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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

Diese Arbeit beleuchtet die Rolle des Endothelinrezeptors Typ A (ETAR) und ausgewahlter
ETAR-Antagonisten im Hinblick auf die Modulation der Migration von Immun- und
Tumorzellen anhand von ex vivo und in vitro Versuchen. Hauptsachlich wurden zwei
verschiedene Aspekte betrachtet. Zum einen wurde die Beeinflussung der Migration
humaner polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten durch ETAR-Antagonisten vor
dem Hintergrund einer chronisch-entziindlichen Autoimmunerkrankung, namentlich der
Systemischen Sklerose, untersucht. Zum anderen wurde die Migration verschiedener
Tumorzelllinien in Abhdngigkeit von ETAR-Antagonisten analysiert, als potenziell neues,

antineoplastisches Anwendungsgebiet dieser Medikamentengruppe.

1.1 Die Endothelin-Achse: potente Vasokonstriktion und vieles mehr

1.1.1 Einfiihrung zu Endothelinen, ihren Rezeptoren und ihre physiologische Rolle

Die Gruppe der Endotheline umfasst drei einander dhnelnde Peptide Endothelin-1, -2 und
-3 (ET-1, ET-2 und ET-3) (1), die jeweils 21 Aminosdauren umfassen. ET-1 stellt den
Hauptvertreter dieser Gruppe dar, die erste Beschreibung des Polypeptids als ,potenter
(...) Vasokonstriktor”, sezerniert durch Endothelzellen, sowie die Aufklarung der
Molekularstruktur erfolgte in den 80er Jahren an Koronararterien verschiedener Spezies
(2,3). Die groBte Quelle von ET-1 stellen Endothelzellen dar (4), zu einem geringeren
Umfang produzieren jedoch auch Leukozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Zellen der
glatten GefaBmuskulatur und diverse andere Gewebe ET-1 (5-8). Die Sekretion aus den
Endothelzellen erfolgt abluminal direkt in Richtung der glatten Muskelzellen als
physiologische Effektoren (9). ET-1 wird in Abhangigkeit verschiedener chemischer und
physikalischer Reize wie Hypoxie, Kalteexposition, Scherkrafte, Angiotensin-lIl und
Zytokinen freigesetzt (6,7,10). Gehemmt wird die Produktion und Freisetzung u. a. durch
Stickstoffmonoxid (NO), zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) und atriales
natriuretisches Peptid (ANP) (10). Nach feinregulierter Transkription des ET-1-Gens (EDN1)
auf Chromosom 6 entsteht das aus 212 Aminosauren (AS) bestehende pre-pro-ET-1. Dies
wird enzymatisch in das 38 AS-lange big-ET-1 gespalten. Eine erneute enzymatische
Spaltung durch das Endothelin-Converting Enzyme (ECE) liefert das biologisch aktive ET-1
(10,11).
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Endothelin-|

Abbildung 1: Aminosduresequenz von Endothelin-1, adaptiert nach Haynes und Webb (10).

ET-1 wird (ber zwei verschiedene sekretorische Wege freigesetzt: der constitutive
secretory pathway Uber fein regulierte Proteinbiosynthese und der regulated secretory
pathway Uber kleinere intrazelluldre Speicher (4,8), obwohl es auch Stimmen gibt, die keine
Speicherung von ET-1 sehen (9,10,12). Der Abbau erfolgt zum einen (iber Internalisierung
aus der Blutbahn ins Gewebe insbesondere der Lunge, zum anderen wird ET-1 Gber die
Niere ausgeschieden. Eine reduzierte Nierenfunktion fihrt dementsprechend zu erhéhten
ET-1-Konzentrationen (7,10). Die Wirkung von ET-1 wird v. a. parakrin (4,6,7) entfaltet,
passend dazu hat ET-1 eine kurze Halbwertszeit von ca. einer Minute sowie die niedrige

und stark fluktuierende vendse Plasmakonzentration im pg/ml-Bereich (10).

Beim Menschen ist ET-1 — ETAR-vermittelt — der potenteste bekannte Vasokonstriktor mit
langanhaltender Wirkung (10,13), dementsprechend ist seine Hauptfunktion die
Kreislauferhaltung durch Regulation des Blutdrucks in allen Organsystemen, erstmals
beschrieben 1988 (3). Weiterfiihrend ist die Endothelin-Achse (ET-Achse) am Wasser- und
Salz-Haushalt beteiligt (7). Fir ET-1 konnten neben der physiologischen
vasokontriktorischen Wirkung mittel- und langfristig auch eine Beteiligung an Fibrose,
Matrix-Remodelling, GefalRhypertrophie und Zellproliferation sowie Entziindung
nachgewiesen werden (12,14). Uber den Endothelinrezeptor Typ B vermittelt ET-1 eine

Vasodilatation tiber NO (4).

1.1.1.1 Endothelinrezeptor-Typ A: Aufbau und Signalkaskade, Lokalisation und Wirkung
Es gibt zwei Endothelinrezeptoren Typ A und B (ETAR, ETBR), die verschiedene, zum Teil
gegensatzliche Wirkungen vermitteln, ein unterschiedliches Verteilungsmuster im Gewebe
aufweisen und eigene Affinitditen den Endothelinen gegenliber aufweisen (10),
gelegentlich wird auch von einem dritten Endothelinrezeptor Typ C (ETCR), selektiv fir ET-

8
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3 berichtet (15). ETAR hat fiir ET-1 und -2 eine gleichermalen hohe Affinitat, niedriger fir
ET-3 (16). In dieser Studie steht der Endothelinrezeptor Typ A im Vordergrund, weshalb
sich hier v. a. auf seine Charakterisierung konzentriert wurde. Die Hauptwirkungen von

ETAR sind Vasokonstriktion, Zellproliferation und Beteiligung an Entzlindungsreaktionen

(17).

Bei ETAR handelt es sich um einen transmembranadren G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(GPCR) der Klasse 1 (Family A/rhodospsin-like), mit einer Sequenz von 427 Aminosauren in
sieben transmembrandren Doméanen auf Chromosom 4 (18,19). Der Rezeptor wurde 1990

erstmals beschrieben (20). Abbildung 2 zeigt die Aminosduresequenz des Rezeptors.
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Abbildung 2: Aminoséuresequenz des Endothelinrezeptors Typ A. Schlangen-Diagramm erstellt auf

https://gpcrdb.org/protein/ednra_human/ am 21.20.2020, nach Pdndy-Szekeres et al. (21).

Er ist unter anderem an das heterotrimere Gq/11-Protein gekoppelt (22,23). Eines der
Effektormolekiile stellt die Phospholipase C dar, die Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphonat (PIP2) in Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) als I6slichen second messenger und
das membranstidndige Diacylglyzerin (DAG) spaltet. IPs3 aktiviert Ca?*-Kanidle im
endoplasmatischen Retikulum und setzt so Ca?* ins Cytosol frei (24). Ferner fungiert ETAR
selbst als unselektiver Ca%*-Kanal, der einen zusitzlichen Ca?*-Einstrom von extrazellular
erlaubt. Es kommt zur Kontraktion der glatten Muskulatur und folgenden Vasokonstriktion
(14). DAG wiederum aktiviert die Proteinkinase C (PKC) sowie Proteintyrosinkinase, die den
mitogenen Effekt von ET-1 vermitteln (9,25). In diesem Zusammenhang wurde bereits friih

ein crosstalk von ETAR mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren suggeriert (25).
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ETAR wird vor allem im kardiovaskuldaren System, genauer auf glatten Muskelzellen
exprimiert (13,26,27). Des Weiteren ist ETAR auch im Herzen, Lungenparenchym, glatter
Bronchusmuskulatur, submukosen Drisen und Epithelzellen in hoher Dichte exprimiert,
jedoch auch auf Immunzellen und in verschiedenen Neoplasien (28-31). Verschiedene
Promotorregionen beeinflussen die Transkription in Abhangigkeit diverser Stimuli wie
Hypoxie, Cyclosporin A, epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Ostrogen, Angiotensin-Il,
transforming growth factor (TGF-B) und Endothelin selbst (9,30). Abbildung 3 stellt die

ubiquitdre Expression von ETAR dar.
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Abbildung 3: Lokalisationen des Endothelinrezeptors Typ A. ETAR ist v. a. im kardiovaskuldren System
vertreten: so auf der glatten GefdfSmuskulatur und insbesondere in Herz und Lunge exprimiert. Graphik

adaptiert nach Davenport et al. (13) und Regard et al. (32).

1.1.2 Die Endothelin-Achse in verschiedenen Pathologien

Es lassen sich zahlreiche Pathologien beschreiben, in denen fiir ET-1 oder ETAR eine
modulierende Wirkung auf die jeweilige Erkrankungen bekannt ist: Bereits in der
Embryonal- und Fetalperiode nimmt die ET-Achse ein fundamentale Funktion in der
kraniofazialen und kardiovaskuldaren Entwicklung ein (33,34). Die Endothelin-Achse wurde
im Rahmen verschiedener kardiovaskuldren Erkrankungen wie Arteriosklerose, arterieller
Hypertonie, koronarer Herzerkrankung, akutem Myokardinfarkt und chronischer
Herzinsuffizienz beschrieben (17,24,35,36). AuBerdem wird der ET-Achse eine
pathophysiologische Rolle bei chronischer Nierenerkrankung, Subarachnoidalblutungen

und Praeklampsie zugeschrieben (36—38). Auch bei verschiedenen rheumatologischen

10
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Erkrankungen ist die ET-Achse von Bedeutung, wie z. B. bei Systemischer Sklerose (SSc), die
in dieser Arbeit genauer behandelt wird, systemischem Lupus Erythematodes,
Rheumatoide Arthritis und Takayasu Arteriitis (12). Darliber hinaus spielt die ET-Achse bei

diversen Neoplasien im Progress dieser eine Rolle (30,39,40).

Besonders bekannt im Zusammenhang mit der pathologischen Rolle der ET-Achse ist die
pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) (41,42). Die PAH wird definiert durch einem
mittleren pulmonal-arteriellem Druck von Gber 25 mmHg (43). Die Erkrankung hat
verschiedene Atiologien, darunter die im spiteren nidher beschriebene Systemische
Sklerose (44). Pathophysiologische Charakteristika sind ET-1-vermittelte Hypertrophie der
Lungenarteriolen, erhohter GefaBwiderstand u. a. durch erhdhte ET-Plasmaspiegel und
schlieflich Rechts-Herz-Versagen mit hoher Mortalitdt (17,45). Bei dieser Erkrankung

kamen erstmals Endothelinrezeptor-Antagonisten zum Einsatz (16,46).

1.1.3 Blockade der Endothelinrezeptoren als neue Therapieansatze

Grundsatzlich werden selektive ETAR-Blocker wie Sitaxentan, Ambrisentan, Atrasentan,
Zibotentan oder BQ-123 von selektiven ETBR-Blockern und unselektiven ETR-Antagonisten
wie z. B. Bosentan oder Macitentan, die beide Rezeptortypen A und B blockieren,
unterschieden (16,46-48). Da die Rezeptoraffinitditen der Antagonisten flieBend sind,
wurde als cut-off zwischen ,selektiv’ und ,unselektiv’ eine 100-fach hohere Affinitat
gegenlber einem der Rezeptoren definiert, um die Substanz als ,,selektiv” zu kategorisieren

(16).

Fir den klinischen Gebrauch zugelassen sind die Medikamente Bosentan, Ambrisentan und
Macitentan fir die Behandlung von PAH, Bosentan auch in der Behandlung von digitalen
Ulzera (16,46,49). In diesem Zusammenhang konnte fiir die Medikamente eine verbesserte
physische Belastbarkeit der Patient*innen (verlangerte 6-Minuten-Gehstrecke) sowie eine

subjektiv-verminderte Dyspnoe nachgewiesen werden (50-53).

Experimentell wurde die Medikamentengruppe als adjuvantes bzw. chemotherapeutisches
Agens an verschiedenen Tumoren untersucht, im Zusammenhang mit diversen
Nierenerkrankungen, zur Schmerzbehandlung sowie im Kontext weiterer Erkrankungen

wie z. B. Systemische Sklerose und Vasospasmen nach Subarachnoidalblutungen, jedoch

11
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bisher ohne ausreichende Evidenz fiir eine erfolgreiche Ubernahme von ETR-Antagonisten
in andere klinische Bereiche (46,54). ETR-Antagonisten wirken nachgewiesenermaRen u. a.
vasokonstriktionshemmend, antiproliferativ  (bisher nur in vitro) aber auch

antiinflammatorisch und antimigratorisch (55-57).

Gemeinsame unerwinschte Arzneimittelwirkungen der ETR-Antagonisten (selektiv und
unselektiv) sind Hepatotoxizitdt insbesondere bei Sitaxentan und Bosentan (58), Abfall des
Hb-Werts (Anamie), Wasserretention, Teratogenitat und verschiedene
Arzneimittelinteraktionen (54,59). Einige davon lassen sich durch die vasodilatatorische
Hauptwirkung erkldren, andere sind auf die einzelnen Substanzen selbst zurtickfihren.

Theoretischer Vorteil selektiver ETAR-Antagonisten wie Ambrisentan ist, dass sie den
vasokonstriktiven sowie zellproliferativen Effekt von ETAR antagonisieren, den
vasodilatativen Effekt von ETBR sowie die Clearance Giber ETBR jedoch unbeeinflusst lassen
(46,60). Gleichzeitig flihrt diese einseitige Blockade moglicherweise zu einer konsekutiven
Dysbalance der Rezeptorexpression zwischen ETAR und ETBR (31). Auf die in dieser Studie
verwendeten ETAR-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan soll nun ndher eingegangen

werden.

1.1.3.1 Ambrisentan

Ambrisentan (Volibris von GlaxoKlineSmith, Letairis von Gilead, LU-208075) ist ein FDA (U.
S. Food and Drug Administration) und EMA (European Medicines Agency) zugelassenes
Medikament fiir die Behandlung von PAH mit hoher oraler Bioverfiigbarkeit. 2007 bzw.
2008 wurde es nach zwei grolRen doppel-verblindeten, randomisierten, placebo-
kontrollierten Studien (ARIES-1 und -2) auf den Markt gebracht (13,51,52). Ambrisentan
hat eine, in humanem linken Ventrikel determinierte, Affinitat (Ko) gegeniiber ETAR von
0,28 + 0,23 nM und gegeniiber ETBR eine Affinitat (Kp) von 0,25 + 0,05 uM (61). Fiir die
Behandlung der PAH betragt die zugelassene Dosis 5 bis 10 mg einmal taglich dank einer
Halbwertszeit von 9 — 15 h (62). Chemisch handelt es sich um ein Diphenyl-Propionsaure-
Derivat (63). Generell ist Ambrisentan ein gut vertragliches Medikament, das
Nebenwirkungsprofil zeichnet sich durch periphere Odeme und nasale Obstruktion (also v.
a. vasodilatatorische Phanomene) aus, Hepatotoxizitat wird im Gegensatz zu Bosentan
oder Sitaxentan als geringer beschrieben (62). Ambrisentan wird hauptsachlich tber

hepatische Glucuronidierung und weniger (iber das Cytochrom P450 (CYP)-System (v. a.
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CYP3A4) verstoffwechselt, sodass Medikamenteninteraktionen seltener sind (46,62,64).
Mogliche Interaktionen treten jedoch mit Ciclosporin A, Ketokonazol oder Omeprazol auf
(46). Ambrisentan zeigt weniger Selektivitat fir ETAR als Sitaxentan (13). Zudem wurde
Ambrisentan in verschiedenen Tierversuchen und klinischen Studien auf3erhalb der PAH
untersucht, genauer nach Transplantation von Leber bzw. Pankreas zur Vermeidung von
Ischamien und bei Nieren- bzw. Herzinsuffizienz bisher jedoch ohne Erfolg fiir eine klinische

Anwendung mit neuer Evidenz (63).

1.1.3.2 Sitaxentan

Der zweite selektive ETAR-Antagonist, der in dieser Studie untersucht wurde, ist Sitaxentan
(auch Sitaxsentan, Thelin von Pfizer, TBC11251). 2009 wurde Sitaxentan fiir die PAH-
Behandlung zugelassen und zeigte eine vielversprechende Verbesserung des mittleren
pulmonal-arteriellen Drucks und der Belastbarkeit der Patient*innen. 2010 wurde es
jedoch von Seiten des Herstellers vom Markt genommen weil es schwere, irreversible, z.T.
letale akute Hepatitiden ausl6ste (60,65). Bis zu diesem Zeitpunkt war Sitaxentan ebenso
ein FDA-zugelassenes Medikament fir die Behandlung von PAH mit hoher oraler
Bioverfiigbarkeit (66). Die zugelassene Dosis betrug 100 mg einmal taglich (in Studien bis
500 mg zweimal tgl.) mit einer ungefahren Zieldosis von 4-6 mg/kg Kérpergewicht (60,67).
Sitaxentan hat eine in humanem linken Ventrikel determinierte Affinitat (Ko) gegentber
ETAR von 1,65 + 0,80 nM und gegeniiber ETBR eine Affinitat (Ko) von 327 + 134 uM (61).
Sitaxentan wurde als Kontrollsubstanz zu Ambrisentan fiir diese Studie gewahlt. Dies dient
der Aufklarung dartiber, ob die Beobachtungen substanzspezifisch oder ETAR-vermittelt

sind, d. h. bei beiden Substanzen beobachtbar sind.

Abbildung 4: Strukturformel Sitaxentan, Quelle: Abbildung 5: Strukturformel Ambrisentan, Quelle:
https://www.drugbank.ca/drugs/DB06268, Tag des https://www.drugbank.ca/drugs/DB06403, Tag
Zugriffs: 24.03.2020 des Zugriffs: 24.03.2020
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Auf zwei der o. g. Pathologien soll in dieser Arbeit genauer eingegangen werden. Zum einen
wird im Rahmen der Erkrankung systemische Sklerose Augenmerk auf
Migrationseigenschaften  von  polymorphkernigen  neutrophilen  Granulozyten
(polymorphonuclear neutrophils, PMN) gelegt, zum anderen wird auf die Rolle von ETAR-
vermittelter Migration im Rahmen verschiedener Neoplasien fokussiert. Im Folgenden soll
kurz skizziert werden, dass der Endothelin-ETAR-Achse fiir beide Pathologien eine

pathophysiologische Rolle zugeschrieben wird.

1.1.4 Systemische Sklerose: eine seltene, komplexe Kollagenose

Systemische Sklerose (SSc) ist eine komplexe Erkrankung aus dem rheumatischen
Formenkreis. Das mittlere Erkrankungsalter liegt ca. bei 45 Jahren, Frauen sind haufiger
betroffen als Manner (68,69). Die Pravalenz in Europa wird auf ca. 300 Erkrankte pro Million
Erwachsene geschatzt, die Inzidenz betrdgt ca. 19 - 40 pro Million Erwachsene (70).
Systemische Sklerose hat unter den rheumatischen Erkrankungen trotz therapeutischer
Fortschritte die hochste Mortalitat (69,71,72). Es besteht eine genetische Pradisposition
fir die Erkrankung, ebenso haben Umwelteinfllisse wie z. B. organische Chemikalien oder

Pestizide einen Effekt auf Pathogenese und Verlauf der Erkrankung (68,71).

Die grundlegende Pathogenese der Erkrankung setzte sich aus drei Hauptsaulen
zusammen: Vaskulopathie, Fibrose und Autoimmunitdt bzw. Entzlindung.
Zusammenfassend und verkirzt wird die sogenannte ,vascular hypothesis” so
beschrieben: Die Vaskulopathie umfasst u. a. fibrotisches Remodelling der Intima und
Adventitia sowie Vasospasmen, was zu Mikrozirkulationsstérungen fiihrt (69,73,74).
Betroffen sind v. a. digitale und pulmonale Arterien. Diese GefdaRdysfunktion fihrt zu
Gewebsschaden durch Ischamie und konsekutiv ein dysregulierter Reparationsversuch der
in fibrotischem Umbau des Bindegewebes endet (71). Getrieben wird dies u. a. durch den
Ubergang von Fibroblasten zu Myofibroblasten durch profibrotische Faktoren wie
transforming growth factor B (TFG-B) (68). Beide Teile des Immunsystems spielen eine
fundamentale Rolle in der Pathogenese der Systemischen Sklerose. Die Rolle des
angeborenen Immunsystems wird beispielsweise durch Infiltration von Immunzellen in
Hautbiopsien von SSc-Patient*innen unter Mitbeteiligung von u. a. Monozyten und
Neutrophilen deutlich (69). Der Nachweis von diversen antinukledren Autoantikérpern

(ANA) zeigte die Rolle des adaptiven Immunsystems (69,70).
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Typische Symptome der SSc umfassen das Raynaud-Phdanomen und Teleangiektasien als
GefaBmanifestation, digitale Ulzera oder Pits im Rahmen von ischamischen Prozessen und
Hautverdickungen an den Fingern als Zeichen der Fibrose und Calcinosis cutis. Pulmonale
Manifestationen wie pulmonal-arterielle Hypertonie oder interstitielle
Lungenveranderungen im Sinne einer Fibrose stellen die Haupttodesursache dar (69). Aber
auch kardiovaskuldre, renale, gastrointestinale und muskuloskeletale Beschwerden
gehoren zur Symptomatik (68,72). Grundlegend werden zwei Verlaufsformen anhand der
Hautbeteiligung unterschieden: eine diffus-kutane Form mit proximaler Hautbeteiligung
und eine limitiert-kutane Form mit distaler Hautbeteiligung (71). Beide Verlaufsformen
zeigen Autoantikoper-Verteilungsmuster mit Schwerpunkten und weitere klinische
Charakteristika (iber die Hautbeteiligung hinaus. Die Diagnosestellung erfolgt in
Zusammenschau der klinischen Befunde sowie durch den Nachweis der o. g. Antikorper
und/oder Kapillarmikroskopie der Nagelpfalz (68) in Abgleich mit den European League
Against Rheumatism (EULAR) — Kriterien von 2013 und American College of Rheumatology
(ACR) - Klassifikationskriterien (71,75). Mogliche Therapeutika umfassen diverse
Immunsupressiva wie Kortikosteroide, Methotrexat oder Cyclophosphamid. Zur
Behandlung von pulmonal-arterieller Hypertonie werden Endothelinrezeptor-
Antagonisten wie Ambrisentan oder Bosentan eingesetzt (68). ACE-Inhibitoren konnten die

Mortalitat der renalen Krisen bei Systemischer Sklerose reduzieren (72).

1.1.4.1 Endothelin-1, Endothelinrezeptor Typ A und spezifische Autoantikérper tragen
zur Pathogenese von SSc bei
Die Endothelin-Achse trdagt entscheidend zu Prozessen wie Entzindung und
Hypernozizeption, Autoimmunitat und anderen immunvermittelten Phdnomenen z. B. im
Rahmen von Sepsis bei (14,17,76). ET-1 kann iber ETAR oxidativen Stress induzieren (77)
und die Produktion verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie IL-2 oder IL-6
initileren, antagonisierbar durch ETAR-Blockade (41,78). Eine TNF-a-Produktion in
Monozyten und Makrophagen wird stimuliert, die dann zur Chemotaxis von PMN fiihrt und

diese zur Phagozytose stimuliert (78).

Bei SSc-Patient*innen wurde schon friih beobachtet, dass ET-1-Serumlevel in

verschiedensten Organsystemen signifikant hoher waren als bei gesunden Kontrollen (79—
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83). Diese Beobachtung passt auch dazu, dass Patient*innen mit diffuser SSc héhere ET-1-
Serumspiegel als Patient*innen mit limitierter SSc aufweisen (84,85). Diese erhéhten ET-1-
Spiegel korrelieren mit klinischen Parametern wie der Anzahl digitaler Ulzera, der
Diffusionskapazitat der Lunge, der Schwere des GefdRschadens oder Fibrose der Haut
(31,81,84). Doch nicht nur der ET-1-Spiegel ist bei SSc-Patient*innen auffallig, auch anti-
ETAR-AK als funktionale Autoantikdrper (Auto-AK) sind an der Pathogenese von SSc
beteiligt (72,86).

Konkret spielt ET-1 eine Rolle in der Entstehung des Raynaud-Syndroms tber Vermittlung
von Vasokonstriktion und korreliert mit dem Ausmafd an Fibrose (31,85). ET-1 wirkt auf
glatte Muskelzellen und Fibroblasten mitogen, fibrogen durch Steigerung der
Kollagensynthese und aktiviert Genexpression, z. B. vom intrazelluldren Adhasionsmolekiil
ICAM-1 (iber NF-kB (s. u.) (80,83,84). Eine gesteigerte ET-1-Konzentration fihrt zum
vermehrten Remodeling der extrazellularen Matrix und Fibrose (83). Zudem beeinflusst ET-
1 die Expression des Molekils ICAM-1 (intrazelluldres Adhasionsmolekil 1) und vermittelt
hieriber eine vermehrte Interaktion mit T-Zellen was wiederum zu einer gesteigerten
Entziindungsreaktion fihrt (83). Eine signifikante Reduktion proinflammatorischer
Zytokine bei SSc-Patient*innen konnte unter unselektiver ETR-Blockade nachgewiesen
werden (78). Somit ist die ET-Achse am Prozess der Vaskulopathie, Fibrose und
Entziindung, allen Hauptsdulen der SSc-Pathogenese, beteiligt. Inwiefern speziell die
Blockade von ETAR die PMN-Migration als Teil der Entziindung beeinflusst, ist ein

Schwerpunkt dieser Arbeit.

1.1.4.1.1 Auto-AK bei der SSc induzieren Migration von Immunzellen

Verschiedene Auto-Antikorper spielen in der Pathogenese von SSc eine Rolle, so wurden
signifikant erhohte Serumlevel funktioneller, d. h. agonistischer anti-ETAR-Antikorper bei
SSc-Patient*innen gegeniliber gesunden Kontrollen nachgewiesen. Diese Autoantikorper
von SSc-Patient*innen regen PMN zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS) an und tragen so zum Prozess der Entziindung bei (87). Eine Bindung
zwischen ETAR und anti-ETAR-AK bewirkt eine spezifische Phosphorylierung von ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase) sowie die Transkription des profibrotischen TGF-B

(72).
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Klinisch konnte eine Korrelation der Hohe der o. g. Auto-AK-Titer mit dem Vorliegen
bestimmter klinischer Parameter wie pulmonale-arterieller Hypertonie oder Lungenfibrose
sowie der Wahrscheinlichkeit an SSc-Komplikationen zu versterben gezeigt werden (72).
Unter verschiedenen Formen von PAH waren bei PAH von SSc-Patient*innen die hochsten
Titer von anti-ETAR-AK zu finden, sie kdnnten als pradiktive und prognostische Marker fir
die Entwicklung einer PAH und deren Mortalitat genutzt werden (88). AuRerdem wurde fiir
sie eine pathogenetische Rolle in der Entwicklung von PAH bei SSc-Patient*innen
nachgewiesen (88). Zusammenfassend weisen viele verschiedene Punkte darauf hin, dass
Auto-AK von SSc-Patient*innen und hier insbesondere anti-ETAR-AK eine Rolle in der
Pathogenese von Systemischer Sklerose spielen. Im Hinblick auf diese pathogenetische
Rolle sollte auch der Einsatz von ETAR-Antagonisten kritisch Gberdacht werden, die bisher
eher bei spat-auftretenden Krankheitsmanifestationen eingesetzt werden. Ein friiherer
Einsatz dieser Medikamentengruppe kdnnte die pathogenetische Rolle der anti-ETAR-AK

reduzieren (89).

