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Einleitung

1. Einleitung

1.1. NO-Synthasen

NO-Synthasen katalysieren in Gegenwart von molekularem Sauerstoff die
Reaktion von L-Arginin zu aquimolaren Mengen Stickstoffmonoxid (NO) und
Citrullin. Hierbei wird in einer 5-Elektronen Reaktion der Guanidinium-Stickstoff
des L-Arginin unter Beteiligung der essentiellen Ko-Faktoren, Flavinmononukleotid
(FMN), Flavinadenindinukleotid (FAD), Protophorphyrin IX Ham und
Tetrahydrobiobterin (BH4), zum freien Radikal NO oxidiert. Das aktive iNOS
Protein ist ein Homo-Dimer, in welchem die N-terminale Oxygenase Domane die
Bindungsstellen fur Ham und BH4 enthalt. L-Arginin ist Uber eine Calmodulin-
Bindungsstelle mit der C-terminalen Reduktase Domane verbunden, wo die
Bindungsstellen der Ko-Faktoren FAD, FMN und NADPH lokalisiert sind. (Alderton
et al. 2001)

L-Arginin NO Monomer 2
+
0o, +
L-Citrullin
NADP*+H* NADPH
N®-OH-L-Arg
BH,
NH A - COOH

piad

NADPH NADP* + H*

Reduktase Doméne
N®-OH-L-Arg

Oxygenase Doméne

L-Arginin
Monomer 1 NO +
+ 0,
L-Citrullin

Abb. 1: Schematische Struktur der iNOS und ihrer Ko-Faktoren. Der Elektronenfluss im
dimeren iNOS-Protein erfolgt ausgehend vom NADPH iber FAD und FMN in der Reduktase
Doméane zur Hamgruppe der Oxygenase Domane des zweiten Monomers. Die Ko-Faktoren
erfillen unterschiedliche Funktionen wahrend des Reaktionsgeschehens. NADPH fungiert als
Elektronen-Donor, FAD und FMN als Akzeptoren, wobei durch diese beiden Ko-Faktoren die
Ubertragung eines zwei-Elektonen Donors (NADPH) auf einen ein-Elektronen-Akzeptor (Ham)
ermoglicht wird. Tetrahyrobiopterin erfiillt gleich mehrere Funktionen innerhalb dieser Reaktion,
wobei die Stabilisierung des Dimers und die Vermeidung der Produktion von Superoxidanionen
durch die Kopplung der Oxidation des NADPH zu NO, essentielle Funktionen einnehmen. Das
Endprodukt NO der Oxidation des Guanidinium-Stickstoffs des L-Arginins in Gegenwart von
molekularem Sauerstoff enthalt das Stickstoffatom der Aminoséure und das Sauerstoffatom des
molekularen Sauerstoffs. (modifizierte Abbildung von H. Kleinert)
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Drei NOS-Isoformen sind isoliert und kloniert worden und reprasentieren die
Produkte dreier unterschiedlicher Gene. Zwei dieser Enzyme sind konstitutiv
exprimiert und werden daher als konstitutive NOS (cNOS) bezeichnet. Eine
Isoform (eNOS) wurde aus humanen Endothelzellen kloniert (Marsden et al. 1992)
kommt aber auch in anderen Zelltypen vor. Die zweite cNOS wurde ursprtinglich
in Neuronen (nNOS) lokalisiert, doch heute ist die Expression der nNOS ebenfalls
in einer Reihe anderer Gewebe und Zelltypen beschrieben (Nakane et al. 1993).
Ein Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration und die Ca**-Calmodulin
Bindung (Moncada et al. 1991) bewirken eine Aktivierung der cNOSs und flhren
zur Synthese niedriger NO-Konzentrationen (pM-Bereich), die pulsatil freigesetzt
werden. NO wirkt in diesem Fall als Signalmolekll zur Aktivierung der I6slichen
Guanylat-Zyklase (sGC), wodurch die intrazellularen cGMP-Konzentrationen
ansteigen (Denninger and Marletta 1999). Wahrend das durch die eNOS gebildete
NO die Relaxation der glatten Muskelzellen bewirkt (Ignarro et al. 2001) und damit
eine zentrale Rolle in der Regulation des Gefal3tonus spielt, agiert das von der
NNOS synthetisierte NO als Neurotransmitter und steuert wichtige Funktionen des
zentralen und peripheren Nervensystems (Bredt et al. 1990). Die dritte Isoform,
die induzierbare NOS (iNOS), unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von den
cNOS Formen, da sie unter physiologischen Bedingungen meist nicht exprimiert
ist und erst durch proinflammatorische Zytokine bzw. LPS induziert wird. (Liew et
al. 1991). Ist die INOS einmal exprimiert, synthetisiert sie Uber einen Zeitraum von
einigen Stunden bis hin zu mehreren Tagen, scheinbar unreguliert, hohe NO-
Konzentration (uM-Bereich) (Drapier et al. 1988). Erstmalig wurde die iINOS
Expression in murinen Makrophagen beschrieben, welche durch LPS aktiviert
worden waren (Ding et al. 1988). Seitdem ist die INOS Expression in einer Vielzahl
anderer Zellen nach inflammatorischen Stimuli beschrieben worden und die
Bedeutung geht weit Uber die zytotoxischen Effekte im Rahmen der unspezifische
Abwehr von Pathogenen hinaus (Kroncke et al. 1995;Kroncke et al. 2001). Alle
NOS Isoformen kénnen durch N®-L-Arginin Derivate inhibiert werden, wobei
allerdings drastische Unterschiede hinsichtlich Spezifitat und Inhibitionskinetik im
Vergleich ihrer Effizienz zwischen den cNOS Isoformen und der iNOS gefunden
wurden (Alderton et al. 2001). Da dem NO heute sowohl protektive als auch
destruktive Eigenschaften zugeordnet werden, (Green et al. 1990;Kréncke et al.
1991;Suschek et al. 1999), besitzt NO den Charakter eines Janus-kdpfigen
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Moleklls. Fur das Verstandnis der NO-vermittelten Effekte sowohl in
physiologischen als auch in pathophysiologischen Prozessen war es essentiell,
die molekularen Regulations-Mechanismen der NOS zu untersuchen. Die Vielzahl
der Publikationen die sich mit der NOS-Regulation beschaftigen, zeigen die
Komplexitat dieses Themas. Hierbei konnten Regulationsmechanismen auf
transkriptioneller, translationaler und post-translationaler Ebene charakterisiert

worden.

1.2. Molekulare Regulation der induzierbaren NO-Synthase

Das humane iNOS-Gen ist auf dem Chromosom 17 an der Position 17cen-q11.2
lokalisiert (Chartrain et al. 1994), weist eine Lange von ca. 37 kb auf und besteht
aus 26 Exons und 25 Introns. Die klonierte humane cDNA besteht aus 4145
Basenpaaren, enthalt ein offenes Leseraster von 3459 Basenpaaren und codiert
fur ein Protein von 1153 Aminosauren und einem berechneten Molekulargewicht
von 131 kDa. Die Induktion der iINOS-Expression kann durch Thq-Zytokine (z.B. IL-
1B, TNF-a und IFN-y) oder LPS erreicht werden. Im Gegensatz dazu inhibieren
Thy-Zytokine wie IL-4 oder IL-10, die Expression und Aktivitat, wobei mehrere
Ausnahmen dieses allgemeinen Mechanismus beschrieben werden. Die
Regulation der iINOS Aktivitat erfolgt im wesentlichen auf transkriptioneller Ebene.
Analysen der Sequenz des humanen iINOS-Promotors zeigten eine Reihe von
potentiellen Zytokin-responsiblen Elementen (Abb.2) und Konsensus-Sequenzen
fur verschiedene Transkriptionsfaktoren. So wurden innerhalb der ersten 400
Basenpaaren drei Interferon-y responsible Elemente (y-IRE) sowie eine NF-xB
Bindestelle gefunden, welche eine Rolle in der IFN-y bzw. Zytokin- und LPS
induzierten Genexpression spielen konnten (Pearse et al. 1991). Ob diese
Promotorsequenzen eine funktionelle Bedeutung haben ist immer noch unsicher.
Im murinen iINOS Promotor konnte gezeigt werden, dass ein 1.7 kb Segment der
5°-Region LPS- und Zytokin-responsible Promotor-Elemente (in der Region | und
II) enthalt, durch die eine Induzierbarkeit mit LPS und IFN-y nachgewiesen werden
konnte (Lowenstein et al. 1993). Gravierende Unterschiede dazu ergeben sich in
der Regulation durch den humanen iINOS Promotor, da Zytokin-responsible
Segmente weiter 5°-warts zwischen —3.8 und —5.8 kb, -5.8 und -7.0 kb sowie —7.0

und —16.0 kb identifiziert werden konnten. In den noch weiter 5°-warts liegenden
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Regionen konnten keine Zytokin-induzierten Promotoraktivitaten nachgewiesen
werden (de Vera et al. 1996).

A
-1588 SSRE -30 +ll
-IREs (GT)y; memmt [ = (AC),; (GA),, ™= AABS N | HTATA e
IFN-y IFN-y TNF IFN-y LPS TNF
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Abb. 2: Struktur der 5°-Region der induzierbaren NO-Synthase. A und B zeigen die
TATA-Box bei —30 und den Transkriptionsstart bei +1. TATA-unabhangige iINOS Transkripte haben
alternative splice sites an den Positionen —221, -36 und +191. Es sind verschiedene potentielle
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren gekennzeichnet, wobei die SSRE-Box nur im humanen
iINOS Gene vorkommt. C Struktur der distalen Region des iNOS-Promotors, welcher als Zytokine-
responsibler Enhancer fungiert. Die Region —10.6 kb bis -8.8 kb enthalt verschiedene
Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren, welche in Abhangigkeit von IFN-y (IRF-1, STAT-1) oder
IL-1B (AP-1, IRF-1) aktiviert werden und die Promotoraktivitat um den Faktor 2 erhéhen.

Gleichermal3en wichtig wie die Aktivierung des iINOS-Promotors ist naturlich die
Regulation der Inhibition. So konnte gezeigt, werden dass neben Thy-Zytokinen
auch TGF-f und Glucokortikoide die Aktivitat des INOS-Promotors hemmen
(Nathan 1992). In humanen Hepatozyten wurde eine verringerte iINOS
Transkription gefunden (Geller et al. ), welche durch die Inhibition der Zytokin-
stimulierten NF-xB Aktivitat in Folge der Dexamethason-induzierten Erh6hung von
I-xB erklart werden kann (Kleinert et al. 1996). Die inhibitorischen Eigenschaften
von TGF-B treten als Folge regulatorischer Mechanismen sowohl auf
transkriptioneller als auch post-transkriptioneller Ebene auf (Perrella et al.
1994;Perrella et al. 1996), wie z.B. durch eine reduzierte Stabilitat des INOS-
Proteins (Vodovotz et al. 1993). In murinen Makrophagen konnte gezeigt werden,

dass Makrophagen stimulierendes Protein (MSP) ein effektiver Inhibitor der INOS-

4
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Expression und Aktivitdt nach Bindung an seinen RON Rezeptor ist (Wang et al.
1994). MSP ist ein 80 kDa Serum-Protein und gehort zu einer Proteinfamilie, der
auch der ,Hepatocyte Growth Factor® (HGF) angehdrt, welche durch drei hoch-
konservierte Disulfid Loop Strukturen (,Kringel“-Domanen) charakterisiert sind
(Danilkovitch and Leonard 1999). Hauptsachlich wird MSP von der Leber
synthetisiert und zirkuliert als inaktives ,pro-MSP“ im Blut (Wang et al. 1996).
Nach der Konvertierung in bio-aktives MSP durch eine spezifische Serin-Protease
kann die Bindung an den RON-Rezeptor und dessen Auto-Phosphorylierung
erfolgen, wodurch eine Aktivierung der Pls-Kinase und eine verminderte NF-xB
Translokation in den Zellkern vermittelt wird, welche eine Inhibition der INOS-
Expression und -Aktivitat zur Folge hat (Chen et al. 1998;Liu et al. 1999). In der
Arbeit von Liu et al. konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Deletion des RON

Rezeptors sowohl in vivo als auch in vitro zu einer erhdhten NO-Synthese fuhrt.

1.3. Regulation der Substratverfugbarkeit der induzierbaren NO-Synthase

Ein effektiver Regulationsmechanismus der iNOS-Aktivitat ist die intrazellulare
Verfugbarkeit des Substrats L-Arginin, welche neben der L-Arginin Biosynthese im
wesentlichen von der Expression und Aktivitat der Transporter fur kationische
Aminosauren (CAT) abhangt. Aus der CAT-Familie konnten im humanen System
bisher vier Isoformen (CAT-1 bis CAT-4) kloniert und teilweise charakterisiert
werden. Die CAT-Proteine sind integrale Membran-Proteine mit 14
Transmembran-Domanen und intrazelluldaren N- und C-Termini. Wahrend der
Transport kationischer Aminosauren in allen CAT-Isoformen Na'-unabhangig
erfolgt, unterscheiden sich die zellulare Expression und die Transportkapazitaten
weitreichend (Closs and Graf 1999). Wahrend der Transporter CAT-1
allgegenwartig in Geweben und Zellen exprimiert ist, unterscheidet man CAT-2 in
die beiden Spleivarianten CAT-2A und CAT-2B, die sich lediglich in einem
Abschnitt von 42 Aminosauren unterscheiden (Closs et al. 1997). CAT-2A kommt
in residenten Hepatozyten vor und wird daher als ,Leber-Typ“-CAT bezeichnet
und ist einer Reihe von Zellen induzierbar (Closs et al. 1997). CAT-2B kommt
resident nur in glatten Muskelzellen vor und ist ebenso wie CAT-2A in einer
Vielzahl anderer Zellen und Geweben induzierbar. Die Isoformen CAT-3 und CAT-

