRe Lagen Whatmann-Papier gelegt. Um die Kapillarwirkung zu
optimieren, kam auf die Whatmann-Papierschicht ein ca. 10 cm hoher Stapel
trockene Papiertucher, der mit einer Glasplatte und einem Gewicht von 1 kg
beschwert wurde.

Das Blotten fand Uber Nacht statt. Anschlieliend wurde der Blot abgebaut, die RNA
im UV-Stratalinker durch die UV-Bestrahlung an der Nylonmembran fixiert. Die
einzelstrangigen Molekule werden bei der UV-Fixierung mit dem Zucker-Phosphat-
Ruckrat an die Membran geheftet, so dass die Basen frei bleiben und sich bei der
nachfolgenden Hybridisierungsreaktion mit komplementaren Nukleinsauremolekulen

einer spezifischen Sonde paaren kénnen.

20 x SSC

= 3,0 M NaCl

= (0,3 M Na-Citrat
= pH7,0

3.7.4.3 Hybridisierung mit mRNA-spezifischen Gensonde

Die Membran wurde 2 h in einer verschlieRbaren Glasflasche im Hybridisierungsofen
bei 42°C mit Prahybridisierungspuffer unter standiger Rotation gespult. Danach folgte
die Inkubation fur 12 - 24 h mit der radioaktiven Sonde unter gleichen Bedingungen
wie bei der Prahybridisierung. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von
iINOS untersucht. Als Sonde wurde (Maus) INOS cDNA clone EcoRI/Pstl Insert von
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Plasmid B2 verwendet. Der 611 bp DNA-Fragment wurde mit *>-P-dNTPs durch
Random Priming radioaktiv markiert. Die unspezifischen Hybridisierungen wurden
durch Waschen 2 x 15 min mit einer Waschlosung 1 (2 x SSC, 0,1% SDS) und
anschlieBendes Waschen 30 min mit Waschlésung 2 ( 0,2 x SSC, 0,1% SDS) bei
42°C entfernt. Fur die Detektion der Hybridisierungsbanden wurde der gewaschene
Blot in Klarsichtfolie eingeschlagen und fur 15 h auf einer Detektorfolie bei RT
exponiert. AnschlieBend konnte die Intensitat der Banden mit Hilfe des
automatischen Detektorsystems BAS 1500 von Fuji Film (Raytest, Straubenhardt,
Germany) quantifiziert werden. Zur Standardisierung der aufgetragenen RNA-
Mengen diente Rehybridisierung mit der Sonde fur ein "housekeeping gene", hier
GAPDH.

Prahybridisierungspuffer

= 5 x Denhardt’s Losung

= 5xSSC

= 50 mM Na3zPOq

» 0,1% (w/v) SDS

*= 1 mg/ml Heringsperma DNA

= 50% Formamid

3.8 Untersuchungen von Proteinen

3.8.1 Proteinisolierung

Nach einer bestimmten Stimulationsphase und der Behandlung mit Medikamenten
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlieffend
wurden die Zellen in 0,5 - 0,6 ml eiskaltem Lysispuffer solubilisiert und flr 15 min
auf dem Eis stehengelassen. Danach wurden die Zellysate mit Hilfe einer
Tuberkulinspritze mit einer feinen Nadel geschert und nachfolgend 4 min bei 4°C bei
13000 rpm zentrifugiert. Die Uberstande, die Proteine enthielten, wurden

anschlielfend gesammelt und bis zur weiteren Verwendung bei - 20°C aufbewahrt.
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Lysispuffer (Endkonzentrationen):

= 20 mM Tris-CL Puffer, pH 7,5
= 1mMEDTA

= 1mMEGTA

* 1% Triton X-100

= 25 ug/ml Leupeptin

= 1 mMPMSF

= 2mMDTT

3.8.2 Bradford-Test

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zellysate erfolgte photometrisch mit
der Hilfe eines auf der Methode von Bradford (1976) beruhenden Bio-Rad-
Proteinassays (Bio-Rad, Munchen). Bei der Bindung von ,Coomassie brillant blue
G-250" an Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum der Farbe (von 465 nm
ohne Protein auf 595 nm mit Protein). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist
ein Mal} fur die Proteinkonzentration der Losung.

Fir die Messung wurden 5 -10 ul Probe mit HyOgest. auf 400 pl verdinnt und mit

100 pl Bio-Rad-Reagenz versetzt. Nach einer 10 minatigen Inkubation im Dunkeln
bei RT wurde die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde

nach einer mit BSA (Rinderserumalbumin) erstellten Eichgerade ermittelt.

3.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Prinzip dieses elektrophoretischen Verfahrens ist es, die Proteine durch Zugabe des
sich an sie anlagernden Detergens SDS mit einer einheitlich negativen Ladung zu
versehen. Durch vorhergehendes Denaturieren mit z. B. DTT oder R-Mercapto-
Ethanol werden Sekundarstrukturen weitgehend aufgebrochen, so dass die Proteine
letztlich im elektrischen Feld streng ihrer GroRe nach aufgetrennt werden konnen.

Die Auftrennung von Proteinen wurde in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Mini-
PROTEAN II) nach LAEMMLI (1970) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Fir die Auftrennung der Proteine wurden 4%-ige Acrylamid-Sammelgele und 6 - 15%

-ige Acrylamid-Trenngele, je nach Molekulargewicht des Zielproteins, verwendet.
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Die Proben wurden auf eine einheitliche Proteinkonzentration (10 - 20 ug Protein)
eingestellt, mit 6 x SDS-Probenpuffer versetzt und fur 5 min bei 95°C denaturiert.

Parallel zu den Proteinproben wurde ein Molekulargewichtsstandard, der sogenannte
.Rainbowmarker auf das Gel aufgetragen. Dieser Marker enthalt in verschiedenen
Farben vorgefarbte Proteine, die wahrend der Elektrophorese im Gel zu sehen sind.
Die Elektrophorese erfolgte im Tris-Glycin Laufpuffer fur 60 - 75 min bei 200 V.

Anschlieend wurden die Gele mit Coomassie Brillantblau gefarbt.

Tabelle 3-7: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE von Proteinen

Gelkomponenten Sam4r£}oelgel Tre6n°29el Treg(;ogel Trig‘r)]/?el Tre1rér;/§el
0,5 N[|)|]|-ri68,-8HCL 25ml
15 “g,_T'r;éHCL 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
O%?,Z’Eﬁ;’;frayﬁ‘;ir‘:\/i g 1,33 ml 2 ml 2,7 ml 4ml 5 ml
Hy Ogest. 6,1 mi 5,3 mi 4,6 ml 3,3 ml 2,3 ml
10% (w/v) SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
10% (w/v) APS 60 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10-20 pl 5l 5l 5l 5yl

Tris-Glycin Laufpuffer

6 x SDS-Probenpuffer

25mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

150 mM Tris-HCL pH 6,8
40% (v/v) Glycerin
12% (w/v) SDS
0,12 % (w/v) Bromphenolblau
15% (viv
0,004% (w/v

) R-Mercaptoethanol
)

Pyrolinlosung
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Coomassie Brillantblau Farbung

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Gele flr
5 - 15 min in der Coomassie-Brillantblau-Losung gefarbt und anschlieRend wurde der

Gelhintergrund mit der Entfarbeldsung bis zum gewlnschten Grad entfarbt.

Coomassie-Farbelosung Entfarbeldsung
45% (v/iv) Methanol 30% (v/v) Methanol
9% (v/v) Eisessig 7,5% (v/v) Eisessig

0,25% (v/v) Coomassie Brillantblau

3.8.4 Western-Blot

Die in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden in einer Semi-Dry
Blotkammer auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die dafur bendtigten Filterpapiere
wurden zuvor in Towbin-Puffer getrankt und auf der Anodeplatte platziert. Die PVDF-
Membran wurde zuerst 1 min in Methanol getaucht, kurz mit H,O abgespdilt, 2 - 3 min
im Towbin-Puffer aquilibriert und auf das Filterpapier gelegt. Auf diesen Papier-
Membran-Stapel wurde das Gel, das vorher ca. 10 min in Towbin-Puffer aquilibriert
wurde, platziert und von der letzten Papierschicht bedeckt. Anschlieliend wurde das
System mit der Kathodenplatte abgeschlossen.

Der Proteintransfer erfolgte bei Raumtemperatur Uber 1 h bei konstanter Spannung
von 15-20 V.

Towbin-Puffer (Towbin et al.,1979)

= 25 mM Tris
= 192 mM Glycin
= 20% (v/v) Methanol

Der Erfolg des Transfers konnte an dem verwendeten Marker Uberprift werden.
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3.8.5 Nachweis von Proteinen — Immunfarbung

Nach erfolgtem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran (3.8.4) wurde diese
zuerst 10 min in TBS-Puffer und dann 1 h in Blockierungslésung inkubiert, um die
unspezifische  Bindung von Proteinen zu blockieren und  dadurch
Hintergrundfarbungen zu reduzieren. Danach folgte eine Inkubation Uber 1 h bei
Raumtemperatur oder uber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikoérper in TBS-Tween-
Puffer oder Blockierungslosung (Tab 3.8). Der Primarantikdrper reagiert spezifisch
mit dem Zielprotein (Anti-Antigen-Antikorper). Danach wurde der Blot 3 mal 10 min
mit TBS-Tween-Puffer gewaschen und mit dem mit HRP- konjugierten zweiten
Antikoérper 45 - 60 min inkubiert (Tab 3.8). Nach weiteren Waschschritten: 2 mal 10
min mit TBS-Tween-Puffer und 1 mal 10 min mit TBS-Puffer wurde der Blot mit 1 ml
ECL-Reagenz uberschichtet und in eine durchsichtige Folie eingeschlagen. Die
sofortige Oxidation des Luminols durch die an Antikdrper gekoppelte Peroxidase
bewirkt eine Chemilumineszenz, die durch Exponieren mit einem Film gemessen
werden kann. Die Detektion der bestimmten Proteine in dieser Arbeit erfolgte mit
einem Rontgenfilm, der je nach Antikorper fur eine bestimmte Zeit auf der Folie

exponiert wurde (Tab 3.8).
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Tabelle 3-8: Immundetektion
Protein Blockierungslosung 1 Antikérper 2 Antikérper Exposition
INOS Anti-iNOS polyclonal | Esel anti- Kaninchen
MW 140 kD | 2-4%BSAinTBS -T Kaninchen IgG lgG -HRP 5-10sec
1:2500 1:7500
2 Schaf anti- Mouse
COX-2 2. 49 . monoclonal 5 - 10 min
MW 75 kD -4% BSAin TBS -T Monse oo IgG -HRP
1 _50% 1:5000
PDGF-B 3% BSA + 3% GLFHDIEI Ziege anti-Kaninchen
Magermilchpulver i polyclonal IgG-HRP 30 min
MW 26 kD 9 pulver Kaninchen 1gG I
TBS -T e g 1:2000
PDGERR 3% BSA + 3% Anti PD?FRF Schaf anti-Mouse |
MW 180 kD | Magermilchpulver in monocc:;ona IG-HRP 1 min
TBS -T Mous‘:'g 5§b 1:5000
PKBa/Akt A AR Schaf anti-Mouse
2-4%BSAin TBS -T polyclonal i 5-10 min
MW 60 kD oo (@ Al
1 6030 1:5000
Anti- Phospho-
Phospho- Ser*”.PKB/Akt Esel anti- Kaninchen
MW 60 kD Kaninchen |gG 1:7500
1:1000
Actin 3% BSA + 3% Anti-Actin Schaf anti-Mouse
MW 43 kD | Magermilchpulver in monoclonal lgG-HRP 5- 20 sec
TBS -T Maus IgG 1:10000
1: 1000
R-Tubulin 3% BSA + 3% Anti-Tubulin Ziege anti- Kaninchen
MW 51-54 Magermilchpulver in polyclonal IgG-HRP 5-20 sec
kD TBS -T Kaninchen 19G 1: 10000

1: 1000
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TBS-Puffer TBS-Tween-Puffer
20 mM Tris-HCL pH 7,6 20 mM Tris-HCL pH 7,6
137 mM NaCl 137 mM NaCl

0,2% (v/v) Tween 20

Prifung der gleichméaRigen Proteinbeladung

Nach der Detektion wurde die PVDF-Membran in einer Amidoschwarz-Losung
10 min lang gefarbt. Nach der Entfernung der Uberschissigen, nicht Protein-
gebundenen Farbstoffmenge mit einer Entfarbelésung wurden die Proteinbanden

sichtbar und die GleichmaRigkeit der Proteinbeladung auf der Membran wurde

kontrolliert.

Amidoschwarz-Lésung Entfarbeldsung
25% Isopropanol 25% Isopropanol
10% Essigsaure 10% Essigsaure

0,1% Amidoschwarz

3.9 Isolierung von Kernproteinen

Fur die Kernprotein-Praparation wurden alle Arbeiten auf Eis oder bei 4°C
durchgefuihrt. Nachdem das Medium abgenommen wurde, wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und mit 1 - 2 ml PBS mit 0,1 mM EDTA 5 min lang bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Platten sofort aufs Eis gelegt, die Zellen wurden vom
Boden abgeschabt, in die Eppendorf-Cup Uberfuhrt und anschlieend fir 1 min bei
5000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 ul Puffer A resuspendiert und
15 min auf dem Eis stehen gelassen. Danach folgte Zugabe von 20 yl 10% IGEPAL-
CA 630, die Proben wurden gevortext, und die so erhaltenen Kerne wurden 1 min
bei 13000 rpm abzentrifugiert. Zur Gewinnung der Kernprotein-Extrakte wurden die
Pellets in 70 ul Puffer C vorsichtig aufgenommen und weiter fur 20 min geschuttelt.
Anschlie®end wurden die lysierten Kerne 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand, der die Kernproteine enthielt, wurde portioniert und im fliissigen Stickstoff
eingefroren. Die portionierten Kerneproteine wurden bis zu weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford, wie
im 3.8.1.
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Puffer A Puffer C
10mM HepespH 7,9 20 mM Hepes pH 7,9
10 mM KCL 25% (v/v) Glycerol
0,1mM EDTA 0,4 M NaCl
0,1mM EGTA 1mM EDTA
10 ug/ ml Aprotinin 1mM EGTA
1 ug/ml Pepstatin 10 pg/ ml Aprotinin
0,5 ug/ml Leupeptin 1 ug/ml  Pepstatin
0,5mM DTT 0,5 ug/ml Leupeptin
0,5mM PMSF 0,5mM DTT
0,5mM PMSF

Die Proteasehemmer wurden immer kurz vor der Kernproteinextraktion zu den

Puffern zugegeben.

3.9.1 EMSA (electrophoretic mobility shift assay)

Die Bezeichnung EMSA (electrophoretic mobility shift assay) oder Bandshiftanalyse
bezieht sich auf Untersuchungen von Nukleinsaure-Protein-Wechselwirkungen, die
man aufgrund der veranderten Mobilitat im Gel erkennen kann. DNA-Sequenzen, die
in vitro von Proteinen aus Zellkern-Extrakten gebunden werden, wandern im Gel
langsamer. Die Bande, die sich mit Protein im Gel abzeichnet, ist gegenuber der
Bande ohne Protein nach oben verschoben (daher: bandshift).

In der EMSA-Methode werden Oligonukleotide eingesetzt, die Sequenzen
bestimmter Promotorregionen haben, die fiur die zu untersuchenden
Transkriptionsfaktoren spezifisch sind. Diese Oligonukleotide werden radioaktiv
markiert und zusammen mit Kernproteinen von stimulierten Zellen in einer
Hybridisierungsreaktion als Sonde eingesetzt. Wurde der gesuchte
Transkriptionsfaktor in den Zellen aktiviert, bindet er das markierte Oligonukleotid.
Nach einer elektrophoretischen Auftrennung des Kernprotein-DNA-Komplexes kann
dieser durch Autoradiographie detektiert werden.

In dieser Arbeit wurde die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 an mit

PDGF-BB stimulierten und mit MPA behandelten Zellen untersucht. Zunachst wurde
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eine radioaktiv markierte Oligonukleotid - Sonde (mit der Consensussequenz fir
c-Jun/ AP-1: 5- CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA - 3’) hergestellt. Ein

Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

» 4 ng Oligonukleotide

= 2 ul 10x T4-Kinase Puffer

= 1 pl y*P-ATP (10mCi/ml)

= 2 ul T4-Polynukleotid Kinase (10 U)

= X Ml H20 bis auf 20 yl Gesamtvolumen

AnschlieRend wurde dieser Reaktionsansatz fur 30 min bei 37°C inkubiert. Danach
musste das markierte Oligonukleotid von unmarkierten sowie von nicht-
eingebundener Radioaktivitat abgetrennt werden. Dies geschah mittels MicroSpin™
G-25 Saulen der Firma Pharmacia gemal Vorschrift des Herstellers.

FUr eine effiziente Hybridisierungsreaktion wurde eine Sonde mit 50000 cpm

Radioaktivitat bendtigt. Fur jede Proteinprobe wurde folgender Ansatz erstellt:

= 17 ul Inkubationspuffer
» 1 ul radioaktiv markiertes Oligonukleotid (50000 cpm)
= 5 ug Kernprotein

» 2 pl H2Ogest.
Inkubationspuffer Bindepuffer TETG 1IN
160 yl bindender Puffer 120 mM HEPES pH 7,9 50 mM TrispH 7,5
640 ul TETG 1N 60 mM KCL 10 mM EDTApH7,5
80 ul Poly d(I-C) 30 mM MgCL, 100 mM NaCL
80 pl  3-Mercaptoethanol 40 mM Tris pH 8,0 0,1% Tween
400 yl H2Ogest. 6 mM EDTA pH 8,0 15% Glycerol

Die Ansatze wurden 30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde jede Protein-

DNA-Mix mit 1 yl 0,1% Bromphenolblau versetzt und auf das 6%-iges Polyacryla-
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mid-Gel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 0,5 x TBE verwendet. Anfangs wurde die
Elektrophorese fur 30 min bei 22 mA, dann 2 - 3 h bei 25 mA durchgefuhrt.

Nach der erfolgten Elektrophorese wurde das Gel auf einem zurechtgeschnittenen
Blatt Whatmann-Papier platziert, mit einer Saran-Folie bedeckt und in einem
Vakuumtrockner 1,5 - 2 h getrocknet. Durch das Auflegen eines Autoradiographie-
filmes Uber Nacht bei RT wurden die Gel-Shift-Banden detektiert. Die Intensitat der

Banden konnte mit Hilfe eines Phosphorimagers (Fuji 1000) quantifiziert werden.

3.10 Auswertung der Daten und Statistik

Alle Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden als arithmetische Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt (die Anzahl der Versuchsansatze ist in den
Abbildungslegenden im Ergebnisteil aufgefuhrt).

Der Nachweis von signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen (Messdaten
von Versuchsansatzen einer Probe) wurde mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA)
ausgewertet. Hierzu wurde das Programm SPSS 11.0. verwendet.

Im ersten Schritt wurden die Gruppen auf Varianzhomogenitat (Streuung) mittels
Levene-Test getestet. Bei einer Signifikanz evene Test = 0,05 wurden die Varianzen als
homogen und bei einer Signifikanz evene Test < 0,05 als inhomogen angenommen.

Im nachsten Schritt wurde mittels F-Test Uberprift, ob sich die einzelnen Gruppen
signifikant unterscheiden. Bei einem signifikanten Unterschied (p < 0,05) wurde im
nachfolgenden post hoc Test (Mehrfachvergleiche) Uberprift, welche Gruppen sich
voneinander unterscheiden. Dabei wurden die Gruppen mit homogenen Varianzen
mittels Dunnett-T (2-seitig) Test und mit Tukey-HSD (honestly significant difference)
Test analysiert. Dunett-T Test behandelt eine Gruppe als Kontrollgruppe und
vergleicht alle Gruppen mit dieser Gruppe. Beim Tukey -HSD Test werden alle
Gruppen miteinander verglichen. Fur alle Vergleiche der Gruppen mit inhomogenen
Varianzen wurde der Dunett-T3 Test angewendet.

Nach einem einheitlichen Sprachgebrauch werden Aussagen, die mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 behaftet sind, als signifikant (*) bezeichnet.
Solche mit Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 heiRen sehr signifikant (**) und solche
mit p < 0,001 hochst signifikant (***).
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4. Ergebnisse

4.1 Proliferation von Mesangiumzellen nach Stimulation mit FCS, PDGF-BB
und IL-1R

In allen drei Versuchen =zur Proliferation BrdU-Assay, MTT-Test und
Zellzahlbestimmung (nicht alle Ergebnisse werden aufgezeigt) konnte gezeigt
werden, dass sowohl PDGF-BB als auch IL-13 im Vergleich zu FCS als
Positivkontrolle Mesangiumzellen zur Proliferation anregen. In Abb. 4-1 ist ein

reprasentatives Versuchsergebnis eines BrdU-Assays wiedergegeben.
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Abbildung 4-1: Proliferation von Mesangiumzellen nach Stimulation mit IL-13,

PDGF-BB oder FCS. Subkonfluente, wachstumsarretierte Zellen wurden zum Zeitounkt 0 mit 10
ng/ml PDGF-BB, 0,5 nM und 1 nM IL1-8 in serumreduziertem Medium (0,5% FCS) oder 10% FCS
stimuliert. Nach 48 h Inkubation wurde (iber 18 h der BrdU-Einbau in die DNA der Zellen gemessen.
(n=6, £ SD), *** P < 0,001 vs. Kontrolle mit 0,5% FCS.

Die DNA-Synthese der Mesangiumzellen wurde unter dem Einfluss von PDGF-BB,
IL-13 und FCS im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle deutlich erhoht, was auf eine
proliferationsfordernde Wirkung dieser Stimulantien hinweist. Es ist deutlich zu
erkennen, dass FCS die starkste BrdU-Einbaurate induziert, aber auch die DNA-
Synthese nach der Stimulation mit PDGF-BB oder IL-1 signifikant (p < 0,001) war.
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4.2 Untersuchung der Proliferation von Mesangiumzellen unter dem Einfluss

von IS

Bei allen Proliferationsversuchen wurden die Zellen zunachst mit 10% FCS stimuliert.
Dies sollte den Zustand in vivo nachbilden, wo die Zellen der Wirkung von

verschiedenen Agonisten ausgesetzt sind.

4.21 Einfluss von CyA, FK-506 oder MPA auf das Wachstum von

Mesangiumzellen gemessen im Trypanblau-Test

Wachstumsarretierte, subkonfluente Mesangiumzellen waren ca. 1 h mit CyA,
FK-506 oder MPA (0 - 10 uM) vorinkubiert worden, bevor die Stimulation mit 10%
FCS stattfand. Zum Zeitpunkt O (nach Zellsynchronisierung) und nach 48 h
Inkubation wurde die Zellzahl mittels Hamocytometer im Trypanblau-Test bestimmt
und, wie unter 3.3.1 beschrieben, als % Wachstum der Positivkontrolle ermittelt. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 4-2 dargestellt.
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Abbildung 4-2: Einfluss der IS auf das Wachstum der Mesangiumzellen: CyA (A),

FK-506 (B), MPA (C). Subkonfluente wachstumsarretierte Zellen wurden mit 10% FCS stimuliert

und mit verschiedenen Konzentrationen von IS behandelt. Zum Zeitpunkt 0 (Kontrolle 0) und nach
48 h Inkubation wurde die Zellzahl im Trypanblau-Test bestimmt, und % Wachstum im Vergleich zu
Kontrolle 100% (mit FCS stimulierte Zellen ohne Medikament mit Lésungsmittel) und Kontrolle 0
(Zellzahl zum Zeitpunkt 0) berechnet. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus drei
Versuchsansétzen dar (n=3, + SD). * P < 0,05; ** P < 0,01, ** P < 0,001 vs. Kontrolle mit FCS und
DMSO.
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Insgesamt zeigte sich ein dosisabhangiger supprimierender Effekt von allen drei IS
auf das Wachstum der Mesangiumzellen. Am effektivsten wirkte MPA, schon die
Konzentration von 0,313 puM verursachte 37% Wachstumshemmung (p < 0,001).
Eine IC50 erreichte MPA bei 0,44 + 0,03 uM und ab 1,25 uM betrug das Wachstum
nur 10%.

CyA hingegen erreichte 58% Wachstum bei der Konzentration von 2,5 uM
(p < 0,05), IC50 bei 3,2 £ 0,18 uM und bei einer Konzentration von 10 uM fand keine
Zellzahlzunahme statt (p < 0,01). Diese CyA-Konzentrationen liegen nicht mehr im
therapeutischen Bereich fur Patienten. Laut klinischer Studien (Kahan, 1982; Savoldi
& Kahan, 1986; Griffith et al., 1984) betragen optimale CyA-Plasmakonzentrationen
von 0,2 bis maximal 1 yM, um immunsuppressive Effekte zu erreichen.

Die Wirkung von FK-506 auf die Mesangiumzellen erwies sich als weniger effektiv,
erst bei einer Konzentration von 10 uM betrug das Zellwachstum 58% (p < 0,05). Die
signifikante Hemmung von FK-506 lag ebenso nicht im therapeutischen Bereich.
Pharmakokinetische Studien (Regazi et al., 1999; Bekersky et al.,1999) berichten,
dass an Patienten gemessenen FK-506-Konzentrationen im Plasma im Bereich
6 - 24 nM lagen.