Flr T-Zellen konnte bereits ein promigratorischer, durch ETAR-Blockade hemmbarer Effekt
von anti-ETAR-Antikorpern gezeigt werden (90). In dieser Studie soll in Anlehnung daran
ein antimigratorischer Effekt von ETAR-Antagonisten bei PMN nachgewiesen werden.
Verschiedene Punkte gaben bereits Hinweise auf eine mogliche Rolle der ET-Achse fiir die
PMN-Migration. So sezernierten Endothelzellen und Monozyten signifikant mehr IL-8 in
Anwesenheit von Auto-AK von SSc-Patient*innen (90). Als proinflammatorisches Zytokin
lockt IL-8 in vitro und in vivo Immunzellen wie PMN an und induziert deren Migration
(87,91). Das AusmaR der PMN-Migration korrelierte dabei mit den anti-ETAR-AK Titern der
SSc-Patient*innen (87). Auch in vivo induzierten SSc-Auto-AK PMN-Migration, da eine
erhohte Neutrophilen-Zahl nach Injektion mit SSc-Auto-AK in BAL-Fllssigkeit nachgewiesen
wurde (87).

Im Vorfeld dieser Studie wurde von Otavio Cabral-Marques eine gene ontology-Analyse
hinsichtlich verschiedener Ziel-GPCR von Auto-AK durchgefiihrt (92). Diverse Interaktionen
zwischen GPCR und Wachstumsfaktoren wurden durch diese Analyse beschrieben, zentral
steht die Rolle von ETAR fiir die Regulation von Migration in diesem Netzwerk (Abbildung
6).
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Abbildung 6: Netzwerk-Analyse zur Identifizierung von Zielmolekiilen fiir Autoantikérper. Netzwerk aus GPCR,
Wachstumsfaktoren und anderen Signalmolekiilen, die jeweils Ziele fiir Autoantikérper darstellen, basierend
auf der STRING-Datenbank. Zentral ist die Rolle von ETAR (EDNRA) in diesem Netzwerk (roter Pfeil).
Verschiedene Farben zeigen verschiedene Evidenz fiir Beziehung zwischen Molekiilen an: griin: Interaktion
durch Nachbarschaft wahrscheinlich; rot: Beziehung durch Genfusion wahrscheinlich; violett: Interaktion
wahrscheinlich basierend auf experimentellen Daten; hellblau: Interaktion wahrscheinlich basierend auf
Datenbankinformationen; gelb: Interaktion wahrscheinlich durch text mining Analyse; blau: Interaktion durch

gemeinsames Auftreten wahrscheinlich (92).

Dieses Ergebnis in Kombination mit der o. g. Literatur und einer gene ontology-Analyse
fihrte zur Hypothese, dass die ETAR-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan die

Migration von PMN im Kontext der SSc hemmen kdnnen.

1.1.4.2 Die Rolle von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in der Pathogenese
von Systemischer Sklerose
Die Gruppe der polymorphkernigen Granulozyten umfasst neutrophile, eosinophile und
basophile Granulozyten. Gemessen an allen Leukozyten machen Granulozyten bis zu 80 %
der Zellen aus (93). Aus der Gruppe der Granulozyten bilden polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN) die starkste Fraktion mit ca. 93 — 98 % (94). Die in dieser Studie
vorliegenden Ergebnisse beziiglich Granulozyten beziehen sich zum groéBten Teil auf das
Zellkompartiment der Neutrophilen, daher wird diese Zellgruppe nun detaillierter

beleuchtet.
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Neutrophile bilden einen wichtigen Teil des angeborenen Immunsystems und finden sich
mit als erste Zellentitdt am Ort des Infektionsgeschehens (93). Sie zirkulieren v. a. im Blut
und werden, wenn notwendig, in entziindetes Gewebe rekrutiert. Die primare Aufgabe
neutrophiler Granulozyten zur Bekdmpfung von Pathogenen ist die Phagozytose
beispielsweise bakterieller Bestandteile, die dann in intrazellularen Vesikeln tiber reaktive
Sauerstoffspezies oder antibakterielle Proteine eliminiert werden. Sobald PMN aus der
Blutbahn emigriert sind, ist Migration unerlasslich. Dies geschieht u. a. in Abhangigkeit von
einer Hierarchie chemotaktischer Molekiile zu der z. B. das bakterielle N-Formylmethionyl-
Leucyl-Phenylalanin (fMLP) gehort (93). Migration bei PMN wird u. a. lber die
Phosphatidylinositol-3-Kinase und tber die p38-Mitogen-Activated-Protein-Kinase (p38-
MAP-Kinase) vermittelt (93,95,96).

Die Auto-Antikorper von SSc-Patient*innen, darunter anti-ETAR-AK, stimulieren
Neutrophile zur Produktion von ROS sowie zu gesteigerter Migration (87). Darliber hinaus
produzieren stimulierte Neutrophile von SSc-Patient*innen ROS in héherem Malie als
gesunde Kontrollen (97). Die reaktiven Sauerstoffspezies tragen zur Fibrose und dem
GefaBschaden in Pathophysiologie der SSc bei (97,98). Wie oben beschrieben sind u. a.
Lymphozyten, Fibroblasten und Endothelzellen die zentralen Zellen in der Pathogenese der
SSc. Man nimmt jedoch an, dass auch PMN eine wichtige, wenn auch weniger bedeutende
Rolle bei der SSc spielen. Auch dariiber hinaus haben Neutrophile Endothelin-vermittelt
eine proinflammatorische Wirkung. Die Expression von ETAR und ET-1 konnte auf PMN aus
entziindlichem Gewebe wie auch an isolierten PMN aus Vollblut durch verschiedene
Methoden nachgewiesen werden (31,82,92,99-101). Die Inkubation von PMN mit ET-1
initiiert die Freisetzung entziindungsfordernder Zytokine wie IL-8, TNF-a und Matrix-
Metalloprotease 9 (MMP-9) (31). Durch ETAR-Blockade konnte wiederum die Sekretion
verschiedener Chemokine wie TNF-a, CXCL1 und IL-6 signifikant gehemmt werden
(92,102,103). AuBerdem bekannt ist bereits, dass eine Stimulation mit ET-1 (aber auch
fMLP oder LPS) Migration von PMN und anderen Zellen induziert (104,105). Diese, durch
verschiedene Stimuli induzierte Migration konnte durch diverse selektive ETAR-
Antagonisten inhibiert werden (76,103-105). Welche Rolle die ETAR-Antagonisten
Ambrisentan und Sitaxentan dabei spielen ist noch ungekldrt. Eine Hemmung der
Proteinkinase A (PKA) konnte die ET-1-induzierte Migration von PMN sowie fMLP-

induzierte Migration von HL60-Zellen und PMN inhibieren (104). Es scheint also, dass auch
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die PKA, nicht nur die oben beschriebene PKC eine wichtige Rolle in der entsprechenden
Signalkaskade spielt (104). Die HL60-Zelllinie dient in dieser Arbeit als Kontrolle und
Validierung fiir Migrationsergebnisse der humanen PMN, sie gilt als anerkanntes Modell

fiir Neutrophilenmigration (106).

Zusammenfassend geht daraus hervor, dass die ET-Achse eine essenzielle Rolle in der
Migration von PMN innehat. Nicht geprift wurde jedoch bis dato, ob auch oral-verfiigbare
und im Falle von Ambrisentan FDA-zugelassene Medikamente eine PMN-Migration
unterbinden konnen. Bereits jetzt sind Medikamente, die Neutrophilen-Migration
inhibieren, Fokus intensiver Forschung. UberschieBende Neutrophilen-Infiltration kann
schwere Gewebeschdden mit sich bringen, wie bereits fiir Rheumatoide Arthritis,
pulmonale Fibrose oder Multiorganversagen gezeigt (107). Auf der anderen Seite gilt es
hier moglichst gezielt diesen spezifischen Aspekt zu beeinflussen, um eine
Immunschwachung des Patienten gegen andere Pathogene z. B. in Form einer
systemischen Immunsuppression zu vermeiden. Zu untersuchen bleibt ein potenziell
migrationsinhibierender  Effekt von Ambrisentan und Sitaxentan, der das
Anwendungsspektrum um eine antiinflammatorische Wirkung dieser

Medikamentengruppe erweitern wiirde.

1.1.4.2.1 ETAR/ETBR-Expressionsratio: Pradiktor fiir den klinischen Verlauf bei der SSc?
Um die Rolle von PMN bei SSc-Patient*innen vor dem klinischem Hintergrund zu
beleuchten, wurde in dieser Studie zuséatzlich ein Augenmerk auf das Verhaltnis von ETAR
zu ETBR auf CD15* Granulozyten gelegt. Eine verdnderte ETAR/ETBR-Expressionsratio
konnte bereits bei PAH-Patient*innen sowie im PAH-Tiermodell nachgewiesen werden
(108). Auch in fibrotischen Lungen von SSc-Patient*innen wurde eine erhéhte ETBR-
Expression und reduzierte ETAR-Expression, also ein verdndertes Verhéltnis der
Rezeptoren zueinander gemessen (82). Die absolute Rezeptordichte von ETAR bzw. ETBR
auf PMN im Vergleich von Systemische Sklerose-Patient*innen zu gesunden Kontrollen
zeigte bisher keinen signifikanten Unterschied. Jedoch ist ein Unterschied in der
Expressionsratio von ETAR zu ETBR wie bereits oben beschrieben denkbar, da die ETAR-
Expression einen hoheren, die ETBR-Expression insgesamt einen niedrigeren Mittelwert

aufwies (31). Aus diesem Grund wird die ETAR/ETBR-Expressionsratio in dieser Arbeit
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genauer untersucht werden, um zur weiteren Aufklarung der ET-Achse bei PMIN im Rahmen

der systemischen Sklerose beizutragen.

1.1.5 Die Endothelin-Achse in der Pathogenese verschiedener Neoplasien

Der Endothelin-Achse wurde bei verschiedensten Neoplasien eine Bedeutung
beigemessen, unter anderem dem Ovarialkarzinom, Pankreaskarzinom und
Mammakarzinom, aber auch dem Prostatakarzinom u. v. m. (17,109,110). Die Tumoren
konnen anhand ihrer Rezeptorverteilung in verschiedene Gruppen eingeteilt werden.
Pankreas- und Mammakarzinome exprimieren vornehmlich ETAR, Ovarialkarzinome
exprimieren ETAR und ETBR gleichermaBen (111). Diverse Mechanismen, die in der
Karzinogenese eine Rolle spielen wie Zellproliferation,  Migration und
Metastasendissemination, Apoptoseinhibition, Epithelial-Mesenchymal-Transition (EMT),
Angiogenese und Invasion sind direkt oder indirekt ET-1 vermittelt (46,109,112). ET-1
stammt bei Tumoren vornehmlich parakrin aus den tumorassoziierten Endothelzellen,
kann jedoch auch autokrin von Tumorzellen selbst sezerniert werden (54). Eine
Uberexpression der ET-Achse kann dariiber hinaus auch {ber Dysregulation der
Rezeptoren oder das Ausbleiben hemmender Einflisse entstehen (30). ETAR-
Uberexpression korreliert z. B. mit Aggressivitit von Tumoren und der Anzahl an
Fernmetastasen (111). Bei Aktivierung der ET-1-Signalkaskade werden Uber crosstalk
diverse andere Signalkaskaden aktiviert, u. a. die mitogen-activated Proteinkinase (MAPK),
PI3K—AKT, NF-kB, B-catenin, HIF1a, Phospholipasen, der epidermal growth factor Rezeptor
(EGFR), der vascular endothelial growth factor Rezeptor 3 (VEGFR 3), PKA und PKC 1
(30,40).

Apoptose, Zellproliferation und Migration im Zusammenhang mit den o. g. ETAR-
Antagonisten werden in dieser Arbeit genauer untersucht. Ovarialkarzinome zeigen ET-1-
abhdngig eine apoptosehemmende Wirkung nach Paclitaxelgabe, die durch BQ-123
aufgehoben wurde (30,40). Diese Beobachtung konnte fir verschiedene Tumoren in vivo
und in vitro auch fir andere selektive und nicht-selektive ETAR-Antagonisten demonstriert
werden, noch nicht jedoch fir Sitaxentan oder Ambrisentan (30). Um Apoptose selber zu
induzieren, muss die Konzentration von ETAR-Antagonisten jedoch deutlich hoher sein als
im kardiovaskularen Anwendungsgebiet, sodass dies moglicherweise eine Anwendungs-

und Therapielimitation darstellen wird (46). Zellproliferation wird durch die ETAR-
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Antagonisten Zibotentan und Atrasentan in verschiedenen Tumorzelllinien, so auch
Ovarialkarzinomzellen gehemmt (30). Fir Ovarialkarzinomzellen und Melanomzellen
konnte eine Migrationsinduktion durch ET-1 {iber eine verdnderte Integrinexpression und
veranderte Interaktion mit der Extrazellularen Matrix gezeigt werden (30). Dartiber hinaus
kann ET-1 Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakte beeinflussen, was ebenfalls zum
erleichterten Herauslosen maligner Zellen aus einem Zellverband und somit
Tumorprogression fiihrt (30). Auch in Mammakarzinom-Zelllinien konnte BQ-123
Migration nach Stimulation durch ET-1 und Lactoferrin hemmen. Die ET-1-Achse aktiviert
zwei verschiedenen Proteinase-Systeme, die fiir Metastasierung von Tumoren relevant
sind: Matrix-Metalloproteasen und einen Plasminogenactivator von Urokinase-Typ, was
fiir eine rasche Degradierung der extrazelluldren Matrix und somit erleichterte Invasivitat
und Dissemination der Tumorzellen sorgt (30).

Klinische Studien mit ETAR-Antagonisten untersuchten u. a. das therapieresistente
Prostatakarzinom und Ovarialkarzinom (46). Es standen v. a. Zibotentan und Atrasentan als
potenziell antineoplastische, selektive ETAR-Antagonisten im Vordergrund (30). Bisher
konnten die Ergebnisse jedoch keinen Vorteil fir die Patient*innen darlegen. Als
hochselektiver ETAR-Antagonist wurde beispielsweise Zibotentan in einer Phase-llI-Studie
zur Behandlung von Knochenmetastasen des Prostatakarzinoms untersucht, eine
Verbesserung der Uberlebensrate blieb jedoch aus (13). Eine mogliche Ursache hierfiir
kann eine —im Krankheitsverlauf — zu spate Medikamentengabe darstellen (30), da die ET-
Achse eine essenzielle zeitliche Rolle im Prozess der Metastasierung inne hat: So kann die
ETAR-Blockade moglicherweise Metastasen im Sinne einer Kolonialisierung verhindern,
nicht jedoch bereits klinisch manifeste Metastasen beeinflussen (113). Fiir Ambrisentan
wurde eine verlangsamende Wirkung auf das Wachstum von Metastasen suggeriert (114),
es wurde sogar als adjuvante Therapie zu Cisplatin oder Paclitaxel vorgeschlagen (114).
Erneut sollte hier eine einseitige Blockade von ETAR mit Verschiebung des Gleichgewichts
in Richtung ETBR kritisch evaluiert werden, ETBR wiederum spielt ebenso eine
tumorfordernde Rolle Giber Angiogenese und einen Einfluss auf das microenvironment des

Tumors (30).

Diese Studie soll dazu beitragen, eine potenziell-therapeutische Rolle der bereits
bekannten ETAR-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan zur Behandlung von

Neoplasien, genauer Ovarial-, Pankreas- und Mammakarzinom aufzuklaren. Im Folgenden
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werden die zugehorigen Karzinome kurz dargestellt und die wichtigsten Zusammenhange
zur ET-1-Achse beschrieben. Ist im Folgenden die Rede von ETAR-Antagonisten handelt es
sich nicht um Sitaxentan oder Ambrisentan, wurden diese Substanzen verwendet, sind die

namentlich genannt.

1.1.5.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist ein aggressives Tumorleiden, die Inzidenz in Deutschland liegt
bei ca. 18.000/Jahr mit steigender Tendenz. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate ist mit 9
% sehr schlecht (115). Somit ist gerade fir das Pankreaskarzinom das Aufdecken neuer
Therapieoptionen von hoher Prioritat. Eine kurative Therapie ist bisher nur operativ
moglich, jedoch risikoreich und aufgrund der haufig spaten Diagnose oft nicht mehr als RO-
Resektion moglich (116). Palliativ konnen Radio- und/oder Chemotherapie (in erster Linie
Gemcitabin) eingesetzt werden, die wenige Monate Uberlebensvorteil bieten (116).
Verschiedene Pankreas-Tumorzelllinien sowie humane Pankreasadenokarzinomproben
produzieren ET-1 (29,39). Fir verschiedene, ETAR-positive Pankreaskarzinom-Zelllinien
konnte eine Inhibition von ETAR eine verminderte Zellproliferation bewirken, z. T.
synergistisch mit Gemcitabin (110,117). Auch Angiogenese konnte durch ETAR-Blocker
gehemmt werden und in Kombination mit Gemcitabin Apoptose induziert werden
(110,117). Unter Behandlung mit Gemcitabin, wurde eine dosisabhangige Hochregulierung
sowohl von ET-1 als auch ETAR nachgewiesen (117). Im Tierversuch konnte unter ETAR-
Antagonisten ein reduziertes Tumorvolumen sowie weniger Metastasen beobachtet
werden (110). Klinisch ergab sich der Nachweis einer niedrigeren Uberlebensrate, also

schlechterer Prognose beim Vorliegen einer Uberexpression von ETAR (117).

1.1.5.2 Das Ovarialkarzinom

Ovarialkarzinome machen ca. ein Drittel der malignen Neoplasien des weiblichen Genitale
aus, die Inzidenz fiir das Ovarialkarzinom liegt bei v. a. 7.000/Jahr in Deutschland mit
ricklaufiger Tendenz (115). Die 5-Jahrestiberlebensrate liegt bei ca. 43 %, u. a., weil auch
hier eine Diagnose haufig in fortgeschrittenem Stadium (76 % in Stad. 11I/IV) erfolgt (115).
Die Therapie erfolgt Stadien-abhéangig. Eine radikale Operation steht im Vordergrund, dann
folgt ggf. Chemotherapie mit Carboplatin und Paclitaxel (118). Beziiglich der Endothelin-

Achse ist das Ovarialkarzinom eins der detailliert-erforschtesten Tumore.
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Ovarialkarzinom-Zelllinien exprimieren ET-1 sowie ETAR (119). Ubergeordnet wurde die
Endothelin-Achse im Zusammenhang mit Metastasen, Chemotherapie-Resistenz und
einem hoherem Tumorgrad beim Ovarialkarzinom beschrieben (30). Die Endothelin-Achse
aktiviert Uber Proteasen eine gesteigerte Invasivitdt und Metastasierung. Eine
Uberexpression der ET-Achse bewirkt auRerdem eine gesteigerte Migration (40). Auch
Angiogenese, Apoptoseinhibition und Zellproliferation kénnen ET-1 vermittelt sein (120).
Durch Blockade von ETAR konnte Migration bei Ovarialkarzinom-Zelllinien signifikant
gehemmt werden, Apoptose induziert werden und Zellproliferation bzw. Tumorwachstum
in Ovarialtumor-Zelllinien sowie im Mausmodell gehemmt werden (40,111,114). Dariiber
hinaus spielt ET-1 eine entscheidende Rolle in Initiation und Vermittlung von Epithelial-

Mesenchymal-Transition bei epithelialen Ovarialkarzinomen (114,120).

1.1.5.3 Das Mammakarzinom

Rund ein Drittel aller malignen Neuerkrankungen bei Frauen sind auf das Mammakarzinom
zurickzufihren. Mit einer Inzidenz von knapp 70.000/Jahr ist das Mammakarzinom die
h&ufigste maligne Neuerkrankungen und hdufigste Tumorlokalisation aller Krebssterbefalle
bei Frauen in Deutschland (115). Die Therapie basiert auf Operation, Chemotherapie,
endokriner Therapie, Antikdrper-Gabe und Radiatio. Chemotherapeutisch kommen u. a.
Anthrazykline, Taxane und Platin-Derivate infrage. Endokrin sind Aromatasehemmer und
Tamoxifen zugelassen (121).

Auch verschiedene Mammakarzinomzellen produzieren ET-1 (39). Die Invasivitat und
Aggressivitat von Brustkrebs-Zelllinien wird durch Hypoxie liber ET-1 erhdht. Antagonisiert
werden, konnte dieser Effekt durch einen selektiven ETAR-Inhibitor (122). Zudem ist die
ETAR-Expression ein Pradiktor fir schlechtes Chemotherapie-Ansprechen beim
Mammakarzinom (122). Im Mausmodell wurden das Tumorvolumen des
Mammakarzinoms signifikant durch eine ETAR-Blockade reduziert (111,123). Um diesen
Effekt weiter zu beleuchten, wurde in dieser Studie die Proliferation einer
Mammakarzinom-Zelllinie unter ETAR-Antagonisten naher untersucht. In Kombination mit
antihormoneller Therapie konnte durch Blockierung von ETAR eine signifikant héhere
Reduktion der Migration erreicht werden (123) als durch die etablierten endokrinen
Therapeutika allein. Klinisch sind sowohl ein reduziertes Uberleben der Patientinnen als

auch eine erhohte Rate an Knochenmetastasen mit der Endothelin-Achse assoziiert (30).
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1.2 Zielsetzung

Die Hypothese der Relevanz von ETAR fir die zellulare Migration begriindet sich auf einer
von unserer Arbeitgruppe 2018 publizierten Netzwerk- und gene ontology-Analyse,
basierend auf der STRING-Datenbank, zur Identifizierung von Zielmolekilen fiir
Autoantikorper. Diese Analysen zeigen ETAR als zentralen Mediator in einem Netzwerk von
anderen GPCR sowie Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren und identifizieren in
diesem Zusammenhang die Regulation von zelluldarer Migration durch die genannten
Molekdile als wichtigen Mechanismus (siehe Abbildung 6). Deshalb wird angenommen,
dass die ETAR- Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan die Migration von humanen PMN
bzw. HL60 als PMN-Surrogat im Kontext einer chronisch-entziindlichen
Autoimmunerkrankung (systemische Sklerose, SSc) sowie die Migration der
Tumorzelllinien Colo357, OvCar3 und MDA-MB-231 im Kontext von Pankreas-, Ovarial-,
und Mammakarzinomen hemmen kénnen. Dazu wurden verschiedene ex vivo und in vitro
Versuche mit humanen PMN, gewonnen von gesunden Spender*innen und Patient*innen
mit SSc, sowie mit den Tumorzelllinien HL60, Colo357, OvCar3 und MDA-MB-231

durchgefihrt.

Im Detail werden folgende Fragen adressiert:

1. Exprimieren humane PMN, gewonnen von Gesunden und Patient*innen mit SSc,

sowie die Tumorzellinien HL60, Colo357, OvCar3 und MDA-MB-231 ETAR und ETBR?

2. Werden unter den gewahlten experimentellen Bedingungen die Vitalitdt (Nekrose,
Apoptose) und andere Funktionen von humanen PMN Gesunder
(Phagozytosekapazitdt, Produktion reaktiver Sauerstoffspezies) durch die

Behandlung mit Ambrisentan und Sitaxentan beeinflusst?

3. Moduliert unter den gewdahlten Zellkulturbedingungen die Behandlung mit

Ambrisentan und Sitaxentan die Migration von humanen PMN im Vergleich mit

HL60-Zellen?
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4. Verandert unter den gewidhlten Zellkulturbedingungen die Behandlung mit
Ambrisentan und Sitaxentan die Vitalitat (Nekrose, Apoptose) und die Proliferation

der Tumorzelllinien Colo357 und MDA-MB2317?