4 werden beide im Gehirn exprimiert. CAT-3 scheint vor allem eine wichtige

5
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Funktion wahrend der Embryonalentwicklung zu besitzen, wahrend uber die
Bedeutung im adulten Organismus und Uber die Induzierbarkeit wenig bekannt ist
(Vekony et al. 2001). Der CAT-mediierte L-Arginin Import aus dem
Extrazellularraum stellt neben der L-Arginin Biosynthese einen wichtigen
Mechanismus der zellularen L-Arginin Versorgung dar. Die physiologischen
Konzentrationen im humanen Plasma liegen zwischen 20 und 200 pM L-Arginin
(Morris, Jr. 2002). In Geweben ist die L-Arginin Konzentration in der Niere mit 15
nmol L-Arginin/mg Protein am hochsten, wahrend in der Leber und im Herz nur 1
bzw. 3 nmol L-Arginin/mg Protein gefunden werden (Lortie et al. 2000).
Zellkulturmedien beinhalten in der Regel L-Arginin Konzentrationen zwischen 0,4
und 1,2 mM, so dass diese Konzentrationen deutlich Uber den physiologischen
Konzentrationen liegen und dieser Umstand beim Vergleich von in vivo und in vitro
Ergebnissen zu bericksichtigen ist. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die
maximale iINOS-Aktivitat in Makrophagen die Ko-Expression des induzierbaren
Transporter CAT-2 erfordert (Nicholson et al. 2001), da die Expression des
resident exprimierten CAT-1 eine nicht ausreichende L-Arginin Versorgung fur
eine maximale iINOS-Aktivitat zur Folge hatte. Da sowohl die INOS- als auch die
CAT-2-Expression uber proinflammatorische Zytokine induziert werden und die
Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-xB an beiden Signalwegen belegt ist
(Hammermann et al. 2000), scheint die simultane Induktion von CAT-2 der
molekulare Mechanismus zu sein, welcher eine ausreichende Substratversorgung
fur eine maximale iINOS-Aktivitat gewahrleistet, wahrend die L-Arginin Versorgung
unter nicht-entziindlichen Bedingungen im wesentlichen durch die CAT-1 zu
erfolgen scheint. Durch Untersuchungen an Ratten konnte in vivo gezeigt werden,
dass die LPS-induzierte iNOS-Expression nicht nur eine abnehmende L-Arginin
Konzentrationen im Plasma zur Folge hat, sondern auch die Konzentrationen von
anderen L-Arginin Metaboliten verandert (Lortie et al. 2000). Da auch in Wunden
der Haut erniedrigte L-Arginin Konzentrationen gefunden wurden, scheint der
CAT-mediierte L-Arginin Transport in der Regulation des Entzindungsgeschehen
eine wichtige Rolle zu spielen (Albina et al. 1990). Zunehmend in den Blickpunkt
des wissenschaftlichen Interesse ruckt ein weiterer effizienter Mechanismus zur
Regulation der iNOS-Aktivitat. Die Expression von Arginasen, einer Enzymfamilie,
welche L-Arginin zu Harnstoff und L-Ornithin metabolisiert, bewirkt die Konkurrenz

um das gemeinsame Substrat L-Arginin. Die Familie der Arginasen besteht aus
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den beiden Isoformen Arginase-1 und Arginase-2, die eine hohe Homologie
untereinander zeigen (59% Identitat der Aminosauresequenzen (Haraguchi et al.
1987)), jedoch bedeutende Unterschiede in der zelluldaren Expression und
Funktionalitat aufweisen. Die Arginase-2 ist ein mitochondrial lokalisiertes Enzym,
welches in nahezu allen Zellen und Geweben exprimiert wird und eine
Schlusselstellung im Harnstoffzyklus einnimmt (Colleluori et al. 2001;Gotoh et al.
1997). Im Gegensatz dazu wird die Arginase-1 konstitutiv im Zytosol von
Hepatozyten exprimiert und ist durch Thy-Zytokine in einer Reihe von anderen
Zelltypen induzierbar (Mori and Gotoh 2000). Es konnte sowohl in vivo als auch in
vitro gezeigt werden, dass vor allem die Expression der Arginase-1 eine
regulatorische Funktion fur die Modulation der iINOS-Aktivitat besitzt. So wurde in
Makrophagen durch die Induktion der Arginase eine Limitierung der iNOS-Aktivitat
gezeigt und die durch Arginase-1 modulierte, intrazellulare Substrat-Depletion als
Mechanismus der iINOS-Aktivitats-Modulation vorgeschlagen (Morris, Jr. et al.
1998). Untersuchungen an Patienten mit septischen Schock (Bune et al. 1995)
und in Wundheilungsprozessen (Shearer et al. 1997) zeigten eine in vivo

Beteiligung dieses Mechanismus an pathophysiologischen Vorgangen.

1.4. Chemie des Stickstoffmonoxidradikals NO

Das freie Radikal Stickstoffmonoxid (NO) ist ein anorganisches Gas, welches in
wassrigen Losungen bis zu einer Konzentration von 2 mM gut I6slich ist. Daher
sollte NO in biologischen Systemen, in denen die Konzentrationen maximal im yM
Bereich liegen, nicht als Gas betrachtet werden. Als ungeladenes Molekul reagiert
NO vorwiegend mit ungepaarten Elektronen, wie sie z.B. beim molekularen
Sauerstoff oder bei Metall-lonen vorkommen. Obwohl NO ein freies Radikal ist,
kennzeichnet die Halbwertzeit von mehreren Sekunden seine relativ geringe
Reaktivitat (Moncada and Higgs 1991). Als lipophiles Molekul kann es frei durch
Zellen diffundieren und Zellmembranen penetrieren. NO kann in Anwesenheit von
Sauerstoff Uber hohere Stickoxide wie N»Oz oder N2O4, zu seinen stabilen
inaktiven Endprodukten Nitrit (NO2) und Nitrat (NOg3’) oxidiert werden. Die
Produkte dieser Reaktionen sind die sogenannten ,reaktiven Stickstoffoxid
Intermediate“ (RNOI), welche eine Klasse von kurzlebigen, hochreaktiven Species

darstellen und flr ein breites Spektrum von Reaktionen mit biologischen
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Makromolekulen verantwortlich sind. Im wesentlichen werden die verschiedenen
chemischen Reaktionsmoglichkeiten des NO-Molekuls durch die Iokalen
Konzentrationen von NO und RNOI bestimmt. Die Reaktivitat der verschiedenen
Intermediate mit den unterschiedlichen Zielgruppen erklart die pleiotropen Effekte
von NO in biologischen Systemen (Stamler et al. 1992). So mussen klassische
Signalmolekule zuerst Uber ein Transportmolekil sezerniert werden um dann an
einen Membran-gebundenen Rezeptor zu binden, im Gegensatz dazu kann durch
die cNOS synthetisiertes NO frei diffundieren und diffusionskontrolliert an die
Hamgruppe der ldslichen Guanylat-Zyklase (sGC) binden und so flir die
Vermittlung der NO-medierten Blutdruckregulation sorgen. Aus der iNOS Aktivitat
aber resultieren fur einen langeren Zeitraum hohe lokale NO-Konzentrationen und
als Folge auch hohe Konzentrationen von RNOIs, welche sich fur den ,nitrosativen
Stress” verantwortlich sind. Diese komplexe Chemie (siehe Abb. 3) der Reaktion
von NO bzw. RNOIs mit Sauerstoff spielt eine zentrale Rolle in der Redox-
regulierten Aktivierung zellularer Prozesse, der Transkription, Proliferation und
Apoptose (Hausladen et al. 1996) (Kroncke et al. 2001).

2NO- + 0, — 2 NO;
H,O _ -

NO-+NO, = N,0; => 2 NO;

Abb.3: Reaktionsprodukte von NO mit molekularem Sauerstoff. Die verschiedenen
chemischen Reaktionen héngen primar von der lokalen NO-Konzentration ab. Stabile
Oxidationsprodukte sind Nitrit und Nitrat. Unstabile und hochreaktive Intermediate sind in dieser
Abbildung fettgedruckt.
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1.5. Molekulare Targets von NO

Die verschiedenen Intermediate und Reaktionsprodukte, die bei der Reaktion von
NO bzw. RNOI mit Sauerstoff entstehen, unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Reaktivitat mit molekularen Targets. Die NO-mediierte Signaltransduktion wird in
cGMP-abhangig bzw. cGMP-unabhangig unterschieden. Wie schon beschrieben,
fuhrt die Bindung von NO an die Ham Gruppe der sGC zu einer Enzymaktivierung
und damit zu ansteigenden cGMP-Konzentrationen. Die cGMP-unabhangige
Mechanismen flhren z.B. zur Zerstérung von Metal-Schwefel Clustern, DNA-
Schaden, Proteinmodifikationen durch S-Nitrosierung von Thiolgruppen. Abbildung

4 zeigt schematisch die bisher bekannten zellularen Targets von NO.

Effektorzelle Target Zelle

Abb. 4: Signalwege der iNOS Induktion und zelluldare Targets von NO. Bakterielle
Bestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS) oder proinflammaorische Zytokine wie Interferon-y (IFN-
v ), Interleukin-1p (IL-1B) oder Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a) kdnnen an der Zelloberflache an
spezifische Rezeptoren binden und zur Aktivierung einer Signalkaskade fiihren, die ihrerseits
Transkriptionsfaktoren im Zytosol aktivieren. Diese Transkriptionsfaktoren werden in den Zellkern
transloziert, binden an entsprechende Konsensus-Sequenz des Promotors bzw. der Enhancer
Region des iINOS Gens. Anschlieflend starten Transkription und iINOS Proteinsynthese. Das
synthetisierte NO kann als lipophiles Molekil in die benachbarte Targetzelle diffundieren und dort
nitrosativen Stress auslésen. Die dominanten molekularen Targets des NO sind Hdm Motive,
Proteine mit Metal-Schwefel Clustern oder Thiolgruppen. Bei den Organellen stellen Mitochondrien
und Nukleus bevorzugte Targets dar, wobei berlcksichtigt werden muss, das NO mit mehreren
Targets gleichzeitig reagieren kann. (Kroncke et al. 2000)



Einleitung

Der Nukleus ist ein bevorzugtes zellulares Target fir NO. Durch die Hemmung der
Ribonukleotid-Reduktase (Lepoivre et al. 1991) wird die DNA-Synthese und DNA-
Reparatur gehemmt. Reaktive Stickstoffoxid Intermediate konnen direkte
mutagene Effekte durch G:C - A:T Transitionen und DNA-Strangbriiche
verursachen. Beide Effekte sind beschrieben als Folge von N-Nitrosylierungen
primarer Amine von DNA-Basen (Tannenbaum et al. 1994). Die NO-induzierten
DNA-Strangbruche fuhren zur Aktivierung der nuklear konstitutiv exprimierten Poly
(ADP)-Ribose Polymerase (PARP), wodurch das Tumor-Suppressor Protein p53
in denn Kern transloziert wird und den Zellzyklus-Arrest zur Durchfuhrung der
DNA-Reparatur auslost (Enoch and Norbury 1995). Das Ausmal® der DNA-
Schaden entscheidet Uber das Uberleben der Zelle und die Durchfilhrung von
Reparaturmechanismen oder den Zelltod mittels Apoptose. Die Aktivierung von
Caspasen (Cystein-Proteasen) und eine nachgeschaltete Reaktionskaskade fuhrt
zur Spaltung und Inaktivierung der PARP und muindet in den apoptotischen Zelltod
(Cohen 1997). Im Gegensatz dazu fuhrt die Automodifizierung der PARP durch
Bindung von bis zu 200 ADP-Resten zur DNA-Reparatur. Die Inhibition der PARP
|6st die Dissoziierung von der DNA aus und Glykohydrolasen bauen die ADP-
Ribose Polymere ab, so dass die DNA-Reparatur-Enzyme ihre Aufgabe an den
wieder zuganglich gewordenen DNA-Abschnitten ausiben konnen. Der gesamte
Prozess erfordert ein enormes Energie- und Substratreservoir, so dass die
zellularen Reserven von ATP und NAD™ schnell erschépft und die Zellen in die
Nekrose Ubergehen kdnnen (Kroncke et al. 1997). Zusatzlich konnte in diesem
Zusammenhang gezeigt werden, dass NO das DNA-Reparatur Enzym Fapy-DNA
Glycosylase inhibiert (Wink and Laval 1994).

Hauptreaktionspartner von NO in Proteinen sind SH-Gruppen. Die reversible
Reaktion von NO/RNOI mit Cysteinresten fuhrt neben der Bildung von
Nitrosothiolen zur temporaren Hemmung der Proteinaktivitat, da funktionelle SH
Gruppen verandert und zusatzlich komplexierte Metallionen wie z.B. Fe** aus
katalytisch aktiven Zentren verdrangt werden (Coleman 1992), die von essentieller
Bedeutung fir die Enzymaktivitat sind. So wurde in einer Reihe von Enzymen, wie
z.B. der NADH-Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex 1) und der Succinat-Ubichinon
Oxidoreduktase (Komplex 1) der mitochondrialen Elektronentransportkette
gezeigt, dass NO Eisen freisetzt und die Enzymaktivitat inhibiert (Henry et al.

1993). Mechanistisch erfolgt die Bildung von Eisen-Nitrosyl-Komplexen und flhrt
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zur Inaktivierung von Eisen-Schwefel-Cluster-haltigen prosthetischen Gruppen in
Ham- und nicht-Ham Proteinen (Pellat et al. 1990). Zink-Schwefel (Zn-S) Cluster
hingegen fungieren haufig als Strukturelemente. In Zinkfingern-Motiven sind Zn**
uber Gruppen von Cysteinresten und/oder N-Imidazol Stickstoffe von Histidin
komplexiert und sorgen fur eine ideale Ausrichtung der Aminosaure-Reste bei der
DNA- oder RNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren. Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass NO unter aeroben Bedingungen diese Zn-S Cluster durch S-
Nitrosierung zerstért und eine Protein-gebundene Zink**-Freisetzung in der Zelle
zur Folge hatte (Berendji et al. 1997;Kroncke et al. 1994). Die Zerstorung von
Zinkfingern in  Transkriptionsfaktoren hat eine stark verminderte DNA-
Bindungsaktivitat zur Folge. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dass durch RNOI zerstorte Zinkfinger, im Gegensatz zu irreversiblen ROI
induzierten Schaden, in einem hohen Mal} reversibel sind. Daraus kann eine
Sonderstellung des NO unter diesen reaktiven Species abgeleitet werden, da NO
als einziges der untersuchten Molekule dieser Klasse durch die Reversibilitat der
Reaktion auch Uber ein regulatorisches Potential im Bezug auf die Genexpression
verfugt (Kroncke et al. 2002). S-Nitrosierungen von Cystein-Resten sind haufig
auftretende NO-mediierte Proteinmodifikationen (Stamler and Hausladen 1998).
So sind eine Reihe von Enzymen bekannt, deren katalytische Zentren reduzierte
SH-Gruppen beinhalten, die nach erfolgter S-Nitrosierung, auch ohne das
Vorhandensein komplexierter Metalle, einen temporaren Funktionsverlust des
Proteins zur Folge haben (Becker et al. 1998;Stamler 1994). Aber auch die
Aktivierung von Proteinen mittels S-Nitrosierung wurde gefunden, so z.B. beim
kleinen GTP-bindenden Protein p21™° (Lander et al. 1995). Am bakteriellen
Transkriptionsfaktor OxyR konnte eine NO-vermittelte Induktion der Transkription
von antioxidativ wirksamen Enzymen gezeigt werden (Hausladen et al. 1996). In
den vergangenen Jahren wurden eine Vielzahl von Evidenzen publiziert die
belegen, dass NO selbst nicht nur viele protektive Eigenschaften zum Schutz der
Zelle ausUben kann, sondern seine wesentliche Funktion in der Regulation
zellularer Prozesse wie Genexpression, Proliferation und Differenzierung liegt. NO
kann als Antioxidans fungieren und die Zelle sehr effektiv vor ROI induzierter
Lipidperoxidation schutzen (Schafer et al. 2002). In Endothelzellen konnte gezeigt
werden, dass NO die Zellen vor UV-induzierter Apoptose Uber den einen Anstieg

der Bcl-2 Expression, einem anti-apoptotisch wirksamen Protein, schitzen kann
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(Suschek et al. 1999). In einer jlingst erschienende Veroffentlichung konnte durch
DNA-Mikroarray Studien gezeigt werden, dass Uber 200 Gene in ihrer Expression
durch NO moduliert werden (Zamora et al. 2002). Die Analyse der modulierten
Gene und die Klassifizierung nach Genfamilien veranlasste die Autoren zur
Hypothese, dass die INOS-Expression in Ratten-Hepatozyten generell eine anti-
inflammatorische und anti-apoptotische Rolle Ubernimmt. Gleichsam bedeutend
wie fur die Genregulation ist NO in der Steuerung der Immunantwort. Durch
Untersuchungen in iNOS-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass deren
Ths-Immunantwort wesentlich starker ausfallt als die in den Wildtyp-Tieren (Wei et
al. 1995). Somit zeigt NO ein hohes Potential, inflammatorische Prozesse zu
regulieren und ein wichtiger Modulator der Th4-Th, Balance Immun-mediierter
Erkrankungen zu sein (Kolb-Bachofen et al. 2000). In Ubereinstimmung mit der
Schlusselrolle von NO in Immunreaktionen steht die Erkenntnis, dass neben der
eNOS auch die iINOS Expression in dermalen Endothelzellen bei Entziindungen
eine zentrale Funktion in der Regulation des inflammatorischen Geschehen
einnimmt, wobei die vollstandige Funktion der iINOS heute noch nicht in allen
Details verstanden ist. Im Verlauf einer Entzindung werden vaskulare
Endothelzellen durch die Sezernierung von Zytokinen durch Makrophagen und
Lymphozyten aktiviert, wodurch die Expression von Zytokinen, Chemokinen und
Adhasionsmolekulen (VCAM, ICAM 1-3) (Bevilacqua et al. 1991) erfolgt. Diese
Adhasionsmoleklle binden spezifisch an Erkennungssequenzen an der
Oberflache von Monozyten oder Lymphozyten. Durch eine schwache, reversible
Bindung der Leukozyten Uber Selektine an die Endothelzellen wird die
Geschwindigkeit im Blutstrom verlangsamt (,Rolling“) und die Immunzellen kénnen
durch das Endothel aus dem Blutstrom austreten und sich am inflammatorischen
Geschehen beteiligen (Butcher 1991). Die Adhasion der Leukozyten an das
Endothel wird durch die NOS-Aktivitat moduliert, wobei die Inhibition der NOS die
Adhasion und Emigration von Leukozyten und Entzindungsprozesse begunstigt
(Kolb-Bachofen et al. 2000;Nussler et al. 1993). Ein identischer Befund konnte
auch in iINOS-Knockout Mausen nach LPS Aktivierung gezeigt werden (Hickey et
al. 1997), wodurch die regulatorische Funktion sowohl von eNOS synthetisiertem
als auch iINOS synthetisiertem NO an der ,Bindung“ von Leukozyten in

entzundlichen Prozessen belegt wird.
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1.6 Bedeutung von NO fur die Homoostase der Haut und bei

