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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der ,,brain-derived neurotrophic factor*“ — BDNF

1.1.1. Die Familie der Neurotrophine

Der in den fruhen 1950er Jahren von Rita Levi-Montalcini, Stanley Cohen und Victor
Hamburger entdeckte und charakterisierte ,nerve growth factor (NGF) (Cohen, 1954;
Levi-Montalcini, 1987) galt fir eine lange Zeit als das prototypische Neurotrophin.
1982 gelang es Barde et al. (Barde et al., 1982) ein neuronales Protein aus
Schweinehirn zu isolieren, welches das Zelluberleben sensorischer Neurone forderte.
Dieses Protein nannte er ,brain-derived neurotrophic factor, oder kurz BDNF. Es
zeigte sich, dass BDNF und NGF untereinander eine sehr hohe Homologie in der
Proteinsequenz aufwiesen (Leibrock et al., 1989). Mittlerweile umfasst die Familie der
Neurotrophine eine Gruppe aus sechs basischen Proteinen: Neben BDNF und NGF
konnten die Neurotrophine -3 (NT3) (Ernfors et al., 1990; Hohn et al., 1990;
Maisonpierre et al., 1990), -4/5 (NT4/5) (Berkemeier et al., 1991; Hallbook et al.,
1991), -6 (NT6) (Gotz et al., 1994) und -7 (NT7) (Lai et al.,, 1998) isoliert und
charakterisiert werden, wobei die Neurotrophine NT6 und NT7 nur in Fischen
vorkommen. Die Gruppe der Neurotrophine zeichnet sich durch eine Reihe von
Gemeinsamkeiten aus. So bestehen sie alle aus einer ahnlichen Anzahl an
Aminosauren (118-120 AS), besitzen ein ahnliches Molekulargewicht von ca. 12 kDa
und weisen eine 50%-ige Homologie in ihrer Proteinsequenz auf. Alle Neurotrophine
werden als Propeptide synthetisiert, durch Convertasen zum reifen Protein gespalten
und agieren als Dimere. Der Begriff Neurotrophin wurde mit der Aufstellung der
Neurotrophinhypothese durch Rita Levi-Montalcini und Stanley Cohen gepragt
(Hamburger, 1982; Oppenheim, 1991; Purves, 1988). Diese Hypothese beschreibt
Neurotrophine als trophische Faktoren, die von Zielzellen in limitierter Zahl
ausgeschittet werden und an bestimmte Oberflachenrezeptoren neuronaler Zellen
binden. Neurone konkurrieren um die Bindung dieser Neurotrophine. Konnen sie
genugend Neurotrophine binden, so wird durch deren Bindung eine Kaskade

ausgelost, die die Apoptose, den programmierten Tod der Zelle, verhindert. Neurone,
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die nicht genugend trophische Faktoren binden kdnnen, werden apoptotisch und

sterben.

1.1.2. Das BDNF-Gen — Transkription und regulatorische Elemente

Das BDNF-Gen ist im humanen Genom auf Chromosom 11 lokalisiert (11p13)
(Maisonpierre et al., 1991) und besteht 5" aus vier nicht kodierenden Exonen -1V, die
verschiedene Promotoren enthalten. Das 3" gelegene Exon V kodiert fur das reife
BDNF-Protein (Timmusk et al., 1993). Durch den Start der Transkription an den vier
moglichen Promotoren entstehen vier mRNA-Transkripte mit je zwei moglichen
Polyadenylierungsstellen, was letztendlich zu der Entstehung von acht verschiedenen
MRNA-Transkripten fuhrt. Die biologische Funktion der acht unterschiedlichen
MmRNA-Transkripte ist bisher noch unbekannt, da alle acht Transkripte fur ein
identisches BDNF-Protein kodieren. Bisher nimmt man an, dass die Existenz
mehrerer Promotoren auf eine gewebsspezifische Expression des BDNF-Gens
zuruckzufuhren ist bzw. gewebsspezifisch unterschiedliche Promotoren aktiviert
werden. So konnte man in der Ratte zeigen, dass mRNA-Transkripte, die die Exone I,
II' und Il enthalten, hauptsachlich im Gehirn vorkommen, wohingegen Exon IV
enthaltende mRNA-Transkripte vorwiegend peripher exprimiert werden (Bishop et al.,
1994; Timmusk et al., 1993). Nach der Prozessierung der pra-mRNA entstehen durch
zwei mogliche Polyadenylierungsstellen letztendlich zwei reife mRNA-Transkripte mit
einer Lange von 1,6 bzw. 4,2 kb.

Mehrere regulatorische Elemente konnten bisher auf dem BDNF-Gen identifiziert
werden. Hierzu gehort das ,neuron-restrictive silencer element® (NRSE) (Timmusk et
al., 1999), ein ,estrogen-responsive element® (ERE) (Sohrabji et al., 1995), drei
,calcium-responsive elements“ (CaRE1, CaRE2 und CaRE3/CRE) (Finkbeiner, 2000)
und ein ,glucocorticoid-responsive element (GRE) (Schaaf et al., 2000).

D77 2



Einleitung

1.1.3. Das BDNF-Protein — Synthese und Sekretion

Das BDNF-Protein wird als 249 AS langes Pra-Pro-Vorlauferprotein an ER-
(Endoplasmatisches Reticulum) gebundenen Ribosomen synthetisiert und
anschlielend in das Lumen des ER sekretiert (Halban and Irminger, 1994; Merighi,
2002). Nach der Sekretion wird die 18 AS lange Pra-Signalsequenz abgespalten und
das Pro-Vorlauferprotein, bestehend aus der 113 AS langen Pro-Sequenz und der
118 AS langen Sequenz des reifen BDNF-Proteins, wird in Vesikeln zum Golgi-
Apparat transportiert. Im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) akkumulieren die BDNF-
Vorlauferproteine und werden dann Uber den konstitutiven oder regulierten Signalweg
sekretiert (Merighi, 2002). Bei der konstitutiven Sekretion spalten Convertasen die
Pro-Sequenz des BDNF-Proteins bereits im TGN ab. Die Abspaltung durch
Convertasen findet typischerweise am C-Terminus der Pro-Sequenz hinter einem
Paar basischer Aminosauren (Arginin-Arginin oder Lysin-Arginin) statt (Seidah et al.,
1999; Zhou et al., 1999). Das reife BDNF-Protein wird in Vesikeln zur Zellmembran
transportiert; eine Freisetzung des BDNF-Proteins verlauft unabhangig von einem
intrazellularen Calciumanstieg und bendtigt keine zusatzliche Stimulation (Halban and
Irminger, 1994; Hokfelt et al., 2000). Der konstitutive Signalweg der BDNF-Sekretion
ist in allen Zelltypen vorhanden und aktiv. Bei der regulatorischen Sekretion hingegen
wird die Pro-Sequenz des BDNF-Proteins erst auf dem Weg zur Zellmembran in
sekretorischen Vesikeln durch Convertasen abgespalten. Das reife BDNF-Protein
verweilt in diesen sekretorischen Vesikeln an der Zellmembran; eine Fusion mit der
Zellmembran und eine Freisetzung des BDNF-Proteins verlauft streng
calciumabhangig. Die Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran findet sehr haufig
in Bereichen statt, die stark cholesterinhaltig sind (Lang et al., 2001). Eine Ubersicht
der BDNF-Synthese und -Freisetzung ist in Abb. 1 zusammenfassend dargestellt.
Nach der Freisetzung von BDNF bindet es an seinen spezifischen Rezeptor TrkB,
einer Tropomyosin-verwandten Tyrosin-Kinase, oder an den unselektiven und niedrig
affinen Rezeptor p75"'R. Beide Rezeptoren werden im nachsten Kapitel naher

beschrieben.
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Abb. 1: Synthese und Freisetzung von BDNF (Lessmann et al., 2003)

1.1.4. Die BDNF-Rezeptoren TrkB und p75"™}

Eine selektive Bindung der Neurotrophine findet Gber die hoch affinen Rezeptoren der
Trk-Rezeptorfamilie statt. Hierbei handelt es sich um Tropomyosin-verwandte
Tyrosin-Kinasen, die in drei unterschiedlichen Isoformen existieren. TrkA bindet
hierbei selektiv. NGF. BDNF und NT4 werden durch TrkB gebunden und NT3
interagiert mit TrkC. Mit einer sehr geringen Affinitat kann NT3 auch an den TrkB-
Rezeptor binden (Lee et al., 2001).

Trk-Rezeptoren beschreiben eine Gruppe aus transmembranaren Tyrosin-Kinasen
mit einer stark konservierten intrazellularen Domane. Eine Bindung von BDNF an
seinen Rezeptor TrkB bewirkt die Dimerisierung und Phosphorylierung des
Rezeptors. Intrazellular wird die Tyrosin-Kinase-Domane aktiviert, die dann
unterschiedliche Signalkaskaden induzieren kann. Hierzu gehodren Signalwege, die
durch MAPK (,Mitogen-activated protein kinase®), PI3K (,Phosphoinositide-3-kinase®),
PLC-y (,Phospholipase C-y*), Ras oder die Cdc42/Rac/RhoG-Proteinfamilie
kontrolliert werden (Chao, 2003; Kaplan and Miller, 2000; Patapoutian and Reichardt,
2001).

Durch alternatives SpleiRen der TrkB-mRNA koénnen drei verschiedene TrkB-
Rezeptoren entstehen (Klein et al., 1990; Klein et al., 1989; Middlemas et al., 1991).

Hierzu gehort der vollstandige und unverkirzte Rezeptor TrkB.FL, der ausschliel3lich
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im ZNS exprimiert wird (Klein et al., 1990), sowie zwei verkurzte Formen des TrkB-
Rezeptors (TrkB.T1 und TrkB.T2). Den verkirzten Formen fehlt die intrazellulare
Tyrosin-Kinase-Domane, sie besitzen nur einen kurzen zytoplasmatischen Fortsatz
(Klein et al., 1990; Middlemas et al., 1991). Dennoch sind die verkurzten Formen der
TrkB-Rezeptoren biologisch aktiv. So konnte flr den TrkB.T1-Rezeptor in Gliazellen
gezeigt werden, dass er die Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3)-vermittelte
Calciumfreisetzung reguliert (Rose et al., 2003). Weiterhin sollen die verklrzten
Formen als Ligandenfanger fungieren, um die lokale Verflgbarkeit von
Neurotrophinen zu regulieren (Biffo et al., 1995; Fryer et al., 1997). Mehrere Studien
zeigten aulRerdem ihre funktionelle Bedeutung wahrend Entwicklung und
Gedachtnisbildung oder nach verletzungsbedingten Gewebsveranderungen (Goutan
et al., 1998; Saarelainen et al., 2000a; Saarelainen et al., 2000b; Venero and Hetfti,
1998; Yacoubian and Lo, 2000). Eine schematische Darstellung der verschiedenen

TrkB-Rezeptoren ist in Abb. 2 gezeigt.

TrkB.FL TrkB.T1 TrkB.T2

Abb. 2: Schematische Darstellung der verschiedenen TrkB-Rezeptorisoformen (Tapia-Arancibia

et al., 2004)

Neben der Bindung der Neurotrophine an ihre jeweiligen hoch affinen Trk-Rezeptoren
werden alle Neurotrophine auch von dem unselektiven und niedrig affinen Rezeptor
p75"R gebunden. Dieser Rezeptor gehért zur TNF-Rezeptor Superfamilie (Bothwell,
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1995; Kaplan and Miller, 2000). Ihm fehlt eine intrazellulare katalytische Domane;
eine Signalweiterleitung erfolgt GUber Protein-Protein-Interaktionen und Uber die flr
den Rezeptor typische intrazellulare Todesdomane (Hempstead, 2002; Lee et al.,
2001). Ahnlich wie fiir den TNF-o. Rezeptor 1 (TNFR1), ebenfalls einem Mitglied der

5NTR eine Interaktion der

TNF-Rezeptor Superfamilie, konnte auch fur den p7
Todesdomane mit Mitgliedern der ,TNF receptor-associated factor* (TRAF)
Proteinfamilie und dem ,TNF receptor-associated death domain protein“ (TRADD)
gezeigt werden (El Yazidi-Belkoura et al., 2003; Gentry et al., 2004; Khursigara et al.,
1999; Ye et al., 1999). Die Induktion von verschiedenen Signalwegen durch den
p75"TR ist vielfaltig. Hierzu gehért zum einen die Induktion der Apoptose durch

p75""™R, zum anderen konnte durch Aktivierung des p75"'~

aber auch eine Forderung
von ZellUberleben, Zellmigration, synaptischer Plastizitat und neuronalem Wachstum
gezeigt werden (Barrett, 2000; Dechant and Barde, 2002). Wird der p75"™R mit dem
Trk-Rezeptor koexprimiert, so kann er die Affinitat der Neurotrophine flr ihre

jeweiligen Trk-Rezeptoren erhéhen (Bibel et al., 1999; Hempstead, 2002).

1.2. BDNF - Physiologische Funktionen

1.2.1. Funktionelle Bedeutung von BDNF im neuronalen System

Durch immunhistochemische Analysen im Rattenhirn konnte gezeigt werden, dass
BDNF in sehr vielen zerebralen Arealen exprimiert wird. So fand sich eine Expression
des BDNF-Proteins im Cortex, Cerebellum, Vorderhirn, Hippocampus, Hypothalamus,
Striatum und Stammhirn (Katoh-Semba et al., 1997; Kawamoto et al., 1996; Nawa et
al., 1995). Hierbei sind der Hippocampus und der Hypothalamus die Gehirnregionen,
die BDNF am starksten exprimieren (Yan et al., 1997). Nach der klassischen
Neurotrophinhypothese (siehe Kapitel 1.1.1.) sind die Funktionen von BDNF als
limitierter trophischer Faktor, der die Zelle vor der Apoptose schutzt, wahrend der
neuronalen Entwicklung sehr vielfaltig (Henderson, 1996; Lewin and Barde, 1996;
McAllister et al., 1999). So hat BDNF einen stimulierenden Einfluss auf die neuronale
Zellproliferation und Migration, auf das neuronale Zelliberleben, die Neurogenese

und Morphogenese. BDNF wirkt neuroprotektiv, besitzt chemotaktische Wirkung und
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soll bei Prozessen wie z.B. der synaptischen Plastizitat eine Rolle spielen. So kann
die funktionelle Vielfalt von BDNF wahrend der neuronalen Entwicklung beliebig
weiter ausgefuhrt werden, lasst sich aber mit den folgenden drei Hauptfunktionen
zusammenfassen: Forderung von Uberleben, Wachstum und Differenzierung
neuronaler Zellen.

Eine starke Expression von BDNF ist allerdings nicht nur wahrend der neuronalen
Entwicklung zu beobachten, auch im adulten Stadium kdnnen hohe Konzentrationen
an Neurotrophinen im Rattenhirn festgestellt werden. Deshalb liegt die Vermutung
nahe, dass BDNF eine physiologische Funktion auch nach der Embryogenese
besitzt. So zeigen mehrere Studien, dass Neurotrophine Mediatoren synaptischer und
morphologischer Plastizitat sind (McAllister et al., 1999; Schinder and Poo, 2000;
Thoenen, 1995; Thoenen, 2000). Neurotrophine sowie ihre Rezeptoren werden in
Gehirnregionen hoher Plastizitat stark exprimiert. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass Lerntraining sowie die Bildung von Kurz- und Langzeitgedachtnis BDNF-mRNA-
Spiegel erhdhen (Alonso et al., 2002; Mizuno et al., 2003; Yamada and Nabeshima,
2003). Des Weiteren kann die BDNF-mRNA und -Proteinexpression durch Faktoren
wie Stress und physische Aktivitat beeinflusst werden (Tapia-Arancibia et al., 2004).
Zwei weitere wichtige und interessante Funktionen von BDNF sind sein
stimulierender Einfluss auf die Neurogenese und seine protektive Wirkung unter
ischamischen Bedingungen (siehe auch Kapitel 1.3.5.). So konnte die Rekrutierung
neuronaler Vorlauferzellen um das 2,5-Fache in BDNF-Uberexprimierenden
Gehirnregionen von Rattenhirnen erhdht werden (Benraiss et al., 2001). Mongolische
Wiustenmause, denen ein BDNF-exprimierender Vektor injiziert wurde, wiesen eine
um 70% reduzierte Apoptose im Vergleich zu Kontrolltieren nach induzierter Ischamie
auf (Shirakura et al., 2004). Somit wir deutlich, dass BDNF sowohl wahrend der
Embryogenese als auch im adulten Stadium ein wichtiger Mediator von Wachstum,
Differenzierung, Uberleben und Protektion neuronaler Zellen ist.
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1.2.2. Funktionelle Bedeutung von BDNF im peripheren System

Nachdem eine deutlich stimulierende Wirkung von BDNF auf Wachstum,
Differenzierung, Uberleben und Protektion neuronaler Zellen zu beobachten war
(siehe Kapitel 1.2.1.), lag die Frage nahe, ob BDNF auch aul3erhalb des neuronalen
Systems exprimiert wird und dort eine mdgliche funktionelle Bedeutung hat. So
konnte man BDNF-Expressionen im Darm (Hoehner et al., 1996) und in der Milz
(Yamamoto, 1996) wahrend der Entwicklungsphase und im Plasma von Mensch und
Ratte nachweisen (Nakahashi et al., 2000). Aktivierte B- und T-Zellen sowie
Monozyten setzen ebenfalls BDNF frei (Kerschensteiner et al., 1999). Dies konnte in
vitro aber auch in vivo in entzundlichen Gehirnregionen nachgewiesen werden.

Auch wird BDNF von vaskularen glatten Muskelzellen exprimiert, die in Herz,
Skelettmuskulatur und groRen Gefallen vorkommen (Donovan et al., 2000; Donovan
et al., 1995). Die Expression von BDNF ist hier wahrend der spaten Entwicklung bis
ins Erwachsenenstadium zu beobachten. Hier konnte BDNF eine funktionelle
Bedeutung bei der Entwicklung von atherosklerotischen Plaques und Lasionen
zugeschrieben werden. Ahmte man eine vaskulare Verletzung durch kinstliche
Entfernung des Endothels in Rattenaorten nach, so stieg die Expression von BDNF
und seines Rezeptors TrkB im Bereich der vaskularen Verletzung als auch bei der
Neointimabildung stark an (Donovan et al., 1995). Die Neointimabildung ist ein
wichtiger Prozess bei der Entstehung von atherosklerotischen Plaques. Weiterhin
konnten Kraemer et al. zeigen, dass BDNF eine chemotaktische Wirkung auf
vaskulare glatte Muskelzellen besitzt (Kraemer et al., 2005). So fluhrte die reduzierte
Expression des TrkB-Rezeptors zu einer stark verminderten Ausbildung von
atherosklerotischen Lasionen in Mausen, die mit einer stark fetthaltigen Nahrung
gefluttert wurden. BDNF scheint also die Rekrutierung vaskularer glatter Muskelzellen
regulieren zu kdénnen, welches ein kritischer Prozess bei der Entstehung
atherosklerotischer Lasionen ist.

Weiterhin konnte ein Vorkommen und eine Funktion von BDNF in Endothelzellen
beobachtet werden. So wird BDNF sowohl von zerebralen (Bayas et al., 2002; Kim et
al., 2004) als auch peripheren Endothelzellen, wie humanen Umbilikalvenen-
Endothelzellen (HUVEC), exprimiert (Bayas et al., 2002; Hu et al., 2005; Sun et al.,
2006). Mehrere physiologische Funktionen konnten BDNF im Endothel
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zugeschrieben werden. So hat die BDNF-Expression in arteriellen und kapillaren
intramyokardialen Endothelzellen wahrend der Herzentwicklung eine besondere
Bedeutung (Donovan et al., 2000). BDNF fordert hier den Zell-Zell-Kontakt der
Endothelzellen untereinander und hemmt deren Apoptose. So zeigen BDNF-
defiziente Mause eine gestorte Herzgefalentwicklung und eine gesteigerte
Apoptoserate der Endothelzellen. Dies fuhrt zu Blutungen, einer verminderten
Kontraktilitat des Herzens und zu einem frihen postnatalen Tod der Tiere. BDNF-
Uberexprimierende Tiere hingegen zeigen eine stark erhdhte Kapillardichte im sich
entwickelnden Herz. BDNF hat somit einen deutlichen Einfluss auf die Angiogenese.

Die stimulierende Wirkung von BDNF auf die Angiogenese von Endothelzellen
bestatigen ebenfalls Daten von Hu et al. und Sun et al. (Hu et al., 2005; Sun et al.,
2006). Sowohl in vivo als auch in vitro stimuliert BDNF die Migration und
Tubulusbildung von Endothelzellen. Neben der Fahigkeit von BDNF Neoangiogenese
induzieren zu koénnen, konnten Kermani et al. zusatzlich eine chemotaktische
Wirkung von BDNF auf hamatopoetische Vorlauferzellen beobachten (Kermani et al.,
2005). BDNF-transfizierte Mause zeigten eine stark erhohte Anzahl an
hamatopoetischen Vorlauferzellen im Blut im Vergleich zu Kontrolltieren. Gleichzeitig
zeigten diese Tiere einen verbesserten Blutfluss nach induzierter Ischamie. Die durch
BDNF induzierte Neoangiogenese scheint somit ein kombinierter Effekt aus direkter
Wirkung auf lokal vorhandene Endothelzellen und Rekrutierung hamatopoetischer

Vorlauferzellen zu sein.
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Durch die Aspekte, die unter Kapitel 1.2.1. und 1.2.2. beschrieben worden sind, wird
deutlich, dass sich die Funktionalitat von BDNF nicht nur auf das neuronale System
beschrankt. Abb. 3 fasst die wichtigsten Funktionen und Wirkorte von BDNF

Zusammen.
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Abb. 3: Physiologische Funktionen von BDNF im neuronalen und peripheren System (Duda and

Jain, 2005)

1.3. BDNF unter pathologischen Bedingungen

1.3.1. BDNF und Epilepsie

Mehrere neurodegenerative Erkrankungen lassen sich mit einer veranderten BDNF-
Expression in Verbindung bringen. So ist eine erhohte BDNF-mRNA- und
-Proteinexpression nach induzierten epileptischen Anfallen in Hippocampus,
Hypothalamus und Cortex von adulten Ratten zu beobachten (Isackson et al., 1991).
Des Weiteren konnte man flir BDNF in Epilepsie-Rattenmodellen zeigen, dass das
Auslésen eines epileptischen Anfalls durch intrahippocampale Infusion von BDNF
verhindert bzw. verzogert wird (Larmet et al., 1995). Die Gabe von Antiepileptika in

Pilocarpin-behandelten Ratten flhrte au’erdem zu einer erhdhten Synthese von
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BDNF in Gehirnregionen des Status epilepticus (Biagini et al., 2001). Die Bedeutung
von BDNF bei Epilepsie scheint so unumstritten zu sein. Erste Studien zeigen, dass
BDNF die Aktivitat und Expression von GABA-Rezeptoren PKC-abhangig reguliert
(Palma et al., 2005; Roberts et al., 2006).

1.3.2. BDNF und Depression

Auch bei dem Krankheitsbild der Depression spielt BDNF eine Rolle. Zwar kann eine
genetische Pradisposition eine Rolle bei dem Ausbruch der Krankheit spielen und
Faktoren wie Stress haben ebenso Einfluss auf den Krankheitsverlauf (Kessler,
1997). Mittlerweile zieht man allerdings als Ursache fur die Krankheit Mechanismen in
Betracht, die das Zelliberleben und die neuronale Plastizitat regulieren. So weisen
Patienten mit diagnostizierter schwerer Depression erniedrigte BDNF-Spiegel im
Serum auf (Karege et al., 2002). Gleichzeitig wurden erhéhte BDNF-Konzentrationen
postmortal im Hippocampus von depressiven Patienten beobachtet, die mit
Antidepressiva behandelt wurden (Chen et al., 2001). Aullerdem konnte gezeigt
werden, dass nicht nur BDNF, sondern auch sein Rezeptor TrkB im zerebralen
Cortex durch Antidepressiva in seiner Aktivitat gesteigert wird (Saarelainen et al.,
2003). BDNF scheint also auch hier ein wichtiger Modulator im Krankheitsbild der
Depression zu sein. So fordert z.B. Shelton fir die weitere Erforschung der
Depression eine Analyse der Regulation bestimmter Signalwege, wie der
Proteinkinase A und C (PKA und PKC), die wiederum bestimmte SchllUsselgene
regulieren, zu denen er auch BDNF zahlt (Shelton, 2007).