5. Verandert unter den gewadhlten Zellkulturbedingungen die Behandlung mit
Ambrisentan und Sitaxentan die Migration der Tumorzelllinien Colo357 und

OvCar3?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geradte

Tabelle 1: Gerdite

Material und Methoden

Analysenwaage Adventurer™

OHAUS Europe GmbH, Greifensee, Schweiz

Autoklav

Webeco GmbH, Selmsdorf, DE

BD FACS Canto Il

Becton, Dickinson & Co., Heidelberg, DE

Brutschrank

BINDER GmbH, Tuttlingen, DE

Cytoflex S

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE

Evos M5000 Mikroskop

Thermo Fischer Scientific, Pinneberg, DE

Blackfly Kamera

FLIR Integrated Imaging Solution Inc.,

Richmond CA

Axioskop HBO 50 Mikroskop

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Gefrierschrank, -20°C

Robert Bosch GmbH, Stuttgart, DE

Kihlschrank 2-8°C

Liebherr-International GmbH,

Birberach an der RiR, DE

Mikropipetten
(0,5-10ul, 10-100pl, 10-200ul, 100-1000pl)

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Mikroskop Olympus CK2

OLYMPUS EUROPA SE & Co. KG, Hamburg,
DE

C-Chip Neubauer improved (0,0025 mm?/
0,1 mm)

NanoEnTek

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann GmbH & Co. KG, Eberstadt, DE

Rollenmischer RS-TRO5

Phoenix Instrument

Sterilbank Class Il, Type A/B3

Nuaire, Plymouth, USA

Sterilbank Safe 2020

Thermo Fisher Scientific, Pinneberg, DE

Vortex Mixer Heidolph REAX 2000

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, DE

Wasserbad

GFL Gesellschaft fir Labortechnik mbH,

Burgwedel, DE

Zentrifuge Allegra™ X12-R Centrifuge

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE
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Zentrifuge Heraeus™ Megafuge™ 1.0 Thermo Fischer Scientific, Pinneberg, DE

2.1.2 Verbrauchsmaterial und Assays

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial und Assays

Einmalhandschuhe NitraTex Microtouch Ansell GmbH, Miinchen, DE

Einweg-Pasteurpipetten 3 ml LabSolute®, Th. Geyer GmbH & Co. KG,

Renningen, DE

Einweg-Stabpipetten Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE
(2 ml; 5ml; 20 ml; 25 ml)

FACS-Rohrchen Falcon® Corning Brand, New York, USA
Falcon (15 ml; 50 ml) Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, DE
Lithium-Heparin-Monovetten (7,5 ml) Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

Oris™ Cell Migration Assay Platypus Technologies, Madison,

Wisconsin, USA

Pipettenspitzen gestopft Biosphere® plus, Sarstedt AG & Co,
Niumbrecht, DE

Transwell®, 24 well-plate, PorengréBe 5um | Corning Incorporated, New York, USA

Zellkulturflaschen (T25, T75) Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, DE

2.1.3 Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

Ambrisentan Gilead Sciences, Foster City, USA

Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detection | PromoCell, Heidelberg, DE

Kit

BD Cytofix/Cytoperm BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey,
USA

BD PermWash Buffer (10x) BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey,
USA

BioParticles® Staphylococcus aureus, FITC- | Molecular Probes®, ThermoFisher Scientific,

gekoppelt Pinneberg, DE

Biotase Biochrom GmbH, Berlin, DE
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Celltrace CFSE Cell Proliferation Kit

Invitrogen™, Thermo Fischer Scientific,

Pinneberg, DE

Dextran

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt

Diff Quik Cell Staining Kit

Medion Diagnostics, Grafelfing, DE

Dihydrorhodamine 123 (DHR 123)

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE

FCS

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Ficoll-Hypaque

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Glutamin 100x

Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE

Human TruStain FcX

Biolegend, San Diego, CA, USA

L-Glutamin

Biochrom GmbH, Berlin, DE

N-Formylmethionin-Leucyl-Phenylalanin

(FMLP)

Sigma, Saint Louis, Missouri, USA

Natrium-Pyruvat (Na-Pyr)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Panexin NTA

PAN Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Par-2-Agonist

AnaSpex Inc, Fremont, CA, USA
MoBiTec GmbH, Gottingen, DE

Penicillin, Streptomycin (PenStrep)

Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE

Phorbol 12-Myristate 13-Azetat (PMA)

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Red Blood Cell (RBC) Lyse

QIAGEN Sciences, Maryland, USA

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

Lonza Group AG, Basel, CH

Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham,

USA

Sitaxentan Pfizer GmbH, Berlin, DE

TRIzol Invitrogen™, Thermo Fischer Scientific,
Pinneberg, DE

Trypanblau Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 4: Antikérper

Material und Methoden

Spezifitdt Konjugation Clone Isotyp Eingesetztes | Firma
Volumen

CD14 PE M5E2 Mouse IgG1 | 1 pl Biolegend, San Diego,
CA, USA

CD15 PE-Cy7 weD3 Mouse IgG1 | 1 pl Biolegend, San Diego,
CA, USA

ETAR - polyklonal | Rabbit IgG 4 ul Santa Cruz

Sc-33535 Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

ETBR - polyklonal | Rabbit IgG 4 ul Santa Cruz

Sc-33537 Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

Isotype - polyklonal | Rabbit IgG 4 ul Santa Cruz

Sc-3888 Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

Sek. BV 421 polyklonal | Donkey Anti | 4 ul (1:10 | Biolegend, San Diego,

Antikorper Rabbit IgG verdiinnt) CA, USA

Abktirzungen: Cyanin 7 (Cy7), Phycoerythrin (PE), Brilliant Violet (BV)

2.1.5 Software

Tabelle 5: Software

Fiji (Image J, Version 2.0.0-rc-59/1.51k)

Open Source Software, GNU General

Public License

FlowJo 10.2 License Dongle der Klinik fur
Rheumatologie und klinische Immunologie
Windows 8 privat

GraphPad Prism 5 for Windows

Version 5.01, August 2007

Microsoft Excel fur Mac

Version 16.36, 2020
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2.1.6 Zelllinien

Tabelle 6: Zelllinien

Material und Methoden

Name Beschreibung Quelle
Colo357 Pankreasadenokarzinom Geschenk der AG Prof. Dr.
(Lymphknotenmetastase) Frank Gieseler, European
ECACC: 94072245 Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC)
HL60 Akute Promyelozyten Leukdmie American Type Culture
ATCC: CCL-240 Collection (ATCC), Manassas,
VA, USA
MDA-MB-231 Mammakarzinom (Pleuraerguss) Geschenk der AG Prof. Dr.
ATCC: HTB26 Frank Gieseler, ATCC
OvCar3 Ovarialadenokarzinom (Aszites) Geschenk der AG Prof. Dr.
ATCC: HTB161 Frank Gieseler, ATCC

2.1.7 Zellkulturmedien

Tabelle 7: Zellkulturmedien

Néhrmedium HL60

RPMI 1640 (ohne Glutamin), 20 % FCS, 1 %

PenStrep, 2 mM L-Glutamin

Nahrmedium Colo357

RPMI 1640 (ohne Glutamin), 10 % Panexin NTA, 1
% PenStrep Glutamine 100x, 1 % Na-Pyr

Ndhrmedium OvCa

r3 RPMI 1640 (ohne Glutamin), 10 % Panexin NTA, 1

% PenStrep Glutamine 100x, 1 % Na-Pyr

Ndhrmedium MDA

-MB-231

RPMI 1640 (ohne Glutamin), 10 % Panexin NTA, 1
% PenStrep Glutamine 100x, 1 % Na-Pyr

2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete Zellen, Zellreihen und Kultivierung

2.2.1.1 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten

Humane polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) wurden aus Vollblut von

gesunden Erwachsenen mittels Dextran-Sedimentation und anschlielender Ficoll-

Hypaque-Zentrifugation gewonnen, wie bereits beschrieben (124-126). Die Zellisolierung
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und das anschlieRende Experiment erfolgten stets am Tag der Blutentnahme. Die isolierten
Granulozyten enthalten hauptsachlich neutrophile, jedoch auch eosinophile und basophile
Granulozyten. Von gesunden Proband*innen wurden 15 ml Vollblut in Natrium-Heparin-
Rohrchen entnommen und 1:1 mit einer sechsprozentigen Dextranldsung gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °Cund 5 % CO2 im Brutschrank wurde die Blut-
Dextransuspension im nachsten Schritt vorsichtig per Stabpipette tber 12,5 ml Ficoll-
Hypaque ohne Vermischung der Flissigkeiten geschichtet und anschlieend 25 Minuten
bei 800 G ohne Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und die
unterste Phase gesdubert. So wurde das Blut anhand seiner verschiedenen Dichten der
Blutbestandteile und -zellen in diese separiert. Das Blutplasma als obere Schicht im Falcon
und die Monozyten in der Interphase wurden verworfen, Granulozyten und Erythrozyten
im Pellet weiterverwendet. Es erfolgte die Resuspension des Pellets in 3 ml kaltem Wasser
zur Lyse der Erythrozyten, nach ca. 30 Sekunden wurde die Lyse durch Hinzufligen von 6
ml 37 °C - warmem Phosphat-gepufferte Saline (phosphate buffered saline, PBS) gestoppt,
um eine Schadigung der Granulozyten zu verhindern. Nach zweimaligem Waschen mit
RPMI 1640 ohne Zusatz wurde das gesduberte Pellet in 1 ml RPMI 1640 resuspendiert. Die
Zellen wurden mittels Trypanblau-Farbung auf Vitalitat geprift und in der Neubauer-

Zahlkammer gezahlt.

2.2.1.2 HL60-Zelllinie

Die humane promyeloische Leukdmie-Zelllinie HL60 wurde im Nahrmedium RPMI 1640 mit
20% hitzeinaktiviertem fetalem bovinen Serum (FCS), 1 % Penicillin/Streptomycin sowie 2
mM L-Glutamin kultiviert. Die Passage der Zellen erfolgte zweimal wochentlich. Zur
Differenzierung der Zellen wurden diese vor Experiment 6 Tage zusatzlich in 1%
Dimethylsulfoxid (DMSO) inkubiert, wie bereits beschrieben (127). AnschlieRend wurde die
Vitalitat der Zellen durch Trypanblau-Farbung sichergestellt und die Zellen in der

Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

2.2.1.3 Colo357-, OvCar3- und MD-MBA-231-Zelllinie

Die Pankreasadenokarzinom-Zelllinie Colo357, die Ovarialkarzinom-Zelllinie OvCar3 sowie
die Mammakarzinom-Zelllinie MD-MBA-231, alle humanen Ursprungs, wurde im
Ndhrmedium RPMI 1640 mit 10 % Panexin NTA, sowie 1 % Penicillin-Streptomycin, 1 % L-

Glutamin und 1 % Natriumpyruvat kultiviert. Die Passage der Zellen erfolgte nach Bedarf
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bei Erreichen von mehr als 80 % Konfluenz. Das Ablosen der Zellen geschah durch 3 ml
angewdrmte Biotase. Vor Experimenten wurde die Vitalitdt der Zellen durch Trypanblau-

Farbung sichergestellt und die Zellen in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt

2.2.2 Verwendete ETAR-Antagonisten

Zur Blockade des Endothelinrezeptors Typ A wurden die Medikamente Sitaxentan (Thelin®)
und Ambrisentan (Volibris®) verwendet. Sitaxentan wurde mit einer Zielkonzentration von
20 mM in PBS gel6st, aliquotiert und bis zum Gebraucht bei -20 °C aufbewahrt. Der pH
betrug 7,4. Die Auflosung von Ambrisentan erfolgte in RPMI 1640 liber mehrere Stunden
bei Raumtemperatur auf dem Rollenmischer mit einer Zielkonzentration von 10 mM.
Entgegen den Hinweisen in der Literatur gelang dies ohne Riickstande (128). Der pH-Wert

betrug 7,0. Die Losung wurde aliquotiert und zur Aufbewahrung bei -20°C gelagert.

2.2.3 Messung der Expression von ETAR und ETBR bei humanen PMN, HL60- und
Colo357-Zellen mittels Durchflusszytometrie

Die Untersuchung der Expression von Endothelinrezeptoren Typ A und Typ B erfolgte
durchflusszytometrisch am FACS Canto Il (Becton Dickinson & Co., Deutschland). Die
Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mithilfe der Software FlowJo10.2
mit Licence Dongle auf Windows 8. PMN wurden nach o. g. Isolationsmethode gemessen
(vgl. 2.2.1.1). Die Untersuchung der HL60-Zelllinie erfolgte nach Differenzierung der Zellen
durch DMSO wie beschrieben (vgl. 2.2.1.2). Die Rezeptorexpression von Colo357-Zellen
wurde direkt nach Kultivierung gemessen. Eine durchflusszytometrische Messung der
OvCar3- und MDA-MB-231-Rezeptorexpression ist nicht erfolgt.

Zur Darstellung der Oberflachenexpression von ETAR wurde ein polyklonaler Kaninchen-
Antikorper genutzt, der laut Hersteller an ein Epitop zwischen den Aminosaduren 21 — 80
der N-terminalen extrazelluldaren Domédne von humanem ETAR spezifisch bindet (129). Zur
Darstellung der Oberflachenexpression von ETBR wurde ein polyklonaler Kaninchen-
Antikorper genutzt, der laut Hersteller an ein Epitop zwischen den Aminosauren 27 - 100
der N-terminalen extrazellularen Domane von humanem ETBR spezifisch bindet (130). Zur
Sichtbarmachung des Rezeptors wurde ein sekundarer Brilliant Violet (BV) 421-gekoppelter
Esel-Antikérper genutzt, der spezifisch an Kaninchen-Antikérper bindet. 1 x 10° Zellen
wurden zunéachst in 1 ml PBS aufgenommen. Es erfolgte die Blockade der Fc-Rezeptoren

durch 40 pl Blockierungspuffer (TruStain) fiur 5-10 Minuten bei Raumtemperatur zur
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Vermeidung unspezifischer Bindung der Antikérper. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit
anti-ETAR- bzw. anti-ETBR-Antikorper (AK) (4 ul, vgl. Tabelle 4). Nachfolgend wurden die
Zellen 45 Minuten bei 4 °C in Dunkelheit inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimalig
mittels PBS gewaschen. Im Anschluss wurde mit o. g. Sekundarantikérper analog zum oben
beschriebenen Vorgehen gefarbt. Vor der Messung am Durchflusszytometer erfolgte
erneut eine zweimalige Waschung mit PBS. Zur Kontrolle blieb ein Ansatz ungefarbt, zudem
wurde eine Kontrolle nur mit sekundarem AK mitgefiihrt. Das Experiment wurde fiir ETAR
und ETBR in doppelten Ansatzen durchgefiihrt. Es wurden fiir HL60-Zellen vier Experimente
und fir Colo357-Zellen zwei Experimente durchgefiihrt.

Die Expression von ETAR und ETBR auf CD15* PMN wurde im Labor der Klinik fir
experimentelle Rheumatologie und klinische Immunologie gemessen an 38 SSc-
Patient*innen und 18 gesunden Proband*innen. Die Analyse dieser Daten ist als Teil dieser
Studie erfolgt. Die Gatingstrategie geht aus Abbildung 7 hervor. Die MFI aus zwei Ansatzen
wurde gemittelt und die Endothelinrezeptorexpression als Differenz zwischen der MFI und

der des sekundaren Antikorpers ausgedriickt wie bereits beschrieben (AMFI) (31).
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Abbildung 7: Gating von PMN fiir MFI von ETAR und ETBR. (A) FSC-Héhe (hight, H) gegen FSC-Fldche (area,
A) zur Selektion der Einzelzellen. (B) FCS-A gegen SSC-A zur Selektion der PMIN nach GréfSe und Granularitdt

anhand Vorwdrts- und Seitwdrtsstreulicht (C) Granulozyten-Population als Gate nach CD15".

In Abbildung 8 ist die Selektion der entsprechenden Zellpopulation nach GroRe mittels
Vorwartsstreulicht und Granularitat mittels Seitwértsstreulicht fir die Zellpopulation von

HL60 und Colo357 nach anti-ETAR-/anti-ETBR-Farbung dargestellt.
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Abbildung 8: Gating von HL60 und Colo357. FSC zur Selektion nach Gréfie der Zelle, SSC zur Selektion der

Granularitdit.

2.2.3.1 Analyse des ETAR/ETBR-Expressionsratios auf CD15*-PMIN bei der SSc in
Korrelation zu klinischen Parametern

Das Rezeptorexpressionsmuster als Verhaltnis von ETAR zu ETBR wie in 2.2.3 beschrieben,
wurde auf CD15* Granulozyten untersucht und mit klinischen Parametern korreliert, wie
bereits fur Monozyten beschrieben (131). Es handelte sich um die Daten von 38
Patient*innen mit der Diagnose Systemische Sklerose gemdR American College of
Rheumatology and European League against Rheumatism-Kriterien (ACR/EULAR) von 2014
(75). Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte gemaR EUSTAR-Empfehlungen (132) von
Arzt*innen der Klinik fir Rheumatologie am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
(UKSH) Libeck (vgl. Tabelle 8). Die Aufklarung tber die Verwendung ihrer Daten zu
Forschungszwecken wurde von diesen Arzt*innen durchgefiihrt und das Einverstindnis der
Patient*innen eingeholt.

Es wurde der klinische Hautscore modified Rodnan Skin Score (mRSS) erhoben, um die
Hautbeteiligung zu objektivieren. Zur Evaluierung des Interstitial Lung Disease (ILD) wurde
die Diffusionskapazitat der Lunge (diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide,
DLCO in %) gemessen sowie die forcierte Vitalkapazitit (FVC in %) betrachtet. Als
Parameter fir eine mogliche kardiale Mitbeteiligung und/oder eine pulmonal arterielle
Hypertonie (PAH) wurde das N-terminale pro-Brain Natriuretic Peptide (NTproBNP)
betrachtet. Als Entziindungsparameter wurden das C-reaktive Protein (CRP) in mg/dl sowie

die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) in mm nach Weber (n. W.) betrachtet. Zusatzlich
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wurden die anti-ETAR-AK in U/ml betrachtet. Diese Daten wurden anschlieRend mit der

ETAR/ETBR-Expressionsratio auf CD15" PMN durch Spearman- oder Pearson-Test

korreliert.

Tabelle 8: Klinische Charakterisierung von Systemische Sklerose-Patient*innen

Charakterisierung

Mittelwert £ SEM

(Spannweite d. Werte)

Geschlecht (m : w)

Alter, Jahre

10:29

57,38 + 2,09 (30 - 80)

Klinische Daten

mRSS
Digitale Ulzera (ja/gesamt)
DLCO (%)

FVC (%)
NTproBNP
BSG (mm n. W.)

CRP (mg/dl)
Anti-ETAR-AK (U/ml)

Immunsuppressiva aktuell (ja/gesamt)

ETAR-Antagonisten (ja/gesamt)

10,5+ 1,2 (0 - 28)
12/40
67,5 + 3,77 (24 - 107)

83,64 + 3,1 (47 - 119)
340,24 + 88,21 (7,9 - 1749)
24,8+6,91 (2 - 110)
4,5+1,03(0,3-37,2)
11,38 + 2,09 (58,14 - 0,74)
28/40

10/40, davon 1 Patientin mit Macitentan und 9

Patient*innen mit Bosentan

mRSS: modified Rodnan Skin, DLCO: diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide, FVC: forcierte

Vitalkapazitit, NT-proBNP: N-terminale pro-Brain Natriuretic Peptide, CRP: C-reaktives Protein, BSG:

Blutsenkungsgeschwindigkeit, anti-ETAR-AK: Anti-Endothelinrezeptor Typ A-Antikérper

Tabelle 9: Charakterisierung der Gesunden Kontrollen

Charakterisierung

Mittelwert £ SEM

(Spannweite d. Werte)

Geschlecht (m : w)

Alter, Jahre

4:11

32,34 +2,13 (23 - 51)
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2.2.4 Einfluss von Sitaxentan und Ambrisentan auf Vitalitat und Funktionalitat von
PMN und Colo357-Zellen
In der vorliegenden Studie lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung von Migration von
PMN und verschiedenen Tumorzelllinien. Um zu zeigen, dass die verwendeten ETAR-
Antagonisten gezielt die Migration beeinflussen und diese nicht etwa durch toxische
Effekte der ETAR-Antagonisten auf die Zelle beeinflusst wurde, wurde die Vitalitdt der
Zellen als Abwesenheit von Apoptose und Nekrose gemessen. Auflerdem wurde die
Funktionalitdt flir PMN als oxidative burst quantifiziert und die Proliferation zweier

Tumorzelllinien unter dem Einfluss der ETAR-Antagonisten analysiert.

2.2.4.1 Vitalitidt von PMN und Colo357-Zellen nach Inkubation mit ETAR-Antagonisten
Zunachst wurde untersucht, ob die ETAR-Antagonisten Sitaxentan und Ambrisentan
Apoptose und/oder Nekrose von humanen PMN oder Colo357-Zellen induzieren. Hierzu
wurde ein Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detection Kit der Firma Promocell genutzt.
Apoptose, als programmierter Zelltod wird u. a. durch das Prasentieren von
Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Zellmembran angezeigt. Dies wird durch Binden
von Annexin V (FITC-gekoppelt) an Phophatidylserin detektiert und kann im
Durchflusszytometer als griines Signal gemessen werden. Annexin V gilt hier als
Apoptosemarker. Nekrose, als unkontrolliertes Zugrundegehen von Zellen geht mit dem
vollstandigen Verlust der Integritdt von Zellorganellen und Zellkern einher. Ethidium
Homodimer Ill bindet mit hoher Affinitat an offenliegende DNA nekrotischer Zellen und
farbt diese im Durchflusszytometer rot (PE-Cy5) ohne die Zellmembran gesunder Zellen zu
penetrieren. Zum Nachweis intakter Zellen wurde der Farbstoff Hoechst 33342 verwendet.
Dieser ist membrangangig und farbt so DNA im Zellkern blau an (Pacific Blue), gesunde
Zellen sind ausschlieBlich blau gefarbt (133).

Isolierten PMN wurden 1 h lang mit Ambrisentan in einer Konzentration von 100 puM
inkubiert. AnschlieBend wurden sie gemal Herstellerangaben gefarbt. Zusammengefasst
wurden 2 x 108 Zellen nach einmaligem Waschen mit PBS in 1 ml Bindungspuffer des Kits
aufgenommen. Zur Farbung wurden jeweils 100 pl pro Ansatz mit Annexin-V, Ethidium
Homodimer 1l und Hoechst 33342 (jeweils 2 ul) fir 15 Minuten in Dunkelheit bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde 200 ul Bindungspuffer hinzugegeben und
die Messung am Durchflusszytometer binnen 1 h durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten

durch Hitze abgetotete Zellen, als Negativkontrolle wurden die entsprechenden Zellen in
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Medium mitgefiihrt. Die entsprechende Versuchsreihe fir PMN mit Sitaxentan in einer

Konzentration von 100 uM wurde von Otavio Cabral-Marques bereits veroffentlicht (92)

und wurde daher nicht erneut durchgefiihrt. Der Vollstandigkeit halber sind diese

Sitaxentan-Daten fur PMN unter Ergebnisse (vgl. 3.2.1) mitaufgefihrt. Es wurde je ein

Versuch pro Zelltyp in Tripletts durchgefiihrt. Die Gatingstrategie fiir PMN ist in Abbildung

9 dargestellt.
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Abbildung 9: Gating von PMN unter Ambristentan fiir Apoptose/Nekrose/Healthy Cells Assay. (A) Dot plot

nach Vorwadrtsstreulicht und Seitwdrtsstreulicht zur Identifizierung der Zellpopulation PMN. (B) Selektion der

Hoechst-Positiven (Hoechst+). (C) Auftrag von Annexin V gegen Ethidium Homodimer Il zur Identifikation von

nekrotischen (Q1), schwergeschddigten Zellen (Q2) apoptotischen (Q3) und gesunden (Q4) Zellen.

Colo357-Zellen wurden analog zum oben beschriebenen Procedere mit Ambrisentan oder

Sitaxentan in einer Konzentration von 100 uM fir die Dauer von 1 h inkubiert. Die

Gatingstrategie ist in Abbildung 10 fiir Colo357-Zellen dargestellt.
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Abbildung 10: Gating von Colo357 fiir Apoptose/Nekrose/Healthy Cells Assay. Exemplarisch Medium-

Kontrolle dargestellt. (A) Dot plot nach Vorwdrtsstreulicht und Seitwdrtsstreulicht zur Identifizierung der

Zellpopulation Colo357. (B) Selektion der Hoechst-positiven Zellen (Hoechst+). (C) Auftrag von Annexin V

gegen Ethidium Homodimer Il zur Identifikation von nekrotischen (Q1), schwergeschddigten Zellen (Q2)

apoptotischen (Q3) und gesunden Zellen (Q4).
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2.2.4.2 Effekt von ETAR-Antagonisten auf die Funktionalitéit von humanen PMN:
Reaktive Sauerstoffspezies

Um Mikroorganismen in Phagolysosomen abzutoten, ist ein wichtiger Mechanismus von
PMN die Herstellung toxischer reaktiver Sauerstoffradikale (Reaktive Sauerstoffspezies,
ROS). Dies geschieht durch die NADPH-Oxidase, die Superoxiddismutase und die
Myeloperoxidase. In vitro ist Phorbol-12-Myristate-13-Azetat (PMA) als Proteinkinase-C-
Aktivator ein zuverldssiges Stimulanz fiir respiratorischen Burst, Dihydrorhodamin (DHR)
fungiert als Indikator filir reaktive Sauerstoffspezies in dem es mit diesen zu
fluoreszierendem 123-Rhodamin reagiert (134).

Um den Einfluss von Ambrisentan und Sitaxentan auf oxidative burst von PMN zu
untersuchen, wurden die Zellen wie oben beschrieben isoliert und auf eine Konzentration
von 5x10° Zellen/ml| gebracht. 200 ul Zellsuspension mit/ohne Ambrisentan bzw.
Sitaxentan in einer Konzentration von jew. 100 uM wurden 1 h inkubiert und anschliefend
zum respiratorischen Burst mittels PMA stimuliert. Die Zellen wurden mit/ohne PMA in
einer Konzentration von 300 ng/ml 55 Minuten lang bei 37 °C, 5 % CO; inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 5 Minuten bei Raumtemperatur mit DHR in einer
Konzentration von 400 ng/ml als Indikator fiir ROS inkubiert. Es erfolgte einmaliges
Waschen mit 500 pl PBS und die Messung im Durchflusszytometer nach Gating fir GroRe
(FSC) und Granularitat (SSC). Es wurden mindestens zwei Versuche pro Aufbau jeweils in

Tripletts durchgefihrt.

A | B
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Abbildung 11: Gating von PMN fiir ROS-Release-Assay im dot plot fiir FSC und SSC. (A) sowie Histogramm der
selektierten Population fiir DHR (B).
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2.2.4.3 Messung der Phagozytosekapazitdt in Abhédngigkeit von ETAR-Antagonisten
Als Teil der angeborenen Immunantwort sind polymorphkernige, insbesondere
neutrophile Granulozyten ein wichtiger Bestandteil der Immunabwehr. Eine tragende
Aufgabe besteht in der Phagozytose von Mikroorganismen mit dem Zweck der
Eliminierung.

Um zu prifen, ob diese Funktion durch Ambrisentan und Sitaxentan unbeeintrachtigt blieb,
wurden 7,5 ml Vollblut von gesunden Proband*innen mit/ohne Sitaxentan bzw.
Ambrisentan jeweils in einer Konzentration von 100 uM 1 h lang bei 37 °C inkubiert.
AuBerdem wurde BioParticles® Staphylococcus aureus (Staph. aureus), FITC-gekoppelt
gemdR Herstellerangaben verwendet. Nach Lysierung des Agens in PBS mit einer
Zielkonzentration von 20 mg/ml wurden die Partikel gemaR Herstellerangaben auf eine
Zahl von 6 x 10° Partikel auf 5 x 10° Zellen normiert und zur Vollblutprobe hinzugefiigt. Zur
anschlieRenden ldentifizierung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten wurde
zudem mit CD14 und CD15 wie oben bereits beschrieben, gefarbt.

