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1 Einleitung 
 

 

1.1 Immunantwort und Immunmodulation 
 

1.1.1 Allgemeines 
 
Auf eine Infektion mit einem Krankheitserreger reagiert der Körper mit einer sehr 

komplexen, konzertierten Aktion von verschiedenen Effektorzellen und 

Effektormolekülen, die allgemein als Immunantwort bezeichnet wird. Sie hat zum 

Ziel, die Vermehrung des Pathogens im Körper zu unterbinden und, wenn möglich, 

den Erreger komplett zu eliminieren. 

Eine Immunantwort ist ein sehr komplexer Vorgang, und die Wissenschaft ist noch 

weit davon entfernt ein einheitliches Bild zu liefern. Im Rahmen dieser Arbeit waren 

zwei Elemente der Immunreaktion von besonderer Bedeutung: die Rolle der IDO-

vermittelten Tryptophan-Depletion als antimikrobieller Effektormechanismus und die 

Produktion von Stickstoffmonoxid als immunmodulatorischer Mechanismus. Die 

Besonderheit dieser beiden Effekte ist, dass sie nicht nur von Immunzellen wie T- 

und B-Zellen ausgelöst werden können, sondern von nahezu jeder Körperzelle. 

Induziert werden beide Effekte durch immunregulatorische Proteine, die Zytokine, 

wobei hier besonders Interferon gamma (IFN�), Interleukin-1 beta (IL-1�) und der 

Tumornekrosefaktor alpha (TNF�) eine Rolle spielen. Diese Zytokine werden von 

Zellen produziert, die Bestandteil der zellulären Immunabwehr sind. 

In den folgenden Abschnitten werden zunächst die für die vorliegende Arbeit 

wichtigsten Aspekte der zellulären Immunabwehr erläutert. Dann sollen die drei 

Zytokine, die für diese Arbeit von Bedeutung waren, näher vorgestellt werden und 

schließlich werden die Tryptophan-Depletion und die NO-Produktion ausführlich 

besprochen. 

 

 

1.1.2 Die zelluläre Immunabwehr 
 
Die Reaktionen des Immunsystems werden grob unterteilt in die humorale und die 

zelluläre Abwehr. Bei der humoralen Abwehr sind die Effektoren, die gegen ein 

Pathogen wirken, lösliche Moleküle (lat. „humor“ = Flüssigkeit). Die humorale 
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Immunabwehr wird durch aktivierte B-Lymphozyten (B-Zellen) vermittelt, welche 

lösliche Antikörper mit hoher Spezifität gegen ein bestimmtes Pathogen sezernieren. 

Ein weiterer Bestandteil der humoralen Abwehr ist das Komplementsystem. Es 

handelt sich dabei um eine Reihe von Plasmaproteinen, welche verschiedene 

Aufgaben erfüllen (Verstärkung von Phagozytose, Chemotaktik, Lyse von 

Pathogenen). 

 

Die zelluläre Abwehr ist dadurch gekennzeichnet, dass die Effektoren gegen das 

Pathogen die Zellen selber sind. Sie wird vor allem getragen von T-Lymphozyten und 

Makrophagen. Die Wirkungsweise der verschiedenen Zellen ist dabei 

unterschiedlich: entweder unterstützen oder aktivieren sie andere Zellen durch die 

Sekretion von Zytokinen (dies ist die Aufgabe von sog. T-Helferzellen, TH-Zellen), 

oder sie lysieren infizierte Körperzellen direkt, um eine Vermehrung von 

Krankheitserregern zu verhindern (zytotoxische T-Zellen und Makrophagen).  

 

 

1.1.3 Aktivierung von T-Zellen und Zytokin-Sekretion 
 
T-Zellen sind die wichtigsten Produzenten von Zytokinen im Immunsystem. Sie 

differenzieren sich aus Stammzellen im Knochenmark und reifen in einem anderen 

primären lymphatischen Organ, dem Thymus (daher die Bezeichnung T-Zelle). Naive 

(nicht aktivierte) T-Zellen zirkulieren im Blut und in lymphatischen Geweben (Milz, 

Lymphknoten). Sie können diese Kompartimente verlassen und in andere Gewebe 

auswandern, wenn sie aktiviert worden sind. Aktivierung bedeutet, dass eine T-Zelle 

Kontakt mit einem Antigen bekommen hat, welches von ihrem T-Zell-Rezeptor („T 

cell receptor“, TCR) spezifisch erkannt wird. Diese Aktivierung geschieht durch 

antigenpräsentierende Zellen („antigen presenting cells“, APC): in lymphatischen 

Geweben durch die sog. dendritischen Zellen, in anderen Geweben durch 

dendritische Zellen und sessile Makrophagen, und im zentralen Nervensystem (ZNS) 

durch Astrozyten und Mikroglia [1]. Diese APC präsentieren die Antigene auf 

Molekülen, die im Haupthistokompatibilitätskomplex („major histokompatibility 

complex“, MHC) kodiert sind, sog. MHC-Moleküle. Diese werden in drei 

verschiedene Klassen (I-III) eingeteilt, wobei für die Antigenpräsentation nur die 

Moleküle der Klassen I und II zuständig sind. MHC-Moleküle der Klasse I werden auf 

allen Zellen exprimiert und präsentieren Antigene, die aus der präsentierenden Zelle 
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selbst stammen. Das können Peptide von zelleigenen Molekülen sein, aber auch 

Peptide von Pathogenen die eine Körperzelle infiziert haben. MHC-Moleküle der 

Klasse I interagieren mit sog. zytotoxischen T-Zellen (CD8+-Zellen, CTL). Nach 

Bindung des Antigens tötet die T-Zelle die präsentierende Zelle durch Ausschüttung 

von zytotoxischen Stoffen (z. B. Perforin), um eine Vermehrung des Pathogens 

einzudämmen. Neben dieser zytotoxischen Wirkung spielen CD8+-Zellen aber auch 

noch eine Rolle bei der Regulation der Immunantwort durch die Produktion von 

Zytokinen, wobei hier vor allem IFN� zu nennen ist. 

MHC-Moleküle der Klasse II, welche nur auf professionellen APC exprimiert werden, 

bedienen eine andere T-Zell-Population, die sog. T-Helferzellen (TH-Zellen) oder 

CD4+-Zellen. Die von ihnen präsentierten Antigene stammen aus dem extrazellulären 

Raum und wurden durch Phagozytose von der präsentierenden Zelle aufgenommen. 

Nach ihrer Aktivierung beginnen TH-Zellen mit der Produktion von Zytokinen. Je nach 

Zytokin-Sekretionsprofil unterscheidet man zwei Arten von TH-Zellen: TH1-Zellen 

produzieren vor allem IFN�, TH2-Zellen vor allem die Interleukine 4 und 5 (IL-4 und 

IL-5). Die TH-Zellen sind damit die wichtigsten Modulatoren einer Immunantwort, 

denn die Zytokin-Umgebung am Infektionsort steuert die Aktionen aller beteiligten 

Zellen. Daher spricht man auch, je nach dem dominanten Zytokin-Sekretionsprofil, 

von einer TH1-Antwort oder einer TH2-Antwort [2]. 

Die in dieser Arbeit untersuchten Effektormechanismen spielen bei einer TH1-Antwort 

eine Rolle, denn die Zytokine, welche die hier untersuchten Mechanismen 

induzieren, gehören zum Sekretionsprofil einer TH1-Zelle bzw. werden im Laufe einer 

TH1-Antwort gebildet. Die drei wichtigsten Induktoren der Tryptophan-Depletion und 

der NO-Produktion sollen hier kurz beschrieben werden. 

 

 

1.2 Die Zytokine 
 

1.2.1 Interferon gamma (IFN�) 
 
IFN� wurde 1965 von E. F. Wheelock als antivirale Substanz entdeckt [3]. Es handelt 

sich um ein Zytokin mit immunregulatorischer, antiinfektiöser und antiproliferativer 

Wirkung. IFN� wird produziert von aktivierten TH1-Zellen, aktivierten CD8+-Zellen und 

einer bestimmten Art von zytotoxischen Zellen, deren Abstammung noch nicht genau 
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geklärt ist (sog. „natürliche Killerzellen“, NK-Zellen). Bis heute sind über 200 Gene 

bekannt, deren Expression durch IFN� reguliert wird. Es existiert also eine sehr 

komplexe Zellantwort auf IFN�, wobei aber jede Funktion als eine Regulation des 

Immunsystems und als schützende Kontrolle von Infektionen interpretiert werden 

kann. Zu den bedeutendsten von IFN� induzierten Mechanismen zählen die 

Tryptophan-Depletion, die Produktion von NO, die Verstärkung der Expression von 

MHC-Molekülen und die Aktivierung von Makrophagen (Review [4]). 

IFN� reagiert mit einem Rezeptor auf der Zelloberfläche (CD119, Review [5]), der auf 

allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird [6]. Die Bindung von IFN� an den Rezeptor 

löst eine Signalkaskade aus, die als Jak-STAT-Signalweg bekannt wurde (Reviews 

[7,8]). Dieser Signalweg spielt nicht nur bei IFN� eine Rolle, sondern auch bei 

anderen Zytokinen. Nach Bindung von IFN� werden zwei Mitglieder der Familie der 

Janus-Kinasen (Jaks, hier Jak1 und Jak2), die mit dem IFN�-Rezeptor assoziiert 

sind, durch gegenseitige Phosphorylierung aktiviert. Die aktivierten Kinasen 

phosphorylieren dann einen als inaktives Monomer latent im Zytoplasma 

vorliegenden Transkriptionsfaktor, den STAT1� (STAT steht für „signal transducer 

and activator of transcription“). Diese Phosphorylierung führt zur Bildung von 

STAT1�-Homodimeren, welche in den Nukleus einwandern und dort durch Bindung 

an definierte DNA-Sequenzen („gamma activated site“, GAS) die Transkription einer 

Reihe von Genen initiieren. 

Die Aktivierung von STATs wird als eine primäre Antwort auf IFN� bezeichnet. Einige 

der durch die STATs aktivierten Gene kodieren jedoch selbst wieder für 

Transkriptionsfaktoren, welche dann als eine sekundäre Antwort auf IFN� weitere 

Gene regulieren, wodurch die Zahl der durch IFN� beeinflussten Gene immens steigt. 

Träger einer solchen sekundären Antwort ist vor allem die Familie der „interferon 

regulatory factors“ (IRFs, Review [9]). Ihr wichtigster Vertreter ist IRF-1, welcher 

außer durch IFN� auch noch durch IL-1� und TNF� induzierbar ist und an sog. ISRE-

Sequenzen in der DNA bindet („Interferon stimulated response element“). Die 

Regulation vieler Gene wird sowohl durch STAT1� als auch durch IRF-1 beeinflusst, 

so auch das Gen für die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) und das Gen für die 

induzierbare NO-Synthase (iNOS). 
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1.2.2 Interleukin-1 beta (IL-1�) 
 
Interleukin 1� wird vor allem von Makrophagen und TH1-Zellen produziert, aber u. a. 

auch von Keratinozyten, Astrozyten und Endothelzellen. Es ist das wichtigste pro-

inflammatorische Zytokin: so steigert es u. a. die Produktion von IFN� und 

Prostaglandinen in Makrophagen, ist wichtig für die Reifung von Prä-B-Zellen und 

steigert die Fähigkeit von APC, T-Zellen zu aktivieren [10].  

IL-1� bindet auf Zielzellen an den IL-1-Rezeptor Typ I (IL-1RI, CD120). Der Rezeptor 

vom Typ II bindet zwar auch IL-1�, transduziert aufgrund einer fehlenden 

zytoplasmatischen Domäne aber kein Signal und wird daher als „Köder-Rezeptor“ 

(„decoy receptor“) bezeichnet, welcher die Wirkung von IL-1� abschwächt.  

Die vom IL-1RI ausgelöste Signaltransduktion vollzieht sich auf mindestens zwei 

unabhängigen Wegen. Der erste Weg läuft über die Phosphatidylinositol 3’-Kinase 

(PI3K) und führt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-�B. Der zweite Weg 

läuft über Mitglieder der Familie der „IL-1 receptor associated kinases“ (IRAKs) und 

führt sowohl zur Aktivierung von NF-�B als auch zur Rekrutierung von mitogen-

aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), welche ihrerseits wieder verschiedene 

Transkriptionsfaktoren aktivieren (Review [11]). Die Anzahl der durch IL-1� direkt 

oder indirekt regulierten Gene ist daher sehr hoch und macht das IL-1� zu einem der 

wichtigsten Modulatoren des Immunsystems.  

 

 

1.2.3 Tumornekrosefaktor alpha (TNF�) 
 
Der TNF� wurde bekannt als ein Molekül, welches bei der Abtötung von Tumoren in 

Mäusen eine wichtige Rolle spielt. TNF� induziert viele inflammatorische Effekte, z. 

B. die IL-1�-Produktion in Makrophagen, die Expression von Adhäsionsmolekülen im 

Endothel und die Expression von MHC Klasse I und II Molekülen. Produziert wird 

TNF� vor allem von T-Zellen, Monozyten und Makrophagen [10].  

Der TNF� war das erste bekannte Mitglied einer Proteinfamilie, die als TNF-

Superfamilie bezeichnet wird. Sie besteht aus (heute bekannten) 19 Mitgliedern, von 

denen fast alle membrangebunden vorkommen (TNF-Liganden, Review [12]) und 

deren biologisch aktive Form immer ein Trimer ist. Zu ihnen gehört u. a. der 
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wichtigste Vermittler der ligandenabhängigen Apoptose, der Fas-Ligand (FasL, 

CD95L).  

TNF� bindet an zwei Rezeptoren, TNFR1 und TNFR2, wobei aber der TNFR1 die 

meisten der biologischen Effekte des TNF� vermittelt. Der TNFR2 scheint nur einige 

spezielle Signale in Lymphozyten zu transduzieren. Die von dem TNFR1 vermittelte 

Signaltransduktion vollzieht sich auf drei Wegen (Review [13]). Der erste führt über 

die Aktivierung der Caspase-8 zur Apoptose einer dafür empfänglichen Zelle, der 

zweite über eine Kaskade von MAP-Kinasen zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors c-Jun. Der dritte Weg rekrutiert den I�B-Kinase-Komplex und 

führt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-�B. Da sich diese drei Signalwege 

zusätzlich gegenseitig beeinflussen, ist die zelluläre Antwort auf TNF� sehr komplex 

und auch zelltyp-spezifisch.  

 

Die oben beschriebenen Zytokine sind die wichtigsten Modulatoren einer 

Immunantwort. Sie regulieren auf Transkriptionsebene viele Gene, deren Produkte 

selbst Effekte auf Krankheitserreger ausüben oder diese Effekte regulieren. Zu den 

beeinflussten Effekten gehören auch die Mechanismen, mit denen sich diese Arbeit 

beschäftigt: die Tryptophan-Depletion und die NO-Produktion. Diese beiden 

Mechanismen sollen im folgenden näher erläutert werden. 

 

 

1.3 Stickstoffmonoxid in biologischen Systemen 
 

1.3.1 Geschichte 
 
Die Geschichte des Stickstoffmonoxid (NO) als bioaktives Molekül beginnt bereits im 

19. Jahrhundert. Schon zu dieser Zeit wurde Nitroglyzerin als Medikament 

verschrieben, welches bei Angina pectoris sofortige Linderung verschafft. Etwa 150 

Jahre später begannen Pharmakologen, die Wirkungsweise solcher 

gefäßerweiternden (vasodilatatorischen) Stoffe zu untersuchen. 

Ferid Murad fand 1977 heraus, dass Nitroglyzerin NO freisetzt und dass dieses Gas 

glatte Muskelzellen relaxiert [14] Er stellte die These auf, dass auch endogene 

Faktoren, z.B. Hormone, über NO wirken könnten. Dafür gab es zu der Zeit aber 

keinen experimentellen Beweis. 
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Etwa zu der gleichen Zeit erforschte der New Yorker Pharmakologe Robert Furchgott 

die Wirkung verschiedener Substanzen auf Blutgefäße. Er fand heraus, dass 

Acetylcholin Blutgefäße nur entspannt, wenn das unter den glatten Muskeln liegende 

Endothel intakt ist [15]. Er postulierte, dass das Endothel einen unbekannten 

Botenstoff produziert, welcher für die Relaxation der Muskelzellen sorgt 

(„endothelium derived relaxing factor“, EDRF) und regte die Suche nach diesem 

Botenstoff an. 

An dieser Suche beteiligte sich auch Louis Ignarro. Er fand 1986, zeitgleich mit und 

unabhängig von Furchgott heraus, dass der EDRF identisch ist mit NO [16].  

Für ihre Entdeckungen zu dem Thema „Stickstoffmonoxid als Signalmolekül im 

kardiovaskulären System“ erhielten Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid 

Murad 1998 den Nobelpreis für Medizin. 

 

Heute ist bekannt, dass NO eines der wichtigsten Signal- und Effektormoleküle in 

Säugetierzellen ist. In nahezu jedem Organismus wird eine Vielzahl von Prozessen 

durch NO ausgelöst oder reguliert. Im Folgenden soll nun über die Aspekte, die im 

Rahmen dieser Arbeit eine Rolle gespielt haben, ein Überblick präsentiert werden.  

 

 

1.4 Produktion von NO in zellulären Systemen: die NO-Synthasen 
 

1.4.1 Allgemeines 
 
In Zellen wird NO von den Mitgliedern einer Enzymfamilie produziert, die als NO-

Synthasen (NOS) bezeichnet werden. Bis heute wurden drei Isoformen der NOS 

identifiziert: sie sind Produkte verschiedener Gene, sind unterschiedlich lokalisiert 

und reguliert und haben unterschiedliche katalytische Eigenschaften (Review [17]). 

Diese drei Isoformen werden nach der gebräuchlichsten Nomenklatur 

folgendermaßen bezeichnet: 

 

  neuronale NOS oder nNOS (auch NOS-I) 

  induzierbare NOS oder iNOS (auch NOS-II) 

  endotheliale NOS oder eNOS (auch NOS-III) 

 



Einleitung  15 

Die Sequenzen der einzelnen Isoformen sind durch alle Spezies hindurch hoch 

konserviert (80-94% Identität), aber die Sequenzidentität zwischen den Isoformen ist 

relativ gering (50-57%). Alle Isoformen haben folgende strukturelle und katalytische 

Gemeinsamkeiten: 

1. Die aktive Form wird vereinfacht als Homodimer bezeichnet. Dabei wird allerdings 

außer acht gelassen, dass jede Untereinheit noch ein Molekül Calmodulin (CaM) 

gebunden hat. Streng gesehen ist die aktive Form einer NOS daher ein 

Heterotetramer, bestehend aus zwei Monomeren der NOS und zwei Molekülen 

Calmodulin. 

2. Die NOS benötigen für die Katalyse eine Reihe von fest gebundenen Kofaktoren. 

Diese sind (6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavin-Adenin-Dinukleotid 

(FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und Eisen-Protoporphyrin IX (Häm). 

3. Alle NOS katalysieren eine Reaktion von L-Arginin (L-Arg), reduziertem β-

Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) und Sauerstoff (O2) zu 

NADP+, L-Citrullin und NO. 

 

 

1.4.2 Die chemische Reaktion der NO-Produktion 
 
Die NOS-Monomere zeigen eine Zwei-Domänen-Struktur. Dabei spricht man von 

einer N-terminalen Oxygenase-Domäne, welche die Bindestellen für Häm, BH4 und 

L-Arginin sowie ein Zink-Tetrathiolat-Cluster (Zink koordiniert von je zwei Cysteinen 

aus jeder Untereinheit) beinhaltet. Sie wird über die CaM-Interaktionsstelle 

verbunden mit einer C-terminalen Reduktase-Domäne, in welcher die Bindestellen 

für FAD, FMN und NADPH lokalisiert sind. 

Die Struktur der NOS-Enzyme (und die Nomenklatur der Domänen) kann erklärt 

werden durch die von ihnen katalysierte Reaktion. Dies ist die Oxidation von L-

Arginin und Sauerstoff zu L-Citrullin, NO und Wasser. Der Elektronendonator dieser 

Reaktion ist das NADPH. Die komplette Reaktionsgleichung lautet: 

 

R=NH + 1.5 NADPH + 1.5 H+ + 2 O2 → R=O + 1.5 NADP+ + 2 H2O + NO 

 

Dabei bezeichnet R=NH L-Arginin und R=O L-Citrullin. 
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Reaktion von L-Arginin zu L-Citrullin und NO 

 

Bei dieser Reaktion entsteht ein stabiles, isolierbares Zwischenprodukt, das Nω-

hydroxy-L-arginin (R=NOH, NAH) [18]. Daher wird die Gesamtreaktion formal in zwei 

einzelne „Monooxygenase-Reaktionen“ unterteilt, wobei die erste bis zu diesem 

Zwischenprodukt läuft („Monooxygenase I“): 

 

R=NH + NADPH + H+ + O2 → R=NOH + NADP+ + H2O 

 

Dies ist formal eine typische Monooxygenase-Reaktion, bei der von dem Substrat O2 

ein Atom in ein (Zwischen-)Produkt eingebaut wird, das andere bildet zusammen mit 

zwei Protonen Wasser. Dies ist auch bei der zweiten Teilreaktion der Fall 

(„Monooxygenase II“): 

 

R=NOH + 0.5 NADPH + 0.5 H+ + O2 → R=O + 0.5 NADP+ + H2O + NO 

 

Diese Reaktionen laufen an der Oxygenase-Domäne der NOS ab, daher der Name. 

Die Reduktase-Domäne hat große strukturelle Ähnlichkeit mit der Proteinfamilie der 

Cytochrom P-450 Reduktasen [19]. Die in der Reduktase-Domäne gebundenen 

Flavine dienen der Kopplung des Zwei-Elektronen-Donators NADPH an den Ein-

Elektronen-Akzeptor Häm durch die Bildung stabiler Semichinon-Radikale [20]. Der 

Elektronenfluß läuft von NADPH über FAD zu FMN und weiter zum Häm. Dabei gibt 

die Reduktase-Domäne der einen Untereinheit die Elektronen an die Oxygenase-

Domäne der anderen Untereinheit weiter. Dies scheint der Hauptgrund dafür zu sein, 

dass ein NOS-Monomer katalytisch inaktiv ist. Die Rollen des Zink, des BH4 und des 
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CaM bei dieser Reaktion, sowie auch der genaue Reaktionsmechanismus, sind noch 

nicht vollständig geklärt.  

 

Die drei Isoformen der NOS-Enzyme sind bezüglich ihrer Regulation und ihrer 

Verteilung in Zellen und Geweben sehr verschieden. Da für diese Arbeit nur die 

iNOS eine Bedeutung hatte, soll vor allem ihre Regulation und Aktivierung genauer 

besprochen werden. Die Eigenschaften und Funktionen der anderen beiden NOS-

Enzyme wird nur kurz erläutert. 

 

 

1.4.3 Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) 
 
Die humane eNOS ist ein Protein mit einer Größe von 133 kD, bestehend aus 1203 

Aminosäuren. Das kodierende Gen liegt auf Chromosom 7 und besteht aus 26 

Exons und 25 Introns [17].  

Die eNOS kommt hauptsächlich im vaskularen Endothel vor, und das von ihr 

produzierte NO bewirkt u. a. die Relaxation der darunter liegenden Gefäßmuskulatur. 

Die eNOS wird aber auch in mehreren anderen Geweben exprimiert, u. a. in 

Fibroblasten und Keratinozyten (Review [21]). Die eNOS kommt ausschließlich 

membrangebunden vor. Der Grund dafür ist, dass sie als einzige NOS myristoyliert 

und palmitoyliert wird, und über diese Fettsäure-Reste ist sie mit detergenz-

unlöslichen Mikrodomänen der Plasmamembran assoziiert, den Caveolae [22]. 

Die Aktivität der eNOS und der nNOS sind von einer Erhöhung des intrazellulären 

Kalziumspiegels abhängig. Diese Kalzium-Abhängigkeit wird über das Calmodulin 

vermittelt. Die nNOS und die eNOS unterscheiden sich in ihrer Primärstruktur von der 

iNOS durch eine Insertion von 40-50 Aminosäuren in der Mitte der FMN-bindenden 

Subdomäne, die sog. autoinhibitorische Schleife. Diese verhindert bei niedriger Ca2+-

Konzentration die Bindung von CaM an die NOS, und damit eine Aktivierung des 

Enzyms [17]. Da die iNOS eine solche autoinhibitorische Schleife nicht besitzt, kann 

CaM auch bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen an die iNOS binden, und die iNOS-

Aktivität ist daher nicht von einer Erhöhung des intrazellulären Kalziumspiegels 

abhängig.  

Obwohl die eNOS als konstitutiv exprimiertes Protein bekannt wurde, ist heute klar 

dass die Transkription des eNOS-Gens auch reguliert ist. So verstärken z. B. 

Östrogene die Transkription des Gens in humanen Endothelzellen etwa zweifach [23] 
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und TNF� verringert die Halbwertszeit der eNOS-mRNA [24]. Auch scheint die 

Aktivität der eNOS von induzierbaren Mechanismen abhängig zu sein: IFN� verstärkt 

die eNOS-Aktivität in humanen Endothelzellen durch Induktion der GTP-

Cyclohydrolase I, des ersten Enzyms des Syntheseweges von BH4 [25]. Für die 

eNOS sind auch Interaktionspartner auf Proteinebene bekannt: So verstärkt eine 

Phosphorylierung durch die Proteinkinase Akt die Aktivität der eNOS [26], und den 

gleichen Effekt hat eine Interaktion der eNOS mit dem molekularen Chaperon Hsp90 

[27]. 

 

 

1.4.4 Die neuronale NO-Synthase (nNOS) 
 
Die nNOS ist, in ihrer am häufigsten vorkommenden Form, das größte der NOS-

Enzyme. Ein Monomer hat ein Molekulargewicht von 161 kD und besteht aus 1434 

Aminosäuren [17]. 

Die nNOS kommt hauptsächlich in Neuronen vor, wo NO als Neurotransmitter wirkt 

[28]. Die nNOS aus dem Cerebellum der Ratte war die erste klonierte und 

exprimierte NOS-Isoform überhaupt [19]. Bei der Klonierung der humanen nNOS fiel 

auf, dass sie nicht nur in Neuronen, sondern auch in Skelettmuskeln stark exprimiert 

wird [29], und sie wurde bei anderen Spezies auch noch in weiteren Geweben 

gefunden (Review [21]). 

Die nNOS ist an vielen lebenswichtigen Prozessen beteiligt, so im zentralen 

Nervensystem (ZNS) an der Gedächtnisbildung [30] und im peripheren 

Nervensystem (PNS) an der Peniserektion [31]. Die Rolle von NO im Nervensystem 

wird kontrovers diskutiert, es scheinen neben der Neurotransmitter-Funktion auch 

neuroprotektive und neurodestruktive Effekte aufzutreten [32,33].  

Das nNOS-Protein, welches wie die eNOS zu den kalzium-abhängigen Isoformen 

zählt, weist einige Besonderheiten auf. Zum einen besitzt es als einzige NOS eine N-

terminale PDZ-Domäne (PSD-95 discs large / ZO-1 homology domain), über die es 

mit dem Neuron-spezifischen Protein PSD-95 (post synaptic density protein 95) 

interagiert. Diese Interaktion dient wahrscheinlich der Kopplung der nNOS an N-

methyl-D-aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren), die ebenfalls an PSD-95 binden 

[34]. Zum anderen existieren von der nNOS mehrere Spleißvarianten, bezeichnet als 

nNOS-�, -�, -µ und nNOS-2 [17]. Von diesen besitzen zwei (nNOS-� und –�) keine 
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PDZ-Domäne, so daß von der nNOS membranständige (mit PDZ-Domäne) und 

lösliche Formen (ohne PDZ-Domäne) auftreten.  

Eine weitere Besonderheit der nNOS bezieht sich auf ihr eigenes Reaktionsprodukt: 

sie scheint durch NO effizient inhibiert zu werden [35]. Dieses Phänomen wurde 

bisher noch bei der iNOS beobachtet, allerdings in stark abgeschwächter Form [36], 

und bei der eNOS überhaupt nicht. Der genaue Mechanismus dieser Regulation und 

ihre Bedeutung in vivo sind noch unklar. Auch für die nNOS sind Interaktionspartner 

auf Proteinebene bekannt. Sie wird durch Phosphorylierung reguliert, durch die 

Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaM-Kinase II), aber anders als bei der 

eNOS wirkt die Phosphorylierung hier inhibitorisch [37]. 

 

 

1.4.5 Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) 
 
Das iNOS-Gen liegt auf Chromosom 17 und kodiert für ein Protein von 1153 

Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 131 kD [17]. Die genomische Struktur 

des Gens ist der Struktur der anderen NOS-Gene sehr ähnlich, was die Abstammung 

von einem gemeinsamen Vorläufer-Gen vermuten lässt. 

1992 gelangen die ersten Klonierungen und Expressionen einer iNOS-cDNA aus 

Makrophagen der Maus durch die Arbeitsgruppen von Snyder [38], Cunningham [39] 

und Nathan [40]. Ein Jahr später konnten auch die Enzyme aus der Ratte [41] und 

dem Menschen [42,43] dargestellt werden. Bei den Untersuchungen zur iNOS fiel 

zunächst auf, dass die Aktivität des Enzyms im Gegensatz zu den anderen NOS 

nicht von einer Erhöhung des zellulären Kalziumspiegels abhängig ist und die iNOS 

immer Calmodulin als fest gebundene Untereinheit mit sich führt [44]. Der Grund 

dafür wurde bereits genannt: aufgrund des Fehlens einer autoinhibitorischen Schleife 

kann CaM auch bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen an die iNOS binden. 

Bis vor kurzem wurde allgemein angenommen, dass die iNOS ausschließlich auf 

Transkriptionsebene reguliert wird. Dann entdeckte die Arbeitsgruppe von 

Lowenstein, dass die iNOS im ZNS mit dem Protein Kalirin interagiert, welches 

anscheinend die Dimerisierung des Enzyms verhindert und somit evtl. eine 

neuroprotektive Rolle bei Infektionen des ZNS spielen könnte [45]. Weiterhin 

entdeckten Musial et al. bei Untersuchungen an humanen Epithelzellen (RT4 und 

HEK293), dass die iNOS durch das Proteasom degradiert wird [46]. Felley-Bosco et 

al. konnten zeigen, dass dieser Abbau an der Zellmembran stattfindet und eine 
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kurzzeitige Bindung der iNOS an das Caveolae-Protein Caveolin-1 voraussetzt [47]. 

Damit sind erste Interaktionspartner des iNOS-Proteins identifiziert worden.  

 

 

1.4.5.1 Regulation der iNOS-Gentranskription 

So wie heute klar ist, dass die „konstitutiven“ Isoformen auch auf 

Transkriptionsebene reguliert werden, so sind auch Zellen und Gewebe gefunden 

worden, in denen die „induzierbare“ Isoform konstitutiv exprimiert wird. Dies sind vor 

allem das humane respiratorische Epithel [48], aber auch virus-infizierte B-Zellen 

[49]. In den meisten Zellen und Geweben wird die iNOS aber erst nach einer 

Induktion der Gentranskription durch Zytokine oder inflammatorische Stoffe wie das 

Lipopolysaccharid (LPS) der bakteriellen Zellwände exprimiert. 

Die ersten Untersuchungen zu der Gentranskription wurden an Maus-Makrophagen 

gemacht. Nach Arbeiten von Xie [50] und Lowenstein [51] wurden zwei diskrete 

Regionen (I und II) im iNOS-Promotor identifiziert, welche die Induktion durch LPS 

und IFN� vermitteln und Bindestellen für verschiedene Transkriptionsfaktoren 

enthalten. Lowenstein et al. deletierten die Region I und fanden, dass die Region II 

alleine nicht ausreicht, um eine Gentranskription zu induzieren. Sie wirkt 

wahrscheinlich vor allem als Enhancer. Spätere genauere Untersuchungen durch die 

Arbeitsgruppe von Nathan zeigten, dass ein NF-�B-Element bei –86 bp in der Region 

I für die Aktivierung durch LPS essentiell ist [52], und dass eine weiter stromaufwärts 

gelegen Bindestelle für IRF-1 zu der Aktivierung durch IFN� beiträgt [53]. Die 

Erfordernis von IRF-1 wurde von einer anderen Gruppe durch Experimente mit 

Makrophagen, bei denen das IRF-1-Gen ausgeschaltet wurde, bestätigt [54]. Für 

eine volle Expression des iNOS-Gens ist außerdem ein GAS-Element (Bindestelle für 

STAT1) in der Region II wichtig [55]. 

Den humanen iNOS-Promotor untersuchte vor allem die Arbeitsgruppe von Geller. 

Die Situation ist hier ähnlich wie bei der Maus, die gleichen Zytokine wirken über die 

gleichen Transkriptionsfaktoren stimulatorisch. Der Promotor scheint aber wesentlich 

komplizierter aufgebaut zu sein: während sich bei dem Maus-Promotor alle 

relevanten Elemente für eine Induktion innerhalb der ersten 1 kb der 5‘-flankierenden 

Region befinden, sind beim menschlichen Promotor für eine volle Induktion 16 kb 5‘-

flankierende Region notwendig [56]. 
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1.4.5.2 Die Regulation der iNOS durch Zytokine 

Die Regulation der iNOS durch Zytokine wurde vor allem indirekt untersucht, über 

den Effekt der als erster von der iNOS bekannt war: das Abtöten intrazellulärer 

Parasiten durch Maus-Makrophagen. Hibbs et al. entdeckten 1987, dass die Anti-

Tumor-Aktivität von Nagetier-Makrophagen L-Arginin-abhängig ist [57]. Die 

zytotoxische Substanz stellte sich später als NO heraus [58]. Dann wurde erkannt, 

dass die iNOS-Aktivität in diesen Zellen auch zur Abwehr gegen verschiedene 

Parasiten beiträgt (Review [59]). Zu diesen NO-sensitiven Parasiten zählen 

Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni [60] und Leishmania spec. [61]. Für 

diesen antiparasitären Effekt müssen die Makrophagen aber erst durch Zytokine 

aktiviert werden, d. h. es muss eine Induktion der iNOS-Aktivität erfolgen. Zu dieser 

Regulation kann allgemein gesagt werden, dass TH1-Zytokine (IFN�, TNF�) die 

iNOS-Induktion stimulieren [62], während die TH2-Zytokine (u. a. IL-4, IL-10) negativ 

regulatorisch wirken und die Fähigkeit von Makrophagen, NO-sensitive Parasiten zu 

töten, unterdrücken können [63]. Auch von dieser Regel gibt es allerdings 

Ausnahmen. So kann IL-4, wenn es nach einer Aktivierung durch IFN� verabreicht 

wird, die NO-Produktion von murinen Makrophagen in vitro verstärken [63] und auch 

humane Monozyten produzieren in vitro NO nach Gabe von IFN� und IL-4 [64]. 