4.2.2 DNA-Synthese von Mesangiumzellen nach der Behandlung mit CyA,
FK-506 oder MPA

Zur Untersuchung, wie IS auf die DNA-Synthese wirken, wurden die Zellen nach 48 h
dauernder Stimulation und medikamentéser Behandlung mit BrdU Uber 2 h inkubiert
und OD des Reaktionsprodukts gemaly Vorschrift in Abschnitt 3.3.2 in einem
Sandwich - ELISA gemessen. Die Ergebnisse des BrdU-Einbaus stellt die
Abbildung 4.3 dar.
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Abbildung 4-3: Einfluss von IS: CyA (A), FK-506 (B), MPA (C) auf DNA-Synthese
von Mesangiumzellen. Subkonfluente Zellen wurden zum Zeitpunkt 0 mit 10% FCS stimuliert und
gleichzeitig verschiedenen Konzentrationen von IS ausgesetzt. Nach 48 h Inkubation wurde (iber 2 h
der BrdU-Einbau in die Zellen gemessen. (n=6, + SD), °° P < 0,01; °°° P < 0,001 vs. Kontrolle ohne
FCS; *P < 0,05 ** P < 0,01, ** P < 0,001 vs. Kontrolle mit FCS und DMSO.
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Die durch FCS gesteigerte BrdU- Einbaurate blieb unter Zugabe von 0,1% DMSO
unverandert.

Die DNA-Synthese wurde unter dem Einfluss von MPA am starksten gehemmt. Die
IC50 von MPA lag bei 0,52 + 0,02 uM. Ab Konzentration 0,625 uM war eine hdchst
signifikante (p < 0,001) Hemmung im Vergleich zur Kontrolle mit FCS und DMSO zu
beobachten. Ab Konzentration 1,25 yM hemmte MPA vollstandig den BrdU-Einbau,
OD-Wert glich dem OD-Wert der unstimulierten Kontrolle.

Die IC 50 von CyA lag bei 2,75 + 0,14 uM. Ab 5 uyM gab es einen rapiden Abfall der
Proliferationsrate (p < 0,001) und bei 10 uM lag der OD-Wert sogar unter dem OD-
Wert der unstimulierten Kontrolle.

FK-506 reduzierte den BrdU-Einbau weniger stark, die Hemmung des BrdU-Einbaus
ab 0,625 uM ist aber statistisch als signifikant (p < 0,01) anzusehen.

4.2.3 Einfluss von CyA, FK-506 oder MPA auf die Proliferation und Vitalitat

von Mesangiumzellen gemessen mittels MTT-Tests

Anhand des MTT-Tests (Abschnitt 3.3.3) konnten Proliferation und Vitalitat der Zellen
unter dem Einfluss von IS untersucht werden. Fir diese Untersuchung wurden die
Zellen zum Zeitpunkt 0 mit 10% FCS stimuliert und gleichzeitig mit den Medikamen-
ten behandelt. Parallel wurde eine Gruppe der Zellen ohne FCS-Stimulierung
(serumreduziertes Medium mit 0,5% FCS) nur mit den Medikamenten behandelt, um
zu untersuchen, welche Wirkung die IS auf die Vitalitdt der nicht proliferierenden
Mesangiumzellen ausuben, und ob eine mdgliche Proliferations-hemmung auf die
zytotoxische Wirkung der untersuchten Pharmaka zurlckzufuhren ist. Die Abbildung

4-4 zeigt exemplarisch die Ergebnisse eines MTT-Tests mit CyA.
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Abbildung 4-4: MTT-Test bei Mesangiumzellen nach der Behandlung mit CyA in

einem Medium mit FCS (10%) oder in einem serumreduzierten (0,5% FCS) Medium.
Nach einer 48 h Inkubation wurde die mitochondriale Aktivitdt der Zellen photometrisch gemessen.
(n=6 £ SD), ° P < 0,05; °° P < 0,01; °°° P < 0,001 vs. Kontrolle (0,5% FCS) mit DMSO; *** P < 0,001
vs. Kontrolle mit FCS (10% FCS) und DMSO.

MPA wies auch bei dieser Untersuchung schon ab 0,625 uyM eine hdchst signifikante
(p < 0,01) Hemmung der Proliferation der Mesangiumzellen, wobei keine reduzieren-
de Wirkung auf die Vitalitat der Zellen zu beobachten war. Diese Ergebnisse
sprachen fur einen nicht toxischen antiproliferativen Effekt von MPA bei
therapeutischen Dosierungen (diese Ergebnisse werden nicht aufgezeigt).

FK-506 zeigte eine signifikante (p < 0,05) wachstumshemmende Wirkung ab
0,625 uM, ohne dass die Vitalitdt der Zellen begrenzt wurde. Die Hemmung fand
aber nicht im therapeutischem Bereich statt (diese Ergebnisse werden nicht
aufgezeigt).

CyA demgegenuber wirkte ab 0,625 pM hochst signifikant (p < 0,01) wachstums-
hemmend, gleichzeitig aber nahm die Vitalitat der nicht stimulierten Zellen unter dem
Einfluss dieses Immunsuppressivums ab der Konzentration 1,25 uyM stark und
signifikant ab (p < 0,05). Dieser Befund deutet auf eine wachstumshemmende

Wirkung von CyA, die mit nephrotoxischen Effekten verbunden ist.
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4.2.4 Zytotoxische Wirkung von CyA, FK-506 oder MPA auf die

Mesangiumzellen (LDH-Test)

Zusatzlich zu MTT-Test wurden die Zellen nach 24 h Inkubation mit untersuchten
Konzentrationen der IS im Medium mit 1% FCS dem LDH-Test unterzogen (Abschnitt
3.3.4). Hierzu wurde die freigesetzte LDH, die als Marker fur die Zellyse dient, im
zellularen Uberstand gemessen. Als 100% zytotoxisch (Kontrolle Maximum) galt
eine 1% Triton-X-100-Lésung. Die Ergebnisse sind als OD Werte in der Abbildung
4-5 dargestellt und als % Zytotoxizitat in Tab. 4-1 zusammengefasst.

Tabelle 4-1 Zytotoxizitét (%) der IS. Die Zellen wurden 24 h mit Medikamenten im Medium
mit 1% FCS inkubiert. Als Kontrolle Maximum (100% Zytotoxizitédt) dienten Zellen, die mit 1% Triton-X-

100 inkubiert wurden. Kontrolle Minimum stellten Zellen, die nur mit Medium behandelt wurden, dar.
(n=6, £ SD), * P < 0,05; ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. Kontrolle mit DMSO.

Konzentration % Zytotoxizitat

(uM) CyA FK-506 MPA
0,019 437+0,11* 498 +0,26 ** 0,49 + 0,03
0,039 0,64 £ 0,07 6,57 + 0,79 0,43 + 0,03
0,078 531+0,13* 5,57 £0,23 *** 1,93 £ 0,08
0,156 2,51+0,17 5,93+0,50 * 0,38 £ 0,04
0,313 6,46 £0,48 * 4,70+ 0,15 *** 2,96 £ 0,38
0,625 6,77 £ 0,15 ** 7,32 £ 0,91 -0,63+0,04
1,25 16,94 + 1,95 ** 8,61 + 0,69 ** 1,53 +0,21
2,5 16,87 + 0,94 *** 8,39 + 0,65 ** -0,66 + 0,06
5 31,54 + 2,66 *** 19,59 + 2,38 ** 3,57 £ 0,40
10 28,63 + 1,29 *** 15,68 + 0,48 ** 3,31 +0,36

Bei allen LDH-Versuchen erwies sich 0,1% DMSO als nicht toxisch (Abbildung 4-5).

Von den drei untersuchten IS wies CyA die starkste Zytotoxizitat auf die
Mesangiumzellen. Bereits Konzentration von 1,25 um zeigte eine Toxizitat von 16,94
+ 1,95%, und ab 5 ym lag die Toxizitat bei 31,54 + 2,66%. Weniger toxisch wirkte
FK-506, bei 1,25 yM war die Toxizitat 8,61 + 0,69% und bei 10 yM 15,68 + 0,48%.
Bei MPA war im untersuchten Konzentrationsbereich (0 - 10 yM) keine signifikante

Zytotoxizitat nachweisbar.
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Abbildung 4-5: LDH-Freisetzung in mit IS: CyA (A), FK-506 (B), MPA (C)
behandelten Mesangiumzellen. Die Zellen wurden 24 h mit Medikamenten im Medium mit 1%
FCS inkubiert. Als Kontrolle Maximum dienten Zellen, die mit 1% Triton-X-100 inkubiert wurden.
Kontrolle Minimum stellten Zellen, die nur mit Medium behandelt wurden, dar (n=6, £ SD), * P < 0,05;

*P<0,01;, " P < 0,001 vs. Kontrolle DMSO.
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4.2.5 Zusammenfassung: Proliferationsversuche unter dem Einfluss von IS

Aus allen Proliferationsversuchen (BrdU-, MTT-Test und Zellzahlbestimmung)
resultierte, dass nur MPA im therapeutischen Bereich auf die Mesangiumzellen
effektiv antiproliferativ wirkte. Der LDH-Test zeigte, dass die proliferationshemmende
Wirkung von MPA bis 10 uM nicht toxisch ist. Hingegen war die inhibierende
Wirkung von CyA mit toxischen Effekten verbunden. FK-506 stellte sich als weniger

toxisches, aber fur die MZ als nicht effektiv antiproliferatives Medikament dar.

4.2.6 Untersuchung der Genexpression von c-fos, Egr-1 und PDGF-B unter der

Wirkung von MPA auf Mesangiumzellen mittels RT-PCR

Mit Hilfe der RT-PCR sollte untersucht werden, ob unter dem PDGF-BB die
Mesangiumzellen c-fos, Egr-1 und PDGF-B exprimieren, und ob die Expression
dieser Gene sich durch eine Behandlung mit MPA hemmen Iasst.

Wie unter 3.7.3 beschrieben, wurde die aus den Rattenmesangiumzellen gewonnene
RNA einer reversen Transkription und einer anschlieRenden PCR mit spezifischen
Primern unterzogen. Die Expressionsstarke des Zielgens wurde auf die Expression
des Referenzgens (GAPDH) bezogen, wodurch Expressionsunterschiede unter

Stimulation mit PDGF-BB und der Behandlung mit MPA bestimmt werden konnten.

Einfluss von MPA auf Genexpression von "immediate early genes" c-fos und Eqgr-1

Sowohl c-fos als auch Egr-1 wurde nach der Stimulierung mit PDGF-BB induziert.
Die Behandlung der Mesangiumzellen mit MPA flhrte schon nach 30 min zu
Abschwachung der Egr-1-Gen-Expression. Demgegenuber wurde die mRNA-

Expression von c-fos unter dem Einfluss von MPA erst nach 2 h gehemmt.
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Abbildung 4-6: Genexpression von c-fos in einer Zeitkinetik bei Mesangiumzellen

ohne oder nach Behandlung mit MPA. Wachstumsarretierte Zellen wurden mit 25 ng/ml
PDGF-BB stimuliert und mit 2,5 uM MPA behandelt. Die gewonnene RNA wurde einer RT-PCR mit
GAPDH als Referenzgen unterzogen. Oben: Représentatives RT-PCR-Gel. Lane 1, 2, 5, 8: Kontrolle
(mit 0,5% FCS und Vehikel); Lane 3, 6, 9: PDGF-BB (mit Vehikel); Lane 4, 7, 10: PDGF-BB und MPA.
Unten: Densitometrische Auswertung der PCR-Produkte. Die Grafik zeigt Mittelwerte + SD aus zwei
Zellprédparationen, wobei von jedem Einzellexperiment 3 RT-PCR durchgefiihrt wurden. °° P < 0,01
vs. Kontrolle; ** P < 0,01 vs. PDGF-BB

Die Expression der mRNA von c-fos (Abb. 4-6) lie3 sich schon durch 0,5% FCS
induzieren, eine sehr starke und signifikante (p < 0,01) Genexpression erfolgte unter
einer Stimulierung mit PDGF-BB (25 ng/ml). Diese war 30 min nach der Stimulation
maximal (Spur 3), nach 2 h (Spur 9) noch signifikant nachweisbar (p < 0,01). Nach
4 Stunden konnte c-fos nicht mehr nachgewiesen werden. Ein hemmender Effekt
von MPA auf c-fos konnte bis zu 1 h nach PDGF-BB-Stimulierung nicht festgestellt
werden, erst nach 2 h wurde eine signifikante (p < 0,01) Abschwachung der c-fos

Expression (Spur 10) gegenuber der mit PDGF-BB stimulierten Probe erkennbar.
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Abbildung 4-7: Egr-1-Genexpression in Mesangiumzellen ohne oder nach

Behandlung mit MPA. Die c-DNA-Proben stammen von Mesangiumzellen, die zum Zeitpunkt 0
(nach Zellsynchronisierung) mit 25 ng/ml PDGF-BB stimuliert und mit 2,5 uM MPA behandelt wurden.

Oben: Représentatives RT-PCR-Gel. Lane 1, 4: Kontrolle (mit 0,6% FCS und Vehikel); Lane 2, 5:
PDGF-BB (mit Vehikel); Lane 3,6: PDGF-BB und MPA. Unten: Densitometrische Auswertung der
PCR-Produkte. Die Grafik zeigt Mittelwerte + SD aus zwei Zellpréparationen, wobei von jedem
Einzellexperiment 3 RT-PCR durchgefiihrt wurden. ° P < 0,05 vs. Kontrolle; * P < 0,05 vs. PDGF-BB

Egr-1-mRNA ,steady state-level“ (Abb.4-7) waren bereits 30 min nach einer
Inkubation mit 0,5% FCS (Spur1) nachweisbar. Unter dem Einfluss von PDGF-BB
(25 ng/ml, Spur 2) wurde die Egr-1-mRNA -Expression in Bezug auf die unstimulierte
Kontrolle signifikant starker (p < 0,05). Die durch PDGF-BB induzierte Egr-1-
Expression wurde durch MPA bereits 30 min nach Stimulation (Spur 3) gehemmt,
dieser Effekt erhielt sich auch nach 2 h (Spur 6) gegenuber der mit PDGF-BB
stimulierten Probe (Spur 5) signifikant (p < 0,05). 4 h nach der PDGF-BB-Stimulation

war die Egr-1-Expression nicht mehr nachweisbar.
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Einfluss von MPA auf Genexpression von PDGF-B
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Abbildung 4-8: PDGF-B-Genexpression in einer Zeitkinetik in Mesangiumzellen
ohne oder nach Behandlung mit MPA.  Wachstumsarretierte Zellen wurden mit 25 ng/ml
PDGF-BB stimuliert und mit 2,5 uM MPA behandelt. Die gewonnene RNA wurde einer RT-PCR mit
GAPDH als Referenzgen unterzogen. Oben: Reprédsentatives RT-PCR-Gel. Lane 1, 4, 7, 10, 13:
Kontrolle (mit 0,5% FCS und Vehikel); Lane 2, 5, 8, 11, 14: PDGF-BB (mit Vehikel); Lane 3, 6, 9, 12,
15: PDGF-BB und MPA. Unten: Densitometrische Auswertung der PCR-Produkte. Die Grafik zeigt
Mittelwerte + SD aus zwei Zellprdparationen, wobei von jedem Einzellexperiment 3 RT-PCR
durchgefiihrt wurden. ° P < 0,05 vs. Kontrolle; ** P < 0,01 vs. PDGF-BB.

Die in der Abb. 4-8 dargestellte Genexpression von PDGF-B lie3 sich durch
PDGF-BB mit einem Maximum bei 2 h (Spur 5) und 4 h (Spur 8) signifikant

(p < 0,05) induzieren. Diese Beobachtung bestatigte, dass die Stimulation von
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Mesangiumzellen mit PDGF-BB zu einer Hochregulierung der PDGF-B-mRNA im
Zuge einer autokrinen Verstarkung fuhrt. Die Behandlung der Mesangiumzellen mit
2,5 yM MPA fuhrte bei allen Zeitpunkten zu einer Hemmung der durch PDGF-BB
induzierten PDGF-B-Genexpression und diese war bei 2 und 4 h (Spur 6 und 9)
signifikant (p < 0,01).
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4.2.7 Untersuchung von Transkriptionsfaktor AP-1 nach der Behandlung mit
MPA (EMSA)

Um zu Uberprifen, ob MPA den durch PDGF-BB aktivierten Transkriptionsfaktor
AP-1 beeinflussen kann, wurden Kernproteine aus Mesangiumzellen nach einer
bestimmten Behandlung in ein "electrophoretic mobility shift assay" (EMSA)
eingesetzt. Hierzu wurde eine Oligonukleotid-Sonde mit einer Consensussequenz,
an die der AP-1 c-Jun Homodimer und Jun/Fos Heterodimer Komplex bindet,
verwendet (Abschnitt 3.9.1). Die Abbildung 4-9 gibt das Ergebnis des EMSA wieder.

<+— AP-1

Lane 1, 4: Kontrolle
Lane 2,5: PDGF-BB
Lane 3,6: PDGF-BB + MPA

1h 2h

Abbildung 4-9: Electrophoretic Mobility Shift Assay zur Untersuchung des

Einflusses von MPA auf den durch PDGF-BB aktivierten Transkriptionsfaktor AP-1.
Kernproteine von Mesangiumzellen (5 ug je Lane), die 1h und 2 h mit 25 ng/ml PDGF-BB stimuliert
und ohne oder mit 2,5 uM MPA vorinkubiert worden waren, wurden mit dem spezifischen [y 32P] -
markierten Oligonukleotid fiir c-jun hybridisiert, die Hybride mittels PAGE aufgetrennt und durch
Autoradiographie detektiert.
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Die Ergebnisse zeigen, dass AP-1 durch PDGF-BB nach 1 h und 2 h aktiviert wurde.
Nach der PDGF-BB-Stimulierung ergaben sich charakteristische Bindungskomplexe
der DNA-Sonde mit AP-1 der Kernproteine. Der durch PDGF-BB aktivierte AP-1
wurde in der untersuchten Zeit 1 und 2 h nach Stimulierung unter MPA nicht

beeinflusst.

4.2.8 Einfluss von MPA auf PDGF-BB- und PDGFRR-Proteinexpression von

Mesangiumzellen

Im Abschnitt 4.2.6 wurde gezeigt, dass MPA die durch PDGF-BB induzierte PDGF-B
Genexpression hemmen konnte.

Mit Hilfe eines Antikorpers gegen PDGF-B wurde im Western - Blot - Verfahren
untersucht, ob MPA die durch FCS (10%) stimulierte PDGF-B - Proteinexpression
beeinflusst. Schliellich wurde auch in demselben Verfahren mit einem Antikorper
gegen den Rezeptor PDGFR-R geprift, ob nach der FCS - Stimulation die Zellen
verstarkt PDGFR- exprimieren, und ob ein Effekt unter dem Einfluss von MPA
auftritt.
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Abbildung 4-10: Einfluss von MPA auf PDGF-B Proteinexpression in Mesangium-

zellen. Lysate (je 15 ug Protein/Lane) von Kontrolizellen (0,5% FCS) oder mit 10% FCS stimulierten
ohne oder mit MPA behandelten Zellen wurden in einem 15%-igen SDS-Gel aufgetrennt und auf
PVDF-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem anti-PDGF-B-Antikérper und einer
nachgeschalteten ECL-Reaktion. Die Proteinexpression von PDGF-B wurde densitometrisch
ausgewertet und auf die Expression eines internen Referenzproteins (B-Tubulin) bezogen. A-Oben:
Repréasentativer Western-Blot, Lane 1: Kontrolle, Lane 2: FCS, Lane 3: FCS + Vehikel, Lane 4: FCS +
2,5 uM MPA. B-Oben: Reprédsentativer Western-Blot, Lane 1: Kontrolle, Lane 2: FCS + Vehikel,
Lane 3: FCS + 0,1 uM MPA, Lane 4: FCS + 1 uM MPA. Unten: Densitometrische Analysen von Blot A
und B. Die Signalstérken sind als % Kontrolle (0,5% FCS) angegeben und stellen die Mittelwerte aus
drei Experimenten + SD, dar. °°° P < 0,001 vs. Kontrolle; * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. FCS mit Vehikel.
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Die Quantifizierung der detektierten Signale (Abb. 4-10) ergab, dass schon 0,5%
FCS (Kontrolle, Spur 1A) eine PDGF-B Proteinexpression induzierte. Im Vergleich zu
dieser Kontrolle wurde die Bandenintensitat durch FCS (10%, Spur 2A) signifikant
(p < 0,001) verstarkt. Auch bei diesen Experimenten zeigte MPA schon ab 0,1 uM
(Spur 3B) eine signifikante (p < 0,05) hemmende Wirkung auf die PDGF-B
Proteinexpression, welche dosisabhangig zunahm und bei 2,5 uyM MPA (Spur 4A) zu
einer der unstimulierten Kontrolle entsprechenden Suppression von PDGF-B fuhrte
(p < 0,01). Somit stimmen die Ergebnisse von Western-Blot mit den von RT-PCR
erhaltenen Beobachtungen sehr gut uberein (Abb. 4-8).

Die Proteinexpression von PDGFR-B in Mesangiumzellen wurde durch eine
Stimulation mit 10% FCS um 40% verstarkt, wobei die PDGFR-3 Proteinexpression
schon unter 0,5% FCS in der Kontrolle induzierbar war. Die Behandlung der Zellen
mit MPA (0,1 uM und 1 uM) fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Expression
des PDGFR-R Proteins (diese Ergebnisse werden nicht aufgezeigt).
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4.3 Untersuchung der Proliferation von Mesangiumzellen unter dem Einfluss

von einem ACE-Hemmer und einem AT1-Rezeptorblocker

4.3.1 Bestimmung der zytotoxischen Wirkung von Ramiprilat und Valsartan

auf die Mesangiumzellen (LDH-Test)

Weder Ang Il, mit und ohne Vehikel (NaOH oder Ethanol), noch Ramiprilat und
Valsartan zeigten toxische Wirkung. Die Abbildung 4-11 stellt exemplarisch die

Ergebnisse der LDH-Bestimmung dar.
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Abbildung 4-11: LDH-Test bei Mesangiumzellen, die mit Ang Il (10 uM) stimuliert

und mit Ramiprilat (A) oder Valsartan (B) behandelt wurden. Wachstumsarretierte
Mesangiumzellen wurden mit Ang Il stimuliert und der Wirkung von Ramiprilat oder Valsartan
ausgesetzt. Nach 72 h Inkubation wurden die Zellen dem LDH-Test unterzogen. Als Kontrolle
Maximum dienten Zellen, die mit 1% Triton-X-100 inkubiert wurden. Kontrolle Minimum stellten
Zellen, die nur mit Medium inkubiert wurden, dar, (n=6, £ SD).
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Keine der untersuchten Konzentrationen von Ang Il (0,1 uM, 1 pM, 10 yM) mit oder
ohne Vehikel ubte einen Effekt auf die LDH-Freisetzung (Ergebnisse nur fur die
hochste Konzentration aufgezeigt) aus, die OD-Werte gleichen der Kontrolle
Minimum (Zellen die nur mit Medium ohne Medikament inkubiert wurden).

Sowohl Ramiprilat als auch Valsartan zeigten im untersuchten Konzentrationsbereich
keinerlei toxische Wirkung, die LDH-Konzentrationen lagen im Bereich der Kontrolle
Minimum (s. o.), was daraufhin deutet, dass die Vitalitdt der Zellen unter dem

Einfluss von beiden Pharmaka unverandert blieb.
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4.3.2 Proliferation der MZ nach Stimulation mit FCS und der Behandlung mit

Ramiprilat oder Valsartan

Die DNA-Synthese der mit FCS stimulierten Mesangiumzellen wurde weder durch

Ramiprilat noch durch Valsartan beeinflusst.
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Abbildung 4-12: Einfluss von Ramiprilat (A), Valsartan (B) auf die Proliferation von

Mesangiumzellen. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt 0 (24 h wachstumsarretiert) mit 10% FCS
stimuliert und gleichzeitig mit verschiedenen Konzentrationen von Ramiprilat oder Valsartan liber 48 h
behandelt. Gemessen wurde BrdU-Einbau in die DNA der Zellen nach 4 h (n=6, + SD),

*** P < 0,001 vs. Kontrolle ( mit 0,6% FCS).

Abb. 4-12 zeigt, dass die unter FCS stark gesteigerte BrdU-Einbaurate durch keine

der untersuchten Konzentrationen von Ramiprilat oder Valsartan gehemmt wurde.
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Eine Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Mesangiumzellen nach
Behandlung mit Ramiprilat oder Valsartan im MTT-Test erbrachte dieselben
Ergebnisse wie der BrdU-Assay (Ergebnisse werden nicht aufgezeigt), das heildt das
mit FCS (und auch mit PDGF-BB oder IL-1B) induzierte Wachstum der

Mesangiumzellen wurde durch keins der beiden Medikamente verandert.