Bei Verwendung von Vollblut wurde auf ein zusatzliches opsonierendes Agens verzichtet.
Dann wurden durch RBC Lysierungslosung die Erythrozyten auf der Probe entfernt und die
Probe mittels achtprozentiger Formaldehydlosung fixiert. Zur Kontrolle wurden eine
ungefarbte Probe sowie eine FMO Probe mitgefiihrt. Die Anzahl der FITC-positiven, sprich
phagozytierenden Granulozyten wurde mittels Fluoreszensmikroskopie qualitativ sowie
guantitativ durch Durchflusszytometrie bestimmt. Der Versuch wurde in 3 unabhédngigen
Experimenten und in Tripletts durchgefiihrt.
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Abbildung 12: Gatingstrategie zur Messung der Phagozytosekapazitit bei PMN. (A) dot plot aus lysiertem
Vollblut, Auftrag nach Gréf3e (FCS) und Granularitdt (SSC), markiertes Gate der Granulozytenpopulation. (B)
Granulozytenpopulation mit zusdtzlichem Gate nach CD15*. (C) CD15* Granulozyten (PMN) im Histogramm

mit Gate fiir Staph. aureus-Positive (+) und Negative (-).
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2.2.4.4 Einfluss von ETAR-Antagonisten auf die Proliferation von Colo357- und
MDA-MB-231-Zelllinie
Um die Wirkung der ETAR-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan auf die Proliferation
der Tumorzelllinien Colo357 und MDA-MB-231 zu untersuchen, wurden diese mit
Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester (CFSE) inkubiert. CFSE lagert sich an freie Amine
extra- und intrazelluldar an und verteilt sich bei Zellteilung gleichmaRig auf die
Tochtergenerationen. Mehr als 8 Generationen kdnnen so lGber Farbstoffverdiinnungen im
Durchflusszytometer verfolgt werden (135). Die Verdopplungszeit der Colo-357-Zelllinien
betragt 21 h (136), die der MDA-MB 231-Zelllinie betragt 1,3 Tage, entsprechend ca. 32 h
(137) sodass eine experimentelle Dauer von 5 Tagen gewahlt wurde. Es wurde das
CellTrace CFSE Proliferation Kit benutzt und nach Herstellerangaben angewandt.
Zusammenfassend wurden 1 x 106 Zellen fiir 5 Tage bei 37 °C, 5 % CO; in Kulturmedium mit
und ohne Sitaxentan (100 uM) bzw. Ambrisentan (100 uM) in T75 Zellkulturflaschen
inkubiert. Die Zellen wurden qualitativ fotografiert und quantitativim Durchflusszytometer
analysiert, wie in Abbildung 13 schematisch beschrieben. Der Bereich von 488 nm ist laut
Hersteller der optimale Anregungsbereich um CFSE darzustellen. Es wurde anschlieBend
die Median Fluorescence Intensity (MFI) bestimmt und verglichen. Drei unabhdngige

Versuche wurden in Tripletts durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Proliferationsassay mit CFSE, Gating und Analyse. (A) Gating der Colo357-Zellpopulation im
dot plot, SSC gegen FSC. (B) Gating der MDA-MB231-Zellpopulation im Dot Plot, SSC gegen FSC.
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2.2.5 Messung der in vitro Migration humaner PMN und Tumorzelllinien unter Einfluss
von ETAR-Antagonisten

2.2.5.1 Transwell Assay

Der Transwell Assay ist ein Migrationsassay, in dem die verwendeten Zellen von einer
oberen Kammer in eine untere Kammer migrieren. Die beiden Kammern sind durch eine
Polycarbonatmembran, die Poren enthéalt, getrennt. Diese muss durch die Zellen
Uberwunden werden. Die Zellzahl im unteren well wird anschlieBend bestimmt. Dieser
Versuch wurde fiir isolierte PMN sowie HL60 Zellen, beides nicht-adharente Zelllinien

durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 14 dargestellt.

— v —> Zytometer

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Transwell Assay

Zur Untersuchung des Einflusses der verwendeten ETAR-Antagonisten auf Migration
wurden die Zellen zunachst 1 h in RPMI (Medium) mit/ohne Sitaxentan bzw. Ambrisentan,
jeweils in einer Konzentration von 100 uM im Brutschrank inkubiert. Fiir PMN wurde
auBerdem fiir Sitaxentan und Ambrisentan eine Dosis-Wirkungskurve erstellt. Hierzu
wurden PMN jeweils in Endkonzentrationen von 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM mit den
Medikamenten inkubiert. AnschlieBend wurde der Transwell Assay durchgefiihrt. Hierfir
wurde wie bereits beschrieben (92) eine Zellkonzentration von 5 x 10° Zellen in 200 pl RPMI
1640 in die obere Kammer eingesat. Die untere Kammer enthielt 500 ul RPMI 1640. Die
Versuche wurden sowohl mit stimulierten Ansdtzen als auch unstimulierten Ansatzen
durchgefihrt, d. h. in die untere Kammer erfolgte zusatzlich die Zugabe des Tripeptids fMLP
in einer Konzentration von 10 ng/ml als Migrationsstimulus. Die Inkubation im Brutschrank
erfolgte stets 1 h bei 37 °C, 5 % CO,. Zum Migrationsstopp wurde die obere Kammer aus
dem Well entfernt. Anschliefend erfolgten qualitative Fotographien der unteren Wells
mittels eines EVOS-Mikroskops sowie quantitativ die Zdhlung der Zellen mittels Cytoflex
Zytometer nach Gating der entsprechenden Zellpopulation in events/ul (vgl. Abbildung 15).
Zur Auswertung wurde neben der absoluten Zellzahl die relative Migration bestimmt,
hierzu wurde die Negativkontrolle (Medium) als 100 % migriert angesehen und die

Messwerte der restlichen Ansatze dazu in Verhiltnis gesetzt.
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Abbildung 15: Exemplarische Darstellung des Gatings fiir PMN (A) und HL60-Zelllinie (C) nach Migration im
Transwell Assay. In (B) CD66b-Fdrbung zur spezfischen Granulozytenidentifizierung nach Vorselektion der

PMN-Population anhand von SSC und FSC aus (A).

Um zu zeigen, dass es sich bei der selektierten PMN-Population aus Abbildung 15 (A)
tatsachlich um Granulozyten handelt, soll an dieser Stelle die Oberflachenexpression von
CD66b als spezifischer Granulozytenmarker gezeigt werden (138). Aus Abbildung 15 (B)
geht hervor, dass 100 % der vorselektierten Population CD66b exprimieren und es sich

somit eindeutig um Granulozyten handelt.

2.2.5.2 Oris Pro Cell Assay

Der Oris Migrationsassay ist ein Assay fiir adharent wachsende Zellen. Initial befindet sich
in der Mitte jedes wells ein Stempel, der als Platzhalter dient. Zellen werden in die, den
Stempel umgebende Flache eingesat und migrieren in die zentrale freie Flache. Diese wird
nach Ende des Versuchs lichtmikroskopisch fotografiert und per Software analysiert. Es
wurden fir diesen Assay die Colo357- sowie die OvCar3- Zelllinie genutzt. Eine

schematische Darstellung des Versuchs ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung Oris Migrationassay. Zug des Stempels nach 24 h, Migration fiir 48
h, dann Fdrbung und Lichtmikroskopaufnahmen, anschliefSende Transformation in Schwarzweif3-Werte und

Analyse der zellfreien Fléiche.

Nach Anleitung des Herstellers und wie bereits beschrieben (139) wurden 3 x 10* Zellen
pro well eingesat. Danach wurden diese fiir 24 h in 100 pl 0. g. Medium ruhen gelassen,
damit sich eine zusammenhangende und adharente Zellschicht (monolayer) bilden kann.
Nach 24 h wird der Stempel vorsichtig entfernt, das alte Medium entfernt und 200 pl
frisches Medium mit bzw. ohne ETAR-Antagonisten hinzugefligt. Die Konzentration von
Sitaxentan und Ambrisentan fir beide Zelllinien betrug 100 uM. Auch dieser
Migrationsversuch wurde stimuliert und unstimuliert durchgefiihrt, hier wurde als
Migrationsstimulus ein Proteinase activated receptor 2 agonistic peptide (Par2-Agonist) in
einer Konzentration von 100 pM hinzugefiigt. Beide Zelllinien exprimieren
nachgewiesenermalen den Par2-Receptor (140,141). Nach 24 h wurden 100 pl frisches
Zellkulturmedium ohne Stimuli/ETAR-Antagonisten jedem well hinzugeflgt.

Nach 48 h im Brutschrank wurde die Migration durch Entfernung des Mediums und
Farbung und Fixierung mittels des Diff/Quick-Zellfarbungskits nach Herstellerangaben
gestoppt. Zur Auswertung wurde die Oris Detektionsmaske auf die Unterseite der Platte
geklickt, die nur die initial vom Stempel bedeckte Flache frei ldsst. Fotos wurden mittels
Blackfly Kamera am Axioskop HBO50 Mikroskop gemacht. Die Fotos wurden mit der Fiji
Software von Image J analysiert. Die freie Flache (Mittelwert aus Quadripletts) der
Negativkontrolle (nur Medium) wurde als Ausgangswert gesetzt, hiervon wurde die freie
Flache der Migrationsansdtze subtrahiert. Es resultiert die durch migrierte Zellen

reduzierte freie Fliche in pixel?, wie zuvor beschrieben (139).

2.2.6 Messung des Einflusses von Ambrisentan auf das Transkriptom von Colo357-
Zellen

Zur Analyse des Transkriptoms der Colo357-Zelllinie nach Behandlung des ETAR-

Antagonisten Ambrisentan wurde eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Diese wurde,

wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (142). 10 x 10° Colo357-Zellen wurden 24 Stunden mit

einem Par2-Agonisten (100 pM) und/oder Ambrisentan (100 uM) kultiviert. Eine
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Mediumkontrolle diente als Negativkontrolle. AnschlieRend wurde die Gesamt-RNA aus
den Colo357-Zellen mit dem Agens TRIzol gemadR der Anweisungen des Herstellers
gewonnen. Die RNA-Integritat und -Konzentration wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyser
RNA Nano Chip gemessen und durch Visualisierung der Integritat der 28S- und 18S-Bande
auf einem Agarosegel validiert. Es wurden drei unabhédngige Experimente durchgefiihrt
und die RNA der Einzelexperimente gepoolt. Es wurden cDNA-Bibliotheken mit der lllumina
CBot-Station und HiScanSQ unter Verwendung des NEBNext Ultra Sample Preparation Kit
(Mumina Inc., San Diego, USA) gemal den jeweiligen Herstelleranweisungen gewonnen.
Die Sequenzierung wurde mit der Illumina HiSeq 4000-Plattform durchgefiihrt (150-
Nukleotide Paired-End-Reads). Otavio Cabral Marques hat in Zusammenarbeit mit
Professor Hauke Busch der Arbeitsgruppe Systembiologie der Universitat zu Liibeck sowie
mit unserer Arbeitsgruppe die weitere bioinformatische Analyse der gewonnenen Daten

wie zuvor beschrieben (143,144) durchgefihrt.

2.2.7 Statistik

Alle statistischen Tests wurden mit Microsoft Excel oder GraphPad Prism Version 5.01
(August 2007) durchgefiihrt. Es wurde am Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik
eine biometrische Beratung im Umfang von ca. 6 Stunden in Anspruch genommen. Zur
Signifikanzprifung wurde der Mann-Whitney-Test durchgefiihrt unter der Annahme, dass
keine parametrische Normalverteilung vorliegt. Bei einer n-Zahl von n < 3 wurde auf eine
Signifikanzprifung verzichtet. Die Aussagekraft auch nach statistischer Priifung bei n <5 ist
als limitiert anzusehen. Es wurde ein p-Wert von < 0,05 als signifikant (*) angesehen, p <
0,01 als sehr signifikant (**) und p < 0,001 hoch signifikant (***). Dargestellt ist stets der
Mittelwert + Standardfehler (SEM) als Fehlerbalken.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der Endothelinrezeptoren Typ A und B

3.1.1 ETR-mRNA-Expression von Colo357-, MDA-MB-231-, OvCar3- und HL60-Zelllinien
Zunachst erfolgte der Nachweis der ETR-Expression auf Genexpressionsebene. Hierzu
fihrte Anja Kerstein-Stdhle aus unserer Arbeitsgruppe der Klinik fir Rheumatologie und
klinische Immunologie eine quantitative real-time PCR (qPCR) zur Detektion der mRNA von
ETAR bzw. ETBR bei der Colo357-, der MDA-MB-231-, der OvCar3- und der HL60-Zelllinie
durch. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt. Auf der X-Achse sind die einzelnen
Zelllinien dargestellt, die relative Expression der ETAR-mRNA ist als weifRe Balken, die der
ETBR-mRNA als graue Balken zu sehen. Der Delta cycle threshold (ACT)-Wert ist die
Differenz zwischen dem Mittelwert der CT-Werte der Zielgene (ETAR- bzw. ETBR-mRNA)
und dem Mittelwert der CT-Werte zweier housekeeping-Gene (18S rRNA und GAPDH).
Dieser wurde auf der Y-Achse als 22T ausgedriickt wie bereits beschrieben (145). Die
exponentielle Darstellung wurde gewahlt, da es sich bei der gPCR um eine Reaktion mit

exponentieller Dynamik handelt.
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Abbildung 17: Balkendiagramm zur ETR-Expression der Colo357-, MDA MB 231-, OvCar3- und HL60-Zelllinie
durch qPCR. ETAR-mRNA als 247 jst weif3 hinterlegt, ETBR-mRNA als 24" jst grau hinterlegt. Dargestellt ist
der Mittelwert + SEM.

Aus Abbildung 17 geht hervor, dass alle untersuchten Zelllinien ETAR und ETBR auf mRNA-
Ebene exprimieren. ETAR wird durch Colo357-, MDA-MB-231- und OvCar3-Zellen starker
exprimiert als ETBR. HL60-Zellen exprimieren mRNA fiir beide Rezeptoren in ca. gleicher

Quantitat. Die Mittelwerte + SEM fiir ACT der ETR mRNA gehen aus Tabelle 10 hervor.
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Tabelle 10: Uberblick iiber die ACT-Mittelwerte + SEM fiir ETAR- bzw. ETBR-mRNA mittels gPCR.

Zelllinie Rezeptor ACT Mittelwert £+ SEM
Colo357 ETAR 13,60+ 0,22

ETBR 23,74 £ 0,85
MDA-MB-231 ETAR 12,84 + 0,07

ETBR 17,75 +0,03
OvCar3 ETAR 12,99 + 0,003

ETBR 22,37 +1,32
HL60 ETAR 12,89+ 0,38

ETBR 13,63+0,18

3.1.2 Oberflichenexpression von ETR bei Colo357- und HL60-Zelllinien sowie PMN
Neben dem Nachweis der ETR-Expression auf Genebene bei den Tumorzelllinien wurden
die Colo357-Zelllinie sowie die HL60-Zelllinie und humane PMN durchflusszytometrisch auf

ihre ETR-Proteinexpression untersucht.

3.1.2.1 Colo357-Zellen exprimieren ETAR und ETBR

Die Bestimmung der Oberflaichenexpression von ETR bei der Colo357-Zelllinie erfolgte
durchflusszytometrisch. Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, erkennt man auf der X-Achse
eine nahezu unimodale Verteilung der Population anhand der Fluoreszenzintensitdt von BV
421-gekoppeltem anti-ETAR-AK. Auf der Y-Achse sind die Zellen nach Granularitdt im SSC
bzw. nach der Anzahl aufgetragen. Je heller die Fluoreszenz erscheint, desto hdher ist die

Dichte des gebundenen Antikorpers, die der Rezeptordichte entspricht.
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Abbildung 18: Oberflidchenexpression von ETAR und ETBR bei der Colo357-Zelllinie. Darstellung des ETAR-
Fluoreszenzmusters in (A) und des ETBR-Fluoreszenzmusters in (D) sowie der Kontrollfdrbung mit sek.

Antikérper in (B) und (E). Uberlagerung der Fluoreszenzmuster von ETAR und der Kontrolle in (C) bzw. ETBR
und der Kontrolle in (F).

Die Darstellung der Rezeptorexpression erfolgte als AMFI, d. h. als Differenz der MFI der
Probe und der des sekundiren Antikdrpers. In Abbildung 18C und -F ist die Uberlagerung
der Fluoreszenzmuster der ETAR- bzw. ETBR-Farbung und der Kontroll-Farbung zu sehen.
Der (iberlappende Bereich wurde durch die Verwendung von AMFI herausgerechnet. Diese
AMFI fiir ETAR und ETBR wurde anschlieBend in Abbildung 19 aufgetragen und einander
gegenlbergestellt. Auf der X-Achse sind die Daten fiir ETAR und ETBR abgebildet, auf der

Y-Achse kann die entsprechende Rezeptorexpression abgelesen werden.
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Abbildung 19: ETAR- und ETBR-Expression der Colo357-Zelllinie. Dargestellt ist die AMFI fiir ETAR und ETBR
(n=2).

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) fiir AMFI. Die mittlere
ETAR-Oberflachenexpression auf Colo357-Zellen ergab einen Wert von 121,7 + 51,67 SEM.
Die mittlere ETBR-Oberflaichenexpression ergab einen Wert von 72 + 6 SEM. Eine

statistische Analyse wurde bei n = 2 nicht durchgefiihrt.

3.1.2.2 HL 60-Zellen exprimieren ETAR und ETBR

Die Messung der Oberflachenexpression von ETAR und ETBR fiir die HL60-Zelllinie erfolgte
ebenso mittels Durchflusszytometrie (Abbildung 20) nach Differenzierung der Zellen durch
DMSO wie oben beschrieben. Auf der X-Achse ist hier die Fluoreszenz der Brilliant Violet
421-markierten anti-ETAR-AK, anti-ETBR-AK bzw. der Farbung mit sekundarem Antikorper
dargestellt. Auf der Y-Achse sind die Zellen nach Granularitat im SSC bzw. nach der Anzahl
aufgetragen. Es ist eine bimodale Verteilung der Rezeptorexpression von ETAR bzw. ETBR
zu erkennen. Im Gegensatz dazu zeigt die Farbung mit sekunddarem Antikdrper eine
unimodale Verteilung, zudem zeigt sich wenig Hintergrundrauschen. Je heller die
Fluoreszenz erscheint, desto hoher ist die Dichte des gebundenen Antikorpers, die der
Rezeptordichte entspricht. Die Darstellung der Rezeptorexpression erfolgte ebenfalls als
AMFI. AuRerdem wird in Abbildung 20C und -F erneut die Uberlagerung der
Fluoreszenzmuster der ETAR- bzw. ETBR-Farbung und der Farbung mit sekunddrem
Antikorper dargestellt, der Gberlappende Bereich wurde durch die Verwendung von AMFI

herausgerechnet.
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Abbildung 20: Verteilung der ETAR- bzw. ETBR-Expression in einer HL60-Zellpopulation. Darstellung der ETAR-

Férbung in (A) und ETBR-Férbung in (D) vs. Kontrolle mit sekundédrem Antikérper in (B) und (E). Uberlagerung

der Fluoreszenzmuster von ETAR und der Kontrolle in (C) bzw. ETBR und der Kontrolle in (F).

Zur Beurteilung der Rezeptorexpression wurde die AMFI errechnet. Dargestellt ist der

Mittelwert + SEM (Abbildung 21).
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Abbildung 21: ETAR- und ETBR-Expression einer HL60-Zellpopulation. Gezeigt ist die AMFI. n = 4. p-Werte

(Mann-Whitney-Test) siehe Graphik.
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Die mittlere ETAR-Oberflachenexpression auf differenzierten HL60-Zellen ergab einen
Wert von 252,1 + 50,5. Fiir die mittlere ETBR-Oberflachenexpression auf differenzierten
HL60-Zellen betrug der Wert 238,5 + 86,5. Die mittlere ETAR- und der ETBR-

Oberflachenexpression auf differenzierten HL60-Zellen unterscheidet sich somit nicht.

3.1.2.3 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten bei SSc und bei HC exprimieren
ETAR und ETBR
Dariber hinaus wurde die Oberflachenexpression der Endothelinrezeptoren Typen A und
B auf humanen PMN durchflusszytometrisch gemessen (vgl. Abbildung 22). Auf der X-Achse
ist die Fluoreszenzintensitat des BV 421-markierten anti-ETAR-AK bzw. des
Kontrollansatzes dargestellt. Auf der Y-Achse sind in Abbildung 22 die Zellen nach
Granularitdt im SSC aufgetragen. Wie bereits oben beschrieben erfolgte die Darstellung der
Rezeptorexpression als AMFI. In Abbildung 22C ist die Uberlagerung der Fluoreszenzmuster
der ETAR-Farbung und der Kontroll-Farbung zu sehen, der (iberlappende Bereich wurde

durch die Verwendung von AMFI herausgerechnet.
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Abbildung 22: Reprdsentative Darstellung der ETR-Expression von PMN bei SSc. (A) Verteilung der PMN-
Population nach Fdrbung auf ETAR, (D) Verteilung der PMN-Population nach Férbung auf ETBR, (B) und (E)
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Kontrollansatz mit sekunddrem Antikérper (C) und (F) Uberlagerung der Fluoreszenzmuster von ETAR bzw.

ETBR und der Kontrolle.

Es erfolgte nun die Analyse der Oberflachenexpression von ETAR und ETBR auf PMN bei

der SSc in Gegeniberstellung zu Gesunden. Die Ergebnisse gehen aus Abbildung 23 hervor.
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Abbildung 23: ETR-Expression von PMN bei Systemische Sklerose-Patient*innen und Gesunden. Dargestellt ist
jeweils die AMFI von ETAR in (A) und AMFI von ETBR in (B). Darstellung des Mittelwerts sowie des SEM bei der
SSc (n =38) und HC (n = 15). p-Werte (Mann-Whitney-Test) siehe Graphik.

Die AMFI fir die Expression beider Endothelinrezeptoren auf humanen PMN ist bei SSc-
Patient*innen und den gesunden Kontrollen nahezu identisch. Bei der SSc wurde die
mittlere ETAR-Expression auf PMN mit einem Wert von 11 700 + 205 und bei Gesunden mit
einem Wert von 10 402 + 2591 bestimmt. Im Hinblick auf die mittlere ETBR-Expression auf
PMN betrug der Wert 4 060 + 537,4 bei der SSc. Bei Gesunden betrug die mittlere ETBR-
Expression auf PMN 4 780 + 679,9. Insgesamt ist die Oberflachenexpression von ETAR auf
PMN sowohl bei SSc-Patient*innen (p = 0,0006) als auch bei Gesunden (p = 0,017)

signifikant héher als die von ETBR.

3.1.2.3.1 Die ETAR/ETBR-Oberflichenexpressionsratio auf humanen PMN zeigt keinen
Unterschied zwischen SSc-Patient*innen und gesunden Proband*innen

Im nachsten Schritt dieser Analyse wurden die aus Abbildung 23 ersichtlichen ETAR-Werte

zu den ETBR-Werten in Relation gesetzt (Abbildung 24). Auf der X-Achse sind die SSc-

Gruppe (n = 38) und die gesunde Kontrollgruppe (n = 15) dargestellt. Auf der Y-Achse sind

die zugehorigen Quotienten aus ETAR-/ETBR-Expression abgebildet.
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Abbildung 24: Expressionsratio von ETAR-AMFI/ETBR-AMFI bei SSc-Patient*innen in Gegeniiberstellung zu
gesunden Kontrollen. Darstellung des Mittelwerts + SEM der Einzelwerte. SSc: n = 38, HC: n = 15. p-Werte
(Mann-Whitney-Test) siehe Graphik.

Der Mittelwert bei SSc-Patient*innen betrug 2,54 + 0,33 SEM. Bei gesunden Kontrollen
betrug der Mittelwert 2,18 + 0,33 SEM. Hinsichtlich der ETAR/ETBR-Expressionsratio zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden Proband*innen und SSc-

Patient*innen.

3.1.2.3.2 Die ETAR/ETBR-Oberflichenexpressionsratio auf humanen PMN korreliert mit
dem klinischen Entziindungsparameter CRP bei der SSc

Um die klinische Relevanz der ETAR-Expression auf CD15* polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) bei der SSc darzustellen, erfolgte die Korrelation diverser klinischer
Parameter (dargestellt auf der X-Achse) mit der ETAR/ETBR-Expressionsratio (dargestellt
auf der Y-Achse). Es fand sich eine statistisch signifikante schwache negative Korrelation
des Entzindungsparameters CRP mit dem Quotienten aus ETAR- und ETBR-
Oberflachenexpression auf humanen PMN (Abbildung 25). Mit steigendem CRP-Wert sinkt
der Quotient fur die ETAR/ETBR-Oberflachenexpression auf humanen PMN.
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Abbildung 25: Korrelation von CRP-Werten bei SSc mit der ETAR/ETBR-Expressionsratio auf humanen PMN.

Korrelation nach Spearman-Testung bei fehlender Normalverteilung der Werte.

Im Hinblick auf Assoziationen zwischen der ETR-Expression humaner PMN und der
Diffusionskapazitat der Lunge (DLCO), der forcierten Vitalkapazitat (FCV), dem Tiffenau-
Index (FVC/DLCO), dem Hautscore mRSS und der Hohe der anti-ETAR-AK (Abbildung 26)

ergaben sich keine statistisch signifikanten Werte.
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Abbildung 26: Héhe der anti-ETAR-Antikérper-Titer (ETAR ab) in U/ml der untersuchten Kohorte von SSc-
Patient*innen. Die Messung ist erfolgt durch Dr. Harald Heidecke, CellTrend GmbH, Luckenwalde,

Brandenburg, Germany.
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3.2 Einfluss von Endothelinrezeptor-Antagonisten auf Vitalitit und
Funktionalitat von PMN und Colo357-Zellen

3.2.1 Die Vitalitdat von Colo357-Zellen und humanen PMN wird durch Behandlung mit
ETAR-Antagonisten nicht gemindert
Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob bzw. inwieweit Sitaxentan oder Ambrisentan
humane PMN und Colo357-Zellen durch Induktion von Apoptose oder Nekrose schadigen.
Die Farbung mit Hoechst markierte den Zellkern, Annexin V wurde als Apoptosemarker
gewertet und Ethidium Homodimer Il als Nekrosemarker. Eine doppelte Positivitat fir
Annexin V und Ethidium Homodimer Il spricht fir schweren Zellschaden. Die ,gating”-
Strategie wurde, wie bereits in Abbildung 9 bzw. Abbildung 10 beschrieben, wie folgt
ausgefuhrt: Gating zuerst nach Zellpopulation und dann nach Hoechst-positiven Zellen,
anschlieRend wurden diese im dot plot nach Annexin V und Ethidium Homodimer Il
aufgetragen. In Abbildung 27 sind die einzelnen Proben gezeigt. Die Quadranten zeigen in
Q1: nekrotische Zellen (Ethidium Homodimer positiv, Annexin V negativ), in
Q2: schwergeschadigte Zellen (Ethidium Homodimer positiv, Annexin V positiv), in
Q3: apoptotische Zellen (Ethidium Homodimer negativ, Annexin V positiv) und in Q4: vitale

Zellen (Ethidium Homodimer negativ, Annexin V negativ).
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Abbildung 27: Vitalitdt nach Inkubation mit ETAR-Antagonisten. Dot plots fiir humane PMN (A) und Colo357
(B). Auftrag von Annexin V gegen Ethidium Homodimer Il zur Identifikation von nekrotischen (Q1),

schwergeschddigten Zellen (Q2) apoptotischen (Q3) und vitale (Q4) Zellen.
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Die Histogramme fiir die jeweiligen Zellen und Ansatze (Ambrisentan, Sitaxentan, Medium
als Negativkontrolle und hitzegetotete PMN bzw. Colo357-Zellen als Positivkontrolle)
wurden nach den o. g. Markern aufgetragen und verglichen (hierzu vgl. Abbildung 28 und

Abbildung 29).

Histogramme im Vergleich:
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Abbildung 28: Einfluss von Ambrisentan und Sitaxentan auf die Vitalitdt von PMN. Histogramm der
Nukleusfédrbung (Hoechst), der Apoptose (Annexin V) und der Nekrose (Ethidium Homodimer Ili).

Hitzegetdtete Zellen dienen als Positivkontrolle, der Mediumansatz dient als Negativkontrolle.

Histogramme im Vergleich:
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Abbildung 29: Einfluss von Ambrisentan und Sitaxentan auf die Vitalitét von Colo357-Zellen. Histogramm der
Nukleusfédrbung (Hoechst), der Apoptose (Annexin V) und der Nekrose (Ethidium Homodimer Ill).

Hitzegetdétete Zellen dienen als Positivkontrolle, der Mediumansatz dient als Negativkontrolle.