Ähnlich kontroverse Berichte liegen vor für IL-10 [61,65] und den transformierende 

Wachstumsfaktor beta („transforming growth factor beta“, TGF-�). TGF-� hemmt die 

iNOS-Induktion in murinen Makrophagen durch Destabilisierung der mRNA und 

verstärkten Abbau des Enzyms [66], während er in murinen Fibroblasten die 

Induktion verstärkt [67]. 

Die zellulären Antworten auf die Stimulation mit verschiedenen Zytokinen sind in 

Bezug auf die iNOS-Induktion also sehr komplex und außerdem zelltyp-spezifisch. 

Dies gilt auch im humanen System und auch für die aktivierenden Zytokine. Ganster 

et al. untersuchten die Bedeutung von STAT1 und NF-�B für die iNOS-Induktion in 

A549-Zellen und in Fibroblasten. Sie fanden, dass STAT1 in A549 der wichtigste 

Induktor der iNOS-Gentranskription ist, während er in Fibroblasten sowohl die basale 

als auch die NF-�B-stimulierte Transkription inhibiert [68]. Diese zelltyp-spezifischen 

Antworten auf Zytokine zeigen deutlich, dass eine lokale Immunantwort, an der 

notwendiger Weise immer verschiedene Zellen und Gewebe beteiligt sind, sehr fein 

ausbalanciert sein muss. Wie dies in vivo genau bewerkstelligt wird ist noch unklar. 

Es ist jedoch unbestritten, dass während einer Krankheit im menschlichen Körper 
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eine erhöhte NO-Produktion stattfindet. Die stabilen Reaktionsprodukte von NO mit 

Wasser, Nitrit und Nitrat, sind im Körper nachweisbar, und erhöhte Nitrit / Nitrat-

Werte in Urin und Plasma wurden u. a. bei Krebspatienten während einer IL-2-

Therapie [69] und bei Patienten mit einer Sepsis [70] nachgewiesen. Dabei ist NO im 

Menschen, anders als bei Nagetieren, wahrscheinlich kein Bestandteil der direkten 

Erregerabwehr. Zwar exprimieren fast alle menschlichen Zellen nach einem 

geeigneten Stimulus die iNOS, aber die NO-Produktion ist in allen Fällen geringer als 

bei Nagetier-Makrophagen. Vor allem humane Makrophagen sind eher schwache 

NO-Produzenten. Der iNOS kommt daher im menschlichen Immunsystem wohl keine 

antimikrobielle, sondern eher eine immunmodulatorische Rolle zu.  

 

 

1.4.6 Die Dauer der NO-Produktion: Regulation versus nitrosativer Stress 
 
Die wichtigste Eigenschaft, in der sich die NOS-Isoformen unterscheiden, hat auch 

direkten Einfluss auf die biologischen Effekte: die Dauer der NO-Produktion. Die 

eNOS und die nNOS werden auf Proteinebene stark reguliert, vor allem durch die 

Intrazelluläre Ca2+-Konzentration und Phosphorylierung. Diese konstitutiven Enzyme 

produzieren daher NO in kurzen Pulsen, wobei zwar kurzzeitig genug NO entsteht 

um eine Signalkaskade auszulösen, aber es bildet sich keine dauerhaft hohe steady-

state-Konzentration an NO. Für die iNOS ist aber kein Faktor bekannt, der ein einmal 

gebildetes, aktives Dimer wieder inaktiviert. Die iNOS bildet daher so lange NO, wie 

das Enzym funktionstüchtig ist und Substrat sowie Kofaktoren zur Verfügung stehen 

[71]. In vitro können iNOS-exprimierende murine Makrophagen eine steady-state-

Konzentration von bis zu 4µM NO für 24 Stunden oder länger erzeugen [72]. Diese 

langfristige Anwesenheit von hohen Mengen NO hat auf Zellen einen Effekt, der als 

„nitrosativer Stress“ bezeichnet wird und bis zur Apoptose bzw. Nekrose von Zellen 

führen kann. Dieser nitrosative Stress steht im Verdacht, am Verlauf mehrerer 

Krankheiten beteiligt zu sein bzw. die Krankheiten direkt auszulösen. So wird eine 

langfristig erhöhte NO-Produktion in Verbindung gebracht mit einem schwierigen 

Verlauf von Infektionen, mit einigen Autoimmunkrankheiten und mit chronisch 

entzündlichen Erkrankungen (Review [71]).  

Es gibt zwei Arten von Effekten, die NO auf Zellen hat: die Auslösung einer oder 

mehrerer Signalkaskaden und die Erzeugung von nitrosativem Stress. Während für 

die Aktivierung der Signalkaskaden nur geringe NO-Konzentrationen notwendig sind, 
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die von allen drei NOS-Isoformen produziert werden können, wird nitrosativer Stress 

nur durch die iNOS erzeugt bzw. nur durch eine andauernde NO-Produktion. 

Während die Signalkaskaden zelluläre Funktionen steuern, hat nitrosativer Stress oft 

einen schädigenden Charakter. Beiden Effekten liegen aber prinzipiell die gleichen 

chemischen Reaktionen von NO mit Zielmolekülen zugrunde. 

 

 

1.5 Die Chemie von NO in biologischen Systemen 
 

1.5.1 NO in verschiedenen Oxidationsstufen 
 
Das Molekül Stickstoffmonoxid kann in drei verschiedenen Oxidationsstufen 

vorliegen [73]. Im Allgemeinen bezeichnet man mit „NO“ das NO-Radikal mit einem 

freien, antibindenden Elektron (Oxidationszahl des Stickstoffs: +2). Dieses freie 

Elektron wird relativ leicht abgegeben. Das Produkt einer solchen Oxidation ist das 

Nitrosonium-Ion NO+ (Oxidationsstufe: +3). Das NO-Radikal kann auch reduziert 

werden zum Nitroxyl-Ion NO- (Oxidationsstufe: +1). In dieser Arbeit wird die 

Bezeichnung NO stellvertretend für alle drei Spezies verwendet, wenn nicht explizit 

auf den genauen Charakter einer bestimmten Verbindung hingewiesen wird.  

Wie Laborversuche zeigten, ist die Oxidationsstufe eines NO-Moleküls entscheidend 

für seine chemische Reaktivität, und damit auch für die Effekte die es in biologischen 

Systemen ausübt. Desweiteren sind der lipophile Charakter und die relativ lange 

Halbwertszeit im Bereich von Sekunden [74] von Bedeutung, denn diese 

Eigenschaften erlauben dem Molekül über eine gewisse Strecke zu diffundieren und 

so Effekte auf Zellen auszuüben, die selbst kein NO produzieren. 

Das NO-Radikal reagiert gut mit Übergangsmetallen wie Eisen und Kupfer und ist 

wahrscheinlich die Spezies, welche für die Interaktion von NO mit Häm-Eisen 

verantwortlich ist. Dies ist ein wichtiger Effekt in lebenden Systemen, denn eine 

Reihe von Enzymen mit Häm als prosthetischer Gruppe werden durch NO reguliert. 

Das Nitroxyl-Ion NO- ist extrem instabil und wird in vivo wahrscheinlich nicht gebildet, 

bzw. vermittelt in vivo aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit keine biologischen 

Effekte. Das Nitrosonium-Ion NO+ ist sehr kurzlebig (Halbwertszeit in Wasser ca. 

3x10-10 s) und existiert nur in saurer Lösung in seiner reinen Form. Durch die 

Reaktion des NO-Radikals mit Sauerstoff entstehen jedoch höhere Stickoxide, die 

ebenfalls NO+-Charakter haben [73]. Diese Spezies sind wahrscheinlich für einen 



Einleitung  24 

anderen wichtigen Effekt verantwortlich, welcher die Aktivität von zellulären 

Proteinen reguliert: die S-Nitrosierung von Cystein. Diese Reaktion bezeichnet die 

Oxidation der Thiolgruppe von Cystein (R-SH) zu einer S-Nitrosothiolgruppe (R-SNO) 

in Anwesenheit von NO und Sauerstoff: 

 

 R-SH + NO � R-SNO + H+ + e- 

 

Diese Reaktion findet unter anaeroben Bedingungen nicht statt. Daher wird vermutet, 

dass nicht NO selbst das nitrosierende Agens ist, sondern ein Reaktionsprodukt von 

NO und O2 (Reviews [75,76]). Die wichtigsten Reaktionen von NO mit Sauerstoff-

Spezies sind in Abbildung 2 dargestellt. Das Distickstofftrioxid N2O3 gilt als 

wahrscheinlichster Kandidat für ein S-nitrosierendes Agens, da es langlebiger ist als 

N2O4.  

 

 

1.5.2 Eigenschaften und Reaktionen von NO 
 
NO reagiert sehr gut mit Sauerstoff und wird daher in biologischen Systemen leicht 

oxidiert. Die Produkte solcher Oxidationen sind höhere Stickoxide (NOx), welche 

auch als reaktive Stickstoff-Intermediate („reactive nitrogen intermediates“, RNIs) 

bezeichnet werden.  

2 NO2
.

2 NO + O 2
.

N2O4 NO2- + NO3-2 NO2
. H2O

N2O3 2 NO2-H2O
NO + NO 2

..

NO + O2- ONOO-. .

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 2: Die wichtigsten Reaktionen von NO mit Sauerstoff (O2). NO2 = Stickstoffdioxid, N2O4 = 

Distickstofftetroxid, NO2
- = Nitrit, NO3

- = Nitrat, N2O3 = Distickstofftrioxid, ONOO- = Peroxynitrit. 

Adaptiert nach [71]. 

 

Da bei dieser Reaktion zwei Moleküle NO mit einem Molekül Sauerstoff reagieren, 

hängt die Halbwertszeit von NO fast ausschließlich von der NO-Konzentration ab. 

Anders ausgedrückt: je höher die NO-Konzentration ist, desto wahrscheinlicher ist 
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eine Reaktion von NO mit Sauerstoff. Da sowohl NO als auch O2 lipophil sind, läuft 

die Reaktion von NO mit O2 in hydrophoben Milieus wie der Zellmembran stark 

beschleunigt ab [77].  

RNIs sind sehr reaktive und kurzlebige Spezies. Sie haben ein viel breiteres 

Reaktionsspektrum mit Biomolekülen als NO selbst. Die chemische Wirkung von NO 

in biologischen Systemen hängt daher von der NO-Konzentration und der 

resultierenden NOx-Konzentration ab. Eine starke und lange andauernde NO-

Produktion ist räumlich kaum begrenzt, da NO sehr schnell und über relativ weite 

Strecken diffundiert [78]. An jeder Stelle innerhalb dieses Diffusionsradius, an der die 

NO-Konzentration hoch genug ist, können dann die oben beschriebenen Reaktionen 

mit Sauerstoff, Metallen und Proteinen unkontrolliert ablaufen. Diese unkontrollierten 

Reaktionen von NO sind Kennzeichen von nitrosativem Stress. 

Im Gegensatz dazu ist für die Aktivierung der NO-sensitiven signalvermittelnden 

Moleküle nur eine geringe NO-Konzentration notwendig. Daher läuft die NO-

Produktion durch die nNOS und die eNOS streng kontrolliert und zeitlich begrenzt 

ab. Neueste Erkenntnisse zeigen zudem, dass in diesen Fällen der regulierten 

Signaltransduktion die Effektormoleküle in enge räumliche Nähe der NO-Synthasen 

gebracht werden [79,80]. So können die Signalmoleküle auf engem Raum durch nur 

wenige Moleküle der NO-Synthasen effektiv aktiviert werden, ohne dass hohe, evtl. 

schädliche Konzentrationen von NO gebildet werden müssen. Für die bei dieser 

Arbeit durchgeführten Untersuchungen spielten die durch NO ausgelösten 

Signaltransduktionsmechanismen jedoch keine Rolle, diese werden deshalb hier nur 

kurz erwähnt. 

 

 

1.5.3 NO-induzierte Signaltransduktion 
 
Es existieren zwei bekannte Signaltransduktionsmechanismen, die durch NO 

aktiviert werden können. Der zuerst von Ferid Murad entdeckte und am besten 

untersuchte Mechanismus ist die Aktivierung der löslichen Guanylat-Zyklase 

(„soluble Guanylate Cyclase“, sGC). Dieses Enzym enthält Häm als prosthetische 

Gruppe und wird durch die Bindung von NO an dieses Häm aktiviert (Review [81]). 

Die sGC katalysiert die Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus 

Guanosintriphosphat (GTP). Das cGMP wirkt als Botenstoff („second messenger“) 
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durch die Beeinflussung der Aktivität von Ionenkanälen, Phosphodiesterasen (PDEs) 

und cGMP-abhängigen Proteinkinasen (PKGs).  

Außer der sGC gibt es eine weitere Gruppe von signalvermittelnden Molekülen, die 

durch NO aktiviert werden können: die Ras-Proteine, welche zur Superfamilie der 

„kleinen GTP-bindenden Proteine“ gehören (Review [82]). Diese kleinen, monomeren 

Proteine transduzieren ein Signal, wenn sie in GTP-gebundener Form vorliegen. 

Durch eine intrinsische GTPase-Aktivität der Ras-Proteine wird dieses GTP zu GDP 

hydrolysiert und das Ras inaktiviert. GDP dissoziiert von dem Protein, welches dann 

erneut ein GTP-Molekül binden kann für einen weiteren Aktivierungszyklus. Die 

schwache GTPase-Aktivität der Ras-Proteine wird gesteigert durch sog. „GTPase 

aktivierende Proteine“ (GAPs), die eigentlich langsame Dissoziation des GDP wird 

beschleunigt durch eine Interaktion mit den „guanine nucleotide exchange factors“ 

(GEFs). Die GAPs inaktivieren also Ras-Proteine, während GEFs aktivierend wirken. 

Lander et al. fanden 1995 heraus, dass Ras-Proteine in dem humanen T-Zell Tumor 

Jurkat auch durch NO aktiviert werden können [83]. NO wirkt dabei als GEF, indem 

es die Ablösung von GDP vom Ras-Protein beschleunigt. 

Die durch Ras-Proteine initiierten Signaltransduktionswege sind zum einen eine 

Kaskade von MAP-Kinasen (Review [84]), zum anderen der Weg über die 

Phosphatidylinositol 3’-Kinase (PI3K-Weg, Review [85]). Beide beeinflussen eine 

Vielzahl von zellulären Molekülen, darunter weitere Proteinkinasen und 

Transkriptionsfaktoren. 

 

Zu der von NO ausgelösten Signaltransduktion sind im Rahmen dieser Arbeit keine 

direkten Versuche ausgeführt worden. Eine wichtige Rolle spielte jedoch der zelluläre 

Proteinabbau, dessen Funktionen daher im Folgenden erläutert werden sollen. 

 

 

1.6 Der zelluläre Proteinabbau 
 

1.6.1 Das Lysosom 
 
Die Gesamtheit der Proteine einer Zelle (das Proteom) unterliegt einem ständigen 

„turnover“, Proteine werden also ständig neu gebildet und wieder zu Aminosäuren 

abgebaut. Jedes einzelne Protein hat eine gewisse Halbwertszeit, die einen Zeitraum 
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von wenigen Minuten (z. B. im Falle des Transkriptionsfaktors p53) bis zu mehreren 

Tagen (z. B. im Falle des Muskelproteins Myosin) betragen kann.  

Eine eukaryotische Zelle hat zwei Maschinerien, die für den Abbau von Proteinen 

zuständig sind: das Lysosom und das Proteasom. Das Lysosom ist ein 

membranumschlossenes Kompartiment, welches sog. „saure Proteasen“ enthält, die 

Cathepsine (Reviews [86,87]). Diese Proteasen entfalten ihre volle Aktivität erst bei 

einem sauren pH-Wert, welcher durch Protonenpumpen in der lysosomalen 

Membran hergestellt wird. Das Lysosom ist hauptsächlich für den Abbau von 

Proteinen zuständig, die durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen 

wurden, also aus dem extrazellulären Raum stammen. Es stellt weiterhin die 

Grundversorgung an Aminosäuren sicher, indem ständig durch Invaginationen der 

lysosomalen Membran kleine Bereiche des Zytoplasmas internalisiert und die darin 

enthaltenen Proteine hydrolysiert werden (Mikroautophagie). Im Hungerzustand 

können auch sehr große Teile des Zytoplasmas auf diese Weise „verdaut“ werden, 

um das Überleben der Zelle zu sichern (Makroautophagie). Während der lysosomale 

Abbau von Proteinen also hauptsächlich für die erwähnten Grundfunktionen 

zuständig ist, obliegt der zielgerichtete, spezifische Abbau von intrazellulären 

Proteinen zum größten Teil dem Proteasom.  

 

 

1.6.2 Das Proteasom 
 
Beim Proteasom handelt es sich nicht um ein zelluläres Kompartiment, sondern um 

einen Multienzymkomplex mit einer Größe von etwa 2500 kD (Review [88]). Es stellt 

wahrscheinlich den am stärksten konservierten Enzymkomplex dar, denn seine 

Grundstruktur hat sich während der Evolution kaum verändert und er kommt von den 

Archae-Bakterien bis zum Menschen in jedem Organismus vor. In Zellen von 

Säugetieren ist er im Zytoplasma, im Nukleus und an der Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert. Die genaue Struktur des Proteasoms 

ist sehr komplex und soll hier nur in vereinfachter Form wiedergegeben werden. 

Das Proteasom ist zusammengesetzt aus einem 20S-Partikel („core particle“, CP), 

welcher aus vier Ringen mit je sieben Untereinheiten besteht, die zusammen einen 

hohlen Zylinder bilden. Die beiden äußeren Ringe bestehen aus sieben �-

Untereinheiten, die beiden inneren Ringe aus sieben �-Untereinheiten (�7�7�7�7-

Struktur). Drei der sieben �-Untereinheiten (�1, 2 und 5) besitzen unterschiedliche 
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Protease-Aktivitäten, so dass insgesamt sechs proteolytisch aktive Zentren mit drei 

verschiedenen Spezifitäten zur Verfügung stehen. Die Spezifitäten für die Peptid-

Hydrolyse sind wie folgt: 

 

�1: hinter sauren und kleinen hydrophoben Aminosäuren („peptidylglutamyl-peptide 

hydrolyzing activity“, PGPH-Aktivität) 

�2: hinter basischen und kleinen hydrophoben Aminosäuren („trypsin-like activity“) 

�5: hinter allen hydrophoben Aminosäuren („chymotrypsin-like activity“) 

 

Prinzipiell ist dem Proteasom damit die Spaltung einer Peptidbindung hinter jeder 

Aminosäure eines Proteins möglich. Die primären Produkte einer Protein-

Degradation im Proteasom sind aber keine Aminosäuren, sondern Peptide mit einer 

Länge von 3-23 Aminosäuren (im Mittel 7-9, die meisten weniger als 8). Die Affinität 

der katalytisch aktiven Untereinheiten zu einer gegebenen Peptidbindung wird durch 

die flankierenden Aminosäuren beeinflusst. 

Der CP wird auf beiden Seiten des Zylinders flankiert von einem 19S-Partikel 

(„regulatory particle“, RP), welcher wiederum in Basis („base“) und Deckel („lid“) 

eingeteilt wird. Der RP ist wichtig für die Substraterkennung und für die Entfaltung 

des Substrats, sowie für die Stimulation der proteolytischen Aktivität des CP. Sechs 

der Untereinheiten des RP sind ATPasen vom AAA-Typ („ATPases Associated with a 

variety of cellular Activities“), die wahrscheinlich als Chaperone wirken, das Substrat 

entfalten und in den engen, von dem CP gebildeten Kanal „einfädeln“. Die Protein-

Degradation im Proteasom ist daher ATP-abhängig. RP und CP bilden zusammen 

den 26S-Partikel, die häufigste Form des Proteasoms. Die vom Proteasom 

generierten Peptide werden wahrscheinlich von Proteasen und Aminopeptidasen zu 

Aminosäuren hydrolysiert. Die Peptide werden aber auch für die Präsentation auf 

MHC-Molekülen der Klasse I genutzt, womit dem Proteasom immunologische 

Bedeutung zukommt. Dafür werden die Peptide durch einen speziellen Transporter 

ins Lumen des ER transportiert, wo sie auf MHC-Moleküle „geladen“ werden. Dabei 

ist zu erwähnen, dass die von MHC-Molekülen präsentierten Peptide mit 8-12 

Aminosäuren größer sind als die vom Proteasom bevorzugt hergestellten Peptide mit 

weniger als 8 Aminosäuren. Vielleicht deshalb werden nach Stimulation einer Zelle 

mit IFN� drei neue katalytische Untereinheiten gebildet, welche als �i-Einheiten 

bezeichnet werden und die drei „normalen“ Untereinheiten in neu gebildeten 
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Proteasomen ersetzen. Dieser Austausch geht mit einem veränderten Profil der 

entstehenden Peptide einher: es wird zu größeren Peptiden hin verschoben. 

 

 

1.6.3 Substraterkennung und Ubiquitinierung 
 
Wie erkennt ein Proteasom sein Substrat? Da das Proteasom und die Zielproteine in 

demselben zellulären Kompartiment vorkommen, muss der Abbau der Proteine 

streng kontrolliert sein. Die Markierung für den Abbau erfolgt durch die Übertragung 

des kleinen Proteins Ubiquitin (Ub) auf das Zielprotein. Dabei wird das C-terminale 

Glycin des Ubiquitins mit der ε-Aminogruppe eines Lysin-Restes im Zielprotein über 

eine Isopeptidbindung verknüpft. Über das Lysin an Position 48 des ersten Ub 

werden weitere Ubiquitin-Moleküle an dieses angehängt, bis eine Poly-Ubiquitin-

Kette an dem Zielprotein entsteht. Diese wird vom RP des Proteasoms erkannt und 

das Protein der Hydrolyse zugeführt [89]. 

Für die Ubiquitinierung von Proteinen sind drei Gruppen von Enzymen zuständig, die 

als E1, E2 und E3 bezeichnet werden. Die E1 sind sog. Ubiquitin-aktivierende 

Enzyme, die unter ATP-Verbrauch eine energiereiche Thioester-Bindung mit dem Ub 

eingehen. Die E1 geben das Ub weiter an die E2, die sog. Ubiquitin-konjugierenden 

Enzyme („ubiquitin conjugating enzymes“, UBCs). Diese übertragen das Ub dann auf 

das Substrat, welches dafür an ein E3 (Ubiquitin-Protein Ligase) gebunden sein 

muss. Die Hierarchie dieses Übertragungsprozesses hat eine pyramidale Struktur: 

ein einzelnes E1 kann mit vielen E2 interagieren, von denen wiederum jedes mit 

mehreren E3 wechselwirken kann. Die Spezifität des Prozesses wird daher 

hauptsächlich durch die E3-Enzyme vermittelt, welche ein Substrat und ein 

„passendes“ E2 gleichzeitig erkennen müssen. E3s sind häufig Komplexe aus 

mehreren Proteinen, von denen eines das Substrat bindet, eines das E2 und ein 

weiteres das Gerüst („scaffold“) für diese Interaktion bildet (Review [90]).  
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1.7 Die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) 
 

1.7.1 Die physiologische Bedeutung von Tryptophan 
 
L-Tryptophan (L-Trp, W) wurde 1902 von Hopkins und Cole bei der Spaltung von 

Casein mit Trypsin entdeckt, der Name bedeutet etwa „das tryptisch Offenbarte“ 

(griech. phaneros = offenbar). L-Tryptophan kann von Pflanzen und 

Mikroorganismen synthetisiert werden, ist aber für Säugetiere die am wenigsten 

verfügbare essentielle Aminosäure. Es ist die Grundsubstanz für eine Reihe von 

physiologisch relevanten Molekülen (mehr als 40 aromatische Metabolite sind 

beschrieben). Bekannte Tryptophan-Derivate sind z. B. die Seh-Pigmente der Krebse 

und Insekten, die Ommochrome. Ein bedeutender Weg des Tryptophan-

Stoffwechsels, eingeleitet durch das Enzym Tryptophan-5-Monooxygenase, führt zur 

Bildung von Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT). Serotonin wirkt als 

Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nervensystem sowie als 

Gewebshormon, welches u. a. die Darmperistaltik anregt und Gefäßmuskeln 

kontrahiert. Serotonin ist selbst wieder Vorstufe für Melatonin, ein Hormon aus der 

Zirbeldrüse von Wirbeltieren. Melatonin ist u. a. an der Regelung des circadianen 

Rhythmus beteiligt.  

 

 

1.7.2 Der Kynurenin-Weg 
 
Der zweite wichtige, vom Tryptophan ausgehende Stoffwechselweg ist der sog. 

Kynurenin-Weg. Der erste und mengenbestimmende Schritt dieses Weges wird 

katalysiert von den Enzymen Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO) und Tryptophan 2,3-

dioxygenase (TDO). Beide Enzyme weisen Unterschiede betreffend ihrer Struktur 

und Gewebeverteilung auf, katalysieren aber die gleiche Reaktion: die oxidative 

Spaltung des Indolringes von L-Tryptophan. Das Produkt dieser Reaktion ist N-

Formylkynurenin, welches durch die Kynurenin-Formylase weiter umgewandelt wird 

zu Kynurenin. Endprodukte dieses Stoffwechselweges sind Nikotinsäure bzw. 

Nikotinsäureamid, welche für die Produktion von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid 

(NAD) verwendet werden. Einige Zwischen- und Nebenprodukte des Kynurenin-

Weges (Kynurensäure, Picolinsäure, Chinolinsäure) sind von pharmakologischer 

Bedeutung, da sie anscheinend neurotoxisch wirken (Review [91]). 
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Die IDO und die TDO katalysieren zwar die gleiche Reaktion, erfüllen in vivo aber 

sehr unterschiedliche Aufgaben. Die TDO bestimmt hauptsächlich die systemische 

Tryptophan-Konzentration im gesunden menschlichen Körper. Sie wird nur in der 

Leber exprimiert und akzeptiert als Substrat nur L-Tryptophan. Ihre Expression kann 

durch verschiedene Aminosäuren (Tryptophan, Tyrosin, Histidin, Phenylalanin) und 

Glukokortikoide gesteigert werden (Review [92]). Die TDO regelt damit die 

allgemeine Verfügbarkeit von L-Trp für die oben genannten Stoffwechselwege, 

welche in vielen Bereichen der Physiologie eines Organismus von Bedeutung sind. 

Eine lokale Verarmung an L-Trp (Tryptophan-Depletion) stellt aber auch einen sehr 

effektiven Schutz gegen verschiedene tryptophanabhängige Krankheitserreger dar. 

Eine Tryptophan-Depletion wird ausgelöst durch eine starke IDO-Aktivität, welche in 

allen bisher darauf untersuchten Geweben durch Zytokine (vor allem IFN�) und 

inflammatorische Stoffe (LPS) induziert werden kann. Die IDO spielt daher wohl 

keine entscheidende Rolle im normalen Tryptophan-Stoffwechsel, sondern viel mehr 

in der Erregerabwehr. Die Aktivierung der IDO kann als Teil einer Immunantwort, der 

nicht an Immunzellen gebunden ist, interpretiert werden. 

In den nächsten beiden Abschnitten sollen die IDO und ihre Regulation, sowie die 

Bedeutung der von ihr induzierten Tryptophan-Depletion als antimikrobieller 

Effektormechanismus näher erläutert werden. 

 

 

1.7.3 Katalytische Eigenschaften der IDO 
 
Das IDO-Protein wurde zuerst Ende der siebziger Jahre von der Arbeitsgruppe um 

Osamu Hayaishi aus dem Dünndarm von Kaninchen gereinigt und biochemisch 

charakterisiert. Die IDO ist ein etwa 42 kD großes, glykosyliertes, monomeres Enzym 

mit Häm als prosthetischer Gruppe. Anders als die TDO akzeptiert die IDO außer L-

Tryptophan auch andere Indolamine wie 5-Hydroxytryptophan, D-Tryptophan, 

Tryptamin und Serotonin als Substrat [93]. Auf diesen Befund gründen sich die 

Namen der beiden Dioxygenasen.  

Bei den von Dioxygenasen katalysierten Reaktionen handelt es sich fast immer um 

die oxidative Spaltung von aromatischen Ringsystemen. Dabei dient molekularer 

Sauerstoff als zweites Substrat, und anders als bei den Monooxygenasen werden 

hier beide Atome des Sauerstoffes in das Produkt eingebaut [20]. Die IDO katalysiert 

die oxidative Spaltung des Indolringes des Tryptophans. Das Produkt dieser 
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Reaktion ist N-Formylkynurenin, welches durch die Kynurenin-Formylase weiter 

umgesetzt wird zu Kynurenin und Formiat.  
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Abb. 3: Die Reaktion von L-Tryptophan zu L-Kynurenin 

 

Die IDO zeigt bei der Wahl der Substrate eine für Dioxygenasen ungewöhnliche 

Eigenschaft: sie kann in vitro als zweites Substrat nicht nur Sauerstoff, sondern auch 

(anscheinend sogar bevorzugt) das Superoxid-Anion O2
- verwenden. Aufgrund 

dieses Umstands wird die IDO teilweise durch Superoxid-Dismutase (SOD) inhibiert, 

solange Sauerstoff vorhanden ist aber nicht komplett. Ein weiterer Inhibitor der IDO 

ist das Wasserstoffperoxid H2O2 [94,95]. Ob die Verwendung von O2
- als Substrat in 

vivo tatsächlich auftritt ist nicht bekannt und auch der genaue Katalysemechanismus 

wird gerade erst erforscht [96].  

 

 

1.7.4 Regulation der IDO-Gentranskription 
 
Das Gen, welches die IDO kodiert, befindet sich auf Chromosom 8 [97], ist etwa 15 

kb groß und besteht aus 10 Exons und 9 Introns. Von ihm wird eine 1.7 kb mRNA 

transkribiert, mit einem offenen Leseraster von 1209 Nukleotiden, welche in ein 

Protein mit 403 Aminosäuren translatiert wird [98,99]. Das IDO-Protein hat große 

Ähnlichkeit mit dem Myoglobin von Gastropoden der Familien Trochidae, Turbinidae 

und Haliotiidae (27% Identität auf Aminosäure-Ebene), was auf ein gemeinsames 

Vorläufer-Gen schließen lässt [100,101]. 

Die Regulation der Transkription des IDO-Gens wurde zuerst von Gupta und 

Mitarbeitern an humanen Fibroblasten eingehend untersucht. Sie fanden zunächst 

heraus, dass die Transkription durch IFN� stark induziert werden konnte, durch 

IFN�/� aber nur sehr schwach, und dass die Induktion durch IFN� die de novo-
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Proteinbiosynthese eines Mediators erfordert, die Induktion durch IFN�/� aber nicht. 

Im Promotor des IDO-Gens finden sich mehrere regulatorische Elemente, darunter u. 

a. eine TATA- und eine CCAAT-Box sowie GAS- und ISRE-Elemente [102]. Weitere 

Promotorstudien zeigten, dass die ISRE-Elemente die wichtigste Rolle bei der 

Transkription des IDO-Gens spielen [103,104], womit dem Transkriptionsfaktor IRF-1 

eine besondere Bedeutung zukommt. Dieser Befund erklärt auch die Notwendigkeit 

einer Proteinbiosynthese für die IFN�-induzierte IDO-Induktion, denn IRF-1 wird nach 

einem IFN�-Stimulus de novo gebildet.  

IFN� ist der wichtigste Induktor der IDO-Gentranskription, die anderen Interferone 

sind nur schwache Induktoren. Die Transkription des IDO-Gens wird aber noch von 

weiteren Zytokinen und LPS beeinflusst. IL-1� und LPS verstärken die IDO-Induktion 

durch IFN� (und IFN�) in humanen Makrophagen, und LPS kann auch alleine 

induzierend wirken [105]. Der LPS-Effekt ist direkt und beruht nicht auf einer 

Produktion von IL-1� oder TNF� durch die aktivierten Makrophagen [106]. Diese 

Effekte wurden sowohl an in vitro aus Monozyten differenzierten Makrophagen, als 

auch an ex vivo präparierten Alveolar-Makrophagen gemessen [107]. Negativ 

regulatorisch wirken die TH2-Zytokine: Musso et al. fanden 1994, dass IL-4 die IDO-

Gentranskription in Monozyten hemmt [108]. Ähnliche Ergebnisse erhielten Chaves 

et al. später bei Untersuchungen an humanen Fibroblasten: in der Zelllinie 2C4 

verstärkt TNF� die IFN�-induzierte Transkription des IDO-Gens (und kann auch 

alleine schwach induzieren), während IL-4 und IL-13 diese hemmen. Die Induktion 

durch IFN� und TNF� wird in 2C4-Zellen aber nicht durch IL-4 und IL-13 beeinflusst 

[109].  

 

 

1.7.5 Bedeutung der IDO als Effektor und Modulator im Immunsystem 
 
Die antimikrobielle Wirkung der IDO wurde zuerst 1984 von Pfefferkorn beschrieben. 

Er zeigte, dass IFN�-stimulierte humane Fibroblasten das Wachstum von 

Toxoplasma gondii, einem obligat intrazellulären Erreger, in vitro hemmen konnten. 

Durch Supplementation mit L-Tryptophan konnte die antiparasitäre Wirkung wieder 

aufgehoben werden [110]. Später wurde demonstriert, dass der antiparasitäre Effekt 

direkt auf der Verarmung an Tryptophan beruht und nicht auf einem Abbauprodukt 

des Tryptophan-Katabolismus [111]. Diese Beobachtungen wurden später auch an 
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Makrophagen [112], Astrozyten [113] und Glioblastomzellen [114] gemacht. Die 

Wirksamkeit der Tryptophan-Verarmung als antimikrobieller Mechanismus konnte 

auch an prokaryotischen intrazellulären Erregern, z. B. an Chlamydia psittaci gezeigt 

werden [115]. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die zelluläre IDO-Aktivität 

das Wachstum von Enterokokken [116] und Streptokokken der Gruppe B [117] 

effizient hemmt.  

Eine starke IDO-Aktivität führt intrazellulär und in der unmittelbaren Umgebung der 

aktivierten Zellen zu einer vollständigen Verarmung an Tryptophan, so dass sich die 

Zellen selbst vor diesem Mechanismus schützen müssen. Vielleicht zu diesem 

Zweck induziert IFN� auch die Synthese der Tryptophanyl-tRNA-Synthetase (WRS) 

[118]. Dies ist ein direkter IFN�-induzierter Effekt und beruht nicht auf der später 

einsetzenden Tryptophan-Depletion [119]. Es wird vermutet, dass nach Stimulation 

mit IFN� möglichst viel des in der Zelle verfügbaren Tryptophans an die 

entsprechende tRNA gebunden wird. Dieses gebundene Tryptophan sollte dann nur 

noch der Wirtszelle zur Verfügung stehen, aber nicht mehr dem Parasiten. 