4.3.3 Proliferation der MZ nach Stimulation mit Ang Il und der Behandlung mit

Ramiprilat oder Valsartan

Wurden die Zellen mit Angiotensin Il Uber 48 h inkubiert, konnte auch keine
Zunahme der DNA-Synthese gemessen werden. Erst eine Inkubation mit Ang Il Gber
langere Zeit (3 oder 5 Tage) fuhrte zu einer geringen, aber signifikanten Erhéhung
der BrdU-Einbaurate (Abb. 4-13).
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Abbildung 4-13: DNA-Synthese von Mesangiumzellen nach Stimulation mit Ang II.
Wachstumsarretierte Zellen wurden mit Ang Il (0,1 uM, 1 uM, 10 uM) 3 und 5 Tage inkubiert.
Gemessen wurde BrdU-Einbau in die DNA der Zellen nach 18 h (n=6, £ SD),

*P<0,05 *P<0,01;, ** P < 0,001 vs. unstimulierte Kontrolle.
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Eine signifikant erhdhte DNA-Synthese fand schon 3 Tage nach der Inkubation der
Zellen mit 10 uM Ang |l statt, und nach 5 Tagen stimulierten alle untersuchten Ang II-

Konzentrationen die DNA-Synthese signifikant.

Behandlung mit Ramiprilat oder Valsartan

Die Wirkung von Ang Il wurde durch Behandlung mit dem ACE-Hemmer Ramiprilat
nicht beeinflusst (Ergebnisse werden nicht aufgezeigt), wahrend die Behandlung der
Mesangiumzellen mit dem AT1-Rezeptor-Antagonist Valsartan zu einer

Abschwachung der Ang II-Wirkung nach drei und funf Tagen des Versuchs fuhrte.

Die Abbildung 4-14 zeigt exemplarisch die Angiotensin II-Wirkung mit jeweiliger
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Behandlung von 1 pM und 10 pM Valsartan 5 Tage nach der Stimulation.

Abbildung 4-14: Einfluss von Valsartan auf die durch Ang Il stimulierte Proliferation

von Mesangiumzellen. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt 0 (24 h wachstumsarretiert) mit Ang Il
(0,1 uM, 1 uM, 10 uM) stimuliert und gleichzeitig mit Valsartan (1 uM und 10 uM) behandelt. Nach 5
Tagen wurde der BrdU-Einbau (18 h) in die DNA der Zellen gemessen (n=6, + SD). ** P < 0,01;
*** P < 0,001 vs. Kontrolle mit Vehikel; ° P < 0,05; °° P < 0,01; °°° P < 0,001 vs. Ang Il mit Vehikel.

Der ACE-Hemmer Ramiprilat zeigte keine Wirkung auf die mit Ang Il stimulierten
Zellen, demgegenuber wies der AT1-Rezeptor-Antagonist Valsartan (1 pM und

10 uM) eine signifikante Reduzierung des BrdU-Einbaus bei mit 0,1 yM und 1 yM
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Ang Il stimulierten Zellen auf, die BrdU-Einbaurate erreichte das Niveau der
unstimulierten Kontrolle. Die durch 10 uM Ang Il induzierte DNA-Synthese wurde nur

mit 10 uM Valsartan weniger, aber signifikant gehemmt.

Zellzahlbestimmung nach einer Behandlung mit Ramiprilat oder Valsartan

Unter der Wirkung von Ang Il wurde eine signifikante Zellzahlabnahme gemessen.
Keine Anderungen des Wachstumsverhaltens von MZ wurden nach der Behandlung
mit dem ACE-Hemmer Ramiprilat festgestellt. Hingegen konnte der AT1-Rezeptor-

blocker Valsartan den durch Ang Il ausgelosten Effekt beeinflussen (Abb. 4-15).
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Abbildung 4-15: Zellzahlbestimmung nach der Behandlung mit Valsartan und einer

Stimulation mit Ang Il. Subkonfluente wachstumsarretierte Zellen waren mit Valsartan (10 pM)
vorbehandelt worden, bevor die Stimulation mit Angiotensin Il (0,1; 1 oder 10 uM ) stattfand. Nach 4
Tagen Inkubation wurde die Zellzahl im Trypanblau-Test bestimmt. Jeder Messpunkt stellt den
Mittelwert aus drei Versuchsansatzen dar (n=3, + SD). ° P < 0,05; °° P < 0,01 vs. Kontrolle; * P <
0,05; ** P < 0,01 vs. Ang Il + Vehikel.

4 Tage nach der Inkubation der Zellen mit Valsartan glich die Zellzahl der mit 0,1 yM
Ang Il stimulierten Zellen der unstimulierten Kontrolle und war signifikant héher im

Vergleich zu Proben ohne Medikament (p < 0,01). Auch bei Proben, die mit 1 yM
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Ang |l stimuliert wurden, wurde unter Valsartan eine hohere Zellzahl gemessen
(p < 0,05), die jedoch im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle signifikant niedriger
war (p < 0,05). Mit steigenden Konzentrationen von Ang Il nahm der gegen Ang Il -
wirkende Effekt von Valsartan ab. Die Blockade des AT 1-Rezeptors mit Valsartan bei
Zellen, die der Wirkung von 10 yM Ang Il ausgesetzt worden waren, resultierte in
einer signifikanten Reduktion der Zellzahl sowohl im Vergleich zur unstimulierten

Kontrolle (p < 0,01) als auch zu mit Ang Il stimulierten Proben (p < 0,05).
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4.3.4 Untersuchung der Hypertrophie

4.3.4.1 Proteingehaltbestimmung nach Stimulation mit Ang Il

Der Quotient von Gesamtprotein und Zellzahl ergab die durchschnittliche Protein-
menge einer Zelle. Dies diente zur Bestimmung der Zellhypertrophie.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Ang Il hypertrophiefordernd auf die Mesangium-
zellen wirkt (Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: Hypertrophische Wirkung von Ang Il auf die Mesangiumzellen. Die
Zellen (24 h wachstumsarretiert) wurden mit 0,1 uM, 1 uM oder 10 uM Ang Il inkubiert. Nach 4 und 7
Tagen wurde der Proteingehalt pro Zelle ermittelt (n=3, + SD). * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. Kontrolle 4
Tage; °° P <0,01; °°° P < 0,001 vs. Kontrolle 7 Tage.

Nach vier Tagen bewirkten alle untersuchten Ang IlI-Konzentrationen eine signifikante
Proteingehaltzunahme pro Zelle im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, wahrend
die Zellzahl abnahm. Der Proteingehalt der Zellen nahm nach 7 Tagen noch weiter
Zu.

Dabei wurden keine Differenzen zwischen Proben, die nur mit Ang Il oder mit Ang Il
plus 0,1% Ethanol (Vehikel von Valsartan) oder Ang Il plus 0,0001 N NaOH (Vehikel

von Ramiprilat) behandelt wurden (Ergebnisse sind nicht aufgezeigt), beobachtet.




Ergebnisse 100

4.3.4.2 Einfluss eines ACE-Hemmers und eines AT1-Rezeptorantagonisten auf

die hypertrophische Wirkung von Ang Il

Der ACE-Hemmer Ramiprilat zeigte im untersuchten Konzentrationsbereich keinen
signifikanten Effekt auf die durch Ang Il verursachte Zellhypertrophie (die Ergebnisse
sind nicht aufgezeigt). Demgegenuber reduzierte der AT1-Rezeptorblocker Valsartan
die durch Ang Il hervorgerufene Hypertrophie der Mesangiumzellen signifikant
(Abbildung 4-17).
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Abbildung 4-17: Einfluss von Valsartan auf die durch Ang Il verursachte

Hypertrophie der Mesangiumzellen. Wachstumsarretierte Zellen wurden 1 h  mit 10 uM
Valsartan vorbehandelt, bevor die Stimulation mit 0,1 uM und 1 uM Ang Il stattfand. Nach 4 und 7
Tagen wurde der Proteingehalt pro Zelle ermittelt (n =3, £ SD). * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. Ang Il mit
Vehikel.

Vier Tage nach Stimulation wurde eine signifikante Hemmung der durch Ang I
hervorgerufene Zellhypertrophie bei mit Valsartan behandelten Zellen beobachtet.
Nach 7 Tagen zeigte Valsartan eine signifikante Hypertrophiehemmung nur bei mit

0,1 uM Ang Il stimulierten Zellen.
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4.3.5 Einfluss von Valsartan auf die Egr-1 Genexpression

Es wurde eine Reduzierung der mit Ang Il induzierten Genexpression von Egr-1

durch Valsartan (Abb. 4-18) beobachtet.
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Abbildung 4-18: Genexpression von Egr-1 nach der Stimulation mit Ang Il und

Behandlung mit Valsartan. Wachstumsarretierte Mesangiumzellen waren 1 h mit Valsartan
vorbehandelt worden, bevor die Zellen mit Ang Il stimuliert wurden. Nach 90 min Inkubation wurde
RNA isoliert und in RT-PCR eingesetzt. Oben: Représentatives RT-PCR-Gel. Lane 1: Kontrolle mit
Vehikel; Lane 2, 3, 4: 10 uM, 1 uM, 0,1 uM Ang II; Lane 5, 6, 7: 10 uM, 1 uM, 0,1 uM Ang Il plus
Vehikel; Lane 8, 9: 10 uM Ang Il plus 10 uM und 1 uM Valsartan. Unten: Densitometrische
Auswertung der RT-PCR-Produkte. Die Grafik zeigt Mittelwerte + SD aus zwei Zellprdparationen,
wobei von jedem Einzellexperiment 3 RT-PCR durchgefiihrt wurden. * P < 0,05 vs. Kontrolle;

°P<0,05 °°P<0,01vs. Ang Il.
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Angiotensin Il induzierte konzentrationsabhangig die Egr-1-Genexpression. Eine
signifikante Expressionszunahme von Egr-1 im Vergleich zu unstimulierten Kontrolle
zeigte sich bei Stimulation mit 10 uM Ang II.

Die mit Ang Il stimulierte Genexpression von Egr-1 konnte durch beide Konzentra-

tionen von Valsartan (10 und 1 uM) signifikant gehemmt werden.

4.4 Untersuchung der Proliferation von Mesangiumzellen unter dem Einfluss

von Cerivastatin

4.41 Zytotoxische Wirkung von Cerivastatin auf die Mesangiumzellen
(LDH-Test)

Welche Zytotoxizitat Cerivastatin auf die Mesangiumzellen ausubt, wurde mit Hilfe
des LDH-Tests untersucht.. Hierbei wurde zuerst die Prufung der Zytotoxizitat von
Cerivastatin im serumreduzierten Medium (1% FCS) ohne Stimulus und dann im
Medium unter Zytokinstimulation (0,5 nM IL-1R) durchgefuhrt (Abbildung 4-19).
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Abbildung 4-19: LDH-Test bei Mesangiumzellen nach Behandlung mit Cerivastatin.
Wachstumsarretierte Mesangiumzellen wurden der Wirkung von Cerivastatin im serumreduziertem
(1% FCS) Medium (oben) ohne oder mit 0,5 nM IL-18 (unten) ausgesetzt. Nach 24 h Inkubation
wurden die Zellen dem LDH-Test unterzogen. Als Kontrolle Maximum (100% Zytotoxizitét) dienten
Zellen, die mit 1% Triton-X-100 inkubiert wurden. Kontrolle Minimum stellten Zellen, die nur mit
Medium inkubiert wurden, dar, (n=6, £ SD). *P < 0,05; *** P < 0,001 vs.Kontrolle Minimum.
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Die Zytotoxizitat von Cerivastatin betrug bis zu einer Konzentration 0,125 uM weniger
als 10%. Die toxische Wirkung von Cerivastatin wurde deutlich hoher, wenn die
Zellen im Medium mit 0,5 nM IL-1R inkubiert wurden. 0,5 uM Cerivastatin erzeugte
eine Zytotoxizitat von 24,99 £ 2,10% im Medium ohne IL-1R und eine Zytotoxizitat
von 30,96 + 2,37% im Medium mit IL-18. Das Zytokin IL-1% (0,5 nM) fuhrte alleine
schon zu einer leicht erhohten Freisetzung von LDH, was einer Zytotoxizitat von
4,00 + 0,84% entspricht.

4.4.2 Antiproliferative Wirkung von Cerivastatin

Im untersuchten Konzentrationsbereich (0,005 - 5 yM) zeigte Cerivastatin einen hem-
menden Effekt sowohl auf die DNA-Synthese (BrdU-Assay) als auch auf das
Wachstum (MTT-Tests) der Mesangiumzellen unabhangig davon, mit welchem
Stimulus die Zellproliferation induziert wurde (Abb. 4-20 und 4-21).
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Wirkung von Cerivastatin auf DNA-Synthese
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Abbildung 4-20: Einfluss von Cerivastatin auf die DNA-Synthese von mit FCS

(oben) oder mit IL-18 (unten) stimulierten Mesangiumzellen. Subkonfluente Zellen wurden
zum Zeitpunkt 0 mit 10% FCS (oben) oder 0,56 nM IL1-8 (unten) im serumreduzierten Medium
(1% FCS) stimuliert und gleichzeitig mit verschiedenen Konzentrationen von Cerivastatin (ber 48 h
behandelt. Gemessen wurde BrdU-Einbau in die DNA der Zellen nach 18 h (n=6, + SD), ° P < 0,05;
°°P<0,01; °°°P< 0,001 vs. 1% FCS Kontrolle; * P < 0,05; ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. Stimulus.
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Der BrdU-Einbau von mit FCS stimulierten Zellen wurde schon durch die Wirkung
von 0,005 uM Cerivastatin signifikant (p < 0,05) gehemmt, bei einer Konzentration
von 0,5 uM erreichte Cerivastatin eine maximale Hemmung (p < 0,001). Bei
Versuchen mit IL-13 als Stimulus wurde Cerivastatin im Konzentrationsbereich
0,03125 - 0,5 uM untersucht, und auch in diesem Fall zeigte das Statin reduzierende
Wirkung auf die DNA-Synthese der Mesangiumzellen, der BrdU-Einbau wurde ab
0,0625 uM Cerivastatin konzentrationsabhangig signifikant (p < 0,05) inhibiert.

Wirkung von Cerivastatin auf Proliferation der Mesangiumzellen gemessen mittels
MTT-Test
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Abbildung 4-21: MTT-Test bei mit FCS (links) oder IL-18 (rechts) stimulierten

Mesangiumzellen mit oder ohne Cerivastatin-Behandlung. Subkonfluente Zellen wurden
zum Zeitpunkt 0 mit 10% FCS oder 0,5 nM IL1-B im serumreduzierten Medium (1% FCS) stimuliert
und mit oder ohne Medikament inkubiert. Nach 48 h wurde die mitochondriale Aktivitdt der Zellen als
OD im ELISA gemessen (n=6, + SD), °° P < 0,01; °°° P < 0,001 vs. 1% FCS Kontrolle; ** P < 0,01;
*** P < 0,001 vs. Stimulus.

Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Zahl der proliferierenden
Mesangiumzellen unter dem Einfluss von Cerivastatin niedriger wurde. Das Statin
zeigte ab 0,05 yM bei mit 10% FCS und ab 0,0625 pM bei mit IL-1R stimulierten
Zellen eine signifikante Proliferaionshemmung. Somit stimmen die Ergebnisse von

MTT-Test mit den Ergebnissen von BrdU-Assay uberein.
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4.4.3 Proliferation von Mesangiumzellen nach Behandlung mit Cerivastatin

und einem iINOS-Hemmer

Weiterhin wurde untersucht, ob Cerivastatin auf die Proliferation der Mesangium-
zellen moglicherweise Uber den Mediator Stickstoffmonoxid (NO) wirkt. Dazu wurden
die Zellen zum Zeitpunkt 0 mit IL-13 stimuliert und zusatzlich mit den NOS-
Inhibitoren L-NMMA oder L-NIL inkubiert. Die Wirkung von L-NMMA wurde durch
Inkubation mit L-Arginin, dass als Substrat flr die NO-Synthase dient, antagonisiert.
Demgegenuber kann D-Arginin diesen Effekt von L-NMMA nicht umkehren.
FUr diese Versuche wurden zwei nicht-toxische Konzentrationen von Cerivastatin
(0,05 und 0,1 uM) gewanhlt, die nach BrdU- und MTT-Test proliferationshemmend

wirkten.
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Abbildung 4-22: DNA-Synthese von mit IL-18 stimulierten Mesangiumzellen ohne

oder mit Cerivastatin-Behandlung mit oder ohne NOS Hemmer. Subkonfluente Zellen
wurden mit 0,5 nM IL1-8 im serumreduzierten Medium (1% FCS) stimuliert und gleichzeitig mit
Cerivastatin (0,05 uM und 0,1 uM) ohne oder mit NOS-Hemmer (0,5 mM L-NMMA oder 0,5 mM L-NIL)
ohne oder mit 2,5 mM L-Arginin oder 2,5 mM D-Arginin iiber 48 h behandelt. Gemessen wurde BrdU-
Einbau in die DNA der Zellen nach 18 h (n=6, + SD), *™ P < 0,001 vs. Kontrolle, *° P < 0,01;
°°® P < 0,001 vs. IL-1B8, * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. IL-18 + Cerivastatin (ohne iNOS-Hemmer),
*P <0,05:™P < 0,01 vs. Proben mit L-NMMA.

Durch eine Koinkubation der Zellen mit einem der NOS-Inhibitoren (sowohl 0,5 mM
L-NMMA als auch 0,5 mM L-NIL) lieR® sich die antiproliferative Wirkung von Ceriva-
statin (0,05 yM und 0,1 pM) signifikant aufheben (Abb. 4-22 und 4-23). Die Zugabe
von 2,5 mM L-Arginin fuhrte zur Antagonisierung der Wirkung von LNMMA, wahrend
das inaktive Substrat D-Arginin keine Anderung der L-NMMA-Effekte erzielen konnte.
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Abbildung 4-23: MTT-Test bei mit IL-18 stimulierten Mesangiumzellen mit oder

ohne Cerivastatin-Behandlung ohne oder mit NOS-Hemmer. Subkonfluente Zellen
wurden zum Zeitpunkt 0 mit 0,6 nM IL1-B im serumreduzierten Medium (1% FCS) stimuliert und mit
oder ohne Cerivastatin (0,05 uM und 0,1 uM) mit oder ohne NOS-Hemmer (0,5 mM L-NMMA oder
0,5 mM L-NIL) ohne oder mit 2,5 mM L-Arginin oder D-Arginin behandelf. Nach 48 h wurde die
mitochondriale Aktivitét der Zellen als OD im ELISA gemessen (n=6, + SD), ™" P < 0,01 vs. Kontrolle,
°P <0,05vs. IL-18, * P < 0,05 vs. IL-18 + Cerivastatin (ohne iINOS-Hemmer), P < 0,01 vs. Proben
mit L-NMMA.



Ergebnisse 110

4.4.4 Untersuchung der iNOS nach Behandlung mit Cerivastatin

4.4.4.1 Quantifizierung der NO-Produktion

Zunachst wurde NO-Produktion der Mesangiumzellen unter dem Einfluss von
Cerivastatin nach Stimulation mit IL-1 untersucht. Die Messwerte der zellularen
NO-Freisetzung sind in Abbildung 4-24 dargestellt.
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Abbildung 4-24: Einfluss von Cerivastatin auf die NO-Produktion der mit IL-113

stimulierten Mesangiumzellen. Wachstumsarretierte Mesangiumzellen (24 h mit 0,25% FCS)
waren zum Zeitpunkt 0 mit verschiedenen Konzentrationen von Cerivastatin vorbehandelt worden,
bevor die Stimulation mit 0,5 nM IL-13 stattfand. Nach 24 h wurde mittels Griess-Reagenz
Gesamitnitritgehalt in zelluléren Ubersténden gemessen. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den
Ansétzen zu gewéhrleisten, wurde der mittels Griess-Reagenz quantifizierte Gesamtnitritgehalt auf
jeweils 1 ug Gesamtprotein der lysierten Zellen bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte von 3 NO-
Messungen aus jeweils 3 Versuchsansétzen + SD. °°° P < 0,001 vs. Kontrolle, ** P < 0,01 vs. IL-18.

Die Stimulation der Mesangiumzellen mit dem Zytokin IL-13 fuhrte zu einer
signifikanten (p < 0,001) NO-Synthesesteigerung. Die durch IL-1 induzierte NO-
Produktion wurde durch Cerivastatin ab 0,05 puM signifikant (p < 0,01) und
konzentra-tionsabhangig gegeniber den mit Zytokin stimulierten Zellen erhdht. Die

Inkubation der Zellen mit Cerivastatin alleine (ohne Zytokin) zeigte keine messbaren
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Effekte (die Ergebnisse werden nicht aufgezeigt), das heildt, es konnte nicht

nachgewiesen werden, ob Cerivastatin alleine die NO-Freisetzung induziert.

Hemmende Wirkung von L-NMMA

Die Reduktion der NO-Freisetzung unter einer Koinkubation mit L-NMMA
(0,5 - 1 mM) zeigte, dass es sich um einen iINOS-abhangigen Effekt handelt. Die
Abbildung 4-25 zeigt exemplarisch Ergebnisse der NO-Messung von Zellen, die mit
IL-113 ohne und mit Cerivastatin ohne oder mit L-NMMA und ohne oder mit L-Arginin

oder D-Arginin inkubiert wurden.
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Abbildung 4-25: NO-Produktion der mit IL-18 stimulierten Mesangiumzellen nach

Behandlung mit Cerivastatin ohne oder mit L-NMMA. Wachstumsarretierte
Mesangiumzellen waren zum Zeitpunkt O mit Cerivastatin (0,05 uM und 0,1 uM) ohne oder mit
L-NMMA (1 mM) ohne oder mit L-Arginin oder D-Arginin (10 mM) vorbehandelt worden, bevor die
Stimulation mit IL-18 (0,5 nM) stattfand. Nach 24 h wurde der Gesamtnitritgehalt mittels Griess-
Reagenz in zelluléren Ubersténden gemessen. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Ansétzen zu
gewéhrleisten, wurde der mittels Griess-Reagenz quantifizierte Gesamtnitritgehalt auf jeweils 1 ug
Gesamtprotein der lysierten Zellen bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte von 3 NO-Messungen aus
jeweils 3 Versuchsansétzen + SD ™" P < 0,001 vs. Kontrolle, °°° P < 0,001 vs. IL-18 (ohne L-
NMMA), *** P < 0,001 vs. IL-18 und vs. IL-18+Cerivastatin (ohne L-NMMA), #p < 0,01 vs. Proben
mit L-NMMA.
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Der NOS-Inhibitor L-NMMA (1 mM) flhrte zu einer signifikanten (p < 0,001)
Reduktion der durch IL-13 (0,5 nM) und durch IL-1 plus Cerivastatin (0,05 und
0,1 uM) vermittelten NO-Steigerung. Dieser Effekt wurde durch Zusatz von L-Arginin

(10 mM) vermindert, indem die NO-Produktion wieder signifikant (p < 0,01) erhdht
wurde. D-Arginin (10 mM) konnte den hemmenden Effekt von L-NMMA auf die NO-
Bildung nicht beeinflussen, die gemessene NO-Konzentration im Vergleich zu
Proben mit L-NMMA blieb unverandert.

Inkubation mit Mevalonat

Die unter Cerivastatin gesteigerte NO-Produktion konnte durch Gabe von Mevalonat,

einem Zwischenprodukt der Cholesterinsynthese, signifikant (p < 0,01 bei 0,05 uM
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Cerivastatin und p < 0,001 bei 0,1 uM Cerivastatin) aufgehoben werden (Abb. 4-26).

Abbildung 4-26: NO-Produktion der mit IL-18 stimulierten Mesangiumzellen nach

Behandlung mit Cerivastatin ohne oder mit Mevalonat. Wachstumsarretierte
Mesangiumzellen waren zum Zeitpunkt 0 mit Cerivastatin (0,05 uM und 0,1 uM) ohne oder mit
Mevalonat (100 uM) vorbehandelt worden, bevor die Stimulation mit IL-18 (0,5 nM) stattfand. Nach
24 h wurde der Gesamitnitritgehalt mittels Griess-Reagenz in zelluldren Ubersténden gemessen. Um
eine Vergleichbarkeit zwischen den Ansétzen zu gewéhrleisten, wurde der mittels Griess-Reagenz
quantifizierte Gesamtnitritgehalt auf jeweils 1 pg Gesamtprotein der lysierten Zellen bezogen.
Dargestellt sind Mittelwerte von 3 NO-Messungen aus jeweils 3 Versuchsansétzen + SD ** P < 0,01;
***P <0,001vs. IL-18, °° P < 0,01; °°° P < 0,001 vs. IL-18 und Cerivastatin (ohne Mevalonat).
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4.4.4.2 Einfluss von Cerivastatin auf die Genexpression von iNOS bestimmt

durch Northern Blot-Analyse

Wie anhand der Nitrit-Bestimmung im zellularen Uberstand gezeigt wurde, kam es
bei den Mesangiumzellen nach einer Zytokinstimulation zu einer nachweisbaren
iINOS-Aktivitat, die durch Cerivastatin verstarkt wurde. Mittels Northern-Blot Analyse
konnte die INOS-Expression auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden. Die Northern-
Blot Analysen wurden nach einer 24-stindigen Inkubation mit 0,5 nM IL-13 ohne
oder mit Cerivastatin (0,005 uM, 0,01 uM, 0,05 yM und 0,1 pM) durchgefuhrt. Die
Abbildung 4-27 zeigt reprasentativ die Ergebnisse von Northern-Blot-Analysen.
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Abbildung 4-27: Einfluss von Cerivastatin auf die INOS-mRNA in mit IL-113

stimulierten Mesangiumzellen. Wachstumsarretierte Mesangiumzellen waren zum Zeitpunkt 0
mit verschiedenen Konzentrationen von Cerivastatin vorbehandelt worden, bevor die Stimulation mit
IL-18 (0,5 nM) stattfand. Nach 24 h Inkubation wurde Gesamt-RNA isoliert, elektrophoretisch
aufgetrennt und geblottet. Detektion der iINOS-mRNA (4,3 kB) erfolgte mittels einer radioaktiv
markierten Sonde und anschlieBend wurden die Signale autoradiographisch analysiert. Alle Northern-
Blots wurden mit einer GAPDH spezifischen Sonde rehybridisiert. Oben: Représentativer Northern-
Blot. Unten: Densitometrische Auswertung der Northern-Blots von drei Zellpréparationen, dargestellt
sind Mittelwerte + SD. * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. IL-18.
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In unstimulierten Zellen (Spur 1) konnte keine INOS-mRNA nachgewiesen werden.
Eine Inkubation der Mesangiumzellen nur mit Cerivastatin ohne Zytokinstimulation
(Spur 2) fihrte auch zu keiner Induktion von iINOS. Erst durch Stimulation der Zellen
mit IL-13 (Spur 3) konnte eine detektierbare Induktion der NOS auf transkriptioneller
Ebene erreicht werden. Die mit IL-13 angeregte INOS-mRNA Synthese wurde durch
Cerivastatin noch starker (Spur 4, 5), bereits unter 0,05 yM Cerivastatin (Spur 6)
wurden die Hybridisierungssignale sechsfach und unter dem 0,1 yM Cerivastatin

(Spur 7) 20-fach (p < 0,01) starker als die Signale unter IL-113 alleine.