1.3.3. BDNF und Morbus Alzheimer

Neben der Depression ist Morbus (M.) Alzheimer eine der haufigsten neurologischen
Erkrankung alterer Menschen (Murer et al., 2001), die sich durch einen massiven
Verlust der kognitiven Fahigkeiten auszeichnet. Die Ursachen des Krankheitsbildes
sind viel diskutiert. So nimmt man zum einen eine reduzierte Expression von
Neurotrophinen und ihrer Rezeptoren als eine Ursache der Alzheimerentstehung an

(Connor and Dragunow, 1998). Tatsachlich zeigen Hippocampus und parietaler
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Cortex reduzierte BDNF-Spiegel in postmortal untersuchten Alzheimer-Patienten
(Hock et al., 2000). Auch ist die Konzentration von BDNF im Serum von Alzheimer-
Patienten erniedrigt (Yasutake et al., 2006). Eine veranderte bzw. reduzierte TrkB-
Expression und -Aktivitat konnte ebenfalls in Alzheimer-Patienten gefunden werden
(Allen et al., 1999; Boissiere et al., 1997). Eine typische pathologische Erscheinung
des M. Alzheimer ist die Degeneration cholinerger Neurone (Lindsay et al., 1994;
Siegel and Chauhan, 2000), die als Folge einer reduzierten BDNF-Expression
angenommen wird. So konnte eine schutzende und stimulierende Wirkung von BDNF
in vivo als auch in vitro auf das Zelliberleben cholinerger Neurone im Hippocampus
nachgewiesen werden (Connor and Dragunow, 1998; Murer et al., 2001). Ist die
trophische Wirkung von BDNF bei der Alzheimer-Krankheit reduziert, fuhrt dies zur
Degeneration cholinerger Neurone und Entstehung der Krankheit.

Weiterhin konnte eine regulierende Wirkung von BDNF auf den Promotor des ,beta-
amyloid-precursor-protein“ (APP) beobachtet werden (Ruiz-Leon and Pascual, 2001).
Die Regulation dieses Proteins scheint ein wichtiger Prozess bei der Ausbildung von
Plaques zu sein, die zur Senilitat fihren kdnnen.

Ein genetischer Polymorphismus in der Prosequenz des BDNF-Vorlauferproteins
wurde ebenfalls mit degenerativen Erkrankungen wie M. Alzheimer in
Zusammenhang gebracht (Hariri et al., 2003). Dieser Polymorphismus hat zwar
keinen Einfluss auf die Funktion des reifen BDNF-Proteins, jedoch ist der Transport
und die Sekretion von BDNF (siehe 1.1.3.) verandert, was reduzierte BDNF-Spiegel
in Alzheimer-Patienten erklaren konnte.

Eine weitere Erforschung der Rolle von BDNF bei M. Alzheimer, vor allem auch als
therapeutisches Zielgen, scheint so viel versprechend zu sein.

1.3.4. BDNF und Morbus Parkinson

Eine weitere neurodegenerative und weit verbreitete Erkrankung ist M. Parkinson.
Hier fuhrt ein Verlust von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra zu
motorischen Dysfunktionen (Siegel and Chauhan, 2000). Bis heute sind die Ursachen
dieser Erkrankung noch wenig verstanden, aber auch hier konnte ein
Zusammenhang zu einer veranderten BDNF-Expression gefunden werden. So zeigen
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Patienten, die an M. Parkinson erkrankt sind, eine reduzierte BDNF-
Proteinexpression in der Substantia nigra (Parain et al., 1999). Sawada et al.
beobachteten in aktivierten Mikrogliazellen von Substantia nigra und Hippocampus,
die aus Autopsiegewebe von Parkinson-Patienten stammten, erniedrigte BDNF-
MRNA- und -Proteinspiegel (Nagatsu and Sawada, 2005; Sawada et al., 2006).
Gleichzeitig war die Konzentration von TNF-o in diesen Regionen stark erhoht.
Anhnliche Ergebnisse zeigen die Daten von Nagatsu et al.. Auch hier ist die BDNF-
Expression in der Substantia nigra von Parkinson-Patienten stark erniedrigt (Nagatsu
et al., 2000). Eine erhdhte TNF-a-Konzentration Kkorreliert auch hier mit der
erniedrigten BDNF-Expression. AuRerdem konnten Nagatsu et al. zusatzlich zeigen,
dass die Expression des TNF-a-Rezeptors 1 (TNFR1) ebenfalls in der Substantia
nigra von Parkinson-Patienten erhdht ist. Nagatsu et al. sehen die Ursache des M.
Parkinson in einer erhohten TNF-a-Konzentration und eines erniedrigten
Neurotrophinspiegels. Beide Ereignisse fuhren letztendlich zur Apoptose
dopaminerger  Neurone. Therapeutische @ MaRRnahmen sollten  demnach
antiinflammatorisch sein und Neurotrophinkonzentrationen erhéhen. Ob eine erhdhte
TNF-a-Konzentration Ursache einer reduzierten BDNF-Expression ist, ist noch
ungeklart.

Das Antiparkinsonmedikament Rasagilin, ein irreversibler und selektiver Monoamin-
Oxidase-B-Inhibitor, fuhrte in PC12-Zellen der Ratte und humanen SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen zu einer erhdhten BDNF-Expression (Weinreb et al., 2006).
Gleichzeitig war durch die Behandlung eine erhdhte Phosphorylierung der PKC zu
beobachten, als auch erhohte mRNA- und Protein-Expressionen der PKC-Isoformen
a und e&. Inwieweit ein Zusammenhang zwischen PKC-Aktivierung und BDNF-

Expression besteht, bleibt noch zu klaren.

1.3.5. BDNF und Ischamie

Die dritthaufigste Todesursache in industrialisierten Landern ist der zerebrale Infarkt
oder Schlaganfall (Saraceno, 2002). Hierbei kommt es in Folge einer
Gefalverletzung oder eines Gefaldverschlusses zu einer Minderversorgung der
Neurone mit Sauerstoff und Glukose. Ohne Energiequelle versagen die lonenpumpen
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der Membran und die Membran depolarisiert. Es kommt zu einem Einstrom von
Natrium und einem Ausstrom von Kalium, in Folge steigt die Calciumkonzentration
intrazellular an. Der Neurotransmitter Glutamat wird prasynaptisch freigesetzt, dessen
postsynaptische Bindung an seine Rezeptoren (die ionotropen Rezeptoren AMPA
und NMDA sowie metabotrope Glutamatrezeptoren) dort wiederum zu einem
intrazellularen Calciumanstieg fuhrt. Dieser Anstieg der Calciumkonzentration
aktiviert unter anderem Proteasen und Lipasen, die letztendlich zum Tod der Zelle
fuhren. Eine Wiederdurchblutung der betroffenen Gefalie ist zwar notwendig, zieht
aber auch inflammatorische Zellen an, die wiederum Gefal’e verengen oder sogar
verschlieBen konnen. In Folge der Entzindungsreaktion werden Zytokine als auch
reaktive Sauerstoffradikale gebildet, die ebenfalls Apoptose induzieren. Abb. 4 zeigt
eine Ubersicht zu den wichtigsten zelluldren Prozessen wahrend einer akuten

Ischamie.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der zelluliren Prozesse wahrend einer akuten Ischiamie

(Danton and Dietrich, 2004)

Auch bei der Ischamie ist eine Regulation und funktionelle Bedeutung von BDNF
beschrieben worden. So ist im Cortex und Hippocampus der Ratte eine gesteigerte

BDNF-Expression nach einer zerebralen Ischamie zu beobachten (Rickhag et al.,
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2007). Als frihzeitig reguliertes Gen wird BDNF auch zur Gruppe der so genannten
.mmediate early genes“ gezahlt. Ebenfalls konnte die BDNF-Expression in
zerebralen Endothelzellen durch TNF-a-Behandlung und Hypoxie, zwei Faktoren, die
auch wahrend einer Ischamie von Bedeutung sind, erhdht werden (Bayas et al.,
2002; Kim et al., 2004). Periphere Endothelzellen hingegen zeigten eine reduzierte
BDNF-Expression durch TNF-a-Behandlung (Bayas et al., 2002). Wang et al.
konnten in murinen zerebralen Endothelzellen zeigen, dass die erhohte BDNF-
Freisetzung ausgel6st durch Hypoxie von anwesenden reaktiven Sauerstoffradikalen
abhangig ist (Wang, 2006), die ebenfalls bei einem zerebralen Infarkt vermehrt
produziert werden (siehe Abb. 4). BDNF wird unter ischamischen Bedingungen also
deutlich reguliert.

Weiterhin wird BDNF eine schitzende Funktion bei Schlaganfallen zugeschrieben.
Wie bereits unter Punkt 1.2.1. erwahnt, wirkte BDNF protektiv in Ischamiemodellen
der Mongolischen Wuistenmaus (Shirakura et al., 2004). BDNF-behandelte Mause
wiesen im Vergleich zu Kontrolltieren eine um 70% reduzierte Zelltodrate im
Hippocampus nach induzierter zerebraler Ischamie auf. Somit ist BDNF ein
interessantes Zielgen bei einer therapeutischen Behandlung von Schlaganfallen.
Ifendopril, ein NMDA-Rezeptor-Antagonist mit bereits bekannten zytoprotektiven
Wirkungen in Tiermodellen der zerebralen Ischamie und bei M. Parkinson, erhéht die
BDNF- als auch NGF-Expression in Astrozyten (Toyomoto et al., 2005). Der
schitzende Einfluss von Ifendopril wird also mdglicherweise Uber eine erhohte
Neurotrophinproduktion vermittelt. Hierbei verlauft die erhdhte NGF-Expression PKC-
abhangig. Eine Aktivierung der PKC unter ischamischen Bedingungen ist ebenfalls
bereits beschrieben worden. Hierbei werden verschiedene Isoformen der PKC in
unterschiedlichen Stadien der Ischamie aktiviert und haben zum Teil gegensatzliche
Funktionen (Bright and Mochly-Rosen, 2005; Murriel and Mochly-Rosen, 2003). So
soll eine Aktivierung der PKC ¢ neuroprotektiv wirken, eine Aktivierung der PKC-
Isoform & wahrend der Wiederdurchblutung hingegen fordert die Apoptose. PKC y
kann sowohl schadigend zu Beginn der Ischamie als auch schutzend wahrend der
Wiederdurchblutung sein.

Eine weitere Studie mit dem Hydroxymethylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-
Reduktase-Inhibitor Atorvastatin im Mausmodell der zerebralen Ischamie zeigt
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ebenfalls eine Beteiligung von BDNF bei der Regeneration nach einem Schlaganfall
(Chen et al., 2005b). Mause, die nach induzierter Ischamie flir 14 Tage mit
Atorvastatin behandelt wurden, zeigten eine bessere Regeneration im Vergleich zu
Kontrolltieren. Die Anzahl migrierender und sich entwickelnder Neurone als auch die
Angiogenese war in Atorvastatin-behandelten Tieren deutlich verbessert. Gleichzeitig
zeigten diese Tiere eine erhdhte BDNF- und VEGF-Expression in neuronalen und
endothelialen Zellen, die aus ischamischem Gewebe stammten. Fir BDNF konnte in
vitro eine chemotaktische Wirkung auf die Migration neuronaler Zellen gezeigt
werden. Zerebrale murine Endothelzellen reagierten auf eine Atorvastatin-
Behandlung ebenfalls mit einer erhdhten BDNF-Expression (Chen et al., 2005b).

Die vielen Beispiele zeigen, dass BDNF unter ischamischen Bedingungen deutlich
reguliert wird. Auf Grund einer erh6hten BDNF-Expression ist die Regeneration nach
einem zerebralen Infarkt deutlich verbessert, wodurch BDNF zu einem interessanten
therapeutischen Zielgen wird. Eine weitere Erforschung der Mechanismen der BDNF-
Regulation, wie z.B. Uber PKC-Aktivierung oder Faktoren wie TNF-a, ist deshalb

wunschenswert.

1.4. Pharmakologische Regulation der BDNF-Expression

1.4.1. BDNF als therapeutisches Schlisselgen

Wie bereits in Kapitel 1.3. beschrieben, wird BDNF unter sehr vielen pathologischen
Bedingungen und Prozessen reguliert. So sind bei Erkrankungen wie M. Alzheimer,
M. Parkinson und Depression erniedrigte BDNF-Konzentrationen bzw. —Expressionen
vorzufinden. In einigen Fallen, wie z.B. der Ischamie und Epilepsie, ist sogar eine
zellschutzende Wirkung durch erhdhte BDNF-Expression/-Konzentration nach
kUnstlicher Induktion der Krankheit im Tiermodell beobachtet worden. Weiterhin
konnte eine gesteigerte BDNF-Expression im Tiermodell bzw. in Patienten
beobachtet werden, die mit Antiepileptika bzw. Antidepressiva behandelt wurden.
BDNF besitzt auBerdem auch unter nicht pathologischen Bedingungen vielfaltige

zellschutzende Eigenschaften (siehe Kapitel 1.2.). Eine pharmakologische Regulation
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der BDNF-Expression als eine therapeutische Strategie ist somit von Interesse.
Bisher allerdings sind klinisch keine Pharmaka bekannt, die BDNF gezielt regulieren.
Veranderte BDNF-Expressionen sind bisher nur als pleiotrope Wirkung der jeweiligen
Substanz beschrieben worden (siehe Kapitel 1.3.). Eine medikamentose Gabe von
BDNF bei verschiedenen Krankheitsbildern wirft aulerdem das Problem auf, ob und
wie BDNF an seinen Wirkort gelangen soll. Eine weitere Erforschung der
expressionellen Veranderung von BDNF durch verschiedene Pharmaka oder

zelleigene Prozesse unter pathologischen Bedingungen ist deshalb von Interesse.

1.4.2. Problematik bisheriger neuroprotektiver Therapien und die Notwendigkeit
zusatzlicher Vasoprotektion

Wie bereits in Kapitel 1.2.2. erlautert, wird BDNF auch im Endothel exprimiert. Dort
konnte fir BDNF eine stimulierende Wirkung auf die Angiogenese, Tubulusbildung
und Migration von Endothelzellen und deren Vorlauferzellen gezeigt werden. Des
Weiteren fordert BDNF das Endothelzelliberleben und deren Zell-Zell-Kontakt.

Die Autoren Danton et al. und Fagan et al. zeigten am Beispiel der Ischamie sehr
deutlich die Notwendigkeit erganzender vasoprotektiver Therapien zu den bisher
angewandten neuroprotektiven Behandlungsmoglichkeiten (Danton and Dietrich,
2004; Fagan et al., 2004). Bisherige Studien beschranken sich auf zwei
Angriffspunkte, um die Folgen eines zerebralen oder kardialen Infarkts zu minimieren.
Zum einen wird versucht, die ischamische Kaskade, die durch die minimierte
Versorgung der Zelle mit Sauerstoff und Glukose in Gang gesetzt wird (siehe Abb. 4),
zZu inhibieren. Hierzu gehoren Natrium- und Calciumkanalblocker,
Kaliumkanalmodulatoren und Inhibitoren der ionotropen Glutamatrezeptoren AMPA
und NMDA sowie der metabotropen Glutamatrezeptoren. Eine Verwendung von
Agonisten flur den GABA-Rezeptor soll die Zelle ebenfalls vor Schaden schitzen, die
durch die ausgeldste ischamische Kaskade entstehen. Der GABA-Rezeptor arbeitet
hierbei gegenlaufig zum Glutamatrezeptor und verhindert bei Aktivierung einen
postsynaptischen Calciumeinstrom in die Zelle, der wiederum apoptotische Prozesse
fordern wurde (Kapitel 1.3.5.). Zum anderen wird versucht, schadigende zellulare

Prozesse zu unterdricken, die durch eine Wiederdurchblutung der verschlossenen
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Gefalle entstehen. Die Wiederdurchblutung ist zwar notwendig, gleichzeitig fuhrt sie
aber auch zu einer erhdohten Radikal- und Zytokinproduktion durch rekrutierte
inflammatorische Zellen. Inflammatorische Zellen haften Gber Adhasionsmolekile an
Endothelzellen an, die nach einer Ischamie in ihrer Expression gesteigert werden. So
werden als therapeutische Behandlungsmoglichkeiten Radikalfanger,
antiinflammatorische Substanzen sowie Antikorper gegen Adhasionsmolekile in
Betracht gezogen. Obwohl die verschiedenen beschriebenen
Behandlungsmoglichkeiten bereits erfolgreich schadigende Prozesse einer Ischamie
in experimentellen Studien und Tiermodellen minimierten, so zeigte der Einsatz der
jeweiligen Substanzen in klinischen Studien keinen Erfolg. Die Autoren Danton und
Fagan begrinden eine erfolglose neuroprotektive Therapie mit dem Fehlen einer
vasoprotektiven Therapie. Solange nicht eine regenerierende Behandlung von
Endothelzellen in Betracht gezogen wirde, kdnnten neuroprotektive Strategien keine
Verbesserung zeigen. Beschadigte Gefalle kdnnten zum einen eine ausreichende
Versorgung der umliegenden Gewebe mit Nahrstoffen nicht gewahrleisten, zum
anderen konnten auch schutzende und regenerierende Faktoren Uber ein
beschadigtes Gefalinetz nicht zu ihrem Zielgewebe gelangen.

Somit ist die expressionelle Regulation von BDNF, einem Faktor, der unter vielen
pathologischen Bedingungen reguliert wird und zusatzlich die Angiogenese stimuliert,
in zerebralen und peripheren Endothelzellen, die fur eine ausreichende Versorgung
von beschadigtem Gewebe unter pathologischen Bedingungen notwendig sind, von

Interesse.

1.4.3. Vasoaktive Pharmaka mit pleiotropen Funktionen

Mehrere vasoaktive Pharmaka mit pleiotropen Funktionen sind bis heute beschrieben
worden. Hierbei bezeichnet eine pleiotrope Funktion einer bestimmten Substanz
einen Wirkmechanismus, der fur die Substanz noch nicht beschrieben worden ist. Ein
typisches Beispiel sind die pleiotropen Funktionen von Statinen. Als HMG-CoA
Reduktase Inhibitoren werden Statine zur Senkung des Cholesterinspiegels im Blut
eingesetzt. Neben dieser Funktion erhdhen Statine aullerdem die NO-Bioaktivitat und

verbessern somit die Endothelfunktion. Sie wirken antioxidantiv, antithrombotisch und
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inhibieren Entzindungsreaktionen (Endres, 2005). Durch diese zusatzlichen
pleiotropen Funktionen wird Statinen eine schitzende Funktion bei einer Ischamie
zugeschrieben (Laufs et al., 2000). Mit Statinen behandelte Tiere zeigen hier nach
induzierter Ischamie im Vergleich zu Kontrolltieren einen erhdhten zerebralen
Blutfluss in betroffenen Geweben und eine verringerte Infarktgrofe.

Neben Statinen wird auch anderen vasoaktiven Substanzen eine pleiotrope Funktion
zugeschrieben (Garcia-Donaire et al., 2004). Blutdrucksenkende Substanzen wie
Angiotensin-Converting-Enzym- (ACE-) Inhibitoren, Antagonisten des Angiotensin-II-
Rezeptor-Subtyp-1 (AT1-Antagonisten) oder Antagonisten des B4-Adrenorezeptors
(B-Blocker) zeigten in mehreren klinischen Studien (z.B. HOPE, PROGRESS, LIFE,
ACCESS, EUROPA) ein reduziertes Schlaganfallrisiko bedingt durch die
antihypertensive Therapie. Eine Blutducksenkung fiel hier allerdings meist geringer
aus als durch die antihypertensive Therapie erwartet bzw. war die Reduktion des
Schlaganfallrisikos grofder als erwartet. Vor allem die Beobachtung, dass auch bei
nicht hypertensiven Patienten die Behandlung zu einem reduzierten
Schlaganfallrisikos fuhrte, erweckte den Verdacht, dass andere pleiotrope Funktionen
und schitzende Mechanismen der Pharmaka hier von Bedeutung sind, die
blutdruckunabhangig die Zelle schitzen. So wird vermutet, dass vasoaktive
Pharmaka moglicherweise Faktoren regulieren, von denen bekannt ist, dass sie das
vaskulare System schutzen. Zu diesen Faktoren zahlt man z.B. Angiopoietin 1/2,
VEGF (,vascular endothelial growth factor®), bFGF (,basic fibroblast growth factor®),
SOD (Superoxid-Dismutase), Bcl2 sowie lap (Fagan et al., 2004).

Ob maoglicherweise BDNF, welches die Angiogenese in Endothelzellen stimuliert und
ihr Uberleben fordert, ebenfalls durch antihypertensive Medikamente oder Statine
reguliert wird, und somit das Uberleben der Zelle z.B. bei einer Ischamie fordert, ist
bisher noch unbekannt.
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2. Ziel der Arbeit

Bei mehreren Krankheitsbildern ist eine veranderte BDNF-Expression zu beobachten.
Parallel tritt oft ein erhdhter TNF-a-Spiegel bzw. eine Aktivierung der PKC auf. Ob ein
erhohter TNF-a-Spiegel bzw. eine PKC-Aktivierung Ursache der veranderten BDNF-
Expression ist, ist bis heute noch ungeklart.

Weiterhin ist von mehreren vasoaktiven Pharmaka bekannt, dass sie unabhangig von
ihrer bekannten blutdruck- bzw. cholesterinsenkenden Wirkung das Schlaganfallrisiko
reduzieren. Aus diesem Grund werden weitere Mechanismen und Gene in Betracht
gezogen, die durch diese Pharmaka reguliert werden konnten, so z.B. auch BDNF,
und so die Zelle schutzen.

Ziel der Arbeit war deshalb die Analyse der Regulation der BDNF-Expression durch
TNF-o, PKC-Aktivierung und vasoaktive Pharmaka wie Statine, ACE-Inhibitoren,
AT1-Rezeptorantagonisten und p-Adrenozeptorantagonisten in peripheren und
zerebralen Endothelzellen.

Sollte ein regulierender Einfluss verschiedener Substanzen auf die BDNF-Expression
gefunden werden, so sollten weitere Mechanismen der Regulation untersucht
werden. Weiterhin sollte der Einfluss von BDNF bzw. TNF-a auf die Angiogenese von
HUVEC analysiert werden.

Ein besseres Verstandnis der expressionellen Veranderungen von BDNF unter
pathologischen Bedingungen bzw. der Einfluss verschiedener Pharmaka auf die
BDNF-Expression konnte dann genutzt werden, um weitere therapeutische

Strategien zu entwickeln.
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3. Materialien

3.1. Laborgerate

Art des Gerates

Brutschrank

Gefrierschrank
Gelelektrophoresekammer

Gewebehomogenisator

Heizplatte mit Magnetruhrer

Hochgeschwindigkeitszentrifuge

Kamera
Kreisschuttler
Kuhlschrank
Klhlzentrifuge

Mikroplatten Lesegerat

Mikroskop
Multipipette
PCR-Maschine

pH-Meter

D77

Geratebezeichnung

Hera Cell

Function Line

Mini Protean Il fUr Protein
Tissue Lyser

Ikamag RCT

J2-MC mit Rotor: JA 14
Digital Camera DXM 1200

Polymax 1040

Centrifuge 5417R
Sunrise

Fluostar Optima

Multipette
iCycler

inoLab

Hersteller

Heraeus

Liebherr
BIO-RAD
Qiagen
Janke&
Kunkel
Beckmann
Nikon
Heidolph
Liebherr
Eppendorf
Tecan
BMG

Lab-
technologies
Olympus
Eppendorf
BIO-RAD

Labotec
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Photometer

Pipetten, verstellbar

Sonicator (Ultraschallstab)

Stahlkugeln
Stromgeber
Sterile Werkbank

Szintillationszahler

Thermo-Inkubationsmischer

Tischzentrifuge

Vakuumzentrifuge

Vortexer

Waagen

Wasseraufbereitungsanlage

D77

GeneQuant RNA/DNA
Calculator

1-10 pl

10- 100 pl

100-1000 pl

Ultrasonic processor XL

Power PAC 300
Biohazard

Tri-Carb 460 CD

Cobra QC

Thriller

Biofuge 13

Centrifuge 5417C
Microfuge Lite

Speed Vac SC-110

mit Kuhlfalle, Vapor Trap
RVT 100

Vortexer VF2

Vortex-Genie 2
Analytic
Explorer Pro
Adventurer Pro

Milli-Q Plus

Pharmacia

Gilson
Gilson
Gilson
Heat
Systems
Retsch
BIO-RAD
BDK

Packard

PeQLab
Heraeus
Eppendorf
Beckmann

Sarvant

Janke&
Kunkel
Scientific Ind.
Sartorius
Ohaus
Ohaus
Millipore/

Waters
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Wasserbad Certomat WR Braun

y-Strahlen-Zahler Cobra 5200 Packard

3.2. Chemikalien

3.2.1. Allgemeine Chemikalien

Nicht gesondert aufgeflihrte Chemikalien wurden in p.a.-Qualitat von den Firmen
Sigma, Roth oder Calbiochem/Merck bezogen.