Hauterkrankungen

Durch seine vielfaltigen biologischen Aktivitaten, die Vielzahl seiner
Reaktionsmoglichkeiten und seiner besonderen chemischen Struktur ist NO in
nahezu allen Organsystemen als ein bedeutender biologischer Modulator
physiologischer und pathophysiologischer Prozesse identifiziert worden. Die
Aufklarung von NO-mediierten Signalwegen in verschiedenen Hautzellen
(Keratinozyten, Fibroblasten, Melanozyten und dermale Endothelzellen) rickten
das Molekul NO nicht nur im Bezug auf die Homdostase der Haut, sondern auch
Rahmen pathophysiologischer und immunologischer Prozesse der Haut in den
Blickpunkt des wissenschaftlichen Interesse. Die molekulare Charakterisierung der
NO-Synthese gewahrte substanzielle Einsichten in der Bedeutung von NO fir
Entzindungsprozesse, Hyperproliferation und Auto-Immunerkrankungen der Haut
sowie fur den Hautkrebs (Bruch-Gerharz et al. 1998). Der Aufbau humaner Haut

ist schematisch in Abb. 5 A gezeigt.

Paoriasis

L Hautobarflache

Arerie  Vene Lymphgelan

Abb. 5: Schematischer Vergleich gesunder und psoriatischer Haut. Die Epidermis
(,Oberhaut*) gesunde Haut (A) besteht aus wenigen Zellschichten Keratinozyten und ist durch die
Basalschicht von der tieferliegenden Dermis (,Lederhaut®), die zum Uberwiegenden Teil aus
Fibroblasen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen besteht, getrennt. Im Gegensatz dazu ist die
Epidermis psoriatischer Haut (B) durch charakteristische zapfenférmige Ausstilpungen verbreitert
und an der Haut-Oberflache psoriatischer Plaques schuppen sich abgestorbene Zellen ab. (aus:
,Health on the net” nach Prof. Dr. Korting)

Die Epidermis ist eine dynamische, sich permanent erneuernde Struktur, welche
den Organismus von seiner Umwelt abgrenzt. Der Hauptzelltyp der Epidermis sind
Keratinozyten, welche einem komplexen und zeitlich  koordinierten
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Differenzierungsprogamm unterliegen (Eckert et al. 1997). Unter physiologischen
Gesichtspunkten ist die Homobostase von Geweben durch ein Gleichgewicht von
Zellproliferation und Zelltod charakterisiert. Wahrend die Arretierung der
Zellteilung ein Erfordernis fir den Ubergang in die terminale Differenzierung
darstellt, wird die Mitogenese durch eine Reihe endogener und exogener Faktoren
beeinflusst. Veranderungen dieser Prozesse sind bedeutend fur die Pathogenese
von Hauterkrankungen. So konnte in verschiedenen Publikationen gezeigt
werden, dass die Reaktionskaskaden, die die Proliferation und Differenzierung
humaner Zellen regulieren, durch NO entscheidend moduliert werden (lgnarro et
al. 2001;Krischel et al. 1998). Die Induktion der iINOS reprasentiert einen wichtigen
Schritt in der Arretierung der Zellproliferation und initiert die terminale
Differenzierung z.B. in neuronalen Zellen (Peunova and Enikolopov 1995). Die
konstitutive Expression der iNOS in Keratinozyten psoriatischer Hautlasionen
belegt die Bedeutung von NO fir Proliferation und Differenzierung in der Haut. In
der Psoriasis, die durch eine Hyperproliferation der epidermalen Keratinozyten
(Bruch-Gerharz et al. 1996) charakterisiert ist, wird die INOS Expression als
Gegenmechanismus zur exzessiven Mitogenese psoriatischer Keratinozyten
diskutiert (Bruch-Gerharz et al. 1998). Dem NO wird hierbei die Rolle als negativer
Regulator des Zellwachstums entweder durch Inhibition der Proliferation oder
Induktion der terminalen Zelldifferenzierung zugeschrieben. Basierend auf diesen
Ergebnissen fuhrt die INOS Expression in psoriatischen Lasionen zu einem
JNOS/Psoriasis-Paradoxon®: NO hemmt die Proliferation und induziert die
Differenzierung. Doch in der Psoriasis fuhrt die ,konstitutive” iNOS-Expression in
den Keratinozyten, verbunden mit potentiell hohen NO-Konzentrationen, zu
keinem antiproliferativen Effekt, sondern im Gegenteil, sie ist von einer
Hyperprolifertion der epidermalen Keratinozyten gekennzeichnet. Neben
Cortikoiden, die immun-suppressiv. wirksam sind und bei schweren
Krankheitsverlaufen eingesetzt werden, hat sich zur Behandlung der Psoriasis die
PUVA-Therapie, eine Kombination von UV-A Strahlung und dem
lichtsensibilisierenden Wirkstoff Psoralen bewahrt (Parrish 1981). Psoralen
ermoglicht durch die Erhohung der Lichtempfindlichkeit der Haut, die Verwendung
geringerer UV-A Bestrahlungsintensitaten, die bei systemischer Psoralengabe im
Durchschnitt bei 130 J/cm? liegt (Diette et al. 1984). Da die minimale Erythemdosis
fir UV-A ohne Psoralen mit 50-100 J/cm? angegeben wird (Sakuntabhai et al.
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1994), kann die hohe Strahlungsbelastung der PUVA-Therapie zu phototoxischen
Effekten fuhren. Die molekularen Wirkmechanismen der kutanen Phototherapie
sind nur ansatzweise bekannt, wobei 2 Reaktionstypen zu unterscheiden sind. Typ
1 reprasentiert die zellulare Ebene mit der Photoadduktion des Psoralen an die
DNA. Die antiproliferativen Effekte entstehen durch die Inhibition der DNA-
Replikation sowie der Reduktion der ribosomalen Aktivitat (Chandra 1972). Typ 2
ist eine Sauerstoff-abhangige Reaktion, bei der freie Radikale entstehen, wodurch
die Transkription der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-8 inhibiert wird
(Neuner et al. 1994)).

Stérungen der Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktion kénnen zur Aufhebung der
Hautintegritat fUhren. Durch Untersuchungen in Fibroblasten, konnten veranderte
NO-Konzentrationen im zeitlichen Verlauf der Wundheilung gezeigt werden (Lee
et al. 2001). Die Modulation der NO-Synthese koénnte der Abfolge von
Entzindungen in der frihen Phase des Wundheilungsgeschehen gefolgt von
Proliferation und Erneuerung des Gewebe in einer spateren Phase (tissue
remodelling) angepasst sein (Wang et al. 1997). In iINOS-Knockout Mausen
wurden zeitlich signifikante Verlangerungen des Wundheilungsprozesses gezeigt,
was ein Beleg flr eine positive Beteiligung von NO bei der Wundheilung darstellt
(Yamasaki et al. 1998). In Ubereinstimmung mit diesem Befund, konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass sowohl topisch aplizierte NO-Donoren als auch die
Supplementation mit L-Arginin zu einer verbesserten Wundheilung fuhren (Kirk et
al. 1993). (Efron and Barbul 1999;Pulfer et al. 1997)Der gut charakterisierten iINOS
Expression in Keratinozyten und Langerhans Zellen wird enorme Bedeutung fur
die Regulation immunologischer und entzindlicher Reaktionen der Haut
beigemessen, denn NO zeigt starke Effekte auf eine erfolgte Immunantwort (Kolb-
Bachofen and Bruch-Gerharz 1999;Kolb and Kolb-Bachofen 1998).
Zusammenfassend weisen die bisherigen Erkenntnisse dem NO Radikal eine
bedeutende Aufgabe in der Regulation zellularer Antworten in Prozessen der
angeborenen Immunitat sowie in Entziindungen zu und implizieren die Bedeutung
von NO fur die Pathogenese entzindlicher und Immun-mediierter

Hauterkrankungen.
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1.7. Fragestellung und Ziele dieser Arbeit

Die entzindliche, hyperproliferative Hauterkrankung Psoriasis ist durch eine
.konstitutive® INOS Expression in den Keratinozyten und einer charakteristischen
Hyperproliferation dieses Zelltyps gekennzeichnet. Ziel der Arbeit war es eine
Erklarung fur dieses ,iNOS/Psoriasis-Paradoxon® zu finden, denn die iNOS-
Expression ist assoziiert mit potentiell hohen lokalen NO-Konzentrationen und
anti-proliferativen Eigenschaften von NO, doch in psoriatischer Haut wird
tatsachlich genau das Gegenteil beobachtet. Dazu sollte insbesondere die Rolle
der Substratverfigbarkeit und der Substrat-Transport als mogliche Parameter
einer limitierten NO-Synthese in vivo untersucht werden.

Obwonhl die Bedeutung der Expression und Aktivitdt von NO-Synthasen flr eine
Vielzahl zellularer Prozesse in der Haut bekannt ist, lagen zu Beginn dieser Arbeit
nahezu keine Erkenntnisse uber den Transport des NOS-Substrats L-Arginin und

die Bedeutung der Verflugbarkeit flr die Regulation der iNOS-Aktivitat vor.

Die bei der Beantwortung dieser Fragen gewonnen Erkenntnisse sollten wichtige
Erkenntnisse fur die Regulation der iINOS-Aktivitat aufzeigen und damit
bestehende Licken in unserem Verstandnis zur Bedeutung des L-Arginin

Metabolismus im Rahmen entziindlicher Prozesse schliel3en.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien
2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben stammten die verwendeten Chemikalien von
Sigma, Deisenhofen, Deutschland.

Agarose; DEPC: Diethylpyrocarbonat;, DMSO: Dimethylsulfoxid; EDTA:
Ethylendinitrilotetraessigsaure Dinatriumsalz-Dihydrat; Eukitt (Roth, Karlsruhe,
Deutschland); Hematoxylin; Hoechst 33342 ((2'-[Ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-
piperazinyl]-2,5-bi-1H-benzimidodazol));  Kollagenase (Serva, Heidelberg,
Deutschland); 2-Mercaptoethanol; L-Arginin; L-Glycin; L-Ornithin; L-Lysin; L-Valin;
NIO: L-N-(-Iminoethyl)-ornithin-dihydrochlorid (Alexis, Grinberg, Deutschland);
Phenol (Roth); Propidiumiodid; RNAsin: RNAse-Inhibitor (Promega); Tris-HCI:
Tris(hydroxymethy)-aminomethan-hydrochlorid; Trypanblau (Gibco, Eggerstein,
Deutschland); Trypsin (Serva)

2.1.2. Zytokine und Enzyme

IL-1B: rekombinantes Interleukin-13; IL-4; IL-10; IL-13; IFN-y: rekombinantes
humanes y-Interferon; TNF-a: rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor (alle
Strathmann Biotec, Hamburg); Tag-Polymerase und reverse Transkriptase
(Qiagen, Hilden, Deutschland); Restriktionsenzyme EcoR1, BamH1, Not1
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

2.1.3. Antikorper

Polyklonaler Maus-anti-iNOS Antikdrper (Transduction, Lexington, USA) 50 ng/ml
Polyklonaler Maus-anti-Arginase-1 Antikorper (Transduktion) 200ng/ml
Polyklonale Kaninchen-anti-Arginase-1 Antiseren (zur Verfligung gestellt durch
Prof. Dr. Pfeilschifter, Universitat Frankfurt, Institut fr Pharmakologie) = 100ng/ml
Polyklonale Kaninchen-anti-Arginase-2 Antiseren 100ng/ml
(zur Verfugung gestellt durch Prof. Dr. Pfeilschifter)

Monoklonaler Maus-anti-MSP Antikérper (R&D Systems, Europe, Abingdon,

Grol3britanien) 50 pug/ml
Monoklonaler Maus-anti-RON Antikorper (R&D Systems) 50 pug/ml
Polyklonaler Kaninchen-anti-S-Nitrososcystein Antikorper (Calbiochem,
Darmstadt, Deutschland) 100ng/ml

2.1.4. Zellkulturmedien und Zusatze fiir die Zellkultur

DMEM: Dulbeccos minimal essentiell medium (Gibco); FCS: Fetal calf serum
(High-Quality) (PAA Laboratories, Linz, Osterreich); KGM-2: Keratinocyte Growth
Medium (BioWhittaker); Geniticin G418; Glutamax: (L-Alanyl-Glutamin) 100-fach
(PAA); HEPES (Gibco); Pen-Strep: Penicillin-Streptomycin (Gibco); Standart RPMI
1640 (Gibco); Ca-Nitrat und L-Arginin freies RPMI 1640 (BioWhittaker Europa)
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2.1.5. Verwendung von NO-Donoren

Die NO-Donoren DETA/NO ((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-moniumethyl)amino]
diazen-1-ium-1,2diolat) und SNAP (S-Nitrosothiol-N-Acetylpenicillamin) haben
bei 37 °C in Zellkulturmedium eine Halbwertzeit von ca. 8 Stunden bzw. ca. 4-
5 Stunden. Es wurden 50 mM Stocklésungen unmittelbar vor der jeweiligen
Verwendung auf Eis hergestellt und diese mit Zellkulturmedium auf die
Endkonzentrationen von 10 —1000 uM verdunnt. Zur Kontrolle wurden die
denitrosilierten Komponenten DETA/NO_yo und SNAP_\o (5-8 Tage bei 37 °C
abreagierte  Stocklosungen) in der jeweilig hochsten eingesetzten
Konzentration  verwendet. Die verwendeten NO-Donoren  wurden
freundlicherweise von PD Dr. Klaus Kroncke, (Forschungsgruppe
Immunbiologie der HHU Dusseldorf) zur Verfigung gestelit.

o] N , H,C CH,
N o COOH
N
G HN— C—CH
A N NN o e
H,N o)
DETA/NO SNAP

Abb. 6. Chemische Strukturformeln der NO-Donoren DETA/NO und SNAP

2.2. Methoden
2.2.1. Zellkulturen und Kurzzeit-Organkulturen

Primare humane Keratinozyten wurden aus normaler Haut, die bei plastischen
Operationen (Florence Nightingale Krankenhaus Kaiserswerth, Abteilung fur
Plastische Chirurgie) anfallt, isoliert. Unmittelbar nach der Entnahme wurde die
Haut in PBS Uberfiihrt. Das Gewebe wurde gewaschen, in Stiicke von ca. 0,5 cm?
geteilt und in Dispase-Lésung (Dispase Il, Boehringer, Ingelheim, Deutschland)
uberfuhrt. Nach 12-stindiger Inkubation wurde die epidermale Schicht der human
Keratinozyten vorsichtig von der Dermis getrennt und in Zentrifugenréhrchen mit
Trypsin-EDTA (Gibco) Uberfiihrt. Das Gewebe wurde 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert und mit einer Pipette mehrfach aufgezogen, um die Zellen zu
dissoziieren. Nach dieser Behandlung wurde die Enzymaktivitat durch Zugabe
eines Trypsin-Inhibitors gestoppt und fir 10 Minuten bei 500 rpm zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in Kulturmedium resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und mit
einer Dichte von 3x10° Zellen pro Zellkulturschale ausgesat. Bei 37 °C lang und
5%-CO, Begasung wurde diese Einzelzell-Suspension bis zur Adharenz der
Zellen inkubiert und nach Erreichen einer 75%-igen Konfluenz passagiert. Die
Zellen wurde in KGM-2 Medium (BioWhitaker Europa, Taufkirchen, Deutschland)
kultiviert. Bei Untersuchungen zu den Effekten von proinflammatorischen
Zytokinen bzw. NO-vermittelten Effekten wurden die Zellen fur 5 Tage in
Abwesenheit von Hydrocortison kultiviert.
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Kurzzeit-Organkulturen wurden aus normaler Haut aus plastischen Operationen
prapariert. Das Gewebe wurde dazu mit PBS gewaschen, in ca. 0,5 cm? Stiicke
geteilt und in RPMI mit 10% FCS bei 37 °C und 5%-CO, Begasung fir 8-24
Stunden kultiviert.