4.4.4.3 Einfluss von Cerivastatin auf die Proteinexpression von iNOS

Erganzend zu den Nitritbestimmungen und iINOS-mRNA Untersuchungen wurde der
iINOS Nachweis auf Proteinebene im Western-Blot Verfahren durchgefiihrt. Hierzu
wurden Zellen, von denen in Kulturiberstanden NO-Bildung bestimmt wurde,
verwendet. Die Expression des iNOS -Proteins wurde densitometrisch ausgewertet
und mit einem Referenzprotein (Actin) verglichen. Die Ergebnisse von den Western-
Blots wurden in Abbildung 4-28 dargestellt.
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Abbildung 4-28:  Einfluss von Cerivastatin auf iINOS-Proteinexpression in

Mesangiumzellen. Lysate (je 15 ug Protein/Lane) der Kontrolle (0,25% FCS) oder mit IL-18
stimulierten ohne oder mit Cerivastatin (0,01; 0,05; 0,1 uM) vorbehandelten Zellen wurden in einem
8%-igen SDS-Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem
anti-iNOS-Antikérper und einer nachgeschalteten ECL-Reaktion. Die Proteinexpression von iNOS
wurde densitometrisch ausgewertet und relativ zur Expression eines Referenzproteins (Actin)
berechnet. Oben: Représentativer Western-Blot. Unten: Densitometrische Analyse. Die Signalstédrken
sind vs. IL-18 (IL-18 =1) angegeben und stellen die Mittelwerte aus drei Experimenten + SD, dar.
*P <0,01;* P <0,001vs. IL-18

Eine Proteinexpression von iNOS in unstimulierten Mesangiumzellen konnte im
Western-Blot-Verfahren nicht nachgewiesen werden (Spur 1). Mit Cerivastatin alleine
vorbehandelte Zellen wiesen keine detektierbaren iNOS-Proteinmengen auf. Erst die
Inkubation der Zellen mit 0,5 nM IL-13 fuhrt zur Stimulation der INOS (Spur 2) und
Cerivastatin konnte die durch IL-13 angeregte iNOS-Protein Synthese ab einer

Konzentration von 0,05 pM signifikant (p < 0,01) verstarken (Spur 4 und 5).
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Hemmende Wirkung von L-NMMA

Die Inkubation der Mesangiumzellen mit dem NOS-Inhibitor L-NMMA resultierte in
einer signifikanten Reduktion der durch IL-13 und IL-1[3 mit Cerivastatin vermittelten
INOS-Proteinexpression (Abb. 4-29).
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Abbildung 4-29: iINOS-Proteinexpression in mit Cerivastatin ohne oder mit L-NMMA

behandelten Mesangiumzellen. Lysate (je 15 ug Protein/Lane) wurden in einem 8%-igen SDS-
Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem anti-iNOS-
Antikérper und einer nachgeschalteten ECL-Reaktion. Die Proteinexpression von iNOS wurde
densitometrisch ausgewertet und relativ zur Expression eines Referenzproteins (Actin) berechnet.
Oben: Représentativer Western-Blot. Unten: Densitometrische Analyse. Die Signalstédrken sind vs.
IL-18 (=1) angegeben und stellen die Mittelwerte aus drei Experimenten + SD, dar. *** P < 0,001 vs.
IL-18 (ohne L-NMMA), °°° P < 0,001 vs. IL-18+Cerivastatin (ohne LNMMA).
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Sowohl die durch 0,5 nM IL-18 (Spur 1) induzierte als auch durch 0,05 uM
Cerivastatin (Spur 2) verstarkte iINOS-Protein Synthese konnte durch L-NMMA
(0,5 mM, 1 mM) signifikant (p < 0,001) inhibiert werden (Spur 3, 4, 5, 6).

4.4.5 Proliferation von Mesangiumzellen nach Behandlung mit Cerivastatin

und mit einem Cyclooxygenase-Hemmer

Um zu erklaren, ob Cerivastatin die Proliferation der Mesangiumzellen
modglicherweise Uber eine erhéhte Synthese von Prostaglandinen beeinflussen kann,
wurden die Zellen entweder mit Celecoxib (selektiver COX-2 Hemmer) oder
Indomethacin (unselektiver COX-Hemmer) inkubiert. Keine Anderungen des
Proliferationsverhaltens der Mesangiumzellen wurden unter der Wirkung von bis
2,5 uM Celecoxib und bis 10 yM Indomethacin beobachtet. Auch die antiproliferative
Wirkung von Cerivastatin war unter Zugabe von Indomethacin und Celecoxib bei
erwahnten Konzentrationen unverandert (diese Ergebnisse werden nicht aufgezeigt).
Die Behandlung der Zellen mit 5 und 10 uM Celecoxib, oder mit 20 und 100 pm
Indomethacin flhrte zu einer Proliferationsinhibierung der Zellen (Abb. 4-30).

Beide COX-Hemmer, sowohl Celecoxib (5 und 10 pyM) als auch Indomethacin
(20 und 100 yM) zeigten eine signifikante (p < 0,001) reduzierende Wirkung auf die
durch IL-1R stimulierte DNA-Synthese. Die BrdU-Einbaurate wurde signifikant
(p < 0,001) und noch starker gehemmt, wenn die Zellen der Wirkung von

Cerivastatin mit einem COX-Hemmer ausgesetzt worden waren.
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Abbildung 4-30:

Proliferation von mit IL-18 stimulierten Mesangiumzellen ohne

oder mit Cerivastatin-Behandlung ohne oder mit einem COX-Hemmer. Subkonfluente
Zellen wurden mit IL1-8 (0,5 nM) im serumreduzierten Medium (1% FCS) stimuliert und gleichzeitig
mit Cerivastatin (0,06 uM und 0,1 uM) ohne oder mit Celecoxib (oben) oder Indomethacin (unten)
tiber 48 h behandelt. Gemessen wurde BrdU-Einbau in die DNA der Zellen nach 18 h (n=6, + SD),
+++ P < 0,001 vs. Kontrolle, ° P < 0,05; °°° P < 0,001 vs.IL-18 (ohne COX-Hemmer), *** P < 0,001

vs. IL-18 + Cerivastatin (ohne COX-Hemmer).
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Die beobachteten Hemmeffekte von Celecoxib sind nicht auf die toxische Wirkung
dieses Medikamentes zuruckzufuhren, da unter dem Einfluss von Celecoxib
signifikant (p < 0,05) geringere Konzentrationen von freigesetzten LDH gemessen
wurden. Unter 20 uM Indomethacin blieben die LDH-Werte unverandert. Eine
Inkubation der Zellen mit 100 uM Indomethacin fuhrte zu einer leichten, aber
signifikanten (p < 0,001 vs. IL-13 und p < 0,01 vs. IL-1 mit Cerivastatin) Erhéhung
der LDH-Freisetzung (Abb. 4-31).
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Abbildung 4-31: LDH-Test bei Mesangiumzellen, die mit IL-18 stimuliert und mit

Cerivastatin ohne oder mit einem COX-Hemmer behandelt wurden.
Wachstumsarretierte Mesangiumzellen wurden mit 0,5 nM IL-18 in serumreduziertem Medium (1%
FCS) stimuliert und der Wirkung von Cerivastatin alleine oder mit Celecoxib (oben) oder mit
Indomethacin (unten) ausgesetzt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen dem LDH-Test unterzogen.
Als Kontrolle Maximum dienten Zellen, die mit 1% Triton-X-100 inkubiert wurden. Kontrolle Minimum
stellten Zellen, die nur mit Medium inkubiert wurden, dar, (n=6, + SD). P < 0,01 vs. Kontrolle
Minimum, * P < 0,05; *** P < 0,001 vs.IL-18 (ohne COX-Hemmer); *ps 0,05; "p< 0,01 vs. IL-188
+ Cerivastatin (ohne COX-Hemmer).
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4.4.6 Untersuchung der COX-2 abhangigen Prostaglandinsynthese sowie der

COX-2-Expression nach Behandlung mit Cerivastatin

4.4.6.1 Einfluss von Cerivastatin auf die Prostaglandinbildung

Bei diesem Experiment wurde untersucht, ob Cerivastatin die durch die
Cyclooxygenase 2 unter IL-13 Wirkung verstarkte Prostaglandinbildung beeinflusst.
Demnachst wurde Uberpruft, welchen Effekt eine Koinkubation von Cerivastatin mit
Celecoxib, der selektiv die COX-2 Aktivitat inhibiert, auf die Prostaglandinbildung
bewirkt. In nach 24 h Inkubation gesammelten zelluldren Uberstanden wurden die
stabilen Index-Metabolite von Prostaglandinen E;, I, und TxA; (bicyclo-PGE;,
6-keto-PGF4,, TxB,) durch Radio-Immuno-Assay bestimmt. Die Konzentration von
bicyclo-PGE; und TxB, lagen im Grenzbereich. Demgegenuber konnten messbare
Konzentrationen von 6-keto- PGF, detektiert werden (Abb. 4-32).
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Abbildung 4-32: Einfluss von Cerivastatin auf Prostacyclinbildung in mit IL-113

stimulierten Mesangiumzellen ohne oder mit Koinkubation mit Celecoxib.
Wachstumsarretierte Mesangiumzellen waren zum Zeitpunkt 0 mit Cerivastatin (0,05 uM und 0,1 uM)
ohne oder mit Celecoxib (5 uM) vorbehandelt worden, bevor die Stimulation mit IL-18 (0,5 nM)
stattfand. Nach 24 h wurde Konzentration von 6-keto- PGF;, mittels Radio-Immuno-Assay in
zelluléren Ubersténden gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte von 3 Messungen aus jeweils 3
Versuchsansétzen + SD, °° P < 0,01; °°° P < 0,001 vs. Kontrolle; * P < 0,05 vs. IL-18, * P < 0,05;
" P < 0,001 vs. IL-18 + DMSO.
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Die Synthese von Prostacyclin PGl, wurde durch IL-1R signifikant (p < 0,001)
stimuliert. Unter dem Einfluss von Cerivastatin produzierten die Mesangiumzellen
mehr PGl,, die gemessenen Konzentrationen von 6-keto-PGF 4, waren unter 0,05 uM
Cerivastatin signifikant (p < 0,05) und um den Faktor 2, und unter 0,1 uM
Cerivastatin signifikant (p < 0,001) und um den Faktor 6 hdéher als unter IL-1R}
alleine. Die Koinkubation mit Celecoxib fuhrte zu einer vollstandigen Hemmung der
Prostacyclinproduktion, keine detektierbaren Mengen von 6-keto-PGF;, konnten

festgestellt werden.
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4.4.6.2 COX-2-Proteinexpression unter Wirkung von Cerivastatin

Weiter sollte die Wirkung von Cerivastatin auf die Proteinexpression von COX-2
gepruft werden. Infolge einer verstarkten COX-2 Aktivitat ist im Rahmen der
inflammatorischen  Stimulation der MZ auch mit einer gesteigerten
Prostaglandinbildung zu rechnen. Eine COX-2-Proteinexpression konnte unter
Cerivastatin in unstimulierten Zellen im Western-Blot nicht nachgewiesen werden

(diese Ergebnisse werden nicht aufgezeigt).
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Abbildung 4-33: COX-2-Proteinexpression in mit IL-18 stimulierten Mesangium-

zellen ohne oder mit Cerivastatin-Behandlung. Lysate (je 15 ug Protein/Lane) von Kontrolle
(0,25% FCS) oder mit 0,5 nM IL-18 stimulierten ohne oder mit Cerivastatin (0,01; 0,05; 0,1 uM)
vorbehandelten Zellen wurden in einem 12%-igen SDS-Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran
geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem anti-COX-2 -Antikérper und einer nachgeschalteten ECL-
Reaktion. Die Proteinexpression von COX-2 wurde densitometrisch ausgewertet und relativ zur
Expression eines Referenzproteins (Actin) berechnet. Oben: Repréasentativer Western-Blot. Unten:
Densitometrische Analyse. Die Signalstdrken sind vs. IL-18 (=1) angegeben und stellen die
Mittelwerte aus drei Experimenten + SD, dar. *P < 0,05; *** P < 0,001 vs. IL-18.
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Die Abbildung 4-33 lasst erkennen, dass erst eine Stimulation mit IL-1R eine
sichtbare COX-2-Expression induzierte (Spur 2). Bereits 0,01 pM Cerivastatin
(Spur 3) fuhrte zu einer Expressionssteigerung von COX-2-Protein, unter 0,05 M
Cerivastatin (Spur 4) wurde eine 3-fache und signifikante (p < 0,05) und unter 0,1
MM Cerivastatin  (Spur 5) eine 4,4-fache und signifikante (p < 0,001)
Proteinexpression von COX-2 im Vergleich zu Zellen unter IL-13 gemessen. Somit
zeigte Cerivastatin eine potenzierende Wirkung auf die durch IL-1R-induzierte

Expression des COX-2-Proteins.

Einfluss von dem iNOS-Inhibitor L-NMMA auf die COX-2-Proteinexpression

Eine Inkubation der Zellen mit dem NOS Inhibitor L-NMMA fihrte zu keiner
signifikanten Anderung der potenzierenden Wirkung von Cerivastatin auf die COX-2

Proteinexpression (Abb. 4-34).
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Abbildung 4-34: Einfluss von dem NOS-Inhibitor L-NMMA auf die durch IL-113

induzierte COX-2-Proteinexpression ohne oder mit Cerivastatin-Behandlung. Lysate
(je 15 ug Protein/Lane) wurden in einem 12%-igen SDS-Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran
geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem anti-COX-2-Antikérper und einer nachgeschalteten ECL-
Reaktion. Die Proteinexpression von COX-2 wurde densitometrisch ausgewertet und relativ zur
Expression eines Referenzproteins (Actin) berechnet. Oben: Repradsentativer Western-Blot. Unten:
Densitometrische Analyse. Die Signalstdrken sind vs. IL-18 (=1) angegeben und stellen die
Mittelwerte aus drei Experimenten £ SD, dar. * P < 0,05 vs. IL-1 (ohne L-NMMA).

Die Proteinexpression von COX-2 nahm bei mit 0,5 mM L- NMMA inkubierten Zellen
(Spur 3) im Vergleich zu mit IL-1} stimulierten Zellen (ohne NOS-Hemmer, Spur 1)
signifikant (p < 0,05) ab. Bei mit Cerivastatin vorbehandelten Zellen (Spur 2) fuhrte
L-NMMA nur zu einer leichten aber nicht signifikanten Abschwachung der Banden-
intensitat (Spur 4, 6).
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Einfluss von einem COX-Hemmer auf die COX-2-Proteinexpression

Sowohl Indomethacin (unselektiver COX-Hemmer) als auch Celecoxib (selektiver
COX-2 Hemmer) wies eine verstarkende Wirkung auf die Expression von COX-2
Protein auf, obwohl die Prostaglandinbildung durch Celecoxib gehemmt wurde
(Abschnitt 4.4.6.1). Die Abb. 4-35 zeigt exemplarisch Ergebnisse von Western-Blots

vom Experiment mit Indomethacin.
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Abbildung 4-35: Einfluss von Indomethacin auf die durch IL-18 induzierte COX-2-

Proteinexpression in Mesangiumzellen ohne oder mit Cerivastatin-Behandlung. Lysate
(je 15 ug Protein/Lane) wurden in einem 12%-igen SDS-Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran
geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem anti-COX-2-Antikérper und einer nachgeschalteten ECL-
Reaktion. Die Proteinexpression von COX-2 wurde densitometrisch ausgewertet und relativ zur
Expression eines Referenzproteins (Actin) berechnet. Oben: Représentativer Western-Blot. Unten:
Densitometrische Analyse. Die Signalstérken sind vs. IL-18 (=1) angegeben und stellen die Mittelwer-
te aus drei Experimenten = SD, dar. * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. IL-18 (ohne COX-Hemmer); ° P <
0,05 vs. IL-1B+Cerivastatin (ohne COX-Hemmer,).
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Beide untersuchten Konzentrationen von Indomethacin (10 und 20 uM) zeigten eine
verstarkende Wirkung auf die durch IL-1 induzierte COX-2 Proteinexpression. Unter
10 M Indomethacin (Spur 3) wurde eine 2,5-fache (statistisch nicht signifikante) und
unter 20 uM Indomethacin (Spur 5) eine 4,7-fache signifikante (p < 0,05) Expression
im Vergleich zu IL-13 (Spur 1) gemessen. Insgesamt flhrte die Koinkubation mit
IL-13 und beiden Medikamenten (0,05 uM Cerivastatin + 20 uM Indomethacin,
Spur 6) zu einer signifikant (p < 0,05) gesteigerten COX-2-Expression gegenuber
einer Inkubation mit IL-1R plus Cerivastatin (Spur 2). Im Vergleich zu der Inkubation
mit IL-113 alleine war die COX-2-Proteinexpression unter der 0. g. Koinkubation sogar

um den Faktor 6,2 starker.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit diente die mesangiale Zellkultur als ein zellulares Modell
fur pathogenetischen Vorgange bei der Glomerulonephritis in der Niere und fur die
Vorgange der chronischen Abstoungsreaktion in der Transplantatniere. Vom
besonderen Interesse war es zu erforschen, welchen Einfluss bestimmte Pharmaka
auf die Proliferation der Mesangiumzelle in vitro haben. Hierzu erfolgten die

Untersuchungen in folgenden Abschnitten:

» Untersuchung der Proliferation der Mesangiumzellen unter dem Einfluss von
Immunsuppressiva (IS) Cyclosporin A (CyA), FK-506 (Tacrolimus) und
Mykophenolsaure (MPA) als aktiver Metabolit von Mykophenolat Mofetil (MMF).

» Untersuchung der Proliferation der Mesangiumzellen unter dem Einfluss von
einem Angiotensin Converting Enzym (ACE)-Hemmer (Ramiprilat) und

Angiotensin-lI-Rezeptor-1 (AT1)-Rezeptorantagonisten (Valsartan).

» Untersuchung der Proliferation der Mesangiumzellen unter dem Einfluss von

einem Statin (Cerivastatin).

In allen Fallen wurde zuerst mit Fetalem Kalberserum (FCS) oder Zytokinen oder
Wachstumsfaktoren die mesangiale Zellproliferation ausgelést, und dann mittels
verschiedener Proliferationsassays gepruft, ob die Proliferation der Mesangiumzellen
sich durch bestimmte Pharmaka beeinflussen lasst. In weiteren Schritten wurde die
Wirkung der Medikamente auf de Aktivitat und Expression von bestimmten Genen
und Proteinen untersucht, die an der Autoregulation der Mesangiumzelle beteiligt

sind.

5.1 Proliferation der Mesangiumzellen unter dem Einfluss von

Immunsuppressiva

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Proliferationsassays (BrdU-Assay,
Trypanblau-Test, MTT-Test) zeigten, dass die untersuchten IS (CyA, FK-506 und
MPA) einen unterschiedlich hemmenden Effekt auf die Proliferation der

Mesangiumzellen aufweisen. Dabei war die inhibitorische Wirkung von CyA eher auf
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die Toxizitat dieses Medikaments zurlckzuflihren. Die Analyse der DNA-Synthese
im BrdU-Assay ergab, dass CyA eine ICso bei 2,75 £ 0,14 puM erreichte. Das
Wachstum der Mesangiumzellen, bestimmt im Trypanblau-Test, wurde unter der
Wirkung von 2,5 uM CyA um 42% reduziert, gleichzeitig aber betrug die Zytotoxizitat
bei dieser Konzentration ca. 17%. Ab 5 pM erreichte CyA eine Zytotoxizitat von ca.
32%. Diese Konzentrationen von CyA liegen schon nicht mehr im therapeutischen
Bereich. Laut klinischer Studien (Kahan, 1982; Savoldi und Kahan, 1986; Giriffith et
al., 1984) betragen optimale CyA-Plasmakonzentrationen von 0,2 bis maximal 1 uM,
um immunsuppressive Effekte zu erreichen.

FK-506 zeigte eine signifikante Wachstumshemmung von 42% erst bei der
Konzentration von 10 yM, war aber weniger toxisch als CyA, die Zytotoxizitat bei
10 uM FK-506 betrug ca. 16%. Auch diese Konzentrationen von FK-506 befinden
sich auRer dem klinischen Bereich. Pharmakokinetische Studien (Regazi et al.,
1999; Bekersky et al., 1999) berichten, dass die gemessene FK-506-Konzentration
im Plasma im Bereich 6-24 nM lagen. Bei diesen Konzentrationen war kein
inhibierender Effekt auf die Proliferation von MZ in der vorliegenden Arbeit zu
beobachten. Demgegentlber zeigten Experimente von Radeke et al. (1993) einen
hemmenden Einfluss von CyA und FK-506 auf die Proliferation der glomerularen
Mesangiumzellen in niedrigeren Konzentrationen. Die ICsy auf die DNA-Synthese
unter CyA lag bei 0,833 yM und unter FK-506 bei 1,2 uM.

Mohacsi et al. (1997) verglichen Wirkung von CyA, FK-506, Rapamycin und MPA
auf die Proliferation von glatten Muskelzellen und Endothelzellen und stellten fest,
dass nur MPA und Rapamycin inhibierend auf die Proliferation der Zellen im
klinischen Bereich und ohne toxische Effekte wirkten. Die inhibierende Wirkung von
FK-506 war ausgepragter bei humanen Zellen, da menschliche Zellen empfindlicher
als die von einer Ratte auf immunsuppressive Medikamente reagieren sollen. Dies
stellten u. a. Hauser et al. (1999) fest, die 1Cso von MPA wurde bei Ratten-
mesangiumzellen bei einer Konzentration von 0,45 + 0,13 pM und bei humanen
Zellen bei 0,19 £ 0,06 uM erreicht.

In der hier vorliegenden Arbeit bewies sich nur MPA als proliferationshemmendes
und nicht toxisches Immunsuppressivum, das im therapeutischen Bereich wirkt. MPA

inhibierte DNA-Synthese mit einer 1Cso bei einer Konzentration von 0,52 + 0,02 pM.
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Die Behandlung der Mesangiumzellen mit 1,25 yM MPA reduzierte das Wachstum
um 90%, wobei keine Zytotoxizitat bis zu Konzentration 10 uM nachgewiesen wurde.
Dies deckt sich mit den Befunden anderer Arbeitsgruppen, die eine hemmende
Wirkung von MPA in therapeutisch relevanten Konzentrationen auf Mesangiumzellen
sowohl aus Ratte als auch aus Menschen fanden (Renders et al., 1997; Ziswiler et
al., 1998; Hauser et al., 1999; Dubus et al.,2002). Auch in diesen Versuchen wurde
keine Toxizitat von MPA bis 10 uM festgestellt. Hauser et al (1999) konnten in dem
Bereich bis 10 yM MPA keine Apoptose nachweisen.

5.1.1 Zellulare und molekulare Wirkmechanismen von CyA und FK-506

Es ist bekannt, dass CyA und FK-506 Uber eine Interaktion von Medikament-
Immunophillin-Komplex mit Calcineurin-Calmodulin die Phosphataseaktivitat von
Calcineurin hemmen und dadurch die Translokation von NF-ATc in den Zellkern
blockieren, und so inhibierend auf die Expression von IL-2 und von Rezeptoren flr
IL-2 bei T-Zellen wirken (Clipstone & Crabtree 1992, 1993, Liu et al. 1991, 1992,
1993, O'Keefe et al. 1992, Fruman et al. 1992, Flanagan et al. 1991).