Acrylamid-Lésung, 30% (37,5:1) Applichem
ActinomycinD Calbiochem/Merck
Adenosintriphosphat (ATP) Biomol
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma
Bicinchonininsaure (BCA) Sigma
Bradford-Reagenz, 40%-ige Losung Bio-Rad
Bromphenolblau Sigma

Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V Applichem

Butanol Sigma
Calciumionophor, A23187 Sigma

Cantharidin Calbiochem/Merck
Chloroform Riedel-de Haen
Collagenase B Roche
5,6-Dichloro-1-p-D-Ribofuranosylbenzimidazol (DRB) Calbiochem/Merck
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma

D77
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3,4-Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
v-Globulin

Glucose

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
Isopropanol
Kupfer-(ll)-sulfat-Pentahydrat Losung
2-Mercaptoethanol

Methanol

3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1)
Natriumacetat
NC-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME)
Ortho-Vanadat

Pefabloc®

Phenol

Sepiapterin

Szintillationsflissigkeit Luma Safe

Superoxid-Dismutase (SOD)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris
Triton-X

Tween®-20

D77

Sigma
Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Perkin Elmer
Roche
Roth
Roth
Sigma

Roth
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Wortmannin

3.2.2. Spezielle Chemikalien
40-PDD
Atenolol

Atorvastatin

BDNF (rekombinant, human)
Captopril
Cyanopindolol

Go6 6976

Go6 6983

K-252a

Losartan

Metoprolol

Mevastatin

Nadolol
Nebivololhydrochlorid
(Spermine-) NONOate

p75""R Signalling Inhibitor (TAT-Pep5)

PDBu
PMA

Ramipril

D77

Calbiochem/Merck

Calbiochem/Merck
Sigma
freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von
Hartmut Kleinert

R&D Systems

Sigma

Sigma
Calbiochem/Merck
Calbiochem/Merck
Calbiochem/Merck
Cayman Chemicals
Sigma

Sigma

Sigma

Janssen Pharmaceutica
Calbiochem/Merck
Calbiochem/Merck
Calbiochem/Merck
Calbiochem/Merck

Sigma
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Rottlerin
Telmisartan
TNF-a
VEGF
WPOQY

3.2.3. Radiobiochemika
2°cGMP
Spezifische Aktivitat: 81,4 Tbg/mmol

y- Strahler, HWZ: 60 Tage

3.3. Verbrauchsmaterialien

3.3.1. Allgemeine Verbrauchsmaterialien
Entwickler, LX 24
Fixierer, AL 4
Mikroplatten, 96-Loch

o fir PCR

e flUr Proteinbestimmung, klar
Nitrozellulose-Transfermembran, Protran®
Parafilm® ,M*
Pasteur-Kapillarpipetten, 150 mm
PCR-Film

Polystyrolréhrchen (15 ml, 50 ml)

D77

Calbiochem/Merck
Sigma

Strathmann

BD Biosciences

Calbiochem/Merck

Biotrend

Kodak

Kodak

PeQLab
Sarstedt/Greiner
Schleicher & Schuell
Merck

Roth

PeQLab

Sarstedt/Greiner
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Pipettenspitzen Sarstedt /Greiner
e 0,5-10 pl
e 10-100 pl
e 100-1000 pl
Reaktionsgefalle Sarstedt/Greiner
e 0,5ml
e 1,5ml
e 2ml
Roéntgenfilm, Hyperfilm™ ECL Amersham
Sterilfilter, 0,2 uM Schleicher &
Schuell
Szintillationsréohrchen mit Stopfen (5 ml, 75 x 12 mm) Greiner
Whatman-Papier 3MM Machery & Nagel

3.3.2. Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

Alle Plastikwaren fur die Zellkultur wurden steril von Greiner oder Sarstedt bezogen.

Einweg-Auslaufpipetten 2 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Gewebekultur-Petrischalen Durchmesser/Wachstumsflache
(cm/cm?): 14,5/145; 9,4/58 und 6,0/21

Kryo-Rohrchen 2mi

Makroplatten 24-Loch, 12-Loch, 6-Loch
Wachstumsflache pro Loch (cm?):

2,0;3,9;9,5

D77 27



Materialien

Mikroplatten 96-Loch; schwarz, weil’ oder klar
Wachstumsflache pro Loch (cm?):
0,35

Transfektionsrohrchen Polystyrol,
Durchmesser/Lange (mm):
18,0/95 und 12,4/75

Zellkulturflaschen, Filter Top Kulturflache/Volumen (cm?/ml):
75/250, 25/50

Zellschaber 25 cm

3.4. Puffer und Lésungen

Alle folgenden Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit Aqua
bidest. angesetzt. Puffer und Losungen, die zur Bearbeitung und Aufbewahrung von
RNA dienten, wurden mit DEPC-Wasser hergestellt. HBSS und PBS wurden steril
von der Fa. Invitrogen bezogen. Die Konzentration, die hinter der jeweiligen Substanz

angegeben ist, bezeichnet die Endkonzentration im Puffer.

3.4.1. Puffer und Lésungen fiir die Gewinnung von Gesamt-RNA

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

DEPC-Wasser

500 ml Aqua bidest. wird mit 100 pl DEPC-Wasser versetzt, Uber Nacht bei 37°C

geschuttelt und anschliellend 60 Minuten autoklaviert.
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GIT-Puffer

Guanidiniumisothiocyanat, 4 M 250 g
Natriumcitrat, 25 mM, pH 7 17,6 ml
Laurylsarcosin, 0,5% 26,4 ml
DEPC-Wasser 293 ml

Guanidinisothiocyanat wird in DEPC-Wasser bei 60°C geldst. Unmittelbar vor
Gebrauch wird 2-Mercaptoethanol (0,1 M) zugesetzt. Der Puffer wird bei
Raumtemperatur gelagert.

Wasser-gesattigtes Phenol

1 kg des bei 4°C gelagerten, kristallinen Phenols wird bei 68°C im Wasserbad
geschmolzen. Anschlieliend werden 1,3 | DEPC-Wasser zugegeben. Die Losung wird
uber Nacht bei 4°C geruhrt und anschlielRend bei 4°C aufbewahrt.

TE-Puffer, 1x
Tris Ultra, 10 mM, pH 8,0 5ml, 1 M Lésung
EDTA, 1 mM, pH 8,0 1 ml, 0,5 M Lésung

Die Loésungen werden mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgeflllt und vor Gebrauch

autoklaviert. Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert.

3.4.2. Puffer und Losungen fur die Proteinextraktion aus Zellen
Puffer A

Tris Ultra, 50 mM, pH 7,4 3,039
EDTA, 0,5 mM 93,06 mg
EGTA, 0,5 mM 95,09 mg

Die Substanzen werden mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgeflllt und der Grundpuffer
wird bei 4°C gelagert.
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Vor Gebrauch werden auf 100 ml Grundpuffer folgende Substanzen frisch

zugegeben:

DTT, 2 mM 30,84 mg

Glutathion, 7 mM 215,11 mg

Glycerin, 10% 109

Pefabloc®, 25 uM 500 pl

CHAPS, 20 mM 1,2 g (Zugabe nur bei Isolierung von

Membranproteinen)
NaCl, 1 M 5,844 g (Zugabe nur bei Isolierung von
Membranproteinen)

Der pH-Wert wird gemessen und gegebenenfalls auf pH 7,4 neu eingestellt.

RIPA-Puffer

Tris Ultra, 50 mM, pH 8,0 605,7 mg
NaCl, 150 mM 87,66 mg
NP-40 (Igepal CA-630), 1% 19
Natriumdesoxycholat, 0,5% 500 mg
SDS, 0,1% 100 mg

Die Substanzen werden auf 100 ml mit Aqua bidest. aufgefulit.

Der Puffer wird bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch wird der Proteaseinhibitor Pefabloc®
(25 pM) frisch zugefugt.

3.4.3. Puffer und Losungen fiir die Western-Blot-Analyse

Elektroblotting Puffer

Tris Ultra, 25 mM 3,039
Glycin, 192 mM 14,49
Methanol, 20% 200 ml

Die Substanzen werden auf 1 Liter mit Aqua bidest. aufgefillt.
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Der Puffer wird bei 4°C gelagert.

Laufpuffer fur die Elektrophorese, 5x

Tris Ultra, 125 mM 15¢
Glycin, 960 mM 72 g
SDS, 0,5% 59

Die Substanzen werden auf 1 Liter mit Aqua bidest. aufgefuillt.

Der Puffer wird bei 4°C gelagert. Vor Gebrauch wird die Stammlésung 1:5 mit Aqua

bidest. verdiinnt.

Ponceau S-Farbel6sung

Ponceau S, 0,5%

Eisessig, 1%

Probenpuffer, 2-fach konzentriert

Tris-HCI, 125 mM, pH 6,8 1,51g
SDS, 4% 409
EDTA, 2 mM 74,4 mg
Glycerin, 20% 20,0g
Bromphenolblau, 0,02% 20 mg

Die Substanzen werden auf 100 ml mit Aqua bidest. aufgeflllt und anschlieRend

filtriert. Vor Gebrauch werden dem Puffer 10% 2-Mercaptoethanol frisch zugeflugt.

Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert.
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TBS-Puffer, 10-fach konzentriert, pH 7,6

Tris Base, 0,5 M 61,09
NaCl, 9 % 90,09

Die Substanzen werden zu 1 Liter mit Aqua bidest. gelost und der pH-Wert mit HCI
auf pH 7,6 eingestellt. Vor Gebrauch wird der Puffer mit Aqua bidest. 1:10 verduinnt.
Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert.

3.4.4. Puffer und Losungen fiir den RFL-6-Reporterzell-Assay

Antikorper-Verdiinnungspuffer

Natriumacetat-Puffer 50 mM
BSA 0,01%

Der Puffer wird bei 4°C gelagert.

Anti-cGMP-Antikorper-Verdiinnung, 10 uM

Antikodrper-Verdunnungspuffer

Anti-cGMP-Antikérper, 10 mM  1:1000 im Puffer

v-Globulin-Losung, 1%

v-Globulin, 1% 19
NaAcetat, 50 mM 100 ml

1 g y-Globulin wird mit NaAcetat (50 mM) auf 100 ml aufgefillt. Die Losung wird bei
4°C gelagert.
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Locke’s Losung, 10-fach konzentriert

NaCl, 154 mM 90g
KCI, 5,6 mM 4,189
MgCl 2, 1 mM 2,03 g
HEPES, 10 mM 23,83 g
NaHCOs3, 3,6 mM 3,02¢g

Die Substanzen werden mit Aqua bidest. auf 900 ml aufgefillt und ein pH von 7,4
wird mit NaOH eingestellt. Anschliel3end wird die Losung auf 1 Liter mit Aqua bidest.

erganzt und autoklaviert.
Der Puffer wird bei Raumtemperatur gelagert.

Vor Gebrauch wird die 10-fache Stammldésung mit Aqua bidest. 1:10 verdunnt und

50,5 mg Glucose sowie 14,7 mg CaCl, werden pro 100 ml Lésung zugesetzt.

Natriumacetat-Puffer, 20-fach konzentriert (1000 mM)

NaAcetat, 1M 41,02 g/ auffillen auf 500 ml mit Aqua bidest.
Essigsaure, 1M 28,5 ml /auffillen auf 500 ml mit Aqua bidest.

NaAcetat wird zur Essigsaure gegeben, bis ein pH von 4,0 erreicht ist. Dies entspricht
etwa 250 ml NaAcetat auf 500 ml Essigsaure. Vor Gebrauch wird der 20-fache Puffer
1:20 auf 50 mM verdunnt.

Der Puffer wird bei 4°C gelagert.
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3.5. Nahrmedien, Zusatze und Beschichtungslosungen fur die
Zellkultur

DMEM Sigma
(ohne Phenolrot, mit 1000mg/l Glucose, Pyridoxin-HCI

und Natriumhydrogencarbonat)

DMEM PAA

(mit Phenolrot, 4500mg/I Glucose und L-Glutamin)

ECGS/H-2 Promocell
FCS Perbio
Gelatine, 2%-ige Losung Sigma
GlutaMAX™ Invitrogen
HAT Invitrogen
Ham’s F12 Medium (mit GlutaMAX™) Invitrogen
Matrigel™ Matrix BD

(ohne Phenolrot, wachstumsfaktorreduziert) Biosciences
Medium 199 (M 199) Invitrogen

(mit GlutaMAX™ und Earle’s Salzen)

Natrium-Pyruvat-Losung PAA
Penicillin/Streptomycin Invitrogen
PBS Invitrogen
Trypsin/EDTA-LOsung PAA
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3.6. Zelllinien und verwendete primare Zellen

Zellen Beschreibung
bEnd.3 murine zerebrale Endothelzelllinie
EA.hy 926 humane Endothelzelllinie
(Fusionsprodukt aus A549/8
und HUVEC)
HUVEC primare humane Umbilikalvenen-

Endothelzellen

RFL-6 fetale Rattenlungen-

Fibroblastenzelllinie

3.7. Antikorper

3.7.1. Primare Antikorper

Antikdrper mono-/polyklonal  Verdinnung
B-Tubulin monoklonal 1:5000

PKC & polyklonal 1:2000
3.7.2. Sekundare Antikorper

Antikorper Verdinnung
Anti-Maus IgG aus Kaninchen, 1:5000
Peroxidase-konjugiert

Anti-Kaninchen 1gG aus der Ziege, 1:5000

Peroxidase-konjugiert

D77

Bezug
ATCC (CRL-2299)

Cora-Jean S. Edgell
University of North
Carolina (USA)

Hildegardis-
Krankenhaus,
Mainz (Bezug der
Nabelschnure fur

die Isolierung)

ATCC (CCL-192)

Bezug
Sigma
Santa Cruz Biotech.

Bezug

Sigma

Sigma

35



Materialien

3.8. Marker

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (11-170 kDa) Fermentas

3.9. Kits und Reagenzien

CellTiter-Blue™ Cell Viability Assay Promega
BDNF Emax® ImmunoAssay System Promega
peqGOLD TriFast™ peglLab
QuantiTect® Probe RT-PCR Kit Qiagen

TRI REAGENT™ Sigma
Western LightningT'VI Chemiluminescence Reagent Plus Perkin Elmer

3.10. Oligonukleotide

Alle Primer und Sonden fur die quantitative ,real time“ RT-PCR wurden von Applied
Biosystems bezogen. Der ,TagMan® Gene Expression Assay“ besteht aus einem
vorgefertigten 20-fach Mix, der genspezifische unmarkierte PCR Primer und die
markierte TagMan® Sonde enthélt. Diese ist am 5'-Ende mit dem Reporterfluorophor

FAM™ und am 3’-Ende mit einem nicht fluoreszierenden Quencher markiert.

Gen Assay-ID

BDNF HS00156058_m1
eNOS HS00167166_m1
TBP HS00427620_m1
GAPDH HS99999905 m1
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3.11. Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden mannliche C57BL/6J Mause verwendet. Der Umgang mit

den Tieren fand in  Ubereinstimung mit den  Vorschriften des
Landesuntersuchungsamts Rheinland-Pfalz statt (AZ: 177-07/031-25).
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4. Methoden

4.1. Zellbiologische Arbeitsmethoden

4.1.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der adharenten Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit und 5% (HUVEC, RFL-6) bzw. 10% (bEnd.3, EA.hy 926) CO.-
Begasung in entsprechenden Kulturgefalen. Ein Medienwechsel erfolgte je nach
Zelllinie alle zwei bis vier Tage. Von den jeweiligen Zellen bendtigte Medien und
Medienzusatze sind in Tab.1 aufgeflhrt. Alle Arbeiten mit den Zellen fanden unter
einer ,Laminar Flow® unter keimarmen Bedingungen statt. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hierfur wurde zunachst das Kulturmedium
der Zellen abgesaugt und die Zellen wurden dann mit 10 ml PBS gewaschen.
Anschlieend erfolgte das Ablésen der Zellen vom Boden der Kulturflasche mit 1 ml
Trypsin/EDTA-LOsung. Die Zellen wurden in frischem Medium aufgenommen und ein
Teil der Zellen weiter kultiviert. Je nach Bedarf wurden die restlichen Zellen gezahlt
(siehe Kapitel 4.1.2.) und in entsprechende Kulturschalen oder Lochplatten fur
Versuche ausgesat. Hierbei wurden die HUVEC in Kulturflaschen bzw. —schalen oder
Lochplatten ausgesat, die mit Kollagen oder Gelatine beschichtet waren. Alle anderen
Zellen konnten in unbeschichteten Flaschen, Schalen oder Lochplatten in Kultur

genommen werden.
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Tab. 1: Medien und Medienzusatze fur die Kultivierung eukaryotischer Zellen

Zellen Medium Medienzusatze
bEnd.3 DMEM FCS, 10 %
(mit Phenolrot, 4500 mg/l Glucose und | Penicillin/Streptomycin, 1x
L-Glutamin)
EA.hy DMEM FCS, 10%; GlutaMAX™, 1x;
926 (ohne Phenolrot, mit 1000 mg/I HAT, 1x
Glucose) Natrium-Pyruvat-Losung, 1x

Penicillin/Streptomycin, 1x

HUVEC M199 FCS, 20%
ECGS/H, 0,2%
Penicillin/Streptomycin, 1x

RFL-6 Ham’s F12 FCS, 15%

Penicillin/Streptomycin, 1x

4.1.2. Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer, die auch als
Hamocytometer bezeichnet wird. Hierbei werden die Zellen in Zellsuspension nach
der Ablésung durch Trypsin/EDTA (siehe Kapitel 4.1.1.) am Rand der Kammer
aufgetragen. Die Kapillarkrafte saugen dann die Zellsuspension in die Kammer, die
ein definiertes Volumen von 0,9 ul fassen kann. Anschlieend erfolgt die Auszahlung
der Zellen in den vier grollen Eckquadraten des Hamocytometers. Aus dem
Mittelwert der vier Zellzahlungen multipliziert mit 10* ergibt sich die Zellzahl pro
Milliliter. Eventuell erstellte Verdunnungen vor der Zahlung mussen bei der
Berechnung mit einbezogen werden. Nach Ermittlung der Zellzahl in der Suspension
konnen dann je Versuchsbedingung Zellen in bestimmter Dichte in Kulturschalen
oder Lochplatten ausgesat werden.
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4.1.3. Stimulation der Zellen

Die Stimulation der Zellen fur die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte in 6- bzw. 12-
Lochplatten. Fir den BDNF-ELISA zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden
ebenfalls 6-Lochplatten verwendet. Die Stimulation von Zellen fur die Isolierung von
Protein wurde in Gewebekultur-Petrischalen mit einem Durchmesser von 14,5 oder
6cm durchgefuhrt. Hierfir wurden die Zellen in den jeweiligen Platten oder Schalen
ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. 24 Stunden vor Beginn des Versuchs wurde
das Kulturmedium gegen ein FCS reduziertes Medium von 1% FCS ausgetauscht.
Durch diese Serumreduktion befinden sich alle Zellen im gleichen Zellzyklusstadium;
eine bessere Stimulierbarkeit der Zellen ist gegeben. Am darauf folgenden Tag
erfolgte dann die Stimulation der Zellen mit den jeweiligen Substanzen im
Kulturmedium. Bei Einsatz von Inhibitoren wurden diese 30 min vor Zugabe der
jeweiligen Substanz vorinkubiert. Unstimulierte Zellen erhielten als Kontrolle das

jeweilige Losungsmittel der eingesetzten Substanz in entsprechender Konzentration.

4.1.4. Matrigel™-Angiogenese-Assay

Die Untersuchung des Einfluss von BDNF und TNF-a auf die Angiogenese, dem
Prozess der GefaRbildung, erfolgte mit Hilfe der ,Matrigel™ Matrix“. Diese ,Matrigel™
Matrix“ ist ein Extrakt aus dem Engelbreth-Holm-Swarm Tumor und besteht aus einer
|6slichen Basalmembran mit den Hauptbestandteilen Laminin, Kollagen IV, Entactin
und zahlreichen Wachstumsfaktoren. Auf dieser Basalmembran ist es Endothelzellen
mdglich, morphologisch zu kapillarahnlichen Strukturen zu differenzieren. Nachdem

die ,Matrigel™

Matrix“ bei Raumtemperatur bzw. 37°C geliert ist, kdnnen Zellen auf
dem Matrigel ausplattiert werden. Nach 12 bis 24 Stunden bilden die Zellen auf dem
Matrigel ein Netzwerk aus kapillarahnlichen Strukturen aus. Durch Zugabe
verschiedener Substanzen kann deren stimulierender oder inhibitorischer Einfluss auf
die Angiogenese untersucht werden.

Die Durchfilhrung des ,Matrigel™-Angiogenese-Assays* erfolgte mit konfluenten
HUVEC. Sechs Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium der Zellen
gegen ein serumreduziertes Medium von 1% FCS (inkl. ECGS/H) gewechselt, um die

Konzentration moéglich vorhandener Wachstumsfaktoren zu reduzieren, die im Serum

D77 40



Methoden

enthalten sein kdonnen und Einfluss auf die Angiogenese haben konnten. In 96-
Lochplatten wurden pro Loch 80 ul des bei 4°C noch flissigen Matrigels ausplattiert
und 30 min bei 37°C inkubiert, damit eine Gelierung des Matrigels stattfindet.
Wahrenddessen wurden HUVEC durch Trypsin/EDTA-LOosung vom Boden der
Kulturflasche abgeldst, gezadhlt und eine Zellsuspension von 1x10° Zellen/ml
hergestellt (Medium 199, 1% FCS, ohne ECGS/H). Hiervon wurden 100 pl pro Loch
inklusive der zu analysierenden Substanzen auf das gelierte Matrigel ausplattiert, was
einer Zelldichte von 1x10* Zellen/Loch entspricht. Teilweise eingesetzte Inhibitoren
wurden vor Zugabe der Testsubstanz 15 min in der Zellsuspension bei 37°C
vorinkubiert. Die Ausbildung der Kapillar-ahnlichen Strukturen erfolgte im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO,-Begasung. Nach 18h wurden die einzelnen 96-Loch-
Vertiefungen mikroskopiert und mit einer Nikon Digitalkamera (DXM 1200)
fotografiert. Die Auswertung der inhibitorischen bzw. stimulierenden Wirkung der
einzelnen Substanzen auf die Angiogenese erfolgte durch Auszahlung der
Verzweigungspunkte der Zellen untereinander. Hierbei wird jeder von einer Zelle
ausgehende Tubulus als eine Verzweigung gezahlt. Stoldt dieser Tubulus auf eine
andere Zelle, so wird dies ebenfalls als eine Verzweigung gezahlt. Somit erhalt man
fur einen vorhandenen Tubulus zwischen zwei Zellen zwei Verzweigungspunkte. Pro
Behandlung und Versuch wurden jeweils drei 96-Loch-Vertiefungen ausgezahlt und
hieraus der Mittelwert gebildet.

4.2. Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Um eine Degradierung von RNA durch RNasen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten
mit RNA unter Einhaltung bestimmter VorsichtsmaRnahmen durchgeflhrt. Hierzu
gehdrt das Tragen von Handschuhen, die Hitzebehandlung aller verwendeten Gefalle
und das Behandeln von Wasser, welches fur ein Losen der RNA genutzt wurde, mit
DEPC.

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte entweder nach der Methode von
Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987), oder mit Hilfe der
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Reagenzien ,peqGOLD TriFast™“ bzw. ,TRI REAGENT™*. Hierbei wurde die
ursprungliche Methode von Chomczynski und Sacchi weiter entwickelt, so dass hier
gleichzeitig RNA, DNA und Proteine isoliert werden kénnen (Chomczynski, 1993). Die
Isolierung von RNA mit Hilfe der Reagenzien ,peqGOLD TriFast™« bzw. »TRI
REAGENT™* erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Die Isolierung von Gesamt-RNA nach Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and
Sacchi, 1987) wurde wie folgt durchgefuhrt:

Nach der Stimulation (siehe Kapitel 4.1.3.) wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und in 300 yl GIT-Puffer pro Vertiefung einer 6-Lochplatte lysiert. Die Isolierung der
RNA erfolgte durch Zugabe von 30 pl NaAcetat (2 M, pH 4,0), 300 pl saurem-
wassergesattigtem Phenol und 150 pl einer Chloroform/Isoamylalkohol-Losung
(24:1). Die Probe wurde fur 15 sec kraftig geschuttelt und anschlieend fir 15 min auf
Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm fur 15 min wurde die obere
wassrige Phase abgenommen und die RNA durch Zugabe von 700 ul Isopropanol
aus dieser Phase gefallt (1h bei -20°C). Ein Pelletieren der RNA erfolgte durch eine
20-minttige Zentrifugation bei 4°C und 13.000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen
und das RNA Pellet zweimal mit je 1 ml Ethanol (80%) gewaschen, um Reste des
Isopropanols zu entfernen. Das getrocknete RNA Pellet wurde in DEPC-Wasser

aufgenommen und die geloste RNA bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

4.2.2. Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben

Nebivolol-behandelte Mause (siehe Kapitel 4.5.) wurden nach der Behandlung
getotet, Herz und Gehirn wurden entnommen. Das Gewebe wurde sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Isolierung von RNA bei -70°C gelagert.

Das aufgetaute Gewebe wurde zunachst mit einem Skalpell grob zerkleinert. Die
Gewebestlicke wurden anschlieBend in 1 ml GIT-Puffer aufgenommen und in ein 2
ml Reaktionsgefall uberfuhrt. Ein weiterer Gewebeaufschlufy fand mit Hilfe des
.1issue Lyser® der Fa. Qiagen statt. Hierfur wurde in das Reaktionsgefall eine
Stahlkugel zugegeben und das Gewebe im GIT-Puffer bei 30 Hz fir 3 min kraftig
geschuttelt. 300 pl der erhaltenen Losung wurden entnommen. Die Isolation der RNA
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erfolgte nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi,
1987) wie bereits in Kapitel 3.2.1. beschrieben.