Humane Fibroblasten wurde aus normaler Haut isoliert. Unmittelbar nach der
Entnahme wurde die Haut direkt in PBS Uberflhrt. Das Gewebe wurde gewaschen
und in ca. 0,5 cm? groRe Stiicke geteilt und in RPMI fiir 7 Tage kultiviert. Die aus
dem Gewebe ausgewachsenen Fibroblasten wurden als adharente Zellen bis zur
12. Passage fur Experimente eingesetzt werden.

Humane dermale mikrovaskulare Endothellzellen (HUDEC) wurden von
PromoCell GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen und in Endothelium Growth
Medium (Gibco) mit den Supplementen Hydrocortison, EGF und ECGF bis zur
8.Passage kultiviert.

Die immortalisierten Zelllinien HaCat (Keratinozyten Zelllinie) und HepG2
(Hepathozyten Zelllinie) wurden von ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA) bezogen und in RPMI 1640 mit 10% FCS kultiviert. Zur
Bestimmung der NOS-Aktivitat wurde die Zellen in einem RPMI-Spezialmedium
kultiviert, welches weder Ca-Nitrat noch L-Arginin enthalt und nur mit 2% FCS
sowie definierten L-Arginin Konzentrationen supplementiert wurde.

Die mit einem 16 kb Fragment der 5°-Region des iNOS Gens stabil transfizierte
humane Lungenepithelzelllinie A549/8 sowie die DLD-Zellen wurden von PD Dr.
Kleinert (Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Mainz) zur
Verfligung gestellt. Die Selektion der transfizierten Zellen erfolgte mittels einer
Geneticin G418 Resistenz. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in RPMI mit 10%
FCS und 1 mg/ml Geneticin G418.

2.2.2. Zytokinaktivierung

Zur Untersuchung der Effekte von Zytokinen und Stickstoffmonoxid auf Zellen
oder Hautgewebe wurden einzelne Zytokine oder Kombinationen von IL-1p,
TNF-a und IFN-y (je 100 - 1000 U) verwendet. Zur Induktion der iINOS wurde
ein Mix dieser drei Zytokine (100-1000 U) verwendet. Die Analyse der iNOS-
Promotoraktivitat wurde mit einzelnen Zytokinen sowie Kombinationen im
Konzentrationsbereich zwischen 100-1000 U durchgefuhrt. Die
Untersuchungen der Effekte von Makrophagen-stimulierendem Protein (MSP)
auf die INOS-Expression und Proliferation von Zellen wurden mit
Konzentrationen zwischen 10-200 ng/ml durchgefuhrt.
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2.2.3. UV-A Bestrahlung

Zur Untersuchung der Effekte von UV-A auf die Genexpression relevanter
Proteine wurden Zellen oder Gewebe mit nicht-toxischen Dosen zwischen 5
und 25 J/cm? in PBS bestrahlt. Das Auftreten einer UV-A induzierten
Apoptose wurde in Keratinozyten und Kurzzeitorgankulturen erst bei Dosen
groBer als 30 J/cm? beobachtet. Als UV-A Quelle wurde eine Sellas-4000
Lampe (Sellas Medizinische Gerate, Gevelsberg, Deutschland) verwendet, die
ein UV-As-Spektrum von 340-390 nm emittiert. Zur Bestimmung der
Bestrahlungsdosis wurde die Strahlungsintensitat vor jedem einzelnen
Versuchen mittels UV-A Detektor gemessen.

2.2.4. Bestimmung der NOS-Aktivitat mittels Griess-Test

Nach 24- bzw. 48-stindiger Inkubationszeit von 3-5x10° Zellen in 6-well-
Zellkulturschalen wurde die Nitritkonzentration in den Kulturiberstédnden als Maf}
fur die NOS-Aktivitat mittels Diazotierungs-Reaktion (modifiziert nach Wood et. al.
1990) colorimetrisch bestimmt. 100 ul Kulturiberstand wurden mit 50 ul Griess
Reagenz | (1%Sulfanilamid in 2,5% Phosphorsaure) fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie®end wurden 50 ul Griess Il Reagenz (1% N-
1-Naphthylendiamin-dihydrochlorid in 2,5% Phosphorsaure) hinzugegeben und mit
20 ul Methanol zur Vermeidung von Blasenbildung uberschichtet. Die Extinktion
des Farbumschlags wurde mittels ELISA-Reader (Titertek Multiplan plus, Flow
Laboratories, Heidelberg, Deutschland) bei 540 nm quantifiziert, wobei eine
Konzentrationsreihe mit Natriumnitrit als Standard diente und die Extinktion des
Mediums als Referenz von den Messwerten subtrahiert wurde. Als NOS-Inhibitor
wurden 250 pyM L-N(5)-(1-imino-ethyl)ornithine (NIO) verwendet.

Sulfanilamid

H,NSO 3—©—NH2 + N,O,

N-(1-Naphthyl)ethylendiamin

/_\
@ koS

thSOg—@—N:N O NH NH,

AEm: 540 nm

Abb. 7. Reaktionsgleichung der Griess-Reaktion
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2.2.5. Bestimmung der NOS-Aktivitat mittels 2,3-Diaminonaphtalen

Die Bestimmung geringer Nitritkonzentrationen wurde mittels eines
fluorometrischen Tests (Alexis) durchgefuhrt. Die Reaktion des in den
Kulturiberstanden gebildeten Nitrit sowie des zu Nitrit oxidierten Nitrat, mit 2,3-
Diaminonaphtalen fuhrt bei saurem pH zur Bildung von 1(H)-Naphthotriazol,
welches nach Anregung mit Licht der Wellenlange 365 nm Fluoreszenzlicht der
Wellenlange 415 nm emittiert. Nach 24- bzw. 48-stundiger Inkubationszeit von
3x10° Zellen in 6-well-Zellkulturschalen wurde die Nitritkonzentration in den
Kulturiberstanden als Maly fur die NOS-Aktivitat mittels 2,3-Diaminonaphtalen
fluorometrisch bestimmt. 20 yl Kulturiberstand wurden mit Puffer auf ein Volumen
von 80 pl eingestellt. Nach der Zugabe von jeweils 10 pl Nitrat-Reduktase und
Enzym-kofaktoren wurden die Proben auf einer schwarzen 96-well
Zellkulturschale fur 1 Stunde im Dunkeln inkubiert. Anschlie®end wurden 10yl
DAN-Reagenz hinzugegeben, die Losung 10 min lang inkubiert und die Reaktion
mit 20 pl NaOH (2N) gestoppt. Die Fluoreszenz der Proben wurden in einem
Fluorometer (Fluorostar, BMG, Offenburg, Deutschland) mit einer geeigneten
Filterkombination Excitation: 365 nm / Emission: 450 nm) bestimmt. Eine
Konzentrationsreihe mit Natriumnitrit diente als Standard und die Fluoreszenz des
Mediums wurde als Referenz von den Messwerten subtrahiert.

N\:(Z)
7\
¢

o

|

/ \
)
1

Agy 365 nm
Agm: 415 nm

Abb. 8. Reaktionsgleichung der Reaktion von Diaminonaphtalen zu Naphthotriazol

2.2.6. Bestimmung der Arginaseaktivitat mittels Harnstoffassay

In Zellkulturiberstanden wurde die Harnstoffkonzentration mittels Urea Nitrogen
Assay (Sigma) bestimmt. Harnstoff wird durch Urease hydolysiert, der
entstandene Ammoniak reagiert mit Hypochlorit und Phenol in Anwesenheit
des Katalysators Nitroprussid zu Indophenol. Die Extinktion des
entstandenen Indophenol, wurde in einem ELISA-Reader bei 540 nm
quantifiziert. Als Standard wurde eine Konzentrationsreihe einer Harnstofflosung
verwendet. Der Test wurde so modifiziert, dass mit 20 ul Kulturiberstand
gearbeitet werden konnte.
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2.2.7. Zellzahlbestimmung und Wachstumskurven

Zellzahlbestimmungen und Wachstumskurven wurden mit dem Vitalfarbstoff
Neutralrot durchgefuhrt. Die Zellen wurden fur 60 Minuten im Dunkeln mit einer
1:100 Verdunnung einer 3%-L6sung inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen,
getrocknet und mit Isopropanol, welchem 1% HCI zugesetzt wurde, lysiert. Die
Extinktion der Uberstinde, welche eine lineare Korrelation mit der Zellzahl
aufweist, wurde im ELISA-Reader bei 530 nm bestimmt.

2.2.8. Bestimmung lebender Zellen mittels Trypanblau-Exklusionstest

Zur Quantifizierung lebender Zellen nach Zytokinaktivierung, UV-A- oder NO-
Donor-Behandlung wurde ein Farbtest mit Trypanblau durchgefuhrt. Die
Zellen wurden fur 5 Minuten mit dem Farbstoff inkubiert und die gefarbten
Zellen lichtmikroskopisch bestimmt. Wahrend lebende Zellen den Farbstoff
nicht aufnehmen, zeigt das Zytoplasma toter Zellen eine intensive
Blaufarbung. Der Anteil toter Zellen wird in % angegeben bezogen auf die
Gesamtzahl der Zellen.

2.2.9. Quantifizierung der Zellen mit Chromatinkondensation und
Zellkernfragmentierung

2-48 Stunden nach UV-A Bestrahlung, Zytokinaktivierung oder NO-
Behandlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit dem DNA-
Farbstoff H33342 (4 upg/ml) fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Fluoreszenz der Zellkerne wurde mittels eines Zeiss Fluoreszenz Mikroskop
(Extinktion: 355 nm, Emission 465 nm) gemessen. Zur Auswertung wurden
mindestens 400 Zellen gezahlt und die Auswertung erfolgte als %-Angabe der
kondensierten oder fragmentierten Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl.

2.2.10. Quantifizierung nekrotischer Zellen

Die Quantifizierung nekrotischer Zellen wurde durch den Einbau des roten
DNA-Farbstoffs Propidium lodid (PI) durchgeflhrt. Pl-positive Zellen wurden
mittels eines Zeiss Fluoreszenz Mikroskop (Extinktion: 520 nm, Emission 610
nm) bestimmt. Zur Auswertung wurden mindestens 400 Zellen gezahlt und die
Auswertung erfolgte als %-Angabe der nekrotischen Zellen im Verhaltnis zur
Gesamtzellzahl.
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2.211. Bestimmung von DNA-Strangbriichen mittels in situ nick
Translationen

Zum Nachweis von UV-A induzierter Apoptose wurden in situ-nick Translationen
durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Methode werden DNA-Einzelstrangbriche in situ
nachgewiesen. Die Zellen wurden nach der Behandlung fur 10 Minuten
luftgetrocknet, 10 Minuten in Aceton fixiert und anschliellend in einem Gemisch
aus Methanol und Wasserstoffperoxid fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat irreversibel zu hemmen. Die
Reaktion der Polymerase erfolgt durch Inkubation fir 10 Minuten in einem NT-
Ansatz ( 3 uM Biotin-dUTP, 5 U DNA-Polymerase, 3 uM dGTP, 3 uM dATP, 3 uM
dCTP, 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl;, und 0.1 mM Dithithreitol) wie vom Hersteller
(Boehringer Mannheim) angegeben. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen
zum Nachweis des markierten Nukleotids mit Avidin-gekoppelter Peroxidase
inkubiert. Die Zellen mit den DNA-Strangbrichen konnten durch eine Farbreaktion
mit Diaminobenzidin lichtmikroskopisch detektiert werden.

2.2.12. Immunhistochemische Untersuchungen

Gefrierschnitte psoriatischer und gesunder Haut wurden luftgetrocknet, 10 Minuten
bei Raumtemperatur in Glutaraldehyd fixiert und 30 Minuten in Blockingpuffer
(10% FCS in PBS) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS, wurden die
Schnitte zur Inhibition von endogener Peroxidaseaktivitat fur 20 Minuten in einer
0,3%-igen Hy0, Losung in Methanol inkubiert und in PBS gewaschen. Die
Reaktion mit den primaren Antikérpern erfolgte dann bei 4°C fiir 60 Minuten. Nach
einem weiteren Waschvorgang wurden die Schnitte fir 60 Minuten bei 4°C mit
dem biotinylierten Sekundar-Antikorper inkubiert, zweimal gewaschen und fur 45
Minuten mit ABC-Komlexlésung wie vom Hersteller (Dako GmbH, Hamburg,
Deutschland) angegeben Uberschichtet. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurde eine Enzym-vermittelte Frabreaktion mit Diaminbenzidin als Chromogen
(Braunfarbung) durchgefuhrt. Nachdem die Schnitte Uber eine aufsteigende
Ethanolreihe und Xylol dehydriert wurden, erfolgte durch Hamatoxylin und Eosin
eine Gegenfarbung, bevor die Schnitte mit Eukitt (Kindler GmbH, Freiburg,
Deutschland) eingedeckt wurden. Zur Sicherung der Spezifitat der Immunreaktion
wurden sowohl eine Positiv- als auch Negativkontrolle fur die Untersuchungen
mitgeflhrt. Als Positivkontrollen wurden Hautschnitte mit bereits nachgewiesener
Immunreaktivitat fur das jeweilige Antigen verwendet. Als Negativkontrollen
wurden Vergleichsschnitte mitgeflhrt, bei denen ein irrelevanter monoklonaler
Antikorper der gleichen Immunglobulinklasse verwendet wurde. Die
lichtmikroskopische Auswertung der Praparate erfolgte mit dem Zeiss-Mikroskop
Axiovert 200.