Vielen Berichten zufolge fuhrt eine Langzeittherapie mit IS zu einer akuten oder
chronischen Schadigung der Niere durch unerwlnschte nephrotoxische Wirkungen.
Mehrere Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine akute und chronische
Medikation mit CyA oder FK-506 eine Reduktion des renalen Plasmaflusses (RPF),
einen Ruckgang der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und der single nephron
glomerularen Filtrationsrate (SNGFR) verursacht (Demetris et al., 1991; Shapiro et
al., 1993; Nalesnik et al., 1987; Barros et al., 1987, 1990, Hadad et al., 1995). Diese
Effekte werden auch als Ursache der nephrotoxischen Wirkung beider IS an
Mesangiumzellen angesehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass die proliferations-
hemmende Wirkung von CyA mit einer Toxizitat verbunden war. Befunde mehrerer
Studien ergaben, dass CyA die hormonell stimulierte Kalzium-Mobilisierung (Ca**)
modifizieren und die Kontraktion so gut wie die Proliferation der renalen
Mesangiumzellen beeinflussen kann (Kremer et al., 1989; Pfeilschifter, 1988; Martin
et al., 1988; Skorecki et al., 1992).
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Als weitere moégliche Ursache der Nephrotoxizitdt von CyA wird eine Imbalance
zwischen vasokonstriktorisch und vasodilatorisch wirkenden Prostaglandinen zu
Gunsten der Vasokonstriktion gesehen. So wurde beispielsweise in den Studien von
Perico et al. (1986a,b) eine verstarkte Synthese des renalen vasokonstriktiven TXA,
bei mit CyA behandelten Ratten beobachtet. Dartber hinaus wurde eine Reduktion
der vasodilatorisch wirkenden PGE; unter dem Einfluss von CyA bei mit vasoaktiven
Agonisten wie Ang Il oder Vasopressin stimulierten Mesangiumzellen festgestellt
(McCauley et al., 1991). Hingegen zeigte FK-506 keine Wirkung auf die PGE;-
Produktion. Dies konnte auch eine Erklarung sein, warum in der vorliegenden Arbeit
CyA starker proliferationshemmend und toxischer als FK-506 auf die MZ wirkte.

Die Untersuchungen von Martin et al. (1994a) zeigten einen hemmenden Effekt von
CyA auf mit IL-1B3 oder LPS induzierte COX-2-mRNA und Proteinexpression. Die
Cyclooxygenase-2 stellt ein Schlisselenzym der Prostaglandinbildung dar, und
aufgrund der Induzierbarkeit durch mitogene und inflammatorische Reize spielt sie
eine wichtige Rolle bei der Mitogenese und in entzindlichen Prozessen (Hershman,
1994).

Eine Untersuchung der Expression von COX-2 in mit PDGF-BB stimulierten
Mesangiumzellen konnte nur eine aktivierende Wirkung von PDGF-BB auf die
COX-2-Genexpression nachweisen, dabei wurden keine Anderungen unter dem
Einfluss der verwendeten IS beobachtet (Ergebnisse werden nicht aufgezeigt).

In vitro Versuche von Hamond und Kind (1995) zeigten, dass eine Inkubation der
Zellen mit FK-506 eine vermehrte  Freisetzung von Endothelin-1 bewirkte.
Endothelin-1 (ET-1) gehdrt zu vasokonstriktorisch wirkenden Peptiden und spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der renalen Hadmodynamik. Dieses Peptid kann
auch die mesangiale Zellproliferation sowie die mesangiale Produktion von
extrazellularer Matrix und Zytokinsekretion beeinflussen (Simonson, 1993). Weiterhin
ist in vielen Untersuchungen beschrieben, dass ET-1 die intrazelluldre Ca**
Konzentration erhdht und verschiedene Proteinkinase-Kaskaden einschlieRend der
Proteinkinase C, der Tyrosinkinase und der MAP-Kinase in Mesangiumzellen
aktiviert (Isono et al., 1998; Araki et al., 1997; Haneda et al., 1995; Sugimoto et
al.,1993). Sugimoto et al. (2001) zeigten, dass CyA Uber eine Blockierung des

Calcineurin-abhangigen nuclear factor of activatet T-cells 2 (NFAT2) die mit ET-1
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induzierte COX-2 Expression bei Mesangiumzellen inhibierte. Dabei wird die durch
ET-1 stimuliete COX-2-Induktion als negativer Feedback-Mechanismus auf die
mesangiale Zellkontraktion und das Wachstum durch Freisetzung von
vasodilatorischen Prostaglandinen wie PGE; gesehen, die die cAMP-abhangige
Proteinkinase A (PKA) Signallbertragung aktivieren (Hughes et al., 1995; Bornfeldt
et al., 1997). Die Aktivierung der cAMP-Proteinkinase A SignalUbertragung kann bei
Mesangiumzellen eine Wachstumshemmung Uber eine verminderte Aktivitdt von
MAP-Kinasen bewirken (Haneda et al., 1996; Togawa et al., 1997).

Wolf et al. (1995a) halten die durch CyA verstarkte Synthese von TGF-1 flr einen
moglichen Mechanismus fur die antiproliferativen Effekte in kultivierten proximalen
Tubuluszellen und fur die gleichzeitig entstehende Aktivierung von Fibroblasten im
Tubulointerstitium, was letztlich zur Fibrose und tubuldren Atrophie in der Niere
fuhren kann. Auch bei Mesangiumzellen flhrt eine Inkubation mit CyA zu einer
Hochregulierung des TGF- und dessen Rezeptoren Typ | und Typ Il (Waiser et al.,
2002). Ebenso wurde eine hohere intrarenale Expression von TGF-3 sowie von
anderen fibrogenischen Genen nach einer Therapie mit FK-506 beobachtet:
Kollagen, Fibronektin,  Metalloproteinase = (MMP-2), tissue inhibitor  of
metalloproteinase-2 (TIMP-2) und Osteopontin (Khanna et al., 2002, 2003). Arbeiten
von Khanna an humanen T-Zellen und A549-Zellen (humane adenocarcinoma
Lungenzellen) bewiesen, dass sowohl CyA als auch FK-506 das
p21WAF/CIPWAF/CIP 1 (Cyclin Inhibitor) via TGF-R-Sekretion induzieren. Auch bei
diesen Versuchen wurde eine Inhibition der p21WAF/CIP1-Induktion nach einer
Koinkubation mit einem anti-TGF-3 Antikérper beobachtet (Khanna et al., 2002;
Khanna, 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnten keine supprimierenden Effekte von FK-506 in
dem therapeutischen Bereich auf die Proliferation der Mesangiumzellen festgestellt
werden. Mehrere Wissenschaftler berichteten, dass unter FK-506-Medikation
histopathologische Veranderungen wie bei der mesangioproliferativen GN in der
Niere beobachtet werden: Eine verstarkte Proliferation von Mesangiumzellen, eine
intensivere mesangiale Matrixproduktion und eine tubulare Vakuolenbildung (Wijnen
et al., 1991; Yamaguchi, 1991; Demetris et al., 1991). Versuchsergebnisse von

Muracka et al. (1996) wiesen eine aktivierende Wirkung von FK-506 auf die durch
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NF-kB induzierte IL-6 Produktion in vivo und in vitro nach. NF-«B gilt als ein
induzierbarer Transkriptionsfaktor fur Zytokine wie IL2, IL-6 oder IL-8. Nach vielen
Untersuchungen kann IL-6 in vitro die Proliferation von Mesangiumzellen induzieren
und deren Matrixproduktion verstarken (Horii et al., 1989), und in vivo renale
Krankheiten wie eine mesangioproliferative Glomerulonephritis auslésen (Horii et al.,
1989; Brandt et al., 1990; Fattori et al., 1994; Suematsu et al., 1989). Im Gegensatz
dazu kann CyA NF-kB nicht aktivieren, sondern hemmen und soll zellulare
Veranderungen im Bereich der Tubuli, aber keine mesangioproliferative
Glomerulonephritis hervorrufen (Demetris et al., 1991; Rosen et al., 1990).

Vor dem Hintergrund der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente flr
das Proliferationsverhalten der Mesangiumzellen stellte sich also heraus, dass die
wachstums- und DNA-synthesehemmende Wirkung von CyA mit der Toxizitat an der
Zelle verbunden ist und im therapeutischen Konzentrationsbereich nicht relevant ist.
FK-506 stellt demgegenuber ein wenig toxisches, aber fur die Mesangiumzelle auch

nicht wesentlich proliferationshemmendes Medikament dar.

5.1.2 Zelluldre und molekulare Wirkung von MPA

Die immunsuppressive Wirkung von MPA besteht in der Inhibierung der Inosin-
Monophosphat-Dehydrogenase  (IMPDH), eines Schlusselenzyms in der
Umwandlung von Inosin- zu Guanosinmonophosphat, wodurch es zu einer
Verminderung des Guanosinnukleotid-Pools kommt und die Proliferation der B- und
T-Lymphozyten gehemmt wird (Allison und Eugui, 1993).

Mehrere Untersuchungen ergaben, dass MPA eine inhibierende Wirkung auch auf
die Proliferation der nicht lymphatischen Zellen wie vaskuldaren Muskelzellen,
Endothelzellen und Mesangiumzellen ausubt (Mohacsi et al.,1997; Renders et al.,
1997; Ziswiler et al., 1998; Hauser et al., 1999; Dubus et al.,2002). Bislang wurde
angenommen, wie Studien von Hauser et al. (1999) zeigten, dass antiproliferative
Effekte von MPA auf Mesangiumzellen ahnlich wie bei Lymphozyten infolge der
Verminderung des Guanosinnukleotid-Pools durch eine Hemmung der de-novo
Purinsynthese auftraten. Die durch MPA ausgeloste Inhibition der Proliferation von
MZ war reversibel und konnte durch Zugabe von exogenem Guanosin aufgehoben

werden. In einer Studie von Huwiler et al. (2000) konnte jedoch gezeigt werden, dass
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eine Inkubation der MZ mit Zusatz von extrazellularen Nukleotiden zur Aktivierung
von MAPK-Kaskade (mitogen activated protein kinase) fuhrte. Da nicht lymphatische
Zellen nicht nur auf die de novo-Purinsynthese angewiesen sind sondern auch tber
salvage pathway verfugen, ist zu erwarten, dass MPA nicht nur Uber die Inhibierung
der IMPDH zur Proliferationshemmug solcher Zellen flhrt. Neuere Untersuchungen
lieferten Beweise, dass MPA die mit IL-1} induzierte |L-6-Expression der renalen
tubularen Epithelzellen inhibierte (Baer et al., 2004). In Experimenten von Dubus et
al. (2002) zeigte MPA neben der proliferationsinhibierenden Wirkung auf humane
Mesangiumzellen auch eine Hemmung der mit FCS oder TGF- stimulierten
Matrixprotein-Produktion namlich von Collagen I-mRNA und -Protein, und der
Expression des Fibronektin-Proteins.

Ein der Ziele der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob MPA zusatzlich via
andere Signalwege als IMPDH-Inhibierung proliferationshemmend auf die MZ wirkt.
Vom besonderen Interesse war es zu prufen, ob moglicherweise MPA die autokrine
Synthese von PDGF-B beeinflussen kann. PDGF gilt als Haupt-Mitogen sowohl bei
proliferativen Formen der Glomerulonephritis als auch bei Absto3ungsreaktion in der
Transplantatniere (Gesualdo et al., 1991; Niemir et al., 1995; Yoshimura et al., 1991;
Floege et al., 1993). In der Zellkultur wurde gezeigt, dass Mesangiumzellen nach der
Stimulation mit PDGF-BB proliferieren und selber auch PDGF-BB produzieren
(Abboud et al., 1987; Floege et al., 1991a; Shultz et al., 1988). Inkubation der
Mesangiumzellen mit anderen Faktoren u. a. EGF (epidermal growth factor), TNFa
(tumor necrosis factor a) oder BFGF ( basic fibroblast growth factor) fuhrt bei MZ
auch zur PDGF-mRNA- und Protein-Induktion, was beweist, dass PDGF eine
kritische Rolle als autokriner Wachstumsfaktor fur die Proliferation der MZ darstellt
(Silver et al., 1989).

Die mitogene Wirkung von PDGF-BB wurde auch in der vorliegenden Arbeit
bestatigt: Der BrdU-Einbau in die DNA der proliferierenden Mesangiumzellen wurde
48 h nach der PDGF-BB-Stimulation um den Faktor 3,5 gesteigert im Vergleich zur
Kontrolle ohne Stimulus. Auch die autokrine Produktion von PDGF-B wurde mittels
RT-PCR und Western-Blot bewiesen. MPA erwies sich in der gesamten Zeitkinetik
der mit PDGF-BB ausgelosten PDGF-B-Genexpression (1 bis 12 h) als wirksamer
Inhibitor. Die PDGF-B mRNA steady state levels von Zellen, die mit PDGF-BB im
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Medium mit reduziertem FCS-Gehalt (0,5%) stimuliert worden waren, erreichten
unter MPA (2,5 pM) das Niveau der unstimulierten Kontrollen. Diese Befunde
korrelieren mit den Untersuchungen der Proliferation, die ergaben, dass das
Wachstum der MZ unter MPA ab Konzentration 1,25 yM nur 10% betrug und DNA-
Synthese ab 1,25 yM MPA komplett gehemmt wurde. Auch im Western-Blot
Verfahren untersuchte Proteinsynthese von PDGF-B wurde unter dem Einfluss von
MPA konzentrationsabhangig reduziert. Ubertragen auf den proliferationsférdernden
Effekt von PDGF-BB am Mesangium lasst sich der proliferationshemmende Einfluss
von MPA an Mesangiumzellen teilweise auf die Suppression der Gen- und
Proteinexpression von PDGF-B zurlickzuflihren.

Durch die Anbindung von PDGF-BB an seinen Rezeptor wird dieser dimerisieren und
durch die Autophosphorylierung aktiviert. Als Folge werden verschiedene
Signaltransduktionswege initiiert, die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
fihren (Abboud et al., 1995; Heldin et al., 1998; Albert et al.,1995). So kann
PDGF-BB eine Aktivierung von heterotrimerischen G-Proteinen und der sogenannten
small- G-Proteinen wie Ras, Rac oder Rho auslésen (Bar-Sagi und Hall, 2000). Im
Einklang mit unseren Ergebnissen wurde auch fir einen anderen IMPDH-Inhibitor,
den Tiazofurin, gezeigt, dass er die Expression von heterotrimerischen G-Proteinen
und der sogenannten small- G-Proteinen unterdricken konnte (Olah et al.,
1988,1990; Kharbanda et al., 1990).

Weitere Versuche der vorliegenden Arbeit konzentrierten sich auf die Untersuchung
der Genexpression der Immediate-Early-Gene (IEG): Egr-1 und c-fos. Grundlegend
dafur waren Untersuchungen, die darauf hinwiesen, dass eine Egr-1-Induktion
sowohl nach einer mitogenen Stimulierung von Mesangiumzellen in Kultur erfolgt als
auch in der proliferativen Anti-Thy-1.1-Nephritis in vivo als pathogenetischer Faktor
auftritt (Rupprecht et al., 1992, 1993, 1997), und dass eine signifikant verstarkte
Expression von Protoonkogenen solchen wie c-fos und c-myc bei Patienten mit
Lupus Nephritis, IgA Nephritis und der fokalen segmentalen Sklerosis detektiert
wurde (Takemura et al., 1996). Ergebnisse mehrerer Untersuchungen konnten
nachweisen, dass Egr-1 an der transkriptionellen Regulation vieler Gene u. a. von
PDGF-B teilnimmt (Khachigian et al., 1994; 1995; 1996; 1997; Liang et al., 1996).
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Egr-1-Expression auf der
transkriptionellen Ebene nach der Stimulation mit dem mitogen wirkenden PDGF-BB
nachgewiesen. Eine Behandlung der Mesangiumzellen mit MPA (2,5 yM) fuhrte zu
einer Hemmung der durch PDGF-BB induzierten Expression von Egr-1. Auch die
Egr-1-Expressionshemmung konnte die autokrine PDGF-B-Expression herabsetzen
und so zu der beobachteten Poliferationshemmung der MZ unter MPA beitragen.
Daruber hinaus spielt Egr-1 eine wichtige Rolle bei der Regulation der Epression von
Thymidinkinase-Gen, dessen Produkt die Thymidinkinase (TK) an der DNA-Synthese
teilnimmt (Molnar et al., 1994). So kdnnte die in der vorliegenden Arbeit festgestellte
Hemmung der Egr-1-Expression unter MPA ebenso zu der Reduktion der DNA-
Synthese beitragen.

Dem Bericht von Guillemot et al. (2001) zufolge kann Egr1 auch die Expression von
Zyklin D1 via eine Aktivierung und eine spezifische Interaktion mit der
Promotorregion von dem Zyklin D1 hochregulieren. In Tierexperimenten an einem
Modell der anti-Thy1-mesangioproliferativen Nephritis wurde gezeigt, dass eine
Behandlung mit MPA in einer reduzierten mMRNA-Expression von Zyklinen: B, D1, D2,
D3 sowie in einer erhdhten mRNA-Expression von dem Zyklin-Inhibitor p27%°’
resultierte (Chiara et al., 2005). Mdglicherweise kann die unter MPA reduzierte Egr-1-
Expression zu einer Inhibierung der D1-Expression fuhren. Dazu werden die Zyklin-
cyclin-dependent-kinase (CDK) Komplexe durch die CDK-Inhibitoren wie p27
gehemmt. Als weitere Folge bleibt das Retinoblastoma-Protein  (pRb)
unterphosphoryliert und aktiv, somit kann der Transkriptionsfaktor E2F nicht
freigesetzt und aktiviert werden (siehe Abschnitt 5.2.2, Seite 153), und die
Proliferation der Zellen kann nicht fortschreiten.

Eine signifikante Induktion von c-fos-mRNA nach der PDGF-BB Stimulation konnte
auch in der vorliegenden Arbeit mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Maximale
c-fos-mRNA steady state levels wurden nach 30 min gemessen (vgl. Schafer et al.,
1996; Kreisberg et al., 1994; Rupprecht et al., 1993; Schultze-Lohoff et al., 1993).
Nach 2 Stunden war die c-fos-Genexpression bei mit PDGF-BB stimulierten Zellen
im Vergleich zu der Expression nach 30 min weniger aber im Vergleich zu

unstimulierten Kontrollen immer noch signifikant hoher, und gerade zu diesem
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Zeitpunkt war eine signifikante Hemmung der c-fos-Expression unter dem Einfluss
von MPA festzustellen.

Es ist zu vermuten, dass die Reduktion der Expression von Egr-1 und c-fos durch
MPA wahrscheinlich eine Folge einer reduzierten Aktivitdt der durch PDGF-BB
induzierten Signalwegen sein kann (Abb. 5-1). Dabei missten verschiedene Signal-
wege daran beteiligt sein, denn wahrend ein hemmender Effekt unter MPA auf die
Egr-1-Expression schon nach 30 min zu beobachten war, trat die Expressions-
hemmung von c-fos erst nach 2 h ein. Kawano et al. (2003) konnten nachweisen,
dass die durch PDGF-BB stimulierte ERK, JNK und p38 Signalwege unterschiedliche
Rollen fur die mesangiale Proliferation und Genexpression spielen. Diese Autoren
stellten u. a. fest, dass sowohl ERK- als auch JNK-Signaltransduktion zu der
Proliferation von MZ beitragen kann. Die durch PDGF-BB induzierte transkriptionelle
Aktivitat von AP-1 soll uber JNK und p38 aber nicht Uber ERK vermittelt werden.

Mit Hilfe des EMSA wurde in dieser Arbeit auch eine aktivierende Wirkung von
PDGF-BB auf die DNA-Bindungsaktivitat von AP-1 nachgewiesen (1 und 2 h nach
Stimulation), es konnten aber keine hemmenden Effekte der mit PDGF-BB
induzierten AP-1-Aktivitat unter MPA bis 2 h detektiert werden. Fur den Nachweis
von AP-1 wird eine Oligonukleotid-Sonde mit Consensussequenz, an die die AP-1/
Jun-Komponente bindet, verwendet. Auf diese Weise konnen sowohl fos/Jun-
Heterodimer als auch Jun/Jun-Homodimer im EMSA erfasst werden. Da die
Hemmung der c-fos-Expression auf der transkriptionellen Ebene unter MPA erst
nach 2 h detektiert wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass der hemmende
Effekt von MPA auf den AP-1 c-fos/c-Jun Komplex mit der angewendeten Sonde in
einem Zeitraum bis 2 h nicht nachweisbar war. Dem kurzdauernden MPA-Effekt,
Hemmung der c-fos-Expression, konnte jedoch trotzdem partiell eine Suppression
der PDGF-B-Expression und der mesangialen Proliferation folgen.

Es wurde beschrieben, dass die Expression der beiden Komponenten von AP-1 via
verschiedene Transduktionskaskaden reguliert werden. Wahrend die Transkription
von c-Jun Uber JNK und p38 Signalwege aktiviert werden soll, findet die Aktivierung
der Transkription von c-fos tUber JNK, p38, ERK und 90-kDa ribosomal S6 kinase
(p90™*) statt (Karin, 1995; Hipskind & Bilbe, 1998).
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Abbildung 5-1: PDGF-BB induzierte (|)Signaliibertragung und Inhibierungswege
von MPA (1) an MZ. IMPDH: Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase, GTP: Guanosin-5'-
triphosphat, Pl 3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase, Akt auch Akt/PKB genannt: Akt/Proteinkinase B,
IKK: Inhibitorische Kappa B Kinase, NF«B: nuclear factor-«B, MAPK: mitogenaktivierte Protein-

Kinase, ERK: extracellular signal-activated kinase, PLC: Phospholipase C, PKC: Proteinkinase C,
JNK: c-Jun N-terminal-Kinase, AP-1: activator protein-1 .
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Des Weiteren wird AP-1 auch posttranslationell via eine Phosphorylierung von c-Jun
durch JNK und von c-fos durch Ras-abhangige Frk und ERK reguliert (Karin, 1994;
Chen et al., 1993). Dabei kann eine kooperative Phosphorylierung von c-fos durch
ERK und p90™ eine Repression der c-fos-Aktivitat bewirken. Die Befunde der
vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass wahrscheinlich nur die Signalwege, die
die Transkription von c-fos induzieren, durch MPA beeinflusst werden, wahrend die
Transkription von c-Jun und AP-1-Aktivitat durch MPA sich nicht beeinflussen lasst.
Es wurde berichtet, dass die Genexpression von c-fos auch durch die PI-3-Kinase
reguliert wird (Hu et al., 1995). Der genaue Mechanismus, durch den eine PI-3-
Kinase-Kaskade-Aktivierung die Zellen zur DNA-Synthese anregt, ist aber bis jetzt
noch nicht genau bekannt. Ein der down-stream Zielproteine der Pl 3-Kinase stellt
die Akt-Serin-Threonin-Kinase dar, die das Uberleben vieler Zellen durch eine Inhi-
bierung der Aktivitat von proapoptotischen Proteinen reguliert. Interessante Ergebni-
sse lieferte Choudhury (2001), der zeigte, dass eine Inhibition von Akt zur Reduktion
von der Elk-1 abhangigen c-fos Transkription und zur vollstandigen Hemmung der
DNA-Synthese bei mit PDGF stimulierten Mesangiumzellen fuhrte, wahrend eine
Blockade der MAPK nur partiell die mit PDGF-induzierte DNA-Synthese inhibierte.
Des Weiteren ergaben die Untersuchungen von Choudhury, dass die Akt-Kinase die
PDGF-induzierte DNA-Synthese durch die Regulation der Cyclin-dependent-kinase 2
(CDK2)-Aktivitat und durch die Inhibierung der Transkription von p27%P" Cyklin-
Kinase-Inhibitor reguliert.

In einer Studie von Guha und Mackman (2002) wurde gezeigt, dass die durch
Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte Aktivierung des Pl 3K-Akt Signalwegs negativ
die Transkription von Egr-1, AP-1 und NF-kB regulierte, und daraus eine Reduktion
der Expression von TNF-a und TF (tissue factor) resultierte. Es wurde bewiesen,
dass die Inhibierung der Expression von Transkriptionsfaktoren: NFkB, AP-1 und
Egr-1 infolge der Inaktivierung von MAPK (ERK1/2, p38 und JNK) und NFkB
Signalwegen durch aktive Pl 3-Akt Signalwege via Phosphorylierung von Raf-1, I-kB
Kinase, GSK-3B (glycogen synthase kinase-313) und MEKK3 stattfand.

Ob ein down-stream Signalweg negativ oder positiv durch die Aktivierung der Akt-
Kinase reguliert wird, hangt anscheinend davon ab, Uber welchen Rezeptor die

Aktivierung vermittelt wurde. Mehrere Studien (Jones et al., 2001a, b; Hirschfeld et
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al., 2001; Carl et al., 2002; Toshchakov et al., 2002) belegen, dass bei Makrophagen
unterschiedliche intrazellulare Signalwege nach der Aktivierung von Toll-like receptor
2 (TLR2) oder Toll-like receptor 4 (TLR4) in Gang gesetzt wurden. Zum Beispiel
wurde die transaktivationelle Aktivitdt von p65 (eine Komponente von NFkB) durch
die TLR2-abhangige Akt-Kinase Aktivitat bei humanen Monozyten positiv reguliert
(Arbibe et al., 2000). Im Gegenteil fuhrte eine Aktivierung der TLR4- abhangigen Akt-
Kinase-Signalkaskade zu einer Beschrankung der transaktivationalen Aktivitat von
p65 (Guha & Mackman, 2002).