4.2.3. Photometrische Bestimmung der RNA Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte durch die Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm im Photometer. Bei dieser
Wellenlange absorbieren doppelstrangige Nukleinsauren. Hierbei entspricht ein OD-
Wert von 1 einer RNA Konzentration von 40 ug/ml (doppelstrangige RNA). In einer
Quarzkuvette wurden 2 pl RNA-Losung in 98 pl DEPC-Wasser bzw. TE-Puffer
verdunnt und die optische Dichte dieser Verdlinnung bestimmt. Die Konzentration der
RNA in der Lésung berechnete sich dann nach folgender Formel:

RNA [pg/ml] = ODg2gp * Verduinnungsfaktor der RNA * 40

Durch das Verhaltnis der optischen Dichte gemessen bei 260 und 280 nm ist eine
Aussage uber die Reinheit der RNA-Losung moglich, da Proteine, insbesondere
aromatische Aminosauren, bei 280 nm absorbieren. Proteinfreie

Nukleinsaurelésungen haben demnach einen OD2go/280 Quotienten von 1,8-2,0.

4.2.4. Quantitative ,real time*“ RT-PCR

Mit Hilfe der quantitativen ,real time“ RT-PCR (qRT-PCR) kdnnen vergleichende
Aussagen Uber die Menge an spezifischer mRNA in einer bestimmten RNA-LOsung
getroffen werden. Zum Vergleich dient ein konstitutiv exprimiertes Haushaltsgens wie
z.B. TBP oder GAPDH.

Wahrend der qRT-PCR wird zunachst im ersten Schritt die mRNA mit Hilfe der
reversen Transkriptase in eine cDNA komplememtar transkribiert. Hierauf folgt eine
PCR-Reaktion mit sequenzspezifischen Primern flr das zu untersuchende Zielgen.
Die mRNA bzw. transkribiete cDNA wird nun durch den Einsatz
fluoreszenzmarkierter Sonden quantifiziert. Diese sequenzspezifischen
Oligonukleotide sind am 5°-Ende mit einem Reporterfluorophor (FAM™) und am 3'-

Ende mit einem nicht fluoreszierenden Quencher (TAMRA) markiert und binden
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gemal der komplementaren Basenpaarung an ihre ,Ziel-DNA". Der Bindungsbereich
der Sonde liegt hierbei innerhalb des Bereiches, der durch die beiden
sequenzspezifischen Primer eingefasst wird. Ist die Sonde intakt, wird auf Grund der
raumlichen Nahe von Fluorophor und Quencher die Fluoreszenzemission verhindert.
Wahrend der Elongationsphase der PCR wird nun durch die 5°-3'-
Exonukelaseaktivitdt der Polymerase die Sonde in Folge der Strangauffillung
abgebaut. Fluorophor und Quencher werden nun radumlich voneinander getrennt, so
dass eine Lichtemission durch den Fluoreszenzfarbstoff entstehen kann. Diese
Lichtemission ist proportional zur gebundenen Sonde bzw. zur Menge an
vorhandener mMRNA/cDNA. Je hoher die Konzentration einer bestimmten
MRNA/cDNA in der Loésung, desto friher akkumuliert das jeweilige PCR-Produkt.
Dementsprechend kann mehr Sonde binden und eine Lichtemission, die einen
bestimmten Schwellenwert GUberschreiten muss, kann zu einem friheren Zyklus in der
PCR detektiert werden.

Die gRT-PCR wurde mit dem ,QuantiTect® Probe RT-PCR Kit* der Fa. Qiagen
durchgefuhrt. Sequenzspezifische Primer und Sonden wurden von der Fa. Applied
Biosystems bezogen (,TagMan® Gene Expression Assay“). Die Konzentration der
Primer in dem 20x Mix betragt 18 uM pro Primer, die der Sonden 5 uM. Ein gRT-PCR

Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

= QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix, 2x 10 pl

= TagMan® Gene Expression Assay, 20x 1 ul

= QuantiTect® RT Mix 0,2 ul

= RNase-freies Wasser 4.8 ul

= RNA, 20 ng/ul 4 ul
Endvolumen 20 pl
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Die Durchfuhrung der ,one-step” qRT-PCR erfolgte im ,iCycler® unter folgenden

Bedingungen:

= Reverse Transkription 50°C, 20 min
= Initiale Aktivierung der HotStarTaq Polymerase, 95°C, 15 min
Inaktivierung der reversen Transkriptasen
(Omniscript™, Sensiscript™)
» PCR-Zyklen (40 Wiederholungen)
Denaturierung 94°C, 15 sec

Annealing/Extension 60°C, 1 min

Mit Hilfe der durch die Software des iCyclers berechneten Cr-Werte (,threshold
cycle*) wurde dann nach der 2 “*2“)-Methode (Livak and Schmittgen, 2001) die
relative Expression berechnet. Der Ct-Wert bezeichnet hierbei den PCR-Zyklus, in
dem die Lichtemission einen bestimmten Wert Ubersteigt und die Amplifikate in die
exponentielle Phase Ubergehen. Die Cr-Werte der zu untersuchenden Gene werden
auf die Cr-Werte der gleichzeitig analysierten Haushaltsgene normiert.

4.3. Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

4.3.1. Isolierung von Gesamtprotein aus Zellen

Nach der Stimulation der Zellen (siehe Kapitel 4.1.3.) wurde das Inkubationsmedium
der Zellen abgesaugt und die Zellen auf Eis mit PBS gewaschen. Wurde nicht sofort
mit der Isolierung des Gesamtproteins fortgefahren, wurden die Zellen in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Die Isolierung von Gesamtprotein
erfolgte durch Lyse der Zellen in RIPA-Puffer. Pro 6cm-Gewebekultur-Petrischale
wurden 150 ul RIPA-Puffer zugegeben und die Zellen auf Eis mit Hilfe eines

Zellschabers abgekratzt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberflhrt. Anschlief3end
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wurden die Zellen fur 15 min bei 4°C geschuttelt, um den Aufschluss der Zellen zu
gewahrleisten. Alle nicht I6slichen Bestandteile der Zelle wurde durch den folgenden
Zentrifugationsschritt (14.000 g, 15 min, 4°C) pelletiert. Das Gesamtprotein befindet
sich nun im Uberstand und wurde in ein neues Reaktionsgefalt (berfiihrt. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe Kapitel 4.3.3.) wurden die Proben bis
zur Western-Blot-Analyse bei -70°C gelagert.

4.3.2. Isolierung der Cytosol- und Membranfraktion aus Zellen

Nach Stimulation der Zellen in einer 14,5cm-Gewebekultur-Petrischale (siehe Kapitel
4.1.3.) wurde das Medium der Zellen abgesaugt, die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen der
Zellen erfolgten alle weiteren Arbeiten auf Eis. Die Zellen wurden in 800 ul Puffer A
mit einem Zellschaber von der Kulturschale geldst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf
uberfuhrt. Mit einem Ultraschallstab wurden die Zellen lysiert (Stufe 4, 2x 15 Pulse)
und anschlieBend 1h bei 4°C und 100.000 g zentrifugiert. Der Uberstand mit dem
enthaltenen Cytosolprotein wurde in ein neues Gefall Uberfihrt und bis zur
Konzentrationsbestimmung bzw. der Western-Blot-Analyse bei -70°C gelagert. Das
verbleibende Pellet wurde erneut in 800 ul Puffer A (inkl. NaCl, 1M) aufgenommen
und resuspendiert. Die Losung wurde bei 4°C und 100.000 g fir 30 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 800 pl Puffer A (inkl. CHAPS, 20 mM)
resuspendiert. Das Lysat wird 30 min bei 4°C geschuttelt und anschlieRend erneut
zentrifugiert (1h, 100.000 g, 4°C). Im Uberstand befinden sich nun die durch das
Detergenz CHAPS gelésten Membranproteine. Dieser wird wiederum in ein neues

Reaktionsgefal® Uberflhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

4.3.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA-Test, der auf dem
Prinzip der Biuret-Reaktion basiert (Smith et al., 1985; Wiechelman et al., 1988).
Hierbei bilden Proteine in alkalischer Losung mit Cu®*-lonen einen Komplex aus.

Nach Reduzierung der Cu®*-lonen zu Cu*-lonen kénnen diese einen violetten
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Farbkomplex mit Bicinchonininsaure (BCA) bilden. Hierbei ist die Farbintensitat direkt
proportional zur Proteinkonzentration. Die Absorption kann dann bei einer
Wellenlange von 595 nm gemessen werden.

In einer klaren 96-Lochplatte wurden 2 pl der Proteinprobe mit 48 uyl Wasser
verdunnt. Anschlielend wurde pro Probe 4 ul CuSO4 und 196 ul der BCA-LOsung
zugegeben. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37°C konnte dann die Extinktion bei
595 nm bestimmt werden. Mit Hilfe einer BSA-Verduinnungsreihe, die zur Erstellung
einer Eichgeraden diente, konnte dann die Proteinkonzentration in ug/pl berechnet

werden.

4.3.4. Proteinkonzentration durch Fallung mit Methanol und Chloroform

Bei sehr niedrig konzentrierten Proteinldsungen wurden die Proteine durch Methanol
und Chloroform gefallt und somit aufkonzentriert (Wessel and Flugge, 1984), da sonst
das Fassungsvermogen der Geltasche bei der Gelelektrophorese uberschritten wird
(siehe Kapitel 4.3.5.). Hierbei werden wassrige Proteinlésungen mit Methanol versetzt
und durch Chloroform ausgefallt. Eine Zugabe von Wasser trennt die Losung in zwei
Phasen auf, wobei sich die Proteine in der Interphase befinden. Im Einzelnen wurde
wie folgt verfahren:

Die gewlnschte Menge Protein (ug) wurde mit Wasser auf 100 pl aufgeftllt und mit
400 ul Methanol, 100 ul Chloroform und 300 ul Wasser versetzt und gemischt. Nach
einer Zentrifugation fur 5 min bei 13.000 rpm und 4°C wurde die obere wassrige
Phase abgenommen und verworfen. Die Proteine in der Interphase wurden
anschlielfend mit 300 pl Methanol versetzt, gemischt und 5min bei 13.000 rpm und
4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet.
Das trockene Pellet wurde in 10 pl Wasser und 10 ul 2x Probenpuffer aufgenommen,
5 min bei 95°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen (siehe Kapitel 4.3.5.) oder bis
zum Auftrag bei -20°C gelagert.
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4.3.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit der eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli (Laemmli, 1970). Hierbei bindet die
Seife SDS Proteine zu einem negativ geladenen SDS-Protein-Komplex. Zusatzlich
denaturiert SDS die Proteine und verhindert die Ausbildung von Tertiar- und
Quartarstrukturen. Somit ist eine Auftrennung der Proteine im Netzwerk des
Acrylamidgels von Kathode zu Anode mdglich, die nur vom Molekulargewicht der
Proteine abhangig ist. Hochmolekulare Proteine werden hierbei in einem
niedrigprozentigen Acrylamidgel aufgetrennt, niedrigmolekulare in einem hoher
prozentigen Gel. Ein niedrigprozentiges Sammelgel, in dem die Proteine raumlich
gesammelt werden, Uberschichtet das Trenngel, in dem dann die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Far die Gelelektrophorese wurde das ,Mini Protean II-System® der Fa. BIO-RAD
genutzt. Trenn- und Sammelgel wurden nacheinander gegossen und setzen sich wie

folgt zusammen (Tab. 2):

Tab. 2: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fur die SDS-Polyacrylamid

Gelelektrophorese

Trenngel 7,5% | Sammelgel 3,9%
H20 3600 pl 3050 pl
Tris-Ultra; 1,5 M; pH 8,8 1875 ul
Tris-Ultra; 0,5 M; pH 6,8 1250 pl
Acrylamidlésung, 30% 1875 pl 650 pl
(Mix 37,5:1)
SDS, 10% 75 pl 50 ul
TEMED 10 10 ul
APS, 10% 100 pl 100 pl

15 ug Protein wurden mit Wasser und 2x Probenpuffer zu einem Volumen von 20 pl
aufgefullt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschliellend auf das Gel aufgetragen bzw.
bis zum Auftrag bei -20°C gelagert. Uberstieg auf Grund einer geringen
Proteinkonzentration das Probenvolumen die maximale Fullmenge der Geltasche von

D77 48



Methoden

20 pl, so wurde die Probe durch eine Methanol/Chloroform-Fallung eingeengt (siehe
Kapitel 4.3.4.). Die Gelelektrophorese erfolgte in 1x Laufpuffer bei 20 mA (konstant)
pro Gel. Ein gleichzeitig auf das Gel aufgetragener Molekulargewichtsmarker diente

zur ldentifizierung der gesuchten Proteinbande.

4.3.6. Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse werden die in der SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennten Proteine auf eine Membran transferiert. Auf dieser
Membran konnen dann durch Zugabe spezifischer Primarantikdrper und Enzym-
gekoppelter Sekundarantikdrper einzelne Proteine aus dem Proteingemisch sichtbar
gemacht werden (Burnette, 1981; Towbin et al., 1979).

Der Transfer der Proteine erfolgte bei 200 mA (konstant) fir 2h oder bei 90 mA
(konstant) uUber Nacht bei 4°C auf eine Nitrocellulosemembran in Elektroblotting
Puffer. Vor dem Aufbau des Blots wurden Membran und Gel 15 min in Elektroblotting
Puffer bei Raumtemperatur aquilibriert. AnschlieRend wurde der Blot wie folgt von der
Anode zur Kathode hin aufgebaut:

Anode (+) Schwammtuch (in Elektroblotting Puffer getrankt)
3 Lagen Whatman Papier (in Elektroblotting Puffer getrankt)
Nitrocellulosemembran
Gel
3 Lagen Whatman Papier (in Elektroblotting Puffer getrankt)
Kathode (-) Schwammtuch (in Elektroblotting Puffer getrankt)

Der gesamte Blot wurde luftblasenfrei in die Blotkammer gestellt, die Kammer mit
Elektroblotting Puffer gefillt und anschlieRend wurden die Proteine im elektrischen
Feld auf die Membran transferiert. Der Erfolg des Transfers wurde durch eine
Farbung des Gels mit Ponceau S-Losung kontrolliert. AnschlieBend wurde die
Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierungspuffer inkubiert, um
freie Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen, und im Anschluss kurz mit TBS-
Waschlésung gewaschen (TBS, 1x; Tween®-20, 0,05%). Die Inkubation der Membran
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mit dem Primarantikorper erfolgte eingeschweil’t in eine Plastiktite Uber Nacht bei
4°C in einem Uberkopf-Schiittler. Am néchsten Tag wurde die Membran 3x fiir je 5
Tween®20, 0,05%) und

dem Enzym-gekoppelten

min in TBS-Waschlésung gewaschen (TBS,
fur 1h bei
Sekundarantikérper unter Schutteln inkubiert. Die Membran wurde erneut gewaschen
(3x 5 min in TBS-Waschlésung (TBS, 1x; Tween®-20, 0,05%)). Die Visualisierung des

Signals erfolgte mit dem ,Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus"

1X;

anschliel3end Raumtemperatur  mit

nach Angaben des Herstellers. Das entstandene Signal wurde auf einem Rdntgenfilm
festgehalten.

Inkubationspuffer fur die Blockierung und die einzelnen primaren und sekundaren
Antikorper sind in Tab. 3 zusammengefasst dargestellt.

Tab. 3: Inkubationspuffer fur die Blockierung und der Primar- und Sekundarantikorper
bei der Western-Blot-Analyse

Antikorper | Blockierungspuffer | Inkubationspuffer fiir | Inkubationspuffer fiir
den primaren den sekundaren
Antikorper Antikorper
B-Tubulin | TBS, 1x TBS, 1x TBS, 1x
BSA, 3% Milchpulver, 5% Milchpulver, 5%
Tween®-20, 0,05% | Tween®-20, 0,05% Tween®-20, 0,05%
PKC & TBS, 1x TBS, 1x TBS, 1x
BSA, 3% BSA, 1% BSA, 1%
Tween®-20, 0,05% | Tween®-20, 0,05% Tween®-20, 0,05%

4.3.7. BDNF-Proteinquantifizierung mittels ELISA

Die Quantifizierung des BDNF-Proteins in Zelluberstanden von PMA-behandelten
HUVEC fand mit dem ,BDNF Ema ImmunoAssay System” der Fa. Promega nach
Angaben des Herstellers statt. Hierbei ist die Konzentration von BDNF direkt
proportional zur Absorption bei 450 nm. Nach Stimulation der Zellen (siehe Kapitel

4.1.3.) wurden die Zelluberstande einer 6-Lochplatte abgenommen, aliquotiert und bis
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zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. In den ELISA wurden 100 pl des

unverdlinnten Zelliberstandes eingesetzt.

4.4. RFL-6-Reporterzell-Assay

Der RFL-6 Reporterzell-Assay dient der Quantifizierung von bioaktivem NO, welches
aus NO produzierenden Zelliberstanden stammt (Forstermann et al., 1990; Ishii et
al., 1991). Hierbei bedient man sich fetaler Rattenlungenfibroblasten (RFL-6) als
Reporterzellen. Diese exprimieren endogen die ldsliche Guanylatcyclase, jedoch
keine NO-Synthase. Die l6sliche Guanylatcyclase kann durch NO stimuliert werden,
welches aus endothelialen Zelliberstanden oder von NO-Donatoren wie SIN-1
stammt. Nach der Stimulation durch NO setzt die 16sliche Guanylatcyclase GTP zu
cGMP um. Hierbei ist die Menge an gebildetem cGMP direkt proportional zu
vorhandenen Menge an NO. Die cGMP-Konzentration kann mittels eines
Radioimmunassays (RIA) bestimmt werden. Hierbei werden die Zelluberstédnde von
RFL-6-Zellen, die das gebildete cGMP enthalten, zusammen mit radioaktiv
markiertem cGMP ('?°l-cGMP) und einem Antikdrper gegen cGMP inkubiert. Das
radioaktiv markierte und das endogene cGMP konkurrieren um die Bindung mit dem
Antikérper. Die cGMP-Antikorper-Komplexe werden anschliellend gefallt und die
Radioaktivitdt der Komplexe in einem y-Szintillationszahler gemessen. Hierbei ist die
gemessene Radioaktivitdt umgekehrt proportional zur vorhandenen Menge an
endogenem cGMP und somit ein direktes Mall fur die Bestimmung der NO-
Konzentration in Endothelzellen.

4.4.1. Transfer

bEnd.3 und RFL-6-Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesat und bis zur Konfluenz
kultiviert. 24h vor Versuchsbeginn wurde das Kulturmedium gegen ein
serumreduziertes Medium (1% FCS) gewechselt, das zusatzlich Sepiapterin (10 uM)
enthielt. Sepiapterin ist eine Vorstufe von BH,4, welcher ein essentieller Kofaktor der
eNOS ist. Die Stimulation der bEnd.3-Zellen fand in 1x Locke’s Losung statt. Vor dem
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Transfer und der Stimulation der Zellen fand eine 30-minutige Vorinkubation der
Zellen bei 37°C in Locke’s LOsung statt, die zusatzlich Arginin (1mM) enthielt, um
eine vollstandige Versorgung der eNOS zu gewahrleisten. Neben Arginin wurde auch
die Superoxiddismutase (SOD, 200 U/ml) zugesetzt, die Superoxid abfangt, welches
gebildetes NO sofort wieder inaktivieren wirde. RFL-6-Zellen wurden ebenso in 1x
Locke’s Losung flr 30 min bei 37°C vorinkubiert, die den Phosphodiesterasehemmer
IBMX (600 pM) enthalt, der einen Abbau von gebildetem c¢GMP durch
Phosphodiesterasen verhindert. Die Stimulation der NO-Produktion von bEnd.3-
Zellen erfolgte flir 3 min bei 37°C in Locke’s Losung (inkl. Arginin und SOD) mit
Nebivolol bzw. DMSO als Kontrolle. Nach exakt 3 min wurde der Uberstand von den
NO-produzierenden  bEnd.3-Zellen auf RFL-6-Zellen transferiert, deren
Vorinkubationslésung zuvor abgesaugt wurde. Die cGMP-Produktion der RFL-6-
Zellen wurde fur 2 min mit dem Zelliberstand der bEnd.3-Zellen stimuliert, der
Uberstand anschlieRend abgesaugt und die Zellen mit 1 ml NaAcetat (50 mM, pH
4.,0) lysiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden bei -80°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert. RFL-6 Zelllysate, die entweder flir 2 min
unstimuliert blieben oder mit dem NO-Donator SIN-1 (100 yM) stimuliert wurden,
dienten der Berechnung der basalen cGMP-Produktion von RFL-6-Zellen bzw. der
Berechnung der maximalen Stimulierbarkeit der 16slichen Guanylatcyclase. Hier fand
kein Transfer von Zelliberstanden statt; die Stimulation der RFL-6-Zellen fand direkt
in 1x Locke’s Losung inklusive IBMX (600 uM) statt.

4.4.2. Radioimmunassay (RIA)

Die bei -80°C gelagerten RFL-6 Zelllysate wurden nach dem Auftauen in 1,5 ml
ReaktionsgefaRe uberfuhrt und 10 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert, um
mogliche Zellfragmente zu pelletieren. 10 pl des klaren Uberstandes wurde dann in
den RIA eingesetzt. Die Probe wurde in NaAcetat-Puffer verdiinnt und mit '?°l-cGMP
und dem anti-cGMP-Antikdrper in einem Szintillations-Réhrchen vermischt. Eine
cGMP-Verdlinnungsreihe diente der Erstellung einer Eichgeraden, mit deren Hilfe

dann die Konzentration von endogenem cGMP berechnet werden konnte. Fur eine

D77 52



Methoden

bessere Ubersicht sind die einzelnen Komponenten des RIA in Tab. 4

zusammengefasst dargestellt.

Tab. 4: Zusammensetzung des Radioimmunassays beim RFL-6-Reporterzell-Assay

Natriumacetat- | Standard Z1.cGMP, Anti-cGMP
Puffer (50 mM, | bzw. RFL-6 10.000 cpm Antikorper,
pH 4,0) Zelllysat 10 uM
Total - - 100 pl -
Leerwert 200 pl + 0,01% - 100 pl -
BSA
Bindungswert 200 pl - 100 pl 100 pl
Standard 150 pl 50 pl 100 pl 100 pl
Probe 190 pl 10 100 pl 100 pl

Die Ausbildung der cGMP-Antikérper-Komplexe fand Uber Nacht bei 4°C statt. Am
nachsten Tag wurden die Prazipitate durch Zugabe von 50 pul y-Globulin-Lésung (1%)
und 2,5 ml eiskaltem Isopropanol pro Probe (mit Ausnahme des Totalwertes) bei 4°C
und 4000 rpm fir 30 min gefallt. Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets
getrocknet und die Radioaktivitdt der trockenen Pellet im y-Szintillationszahler

gemessen.

4.5. In vivo Versuche an C57BL/J6 Mausen

Die Untersuchung der BDNF-mRNA-Expression in vivo fand in mannlichen C57BL/6J
Mausen unter der Leitung von Dr. Huige Li statt. Die Genehmigung erfolgte durch das
Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz (AZ: 177-07/031-25). C57BL/6J Mause
wurden fur 14 Tage mit Nebivolol-haltigem Futter (30 mg/kg/Tag) gefuttert. Nach der
Behandlung wurden die Mause getdtet. Herz und Gehirn wurden entnommen und
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Isolierung von Gesamt-RNA

(siehe 4.2.2.) wurden die entnommenen Organe bei -80°C gelagert.
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4.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels faktorieller ANOVA (,analysis of
variance®), gefolgt von Fisher’'s PLSD-Test (,protected least significant difference-
test”) und wurde mit dem Computer-Programm StatView (ABACUS) durchgeflhrt.

P<0,05 wurde als signifikant betrachtet.
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5. Ergebnisse

5.1. Der Einfluss von BDNF auf die Angiogenese in HUVEC

5.1.1. BDNF stimuliert die Angiogenese in HUVEC

Um den Einfluss von BDNF auf die Tubulusbildung in HUVEC zu untersuchen,
wurden konfluente HUVEC von ihrer Kulturschale abgeldst und in einer Zelldichte von
1x10* Zellen pro Vertiefung einer 96-Lochplatte ausgesat, die zuvor mit ,Matrigel™"
beschichtet wurde. Die Konzentration von BDNF im Medium betrug 50 ng/ml.
Medium, welches mit dem Lo&sungsmittel von BDNF (PBS; 0,1% BSA) versetzt
wurde, diente als Kontrolle. Die Tubulusausbildung der Zellen erfolgte fir 18h bei
37°C. Nach 18h wurden die einzelnen Vertiefungen der 96-Lochplatte photographiert
und ausgewertet (siehe Kapitel 4.1.4.). Abb. 5a zeigt exemplarisch die
Tubulusbildung von BDNF-behandelten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Eine
vermehrte Ausbildung von Verzweigungspunkten und Vernetzungen der Zellen
untereinander kann in BDNF-behandelten Zellen beobachtet werden. Die quantitative
Auswertung der Anzahl an Verzweigungspunkten ist in Abb. 5b dargestellt. Im
Vergleich zu Kontrollzellen zeigen BDNF-behandelte Zellen einen Anstieg im

Vernetzungsgrad auf 156+12%.
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Abb. 5a: BDNF stimuliert die Angiogenese in HUVEC.