2.2.13. Immuncytochemische Untersuchungen

Pro well wurden 2-4 x 10* Zellen auf 2er Glas Chamber-Slides ausgesét, fiir 8 - 48
Stunden unter Zellkulturbedingungen kultiviert und mit verschiedenen exogenen
Stimuli behandelt. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen unter einem kalten Luftstrom getrocknet, 10 min in Aceton fixiert und in PBS
gewaschen. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der verwendeten Primar-
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Antikérper wurden die Proben zuerst 60 min in Blocking-Puffer und anschliel3end
mit einem relevanten Primar-Antikorper in verschiedenen Konzentrationen (siehe
verwendete Antikorper) in 0,25 % BSA/PBS bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachdem die Objektrager in PBS gewaschen wurden, erfolgt eine 30-minutige
Inkubation mit dem Biotin-gekoppelten Sekundarantikorper. Nach der
Durchfuhrung eines weiteren Waschvorgangs erfolgte die Inkubation der Proben
mit dem ABC-Reagenz fur 30 min bei Raumtemperatur. Ein weiterer
Waschvorgang und die Inkubation fur 15 min mit Substratidsung folgten, bevor
nach Durchfiihrung der Hamotoxylin-Kerngegenfarbung und Entwasserung der
Proben mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylolersatz die Praparate in
Eukitt eingebettet wurde.

2.2.14. Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion

Die Isolation zellularer RNA wurde mittels Qiagen RNA Isolierung Kit RNeasy
(Qiagen) nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Mittels
Absorptionsspektrum (Azso/A2so-Quotient) wurde die Reinheit und isolierte Menge
an Gesamt-RNA bestimmt. 1ug der RNA wurde fir die cDNA Synthese eingesetzt,
wobei ein dT16-Oligonukleotid als Primer verwendet wurde. Die Reaktion erfolgte
fur 60 Minuten bei 37 °C. Die synthetisierte cDNA wurde dann als Template fiir
die PCR verwendet. Primersequenzen wurden aus der GenBank Datenbank
verwendet und sind zusammen mit den Reaktionsbedingungen in Tabelle 1
zusammengefasst. Aliquots jeder PCR wurden elektrophoretisch in einem 1,8%
Agarosegel aufgetrennt und die Banden mittels Ethidiumbromid Farbung sichtbar
gemacht. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurde mittels KODAK 1D Software
(KODAK, Stuttgart, Deutschland) densitometrisch quantifiziert.

2.2.15. Bestimmung der iNOS-Promotoraktivitat

Die humane Lungenepithelzellinie A549/8 war mit einem Konstrukt stabil
transfiziert worden, in welchem ein 16-kb Fragment der humanen iINOS-Promotor
Sequenz vor ein Luciferase Reportergen und ein Neomycin Resistenzgen kloniert
worden war. Auf einer 12-well Zellkulturschale wurden 5x10* Zellen ausgesat und
am nachsten Tag fur den Versuch eingesetzt. Nach 24 Stunden waren die Zellen
zu ca. 60% konfluent und in einer logarithmischen Wachstumsphase. Fur
Versuche mit konfluenten Zellen wurden 2x10° Zellen ausgesat. Die
Inkubationsdauer wurde in allen Versuchen mit 8 Stunden konstant gehalten. Zur
Analyse der Promotoraktivitat wurden die Zellen in 200l Luciferase-Puffer lysiert
und 15 min bei 4°C inkubiert. 50 pl des Extrakts wurde in den Test eingesetzt und
mit 100 pl Luciferase-Substrat versetzt. Die Lumineszenz wurde in einem
Luminometer (Fluorostar, BMG) detektiert. Die Licht-Einheiten (LU) der Proben
wurden als relative INOS-Promotoraktivitat in % zur Kontrolle angegeben.
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2.2.16. Bestimmung der MSP-Konzentration in humanem Serum mittels
ELISA

Die MSP Konzentrationen in den humanen Seren von Psoriasis-Patienten und
gesunden Kontroll-Personen sowie in Zellkultur-Uberstanden wurde durch einen
DuoSet ELISA (R&D Systems, Europa, Abingdon, GrofRbritanien) quantifiziert.
Hierzu wurden 96-well Zellkulturschalen mit 100ul eines Maus-anti-human MSP
(1ug/ml) Antikorper Uber Nacht beschichtet, anschlielend dreimal mit Wasch-
Puffer (0,05% Tween 20 in PBS, pH 7,2) gewaschen und fur eine Stunde mit
Blocking-Puffer (1% BSA, 5% Saccharose in PBS, pH 7,2 mit 0,05% Na-Azid)
inkubiert. Nach drei Waschschritten wurden je 100 pl Serum bzw. Kulturtiberstand
aufgetragen und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten wurde mit 100 pl Detektions-Antikorper (biotinylierter Maus- anti-
human MSP 1ug/ml) das MSP markiert. Nach Zugabe von 100 pl Streptavidin
Meerrettich-Peroxidase und der gleichen Menge Substrat-Losung (1:1 Gemisch
H20O2 und Tetramethylbenzidine (R&D Systems) wurde die Losung 20 Minuten im
Dunkeln inkubiert und die Reaktion mit 50 yl 2 N H,SO,4 gestoppt. Die Extinkton
wurde dann bei 540 nm im ELISA-Reader gemessen. Zur Erstellung der
Eichkurven wurde rekombinantes MSP als Standard verwendet.

2.2.17. Klonierung der humanen Arginase-1

Die cDNA-Sequenz der humanen Arginase-1 wurde mittels RT-PCR aus HepG2-
Zellen amplifiziert. Die Sequenzen der verwendeten Primer wurde in der Genbank
(Accession-Nr. M14502) ausgewahlt (5-CTGACTGGAGAGTCAAGTGC-3’ (Basen
15-35) 5-GAATGACATGGACACATAGTACC-3' (Basen 1384-1406). Die
Amplifizierung der Sequenz erfolgte bei folgendenden PCR-Bedingungen: 40 x (30
Sekunden bei 94°C, 60 Sekunden bei 55°C, 60 Sekunden bei 72°C) + 5 Minuten
bei 72°C. Das PCR-Produkt wurde nach der Auftrennung in einem 1%-igen low-
melting Agarosegel mittels QIAEX Il nach Vorschrift des Herstellers (Qiagen)
eluiert. Die gereinigte DNA wurde nach Durchfihrung einer gelelektrophoretischen
Trennung zur Kontrolle in den pCRII-TOPO-Vektor (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) kloniert. Nach dem Ausstreichen von Bakterienkulturen auf LB-
Platten wurden diese Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Nach 16 Stunden wurden
Klone ausgewahlt und damit Flussigkulturen von jeweils 100 ml angeimpft. Nach
Inkubation fur 8 Stunden in LB-Medium mit dem Selektionsantibiotikum Ampicillin
wurde eine Mini-Praperation (Qiagen) zur DNA-Isolation nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Nach der Restriktion der Klone wurden diese im BMFZ
sequenziert, die erhaltene Sequenz mit der Sequenz der humanen Arginase-1 aus
der Genbank (Accession-Nr. 14502) verglichen und eine 100%-ige ldentitat
festgestellt. Zur Klonierung in den Expresssionsvektor pPCDNA3 (Invitrogen GmbH)
wurde dann erneut eine Ligation durchgefuhrt, Bakterienkulturen angeimpft und
eine Midi-Praparation nach Angaben des Herstellers (Qiagen) zur DNA-Isolation
durchgefuhrt. Nach Restriktion und Konzentrationsbestimmung wurde die DNA im
BMFZ erneut sequenziert und eine 100%-ige Ubereinstimmung der Sequenz mit
der publizierten Sequenz gefunden.
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2.2.18. Transfektionen

Zur Uberexpression der Arginase-1 in humanen Zellen wurden verschiedene
Zellarten mittels Superfect Transfection Reagent (Qiagen) transfiziert. Dazu
wurden 2 ug der pCDNA3 Vektoren mit bzw. ohne Arginasekonstrukt (,leerer
Vektor®) mit Protein- und Antibiotika-freiem Medium auf ein Volumen von 100 pl
aufgeflllt und mit 10 yl SuperFect-Reagenz fir 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach
der erfolgten Komplexbildung wurde 600 pl Medium mit Serum und Antibiotikum
hinzugegeben und die Zellen fir 3 Stunden unter Standardbedingungen mit
diesem Gemisch kultiviert. Anschliel3end konnten die Zellen fur die verschiedenen
Versuche verwendet werden. Die Bestimmung der Arginase-Aktivitat erfolgte
durch einen Harnstoffassay 24-48 Stunden nach erfolgter Transfektion.

2.2.19. Statistische Analysen

Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
Die Werte wurden mit Student’s t-test (zweiseitig fur unabhangige Proben)
berechnet.
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PCR Protokol:

32 x (307 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C

Tabelle 1
Produkt/ Fragment
Sequenz und PCR-Protokoll
Accession Nr. -grofe
Humane Sense: 5-ATGCCCGATGGCACCATCAGA-3' (Basen 153-175)
GAPDH Antisense: 5-TCTCCAGGCCCATCCTCCTGC-3’ (Basen 548-568) 416 bp
M17851 PCR Protokol: | 19 x (30” 94°C, 30” 58°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C
Humane Sense: 5-ATGCCCGATGGCACCATCAGA-3’ (Basen 1020-1040)
iNOS Antisense: 5-TCTCCAGGCCCATCCTCCTGC-3’ (Basen 1393-1413) 394 bp
D29675 PCR Protokol: |40 x (30” 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C
Humane Sense: 5-CCAACGTCAATGATAGGACC-3' (Basen 1247-1266)
CAT-1 Antisense: 5-CTGGTCCAGCTGCATCATGA-3 (Basen 1850-1869) 622 bp
AF078107 PCR Protokol: |28 x (30” 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C
Humane Sense: 5-AGCCTGGCTTATCTTACGAC-3’ (Basen 1293-1323)
CAT-2 Antisense: 5-AATCTGACCCAAGTGTCTGC-3’ (Basen 1741-1760) 467 bp
D29990 PCR Protokol: |32 x (30” 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5" 72°C
Humane Sense: 5-CTTAAAGAACAAGAGTGTGATG-3 (Basen 174-195)
Arginase-1 Antisense: 5-TTCTTCCTAGTAGATAGCTGAG-3’ (Basen 702-723)
M14502 PCR Protokol: | Zellen : 34 x (30” 94°C, 60” 50°C; 60” 72°C) + 5 72°C S49bP
Hautgewebe: 28 x (30” 94°C, 60” 50°C; 60" 72°C) + 5' 72°C
Humane Sense: 5-CTCCAGTTTGGGCTGCCACC-3’ (Basen 194-213)
Arginase-2 Antisense: 5-TGTCCCAGCAACACACACTG-3' (Basen 723-744) 550 bp
D86724 PCR Protokol: |38 x (30” 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5" 72°C
Humanes Ki-67 Sense: 5-ACTTGCCTCCTAATACGCC -3’ (Basen 675-693)
NM_002417 Antisense: 5-TTACTACATCTGCCCATGA -3’ (Basen 1094-1112) 438 bp
PCR Protokol: |38 x (30" 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C
Humanes MSP Sense: 5-AATACCACCACTGCGGGCGT -3’ (Basen 896-915)
NM_020998 Antisense: 5-TCAGTATCCACTGCTCCTTCA -3’ (Basen 1545-1565) 669 bp
PCR Protokol: |40 x (30” 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C
Humaner RON Sense: 5-GTCAAGGATGTGCTGATTCCC -3 (Basen 3236-3256)
XM_011068 Antisense: 5-TCTGTGGAGTGAGGTACCTAATG -3’ (Basen 4368-4391) | 1155 bp
PCR Protokol: |40 x (30” 94°C, 60” 60°C, 60” 72°C) + 5’ 72°C
Humane nNOS | Sense: 5-GTCAAGGATGTGCTGATTCCC -3’ (Basen 4482-4503)
V17327 Antisense: 5-TCTGTGGAGTGAGGTACCTAATG -3’ (Basen 4918-4937) | 455 bp
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchungen zum L-Arginin-Metabolismus in der Haut

Obwohl das Verstehen der Bedeutung des freien Radikals NO als wichtigem
Mediator von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen in der Haut
durch seine Beteiligung an einer Vielzahl zellularer und molekularer Mechanismen
im Laufe der letzten Jahre immer mehr an Bedeutung gewonnen hat (Bruch-
Gerharz et al. 1998), war zu Beginn dieser Arbeit nur wenig Uber den L-Arginin-
Metabolismus und Transport und dessen Bedeutung fur die iINOS Aktivitat in der
Haut bzw. in Hautzellen bekannt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die
Regulation der iNOS-Expression und der NO-Synthese untersucht und die
Bedeutung des L-Arginin-Metabolismus und des L-Arginin-Transports fur die

Proliferation von Keratinozyten charakterisiert.

3.1.1. Regulation der iNOS-Expression unterliegt nicht einem negativen

Feedback- Mechanismus

Im ersten Schritt wurde das Expressionsprofii der Zytokin-vermittelten
Induzierbarkeit von iINOS-mRNA sowie die iINOS-Aktivitat bestimmt. Dazu wurden
kultivierte humane Keratinozyten mit einzelnen oder Kombinationen von
proinflammatorischen Zytokinen (IL-1p, TNF-a und IFN-y, je 1000 U) inkubiert und
die INOS-mRNA Expression mittels RT-PCR sowie die Enzymaktivitat durch den

Griess-Test ermittelt.
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Abb. 9: Expressionsprofil der Zytokin-vermittelten Induzierbarkeit der iNOS mRNA
und Aktivitatsbestimmung der iNOS in primaren Keratinozyten. Humane Keratinozyten
wurden in An- und Abwesenheit von einzelnen Zytokinen oder Zytokin-Kombinationen (IL-13, TNF-
o und IFN-y, jeweils 1000 Units) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die RNA aus 3x10° Zellen
isoliert und mittels RT-PCR ein spezifisches INOS Fragment detektiert. Zur Quantifizierung wurden
die PCR-Fragemente auf die GAPDH normiert und densitometrisch analysiert. In den
Zellkulturiberstanden wurde mittels Griess-Test die Nitritkonzentration als Maf fur die iINOS
Aktivitdt bestimmt. Residente Keratinozyten zeigen keine iINOS Expression und nur eine basale
Nitritproduktion. Wahrend in den Zellen, die mit allen drei Zytokinen aktiviert worden waren, die
starkste INOS mRNA Expression und Aktivitdt gemessen wurde, fuhrte die Aktivierung mit IFN-y
alleine oder in Kombination mit einem zweiten Zytokin sowohl zu einer signifikant erniedrigten
mRNA Expression als auch zu einer um Uber 30% reduzierten iINOS Aktivitdt. Angegebenen sind
Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. * p<0,002

Da die Inkubation mit dem verwendeten Zytokinmix aus IL-13, TNF-a. und IFN-y
(jeweils 1000 Units) die starkste iINOS-Expression und -Aktivitat zur Folge hatte
(Abb. 9), wurde diese Zytokinkombination zur Untersuchung NO-mediierter Effekte
im weiteren Verlauf ebenfalls verwendet. Um zu untersuchen, ob das Produkt der
INOS-Aktivitat NO selbst einen regulatorischen Effekt auf die Genexpression
besitzt, wurden die Effekte von NO auf die iINOS-Promotoraktivitat und iNOS
Expression hin untersucht. Die Promotoranalysen wurden in einer Modellzelle
epithelialen Ursprungs durchgefuhrt. Dazu wurde die humane Lungenepithelzelle
A549/8 mit einem 16-kb Fragment der 5°-Region des humanen iNOS-Gens und
einem Luziferase-Reportergenkonstrukt stabil transfiziert und der Effekt von NO

auf die Promotoraktivitat in bestimmt.
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Abb. 10: NO hat keinen Effekt auf die iINOS-Promotoraktivitit. Um den Effekt von NO
die Aktivitat des INOS Promotors zu untersuchen, wurden A549/8 Zellen mit einem 16-kb Fragment
der 5°-Sequenz des humanen iINOS Gen stabil transfiziert. Die Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen des NO-Donors DETA/NO in An- und Abwesennheit proinflammatorischer
Zytokine (IL-1B, TNF-a. und IFN-y, jeweils 500 Units) 8 Stunden lang inkubiert. Weder in den
residenten Zellen noch in den aktivierten Zellen konnte eine NO-vermittelte Veranderung der iNOS-
Promotoraktivitat beobachtet werden. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von
drei unabhangigen Experimenten.