Die proliferationshemmende Wirkung mancher Medikamente besteht in der
Blockierung der PDGFR- Rezeptoren. In einer Studie von Gesualdo (1994) wurde
eine Korrelation zwischen dem antiproliferativen Effekt von Trapidil, einem
Aggregationshemmer fur Thrombozyten, auf Mesangiumzellen und der kompetitiven
Antagonisierung der Bindung von PDGF-BB an seinen Rezeptor und dem
Modulieren des R-Rezeptor-Transkription-Levels festgestellt. Darlber hinaus flhrte
eine Blockierung der Autophosphorylierung des PDGF-Rezeptors z. B. mit Genistein,
einem etablierten Inhibitor der Tyrosin-Kinase zur Expressionshemmung von c-fos
(Zwiller et al., 1991; Hill et al., 1990). In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch keine
signifikanten Anderungen der Protein-Expression von PDGF-R-Rezeptor nach MPA-
Behandlung nach 24 h im Western-Blot nachgewiesen. Dieses Ergebnis spricht
dafur, dass MPA proliferationshemmend auf die MZ wahrscheinlich ohne eine
Modifikation der Expression von PDGF-R-Rezeptor wirkt. Auch die Tatsache, dass
eine Hemmung der c-fos-mRNA-Expression erst nach 2 h sichtbar war, spricht gegen
die eventuelle Modulierung des Rezeptors durch MPA.

FUr die Expression von Egr-1 ist aulRerdem die Autophosphorylierung von Tyrosin
am PDGF-Rezeptor nicht erforderlich, denn, wie eine Studie von Mundschau et al.
(1994) zeigte, fand die durch PDGF-BB induzierte Egr-1 Genexpression trotz der
Hemmung der Tyrosin-Kinase Aktivitat durch Genistein statt. Auch eine Hemmung
der second messenger Protein-Kinase C (mit Staurosporine, Calphostin C oder
chronische Behandlung mit Phorbolester) und Phospholipase C (mit D609) konnte
die durch PDGF-BB induzierte Transkription von Egr-1 nicht beeinflussen. Dies
beweist auch, dass die Autophosphorylierung des PDGF-B-Rezeptors nicht den
einzigen Weg darstellt, durch den PDGF-BB die Genexpression von Egr-1 induziert
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und die Zellen zu DNA-Synthese anregt. Eine Aufhebung der mit PDGF induzierten
Expression von Egr-1 konnte durch eine Hemmung der ERK1/2 mit einem ERK1/2
Inhibitor U-0126 bei humanen glatten Muskelzellen aus dem Respirationstrakt erzielt
werden (Hjoberg et al., 2004).

Hauser et al. (1999) flhrten parallel zu den Proliferationsversuchen Untersuchungen
durch, ob MPA eine frih aktiviete GTP-abhangige Signalibertragung in
Mesangiumzellen beeinflussen kann, und stellten fest, dass die mit ATP stimulierte
Ca**- Freisetzung, die normalerweise Uber Purinrezeptoren vermittelt wird und nach
deren Bindung an trimere GTP-Bindungsproteine stattfindet, durch eine
Prainkubation mit MPA nicht geandert wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse ist es
wahrscheinlich, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachtete inhibierende
Wirkung von MPA auf die Expression von PDGF-B, c-fos und Egr-1 unabhangig von
einem frih aktivierten GTP-abhangigen Signaltransduktionsweg sein kann.

Daruber hinaus kann nach derzeitig vorliegenden Ergebnissen nicht eindeutig geklart
werden, ob fur eine Aktivierung der upstream-Kaskaden, die zu Induktion von IEG
fuhren, eine Mobilisierung von intrazellularem Calcium eine entscheidende Rolle
spielt. Whiteside et al. (1998) stellte eine Hypothese, dass intrazellulares Calcium
eine wichtige Rolle fir die Stimulation der Proliferation von Mesangiumzellen spielen
sollte. Diese Gruppe zeigte dass eine Chelation des intrazellularen Calciums mit 1,2-
bis-(2-aminophenoxy)-ethane-N,N,N",N -tetra-acetic acid (BAPTA) zu einer He-
mmung des Thymidineinbaus der proliferierenden Zellen fihrte und die c-fos-
Genexpression bei Stimulation mit Endothelin oder PDGF-BB inhibierte. Wurde aber
die Zellproliferation mit FCS ausgel6st, waren die hemmenden Effekte nur partiell.
Diesen Ergebnissen gegenuber ergab eine Untersuchung von Nishimura et al.
(1992), dass zu der Induktion von c-fos oder c-myc, ein Anstieg der Ca®-
Konzentration keine Voraussetzung ist. Es wurde gezeigt, dass die durch PDGF-BB
gesteigerte Genexpression von c-fos und c-myc trotz der Anwesenheit von Genistein
und NiCl, (des Ca®*-Influx-Blockers) nicht gedndert werden konnte, obwohl unter
diesen Bedingungen die Ca2+-Konzentrationssteigerung komplett blockiert wurde.
Auch flur die Induktion von Egr-1 in humanen Osteoblasten (HOBIT) scheint eine
Ca**-abhangige Signaliibertragung keine entscheidende Bedeutung zu haben, denn

obwohl nach einer Aktivierung der P2Y Purinrezeptoren durch extrazellulares ATP
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eine erhdhte Aktivitait von PKC und ein Anstieg von intrazellularem Ca?* folgte,
konnte eine Blockade des intrazellularen Calciumsanstiegs mit einem
Calciumchelator bis-(o-aminophenoxy)-ethane-N,N,N",N"-tetra-acetic acid tetrakis-
(acetoxymethyl ester) (BABTA-AM) den stimulierenden Effekt von extrazellularem
ATP auf die Egr-1-Induktion nicht andern (Pines et al. , 2003). Wie die Autoren
zeigten, resultierte die mit extrazellularem ATP induzierte Egr-1-Expression aus der
Aktivierung von einer Ca?*-unabhéngigen PKC.

Park et al. (2004) berichteten, dass MPA die PDGF-induzierte Proliferation der
vaskularen Muskelzellen partiell GUber die Hemmung der zellularen ROS und der
ERK1/2 und p38 MAPK-Signalwege inhibieren konnte. Da dieser hemmende Effekt
von MPA durch exogenes Guanosin nur teilweise antagonisiert werden konnte,
wurde damit bewiesen, dass MPA zusatzlich zu IMPDH-Hemmung uUber die
Modifikation der zellularen ERK1/2 und p38 MAPK-Signalwege antiproliferativ wirken
kann. So kénnten auch die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse daflr
sprechen, dass MPA wahrscheinlich zusatzlich zu der IMPDH-Hemmung uUber die
Inhibierung der durch PDGF-BB-aktivierten Signalwege: ROS und ERK1/2- und p38
Signalwege zu der Expressionshemmung von c-fos und Egr-1 flUhrt und seine
antiproliferative Wirkung an MZ ausliben kann. Einen eindeutigen Beweis, ob der
suppressiver Effekt von MPA ein zusatzlicher Effekt der IMPDH-Inhibierung oder des
darauf folgenden Guanosinnukleotid-Pool-Abfalls ist, kdnnte vielleicht die MPA-

Behandlung der genetisch veranderten MZ ohne IMPDH-Gen liefern.

5.1.3 Maogliche Bedeutung der Ergebnisse fir die klinische Anwendung von
MMF

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlangen eine Bedeutung fur die klinische
Anwendung von MMF an Patienten mit mesangioproliferativer GN. MPA, der aktiver
Metabolit von MMF erwies sich als wirksamer Inhibitor der mit FCS-ausgeldsten
Proliferation von Mesangiumzellen in therapeutisch relevanten Konzentrationen.
Dabei war die antiproliferative Wirkung dieses Immunsuppressivums nicht auf die
Toxizitat zurickzufuhren. Daruber hinaus zeigte MPA eine hemmende Wirkung auf
die durch PDGF-BB induzierte mRNA-Expression von PDGF-B und c-fos und Egr-1.
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Eine inhibierende Wirkung von MPA auf PDGF-B konnte auch auf der Proteinebene
nachgewiesen werden.

Die in vitro erzielten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich auch auf die in
vivo durchgeflhrten Experimente anderer Forscher Ubertragen. Wie eine Studie von
Ziswiler et al. (1998) zeigte, konnte MPA sowohl in vitro als auch in vivo effektiv die
Proliferation der Mesangiumzellen hemmen. Eine Therapie von Nephritis-Ratten mit
MMF flhrte zu einer signifikanten Reduktion der Proteinurie sowie zu einer
signifikanten Verbesserung der glomerularen Histologie, bestimmt anhand der
glomerularen Zellularitat, der Synthese von alpha-smooth muscle actin (SMA), der
extrazellularen Matrixdeposition und der glomerularen Hypertrophie.

Inzwischen ergaben auch viele klinische Studien, dass die Behandlung von Patienten
mit MMF nach einer Organtransplantation die renale Funktion verbessern kann
(Baryalei et al., 2003; Pfitzmann et al.,, 2003; Ziolkowski et al.,, 2003).
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass MPA in
therapeutischen Dosierungen in der Lage ist, die Proliferation von Mesangiumzellen
effektiv zu verhindern. Dieser supprimierender Effekt von MPA, kdnnte teilweise ein
Resultat der Hemmung der autokrinen PDGF-BB Synthese sein, die aufgrund der
reduzierten c-fos und/oder Egr1 Expression vorkommen kdnnte. Die therapeutisch
nutzbare antiproliferative Wirkung von MPA kann also moglicherweise diese Effekte
beinhalten, die wahrscheinlich zusatzlich zu der IMPDH-Inhibierung zu der
Proliferationshemmung der MZ beitragen. Hierzu sind selbstverstandlich noch

weitere Untersuchungen erforderlich.

5.2 Proliferationsuntersuchung von MZ unter dem Einfluss von Ramiprilat und

Valsartan.

5.2.1 Angiotensin lI- Wirkung an Mesangiumzellen

Untersuchungen der letzten Jahre belegen, dass die Wirkung des
vasokonstriktorischen Peptidhormons Angiotensin |l (Ang IlI) an der Niere Uber
hamodynamische Regulationsvorgange hinausgehen und wichtig fur die Entstehung
und das Fortschreiten von Nierenerkrankungen ist (Ichikawa & Harris, 1991; Wolf &

Neilson, 1993, 1994). Ergebnisse mehrerer Studien erbrachten, dass Ang Il eine
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Hyperplasie (Vergrollerung eines Gewebes oder Organs durch einen Anstieg der
Zellzahl) von vaskularen glatten Muskelzellen, Fibroblasten und renalen distalen
Tubuluszellen, sowie eine Hypertrophie (Vergrolderung eines Gewebes oder Organs
durch eine Zunahme der Zellgrolle mit einem Protein-Anstieg ohne
Zellzahlzunahme) in glatten Muskelzellen, Myozyten und renalen proximalen
Tubuluszellen bewirkt (Itoh et al., 1993; Gibbons et al., 1992; Koibuchi et al., 1993;
Schorb et al., 1993; McKay et al., 1998; lwami et al., 1996; Wolf und Ziyadeh, 1997).
In der Literatur gibt es keine einheitlichen Befunde zum Wachstumsverhalten von
Mesangiumzellen nach Stimulation mit Ang Il. Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen
weisen auf eine hypertrophieauslésende Wirkung von Angiotensin Il auf die
Mesangiumzellen hin (Ganz et al.,1990; Huwiler et al.,1995; Schulze et al., 1993).
Diese Arbeitsgruppen stellten keine Anderungen des H3-Thymidin-Einbaus bis 72 h
nach Ang IlI-Stimulierung fest. Daflir wurde ein erhéhter Proteingehalt der mit Ang |l
stimulierten Zellen gemessen, was flur eine hypertrophe Wirkung des vasoaktiven
Proteins spricht (Huwiler et al.,1995). Demgegenuber sahen Wolf et al. (1992)
Angiotensin Il als ein proliferationsstimulierendes Peptid fur Mesangiumzellen an,
wobei hier Ang Il ahnlich wie unter Bedingungen mit speziell hohem Glukosegehalt
im Medium ein ,zweizeitiges Wachstumsverhalten“ an Mesangiumzellen (Wolf, 2000)
auslost. In der ersten Phase nach einer Stimulation mit Ang Il (bis 48 h) werden die
Zellen zur Proliferation angeregt, dabei wird eine verstarkte DNA-Synthese
beobachtet. Danach folgt die Phase 2 (nach 72 h), in der die Zellen in der G1--Phase
aufgehalten werden und eine Zellvolumenzunahme stattfindet (Wolf et al., 1992;
Young et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferation der Mesangiumzellen unter dem
Einfluss von Angiotensin Il und nach Behandlung mit Valsartan (ein AT1-
Rezeptorblocker) oder Ramiprilat (ein ACE-Hemmer) Uber eine langere
Inkubationszeit (bis 7 Tage) beobachtet. Die Analyse der DNA-Synthese zeigte eine
signifikante Erhohung des BrdU-Einbaus in die DNA der mit Ang Il inkubierten Zellen
nach 5 Tagen nach der Stimulation. Die durch Ang Il induzierte Erhéhung des BrdU-
Einbaus war statistisch signifikant, aber im Vergleich zu der Zunahme der
Proteinmenge der Zellen, gemessen nach 4 Tagen, nur gering (118% im Vergleich

zu der unstimulierten Kontrolle). Der Proteingehalt pro Zelle wurde unter dem
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Einfluss von Ang Il verdoppelt, gleichzeitig aber wurde eine Zellzahlreduktion
festgestellt. Diese Ergebnisse deuten auf die Entwicklung einer Zellhypertrophie hin.
7 Tage nach Stimulation wurde die durch Ang ll-induzierte zellulare Hypertrophie
noch starker (4-fach im Vergleich zu unstimulierten Kontrolle).

Den Grund fur die Proliferationshemmung unter dem Einfluss von Ang Il sieht Wolf
et., al (1992) in der verstarkten autokrinen Synthese von TGF-3. Eine Abnahme einer
durch hohe Glukose-Spiegel ausgeldsten Zellhypertrophie konnte durch Zugabe von
Anti-TGF- R Antikérper erreicht werden (Wolf et al., 1992). Die durch Ang I
verstarkte Synthese von TGF-B fuhrt zu einer gesteigerten Expression von CDK-
Inhibitoren wie p21 und p27 (Wolf et al., 2000, 2003). Als Folge wird der Transfer der
Zellen von der G1-Phase zu der S-Phase blockiert, in diesem Fall werden die Zellen
in der G1-Phase aufgehalten und entwickeln eine Hypertrophie (Shankland & Wolf,
2000; Wolf et al., 2000; Abb. 5-2).

Cyclin B

Cyclin A

cdk2 ~

Cyclin E

Abbildung 5-2: Zykline und CDK-Proteine im Zellzyklus (Alberts et al., 1995).

Des Weiteren fuhrt eine durch Ang Il erhdhte Synthese von TGF- zu einer
verstarkten Produktion von Matrixproteinen und vielen Berichten zufolge tragt dies
zur Entwicklung der Zellhypertrophie bei (Kagami et al., 1994; Leehey et al., 2000;
Wolf et. al., 1993, 1995b). Diese Hypothese unterstitzen auch Eng et al. (1994), die
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annehmen, dass die extrazellulare Matrixakkumulation nach einer initialen
Proliferation von Mesangiumzellen zu einer Inhibierung der Zellproliferation fihren
kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde parallel zu der signifikanten Hypertrophie unter dem
Einfluss von Ang Il auch eine gering aber signifikant erhdhte BrdU-Einbaurate bei
einer gleichzeitigen Zellzahlreduktion nachgewiesen. Unter Berlcksichtigung der
Zellzahlabnahme musste also das Verhaltnis DNA/Zellzahl der mit Ang |l
stimulierten Zellen deutlich hdher gewesen sein.

Eine erhdhte DNA-Synthese kann in manchen Fallen nicht mit der Proliferation
gleichgesetzt werden, sondern kann ein Ausdruck einer Endoreduplikation sein.
Endoreduplikation stellt ein Prozess da, bei dem der Kern nach einer S-Phase der
DNA-Replikation keine Mitose durchlauft. Als Folge weisen solche Zellen einen
erhohten DNA Gehalt auf (Sugimoto-Shirasu et al., 2002). Eine Zellhypertrophie mit
einer Polyploidie (Zellen enthalten mehr als zwei Satze homologer Chromosomen)
wurde in glatten Muskelzellen der Arterie bei hypertensiven Ratten festgestellt (Black
et al., 1989; Leitschuh & Chobanian, 1987; Owens, 1985). Neuere Untersuchungen
ergaben, dass die Endoreduplikation durch eine Dysregulation der CDKs verursacht
wird. Die Inhibition der die S Phase-férdernden Zyklin A-CDK sowie die Inaktivierung
des Mitosefaktors Zyklin B-CDK1 erfolgt durch eine Induktion von CDK Inhibitor p27
und p53-abhangige Induktion des CDK-Inhibitors p21 (Gabor, 2000, Niculescu et al.,
1998; Chibazakura et al., 2004; Bates et al., 1998; Gottifredi et al., 2004). Ergebnisse
neuster Untersuchungen weisen darauf hin, dass der CDK-Inhibitor p21 den
Zellzyklus auch in der G2- und M-Phase inhibieren kann (Chang et al., 2000;
Shankland & Wolf, 2000). Somit konnten die Zellen eine Zellhypertrophie mit einer
Zunahme an DNA ohne Zellteilung (Endoreduplikation) entwickeln. Darlber hinaus
wurde bewiesen, dass der CDK Inhibitor p27“P" die Zellen vor Apoptose schiitzt
(Ophascharoensuk et al.,1998). Dies kénnte auch erklaren, dass in der vorliegenden
Arbeit unter Ang Il in dem untersuchten Konzentrationsbereich (von 0,1 yM bis
10 uM) keine Toxizitat auftrat.

Die durch Ang Il vermittelte Zellhypertrophie mit der Endoreduplikation, worauf die in
der vorliegenden Arbeit erzielten Befunde hindeuten, hat wahrscheinlich

entscheidende Bedeutung fur die Pathogenese der Glomerulosklerose und der
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interstitiellen Fibrose, welche im Rahmen von chronischen Nierenerkrankungen
beobachtet werden. Daruber hinaus gibt es in der Literatur Hinweise, dass Ang Il in
der Lage ist, verschiedene intra- und extrazellulare Proteasen zu hemmen (Ling et
al., 1995). Dieser Effekt kann zusatzlich zur stimulierten Proteinsynthese flr die
Entwicklung der Zellhypertrophie durch eine Hemmung des Proteinabbaus wichtig

sein.

5.2.2 Einfluss des AT1-Antagonisten Valsartan auf die durch Ang Il

vermittelten zellularen Effekte in Mesangiumzellen

Unter Berucksichtigung der Hinweise auf das Vorhandensein des lokalen
gewebsstandigen intrarenalen Renin-Angiotensin-Systems (RAS) (Braam &
Koomans, 1996; Atiyeh et al, 1995; Becker et al., 1998) wurde der ACE-Hemmer
Ramiprilat in der vorliegenden Arbeit trotz der externen Ang II-Simulierung auf seine
Wirksamkeit untersucht. Jedoch konnten keine Effekte von Ramiprilat in den
durchgefiihrten Versuchen festgestellt werden. Offenbar war kein lokales RAS in den
untersuchten MZ vorhanden. Experimentelle Untersuchungen anderer Arbeits-
gruppen weisen darauf hin, dass obwohl ACE-Hemmer die Ang lI-Produktion in der
Zirkulation signifikant hemmen, kann die Bildung von gewebstandigem Ang Il durch
diese Pharmaka nur inkomplett inhibiert werden (van Kats et al., 1998; Campbell et
al., 1994). Dies kann auch daran liegen, wie im Herz oder in Blutgefalien
nachgewiesen wurde, dass die Bildung von Ang Il aus Ang | nicht nur durch ACE
katalysiert wird, sondern auch durch andere gewebstandige Enzyme wie die H-
Chymase oder die Bildung von Ang Il auch direkt aus Angiotensinogen durch die
Wirkung solche Enzyme wie das Kathepsin, Tonin oder Chymotrypsin mdglich ist
(Urata et al., 1993; 1995).

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Behandlung der
Mesangiumzellen mit dem AT1-Antagonist Valsartan in einer Hemmung des unter
Ang Il erhohten BrdU-Einbaus und der durch dieses Peptidhormon ausgelosten
Hypertrophie resultierte. Diese Ergebnisse sprechen flr einen renoprotektiven Effekt
von Valsartan, der Uber den AT1-Rezeptor vermittelt wird. Auch der Befund, dass
Valsartan nur eine Wirksamkeit auf die mit Ang Il stimulierten Zellen und nicht auf die

durch FCS (oder PDGF-BB) ausgeloste Zellproliferation zeigte, ist ein weiterer



Diskussion 148

Beweis fir einen via AT1 vermittelten spezifischen Wirkungsmechanismus von
Valsartan. Auch in Versuchen von Mueck et al. (1999) an glatten Muskelzellen
erwies sich Valsartan als ein effektiver Inhibitor nur von der durch Ang ll-induzierten
Proliferation. Welche intrazellulare Vorgange durch die Blockierung des AT1-
Rezeptors unter Valsartan beeinflusst werden und welche Rolle dabei der AT2-
Rezeptor fur das Wachstumsverhalten spielt, kdonnte ein Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein.

Auf Grund der Blockade des AT1-Rezeptors wird mehr Ang Il gebildet, welches dann
intensiver am nicht blockierten AT2-Rezeptor wirksam sein kann (Unger et al., 1996;
Chung & Unger, 1999). Mehreren Untersuchungen zufolge sollen die wachstums-
hemmenden Effekte von Ang Il Uber den AT2-Rezeptor vermittelt werden (Nakajima
et al., 1995; Stoll et al, 1995; Unger et al., 1996, Wolf et al., 2004), wahrend Uber den
dominierenden AT1-Rezeptor eine verstarkte Zellproliferation oder Hypertrophie
hervorgerufen wird (Wolf et al., 1994). Der AT-2 Rezeptor soll als Gegenspieler des
AT-1 Rezeptors wirken und kann in Zellen Apoptose auslosen (Berk, 2001; Horiuchi
et al., 1997,1998; Yamada et al.,1996,1998). Untersuchungen von Goto et al., (1997)
ergaben, dass die Expression des AT2-Rezeptors in Mesangiumzellen der
normotensiven Raten wachstumsabhangig ist und der AT2-Rezeptor eine
regulatorische inhibitorische Funktion auf die Proliferation und das Wachstum der
Zellen ausubt. Eine verminderte Expression des AT2-Rezeptors wurde
demgegenuber an Zellen von hypertensiven Raten festgestellt, und dies ist
wahrscheinlich fur eine erhdhte Proliferationsaktivitat der Zellen und moglicherweise
fur die daraus folgende renale Funktionsstdrung verantwortlich.

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Ang Il-Stimulation eine Zellzahlabnahme
festgestellt, die aber nicht auf eine toxische Wirkung diese vasoaktiven Peptids
zuruckzufihren ist. Weder unter Ang Il noch unter Ang Il plus Valsartan wurde eine
Toxizitdt im LDH-Test festgestellt. Durch die Blockade des AT1 Rezeptors mit
Valsartan konnte die Zellzahlabnahme unter 0,1 yM Ang Il-Stimulation signifikant

(p =< 0,01) und vollstandig aufgehoben werden. Mit steigenden Konzentrationen von
Ang Il nahm jedoch der gegen Ang ll-wirkende Effekt von Valsartan ab. Diese

Ergebnisse sprechen daher fur einen ,anti-proliferativen® Effekt des AT2-Rezeptors.
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Beweise fiur eine durch den AT2-Rezeptor vermittelte antiproliferative Wirkung von
Ang Il, wurden u. a. in Experimenten von Wolf et al., (2004) erbracht. Hierbei wurde
festgestellt, dass die Anbindung von Ang Il an den AT2 Rezeptor eine Unterregula-
tion der mRNA-Expression von SM-20 bewirkt, wodurch es wahrscheinlich zu einer
verstarkten Expression von hypoxia inducible factor alpha (HIF-o) kommt (Wolf et al.,
2004).

SM-20 ist ein ,early response gen®, das ursprunglich aus den glatten Muskelzellen
(smooth muscle cell - SMC) der Aorte der Ratte kloniert wurde, und das fur ein
40-kD zytoplasmatisches Protein kodiert. Dieses intrazellulares Protein gehoért zu der
Familie der Prolylhydroxylasen, die fur die post-translationale Modifikation von
HIF-1a zustandig sind (Wax et al., 1996; Moschella et al., 1999; Menzies et al., 2004;
Freeman et al., 2003). Diese Enzyme katalysieren die Hydroxylation an Prolin, was
eine Voraussetzung fur die Bindung des von Hippel-Lindau tumor suppressor
proteins (pVHL) an die oxygen-dependent degradation domain (ODD) des HIF-1a
und fur die weitere Ubiquitinierung ist. Auf diese Weise wird der HIF-1a fur die
proteasomale Degradation bei normoxischen Bedingungen markiert (Huang et al.,
1998; Zagorska & Dulak, 2004; Abb. 5-2). Unter hypoxischen Bedingungen, aber
auch unter dem Einfluss von Stimuli (NO, Wachstumsfaktoren, Inhibitoren von Prolyl-
und Asparaginyl-Hydroxylasen) wird HIF-1« starker induziert, kann wegen der
inaktiven HIF-1-Prolyl-Hydroxylasen nicht ubiqitiniert werden und entgeht auf diese
Weise dem proteasomalen Proteinabbau. Stattdessen aber wird HIF-1a in den
Nukleus transportiert und nach der Dimerisierung mit HIF-1R zusammen den
Transkriptionsfaktor HIV-1 bildet (Zagorska & Dulak 2004; Huang & Bunn, 2003).
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Abbildung 5-3: Regulation von HIF-1a. Rechts: Unter normoxischen Bedingungen findet
kontinuierlich eine Degradation von HIF-1a. durch ein 26S Proteasom statt. PHD: Prolylhydroxylase;
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Links: Unter Ang II-Stimulierung (oder hypoxischen Bedingungen) wird HIF-1a stabilisiert und

transkriptionell aktiv.