Den vielleicht wichtigsten Aspekt der IDO-Aktivität im Immunsystem entdeckte 1998 

die Arbeitsgruppe von Mellor. Sie fand, dass schwangere Mäuse, die mit einem 

Inhibitor der IDO gefüttert wurden, den allogenen Fötus abstoßen. Dieser Effekt war 

abhängig von der Entwicklung und Aktivität der T-Zellen der Mutter [120]. 

Anscheinend schaffen Zellen in der Plazenta aufgrund einer konstitutiven IDO-

Aktivität eine tryptophanverarmte Mikroumgebung, in der T-Zellen nicht proliferieren 

und daher auch nicht gegen den „fremden“ Fötus agieren können. Der IDO-Aktivität 

in der Plazenta kommt damit eine entscheidende Rolle für den normalen Verlauf 

einer Schwangerschaft zu. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte später zeigen, dass 

IFN�-aktivierte Makrophagen die Proliferation von T-Zellen in vitro hemmen können 

[121], und dass T-Zellen, die in Abwesenheit von Tryptophan durch Antigen-Kontakt 

aktiviert wurden, sogar eine Toleranz gegen das entsprechende Antigen entwickeln 

können [122]. Jüngst konnten eine deutsche und eine italienische Arbeitsgruppe 

unabhängig voneinander zeigen, dass die IDO-vermittelte Inhibition der Proliferation 

in vitro durch Tryptophan-Metabolite ausgelöst wird. Der Effekt war nicht nur bei T-

Zellen zu beobachten, sondern auch bei NK- und B-Zellen [123,124]. Diese Befunde 

führten zu der anhaltenden Diskussion, ob die Verfügbarkeit von Aminosäuren einen 

allgemeinen Faktor darstellt, mit dem die Aktivität von Immunzellen reguliert werden 

kann. 
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1.7.6 Regulation der IDO durch NO 
 
Im Jahre 1994 konnten Thomas et al. zeigen, dass die IDO-Aktivität in IFN�-

stimulierten Monozyten durch NO gehemmt wird [125]. Unsere Arbeitsgruppe 

untersuchte die funktionellen Folgen dieser Inhibition. Humane Zellen sind nach 

einem IFN�-Stimulus in der Lage, einen IDO-vermittelten antimikrobiellen Effekt 

auszuüben, der tryptophanabhängige Krankheitserreger im Wachstum hemmt. 

Dieser Effekt wird durch NO komplett blockiert, unabhängig davon ob die IDO-aktive 

Zelle das NO selbst produziert oder eine benachbarte Zelle [116,126]. In dieser 

Arbeit wurde die Interaktion zwischen der IDO und NO weiter untersucht. 

 

 

1.8 Konzeption der Arbeit 
 

Die in dieser Arbeit untersuchten zellulären Aktivitäten, die NO-Produktion durch die 

iNOS und die Tryptophan-Depletion durch die IDO, sind beide als antimikrobiell und 

immunregulatorisch beschrieben. Daher ist es interessant zu untersuchen, ob sich 

diese Mechanismen bei gleichzeitiger Induktion in derselben Zelle gegenseitig 

beeinflussen und ob eine solche Beeinflussung funktionelle Konsequenzen hat. Es 

war bekannt, dass NO die Aktivität der IDO in vitro inhibiert. Bis auf diesen reinen 

Fakt, der nur an einem einzigen Zelltyp gezeigt wurde, ist dieser immunologisch sehr 

bedeutsame Effekt nicht weiter charakterisiert worden.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von verschiedenen Zytokinen und NO 

auf die Aktivität und die Expression der IDO untersucht. Als zelluläre Systeme 

wurden die humanen epithelialen Tumore A549 und RT4 verwendet. Von der Zelllinie 

RT4 war bekannt, dass sie in der Lage ist nach einer Stimulation durch Zytokine NO 

zu produzieren. Die A549-Zelllinie wurde zwar schon verwendet, um die 

Transkription des iNOS-Gens in humanen Zellen zu untersuchen, aber eine 

Produktion von NO ist dabei nicht gezeigt worden und Daten zur IDO-Expression 

wurden in diesen Zellen noch nie erhoben. Für Untersuchungen an beiden Zelllinien 

wurden auch chemische NO-Donoren eingesetzt, um die Effekte von endogen 

produziertem und exogen appliziertem NO vergleichen zu können. Die Applikation 

von exogenem NO repräsentierte eine reine NO-Wirkung auf zelluläre Funktionen, 

unabhängig von Zytokinen. 
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Im ersten Teil der Arbeit wurde die IDO-Inhibition durch NO in Zellassays und in 

Enzymtests untersucht, sowie die Regulation der Transkription des IDO-Gens durch 

Zytokine. Dabei konnte gezeigt werden, dass für eine Inhibition der IDO relativ hohe 

NO-Konzentrationen notwendig waren und dass Zytokine die Transkription des IDO-

Gens in beiden verwendeten Zelllinien auf die gleiche Art und Weise regulierten, die 

Transkription des iNOS-Gens aber leicht unterschiedlich. Im zweiten Teil der Arbeit 

wurden die Auswirkungen von Zytokinen und NO auf die Expression des IDO-

Proteins untersucht. Hier zeigte sich, dass sowohl endogenes als auch exogenes NO 

den Gehalt an IDO-Protein in beiden Zelllinien zeit- und dosisabhängig verminderte. 

Dieser Effekt war rein NO-abhängig und beruhte nicht auf einer Wirkung der 

Zytokine. Eine Transkriptionskontrolle des IDO-Gens durch NO konnte ebenfalls 

ausgeschlossen werden. Im dritten Teil der Arbeit wurde der gefundene Effekt durch 

den Einsatz von Inhibitoren der Proteinbiosynthese und des Proteinabbaus näher 

charakterisiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass NO einen beschleunigten Abbau 

des IDO-Proteins durch das Proteasom induzierte. Dieser Aspekt der Regulation des 

IDO-Proteins war bisher nicht bekannt und wird in der vorliegenden Arbeit erstmalig 

beschrieben. 
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2 Material und Methoden 
 

 

2.1 Material 
 

2.1.1 Zellkultur 
 
2.1.1.1 Puffer und Medien für die Zellkultur 

Glutamin        BioWhittaker, Belgien 

Fötales Kälberserum (FCS)     BioWhittaker, Belgien 

RPMI 1640 Medium       BioWhittaker, Belgien 

RPMI 1640 w/o L-Cys und L-Met     PAN Biotech, Aidenbach 

Trypsin/EDTA-Lösung      Biochrom, Berlin 

 

 

2.1.1.2 Zelllinien 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet: 

Die Zelllinie 86HG39 ist ein humanes Glioblastom. Sie wurde im Institut für 

Neuropathologie der HHU Düsseldorf isoliert und von T. Bilzer und Mitarbeitern 

immunhistologisch und morphologisch untersucht [127]. Die Zelllinie 86HG39 wurde 

als Astrozytom charakterisiert, denn ca. 80% der Zellen exprimieren den spezifischen 

Astrozytenmarker „glial fibrillary acidic protein“ (GFAP). 

Die Zelllinie RT4 wurde von der American Type Culture Collection (Rockville, USA) 

bezogen (ATCC-Number HTB-2). Sie wurde aus dem Blasenkarzinom eines 63 

jährigen Kaukasiers isoliert und zeigt alle Merkmale einer epithelialen Zelle.  

Die Zelllinie A549 stammt aus einem Lungentumor eines 58 jährigen Kaukasiers. Sie 

ist ebenfalls eine epitheliale Zelle und wurde von Lieber et al. charakterisiert. 

Bezogen wurde diese Zelllinie von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig). 

 

 

2.1.2 Zytokine 
 
Alle Zytokine wurden bezogen von PeproTech Inc. (USA) oder R&D Systems GmbH 

(Wiesbaden). Die Zytokine wurden in RPMI 1640 Medium gelöst und als Stocklösung 
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bei -80°C aufbewahrt. Nach dem Auftauen wurden sie für maximal eine Woche bei 

4°C gelagert. 

Verwendete Zytokine: 

Rekombinantes humanes Interferon gamma (IFNγ) 

Rekombinantes humanes Interleukin-1 beta (IL-1β) 

Rekombinanter humaner Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) 

 

 

2.1.3 Antikörper 
 
2.1.3.1 Primäre Antikörper 

Die Antikörper wurden nach Herstellerangaben rekonstituiert und gelagert. Folgende 

Antikörper wurden verwendet: 

 

Anti-IDO (monoklonal, Maus)    freundlicherweise zur  

Verfügung gestellt von 

   O. Takikawa (Hokkaido  

University, Japan) 

Anti-GAPDH (monoklonal, Maus)    HyTest, Finnland 

Anti-Ubiquitin (monoklonal, Maus)   Zymed Laboratories, USA 

 

2.1.3.2 Sekundäre Antikörper, Peroxidase-gekoppelt 

Ziege-anti-Maus, HRP      Dianova, Hamburg 

Maus-anti-Kaninchen, HRP     Dianova, Hamburg 

(HRP = horseraddish peroxidase) 

 

 

2.1.4 Enzyme 
 
Expand High Fidelity DNA Polymerase    Roche, Mannheim 

Pfu Turbo DNA Polymerase     Stratagene, USA 

Herculase™ Enhanced DNA Polymerase   Stratagene, USA 

DNase I        Roche, Mannheim 

Klenow Enzym       Roche, Mannheim 

Katalase        Sigma, Deisenhofen 
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2.1.5 Größenstandards 
 
2.1.5.1 Größenstandards für Proteine 

SeeBlue Plus 2 Pre-stained Standard    Invitrogen, Karlsruhe 

Mark12™ Standard       Invitrogen, Karlsruhe 

 

2.1.5.2 Größenstandards für Nukleinsäuren 

Lambda DNA / EcoR I + Hind III Marker    Promega, USA 

1kb DNA Leiter       BRL, Eggenstein 

100bp DNA Leiter       BRL, Eggenstein 

0,24-9,5kb RNA Leiter      BRL, Eggenstein 

 

 

2.1.6 Molekularbiologische Kits 
 
Advantage RT-for-PCR Kit      BD Biosciences, USA 

NOSdetect™ Assay Kit      Stratagene, USA 

High Pure PCR Product Purification Kit    Roche, Mannheim 

 

 

2.1.7 Oligonukleotide 
 
Oligonukleotide zur Amplifikation von cDNA mittels PCR 

Alle hier aufgeführten Oligonukleotide dienten als PCR-Primer dem spezifischen 

Nachweis und der Amplifikation von bestimmten mRNA-Transkripten, die in cDNA 

revers transkribiert wurden. Sie wurden synthetisiert von MWG Biotech, Eberling. 

 

GAPDH forward 5’-ATG GGG AAG GTG AAG GTC GGA GTC 

GAPDH reverse 5’-CAG CGT CAA AGG TGG AGG AGT GG 

Das Primer-Paar ist spezifisch für das Transkript der GAPDH. Es liefert Amplifikate 

mit einer Größe von 892bp. 

 

IDO forward  5’-GCA AAT GCA AGA ACG GGA CAC T 

IDO reverse  5’-TCA GGG AGA CCA GAG CTT TCA CAC 

Das Primer-Paar ist spezifisch für das Transkript der IDO. Es liefert Amplifikate mit 

einer Größe von 464bp. 
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iNOS forward 5’-AT AGA ATT CTG GGG CAG CGG GAT GAC TTT 

iNOS reverse 5’-AT AGA ATT CGT GAT GGC CGA CCT GAT GTT GC 

Das Primer-Paar ist spezifisch für das Transkript der iNOS und liefert Amplifikate mit 

einer Größe von 467bp. Unterstrichen ist eine zusätzlich eingefügte 

Restriktionsschnittstelle für EcoRI.  

 

 

2.1.8 Allgemeine Chemikalien 
 
Zum Ansetzen aller Lösungen und Medien wurde hoch reines Wasser benutzt, 

welches im folgenden als Aqua dest. bezeichnet wird (Elix-System, Millipore GmbH, 

Neu Isenburg). Alle allgemeinen Chemikalien (Salze und Säuren), die nicht unter 

dem Punkt „Feinchemikalien“ aufgeführt sind, besaßen den Reinheitsgrad „pro 

analysis“ und wurden bezogen von der Firma Merck (Darmstadt). 

 

 

2.1.9 Feinchemikalien 
 
Alle hier aufgelisteten Chemikalien waren Bestandteil von Lösungen und Puffern. 

Chemikalien, die als aktive Substanz in Zellassays eingesetzt wurden, sind bei den 

entsprechenden Methoden gesondert aufgeführt. 

p-Aminobenzensulfonamid     Sigma, Deisenhofen 

(Sulfanilamid) 

7-Amino-4-methylcoumarin (AMC)    Sigma, Deisenhofen 

Blocking-Reagenz       Roche, Mannheim 

Cäsiumchlorid, technical grade     ICN Biomedicals, USA 

Coomassie Brilliant Blue G     Sigma, Deisenhofen 

L-Cystein        US Biochemicals, USA 

Deoxycholat        Sigma, Deisenhofen 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)     Sigma, Deisenhofen 

p-Dimethylaminobenzaldehyd     Sigma, Deisenhofen 

(Ehrlich’s Reagenz) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)      Serva, Heidelberg 

1,4-Dithiothreitol (DTT)      Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)    Merck, Darmstadt 
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Formamid        Sigma, Deisenhofen 

Glycin         ICN Biomedicals, USA 

Glyzerin        Merck, Darmstadt 

Guanidinthiocyanat (GSCN)     Merck, Darmstadt 

Igepal CA-630       Sigma, Deisenhofen 

Magermilchpulver (Skim milk powder)    Oxoid, England 

β-Mercaptoethanol       Sigma, Deisenhofen 

Methylenblau       Merck, Darmstadt 

L-Methionin        US Biochemicals, USA 

2-(N-Morpholino)propansulfonsäure (MOPS)   Sigma, Deisenhofen 

N-(1-Naphtyl)ethylendiamin     Sigma, Deisenhofen 

Natriumascorbat       Sigma, Deisenhofen 

Natriumnitrit        Sigma, Deisenhofen 

Natrium-N-Lauroylsarcosinat     Sigma, Deisenhofen 

β-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid Phosphat,   Sigma, Deisenhofen 

reduziert (NADPH)  

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)    Sigma, Deisenhofen 

L-Tryptophan       Sigma, Deisenhofen 

Xylencyanol        Serva, Heidelberg 

 

 

2.1.10 Radiochemikalien 
 
L-[2,3,4,5-3H] Arginin Hydrochlorid    apbiotech, Freiburg 

[�-32P] dCTP        apbiotech, Freiburg 

L-35S-Methionin / L-35S-Cystein     ICN Biomedicals, USA 

(Tran35S Label) 

 

 

2.1.11 Allgemeine Lösungen und Puffer 
 
Alle prozentualen Angaben sind, wenn nicht anders angegeben, w/v-Angaben 

Acrylamid-Stocklösung    29.2% Acrylamid  

(Rotiphorese Gel 30,    0.8% N.N’-Methylenbisacrylamid 

Roth, Karlsruhe) 
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Anodenpuffer 1 für Proteintransfer  30mM Tris 

20% (v/v) Methanol 

Anodenpuffer 2 für Proteintransfer  0.3M Tris 

20% (v/v) Methanol 

Bradford-Reagenz     50ml Ethanol absolut 

100ml Phosphorsäure 85% 

       100mg Coomassie Blue G 

Cäsiumchlorid-Dichtekissen   5.7M Cäsiumchlorid 

10mM EDTA pH 7.5 

6x DNA-Ladepuffer     0.25% Bromphenolblau  

0.25% Xylencyanol 

       30% Glyzerin 

Elektrophoresepuffer für     50mM Tris  

SDS-PAGE      0.4M Glycin 

0.1% SDS 

GSCN-Lösung     4M GSCN 

20mM Natriumacetat pH 5.2 

0.1mM DTT 

0.5% Natrium-N-Laurylsarcosinat 

High-SDS-Puffer     7% SDS 

       50mM Natriumphosphat pH 7 

       50% Formamid 

       2% Blocking Reagenz (Roche) 

       50µg/ml Hefe-RNA 

       5x SSC 

       0.1% N-Laurylsarcosinat 

Kathodenpuffer für Proteintransfer  25mM Tris 

40mM 6-Aminohexansäure 

       20% (v/v) Methanol 

Methylenblau-Lösung    0.5M Natriumacetat pH 5.2 

       0.04% Methylenblau 
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10x MOPS      0.2M MOPS 

0.08M Natriumacetat pH 7.4 

       0.01M EDTA 

5x Protein-Probenpuffer    10% SDS  

(Laemmli-Puffer)     0.4M Tris-HCl pH 6.8 

25% (v/v)Glyzerin 

0.1% Bromphenolblau 

       5% �-Mercaptoethanol 

PBS pH 7.3      0.8% Natriumchlorid 

(Serag Wiessner, Naila)    0.02% Kaliumchlorid 

       0.025% Kaliumdihydrogenphosphat; 

       0.135% Dinatriumhydrogenphosphat 

RNA-Ladepuffer     50% (v/v) Glyzerin 

1mM EDTA 

0.4% Bromphenolblau  

0.4% Xylencyanol 

Sammelgelpuffer für Proteingele   0,5M Tris-HCl pH 6.8 

0.1% SDS 

20x SSC, pH 7.0     0,3M Natriumcitrat;  

3M Natriumchlorid 

10x TBE-Puffer     0.9M Tris  

0.9M Borsäure 

20mM EDTA pH 8.0 

TBS pH 7.4      10mM Tris 

       150mM NaCl 

Trenngelpuffer für Proteingele   1.5M Tris-HCl pH 8.8 

0,1% SDS 

Trypanblau-Lösung     0.16% Trypanblau  

0.85% Natriumchlorid 

Waschpuffer Northern    2x SSC, 0.5% SDS 

       2x SSC, 0.1% SDS 

       0.1x SSC, 0.5% SDS 
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2.1.12 Verschiedenes 
 
Dialyseschläuche MWCO 12-14 kD    Medicell Ltd., England 

Filterpapier Whatman 3MM     Merck, Darmstad 

Gelfiltrationssäulen (Sephadex G-25)    apbiotech, Freiburg 

Glasfasermikrofilter Whatman GF/C    Merck, Darmstadt 

Kulturflaschen       Costar, Bodenheim 

Mikrotiterplatten       Costar, Bodenheim 

Mikrotiterplatten Fluorotrac     Greiner, Nürtingen 

Nitrocellulosemembran Protran     Schleicher & Schuell, 

         Dassel 

Nylonmembran Hybond N+     apbiotech, Freiburg 

Röntgenfilme Kodak X-OMAT AR    Kodak, USA 

Sterilfilter Sterivex™-HV, 0,45µM     Millipore, USA 

Sterilfilter Dynagard® 0,2µM     Microgon Inc., USA 

 

 

2.2 Methoden 
 

2.2.1 Kultivierung und Sicherung von Zelllinien 
 
Alle Zelllinien wurden in RPMI1640 Medium, supplementiert mit 5% FCS und 2mM 

Glutamin, kultiviert. Das FCS wurde vor Verwendung im Kulturmedium für 30 

Minuten auf 56°C erhitzt, um Komplementproteine zu inaktivieren. Die Kultivierung 

aller Zellen erfolgte in 75cm2-Kulturflaschen im Brutschrank (Heraeus) bei 37°C in 

befeuchteter, mit 10% CO2 versetzter Luft. 

Für die Sicherung der Zelllinien wurden ca. 107 Zellen in 1ml FCS / 10% DMSO 

aufgenommen und in flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

 

2.2.2 Zellernte und Lebendzellzählung 
 
Alle Arbeiten mit Zellen wurden an einer sterilen Werkbank durchgeführt, deren 

Arbeitsfläche zuvor mit 70% Ethanol gereinigt wurde. Alle für diese Arbeiten 

verwendeten Lösungen wurden entweder steril geliefert oder durch Autoklavieren 

(121°C, 2 bar) bzw. Sterilfiltration sterilisiert.  
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Um Zellen zu splitten oder um sie für Tests in Mikrotiterplatten zu überführen, wurde 

zunächst das Kulturmedium entfernt. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen 

und für 5 bis 10 Minuten mit 5ml Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert, um die adhärenten 

Zellen vom Boden der Kulturflasche zu lösen. Nach Zugabe von 8ml Medium wurden 

10ml der erhaltenen Zellsuspension in Zentrifugenröhrchen überführt und durch 

Zentrifugation (1200rpm, 10min, 4°C, Heraeus Megafuge 1.0 R) pelletiert. Den in der 

Kulturlasche verbliebenen 3ml Zellsuspension wurden 12ml Medium zugegeben, und 

die Zellen wurden weiter kultiviert. 

Von dem Zellpellet wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in 5-10ml Medium 

resuspendiert. Dann wurde die Anzahl der lebenden Zellen festgestellt. Dazu wurden 

50µl der Zellsuspension mit Trypanblau-Lösung geeignet verdünnt und die lebenden 

Zellen in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Die Zellsuspension wurde dann 

auf die geeignete Anzahl Zellen/ml eingestellt und für Zellassays verwendet. 

 

 

2.2.3 Zellstimulation 
 
Für die Behandlung von Zellen mit Zytokinen, Inhibitoren oder anderen aktiven 

Substanzen wurde zunächst das Medium entfernt. Dann wurde frisches Medium, das 

zuvor mit den entsprechenden Substanzen in geeigneter Konzentration versetzt 

wurde, auf die Zellen gegeben und diese für verschiedene Zeiträume im Brutschrank 

inkubiert. 

 

 

2.2.4 Nukleinsäure-Untersuchungen 
 
2.2.4.1 Präparation von RNA 

Lösungen, die für Experimente mit RNA bestimmt waren, wurden immer mit 0,1% 

DEPC versetzt und nach Inkubation über Nacht autoklaviert bzw. mit DEPC-

behandeltem Wasser (DEPC-Wasser) angesetzt. 

Gesamt-RNA wurde durch Lyse der Zellen mit Guanidinthiocyanat (GSCN) und 

anschließender Ultrazentrifugation des Lysats auf einem Cäsiumchlorid-Dichtekissen 

gewonnen [128]. Diese Methode nutzt die Tatsache aus, daß RNA in Cäsiumchlorid 

eine höhere Schwebedichte hat als andere Zellbestandteile und deshalb bei der 
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Zentrifugation pelletiert wird, während DNA, Lipide und Proteine im Überstand 

verbleiben. 

Nach geeigneter Stimulation wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 

PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 4ml GSCN-Lösung lysiert. Das Lysat 

wurde in Greiner-Röhrchen überführt und die Flaschen mit 3ml DEPC-Wasser 

ausgespült, um das restliche Lysat quantitativ entfernen zu können. Diese 3ml 

wurden mit den 4ml Lysat vereinigt. 

In einem Polyallomer-Ultrazentrifugenröhrchen (Beckman) wurden 3ml des 

Cäsiumchlorid-Dichtekissens vorgelegt und dieses mit dem gesamten Lysat 

überschichtet. Es folgte eine Zentrifugation (Ultrazentrifuge Beckman Optima L60) 

bei 33000rpm und 23°C für 16 Stunden (Rotor SW41Ti, Beckman). Nach der 

Zentrifugation wurde der Überstand abgesaugt und der Boden des Röhrchens mit 

einem heißen Skalpell abgeschnitten. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit 75%igem 

Ethanol gewaschen und dann in 40µl 10mM Tris / DEPC-Wasser, pH 7.5 gelöst. Die 

Konzentration und die Reinheit der RNA wurden photometrisch bei 260nm bzw. 

280nm bestimmt (DNA/RNA Calculator II, Pharmacia). Die RNA wurde für weitere 

Versuche nur verwendet, wenn der Quotient der Absorptionen bei 260nm und 280nm 

� 1,9 war. Für die Konzentration galt vereinfacht: 1 OD260nm = 40µg RNA/ml. 

 

 

2.2.4.2 Gelelektrophorese von RNA 

Für die gelelektrophoretische Auftrennung von RNA wurden Formaldehyd-Gele (1% 

Agarose, 6% (v/v) Formaldehyd, 1x MOPS) verwendet, mit 1x MOPS als 

Elektrophorese-Puffer [128]. 

 

Auftrennungsansatz:  9µl Probe (30-50µg Gesamt-RNA) 

     20µl Formamid 

     7µl 37% Formaldehyd 

     4µl 10x MOPS 

 

Der Ansatz wurde für 10 Minuten auf 65°C erhitzt und anschließend 5 Minuten auf 

Eis stehen gelassen. Dann wurden 4µl RNA-Auftragungspuffer zugegeben. Die RNA-

Auftrennung erfolgte für 16-24h über Nacht, bei 30-40V und Raumtemperatur. 
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2.2.4.3 Northern Blot 

Für den Transfer von RNA auf Nylonmembran wurde das RNA-Gel 10 Minuten in 

DEPC-Wasser gewaschen und anschließend 15 Minuten in 20x SSC äquilibriert.  

Der Transfer erfolgte in einer Kapillar-Blotkammer (Scotlab Ltd. / Herolab, Wiesloch) 

für 2-3 Stunden. 

Als Transferpuffer diente 10x SSC. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran bei 

Raumtemperatur getrocknet, dann folgte das Fixieren der RNA durch UV-Licht bei 

0,6J/cm2 für eine Minute. 

Zur Visualisierung des RNA-Standards wurde dieser nach dem Transfer mit 

Methylenblau gefärbt. Nach 15-minütiger Fixierung in 5% Essigsäure wurde die 

Membran 5 Minuten lang in Methylenblau-Lösung gefärbt. Anschließend wurde die 

Membran gewässert, bis die gewünschte Färbung erreicht war.  

 

 

2.2.4.4 Sondenherstellung und Hybridisierung 

Für den spezifischen Nachweis der mRNAs der IDO und der Glyzerinaldehyd-3-

phosphat-dehydrogenase (GAPDH, Ladekontrolle) wurden die mittels PCR mit den 

unter Punkt 2.1.7 angegebenen Primern amplifierten Bereiche der jeweiligen cDNA 

als Sonde verwendet. Die PCR-Produkte wurden dafür mit dem High Pure PCR 

Product Purification Kit (Roche, Mannheim) gereinigt und ihre Konzentration 

photometrisch bestimmt (1OD260nm = 50µg/ml DNA). Für eine Sondenherstellung 

wurden 500ng dieser Produkte mit [�-32P]-dCTP mittels „Random Priming“ markiert. 

Die Amplifikate wurden zunächst in 9µl Aqua dest. aufgenommen, im kochenden 

Wasserbad denaturiert (10min), kurz zentrifugiert und für 5 Minuten auf Eis 

abgekühlt. Dann wurde der Labeling-Ansatz komplett zusammengestellt und für 2 

Stunden bei 37°C inkubiert. 

 

 Random-Priming Ansatz: 9µl Template (500ng) 

     je 1µl 0.5mM dATP, dGTP und dTTP 

     2µl Hexanukleotid-Mix (Roche) 

     5µl [�-32P]-dCTP (apbiotech) 

     1U Klenow-Enzym 
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Die markierten Sonden wurden mittels Gelfiltration auf einer Sephadex G50-Säule 

(apbiotech) von freien radioaktiven Nukleotiden getrennt und die Fraktionen mit der 

höchsten gemessenen Radioaktivität vereinigt  

 

Die Membran mit den transferierten RNA-Molekülen wurde für 1-2 Stunden in High-

SDS-Puffer bei 50°C im Wasserbad prähybridisiert. Anschließend folgte die 

Hybridisierung mit frisch hergestellter Sonde in High-SDS-Puffer bei 50°C über 

Nacht. Danach wurden die Membranen so lange mit Waschpuffer gewaschen, bis 

der Hintergrund strahlungsfrei war. Es folgte die Exposition mit Röntgenfilm bei -80°C  

für 1-2 Tage sowie die quantitative Auswertung im Phosphorimager (Fuji) des 

Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich Heine-

Universität Düsseldorf mit TINA 2.09-Software. 

 

 

2.2.4.5 Gelelektrophorese von DNA 

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurde in 1% Agarosegelen mit 

0.5µg/ml Ethidiumbromid durchgeführt. Als Puffer diente 0.5x TBE, die Auftrennung 

erfolgte bei 70-100V. Für die Dokumentation wurden die Gele anschließend mit dem 

Gelaufnahmegerät „Modul Digit-Store Duo“ (Intas, Göttingen) bei 340nm fotografiert.  

 

 

2.2.4.6 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) 

Um bestimmte mRNA-Transkripte in Gesamt-RNA qualitativ nachzuweisen, wurde 

die RNA zunächst in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde der Advantage RT-for-PCR 

Kit (BD Biosciences) nach Angaben des Herstellers verwendet.  

Anschließend wurden 5µl des Erststrang-Ansatzes für eine nachfolgende PCR 

(Thermocycler PTC200, MJ Research) mit den unter Punkt 2.1.7 angegebenen 

Primern eingesetzt. Die PCR-Ansätze setzten sich wie folgt zusammen: 
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   5µl Template 

   5µl Polymerase-Puffer 

   400µM dNTP-Mix 

   0.4µM Primer 

   2.5 U DNA-Polymerase 

   Aqua dest. ad 50µl 

 

Die Polymerasen waren Expand High Fidelity DNA Polymerase (Roche) oder 

Herculase™ Enhanced DNA Polymerase (Stratagene). Die Cycling-Programme 

sahen wie folgt aus: 

 

   95°C 5min 

   95°C 30sec 

   62°C 30-60sec     30 Zyklen 

   72°C 60sec 

   72°C 4min 

 

 

2.2.5 Untersuchungen von Proteinen 
 
2.2.5.1 Präparation von Zellextrakten 

Alle Lösungen, die bei der Präparation von Zellextrakten eingesetzt wurden (z.B. 

Aqua dest. für SDS-PAGE, IP-Lysepuffer für Immunpräzipitationen) oder in denen 

Zellextrakte inkubiert wurden enthielten einen Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC), um 

die zu untersuchenden Proteine vor dem Abbau durch freigesetzte Proteasen zu 

schützen. Dieser PIC bestand, wenn nicht anders erwähnt, aus folgenden 

Komponenten: 

 

   PIC: 2µg/ml Leupeptin 

    2µg/ml Aprotinin 

    2µg/ml Pepstatin 

    1mM AEBSF (Pefabloc) oder PMSF 

    1mM EDTA pH 7.5 
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Alle Protease-Inhibitoren bis auf PMSF wurden bezogen von Roche (Mannheim), 

EDTA von Merck (Darmstadt). Sie wurden als Stocklösung bei –25°C gelagert 

(Leupeptin und Aprotinin 1mg/ml in Aqua dest., AEBSF 100mM in Aqua dest., 

Pepstatin 1mg/ml in DMSO). Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) wurde bezogen von 

Sigma (Deisenhofen) und als 200mM-Stocklösung in Isopropanol bei 

Raumtemperatur aufbewahrt. 

 

 

2.2.5.2 Zellextrakte für die Gelelektrophorese 

Nach geeigneter Stimulation von 3-5x106 Zellen in 25cm2-Flaschen wurde das 

Medium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden 

sie in 3ml PBS mit einem Zellschaber geerntet (ohne Einsatz von Trypsin) und durch 

Zentrifugation pelletiert (2000rpm, 5min, 4°C). Nach Entfernen des Überstandes 

wurde das Pellet in 200µl Aqua dest. / PIC resuspendiert und vollständig lysiert durch 

3-5 Zyklen von Schock-Gefrieren in flüssigem Stickstoff und schnellem Auftauen im 

Wasserbad bei Raumtemperatur (freeze-thaw). Das erhaltene Lysat wurde 

anschließend zentrifugiert (10000rpm, 10min, 4°C, Heraeus Labofuge fresco) und 

der Überstand als Zellextrakt verwendet. Zellextrakte wurden bei –80°C gelagert. 

 

 

2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellextrakten 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode von Bradford 

angewendet [129]. Dazu wurden in einer Mikrotiterplatte serielle Verdünnungen der 

Zellextrakte in PBS hergestellt (Volumen 20µl, Doppelbestimmungen). Als Standard 

dienten verschiedene Konzentrationen von BSA in PBS (Dreifachbestimmungen). 

Nach Zugabe von 200µl Bradford-Reagenz wurde die Absorption bei 595nm in einem 

ELISA-Reader (Tecan Rainbow, SLT Labinstruments, Crailsheim) gemessen. Die 

Auswertung erfolgte mit der zugehörigen Software EasyWin Fitting (Tecan).  

 

 

2.2.5.4 Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) 

Für die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden Laemmli-Gele 

verwendet [128], wobei 10-20µg Gesamtprotein aufgetragen wurden. Bei großen 
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Gelen erfolgte die Auftrennung bei 100V im Sammelgel und bei 200V im Trenngel, 

bei Minigelen mit einer konstanten Stromstärke von 20mA pro Gel. 

 

 

2.2.5.5 Western Blot 

Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf Nitrozellulose-

Membranen wurde mittels „semidry-transfer“ ausgeführt [128]. Dabei wurde ein Gel-

Membran-Sandwich mit puffergetränkten Filterpapieren zwischen die Elektroden 

einer Western Blot-Kammer (CarboGlas, Schleicher � Schuell, Dassel) plaziert und 

die Proteine durch Elektroblotting transferiert (0.8mA/cm2, 30-60min). 

 

 

2.2.5.6 Antikörpernachweis von Proteinen 

Für den Nachweis von immobilisierten Proteinen auf Nitrozellulosemembranen 

mittels spezifischer Antikörper wurde die Membran zunächst für 1h mit 5% 

Magermilchpulver in PBS blockiert. Die primären Antikörper wurden in geeigneter 

Verdünnung in Puffer aufgenommen (1:5000 in PBS / 5% Milchpulver) und die 

Membran für 1h bei Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht damit inkubiert. Es 

folgten drei Waschungen mit PBS (5min), dann wurde für 1h mit HRP-gekoppeltem 

Sekundärantikörper inkubiert (1:10000 in PBS / 5% Milchpulver). Nach drei weiteren 

Waschungen in PBS folgte eine Inkubation mit Chemilumineszenz-Substrat (ECL, 

apbiotech) für 5min. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte durch Exposition 

mit Röntgenfilm. 

Die Filme wurden digitalisiert (Aufnahmegerät „Modul Digit-Store Duo“, Intas, 

Göttingen) und densitometrisch ausgewertet mit dem Programm ScionImage (Scion 

Corp., USA). 