Zur Untersuchung der Effekte von NO auf die Genexpression der iNOS wurden
humane Keratinozyten mit verschiedenen Konzentrationen des NO-Donors
DETA/NO in An- und Abwesenheit proinflammatorischer Zytokine inkubiert und die
Expression der INOS-mRNA durch RT-PCR Analysen detektiert.

— DETA/NO [uM] —
0 0 1001000100 1000

iINOS
(394 bp)

res akt res res akt akt M

Abb. 11: NO hat keinen Effekt auf die iINOS-Expression in primaren Keratinozyten.
Humane Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit von der Zytokin-Kombinationen (IL-1p,
TNF-a und IFN-y, jeweils 1000 Units) in Gegenwart des NO-Donors DETA/NO (100 bzw. 1000 uM)
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die RNA aus 3x10° Zellen isoliert und mittels RT-PCR ein
spezifisches INOS Fragment detektiert.

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass NO weder auf Promotorebene
in einer Zellinie (Abb. 10) noch auf der Ebene der mRNA-Expression in primaren
Keratinozyten (Abb. 11) regulatorische Effekte flr die Genexpression der iNOS
zeigt und das die iINOS-Expression somit nicht durch einen negativen Feedback-

Mechanismus kontrolliert wird.

30



Ergebnisse

3.1.2 Ko-Expression von iNOS und Arginase-1 in humanen Keratinozyten

Neben der Regulation der Genexpression kann die iINOS-Aktivitat auch durch die
Expression anderer L-Arginin metabolisierender Enzyme moduliert werden
(Kepka-Lenhart et al. 2000). Im folgenden wurde daher untersucht, ob
Keratinozyten auch Arginasen exprimieren. Die Untersuchungen zeigen, das die
mitochondrial lokalisierte Arginase-2 auch in Hautzellen konstitutiv exprimiert wird
(Daten nicht gezeigt). In allen durchgefuhrten Untersuchungen zeigt sich die
Arginase-2 Genexpression unverandert. Neben dieser ubiquitar exprimierten
Isoform wird Uberraschenderweise auch die induzierbare Isoform, die Arginase-1
oder Leber-Typ Arginase, in residenten Keratinozyten konstitutiv exprimiert (Abb.
12). Um eine mogliche Interaktion dieser konstitutiv exprimierten Arginase-1 Ko-

Expression auf die iINOS Aktivitat zu untersuchen, wurden weitere in vitro

Versuche durchgefihrt.
B1 B3 ,
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& < 120 . . .
g2 c B2 JY o B4
EQ '
o @ 60
2 0 B ”
T Qo
[ :

res akt res akt —

iNOS Arginase-1 iNOS Arginase-1

Abb. 12: iNOS und Arginase-1 sind in primdren Keratinozyten koexprimiert. Humane
Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit einer Zytokinkombination (IL-1p, TNF-a und IFN-y,
jeweils 1000 Units) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die RNA aus 5x10° Zellen isoliert und mittels
RT-PCR spezifische iINOS- und Arginase-1 Fragmente detektiert sowie parallel die
Proteinexpression mittels spezifischer Antikérper und Immuncytochemie bestimmt. Residente
Keratinozyten exprimieren konstitutiv Arginase-1 mRNA und Protein (B3), jedoch keine iNOS
mRNA und kein iINOS Protein (B1). Die Zytokin-Aktivierung fuhrt zu einer de novo INOS
Expression sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene (B2) und reprimiert gleichzeitig die
Arginase-1 mRNA auf 45% des residenten Expressionsniveaus (A), wahrend das Protein (B4) in
seiner Expression nicht verandert ist. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von
drei unabhangigen Experimenten. Vergrofierung: 640x
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Abb. 13: Die Aktivierung mit Zytokinen des Th;-Typs fiihrt zu einer Induktion der
iNOS Aktivitat bei gleichzeitiger Hemmung der Arginase Aktivitat. Residente und
aktivierte (IL-1B, TNF-a und IFN-y, jeweils 1000 Units) Keratinozyten wurden fur 24 und 96
Stunden kultiviert, In den Zellkulturiiberstdnden wurden die Nitritkonzentration als Mal fir die
iINOS Aktivitat und die Harnstoffkonzentration als Mal fiir die Arginaseaktivitat bestimmt. Die INOS
Aktivitat steigt nach Zytokinaktivierung um den Faktor 4 nach 24 Stunden bzw. um den Faktor 8
nach 96 Stunden. Die Arginaseaktivitat ist 24 Stunden nach Zytokinaktivierung unverandert
gegeniber der Aktivitat in residenten Zellen, wahrend nach 96 Stunden eine Abnahme um 30%
gemessen wurde. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen
Experimenten. *p<0,005

Auf der Ebene der Genexpression wurde eine inverse, aber zeitlich stark
verzogerte Regulation von iINOS und Arginase-1) durch proinflammatorische
Zytokine gefunden. Wahrend iNOS mRNA und Protein de novo induziert werden,
wird die Arginase mRNA Expression auf 45 + 4% des Niveaus residenter Zellen
inhibiert (Abb.12. Dieser Effekt spiegelt sich auch in einer reduzierten Arginase
Aktivitat was aber wieder erst nach 4 Tagen messbar wird, wahrend die NO-

Synthese Uber den gesamten Zeitraum ansteigt (Abb.13).
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3.1.3. Hemmung der Arginase-1 fiihrt zu erhohter iNOS-Aktivitat in

Keratinozyten

Die gefundene Koexpression von iNOS und Arginase laldt die Frage nach einer
modglichen Interaktion der beiden Enzymaktivitdten aufkommen. Es sollte nun
geklart werden, ob die Hemmung des einen Enzyms die Aktivitat des anderen
Enzyms moduliert. Um diese Frage zu beantworten wurden Keratinozyten in An-
und Abwesenheit von Zytokinen sowie in Gegenwart von iNOS- und Arginase-
Inhibitoren kultiviert und die Aktivitat beider Enzyme Uber die Quantifizierung der

Stoffwechselprodukte bestimmit.
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Abb. 14: Die Hemmung der Arginase fiihrt zu einer erhohten iINOS Aktivitat, aber
nicht umgekehrt. Residente und aktivierte (IL-1B, TNF-o. und IFN-y, jeweils 1000 Units)
Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit des spezifischen Arginase-Inhibitors (L-Valine,
10mM) und des spezifischen iINOS-Inhibitors (NIO, 250 uM) inkubiert. Nach 24 Stunden wurden in
den Zellkulturiberstanden die Harnstoffkonzentration (A) als Maf fiir die Arginase-Aktivitat und die
Nitritkonzentration (B) als MaR fir die iNOS-Aktivitat bestimmt. Angegebenen sind Mittelwerte +
Standartabweichung von drei unabhangigen Experimenten. *p<0,002 und **p<0,001
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Die Arginaseaktivitat ist nach 24 Stunden in Zytokin-aktivierten Keratinozyten
unverandert gegenuber residenten Zellen. Sie ist in beiden Fallen durch L-Valin
um ca. 70% hemmbar und wird durch den NOS-Inhibitor NIO nicht beeinflusst.
Nach Zytokin-Aktivierung und gleichzeitiger Inhibition der Arginase durch L-Valin
wird eine weitere Verdopplung der Nitritkonzentration gegenuber nur aktivierten
Zellen gemessen, die durch NIO gehemmt werden kann. Die durchgefuhrten
Untersuchungen belegen einen Konkurrenz-Effekt zwischen Arginase-1 und iNOS
Aktivitat in Keratinozyten. Umgekehrt jedoch fuhrt die Hemmung der iNOS-
Aktivitat zu keiner Veranderung der Arginase-Aktivitat. Um den Mechanismus
dieser Interaktion weiter zu charakterisieren, wurde das Arginase-1 Gen aus
Leberzellen kloniert und mit Hilfe des Expressionsvektors pCDNA3 in humanen
HaCat und DLD-Zellen Uberexprimiert. Die durchgefuhrten Experimente sollten
zeigen, ob die Arginase-modulierte INOS Aktivitat Keratinozyten-spezifisch ist und
ob die iINOS Modulation von der L-Arginin Konzentration abhangig ist. Dazu wurde
die Arginase-1 in den humanen Zelllinien DLD und HaCat durch Transfektionen
uberexprimiert und die iINOS Aktivitat in Abhangigkeit unterschiedlicher L-Arginin
Konzentrationen gemessen (Abb.15). Die dazu verwendeten DLD Zellen, eine
humane Lungenepithelzelllinie, weisen einen Defekt in der I-kB Domane auf, der
zu einer latenten NF-xB Aktivierung fuhrt, so dass eine Zytokinaktivierung eine

sehr starke INOS-Expression und Aktivitat zur Folge hat.
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Abb. 15: Die Uberexpression der Arginase-1 fiihrt zu einer reduzierten iNOS-
Aktivitat. In HaCat und DLD-Zellen wurden mittels Transfektion die Arginase-1 Uberexprimiert
(weille Balken) und die Zellen in Anwesenheit proinflammatorischer Zytokinen (IL-13, TNF-oa und
IFN-y, jeweils 1000 Units) mit unterschiedlichen L-Arginin-Konzentrationen 24 bzw. 48 Stunden
lang inkubiert und die Nitritkonzentration (A) und (C) bestimmt. Zur Kontrolle wurde Zellen nur mit
dem Expressionsvektor pCDNA3 (schwarze Balken) ohne Arginase-1 Konstrukt transfiziert.
Angegebenen sind die Mittelwerte £+ Standartabweichung von drei unabhangigen Experimenten.
Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden die Harnstoffkonzentartionen (B) und (D)
parallel mitbestimmt. *p< 0,002 und **p< 0,005

Die durchgefuhrten Untersuchen zeigten, dass bei Konzentrationen von 1 mM L-
Arginin (Konzentration der meisten Zellkulturmedien) in keinem der beiden
Zelltypen ein Einfluss der Arginase-1 Expression auf die iNOS-Aktivitat gefunden
wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei physiologischen Konzentrationen im
Bereich von 20 und 200 uM L-Arginin eine deutlich verminderte iNOS Aktivitat der
Arginase-1 Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den Zellen, die nur mit dem
leeren Vektor transfiziert worden waren. So wurde in DLD-Zellen bei einer
Konzentration von 20 uM eine um 64 + 8% reduzierte INOS-Aktivitat gefunden, die
bei 200 pyM L-Arginin auf 23 + 6% abnahm (Abb. 15 C). In HaCat Zellen konnte
bei einer Konzentration von 20 yM noch kein Nitrit detektiert werden. Erst bei 50
MM L-Arginin war eine iNOS-Aktivitdt messbar, die durch die Arginase-1
Expression um 46 + 7% gehemmt wurde und bei 200 yM L-Arginin zeigte sich
eine 19 + 5% reduzierte INOS-Aktivitat (Abb. 15 A). Die durchgefuhrten
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Untersuchungen belegen, dass die Uberexpression der Arginase-1 bei
physiologischen L-Arginin-Konzentrationen die INOS-Aktivitat
konzentrationsabhangig hemmt, wahrend bei Konzentrationen von 1mM L-Arginin

keine hemmende Wirkung auf die iNOS-Aktivitat gefunden wurde.

3.1.4. Expression kationischer Aminosaure-Transporter (CAT) in humaner
Haut

Ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Regulation der iNOS-Aktivitat ist der
Transport und die intrazellulare Verfugbarkeit von L-Arginin, dem Substrat der NO-
Synthasen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression der
Transporter von kationischen Aminosauren in humaner Haut und den dort
dominant vorkommenden Hautzellen untersucht und die Bedeutung fur den L-
Arginin Metabolismus in Keratinozyten charakterisiert. Im ersten Schritt wurde die

Expression der Transporter CAT-1 und CAT-2 in humanen Hautbiopsien

analysiert.
NH NH NH M
CAT-1 -
(622 bp) 500bp
CAT-2 500bp
(457 bp)
GAPDH 500bp
(416 bp)

Abb. 16: Die mRNA der kationischen Aminosaure-Transporter CAT-1 und CAT-2
werden beide in humaner Haut exprimiert. Aus Hautgewebe wurde RNA isoliert und eine
RT-PCR durchgeflihrt. Mittels spezifischer Primer wurde die Expression der Transporter CAT-1
und CAT-2 detektiert. Zur Kontrolle wurde die Expression des ,house-keeping“ Gens GAPDH
bestimmt. Dargestellt sind die Expressionsanalysen von 3 verschiedenen Hautproben von
insgesamt 6 gesunden Probanden.

Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt eine konstitutive Expression der CAT-1
mRNA in allen untersuchten Biopsien. Uberraschenderweise wird auch CAT-2
mRNA, die induzierbare Isoform, welche ansonsten nur nach
proinflammatorischen Stimuli exprimiert wird (lrie et al. 1997), in gesunder

humaner Haut exprimiert (Abb. 16). Durch die Analyse der drei wichtigsten
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Zelltypen der Haut soll die zellulare Lokalisation der Transporter aufgeklart
werden. Dazu wurden aus humanem Hautgewebe die dominanten Zelltypen
Keratinozyten, Fibroblasten und dermale Endothelzellen isoliert kultiviert und auf
die Expression von kationischen Aminosaure-Transportern hin untersucht. Die
durchgefuihrten in vitro Versuche sollen weiterhin Aufschluss darlber bringen, ob
die CAT-Expression durch proinflammatorische Zytokine und/oder NO moduliert
wird. Zum Vergleich wurde eine humane Keratinozyten-Zellinie (HaCat) mit

untersucht.
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Abb. 17: Humane Hautzellen weisen unterschiedliche mRNA Expressionsmuster
von kationischen Aminosaure-Transportern auf. Die unterschiedlichen Hautzellen wurden
in Zellkulturen in An- und Abwesenheit proinflammatorischer Zytokine (IL-1, TNF-o und IFN-y,
jeweils 1000 Units) und des spezifischen iINOS-Inhibitors (L-NIO, 250 uM) fir 24 Stunden kultiviert.
RNA wurde aus 3x10° Zellen isoliert und mittels RT-PCR spezifische CAT-1 und CAT-2
Fragmente detektiert. Zur Quantifizierung wurden die PCR-Produkte auf die GAPDH normiert und
densitometrisch analysiert. Das Transkript des CAT-1 Gens war in allen residenten Hautzellen
exprimiert, wobei die Expression nur in der humanen Zellinie HaCaT durch Zytokinaktivierung
anstieg, wahrend in allen anderen untersuchten Zellen die Expression weder NO- noch
Zytokinabhangig war. Im Gegensatz dazu wurde CAT-2 mRNA nur in residenten Keratinozyten und
dermalen Endothelzellen gefunden. Die Zytokinaktivierung bewirkte einen Anstieg der Expression
um den Faktor 4, wahrend in Fibroblasten und HaCaT Zellen eine de novo Expression der CAT-2
mRNA detektiert wurde. Keine der untersuchten Zellen zeigte eine NO-mediierte differentielle
Expression von CAT-2. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten. *p<0,002

Das Ergebnis der zellularen Lokalisation der CAT-Transkripte zeigt ein
differentielles Expressionsmuster in den untersuchten Hautzellen (Abb. 17). CAT-1
MmRNA wird in allen residenten Hautzellen gefunden, wobei durch
proinfammatorische = Zytokine in  primaren  Keratinozyten und der