Diskussion 151

HIF-1 kann die Expression vieler Gene regulieren, deren Produkte nicht nur bei
anaeroben Energiegewinnung aber auch u. a. bei der Proliferation, Regulation des
Zellzyklus und Apoptose (Feldser et al., 1999; Galvin et al., 2004; Li et al., 2004;
Carmeliet et al., 1998; Bruick, 2000) eine wichtige Rolle spielen (Abb. 5-3).

Dem Bericht von Richard et al. (2000) zufolge ist die hypoxisch-unabhangige
Induktion von HIF-1a via Angiotensin |l ein Resultat der Aktivierung von zwei
separaten Signalwegen: Erstens findet eine starkere PKC-abhangige Gen-
transkription von HIF-1a statt. Dann folgt unter dem Einfluss von Ang Il eine
Intensivierung der Translation von HIF-1a, was durch eine von den reactive oxygen
species (ROS)-abhangige Aktivierung der PI3K-Signalwegen vermittelt wird (Page et
al., 2002). Es ist also nicht auszuschlieRen, dass die in der vorliegenden Arbeit
beobachteten antiproliferativen Effekte unter Ang Il an Mesangiumzellen aufgrund
der Unterregulierung von SM-20 und der daraus resultierenden verstarkten HIF-1«
Expression auftraten. Um diesen Wirkmechanismus bestatigen zu kénnen, und zur
Klarung der Frage, ob fur die Zellzahlabnahme moglicherweise Apoptose ver-
antwortlich ist, sind weitere gezielte Untersuchungen erforderlich.

Es wurde gezeigt, dass ein anderer AT1-Rezeptorblocker Losartan die durch Ang Il
induzierte Tyrosin-Phosphorylierung der PLC bei proximalen epithelialen Tubulus-
zellen blockierte (Lea et al., 2002). So wird die Synthese von Inositoltriphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) gehemmt. Als Folge wird die intrazellulare Kalzium-
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) vermindert. Auf diese
Weise kommt es zur Hemmung von Kkalziumabhangigen Prozessen wie der
Kontraktion der glatten Muskelzellen, der Aldosteronproduktion und der
Katecholamin-Freisetzung sowie zu einer Hemmung der Aktivierung verschiedener
kalziumabhangigen Enzyme wie Calcineurin (Lea et al., 2002) oder verschiedener
Proteinkinasen (Inagaki et al., 2002; Muscella et al., 2003; Chen et al., 2002). Somit
kénnen die AT1-Rezeptorantagonisten die Uberflihrung inaktiver Proteinkinasen in
aktive reduzieren und eine Proliferationshemmung bei Zellen bewirken (Greco et al.,
2002; 2003; Imanishi 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Ang Il parallel zu der erhéhten DNA-Synthese
ein signifikant erhdhter mRNA steady state level von Egr-1 gemessen. Egr-1 ist ein

Mitglied der Genfamilie der so genannten immediate-early-gene (IEG) und wird nach
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einer mitogenen Stimulierung rasch und transient induziert (Rupprecht et al., 19923,
1993). Es wurde in vielen Berichten gezeigt, dass Angiotensin Il eine Induktion von
Egr-1 bewirkt (Fu et al., 2002; McKay et al., 1998; lwami et al., 1996; Rupprecht et
al., 1992b). Viele Wissenschaftler konnten auch beweisen, dass Egr-1 als
Transkriptionsfaktor mehrerer Gene fungiert (Gupta et al., 1991; Kinane et al., 1994;
Lemaire et al., 1990; Molnar et al., 1994; siehe Abschnitt 1.3, Seite 19). Mit Hilfe der
Antisense-Oligonukleotid-Strategie zeigten Rupprecht et al. (1997), dass die Egr-1-
Induktion einen essenziellen Bestandteil der mitogenen Signaltransduktionskaskade
in kultivierten Mesangiumzellen darstellt.

Der Induktion von Egr-1 Expression kann nicht immer eine Zellproliferation folgen,
mehrere Studien belegten, dass ein Zusammenhang zwischen einer Induktion von
Egr-1 und der Anti-Proliferation bis zur Apoptose besteht (Liu et al., 1998; Lee et al.,
2004). Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten jedoch darauf hin, dass die Zellen
in der G1/S-Phase aufgehalten wurden, da unter Ang II-Stimulierung eine signifikante
Induktion von Egr-1-mRNA und eine erhdohte DNA-Synthese und Zellhypertrophie
nachgewiesen wurde. Nur ein Verlassen des Zellzyklus am ,G1-Exit® geht mit
Apoptose einher (Shankland & Wolf, 2000). Experimente von McKay et al. (1998) an
glatten Muskelzellen der Atemwege zeigten, dass unter Angiotensin Il parallel zu der
signifikant erhdhten DNA- und Proteinsynthese ohne eine Zellzahlzunahme und der
induzierten Expression der Transkriptionsfaktoren Egr-1 und c-fos auch TGF-31
hochreguliert wurde. Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass die durch Ang IlI-
induzierte Expression von IEG (Egr-1 und c-fos) die autokrine Synthese von TGF-31
regulieren kann, der vielen Befunden zufolge als antimitogener Faktor letztendlich
zur Entwicklung der Zellhypertrophie beitragt. Diese Befunde lassen vermuten, dass
mdglicherweise die in der vorliegenden Arbeit observierte antiproliferative Wirkung
von Ang Il zumindest partiell auf die induzierte Egr-1-Expression und die daraus
resultierende autokrine TGF-R-Synthese zurickzufihren ware. Diese Hypothese
kann durch Ergebnisse von Liu et al. (1996) unterstutzt werden, die ergaben, dass
der suppressive Effekt von Egr-1 auf die Zellproliferation Gber die Induktion von
TGF-R1 vermittelt wird. Inzwischen ist auch bekannt, dass die Promotorregion von
TGF-R1 zwei GC-reiche Bindungsseiten fur Egr-1 aufweist (Kim et al., 1994; Liu et

al.,1996). Letztendlich bewirkt TGF-R Uber einen autokrinen Mechanismus, in den
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PKC-MAPK and JNK Signalwege involviert sind, eine verstarkte Produktion von
extrazellularen Matrixproteinen (ECM) (Toyoda et al., 2004; Ventura et al., 2004).
Zum Beispiel prasentierten Iwami et al. (1996), dass Ang Il in Herzfibroblasten
sowohl die Egr-1-Expression induziert als auch eine erhdhte mRNA-Expression von
Fibronektin auslost. Wie diese Autoren auch zeigten, wurden die durch Ang Il
ausgelosten Effekte hauptsachlich durch AT1-Rezeptor vermittelt, denn eine
Blockade des AT1-Rezeptors mit Losartan fuhrte zu einer Inhibierung dieser Effekte.

Molnar et al. (1994) schrieben Egr-1 eine bedeutende Rolle in der Regulation der
Expression von Thymidinkinase (TK)-Gen wahrend des Transits von GO zu G1 zu.
Daruber hinaus prasentierten Guillemot et al. (2001) das Protein Egr-1 als einen
Vermittler in der durch Ang ll-induzierten Aktivierung der Transkription von Zyklin D1.
Nach Angaben dieser Autoren wird die Ang ll-induzierte Zyklin D-Hochregulierung
via eine Aktivierung und eine spezifische Interaktion von Egr-1 mit einer bestimmten
Promotorregion von Zyklin D vermittelt, wobei p21(ras)/ Raf1//MEK/ERK, PI3K und
SHP-2- Signaltransduktionswege involviert sind.

Zyklin D —Konzentrationen steigen nach einer mitogenen Stimulation wahrend des
Ubergangs von GO zu G1 (Baldin et al., 1993) und bilden zusammen mit Zyklin-
abhangigen Kinasen (CDK) 4 und 6 aktive Zyklin D-CDK Komplexe (Sherr, 1994,
1995). Diese fuhren eine Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (pRb) in
der GO und in der friheren G1-Phase durch, auf diese Weise wird die Repression
von Zielgenen des pRb-Signalwegs wie Zyklin E beendet. Dabei ist pRb nur
hypophosphoryliert und blockiert in diesem aktiven Zustand den Transkriptionsfaktor
E2F (Buchkovich et al., 1989; Ewen et al., 1993; Riley et al., 1994; Weinberg et al.,
1995). In Folge einer weiteren Phosphorylierung durch aktive Zyklin E-CDK
Komplexe wird pRb hyperphosphoryliert, und somit inaktiviert. Dies bewirkt die
Freisetzung und Aktivierung des E2F-Transkriptionsfaktors, der die Expression vieler
Targetgene, die flr das Fortschreiten des Zellzyklus wichtig sind, einschlielich IEG,
TK, reguliert (Shankland & Wolf, 2000). Den Befunden von Helt et al., (2002) zufolge
tragt die Inaktivierung der beiden Proteine p21 und pRb zur Inhibition des G1-Arrests
bei, eine Inaktivierung von einem der beiden Faktoren alleine scheint insuffizient zu

sein.
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine ansteigende Konzentrations-
abhangige Expression von Egr-1 auf mMRNA Ebene nach Ang II-Stimulierung auftrat,
die mit einer signifikanten Zunahme der DNA-Synthese ohne Zellteilung korrelierte.
Wabhrscheinlich fuhrte die durch Ang Il stimulierte Egr-1 Induktion einerseits zu
Aktivierung der TK-Gene, deren Produkt das Enzym TK an der DNA-Synthese
beteiligt ist, anderseits zu der Hochregulierung der Zyklinen D, die im Komplex
Zyklin D-CDK das pRb nur hypophosphorylieren. Des Weiteren fuhrte die vermehrte
Synthese von TGF-3 zu einer verstarkten Expression der CDK-Inhibitoren p21 und
p27. Wegen der Blockade der Zykline E-CDK durch p21 und p27 war vermutlich die
weitere Phosphorylierung des pRb nicht mdglich und der Transkriptionsfaktor E2F
blieb inaktiv. Es ist also anzunehmen, dass aufgrund einer Aktivierung der Egr-1-
abhangigen Signalwege und der Inaktivierung des Transkriptionsfaktors E2F unter
der Ang Il Wirkung sich die Zellhypertrophie parallel zur Endoreduplikation
entwickeln kann (Abb. 5-4).
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Proteinkinase C, JNK: cJun N-terminal-Kinase, TGF-B: transforming growth factor 3, CDK: cyclin-
dependent-kinase, pRb: Retinoblastoma-Protein.
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Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen nach, dass durch eine Behandlung der
Zellen mit dem AT1-Blocker Valsartan eine signifikante Reduktion der unter Ang Il
induzierten Egr-1-mRNA-Expression und der erhdohten DNA-Synthese und
Zellhypertrophie erreicht wurde. Hingegen konnten keine Anderungen dieser durch
Ang |l ausgeldsten Effekte unter dem ACE-Hemmer Ramiprilat festgestellt werden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ang ll-Effekte Zellhypertrophie und
Endoreduplikation hauptsachlich via AT1 vermittelt wurden. Valsartan als der AT1-
Antagonist konnte teilweise Uber die Reduktion der Egr1 Expression und der daraus
folgenden Modifikation der Egr-1-abhangigen Signalwege die durch Ang I
hervorgerufene Zellhypertrophie und Endoreduplikation inhibieren. Hierbei ist es
nicht auszuschlieRen, dass die Hemmung der CDK-Inhibitoren p21°?" und p27<*’,
und deren up-stream Signaltransduktionswege, die u. a. Egr-1 einschlieRen (oder
andere Transkriptionsfaktoren wie HIF-1a), eine entscheidende Rolle spielt. Dem
Bericht von Mei et al. (2001 ) zufolge, wurde eine verminderte Expression von p27<*?
nach einer Blockade des AT1-Rezeptors mit Losartan beobachtet. Ob dieser Effekt

auch fur Valsartan gilt, sollte in weiteren Untersuchungen gezielt gepruft werden.

5.2.3 Bedeutung der Ergebnisse fur die klinische Anwendung von Valsartan

Die Antagonisierung der Ang II-Effekte stellt eine Hauptsaule der Behandlung
progressiver Nierenschaden dar. In vielen tierexperimentellen Modellen mit einer
chronischen Niereninsuffizienz wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit ACE-
Hemmern oder AT1-Rezeptorblockern zu einer Hemmung des kompensatorischen
Nierenwachstums und zu einer Verbesserung der Nierenfunktion fuhrte. Auch
klinische Studien belegen, dass die Entwicklung einer Niereninsuffizienz bei
Patienten mit verschiedenen primaren Nierenerkrankungen wie Glomerulopathien,
interstitieller Nephritis und diabetischer Nephropathie durch die ACE-Hemmung
verlangsamt werden konnte (Maschio et al., 1996). Die renoprotektive Wirkung der
ACE-Hemmer und AT1-Antagonisten, wie in vielen klinischen Studien deutlich wurde
(REIN Studie, REIN follow up Studie, AASK Studie, AIRE Studie, Micro-HOPE
Studie, Plum et al., 1999), beruht nicht nur auf der Blockade der durch Ang Il

ausgeldsten hamodynamischen Effekte, sondern auch auf der Hemmung der durch
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Ang Il verursachten Zellproliferation, extrazellularen Matrixsynthese und Fdrderung
des Matrixabbaus.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Pharmaka Ramiprilat (ACE-Hemmer)
und Valsartan (AT1-Antagonist) auf ihre molekulare Wirkung an Mesangiumzellen
aus der Ratte getestet. Es wurde eine Monozellkultur verwendet, um den Einfluss
der parakrinen Mechanismen zu vermeiden.

Ramiprilat als Reprasentant der ACE-Hemmer konnte keine Wirkung auf die durch
Ang Il hervorgerufene Effekte zeigen. Dieser Befund deutet auf ein fehlendes
Vorhandensein des lokalen RAS oder auf ein durch externe Ang Il-Stimulation nicht
zu Geltung kommendes lokales RAS hin.

Demgegenuber konnte der AT1-Antagonist Valsartan alle negativen Auswirkungen
von Ang Il Egr-1-Genexpression, erhohte DNA-Synthese (hier wahrscheinlich ein
Ausdruck der Endoreduplikation) und Zellhypertrophie effektiv inhibieren. Dabei
bleibt die Frage offen, ob diese Effekte nur auf der AT1-Blockierung beruhen, und ob
der AT2 nach der AT1-Antagonisierung eine modulierende Funktion fur die zellulare
Signaltransduktion ausubt. Um dies zu erklaren, mussen noch weitere Studien fol-
gen.

Zusammenfassend konnte der renoprotektive Wirkmechanismus des AT1-
Antagonisten auf der molekularen Ebene in der vorliegenden Arbeit zumindest
partiell geklart werden. Der Erfolg von Valsartan besteht in der Hemmung der
Zellhypertrophie und Endoreduplikation, weshalb die Mesangiumzellen vor der durch
Ang Il provozierten irreversiblen Hypertrophie und damit Insuffizienz geschitzt
werden. Somit erlangen die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse eine
Bedeutung fur den klinischen Einsatz von Valsartan an Patienten mit primaren

Nierenerkrankungen.



Diskussion 158

5.3 Antiproliferative Wirkung von Cerivastatin auf Mesanguimzellen.

Neuere Forschungsergebnisse der Behandlung von Nierenerkrankungen weisen
darauf hin, dass Statine unabhangig von ihrer cholesterinsenkenden Wirkung einen
renoprotektiven Effekt austiben (Guijaro und Kaene, 1996; Buemi et al., 2000; Gheith
et al.,, 2002; Lee et al., 2002). Hier werden zellulare Mechanismen wie die
antiproliferative Wirkung auf Mesangiumzellen im Rahmen der Glomerulonephritis
diskutiert. Eine Simvastatinbehandlung der Ratten mit einer anti-Thy 1.1 Nephritis
fuhrte zu einer Suppression der mesangialen Zellproliferation und extrazellularen
Matrixexpansion sowie einer Blockade von Makrophageninfiltration in die Glomeruli
(Yoshimura et al., 1999). Eine Reduktion der extrazellularen Matrixakkumulation
wurde unter Simvastatin auch in vitro bei Mesangiumzellen festgestellt (Nogaki et al.,
1999). Eine Untersuchung von Grandaliano et al.(1993) wies darauf hin, dass
Simvastatin die mit PDGF induzierte DNA-Synthese hemmte, ohne aber mit PLC
oder PKC zu interferieren und ohne die Induktion von PDGF-B-mRNA zu
beeinflussen.

Alle durchgefuhrten Proliferationsversuche der vorliegenden Arbeit wiesen nach,
dass Cerivastatin analog zu Simvastatin signifikant und dosisabhangig die mit FCS,
PDGF-BB (diese Ergebnisse werden nicht aufgezeigt) oder IL-13 ausgeldste
Proliferation der Mesangiumzellen inhibieren konnte. Bei mit IL-1 stimulierten Zellen
war die antiproliferative Wirkung von Cerivastatin bis zu einer Konzentration von

0,1 uM offensichtlich nicht zytotoxisch. Diese Beobachtungen waren auf3erst wichtig,
da Cerivastatin vor ca. zwei Jahren wegen seines unspezifischen schadigenden
Einflusses auf Muskelgewebe und Rhabdomyolyse, was dosisabhangig geschehen
sollte, vom Markt zurickgenommen wurde. Zu Beginn unserer Untersuchung befand
sich Cerivastatin noch im klinischen Einsatz.

Ziel dieses Teils der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, welche
zugrundeliegende Mechanismen flur die antiproliferative Wirkung von Cerivastatin in
mit Zytokinen stimulierten Zellen verantwortlich sind. Hierbei diente die mit IL-13
stimulierte Mesangiumzelle als ein zellulares Modell fir die glomerulare
Entzindungsreaktion, bei der es zu einer ungehemmten Proliferation des
Mesangiums kommt, im Rahmen der Sauerstoffradikale eine wichtige Rolle spielen.

Das Zytokin IL-1B, welches als inflammatorischer Reiz fir Zellen gilt, stimuliert in
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Mesangiumzellen die NO-Produktion Uber die induzierbare NO-Synthase
(Pfeilschifter & Schwarzenbach, 1990). Inzwischen ist NO als eins der wichtigsten
Signal- und Effektormolekile in Saugerzellen bekannt, dass eine Vielzahl von
Prozessen auslost oder reguliert. Einige Studien zeigten, dass hohe NO-
Konzentrationen inhibierend auf die Proliferation der Mesangiumzellen wirken
(Rupprecht et al., 2000; Hruby et Beck, 1997). Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
wiesen nach, dass der antiproliferative Effekt von Cerivastatin auf mit IL-103
stimulierten Mesangiumzellen signifikant durch eine vermehrte NO-Produktion und
iINOS-Expression vermittelt wurde. Die mit IL-13 angeregte NO-Bildung, iNOS-
MRNA- und Proteinsynthese wurde durch Cerivastatin signifikant und dosisabhangig
potenziert. In mit IL-13 und Cerivastatin behandelten Zellen war die NO-Produktion
um den Faktor 2 bis 3-mal hoher, die INOS-mRNA um den Faktor 6- bis 20-fach und
die iINOS-Proteinexpression 2- bis 4-fach starker als in mit IL-1[3 stimulierten Zellen
ohne Cerivastatin. Es konnte gezeigt werden, dass die NO-Synthese in mit IL-1 und
Cerivastatin (bis zu 0,1 pM) behandelten Zellen nicht mit Zellyse verbunden war,
sondern mit einer signifikant reduzierten DNA-Synthese korrelierte. Eine
Koinkubation der Mesangiumzellen mit einem NOS-Inhibitor (L-NMMA und L-NIL)
resultierte in einer signifikanten Reduktion der durch Cerivastatin verstarkten und mit
IL-13 induzierten iINOS Aktivitat und in einer Aufhebung der proliferations-
hemmenden Wirkung von Cerivastatin, was wiederum durch einen Substrat-
Uberschuss von L-Arginin antagonisiert wurde. Parallel durchgeflihrte Unter-
suchungen der Proteinexpression von iNOS bei mit IL-13 stimulierten und mit
Cerivastatin behandelten Zellen erbrachten, dass diese ebenso durch eine
Koinkubation mit dem NOS-Inhibitor L-NMMA aufgehoben wurde. Diese Befunde
untermauern die These, dass Cerivastatin mit der NO-induzierten iINOS-Expression
in mit Zytokinen stimulierten Zellen interferiert und Uber eine vermehrte NO-Bildung
eine Wachstumshemmung der Mesangiumzellen bewirkt.

Auch Befunde anderer Arbeiten weisen auf eine modulierende Wirkung von Statinen
auf die NO-Produktion hin. Die Statine Atorvastatin und Simvastatin praventierten die
reduzierende Wirkung von oxidiertem low density lipoprotein (LDL) auf mRNA- und
Protein- Expression der endothelialen NO-Synthase (Hernandez-Perera et al., 1998).

Diese Statine zeigten per se keinen signifikanten Einfluss auf die Expression der
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eNOS. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden keine Anderungen der iNOS —
Aktivitat und - Expression unter Cerivastatin alleine sichtbar. Daraus lasst sich
schlielen, dass Cerivastatin die mesangiale INOS-Expression und -Aktivitat
abhangig von einer enzymatischen Voraktivierung, in unserem Fall von der
Stimulation mit dem Zytokin IL-1} beeinflussen kann (Mhl und Pfeilschifter, 1995).
Mehrere Wissenschaftler bewiesen, dass manche Metaboliten des Mevalonat-
Stoffwechsels durch ihre Funktion in der Signalibertragung eine bedeutende Rolle
fur die Transformation und das Wachstum der Zellen spielen (Fairbanks et al., 1984;
Schafer et al., 1989; Quesney-Huneeus et al., 1979; Schnitzer-Polokoff et al., 1982;
O'Donnel et al., 1993b). In Ubereinstimmung mit dieser These wurde die
potenzierende Wirkung von Cerivastatin auf die iINOS-Aktivitat durch eine Zugabe
von Mevalonat in der vorliegenden Arbeit revidiert. Eine Koinkubation mit Isoprenoid
Geranylgeranyl-Pyrophosphat (GGPP) flhrte ebenso zur Antagonisierung des
potenzierenden Effekts von Statinen auf Zytokin-induzierte NOS-Expression
(Hausding et al., 2000). Diese Autoren konnten auch nachweisen, dass die
Intensivierung der INOS mRNA-Expression und NO-Produktion unter den Statinen
ahnlich wie unter TcdB (Clostridium difficle toxin B), einem Rho-Inhibitor, infolge der
Hemmung von G-Proteinen aus der Rho-Familie stattfand.

So stellt die Reduktion der Isoprenylierung der G-Proteine, wie Ras oder Rho einen
mdglichen Mechanismus dar, durch den Cerivastatin die iINOS- und COX-2-
Expression modifizieren kdnnte (Degraeve et al., 2001; Hausding et al., 2000). Eine
Inaktivierung von Rho-GTPasen durch Statine wurde bereits gezeigt (Stamatakis et
al., 2002). Diese Isoprenylierung der intrazellularen Signaltransduktionsmolekule wie
der small G-Proteine (p21ras, Rho und Rac) ist notwendig, damit eine Anheftung an
intrazellulare Membranen ermdglicht wird (Casey, 1992; Sinensky et Lutz, 1992,
Jackson et al.,, 1997; Massy et al., 1999 ). Daflr werden Isoprenylderivate des
Mevalonat-Stoffwechsels Farnesyl-Pyrophosphat (FPP) und Geranylgeranyl-Pyro-
phosphat (GGPP) bendtigt, die als Lipidanker fur die G-Proteine dienen. Nachdem
ein Wachstumsfaktor oder Zytokin an seinen Rezeptor gebunden hat, wird eine
Aktivierung von Ras-Proteinen beobachtet. Die weitere Signallibertragung vom Ras
zum Zellkern verlauft zum einen Uber Raf-MAPK-ERK-Kinase-Kaskade (Chang und

Karin, 2001), zum anderen uber die Phosphatidylinositol 3'-Kinase- Trans-
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duktionswege (Cantley, 2002). Letztlich fihrt der Weg zur Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktoren u. a. von (AP-1, NFkB, Egr-1) und anschlielend zur Zell-
proliferation oder Zelldifferenzierung. Unter Statinen kommt es zur Reduktion der
Synthese von FPP und GGPP, was den intrazellularen Transport und die
subzellulare Lokalisation membranassoziierter Proteine beeintrachtigt.