 

 

2.2.6 Bestimmung der IDO-Aktivität im Zellassay 
 
Die Messung der IDO-Aktivität basiert auf dem Nachweis des Endprodukts der von 

der IDO katalysierten Reaktion, L-Kynurenin, im Zellüberstand. Die Tests wurden in 

96-well Mikrotiterplatten angesetzt, mit 3x104 Zellen in einem Endvolumen von 200µl. 

Um den Test mit Substrat anzureichern wurde L-Tryptophan auf eine 
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Endkonzentration von 100µg/ml zugesetzt (Stocklösung 4mg/ml in RPMI 1640, 

aufbewahrt bei -25°C). Das Kulturmedium selbst enthielt 15µg/ml Tryptophan.  

Die Zellen wurden für 72h mit einer Verdünnungsreihe von IFN� und einer 

konstanten Konzentration von weiteren Zytokinen stimuliert, jeder Messwert als 

Dreifachbestimmung. Dann wurden 160µl des Überstandes in eine Spitzbodenplatte 

pipettiert und 10µl 30% Trichloressigsäure (TCA) zugesetzt, um Proteine auszufällen. 

Es folgte eine Inkubation im Wasserbad bei 50°C für 30min, um das 

Zwischenprodukt N-Formylkynurenin zu L-Kynurenin zu hydrolysieren. Anschließend 

wurden die ausgefallenen Proteine 10 Minuten bei 1800rpm abzentrifugiert (Heraeus 

Megafuge 1.0). Dann wurden 100µl des Überstandes in eine Flachbodenplatte 

überführt, mit 100µl Ehrlich’s Reagenz versetzt und die Absorption bei 492nm im 

ELISA-Photometer (SLT Labinstruments, Crailsheim) gemessen. 

Ehrlich’s Reagenz reagiert mit Kynurenin zu einem gelben Azofarbstoff. Das 

Reagenz wurde für jede Messung frisch angesetzt. Die Stärke der Absorption bei 

492nm repräsentiert die Menge an gebildetem Kynurenin [130]. 

 

Ehrlich’s Reagenz: p-Dimethylaminobenzaldehyd, 12mg/ml in 96% Essigsäure 

 

 

2.2.7 Bestimmung der IDO-Aktivität im Zellextrakt 
 
Bei diesem Test wurde nicht die Akkumulation von L-Kynurenin über einen langen 

Zeitraum nachgewiesen, sondern die momentane IDO-Aktivität im Zellextrakt. Dafür 

wurden Zellen für 24 Stunden mit IFN� stimuliert und anschließend geerntet. Nach 

Bestimmung der Lebendzellzahl wurden für jede Probe 2x106 lebende Zellen in 

200µl PBS (mit PIC) aufgenommen und durch 3-5 Zyklen freeze-thaw lysiert. Die 

nach einer Zentrifugation (10000rpm, 10min, 4°C) erhaltenen Überstände wurden als 

Zellextrakte eingesetzt. Für eine Messung wurden 200µl Extrakt mit 200µl 2x IDO-

Reaktionspuffer vereinigt und für 30min bei 37°C inkubiert. Jede Messung wurde als 

Doppelbestimmung ausgeführt (je zwei Extrakte von je 2x106 Zellen pro Messwert). 

Um den Einfluss von NO auf die hier gemessene IDO-Aktivität zu untersuchen, 

wurden chemische NO-Donoren eingesetzt (s. Punkt 2.2.12). Diese wurden in 

verschiedenen Konzentrationen direkt vor Zugabe des Zellextraktes in den 

Reaktionspuffer gegeben.  
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Nach der Inkubation bei 37°C wurden den Ansätzen 30µl 30% TCA zugegeben, 

gefolgt von einer weiteren Inkubation bei 50°C (30min, Hydrolyse des N-

Formylkynurenin zu L-Kynurenin). In den nach der anschließenden Zentrifugation 

(10000rpm, 10min, RT) erhaltenen Überständen wurde das L-Kynurenin durch 

Reaktion mit Ehrlich’s Reagenz wie unter Punkt 2.2.6 beschreiben nachgewiesen. 

 

2x IDO-Reaktionspuffer: 100mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.5 

    40mM Ascorbat 

    20µM Methylenblau 

    200µg/ml Katalase 

    800µM L-Tryptophan 

 

Der Reaktionspuffer wurde angesetzt nach der Vorgabe von Feng und Taylor [131]. 

Dem Puffer werden Ascorbat (Antioxidationsmittel) und Methylenblau zugesetzt, um 

die IDO in der aktiven Fe2+-Form zu bewahren. Freie IDO oxidiert sehr schnell unter 

Bildung von katalytisch inaktivem Fe3+-Häm. Die Katalase ist notwendig um das im 

Zellextrakt entstehende Wasserstoffperoxid zu eliminieren, da Peroxid-Ionen die IDO 

inhibieren. Sie wurde direkt vor Verwendung des Puffers frisch zugegeben, die 

restlichen Komponenten wurden vorgemischt und bei –25°C gelagert. 

 

 

2.2.8 Bakterienwachstum im Testsystem 
 
Um die bakteriostatische Wirkung der IDO-vermittelten Tryptophan-Depletion zu 

messen, wurden Testsysteme analog denen zur IDO-Aktivitätsbestimmung (Punkt 

2.2.6) eingesetzt. 3x104 A549-Zellen pro well wurden für 72h mit einer 

Verdünnungsreihe von IFN�, teilweise zusammen mit einer konstanten Konzentration 

von IL-1� (100U/ml), stimuliert. Dabei wurde jeder Messwert als Dreifachbestimmung 

angesetzt. Anschließend wurden die Zellüberstände mit einer konstanten Anzahl 

Streptokokken der Gruppe B infiziert, wobei die Bakterien entweder nur in 

tryptophanfreiem Medium oder gleichzeitig mit einer frischen Tryptophan-Lösung (auf 

eine Endkonzentration von 100µg/ml L-Trp im Test) zugegeben wurden. Die Tests 

wurden anschließend für weitere 24h inkubiert. Danach erfolgte die Bestimmung des 

Bakterienwachstums durch Messung der Trübung des Zellüberstandes bei 620nm im 

ELISA-Photometer.  
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Für die Infektion der Zellüberstände wurde eine Einzelkolonie von Streptokokken in 

1ml RPMI 1640 Medium (w/o Tryptophan) suspendiert. Diese Suspension wurde in 5 

Schritten jeweils 1:10 verdünnt, ebenfalls in RPMI 1640 Medium, um dem Test 

nachträglich kein Tryptophan zuzuführen. Von der vierten Verdünnungsstufe wurden 

10µl in jede Vertiefung der Testplatte pipettiert. Um die Anzahl der für den Test 

eingesetzten Bakterien zu ermitteln, wurden 10µl aus jeder Verdünnungsstufe als 

Doppelbestimmung auf eine Blutagar-Platte pipettiert. Nach Inkubation über Nacht 

wurden die gebildeten Kolonien ausgezählt. Die Bakterienzahl in der 

Verdünnungsstufe 4 lag immer zwischen 30 und 100cfu/10µl. 

 

 

2.2.9 Bestimmung der iNOS-Aktivität im Zellassay 
 
Das von Zellen produzierte NO reagiert mit Wasser und Hydroxid-Ionen (OH-) zu 

Nitrit (NO2
-) und Nitrat (NO3

-). Daher kann die iNOS-Aktivität über den Nachweis von 

Nitrit-Ionen im Zellüberstand bestimmt werden. Dafür wurde die Griess-Reaktion 

eingesetzt [132], eine sensitive Methode zum Nachweis von Nitrit (Nachweisgrenze 

ca. 1-2µM). Bei diesem Nachweis reagiert zunächst Nitrit mit Sulfanilamid zu einem 

Diazoniumsalz. Dieses bildet dann in einem zweiten Schritt mit N-(1-Naphtyl)-

ethylendiamin einen Azofarbstoff.  

Dieser Test wurde in 96-well Mikrotiterplatten angesetzt. 3x104 Zellen wurden mit 

geeigneten Zytokin-Konzentrationen 72h im Brutschrank inkubiert, in Gegenwart 

oder Abwesenheit von NOS-Inhibitoren. 

Für die Messung der NO-Produktion wurden 100µl des Überstandes in eine 

Flachbodenplatte pipettiert und 100µl Griess-Reagenz zugesetzt (frisch angesetzt). 

Nach 15 Minuten wurde die Absorption bei 540nm im ELISA-Photometer bestimmt. 

Um die Menge an produziertem Nitrit berechnen zu können, wurde bei jeder 

Messung ein Standard mitgeführt. Dieser bestand aus Natriumnitrit gelöst in 

RPMI1640 Medium in Konzentrationen von 200µM bis 0,2µM. 

 

Griess-Reagenz:   0,1% N-(1-Naphtyl)ethylendiamin (in A. dest.) 

     2,5% Sulfanilamid (in 15% HCl) 

     frisch im Verhältnis 1:2 gemischt 
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NOS-Inhibitor:   AMT Hydrochlorid (Calbiochem) 

 

AMT (2-Amino-5,6-dihydro-6-methyl-4H-1,3-thiazin) wirkt als Substratanalogon und 

ist ein selektiver iNOS-Inhibitor (IC50 3.6nM). Es wurde mit einer Konzentration von 

100µg/ml eingesetzt. Stocklösungen von 2mg/ml wurden in Medium hergestellt und 

bei –25°C gelagert.  

Da die Griess-Reaktion in der vereinfachten Form, wie sie hier durchgeführt wurde, 

nur Nitrit aber kein Nitrat nachweist, unterschätzt dieser Test die tatsächlich 

entstandene Menge NO. Für einen genaueren Nachweis wird vor der Messung eine 

Nitrat-Reduktase-Reaktion durchgeführt, um Nitrat zu Nitrit zu reduzieren. Dieser 

Test diente aber nur dem vergleichenden Nachweis einer NO-Produktion und musste 

daher nicht quantitativ genau sein. 

 

 

2.2.10 Bestimmung der iNOS-Aktivität im Zellextrakt 
 
Während die Messung von akkumuliertem Nitrit im Zellüberstand eine NOS-Aktivität 

über einen langen Zeitraum anzeigt, kann mit der hier beschriebenen Methode eine 

momentane NOS-Aktivität im Zellextrakt gemessen werden. Dazu wurde der 

NOSdetect-Kit von Stratagene verwendet. Für den Test wurden Zellextrakte mit 

Tritium-markiertem Arginin ([3H]-Arginin) inkubiert. War im Extrakt eine NOS-Aktivität 

vorhanden, so wurde das [3H]-Arginin zu NO und [3H]-Citrullin umgesetzt. Das [3H]-

Citrullin wurde dann auf einer Säulenmatrix von überschüssigem [3H]-Arginin 

getrennt und im Szintillationszähler gemessen.  

Für einen Test wurden Zellen in 25cm2-Kulturflaschen über verschiedene Zeiträume 

geeignet stimuliert. Dann wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 

PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen im 2ml PBS / PIC mit einem 

Zellschaber geerntet, in 2ml-Eppendorfgefäße überführt und für 2min bei 13000rpm 

und 4°C abzentrifugiert (Heraeus Labofuge fresco). Der Überstand wurde 

abgenommen, das Zellpellet in 100µl 1x Homogenization buffer (im Kit enthalten) / 

PIC aufgenommen und durch drei Zyklen freeze-thaw lysiert. Nach einer weiteren 

Zentrifugation (13000rpm, 5min, 4°C) wurde eine Bestimmung der 

Proteinkonzentration im Überstand durchgeführt und 50-100µg Gesamtprotein für 

den Assay eingesetzt. Dieser wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
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Jede Probe wurde zweifach angesetzt. Die Inkubationszeit der Proben betrug 20 

Minuten bei 37°C. Als Kontrollen dienten Extrakte von nicht stimulierten Zellen und 

Ansätze, die mit dem NOS-Inhibitor N-Nitro-Arginin versetzt wurden (war im Kit 

enthalten). 

Nach Aufreinigung der Proben über die Säulenmatrix wurde der Durchfluss mit 5ml 

Szintillationsflüssigkeit (ReadySafe, Beckman) gemischt und im Szintillationszähler 

(LS 3801, Beckman) gemessen. 

 

 

2.2.11 Realtime-PCR (TaqMan™-Technik) 
 
Zur Quantifizierung des zellulären Gehaltes an IDO-mRNA unter verschiedenen 

Inkubationsbedingungen wurde zunächst die Gesamt-RNA der Zellen präpariert. Ein 

Teil der RNA (1µg) wurde anschließend für die Synthese von cDNA-Einzelsträngen 

unter Verwendung von Random-Hexamer-Primern verwendet (Advantage RT-for-

PCR Kit, BD Biosciences). Die cDNA wurde in der nachfolgenden Realtime-PCR als 

Template für die Quantifizierung eingesetzt. 

Die Sequenzen der in der Realtime-PCR verwendeten Oligonukleotide für die 

Amplifikation und Quantifizierung der IDO-mRNA lauteten: 

 

IDO forward real: 5’-CGC CTT GCA CGT CTA GTT CTG 

IDO reverse real: 5’-CGG ACA TCT CCA TGA CCT TTG 

IDO Sonde:  5’-(FAM) ATG CAT CAC CAT GGC ATA TGT GTG GG (TAMRA) 

 

Generiert wird ein Amplicon der Basenpaare 868-938 der IDO-mRNA (GeneBank 

Accession-Nr. M34455). Die Primer wurden von MWG Biotech (Eberling) 

synthetisiert, die Sonde von Eurogentec (Seraing, Belgien).  

Als Standard für die Quantifizierung diente eine Verdünnungsreihe des Konstruktes 

aus dem Plasmid pMEP4 mit der vollständigen Sequenz des kodierenden Bereiches 

der IDO-mRNA (hergestellt von Ralf Langen, Institut für Med. Mikrobiologie). Die 

Berechnung der Anzahl der Moleküle in diesem Standard erfolgte durch Messung 

der optischen Dichte einer Lösung des Kontruktes (1OD260nm = 50µg/ml DNA). Aus 

der bekannten Größe des Plasmids (11612bp mit Insert) konnte sein 

Molekulargewicht berechnet werden, wobei das Molekulargewicht eines 

Basenpaares näherungsweise als 660g/mol angenommen wurde. Die nun bekannte 
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molare Konzentration der Standardlösung wurde mit Hilfe der Avogadro-Zahl 

(6,022x1023 Moleküle pro Mol) in eine absolute Molekülzahl umgerechnet. 

Als interner Standard für jede Probe wurde gleichzeitig der Gehalt an GAPDH-mRNA 

quantifiziert. Dazu wurde der „GAPDH TaqMan™ Endogenous Control Kit“ von 

Eurogentec nach Angaben des Herstellers verwendet. 

 

Ein Ansatz für die Realtime-PCR bestand aus folgenden Komponenten: 

 

 5µl Template 

 25µl qPCR™ Mastermix 

 0.3µM Primer 

 3µM Sonde 

 Aqua dest. ad 50µl 

 

Der „qPCR™ Mastermix“ (Eurogentec) enthält dNTPs, Magnesiumchlorid, Uracil-N-

Glykosylase und eine Hotstart-DNA-Polymerase. Jeder einzelne Ansatz wurde in 

eine Vertiefung auf einer optischen 96well-Platte pipettiert, die Standard-Ansätze 

wurden als Doppelbestimmung gemessen. Die Reaktion wurde im ABI Prism 5700 

Sequence Detector (Applied Biosystems) ausgeführt. 

 

Cycling-Programm:  50°C, 2min 

    95°C, 10min 

    95°C, 15sec 

    60°C, 1min 
x40

 

Die Taqman-Technik unterscheidet sich von einer konventionellen PCR dadurch, 

dass zusätzlich zu den Primern noch eine sequenz-spezifische Sonde eingesetzt 

wird, die zwischen den Primern am Template bindet. Diese Sonde ist am 5’-Ende mit 

einem Reporter-Farbstoff (6-Carboxy-fluorescein, FAM), am 3’-Ende mit einem 

Quencher-Farbstoff (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin, TAMRA) modifiziert. 

Zusätzlich ist das 3’-Ende chemisch phosphoryliert, damit hier keine Extension der 

Sonde erfolgen kann. In der intakten Sonde unterdrückt der Quencher die 

Fluoreszenz des Reporters aufgrund der räumlichen Nähe durch „Fluoreszenz-

Resonanz-Energietransfer“ (FRET). In der Extensionsphase der PCR, wenn beide 
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Primer und die Sonde am Template gebunden haben, trifft die Polymerase auf die 

Sonde und beginnt sie zu verdrängen. Es bildet sich eine Y-förmige Struktur, durch 

welche die 5’-3’-Exonuklease-Aktivität der Polymerase aktiviert wird. Daraufhin wird 

die Sonde hydrolysiert, der Reporterfarbstoff befindet sich nicht mehr in räumlicher 

Nähe des Quenchers und kann mit Licht einer spezifischen Wellenlänge (488nm) zur 

Fluoreszenz angeregt werden Dieses Signal ist strikt sequenzspezifisch, weil eine 

nicht exakt gebundene Sonde von der Polymerase verdrängt wird, bevor die 

Exonuklease-Aktivität einsetzt. Die Zunahme der Fluoreszenz wird bei jedem Zyklus 

von einer CCD-Kamera erfasst. Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit der zum 

Cycler gehörenden ABI SDS-Software. 

 

 

2.2.12 Chemische NO-Donoren 
 
2.2.12.1 Allgemeines 

Um Zellen auch ohne eine Induktion der iNOS mit NO inkubieren zu können, wurden 

in dieser Arbeit chemische NO-Donoren verschiedener Substanzklassen eingesetzt 

(Produktion von exogenem NO). Alle NO-Donoren wurden als Feststoff bei –25°C 

gelagert und entsprechende Lösungen erst direkt vor dem Einsatz in der Zellkultur 

hergestellt. Alle diese Donoren zerfallen in Lösung mit einer bestimmten 

Halbwertszeit (t1/2), wobei sich NO und, je nach Donor, ein zweites Reaktionsprodukt 

bilden. Dieses zweite Reaktionsprodukt sollte im Test keinen Einfluß auf die Zellen 

haben. Daher wurden als Kontrollen stets „entgaste“ Formen der Donoren mitgeführt, 

die in dieser Arbeit stets als –NO-Form bezeichnet werden (so ist DETA-NO die 

entgaste Form von DETA/NO). Für ihre Herstellung wurde der entsprechende Donor 

nach Protokoll in Lösung gebracht und diese Lösung dann für 3-7 Tage bei 37°C 

inkubiert. Dabei wurde die Lösung immer wieder geschüttelt und das Reaktionsgefäß 

geöffnet, um entstandenes NO entweichen zu lassen. Nach der Inkubation wurden 

die Kontrollen bei –25°C gelagert, für einen Test aufgetaut und in der höchsten 

verwendeten Konzentration des Donors eingesetzt. 

 

2.2.12.2 Diazeniumdiolate (NONOate) 

Bei diesen Substanzen handelt es sich um Polyamine, die eine funktionelle 

[N(O)NO]- Gruppe tragen. Sie sind als Feststoff und in basischer Lösung stabil, 

zerfallen bei neutralem oder saurem pH aber nach der folgenden Reaktion 
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  X—[N(O)NO]- → X- + 2NO 

Dabei handelt es sich um einen spontanen Zerfall, dessen Geschwindigkeit nur von 

der Temperatur abhängt. Diese Stoffe sind als NO-Donoren sehr variabel, denn die 

Struktur der Grundsubstanz X beeinflußt die Halbwertszeit des Stoffes. So können 

für verschiedene Versuche, je nachdem ob eine stetige oder eine kurzlebige NO-

Freisetzung erforderlich ist, Substanzen mit einer passenden Halbwertszeit 

eingesetzt werden. Von NONOaten sind Halbwertszeiten von 1 Minute bis 1 Tag 

gemessen worden [133]. 

Synthetisiert und untersucht wurden diese Substanzen vor allem von dem 

amerikanischen Chemiker L. K. Keefer [134]. Da für die NONOate keine einheitliche 

internationale Nomenklatur besteht, werden die in dieser Arbeit verwendeten Stoffe 

durchgehend mit ihren Kürzeln DETA/NO und MAMA/NO bezeichnet. 

 

 

2.2.12.3 S-Nitrosothiole (RSNOs) 

S-Nitrosothiole sind Verbindungen, die eine oder mehrere S-nitrosierte Thiolgruppen 

beinhalten. Das können Aminosäuren, Peptide oder Proteine sein. Sie entstehen 

durch die Reaktion der Grundsubstanz mit einem NO-Donor einer anderen 

Substanzklasse oder saurem Nitrit in Gegenwart von Sauerstoff nach der Formel 

   RSH + XNO � RSNO + X- + H+ 

Diese Reaktion wird als S-Nitrosierung bezeichnet. Wie die NONOate unterscheiden 

sich die S-Nitrosothiole auch in ihren Halbwertszeiten. S-Nitroso-Gruppen in 

Proteinen können sehr stabil sein, während niedermolekulare Verbindungen (z.B. S-

Nitrosocystein) kurzlebig sind. Im Gegensatz zu den NONOaten ist die Halbwertszeit 

der S-Nitrosothiole aber nicht nur durch die Temperatur beeinflußt. Der Zerfall wird 

katalysiert und hängt ab von der Konzentration an Eisen, Kupfer und anderen SH-

Gruppen in der jeweiligen Lösung. Außerdem ist die S-NO-Bindung lichtempfindlich.  

Der Zerfall der S-Nitrosothiole ist im Einzelfall nicht genau untersucht. Häufig 

entstehen jedoch NO und das entsprechende Disulfid durch homolytische Spaltung 

der S-N-Bindung: 

   2 RSNO � RSSR + 2 NO 

Klar ist jedoch, dass auch heterolytische Spaltungen vorkommen, wobei dann 

getrennte Ladungen entstehen. Die genauen Regeln des Zerfalls einzelner S-

Nitrosothiole sind aber nicht bekannt. 
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2.2.13 Eigenschaften und Herstellung der verwendeten NO-Donoren 
 
2.2.13.1 Diethylentriamin-NONOat (DETA/NO) 

DETA/NO wurde synthetisiert und zur Verfügung gestellt von K.-D. Kröncke 

(Arbeitsgruppe Immunbiologie, HHU Düsseldorf). Die Grundsubstanz ist 

Diethylentriamin (DETA). DETA/NO gehört zur Klasse der NONOate und zerfällt bei 

37°C in PBS mit einer Halbwertszeit von etwa 8 Stunden. Dabei entstehen pro mol 

zerfallenem DETA/NO 1mol DETA und 2mol NO. 

Für eine 50mM Gebrauchslösung wurden 1.64mg DETA/NO in 194µl eiskaltem Aqua 

dest. gelöst und mit 6µl 1M HCl auf einen neutralen pH eingestellt. 

 

 

2.2.13.2 MAMA/NO 

Als zweites NONOat wurde MAMA/NO eingesetzt, ein Derivat des N,N’-Bismethyl-

1,6-hexendiamins. Es wurde ebenfalls synthetisiert und zur Verfügung gestellt von 

K.-D. Kröncke. Wie bei allen NONOaten entstehen beim Zerfall MAMA und NO im 

molaren Verhältnis 1:2. MAMA/NO hat bei 37°C in PBS eine Halbwertszeit von 2 

Minuten.  

Für eine 50mM Gebrauchslösung wurden 1.09mg MAMA/NO in 100µl PBS gelöst. 

 

 

2.2.13.3 S-nitroso-L-glutathion (GSNO) 

Hierbei handelt es sich um Glutathion, bei dem die SH-Gruppe des enthaltenen 

Cysteins S-nitrosiert ist (RSNO-Verbindung). Es wurde bezogen von Alexis 

Biochemicals, die Halbwertszeit liegt im Bereich von mehreren Stunden. Beim Zerfall 

entstehen äquimolare Mengen NO und oxidiertes Glutathion (GSSG). 

Für eine 50mM Gebrauchslösung wurden 1.68mg GSNO in eiskaltem PBS gelöst 

und direkt eingesetzt. 

 

 

2.2.13.4 S-nitroso-L-cystein (SNOC) 

SNOC ist S-nitrosiertes Cystein. Es hat in PBS bei 37°C eine Halbwertszeit von 25 

Minuten, beim Zerfall entstehen NO und Cystin (dimerisiertes Cystein).  

Für eine 100mM Gebrauchslösung wurden 0.69mg Natriumnitrit und 1.76mg L-

Cystein (Hydrochlorid) jeweils in 48µl eiskaltem Aqua dest. gelöst. Die beiden 
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Lösungen wurden vereinigt und mit 2µl 1M HCl angesäuert, anschließend mit 1-2µl 

1M NaOH neutralisiert [135]. 

 

 

2.2.13.5 S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin (SNAP) 

SNAP wurde von Alexis Biochemicals bezogen. Es handelt sich um eine S-Nitroso-

Verbindung (ein Derivat des Penicillins) mit einer Halbwertszeit von ca. 1 Stunde in 

PBS bei 37°C.  

Für eine 100mM Gebrauchslösung wurden 2.1mg SNAP in 100µl DMSO gelöst, für 

eine 9mM Lösung 2mg in 1ml Aqua dest. 

 

Die Strukturformeln der oben beschriebenen chemischen NO-Donoren sind in der 

folgenden Abbildung dargestellt. 
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Abb. 4: Die chemische Struktur der NO-Donoren, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. 
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2.2.14 Bestimmung der zellulären Proteinsyntheserate 
 
Um zu untersuchen, ob IFN� oder DETA/NO einen Einfluß auf die generelle 

Proteinsyntheserate der Zellen haben, wurde der Anteil TCA-präzipitierbarer counts 

aus Zellen gemessen, die für kurze Zeit mit radioaktiv markiertem L-Cystein und L-

Methionin (Tran35S-Label, ICN Biomedicals) inkubiert wurden. Für die Messungen 

wurden 1-5x105 Zellen in 24well-Platten für verschiedene Zeiträume mit IFN�, 

DETA/NO oder beidem stimuliert (jeweils Doppelbestimmungen). Als Kontrollen 

dienten unstimulierte Zellen und Zellen, die mit einem Inhibitor der Proteinsynthese, 

Cycloheximid (CHX, Calbiochem), inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die 

Zellen mit vorgewärmtem Puls-Medium gewaschen und anschließend für 15 Minuten 

in Puls-Medium inkubiert, um den intrazellulären Cystein- und Methionin-Pool zu 

depletieren. Dem Medium wurden dabei die Substanzen zugesetzt, mit denen zuvor 

stimuliert wurde. Nach den 15 Minuten wurde 0.1µCi/ml Tran35S Label zugegeben. 

Die Zellen wurden für 30 Minuten gepulst, dann zweimal mit PBS gewaschen und in 

500µl Lysepuffer für die Immunpräzipitation (IP-Lysepuffer) lysiert (30min, 4°C). Das 

Lysat wurde in Eppendorfgefäße überführt, 10 Minuten zentrifugiert (10000rpm, 4°C) 

und der Überstand für die Bestimmung der Syntheserate verwendet.  

 

 IP-Lysepuffer: 50mM Tris-Cl pH 7.5 

    150mM NaCl 

    1% Igepal CA-630 

    0.5% Deoxycholat 

 

Jeweils 10µl der Überstände wurden auf Glasfasermikrofilter (Whatman GF/C) 

pipettiert und 10 Minuten an der Luft getrocknet. Dann wurden die Filter in 10% TCA 

getaucht und auf Papiertüchern getrocknet. Der Vorgang wurde wiederholt und die 

Filter beim Trocknen auf 95°C erhitzt . Anschließend wurden die Filter noch zweimal 

in TCA getaucht und getrocknet und zweimal in Ethanol. Die jetzt vorhandene 

Radioaktivität wurde als TCA-präzipitierbarer Anteil angesehen. Die Mikrofilter 

wurden nach Zugabe von 5ml Szintillationsflüssigkeit im Szintillationszähler 

gemessen. Die dabei messbare Radioaktivität ist ein Maß für die Effektivität der 

Proteinsynthese während der 30 Minuten, in denen die Zellen mit radioaktiven 

Aminosäuren inkubiert wurden. 
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Puls-Medium bestand aus RPMI 1640 ohne L-Cys und L-Met, zugesetzt wurden 5% 

FCS und 2mM L-Glutamin. Chase-Medium bestand aus den gleichen Komponenten, 

wurde aber zusätzlich mit 20mg/l L-Cys und 20mg/l L-Met angereichert. Das für 

beide Medien verwendete FCS wurde über Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert, um 

im Serum vorhandene Aminosäuren zu entfernen. 

 

 

2.2.15 Pulse-Chase-Experimente und Immunpräzipitation (IP) 
 
Diese Experimente sollten die Wirkung von NO auf bereits gebildetes IDO-Protein 

deutlich machen. Für eine Probe wurden 2x106 Zellen in 6well-Platten für 16h mit 

100U/ml IFN� stimuliert. Dann wurde der Überstand abgenommen, die Zellen 

zweimal mit Puls-Medium gewaschen und anschließend in Puls-Medium mit 100U/ml 

IFN� inkubiert, um den intrazellulären Pool an Cystein und Methionin zu depletieren. 

Nach 15 Minuten wurden 0.1µCi Tran35S Label zugegeben und die Zellen für weitere 

30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde der Überstand entfernt, die Zellen dreimal 

mit Chase-Medium gewaschen und für verschiedene Zeiträume in Chase-Medium 

mit oder ohne Zusatz von 750µM DETA/NO inkubiert. 

Nach dem Chase wurde der Überstand abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS 

gewaschen und anschließend in 1ml IP-Lysepuffer (mit PIC) bei 4°C für 20-30min 

lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert (10min, 10000rpm, 4°C) und der resultierende 

Überstand für eine Immunpräzipitation der IDO sowie für eine Bestimmung der 

gesamten TCA-präzipitierbaren Radioaktivität (s. Punkt 2.2.14) verwendet. 

 

Für die Bestimmung der Menge des radioaktiv markierten IDO-Proteins wurde dieses 

mittels Immunpräzipitation aus dem Lysat aufgereinigt. Dazu wurde das Lysat 

zunächst mit 100µl Protein A-Sepharose (UltraLink™, Pierce) versetzt und für 15min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses „Precleaning“ diente der Entfernung von 

Proteinen, die unspezifisch an Protein A-Sepharose binden. Die Sepharose wurde 

anschließend abzentrifugiert (13000rpm, 5min, 4°C) und der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Dann wurden dem Lysat 5µl monoklonaler IDO-Antikörper 

zugegeben, gefolgt von einer Inkubation auf dem Drehrad (4°C, 8-16h). Nach Zusatz 

von 120µl Protein A-Sepharose folgte eine weitere Inkubation für 8-16h bei 4°C oder 

für 2h bei Raumtemperatur. Anschließend wurde die Sepharose mit den 

Immunkomplexen abzentrifugiert (13000rpm, 5min 4°C), dreimal mit IP-Lysepuffer 
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gewaschen und in 40µl Protein-Probenpuffer aufgenommen. Nach Erhitzen auf 95°C 

für 5min wurde die Sepharose nochmals abzentrifugiert (13000rpm, 2min) und der 

Überstand auf einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt. Anschließend wurden die 

Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, gefolgt von einer 

Autoradiografie mit Röntgenfilm (Kodak X-OMAT AR) bei –80°C für drei Tage. Die 

entstandenen Filmschwärzungen wurden densitometrisch ausgewertet (Software 

ScionImage). 

 

 

2.2.16 Inhibition von zellulären Funktionen 
 
Um die Auswirkungen einer NO-Produktion auf das IDO-Protein zu untersuchen, 

wurden Inhibitoren und Aktivatoren gegen verschiedene Zielmoleküle eingesetzt. 

Dies betraf die Proteinbiosynthese, die RNA-Synthese und den Proteinabbau.  

Die Ausführung der Versuche war bei allen Untersuchungen gleich. Die Zellen 

wurden für 8-16h mit IFN� stimuliert. Dann wurde das Medium abgenommen, die 

Zellen mit PBS gewaschen und frisches Medium mit den entsprechenden Inhibitoren 

(ohne IFN�) zugegeben. Eine Stunde später wurde ein NO-Donor zugegeben und die 

Zellen für weitere 16h inkubiert. Anschließend folgte die Lyse der Zellen und die 

Untersuchung des Gehaltes an IDO-Protein im Western Blot. 

 

 

2.2.17 Inhibition der Protein- und RNA-Synthese 
 
Um zu untersuchen, ob für den NO-vermittelten Effekt eine Neusynthese von RNA 

oder Proteinen notwendig ist, wurden Inhibitoren der Proteinsynthese (Cycloheximid, 

CHX) und der RNA-Synthese (Actinomycin D, ActD) eingesetzt. Stocklösungen von 

CHX (10mg/ml in Ethanol) und ActD (5mg/ml in Methanol) wurden bei –25°C 

gelagert. Cycloheximid wurde bezogen von Calbiochem (Bad Soden), Actinomycin D 

von US Biochemicals (USA). Die eingesetzten Konzentrationen waren 10µg/ml CHX 

und 5µg/ml ActD. 
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2.2.18 Inhibition des lysosomalen Proteinabbaus 
 
Um eine Beteiligung des Lysosoms am Abbau des IDO-Proteins zu testen, wurden 

Chemikalien eingesetzt welche die Einstellung des sauren pH-Wertes im Lysosom 

verhindern. Unter diesen Bedingungen sind die lysosomalen Proteasen nicht oder 

nur schwach aktiv. Eingesetzt wurde Chloroquin (CQ), eine zellpermeable, schwach 

basische Substanz, die sich in sauren Kompartimenten anreichert und diese 

alkalisiert. Chloroquin (Sigma, Deisenhofen) wurde als 100mM-Stock in PBS gelöst 

und bei –80°C gelagert. Als weiterer Inhibitor wurde Bafilomycin A1 (BA1) eingesetzt, 

ein spezifischer Inhibitor der lysosomalen v-ATPase [136]. Diese wirkt als 

Protonenpumpe in der Membran des Lysosoms und ist maßgeblich an der 

Ansäuerung beteiligt. Bafilomycin A1 (Calbiochem, Bad Soden) wurde als 0.1mM-

Stock in Methanol angelegt und bei –80°C gelagert. 

 

 

2.2.19 Inhibition des Proteinabbaus im Proteasom 
 
Mit zellpermeablen Inhibitoren des Proteasoms wurde die Beteiligung dieses 

Protease-Komplexes am Abbau des IDO-Proteins untersucht. Die eingesetzten 

Inhibitoren waren: 

 

 MG-132 (Z-Leu-Leu-Leu-CHO) 

 Proteasom-Inhibitor I (PSI, Z-Ile-Glu(OBut)-Ala-Leu-CHO) 

 Clasto-Lactacystin �-Lacton  

 

MG-132 und PSI sind synthetische, chemisch modifizierte Peptide. Sie inhibieren 

nicht nur die proteolytische Aktivität des Proteasoms, sondern in vitro auch noch 

andere zelluläre Proteasen wie Cathepsine und Calpain. Clasto-Lactacystin �-Lacton 

(Omuralid) ist kein Peptid, sondern ein zyklischer Ester. Es ist ein spezifischer 

Inhibitor aller proteolytischen Aktivitäten des Proteasoms und inhibiert in wesentlich 

höheren Konzentrationen nur noch Cathepsin A [137]. 