Keratinozytenzellline HaCat die CAT-1 mRNA Expresssion moderat erhéht wird. In
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nicht-aktivierten Hautzellen konnte das Transkript des Transporters CAT-2 nur in
Keratinozyten und dermalen Endothelzellen detektiert werden. Wahrend die
Zytokinaktivierung in Fibroblasten und HaCat zu einer de novo Expression der
CAT-2 mRNA fuhrt, wird die Expression in Keratinozyten um den Faktor 4,0 + 0,4
und in dermalen Endothelzellen um 4,1 + 0,3 gesteigert. Weder die CAT-1 noch
die CAT-2 Expression ist unter Kontrolle von NO, denn Keratinozyten,
Fibroblasten und auch dermale Endothelzellen zeigen nach Zytokinaktivierung
zwar eine Induktion der INOS und NO-Synthese (Abb.9), jedoch bleibt in
Gegenwart des spezifischen Inhibitors NIO die CAT mRNA Expression
unverandert. In neueren Publikationen (Kawahara et al. 2001) wird die Induktion
von CAT-2 nach proinflammatorischen Stimuli sowohl in vitro als auch in vivo als
wesentlich flr die Substratversorgung der parallel induzierten iINOS diskutiert. Da
hierbei die zeitliche Abfolge der Induktion einen entscheidenden Parameter fur die
Verfugbarkeit von L-Arginin darstellen konnte, wurden die Kinetiken der Induktion

von CAT-2 bzw. von iNOS in Keratinozyten miteinander verglichen.
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Abb. 18: Die Zytokin-vermittelte Induktion von CAT-2 verlauft schneller als die der
iNOS. Keratinozyten wurde fiir unterschiedlichen Zeiten (0 - 48 Stunden) mit dem beschriebenen
Zytokinmix inkubiert, RNA isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt. Mittels spezifischer Primer
wurde die Expression von CAT-2 und iINOS mRNA detektiert, densitometrisch ausgewertet und zur
Normierung auf die Expression des ,house-keeping“ Gens GAPDH bezogen. Dargestellt sind die
Expressionsanalysen von drei unabhangigen Experimenten + Standartabweichung.
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Die Induktionskinetik der CAT-2 Expression lauft signifikant schneller ab als die
der INOS. Wahrend die CAT-2 mRNA Expression bereits nach 4 Stunden ein
Maximum erreicht und fir 24 Stunden auf diesem hohen Expressionsniveau
verbleibt, ist ein iINOS spezifisches Signal erst nach 8 Stunden zu detektieren,
welches nach 24 Stunden sein Maximum erreicht. Dadurch erscheint die CAT-2
mediierte Subratversorgung der iINOS mdoglich, da die intrazellulare L-Arginin
Konzentration bereits vor der Expression des aktiven INOS Enzyms erhdht werden
kann. Um den funktionellen Zusammenhang zwischen CAT-mediiertem L-Arginin
Transport und iINOS-Aktivitat genauer zu charakterisieren wurden Keratinozyten in
Anwesenheit hoher Konzentrationen (10 mM) der kationischen Aminosauren L-
Lysin und L-Ornithin kultiviert, da diese Aminosauren mit L-Arginin um den
Transport in die Zelle konkurrieren. Durch die Bestimmung der NO-Synthase
Aktivitat mittels Quantifizierung des NO-Oxidationsproduktes Nitrit wurde die

Abhangigkeit vom L-Arginin Transport quantifiziert.
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Abb. 19: Hemmung des CAT-mediierten L-Arginin Transports fuhrt zu einer
reduzierten iNOS-Aktivitat. Residente und aktivierte (IL-1B, TNF-a und IFN-y, jeweils 1000
Units) Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit eines spezifischen iINOS-Inhibitors (L-NIO,
250 uM) sowie den kationischen Aminosduren L-Lysin und L-Ornithin (je 10 mM) inkubiert. Nach
48 Stunden wurden in den Zellkulturiberstanden die Nitritkonzentration als Mal} fur die iINOS
Aktivitdt bestimmt. Die Zytokinaktivierung bewirkt einen Anstieg der Nitritkonzentration um ca. den
Faktor 9, der durch NIO vollstdndig hemmbar ist. Die Supplementierung mit L-Lysin oder eine
Kombination aus L-Lysin und L.-Ornithin bewirkt eine signifikante Reduktion der iNOS Aktivitat,
wohingegen L-Ornithin allein keinen Effekt hat. Angegebenen sind Mittelwerte =+
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. *p<0,002 und **p<0,001

Die Aktivierung von Keratinozyten flhrt nach 48 Stunden zu einem signifikanten
Anstieg der Nitritkonzentration s.o., die durch den NOS-Inhibitor NIO vollstandig

aufgehoben werden kann. Die Supplementierung des Kulturmediums mit L-Lysin
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oder einer Kombination aus den kationischen Aminosauren L-Lysin und L-Ornithin
fuhren zu einer signifikant erniedrigten Nitrit-Akkumulation von 56 + 4 % fur L-
Lysin und von 21 + 5 % fir die Kombination aus L-Lysin und L-Ornithin,
wohingegen L-Ornithin alleine die iINOS Aktivitat nicht beeinflusst. Es konnte somit
gezeigt werden, dass der CAT-mediierte Transport von L-Arginin von essentieller
Bedeutung fur die iNOS-Aktivitat ist und die CAT-Expression eine wichtige

Funktion in der Regulation der iNOS-Aktivitat einnimmt.

3.1.5. CAT-mediierter L-Arginin-Transport reguliert die Arginase-Aktivitat

und beeinflusst die Keratinozyten-Proliferation

Durch die Abhangigkeit der INOS Aktivitat von der L-Arginin-Konzentration und der
Arginase-1 Expression sollte im nachsten Schritt geklart werden, ob auch die

Arginase-Aktivitat vom CAT-mediierten L-Arginin Transport abhangt.

1,2 -

*
06 | I
**
**
0 - .

res akt akt+ akt+ akt+ akt+
NIO Lys Orn Orn+Lys

Harnstoffkonzentration
[mM / 3x10% Zellen x 24 Stunden]

Abb. 20: Die kompetitive Hemmung des L-Arginintransport fiihrt zu einer
reduzierten Arginase-Aktivitit. Residente und aktivierte (IL-18, TNF-a und IFN-y, jeweils
1000 Units) Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit des spezifischen iINOS-Inhibitors (L-
NIO, 250 pM) sowie den kationischen Aminos&uren L-Lysin und L-Ornithin (je 10 mM) inkubiert.
Die Analyse der Harnstoffkonzentrationen nach 24 Stunden zeigte eine hohe Enzymaktivitat
sowohl in residenten als auch aktivierten Zellen. Die Supplementierung mit L-Lysin flhrte zu einer
um 36 + 4% erniedrigten Arginaseaktivitat verglichen mit den aktivierten Zellen, wahrend die
Zugabe von L-Ornithin alleine oder in Kombination mit L-Lysin eine Inhibition um mehr als 90%
bewirkte. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhéangigen
Experimenten. *p<0,005 und **p<0,001
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Die Messung der Harnstoffkonzentration als Mal} fir die Arginase-Aktivitat erfolgte
in den gleichen Zellkulturiberstanden, die fur die Bestimmung der iNOS-Aktivitat
(Abb. 19) verwendet wurden. In Ubereinstimmung mit der gefundenen
konstitutiven Expression beider Arginase-Isoformen wurden relativ hohe
Harnstoffwerte gemessen, die durch die Zytokinaktivierung in den ersten 24
Stunden nicht beeintrachtigt wurden. Unter kompetierenden Bedingungen wurde
eine reduzierte Arginase Aktivitat von 30 + 5 % bei Zugabe von 10 mM L-Lysin
und von 90 *+ 4 % bei Zugabe von 10 mM L-Ornithin im Vergleich zu residenten
Zellen ermittelt. Eine Kombination beider Aminosauren flhrte zu einer nahezu
vollstdndigen Hemmung der Arginase-Aktivitdt. Diese Daten belegen, dass der
CAT-mediierte Transport von L-Arginin sowohl fur die iINOS als auch fur die
Arginase Aktivitat in Keratinozyten essentiell ist. Die Aktivitat dieser beiden
Enzyme sind entscheidende Parameter fir die Zellproliferation. Jedoch steuern
unterschiedliche molekulare Mechanismen diesen Prozess: Arginasen bilden
neben Harnstoff als Reaktionsprodukt L-Ornithin, welches die gemeinsame
Vorstufe aller Polyamine ist, die ihrerseits fur die Bildung der extrazellularen Matrix
bendtigt werden (Kepka-Lenhart et al. 2000). NO hingegen kann durch direkte und
indirekte Effekte eine differentielle Genexpression von Proliferations- und
Differentierungsmarkern bewirken (Krischel et al. 1998). Um die Effekte des CAT-
mediierten  L-Arginin-Transports auf die Keratinozyten-Proliferation zu
untersuchen, wurden residente Zellen in Anwesenheit verschiedener kationischer

Aminosauren Uber 5 Tage kultiviert und das Zellwachstum quantifiziert.
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Abb. 21: Die Kompetition des L-Arginin Transports fiihrt zu einer Verlangsamung
der Proliferation humaner Keratinozyten. Keratinozyten wurden in kontinuierlicher
Anwesenheit von Aminosauren Supplementationen (m = L-Glyzin [20mM], L-Lysin[ 20mM], &=
L-Lysin + L-Ornithin [je 20mM] o = L-Arginin [20 mM] and A = DFMO [5mM] ) fir 5 Tage kultiviert.
Die Inhibition des L-Arginin Transports durch L-Lysin und die Inhibition der Polyamin Synthese
durch DFMO, einem spezifischen Inhibitor der Ornithin-Decarboxylase, bewirken eine signifikante
Verlangsamung der Proliferation verglichen mit der L-Glyzin supplementierten Kontrolle. Wahrend
L-Arginin keinen Effekt auf die Proliferation hat, fihrt die Kombination von L-Lysin und L-Ornithin
zu einem Zellverlust. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen
Experimenten. *p < 0,01

Im Vergleich zur L-Glyzin supplementierten Kontrolle verlangsamt die Inhibition
der Arginase durch L-Lysin die Zellproliferation um 40 % in den ersten 3 Tagen,
mit einem anschlieRenden Kontaktverlust der Zellen in der Kulturschale. Im
Gegensatz dazu fuhrt die Inkubation mit 10 mM L-Arginin zu keiner veranderten
Proliferation. Der Ornitin-Decarboxylase Inhibitor DFMO verhindert die weitere
Metabolisierung des L-Ornithins und fihrt in den ersten 48 Stunden zu einer
moderat erniedrigten Zellproliferation, die nach 72 Stunden in einen Arrest des
Zellzyklus mundet, ohne Apoptosen oder Kontaktverlust. Die vorliegenden Daten
belegen somit eine wichtige Rolle des CAT-mediierten Transports von L-Arginin
fur die NO-unabhangige Keratinozyten-Proliferation. Die vorliegenden in vitro
Ergbnisse belegen den Zusammenhang zwischen L-Arginin Verfugbarkeit und
INOS Aktivitat, woraus Konsequenzen flr die Proliferation von Keratinozyten
entstehen. Daher wurde im folgenden die Bedeutung der iNOS Expression und
Regulation der Aktivitat in Entzindungen am Beispiel der entzundlichen,

hyperproliferativen Hauterkrankung Psoriasis untersucht.
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3.2. Untersuchungen zur Bedeutung der iNOS-Expression und Regulation
der iNOS-Aktivitat in Entziindungen am Beispiel der entziindlichen,

hyperproliferativen Hauterkrankung Psoriaisis

Psoriatische Keratinozyten sind durch eine ,konstitutive“ iINOS Expression sowohl
auf mRNA als auch auf Proteinebene charakterisiert (Bruch-Gerharz et al. 1996),
wodurch moglicherweise hohe NO-Konzentrationen in den Keratinozyten der
Epidermis von Psoriasis-Patienten synthetisiert werden. In vitro Untersuchungen
mit NO-Donoren an human Keratinozyten haben gezeigt, dass NO einen
biphasischen Effekt auf die Proliferation und Differenzierung hat: wahrend niedrige
NO-Donor-Konzentrationen (< 250 pM) eine gesteigerte Proliferationsrate
bewirken, fihren hohe NO-Konzentrationen (> 250 uM) zur terminalen
Zelldifferenzierung (Krischel et al. 1998). Somit liegen diese beiden Ergebnisse im
Widerspruch zu der in der Psoriasis gefundenen Situation: die INOS Expression
und die daraus resultierenden potentiell hohen NO-Konzentrationen sollten einen
anti-proliferativen Effekt auf die epidermalen Keratinozyten bewirken, doch gerade
dieser Zelltyp ist in der Psoriasis durch eine massive Hyperproliferation
charakterisiert. Durch die folgenden Untersuchungen soll eine Erklarung fur dieses
INOS-Psoriasis-Paradoxon“ gefunden werden. Da die Regulation der iNOS-
Aktivitat durch andere L-Arginin metabolisierende Enzyme und den Transport
kationischer Aminosauren moduliert werden kann (siehe 3.1.4 und 3.1.5.), wurde
erstmalig psoriatische Haut auf die Expression dieser regulatorischen Parameter

hin untersucht.

3.2.1 Expression der kationischen Aminosaure Transporter CAT-1 und

CAT-2 in Hautlasionen von Psoriasis-Patienten

Die Verflugbarkeit von L-Arginin als gemeinsames Substrat der NO-Synthasen und
der Arginasen nimmt eine wichtige Rolle fur die Regulation von Proliferation und
Differenzierung in Keratinozyten ein. Daher wurde im ersten Schritt die Expression
der Transporter CAT-1 und CAT-2 in psoriatischen Hautlasionen im Vergleich zu
gesunder Haut untersucht (Abb. 22).
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Abb. 22: Die mRNA kationischer Aminosaure-Transporter CAT-1 und CAT-2 sind in
Hautbiopsien von Patienten mit Psoriasis und gesunden Probanden exprimiert.

Aus Hautgewebe wurde RNA isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt. Mittels spezifischer Primer
wurde die Expression von CAT-1 und CAT-2 analysiert. Zur Kontrolle wurde die Expression auf
das ,house-keeping® Gen GAPDH normiert. Dargestellt sind die Expressionsanalysen von
Iasionalen Psoriasisproben ,,P“ (n = 5) und Hautproben gesunder Probanden ,NH* (n = 3).

Spezifische Fragmente der CAT-1 mRNA (622 bp) und der CAT-2 mRNA (457 bp)
sind sowohl in psoriatischen Lasionen als auch in den Hautproben der gesunden
Probanden exprimiert. In gesunder Haut ist die Expression des fur L-Arginin hoch-
affinen Transporters CAT-1 gegenuber den Psoriasisproben leicht erniedrigt,
wahrend die induzierbare Isoform CAT-2 mit erhdhter L-Arginin Transport-
Kapazitat in psoriatischen Lasionen und gesunder Haut etwa gleich exprimiert
werden. Somit erscheint die intrazellulare L-Argininversorgung in psoriatischen
Lasionen gewahrleistet zu sein. Die vermehrte Expression anderer L-Arginin
metabolisierender Enzyme kénnte aufgrund der Kompetition um das gemeinsame
Substrat eine wichtige Rolle in der Modulation der iNOS-Aktivitat einnehmen, wie
bereits in den in vitro Untersuchungen an primaren Keratinozyten gezeigt wurde.
Daher wurde im folgenden die Expression der Arginase-1 in psoriatischer Haut

analysiert.
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3.2.2. Uberexpression der Arginase-1 als limitierender Faktor der NO-

Synthese in psoriatischen Keratinozyten

Hautbiopsien von insgesamt 10 Psoriasis-Patienten und von 5 gesunden
Probanden wurden parallel auf die Expression von iNOS und Arginase-1 hin
untersucht. Wie in Abbildung 23 gezeigt, wird in Psoriasisbiopsien eine starke
INOS und Arginase-1 Expression sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene
detektiert.