Zahlreiche in vitro-Befunde deuten daraufhin, dass proliferationssuppressive Effekte
der Statine auf diesem Mechanismus beruhen. So wurde gezeigt, dass eine
reduzierte Produktion von FPP und GGPP nach Behandlung der Mesangiumzellen
mit den Statinen Lovastatin oder Simvastatin in einer Blockade der durch p21ras
vermittelten mitogenischen SignalUbertragung resultierte (Guijaro et al., 1996;
Ishikawa et al., 1995; O'Donnel et al.,, 1993; Bassa et al., 1999). Diesen Autoren
gegenuber schlieBen Grandaliano et al. (1993) die antiproliferative Wirkung von
Simvastatin Uber den Ras-vermittelten Signalweg aus, denn nach ihren Angaben
konnte dieses Statin die mit PDGF-induzierte DNA-Synthese hemmen, ohne mit PLC
oder PKC zu interferieren und ohne die Induktion von PDGF-B-mRNA zu
beeinflussen.

In der Arbeit von Danesh et al. (2002) wurde prasentiert, dass Simvastatin die durch
hohe Glukose (HG) stimulierte Proliferation der Mesangiumzellen revidieren konnte,
indem das Statin die Isoprenylierung von Rho-GTPase praventierte, infolgedessen
die Aktivitdt von Zyklin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK2 reduziert und die
Expression von CDK-Inhibitor p21 verstarkt wurde.

Durch die Reduktion der Mevalonat- und GGPP-Synthese erhdhten Lovastatin und
Mevastatin die Expression von COX-2 und die Synthese von Prostacyclinen
(Degraeve et al., 2001). Wahrend eine Behandlung der Zellen mit einem Rho-
GTPase Inhibitor ahnlich wie mit Statinen zu einer Hochregulierung von COX-2
fuhrte, fand unter einem Rho-GTPase Aktivator eine Blockierung der Interleukin-1a
abhangigen COX-2 Induktion. Aus diesen Daten lieR® sich folgern, dass Statine die
COX-2 Expression analog wie die INOS Expression Uber eine Inhibierung von Rho
Proteinen modulieren kdnnen.

In letzten Jahren wurde auch bewiesen, dass die Isoprenylierung von RhoA und
RhoB fiir die Degradation von p27“P’  einem Zyklin —abhangigen Kinase Inhibitor

(CDK), und anschlieRend fur den Ubergang des Zellzyklus von der G1 zu der
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S-Phase erforderlich ist (Hirai et al., 1997; Seasholtz et al., 2001; Welsh et al., 2001).
So wurde beobachtet, dass das durch Lovastatin induzierte p27“*" zum Stillstand
des Zellzyklus in der G-1 Phase brachte (Hengst et al., 1994, 1996). In einer anderen
Studie von Oda et al. (1999) wurde demonstriert, dass die durch Lovastatin
reduzierte DNA-Synthese mit der Induktion von p27**” und einer Suppression der
Expression von dem Zyklin D1 und E bei glatten Muskelzellen korrelierte.

Eine anderer mdglicher Signalweg, der durch Statine moduliert werden konnte, stellt
die Aktivierung des nuklearen Faktors kB (NFkB) dar. Jedoch wie Hattori et al. (2002)
feststellten, obwohl unter Statinen eine leichte Modulierung der mit IL-1R-induzierten
Aktivierung von NFkB stattfand, korrelierte diese Modulierung nicht mit dem
Statineffekt auf die NO-Produktion.

NO kann unterschiedliche Signaltransduktionswege aktivieren, u. a. die Bildung von
cGMP Uber die Aktivierung von l6slicher Guanylat-Zyklase (soluble Guanylate
Cyclase, sGC) (Denninger et Marletta, 1999) sowie die von Ras-Proteinen (Takai et
al., 2001; Lander et al., 1995). Im Laufe dieser Signaltransduktionsprozesse werden
verschiedene Kinasen aktiviert u. a. Pl 3K, die die Phosphorylierung weiter auf
membranassozierte Kinasen, wie z. B. PDK1/2 (3-phosphoinositide-dependent
protein kinase) und Akt/PKB (Akt/Proteinkinase B) Ubertragt (Cantley, 2002; Alessi
et al.,1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein eventueller moglicher
Wirkmechanismus von Cerivastatin Uber den Pl 3K/Akt/PKB Signalweg uberprift
werden. Es wurden aber keine Anderungen der Phosphorylierung von PKB bei mit
Cerivastatin behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen festgestellt.
Auch mit FCS ausgeldste Phosphorylierung der PKB konnte mit Cerivastatin nicht
gehemmt werden. Daruber hinaus brachte eine Inkubation der Zellen mit LY 294002
(einem Pl 3-Kinase Inhibitor) keine Anderungen der mit IL-18 und Cerivastatin
induzierten INOS-Expression (diese Ergebnisse wurden nicht aufgezeigt). Diese
Befunde sprechen also gegen eine Vermittlung von Akt/PKB in der durch
Cerivastatin evozierten Signaltransduktionswegen in Mesangiumzellen.

Die Untersuchung der Proteinexpression von COX-2 nach einer Stimulation mit

IL-13 in der vorliegenden Arbeit ergab, dass diese NO-abhangig ist und durch
Zugabe des NOS-Inhibitors reduziert werden konnte. Unter Cerivastatin wurde die

IL-13 induzierte COX-2-Proteinexpression signifikant hochreguliert. Interessanter-
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weise konnte die potenzierende Wirkung von Cerivastatin auf die mit IL-1 induzierte
COX-2-Proteinexpression durch den NOS-Inhibitor L-NMMA nur schwach, jedoch
statistisch nicht signifikant aufgehoben werden. Aus diesen Daten liel3 sich folgern,
dass Cerivastatin die COX-2 Induktion wahrscheinlich nicht nur durch IL-1R3/NO
vermittelte Signalwege verstarken kann.

Die COX-2 ist ein Schllsselenzym in der Prostaglandinsynthese und gilt als eine
induzierbare Form, die unter normalen Bedingungen in den meisten Geweben nicht,
oder nur in einem geringen Malle exprimiert wird. In Mesangiumzellen kann die
Expression von der COX-2 durch verschiedene Stimuli wie IL-1[3 (Martin et al., 1994;
Rzymkiewicz et al., 1994), Serotonin (Stroebel & Goppelt-Struebe, 1994),
Lipopolysaccharide (LPS) (Yang et al., 1999), PDGF (Goppelt -Struebe et al., 2000)
und Endothelin (Hughes et al., 1995; Sugimoto et al., 2001) stark induziert werden.
Es wurde berichtet, dass die COX-2-Aktivitat die proliferative Antwort glatter
Muskelzellen auf eine Stimulation mit IL-13 vermindern kann (Libby et al., 1988).
Weiterhin wurde eine Expression der COX-2 mit einer gesteigerten Produktion von
Prostacyclinen in atherosklerotischen GefalRen nachgewiesen (Belton et al., 2000;
Schoénbeck et al., 1999). In Ubereinstimmung mit diesen Daten wurde auch in der
vorliegenden  Arbeit eine stimulierende Wirkung von IL-18 auf die
Prostacyclinsynthese in Mesangiumzellen bestatigt. Unter Cerivastatin wurde die
Produktion von dem Prostacyclin PGl, signifikant starker. Dieses Ergebnis
unterstreicht den protektiven Statineffekt, da Prostacycline antiatherogen und
vasodilatativ wirken. Durch den Einsatz des selektiven COX-2-Hemmers Celecoxib
wurde bestatigt, dass die Prostacyclinsynthese der mit IL-13 und Cerivastatin
behandelten Mesangiumzellen COX-2-abhangig war.

Viele Wissenschaftler konnten zeigen, dass eine erhdhte Freisetzung von
Prostaglandinen PGE, die cAMP-abhangige Proteinkinase A Signallibertragung
aktivieren (Hughes et al., 1995; Bornfeldt et al., 1997). Durch die Aktivierung der
PKA-Signalubertragung kommt es zur Wachstumshemmung der Mesangiumzellen
via eine Aktivitatsreduktion von MAP-Kinasen (Haneda et al., 1996; Togawa et al.,
1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, ob eine Blockade
der Prostaglandinsynthese die antiproliferative Wirkung von Cerivastatin aufheben

kann, und somit erklart werden, ob eine erhdhte Prostaglandinbildung an der durch
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Cerivastatin hervorgerufenen Proliferationshemmung beteiligt ist. Hierzu wurde die
DNA-Synthese der mit IL-1 stimulierten und mit Cerivastatin mit Celecoxib (einem
selektiven COX-2-Hemmer) oder Indomethacin (einem unselektiven COX-Hemmer)
behandelten Zellen untersucht. Wie die Analyse der NO-Bildung und die
Untersuchung der Protein-Expression im Western-Blot (diese Ergebnisse wurden
nicht prasentiert) ergaben, wiesen beide COX-Hemmer keinen Einfluss auf iNOS-
Expression und -Aktivitat auf.

Uberaschenderweise resultierte eine Hemmung der Prostaglandinproduktion durch
eine Koinkubation der Zellen mit Celecoxib nicht mit einem Umkehren der
antiproliferativen Wirkung von Cerivastatin. Eine Analyse der DNA-Synthese ergab,
dass Celecoxib sogar ab einer Konzentration von 5 yM den BrdU-Einbau in die DNA
der proliferierenden Zellen signifikant und konzentrationsabhangig hemmen konnte.
Wurden die Zellen mit beiden Medikamenten Cerivastatin plus Celecoxib behandelt,
wurde die BrdU-Einbaurate noch starker und signifikant gehemmt. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass die Hemmung der DNA-Synthese unter Cerivastatin oder
Celecoxib in MZ unabhangig von Prostaglandinproduktion verlauft.

Ahnliche Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Zellen mit Indomethacin (ein
unselektiver COX-Hemmer) behandelt wurden. Auch in diesem Fall fand eine
Abnahme der BrdU-Einbaurate unter Indomethacin ab Konzentration 20 uM statt,
und diese wurde starker, wenn die Zellen mit Cerivastatin plus Indomethacin
inkubiert worden waren. Daruber hinaus korrelierte der antiproliferative Effekt von
Cerivastatin und Indomethacin mit einer gestiegenen Proteinexpression von COX-2.
Schon friher beobachteten Klein et al., (1994), dass der hemmende Effekt von non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), zu denen Indomethacin gehort, auf die
Cyclooxygenasen-abhangige Prostaglandinsynthese nicht mit einer unterdrickten
Cyclooxygenase-Expression verbunden ist, sondern mit deren inhibierenden Wirkung
auf die enzymatische Cyclooxygenase - Aktivitat. Durch die Inhibierung der Aktivitat
der COX-2 kommt es zur Hemmung der Prostacyclin- und Prostaglandinsynthese
u. a. von 15d-PGJ,, das eine wichtige Rolle als ein intrazellularer Mediator in dem
negativen Feedback Mechanismus von COX-2 Expression in renalen infla-
mmatorischen Prozessen spielen kann (Sawano et al., 2002). Einer der frihen
Produkte der aktivierten COX-2 stellt das Prostaglandin D, (PGD,) dar, das schnell
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zu PGJ, , dann zu A" PGJ, und anschlieBend durch eine nicht-enzymatische
Dehydratation zu 15d-PGJ, konvertiert wird. J-Prostaglandine sind bekannt als
naturelle Liganden von peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY)
(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995) und bewirken eine Suppression der viralen
Replikation und Inflammation (Fukushima, 1992). Es wurde berichtet, dass bei
Epithelzellen (Subbaramaiah et al., 2001) und bei Makrophagen (Inoue et al., 2000)
15d-PGJ, die COX-2-Expression via PPARgamma-abhangige Weise hemmen kann.
Bei anderen Zelltypen wurde ein PPARgamma-unabhangiger Mechanismus der
Wirkung von 15d-PGJ, festgestellt, der Gber eine Inhibierung von IKK-Aktivierung
und der DNA-Bindungsaktivitat von NF-k3 vorkommt (Chawla et al., 2001; Vaidya et
al.,, 1999). Demgegenlber zeigten aber Sawano et al. (2002), dass die von
PPARgamma-unabhangige inhibierende Wirkung von 15d-PGJ, auf die COX-2-
Expression bei MZ nicht Uber den NF-«R vermittelt wird, sondern Uber eine
Suppression von ERK und JNK Signalwegen und der Bindungsaktivitat von AP-1
ablauft. Unterstitzt durch diese Daten konnte erklart werden, warum eine
Hochregulierung von COX-2-Expression trotz einer hemmenden Wirkung von COX-
Inhibitoren auf die Prostacyclinsynthese in der vorliegenden Arbeit stattfand. Eine
Inkubation der Zellen mit Celecoxib bewirkte eine Hemmung der Prostacyclin-
synthese und anscheinend eine Blockierung der Prostaglandinproduktion u. a. PGDo,
woraus ein Defizit von 15d-PGJ,, resultierte. Schliellich konnte es aufgrund des
Mangels an Prostacyclinen und Prostaglandinen wahrscheinlich zur verstarkten
COX-2-Expression unter COX-Hemmern kommen. Dabei lassen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit schlussfolgern, dass Prostacyclin PGl ahnlich wie 15d-PGJ; als
Mediator des negativen Feedback Mechanismus der COX-2-Expression in den MZ
dienen konnte.

Des Weiteren prasentierte eine Arbeit von Zahner et al. (2002), dass eine
Hochregulierung von COX-2-Expression unabhangig von Prostaglandinsynthese zur
Proliferationshemmung von Mesangiumzellen flhrte, was durch eine Induktion des
tumor suppressors gens p53 und von den cyclin dependent kinase inhibitors (CDK )
p21%"" und p274*1 vermittelt wurde. Diese Daten konnten erklaren, dass die in der
vorliegenden Arbeit beobachtete antiproliferative Wirkung von COX-Inhibitoren

wahrscheinlich eine Folge der erhdhten COX-2-Expression sind. Die Zytotoxizitat,
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gemessen im LDH-Test, bei Zellen, die der Wirkung von Cerivastatin mit Celecoxib
ausgesetzt worden waren, wurde signifikant geringer als bei Zellen, die nur mit
Cerivastatin alleine behandelt wurden. Dies konnte auch fir einen zytoprotektiven
Effekt der COX-2 sprechen, was durch das antiapoptotisch gegen p53 wirkende p21
vermittelt werden kdnnte (Gorospe et al., 1997).

In manchen Studien wurde nachgewiesen, dass COX-2 uber PGE, die Expression
von dynein light chain (DLC) stimuliert, wodurch letztendlich die nNOS (neuronale
NO-Synthase) inhibiert wird und somit die Zellen vor Apoptose geschuitzt werden
(Chang et al., 2000). Bei Mesangiumzellen zeigte Ishaque et al. (2003) ebenso, dass
COX-2 Uber eine erhoéhte Produktion der Prostaglandinen PGE; und PGI, Apoptose
inhibiert. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten die unter Cerivastatin verstarkte
COX-2 Expression und -Aktivitat als ein Schutzmechanismus der Zellen vor der
durch erhéhte NO-oder andere Faktoren-vermittelten Apoptose gesehen werden.
Wie viele Untersuchungen belegten, ist die Balance zwischen pro- und
antiapoptotischen Effekten sehr wichtig und entscheidet Uber den zellschadigenden
oder zellschutzenden Wirkmechanismus von NO (Brlne et al., 1997, 1998a; Sandau
et al., 1997a, 1997b).

Moglicherweise soll die protektive Wirkung von NO Uber die Aktivierung der COX-2
vermittelt werden (Brune et al., 1997, 1998a,b). Um zu Uberprufen, ob Cerivastatin
uber NO oder einen anderen Signalweg Apoptose bei MZ auslost oder CDK-

Inhibitoren beeinflussen kann, sind noch weitere Untersuchungen erforderlich.
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Abbildung 5-5: Moglicher Wirkmechanismus von Cerivastatin an MZ.
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Zusammenfassend belegen die Befunde der vorliegenden Arbeit, dass Cerivastatin
uber einen NO-abhangigen Signalweg die Proliferation der Mesangiumzellen inhibiert
(Abb. 5-5). Unter Cerivastatin konnte die mit Zytokinen induzierte NO-Bildung via
INOS potenziert werden und infolgedessen die Proliferation der MZ gehemmt
werden. Dieser Hemmeffekt von Cerivastatin beinhaltet moglicherweise eine durch
vermehrte NO-Bildung induzierte Apoptose. Diese Frage missen weitere Unter-
suchungen klaren. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass die durch NO-vermittelte
antiproliferative  Wirkung von Cerivastatin unabhangig von der Prostaglandin-
synthese verlauft. Dabei kdnnten die unter Cerivastatin verstarkte COX-2-Expression
und -Aktivitat als ein zytoprotektiver Faktor angesehen werden.

Eine unter Cerivastatin erhdhte INOS-Expression und -Aktivitat und erhohte COX-2-
Expression und -Aktivitat stellt ein Gegengewicht der durch Zytokine induzierten
Proliferation und des oxidativen Stresses in einer entziindeten Niere dar und kénnen
einer Optimierung der renalen Hdmodynamik dienen. Somit kdnnten Statine nitzlich

in der Therapie von renalen Erkrankungen sein.
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6. Zusammenfassung

Eine ungehemmte Proliferation von Mesangiumzellen kann im Rahmen einer
Glomerulonephritis zu einer Glomerulosklerose fuhren. Hierbei stellt die autokrine
Synthese von Wachstumsfaktoren wie PDGF-BB einen wesentlichen pathogenen
Faktor dar. Auch andere Faktoren wie hoher Blutdruck, toxische, metabolische oder
immunologische Einflisse konnen die Pathogenese einer GN vorantreiben und
begunstigen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in einer Zellkultur die durch
verschiedene Agonisten (FCS, PDGF-BB, Ang Il, IL-1R) ausgeldste mesangiale

Proliferation unter dem Einfluss von:

= den Immunsuppressiva CyA, FK-506 und MPA (aktiver Metabolit von MMF),
= dem ACE-Hemmer Ramiprilat (aktiver Metabolit von Ramipril) und dem AT1-
Rezeptorblocker Valsartan,

=  sowie dem Inhibitor der HMG-CoA-Reduktase Cerivastatin

untersucht. Daruber hinaus sollte versucht werden zu klaren, auf welche Weise die
Pharmaka auf die durch verschiedene Entziindungsreize gestorte Autoregulation von
Mesangiumzellen wirken. Dabei diente die mesangiale Zellkultur als ein zellulares
Modell fur die pathogenetischen Vorgange bei einer Glomerulonephritis als auch flr

die Vorgange der chronischen AbstoRungsreaktion in der Transplantatniere.

Einfluss von Immunsuppressiva auf Mesangiumzellen

Untersuchungen der Proliferation (BrdU-Assay, MTT-Test, Zellzahlbestimmung im
Trypanblau-Test) und der Toxizitat (LDH-Test) ergaben, dass nur MPA im thera-
peutisch relevanten Bereich (IC50 = 0,44 - 0,52 uM) die mesangiale Proliferation
konzentrationsabhangig und ohne toxische Effekte hemmen konnte. Die anti-
proliferative Wirkung von CyA war eher auf die Toxizitdt dieses Medikaments
zuruckzufuhren (ab 5 pM betrug die Zytotoxizitat mehr als 30%). Demgegenuber war
FK-506 weniger toxisch als CyA, jedoch im klinischen Bereich nicht effektiv. Die
Stimulation von MZ mit PDGF-BB |6ste eine sehr starke signifikante Transkription
von c-fos und Egr-1 aus, mit einer fur diese Gene typischen Zeitkinetik (Maximum bei
30 min) (RT-PCR). Eine verstarkte Expression von PDGF-B wurde sowohl auf
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MRNA-Ebene als auch auf Proteinebene bewiesen. Somit wurde die Fahigkeit der
MZ zur autokrinen Synthese von PDGF-B bestatigt. MPA zeigte eine signifikante
Hemmung auf c-fos- und Egr-1-Genexpression. MPA konnte auch die Gen- und
Proteinexpression von PDGF-B inhibieren. Die Proteinexpression von PDGF-
Rezeptor-R blieb unter MPA unverandert. Es konnte auch kein Effekt unter MPA auf
die durch PDGF-BB induzierte AP-1-Aktivitat festgestellt werden. Anhand der
Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass die antiproliferative Wirkung von MPA auf
MZ partiell ein Resultat der Inhibition der autokrinen Synthese von PDGF-B und der
reduzierten Expression von Egr-1 und/oder c-fos sein kdnnte. Die therapeutisch
nutzbare, wachstumshemmende Wirkung von MPA beinhaltet also moglicherweise
diese Effekte. Fur die Klarung, ob diese Effekte abhangig oder unabhangig von

IMPDH-Inhibierung sind, missen noch weitere Untersuchungen folgen

Einfluss von ACE-Hemmern und AT1-Rezeptorblockern auf Mesangiumzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Ang Il ( 0,1 uM; 1 pM; 10 uM) eine signifikant
erhohte Proteinzunahme und DNA-Synthese bei einer Zellzahlabnahme und eine
signifikant verstarkte Egr-1-mRNA-Expression festgestellt. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Ang Il eine Hypertrophie mit einer Endoreduplikation bei
Mesangiumzellen ausldosen kann. Diese Resultate, unterstutzt durch Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen, lassen vermuten, dass sich wahrscheinlich aufgrund einer
Aktivierung der Egr-1-abhangigen TGF-R-Signalwege und der Inaktivierung des
Transkriptionsfaktors E2F unter Ang Il Wirkung eine Zellhypertrophie mit Endo-
reduplikation entwickeln konnte.

Unter dem ACE-Hemmer Ramiprilat (bis 20 uM) wurden keine Anderungen der durch
Ang |l ausgeldsten Effekte nachgewiesen. Die fehlende Reaktion der MZ auf die
Behandlung mit Ramiprilat gibt einen Hinweis, dass in den untersuchten MZ
wahrscheinlich kein lokales RAS vorhanden war. Im Gegesatz dazu konnten die Uber
Ang ll-vermittelten Effekte (Zellhypertrophie, Endoreduplikation, Egr-1 Expression)
durch eine Behandlung der Zellen mit dem AT1-Rezeptorblocker Valsartan (0,1-
10 pM) reduziert werden. Diese Resultate deuten daraufhin, dass die
Zellhypertrophie und Endoreduplikation entscheidend Uber den AT1-Rezeptor

vermittelt werden. Diese molekulare Effekte konnen ein Teil der bekannten
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nephroprotektiven Wirkung der AT1-Rezeptorantagonisten im Rahmen der GN-
Therapie sein. Ob eine Hemmung der Zykline/CDKs durch CDK-Inhibitoren p21 und
p27 unter Valsartan antagonisiert werden kann, muss noch in weiteren
Untersuchungen geprift werden. Eine signifikante Zellzahlabnahme unter Ang Il war
nicht mit einer Toxizitat (gemessen im LDH-Test) verbunden. Die Ang I[I-Wirkung
konnte durch Valsartan antagonisiert werden, aber nur bei 0,1 yM Ang Il wurde die
Zellzahl auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle zurlckgebracht. Dies deutet auf
mdgliche Uber den AT-2 vermittelte antiproliferative Effekte von Ang Il an
Mesangiumzellen hin. Auch hier ist in zuklnftigen Untersuchungen zu klaren, welche

Mechanismen durch die Blockade des AT1-Rezeptors via AT2 moduliert werden.

Einfluss von Cerivastatin auf Mesangiumzellen

Anhand der Analyse der DNA-Synthese im BrdU-Assay und des MTT-Testes konnte
gezeigt werden, dass Cerivastatin konzentrationsabhangig die Proliferation der
Mesangiumzellen inhibieren konnte. Diese hemmende Wirkung korrelierte mit einer
signifikant erhdhten NO-Bildung. Bis zur 0,1 uM Cerivastatin war dieser Effekt nicht
mit einer Zellyse verbunden (Zytotoxizitat im LDH-Test lag unter 10%). Dabei wurde
festgestellt, dass Cerivastatin die Mesangiumzellen per se zu keiner signifikanten
iINOS-mRNA/-Proteinexpression und NO-Synthese stimuliert, sondern nur die durch
IL-13 ausgeloste INOS-Expression und NO-Bildung potenzieren kann. Diese
potenzierende Wirkung von Cerivastatin auf die NO-Bildung konnte durch eine
Koinkubation mit Mevalonat (100 uM) revidiert werden. Des Weiteren konnte der
antiproliferative Effekt und die verstarkte iINOS-Proteinexpression und NO-Bildung
von Cerivastatin durch eine Koinkubation mit einem NOS-Inhibitor (L-NMMA oder
L-NIL) antagonisiert werden. Unter dem Einfluss von Cerivastatin wurde auch eine
signifikant erhdhte COX-2-Protein-Expression und eine signifikant vermehrte Bildung
COX-2-abhangiger Prostacyclinen (PGl,) gemessen. Eine Koinkubation der Zellen
mit Celecoxib, einem selektiven COX-2-Hemmmer resultierte trotz der vollstandigen
Inhibierung der Prostaglandinsynthese nicht in einer Aufhebung der antiproliferativen
Effekte von Cerivastatin. Dieses Resultat deutet daraufhin, dass die
proliferationshemmende Wirkung von Cerivastatin Uber einen NO-vermittelten

Mechanismus, jedoch unabhangig von der Prostaglandinsynthese verlauft. Die unter
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Cerivastatin erhdhte COX-2-Expression konnte dabei einen zytoprotektiven Faktor
darstellen, der vor der durch erhéhte NO-Bildung vermittelten Apoptose schitzen
konnte. Ob Cerivastatin Uber NO oder einen anderen Signalweg Apoptose bei
Mesangiumzellen auslost, oder CDK-Inhibitoren p21 und p27 beeinflussen kann,

mussen weitere Untersuchungen klaren.
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