Alle Inhibitoren wurden bezogen von Calbiochem (Bad Soden). Sie wurden als 

Stocklösungen in DMSO angelegt (21mM für MG-132, 16mM für PSI, 4.7mM für 

clasto-Lactacystin �-Lacton) und bei –25°C gelagert. 
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2.2.20 Bestimmung der Proteasom-Aktivität im Zellextrakt 
 
Bei diesen Versuchen wurde die Aktivität des Proteasoms in Zellextrakten unter 

verschiedenen Bedingungen untersucht. Sie wurden modifiziert nach Rivett et al. 

durchgeführt [138]. Bei diesen Tests wurden fluorogene Substrate für das Proteasom 

eingesetzt. Dabei handelt es sich um Peptide, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff 7-

Amino-4-methylcoumarin (AMC) modifiziert wurden. Dessen Fluoreszenz wird durch 

das Peptid unterdrückt. Wird das Peptid durch eine proteasomale Aktivität 

hydrolysiert entsteht freies AMC, welches in einem Fluoreszenz-Photometer 

nachgewiesen und gegen einen Standard von freiem AMC quantifiziert werden kann.  

 

RT4-Zellen wurden mit verschiedenen Zytokinen bzw. einem NO-Donor für 16h 

inkubiert. Dann erfolgte die Lyse der Zellen und eine Proteinbestimmung. Für einen 

Testansatz wurden 50µg Gesamtprotein mit TBS pH 7.4 / PIC auf 98µl aufgefüllt. Die 

Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von fluorogenem Proteasom-Substrat auf 

eine Endkonzentration von 20µM. Es folgte eine Inkubation bei 37°C für 90 Minuten. 

Dann wurden 50µl Stoplösung und 50µl Aqua dest. zugegeben, die Ansätze in eine 

schwarze Mikrotiterplatte (Fluorotrac, Greiner) überführt und die entstandene Menge 

an freiem Fluoreszenzfarbstoff in einem Fluoreszenz-Photometer (FluoStar Optima, 

BMG) bei einer Excitation von 365nm und einer Emission von 450nm gemessen. Als 

Standard diente ein Verdünnungsreihe von freiem AMC (Sigma) in TBS, die 

ebenfalls vor der Messung mit Stoplösung und Aqua dest. verdünnt wurde. Die 

Messungen wurden mit der zum Photometer gehörenden Software (FluoStar) 

ausgewertet. Das Gerät wurde freundlicher Weise von der Arbeitsgruppe 

Immunbiologie (Leiterin: Prof. V. Kolb-Bachofen) zur Verfügung gestellt. 

AMC wurde als 2mM-Stocklösung in DMSO bei –25°C gelagert. Die 

Endkonzentrationen in den Standardlösungen betrugen 10µM bis 0.1µM.  

Die eingesetzten fluorogenen Substrate waren: 

 

Proteasom-Substrat II Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 

Proteasom-Substrat III (Z)-Leu-Leu-Glu-AMC 

 

Das Substrat II weist die „chymotrypsin-like“-Aktivität des Proteasoms nach, das 

Substrat III die „peptidylglutamyl-peptide hydrolizing“ (PGPH)-Aktivität. Beide 

Substrate wurden als 20mM-Stock in DMSO gelöst und bei –80°C gelagert.  
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Stoplösung:   0,25g Natriumacetat-Trihydrat in 4.375ml 100%  

    Essigsäure gelöst und mit Aqua dest. auf 25ml 

    aufgefüllt 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse  68 

3 Ergebnisse 
 

 

3.1 IDO-Aktivität und NO-Produktion in RT4- und A549-Zellen 
 

Zunächst wurde das Verhalten der beiden epithelialen Zelllinien RT4 und A549 

bezüglich der NO-Produktion und der Tryptophan-Depletion bei Stimulation mit 

verschiedenen Zytokinen untersucht. Sowohl die NOS-Aktivität als auch die IDO-

Aktivität dieser Zellen wurde in einem funktionellen Test gemessen, bei dem nach 

einer 72stündigen Stimulation die stabilen Endprodukte der jeweiligen Reaktion (L-

Kynurenin bzw. Nitrit) im Zellüberstand nachgewiesen wurden. Die Abb. 5 und 6 

zeigen repräsentative Experimente. 
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Abb. 5: Bestimmung der IDO-Aktivität in A549- und RT4-Zellen. 3x104 Zellen wurden für 72h mit einer 

Verdünnungsreihe von IFN� und den zusätzlich angegebenen Zytokinen (100U/ml IL-1�, 100U/ml 
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TNF�) bzw. einem NOS-Inhibitor (100µg/ml AMT) stimuliert, jeder Wert als Dreifachbestimmung. 

Anschließend erfolgte der Nachweis von L-Kynurenin im Zellüberstand wie unter Punkt 2.2.6 

beschrieben. 
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Abb. 6: Bestimmung der NO-Produktion in A549- und RT4-Zellen. 3x104 Zellen wurden für 72h mit 

einer Verdünnungsreihe von IFN� und den zusätzlich angegebenen Zytokinen (100U/ml IL-1�, 

100U/ml TNF�) bzw. einem NOS-Inhibitor (100µg/ml AMT) stimuliert, jeder Wert als 

Dreifachbestimmung. Anschließend erfolgte der Nachweis von Nitrit-Ionen im Zellüberstand wie unter 

Punkt 2.2.9 beschrieben. 

 

In diesen Experimenten zeigten die beiden Zelllinien A549 und RT4 bei identischer 

Stimulation ein unterschiedliches Verhalten bezüglich der IDO-Aktivität. Bei A549-

Zellen bewirkten die Zytokine IL-1� und TNF� eine Steigerung der IFN�-induzierten 

IDO-Aktivität, die vor allem im Bereich niedriger IFN�-Konzentrationen deutlich 

sichtbar war. Der selektive iNOS-Inhibitor AMT beeinflusste die IDO-Aktivität in 

diesen Zellen in keinem Fall. Bei den RT4-Zellen führte die Gabe von IL-1� bzw. IL-
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1� und TNF� zu einer kompletten Inhibition der IFN�-induzierten IDO-Aktivität (der 

Zusatz von TNF� alleine in schwächerem Maße). Dieser Effekt wurde durch den 

Zusatz von AMT aufgehoben, wobei AMT keinen Einfluss auf die nur durch IFN� 

induzierte Aktivität hatte.  

Auch bezüglich der NO-Produktion unterschieden sich die Zellen deutlich. Bei A549-

Zellen war mit steigender IFN�-Konzentration eine leichte Steigerung der Nitrit-

Konzentration im Zellüberstand feststellbar. Der Messwert bei einer gegebenen IFN�-

Konzentration konnte hier durch Zugabe von IL-1� und / oder TNF� nicht weiter 

gesteigert werden, lag aber bei Gabe des iNOS-Inhibitors AMT bei jeder Zytokin-

Konzentration etwa 0.5-1µM niedriger als ohne Inhibitor (Abb. 6). Der letzte Punkt 

spricht dafür, dass in A549-Zellen mit sehr hohen IFN�-Konzentrationen (500-

1000U/ml) eine schwache iNOS-Aktivität induzierbar ist. Ob die schwache 

Akkumulation von Nitrit bei niedrigen IFN�-Konzentrationen auf eine iNOS-Aktivität 

zurückzuführen ist kann nicht gesichert behauptet werden, da sich die Messwerte im 

Bereich von 1µM Nitrit bewegen und damit nahe an der Nachweisgrenze des Griess-

Assays (1-2µM) liegen. Geringe Änderungen in der Nitrit-Konzentration können in 

diesem Messbereich nicht erfasst werden. Wenn unter diesen Bedingungen eine 

iNOS-Aktivität in A549-Zellen vorhanden ist, so ist diese auf jeden Fall so schwach, 

dass sie die IDO-Aktivität in den A549-Zellen bei keiner getesteten Zytokin-

Konzentration beeinflusst.  

RT4-Zellen produzierten im gleichen Zeitraum bei jeder gegebenen Kombination von 

Zytokinen wesentlich mehr NO als A549-Zellen. Bei einer Stimulation mit IFN� + IL-

1� waren nach 72 Stunden etwa 5-6µM Nitrit im Zellüberstand nachweisbar, mit IFN� 

+ IL-1� + TNF� 8-9µM. Die Akkumulation von Nitrit wurde durch AMT blockiert (Abb. 

6). Diese Daten korrelieren gut mit denen der IDO-Aktivität in RT4-Zellen, welche bei 

eben diesen Zytokin-Kombinationen komplett inhibiert war, wobei die Inhibition durch 

AMT aufgehoben wurde (Abb. 5).  

Die hier gezeigten Daten bestätigen die von unserer Arbeitsgruppe publizierten 

Ergebnisse, dass NO die Aktivität der IDO inhibiert [116]. Sie erweitern die 

vorherigen Ergebnisse um den Punkt, dass hier zum ersten Mal ein selektiver iNOS-

Inhibitor eingesetzt wurde, um den hemmenden Effekt aufzuheben. Damit wird die 

Aussage bekräftigt, dass die NO-Produktion tatsächlich auf einer induzierten iNOS-

Aktivität beruht. Die Existenz einer anderen möglichen Quelle des NO, etwa eine 
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latent vorhandene aber sehr schwache eNOS-Aktivität, welche durch die Inkubation 

mit inflammatorischen Zytokinen gesteigert wird, wird damit sehr unwahrscheinlich. 

 

 

3.2 Konsequenzen der IDO-Inhibition für die Erregerabwehr 
 

Der in den oben beschriebenen Messungen gezeigte Unterschied des Verhaltens der 

beiden Zelllinien hinsichtlich der NO-Produktion sollte auch funktionelle 

Konsequenzen für die Fähigkeit der Zellen haben, tryptophanabhängige Erreger im 

Wachstum zu hemmen. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass RT4-Zellen nach 

Stimulation mit IFN� in der Lage sind, das Wachstum von Bakterien im Zellüberstand 

zu inhibieren. Diese Bakteriostase war durch Zugabe von L-Tryptophan komplett 

aufzuheben, was eine Tryptophan-Depletion durch die IDO als verantwortlichen 

Mechanismus identifizierte. Eine Stimulation der RT4-Zellen mit IFN� + IL-1� führte 

jedoch zu keiner Bakteriostase, weil das unter diesen Bedingungen von den Zellen 

gebildete NO die IDO-Aktivität und damit den antibakteriellen Effekt hemmt [116]. Bei 

den A549-Zellen war bei den hier dargestellten Untersuchungen jedoch keine starke 

NO-Produktion messbar und bei Stimulation mit IFN� + IL-1� zeigte sich keine 

Hemmung, sondern eine Steigerung der IDO-Aktivität (Abb. 5). Diese gesteigerte 

Aktivität sollte sich in einem Test auch auf die IDO-vermittelte Bakteriostase 

auswirken.  

Um diese Annahme zu überprüfen wurden A549-Zellen mit einer Verdünnungsreihe 

von IFN�, mit und ohne Zusatz von IL-1� für 72 Stunden stimuliert. Anschließend 

wurden Streptokokken der Gruppe B (häufigste Erreger einer Meningitis bei 

Neugeborenen) in den Zellüberstand gegeben. Dabei wurden die Bakterien alleine 

oder gemeinsam mit L-Tryptophan zugegeben. Nach 24 Stunden wurde das 

Wachstum der Bakterien im Zellüberstand photometrisch gemessen.  

Innerhalb der 72 Stunden Stimulation sollten die Zellen das Tryptophan im 

Zellüberstand vollständig abgebaut haben, was zu einer Wachstumshemmung bei 

tryptophan-abhängigen Bakterien führte. Werden die Bakterien jedoch zeitgleich mit 

neuem L-Tryptophan zugegeben, konnte wiederum ein Wachstum der Bakterien 

erfolgen. Die Abb. 7 zeigt ein repräsentatives Experiment. 

 

 



Ergebnisse  72 
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Abb. 7: IL-1� verstärkt den IFN�-induzierten bakteriostatischen Effekt in A549-Zellen. 3x104 

Zellen/well wurden mit einer Verdünnungsreihe von IFN� bzw. mit IFN� + 100U/ml IL-1� für 72h 

stimuliert. Dann wurden 40cfu Gruppe B-Streptokokken pro well zugegeben, mit oder ohne Zusatz von 

100µg/ml L-Tryptophan. Nach einer weiteren Inkubation über 24 Stunden wurde das 

Bakterienwachstum bei einer Wellenlänge von 600nm im ELISA-Reader gemessen. 

 

Das Experiment zeigte eine deutliche Verstärkung des IFN�-induzierten 

bakteriostatischen Effektes durch IL-1� in A549-Zellen. Während für eine effiziente 

Hemmung des bakteriellen Wachstums bei Stimulation mit IFN� alleine ein IFN�-

Konzentration von 500-1000U/ml notwendig war, so wurde bei Zusatz von 100U/ml 

IL-1� diese Hemmung schon mit 125U/ml IFN� erreicht. Wurden die Bakterien 

zusammen mit Tryptophan zugegeben, so konnte in beiden Fällen mit keiner der 

verwendeten IFN�-Konzentrationen eine Bakteriostase erreicht werden. Das zeigt, 

dass in beiden Fällen der antibakterielle Mechanismus eine IDO-vermittelte 

Tryptophan-Depletion des Zellüberstandes war. Die Möglichkeit der Induktion eines 

zweiten, nicht IDO-vermittelten bakteriostatischen Mechanismus durch IFN� + IL-1� 

wurde damit ausgeschlossen.  

Dieser Versuch unterstützte die Messungen der NO-Produktion und der IDO-Aktivität 

in den A549-Zellen: die gemessene Verstärkung der IDO-Aktivität durch IL-1� 

spiegelte sich wider in einer verstärkten Bakteriostase als funktionelle Konsequenz 

(Abb. 5, 7). Dies stand im klaren Gegensatz zu der Situation in RT4-Zellen, wo die 
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gleiche Kombination von Zytokinen aufgrund der stärkeren NO-Produktion in diesen 

Zellen eine Inhibition der IDO-Aktivität bewirkte (Abb. 5). Eine IDO-Inhibition hat ein 

ungehindertes Wachstum von pathogenen Bakterien in einem Testsystem, wie es in 

dem oben beschriebenen Experiment verwendet wurde, zur Folge [116]. Diese 

Experimente zeigten die Bedeutung der IDO-vermittelten Tryptophan-Depletion als 

antibakterieller Effektormechanismus und die Rolle von NO als Regulator dieses 

Mechanismus. 

 

 

3.3 Qualitative Analyse der Transkription der IDO- und iNOS-Gene 
 

Um die oben gezeigten funktionellen Daten zu unterstützen, wurde die initiale 

Induktion der IDO und der iNOS durch die verschiedenen Zytokine auf mRNA-Ebene 

mittels Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) verfolgt. Die Regulation der 

Transkription der Gene für die IDO und die iNOS durch Zytokine ist in den beiden 

hier verwendeten Zelllinien noch nicht eingehend untersucht worden. Bis auf die 

Experimente von Ganster et al., welche die Struktur des iNOS-Promotors in A549-

Zellen untersuchten (s. 1.4.5.2), stammen alle verfügbaren Daten zu der Regulation 

der iNOS und der IDO aus Zellen von anderen Geweben oder Spezies und sind 

aufgrund der häufig auftretenden zelltyp-spezifischen Zytokin-Effekte nicht ohne 

weiteres übertragbar. 

Für diese Experimente wurden A549- und RT4-Zellen für 8 Stunden mit den 

verschiedenen Zytokinen inkubiert. Anschließend wurde von diesen Zellen die 

Gesamt-RNA präpariert und für eine cDNA-Synthese mittels reverser Transkription 

verwendet. Durch eine anschließende PCR mit spezifischen Primern wurden die 

cDNA-Transkripte der IDO- und iNOS-mRNA amplifiziert. Als Positiv-Kontrolle diente 

der Nachweis der mRNA des Glykolyse-Enzyms Glyzerinaldehyd-3-phosphat-

dehydrogenase (GAPDH). Die Transkription des GAPDH-Gens sollte durch die 

verwendeten Zytokine nicht beeinflusst werden. Repräsentative Ergebnisse dieser 

Experimente sind in Abb. 8 gezeigt. 
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Abb. 8: Nachweis der GAPDH-, IDO- und iNOS-mRNA in unterschiedlich stimulierten Zellen mittels 

RT-PCR. A549- und RT4-Zellen wurden 8 Stunden mit verschiedenen Zytokin-Kombinationen 

stimuliert. Weiterhin wurden der selektive iNOS-Inhibitor AMT, der Proteinsynthese-Inhibitor 

Cycloheximid (CHX) und der RNA-Synthese-Inhibitor Actinomycin D (ActD) eingesetzt, wobei CHX 

und ActD 30min vor den Zytokinen zugegeben wurden. Die eingesetzten Konzentrationen waren 

100U/ml für jedes Zytokin, 100µg/ml für AMT, 10µg/ml für CHX und 5µg/ml für ActD. Die von den 

Zellen präparierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und die erhaltenen Einzelstränge in einer 

anschließenden PCR amplifiziert. Die für die einzelnen Proben verwendeten Zytokin-Kombinationen 

sind in der Tabelle abzulesen. Die Amplifikate haben eine Größe von 464bp (IDO), 467bp (iNOS) und 

892bp (GAPDH).  
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Die gezeigten Ergebnisse sind als rein qualitativer Nachweis der Transkripte des 

IDO-, iNOS- und GAPDH-Gens zu verstehen, da eine konventionelle PCR kein 

geeignetes Instrument für eine Quantifizierung ist. Der Nachweis mittels PCR ist 

jedoch aufgrund der Amplifikation sehr sensitiv: so war z. B. in beiden Zellen die 

IDO-mRNA bei Stimulation mit IL-1� und TNF� ohne IFN� nachweisbar, aber eine 

Enzymaktivität war unter diesen Bedingungen in unserem Testsystem nicht messbar 

(Abb. 5). Wichtig sind an den oberen Abbildungen zwei Fakten: erstens war in beiden 

Zellen bei Anwesenheit von IFN� IDO-mRNA nachweisbar, unabhängig davon 

welche weiteren Zytokine eingesetzt wurden. Dies bestätigte die Rolle des IFN� als 

Hauptinduktor der IDO und zeigte, dass keines der anderen Zytokine die 

Transkription des IDO-Gens negativ reguliert. Zweitens war in beiden Zellen iNOS-

mRNA nachweisbar, in RT4-Zellen aber häufiger als in A549. So war in RT4-Zellen 

die Kombination von IL-1� und TNF� ausreichend, um eine iNOS-Gentranskription 

und eine funktionell messbare iNOS-Aktivität zu induzieren (Abb. 8, 6). Diese 

Kombination war bei A549-Zellen wirkungslos, hier mussten bei den in diesem 

Experiment verwendeten Zytokin-Konzentrationen auf jeden Fall IFN� und IL-1� 

beteiligt sein. Insgesamt schien die Induktion der iNOS in RT4-Zellen leichter und auf 

vielfältigere Art und Weise möglich zu sein als in A549-Zellen. Diese Ergebnisse 

zeigten aber auch, dass die geringfügige Akkumulation von Nitrit im Zellüberstand 

von A549-Zellen bei hohen Zytokin-Dosen, auch mit IFN� alleine, wahrscheinlich auf 

einer iNOS-Aktivität beruhte. 

Als weitere Kontrollen wurden Inhibitoren der RNA-Synthese (Actinomycin D, ActD) 

und der Proteinbiosynthese (Cycloheximid, CHX) eingesetzt. Der Zusatz von CHX zu 

IFN�-stimulierten Zellen inhibierte die Transkription des IDO-Gens sehr stark, bei 

A549-Zellen vollständig. Dieser Befund bestätigte die Abhängigkeit der Transkription 

von der Proteinbiosynthese und wurde so erwartet. Nach heutigem Kenntnisstand ist 

an der IDO-Gentranskription der Transkriptionsfaktor IRF-1 maßgeblich beteiligt, 

welcher nach Stimulation der Zellen mit Zytokinen de novo gebildet wird (s. 1.7.4). 

Die Transkription des IDO-Gens in RT4- und A549-Zellen scheint also nach den 

bisher in der Literatur beschriebenen Mechanismen zu erfolgen. 

Insgesamt bestätigten die hier gezeigten Daten die funktionellen Messungen in der 

Hinsicht, dass in RT4-Zellen die iNOS durch mehrere Zytokin-Kombinationen 

induziert werden konnte und dass die eingesetzten Zytokine die initiale Transkription 
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des IDO-Gens nicht negativ regulierten. Die Hemmung der IDO-Aktivität schien also 

ausschließlich auf NO zu beruhen. 

 

 

3.4 Inhibition der IDO-Enzymaktivität durch chemische NO-Donoren 
 

Um den direkten hemmenden Einfluss von NO auf die Aktivität des IDO-Proteins 

weiter zu verifizieren, wurden Messungen der IDO-Aktivität in Zellextrakten 

durchgeführt. Für diese Messungen, bei denen die IDO-Aktivität über einen kurzen 

Zeitraum erfasst wird, wurde die humane Zelllinie 86HG39 eingesetzt. Diese hat bei 

gleichen IFN�-Konzentrationen eine noch höhere IDO-Aktivität als die A549-Zelle und 

ist deshalb sehr gut für Versuche geeignet, bei denen nicht die Akkumulation des 

Endproduktes über einen langen Zeitraum, sondern die kurzzeitige Bildung dieses 

Produktes nachgewiesen wird. Zudem ist bei 86HG39-Zellen unter keinen 

Bedingungen eine NO-Produktion messbar, welche die IDO-Aktivität während der 

Stimulation beeinflussen könnte (Daten unserer Arbeitsgruppe, hier nicht gezeigt). 

Für diese Tests wurden die Zellen über 24 Stunden mit 300U/ml IFN� stimuliert. 

Anschließend erfolgte die Präparation von Zellextrakten und der Nachweis der IDO-

Aktivität in diesen Extrakten wie unter Punkt 2.2.7 beschrieben. Als NO-Quelle 

wurden verschiedene chemische Donoren verwendet, die mit einer bestimmten 

Halbwertszeit in NO und die entsprechende Grundsubstanz zerfallen. Bei den hier 

eingesetzten Donoren ist die Grundsubstanz immer ein (Poly-)Amin (bei DETA/NO 

Diethylentriamin) oder eine Verbindung mit einer Thiolgruppe (z. B. Glutathion). 

Diese Grundsubstanz wurde erhalten durch Herstellen einer Gebrauchslösung des 

Donors, die anschließend mehrere Tage bei 37°C inkubiert wurde. Dabei bilden sich 

als Reaktionsprodukte die Grundsubstanz (bei Thiol-Verbindungen meistens die 

entsprechenden Disulfide) sowie Nitrit und Nitrat (die Reaktionsprodukte von NO mit 

Wasser). Wenn eine solche „entgaste“ Gebrauchslösung in einem Test unwirksam 

war, ein frisch angesetzte Lösung aber einen Effekt erzielte, so konnte dieser Effekt 

nur auf dem entstandenen NO beruhen. (s. Material und Methoden, 2.2.12).  

Die Abb. 9 zeigt ein repräsentatives Experiment. 
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Abb. 9: Einfluss von NO auf die IDO-Aktivität in Zellextrakten von IFN�-stimulierten Zellen. 2x106 

86HG39-Zellen wurden für 24h mit 300U/ml IFN� stimuliert und anschließend lysiert. Die Messungen 

wurden ausgeführt wie unter Punkt 2.2.7 beschrieben, wobei die Ansätze für 30min bei 37°C inkubiert 

wurden. DETA/NO = Diethylentriamin-NONOat, SNOC = S-Nitroso-L-cystein, SNAP = S-nitroso-N-

acetyl-D,L-penicillamin, „Donor-NO“ = entgaste Form des jeweiligen Donors. 

 

Dieses Experiment bestätigte die inhibitorische Wirkung von NO auf die IDO. Die im 

Extrakt von IFN�-stimulierten Zellen nachweisbare IDO-Aktivität wurde durch Zugabe 

von chemischen NO-Donoren inhibiert. Das Ausmaß der Inhibition hing von der 

Konzentration des eingesetzten Donors und von der Halbwertszeit seines Zerfalls ab. 

Bei SNOC, dem Donor mit der kürzesten Halbwertszeit (ca. 25min bei 37°C), war die 

Stärke der Inhibition in dem verfolgten Zeitraum nicht mehr konzentrationsabhängig. 

Hier erzielte schon die kleinste eingesetzte Konzentration (3µM) die maximale 

inhibitorische Wirkung. Bei den Donoren mit längerer Halbwertszeit (SNAP ca. 1h, 

DETA/NO ca. 8h) stieg der inhibitorische Effekt mit der Konzentration. Die „entgaste“ 

Form der Donoren hatte in der höchsten eingesetzten Konzentration keinen Effekt 

auf die IDO-Aktivität. Diese Messung diente als Kontrolle und zeigte, dass die 

Inhibition auf dem entstehenden NO beruht und nicht auf dem zweiten Produkt des 

Zerfalls. 
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Die bisher präsentierten Experimente konnten zeigen, dass NO die Aktivität der IDO 

in humanen Zellen inhibiert. Die Inhibition ist konzentrationsabhängig und kann 

sowohl mit endogen produziertem (in intakten Zellen) als auch mit exogen 

appliziertem NO (im Zellextrakt) erreicht werden. Dieser Effekt konnte von anderen 

Arbeitsgruppen auch an anderen Zelltypen (zuerst von Thomas et al. an humanen 

Monozyten [125]) gezeigt werden und wird auf eine direkte Interaktion von NO mit 

dem Häm-Eisen der IDO zurückgeführt. 

 

 

3.5 Einfluss von NO auf das IDO-Protein 
 

Uns hat weiterhin interessiert, ob NO noch andere Auswirkungen auf die IDO hat. 

Vorbefunde lieferten Arbeiten mit der immortalisierten murinen Makrophagen-Zelllinie 

MT2. Makrophagen von Nagetieren besitzen eine sehr starke iNOS-Aktivität und 

können bei maximaler Stimulation nahezu zehnfach mehr NO produzieren als die 

hier verwendete RT4-Zelle. Alberati-Giani et al. fanden heraus, dass in IFN�-

stimulierten MT2 eine IDO-Aktivität messbar wird, wenn die Zellen zusätzlich mit 

einem iNOS-Inhibitor inkubiert werden. Darüber hinaus erhöht sich bei Gabe des 

Inhibitors auch der Gehalt an IDO-mRNA im Vergleich zu IFN�-stimulierten Zellen 

[139]. In murinen Makrophagen scheint NO also auf die Transkription des IDO-Gens 

Einfluss zu nehmen.  

Wir haben untersucht, ob auch in RT4-Zellen NO-basierte Effekte auftreten, welche 

nicht nur die Aktivität, sondern auch die Expression der IDO beeinflussen. Dazu 

wurden RT4- und A549-Zellen mit verschiedenen Kombinationen von Zytokinen für 

8, 24 und 48 Stunden inkubiert. Anschließend wurde der Gehalt an IDO-Protein in 

diesen Zellen im Western Blot überprüft. Die Abb. 10 zeigt ein solches Experiment. 
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Abb. 10: Effekt der Zytokin-Stimulation auf die Expression der IDO. A549- und RT4-Zellen wurden für 

8h, 24h und 48h mit IFN�, IFN� + IL-1�, IFN� + TNF� oder allen drei Zytokinen (jeweils 100U/ml) 

stimuliert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Zellextrakte im Western Blot auf den Gehalt 

an IDO-Protein (obere Bande) untersucht. Als Kontrolle diente der Nachweis der GAPDH (untere 

Bande) auf der gleichen Membran (Abb. A, 10µg Gesamtprotein eingesetzt). Die Abb. B, C und D 

zeigen die densitometrische Auswertung der oben gezeigten Signale, wobei immer die Intensität der 

IDO-Banden auf die Intensität der GAPDH-Banden normalisiert wurde. Abb. B zeigt die Auswertung 

der Signalstärken der A549-Zellen, Abb. C die Auswertung der RT4-Zellen. Abb. D zeigt den zeitlichen 

Verlauf der normalisierten Signalstärken von RT4-Zellen bei Stimulation mit IFN� und IFN� + IL-1� + 

TNF�. 

 

Das oben dargestellte Experiment zeigte für A549-Zellen eine Steigerung der IDO-

Expression durch die Zytokine IL-1� und TNF� über den gesamten untersuchten 

Zeitraum. Die densitometrische Auswertung (Abb. 10 B) zeigte eine zweifache (bei 

Zugabe von TNF�) bis dreifache (IL-1� + TNF�) Steigerung des steady-state-

Gehaltes an IDO-Protein im Vergleich zur Stimulation mit IFN� alleine. Für diese 

Auswertung wurden die Werte der Signalintensität der IDO-Banden auf die Werte der 

Signalintensität der GAPDH-Banden (Ladekontrolle) normalisiert, um Schwankungen 

der Werte durch eventuelle Unterschiede in der Beladung des Gels auszuschließen. 

Die Ergebnisse für die A549-Zellen befinden sich im Einklang mit den funktionellen 

Messungen in diesen Zellen, die zeigten dass IL-1� und TNF� die IFN�-induzierte 

IDO-Aktivität steigern, vor allem bei submaximaler Stimulation (hier 100U/ml IFN�). 

Diese Steigerung der Aktivität scheint also auf einer stärkeren Expression des IDO-

Gens zu beruhen. Bei sehr hohen IFN�-Konzentrationen wird mit IFN� alleine eine 

maximale Aktivität und Genexpression induziert, welche durch andere Zytokine nicht 

messbar gesteigert werden kann (Daten hier nicht gezeigt).  

In RT4-Zellen hingegen bewirkte die Zugabe von IL-1� und / oder TNF� zunächst 

eine initiale Steigerung des steady-state-Gehaltes an IDO-Protein (8h-Wert, Abb. 10 

A und C). Nach 24 Stunden war diese 2-3fache Steigerung jedoch nicht mehr 

sichtbar und nach 48 Stunden war in Zellen, die mit IFN� + IL-1� oder mit IFN� + IL-

1� + TNF� stimuliert wurden, nahezu kein IDO-Protein mehr vorhanden. Die Abb. 10 

D zeigt vergleichend den zeitlichen Verlauf der Signalstärke bei IFN�- und IFN� + IL-

1� + TNF�-stimulierten RT4-Zellen: während der steady-state-Gehalt in IFN�-

stimulierten Zellen über 48h nahezu gleich blieb, sank er bei Zugabe von IL-1� und 

TNF� kontinuierlich. Bei Zugabe von TNF� alleine war dieser Effekt nicht so stark 
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wie bei IL-1� oder der Kombination von IL-1� und TNF�. Diese Daten korrelieren 

sehr gut mit den funktionellen Messungen der IDO-Aktivität und der NO-Produktion in 

den RT4-Zellen (Abb. 5, 6). Hier führten IL-1� und die Kombination von IL-1� und 

TNF� zu einer starken NO-Produktion und einer daraus resultierenden vollständigen 

Inhibition der IFN�-induzierten IDO-Aktivität, während die Zugabe von TNF� einen 

deutlich geringeren Effekt auf beide Prozesse hatte. Diese Korrelation ist ein erster 

Hinweis auf eine Verbindung zwischen der NO-Produktion in RT4-Zellen und dem 

steady-state-Level des IDO-Proteins. 

Diese Verbindung wurde im Folgenden weiter untersucht. Wenn der beobachtete 

Effekt der Absenkung des Gehaltes an IDO-Protein ursächlich mit einer durch die 

Zytokin-Kombinationen induzierten iNOS-Aktivität zusammenhängt, sollte auch 

dieser Effekt durch den selektiven iNOS-Inhibitor AMT zu blockieren sein. Daher 

wurden in weiteren Experimenten RT4-Zellen über 48 Stunden mit den bekannten 

Zytokin-Kombinationen stimuliert, mit oder ohne Zusatz von 100µg/ml AMT. Ein 

repräsentatives Experiment zeigt Abb. 11. 
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Abb. 11: Auswirkungen des iNOS-Inhibitors AMT auf den Gehalt an IDO-Protein in RT4-Zellen. Die 

Zellen wurden für 48h mit den angegebenen Zytokinen stimuliert (jeweils 100U/ml), in An- oder 

Abwesenheit von AMT (100µg/ml). Anschließend wurden die Proteine IDO und GAPDH 

(Ladekontrolle) im Western Blot nachgewiesen, wofür 10µg Gesamtprotein pro Probe eingesetzt 

wurden. 

 

Dieses Experiment zeigte eine deutliche Abhängigkeit des IDO-Proteingehaltes von 

der zellulären NO-Produktion. In unstimulierten Zellen war keine IDO nachweisbar, 
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durch Stimulation mit IFN� wurde das Protein gebildet. Die weitere Zugabe von IL-1�, 

TNF� oder beiden Zytokinen führte zu einer deutlichen Verringerung des zellulären 

Gehaltes an IDO-Protein, wobei TNF� auch hier wieder den schwächsten Effekt 

ausübte. In Anwesenheit des iNOS-Inhibitors AMT unterblieb die Verringerung des 

Proteingehaltes. Nur bei Stimulation mit allen drei Zytokinen war die iNOS-Induktion 

so stark, dass die hier eingesetzte Menge AMT nicht ausreichte, um den Effekt 

vollständig zu blockieren. Die Wirksamkeit von AMT in diesem Test ist ein starker 

Hinweis darauf, dass der beobachtete Effekt auf NO selbst beruht und nicht auf einer 

zeitlich verzögerten Wirkung der Zytokine. Letztere sollte von einem NOS-Inhibitor 

nicht beeinflusst werden. Damit ist zum ersten Mal gezeigt worden, dass NO nicht 

nur die Aktivität der IDO hemmt, sondern auch die Menge des IDO-Proteins in 

humanen Zellen regulieren kann. 