BDNF 50 ng/ml

Die Untersuchung der Tubulusausbildung von HUVEC erfolgte mit Hilfe des ,Matrigel™ Angiogenese
Assays” fur 18h in An- oder Abwesenheit von BDNF (50ng/ml) bei 37°C. Abb. 5a zeigt reprasentativ

zwei Fotografien Kontroll- bzw. BDNF-behandelter Zellen.
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Abb. 5b: BDNF stimuliert die Angiogenese in HUVEC - Quantitative Auswertung.
Quantitative Auswertung der Tubulusbildung von HUVEC im ,Matrigel™ Angiogenese Assay“. 1x10*

Zellen wurden pro Vertiefung einer 96-Lochplatte ausgesat, die zuvor mit ,,MatrigeITM“ beschichtet
wurde. Die Tubulusausbildung fand fir 18h bei 37°C in An- oder Abwesenheit von BDNF (50 ng/ml)

statt. Die Anzahl an Verzweigungspunkten von Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Die quantitative

Auswertung zeigt den MW + SEM von n=12 (** P<0,01).
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5.1.2. Der stimulierende Einfluss von BDNF auf die Angiogenese in HUVEC wird
durch die Inhibition des Rezeptors TrkB aufgehoben

Nachdem eine stimulierende Wirkung von BDNF auf die Tubulusbildung von HUVEC
festgestellt werden konnte (siehe Kapitel 5.1.1.), sollte im nachsten Schritt der
Rezeptor ermittelt werden, der den Einfluss von BDNF auf die Angiogenese in
HUVEC vermittelt. Fur die Blockierung der Rezeptoren wurde zum einen K-252a (100
nM) eingesetzt, ein Inhibitor der Tyrosin-Kinaseaktivitat des TrkB-Rezeptors, sowie
TAT-Pep5 (1 uM), ein Inhibitor des p75""R-vermittelten Signalweges. Vor der Zugabe
von BDNF wurden die Zellen in Zellsuspension mit den jeweiligen Inhibitoren fir 15

min bei 37°C inkubiert. Die Durchfiihrung des ,Matrigel™

Angiogenese Assays”
erfolgte wie in Kapitel 4.1.1. beschrieben, in An- bzw. Abwesenheit der Inhibitoren.
Abb. 6 zeigt die quantitative Auswertung der Anzahl an Verzweigungspunkten der
unterschiedlichen Behandlungen in %. Im Vergleich zu Kontrollzellen ist durch eine
Behandlung der Zellen mit BDNF (50 ng/ml) ein signifikanter Anstieg der
Tubulusbildung zu beobachten (140£1%). Die stimulierende Wirkung von BDNF auf
die Angiogenese wird durch die Inhibition des TrkB-Rezeptors aufgehoben. Im
Vergleich zur Anzahl an Verzweigungspunkten von Zellen, die nur mit dem Inhibitor
des TrkB-Rezeptors behandelt wurden (100%), zeigt die zusatzliche Gabe von BDNF
keinen weiteren signifikanten Anstieg mehr (9322%). Wurde der p75"'™® vermittelte
Signalweg durch eine Behandlung der Zellen mit TAT-Pep5 unterbunden (Anzahl an
Verzweigungspunkten = 100%), so ist nur noch ein leichter Anstieg in der Anzahl an
Verzweigungspunkten durch eine Behandlung mit BDNF zu erkennen (119+10%).
Die Stimulation der Tubulusbildung durch BDNF unter Inhibiton des p75"'"
vermittelten Signalweges ist allerdings im Vergleich zur stimulierenden Wirkung von

BDNF ohne Inhibition des Neurotrophinrezeptors signifikant reduziert.
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Abb. 6: Der stimulierende Einfluss von BDNF auf die Angiogenese in HUVEC wird durch die
Inhibition des Rezeptors TrkB aufgehoben.

Quantitative Auswertung der Tubulusbildung von HUVEC im ,,MatrigeIT'\’I Angiogenese Assay”. 1x10*
Zellen wurden pro Vertiefung einer 96-Lochplatte ausgesat, die zuvor mit ,,MatrigeITM“ beschichtet
wurde. Die Tubulusausbildung fand fiir 18h bei 37°C in An- oder Abwesenheit von BDNF (50 ng/ml), K-
252a (100 nM) oder TAT-Pep5 (1 uM) statt. Die Inhibitoren wurden vor der Zugabe von BDNF fiir 15
min bei 37°C in Zellsuspension vorinkubiert. Die Anzahl an Verzweigungspunkten von Kontrollzellen
bzw. von Zellen, die nur mit den jeweiligen Inhibitoren behandelt wurden, wurde auf 100% gesetzt. Die
quantitative Auswertung zeigt den MW * SEM von n=6 (*,# P<0,05; *** P<0,001; n.s. = nicht
signifikant).
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5.2. TNF-a reduziert die BDNF-Expression in peripheren
Endothelzellen

5.2.1. TNF-a reduziert konzentrations- und zeitabhangig die BDNF-mRNA-
Expression in EA.hy 926-Zellen und HUVEC

Um den Einfluss von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression zu analysieren, wurden
EA.hy 926-Zellen bzw. HUVEC fur 6h mit TNF-a (0,1, 1 oder 10 ng/ml) behandelt.
Um zusatzlich eine Zeitabhangigkeit der Wirkung von TNF-a auf die BDNF-mRNA-
Expression zu ermitteln, wurden EA.hy 926-Zellen fur 1, 3, 6, 12 oder 24h mit 1 ng/ml
TNF-a inkubiert. Anschlieliend wurde Gesamt-RNA isoliert (siehe Kapitel 4.2.1.) und
die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt (siehe Kapitel 4.2.4.). TNF-a
reduzierte die BDNF-mRNA-Expression signifikant und konzentrationsabhangig auf
maximal 57+3% in EA.hy 926-Zellen (Abb. 7) und 42+3% in HUVEC (Abb. 8) im
Vergleich zu Kontrollzellen. Gleichzeitig erfolgte die reduzierende Wirkung von TNF-a
auf die BDNF-mRNA-Expression zeitabhangig. Nach dreistiindiger Inkubation konnte
in EA.hy 926-Zellen eine Reduktion der BDNF-Expression durch TNF-o auf 62+4%
gezeigt werden, die auch nach 6-, 12- bzw. 24-stindiger TNF-a-Behandlung konstant
zu beobachten war (Abb. 9, 6h 5414%, 12h 52+4%, 24h 6216%).
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Abb. 7: TNF-a reduziert konzentrationsabhangig die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-
Zellen.

EA.hy 926-Zellen wurden fur 6h mit TNF-a (0,1, 1 oder 10 ng/ml) behandelt, Gesamt-RNA wurde
isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-
Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW + SEM
von n=6-9 (* P<0,05; *** P<0,001).
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Abb. 8: TNF-a reduziert konzentrationsabhéngig die BDNF-mRNA-Expression in HUVEC.
HUVEC wurden fir 6h mit TNF-a (0,1, 1 oder 10 ng/ml) behandelt, Gesamt-RNA wurde isoliert und die
relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression der
Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW + SEM von n=3 (***
P<0,001).
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Abb. 9: TNF-a reduziert zeitabhangig die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-Zellen.

EA.hy 926-Zellen wurden fir 1, 3, 6, 12 oder 24h mit TNF-a (1 ng/ml) behandelt, Gesamt-RNA wurde
isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-
Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Sdulen zeigen den MW + SEM
von n=3 (** P<0,01; *** P<0,001).
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5.2.2. Die reduzierende Wirkung von TNF-o auf die BDNF-mRNA-Expression
wird durch den TNFR1-Antagonisten WP9QY aufgehoben

Nachdem eine reduzierende Wirkung von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression
beobachtet werden konnte (siehe Kapitel 5.2.1.), sollte in EA.hy 926-Zellen im
nachsten Schritt analysiert werden, ob der Einfluss von TNF-a Uber den TNFR1 (p55)
oder TNF-a. Rezeptor 2 (TNFR2/p"N™®) vermittelt wird. Hierfir wurde der TNFR1-
Antagonist WP9QY sowie ein Inhibitor des TNFR2/p"N"R-vermittelten Signalweges
(TAT-Pep5) eingesetzt. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Inhibitoren fur 30 min
bei 37°C vorinkubiert. Danach folgte die Zugabe von TNF-a inklusive der Inhibitoren
fur weitere 6h. Nach der Stimulation wurde Gesamt-RNA isoliert und die mRNA-
Expression mittels qRT-PCR analysiert. Die Ergebnisse der gRT-PCR sind in Abb. 10
dargestellt. TNF-a reduziert deutlich die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-
Zellen auf 57+6% im Vergleich zu Kontrollzellen. Auch in TAT-Pep5-behandelten
Zellen konnte eine signifikante Reduktion der BDNF-mRNA-Expression durch TNF-a
auf 75£11% (100 nM) bzw. 60+4% (1 uM) beobachtet werden. In WP9QY-behandelte
Zellen hingegen konnte keine Veranderung der BDNF-mRNA-Expression durch TNF-
a festgestellt werden (102+4%). Die alleinige Zugabe der Inhibitoren veranderte die
BDNF-mRNA-Expression nicht (WP9QY 95+8%, TAT-Pep5 100 nM 111£9%, TAT-
Pep5 1 uM 108+6%).
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Abb. 10: Die reduzierende Wirkung von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression wird durch den
TNFR1-Antagonisten WP9QY aufgehoben.

EA.hy 926-Zellen wurden fur 30 min mit den Inhibitoren WPOQY (20 pM) bzw. TAT-Pep5 (100 nM oder
1 uM) behandelt. Danach folgte die Zugabe von TNF-a (1 ng/ml) inklusive der Inhibitoren fir weitere
6h. Gesamt-RNA wurde isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die
relative BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen
zeigen den MW + SEM von n=3-9 (** P<0,01; *** P<0,001).
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5.2.3. TNF-a hat keine Wirkung auf die BDNF-mRNA-Stabilitat

Nachdem ein deutlich reduzierender Einfluss von TNF-a auf die BDNF-mRNA-
Expression beobachtet werden konnte (siehe Kapitel 5.2.1.), sollte nun im nachsten
Schritt der Mechanismus der Wirkung von TNF-a. auf die BDNF-Expression naher
untersucht werden. Hierfur wurde zunachst der Einfluss von TNF-a auf die BDNF-
mRNA-Stabilitat analysiert.

EA.hy 926-Zellen wurden fur 6h mit TNF-a (1ng/ml) behandelt. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrollen. Nach 6h wurde die Transkription durch Zugabe des
Transkriptions-Inhibitors DRB unterbunden. Gesamt-RNA wurde nach 0, 1, 2 oder 4h
DRB-Behandlung sowohl von TNF-a-behandelten Zellen als auch Kontrollzellen
isoliert. Der Einfluss von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Stabilitdt ist in Abb. 11
dargestellt. Die BDNF-mRNA-Expression von Kontrollzellen als auch von TNF-a-
behandelten Zellen, die nicht mit DRB behandelt wurden (0h), wurde auf 100%
gesetzt. In Kontrollzellen ist durch die Inhibition der Transkription eine Abnahme der
BDNF-mRNA auf 36+5% nach 4h zu beobachten. Die Halbwertszeit der BDNF-
MRNA betragt ca. 3h. In TNF-a-behandelten Zellen weicht die BDNF-mRNA-
Expression von den Werten der Kontrollzellen nicht signifikant ab. Auch hier betragt
die Halbwertszeit der BDNF-mRNA ca. 3h.
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Abb. 11: TNF-a hat keine Wirkung auf die BDNF-mRNA-Stabilitat.

EA.hy 926-Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von TNF-a (1 ng/ml) fir 6h behandelt. Nach der 6-
stiindigen Behandlung wurde die Transkription mit dem Transkriptions-Inhibitor DRB (60 uM)
unterbunden. Gesamt-RNA wurde nach 0, 1, 2 oder 4h DRB-Behandlung von Kontrollzellen und TNF-
o-behandelten Zellen isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR analysiert. Die
relative BDNF-mRNA-Expression von Kontrollzellen bzw. TNF-a-behandelten Zellen, die nicht mit DRB
behandelt wurden (0h), wurde auf 100% gesetzt. Dargestellt ist der MW £ SEM von n=3.
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5.2.4. Durch die Inhibition der Transkription durch DRB wird der reduzierende
Einfluss von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression aufgehoben

Nachdem gezeigt werden konnte, dass TNF-a keine Wirkung auf die mRNA-Stabilitat
von BDNF hat (siehe Kapitel 5.2.3.), sollte nun im nachsten Schritt untersucht
werden, ob TNF-ao BDNF auf dem Niveau der Transkription reguliert. Hierfir wurde
die Transkription von EA.hy 926-Zellen durch Zugabe des Transkriptions-Inhibitors
DRB zunachst far 30 min vorinhibiert. Danach folgte eine weitere 6-stindige
Inkubation der Zellen mit DRB in An- oder Abwesenheit von TNF-a. Kontroll- bzw.
TNF-a-behandelte Zellen, deren Transkription nicht mit DRB unterbunden wurde,
dienten als Vergleich. Die BDNF-mRNA-Expression von Zellen, die nicht mit TNF-a
und nicht mit DRB behandelt wurden, wurde auf 100% gesetzt und die relative BDNF-
Expression der anderen Behandlungen mit ihr verglichen (siehe Abb. 12). Erneut ist
eine signifikante Reduktion der BDNF-mRNA-Expression durch TNF-a auf 73+5% in
DRB-unbehandelten Zellen zu erkennen. Vergleicht man nun die BDNF-Expression
DRB-behandelter Zellen, so sind keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen
Kontrollzellen (43+6%) und TNF-a-behandelten Zellen (32+5%) zu erkennen. Durch
die Inhibition der Transkription konnte der reduzierende Einfluss von TNF-a auf die

BDNF-Expression aufgehoben werden.
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Abb. 12: Durch die Inhibition der Transkription durch DRB wird der reduzierende Einfluss von
TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression aufgehoben.

Die Transkription von EA.hy 926-Zellen wurde durch Zugabe des Transkriptions-Inhibitors DRB (60
MM) zunachst fur 30 min vorinhibiert. Es folgte eine weitere 6-stindige DRB-Behandlung der Zellen in
An- oder Abwesenheit von TNF-a (1 ng/ml). Kontroll- bzw. TNF-a-behandelte Zellen, die nicht mit DRB
inkubiert wurde, dienten als Vergleich. Gesamt-RNA wurde isoliert und die relative BDNF-Expression
mittels qRT-PCR analysiert. Die relative BDNF-mRNA-Expression von Zellen, die nicht mit TNF-a und
nicht mit DRB behandelt wurden, wurde auf 100% gesetzt. Dargestellt ist der MW + SEM von n=3 (**
P<0,01; n.s. = nicht signifikant).
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5.2.5. TNF-a reduziert konzentrationsabhangig die Angiogenese in HUVEC
Abb. 13 zeigt den Einfluss von TNF-a auf die Tubulusbildung von HUVEC. Hierfur

I™« beschichteten 96-Lochplatte

wurden 1x10* Zellen pro Vertiefung einer ,Matrige
ausgesat und fur 18h bei 37°C mit BDNF (50 ng/ml) oder TNF-a (1 oder 10 ng/ml)
behandelt. Abb. 13a zeigt exemplarisch die Tubulusbildung von BDNF- bzw. TNF-a-
behandelten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen im ,Matrigel™ Angiogense Assay".
In BDNF-behandelten Zellen ist ein signifikanter Anstieg der Tubulusbildung auf
156£12% im Vergleich zu Kontrollzellen zu erkennen (Abb. 13b). In TNF-a-
behandelten Zellen hingegen ist eine konzentrationsabhangige und signifikante
Reduktion der Angiogenese auf 53+7% bei 1 ng/ml TNF-o bzw. 30£6% bei 10 ng/ml

TNF-o. zu beobachten.
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Kontrolle BDNF 50 ng/ml TNF-a 10 ng/ml
(PBS; 0,1%BSA)

Abb. 13a: TNF-a reduziert die Angiogenese in HUVEC.

Die Untersuchung der Tubulusausbildung von HUVEC erfolgte mit Hilfe des ,,MatrigeIT'\’I Angiogenese
Assays* fur 18h in An- oder Abwesenheit von BDNF (50ng/ml) oder TNF-a (1 oder 10 ng/ml) bei 37°C.
Abb. 13a zeigt reprasentativ Fotografien Kontroll-, BDNF- oder TNF-o-behandelter Zellen.
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Abb. 13b: TNF-a reduziert konzentrationsabhéngig die Angiogenese in HUVEC.
Quantitative Auswertung der Tubulusbildung von HUVEC im ,,MatrigeIT'\’I Angiogenese Assay“. 1x10*

Zellen wurden pro Vertiefung einer 96-Lochplatte ausgesat, die zuvor mit ,,MatrigeITM“

beschichtet
wurde. Die Tubulusausbildung fand fiir 18h bei 37°C in An- oder Abwesenheit von BDNF (50 ng/ml)
oder TNF-a (1 oder 10 ng/ml) statt. Die Anzahl an Verzweigungspunkten von Kontrollzellen wurde auf

100% gesetzt. Die quantitative Auswertung zeigt den MW + SEM von n=12-15 (* P<0,05; *** P<0,001).
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5.3. PKC-Aktivierung reduziert die BDNF-Expression in peripheren
Endothelzellen

5.3.1. PKC-Aktivatoren reduzieren die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-
Zellen und HUVEC konzentrations- und zeitabhangig

Um den Einfluss einer PKC-Aktivierung auf die BDNF-mRNA-Expression zu
untersuchen, wurden EA.hy 926-Zellen fur 6h mit den PKC-Aktivatoren PMA bzw.
PDBu behandelt. Die Inkubation der Zellen mit dem inaktiven Phorbolester 4aPDD
diente als Negativkontrolle. AnschlieRend wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative
BDNF-mRNA-Expression mittels qRT-PCR analysiert. In Abb. 14 ist eine signifikante
Reduktion der BDNF-mRNA-Expression durch PMA auf 27+1% im Vergleich zu
Kontrollzellen zu erkennen. Auch PDBu reduzierte die BDNF-Expression auf 41+9%.
Bei der Behandlung der Zellen mit dem inaktiven Phorbolester 4aPDD hingegen
wurde die BDNF-mRNA-Expression nicht reduziert (147£11%). In Abb. 15 ist die
Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an PMA dargestellt.
Nach 6-stundiger Inkubation mit PMA wurde die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy
926-Zellen konzentrationsabhangig auf 7246% (PMA 1 nM), 22+2% (PMA 10 nM)
und 28+3% (PMA 100 nM) signifikant reduziert.

Die Regulation der BDNF-Expression durch PKC-Aktivierung wurde nicht nur in
EA.hy 926-Zellen untersucht, sondern auch in HUVEC. Hierfur wurden konfluente
HUVEC fir 6, 24 oder 48h mit PMA behandelt und anschlieRend die relative BDNF-
Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 16
zusammenfassend dargestellt. Im Vergleich zu Kontrollzellen fand eine
Herunterregulation der BDNF-mRNA-Expression durch PMA statt, die bereits nach 6-
stundiger PMA-Behandlung maximal war (3t0%). Nach 24- bzw. 48-stundiger
Behandlung der Zellen mit PMA wurde die BDNF-Expression auf 10£7% (24h) bzw.
194£7% (48h) reduziert.
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Abb. 14: PKC-Aktivatoren reduzieren die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-Zellen.

EA.hy 926-Zellen wurden fir 6h mit den PKC-Aktivatoren PMA (100 nM) oder PDBu (100 nM) bzw.
dem inaktiven Phorbolester 4aPDD (100 nM) behandelt. Gesamt-RNA wurde isoliert und die relative
BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen
wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW £ SEM von n=3 (** P<0,01; *** P<0,001).
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Abb. 15: PMA reduziert die BDNF-mRNA-Expression konzentrationsabhingig in EA.hy 926-
Zellen.

EA.hy 926-Zellen wurden fur 6h mit verschiedenen Konzentrationen an PMA (1, 10 oder 100 nM)
behandelt. AnschlieBend wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative BDNF-Expression mittels gRT-
PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt.
Dargestellte Saulen zeigen den MW + der SEM von n=3 (** P<0,01; *** P<0,001).
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Abb. 16: PMA reduziert zeitabhdngig die BDNF-mRNA-Expression in HUVEC.

HUVEC wurden fir 6, 24 oder 48h mit PMA (10 nM) bzw. DMSO (0,1%) behandelt. Anschlieend
wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative
BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den
MW + SEM von n=3-6 (*** P<0,001).
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5.3.2. PMA vermindert die mRNA-Stabilitat von BDNF in EA.hy 926-Zellen nicht

Nachdem beobachtet werden konnte, dass die BDNF-mRNA-Expression durch eine
Aktivierung der PKC reduziert werden kann (siehe Kapitel 5.3.1.), sollte nun im
nachsten Schritt untersucht werden, ob dies mdglicherweise Uber eine veranderte
MRNA-Stabilitat reguliert wird. Hierfur wurden EA.hy 926-Zellen fur 6h mit PMA (10
nM) bzw. DMSO (0,1%, Kontrolle) behandelt. Nach der 6-stliindigen Inkubation wurde
die Transkription in Kontroll- bzw. PMA-behandelten Zellen durch die Zugabe des
Transkriptions-Inhibitors Actinomycin D (5 pg/ml) unterbunden. Gesamt-RNA wurde
nach 1 oder 4h Actinomycin D-Behandlung isoliert. Die relative BDNF-Expression
wurde mittels qRT-PCR bestimmt. Die Expression von Kontrollzellen und PMA-
behandelten Zellen, denen nach der 6-stindigen Inkubation kein Actinomycin D
zugesetzt wurde (Oh), wurde auf je 100% gesetzt und diente als Vergleich. Der
Einfluss von PMA auf die BDNF-mRNA-Stabilitat ist in Abb. 17 dargestellt. Durch die
Zugabe von Actinomycin D wurde die BDNF-Expression in Kontrollzellen auf 43+3%
nach 1h bzw. 7+1% nach 4h reduziert. Die Halbwertszeit fir die BDNF-mRNA liegt
demnach hier bei ca. 1h. Die BDNF-Expression in PMA-behandelten Zellen wird
durch Actinomycin D-Zugabe ebenfalls auf 71+4% (1h) und 11£0% (4h) herunter
reguliert. Eine signifikante Abweichung ist somit zwischen PMA- und Kontroll-
behandelten Zellen nach 1-stindiger Inhibition der Transkription durch Actinomycin D
zu beobachten. Insgesamt kann allerdings beobachtet werden, dass die mRNA-
Stabilitdt von BDNF durch eine Behandlung mit PMA im Vergleich zu Kontrollzellen

nicht vermindert wird.
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Abb. 17: PMA vermindert die mRNA-Stabilitat von BDNF in EA.hy 926-Zellen nicht.

EA.hy 926-Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von PMA (10 nM) fir 6h behandelt. Nach der 6-
stiindigen Behandlung wurde die Transkription mit dem Transkriptions-Inhibitor Actinomycin D (5
pg/ml) unterbunden. Gesamt-RNA wurde nach 1 oder 4h Actinomycin D-Behandlung von
Kontrollzellen und PMA-behandelten Zellen isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR
analysiert. Die relative BDNF-mRNA-Expression von Kontrollzellen bzw. PMA-behandelten Zellen, die
nicht mit Actinomycin D behandelt wurden (Oh), wurde auf 100% gesetzt. Dargestellt ist der MW + der
SEM von n=3 (*** P<0,001).
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5.3.3. Der reduzierende Einfluss einer PKC-Aktivierung auf die BDNF-mRNA-
Expression wird durch die Inhibition der Transkription aufgehoben

Da die mRNA-Stabilitat von BDNF durch PMA nicht vermindert wird (siehe Kapitel
5.3.2.), sollte nun eine mogliche transkriptionelle Regulation der BDNF-Expression
durch PKC-Aktivierung untersucht werden. Hierfur wurden EA.hy 926-Zellen flr 6h
mit PMA (10 nM) bzw. DMSO (0,1%, Kontrolle) behandelt. In einigen Zellen erfolgte
gleichzeitig eine Inhibition der Transkription durch Zugabe von Actinomycin D (5
pg/ml). Hierbei wurden die Zellen bereits vor der Behandlung mit PMA bzw. DMSO
mit dem Inhibitor fir 30 min bei 37°C vorinkubiert. Nach der Isolierung von Gesamt-
RNA wurde die relative BDNF-Expression durch qRT-PCR ermittelt, die in Abb. 18
zusammengefasst dargestellt ist. In Actinomycin D-unbehandelten Zellen kann
wiederum eine signifikante Herunterregulation der BDNF-Expression durch PMA auf
21+1% beobachtet werden. Wird allerdings die Transkription durch Zugabe des
Transkriptions-Inhibitors gestoppt, so wird der reduzierende Einfluss von PMA
aufgehoben. So sind bei der Actinomycin D-Behandlung keine signifikanten
Unterschiede mehr zwischen Kontrollzellen und PMA-behandelten Zellen zu
erkennen (Kontrolle 20+6%, PMA 33+3%). Die Reduzierung der BDNF-mRNA-
Expression durch PKC-Aktivierung konnte durch die Inhibition der Transkription

vollstandig aufgehoben werden.
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Abb. 18: Der reduzierende Einfluss von PMA auf die BDNF-mRNA-Expression wird durch die
Inhibition der Transkription mit Actinomycin D aufgehoben.