Wie aus Abbildung 28 und Abbildung 29 ersichtlich, wurde sowohl bei PMN als auch bei
der Colo357-Zelllinie das Fluoreszenzfarbemuster von Annexin V und Ethidium Homodimer
Il durch die ETAR-Antagonisten nicht relevant beeinflusst. Hingegen weist das
Fluoreszenzmuster der hitzegetoteten Zellen fiir Annexin V als Indikator fiir Apoptose und

Ethidium Homodimer Il als Indikator fiir Nekrose eine deutliche Verschiebung auf. Die
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Daten Uber Einfluss von Sitaxentan auf PMN wurden, wie oben bereits erwahnt, von Otavio
Cabral-Marques erhoben.

Die Prozentsdtze der Ursprungspopulation (frequency of parent) sind in Abbildung 30
dargestellt. Hier ist abzulesen, dass sowohl PMN als auch Colo357-Zellen in etwa gleichen
Prozentsadtzen Hoechst positiv und gleichzeitig doppelt-negativ flir Annexin V und Ethidium
Homodimer Il sind, ungeachtet dessen ob sie lediglich in Medium oder mit Ambrisentan
bzw. Sitaxentan inkubiert wurden (jew. > 90% vitale Zellen). Durch die ETAR-Antagonisten
wurden im Vergleich zur Negativkontrolle weder Apoptose noch Nekrose ausgelost.
Gleichzeitig blieb die Integritat des Nukleus intakt. Die Positivkontrolle der hitzegettteten
Zellen hingegen zeigt eine Uberreprisentation einer doppelt-positiven Population fiir
Annexin V und Ethidium Homodimer Il als Zeichen fiir schweren Zellschaden.
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Abbildung 30: Vitalitdt fiir PMN (A) und Colo357-Zellen (B). Balkendiagramme: Zellzahl (cell count in frequency

of parent) in % fiir Medium, Ambrisentan, Sitaxentan und Hitze-getétete Zellen. n = 1.

3.2.2 Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies von humanen PMN wird durch
Behandlung mit ETAR-Antagonisten nicht beeinflusst
Im nachsten Versuch wurde der Einfluss der Endothelinrezeptor Typ A-Antagonisten auf
die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) als wichtigem
Verteidigungsmechanismus der PMN untersucht. Hierflr wurde nach Stimulation mit PMA
der Nachweis der gebildeten ROS durch Dihydrorhodamin (DHR) bzw. durch
fluoreszierendes 123-Rhodamin erbracht. In Abbildung 31 ist die Fluoreszenzintensitat fir
123-Rhodamin nach Stimulation durch PMA bzw. ohne Stimulation im Mediumansatz
(Negativkontrolle) im Histogramm zu sehen. Der Versuch wurde jeweils in An- und

Abwesenheit der Endothelinrezeptor Typ A-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan
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durchgefihrt. Auf der X-Achse ist hierbei die Fluoreszenzintensitat (MFI) von 123-

Rhodamin dargestellt.

Oxidative Burst

Medium

PMA

PMA + Ambrisentan

PMA + Sitaxentan

- f -
' 10? 0’ 10* 10’

FITC — 123-Rhodamin

Abbildung 31: Bildung von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch humane PMN. Es sind die Histogramme
der Fluoreszenzintensitdt von 123-Rhodamin (ROS-Indikator) fiir die Ansdtze Medium (Negativkontrolle), PMA
(Positivkontrolle) und PMA + Ambrisentan bzw. Sitaxentan dargestellt. Die Fluoreszenzintensitdt von 123-

Rhodamin wurde durch die ETAR-Antagonisten nicht reduziert.

In Abbildung 32 ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fir die Ansdtze PMA sowie PMA
+ Sitaxentan bzw. Ambrisentan dargestellt. Gezeigt ist der Mittelwert + SEM aus jeweils
Dreifachbestimmungen von zwei bzw. drei Versuchen. Die Stimulation mit PMA ergab
jeweils eine mittlere MFI von 40 199 + 2 391 bzw. 54 798 + 685, wahrend die mittlere MFI
bei PMA + Ambrisentan 45 206 + 3 370 und bei PMA + Sitaxentan 56 140 + 2 027 betrug.
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Abbildung 32: Nachweis von Reaktiven Sauerstoffspezies produziert durch humane PMN nach Inkubation mit
ETAR-Antagonisten. MFI von 123-Rhodamin nach Stimulation mit PMA mit bzw. ohne ETAR-Antagonisten, in
(A) fiir Ambrisentan, in (B) fiir Sitaxentan dargestellt. n = 3 fiir Ambrisentan, n = 2 fiir Sitaxentan. p-Werte

(Mann-Whitney-Test) siehe Graphik.

Die Versuche fanden in zwei Reihen statt. Daher wurden auch zwei verschiedene PMA-
Experimente zum Vergleich gemessen und zur Analyse herangezogen. Obwohl die Zugabe
der ETAR-Antagonisten im Mittel jeweils zu einer leichten Zunahme der ROS-Bildung
flhrte, zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Behandlung
mit PMA. Somit kann man davon ausgehen, dass der Zusatz von Ambrisentan oder
Sitaxentan unter den gegebenen Versuchsbedingungen die Produktion von ROS durch

humane PMN nicht substanziell beeinflusst.

3.2.3 Die Phagozytosekapazitat von humanen PMN bleibt durch Behandlung mit ETAR-
Antagonisten unbeeinflusst
Die Phagozytosekapazitdt von humanen PMN wurde durchflusszytometrisch im Vollblut
bzw. ex vivo anhand der Aufnahme von FITC-markierten Staphylococcus aureus-Partikeln
gemessen (Abbildung 33). Hier dargestellt sind die Populationen der Staph. aureus-
positiven PMN (frequency of parent, %) nach oben beschriebener Gating-Strategie
(Abbildung 12). Auf der X-Achse sind die Ansatze Resting (Mediumansatz, Kontrolle) und
PMN nach Inkubation mit Sitaxentan bzw. Ambrisentan dargestellt. Auf der Y-Achse ist die
Phagozytosekapazitat (%) angegeben. Im Mediumansatz betrdagt die mittlere

Phagozytosekapazitat der humanen PMN 93,9 + 2,4 SEM. Nach Inkubation der PMN mit
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Ambrisentan (93 + 2,3) und Sitaxentan (93,4 * 2,3) verandert sich die mittlere

Phagozytosekapazitat nur marginal.
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Abbildung 33: Zellpopulation von humanen PMN fiir Staph. aureus-Positive (%). Darstellung der

Einzelexperimente sowie Mittelwert + SEM. n = 3. p-Werte (Mann-Whitney-Test) siehe Graphik.

Zwischen den Ansatzen fanden sich keine Unterschiede. Somit kann man davon ausgehen,
dass die verwendeten ETAR-Antagonisten unter den gewdhlten Bedingungen keinen
Einfluss auf die Phagozytosekapazitat von humanen PMN haben. Abbildung 34 bestatigt
diese Beobachtung. Zu sehen sind jeweils humane PMN mit blau gefarbtem Zellkern

(Hoechst) und griinen, phagozytierten Staph. aureus-Partikeln im Zytoplasma.

Resting Ambrisentan Sitaxentan

Abbildung 34: Phagozytose von PMN nach Inkubation mit/ohne ETAR-Antagonisten als
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen in 100-facher VergréfSerung nach Phagozytose-Assay von humanen

PMN. Im Vergleich Resting-Ansatz, Sitaxentan- und Ambrisentan-Ansatz.

3.2.4 Die Behandlung von Colo357- und MDA-MB-231-Zellen mit Sitaxentan und
Ambrisentan deuten auf proliferationshemmende Eigenschaften hin
Zur Untersuchung des Einflusses der zwei Endothelinrezeptor Typ A-Antagonisten auf die

Proliferation der Pankreaskarzinom-Zelllinie Colo357 sowie der Mammakarzinom-Zelllinie
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MDA-MB-231 wurden diese wie oben beschrieben mit CFSE angefarbt (vgl. 2.2.4.4). In
Abbildung 35 sind die Histogramme der verschiedenen Ansatze im Proliferationsversuch
gegenlbergestellt. Auf der X-Achse ist die Fluoreszenzintensitat (MFI) von CFSE als
Proliferationsmarker zu sehen. Die Fluoreszenz verhalt sich umgekehrt proportional zur
Generationszahl. Es ist jeweils der Medium-Ansatz als Kontrolle an Tag 0 bzw. Tag 5

dargestellt sowie die Ansatze, die mit Ambrisentan oder Sitaxentan inkubiert wurden.

A 5 B

Medium } Tag 0 ) Medium Tag 0

Medium /\ Medium
/\ Ambrisentan } Tag 5
/ Sitaxentan

|
LE AL S e LD B e n ALl B e b AR A B e AL

_ Ambrisentan | Tag 5
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Abbildung 35: Histogramme im Vergleich nach 0 bzw. 5 Tagen Proliferation mit und ohne ETAR-Antagonisten.
(A) Colo357-Zelllinie. (B) MDA-MB-231-Zelllinie. Das Fluoreszenzmaximum der Mediumkontrolle ist durch die

gestrichelte Linie markiert.

Zu sehen ist, dass nach flinf Tagen die Fluoreszenz des Medium-Ansatzes eine starkere
Abnahme im Vergleich zur Behandlung der Zellen mit ETAR-Antagonisten zeigt. Dies wiirde
einer teilweisen Hemmung der Zellproliferation durch die verwendeten ETAR-Antagonisten
entsprechen. In Abbildung 36 ist die mittlere Proliferation (MFI von CFSE) der einzelnen
Ansatze jeweils gegenlibergestellt. Die jeweiligen Zahlenwerte sind Tabelle 11 zu

entnehmen.
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Abbildung 36: MFI von CFSE fiir Colo357- und MDA-MB-231-Zellen im Proliferations-Versuch nach 5 Tagen
Proliferation mit/ohne ETAR-Antagonisten. Jew. n = 3. p-Werte (Mann-Whitney-Test) siehe Graphik. (A) MFI
fiir Medium vs. Sitaxentan bzw. Ambrisentan bei Colo357. (B) MFI fiir Medium vs. Sitaxentan bzw.

Ambrisentan bei MDA-MB-231.

Tabelle 11: Mittelwerte + SEM bei Colo357- und MDA-MB-231-Zellen im Proliferationsversuch.

Tumorzelllinie Behandlung Mittlere Proliferation (MFI) £ SEM
Colo357-Zellen Medium 679 + 149,2

Sitaxentan 1373 +246,8

Ambrisentan 1755+532,1
MDA-MB-231-Zellen Medium 538,7 £ 50,74

Sitaxentan 981,4 + 1,03

Ambrisentan 676,2 + 106,6

Im Vergleich der MFI nach oben beschriebener Gating-Strategie ist die mittlere
Proliferation im Mediumansatz sowohl fiir Colo357- als auch fir MDA-MB231-Zellen
niedriger als die der Zellen nach Inkubation mit Sitaxentan oder Ambrisentan. Obwohl dies
auf eine Hemmung der Proliferation durch die Behandlung mit den beiden ETAR-
Antagonisten hindeuten kdnnte, spricht die fehlende statistische Signifikanz dagegen. Die
mikroskopische Analyse (Abbildung 37 und Abbildung 38) deutet — wie die MFI — auf eine
Reduktion der Zellzahlen hin. Bei der Colo357-Zelllinie war die Zellzahl nach 5-tagiger
Inkubation durch Sitaxentan leicht und durch Ambrisentan deutlich verringert. Die MDA-
MB-231-Zelllinie zeigt sowohl nach Inkubation mit Sitaxentan als auch mit Ambrisentan

eine verringerte Zellzahl in den phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen.
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Abbildung 37: Colo357-Zellen im Phasenkontrast- Abbildung 38: MDA-MB231-Zellen im Phasen-
mikroskop vor und nach Proliferation (A) an Tag 0, kontrastmikroskop vor und nach Proliferation (A) an
(B) an Tag 5. (1) Medium-Ansatz (Negativkontrolle) Tag 0, (B) an Tag 5. (1) Medium-Ansatz
(2) Ansatz mit Sitaxentan (3) Ansatz mit (Negativkontrolle) (2) Ansatz mit Sitaxentan (3)

Ambrisentan. Ansatz mit Ambrisentan

3.3 Beeinflussung der in vitro Migration von humanen PMN und HL60
Zellen durch ETAR-Antagonisten

3.3.1 Die in vitro Migration von humanen PMN wird durch Behandlung mit ETAR-
Antagonisten dosisabhdngig gehemmt
Der Einfluss von ETAR-Antagonisten auf die Migration von humanen PMN wurde in vitro im
Transwell Assay untersucht. Zundchst wurden verschiedene Dosierungen der ETAR-
Antagonisten getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 39 dargestellt. Auf der X-Achse ist
die logarithmierte Konzentration der verwendeten ETAR-Antagonisten Ambrisentan und
Sitaxentan dargestellt. Auf der Y-Achse ist die Migration in events/ul nach automatisierter
Zahlung am Durchflusszytometer dargestellt. Die oberen beiden Graphen entsprechen
Versuchsansatzen mit fMLP-Stimulierung, die unteren beiden Graphen zeigen die

Spontanmigration der Zellen.
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Abbildung 39: Dosis-Wirkungsbeziehung von Sitaxentan und Ambrisentan auf die Migration von PMN. n = 1

(Doppelbestimmungen).

Aus Abbildung 39 geht hervor: je héher die applizierte Dosis des verwendeten ETAR-
Antagonisten war, desto niedriger fiel die gemessene Migration der humanen PMN aus.
Dies galt insbesondere fiir die durch fMLP stimulierte Migration, wurde jedoch auch bei der
unstimulierten Migration beobachtet. In dem vorliegenden Experiment findet sich daher
eine Dosis-Wirkungsbeziehung der verwendeten ETAR-Antagonisten auf die Migration von
humanen PMN. Eine Dosis von 100 uM fir Sitaxentan und Ambrisentan wurde fir die
folgenden Experimente gewdhlt. Die dosisabhangige Inhibierung der Migration von
humanen PMN durch zwei ETAR-Antagonisten wurde detaillierter untersucht. Die
Ergebnisse dessen sind in Abbildung 40 und Abbildung 41 dargestellt. In Abbildung 40 sind
auf der X-Achse die einzelnen Versuchsansatze gegeniibergestellt. Auf der Y-Achse ist die
Migration in events/ul (A) bzw. prozentual in Relation zur Spontanmigration (B) dargestellt.
Es sind die Einzelwerte sowie der jeweilige Mittelwert + SEM abgebildet. In Abbildung 41
sind reprdsentative lichtmikroskopische Aufnahmen von humanen PMN nach

Durchfiihrung des Transwell Assays gezeigt.
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Abbildung 40: Migration von humanen PMN im Transwell Assay. Stimuliert/unstimuliert durch fMLP mit bzw.

ohne Sitaxentan bzw. Ambrisentan (100 uM), Medium als Negativkontrolle. n >4. p-Werte siehe Graphik (A)

Anzahl der migrierten Zellen (events/ul). (B) Anzahl der migrierten Zellen (%) in Relation zur Spontanmigration

(Negativkontrolle).
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Abbildung 41: Reprdésentative lichtmikroskopische Aufnahme des Effekts von ETAR-Antagonisten auf die

Migration von PMN im Transwell Assay.

In diesem in vitro Experiment wurde gezeigt, dass die fMLP-stimulierte Migration von

humanen PMN durch Ambrisentan und vor allem durch Sitaxentan signifikant gehemmt

wird. (p-Werte siehe Abbildungsunterschrift). Ebenso wurde die Spontanmigration durch

Sitaxentan gemindert,

statistisch war jedoch nur ein Trend zu beobachten. Als
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Positivkontrolle wurde der Mediumansatz mit fMLP stimuliert, hier fand sich
erwartungsgemald eine signifikante Zunahme der Migration (Abbildung 40 A). Bei der
Darstellung der Ergebnisse in Abhdngigkeit zur Spontanmigration (Abbildung 40 B) zeigte
sich bei Sitaxentan und Ambrisentan eine Reduktion der Migration im stimulierten Versuch,
allerdings erreichte nur die Behandlung mit Sitaxentan eine statistische Signifikanz. Diese
Ergebnisse werden durch die lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 41 gestiitzt.

Die Mittelwerte sowie der SEM sind Tabelle 12 zu entnehmen.

Tabelle 12: Mittelwerte + SEM bei humanen PMN im Migrationsversuch.

Ansatz Behandlung Mittlere Anzahl der Mittelwert (%) £ SEM
migrierten PMN (events/ul) +
SEM
Unstimuliert Medium 3,0+0,9 100+ 0
Sitaxentan 1,3+0,6 53,7+21,1
Ambrisentan 1,6+0,5 40,8 £ 24,9
Stimuliert (fMLP) | Medium 206,3 £ 28,2 12539+ 3091
Sitaxentan 0,8+0,2 57,3+23,2
Ambrisentan 79,2 £+ 30,0 4375 +3156

3.3.2 Die fMLP-stimulierte in vitro Migration von HL60-Zellen wird durch Behandlung
mit Sitaxentan gehemmt
Die in vitro Migrationskapazitat der promyelozytischen Leukamie-Zelllinie HL60 wurde im
Transwell Assay untersucht. Die Daten hierzu sind in Abbildung 42 zu sehen, ausgedriickt
jeweils auf der Y-Achse in Absolutwerten (events/ul) in (A) und prozentual in Relation zur
Negativkontrolle in (B). Auf der X-Achse sind die verschiedenen Ansitze des Versuches
dargestellt. Es sind die Einzelwerte und der jeweilige Mittelwert + SEM dargestellt. In
Abbildung 43 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von HL60-Zellen zu sehen, die nach
Durchfiihrung des Transwell Assays in An- bzw. Abwesenheit der verwendeten ETAR-

Antagonisten aufgenommen wurden.
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Abbildung 42: Migration von HL60-Zellen im Transwell Assay. Stimuliert/unstimuliert durch fMLP mit/ohne

Sitaxentan bzw. Ambrisentan, Medium als Negativkontrolle. n > 3. p-Werte siehe Graphik (A) Anzahl der

migrierten Zellen (events/ul). (B) Anzahl der migrierten Zellen (%) in Relation zur Spontanmigration

(Negativkontrolle).
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Abbildung 43: Reprisentative lichtmikroskopische Aufnahmen des Effekts von Sitaxentan und Ambrisentan

auf HL60-Zellen im Transwell Assay.

Die Stimulation von HL60-Zellen durch fMLP als Positivkontrolle bewirkte eine Zunahme

der Migration. Allerdings liegt hier lediglich ein statistischer Trend vor. Im unstimulierten

Ansatz haben die hinzugegebenen ETAR-Antagonisten keinen Einfluss auf die Migration. Im

stimulierten Versuchsteil wurde eine signifikante Hemmung der Migration durch

Sitaxentan beobachtet, wiahrend die Reduktion der Migration durch Ambrisentan nicht

signifikant war. Diese Ergebnisse werden durch die lichtmikroskopischen Aufnahmen in
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Abbildung 43 gestitzt. Die mittlere Anzahl der migrierten HL60-Zellen sowie der SEM sind

Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 13: Mittelwerte + SEM bei HL60-Zellen im Migrationsversuch.

Ansatz Behandlung Mittlere Anzahl der Mittelwert (%) £ SEM
migrierten HL60-Zellen
(events/ul) £ SEM
Unstimuliert Medium 4,8+1,0 100+ 0
Sitaxentan 3,4+1,2 51,8+ 14,4
Ambrisentan 3,5+1,7 114,1 + 22,7
Stimuliert (fMLP) | Medium 16,7 £ 5,7 362 +93
Sitaxentan 1,9+0,2 30,5+3,7
Ambrisentan 6,3+3,8 209,6 £ 68,0

3.4 Migration im Krebsmodell unter dem Einfluss von ETAR-Antagonisten

3.4.1 Die in vitro Migration von Colo357-Zellen wird durch die Behandlung mit
Ambrisentan und Sitaxentan gehemmt

Wie oben beschrieben wurde die in vitro Migration der Pankreasadenokarzinom-Zelllinie

Colo357 im Oris Migrationsassay untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 44 sowie

Abbildung 45 als reprasentative Aufnahmen nach o. g. Bearbeitung (vgl. Abschnitt 2.2.5.2)

dargestellt. Auf der X-Achse in Abbildung 44 sind die verschiedenen Ansatze

gegenibergestellt, auf der Y-Achse ist die migrierte Fliche in Pixel? dargestellt. Die Balken

zeigen den Mittelwert aus Vierfach-Ansatzen (an anderer Stelle bestimmt) + deren SEM.
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Abbildung 44: Migration der Colo357-Zelllinie im Oris Assay. Stimuliert (schwarze Symbole)/unstimuliert
(weifSe Symbole) unter Sitaxentan bzw. Ambrisentan; Angabe der Migrationsfléche in pixel? in Relation zur
Negativkontrolle. Mittelwerte aus Quadriplets der Einzelexperimente bei n = 4. p-Werte (Mann-Whitney-Test)

siehe Graphik.
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Abbildung 45: Reprdsentative lichtmikroskopische Aufnahme des Effekts von ETAR-Antagonisten auf die

Migration von Colo357-Zelllinie im Oris Assay.

Es zeigte sich, dass die Stimulation der Colo357-Zellen durch den verwendeten Par2-
Agonisten eine signifikante Steigerung der Migration bewirkte, wie bereits beschrieben
(139,146). Unter unstimulierten Bedingungen wurde eine hemmende Wirkung von

Sitaxentan und Ambrisentan auf die Migration von Colo357-Zellen beobachtet, jedoch
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ohne statistische Signifikanz. Nach Stimulation mit dem Par2-Agonisten wurde sowohl| mit
Sitaxentan als auch mit Ambrisentan eine statistisch signifikante Hemmung der Migration
beobachtet. Die Mittelwerte der Migrationsfliche sowie der SEM sind Tabelle 14 zu

entnehmen.

Tabelle 14: Migrationsfldche (Mittelwert + SEM) von Colo357-Zellen im Migrationsversuch.

Ansatz Behandlung Mittlere Migrationsfliche (pixel?) £ SEM
Unstimuliert Medium 0113567

Sitaxentan -48 707 £48 272

Ambrisentan -166 012 + 31 229
Stimuliert (Par2-Agonist) Medium 225475+ 23317

Sitaxentan 70 834 + 14 947

Ambrisentan 88581 +1910

3.4.2 Die in vitro Migration der OvCar3-Zellen wird durch Behandlung mit Sitaxentan
gehemmt
Die Untersuchung der in vitro Migration der Ovarialkarzinom-Zelllinie OvCar3 erfolgte im
Oris Migrationsassay, die Ergebnisse gehen aus Abbildung 46 sowie aus Abbildung 47
hervor. Wie bereits beschrieben sind die Werte fiir die Migrationsfliche in pixel?
angegeben (Y-Achse) und in Relation zur Negativkontrolle (basale Migrationsfahigkeit,
siehe erste Spalte) gesetzt. Zunachst wurde separat der Mittelwert aus den Vierfach-
Ansatzen bestimmt. Diese sind fiir jedes Experiment in der Darstellung zu sehen, die Balken
zeigen diese Mittelwerte + deren SEM. Abbildung 47 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen

der einzelnen Ansatze.
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Abbildung 46: Migration der OvCar3-Zelllinie im Oris Assay. Stimuliert (schwarze Symbole)/unstimuliert
(weifSe Symbole) unter Sitaxentan bzw. Ambrisentan; Angabe der Migrationsfiiche in pixel? und in Relation

zur Negativkontrolle. Mittelwerte aus den Einzelexperimenten bei n = 4.
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Abbildung 47: Repriisentative lichtmikroskopische Aufnahme des Effekts von ETAR-Antagonisten auf die

Migration von OvCar3-Zellen im Oris Assay.

Nach Stimulation mit dem Par2-Agonisten zeigte sich der Trend einer Zunahme der
Migration. Unter unstimulierten aber auch unter stimulierten Bedingungen ergab die
Inkubation der OvCar3-Zellen mit Sitaxentan eine statistisch signifikante Reduktion der
Migration. Bezogen auf die basale Migrationsrate, zeigte sich nach Inkubation mit
Ambrisentan der statistische Trend einer Reduktion der Migration. Die Behandlung mit

Ambrisentan unter Stimulation mit dem Par2-Agonisten bewirkte zwar eine Reduktion der
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Migration von OvCar3-Zellen, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Die mittlere

Migrationsflache sowie der SEM sind Tabelle 15 zu entnehmen.

Tabelle 15: Mittelwerte + Standardfehler von OvCar3-Zellen im Migrationsversuch.

Ansatz Behandlung Mittlere Migrationsfliche (pixel?) £ SEM
Unstimuliert Medium 0129075

Sitaxentan -1,023 x 10° + 38 662

Ambrisentan -93 070 £ 26 686
Stimuliert (Par2-Agonist) Medium 76337 £12 673

Sitaxentan -1,032 x 10° + 8 686

Ambrisentan 34988 £ 14 086

3.5 Die Behandlung mit Ambrisentan inhibiert die Aktivierung des

Transkriptoms von Colo357-Zellen

Um die Wirkung der ETAR-Blockade durch Ambrisentan auf Genebene weiter zu
untersuchen, fihrte Otavio Cabral-Marques in Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe
eine Transkriptomanalyse der Colo357-Zelllinie mittels RNA Sequenzierung durch. Das
Transkriptom der Colo357-Zellen, die mit Ambrisentan und dem Par2-Agonisten behandelt
wurden, zeigte bei der Analyse durch hierarchisches Clustering ein Muster, das
unbehandelten Zellen dhnlicher war als Zellen, die nur mit dem Par2-Agonist behandelt
wurden (144). In Ubereinstimmung damit ergab die Gene Set Variation Analysis (GSVA),
dass Ambrisentan allein in der Lage ist, die Aktivierung verschiedener Signalwege zu
hemmen, die die Krebsinitiierung, -progression und -metastasierung fordern, wie z. B. die
Caspase-vermittelte Spaltung von Zytoskelettproteinen und die Aktivierung der AP1-
Familie von Transkriptionsfaktoren (Abbildung 48, rot markierte Bereiche). Ebenso
verringerte Ambrisentan die Par2-induzierte Aktivierung von NF-kB- und MAPK-
Signalwegen sowie die Bildung von Tubulin-Faltungsintermediaten. Insgesamt deuten
diese Daten darauf hin, dass eine ETAR-Blockade durch Ambrisentan multiple hemmende
Wirkungen auf tumorfordernde Signalwege hat. Um diese Moglichkeit weiter zu priifen,
fihrten wir eine Ingenuity Pathway Analysis (IPA) durch, die eine hemmende Wirkung von
Ambrisentan auf die Par2-Signaliibertragung vorhersagte. Darliber hinaus deutete die IPA-

Analyse auf einen moglichen Crosstalk zwischen ETAR und Wachstumsfaktorrezeptoren,
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wie dem epidermal growth factor Rezeptor (EGFR), sowie auf Transaktivierungssignale mit

anderen GPCR hin. Dies steht im Einklang mit friheren Studien (147-151).
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Abbildung 48: Wirkung von ETAR-Blockade auf das Transkriptom der Colo357-Zelllinie. Gene Set Variation
Analysis (GSVA) stellt die auf- und abregulierten Signalwege nach Behandlung von Ambrisentan von Par2-
stimulierten bzw. unstimulierten Colo357-Zellen dar. Die roten Markierungen zeigen die hemmende Wirkung

auf tumorférdernde Signalwege.
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4 Diskussion

ETAR-Antagonisten sind etablierte und gut vertragliche Medikamente in der Behandlung
von PAH. Neben ihrer vasokonstriktorischen Schliisselfunktion im GefdaBsystem wurden fir
die ET-Achse zahlreiche immunmodulatorische und v. a. tumorférdernde Funktionen
nachgewiesen. Aufgrund dessen war und ist die Neuanwendung der Gruppe der
medikamentdsen ET(A)R-Antagonisten im Bereich der Tumortherapie im Sinne eines drug
repurposings eine lohnende Uberlegung (113). Das Prinzip des drug repurposings
beschreibt, dass bereits zugelassene Medikamente zur Behandlung anderer Krankheiten
angewandt werden. Verschiedene ETAR-Antagonisten wie Zibotentan oder Atrasentan
wurden bereits unter dem Gesichtspunkt der Neuanwendung als onkologische
Therapeutika untersucht (46), Ambrisentan und Sitaxentan wurden unter diesem Aspekt
jedoch noch nicht beleuchtet. Das sogenannte drug repurposing hat verschiedene Vorteile:
Zum einen haben die Medikamente ein bereits bekanntes Sicherheitsprofil (113). Zum
anderen sind sie, wie im Falle von Ambrisentan FDA- und EMA-zugelassen und die
Anwendung somit mit geringerem finanziellen Aufwand verbunden als die Neuentwicklung
eines Medikaments (113). Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit die Wirkung von
ETAR-Antagonisten auf die Migration von humanen polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten und Tumorzelllinien anhand von ex vivo und in vitro Experimenten

beleuchtet.