 

Wenn der beobachtete Effekt ausschließlich auf NO beruht, sollte er auch durch 

Inkubation von IFN�-stimulierten Zellen mit chemischen NO-Donoren zu erreichen 

sein. Die Abb. 12 zeigt ein Experiment, bei dem A549-Zellen (die selbst nur sehr 

wenig NO produzieren) für 8h mit IFN� stimuliert wurden. Anschließend wurde das 

Zytokin ausgewaschen und die Zellen für weitere 16h mit verschiedenen 

Konzentrationen von DETA/NO und S-Nitroso-Glutathion (GSNO) inkubiert.  
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Abb. 12: Einfluss von exogenem NO auf das IDO-Protein. A549-Zellen wurden für 8h mit 50U/ml IFN� 

stimuliert. Nach Entfernung des Zytokins erfolgte eine weitere Inkubation für 16h mit NO-Donoren 

(frische bzw. entgaste Gebrauchslösungen) in Medium. Die IDO und die GAPDH wurden 

anschließend im Western Blot nachgewiesen. Eingesetzt wurden 10µg Gesamtprotein. Med = 

unstimulierte Zellen, IFN� = kein Zusatz von Donoren, DETA-NO = entgastes DETA/NO (750µM), GS-NO 

= entgastes GSNO (750µM).  
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Das Experiment zeigte einen deutlichen Einfluss von exogenem NO auf die IDO. In 

unstimulierten Zellen war kein IDO-Protein nachweisbar, in IFN�-stimulierten Zellen 

war auch 16 Stunden nach Entfernen des Zytokins noch IDO-Protein vorhanden. Die 

Zugabe von entgasten Gebrauchslösungen in der höchsten eingesetzten 

Konzentration der frischen Donor-Lösungen hatte keinen Effekt auf den Gehalt an 

IDO-Protein. Bei Zugabe von frisch angesetzten Lösungen der Donoren war jedoch 

eine deutliche Abschwächung des Signals zu beobachten. Während DETA/NO in 

allen eingesetzten Konzentrationen einen etwa gleichen, nicht sehr ausgeprägten 

Effekt zeigte, war bei GSNO eine konzentrationsabhängige Verstärkung des Effektes 

zu sehen. Dieses unterschiedliche Verhalten kann mit den Halbwertszeiten der 

Donoren zusammenhängen, welche bei DETA/NO 8 Stunden beträgt (K.-D. Kröncke, 

persönliche Kommunikation) und bei GSNO ebenfalls im Bereich von mehreren 

Stunden liegt, hier aber nicht experimentell ermittelt wurde. Zelltyp-spezifische 

Unterschiede in der Antwort auf eine Inkubation mit NO können ebenfalls nicht 

ausgeschlossen werden. So war DETA/NO z. B. bei RT4-Zellen wirksamer als bei 

A549-Zellen. Insgesamt erwiesen sich alle eingesetzten Donoren, unabhängig von 

der Substanzklasse und der Halbwertszeit, in diesen Tests als wirksam, wenn auch 

mit Unterschieden in der Stärke des Effektes. Aufgrund der besten Effektivität und 

der besten Verträglichkeit gegenüber den Zellen wurden in weiteren Versuchen RT4-

Zellen meistens mit DETA/NO behandelt, A549-Zellen hingegen mit GSNO. 

 

 

3.6 Quantitative Untersuchungen zur IDO-Gentranskription 
 

Nachdem feststand, dass der beobachtete Effekt auf das IDO-Protein ausschließlich 

auf NO beruht, sollte der Mechanismus dieser NO-Wirkung weiter aufgeklärt werden. 

Da Alberati-Giani et al. in Maus-Makrophagen eine Regulation der IDO-mRNA durch 

NO feststellen konnten, wurde zunächst überprüft ob der Effekt in humanen Zellen 

ebenfalls auf einer solchen Kontrolle beruht. Dazu wurden RT4-Zellen mit 

verschiedenen Zytokin-Kombinationen für unterschiedliche Zeiträume stimuliert, 

dann die RNA aus diesen Zellen präpariert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. 

Nach anschließendem Northern Blotting wurde die IDO-mRNA mit einer radioaktiv 

markierten Sonde nachgewiesen und die entstehenden Signale in einem 
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Phosphorimager quantifiziert. Die Abb. 13 zeigt ein solches Experiment mit RNA aus 

IFN�- und IFN� + TNF�-stimulierten RT4-Zellen. 
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Abb. 13: Einfluss von TNF� auf die IDO-Gentranskription. RT4-Zellen wurden für die angegebenen 

Zeiträume mit IFN� oder IFN� + TNF� (jeweils 100U/ml) stimuliert. Dann folgten eine Präparation der 

zellulären RNA und der spezifische Nachweis der IDO- und GAPDH-mRNA im Northern Blot, wobei 

40µg Gesamt-RNA pro Spur eingesetzt wurden. Als Sonden wurden radioaktiv markierte PCR-

Amplifikate verwendet (s. 2.2.4.3 und 2.2.4.4). Das Bild zeigt eine Röntgenfilmaufnahme der 

entstandenen Signale, wobei diese aber auch im Phosphorimager quantifiziert wurden. Die untere 

Grafik zeigt die Auswertung dieser Quantifizierung. 

 

Wie in Abb. 13 zu sehen ist, steigerte TNF� den Gehalt an IDO-mRNA zu jedem 

untersuchten Zeitpunkt. Der zeitliche Verlauf des mRNA-Gehaltes wurde nicht 

wesentlich beeinflusst, die höchste Konzentration wurde mit TNF� nach 6 Stunden 
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erreicht, mit IFN� alleine nach 8 Stunden. Im Bereich von 6 Stunden liegt auch die 

größte Differenz zwischen den erhaltenen Signalen, hier steigerte TNF� die Menge 

an zellulärer IDO-mRNA etwa um das Achtfache. Dies ist allerdings der maximale 

Wert der in diesen Experimenten erhalten wurde. In allen Fällen wurde eine 

Steigerung des Gehaltes an IDO-mRNA beobachtet, diese war aber nur im gezeigten 

Experiment so stark ausgeprägt. 

Wichtig bei diesem Experiment waren nicht die Unterschiede in der absoluten Menge 

an mRNA, sondern die Tatsache, dass bei einer Stimulation mit IFN� und TNF�, also 

bei Bedingungen unter denen die RT4-Zelle NO produziert, zu keinem Zeitpunkt 

weniger IDO-mRNA vorhanden war als bei einer Stimulation mit IFN� alleine. Der 

steady-state-Gehalt an IDO-mRNA stieg unter diesen Bedingungen, was im Einklang 

steht mit den anfänglich beobachteten höheren Mengen an IDO-Protein nach 

achtstündiger Stimulation. Das zeigt, dass NO innerhalb dieses Zeitraumes weder 

die IDO-Gentranskription noch die Stabilität der IDO-mRNA negativ reguliert, denn 

beides sollte einen erniedrigten steady-state-Gehalt zur Folge haben.  

Da der Nachweis der IDO-mRNA bei Stimulation mit IFN� in diesen Experimenten 

nur schwache Banden erzeugte, wurden der Nachweis und die Quantifizierung im 

Folgenden mittels Realtime-PCR durchgeführt. Dabei wurde das Spektrum der 

Zytokin-Kombinationen erweitert. Zusätzlich wurden Versuche analog zu den in Abb. 

10 und 12 gezeigten Protein-Experimenten durchgeführt: IFN�-stimulierte RT4-Zellen 

wurden mit DETA/NO inkubiert (ohne Zusatz von weiteren Zytokinen), um die direkte 

Wirkung von NO auf die IDO-Gentranskription untersuchen zu können. Die 

Zeiträume betrugen dabei bis zu 32 Stunden, weil nach dieser Zeit der Proteingehalt 

unter NO-Einfluss schon stark abgenommen hatte. Wenn der Effekt auf einer zeitlich 

verzögerten Regulation auf mRNA-Ebene beruht, so sollte bereits zwischen 8 und 24 

Stunden ein Unterschied in der mRNA-Menge feststellbar sein. Repräsentative 

Experimente sind in der Abb. 14 gezeigt. 
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Abb. 14: Quantifizierung der IDO-mRNA in RT4- und A549-Zellen mittels Realtime-PCR. Die Zellen 

wurden für 8 Stunden mit den angegebenen Zytokinen (jeweils 100U/ml) und in zwei Fällen zusätzlich 

mit dem NOS-Inhibitor AMT (100µg/ml) stimuliert. Bei Einsatz der Inhibitoren Cycloheximid (CHX, 

10µg/ml) und Actinomycin D (ActD, 5µg/ml) wurden diese eine Stunde vor den Zytokinen zugegeben. 

Für die Reaktion wurde von jeder Probe 1µg Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Jeweils 5µl des 

Erststrang-Ansatzes wurden dann als Template für eine Realtime-PCR verwendet (s. 2.2.11). Die 

erhaltenen Kopienzahlen für die IDO-mRNA wurden auf die Kopienzahlen der GAPDH-mRNA der 

gleichen Probe normalisiert. Abb. A zeigt die Quantifizierung der IDO-mRNA aus RT4-Zellen, Abb. B 

die Quantifizierung der IDO-mRNA aus A549-Zellen. 

 

In Abb. 14 sind die normalisierten Daten der IDO-mRNA aus RT4- und A549-Zellen 

nach achtstündiger Inkubation mit den angegebenen Substanzen zu sehen. IL-1� 

und TNF� induzierten die Gentranskription nur sehr schwach, verstärkten aber die 

IFN�-induzierte Gentranskription in A549-Zellen um das drei- bis vierfache. Dieser 

Effekt fiel in RT4-Zellen schwächer aus. Er beruht auf einer Wirkung der Zytokine 

und ist NO-unabhängig, da der NOS-Inhibitor AMT diese Verstärkung nicht aufheben 

konnte. In Gegenwart von Cycloheximid oder Actinomycin D fand keine Transkription 

des IDO-Gens statt. Diese Befunde sind im Einklang mit den PCR-Daten aus Abb. 8 

und bestätigen frühere Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. So konnten z. B. 

Hissong und Carlin ein Verstärkung der IDO-Gentranskription durch IL-1� in 

humanen Monozyten beobachten [105]. Diese Ergebnisse sind aufgrund vieler 

zelltyp-spezifischer Antworten auf Zytokine, wie sie vor allem bei Immunzellen wie 

den Monozyten auftreten, nicht ohne weiteres auf andere Zellen übertragbar. In 

diesem Fall schienen jedoch die untersuchten Epithelzellen vergleichbar zu 

reagieren. Für die vorliegende Arbeit war von Bedeutung, dass bei keiner Zytokin-

Kombination, die in den RT4-Zellen eine NO-Produktion auslöste, der Gehalt an IDO-

mRNA geringer war als bei einer Stimulation mit IFN� alleine. Damit wurden auch die 

Protein-Daten, die aus einer Stimulation der Zellen mit verschiedenen Zytokinen 

erhalten wurden, weiter bestätigt. In beiden verwendeten Zelllinien bewirkten IL-1� 

und TNF� eine NO-unabhängige Verstärkung der Transkription des IDO-Gens, 

welche sich auch in erhöhten Proteinmengen widerspiegelte. In A549-Zellen, die nur 

sehr wenig NO produzierten, blieb diese Verstärkung über einen langen Zeitraum 

erhalten, während dieser Effekt in den RT4-Zellen NO-abhängig aufgehoben und 

sogar umgekehrt wurde. 
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Um einen Einfluss von NO auf die Gentranskription gänzlich auszuschließen, wurden 

IFN�-stimulierte RT4-Zellen mit DETA/NO behandelt, ohne den Einsatz weiterer 

Zytokine. Dabei wurde der NO-Donor entweder zeitgleich mit dem IFN� zugegeben, 

oder 16 Stunden nach Beginn der Stimulation mit IFN� (ohne das Zytokin zu 

entfernen). Repräsentative Ergebnisse zeigt die Abb. 15. 
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Abb. 15: Einfluss von DETA/NO auf die IDO-Gentranskription in IFN�-stimulierten RT4-Zellen. Die 

Zellen wurden für verschiedene Zeiträume mit 100U/ml IFN� und 750µM DETA/NO inkubiert. Dabei 

wurde der NO-Donor zeitgleich (A) oder 16h nach IFN� (B) eingesetzt. Die absoluten IDO-mRNA-

Mengen wurden wie beschrieben mittels Realtime-PCR quantifiziert (s. 2.2.11) und auf die Menge der 

GAPDH-mRNA in der gleichen Probe normalisiert. 

 

Die Abb. 15 A zeigt den zeitlichen Verlauf des relativen Gehaltes an IDO-mRNA über 

32 Stunden bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit DETA/NO und IFN�. Da der 

Donor spontan zu zerfallen beginnt, das Zytokin jedoch erst an seinen Rezeptor 

binden muss, setzt in diesem Fall die NO-Wirkung vor der Zytokinwirkung ein. Sollten 

Einflüsse von NO auf IFN�-regulierte Gene in der Zelle existieren, so müssten sie in 

diesem Fall auftreten. Hier war aber zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied in der 

mRNA-Menge zwischen IFN�- und IFN� + DETA/NO-behandelten Proben 

festzustellen. Das zweite Experiment (Abb. 15 B) stellte die Situation bei den 

Proteinversuchen nach: die Zellen wurden mit IFN� vorstimuliert, nach 16 Stunden 

wurde der NO-Donor zugegeben und die Zellen für weitere Zeiträume bis zu 30 

Stunden inkubiert. Diese Versuchsanordnung entsprach einem möglichen 

verzögerten NO-Effekt, denn die Verringerung des Proteingehaltes wurde bei einer 
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endogenen NO-Produktion erst nach etwa 24 Stunden sichtbar (Abb. 10). Auch bei 

diesen Experimenten war jedoch zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen den 

sich entsprechenden Proben festzustellen. 

Zuletzt wurde noch überprüft, ob die RT4-Zellen unter den bisher angewandten 

Stimulationsbedingungen auch wirklich über den gesamten beobachteten Zeitraum 

NO produzieren. Dies konnte nicht direkt aus den funktionellen Messungen mit dem 

Griess-Assay abgeleitet werden, da bei diesen Messungen nur das über einen 

gewissen Zeitraum akkumulierte stabile Endprodukt der Reaktion von NO mit 

Wasser, das Nitrit, nachgewiesen wurde. Es ist unwahrscheinlich, aber theoretisch 

möglich, dass das gesamte nachgewiesene Nitrit innerhalb eines kurzen Zeitraumes 

entsteht und die Zelle danach die NO-Produktion trotz andauernder Stimulation mit 

Zytokinen einstellt, etwa weil ein Kofaktor für die iNOS-Aktivität fehlt. Um die Frage 

der Dauer der NO-Produktion in den RT4-Zellen zu klären, wurden diese mit 

verschiedenen Kombinationen von Zytokinen stimuliert. Nach unterschiedlichen 

Zeiträumen wurden Zellen lysiert und die erhaltenen Zellextrakte auf ihre momentane 

iNOS-Aktivität überprüft (NOSdetect-Kit, Stratagene). Dafür wurden die Zellextrakte 

mit Tritium-markiertem L-Arginin (3H-Arginin) inkubiert. War eine NOS-Aktivität 

vorhanden, wurde dieses zu 3H-Citrullin und NO umgesetzt. Das 3H-Citrullin konnte 

auf einer Säulenmatrix von nicht umgesetztem 3H-Arginin getrennt und in einem 

Szintillationszähler gemessen werden. Die folgende Abbildung zeigt repräsentative 

Experimente. 
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Abb. 16: Die iNOS-Aktivität im Lysat von RT4-Zellen nach Stimulation mit Zytokinen für 

unterschiedliche Zeiträume. Die Zellen wurden für die angegebenen Zeiträume mit den Zytokinen 

(jeweils 100U/ml) stimuliert. Für den Nachweis der NOS-Aktivität wurden 100µg Gesamtprotein und 

1µCi 3H-Arginin pro Ansatz eingesetzt, wobei jede Probe als Doppelbestimmung angesetzt wurde. Der 

NOS-Inhibitor N-Nitro-Arginin (N-Nitro-Arg) wurde dem Reaktionspuffer direkt vor Zugabe des 

Zellextraktes in einer Konzentration von 20µM zugesetzt. Die Proben wurden für 20min bei 37°C 

inkubiert.  

 

Die oberste Abbildung zeigt die iNOS-Aktivität in den RT4-Zellen nach 8 Stunden, 

also dem Zeitpunkt zu dem die RNA-Quantifizierungen in der Realtime-PCR nach 
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Stimulation mit den gleichen Zytokinen angefertigt wurden. Hier war von den drei 

untersuchten Zeitpunkten die höchste iNOS-Aktivität messbar. Dass die Umsetzung 

von L-Arginin zu L-Citrullin in dem Assay tatsächlich auf einer NOS-Aktivität beruhte 

und nicht auf anderen chemischen Reaktionen, die evtl. in dem Zellextrakt abliefen, 

zeigte die Kontrolle mit dem NOS-Inhibitor N-Nitro-Arginin. Diese iNOS-Aktivität blieb 

über einen Zeitraum von 32 Stunden (etwas abgeschwächt) erhalten, ohne dass sich 

die Verhältnisse in der NO-Produktionsrate zwischen den einzelnen Arten der 

Stimulation veränderten. Daher kann davon ausgegangen werden dass sie so lange 

andauert, wie der Zytokin-Stimulus vorliegt. Die Abschwächung der iNOS-Aktivität 

zwischen 8 und 24 Stunden Stimulation kann mit einer limitierten Verfügbarkeit von 

Kofaktoren erklärt werden. Der Befund passt zum heutigen Wissensstand, nach dem 

kein Faktor bekannt ist, der ein einmal gebildetes, aktives iNOS-Dimer wieder 

inaktiviert. Daher sollte eine messbare Aktivität aufrecht erhalten werden, so lange 

die notwendigen Zytokine für die Bildung des Proteins und die notwendigen 

Kofaktoren für dessen Aktivität vorhanden sind. Im Gegensatz dazu werden die 

anderen NOS-Isoformen auf Proteinebene streng reguliert und sind nur für kurze Zeit 

aktiv.  

Die Ergebnisse dieser Versuch passen zu den bisher erhobenen Daten. Das 

Verhältnis der momentanen NO-Produktionen bei unterschiedlicher Stimulation 

entsprach dem Verhältnis der funktionellen NO-Messungen. So war die iNOS-

Aktivität bei Stimulation mit IFN� + IL-1� + TNF� am stärksten, gefolgt von einer 

Stimulation mit IFN� + IL-1�. Bei diesen Stimulationen war auch die Abnahme des 

IDO-Proteingehaltes in den Zellen am deutlichsten (Abb. 10). Die Aktivität wurde mit 

der Zeit zwar etwas schwächer, die Verhältnisse zwischen den unterschiedlichen 

Stimulationen blieben aber erhalten. Diese Versuche schließen eine Regulation der 

Transkription des IDO-Gens durch NO endgültig aus. Die RT4-Zellen produzierten 

NO über den gesamten Zeitraum, über den auch die mRNA-Mengen gemessen 

wurden. Dabei konnte in keinem Fall eine Verringerung des steady-state-Gehaltes 

der IDO-mRNA im Vergleich zu IFN�-stimulierten Zellen beobachtet werden. Auch 

durch exogenes NO in der gleichen Dosis, die zu einer Verringerung des 

Proteingehaltes führte, war keine Veränderung auf mRNA-Ebene festzustellen.  

Zusammengefasst zeigten sich bisher folgende Ergebnisse: IL-1� und TNF� 

verstärkten die IFN�-induzierte Transkription des IDO-Gens NO-unabhängig, was 

auch zu einer verstärkten Synthese des IDO-Proteins führte. Dieser Effekt hatte in 
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A549-Zellen Bestand, in RT4-Zellen fand aber eine NO-abhängige Verringerung des 

Gehaltes an IDO-Protein über die Zeit statt. Da NO selbst zu keinem Zeitpunkt einen 

Einfluss auf die steady-state-Level der IDO-mRNA in diesen Zellen ausübte, konnte 

eine negative Regulation der Gentranskription oder der Stabilität der mRNA 

ausgeschlossen werden.  

 

 

3.7 Untersuchungen zur Proteinbiosynthese 
 

Nach den bisher erhobenen Daten übte NO den Effekt auf das IDO-Protein auf einer 

posttranskriptionellen Ebene aus. Prinzipiell können dafür zwei Mechanismen in 

Frage kommen: entweder wird in Anwesenheit von NO die IDO-mRNA nicht mehr 

effektiv translatiert, oder der Abbau des gebildeten IDO-Proteins wird beschleunigt. 

Um den vorliegenden Mechanismus genauer zu untersuchen, wurde zunächst 

überprüft ob NO einen generellen Einfluss auf die Proteinbiosynthese hat. Dafür 

wurden RT4-Zellen für einen kurzen und einen längeren Zeitraum (1h bzw. 16h) mit 

IFN�, DETA/NO oder beiden Substanzen inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurden 

die Zellen in Anwesenheit der entsprechenden Substanz mit radioaktiv markierten 

Aminosäuren gepulst und anschließend lysiert. Dann wurde die Menge der 

Radioaktivität in dem Anteil des Lysats, der durch Trichloressigsäure (TCA) 

präzipitierbar war, bestimmt. Dieser Anteil wurde als Gesamtprotein definiert und die 

gemessene Radioaktivität sollte die Effektivität des Einbaus der markierten 

Aminosäuren in zelluläre Proteine widerspiegeln. Wenn NO einen negativen Einfluss 

auf die Proteinbiosynthese hat, sollte die Radioaktivität in Proben von Zellen, die mit 

DETA/NO oder IFN� + DETA/NO inkubiert wurden, geringere Messwerte aufweisen 

als die übrigen Proben. Als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die eine 

Stunde vor dem Puls mit Cycloheximid behandelt wurden. Die Abb. 17 zeigt ein 

repräsentatives Experiment. 
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Abb. 17: Der Einfluss von NO auf die Proteinbiosynthese. Jeweils 5x105 RT4-Zellen wurden in 24well-

Platten für den angegebenen Zeitraum mit 200U/ml IFN�, 750µM DETA/NO oder beiden Substanzen 

inkubiert, jede Probe als Doppelbestimmung. Dann wurden die Zellen für 30min mit 0.1µCi/ml 

Tran35S-Label gepulst (in Anwesenheit der Substanzen, mit denen vorher inkubiert wurde) und in 

500µl IP-Lysepuffer bei 4°C lysiert. Von jedem Lysat wurden 2x10µl für die Bestimmung der TCA-

präzipitierbaren Anteile eingesetzt. Als Kontrollen dienten unstimulierte Zellen (Med) und Zellen, die 

eine Stunde vor dem Puls mit 10µg/ml Cycloheximid (CHX) behandelt wurden. 

 

In diesen Experimenten konnte kein genereller Einfluss von NO auf die 

Proteinbiosynthese in RT4-Zellen nachgewiesen werden. In Anwesenheit von NO 

wurde niemals weniger Radioaktivität in den Präzipitaten nachgewiesen als in 

unstimulierten Zellen oder IFN�-stimulierten Zellen, während der Proteinsynthese-

Inhibitor Cycloheximid eine deutliche Wirkung zeigte. Damit erwies sich eine 

Regulation der IDO auf der Ebene der Translation als unwahrscheinlich, es sei denn 

NO würde spezifisch die Translation einer kleinen Gruppe von mRNAs verhindern, zu 

denen dann auch die der IDO gehören müsste. Ein solcher Mechanismus könnte mit 

dieser Versuchsanordnung, welche die generelle Proteinbiosynthese untersucht, 

vermutlich nicht nachgewiesen werden. 

 

Weiterhin wurde untersucht, ob für den NO-basierten Effekt eine Neusynthese 

zellulärer Proteine notwendig ist. Dass NO keinen Einfluss auf die Transkription des 

IDO-Gens nimmt, konnte in den vorangegangenen Versuchen gezeigt werden (Abb. 
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14, 15). Es ist aber möglich, dass NO die Bildung eines oder mehrerer 

Proteinfaktoren induziert, welche direkt oder indirekt für die Verringerung des 

Gehaltes an IDO-Protein verantwortlich sind. Um dieser Frage nachzugehen, wurden 

A549-Zellen mit IFN� vorstimuliert. Dann wurde das Zytokin entfernt und 

Cycloheximid in frischem Medium zu allen Proben gegeben. Eine Stunde später 

wurde bei einem Teil der Proben GSNO zugesetzt und die Zellen für Zeiträume von 

4, 8, 16 und 24 Stunden weiter inkubiert. Der andere Teil der Proben wurde nur mit 

Cycloheximid, ohne Zusatz eines NO-Donors, für den gleichen Zeitraum inkubiert. 

Unter diesen Versuchsbedingungen konnten in der Inkubationsphase keine neuen 

Proteine gebildet werden. Wenn für den untersuchten Effekt eine Neusynthese von 

Proteinen notwendig ist, dann dürfte er in diesem Fall nicht auftreten. Der Gehalt an 

IDO-Protein sollte daher zu jedem Zeitpunkt in den entsprechenden Proben gleich 

sein, unabhängig von der Anwesenheit eines NO-Donors. Die nächste Abbildung 

zeigt ein solches Experiment: 
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SNO
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SNO
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Abb. 18: Cycloheximid kann den NO-abhängigen Effekt auf das IDO-Protein nicht aufheben. A549-

Zellen wurden mit 50U/ml IFN� für 16 Stunden stimuliert. Dann wurde das Zytokin entfernt und zu 

jeder Probe 10µg/ml Cycloheximid in frischem Medium gegeben. Eine Stunde später wurden der 

Hälfte der Proben 750µM GSNO zugesetzt und die Zellen für weitere 4-24h inkubiert. Anschließend 

erfolgte der Nachweis der IDO und der GAPDH im Western Blot, wofür 10µg Gesamtprotein 

eingesetzt wurden. 

 

Dieser Versuch zeigte deutlich, dass Cycloheximid (in allen dargestellten Spuren 

zugegeben) den NO-vermittelten Effekt auf die IDO nicht aufheben konnte. Unter 

diesen Versuchsbedingungen nahm der Gehalt an IDO-Protein auch ohne Einfluss 

eines NO-Donors schneller ab als gewöhnlich, weil evtl. noch vorhandene IDO-

mRNAs nicht mehr translatiert werden konnten. Dass die eingesetzte Konzentration 
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von 10µg/ml Cycloheximid die Proteinbiosynthese effizient hemmt haben die 

vorangegangenen Versuche zur Proteinsynthese gezeigt (Abb. 17). Der zelluläre 

Gehalt an IDO-Protein war in Anwesenheit von GSNO zu jedem Zeitpunkt geringer 

als ohne Donor, was sich besonders deutlich nach 8 Stunden Inkubationszeit zeigte. 

Der Effekt von NO auf die IDO bestand also auch, wenn schon vor Einsetzen der 

NO-Produktion eine Proteinsynthese in den Zellen nicht mehr möglich war. Damit 

konnte die Notwendigkeit einer Neusynthese von Proteinen für den beobachteten 

Effekt ausgeschlossen werden. NO konnte in diesem Zusammenhang nur auf die 

IDO direkt wirken oder auf andere bereits vorhandene Proteine, welche dann den 

NO-induzierten Mechanismus ausführen. Weiterhin machte dieser Versuch einen 

beschleunigten Abbau des IDO-Proteins unter NO-Einfluss wahrscheinlich, denn die 

Maschinerie des zellulären Proteinabbaus sollte unter diesen Versuchsbedingungen 

vollständig intakt sein. 

 

 

3.8 Untersuchungen zum Proteinabbau 
 

Um zu bestätigen, dass NO einen Effekt auf bereits gebildetes IDO-Protein ausübt, 

wurden Pulse-Chase-Experimente mit RT4-Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden 

mit IFN� vorstimuliert und dann in Anwesenheit von IFN� gepulst. Anschließend 

erfolgte der Chase ohne IFN� für 4, 8 oder 12 Stunden, mit oder ohne Zusatz von 

DETA/NO. Die Zellen wurden anschließend lysiert und die IDO mittels 

Immunpräzipitation aus dem Lysat aufgereinigt. Die präzipitierten Immunkomplexe 

wurden elektrophoretisch aufgetrennt, die Proteine auf eine Membran transferiert und 

autoradiografisch nachgewiesen. Da bei dieser Methode nur die Menge an Protein 

radioaktiv markiert wird, die während der Zeitdauer des Pulses gebildet wird, konnte 

der zelluläre Gehalt der markierten Proteine über die Zeit verfolgt werden. Sollte NO 

einen Einfluss auf die Stabilität des IDO-Proteins haben, so müsste die Intensität des 

IDO-Signals in Zellen, die beim Chase mit DETA/NO inkubiert wurden, schneller 

zurück gehen als in Zellen die keinem NO ausgesetzt waren. Ein solches Experiment 

ist in der folgenden Abbildung gezeigt. 
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Abb. 19: Pulse-Chase-Experiment mit RT4-Zellen. Jeweils 2x106 Zellen wurden für 16h mit 200U/ml 

IFN� stimuliert, dann erfolgte der Puls mit 0.1µCi/ml Tran35S-Label für 30min in Anwesenheit der 

gleichen Menge IFN�. Die Zellen wurden danach entweder direkt lysiert (0h-Proben) oder es folgte ein 
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Chase für 4, 8 oder 12 Stunden ohne IFN�, mit oder ohne Zusatz von 750µM DETA/NO. Jeweils 2x 

10µl der Lysate wurde für eine Bestimmung der TCA-präzipitierbaren Anteile verwendet (Abb. B), mit 

dem restlichen Lysat wurde eine Immunpräzipitation durchgeführt. Dafür wurden 5µl IDO-mAk und 

120µl Protein A-Sepharose pro Milliliter Lysat eingesetzt. Die Auftrennung der präzipitierten 

Immunkomplexe erfolgte in einem 12%igen Gel. Anschließend wurden die Proteine auf eine Membran 

transferiert und die markierten Proteine autoradiografisch durch Exposition mit Röntgenfilm bei –80°C 

für drei Tage nachgewiesen (Abb. A). 

 

Die Autoradiografie (Abb. 19 A) zeigte einen deutlichen Einfluss von NO auf die 

Stabilität des IDO-Proteins. In unstimulierten Zellen (Med) konnte direkt nach dem 

Puls keine IDO nachgewiesen werden, in IFN�-stimulierten Zellen war IDO 

vorhanden. Während der Chase-Zeit, in Abwesenheit von IFN�, wurde die Menge an 

IDO-Protein langsam verringert, weil das während des Pulses markierte Protein 

stetig abgebaut wird. Dieser Abbau wurde in Zellen, die während der Chase-Phase 

mit einem chemischen NO-Donor inkubiert wurden, offenbar beschleunigt. Die 

Intensität des IDO-Signals nahm in Extrakten aus diesen Zellen wesentlich schneller 

ab als in den entsprechenden Extrakten aus Zellen, die ohne Donor inkubiert 

wurden. Dies lag nicht an einer geringeren Effektivität der Markierung, was durch 

Kontrolle der TCA-präzipitierbaren Anteile in den Lysaten gezeigt wurde (Abb. 19 B). 

Auch wurde die Immunpräzipitation in Vorversuchen so eingestellt, dass die IDO 

quantitativ aus dem Lysat entfernt wurde. Nach der Immunpräzipitation war in den 

Lysaten keine IDO mehr im Western Blot nachweisbar (hier nicht gezeigt). Aufgrund 

dieser Kontrollen und der Tatsache, dass bei diesem Versuch nur die Wirkung von 

NO auf bereits gebildetes IDO-Protein nachgewiesen werden konnte, war die 

schnellere Abnahme der Signalintensität unter NO-Einfluss nur durch einen 

schnelleren Abbau des Proteins zu erklären. Diese Erklärung haben schon die 

Experimente mit Cycloheximid (Abb. 18) nahegelegt. 

 

 

3.9 Inhibition des zellulären Proteinabbaus 
 

Diesem Hinweis wurde in weiteren Experimenten nachgegangen. In eukaryotischen 

Zellen existieren zwei Systeme, die für den Abbau von Proteinen zuständig sind: das 

Lysosom und das Proteasom. Das Lysosom degradiert fast ausschließlich Proteine, 

die aus dem Extrazellulärraum aufgenommen wurden, während das Proteasom für 
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den Abbau der meisten zellulären Proteine zuständig ist. Beim Lysosom handelt es 

sich um ein membranumschlossenes zelluläres Kompartiment, das mit 

endozytotischen Vesikeln fusionieren kann (vor Fusion mit einem Vesikel spricht man 

von Endosomen). Das Lysosom ist angefüllt mit Proteasen, die für ihre Aktivität einen 

sauren pH-Wert benötigen. Dieser saure pH-Wert wird durch Protonenpumpen in der 

lysosomalen Membran gewährleistet.  

Eine Beteiligung des Lysosoms an der Degradation der IDO erscheint aufgrund der 

Tatsache, dass nur sehr wenige zelluläre Proteine bekannt sind, die im Lysosom 

abgebaut werden, unwahrscheinlich. Um diese Möglichkeit jedoch ausschließen zu 

können, wurden Experimente mit Inhibitoren des lysosomalen Proteinabbaus 

durchgeführt. Als Inhibitoren wurden Chloroquin (CQ) und Bafilomycin A1 (BA1) 

eingesetzt. Chloroquin ist eine zellpermeable, schwache Base, die sich in sauren 

Kompartimenten wie dem Lysosom anreichert und den pH-Wert in diesen 

Kompartimenten anhebt. Bafilomycin A1 ist ein spezifischer Inhibitor der lysosomalen 

v-ATPase, die hauptsächlich für die Einstellung des sauren pH-Wertes im Lysosom 

verantwortlich ist. Beide Substanzen bewirken eine Inhibition der lysosomalen 

Proteasen, die einen sauren pH-Wert für ihre optimale Aktivität brauchen. Für diese 

Versuche wurden RT4-Zellen mit IFN� vorstimuliert, dann das Zytokin entfernt und 

die Inhibitoren in frischem Medium zugesetzt. Eine Stunde später wurde ein 

chemischer NO-Donor zugegeben und die Zellen für weitere 8-16 Stunden inkubiert. 

Wenn das Lysosom an dem beschleunigten Abbau der IDO beteiligt ist, sollten die 

Inhibitoren diesen Abbau ganz oder teilweise aufheben können. Ein repräsentatives 

Experiment ist in der folgenden Abbildung gezeigt. 
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Abb. 20: Inhibitoren des Lysosoms haben keinen Einfluss auf den beschleunigten Abbau der IDO in 

RT4-Zellen. Die Zellen wurden für 9 Stunden mit 100U/ml IFN� stimuliert. Dann wurde das Zytokin 

entfernt und die Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen in frischem Medium zugegeben. 

Eine Stunde später wurden 750µM DETA/NO zugesetzt und die Zellen für weitere 16h inkubiert. Dann 

erfolgte der Nachweis der IDO und der GAPDH im Western Blot (10µg Gesamtprotein eingesetzt, 

Abb. A) und die densitometrische Auswertung der Signale (Abb. B), wobei die Signalintensität der IDO 

auf die Intensität der GAPDH-Banden normalisiert wurde. CQ = Chloroquin, BA1 = Bafilomycin A1. 