Die Transkription von EA.hy 926-Zellen wurde durch Zugabe von Actinomycin D (5 pg/ml) zunachst fiir
30 min vorinhibiert. Es folgte eine weitere 6-stlindige Actinomycin D-Behandlung der Zellen in An- oder
Abwesenheit von PMA (10 nM). Kontroll- bzw. PMA-behandelte Zellen, die nicht mit Actinomycin D
inkubiert wurden, dienten als Vergleich. Gesamt-RNA wurde isoliert und die relative BDNF-Expression
mittels gRT-PCR analysiert. Die relative BDNF-mRNA-Expression von Zellen, die nicht mit PMA und
nicht mit Actinomycin D behandelt wurden, wurde auf 100% gesetzt. Dargestellt ist der MW £ SEM von
n=6 (*** P<0,001; n.s. = nicht signifikant).
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5.3.4. Der Einfluss von PMA auf die PKC-Isoform & in EA.hy 926-Zellen

Die Abb. 14-16 zeigen deutlich, dass PMA die BDNF-mRNA-Expression herunter
reguliert. Im Weiteren sollte aus diesem Grund untersucht werden, welche PKC-
Isoform die Wirkung von PMA auf die BDNF-Expression vermittelt. Von der PKC
existieren insgesamt 10 verschiedene Isoformen, die in 3 Klassen unterteilt werden
(Mellor and Parker, 1998; Nishizuka, 1995; Toker, 1998). Zur Gruppe der
konventionellen PKC-Isoformen (cPKCs) gehdren die Isoformen o, Bl, Bll und v. 4, &,
n und 6 werden in die Gruppe der neuen PKC-Isoformen (nPKCs) eingeteilt, £ und A
in die der atypischen (aPKCs). Die Isoformen p und v sollen eine neue vierte Klasse
von PKC-Isoformen darstellen. In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass PMA die PKC-Isoformen o und ¢ in EA.hy 926-Zellen aktiviert (Li et al.,
1998). Auch konnte eine Aktivierung der Isoform & durch PMA in HUVEC beobachtet
werden (Xu et al., unpublizierte Daten). Abb. 19a und 19b zeigen den Einfluss von
PMA auf die PKC-Isoform & in EA.hy 926-Zellen. EA.hy 926-Zellen wurden fir 0, 1, 6
oder 48h mit PMA (10 nM) behandelt. Nach der Stimulation wurde Gesamtprotein
(siehe Kapitel 4.3.1.) bzw. Proteine der Zytosol- und Membranfraktion (siehe Kapitel
4.3.2.) isoliert. Die Protein-Expression der PKC-Isoform & wurde anschlie3end mittels
der Western-Blot-Analyse untersucht (siehe Kapitel 4.3.6.). Die zeitgleiche Analyse
des konstitutiv exprimierten Proteins B-Tubulin diente der Normierung. In Abb. 19b
wird deutlich, dass eine Behandlung der Zellen mit PMA zu einer Translokation der
PKC-Isoform & aus dem Zytosol in die Membran der Zelle fuhrt. Die Expression von
B-Tubulin wird durch PMA zu keinem Zeitpunkt verandert. Nach 48-stindiger PMA-
Behandlung von EA.hy 926-Zellen ist eine deutliche Abnahme der PKC &-Expression
im Gesamtproteinextrakt im Vergleich zu Kontroll-behandelten Zellen zu erkennen

(Abb. 19a). Auch hier wird die Expression von B-Tubulin nicht verandert.
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Abb. 19: Der Einfluss von PMA auf die PKC-Isoform & in EA.hy 926-Zellen.
EA.hy 926-Zellen wurden fir 0, 1, 6 oder 48h mit PMA (10 nM) behandelt. Nach der Stimulation
wurden Gesamtprotein (Abb. 19a) bzw. Proteine der Zytosol- und Membranfraktion (Abb. 19b) isoliert.

Die Protein-Expression der PKC-Isoform & bzw. von B-Tubulin wurde in 15 pg aufgetragenem Protein

mit Hilfe spezifischer Antikdrper gegen die PKC-Isoform & oder B-Tubulin in der Western-Blot-Analyse

untersucht. Dargestellte Western-Blots zeigen reprasentativ die Ergebnisse zweier unabhangiger

Experimente mit &hnlichen Ergebnissen.
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5.3.5. Die PKC-Inhibitoren Rottlerin und G6 6983 heben den reduzierenden
Einfluss von PMA auf die BDNF-mRNA-Expression auf

Nachdem nun bekannt war, dass PMA die PKC-Isoformen a, 8, und ¢ in EA.hy 926-
5.3.4. und 6.3.2.),
verschiedener PKC-Inhibitoren die Isoform identifiziert werden, die den Einfluss von
PMA auf die BDNF-Expression vermittelt. Hierfir wurden EA.hy 926-Zellen in An-
oder Abwesenheit von PMA (10 nM) fur 6h inkubiert. Die Inhibition der verschiedenen
PKC-Isoformen erfolgte durch Zugabe der Inhibitoren Gé 6976 (1 uM), G6 6983 (1
MM) bzw. Rottlerin (30 uM), die bereits 30 min vor der Zugabe von PMA bzw. DMSO

(0,1%, Kontrolle) auf die Zellen gegeben wurden. Tab. 5 zeigt zusammenfassend das

Zellen aktiviert (siehe Kapitel sollte durch den Einsatz

Wirkspektrum der unterschiedlichen Inhibitoren fir die PKC-Isoformen o, & und e,
angegeben als ICsp-Wert in yM. Nach der Stimulation wurde Gesamt-RNA der Zellen
isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die BDNF-
MRNA-Expression von PMA-unbehandelten Zellen als auch von Zellen, die nur mit
den Inhibitoren behandelt wurden, wurde auf je 100% gesetzt. Zu erkennen ist
wiederum, dass PMA die BDNF-Expression signifikant auf 39+5% reduziert (Abb. 20).
Auch unter dem Einfluss von Go6 6976, einem Inhibitor der PKC-Isoform o, bleibt die
signifikante Reduktion durch PMA-Behandlung bestehen (45+3%). G6 6983 sowie
Rottlerin, Inhibitoren der PKC-Isoformen o und 5, heben die Wirkung von PMA
allerdings vollstandig auf. Eine Behandlung der Zellen mit PMA beeinflusst hier die
BDNF-Expression nicht mehr (107£6% Go6 6983 + PMA, 117+15% Rottlerin + PMA).

Tab. 5: Eingesetzte PKC-Inhibitoren mit ihrem Wirkspektrum fir die PKC-

Isoformen o, 6 und ¢

PKC-Isoform | G6 6976 | G6 6983 | Rottlerin
PKC o 0,002 0,007 30-42
PKC & - 0,01 3e | M)
PKC ¢ - - 80-100
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Abb. 20: Die PKC-Inhibitoren Rottlerin und G6 6983 heben den reduzierenden Einfluss von PMA
auf die BDNF-mRNA-Expression auf.

EA.hy 926-Zellen wurden fir 30 min mit den Inhibitoren G6 6976 (1 uM), G6 6983 (1 uM) bzw.
Rottlerin (30 uM) vorbehandelt. Danach folgte die Zugabe von PMA (10 nM) inklusive der Inhibitoren
fur weitere 6h. Gesamt-RNA wurde isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR
ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression PMA-unbehandelter Zellen als auch von Zellen, die nur
mit den Inhibitoren behandelt wurden, wurde auf je 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW
+ SEM von n=6-9 (*** P<0,001).
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5.3.6. Der reduzierende Einfluss von TNF-o auf die BDNF-mRNA-Expression
wird durch den PKC-Inhibitor G6 6983 nicht aufgehoben

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass TNF-o die BDNF-
MRNA-Expression reduziert (siehe Kapitel 5.2.1.). Weiterhin ist von TNF-a
beschrieben worden, dass es die PKC in Endothelzellen aktivieren kann (Frey et al.,
2002). Da die BDNF-mRNA-Expression durch eine Aktivierung der PKC 6 reguliert
wird (siehe Kapitel 5.3.1.), sollte mit Hilfe des PKC-Inhibitors GO0 6983 getestet
werden, ob bei der Reduzierung der BDNF-mRNA-Expression durch TNF-a eine
Aktivierung der PKC beteiligt ist. EA.hy 926-Zellen wurden in An- oder Abwesenheit
von TNF-a (1 ng/ml) fur 6h bei 37°C kultiviert. G6 6983 wurde 30 min vor der Zugabe
von TNF-a auf die Zellen gegeben. Nach der Stimulation wurde Gesamt-RNA isoliert
und die BDNF-Expression mittels qRT-PCR analysiert. In Abb. 21 ist die relative
BDNF-Expression nach TNF-a-Behandlung bzw. unter Einfluss von Go&6 6983
dargestellt. TNF-a reduzierte auch hier signifikant die BDNF-mRNA-Expression in
EA.hy 926-Zellen auf 47+4% im Vergleich zu Kontrollzellen. Eine Behandlung der
Zellen mit G6 6983 alleine veranderte die BDNF-Expression nicht (110+8%). Die
reduzierende Wirkung von TNF-o auf die BDNF-Expression konnte durch eine
Inhibition der PKC allerdings nicht aufgehoben werden. Auch hier regulierte TNF-a

die BDNF-Expression signifikant auf 47+1% im Vergleich zu Kontrollzellen herunter.
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Abb. 21: Der reduzierende Einfluss von TNF-o. auf die BDNF-mRNA-Expression wird durch den
PKC-Inhibitor G6 6983 nicht aufgehoben.

EA.hy 926-Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von TNF-a (10 ng/ml) bzw. G6 6983 (1 uM) fir 6h
behandelt. Die Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor erfolgte bereits 30 min vor der TNF-a-
Behandlung. Nach der Stimulation wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative BDNF-Expression
mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100%
gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW+ SEM von n=6 (*** P<0,001).
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5.3.7. PMA reduziert die BDNF-Protein-Expression in HUVEC

Um den Einfluss von PMA auf die BDNF-Protein-Expression zu untersuchen, wurden
konfluente HUVEC in serumreduziertem Medium fir 48 h mit PMA (10 nM) bzw.
DMSO (0,1%, Kontrolle) behandelt. Im Zelluberstand wurde nach der Stimulation das
BDNF-Protein mit Hilfe des ,BDNF Emax” ImmunoAssay System” quantifiziert (siehe
Kapitel 4.3.7.). Hierfir wurde die Absorption bei 450 nm gemessen, die in Kontroll-
behandelten Zellen auf 100% gesetzt wurde. Die Ergebnisse sind in Abb. 22
dargestellt. Eine Behandlung der Zellen mit PMA fihrt zu einer signifikanten
Reduktion der Absorption bei 450 nm auf 71+2% im Vergleich zu DMSO-behandelten

Zellen.
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Abb. 22: PMA reduziert die BDNF-Protein-Expression HUVEC.

HUVEC wurden firr 48h in serumreduziertem Medium mit PMA (10 nM) bzw. DMSO (0,1%) behandelt.
Im Zelliberstand wurde anschlieRend das BDNF-Protein mit Hilfe des ,BDNF Emax® ImmunoAssay
System" quantifiziert. Hierflir wurde die Absorption bei 450 nm gemessen und in Kontroll-behandelten
Zellen auf 100% gesetzt. Dargestellte Sdulen zeigen den MW der Absorption bei 450 nm £ SEM von
n=4 (*** P<0,001).
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5.4. Nebivolol stimuliert die BDNF-Expression in zerebralen
Endothelzellen

5.4.1. Die Wirkung vasoaktiver Pharmaka auf die BDNF-mRNA-Expression in
bEnd.3-Zellen

Um den Einfluss verschiedener vasoaktiver Pharmaka auf die BDNF-mRNA-
Expression zu untersuchen, wurden bEnd.3-Zellen fir 18h mit unterschiedlichen
Substanzen in serumreduziertem Medium (1% FCS) inkubiert. Hierzu gehéren die
AT1-Rezeptorantagonisten Losartan und Telmisartan (je 10 uM), die ACE-Inhibitoren
Captopril und Ramipril (je 10 yM), die Statine Atorvastatin (30 uM) und Mevastatin
(10 pM) sowie der p41-Adrenozeptorantagonist Nebivolol (7,5 uM). Gewahite
Konzentrationen der einzelnen Substanzen orientierten sich hierbei an vorhandenen
Literaturdaten. Nach 18-stundiger Behandlung der Zellen wurde Gesamt-RNA isoliert
und die relative BDNF-mRNA-Expression mittels gRT-PCR ermittelt. Im Vergleich zu
Kontrollzellen wurde die BDNF-Expression durch eine Behandlung der Zellen mit den
Statinen (Atorvastatin 102+15%, Mevastatin 106£11%) oder mit den ACE-Inhibitoren
(Captopril 138%+20%, Ramipril 122+13%) nicht signifikant verandert (Abb. 23).
Signifikante = Veranderungen waren jedoch sowohl bei beiden AT1-
Rezeptorantagonisten Losartan und Telmisartan als auch bei dem [+-Blocker
Nebivolol zu beobachten. Hier wurde die BDNF-mRNA-Expression auf 129+11%
(Losartan), 150+28% (Telmisartan) bzw. 153+8% (Nebivolol) gesteigert.
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Abb. 23: Der Wirkung vasoaktiver Pharmaka auf die BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-Zellen.
bEnd.3-Zellen wurden fir 18h mit folgenden Substanzen behandelt: Kontrolle (Ko, 0,1% DMSO),
Losartan (Los., 10 yM), Telmisartan (Tel., 10 yM), Captopril (Cap., 10 yM), Ramipril (Ram., 10 pM),
Atorvastatin (Ato., 30 uM), Mevastatin (Mev., 10 uM) oder Nebivolol (Neb., 7,5 pM). Gesamt-RNA
wurde anschlieRend isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative
BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den
MW + SEM von n=2-12 (* P<0,05; *** P<0,001).
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5.4.2. Nebivolol erhoht die BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-Zellen

In einem weiteren Schritt sollte nun zunachst die Regulation der BDNF-mRNA-
Expression duch Nebivolol naher untersucht werden. Die nahere Analyse der
Wirkungen von Losartan und Telmisartan auf die BDNF-mRNA wurde fur zukunftige
Experimente in Betracht gezogen. bEnd.3-Zellen wurden fir 6 oder 18h mit
verschiedenen Konzentrationen an Nebivolol behandelt (3 oder 7,5 uM). Nach der
Stimulation wurde RNA isoliert und die BDNF-mRNA-Expression mittels qRT-PCR
analysiert. Die Ergebnisse der 6-stindigen Behandlung sind in Abb. 24a dargestellt,
die der 18h-stlindigen in Abb. 24b. Sowohl nach 6- als auch 18-stiindiger Behandlung
der Zellen mit Nebivolol (7,5 pM) ist im Vergleich zu Kontrollzellen ein signifikanter
Anstieg der BDNF-mRNA-Expression zu beobachten (6h 180£28%, 18h 15318%).
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Abb. 24: Nebivolol erhoht die BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-Zellen.

bEnd.3-Zellen wurden mit Nebivolol (3 oder 7,5 uM) fir 6h (Abb. 24a) oder 18h (Abb. 24b) behandelt.
Nach der Stimulation wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-PCR
ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte
Saulen zeigen den MW = SEM von n=3-9 (* P<0,05; ** P<0,01).
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5.4.3. Nebivolol-behandelte Mause zeigen eine erhohte BDNF-mRNA-
Expression im Herz

Nachdem eine stimulierende Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression
in zerebralen Endothelzellen gefunden werden konnte (siehe Kapitel 5.4.2.), sollte
nun im nachsten Schritt untersucht werden, ob eine Nebivolol-Behandlung auch in
vivo zu einer erhdhten BDNF-Expression fihrt. Hierfir wurden mannliche C57BL/6J
Mause fur 14 Tage mit 30 mg/kg/Tag Nebivolol behandelt. Nach der Behandlung
wurden die Mause getdtet; Herz und Gehirn wurden entnommen. Gesamt-RNA
wurde aus den jeweiligen Geweben isoliert und die BDNF-mRNA-Expression mittels
gRT-PCR analysiert. Die BDNF-mRNA-Expression von Placebo-behandelten Tieren
wurde auf 100% gesetzt. Abb. 25 zeigt den Einfluss von Nebivolol auf die BDNF-
MRNA-Expression im Herz (Abb. 25a) und im Gehirn (Abb. 25b) der Maus. Im Herz
ist ein signifikanter Anstieg der BDNF-mRNA-Expression durch Nebivolol auf
194+28% zu erkennen. Im Gehirn wird die BDNF-Expression durch Nebivolol nicht
signifikant verandert. Hier ist nur ein leichter Anstieg auf 117+8% zu beobachten.
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Abb. 25: Nebivolol-behandelte Mause zeigen eine erhohte BDNF-mRNA-Expression im Herz.
C57BL/6J Mause wurden fiir 14 Tage mit 30 mg/kg/Tag Nebivolol behandelt. Nach der Behandlung
wurden die Tiere getdtet, Herz und Gehirn wurden entnommen und Gesamt-RNA aus den Geweben
isoliert. Die relative BDNF-Expression wurde anschlieend mittels gRT-PCR fir Herz- (Abb. 25a) bzw.
Gehirngewebe (Abb. 25b) ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression Placebo-behandelter Tieren
wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Sdulen zeigen den Mittelwert + SEM von n=8-16 (** P<0,01; n.s.
= nicht signifikant).
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5.4.4. Die Bi-Adrenozeptorantagonisten Atenolol und Metoprolol verandern die
BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-Zellen nicht

Durch eine Behandlung von bEnd.3-Zellen mit den p4-Adrenozeptorantagonisten
Atenolol oder Metoprolol sollte analysiert werden, ob mdglicherweise auch weitere 31-
Rezeptorantagonisten neben Nebivolol einen Einfluss auf die BDNF-mRNA-
Expression haben. Hierflr wurden konfluente bEnd.3-Zellen mit Atenolol (10 oder 100
MM), Metoprolol (10 oder 100 uyM), Nebivolol (7,5 yM) oder DMSO (0,1%) fur 18h
inkubiert. Nach der Inkubation wurde Gesamt-RNA isoliert und die BDNF-Expression
durch gRT-PCR analysiert. Die Ergebnisse der qRT-PCR sind in Abb. 26 dargestellt.
Wiederum ist ein signifikanter Anstieg der BDNF-mRNA-Expression durch Nebivolol
auf 153+8% zu erkennen. Eine Behandlung der Zellen mit Atenolol oder Metoprolol
(100 uM) verandert die BDNF-mRNA-Expression nicht signifikant (Atenolol 10 uM
1204£9%, Atenolol 100 uM 102+4%, Metoprolol 100 uM 94+5%). Allerdings flhrt eine
Behandlung der Zellen mit einer niedrigeren Konzentration an Metoprolol (10 uM) zu

einem signifikanten Anstieg der BDNF-mRNA-Expression (133+12%).

D77 90



Ergebnisse

180 -
: *%k %
160
140 -

120 A

100

80

BDNF-mRNA-Expression (%)

40 1

10 100
L 1
Atenolol (pM) Metoprolol (uM)

Co Nebivolol

Abb. 26: Die ,-Adrenozeptorantagonisten Atenolol und Metoprolol verandern die BDNF-mRNA-
Expression in bEnd.3-Zellen nicht.

bEnd.3-Zellen wurden mit Atenolol (10 oder 100 uM), Metoprolol (10 oder 100 uM), Nebivolol (7,5 pM)
oder DMSO (0,1%, Co) fur 18h in serumreduziertem Medium behandelt. Nach der Stimulation wurde
Gesamt-RNA isoliert und die relative BDNF-Expression mittels gRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-
mMRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW +
SEM von n=3-12 (*** P<0,001).
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5.4.5. Der Bs;-Adrenozeptorantagonist Cyanopindolol hebt die stimulierende
Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression nicht auf

Da bereits eine Bs-Adrenozeptoraktivierung durch Nebivolol beschrieben worden ist
(siehe Kapitel 6.4.2.), sollte im nachsten Schritt eine Beteiligung des ps-
Adrenozeptors an der Nebivolol-induzierten Hochregulation der BDNF-Expression
untersucht werden. Hierfur wurden bEnd.3-Zellen in An- oder Abwesenheit von
Nebivolol (7,5 uM) flr 18h behandelt. Die Antagonisierung des Bs-Adrenozeptors fand
durch den Ps-Adrenozeptorantagonisten Cyanopindolol statt. Eine Behandlung der
Zellen mit dem Inhibitor fand bereits 30 min vor der Zugabe von Nebivolol statt. Nach
der Inkubation wurde Gesamt-RNA isoliert und die relative BDNF-Expression mittels
gRT-PCR bestimmt. In Abb. 27 ist der Einfluss von Cyanopindolol auf die Nebivolol-
induzierte Hochregulation der BDNF-Expression dargestellt. Nebivolol erhoht hier die
BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-Zellen auf 152+5%. Die gleichzeitige Inkubation
der Zellen mit dem Bs-Adrenozeptorantagonisten Cyanopindolol hatte keinen Einfluss
auf die Nebivolol-induzierte Hochregulation der BDNF-Expression in bEnd.3-Zellen
(23846%). Eine Behandlung der Zellen mit Cyanopindolol allein veranderte die
BDNF-mRNA-Expression nicht signifikant (120£14%).
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Abb. 27: Der B;-Adrenozeptorantagonist Cyanopindolol hebt die stimulierende Wirkung von
Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression nicht auf.

bEnd.3-Zellen wurden fur 30 min mit dem ps;-Adrenozeptorantagonist Cyanopindolol (10 pM)
vorbehandelt. Danach folgte die Zugabe von Nebivolol (7,5 yM) bzw. DMSO (0,1%, Kontrolle) in
Anwesenheit von Cyanopindolol fiir weitere 18h. Gesamt-RNA wurde isoliert und die relative BDNF-
Expression mittels gRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression von unbehandelten Zellen
wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW = SEM von n=3-9 (** P<0,01; ***
P<0,001).
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5.4.6. Die Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-
Zellen ist NO-unabhangig

Da in einigen Studien bereits gezeigt werden konnte, dass Nebivolol in
Endothelzellen eine stimulierende Wirkung auf die NO-Freisetzung hat (siehe Kapitel
6.4.2.), sollte aus diesem Grund uberprift werden, ob die Regulation der BDNF-
Expression durch Nebivolol ebenfalls NO-abhangig verlauft. Fir die Analyse einer
moglichen NO-abhangigen Regulation der BDNF-Expression durch Nebivolol wurden

verschiedene experimentelle Ansatze gewahilt.

5.4.6.1. Die stimulierende Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-
Expression in bEnd.3-Zellen wird durch den NOS-Inhibitor L-NAME nicht
aufgehoben

Abb. 28 zeigt die BDNF-mRNA-Expression von bEnd.3-Zellen, die mit dem NOS-
Inhibitor L-NAME behandelt wurden. Konfluente bEnd.3-Zellen wurden fur 18h mit
Nebivolol (7,5 uM) bzw. DMSO (0,1%) behandelt. In einigen Zellen wurde die Aktivitat
der eNOS durch Zugabe des NOS-Inhibitors L-NAME unterbunden. Die Inkubation
der Zellen mit L-NAME fand bereits 30 min vor der Zugabe von Nebivolol bzw. DMSO
statt. RNA wurde isoliert und die BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Es
zeigte sich, dass die Inhibition der eNOS-Aktivitat keinen Einfluss auf die Nebivolol-
induzierte BDNF-Hochregulation hatte. Sowohl in L-NAME-behandelten Zellen als
auch in Zellen, die nicht mit dem NOS-Inhibitor inkubiert wurden, erhéht Nebivolol
signifikant die BDNF-Expression auf 156+5% bzw. 161+9%. Die alleinige Inkubation
der Zellen mit L-NAME veranderte die BDNF-Expression nicht (88+11%).

5.4.6.2. Die BDNF-mRNA-Expression von bEnd.3-Zellen wird durch exogenes
NO nicht verandert

Abb. 29 zeigt den Einfluss von exogenem NO auf die BDNF-mRNA-Expression.
bEnd.3-Zellen wurden fur 18h mit unterschiedlichen Konzentrationen des NO-
Donators Spermin-NONOate (1 oder 10 pM) behandelt, Gesamt-RNA wurde
anschlielend isoliert und die BDNF-Expression mittels gRT-PCR ermittelt. Im
Vergleich zu Kontrollzellen verandert sich die BDNF-mRNA-Expression durch die
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Behandlung mit exogenem NO nicht signifikant (Spermin-NONOate 1 uM 89+9%,
Spermin-NONOate 10 uM 88+13%).

5.4.6.3. Nebivolol hat keinen Einfluss auf die eNOS-mRNA-Expression und
eNOS-Aktivitat in bEnd.3-Zellen

In Abb. 30 ist die eNOS-mRNA-Expression von bEnd.3-Zellen dargestellt, die fur 18h
mit Nebivolol (3 oder 7,5 yM) oder DMSO (0,1%) behandelt wurden. Die Ergebnisse
der qRT-PCR zeigen, dass durch eine Behandlung der Zellen mit einer niedrigen
Konzentration an Nebivolol (3 pM) die eNOS-mRNA-Expression erhdht wird
(1361£7%). Bei einer hoheren Konzentration an Nebivolol (7,5 uM) allerdings wird die
eNOS-mRNA-Expression nicht signifikant verandert (117+7%).