4.1 Humane PMN und Tumorzelllinien exprimieren ETAR und ETBR

Im ersten Schritt dieser Arbeit erfolgte der Nachweis der ETR-Expression auf Genebene bei
den hier verwendeten Tumorzelllinien. Zu diesem Zweck wurde eine quantitative real-time
PCR bei der HL60-, Colo357-, OvCar3- und MDA-MB-231-Zelllinie durchgefihrt.
AnschlieBend wurde die Proteinexpression von ETAR bzw. ETBR durchflusszytometrisch bei
Colo357- und HL60-Zellen sowie humanen PMN untersucht. Die ETR-Expression der
Zelllinien OvCar3 sowie MDA-MB-231 wurde im Rahmen dieser Arbeit
durchflusszytometrisch nicht untersucht. Beziiglich der o. g. mRNA-Expression konnte
jedoch gezeigt werden, dass alle in dieser Arbeit verwendeten Tumorzelllinien ETAR- und
ETBR-mRNA exprimieren (144). Der Nachweis der Expression auf mRNA und Proteinebene
bildet die Grundlage fir eine spezifische - rezeptorvermittelte - Wirkung der untersuchten

ETAR-Antagonisten im Hinblick auf Migration, Funktionalitdt und Vitalitat der Zellen (s. u.).
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4.1.1 Die Tumorzelllinien Colo357, HL60, OvCar3 und MDA-MB-231 exprimieren mRNA
fiir ETAR und ETBR

Alle in dieser Studie untersuchten Tumorzelllinien exprimieren sowohl ETAR- als auch
ETBR-mRNA. Wéahrend die Colo357-, MDA-MB-231- und OvCar3-Zellen mehr ETAR mRNA
als ETBR mRNA exprimieren, weisen HL60-Zellen eine etwa gleiche Menge an mRNA fir
beide Rezeptoren auf. Ein Vorteil der gPCR ist ihre hohe Sensitivitdt und hohe Spezifitat.
Allerdings bringt sie bezliglich der Rezeptorexpression einen indirekten Nachweis, da sie
zwar die spezifische mRNA, nicht jedoch das exprimierte Ziel-Protein, hier ETAR bzw. ETBR,
nachweist. Die Ergebnisse der mRNA-Expression der einzelnen Zellentitaten werden nun
vor dem Hintergrund der Forschungsliteratur diskutiert. Die fir die Colo357-Zelllinie
gezeigte ETAR und ETBR mRNA Expression wird durch die Erkenntnisse aus der Literatur
gestlitzt: Bereits flir viele verschiedene Pankreasadenokarzinom-Zelllinien wurde eine
ETAR mRNA Expression mittels PCR demonstriert (110,117). Die hier berichteten
Ergebnisse fiir die ETAR und ETBR mRNA Expression durch Colo357-Zellen wurden nach
aktuellem Stand der Forschung noch nicht anderweitig gezeigt. Des Weiteren ist eine ETAR
mRNA Uberexpression in Pankreas-Adenokarzinomen beschrieben, die mit einer
verkiirzten Uberlebenszeit von Patient*innen einhergeht (117). Allerdings ist zu beachten,
dass das Pankreaskarzinom von Patient*innen nur entfernt mit einer Tumorzelllinie zu
vergleichen ist. Der derzeitige Wissensstand in der Literatur insbesondere beziiglich der
ETAR und ETBR Expression der Colo357-Zelllinie ist noch unvollstandig.

Fiir HL60-Zellen wurde gezeigt, dass sie sowohl ETAR als auch ETBR auf mRNA-Ebene
exprimieren. Im Gegensatz dazu steht eine Arbeit von Ahmed et. al. (2000), die nur ETBR-
mMRNA nachweisen konnte (152). Eine mogliche Ursache liegt in der anderen Methodik der
PCR. Das ETAR PCR-Produkt von Ahmed et al. wies 328 Basenpaare (bp) auf, das unserer
Arbeitsgruppe 102 bp. Nach Auftrennung der PCR-Produkte sahen Ahmed et al. multiple
Produkte, die auf verschiedene slice-Varianten hinweisen kénnten und eine ETAR-
Expression nicht notwendigerweise ausschliefen. Die von Ahmed et al. verwendeten
Primer sind unbekannt. Anja Kerstein-Stdhle designte die in dieser Studie verwendeten
Primer mit Primer-Blast (153). Diese - mutmalfilich verschiedenen - Primer konnten ebenso
eine Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse darstellen. Aufgrund der hier erzielten
Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass HL60-Zellen sowohl ETAR als auch ETBR mRNA

exprimieren
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Des Weiteren wurde fir die Tumorzelllinie OvCar3 ein Nachweis der mRNA-Expression fir
ETAR und ETBR erbracht. Aus der Literatur ist bekannt, dass diverse Ovarialkarzinom-
Zelllinien sowie humane Ovarialtumoren ET-1 sowie ETAR auf Genexpressionsebene sowie
auf Proteinebene exprimieren (119,154). Weitere Nachweise, dass speziell die OvCar3-
Zelllinie ETAR bzw. ETBR exprimieren, stehen jedoch noch aus. Insbesondere der Nachweis
z. B. mittels western blot oder Durchflusszytometrie von ETAR- bzw. ETBR-Expression auf
Proteinebene, ware hier von Interesse.

Anhand der oben beschriebenen gPCR ist die Expression von ETAR- bzw. ETBR-mRNA bei
MDA-MB231 Zellen nachgewiesen worden. Dies wird durch die Erkenntnisse aus der
Literatur gestlitzt, so wurden fir diese Zelllinie bereits PCR- und western blot Nachweise
fiir eine ETAR-Expression erbracht (155).

Ein ETAR- bzw. ETBR-mRNA-Nachweis fir humane PMN mittels gPCR ist in dieser Studie
nicht erfolgt. Es wurde darauf verzichtet, da bereits zahlreiche Nachweise einer mRNA und
Protein- Expression von ETR mittels Immunfluoreszenzfarbungen, qPCR und western blot
vorliegen (99). Dennoch wiirde ein eigens erbrachter Nachweis der ETR-Expression von
humanen PMN auf Genexpressionsebene die in dieser Studie erhobenen Ergebnisse

vervollstandigen.

4.1.2 Humane PMN sowie die Tumorzelllinien HL60 und Colo357 exprimieren die
Endothelinrezeptoren Typ A und Typ B auf ihrer Oberfldche
Im néachsten Schritt erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der ETR-
Proteinexpression auf der Zelloberfliche. Aufgrund der strukturellen Komplexitdt von
GPCR und der Regulation ihrer Expression gestaltete sich dieser Nachweis als storanfallig
und schwierig. Die gewahlte Methodik innerhalb der Durchflusszytometrie erméglicht hier
lediglich eine Momentaufnahme fiir den auf der Zelloberflache prasentierten N-terminalen
Teil der ETR, nicht jedoch die Gesamtheit der exprimierten Rezeptoren. Eine weitere
Methode zum Nachweis von ETR auf Proteinebene wie z. B. western blot wiirde die

Ergebnisse der Durchflusszytometrie ggf. unterstitzen.

4.1.2.1 Colo357-Zellen weisen eine schwache Oberfliichenexpression von ETAR und
ETBR auf
Um eine spezifische Wirkung der ETAR-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan auf die

Colo357-Zelllinie nachzuweisen, wurde die oberflachliche Rezeptorexpression von ETAR
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und ETBR auf Colo357-Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die ETR-Expression wurde
als AMFI (MFlprobe — MFlsek. ak) ausgedriickt. Vorteil dieser Methoden ist die Normierung der
einzelnen Proben gegen eine konstante Kontrolle, die individuelle Eigenfluoreszenz
verschiedener Proben fillt jedoch starker ins Gewicht. Grundsatzlich wird die MFI z. B.
durch Eigenfluoreszenz der Zellen oder Dichte der Rezeptoren beeinflusst. Hier wurde
bewusst der Median gewdhlt, da dieser mathematisch deutlich stabiler gegeniiber
AusreiRern bleibt. Die AMFI von ETAR war hoéher als die von ETBR. Es wurde bei einer
zweimaligen Experimentdurchfiihrung auf weitere statistische Analyse verzichtet. Eine
hohere Anzahl von Experimenten und anschlieBende statistische Auswertung ist fir eine
verlassliche Aussage der durchflusszytometrischen Ergebnisse unerlasslich. Auch bzgl. der
breiten Streuweite der ETAR-Expression wiirde eine hohere n-Zahl moglicherweise mehr
Klarheit bringen. Insgesamt ist die AMFI fiir beide Rezeptoren sehr niedrig im Vergleich,
was moglicherweise ein Zeichen dafir ist, dass Colo357-Zellen nur wenig ETAR bzw. ETBR
exprimieren. Dies wird durch die Betrachtung der dot plots unterstrichen: die dot plots von
ETAR bzw. ETBR sind nur wenig starker fluoreszierend als die dot plots der Kontrollmessung
mit dem sekundaren Antikorper. Geht man davon aus, dass es sich hier trotzdem um eine
ETR-positive Population handelt, ist diese zahlenmaRig sehr klein. AuBerdem ist die hier
durchgefiihrte  durchflusszytometrische  Messung  der  ETR-Expression  eine
Momentaufnahme der Oberflachenexpression von ETAR bzw. ETBR. Fiir GPCR ist jedoch
bekannt, dass diese nach Bindung agonistischer Liganden von der oberfldchlichen
Zellmembran internalisiert werden (156). Die gewéhlten ETR-Primarantikorper ETAR und
ETBR erkennen jedoch jeweils Peptide in der extrazelluldren N-terminalen Region von ETR,
welche nach Internalisierung des Rezeptors nicht mehr zugénglich ist. Eine Messung nach
Permeabilisierung der Zellmembran wiirde also die Gesamtheit der exprimierten ET-

Rezeptoren zeigen.

4.1.2.2 HL60-Zellen exprimieren ETAR und ETBR in bimodaler Populationsverteilung

Auf HL60-Zellen wurde die ETAR- bzw. ETBR-Expression durchflusszytometrisch gemessen.
Diese Zelllinie wurde als Modell fir Neutrophile Granulozyten ausgesucht, um die
Aussagekraft der Experimente mit humanen PMN zu validieren (106). Im dot plot sind
bimodale Verteilungen der ETAR* und ETBR* HL60-Populationen und ein deutlicher
Unterschied zur Kontrollmessung zu sehen, d.h. ETR* Populationen sind eindeutig

abzugrenzen. Eine Rezeptor-positive Population ist eindeutig abzugrenzen. Die AMFI fir
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ETAR und ETBR unterscheiden sich kaum, d.h. HL60 Zellen exprimieren auf ihrer
Zelloberflache also in etwa gleich viel ETAR wie ETBR. Diese Beobachtung deckt sich mit
den Ergebnissen fir die mRNA Expression. Auch hier ist jedoch zu bemerken, dass wie

bereits bei den Colo357-Zellen eine weite Streubreite der Werte vorliegt.

4.1.2.3 Humane PMN exprimieren ETAR und ETBR in bimodaler Populationsverteilung
Durchflusszytometrisch wurde fiir humane PMN bei der SSc und bei Gesunden der
Nachweis einer Oberflachenexpression von Endothelinrezeptoren (AMFI) erbracht. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der jeweiligen Rezeptorexpression zwischen
Gesunden und SSc-Patient*innen. Sowohl Gesunde als auch SSc-Patient*innen
exprimieren jedoch statistisch signifikant mehr ETAR als ETBR. Bei genauem Blick auf die
durchflusszytometrischen Daten im dot plot fillt eine bimodale Verteilung der PMN-
Population nach ETAR- bzw. ETBR-Farbung auf.

Grundsatzlich kdnnen humane PMN als stérungsempfindliche Zellen durch den Vorgang
der Isolierung manipuliert werden. Durch eine rasche Weiterverarbeitung der Proben
(< 2 h) wurde eine artifizielle Aktivierung der PMN moglichst reduziert. Dass es sich nach
Isolierung bei den untersuchten Zellpopulationen tatsachlich um PMN handelte, zeigt die
100%ige Oberflachenexpression von CD66b in Abbildung 15 (B). Methodisch stellt der
Mangel einer passenden Isotypfarbung, die moglicherweise als Kontrolle geeigneter ist als
das Weglassen des Primarantikorpers, eine potenzielle Fehlerquelle bei der Bestimmung
der ETR-Expression von humanen PMN dar. Auch hier ist zu bedenken, dass lediglich die
ETR-Expression auf der Zelloberfliche gemessen wurde. Die untersuchten SSc-
Patient*innen sind zudem medikamentds behandelt, was ebenso einen Einfluss auf die
ETR-Expression haben konnte, hier sind insbesondere selektive und unselektive ETR-
Antagonisten zu nennen.

Ein zusatzlicher Storfaktor ist, dass die PMN selbst ET-1 produzieren, was ebenso wie
Medikamente die Rezeptorexpression beeinflusst (100,101). Zum besseren Verstandnis

der Regulation ware eine Messung des autokrin-sezernierten ET-1 von Nutzen.

4.1.2.3.1 Die ETAR/ETBR-Expressionsratio auf CD15* PMN unterscheidet sich nicht
zwischen SSc-Patient*innen und gesunden Kontrollen
Da es in der |Literatur bereits Hinweise auf einen verdnderten

Rezeptorexpressionsquotienten von ETAR zu ETBR auf Immunzellen bei der SSc im
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Vergleich zu Gesunden gibt (31), dieser jedoch noch nicht explizit bei PMN betrachtet
wurde, wurde er in dieser Arbeit genauer untersucht. Absolut betrachtet lieRen sich keine
signifikanten Unterschiede fiir die ETR-Rezeptorexpression auf PMN zwischen
Patient*innen mit SSc und Gesunden nachweisen. Auch die ETAR/ETBR-Expressionsratio
von SSc-Patient*innen war im Vergleich zu der bei Gesunden ohne statistische Signifikanz.
Da die gleichen durchflusszytometrischen Messdaten wie aus Abschnitt 3.1.2.3 verwendet
wurden, liegen hier auch die gleichen Kritikpunkte vor, die bereits im letzten Abschnitt
diskutiert wurden. Eine Dysbalance von ETAR zu ETBR wie bereits fiir fibrotisches
Lungengewebe oder Monozyten in der Literatur beschrieben (82,131), liegt nach den

Erkenntnissen dieser Studie fir zirkulierende PMN also nicht vor.

4.1.2.3.2 Die ETAR/ETBR-Expressionsratio auf CD15* PMN korreliert mit klinischem
Entziindungsparameter CRP bei der SSc
Die ETAR/ETBR-Expressionsratio spielt u. a. auf Monozyten eine pathogenetische Rolle bei
der SSc (131). Auch wenn in dieser Studie im Vergleich zwischen Gesunden und SSc-
Erkrankten kein Unterschied bzgl. dieser Expressionsratio auf humanen PMN gesehen
wurde, so ist es denkbar, dass die ETAR/ETBR-Expressionsratio auf humanen PMN mit
klinischen Parametern der Patient*innen korreliert. Im Hinblick auf die demographischen
Daten weist die gesunde Vergleichsgruppe ein statistisch signifikant geringeres Alter auf
(32,4 Jahre vs. 57,38 Jahre, p < 0,0001). Bzgl. der Geschlechter gibt es keinen Unterschied
zwischen den Vergleichsgruppe (1:2,75 bei den Gesunden vs. 1:2,9 bei den SSc-
Patient*innen). In der vorliegenden Arbeit korreliert die ETAR/ETBR-Expressionsratio
(AMFI1) auf humanen PMN bei der SSc negativ mit dem Entziindungsparameter CRP. Je
niedriger die ETAR/ETBR-Expressionsratio auf den PMN ist, desto hoher ist der CRP-Wert.
Ein hoherer CRP-Wert spricht flir eine hohere Krankheitsaktivitdt. CRP als Akute-Phase-
Protein ist ein unspezifischer Marker fiir Entziindung, der neben rheumatologischen
Erkrankungen auch durch Alter, Infekte und andere Faktoren beeinflusst werden kann.
Deshalb ist die fehlende Berlicksichtigung der genannten Einflussfaktoren auf den CRP-
Wert fir die Aussagekraft der Korrelation limitierend. Dariber hinaus wurden in dieser
Studie die Zahlenwerte der laborchemischen Analyse des CRP-Wertes betrachtet. Klinisch
gilt erst ein CRP-Wert von > 5 mg/| als positiver Befund. Welche klinische Bedeutung in
diesem Zusammenhang ein Wert von < 5 mg/| hat, bleibt hier unklar und muss néher

betrachtet werden. So weisen niedrige Werte von < 5 mg/| eine breite Streuung bzgl. der
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ETAR/ETBR-Expressionsratio zugunsten von ETAR auf. Eine hohere Anzahl von
Patient*innenproben konnte bzgl. dieser Verteilung mehr Klarheit bringen.
Zusammenfassend zeigt sich, dass eine niedrige ETAR/ETBR-Expressionsratio auf
zirkulierenden PMN mit hoéherer Entziindungsaktivitdt schwach korreliert. Wie bereits
oben beschrieben, ist auch in anderen SSc-Studien eine niedrige ETAR/ETBR-
Expressionsratio mit Lungenfibrose und vermehrter Sekretion profibrotischer Molekiile
durch Monozyten vergesellschaftet (82,131). Dies erhdrtet den Verdacht, dass eine
erniedrigte ETAR/ETBR-Expressionsratio auf verschiedenen Zellen eine Schlisselrolle in der
Pathogenese der SSc einnimmt. Es bedarf weiterer detaillierter Analysen, um eine
potenzielle pathogenetische Relevanz des Verhéltnisses von ETAR- zu ETBR-Expression auf

Immunzellen z.B. als Biomarker bei der SSc zu validieren.

4.2 Wie beeinflussen Sitaxentan und Ambrisentan Vitalitdit und
Funktionalitat von Immunzellen und Tumorzelllinien?

4.2.1 Unter den hier gewahlten in vitro Zellkulturbedingungen zeigen die ETAR-
Antagonisten keinen Einfluss auf die Vitalitat von humanen PMN und Colo357
Das Hauptziel dieser Arbeit ist zu eruieren, inwiefern ETAR-Antagonisten spezifisch den
Effekt der Migration beeinflussen. Zunachst wurde die potenzielle Toxizitdt der
verwendeten Medikamente Sitaxentan und Ambrisentan im Hinblick auf humane PMN und
Colo357-Zellen ausgeschlossen, denn man kann davon ausgehen, dass die Induktion von
Apoptose oder Nekrose eine unspezifische reduzierte Migration zur Folge hatte. Durch eine
Inkubation mit Sitaxentan oder Ambrisentan wurden weder Apoptose noch Nekrose in
humanen PMN induziert. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass der Nukleus intakt bleib. Ebenso
wenig zeigte die einstiindige Inkubation mit diesen ETAR-Antagonisten eine Induktion von
Apoptose oder Nekrose bei Colo357-Zellen. Die Messung erfolgte durchflusszytometrisch
durch Nachweis von Phosphatidylserin als Hinweis auf Apoptose und Nachweis
offenliegender DNA als Nekrosemarker unter Hinzunahme einer Negativ- und einer
Positivkontrolle. Die statistische Evaluierung der Ergebnisse war bei jeweils n =1 nicht
moglich, somit ist die Aussagekraft dieser Resultate begrenzt. Eine mindestens dreifache
Wiederholung des Experiments ware fir beide untersuchten Zellarten notwendig, um die
Aussage zu validieren. Durch die Negativkontrolle wurde gezeigt, dass Zellen, die nur in

Medium inkubiert wurden und somit erwartungsgemaR unbeeintrachtigt in ihrer Vitalitat
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blieben, durch die gewahlte Methode als vital erkannt wurden. In der Positivkontrolle
wurden hitzegeschadigte Zellen zu > 95 % als schwergeschadigte, apoptotische oder
nekrotische Zellen erkannt. Somit konnte durch Kontrollen die Eignung der gewahlten
Methoden gezeigt werden. Die Colo357-Zellen und die humanen PMN wurden 1 h mit den
0. g. Medikamenten inkubiert. In den Migrations- und Proliferationsversuchen war die
Kontaktzeit der Zellen zum jeweiligen Medikament jedoch deutlich langer mit 48 h bzw.
120 h, eine toxische Wirkung der Medikamente nach dieser ldngeren Zeitspanne ist also
nicht ausgeschlossen bzw. sollte auch validiert werden. Die Arbeitsgruppe von Prof. Basel
K. al-Ramadi et al. zeigte fiir die MDA-MB-231-Zelllinie ebenso, dass eine 24-stiindige
Inkubation mit Ambrisentan (100 uM) die Vitalitat der Zellen nicht beeinflusst (144). Diese
wurde durch Detektion von ATP als Hinweis auf Zellen mit aktivem Metabolismus mit dem
CellTiter-Glo Lumindescent Cell Viability Assay gemessen (157). Inwiefern Sitaxentan eine
Wirkung auf die Vitalitat dieser Zelllinie hat, ist jedoch noch ungeklart. AuBerdem muss die
toxische Wirkung der ETAR-Antagonisten auf die Zelllinien OvCar3 und HL60 in weiteren
Experimenten untersucht werden.

Endothelin-1 wirkt Gber ETAR sowohl auf Fibroblasten, glatten Muskelzellen und
Endothelzellen als auch auf verschiedenen malignen Zellen, u. a. Mamma-, Ovarial- und
Kolonkarzinom antiapoptotisch (30,40,54,158). Bei Colon- und Prostatakarzinomen wurde
eine gesteigerte Apoptose durch ETAR- bzw. ETR-Antagonisten gefunden (40,158,159).
Diese Erkenntnisse sind jedoch nur sehr begrenzt vergleichbar mit den hier erhobenen
Daten, da es sich um andere Tumorarten bzw. Zellentitdten handelt. Fir die hier
untersuchten Zellentitdten bzw. Tumorarten gibt es dariiber hinaus keine Daten in der
Forschungsliteratur. Weiterflihrend ist eine mogliche Erkldrung warum bei den o. g.
malignen Zellen eine proapoptotische Wirkung durch ETAR- bzw. ETR-Antagonisten
gesehen wurde, die unterschiedlich lange experimentelle Dauer. Die oben beschriebenen
Experimente dauerten 12 — 48 h, die hier gezeigten Daten waren bereits nach 1 h
Inkubation erhoben wurden (158,159). Dariber hinaus wurde in diesem Experiment die
Apoptose nicht explizit induziert, wie in oben genannten Studien geschehen z. B. durch
einen Fas-Liganden (158). Uber die Wirkung der Endothelin-Achse auf Apoptose oder
Nekrose kann anhand dieses Versuchsaufbaus keine Aussage getroffen werden, da weder
die Endothelin-1-Sekretion durch die Zellen selbst gemessen wurde noch die Rolle von ET-
1 in diesem Rahmen gesondert untersucht wurde. Zusammenfassend kann also gesagt

werden, dass nach einstlindiger in vitro Inkubation von humanen PMN und Tumorzelllinien

81



Diskussion

mit Sitaxentan oder Ambrisentan kein Zelltod (Nekrose oder Apoptose) durch die
Medikamente induziert wurde. Detailliertere Aussagen bzgl. Apoptose- oder Nekrose-

Induktion durch ETAR-Antagonisten lassen sich hieraus aber nicht ableiten.

4.2.2 Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies von humanen PMN wird unter den
hier gewdhlten in vitro Zellkulturbedingungen nicht durch ETAR-Antagonisten
verandert

Als Teilaspekt der Funktionalitdit von humanen PMN wurde die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies genauer untersucht. Auch hier liegt der Gedanke zu Grunde, Wirkungen

der ETAR-Antagonisten Uber den Einfluss auf Migration hinaus zu zeigen bzw.

auszuschlieen. Daneben ist oxidativer Stress durch PMN auch an der Pathogenese von SSc
beteiligt, sodass sich hier ein genauerer Blick auf die Rolle der ETAR-Antagonisten als
potenziell antiinflammatorische Medikamentengruppe lohnt (s.u.). Humane PMN wurden
mit PMA zur Stimulation von ROS angeregt. AnschlieBend wurden die ROS-Freisetzung

unter Verwendung von Dihydrorhodamin (DHR), das mit ROS zu fluoreszierendem 123-

Rhodamin reagiert, nachgewiesen (134). Nach einstlindiger Inkubation von humanen PMN

mit Ambrisentan blieb die Produktionskapazitat fiir ROS nach Stimulation durch PMA

unbeeinflusst. Der Vergleich zwischen fMLP-stimuliertem Ansatz und fMLP-stimuliertem

Ansatz mit Ambrisentan ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied, wenn auch

einen hoheren Mittelwert fir den Ansatz mit Ambrisentan, was auf eine erhohte

Produktion von ROS sprechen kdnnte. Ebenso wenig zeigte die Inkubation humaner PMN

mit Sitaxentan einen Einfluss auf die Produktion von ROS nach Stimulation mit PMA, jedoch

wurde ein héherer Mittelwert fir den stimulierten Ansatz mit Sitaxentan beobachtet. Bei

n = 2 wurde nicht weiter statistisch analysiert, eine mindestens dreifache Wiederholung

dieses Experiments ist notig, um eine valide und statistische Aussage liber die Produktion

von ROS unter Einfluss von Sitaxentan zu treffen. Grundsatzlich ist zu beachten, dass es sich
bei dem Stimulus PMA um ein nicht-physiologisches Molekiil handelt. Inwiefern die ROS-

Produktion in Abhangigkeit physiologischer Reize durch die ETAR-Antagonisten bei

humanen PMN beeinflusst wird, bleibt offen. In Abwesenheit von PMA wurde keine ROS-

Produktion nachgewiesen.