 

Dieses Experiment zeigte deutlich, dass die eingesetzten Inhibitoren der 

lysosomalen Proteindegradation keinen Effekt auf den beschleunigten Abbau der 

IDO haben. Wie die densitometrische Auswertung (Abb. 20 B) zeigte, war unter 
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diesen Versuchsbedingungen unter NO-Einfluss der Gehalt an IDO-Protein etwa auf 

die Hälfte reduziert, wobei auch hier die „entgaste“ Form des NO-Donors (DETA-NO) 

keine Wirkung hatte. Beide eingesetzten Inhibitoren des Lysosoms, ob alleine oder in 

Kombination, konnten diesen NO-basierten Effekt auf die IDO nicht aufheben. 

Zudem stieg in Zellen, die nach Gabe der Inhibitoren ohne NO-Donor inkubiert 

wurden, die Menge an IDO nicht über ein Maß hinaus an, welches in Zellen 

vorhanden war die ohne NO-Donor und ohne Inhibitoren inkubiert wurden. Dies 

sollte, wenn auch nur in geringem Maße, der Fall sein wenn das Lysosom generell 

für den Abbau der IDO zuständig wäre. Aus diesem Experiment konnte daher 

geschlossen werden, dass das Lysosom nicht für die Degradation der IDO 

verantwortlich war, weder für den „normalen“ Abbau noch für den beschleunigten 

Abbau unter NO-Einfluss. 

 

Der Hauptort des Abbaus zellulärer Proteine ist das Proteasom. Hierbei handelt es 

sich nicht um ein zelluläres Kompartiment, sondern um einen Multienzymkomplex 

von etwa 2500kD. Zwar ist die Zusammensetzung dieses Komplexes weitgehend 

bekannt, das Zusammenwirken der verschiedenen Untereinheiten ist aber noch zu 

großen Teilen unverstanden. Proteine, die vom Proteasom abgebaut werden, 

werden in den meisten Fällen zuvor für diesen Abbau markiert. Dies erfolgt durch 

Anhängen von mehreren Exemplaren des Proteins Ubiquitin. Eine Kette aus 

mehreren Ubiquitin-Molekülen wird vom Proteasom erkannt und das so markierte 

Protein hydrolysiert. Das Proteasom weist drei verschiedene proteolytische 

Aktivitäten unterschiedlicher Spezifität auf, durch welche die Proteine in Peptide von 

3-23 Aminosäuren Länge zerlegt werden.  

Im Folgenden wurde die Rolle des Proteasoms bei der Degradation der IDO 

untersucht. Die Versuche wurden genauso durchgeführt wie die Versuche mit den 

Lysosom-Inhibitoren, nur dass in diesen Experimenten Inhibitoren gegen das 

Proteasom eingesetzt wurden. Die eingesetzten Inhibitoren waren MG-132, 

Proteasom-Inhibitor I (PSI) und clasto-Lactacystin �-lacton (clasto). Die ersten beiden 

Substanzen sind chemisch modifizierte Peptide, die mit den proteolytisch aktiven 

Untereinheiten des Proteasoms interagieren, von diesen aber nicht hydrolysiert 

werden können. Die dritte Substanz ist ein zyklischer Ester, der als antibiotische 

Substanz aus Streptomyces spec. isoliert wurde. Während die modifizierten Peptide 

auch andere Proteasen hemmen können, ist clasto-Lactacystin �-lacton ein 
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spezifischer Inhibitor des Proteasoms. Außerdem ist eine Inhibition durch clasto-

Lactacystin irreversibel, weil dabei die katalytisch aktiven Threonin-Reste in den 

Proteolyse-Untereinheiten kovalent modifiziert werden. 

Ein repräsentativer Versuch mit diesen Inhibitoren ist in der nächsten Abbildung 

dargestellt. Da die Proteasom-Inhibitoren auf die RT4-Zellen nach kurzer Zeit toxisch 

wirkten, wurden diese Versuche mit A549-Zellen durchgeführt. Diese wurden mit 

IFN� vorstimuliert, dann wurden die Inhibitoren in frischem Medium zugegeben. Der 

Zusatz des NO-Donors S-Nitroso-Glutathion (GSNO) erfolgte eine Stunde nach 

Gabe der Inhibitoren. 
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Abb. 21: Proteasom-Inhibitoren heben den Effekt von NO auf die IDO auf. A549-Zellen wurden für 9 

Stunden mit 50U/ml IFN� vorstimuliert, dann wurde das Zytokin entfernt und die Inhibitoren in den 

angegebenen Konzentrationen zugegeben, bzw. DMSO in einer Endkonzentration von 0.5% 

(Lösungsmittelkontrolle). Eine Stunde später wurden 750µM GSNO zugesetzt und die Zellen für 

weitere 16 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte der Nachweis der IDO und der GAPDH im 

Western Blot (Abb. A, oben), wofür 10µg Gesamtprotein eingesetzt wurden. Zur Kontrolle der 

Wirksamkeit der Inhibitoren wurden Proben aus den gleichen Zellextrakten in einem zweiten Blot mit 

einem anti-Ubiquitin-Antikörper inkubiert (Abb. A, unten). Für die densitometrische Auswertung des 

IDO-Blots wurde die Signalintensität der IDO-Banden auf die Intensität der entsprechenden GAPDH-

Banden normalisiert (Abb. B).  

 

Diese Abbildung zeigt, dass die Proteasom-Inhibitoren den Effekt von NO auf die 

IDO aufheben können. Auch hier war bei Inkubation der Zellen mit einem NO-Donor 

(GSNO) nach 16 Stunden etwa 50% weniger IDO-Protein vorhanden als in Zellen, 

die keinem NO-Einfluss ausgesetzt waren (IFN�). Dieser Effekt konnte durch alle drei 

eingesetzten Inhibitoren aufgehoben werden (Abb. 21 A oben und Abb. 21B). Da alle 

Inhibitoren in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst waren, wurde eine 

Lösungsmittelkontrolle angesetzt, um einen Einfluss des DMSO auf den NO-Effekt 

auszuschließen (Abb. 21 A Spur 4, GSNO + DMSO). Als weitere Kontrolle der 

Wirksamkeit der eingesetzten Inhibitoren wurde mit Gesamtprotein aus den gleichen 

Proben ein zweiter Blot gemacht, der mit einem anti-Ubiquitin-Antikörper behandelt 
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wurde (Abb. 21 A, unten). Bei einer effizienten Hemmung des Proteasoms sollten 

sich ubiquitinierte Proteine in der Zelle anreichern, da die Enzyme, die für die 

Ubiquitinierung von Proteinen zuständig sind, unabhängig vom Proteasom 

funktionieren. Ubiquitinierte Proteine sind aufgrund ihrer Kurzlebigkeit unter normalen 

Umständen nicht nachweisbar. Der untere Blot (Abb. 21 A) zeigt deutlich eine 

Anreicherung von ubiquitinierten Proteinen in Zellen, die mit PSI oder clasto-

Lactacystin behandelt wurden. Interessanter Weise war dieser Effekt bei MG-132 

wesentlich schwächer ausgeprägt, obwohl sich dieser Inhibitor bei der Inhibition des 

IDO-Abbaus genauso potent zeigte wie die beiden anderen Inhibitoren. 

Dieses Experiment klärte mehrere Details. Zum einen handelte es sich bei dem 

Effekt, den NO auf die IDO ausübt, tatsächlich um einen beschleunigten Abbau. 

Anders waren die bisher gezeigten Daten nicht mehr zu interpretieren. Zweitens 

wurde das Proteasom als Ort der beschleunigten IDO-Degradation identifiziert. 

Darüber hinaus war bei Inkubation von Zellen mit Proteasom-Inhibitor (vor allem bei 

Einsatz von MG-132, Spur 6), aber ohne NO-Donor etwa 20% mehr IDO-Protein 

vorhanden als bei Inkubation in reinem Medium. Das bedeutete, dass die IDO 

wahrscheinlich auch unter „normalen“ Umständen, also ohne NO-Einfluss, vom 

Proteasom abgebaut wurde. Dieser Befund war aufgrund der Tatsache, dass es sich 

bei der IDO um ein zelleigenes zytoplasmatisches Protein handelt, sehr 

wahrscheinlich, ist aber für die IDO noch nie untersucht worden und wurde hier zum 

ersten Mal gezeigt. NO induzierte also einen beschleunigten Abbau der IDO, wobei 

sich die verantwortliche Protease (bzw. der verantwortliche Enzymkomplex) aber 

nicht veränderte. 

 

Im Folgenden wurde untersucht, ob eine Inkubation der Zellen mit NO mit einer 

generellen gesteigerten Aktivität des Proteasoms einhergeht. Dazu wurde ein in 

vitro-Assay verwendet, bei dem Zellextrakte mit fluorogenen Modellsubstraten des 

Proteasoms inkubiert wurden. Dabei handelt es sich um Peptide, die mit 7-Amino-4-

methylcoumarin (AMC) markiert sind. Dessen fluorogene Eigenschaften werden in 

intakten Peptiden durch die vorhandenen Aminosäuren unterdrückt. Werden die 

Peptide im Proteasom hydrolysiert, so wird AMC freigesetzt und kann durch Licht mit 

einer Wellenlänge von 350-380nm zur Fluoreszenz angeregt werden. 

Um zu überprüfen, ob eine NO-Produktion einen stabilen Effekt auf die Proteasom-

Aktivität in RT4-Zellen hat, wurden diese für 16 Stunden mit Zytokinen oder 
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DETA/NO inkubiert. Anschließend wurden Zellextrakte hergestellt, die für 90 Minuten 

mit fluorogenen Substraten inkubiert wurden. Um einen direkten Einfluss von NO auf 

die Aktivität des Proteasoms zu untersuchen, wurden Extrakte von unstimulierten 

Zellen genauso behandelt, aber dem Ansatz wurde zusätzlich ein NO-Donor 

zugegeben. Die bei diesen Versuchen frei gewordene Fluoreszenz wurde 

anschließend in einem Fluorometer gemessen und gegen einen Standard von freiem 

AMC quantifiziert. Die nächste Abbildung zeigt ein repräsentatives Experiment. 
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Abb. 22: Der Einfluss der Zytokin-Stimulation und der NO-Produktion auf die proteasomale Aktivität in 

Zellextrakten von RT4-Zellen. Abb. A zeigt die Aktivität in Zellextrakten von unterschiedlich 

stimulierten Zellen. RT4-Zellen wurden für 16h mit den angegebenen Zytokinen (jeweils 100U/ml) 

bzw. DETA/NO (750µM) inkubiert. Aus dem hergestellten Zellextrakt wurden 50µg Gesamtprotein mit 

20µM Proteasom-Substrat II oder Proteasom-Substrat III für 90min bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen 

dienten Proben, denen kein Zellextrakt zugesetzt wurde (Blank) und Proben, bei denen der Zellextrakt 

vor Start des Experiments für 10min mit 10µM clasto-Lactacystin inkubiert wurde (c-Lacta). Jede 

Probe wurde als Doppelbestimmung angesetzt. Abb. B zeigt den direkten Einfluss von NO auf die 

proteasomale Aktivität im Zellextrakt. Hier wurden Zellextrakte von unstimulierten Zellen verwendet. 

Die Versuche wurden ausgeführt wie für Abb. A, hier wurden aber NO-Donoren in den angegebenen 

Konzentrationen zugesetzt und nur das Substrat III verwendet. Nach 90min wurden die Reaktionen 

gestoppt und die entstandene Fluoreszenz bei einer Excitation von 365nm und einer Emission von 

450nm gegen einen Standard von freiem AMC gemessen. 

 

Abb. 22 A zeigt die Aktivität des Proteasoms in Extrakten von unterschiedlich 

stimulierten RT4-Zellen. Die Aktivität war für Substrat III stets höher als für Substrat 

II, was dadurch erklärt werden kann, dass die Substrate unterschiedliche 
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proteolytische Aktivitäten des Proteasoms nachweisen. Zwischen den einzelnen 

Messgruppen waren jedoch keine Unterschiede in der Aktivität festzustellen. Diese 

war für das jeweilige Substrat etwa gleich, egal ob es sich um unstimulierte Zellen 

handelte oder um stimulierte. Die NO-Produktion hatte ebenfalls in diesem Assay 

keinen nachweisbaren Einfluss auf die Aktivität, weder endogen produziertes NO (bei 

Stimulation mit IFN� und IL-1�) noch exogen appliziertes (Inkubation mit DETA/NO). 

Als Kontrolle, dass tatsächlich eine Proteasom-Aktivität nachgewiesen wurde, 

dienten die Proben, die vor dem Start des Experimentes mit clasto-Lactacystin 

inkubiert wurden. Hier war eine deutliche Abnahme der detektierten Fluoreszenz zu 

beobachten. Aus diesen Daten konnte geschlossen werden, dass NO keinen stabilen 

Einfluss auf die zelluläre Aktivität des Proteasoms hat. Wenn in vivo ein solcher 

Einfluss vorliegen sollte, so war er reversibel und nach Lyse der Zellen bzw. nach 

Aussetzen der NO-Produktion nicht mehr nachweisbar. 

Abb. 22 B klärt diese Frage etwas weiter. Hier wurde ein identischer Assay mit 

Lysaten von unstimulierten Zellen durchgeführt, aber den Ansätzen verschiedene 

Konzentrationen von NO-Donoren zugesetzt. Dieser Versuch stellte also eine 

momentane NO-Produktion in Zellen nach. Dazu wurden Donoren mit langer 

Halbwertszeit und kurzer Halbwertszeit (DETA/NO 8h, MAMA/NO 2min, SNOC 

25min) eingesetzt, um eine starke bzw. schwache NO-Produktion zu imitieren. Auf 

den ersten Blick sah es so aus, als würden MAMA/NO und DETA/NO die Aktivität 

des Proteasoms konzentrationsabhängig hemmen, was aufgrund des 

beschleunigten, proteasom-abhängigen Abbaus der IDO unter NO-Bedingungen 

unerwartet gewesen wäre. Aber die Proben, die mit entgasten Donor-Lösungen 

inkubiert wurden, zeigten denselben Effekt. Bei SNOC, einem Donor aus einer 

anderen Substanzklasse, trat weder bei frischen Lösungen noch bei der entgasten 

Lösung ein messbarer Effekt auf die Proteasom-Aktivität auf. Daher muss davon 

ausgegangen werden, dass der beobachtete Effekt bei MAMA/NO und DETA/NO 

nicht auf dem entstehenden NO beruhte, sondern auf den beim Zerfall entstehenden 

Polyaminen. Dies stimmt damit überein, dass bei dem Donor S-Nitroso-Cystein 

(SNOC) kein inhibitorischer Effekt beobachtet werden konnte, denn hier entstehen 

beim Zerfall NO und Cystin.  

Insgesamt zeigten diese Versuche, dass NO in vitro und unter den gewählten 

Bedingungen keinen Einfluss auf die Aktivität des Proteasoms hatte, weder einen 

transienten noch einen stabilen. Der beobachtete schnellere Abbau der IDO musste 
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daher ein Effekt sein, der spezifisch für die IDO oder eine Gruppe von Proteinen war, 

zu denen auch die IDO gehörte.  
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4 Diskussion 
 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion zweier zellulärer Mechanismen 

untersucht, die beide eine bedeutende Rolle bei der Immunabwehr bzw. der 

Immunregulation spielen. Die IDO wurde als Vermittler eines antimikrobiellen 

Effektormechanismus entdeckt, später zeigten die Arbeiten von Mellor und seiner 

Arbeitsgruppe die Bedeutung der Tryptophan-Depletion als regulatorischer 

Mechanismus im Immunsystem [120]. Auch die iNOS wurde zuerst aufgrund der 

antimikrobiellen Wirkung von NO in Makrophagen von Nagetieren entdeckt, wobei 

eine NO-Produktion im Menschen aber eher regulatorische Aufgaben hat. Uns 

interessierte die Frage nach der gegenseitigen Interaktion dieser regulatorischen 

Mechanismen, vor allem wenn sie gemeinsam in einer Zelle induziert werden. 

 

 

4.1 Die Inhibition der IDO-Aktivität durch Stickstoffmonoxid 
 

Die Interaktion der NO-Produktion mit der IDO-Aktivität wurde zuerst von Thomas et 

al. untersucht [125]. Sie zeigten, dass die Aktivität der IDO in humanen Monozyten 

durch Stickstoffmonoxid gehemmt wird. Unsere Arbeitsgruppe konnte funktionelle 

Konsequenzen dieser IDO-NO-Interaktion in einem vergleichbaren System zeigen. 

Zellen des humanen Blasenepithel-Karzinoms RT4 sind nach Stimulation mit IFN� 

aufgrund der IDO-Induktion in der Lage, das Wachstum von extrazellulären, 

Tryptophan-abhängigen Bakterien zu hemmen. Bei zusätzlicher Gabe von IL-1� 

wurde in diesen Zellen die iNOS induziert, deren Aktivität zu einer Inhibition der IDO 

führte und damit den bakteriostatischen Effekt aufhob [116]. In der vorliegenden 

Arbeit wurde das Verhalten der RT4-Zelle gegenüber einer Stimulation mit Zytokinen 

mit dem Verhalten einer weiteren epithelialen Zelllinie, der A549 (Lungenepithel), 

bezüglich der IDO- und der iNOS-Aktivität verglichen. Die IDO-Aktivität in A549-

Zellen ist bisher noch nicht untersucht worden, die Zelllinie wurde aber schon für 

Untersuchungen der iNOS-Gentranskription in humanen Zellen verwendet [68]. 

Allerdings wurde dabei keine tatsächliche NO-Produktion in diesen Zellen gezeigt. 

Die Untersuchungen zur IDO- und iNOS-Aktivität in dieser Zelle lieferten zunächst 

unerwartete Ergebnisse. Die IFN�-induzierte IDO-Aktivität war in A549-Zellen 
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wesentlich höher als in RT4-Zellen und konnte durch IL-1� und TNF� vor allem im 

Bereich niedriger IFN�-Konzentrationen gesteigert werden. Die NO-Produktion dieser 

Zellen war dagegen schwach und nur im Bereich sehr hoher IFN�-Konzentrationen 

verlässlich messbar. Diese schwache NO-Produktion konnte die IDO-Aktivität der 

Zellen unter keiner der gewählten Stimulationsbedingungen beeinflussen. Dies steht 

im Gegensatz zu den Ergebnissen, die mit den RT4-Zellen erhalten wurden. Die 

IFN�-induzierte IDO-Aktivität dieser Zelle war moderater im Vergleich zu A549 und 

sie wurde durch IL-1� und TNF� ganz bzw. teilweise inhibiert. Diese Zellen 

produzierten auch wesentlich mehr NO als die A549 und die IDO-Inhibition war durch 

den selektiven iNOS-Inhibitor AMT aufhebbar (Abb. 5, 6). Diese beiden Epithelzellen 

reagierten also auf eine Stimulation mit inflammatorischen Zytokinen prinzipiell 

gleich, aber mit starker unterschiedlicher Ausprägung der zellulären Effekte.  

Die Inhibition der IDO durch NO wurde von Thomas et al. auf eine Bindung von NO 

an das Häm-Eisen zurückgeführt. Eine direkte Wirkung von NO auf die IDO wurde 

auch in der vorliegenden Arbeit in einem zellfreien System nachgewiesen. 

Chemische NO-Donoren verschiedener Substanzklassen waren in der Lage, die 

IDO-Aktivität in Extrakten von IFN�-stimulierten Zellen konzentrationsabhängig zu 

hemmen (Abb. 9). Für diese Arbeiten wurde die Zelllinie 86HG39 verwendet, ein 

humanes Glioblastom, das sich hauptsächlich aus Zellen zusammensetzt, die Marker 

von Astrozyten exprimieren. Diese Zelllinie produziert unter keiner der hier gewählten 

Stimulationsbedingungen messbare Mengen NO, daher sind während der 

Stimulation der Zellen keine Effekte auf das IDO-Protein zu erwarten. Die Inhibition 

der IDO in diesem Test beruhte allein auf NO, denn die anderen Reaktionsprodukte, 

die bei dem Zerfall der Donoren entstehen, hatten keinen Einfluss auf die Aktivität 

des Enzyms. Zusammen mit den Messungen der zellulären IDO- und iNOS-Aktivität 

stellt dieser Test klar heraus, dass NO alleine verantwortlich war für die Inhibition der 

IDO und kein weiterer sekundärer Effekt, der möglicherweise. durch Zytokine in den 

Zellen ausgelöst wurde.  

Damit konnten wir also ähnlich wie Thomas et al. eine direkte Interaktion von NO mit 

der IDO nachweisen. Auch wir halten eine Bindung von NO an das Häm-Eisen der 

IDO für die Ursache der Aktivitätshemmung. Es ist bekannt, dass das NO-Radikal 

sehr gut mit Häm interagiert und die Aktivität von Enzymen mit Häm als prothetischer 

Gruppe regulieren kann (Review [140]). Eine direkte Bindung von NO an die IDO ist 

jedoch noch nie experimentell nachgewiesen worden. Denkbar ist auch eine 
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Konkurrenz zwischen der IDO und NO um die Verfügbarkeit von Sauerstoff, welchen 

die IDO für die von ihr katalysierte Reaktion als zweites Substrat benötigt. NO 

reagiert sehr schnell mit Sauerstoff-Spezies (Abb. 2, Review [71]), und es reagiert mit 

oxygeniertem Hämoglobin diffusionskontrolliert zu Nitrat und Met-Hämoglobin (Fe3+-

Hämoglobin). Daher ist oxygeniertes Blut ein natürlicher „Abfluss“ für NO in 

biologischen Systemen und Nitrat das hauptsächliche stabile Endprodukt einer NO-

Produktion in vivo (Review [75]). Der genaue biochemische Charakter der Interaktion 

zwischen der IDO und NO soll hier jedoch nicht weiter diskutiert werden, da ihm im 

Rahmen dieser Arbeit nicht nachgegangen worden ist. 

 

 

4.2 Funktionelle Konsequenzen der NO-Produktion 
 

Das unterschiedliche Verhalten der beiden Zelllinien hinsichtlich der untersuchten 

Mechanismen hatte in vitro Konsequenzen für die Erregerabwehr. Beide Zelllinien 

sind in der Lage, nach einem IFN�-Stimulus das Wachstum extrazellulärer Bakterien 

durch einen IDO-vermittelten Abbau des Tryptophans im Zellüberstand zu hemmen. 

Ein weiterer antimikrobieller Effekt ist an der Etablierung dieser Bakteriostase nicht 

beteiligt, denn sie ist durch Zugabe von L-Tryptophan vollständig reversibel. Eine 

Stimulation mit IFN� + IL-1� führt in RT4-Zellen zu einer iNOS-Induktion, die eine 

deutlich messbare Produktion von NO zur Folge hat und als Konsequenz eine 

Inhibition der IDO und eine Aufhebung der Bakeriostase bewirkt. Diese funktionellen 

Befunde wurden von unsere Arbeitsgruppe bereits publiziert [116]. In A549-Zellen 

waren iNOS-Induktion und NO-Produktion unter gleichen Stimulationsbedingungen 

wesentlich schwächer ausgeprägt und führten nicht zu einer IDO-Inhibition. Im 

Gegenteil wurde die IDO-Aktivität vor allem im Bereich niedriger IFN�-

Konzentrationen durch TNF� und IL-1� verstärkt. Als Folge davon war eine deutliche 

Steigerung der IFN�-vermittelten Bakteriostase durch IL-1� und TNF� nachweisbar 

(Abb. 7).  
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4.3 Wirkung der Zytokine auf die Transkription des IDO-Gens 
 

Wie bereits erwähnt steigerte TNF� in A549-Zellen die IFN�-induzierte IDO-Aktivität. 

Dieser Effekt wurde von unserer Arbeitsgruppe auch in humanen Astrozyten 

beschrieben. Es ließ sich zeigen, dass die gleichzeitige Stimulation von 87HG32-

Zellen mit IFN� und TNF� zu einer Erhöhung des IDO-mRNA-Levels führt [113]. Wie 

in der vorliegenden Arbeit gezeigt, konnte IL-1� wie TNF� in A549-Zellen zu einer 

Verstärkung der IDO-Aktivität führen, während beide Zytokine in RT4-Zellen die IDO-

Aktivität und die IDO-vermittelten Effekte aufhoben. 

Um die Regulation der IDO-Gentranskription durch Zytokine und NO zu untersuchen, 

wurden RT-PCR-, Northern Blot- und Realtime-PCR-Experimente durchgeführt. Die 

Regulation des IDO-Gens wurde in RT4- und A549-Zellen bisher noch nicht 

untersucht. Mittels der RT-PCR wurde zunächst nur die rein qualitative Induktion der 

Gentranskription nach 8 Stunden Stimulation erfasst. Bezüglich der Regulation des 

IDO-Gens durch die verwendeten Zytokine verhielten sich beide Zellen identisch. 

Zwar waren auch bei Stimulation mit IL-1� und TNF� alleine geringe Mengen an 

IDO-mRNA nachweisbar, aber eine Enzymaktivität war unter diesen Bedingungen 

nicht messbar. IFN� war der Hauptinduktor der Transkription, und weder IL-1� noch 

TNF� regulierten diese Transkription negativ (Abb. 8). Mittels Northern Blot und 

Realtime-PCR wurden quantitative Bestimmungen der IDO-mRNA durchgeführt. Die 

Ergebnisse dieser Analysen zeigten eine deutliche Verstärkung der Transkription des 

IDO-Gens durch diese beiden Zytokine (Abb. 13, 14). Diese Ergebnisse entsprechen 

bisher publizierten Daten über die Regulation des IDO-Gens. Die Arbeitsgruppe von 

Gupta führte Untersuchungen dazu in humanen Fibroblasten durch und identifizierte 

die durch IFN� aktivierten Transkriptionsfaktoren STAT1� und IRF-1 als die 

wichtigsten Regulatoren der Transkription des IDO-Gens, während ein anderer 

Transkriptionsfaktor der IRF-Familie, ISGF3, nur eine sehr schwache 

Transkriptionsrate initiieren konnte. ISGF3 wird durch die Interferone � und � 

aktiviert, die nur schwache Induktoren einer IDO-Aktivität sind [102,103]. Weiterhin 

konnten Hissong und Carlin eine Verstärkung der IDO-Gentranskription durch IL-1� 

in humanen Monozyten nachweisen [105]. Diese Untersuchungen wurden jedoch 

nicht an den hier verwendeten Zelllinien durchgeführt, daher sind diese Ergebnisse 

nicht ohne weiteres übertragbar.  
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Die Quantifizierung der IDO-mRNA unter verschiedenen Stimulationsbedingungen 

durch Northern Blot und Realtime-PCR in RT4- und A549-Zellen bestätigte die PCR-

Ergebnisse. IL-1� und TNF� erhöhten den steady-state-Level an IDO-mRNA, wobei 

dieser Effekt in der Realtime-Messung in A549-Zellen deutlicher ausfiel als in RT4-

Zellen. Der Effekt war NO-unabhängig, da er durch den Einsatz des selektiven iNOS-

Inhibitors AMT nicht aufgehoben wurde. Es handelt sich dabei anscheinend um eine 

reine Zytokin-Wirkung. Aus diesen Ergebnissen kann die genaue Wirkungsweise der 

Zytokine nicht abgeleitet werden, da sowohl eine Verstärkung der Transkriptionsrate 

als auch eine Stabilisierung der mRNA zu den gemessenen erhöhten Werten des 

steady-state-Gehaltes an IDO-mRNA führen können. Die bekannten Daten zu der 

Regulation des IDO-Gens machen eine erhöhte Transkriptionsrate aber sehr 

wahrscheinlich (s. 1.7.4). Diese Analyse erklärt die beobachtete Verstärkung der 

IDO-Aktivität in A549-Zellen durch IL-1� und TNF� sehr gut. Die Ursache für die 

Steigerung der Aktivität ist die erhöhte Menge an IDO-mRNA unter diesen 

Stimulationsbedingungen, die auch zu einer erhöhten Menge an IDO-Protein führt 

(Abb. 10).  

Eine Erhöhung des IDO-mRNA-Gehaltes durch IL-1� und TNF� wurde auch in RT4-

Zellen beobachtet, wenn auch weniger deutlich. Dies führte aber nicht zu einer 

Steigerung der IDO-Aktivität, sondern zu einer Hemmung. Ursache dafür war, wie 

geschildert, eine wesentlich stärkere iNOS-Aktivität in RT4-Zellen im Vergleich zu 

A549-Zellen. Daher wurde auch die Regulation der iNOS auf mRNA-Ebene durch 

Zytokine in den beiden Zelllinien qualitativ mittels RT-PCR untersucht. Zelltyp-

spezifische Antworten auf Zytokine werden oft beobachtet und sind z. B. auch für die 

Induktion der iNOS bekannt. Ganster et al. untersuchten die iNOS-Gentranskription 

in der bei dieser Arbeit verwendeten Zelllinie A549 und fanden eine maximale 

Induktion durch eine Kombination von IFN�, IL-1� und TNF� in hohen 

Konzentrationen (1000U/ml TNF�, 100U/ml IL-1�, 250U/ml IFN�). Sie identifizierten 

die Transkriptionsfaktoren STAT1� und NF-�B (welcher durch TNF� und IL-1� 

aktiviert wird) als wichtigste Aktivatoren der Transkription in A549-Zellen. In der 

humanen Fibroblasten-Zelllinie 2fTGH unterdrückte STAT1� jedoch sowohl eine 

schwache basale als auch die NF-�B-induzierte Transkription: in dieser Zelllinie 

wirkte IFN� negativ regulatorisch auf die iNOS-Gentranskription [68]. Die in dieser 

Arbeit verwendeten A549-Zellen verhielten sich hinsichtlich der iNOS-Induktion auf 

mRNA-Ebene wie von Ganster et al. beschrieben. Nur eine Kombination von IFN� 
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mit IL-1� (+ TNF�) führte zu einer nachweisbaren Transkription des iNOS-Gens bei 

den eingesetzten Zytokin-Konzentrationen von 100U/ml (Abb. 8). Bei hohen Dosen 

von IFN� (1000U/ml) war allerdings auch mit IFN� alleine eine schwache iNOS-

Aktivität dieser Zellen im funktionellen Test messbar. Eventuell ist eine starke 

Aktivierung von STAT1 ausreichend, um auch ohne eine zusätzliche Aktivierung von 

NF-�B die Transkription des iNOS-Gens einzuleiten.  

Die Transkription des iNOS-Gens in RT4-Zellen ist zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht 

untersucht worden. Insgesamt regulierten die bei dieser Arbeit eingesetzten Zytokine 

die Gene der IDO und der iNOS in der prinzipiell gleichen Art und Weise, wenn auch 

mit unterschiedlicher Ausprägung in der Stärke der induzierten Gentranskription und 

Enzymaktivität. Bei der RT4-Zelle hatte TNF� eine stärkere Wirkung auf die 

Transkription als in der A549-Zelle: hier führte auch eine Stimulation mit IL-1� + 

TNF� bzw. mit IFN� + TNF� zu einer Induktion, was in A549-Zellen nicht der Fall war 

(Abb. 8) und unter diesen Bedingungen war auch eine NO-Produktion der RT4-

Zellen messbar (Abb. 6, 16). Quantitative Daten zur Bestimmung des Gehaltes an 

iNOS-mRNA in den verwendeten Zelllinien wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht 

erhoben. Die RT-PCR-Daten zeigten in RT4-Zellen jedoch eine deutlich effizientere 

Induktion der iNOS-Gentranskription durch die eingesetzten Zytokine als in A549-

Zellen. Damit kann die höhere iNOS-Aktivität in RT4-Zellen erklärt werden. Aufgrund 

des eingesetzten Zytokin-Profils und der damit erzielten Ergebnisse scheinen in RT4-

Zellen aber die gleichen Mechanismen für die iNOS-Gentranskription verantwortlich 

zu sein, die auch in den A549-Zellen wirksam sind.  

Damit ist der beobachtete unterschiedliche Effekt von IL-1� und TNF� auf die IDO-

Aktivität nicht durch eine unterschiedliche Regulation auf mRNA-Ebene zu erklären, 

sondern prägt sich rein NO-abhängig auf posttranskriptioneller Ebene aus. 

 

 

4.4 Wirkung von NO auf das IDO-Protein 
 

Eine vergleichende Analyse der Expression des IDO-Proteins in den Zelllinien A549 

und RT4 bei unterschiedlicher Stimulation brachte ein unerwartetes Ergebnis. In 

A549-Zellen entsprach die Expression des IDO-Proteins den Ergebnissen der 

Untersuchungen zur Transkriptionsregulation. TNF� und IL-1� steigerten den Gehalt 

an IDO-Protein in A549-Zellen zu jedem untersuchten Zeitpunkt (8-48 Stunden 
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Stimulation, Abb. 10). Dies wurde aufgrund der mRNA-Daten auch so erwartet. Für 

die RT4-Zellen wurde auf Proteinebene das gleiche Bild vermutet, da IL-1� und 

TNF� auch in diesen Zellen die Transkription des IDO-Gens steigerten (Abb. 14). 

Zudem wurde als Mechanismus der Inhibition des Enzyms durch NO aufgrund der in 

dieser Arbeit erhobenen Daten (Abb. 9) und der Befunde von Thomas et al. eine 

direkte Interaktion auf Proteinebene vermutet, die nicht mit einer erniedrigten 

Expression der IDO korrelieren muss. Bei kurzzeitiger Stimulation (8 Stunden) war in 

RT4-Zellen auch eine verstärkte Expression der IDO unter Einfluss von IL-1� und / 

oder TNF� zu beobachten, bei länger andauernder Stimulation (24 bis 48 Stunden) 

nahm der Gehalt an IDO-Protein unter diesen Bedingungen jedoch stetig ab, 

während er bei Stimulation mit IFN� alleine über den gesamten untersuchten 

Zeitraum konstant blieb (Abb. 10). Bei einer gleichzeitigen Inkubation der Zellen mit 

dem NOS-Inhibitor AMT wurde keine Verringerung des zellulären Gehaltes an IDO-

Protein bei einer Stimulation mit IFN� + IL-1� (+ TNF�) beobachtet, was den Effekt 

als NO-abhängig kennzeichnet (Abb. 11). Da eine NO-Produktion in den Zellen erst 

nach der Zytokinwirkung, d. h. nach Bildung des iNOS-Proteins eintreten kann, wird 

dieser Effekt zeitlich verzögert ausgeprägt und wirkt dann der Zytokin-induzierten 

verstärkten IDO-Expression entgegen. Die Verringerung des IDO-Proteingehaltes 

konnte, wie in weiteren Experimenten gezeigt, auch durch exogenes NO ausgelöst 

werden, was weiterhin für einen monokausalen NO-Effekt sprach (Abb. 12).  