Auch die eNOS-Aktivitat wird durch eine Behandlung der Zellen mit Nebivolol nicht
beeinflusst. Abb. 31 zeigt die Ergebnisse des RFL-6-Reporterzell-Assays. Konfluente
bEnd.3-Zellen wurden fur 3 min mit Nebivolol (7,5 uM) bzw. DMSO (0,1%) stimuliert,
und der Zelluberstand wurde anschlieRend auf RFL-6-Zellen transferiert. Von RFL-6-
Zellen gebildetes cGMP wurde dann im Radioimmunassay quantifiziert (siehe Kapitel
4.4.). Die ermittelte cGMP-Konzentration von RFL-6-Zellen, die mit dem
Zelliberstand von DMSO-stimulierten Zellen behandelt wurden, lag bei 159123
pmol/ml. Eine Behandlung von bEnd.3-Zellen mit Nebivolol reduzierte die cGMP-
Konzentration in RFL-6-Zellen nach dem Transfer auf 142+15 pmol/ml. Diese
Reduktion der cGMP-Konzentration ist allerdings im Vergleich zu DMSO-behandelten

Zellen nicht signifikant.
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Abb. 28: Die stimulierende Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression in bEnd.3-
Zellen wird durch den NOS-Inhibitor L-NAME nicht aufgehoben.

bEnd.3-Zellen wurden fir 18h mit Nebivolol (7,5 pM) bzw. DMSO (0,1%) behandelt. In einigen Zellen
wurde die Aktivitat der eNOS durch die Zugabe des NOS-Inhibitors L-NAME (100 uM) unterbunden.
Der Inhibitor wurde hierbei bereits 30 min vor der Zugabe von Nebivolol oder DMSO auf die Zellen
gegeben. Gesamt-RNA wurde anschlieBend isoliert und die relative BDNF-Expression mittels qRT-
PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression von Zellen, die weder mit Nebivolol noch mit L-
NAME behandelt wurden, wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW + SEM von
n=5-6 (*** P<0,001).
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Abb. 29: Die BDNF-mRNA-Expression von bEnd.3-Zellen wird durch exogenes NO nicht
veréandert.

bEnd.3-Zellen wurden fir 18h mit unterschiedlichen Konzentrationen des NO-Donators Spermin-
NONOate (1 oder 10 uM) behandelt. Gesamt-RNA wurde nach der Stimulation isoliert und die relative
BDNF-Expression mittels qRT-PCR ermittelt. Die relative BDNF-mRNA-Expression der Kontrollzellen

wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte Saulen zeigen den MW £ SEM von n=9 (n.s. = nicht signifikant).
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Abb. 30: Nebivolol verdandert die eNOS-mRNA-Expression in bEnd.3-Zellen nicht.

bEnd.3-Zellen wurden mit Nebivolol (3 oder 7,5 pM) bzw. DMSO (0,1%, Kontrolle) fir 18h behandelt.
Gesamt-RNA wurde nach der Stimulation isoliert und die relative eNOS-Expression mittels gRT-PCR
ermittelt. Die relative eNOS-mRNA-Expression der Kontrollzellen wurde auf 100% gesetzt. Dargestellte
Saulen zeigen den MW + SEM von n=3 (* P<0,05; n.s. = nicht signifikant).
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Abb. 31: Nebivolol hat keinen Einfluss auf die eNOS-Aktivitét in bEnd.3-Zellen.

Konfluente bEnd.3-Zellen wurden fiir 3 min mit Nebivolol (7,5 uM) bzw. DMSO (0,1%, Kontrolle)
stimuliert, und der Zelliberstand wurde anschlieBend auf RFL-6-Zellen transferiert. Von RFL-6-Zellen
gebildetes cGMP wurde dann mit Hilfe des Radioimmunassays quantifiziert. Die basale cGMP-
Produktion von RFL-6-Zellen als auch nach Stimulation mit dem NO-Donator SIN-1 (100 uM,
Positivkontrolle) ist ebenfalls mit aufgetragen. Dargestellt ist der MW der cGMP-Konzentration in

pmol/ml £ SEM von n=3-4 (n.s. = nicht signifikant).
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6. Diskussion

6.1. Die stimulierende Wirkung von BDNF auf die Angiogenese in
HUVEC wird durch die Rezeptoren TrkB und p75"™" vermittelt

In der vorliegenden Arbeit konnte deutlich gezeigt werden, dass BDNF einen
stimulierenden und férdernden Einfluss auf die Angiogenese in HUVEC hat.
Vergleicht man in Abb. 5a (siehe Kapitel 5.1.1.) die Tubulusbildung von Kontroll- und
BDNF-behandelten Zellen, so sieht man in Folge einer BDNF-Behandlung eine
vermehrte Ausbildung von Vernetzungen wund Verzweigungen der Zellen
untereinander. Im Vergleich hierzu zeigen BDNF-unbehandelte Zellen nur einen
geringen Grad an Vernetzungen, die meisten Zellen liegen isoliert voneinander vor.
BDNF stimuliert somit die Tubulusbildung von Endothelzellen deutlich. Die
vorliegenden Daten werden durch Beobachtungen von Hu et al. und Sun et al.
bestatigt (Hu et al., 2005; Sun et al., 2006). Auch hier stimuliert BDNF die
Angiogenese von HUVEC in vitro als auch die Angiogenese in vivo
(chorioallantoische Membran aus Hihnerembryonen).

Kermani et al. konnten bereits zeigen, dass die Fahigkeit von BDNF, die
Angiogenese zu stimulieren, von der gleichzeitigen Expression des Rezeptors TrkB
abhangt (Kermani et al., 2005). So hatte BDNF keinen stimulierenden Einfluss auf die
Tubulusbildung von Endothelzellen, die den Rezeptor TrkB nicht exprimierten
(,Corneal Pocket Assay“). Gleichzeitig zeigten in einem Ischamiemodell TrkB*-
Mause eine geringere Vaskularisierung nach BDNF-Behandlung im Vergleich zu
TrkB*"*-Wildtypm&usen mit gleicher Behandlung. Der stimulierende Einfluss von
BDNF auf die Angiogenese scheint somit von der Expression des TrkB-Rezeptors
abhangig zu sein. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals auch im ,Matrigel™
Angiogenese Assay“ gezeigt werden, dass durch die Inhibition des TrkB-Rezeptors
der fordernde Einfluss von BDNF auf die Angiogenese aufgehoben wird (Abb. 6,
Kapitel 5.1.2.). Somit kann daraus geschlossen werden, dass der stimulierende
Einfluss von BDNF auf die Tubulusbildung in HUVEC uber den TrkB-Rezeptor
vermittelt wird.
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Auch eine Beteiligung des p75""*-Rezeptors an der BDNF-vermittelten Stimulation
der Angiogenese war bisher in HUVEC noch nicht beschrieben worden. In einem
Ischamiemodell der Maus konnte in p75""""-Mausen gezeigt werden, dass diese im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine schlechtere Durchblutung, eine erhohte
Endothelzellapoptose, eine erniedrigte Kapillardichte und erniedrigte VEGF- sowie
bFGF- (,basic fibroblast growth factor) mRNA-Spiegel im betroffenen Gewebe als
auch in zirkulierenden Endothel-Vorlauferzellen aufwiesen (Goukassian et al., 2007).
Eine Abhangigkeit zwischen Angiogenese und der Expression bzw. Aktivierung des
p75NTR-Rezeptors scheint also zu bestehen. Eine Beteiligung des p75""R-Rezeptors
an der BDNF-vermittelten Angiogenese ist allerdings bisher noch nicht beschrieben
worden. Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten zeigen nun, dass BDNF bei

gleichzeitiger Inhibition des p75"'"

-vermittelten Signalweges eine stimulierende
Wirkung auf die Angiogenese besitzt (Abb. 6, Kapitel 5.1.2.). Diese Wirkung ist
allerdings im Vergleich zu einer Stimulation der Tubulusbildung durch BDNF ohne
Inhibition von p75"'R signifikant reduziert. Somit scheint dieser Rezeptor zwar an der
BDNF-vermittelten Stimulation der Angiogenese beteiligt zu sein, allerdings in einem
geringeren Mal} als der TrkB-Rezeptor. Wird der TrkB-Rezeptor in seiner Aktivitat
blockiert, so ist die stimulierende Wirkung von BDNF auf die Angiogenese vdllig

aufgehoben. Von p75"TR

ist bekannt, dass er die Affinitat von Neurotrophinen zu
ihren jeweiligen Rezeptoren erhdhen kann, wenn er mit den spezifischen
Neurotrophinrezeptoren koexprimiert wird (siehe hierzu auch Kapitel 1.1.4.) (Bibel et
al., 1999; Hempstead, 2002). Es ist also denkbar, dass die Stimulation der
Angiogenese durch BDNF hauptsachlich Uber eine Aktivierung des TrkB-Rezeptors
verlauft. Diese Stimulation wird allerdings bei gleichzeitiger Aktivierung des p75™'}
deutlich verbessert.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die stimulierende Wirkung von
BDNF auf die Tubulusbildung in HUVEC Uber den TrkB-Rezeptor vermittelt wird. Eine
gleichzeitige Aktivierung des p75™'} erhdht zusétzlich die Wirkung von BDNF auf die

Angiogenese in HUVEC.
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6.2. TNF-a reduziert die BDNF-Expression in peripheren
Endothelzellen

Die hier vorgelegten Daten zeigen deutlich, dass TNF-a zu einer signifikanten
Reduktion der BDNF-mRNA-Expression in peripheren Endothelzellen (EA.hy 926-
Zellen und HUVEC) fuhrt. Diese Reduktion der BDNF-mRNA-Expression erfolgte in
beiden Zelltypen konzentrationsabhangig (Abb. 7 und Abb. 8, Kapitel 5.2.1.).
Untersuchungen der Substantia nigra von M. Parkinson-Patienten zeigten bereits
sowohl erhdhte TNF-a-Spiegel als auch erniedrigte BDNF-Spiegel (Nagatsu et al.,
2000; Nagatsu and Sawada, 2005; Sawada et al., 2006). Ob eine erniedrigte BDNF-
Konzentration Folge einer erhdhten TNF-a-Konzentration ist, wurde allerdings noch
nicht naher untersucht. Weiterhin wurde in den genannten Arbeiten Gesamtgewebe
analysiert. Zelltypspezifische Korrelationen zwischen einer erhohten TNF-a-
Konzentration und einer erniedrigten BDNF-Expression wurden nicht weiter
untersucht. Bayas et al. konnten nun einen Einfluss von TNF-o auf die BDNF-
Expression in Endothelzellen zeigen (Bayas et al., 2002). TNF-a erhdhte die BDNF-
Expression in zerebralen Endothelzellen; in peripheren Endothelzellen (HUVEC)
hingegen konnte eine Reduktion der BDNF-Expression durch TNF-o beobachtet
werden. Somit bestatigen die vorliegenden Daten bisherige Beobachtungen.
Erstmalig konnte ein Einfluss von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression auch in
EA.hy 926-Zellen gezeigt werden. Auch hier wurde die BDNF-Expression durch TNF-
o herunterreguliert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Einfluss von TNF-a
auf die BDNF-Expression bereits sehr frih zu erkennen ist und dann Uber einen
Zeitraum von bis zu 24 Stunden konstant bleibt.

TNF-a, ein Zytokin, welches bei vielen pathologischen Prozessen in Folge der
Entzindungsreaktion vermehrt produziert wird, hat also einen deutlich regulierenden
Einfluss auf die BDNF-Expression in peripheren Endothelzellen. Ob sich die
Reduktion der BDNF-Expression durch TNF-o auch auf die Angiogenese der

Endothelzellen auswirkt, wird in Kapitel 6.2.3. diskutiert.
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6.2.1. Die reduzierende Wirkung von TNF-o auf die BDNF-mRNA-Expression
wird durch TNFR1 vermittelt

Die Bindung von TNF-o erfolgt Uber zwei verschiedene membranstandige
Rezeptoren. Hierzu gehéren TNFR1 (p55) sowie TNFR2 (p75"%) (Chen and
Goeddel, 2002). Eine Aktivierung des Rezeptors durch die Bindung von TNF-a fuhrt
zu dessen Trimerisierung. Intrazellular wird eine Kaskade unterschiedlicher Protein-
Protein-Wechselwirkungen angeschaltet, die in Folge bestimmte Signalwege
aktivieren bzw. regulieren, die sowohl anti-apoptotisch als auch pro-apoptotisch sein
konnen (siehe auch Kapitel 1.1.4.). In HUVEC wurde eine Expression beider TNF-
Rezeptoren (TNFR1/p55 und TNFR2/p75"™®) gefunden (Nubel et al., 2005). Bisher
wird allerdings angenommen, dass die meisten biologischen Funktionen von TNF-a
uber TNFR1 vermittelt werden (Chen and Goeddel, 2002). In M. Parkinson-Patienten
zum Beispiel, bei denen ein erhdhter TNF-a-Spiegel mit einem erniedrigten BDNF-
Spiegel korreliert, wurde eine erhéhte Expression des TNFR1 gefunden (siehe hierzu
auch Kapitel 1.3.4) (Nagatsu et al., 2000). Ein méglicher Einfluss von TNF-a auf die
BDNF-Expression konnte also auch hier uber TNFR1 vermittelt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine TNFR1-vermittelte Reduktion der BDNF-
MRNA-Expression durch TNF-a beobachtet (Abb. 10, Kapitel 5.2.2.). Durch die
Inkubation der Zellen mit den TNFR1-Antagonisten WP9QY konnte die Wirkung von
TNF-o auf die BDNF-mRNA-Expression vollstandig aufgehoben werden. Wurde
hingegen der TNFR2/p75NR-vermittelte Signalweg inhibiert, so hatte dies keinen
Einfluss auf die Herunterregulation der BDNF-Expression durch TNF-o. Aus diesen
Daten kann deshalb geschlossen werden, dass die Wirkung von TNF-o. auf die
BDNF-mRNA-Expression in peripheren Endothelzellen durch eine Aktivierung des
TNFR1 vermittelt wird.

6.2.2. TNF-a reguliert die BDNF-mRNA-Expression auf dem Niveau der
Transkription

Die BDNF-mRNA-Expression kann durch zwei verschiedene molekulare
Mechanismen reduziert werden. Durch eine Behandlung der Endothelzellen mit TNF-

o kann zum einen die Transkription von BDNF reduziert werden, was eine
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verminderte BDNF-mRNA-Expression nach TNF-a-Behandlung erklaren wurde. Zum
anderen konnte TNF-a aber auch posttranskriptionell einen Einfluss auf die Stabilitat
der BDNF-mRNA haben. Hatte TNF-a eine destabilisierende Wirkung auf die BDNF-
MRNA, so kdnnte auch hierdurch die Reduktion der BDNF-Expression durch TNF-a
erklart werden. Die Ergebnisse in Abb. 11 (Kapitel 5.2.3.) zeigen allerdings, dass
TNF-o. keinen destabilisierenden Einfluss auf die BDNF-mRNA hat. Nach der
Inhibition der Transkription durch die Zugabe des Transkriptions-Inhibitors DRB
nimmt die RNA-Expression in Kontrollzellen Uber einen Zeitraum von 0 bis 4h
kontinuierlich ab. Nach 4-stindiger Inhibition der Transkription sind nur noch 36+5%
der ursprunglich vorhandenen BDNF-mRNA zu detektieren. Die hier erhaltenen
Daten zur BDNF-mRNA-Stabilitat mit einer Halbwertszeit von ca. 3h stimmen somit
mit bekannten Daten aus der Literatur Uberein, die eine Halbwertszeit der BDNF-
MRNA von 132+30 min flir das 1,6 kb lange Transkript angeben (Castren et al.,
1998).

Wird die Transkription vollstandig inhibiert, so sind Veranderungen zwischen Kontroll-
und TNF-a-behandelten Zellen nur durch einen Einfluss von TNF-a auf die Stabilitat
der BDNF-mRNA zu erklaren. Die Behandlung der Zellen mit TNF-o aber fuhrt zu
keinem Zeitpunkt zu einer signifikanten Abweichung der BDNF-mRNA-Stabilitat im
Vergleich zu Kontroll-behandelten Zellen. Auch unter TNF-a-Behandlung wird die
BDNF-mRNA auf 24+4% nach 4-stundiger Inhibition der Transkription reduziert. TNF-
a destabilisiert die BDNF-mRNA also nicht. Der reduzierende Einfluss von TNF-a auf
die BDNF-mRNA-Expression kann also durch diesen posttranskriptionellen
Mechanismus nicht erklart werden.

Wird allerdings vor einer Behandlung der Zellen mit TNF-o die Transkription inhibiert,
so wird der reduzierende Einfluss von TNF-o auf die BDNF-mRNA-Expression
aufgehoben (Abb. 12, Kapitel 5.2.4.). Hieraus kann geschlossen werden, dass TNF-a
die BDNF-mRNA-Expression Uber eine Reduktion der Transkription reguliert, da
unter Inhibition der Transkription der reduzierende Einfluss von TNF-a auf die BDNF-
Expression nicht mehr zu beobachten ist. Bisher ist fir das BDNF-Gen ein
regulatorisches Element bekannt, durch dessen Aktivierung die basale BDNF-
Expression in Neuronen reduziert wird (Timmusk et al., 1999). Ob dieses ,neuron-

restrictive silencer element® (NRSE) auch in Endothelzellen exprimiert wird und bei
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der TNF-a-induzierten Reduktion der BDNF-Expression beteiligt ist, bedarf weiterer

Analysen.

6.2.3. TNF-a reduziert die Angiogenese in HUVEC

Die hier vorgelegten Daten (Abb. 13, Kapitel 5.2.5.) zeigen eine
konzentrationsabhangige und signifikante Reduktion der Tubulusbildung von HUVEC
durch TNF-o im ,Matrigel™ Angiogenese Assay“.

Eine Regulation der Angiogenese durch TNF-a ist in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben worden. Allerdings finden sich hier gegensatzliche Daten in Bezug auf
die angiogenetischen bzw. anti-angiogenetischen Eigenschaften von TNF-a.

So konnte eine stimulierende Wirkung von TNF-a auf die Angiogenese in vivo in der
Maus (,Corneal Pocket Assay“) und in vitro in bovinen Endothelzellen gefunden
werden (Leibovich et al., 1987). Weiterhin wird angenommen, dass die Wirkung von
TNF-o. auf die Angiogenese abhangig ist von weiteren sekundaren Mediatoren der
Angiogenese, die durch TNF-a in ihrer Expression reguliert werden (Chen et al.,
2004). So konnte in humanen mikrovaskularen Zellen gezeigt werden, dass TNF-a in
Abhangigkeit von der Anwesenheit von VEGF, bFGF und Interleukin-8 (IL-8) die
Angiogenese stimuliert (Yoshida et al., 1997). Die durch TNF-a induzierte Stimulation
der Tubulusbildung konnte durch Antikérper gegen VEGF, bFGF bzw. IL-8 deutlich
vermindert werden. Auch die Induktion der Neoangiogenese durch TNF-o in vivo
(,Corneal Pocket Assay“) war abhangig von der Aktivitat von VEGF und IL-8 (Yoshida
et al., 1997).

Auch die Studien von Montrucchio et al. (Montrucchio et al., 1994) beschreiben eine
Stimulation der Angiogenese durch TNF-a in einem in vivo ,Matrigel-Angiogenese-
Assay“ in der Maus. Die TNF-a-induzierte Angiogenese konnte allerdings durch einen
PAF- (,platelet-activating factor‘) Rezeptor-Antagonisten aufgehoben werden.
Gleichzeitig induzierte TNF-o die PAF-Synthese im Matrigel. Die Autoren nehmen
deshalb an, dass die Stimulation der Angiogenese durch TNF-a durch einen
sekundaren Mediator, wie hier z.B. PAF, vermittelt wird.

Patterson et al. hingegen beobachteten, dass TNF-a in arteriellen und vendsen
Endothelzellen die Expression der VEGF-Rezeptoren KDR/flk-1 und flt-1 reduziert.
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Die Autoren nehmen aus diesem Grund an, dass die VEGF-vermittelte Stimulation
der Angiogenese uber diese Wirkung von TNF-a inhibiert werden konnte (Patterson
et al., 1996).

Daten aus der Literatur zeigen also, dass TNF-a die Angiogenese regulieren kann.
Doch die Wirkung von TNF-a auf die Angiogenese scheint nicht direkt zu sein.
Vielmehr sind weitere Mediatoren der Angiogenese von Bedeutung, die wiederum
durch TNF-a in ihrer Expression reguliert werden. Hierbei reguliert TNF-o in
unterschiedlichen Systemen unterschiedliche Mediatoren, wie z.B. PAF, bFGF oder
VEGF, die dann wiederum die Angiogenese beeinflussen. Die hier vorgelegten Daten
zeigen nun, dass TNF-a in unserem System (HUVEC) den sekundaren Mediator
BDNF in seiner Expression vermindert. Im Vergleich zu einer reduzierten
Tubulusbildung, wie sie bei einer Behandlung der Zellen mit TNF-o. zu beobachten
war, ist durch eine Behandlung der Zellen mit BDNF eine verstarkte Anzahl an
Vernetzungen und Verzweigungen der Zellen untereinander zu erkennen. BDNF
stimuliert also die Angiogenese von HUVEC (siehe hierzu auch Kapitel 6.1.).
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass TNF-a in HUVEC bzw. EA.hy 926-Zellen die
BDNF-mRNA-Expression reduziert (Abb. 7, 8 und 9, Kapitel 5.2.1.). Auf Grund der
vorliegenden Beobachtungen kann daher angenommen werden, dass TNF-a Uber
eine Reduktion der BDNF-Expression die Angiogenese bzw. Tubulusbildung in
Endothelzellen inhibiert. Unter den Bedingungen einer erhdhten TNF-a- und einer
erniedrigten BDNF-Konzentration, die auch bei einigen pathologischen Prozessen
vorzufinden sind, ware eine antiinflammatorische Therapie denkbar, die die
Konzentration an TNF-a vermindert und somit zu einer Erhéhung des BDNF-Spiegels
fuhrt, was wiederum die Angiogenese stimulieren kénnte.

6.3. PKC-Aktivierung reduziert die BDNF-Expression in peripheren
Endothelzellen
In der Literatur liegen bereits einige Daten vor, die eine Veranderung der BDNF-

Expression bei gleichzeitiger Aktivierung der PKC beschreiben (siehe hierzu auch

Kapitel 1.3.4. und 1.3.5.). So zeigen Daten von Weinreb et al., dass das
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Antiparkinsonmedikament Rasagilin in PC12-Zellen der Ratte und humanen SH-
SY5Y-Neuroblastomzellen zu einer erhdhten BDNF-Expression fuhrt. In den gleichen
Zellen war durch die Behandlung ebenfalls eine vermehrte Phosphorylierung der PKC
sowie eine erhohte Expressionen der PKC-Isoformen o und & zu beobachten
(Weinreb et al., 2006). Weiterhin ist von dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Ifendopril
bekannt, der bereits auch zytoprotektive Wirkungen in Ischamie- und Parkinson-
Tiermodellen zeigte, dass er in Astrozyten die BDNF- und NGF-Expression erhoht
(Toyomoto et al., 2005). Zumindest fir NGF konnte gezeigt werden, dass seine
erhdohte Expression PKC-abhangig verlauft. Unter ischamischen Bedingungen ist
ebenfalls eine Regulation der PKC bekannt. Hierbei findet eine differentielle
Regulation der verschiedenen PKC-Isoformen abhangig von den Stadien der
Ischamie statt (siehe hierzu auch Kapitel 1.3.5.). Gleichzeitig wird auch BDNF bei
einer Ischamie in seiner Expression reguliert. Ein Zusammenhang zwischen einer
Aktivierung der PKC und einer Regulation der BDNF-Expression liegt deshalb nahe.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch eine Aktivierung der
PKC die BDNF-mRNA-Expression in peripheren Endothelzellen reduziert wird. So ist
bei der Behandlung von EA.hy 926-Zellen mit den aktiven Phorbolestern PMA und
PDBu, zwei Aktivatoren der PKC, eine Reduktion der BDNF-Expression zu erkennen
(Abb. 14, Kapitel 5.3.1.). Ein inaktiver Phorbolester hingegen, der die PKC nicht
stimuliert, reduzierte die BDNF-Expression nicht. Der Anstieg der BDNF-mRNA-
Expression, der durch eine Behandlung der Zellen mit dem inaktiven Phorbolester zu
beobachten war, lasst sich nur durch eine unspezifische Wirkung der Substanz
erklaren. Aus den Daten kann deshalb geschlossen werden, dass die Reduktion der
BDNF-Expression eine Folge der Aktivierung der PKC ist. Weiterhin ist eine
konzentrationsabhangige Herunterregulation der BDNF-mRNA-Expression durch
PMA in EA.hy 926-Zellen zu beobachten (Abb. 15, Kapitel 5.3.1.). Eine Reduktion der
BDNF-Expression durch Aktivierung der PKC konnte auch in HUVEC erfolgreich
reproduziert werden (Abb. 16, Kapitel 5.3.1.). Eine Herunterregulation der BDNF-
Expression durch die Behandlung der Zellen mit PMA war nach 6-stindiger
Inkubation maximal. Nach 12- und 24-stiundiger PMA-Behandlung ist allerdings
wieder ein leichter Anstieg in der BDNF-Expression im Vergleich zu der maximalen
Reduktion nach 6h 2zu erkennen. Erklarungen flr diese zeitabhangigen
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Veranderungen sind in dem Mechanismus der PKC-Aktivierung zu finden (Newton,
2001). Die inaktive PKC liegt im Zytoplasma der Zellen vor. Eine Stimulation der PKC
durch z.B. PMA flhrt dann zu ihrer Translokation zur Zellmembran. Wird die
Stimulation der PKC mit PMA weiter fortgefuhrt, so folgt die Degradierung der PKC.
Diese Degradierung, also Inaktivierung der PKC, nach Langzeitbehandlung der
Zellen mit PMA kann somit den erneuten leichten Anstieg der BDNF-Expression bei
12- bzw. 24-stindiger PMA-Behandlung erklaren. Weiterhin wurde auch die BDNF-
Protein-Expression durch PMA in HUVEC reduziert (Abb. 22, Kapitel 5.3.7.).
Zusammenfassend konnte also erfolgreich gezeigt werden, dass eine Korrelation
zwischen der Aktivierung der PKC und der Regulation der BDNF-Expression besteht.
Zu diskutieren bleibt allerdings, dass es sich hier im Gegensatz zu den genannten
Daten aus der Literatur um eine Reduktion und nicht Stimulation der BDNF-
Expression handelt. Eine Erklarung hierfir konnte eine zelltypspezifische und
differentielle Regulation von BDNF durch die PKC sein, wie es z.B. auch im Fall von
TNF-a. zu beobachten ist (siehe Kapitel 6.2.). Auch hier wird BDNF durch TNF-a in
peripheren und zerebralen Endothelzellen gegensatzlich reguliert. Weiterhin werden
in verschiedenen Zelltypen und unter verschiedenen zellularen Bedingungen
unterschiedliche PKC-Isoformen aktiviert, die zum Teil gegensatzliche Funktionen
haben konnen (Bright and Mochly-Rosen, 2005; Murriel and Mochly-Rosen, 2003).
Abweichende Regulationen von BDNF in verschiedenen Zelltypen durch die PKC
konnten somit erklart werden.