In diesem Versuchsaufbau wurde lediglich PMA-stimulierte ROS gemessen. Insbesondere

im Hinblick auf den — nicht signifikanten — jedoch hoheren Mittelwert des stimulierten

Ansatzes mit den ETAR-Antagonisten ware eine Untersuchung der humanen PMN nach
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Inkubation mit ETAR-Antagonisten allein interessant gewesen, um zu sehen ob diese PMN
alleine zur ROS-Produktion anregen. Auch hier wurde die MFI als Auswertungsparameter
herangezogen mit den bereits oben diskutierten moglichen Einfluss- und Stérfaktoren. Die
Hinzunahme einer Negativkontrolle (Medium) und einer Positivkontrolle (PMA) belegt die
Eignung des experimentellen Ansatzes. Im Histogramm (Abbildung 31) ist zu sehen, dass
durch Aktivierung mit PMA die Fluoreszenzintensitat von 123-Rhodamin einen deutlichen
shift nach rechts macht. Es wurde somit demonstriert, dass PMA ROS induziert und diese

hier durchflusszytometrisch nachgewiesen werden kénnen.

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass ET-1 oxidativen Stress z. B. in Endothelzellen
induziert, zum einen als Folge starker Vasokonstriktion und Hypoxie (77,93) zum anderen
Uber ETAR direkt vermittelt (160,161). Dieser oxidative Stress spielt auch in der
Pathogenese der Systemischen Sklerose eine Rolle. So wurde gezeigt, dass Auto-AK von
SSc-Patient*innen die ROS-Produktion von humanen PMN signifikant steigern (87). Auch
produzierten PMN von SSc-Patient*innen nach Stimulation signifikant mehr ROS als PMN
von Gesunden (97). Es gibt jedoch auch Studien, die, passend zu den hier erlangten
Ergebnissen, keinen Einfluss auf die stimulierte Produktion von ROS durch ETAR-Blockade
sahen (77,162). Interessanterweise scheint die Art des Stimulus fiir ROS eine wichtige Rolle
zu spielen, so konnte die fMLP-induzierte Produktion von ROS durch ET-1 gesteigert
werden, nach Stimulation durch Zymosan zeigte ET-1 jedoch keinen Effekt (77,162).
Zusammenfassend geht aus den vorliegenden Daten hervor, dass die untersuchten ETAR-
Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan unter den gewadhlten in Vvitro
Zellkulturbedingungen keinen Einfluss auf die PMA-induzierte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies von humanen PMN haben. Offen bleibt, ob ein anderer Stimulus wie
fMLP eine andere Wirkung zeigen wiirde und welche Rolle der natirliche Ligand ET-1

hierbei spielt.

4.2.3 Unter den hier gewdhlten in vitro Zellkulturbedingungen bleibt die
Phagozytosekapazitit von humanen PMN durch ETAR-Antagonisten
unbeeinflusst

Als dritter Aspekt der PMN-Funktionalitdt wurde deren Phagozytosekapazitat untersucht.

Phagozytose ist ein wichtiger Verteidigungsmechanismus von PMN gegen Pathogene.

Insbesondere fiur immunmodulatorische Medikamente ist eine spezifische Wirkung auf
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eine gezielte Zellfunktion (hier die untersuchte Migration) winschenswert, um die
essenzielle schiitzende Eigenschaft des Immunsystems weitestgehend zu erhalten.
Insgesamt zeigte die Inkubation mit den verwendeten ETAR-Antagonisten Sitaxentan und
Ambrisentan keinen Einfluss auf die Phagozytosekapazitit von humanen PMN. Die
Messung der Phagozytosekapazitdt von humanen PMN erfolgte durchflusszytometrisch in
Vollblut nach Hinzugabe von fluoreszenzmarkierten Staphylococcus aureus-Partikeln. Ein
Vorteil in der Benutzung von Vollblut im Gegensatz zur vorherigen Isolierung von humanen
PMN ist die besonders kurze Bearbeitungsdauer der Proben mit weniger
Manipulationsmoglichkeiten. Damit werden experimentell bedingte Einfliisse auf die
Funktionalitdit der humanen PMN moglichst gering gehalten. Wichtig ist die
Unterscheidung zwischen internalisierten also tatsdchlich phagozytierten Partikeln und
Partikeln, die an der Zelloberflache heften. In diesem Experiment diente das Agens, das zur
Lysierung der Erythrozyten verwendet wurde, zeitgleich als sogenannter quencher (163).
Durch die Lyse wurde das Fluoreszenzsignal aller adharenten, nicht phagozytierten Partikel
ausgeloscht. Im aziden Milieu, wie auch im Phagosom vorherrschend, wird der Farbstoff
jedoch teilweise ebenfalls ausgeldscht. Hierbei handelt es sich um ein Phdnomen, dass alle
untersuchten Ansatze gleichermallen betrifft. Dieser systemische Fehler hebt sich also
durch Vergleich der Gruppen auf. Im Versuchsaufbau wurde eine Negativkontrolle
(Medium) mitgefihrt als Vergleichsprobe zu den Medikamentenansdtzen. Eine
Positivkontrolle, in der die Phagozytose durch PMN nachgewiesenermalien gehemmt oder
gesteigert wird, fehlt an dieser Stelle. Diese wirde zeigen, ob eine reduzierte oder
gesteigerte Phagozytose durch die gewdhlte Methode zuverlassig erkannt wiirde.

Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde im Tierexperiment kein Einfluss von ET-1
auf die Phagozytosekapazitat von leporinen PMN gesehen (164). Im Gegensatz dazu steht
eine veterindarmedizinische Studie, die nachgewiesen hat, dass Inkubation mit ET-1 die
Phagozytosekapazitat von bovinen PMN reduziert, dies allerdings wahrscheinlich ETBR-
vermittelt ist, da die Blockade von ETBR, nicht aber von ETAR eine Reduktion auf die
Phagozytosekapazitdt bewirkte (165). Auch bzgl. der SSc zeigten PMN von Patient*innen
keinen signifikanten Unterschied zur Phagozytosekapazitdt im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (166). Zusammenfassend ist wenig bekannt Uber den Einfluss von ETAR-
Antagonisten auf die Phagozytose. Die hier erhobenen sowie die aktuelle Datenlage
sprechen gegen einen Einfluss der ET-Achse auf die Phagozytosekapazitdt von PMN. Aus

dieser Arbeit geht hervor, dass humane PMN nach Inkubation mit den ETAR-Antagonisten
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Sitaxentan und Ambrisentan eine intakte Phagozytose aufweisen und somit unter den

gewadhlten Bedingungen in diesem Bereich nicht in ihrer Funktion eingeschrankt sind.

4.2.4 ETAR-Antagonisten wirken unter den hier gewdhlten in Vvitro
Zellkulturbedingungen moglicherweise proliferationshemmend auf
Tumorzelllinien

Flr das Fortschreiten von Neoplasien ist die Proliferation von malignen Zellen unerlésslich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von ETAR-Antagonisten auf die

Zellproliferation der Colo357-Zelllinie sowie der MDA-MB-231-Zelllinie untersucht, um zu

prifen, ob die Medikamentengruppe moglicherweise eine antiproliferative und somit

potenziell antineoplastische Wirkung innehat.

Die Messung erfolgte durchflusszytometrisch nach fiinftagiger Inkubation mit Sitaxentan

oder Ambrisentan und CFSE-Farbung. Die ETAR-Antagonisten zeigten weder auf die

Zellproliferation von Colo357-Zelllinie noch auf die von MDA-MB-231-Zellinie einen

statistisch signifikanten Einfluss. Nichtsdestotrotz waren die Mittelwerte beider ETAR-

Antagonisten-Proben in beiden untersuchten Zellreihen hoher als die Medium-

Vergleichsprobe. Dies wiirde fiir eine gehemmte Proliferation durch die 0. g. Medikamente

sprechen. Mogliche Ursache fiir die fehlende statistische Signifikanz ist die groRe Streuung

die Werte. Die Anzahl der Experimente miisste gesteigert werden, um ggf. signifikante

Ergebnisse zu erhalten. In diesem Versuchsaufbau wurde lediglich die Proliferationsrate

betrachtet. Die bloRe Betrachtung der MFI, wie hier geschehen, zeigt nur, dass die

Uberlebenden Zellen aus den Medikamentenansatzen die gleiche Generationenanzahl wie

in der Vergleichsprobe erreicht haben. Nach der langen Inkubationszeit mit den

Medikamenten wadre eine vergleichende Lebendfirbung z. B. mit Trypanblau zur

Differenzierung der Anzahl toter und vitaler Zellen wiinschenswert, denn es ware denkbar,

dass durch Inkubation eine signifikante Anzahl der Zellen zugrunde geht (vgl. Abschnitt

4.2.1.). Zusatzlich wirde ggf. eine weitere Methode beispielsweise ein Thymidin-

Inkorporationsassay weitere Erkenntnisse Uber die tatsachliche Wirkung der ETAR-

Antagonisten auf die o. g. Zelllinien bringen. Prinzipiell ist anzumerken, dass z. B. in

Pankreaskarzinomen ein hypoxisches Milieu herrscht. Bhargava et al. konnten eine deutlich

effektivere Reduktion der Zellproliferation durch einen ETAR-Antagonisten unter

hypoxischen Bedingungen zeigen (110). In diesem Versuchsaufbau wurden normoxische

Versuchsbedingungen gewahlt. Eine hypoxische Umgebung wiirde die physiologischen
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Gegebenheiten besser darstellen und auf diese Weise moglicherweise andere Ergebnisse
liefern.

Flir verschiedene maligne Tumoren wie das Prostatakarzinom, Zervixkarzinom und das
Ovarialkarzinom konnte bereits eine hemmende Wirkung von ETAR-Antagonisten auf
Zellproliferation gezeigt werden (30). Bei verschiedenen Ovarialkarzinom-Zelllinien war
Endothelin-1 ein dosisabhéangiger, potenter Stimulus fiir Proliferation, die durch Hinzugabe
eines ETAR-Antagonisten gehemmt wurde (154,167). Da Ovarialkarzinome hinsichtlich der
mitogenen Wirkung der ET-Achse bereits ausfiihrlich erforscht wurden, wurde in dieser
Arbeit auf das Pankreas- und das Mammakarzinom zur Untersuchung der Wirkung von
ETAR-Antagonisten auf Zellproliferation fokussiert. Passend zu den hier erlangten
Ergebnissen, konnte fir Mammakarzinom-Zelllinien, u. a. auch fir die hier untersuchte
MDA-MB-231-Zelllinie bisher kein Einfluss von ETAR-Antagonisten auf Proliferation gezeigt
werden (123). Auch im Tiermodell fir das Mammakarzinom zeigte sich unter Ambrisentan-
Behandlung kein Einfluss auf das lokale Tumorwachstum (144). Fir verschiedene
Pankreaskarzinom-Zelllinien wurde eine moderate Hemmung der Zellproliferation durch
ETAR-Antagonisten berichtet, die bei Wechsel zu hypoxischen Bedingungen deutlich
zunahm, wie oben beschrieben (110). Dies steht im Gegensatz zu den hier erlangten
Ergebnissen. Zum einen wurde eine andere Zelllinie, zum anderen ein anderer ETAR-
Antagonist untersucht, was die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren kéonnte. Dariber
hinaus kénnten die normoxische Bedingungen einen Einfluss auf die Wirkung der ETAR-
Antagonisten auf die Zellproliferation haben.

Flr die Endothelin-Achse sind mehrere Schnittstellen, d. h. ein sogenannter crosstalk, mit
mitogenen Signalkaskaden beschrieben (30). So kann ET-1 ETAR-vermittelt diverse
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie EGFR Uber verschiedene Zwischenschritte transaktivieren
und die Proliferation aktivieren (30,40). Dafiir spricht auch, dass die mitogene ET-1-
Aktivitat durch Wachstumsfaktoren wie EGF und TGF-p weiter potenziert wird, wiederum
antagonisierbar durch Blockade von ETAR und EGFR (30,168). Insgesamt spricht die
Studienlage bei vielen Tumoren eher fiir eine mitogene Wirkung der ET-Achse bzw. eine
antiproliferative Wirkung von ETAR-Antagonisten. Ein moglicher Erkldarungsansatz fiir die
in dieser Arbeit gefundenen und davon abweichenden Ergebnisse, ist, dass in diesem
Versuch ET-1 als autokriner wachstumsfordernder Faktor nicht mit gemessen wurde. Die
Hohe von ET-1 bestimmt jedoch maRgeblich die basale Wachstumsrate der Zellen (154).

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit kein Einfluss der ETAR-Antagonisten auf die
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Proliferation von Colo357- und MDA-MB-231-Zellen beobachtet. Die vorliegenden
Ergebnisse sind jedoch limitiert durch fehlende Uberpriifung der Vitalitit der Zellen zu
Versuchsende, normoxische Bedingungen und unklare ET-1 Spiegel. Die Datenlage spricht
eher fir einen Einfluss von ETAR-Antagonisten auf Zellproliferation. Speziell Ambrisentan
und Sitaxentan wurden in diesem Zusammenhang jedoch noch nicht in anderen Arbeiten

untersucht.

4.3 Die Migration von humanen PMN und HL60-Zellen wird durch ETAR-

Antagonisten gehemmt

Eine der zentralen Fragen in dieser Arbeit ist, inwieweit Ambrisentan und Sitaxentan als
ETAR-Antagonisten die Migration von PMN beeinflussen bzw. hemmen. Da Neutrophile
nachdem sie ins Gewebe ausgewandert sich, diverse proinflammatorische Signale setzten
konnen (vgl. Kapitel 1.1.4.2) und so den Verlauf von Autoimmunerkrankungen negativ
beeinflussen (98), ist die Inhibition dieses Auswanderns im Rahmen einer
Entziindungshemmung von Interesse.

Die Migration isolierter humaner PMN und der HL60-Zelllinie als PMN-Modell wurde im
Transwell Assay in An- und Abwesenheit von fMLP als Migrationsstimulus gemessen. In
dieser Arbeit wurde eine dosisabhdngige Hemmung der Migration von humanen PMN
durch Sitaxentan und Ambrisentan gezeigt. Die stimulierte Migration von humanen PMN
wurde durch die untersuchten ETAR-Antagonisten signifikant gehemmt. Auf die basale
Migrationsrate hatte Ambrisentan keinen Einfluss, fiir Sitaxentan war ein Trend zur
Migrationsinhibition zu beobachten. Wurde die beobachtete Migration in Relation zur
basalen Migration gesetzt, so wurde fiir Sitaxentan eine signifikante Reduktion der
Migration erreicht. Dies liegt moglichweise an einer breiteren Streuung der relativen
Migrationswerte fir Ambrisentan. Auf die unstimulierte Migration von HL60-Zellen haben
Sitaxentan und Ambrisentan keinen Einfluss. Die stimulierte Migration von HL60-Zellen
wurde signifikant durch Sitaxentan gehemmt. Auch fiir die Inkubation mit Ambrisentan
wurde ein niedrigerer Mittelwert der Migration beobachtet, jedoch ohne statistische
Signifikanz. Diese Ergebnisse lassen sich sowohl bei Betrachtung der absoluten Migration
als auch bei Betrachtung der relativen Migration ablesen. Als Positivkontrolle bewirkte
fMLP eine signifikante Zunahme der Migration fir PMN, fiir HL60-Zellen wurde der Trend
einer Zunahme beobachtet. Somit wurde gezeigt, dass PMN auch nach dem
Isolationsvorgang zur Migration in der Lage waren. Flir eine statistisch signifikante
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Zunahme der Migration von HL60-Zellen durch fMLP wére eine hohere Anzahl von

Experimenten notig.

Ambrisentan und Sitaxentan sind beide selektive ETAR-Antagonisten, wobei die Selektivitat
von Sitaxentan fur ETAR die von Ambrisentan lbertrifft (169). Dies konnte eine Erklarung
dafur sein, dass Sitaxentan bei humanen PMN eine potentere Migrationsinhibition
bewirkte als Ambrisentan bzw. fir HL60-Zellen einen signifikanten Einfluss aufwies im
Gegensatz zu Ambrisentan. Fir die Migrationsversuche wurde, wie zuvor beschrieben, eine
Konzentration von 100 uM Ambrisentan bzw. Sitaxentan gewahlt (92,170). Beschrieben
wurden im Gegensatz dazu Affinitaten von Ambrisentan und Sitaxentan gegenliber dem
humanen Endothelinrezeptor Typ A im nM-Bereich (63,66). Bei héheren Konzentrationen,
wie hier vorliegend kann es fir Ambrisentan auch zum ETBR-Antagonismus kommen
(144,169). Darin kdonnte eine weitere Ursache fiir den beobachteten Unterschied zwischen
den Medikamenten liegen. Prinzipiell ist die Selektivitat und Affinitdt von Ambrisentan in
hohem MaBe vom gewadhlten Modell und Spezies-abhdngig (171), sodass eine
differenzierte Bestimmung der einzelnen Affinitdten je nach Zelltyp gegeniiber ETAR
sinnvoll ware. Zusatzliche Anknlipfungspunkte weiterer Forschung waren vergleichende
Experimente mit einem selektiven ETBR-Antagonisten, wobei sich diese Substanzen bisher
auf die experimentelle Anwendung beschranken, Ambrisentan in niedrigerer
Konzentration und ggf. einem dualen ETR-Antagonisten wie Bosentan oder Macitentan.
Weiterfihrend ist diese Arbeit limitiert dadurch, dass lediglich fMLP als
Migrationsstimulus, nicht jedoch der natirliche Ligand ET-1 eingesetzt wurde. Da PMN
auBerdem in der Lage sind, selber ET-1 zu sezernieren (31,82,92,99-101), beeinflusst
dieses moglicherweise zusatzlich ihre Migration. Eine zeitgleiche Bestimmung des ET-1-
Spiegels ware hier von Interesse. Durch die automatisierte durchflusszytometrische
Zellzédhlung nach Gating der Granulozyten-Population konnte eine sehr hohe Reinheit
dieser Zellentitat erreicht werden. AuBerdem wurden mogliche Zahlfehler minimiert. Somit
ist die beobachtete Inhibition der Migration streng auf Granulozyten und hier v. a.
Neutrophile zurlickzufiihren. Eine weitere Einschrankung des Versuchs ist die Zwei-
Dimensionalitdt des Aufbaus im Transwell Assays. In 3D-Modellen wurde gesehen, dass
andere Signalkaskaden und andere Modi der Migration zum Tragen kommen. In 3D-

Modellen kénnten die physiologischen Bedingungen fiir Migration durch Beschaffenheit
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der EZM, Porengrofle und Interaktion im Zellverband deutlich besser beobachtet werden

(172). Daraus ergibt sich ein weiterer Anknilipfungspunkt fir zukinftige Forschung.

Die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse, dass die untersuchten ETAR-Antagonisten zu
Migrationsinhibition bei humanen PMN fihren, passen zur aktuellen Studienlage. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass ET-1 in vitro und in vivo die Neutrophilenmigration
induziert (102,173). Dariiber hinaus wurde im Tierexperiment nach intraarterieller ET-1
Injektion eine verstarkte Akkumulation von PMN in der Diinndarmwand demonstriert, was
ebenso auf einen promigratorischen Einfluss von ET-1 hinweist (174). ETAR-Antagonisten
hemmten Migration von Neutrophilen nach Stimulation durch Ovalbumin, LPS, ET-1 und
IgG von SSc-Patient*innen signifikant (87,103—105). Bei letzterem lag zuséatzlich eine
Korrelation der Migrationskapazitdt mit dem Titer der anti-ETAR-AK vor (87). Insgesamt ist
jedoch zu bedenken, dass sich die Anwendung von ETAR-Antagonisten zur
Migrationsinhibition bisher in erster Linie auf in vitro Daten stlitzt. In vivo konnte Prof. Basel
al-Ramadi im Mammakarzinom-Mausmodell zeigen, dass unter Ambrisentanbehandlung
signifikant weniger Granulozyten in die Lunge von tumorerkrankten Mausen einwanderten
(144). Welchen Einfluss diese Observation jedoch auf das Krankheitsgeschehen beim
Menschen hat, bleibt noch offen.

Die neue Erkenntnis aus dieser Studie ist, dass nicht nur experimentell-etablierte ETAR-
Antagonisten wie BQ-123 die Migration von PMN inhibieren, sondern auch die ETAR-
Antagonisten Sitaxentan und das, auf dem Markt bereits zugelassene, Ambrisentan. Diese
Migrationsinhibition ist weitestgehend Stimulus unabhangig. Eine moégliche Erklarung
dafiir, kann Rezeptor crosstalk sein. Dabei handelt es sich um ein komplexes Netzwerk aus
Chemokinen, GPCR wie ETAR, deren Liganden, Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie EGFR und die
folgenden second und third messengern der Signalkaskaden (30). Diese stehen in Kontakt
zueinander und beeinflussen gegenseitig ihre Funktionalitdt. Im Folgenden (s. Abschnitt
4.4.1.1) werden grundlegende Prinzipien fir Tumorzellen ndher beleuchtet. Doch auch bei
Immunzellen wie PMN interagieren verschiedene GPCR, darunter ETAR und der Formyl-
Peptid-Rezeptor  (FPR) als  Rezeptor fur fMLP und beeinflussen so
Konformationsanderungen des Zytoskeletts sowie Zell-EZM-Kontakte (175). Auch in PMN
werden durch Bindung von ET o. g. Signalkaskaden wie z. B. MAPK oder ERK1/2 aktiviert
(175). Diese Aktivierung spielt eine zentrale Rolle in der Vermittlung von Migration. Ein

weiteres Argument fiir einen Rezeptor crosstalk zwischen ET-Rezeptoren und FPR ist die
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Beobachtung, dass die fMLP-induzierte Produktion von ROS durch ET-1 gesteigert werden
konnte (77,162).

Zusammenfassend hemmt sowohl Sitaxentan als auch Ambrisentan die Migration von
humanen PMN unter den hier gewahlten in vitro Zellkulturbedingungen. Diese Wirkung
konnte eine neue antiinflammatorische Komponente der bereits in der PAH-Behandlung
eingesetzten Medikamente darstellen. Weitere Versuche bzgl. der beteiligten
Signalmolekiile, Versuche in 3D-Modellen in vitro sowie Daten aus Tiermodellen in vivo sind
fir die detailliertere Aufklarung der Rolle von ETAR in Migration bei PMN jedoch

unerlasslich.

4.4 Migration im Krebsmodell wird durch ETAR-Antagonisten gehemmt

Neben der Migration von Immunzellen wurde in dieser Arbeit die Frage nach der Wirkung
der ETAR-Antagonisten Ambrisentan und Sitaxentan auf die Migration verschiedener
Tumorzelllinien adressiert. Fur den invasiven Fortschritt und insbesondere die
Metastasierung maligner Neoplasien ist der Prozess der Migration essenziell (120). Wie
bereits in Abschnitt 1.1.5 dargelegt, spielt die ET-Achse eine tumorfordernde Rolle bei
verschiedenen Karzinomen. In dieser Studie wurde die Migration der
Pankreasadenokarzinom-Zelllinie Colo357 sowie der Ovarialkarzinom-Zelllinie OvCar3 in
An- und Abwesenheit von Sitaxentan bzw. Ambrisentan im Oris Assay untersucht. Als
Migrationsstimulus wurde ein Par2-Agonist genutzt.

Fir die Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231, deren Proliferationsverhalten nach
Behandlung mit zwei ETAR-Antagonisten im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde,
zeigten wir in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Basel K. al-Ramadi, dass
Ambrisentan die Migration und -invasion signifikant hemmt (144). Die Analyse der
Migration fir dieses Modell in Anwesenheit von Sitaxentan muss in weiteren Experimenten

untersucht werden.

4.4.1 Ambrisentan reduziert die Migrationskapazitat von Colo357-Zellen

Ambrisentan hemmt die basale Migrationsrate von Colo357-Zellen signifikant. Die
Stimulation durch einen Par2-Agonisten als Positivkontrolle ergab eine statistisch
signifikante Zunahme der Migration. Die stimulierte Migration unter Einfluss von
Sitaxentan wie unter Einfluss von Ambrisentan bewirkte eine signifikante Reduktion der

Migration von Colo357-Zellen. Limitierend ist zu bemerken, dass bei dieser Analyse der
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jeweilige Mittelwert aus den Einzelexperimenten bereits im Vorfeld bestimmt wurde. Der
angezeigte Standardfehler bezieht sich auf die angegebenen Mittelwerte, nicht jedoch auf
die Einzelmessungen pro Experiment. Diese weisen eine breitere Streuung auf, was
wohlmaoglich zu nicht signifikanten Ergebnissen flihren wiirde. Ferner gelten auch hier die
gleichen Kritikpunkte bzgl. der gewahlten Konzentration von Ambrisentan und Sitaxentan
wie bereits in Abschnitt 4.3 erldutert. Die These, dass Ambrisentan auch in niedrigerer
Konzentration in der Lage ist, Migration zu hemmen, wird durch die gemeinsamen
Experimente mit der Arbeitsgruppe von Prof. Basel K. al-Ramadi gestarkt. Fir die
Auswirkung von Ambrisentan auf das Mammakarzinom im Tiermodell wurde die, fir die
PAH-Behandlung zugelassene, Dosis von 5 - 10 mg/kg Koérpergewicht gewahlt. Aufgrund
eines anderen pharmakokinetischen Stoffwechsels bendtigen Mause eigentlich héhere
Dosen des Medikaments, um eine vergleichbare Aussage Uber eine Wirkung im humanen
Organismus zu treffen. Bereits bei der — flir M3use — niedrigen Dosis von 10 mg/kg wurde
in den Mausen eine signifikante Reduktion von der Anzahl der Metastasen und der
Mortalitat erreicht (144). Somit gilt der oben beschriebene migrationsinhibitorische Effekt
von Ambrisentan moglicherweise auch in vitro bei niedrigerer Konzentration. Fiir Colo357-
Zellen hemmte Ambrisentan die Migration signifikant unter den gewahlten Bedingungen,
Sitaxentan jedoch nicht. Eine ETBR-vermittelte Komponente durch die geringere
Selektivitdt von Ambrisentan konnte eine Ursache dafiir sein. Daten zu Migration unter
dualer ETR-Blockade oder reiner ETBR-Blockade sind hier von Interesse. Fiir das Melanom
wurde eine ETBR-Uberexpression mit einer signifikant hdheren Anzahl von Metastasen im
zentralen Nervensystem in Verbindung gebracht (30). Dies kénnte ein Hinweis auf die Rolle
von ETBR im Rahmen von Migration sein. AuBerdem ist die Studie limitiert dadurch, dass
ausschlieBlich ein Par2-Agonist, nicht jedoch ET-1 als natlirlicher Ligand eingesetzt wurde.
Viele Pankreasadenokarzinom-Zelllinien exprimieren ET-1 (176), die ET-1-Expression der
Colo357-Zelllinie wurde allerdings noch nicht untersucht, diese (ibt moglicherweise einen
Effekt auf die Migrationskapazitat aus. Als GPCR ist der Par2-Rezeptor am Fortschreiten
von Neoplasien beteiligt. So fordert er Angiogenese und die Produktion
immunmodulatorischer Zytokine (177) und vermittelt nach Anderungen der direkten
Tumorumgebung (microenvironment) Tumormigration (178). Die hier erlangten Ergebnisse
weisen darauf hin, dass moglicherweise auch die tumorférdernde Wirkung tGber Par2 durch
ETAR-Blockade, insbesondere Ambrisentan reduziert werden kénnte. Trotz der Erkenntnis,

dass Ambrisentan die basale Migration der Pankreasadenokarzinom-Zelllinie Colo357
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hemmt und beide ETAR-Antagonisten die stimulierte Migration inhibieren, lasst sich ein
Rickschluss auf Pankreastumoren in situ nur sehr begrenzt ziehen, da diese eine
heterogenere Zellstruktur mit speziellem microenvironment bieten.