Dieser Effekt von NO auf das IDO-Protein wird in der vorliegenden Arbeit zum ersten 

Mal beschrieben. NO wirkt also nicht nur durch eine Inhibition der Enzymaktivität, die 

evtl. eine Bindung des NO an das Häm-Eisen der IDO zur Ursache hat, sondern 

verringert auch den Gehalt an IDO-Protein. Dieser NO-bedingte Effekt stellt damit 

einen weiteren, bisher unbekannten Regulationsweg der IDO durch NO dar. Der 

zugrunde liegende Mechanismus wurde in dieser Arbeit weiter untersucht.  

 

 

4.5 Die IDO-Gentranskription wird durch NO nicht reguliert 
 

Um die Ursache der beobachteten NO-Wirkung aufzuklären, wurden weitere 

Experimente zur IDO-Gentranskription gemacht, bei denen ein direkter Einfluss von 

NO untersucht wurde. Dies geschah aus zweierlei Gründen: zum einen existieren die 

Arbeiten von Alberati-Giani et al., die in murinen Makrophagen eine Regulation der 
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IDO durch NO auf mRNA-Ebene nachweisen konnten. Dieser Effekt war zelltyp-

spezifisch, er trat in einer zweiten untersuchten Zelllinie (N11, Mikroglia) nicht auf 

[139]. Ein solches Verhältnis hätte auch in den hier untersuchten Zellen vorliegen 

können: RT4-Zellen produzieren wesentlich mehr NO als A549-Zellen und könnten 

daher NO-abhängige Effekte wie eine Genregulation ausprägen, die in A549-Zellen 

nicht auftreten. Zweitens ist bekannt, dass NO die Aktivität von mehreren 

Transkriptionsfaktoren beeinflussen kann (Reviews [71,141]). Diese werden als 

„redox-sensitive“ Transkriptionsfaktoren bezeichnet, weil sie durch eine oxidative 

bzw. reduktive Umgebung in ihrer Aktivität beeinflusst werden. Das bekannteste und 

am besten untersuchte Bespiel ist der Transkriptionsfaktor OxyR aus E. coli, der 

Gene reguliert, dessen Produkte protektiv bei oxidativem und nitrosativem Stress 

wirken. Er war das erste Molekül, von dem gezeigt werden konnte, dass es durch die 

S-Nitrosierung eines Cystein-Restes in der DNA-bindenden Domäne aktiviert werden 

kann und dessen S-nitrosierte Form auch in vivo gefunden wurde [142]. 

Transkriptionsfaktoren von Säugetieren sind bezüglich ihrer Sensitivität gegenüber 

reaktiven Stickstoff- und Sauerstoff-Intermediaten noch nicht so gut untersucht, aber 

es liegen vermehrte Hinweise auf eine Inhibition der Transkriptionsfaktoren AP-1, 

Sp1 und NF-�B durch S-Nitrosierung vor. Dabei existieren aber nur für NF-�B Daten, 

die nahe legen, dass eine solche S-Nitrosierung tatsächlich in vivo auftritt [143]. Ein 

weiterer Mechanismus durch den NO die Aktivität von Transkriptionsfaktoren 

inhibieren kann, beruht auf einer Zerstörung von Zinkfinger-Strukturen durch S-

Nitrosierung der Cysteine, welche das Zink komplexieren [144].  

Eine Wirkung von NO auf NF-�B könnte den beobachteten Effekt in RT4-Zellen 

jedoch nicht komplett erklären, da zwar IL-1� und TNF� diesen Transkriptionsfaktor 

aktivieren, IFN� aber nicht. Eine Inhibition von NF-�B sollte daher nur die Steigerung 

der IDO-Expression durch IL-1� und TNF� verhindern, aber nicht die Hauptinduktion 

durch IFN�, d. h. der Gehalt an IDO-Protein in den Zellen dürfte nicht geringer 

werden als das Maß, welches durch IFN� alleine induziert wird. Dies ist in den RT4-

Zellen nach 48 Stunden Stimulation aber der Fall (Abb. 10). Daher wurde direkt 

untersucht, ob NO einen Einfluss auf die rein IFN�-induzierte Gentranskription hat. 

Dafür wurden RT4-Zellen zeitgleich mit IFN� und dem chemischen NO-Donor 

DETA/NO inkubiert, oder der Donor wurde 16 Stunden nach einer Stimulation mit 

IFN� zugesetzt und die Zellen für einen weiteren Zeitraum (bis zu 30 Stunden) 

inkubiert. Bei diesen Experimenten konnte aber kein Unterschied in der Menge der 
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IDO-mRNA festgestellt werden (Abb. 15). Eine Inkubation mit IFN� alleine zeigte den 

gleichen zeitlichen Verlauf des Gehaltes an IDO-mRNA wie eine Inkubation mit IFN� 

+ DETA/NO. Da auch die Zytokine keinen negativen Einfluss auf die Transkription 

des IDO-Gens hatten, konnte ein Regulation durch NO auf mRNA-Ebene, wie sie 

von Alberati-Giani et al. in Mauszellen gezeigt werden konnte, für die hier 

verwendeten humanen Zellen ausgeschlossen werden. Daher war zu vermuten, 

dass die NO-vermittelte Verringerung des Gehaltes an IDO-Protein auf 

posttranskriptioneller Ebene erfolgte. 

 

 

4.6 Beschleunigter Abbau des IDO-Proteins durch NO 
 

Der beobachtete Effekt von NO auf das IDO-Protein konnte im weiteren Verlauf der 

vorliegenden Arbeit als eine beschleunigte Degradation durch das Proteasom 

identifiziert werden. Dabei wurde zunächst gezeigt, dass NO seinen Effekt auf bereits 

gebildetes IDO-Protein ausübt. In A549-Zellen, die mit IFN� vorstimuliert und 

anschließend ohne IFN�, aber mit Cycloheximid weiter inkubiert wurden, nahm der 

Gehalt an IDO-Protein bei Anwesenheit eines NO-Donors schneller ab als ohne NO-

Donor (Abb. 18). Unter diesen Versuchsbedingungen können während der 

Inkubationsphase keine neuen Proteine synthetisiert werden. Dieser Versuch zeigte, 

dass NO nicht auf die Synthese des IDO-Proteins wirkt, denn die konnte in diesem 

Fall auch in Abwesenheit von NO nicht stattfinden. Zudem konnte in weiteren 

Versuchen gezeigt werden, dass NO keinen messbaren Einfluss auf die 

Proteinbiosynthese in RT4-Zellen hat (Abb. 17). Ein Wirkmechanismus, welcher ganz 

oder zum Teil auf einer Inhibition der Translation der IDO-mRNA beruht, war damit 

sehr unwahrscheinlich.  

Weiterhin zeigte der Versuch mit Cycloheximid, dass der NO-basierte Effekt nicht 

von einer Neusynthese zellulärer Proteine abhängt. Da NO sowohl die Aktivität von 

Transkriptionsfaktoren regulieren als auch Signaltransduktionsprozesse direkt 

auslösen kann (s. 1.5.3), war die Neubildung eines Proteins, welches anschließend 

mit der IDO interagiert und das Protein destabilisiert, ein denkbares Szenario. Dies 

scheint aufgrund der hier gezeigten Daten aber kein Teil des verantwortlichen 

Mechanismus zu sein. Dennoch kann eine Interaktion der IDO mit einem anderen 

Protein als Bestandteil des NO-induzierten Effektes nicht ausgeschlossen werden, 
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da NO theoretisch auch ein bereits gebildetes Protein direkt oder indirekt aktivieren 

könnte. 

 

Da NO offenbar nicht die Synthese des IDO-Proteins beeinflusste, legten die bisher 

erhaltenen Ergebnisse einen beschleunigten Abbau des IDO-Proteins unter NO-

Einfluss nahe. Pulse-Chase-Experimente, bei denen IFN�-stimulierte RT4-Zellen für 

30 Minuten mit radioaktiv markierten Aminosäuren gepulst wurden, konnten diesen 

Verdacht weiter bestätigen. Der Chase wurde ohne IFN�, in An- oder Abwesenheit 

eines NO-Donors durchgeführt. Auch hier nahm die Menge des IDO-Proteins in den 

Zellen, die während des Chase mit einem NO-Donor inkubiert wurden, schneller ab 

als in Zellen, die nicht unter NO-Einfluss standen (Abb. 19). Da bei diesem Versuch 

nur Proteine markiert werden, die während des Pulses synthetisiert worden sind, 

kann eine schnellere Abschwächung des IDO-Signals nur mit einem schnelleren 

Abbau des Proteins begründet werden. Damit war der grundsätzliche Mechanismus 

der NO-vermittelten Verringerung des Gehaltes an IDO-Protein in den RT4-Zellen 

aufgeklärt: es handelte sich um eine beschleunigte Degradation der IDO. 

 

 

4.7 Das Proteasom degradiert das IDO-Protein 
 

Der Abbau des IDO-Proteins ist bisher noch nie untersucht worden. Um den Ort des 

beschleunigten Abbaus der IDO zu identifizieren, wurden Experimente mit Inhibitoren 

gegen den Proteinabbau im Lysosom und im Proteasom durchgeführt. Wie bereits 

geschildert ist das Lysosom in Zellen von Säugetieren hauptsächlich für den Abbau 

endozytotisch aufgenommener Proteine verantwortlich, während das Proteasom die 

große Mehrheit der intrazellulären Proteine degradiert (s. 1.6). Ein Abbau der IDO im 

Proteasom war daher sehr wahrscheinlich, dennoch sollte eine Beteiligung des 

Lysosoms experimentell ausgeschlossen werden. Dazu wurden RT4-Zellen mit IFN� 

stimuliert, anschließend wurde das Zytokin entfernt und verschiedene Inhibitoren der 

lysosomalen proteolytischen Aktivität zugesetzt. Eine Stunde später wurde ein NO-

Donor zugegeben und die Zellen für weitere 16 Stunden inkubiert. Wie erwartet, 

konnten die Inhibitoren den NO-induzierten beschleunigten Abbau der IDO nicht 

aufheben (Abb. 20). Sie hatten auch keinen Einfluss auf den Gehalt an IDO-Protein 

in Zellen, die ohne NO-Donor inkubiert wurden. In diesen hätte der Gehalt an IDO-
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Protein im Vergleich zu Zellen, die ohne Inhibitoren und ohne NO-Donor inkubiert 

wurden, leicht ansteigen sollen, wenn das Lysosom für den Abbau der IDO unter 

„normalen“ Umständen zuständig wäre. Diese Ergebnisse zeigten, dass das 

Lysosom weder an der NO-induzierten noch an der basalen Degradation des IDO-

Proteins beteiligt ist.  

Diese Experimente wurden daraufhin mit Inhibitoren des Proteasoms durchgeführt. 

Die Versuchsdurchführungen waren dabei identisch, nur wurden für eine Inkubation 

mit Proteasom-Inhibitoren A549-Zellen verwendet, weil die Proteasom-Inhibitoren in 

RT4-Zellen nach wenigen Stunden einen Zelltod auslösten. Die Ergebnisse dieser 

Versuche zeigten, dass alle eingesetzten Inhibitoren den NO-induzierten Abbau des 

IDO-Proteins aufheben konnten (Abb. 21). Auch in Zellen, die ohne NO-Donor 

inkubiert wurden, war eine leichte Verstärkung des IDO-Signals durch die Inhibitoren 

messbar. Die Wirksamkeit der Inhibitoren wurde überprüft, indem die intrazelluläre 

Anhäufung von ubiquitinierten Proteinen in den betroffenen Zellen gezeigt wurde. 

Damit wurde das Proteasom klar als Ort des intrazellulären Abbaus des IDO-Proteins 

identifiziert. Dieser Befund war bisher unbekannt und wird in der vorliegenden Arbeit 

zum ersten Mal beschrieben. 

 

Um eine Aussage über die Spezifität des beschleunigten Abbaus der IDO machen zu 

können, wurde untersucht ob sich eine NO-Produktion direkt auf die Aktivität des 

Proteasoms ausübt. Dazu wurden Extrakte von unterschiedlich stimulierten RT4-

Zellen mit fluorogenen Substraten des Proteasoms inkubiert. Sollte NO einen 

stabilen Effekt auf die Aktivität des Proteasoms haben, der auch nach Lyse der 

Zellen noch besteht, so könnte er in einem solchen Test nachgewiesen werden. 

Diese Untersuchungen konnten aber keinen stabilen Effekt von Zytokinen oder NO 

auf die Proteasom-Aktivität zeigen. In Extrakten aus Zellen, die mit IFN�, IFN� + IL-1� 

oder mit DETA/NO inkubiert wurden, ist die gemessene Menge hydrolysierter 

Peptide sowohl untereinander als auch mit den Messungen von Extrakten aus 

unstimulierten Zellen vergleichbar (Abb. 22 A). Ein transienter Effekt von NO auf die 

Aktivität des Proteasoms wurde untersucht, indem die Proteasom-Aktivität in 

Extrakten von unstimulierten RT4-Zellen bei gleichzeitiger Inkubation mit 

verschiedenen NO-Donoren gemessen wurde. Hier konnte zwar ein hemmender 

Effekt der Donoren DETA/NO und MAMA/NO festgestellt werden, dieser beruhte 

aber nicht auf dem entstandenen NO, sondern auf dem zweiten Produkt des Zerfalls 
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dieser Donoren, den Polyaminen. Dieser Befund wurde dadurch bekräftigt, dass ein 

NO-Donor aus einer anderen Substanzklasse, SNOC, keinen Einfluss auf die 

proteasomale Aktivität hatte (Abb. 22 B). Damit konnte gezeigt werden, dass der NO-

induzierte beschleunigte Abbau des IDO-Proteins wahrscheinlich nicht mit einer 

generellen Steigerung der Aktivität des Proteasoms korreliert, da eine NO-Produktion 

in vitro keinen Effekt auf die Fähigkeit des Proteasoms hatte, Peptide zu 

hydrolysieren. Ein solcher Zusammenhang ist auch nicht erwartet worden, denn nach 

heutigem Wissensstand wird der Abbau eines bestimmten Proteins nicht durch das 

Proteasom selbst reguliert. Die Bedeutung der oben beschriebenen Ergebnisse in 

einem zellulären Kontext wird im folgenden Abschnitt genauer diskutiert.  

 

 

4.8 NO und die Degradation von Proteinen durch das Proteasom 
 

Durch die oben beschriebenen Experimente konnte klar gezeigt werden, dass das 

Proteasom für den Abbau des IDO-Proteins verantwortlich ist und dass dieser Abbau 

unter dem Einfluss von endogenem oder exogenem NO beschleunigt wurde. Dieser 

für die Proteinregulation wichtige Aspekt wurde für die IDO bisher nicht erforscht und 

wird in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt.  

Der beschleunigte Abbau des IDO-Proteins beruhte ausschließlich auf NO, da er 

�	 in A549-Zellen, die nur sehr wenig NO produzieren, nicht auftrat (Abb. 10) 

�	 in NO-produzierenden RT4-Zellen durch den iNOS-Inhibitor AMT komplett 

aufhebbar war (Abb. 11) 

�	 in den beiden verwendeten Zelllinien durch chemische NO-Donoren aus 

verschiedenen Substanzklassen ausgelöst werden konnte (Abb. 12, 20) 

Ferner ist der NO-induzierte beschleunigte Abbau der IDO nicht Cycloheximid-

sensitiv, was bedeutet, dass für seine Ausführung keine Neusynthese zellulärer 

Proteine notwendig ist (Abb. 18). NO bewirkt in vitro auch keine Steigerung der 

Aktivität des Proteasoms (Abb. 22), so dass ein allgemeiner Effekt auf die zellulären 

Proteine unwahrscheinlich ist. Da der genaue Weg, auf dem NO den beschleunigten 

Abbau der IDO durch das Proteasom auslöst, im Rahmen dieser Arbeit nicht 

untersucht werden konnte, sind Überlegungen zu diesem Problem spekulativ. 

Dennoch wird im Folgenden versucht, die verschiedenen Möglichkeiten für einen 

solchen Mechanismus zu erläutern.  
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Neueste Untersuchungen zeigen, dass anscheinend mehrere Proteine NO-abhängig 

degradiert werden. Vor drei Jahren wurden die ersten Beobachtungen zu diesem 

Thema von Kim und Ponka publiziert, welche die Regulation des Eisenhaushaltes in 

der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 untersuchten. Sie fanden, dass das 

„iron regulatory protein 2“ (IRP-2) bei Inkubation der Zellen mit dem chemischen NO-

Donor Natriumnitroprussid (SNP) beschleunigt abgebaut wird [145,146]. Erst 2002 

wurden zwei weitere Arbeiten publiziert, die sich mit dem Phänomen des NO-

induzierten Proteinabbaus beschäftigten. Bebok et al. zeigten, dass NO den Abbau 

des „cystic fibrosis transmembrane conductance regulators“ (CFTR), eines cAMP-

kontrollierten Chloridkanals, in humanen und murinen Zellen beschleunigt [147]. 

Franzen et al. untersuchten die Regulation der Ceramid-Level in Zellen der Ratte und 

konnten eine NO-induzierte Degradation der neutralen Ceramidase beobachten 

[148]. Die hier genannten Publikationen sind unseres Wissens die einzigen, die für 

ein bestimmtes Protein eine NO-abhängige Verstärkung des Abbaus zeigen. In der 

vorliegenden Arbeit wird ein solcher Effekt auch für die IDO gezeigt, welche damit 

erst das vierte Protein ist, von dem eine derartige NO-bedingte Regulation bekannt 

wird.  

Alle oben genannten Publikationen wurden innerhalb der letzten drei Jahre verfasst. 

Das Wissen um einen NO-induzierten Proteinabbau ist also noch sehr jung, daher ist 

dieses Phänomen noch nicht gründlich erforscht. Alle bekannten Fälle, inklusive dem 

der IDO, zeigen bisher nur zwei grundsätzliche Gemeinsamkeiten: 

�	 der Abbau des jeweiligen Proteins ist ausschließlich NO-abhängig, denn er ist 

durch exogene NO-Donoren induzierbar 

�	 der Abbau erfolgt in allen untersuchten Fällen im Proteasom, denn er ist durch 

Inhibitoren des Proteasoms, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wurden, 

blockierbar 

Alle anderen bekannten Details ergeben kein einheitliches Bild. So ist die NO-

induzierte Degradation von IRP-2 Cycloheximid-sensitiv, was im Falle der IDO nicht 

zutrifft (Abb. 18) und auch im Falle der Ceramidase nicht beobachtet wurde.  

Der genaue Weg des NO-induzierten Abbaus ist in keinem der untersuchten Fälle 

bekannt. Die Suche nach einem solchen Weg führt zurück auf die allgemeine Frage 

wie das Proteasom ein Substrat erkennt. Die Tatsache, dass in Zellen von 

Säugetieren das Proteasom etwa 80-90% der zellulären Proteine abbaut, kann heute 

als gesichert angesehen werden. Bei der überwiegenden Mehrheit der betroffenen 
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Proteine ist für die Degradation eine Markierung mit Ubiquitin notwendig, und dieser 

Vorgang der Ubiquitinierung ist für die Spezifität des Abbaus entscheidend. Die 

Spezifität wird vor allem durch die Ubiquitin-Ligasen (E3-Enzyme) vermittelt, welche 

die Substrate des Proteasoms erkennen und die Ubiquitin-Moleküle auf das Substrat 

übertragen. Die Mechanismen der Substraterkennung sind aber sehr vielfältig und 

zum Teil noch unzureichend verstanden, so dass für einen konkreten Fall keine 

Vorhersagen gemacht werden können. Sie umfassen unter anderem die Erkennung 

der N-terminalen Aminosäure („N-end rule“), die Modifikation der Substrate durch 

Phosphorylierung, die Substraterkennung über Hilfsproteine und viele weitere 

(Review [88]). Da im Falle eines NO-induzierten Abbaus die Halbwertszeit von 

Proteinen verändert wird, ist davon auszugehen, dass die betroffenen Proteine 

irgendwie für einen beschleunigten Abbau markiert werden müssen, d. h. NO muss 

eine Aktion auslösen, welche diese Proteine destabilisiert. Es sind hierbei zwei 

mögliche Wege der Substratmarkierung denkbar. NO ist in der Lage, zwei 

unterschiedliche Signaltransduktionswege direkt zu aktivieren, die Bildung von cGMP 

über die sGC sowie die Aktivierung von Ras-Proteinen (s. 1.5.3). Im Laufe dieser 

Signaltransduktionsprozesse werden u. a. Kinasen aktiviert, z. B. die PKG und die 

PI3K, welche eine Phosphorylierung von Substraten ausführen könnten. Im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit wurde die Abhängigkeit des NO-induzierten IDO-Abbaus von 

einem Signaltransduktionsprozess nicht untersucht, aber ein hier erhobener Befund 

spricht gegen eine solche Abhängigkeit: die Höhe der für den Effekt notwendigen 

NO-Konzentration. Beide NO-abhängigen Wege der Signaltransduktion sind mit 

geringen NO-Konzentrationen aktivierbar. So konnte bei den Arbeiten von Deora et 

al. eine Aktivierung von Ras in der humanen T-Zelllinie Jurkat bereits mit 30-100µM 

SNAP erreicht werden [149,150], und die sGC wird in vitro bereits durch nanomolare 

NO-Konzentrationen aktiviert (Review [81]). Im Gegensatz dazu fand der NO-

induzierte Abbau des IDO-Proteins nur in Zellen mit einer hohen NO-Produktionsrate 

(den RT4-Zellen) statt, nicht aber in den A549-Zellen (Abb. 10). Außerdem waren für 

eine Induktion des Abbaus durch exogenes NO hohe Konzentrationen der NO-

Donoren (750µM) notwendig. Diese Befunde machen eine Signaltransduktion als 

ausführenden Mechanismus unwahrscheinlich.  

Die zweite Möglichkeit ist eine direkte Modifikation der betroffenen Proteine durch 

NO. Zwei Arten der NO-basierten Modifikation von Aminosäuren sind bekannt: die S-

Nitrosierung von Cystein und die Nitrierung von Tyrosin. Die Bildung von 3-
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Nitrotyrosin kann in vitro durch mehrere chemische Reaktionen erfolgen (Review 

[71]). Der Nachweis von nitrierten Tyrosinresten in zellulären Proteinen wurde bisher 

nur als ein Marker für nitrosativen Stress betrachtet (s. 1.4.6). Jüngste 

Untersuchungen zeigen jedoch die ersten Hinweise auf eine Regulation von 

Proteinfunktionen durch Tyrosin-Nitrierung: Lanone et al. konnten eine Inhibition von 

rekombinantem iNOS-Protein durch diese Modifikation in vitro zeigen [151]. Bebok et 

al. konnten bei den Untersuchungen zum NO-induzierten Abbau des CFTR eine 

Nitrierung dieses Proteins nachweisen, aber ein Zusammenhang mit der 

beschleunigten Degradation wurde dabei nicht hergestellt. Insgesamt liegen zum 

heutigen Zeitpunkt zu wenig Daten über die Auswirkungen einer Tyrosin-Nitrierung 

vor, um verlässliche Aussagen über einen Zusammenhang mit zellulären Effekten 

machen zu können. 

Im Gegensatz zur Tyrosin-Nitrierung ist die S-Nitrosierung von reduziertem Cystein 

(s. 1.5.1) eine Modifikation, deren Auswirkung auf die Funktion von Proteinen in 

Einzelfällen bereits gut dokumentiert ist. Sie kann sowohl aktivierend als auch 

inhibierend auf ein Protein wirken, wie die bereits geschilderten Beispiele der 

Transkriptionsfaktoren zeigen (4.5). Weitere gut untersuchte Fälle sind die 

Aktivierung des Ryanodin-Rezeptors, eines Kalziumkanals im sarcoplasmatischen 

Retikulum von Muskelzellen, durch die S-Nitrosierung eines einzelnen Cysteins pro 

Untereinheit [152,153], die Inhibition des NMDA-Rezeptor-gekoppelten Ionenkanals 

im zentralen Nervensystem [154] und auch die Aktivierung von Ras-Proteinen [83]. In 

allen untersuchten Fällen findet dabei eine spezifische S-Nitrosierung eines einzigen 

Cysteins statt. Anhand der bekannten Fälle wurden allgemeine Regeln für die 

Begünstigung einer S-Nitrosierung an bestimmten Positionen innerhalb eines 

Proteins abgeleitet. Diese Regeln besagen, dass die Anwesenheit von sauren und 

basischen Aminosäuren in der direkten Nachbarschaft eines Cysteins sowie eine 

hydrophobe Umgebung eine S-Nitrosierung begünstigen [155]. Leider sind diese 

Motive nicht immer aus der Primärsequenz der Proteine ersichtlich, sondern können 

durch die tertiäre Struktur der Proteine entstehen. Das IDO-Protein enthält 8 

Cysteinreste, von denen aber laut der Primärsequenz keines zwischen einer sauren 

und einer basischen Aminosäure positioniert ist (NCBI Accession-Nr. AAA36081, 

Proteinsequenz abgeleitet aus der mRNA mit Accession-Nr. M34455). Auch müssten 

diese Cysteine, um für eine S-Nitrosierung in Frage zu kommen, in reduziertem 

Zustand vorliegen, aber ob das IDO-Protein bei nativer Konformation Disulfidbrücken 



Diskussion  122 

ausbildet ist bisher nicht bekannt. Diese Tatsachen schließen jedoch die Möglichkeit 

einer S-Nitrosierung der IDO durch NO nicht aus, weil, wie schon erwähnt, die 

Voraussetzungen dafür auch durch die Faltung des Proteins entstehen können. 

Aufgrund der in dieser Arbeit erhobenen Daten, die einen klaren NO-basierten Effekt 

auf bereits gebildetes IDO-Protein zeigen (Abb. 18, 19) und aufgrund der Tatsache, 

dass die Beteiligung einer Signaltransduktion an der Ausführung dieses Effektes 

wegen der benötigten hohen NO-Konzentration relativ unwahrscheinlich ist, kann die 

S-Nitrosierung sogar als wahrscheinlichster Kandidat für den Mechanismus gelten, 

welcher die IDO für den beschleunigten Abbau markiert.  

 

 

4.9 Situation in vivo 
 

Epithelien sind die erste Barriere, die ein aus der Außenwelt kommender Erreger zu 

überwinden hat. Wenn diese Zellen eine starke IDO-Aktivität besitzen, können sie 

mittels einer Tryptophan-Verarmung im infizierten Gewebe eine Vermehrung des 

Erregers und damit eine systemische Infektion verhindern. Im Falle einer 

gleichzeitigen NO-Produktion in diesen Zellen oder in benachbarten Zellen wäre 

dieser Schutzmechanismus jedoch nicht mehr wirksam.  

 

Überlegungen zur Rolle der Interaktion der in dieser Arbeit untersuchten 

Mechanismen in vivo müssen spekulativ bleiben, aber es gibt einige durchaus 

sinnvolle Denkansätze. Bezogen auf die Situation einer Infektion wäre eine 

gleichzeitige Induktion der IDO und der iNOS zum Nachteil des Organismus, weil der 

schützende Effekt der Tryptophan-Depletion durch das produzierte NO aufgehoben 

werden würde. Eine lang andauernde Tryptophan-Verarmung in einem Gewebe 

würde auf Dauer außerdem die körpereigenen Zellen schädigen, da Tryptophan eine 

essentielle Aminosäure ist und nicht selbst synthetisiert werden kann. Die Induktion 

der Tryptophanyl-tRNA-Synthetase durch IFN� [156] wird als ein kurzzeitig wirksamer 

Schutz der Zellen vor dem Hungertod durch Tryptophanmangel interpretiert. Wenn 

nach einem IFN�-Stimulus möglichst viel des verfügbaren Tryptophans an tRNA 

gebunden wird, kann möglicherweise ein intrazelluläres Reservoir dieser Aminosäure 

angelegt werden, das nicht mehr dem Abbau durch die IDO zugänglich ist und auch 

von keinem tryptophanabhängigen Erreger verwendet werden kann.  
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Eine verzögert einsetzende NO-Produktion könnte neben der Bindung von 

Tryptophan an die entsprechende tRNA ein weiterer Schutz vor einer 

zellschädigenden Auswirkung der IDO-Aktivität sein. Der Mechanismus der 

Tryptophan-Verarmung wird als eine Art „erste Verteidigungslinie“ angesehen, 

welche die Vermehrung eines eindringenden Erregers so lange hemmt, bis 

Immunzellen in das infizierte Gewebe eingedrungen sind und das Pathogen effektiv 

bekämpfen können (Review [157]). Diese Immunzellen könnten auch eine 

Veränderung der Zytokinumgebung am Infektionsort mit einer nachfolgenden 

Aktivierung der iNOS bewirken, welche dann die IDO inhibiert und so die Zellen vor 

den möglichen Schäden durch einen langfristigen Tryptophanmangel bewahrt. Bei 

Zellen wie den A549, die selbst nicht genug NO produzieren, um die Aktivität und die 

Expression der IDO zu regulieren und bei denen eine veränderte Zytokinumgebung 

zu einer noch stärkeren IDO-Aktivität führen kann, könnten benachbarte Zellen im 

gleichen Gewebe die Rolle des „NO-Donors“ übernehmen. 

Abschließend sei noch erwähnt, dass die Interaktion zwischen der IDO und NO keine 

einseitige Regulation darstellt. So wie NO die IDO inhibiert, so können einige 

Tryptophan-Metabolite die Expression der iNOS regulieren. Picolinsäure verstärkt in 

vitro die iNOS-Aktivität in murinen Makrophagen [139], während 3-Hydroxyanthranilat 

die Expression der iNOS in diesen Zellen inhibieren kann [158]. Die einzigen bisher 

bekannten Produzenten dieser Metabolite sind Monozyten und Mikroglia, also Zellen, 

die bei der Erregerabwehr in der Peripherie bzw. im ZNS eine wichtige Rolle spielen 

(Review [157]). Es ist nicht genau bekannt, ob die für diese Effekte notwendigen 

Konzentrationen der Metabolite in vivo erreicht werden, dennoch bestätigen diese 

Daten die Komplexität der Interaktion zwischen der Tryptophan-Depletion und der 

NO-Produktion. 

Von dieser Interaktion waren bisher nur die Aspekte der IDO-Inhibition durch NO und 

die Beeinflussung der iNOS-Expression durch Tryptophan-Metabolite in vitro 

bekannt. Die vorliegende Arbeit konnte durch die Untersuchungen zu den zelltyp-

spezifischen Ausprägungen der Zytokineffekte bezüglich der IDO-Expression und die 

erstmalige Beschreibung der NO-induzierten Degradation des IDO-Proteins einen 

Beitrag dazu leisten, diese gegenseitige Regulation zweier bedeutender zellulärer 

Mechanismen besser zu verstehen.  
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6 Abkürzungsverzeichnis 
 

 

ActD       Actinomycin D 

AMC       7-Amino-4-methylcoumarin 

AMT       2-Amino-5,6-dihydro-6-methyl- 

       4H-1,3-thiazin 

APC       Antigenpräsentierende Zelle 

BA1       Bafilomycin A1 

BH4       (6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin 

bp       Basenpaar(e) 

bzw.       beziehungsweise 

°C       Grad Celsius 

CaM       Calmodulin 

CaM-Kinase      Calmodulin-abhängige Kinase 

CD       Cluster of Differentiation 

cfu       colony forming units 

cm        Zentimeter 

cm2       Quadratzentimeter 

cDNA       copy DNA 

cGMP       zyklisches Guanosinmonophosphat 

CHX       Cycloheximid 

clasto       clasto-Lactacystin �-lacton 

CQ       Chloroquin 

d(A, C, G, T)TP     2’-Desoxyadenosin-, 2’-Desoxicytidin- 

2’-Desoxyguanosin- 

       2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat 

DEPC       Diethylpyrocarbonat 

DMSO      Dimethylsulfoxid 

DNA       Desoxyribonukleinsäure 

DTT       1,4-Dithiothreitol 

EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 

eNOS       endotheliale NO-Synthase 

FAD       Flavin-Adenin-Dinukleotid 



Abkürzungsverzeichnis  138 

FCS       Fötales Kälberserum 

FMN       Flavin Mononukleotid 

GAPDH      Glyzerinaldehyd-3-phosphat- 

       dehydrogenase 

GAS       „gamma activated site“ 

GSCN       Guanidinthiocyanat 

GSNO      S-Nitroso-L-glutathion 

h       Stunde 
3H       Tritium 

HRP       Meerrettich Peroxidase 

IDO       Indolamin 2,3-dioxygenase 

IFN�       Interferon alpha 

IFN�       Interferon beta 

IFN�       Interferon gamma 

IL       Interleukin 

IL-1�       Interleukin-1 beta 

iNOS       induzierbare NO-Synthase 

IP       Immunpräzipitation 

IRF-1       Interferon regulatory factor 1 

ISRE       „Interferon stimulated response 

       element“ 

Jak       Janus-Kinase 

kb       Kilobasen(paare) 

kD       Kilo-Dalton 

L-Arg       L-Arginin 

L-Cys       L-Cystein 

L-Met       L-Methionin 

LPS       Lipopolysaccharid 

L-Trp       L-Tryptophan 

M       molar 

µCi       Mikrocurie 

µl       Mikroliter 

µM       Mikromolar 

mA       Milliampere 
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MHC       Major Histocompatibility Complex 

min       Minute 

ml       Milliliter 

mM       Millimolar 

MOPS      2-(N-Morpholino)propansulfonsäure 

mRNA       messenger RNA 

NAD       β-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid 

NADPH      β-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid- 

Phosphat 

NF-�B       Nuclear Factor �B 

nNOS       neuronale NO-Synthase 

NO       Stickstoffmonoxid 

NONOate      Diazeniumdiolate 

NOS       NO-Synthase(n) 

OD       Optische Dichte 

PAGE       Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS       Phosphate buffered saline 

PCR       Polymerasekettenreaktion 

PI3K       Phosphatidylinositol 3’-Kinase 

PIC       Protease Inhibitor Cocktail 

PMSF       Phenylmethylsulfonylfluorid 

PSI       Proteasom-Inhibitor I 

RNA       Ribonukleinsäure 

rpm       revolutions per minute 

RSNO       S-Nitroso-Verbindung 

RT-PCR      Reverse Transkriptase PCR 

SDS       Natriumdodecylsulfat 

sGC       lösliche Guanylatcyclase 

sec       Sekunde 

SNAP       S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin 

SNOC       S-Nitroso-L-Cystein 

sog.       so genannte, -r, -s 

STAT       Signal transducer and activator of  

       transcription 
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TCA       Trichloressigsäure 

TDO       Tryptophan 2,3-Dioxygenase 

TNF�       Tumornekrosefaktor alpha 

Tris       Tris-(hydroxymethyl)aminomethan 

U       Unit 

u. a.       unter anderem 

V       Volt 

v/v       volume per volume 

w/v       weight per volume 

z. B.       zum Beispiel 
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