6.3.1. PKC-Aktivierung reguliert die BDNF-mRNA-Expression auf dem Niveau
der Transkription

Wie bereits in Kapitel 6.2.2. erwahnt, kann eine reduzierte mRNA-Expression das
Ergebnis einer verminderten Transkription sein, ein destabilisierender Einfluss einer
bestimmten Substanz auf die RNA-Stabilitat einer bestimmten mRNA ist allerdings
ebenso mdglich. In Abb. 17 (Kapitel 5.3.2.) wurden EA.hy 926-Zellen mit PMA bzw.
DMSO vorbehandelt und die Transkription der Zellen wurde dann durch Zugabe von

Actinomycin D blockiert. Die zeitliche BDNF-mRNA-Expression ab der Zugabe von
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Actinomycin D hangt dann nur noch von der mRNA-Stabilitat ab. Wie in Abb. 17 zu
erkennen ist, vermindert PMA die BDNF-mRNA-Stabilitat allerdings nicht.

Wird nun die Transkription in EA.hy 926-Zellen durch Actinomycin D vor der Zugabe
von PMA inhibiert, so wird der reduzierende Einfluss von PMA auf die BDNF-mRNA-
Expression vollstandig aufgehoben (Abb. 18, Kapitel 5.3.3.). Da also PMA unter
Inhibition der Transkription die BDNF-Expression nicht mehr herunterreguliert, kann
aus den vorliegenden Daten geschlossen werden, dass PMA die BDNF-mRNA-
Expression auf dem Niveau der Transkription reguliert. PMA vermindert die BDNF-
Transkription und flhrt so zu einer reduzierten BDNF-mRNA-Expression.

Eine mdgliche Beteiligung bzw. Expression des ,neuron-restrictive silencer element”
(NRSE) bei der PKC-vermittelten Reduktion der BDNF-Expression bedarf auch hier
weiterer Untersuchungen (siehe hierzu auch Kapitel 6.2.2.).

6.3.2. Die Reduktion der BDNF-mRNA-Expression durch PMA wird liber eine
Aktivierung der PKC-Isoformen & vermittelt

Um eine PKC-Isoform identifizieren zu kdénnen, die die Wirkung von PMA auf die
BDNF-Expression vermittelt, mussten zunachst die PKC-Isoformen detektiert werden,
die in EA.hy 926-Zellen durch PMA aktiviert werden. Wie bereits in Kapitel 5.3.4.
erwahnt, existieren von der PKC 10 verschiedene Isoformen, die in drei Klassen
unterteilt werden (Mellor and Parker, 1998; Nishizuka, 1995; Toker, 1998). Zur
Gruppe der konventionellen PKC-Isoformen gehdren die Isoformen «, Bl, Il und y. 9,
g, n und 6 werden in der Gruppe der neuen PKC-Isoformen zusammengefasst, { und
A in die der atypischen. Die Isoformen p und v sollen eine neue vierte Klasse von
PKC-Isoformen darstellen. In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeitg werden,
dass PMA in EA.hy 926-Zellen zu einer Aktivierung der PKC-Isoformen o und ¢ flhrt
(Li et al., 1998). In Abb. 19a und 19b (Kapitel 5.3.4.) konnte nun gezeigt werden, dass
PMA auch die PKC-Isoform & in EA.hy 926-Zellen aktiviert. In Abb. 19b dargestellter
Western-Blot zeigt deutlich, dass der Gehalt der PKC-Isoform & in der Zytosolfraktion
von EA.hy 926-Zellen durch PMA-Behandlung reduziert wird. Gleichzeitig nimmt der
PKC-5-Protein-Gehalt in der Membranfraktion von PMA-behandelten Zellen Uber den

gleichen Zeitraum hin zu. Anhand dieser Daten ist also eine deutliche Translokation
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der PKC-Isoform & durch Stimulation mit PMA zu erkennen. Gleichzeitig wird die
PKC-5-Protein-Expression im Gesamtproteinextrakt nach Langzeitinkubation mit PMA
im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen vermindert (Abb. 19a).

Nachdem nun drei Isoformen (o, 6 und ¢) identifiziert werden konnten, die in EA.hy
926-Zellen durch PMA aktiviert werden, sollte durch den Einsatz verschiedener PKC-
Inhibitoren die PKC-Isoform detektiert werden, die den Einfluss von PMA auf die
BDNF-Expression vermittelt.

Betrachtet man nun die Daten der Inhibition der verschiedenen PKC-Isoformen durch
Go6 6976, GO 6983 und Rottlerin (Abb. 20, Kapitel 5.3.5.), so kann zunachst die PKC-
Isoform ¢ fur eine PMA-vermittelte Reduktion der BDNF-Expression ausgeschlossen
werden. Die PKC-Isoform ¢ wird durch die verwendeten PKC-Inhibitoren entweder
gar nicht in ihrer Aktivitat inhibiert, oder es findet eine Inhibition nur unter sehr hohen
Konzentrationen des Inhibitors statt. Diese hohen Konzentrationen wurden allerdings
in den durchgefuhrten Experimenten nicht verwendet. Betrachtet man nun die 1Csp-
Werte der verwendeten Inhibitoren fir die PKC-Isoformen o und & (Tab. 5, Kapitel
5.3.5.), so erkennt man, dass der Inhibitor G6 6976 die PKC-Isoform o hemmt. Da
unter Anwesenheit von G6 6976 die BDNF-mRNA-Expression durch PMA jedoch
herunterreguliert wird, kann also auch die PKC o fur die PMA-vermittelte Wirkung auf
die BDNF-Expression nicht verantwortlich sein. Der Einfluss von PMA auf die BDNF-
MRNA-Expression wird nur durch eine Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor Go6
6983 sowie Rottlerin aufgehoben. Beide Inhibitoren hemmen neben der PKC-Isoform
o auch die PKC-Isoform 9, die allerdings durch G6 6976 nicht inhibiert wurde. Diese
Daten weisen also darauf hin, dass die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-Zellen

durch eine Aktivierung der PKC-Isoform & reduziert werden kénnte.

6.3.3. TNF-a reduziert die BDNF-mRNA-Expression PKC-unabhangig

Eine Aktivierung der PKC & durch Phorbolester fuhrt zu einer Reduktion der BDNF-
MRNA-Expression in peripheren Endothelzellen. Diese Beobachtungen sind Teil der
vorliegenden Arbeit (siehe Kapitel 6.3.). Weiterhin lassen sich in der Literatur mehrere
Anhaltspunkte fur eine Regulation der BDNF-Expression durch Aktivierung der PKC
finden (siehe hierzu Kapitel 6.3.). AuRerdem ist auch von TNF-a beschrieben worden,
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dass es die PKC in Endothelzellen aktivieren kann (Frey et al.,, 2002). Ein
gleichzeitiges Auftreten eines erhdhten TNF-a-Spiegels sowie eine Aktivierung der
PKC ist auch bei einigen pathologischen Prozessen, wie z.B. unter ischamischen
Bedingungen, zu beobachten (siehe hierzu auch Kapitel 1.3.5.). Aus diesem Grund
sollte Uberprift werden, ob die Reduktion der BDNF-Expression durch TNF-a
moglicherweise PKC-vermittelt reguliert wird. Fur die Inhibition der PKC wurde der
PKC-Inhibitor Go 6983 gewahlt. G 6983 hat ein weites Wirkspektrum und hemmt die
Aktivititat von cPKCs (z.B. a, B, y), nPKCs (z.B. 8) und aPKCs (z.B. () (Gschwendt et
al., 1996). Durch den Einsatz dieses Inhibitors konnte bereits eine PKC-vermittelte
BDNF-mRNA-Reduktion vollstandig aufgehoben werden (siehe Kapitel 5.3.5.). Go
6983 hebt die Wirkung von TNF-a auf die BDNF-mRNA-Expression allerdings nicht
auf (Abb. 21, Kapitel 5.3.6.). Dies ist ein Hinweis dafir, dass die reduzierende
Wirkung von TNF-o auf die BDNF-mRNA-Expression in EA.hy 926-Zellen sehr
wahrscheinlich PKC-unabhangig erfolgt.

6.4. Nebivolol stimuliert die BDNF-Expression in zerebralen
Endothelzellen und Mauseherzen

Sowohl Statinen als auch mehreren blutdrucksenkenden Pharmaka wie AT1-
Rezeptorantagonisten, ACE-Inhibitoren und p-Blockern, werden pleiotrope
Funktionen zugeschrieben, die Uber einen noch nicht bekannten Mechanismus das
Schlaganfallrisiko reduzieren (siehe Kapitel 1.4.3.). Auf Grund der Beobachtung, dass
auch bei nicht hypertensiven Patienten nach einer Behandlung mit den genannten
Substanzen das Schlaganfallrisiko reduziert wurde, werden weitere bisher noch nicht
bekannte zellschitzenden Mechanismen und protektive Proteine in Betracht
gezogen, die durch diese Pharmaka reguliert werden. Da auch BDNF unter vielen
pathologischen Bedingungen reguliert wird, wie z.B. bei der Ischamie (siehe Kapitel
1.3.5.), kommt es als mdgliche Zielstruktur vasoaktiver Pharmaka in Frage.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war unter anderem die Identifikation BDNF-
regulierender vasoaktiver Pharmaka in zerebralen Endothelzellen. Erstmalig konnte

gezeigt werden, dass die BDNF-mRNA-Expression in zerebralen Endothelzellen
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sowohl durch den selektiven p4-Blocker Nebivolol als auch die AT1-
Rezeptorantagonisten Losartan und Telmisartan erhéht wird (Abb. 23, Kapitel 5.4.1.).
Weitere Untersuchungen beschrankten sich zunachst auf die nahere Analyse der
Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-Expression. Die Wirkungen von Losartan und
Telmisartan sind Gegenstand zukunftiger Experimente.

Der selektive p1-Adrenozeptorantagonist Nebivolol ist ein razemisches Gemisch aus
zwei Enantiomeren, wobei die Bi-antagonisierende Wirkung hauptsachlich dem d-
Enantiomer zugeschrieben wird, eine weitere vasodilatorische Wirkung dem I-
Enantiomer (Dessy et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Nebivolol sowohl nach 6- als auch 18-stundiger Behandlung zu einem
signifikanten Anstieg der BDNF-Expression in zerebralen Endothelzellen fuhrt (Abb.
24, Kapitel 5.4.2.). Weiterhin liel3en sich die in vitro Experimente durch Daten aus in
vivo Studien belegen. Auch Nebivolol-behandelte Mause zeigen einen Anstieg der
BDNF-mRNA-Expression im Herz auf ca. 194% im Vergleich zu Placebo-behandelten
Tieren (Abb. 25a, Kapitel 5.4.3.). Nebivolol fluhrte allerdings zu keiner signifikanten
Veranderung der BDNF-Expression im Gehirn der Mause (Abb. 25b, Kapitel 5.4.3.).
Eine mogliche Erklarung hierflr ist das neuronale Expressionsmuster von BDNF.
BDNF wird am starksten im Hippocampus sowie Hypothalamus exprimiert (Yan et al.,
1997, siehe auch Kapitel 1.2.1.). Eine mdgliche expressionelle Veranderung von
BDNF durch Nebivolol in Endothelzellen konnte in einem Gesamt-RNA-Extrakt durch
die starke BDNF-Expression in neuronalen Zellen Uberdeckt werden. Die Isolierung
von zerebralen Endothelzellen aus Gehirngewebe Nebivolol-behandelter Mause
sowie eine separate RNA-Analyse der isolierten Zellen waren hier notwendig.
Dennoch konnte erstmalig eine Regulation der BDNF-Expression durch Nebivolol
gefunden werden. Ob Nebivolol aufgrund der erhohten BDNF-Expression auch
zytoprotektive Wirkungen besitzt, bedarf weiterer Analysen. Mogliche zellschitzende
Wirkungen von Nebivolol und BDNF sind fir zuklnftige therapeutische

Weiterentwicklungen von Interesse.
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6.4.1. Die Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression ist
substanzspezifisch

Um zwischen einer substanzspezifischen Wirkung von Nebivolol und einer
klassenspezifischen Wirkung der Gruppe der B4-Blocker unterscheiden zu kdnnen,
wurde die Wirkung von weiteren selektiven p4-Adrenozeptorantagonisten auf die
BDNF-mRNA-Expression untersucht. Im Vergleich zu Nebivolol veranderte der p4-
Adrenozeptorantagonist Atenolol die BDNF-Expression in bEnd.3-Zellen nicht
signifikant (Abb. 26, Kapitel 5.4.4.). Metoprolol-behandelte Zellen hingegen zeigten
teilweise eine signifikante Erhéhung der BDNF-mRNA-Expression (10 uM). Da
allerdings bei hoheren Konzentrationen an Metoprolol die BDNF-mRNA-Expression
nicht signifikant verandert wird, kann angenommen werden, dass auch Metoprolol
keinen Einfluss auf die BDNF-Expression hat. Aus den vorliegenden Daten kann
deshalb geschlossen werden, dass es sich bei der Wirkung von Nebivolol auf die
BDNF-mRNA-Expression um eine substanzspezifische Wirkung handelt.

6.4.2. Die stimulierende Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression
verlauft NO-unabhangig und wird nicht Gber den B;-Adrenozeptor vermittelt

In Rattenaorten sowie in koronaren mikrovaskularen Gefalen von Mensch und
Nagern ist eine Stimulation der Vasodilatation, NO-Produktion und Angiogenese
durch Nebivolol beschrieben worden. Diese Funktionen von Nebivolol sind abhangig
von der Expression und Aktivitdt der endothelialen NO-Synthase und sollen durch
eine Bindung von Nebivolol an den Bs-Adrenozeptor vermittelt werden (de Groot et
al., 2003; Dessy et al., 2005). AulRerdem konnte eine Stimulation der NO-Produktion
durch Nebivolol auch in BAEC (,bovine aortic endothelial cells“) beobachtet werden.
Des Weiteren ist in eNOS™-knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach
induzierter Ischamie eine verringerte BDNF-Expression in ischamischem
Gehirngewebe gefunden worden (Chen et al., 2005a). Ein Zusammenhang zwischen
der Expression und Aktivitat der eNOS sowie der BDNF-Expression ist also denkbar.
Aufgrund der Literaturdaten wurde zunachst eine mdgliche Beteiligung des Bs-
Adrenozeptors an der Nebivolol-vermittelten Regulation der BDNF-Expression
untersucht. Abb. 27 (Kapitel 5.4.5.) zeigt deutlich, dass durch die Antagonisierung
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des Bs-Adrenozeptors mittels des Ps-Adrenozeptorantagonisten Cyanopindolol die
Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression nicht aufgehoben wird. Die
Wirkung von Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression wird also nicht Uber den B3-
Adrenorezeptor vermittelt.

Im Weiteren wurde aulierdem eine mdgliche Abhangigkeit der Nebivolol-induzierten
Hochregulation der BDNF-Expression von der eNOS untersucht. Die hier vorgelegten
Daten zeigen allerdings, dass Nebivolol weder einen Einfluss auf die eNOS-Aktivitat
(Abb. 31, Kapitel 5.4.6.3.) noch auf die eNOS-Expression (Abb. 30, Kapitel 5.4.6.3.)
in zerebralen Endothelzellen besitzt. Die Erhdhung der eNOS-mRNA-Expression, die
nach 18-stindiger Nebivolol-Behandlung bei einer Konzentration von 3 uM zu
beobachten war, kann nicht Ursache einer erhdhten BDNF-mRNA-Expression durch
Nebivolol sein, da unter den gegebenen Bedingungen keine Erhohung der BDNF-
MRNA-Expression trotz erhohter eNOS-mRNA-Expression zu beobachten ist (siehe
Abb. 24, Kapitel 5.4.2.). Auch die BDNF-mRNA-Expression blieb durch exogene
Gabe des NO-Donators Spermin-NONOate unverandert (Abb. 29, Kapitel 5.4.6.2.).
Weiterhin lie® sich die Nebivolol-induzierte Hochregulation der BDNF-Expression
durch eine Inhibition der eNOS nicht unterbinden (Abb. 28, Kapitel 5.4.6.1.).
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die stimulierende Wirkung von
Nebivolol auf die BDNF-mRNA-Expression in zerebralen Endothelzellen NO-
unabhangig verlauft.

Durch die hier vorgelegten Daten konnte eine bisher noch nicht bekannte
pharmakologische Regulation der BDNF-Expression durch Nebivolol in zerebralen
Endothelzellen gezeigt werden. Bereits bekannte Wirkmechanismen von Nebivolol,
wie z.B. die Erhdhung der NO-Produktion oder der Bs-Agonismus, konnten
ausgeschlossen werden. Untersuchungen zum Wirkmechanismus sind Gegenstand
zukinftiger Analysen. Bei einer Stimulation der Transkription von BDNF durch
Nebivolol ist eine Beteiligung der so genannten ,calcium-responsive elements”
(CaRE1, CaRE2 und CaRE3/CRE) denkbar (Finkbeiner, 2000). Diese in Exon Il
gelegenen regulierenden Elemente werden durch einen erhdhten Calcium-Spiegel
aktiviert (Shieh et al., 1998; Tao et al., 1998). Ebenfalls ist eine Beteiligung eines
,calcium-response element binding protein“ (CREB) sowie eines Transkriptionsfaktors
CaRF (Tao et al., 2002) bekannt, die fur deren Aktivierung nétig sind. Tatsachlich ist
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von Exon lll-enthaltenen Transkripten beschrieben worden, dass ihre Expression in
vivo am haufigsten induziert wird (Kokaia et al., 1994; Lauterborn et al., 1996). In
BAEC ist beobachtet worden, dass eine Behandlung der Zellen mit Nebivolol zu
einem Anstieg der Calcium-Konzentration fuhrt (Dessy et al, 2005). Ein
Zusammenhang zwischen einem erhdhten  Calcium-Spiegel und einer
expressionellen Steigerung von BDNF durch Nebivolol ist also denkbar, bedarf
allerdings weiterer Analysen.

Weiterhin bleibt zu Uberprifen, ob Nebivolol durch seine Fahigkeit, die BDNF-mRNA-
Expression zu erhdhen, auch zellschutzende Eigenschaften besitzt, und so
(zusatzlich zur Hypertonie) auch fur weitere therapeutische Zwecke, wie z.B. bei
einem Schlaganfall, eingesetzt werden konnte.
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7. Zusammenfassung

Das Neurotrophin BDNF ist ein protektiver Faktor, der das Wachstum, die
Differenzierung und das Uberleben neuronaler Zellen fordert. Neben der neuronalen
Expression wird BDNF aber auch peripher exprimiert, unter anderem auch von
Endothelzellen. Dort konnte vor allem ein stimulierender Einfluss von BDNF auf die
Angiogenese von Endothelzellen beobachtet werden.

Eine Regulation der BDNF-Expression unter pathologischen Bedingungen wie
Epilepsie, M. Alzheimer, M. Parkinson, Depression und Ischamie ist bereits mehrfach
beschrieben worden. Weiterhin konnte eine gesteigerte BDNF-Expression in
Patienten beobachtet werden, die mit Antiepileptika bzw. Antidepressiva behandelt
wurden. BDNF zeigte aul3erdem in Tiermodellen der Ischamie und Epilepsie eine
schitzende Funktion vor den degenerativen Prozessen der Krankheit bzw. vor dem
Auslésen eines Anfalls. Dadurch wird die Regulation der BDNF-Expression als
therapeutische Strategie zu einem interessanten und notwendigen Forschungsgebiet.
Aus der Literatur gehen Beobachtungen hervor, die Veranderungen der BDNF-
Expression zeitgleich mit einem erhéhten TNF-a-Spiegel bzw. einer Aktivierung der
PKC unter pathologischen Bedingungen beschreiben. Ob ein erhdhter TNF-a-Spiegel
bzw. die Aktivierung der PKC Ursache der veranderten BDNF-Expression sind, war
bisher noch nicht bekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass sowohl TNF-a als auch
eine Aktivierung der PKC in peripheren Endothelzellen die BDNF-Expression
konzentrations- und zeitabhangig reduzieren. Im Fall von TNF-a wird diese Reduktion
uber den TNFR1 vermittelt. TNF-a hatte keinen Einfluss auf die BDNF-mRNA-
Stabilitat, die BDNF-Expression wird durch TNF-o Uber eine Reduktion der
Transkription reguliert. Weiterhin wurde die Wirkung von BDNF auf die Angiogenese
von HUVEC untersucht. Hierbei konnte die Tubulusbildung von HUVEC durch BDNF
signifikant stimuliert werden. Die stimulierende Wirkung von BDNF auf die

5NTR vermittelt.

Tubulusbildung von HUVEC wurde Uber die Rezeptoren TrkB und p7
TNF-a hingegen reduzierte die Angiogenese in HUVEC. Da ebenfalls eine Reduktion

der BDNF-Expression durch TNF-a in diesen Zellen beobachtet werden konnte, kann
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aufgrund der vorliegenden Daten angenommen werden, dass TNF-o die
Angiogenese von HUVEC Uber eine verminderte BDNF-Expression inhibiert.

Bei der Regulation der BDNF-Expression durch PKC-Aktivierung konnte die PKC-
Isoform & als mogliche BDNF-regulierende Isoform identifiziert werden. Weiterhin
hatte PMA keinen destabilisierenden Einfluss auf die BDNF-mRNA. Auch hier wird
BDNF durch PMA auf dem Niveau der Transkription reguliert.

Weitere Erkenntnisse uber eine Regulation der BDNF-Expression durch TNF-a und
PKC-Aktivierung helfen moglicherweise bei der Entwicklung therapeutischer
Strategien, die sich mit veranderten BDNF-Expressionen bei verschiedenen
Krankheitsbildern befassen.

Auch ist bisher eine pharmakologische Regulation der BDNF-Expression noch nicht
naher untersucht worden. Mehrere Pharmaka, die in der antihypertensiven und
cholesterinsenkenden Therapie zum Einsatz kommen, zeigen beispielsweise eine
schitzende Funktion vor Schlaganfallen, die allerdings unabhangig von ihrer
blutdruck- bzw. cholesterinsenkenden Wirkung ist. Somit kommen andere
Zielstrukturen, wie auch BDNF in Frage, die durch diese Substanzen reguliert werden
kdnnten.

Erstmalig konnte ein Einfluss des Bs-Adrenozeptorantagonisten Nebivolol auf die
BDNF-mRNA-Expression beobachtet werden. Nebivolol erhohte die BDNF-
Expression in zerebralen Endothelzellen und Mauseherzen. Hierbei handelt es sich
um eine substanzspezifische Wirkung von Nebivolol, die von anderen p-Blockern
nicht geteilt wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von Nebivolol auf die
BDNF-mRNA-Expression NO-unabhangig verlauft und nicht Gber den fs-
Adrenozeptor vermittelt wird. Die pharmakologische Regulation von BDNF durch
Nebivolol 1auft Gber einen noch unbekannten Mechanismus und bedarf weiterer
Analysen, vor allem auch in Hinblick auf mogliche therapeutische Einsatze.
Potentielle protektive Funktionen von Nebivolol, welches Uber eine erhdhte BDNF-
Expression die Zelle z.B. vor den Folgen einer Ischamie schutzen konnte, sind von
therapeutischem Interesse.
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