Der Oris Assay zur Messung der Migrationskapazitdt betrachtet ein deutlich langeres
Zeitfenster (48 h) als der Transwell Assay. Somit kommt hier neben der direkten
rezeptorvermittelten Wirkung auf Migration wie eine Konformitatsanderung des
Zytoskeletts auch eine veranderte Transkription innerhalb des Genoms infrage. Dies hat
unsere Arbeitsgruppe um Otavio Cabral-Marques im Rahmen einer Transkriptomanalyse
von Colo357-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Ambrisentan (100 uM) gesehen. Der
ETAR-Antagonist Ambrisentan ist in der Lage, das Transkriptom von Colo357-Zellen zu
modulieren. So inhibiert Ambrisentan auf mRNA-Ebene die Aktivierung verschiedener

Signalwege, die fir Initiation, Fortschreiten und Migration von Tumorzellen stehen (144).

4.4.1.1 Rezeptor crosstalk in Tumorzellen: ETAR in einem komplexen Netzwerk aus
GPCR, anderen Rezeptoren, deren Signalmolekiilen und Wachstumsfaktoren
Wie ist es nun zu erkldren, dass selektive ETAR-Antagonisten die Migration von
Tumorzellen, stimuliert durch andere Liganden, inhibieren? Ein moglicher Erkldrungsansatz
ist sogenannter crosstalk zwischen verschiedenen Rezeptoren. Klassischerweise bindet bei
GPCR wie ETAR der natirliche Ligand an den Rezeptor, was zur Aktivierung des G-Proteins
fihrt. Daraufhin wird eine Signalkaskade mit second und third messengern in Gang gesetzt
(150). In den letzten Jahren sind Erkenntnisse iber alternative Aktivierungswege fiir GPCR
hinzugekommen. Darunter fallt z. B. die B-Arrestin-vermittelte parallele Aktivierung zweier
GPCR (150), die sogenannte biased activation. U. a. in Ovarialkarzinom-Zelllinien wurde die
B-Arrestin-vermittelte Transkription verschiedener Gene im Nukleus beobachtet, die als
positiver feedback-Mechanismus die Endothelin-Aktivitat verstarkt (30). Auch fiir den Par2-
Rezeptor ist eine Signalkaskade Uber B-Arrestin beschrieben, die Uber Aktivierung von
extracellular regulated kinases (ERK) zu erhohter Tumorzellmotilitat fuhrt (177). Als
weiteren Mechanismus kdnnen bestimmte GPCR auch andere Rezeptoren, so z. B.
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie EGFR oder VEGFR3 transaktivieren (30,150). Fiir ETAR wurde
eine Transaktivierung von EGFR beschrieben, EGFR kann dann den PAR-Rezeptor
transaktivieren, was u. a. zur Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen fihrt (150). Damit

Zellen migrieren konnen, sind sie auf Matrix-Metalloproteasen zur Degradation der
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Extrazelluldren Matrix (EZM) angewiesen, bestimmte Muster in der Integrin-Expression
vermitteln den Kontakt zur EZM (30).

Beruhend auf der Analyse des Transkriptoms der Tumorzelllinie Colo357 wurde ein
crosstalk zwischen ETAR und EGFR als Rezeptor fiir Wachstumsfaktoren und diversen GPCR
mittels bioinformatischer Auswertung der Daten prognostiziert (144). Dies konnte auch die
Erklarung dafiir sein, warum eine Par2-induzierte Migration durch ETAR-Blockade
gehemmt werden kann: Fir Par-Rezeptoren ist ebenso wie fir ETAR solch ein Rezeptor
crosstalk beschrieben (150). In der bereits erwdhnten, von unserer Arbeitsgruppe in
Zusammenarbeit mit Otavio Cabral-Marques und Hauke Busch durchgefiihrten
Transkriptomanalyse von Colo357-Zellen zeigte sich eine durch Ambrisentan erwirkte
Inhibition verschiedener durch Par2-aktivierte Molekile wie NF-xB, die Signalkaskaden der
MAPK sowie Tubulin-Intermediate (144). NF-kB stellt als Transkriptionsfaktor neben seiner
Rolle in Vermittlung und Modulation von Entziindung und angeborener Immunantwort,
auch ein Schlisselmolekil bei der Initiation und dem Fortschreiten von malignen
Neoplasien dar (179). Es wurde ein crosstalk z. B. mit der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3K) und der PKC, einem der Haupteffektormolekile in der Signalkaskade von ETAR
beschrieben (s. Abschnitt 1.1.1.1) (179). Dieser crosstalk zwischen der ET-Achse und NF-xB
ist auch reziprok beschrieben (30,40). Die MAPK-Signalwege kreuzt z. B. (iber ERK1/2 ihre
Signalwege mit ETAR (30). Diese Signalkaskaden geben in malignen Neoplasien u. a.
Uberlebenssignale fiir Tumorzellen, vermitteln deren Ausbreitung und beeinflussen
pharmakotherapeutische Resistenzen (180). Dass dieses komplexe Netzwerk auch das
Migrationsverhalten beeinflusst, wird durch den Einfluss von Ambrisentan auf die o. g.
Tubulin-Intermediate deutlich. Zur Migration und folgenden Metastasierung wird eine
dynamische Konformationsianderung des Zytoskeletts aus Aktin und Tubulin benétigt, in
diesem Fall stimuliert Gber Par2 und inhibiert durch den ETAR-Antagonisten Ambrisentan.
Wie genau diese Konformationsanderung zustande kommt, muss weiter erforscht werden.
Eine Moglichkeit ist, dass durch Homodimere und Heterodimere des Endothelin-Rezeptors
Signalkaskaden crosstalk zustande kommt. Fir ETAR wurde bereits beschrieben, dass
dieser in besagten Homo- und Heterodimeren vorliegen kann und dies die Funktion nach
Bindung von Antagonisten beeinflussen konnte (17,150). Um den Prozess der
Rezeptordimerisierung ndher zu verstehen, sollte dieser z. B. mittels
Fluoreszenzmikroskopie genauer untersucht werden. Zum einen sollten die Rezeptoren der

hier verwendeten Stimuli, zum anderen ETAR und ETBR dabei betrachtet werden.
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4.4.2 Sitaxentan reduziert die Migrationskapazitdat von OvCar3-Zellen

Sitaxentan hemmte sowohl die basale also auch die Par2-vermittelte, stimulierte
Migrationsfahigkeit von OvCar3-Zellen. Ambrisentan bewirkte eine Inhibition der basalen
Migration als statistischen Trend, der Mittelwert im Ansatz der stimulierten Migration
wurde durch Ambrisentan reduziert, blieb jedoch nicht statistisch signifikant. Der Par2-
Agonist bewirkte eine Zunahme der Migration verglichen mit der basalen Migrationsrate,
blieb jedoch nur als statistischer Trend zu beobachten. Einige limitierende Faktoren dieses
Versuchsteils wurden bereits im vorherigen Abschnitt diskutiert. Darunter fallen das Fehlen
von ET-1 als agonistischer Migrationsstimulus, eine fehlende Bestimmung von autokrin-
sezerniertem ET-1 im Zelliberstand der migrierten Zellen, denn OvCar3-Zellen sezernieren
ET-1(181) und die Wahl der Antagonistenkonzentration. Eine mogliche Ursache dafiir, dass
Sitaxentan die Migration von OvCar3-Zellen hemmt, nicht jedoch Ambrisentan kdnnte in
der fiir ETAR hoheren Selektivitdt von Sitaxentan gegeniiber Ambrisentan liegen (169).
Auch ein substanzspezifischer Effekt ware denkbar, wobei Ambrisentan die basale
Migrationsrate von der Ovarialkarzinom-Zelllinie als statistischen Trend hemmt, was eher
fir eine anti-ETAR-spezifische Wirkung spricht. Auch die Daten aus der Fachliteratur
sprechen fir einen durch ETAR-Antagonismus vermittelten Effekt, wonach eine ETAR-
Uberexpression  lber  Aktivierung verschiedener Proteinasen zu  erhdhter
Tumorzellmotilitdt und -invasivitat fuhrt, die durch den ETAR-Antagonisten BQ-123
antagonisiert werden konnte (8,40). Auch wenn Sitaxentan die Migration auf
vielversprechende Weise hemmen konnte, bleibt das Medikament aufgrund von
Hepatotoxizitdt ohne Zulassung durch die FDA oder EMA. Um eine geeignete Behandlung
zur ETAR-Blockade zu finden, missen also weitere ETAR-Antagonisten aulRer Ambrisentan

und Sitaxentan untersucht werden.

Das oben beschriebene komplexe Netzwerk aus verschiedenen GPCR, Signalmolekiilen der
jeweiligen Kaskaden und Chemokinen, die lber crosstalk miteinander verbunden sind und
so modulierend gegenseitig in die vermittelten Funktionen eingreifen, gilt prinzipiell fur
Tumorzellen und ist nicht auf eine Tumorentitat beschrankt (120,182). Auch wenn unserer
Arbeitsgruppe fiir die OvCar3-Zelllinie keine Daten aus einer Transkriptomanalyse
vorliegen, wie fiir die Colo357-Zellen, ist davon auszugehen, dass auch hier dhnliche

Rezeptorinteraktionen wie bereits in Abschnitt 4.4.1.1 aufgefiihrt stattfinden.
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Obwohl es gute Hinweise dafiir gibt, dass ETAR-Antagonisten die Migration inhibieren,
bleiben noch einige Fragen offen. Zur genaueren Erforschung der ET-vermittelten
Migration kdnnte zum einen ein Migrationsmodell als 3D-Matrix von Interesse sein, da fir
diese Modelle z. T. eine veranderte Signalkaskade beschrieben wurde (172). Zum anderen
ware ein nachster Anknipfungspunkt Migration in Echtzeit zu beobachten, um Uber die
Dynamik der Migration eine Aussage treffen zu kénnen. Weiterhin bleibt unklar, welche
Signalmolekiile genau inhibiert werden unter ETAR-Blockade, die in Folge Migration
hemmen. Auch hier gibt es weiteren Forschungsbedarf. AufRerdem ware ein nachster
Schritt in Richtung klinische Anwendung der ETAR-Antagonisten als antineoplastische
Medikamente die Untersuchung der ETAR-Antagonisten innerhalb eines Mausmodells fir
Pankreasadenokarzinome bzw. Ovarialkarzinome. Dies sollte insbesondere in Hinblick auf
friihe Metastasierungsinhibition analysiert werden, wie fiir das Mammakarzinom und

Ambrisentan durch unsere Arbeitsgruppe bereits berichtet (144).
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5 Ausblick: ETAR-Antagonisten, Chemotherapeutika der Zukunft?

An dieser Stelle wird ein Zukunftsszenario skizziert, falls sich die in dieser Arbeit erlangte
Erkenntnis, dass ETAR-Antagonisten die Migration von Pankreasadenokarzinom- und
Ovarialkarzinomzellen in vitro auch in vivo bestatigen sollte.

Speziell bei den hier untersuchten Karzinomen ist neben einer systemischen Gabe per os
(p. 0.) der ETAR-Antagonisten auch eine intraperitoneale (i. p.) Gabe intraoperativ mit
direktem Kontakt zum Tumor und dem umliegenden Gewebe denkbar. Beide
Administrationswege haben unterschiedliche Vor- und Nachteile. Dies soll hier
insbesondere im Hinblick auf die ET-Achse und die hier genutzten Tumormodelle diskutiert
werden. Wie bereits vielfach berichtet, spielt die ET-Achse sowohl fir Proliferation,
Invasivitdt, Metastasierung und Epithelial-Mesenchymal-Transition der Tumorzellen selbst,
als auch im microenvironment des Tumors, wo umgebende Zellen Zytokine sezernieren, die

das Fortschreiten der Neoplasie beglinstigen, eine entscheidende Rolle (46,109,111,112).

Fiir Ovarialkarzinome wurden bereits multiple Studien zu intraperitonealer Gabe
klassischer Chemotherapeutika durchgefiihrt (183), flr Pankreaskarzinome gibt es
insgesamt weniger Studien hierzu (184). Die intraperitoneale Chemotherapie hat sowohl
fur das Ovarialkarzinom als auch fir das Pankreaskarzinom bisher keine ausreichende

Evidenz um in der klinischen Therapie empfohlen und genutzt zu werden (116,118).

Erster Anlass zur Uberlegung einer i. p. Gabe von ETAR-Antagonisten gab der Fakt, dass fir
das Ovarialkarzinom deutlich erhéhte ET-1-Spiegel in Aszites beobachtet wurden (185).
Eine i. p.-Gabe wiirde im Gegensatz zu einer systemischen Gabe eher die in dieser Studie
verwendete, hohere Konzentration direkt am Zielort erreichen, und so den
antimigratorischen Effekt der ETAR-Antagonisten, der hier beobachtet wurde, vermitteln.
Systemische unerwiinschte Wirkungen konnten aulRerdem moglicherweise vermieden
werden. Nach intraperitonealer Gabe ist ein anderes Spektrum unerwiinschter Wirkungen
zu erwarten. Fir die Therapie des Ovarialkarzinoms sind nach Gabe klassischer
Chemotherapeutika wie Platin-Derivate, Anthrazykline oder Cyclophosphamid u. a. Fieber,
Fatigue, Schmerzen, Infektionen und gastrointestinale Beschwerden beschrieben (183). Bei
der systemischen Gabe von ETAR-Antagonisten sind v. a. vasodilatatorisch-vermittelte
unerwinschte Wirkungen wie Hepatotoxizitdt (58), Andmie und Wasserretention, aber

auch Teratogenitdt und verschiedene Arzneimittelinteraktionen zu erwarten (54,59),
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insbesondere die Wasserretention kann therapielimitierend sein (113). Diese
unerwinschten Wirkungen lassen sich aufgrund der unterschiedlichen Substanzen jedoch
kaum miteinander vergleichen. Welches Profil an unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
ETAR-Antagonisten nach i. p.-Gabe aufweisen, bleibt Zustand weiterer Forschung. I. p.
verabreichte Medikamente durchdringen lediglich die duRersten 1-2 mm von Tumoren
(183). Somit wiirden auch nur diese duBeren Zellen am Auswandern im Sinne von
Metastasierung bzw. Tumordissemination gehindert werden. Gleichzeitig wiirde die
direkte Tumorumgebung (microenvironment) auch in Kontakt mit dem ETAR-Antagonisten
kommen, was moglicherweise die dortigen ET-/ETAR-vermittelten Effekte hemmen wirde.
Zu bedenken ist, dass die Migrationsexperimente der Pankreasadenokarzinom-Zelllinie
und der Ovarialkarzinom-Zelllinie 48 h in Kontakt mit dem Medikament waren. Eine i. p.-
Gabe wirde eine komplexere Kinetik durch intraperitoneale Resorption und
Metabolisierung der ETAR-Antagonisten aufweisen. Inwieweit sich die beobachteten
Effekte also auf die intraperitoneale Gabe von ETAR-Antagonisten anwenden lassen, bleibt
unklar. SchlieBlich muss sich auch gefragt werden, welche Entitdten von Tumoren
prinzipiell fiir eine i. p.-Gabe von antimigratorisch wirkenden Medikamenten wie ETAR-
Antagonisten infrage kommen. Sowohl fiir das Pankreaskarzinom als auch fiir das
Ovarialkarzinom steht die operative Therapie an erster Stelle (116,118), bei friiher
intraperitonealer Aussaat der Tumoren und haufig spater Diagnosestellung jedoch mit
schlechter Prognose fiir beide Tumoren. V. a. diese lokal intraperitoneal metastasierenden
Tumore eignen sich fir eine i. p.-Chemotherapie. Lymphatische und hamatologische
Metastasierung bleibt durch eine intraperitoneale Installation der ETAR-Antagonisten
unbeeinflusst (183). Diesbezliglich ware eine systemische Gabe mdoglicherweise giinstiger.
In dieser Studie wurde keine Zytotoxizitdt der ETAR-Antagonisten auf Tumorzellen
beobachtet, was eine weitere Limitation einer intraperitonealen Anwendung darstellen
konnte, fir das umliegende gesunde Gewebe jedoch von Vorteil sein kdnnte. Bisher
werden vornehmlich zytotoxische Substanzen fiir eine i. p.-Chemotherapie eingesetzt bzw.
erforscht, zytotoxische Substanzen sind antimigratorisch wirkenden Substanzen ggf.
Uberlegen. Gleichzeitig wurden fir die ET-Achse diverse o. g. pro-kanzerogene Einfliisse
beschrieben, sodass die ETAR-Antagonisten trotz fehlender Zytotoxizitat das Fortschreiten

von Neoplasien unterbinden kénnten.
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Bei der systemischen ETAR-Blockade scheint die zeitliche Komponente eine essenzielle
Rolle zu spielen. Die Fachliteratur und die hier erhobenen Daten sprechen insbesondere
auf einen Einfluss auf das frihe Krankheitsgeschehen vor Metastasierung des
Primartumors (113), da ETAR-Antagonisten explizit eine antimigratorische Wirkung haben.
Eine Wirkung auf Zellproliferation konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.
Auch wenn einige andere in vitro Studien zwar eine Wirkung der ET-Achse auf das
Wachstum von Tumoren nachweisen konnten (30), so wurde dennoch in klinischen Studien
gezeigt, dass ETAR-Antagonisten metastasierende Ausbreitung von Tumoren inhibieren,
sie haben jedoch keinen Einfluss auf die GroRe bereits etablierter Metastasen (113). Auch
im Mammakarzinom-Modell von Prof. Basel al-Ramadi wurde die Anzahl von Metastasen
durch Ambrisentan signifikant reduziert und die Uberlebensrate der Miuse durch
Ambrisentan verbessert, Ambrisentan bewirkte jedoch keinen Einfluss auf das
Tumorwachstum (144). Eine antineoplastische Wirkung durch ETAR-Blockade wird in
Zusammenschau der Daten eher durch eine Reduktion von Migration und Invasion, und so
folglich Reduktion der Metastasierung erreicht und in vivo nicht Gber eine geminderte
Zellproliferation. Klinische Studien untersuchten bisher meistens bereits Patienten mit
bereits metastasierten Tumorleiden. Mit o.g. Wissen sollte die systemische Therapie mit
ETAR-Antagonisten jedoch in friiherem Krankheitsstadium vor Metastasierung begonnen

werden (113).

Dariber hinaus ist der chemotherapeutische Kombinationspartner von fundamentaler
Bedeutung, um eine optimale antineoplastische Wirkung zu erzielen. Vor dem Hintergrund
des Rezeptor crosstalks sollten ggf. weitere GPCR bzw. Mitglieder des beschriebenen
Netzwerks als Ziele in Betracht gezogen werden, um die ET-Achse effektiv zu blocken (113).
Rosano et al. haben an Ovarialkarzinom-Zelllinien und im Tiermodell bereits zeigen kénnen,
dass eine kombinierte Therapie von ETAR-Antagonisten mit EGFR-Antagonisten
Tumorzellwachstum und -invasion hemmt und Apoptose induziert (168). Wie bereits oben
beschrieben, weist auch die von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte
Transkriptomanalyse der Tumorzelllinie Colo357 auf einen moglichen crosstalk von ETAR
mit verschiedenen anderen Rezeptoren wie z. B. EGFR hin (144), sodass ein EGFR-
Antagonist ein vielversprechender Kombinationspartner fiir ETAR-Antagonisten sein

konnte.
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6 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund von chronisch-entziindlichen Autoimmunerkrankungen wie der
systemischen Sklerose (SSc) und verschiedenen Neoplasien befasst sich diese Arbeit mit
der Interaktion zwischen dem Endothelinrezeptor Typ A (ETAR) und zwei ETAR-
Antagonisten im Hinblick auf die Modulation der Migration von Immun- und Tumorzellen.
Basierend auf publizierten STRING-Datenbank- und gene ontology-Analysen wurden in
einem Netzwerk von G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR), Wachstumsfaktoren und
Wachstumsfaktorrezeptoren ETAR als zentraler Mediator sowie die Regulation von
zellularer Migration durch ETAR als zentraler Mechanismus identifiziert. Demzufolge wurde
hier anhand von ex vivo und in vitro Versuchen die Hypothese adressiert, ob die
spezifischen ETAR-Antagonisten Ambrisentan (FDA- und EMA-zugelassen) und Sitaxentan
die Migration von humanen Immunzellen und Tumorzellen inhibieren kénnen.

Es wurde ermittelt, dass die Tumorzelllinien HL60, Colo357, OvCar3 und MDA-MB-231
ETAR und ETBR mRNA exprimieren. Zudem wiesen humane PMN, HL60- und Colo357-
Zellen eine Oberflachenexpression der ETAR- und ETBR-Proteine auf. Wahrend zwischen
SSc-Patient*innen und gesunden Kontrollen kein Unterschied in der ETAR- bzw. ETBR-
Expression oder der ETAR/ETBR-Expressionsratio von PMN gefunden wurde, korrelierte die
ETAR/ETBR-Expressionsratio von PMN schwach mit CRP bei der SSc. Dies deutet darauf hin,
dass ein niedriges ETAR/ETBR-Verhaltnis von PMN mit einer hoheren Krankheitsaktivitat
einhergeht. Unter den gewadhlten Zellkulturbedingungen blieb die Vitalitdt, die
Phagozytosekapazitat und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies von PMN nach
Behandlung mit Ambrisentan bzw. Sitaxentan unverdndert. Des Gleichen blieb die Vitalitat
von Colo357-Zellen erhalten. Hingegen reduzierte die Behandlung mit Ambrisentan oder
Sitaxentan die Proliferation von Colo357-Zellen und MDA-MB231-Zellen, jedoch statistisch
nicht signifikant. Wahrend unter den gewdhlten Bedingungen Sitaxentan eine Hemmung
der fMLP-stimulierten Migration von PMN und HL-60-Zellen bewirkte, war ein Effekt von
Ambrisentan nur bei den PMN zu beobachten. Die Par2-Agonist-stimulierte Migration von
Colo357-Zellen wurde durch Ambrisentan und Sitaxentan gehemmt. Zudem hemmte
Sitaxentan sowohl die unstimulierte als auch die Par2-Agonist-stimulierte Migration von
OvCar3-Zellen. Zusammengefasst scheint Sitaxentan ein hoheres Potenzial zur Inhibierung
der Migration aufzuweisen, was an der hoheren Selektivitdt fir ETAR liegen kdnnte. Die
Inhibierung der fMLP- oder Par2-Agonist-stimulierten Zellmigration durch die ETAR-

Antagonisten, deutet auf einen Rezeptor crosstalk zwischen ETAR, dem Formyl-Peptid-

99



Zusammenfassung

Rezeptor und dem Par2-Rezeptor hin. Solche Wechselwirkungen kénnten sich auch in dem
nach Behandlung mit Ambrisentan verdnderten bzw. im Vergleich zur Behandlung mit dem
Par2-Agonisten partiell normalisierten Transkriptom von Colo357-Zellen wiederspiegeln. In
einem sich an die hier vorgelegte Arbeit anschliessenden Tierexperiment zu
metastasierendem Brustkrebs hat Ambrisentan die Metastasierung in die Lunge reduziert.
Um potentielle antiinflammatorische Effekte von ETAR-Antagonisten wie z. B. die
Hemmung der Migration von PMN in vivo zu validieren, steht die Etablierung eines

entsprechenden Mausmodells der SSc an nachster Stelle.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ACR American College of Rheumatology
AK Antikorper

ANA antinukledren Autoantikorpern

ANP atriales natriuretisches Peptid

AS Aminosaure(n)

ATCC American Type Culture Collection
Auto-AK Autoantikorper

bp Basenpaare

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CFSE Carboxyfluorescein-Succymidyl-Ester
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
CRP C-reaktives Protein

CcT cycle threshold

CYP Cytochrom P450

DLCO diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide
DMSO Dimethyl-Sulfoxid

ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures
ECE Endothelin-Converting Enzyme

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR epidermal growth factor receptor
EKR extracellular requlated kinases

EMA European Medicines Agency

EMT Epithelial-Mesenchymal-Transition
ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase
ET Endothelin

ETAR Endothelinrezeptor Typ A

ETBR Endothelinrezeptor Typ B

ETR Endothelinrezeptor
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EULAR
EZM
FCS
FDA
fMLP
FPR
FSC
FVC
GSVA
HC

HIF

i. p.
ICAM-1
IL-8

ILD

IPA
jew.
MAPK
MFI
MMP-9
mRSS
n.s.

n. W.
NO
NTproBNP
p. 0.
PAH
PAR-2
PBMCs
PBS
PCR
PenStrep
PI3K

European League against Rheumatism
Extrazellularen Matrix

fetales bovines Serum

U. S. Food and Drug Administration
N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin
Formyl-Peptid-Rezeptor

forward scatter (Vorwartsstreulicht)
forcierte Vitalkapazitat

Gene Set Variation Analysis

healthy controls (gesunde Proband*innen)
hypoxia induced factor

intraperitoneale

intrazellulares Adhasionsmolekiil 1
Interleukin-8

Interstitial Lung Disease

Ingenuity Pathway Analysis

jeweils

mitogen-activated protein kinase

mean fluorescence intensity
Matrix-Metallopeptidase 9

modified Rodnan Skin Score

nicht signifikant

nach Weber

Stickstoffmonoxid

N-terminales pro-Brain Natriuretic Peptide
per os

pulmonal arterielle Hypertonie
Protease-activated Receptor - 2
Peripheral blood mononuclear cells

Phosphate buffered saline

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

Penicillin und Streptomycin

Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
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PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PMA Phorbol 12-Myristate 13-Azetat

PMN polymorphonuclear neutrophils (Polymorphkernige neutrophile
Granulozyten)

gPCR guantitative real-time PCR

SSC side scatter (Seitwartsstreulicht)

Staph. aureus Staphylococcus aureus

TGF transforming growth factor

TNF-a Tumor Nekrose Faktor - a

UKSH Universitatsklinikum Schleswig-Holstein

VEGFR 3 vascular endothelial growth factor receptor 3
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