A" MP PP PP NHNHNH Bl "o B3
500 - Arginase-1
(550 bp)
500 - iNOS
(394 bp)

—8-0 N B 8 AB_8-4 GAPDH
(416 bp)

Abb. 23: Arginase-1 ist in Hautbiopsien von Psoriasispatienten iiberexprimiert.

(A) Aus Hautgewebe wurde RNA isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt. Mittels spezifischer
Primer wurde die Expression der Arginase-1 und der iNOS mRNA detektiert. Zur Kontrolle wurde
die Expression des ,house-keeping® Gens GAPDH bestimmt. Dargestellt sind die
Expressionsanalysen von lasionalen Psoriasisproben ,P“ (n = 5) und Hautproben gesunder
Probanden ,NH* (n = 3). Die iINOS mRNA (394 bp) konnte nur in den psoriatischen Lasionen
nachgewiesen werden. Die Arginase-1 mRNA ist in den psoriatischen L&sionen sehr stark
exprimiert, wahrend die Hautproben der gesunden Probanden unter diesen PCR Bedingungen (28
Zyklen) negativ erscheinen. Doch nach weiteren 6 Zyklen konnte ein schwaches Signal detektiert
werden, wobei bei den Psoriasisproben unter diesen Bedingungen der Linearitatsbereich der
Methode nicht mehr gewahrleistet ist. (B) Immunhistochemische Lokalisation des iNOS und
Arginase-1 Proteins in Hautbiopsien von Psoriasispatienten. Die Expression des iNOS und des
Arginase-1 Proteins ist in den epidermalen Keratinozyten von psoriatischen Lasionen der
Basalschicht nachweisbar (B1 und B2). Weder in den Keratinozyten der gesunden Probanden
noch in anderen Hautzellen konnte iNOS Protein detektiert werden (B3). Arginase-1 Protein konnte
mit einem deutlich erniedrigtem Expressionsniveau auch in den Keratinozyten gesunder
Probanden gezeigt werden (B4). Vergrdlierung: 100x fur B1, B2 und B4 sowie 300x fir B3

Wahrend iINOS in gesunder Haut nicht exprimiert wird, lasst sich ein schwaches
Arginase-1 Signal nach 6 weiteren Zyklen in der PCR nachweisen (nicht gezeigt),
wodurch eine vielfach erhéhte Arginase-1 mRNA Expression in psoriatischer Haut
belegt wird. Es konnte somit ex vivo gezeigt werden, dass durch die
Uberexpression der Arginase-1 in psoriatischen Hautlasionen ein weiteres Enzym

des Argininstoffwechsels an der Pathogenese der Psoriasis beteiligt sein kdnnte.
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3.2.3. iNOS-Aktivitat in Lasionen von Psoriasis-Patienten

Da eine direkte Messung der iNOS-Aktivitat in vivo in der Haut nicht moglich ist,
wurde ein indirekter Nachweis gewahlt. Dazu wurde das Vorkommen von
Proteinen mit S-Nitrosocystein-Resten die durch endogen synthetisiertes NO
gebildet werden in psoriatischen Hautschnitten im Vergleich zu Hautschnitten
gesunder Probanden bestimmt. Zusatzlich wurden als ex vivo Entzindungsmodell
Kurzzeit-Organkulturen humaner Haut in Anwesenheit proinflammatorischer
Zytokine kultiviert und als Positiv-Kontrollen in Anwesenheit von NO-Donoren

verwendet.

Abb. 24: Fehlende S-Nitrosocysteinreste in Hautbiopsien von Psoriasis-Patienten.
Zur Durchflihrung immunhistochemischer Analysen wurde die Haut geschnitten und die
Expression von S-Nitrosocystein-Resten der Hautproben mit denen von lasionalen (A) und nicht-
I&sionalen (B) Gewebeschnitten von Psoriasis-Patienten und einer mitgefihrten Negativ-Kontrolle
(C) verglichen. Zur Kontrolle wurden Kurzzeit-Organkulturen gesunder Haut in Ab- (D) bzw.
Anwesenheit (E) von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1p, TNF-o und IFN-y, jeweils 1000 Units)
bzw. 250 uM des NO-Donors DETA/NO in Kombination mit Zytokinen (F) fir 24 Stunden kultiviert.
Vergrofierung: 300x

Der Vergleich der Gewebe zeigt, das in gesunder Haut (Abb. 26 D) keine Farbung
nach Inkubation mit Antikérpern spezifisch flr S-Nitrosocystein zu finden ist. Eine

Zytokin Aktivierung flhrt zu einer Verstarkung dieser Expression (Abb. 26 E). Die
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Gabe des NO-Donors DETA/NO (250 uM) in Kombination mit Zytokinen bewirkte
eine weitere Zunahme von S-Nitrosocysteinen und zeigt auch in der
tieferliegenden Zellschichten der Epidermis eine intensive Braunfarbung (Abb. 26
F). Weder in den lasionalen (Abb. 26 A) noch in den nicht lasionalen (Abb. 26 B)
Gewebeschnitten der psoriatischen Haut konnte S-Nitrosocystein detektiert

werden.

3.2.4. Exogenes und endogenes NO hemmen die Keratinozyten- Proliferation

Die Modulation der Keratinozyten-Proliferation durch NO-Donoren konnte bereits
gezeigt werden (Krischel et al. 1998), doch bisher waren keine Daten publiziert,
die eine Modulation auch durch endogen produziertes NO belegen. Im folgenden
wurde dieser Frage nachgegangen, indem in Zellkulturen von Keratinozyten eine
Induktion der iINOS durch proinflammatorische Zytokine hervorgerufen wurde und
der Effekt der daraus resultierenden NO-Synthese auf den Proliferationsmarker Ki-
67 analysiert wurde. Parallel wurde ein Kontrollexperiment in Anwesenheit von
Hydrocortioson im Medium durchgefuhrt, wodurch die iINOS-Induktion gehemmt

wird.
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Abb. 25: Endogenes NO hemmt die Proliferation in kultivierten Keratinozyten.
(A) Primare Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit des NOS Inhibitors NIO (250uM)
mit proinflammatorischen Zytokinen (IL-13, TNF-a. und IFN-y, jeweils 1000 Units) aktiviert.
Infolge dessen kam es zu einer starken iINOS mRNA Induktion und einer signifikanten Reduktion
der Ki-67 mRNA auf 61 + 9 % verglichen mit der residenten Kontrolle. Dieser Effekt konnte durch
NIO vollstandig aufgehoben werden. In einem Kontrollexperiment (B) wurden die Aktivierung der
Keratinozyten in einem Hydrocortison-haltigen Medium durchgefiihrt, wodurch weder eine iNOS
mRNA Induktion noch eine Reduktion der Ki-67 Expression zu beobachten war. Zur
Quantifizierung wurden die PCR-Produkte auf die GAPDH normiert und densitometrisch analysiert.
Angegebenen sind Mittelwerte + Standartabweichung von drei unabhangigen Experimenten.
*p<0.001
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Es wird in primaren Keratinozyten eine signifikante Reduktion der Ki-67 mRNA
durch endogen synthetisiertes NO gefunden, die im Kontrollexperiment ohne die
INOS Induktion nicht zu sehen ist. Somit konnte gezeigt werden, dass sowohl
exogenes als auch endogen synthetisiertes NO eine entscheidende Funktion in
der Regulation der Proliferation von Keratinozyten einnehmen.

AbschlieBRend wurden diese Effekte durch Wachstumskurven belegt, indem
gezeigt wurde, das sowohl exogenes NO in Form eines NO-Donors als auch

endogen produziertes NO zu einem Stop der Keratinozyten-Proliferation fihren.
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Abb. 26: Exogenes und endogenes NO hemmen die Keratinozyten-Proliferation.
Keratinozyten wurden mit proinflammatorischen Zytokinen (IL-1f, TNF-a und IFN-y, jeweils 1000
Units) in An- und Abwesenheit des NOS-Inhibitors NIO (250 uM) sowie mit DETA/NO (100uM) fir
5 Tage kultiviert und die Zellzahl mittels Neutralrotfarbung quantifiziert ( ¢= resident, m = aktiviert +
NIO, 4= aktiviert, o = DETA/NO [100 uM]). Die Zytokinaktivierung und daraus resultierende
endogene NO-Produktion der Keratinozyten bedingt einen sofortigen Proliferationsstop, welcher
durch NIO zu ca. 60% aufgehoben werden kann. Die Zugabe des exogenen NO-Donors bewirkt
ebenfalls einen Stopp der Proliferation und leitet die terminale Differenzierung der Zellen ein.
Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.
*p<0,005 und **p<0,001
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3.2.5. Expression von MSP und RON in der humanen Haut

Die Regulation der iINOS Genexpression ist ein komplexer Prozess, der im
Wesentlichen auf transkriptioneller Ebene geschieht (de Vera et al. 1996). In
humanen Makrophagen (Morrison and Correll 2002) konnte gezeigt werden, dass
zusatzlich zu Zytokinen u.a. auch MSP (Makrophagen stimulierendes-Protein) und
sein Rezeptor RON ,Recepteur d origine nantais® zur Regulation sowohl der iINOS
als auch der Arginase-1 Expression und Aktivitat beitragen. Zu Beginn dieser
Arbeit waren lokale Synthese und Effekte von MSP und RON in humaner Haut
oder Keratinozyten unbekannt. Daher bestand ein Teil der vorliegenden Arbeit
darin, aufzuklaren, ob MSP und RON auch in der Haut eine regulatorische
Funktion in diesen komplexen Prozessen einnehmen.

Hierzu wurde im ersten Schritt die Expression von MSP und seines

entsprechenden Rezeptors RON in humaner Haut bzw. Hautzellen untersucht.
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Abb. 27: Humane Haut exprimiert Makrophagen-stimulierendes Protein (MSP) und
den Rezeptor ,,Recepteur d'origine nantais“ (RON). Aus Hautbiopsien wurde Gesamt-
RNA isoliert und mittels RT-RCR spezifische MSP- und RON-RNA Fragmente nachgewiesen. Die
zellulare Lokalisation des MSP- bzw. RON-Proteins erfolgte durch spezifische Antikorper in
immunhistochemischen Analysen. (A) Es konnte mittels PCR in allen 4 untersuchten Hautgeweben
(abgebildet sind die Ergebnisse von zwei Proben) MSP-mRNA detektiert werden. Eine starke
Expression des MSP Proteins wurde in der Epidermis gefunden, wahrend die Zellen der Dermis
keine MSP Expression zeigten. (B) Die Expression der RON mRNA wurde ebenfalls in allen 4
untersuchten Hautproben gefunden (abgebildet sind die Ergebnisse von zwei Proben), wobei die
Proteinexpression auf die Basalschicht des Keratinozytenlayers der Epidermis begrenzt war.
Vergrofierung: 300x

Die Expression von MSP konnte in der Epidermis gesunder Haut lokalisiert

werden, wahrend die Dermis MSP-negativ ist (Abb. 27). Die Expression des RON-
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Proteins beschrankte sich auf die Basalschicht des Keratinozytenlayers in der
Epidermis. Somit konnte gezeigt werden, dass neben Hepatozyten (Ohshiro et al.
1996) auch Keratinozyten eine Quelle der endogenen MSP Produktion darstellen
und den RON-Rezeptor exprimieren. Auch in kultivierten primaren Keratinozyten
konnte sowohl eine MSP als auch RON Expression auf mRNA- und Protein-Ebene
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In vivo MSP-vermittelte Effekte
werden nach proteolytischer Spaltung des im Blutplasma zirkulierenden pro-MSP
durch eine Exoprotease in biologisch aktives MSP und die anschlieRende Bindung
an den RON-Rezeptor der Zielzelle vermittelt (Morrison and Correll 2002). Da
kultivierte Keratinozyten diesen Rezeptor exprimieren, konnten nun in vitro mit
rekombinantem MSP die Effekte auf die Regulation der iNOS-und Arginase-1

Expression und Aktivitat untersucht werden.

3.2.6. Regulation der iNOS in der Haut durch MSP
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Abb. 28: MSP inhibiert die iINOS Expression in Keratinozyten. Humane Keratinozyten
wurden in An- und Abwesenheit proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, TNF-a und IFN-y, jeweils
500 Units) und MSP (100ng/ml) sowie des spezifischen iNOS-Inhibitors NIO(250 uM) fir 24
Stunden kultiviert. RNA wurde aus 3x10° Zellen isoliert und mittels RT-PCR ein spezifisches iNOS
mRNA-Fragment (A) detektiert. Durch spezifische Antikdrper wurde die Expression des iINOS
Proteins (B) bestimmt. Durch die Zytokinaktivierung kommt es in Keratinozyten zu einer de novo
Expression der iNOS mRNA und des Proteins (B1). Die gleichzeitige Inkubation mit MSP fiihrt zu
einer starken Hemmung der iNOS mRNA und Protein Expression (B2). VergroRerung: 640x
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Abb. 29: Exogenes MSP inhibiert die iNOS-Aktivitat in Keratinozyten, nicht aber
endogenes MSP. Humane Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit proinflammatorischer
Zytokine (IL-1B, TNF-a. und IFN-y, jeweils 500 Units) und MSP (100ng/ml) und der spezifischen
Inhibitoren NIO (250 yM) bzw. Wortmannin (100nM) aktiviert. Nach 24 Stunden wurden in den
Zellkulturiiberstédnden die Nitritkonzentration als MaR fir die iINOS Aktivitat bestimmt. Die
Zytokinaktivierung bewirkt einen Anstieg der Nitritkonzentration um den Faktor 5, die durch NIO
vollstandig inhibiert werden kann. Die Inkubation mit MSP bewirkt eine Inhibition der INOS Aktivitat

auf nahezu das Niveau der mit NIO inhibierten Zellen. Angegebenen sind Mittelwerte =+
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. **p < 0,001 und *p < 0,005

Die durchgefuhrten Untersuchungen zu den MSP-vermittelten Effekten auf die
INOS Expression und Aktivitat zeigen einen stark hemmenden Effekt. In
Gegenwart von 100ng/ml MSP wird die Zytokin-induzierte iINOS Expression auf
MmRNA Ebene nahezu vollstandig inhibiert (Abb. 28 A) und auch iNOS Protein ist
kaum noch detektierbar (Abb. 28 B2). Im Vergleich zu den Zytokin-aktivierten
Zellen wurde die Enzymaktivitat um ca. 70% gehemmt (Abb. 29). Diese MSP-
modulierte Inhibition der iINOS Aktivitat wird durch den spezifischen Pls-Kinase
Inhibitor Wortmannin, wieder aufgehoben. Die Zugabe von Wortmannin alleine
aber bewirkt keinen Effekt auf die Enzymaktivitat, so dass gefolgert werden muss,
dass endogen produziertes MSP nicht in die biologisch aktive Form umgewandelt
wird. Weitergehende Untersuchungen zum Einfluss von MSP auf die iNOS-
Promotoraktivitat sollten klaren, in wieweit die MSP vermittelten Effekte auf dieser

Ebene von der Zytokinkonzentration abhangig sind.
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3.2.7. MSP hemmt die INOS-Expression auf der transkriptionellen Ebene

Die MSP-abhangige Hemmung der Promotoraktivitat ist abhangig von der
Zytokinkonzentration. Eine Aktivierung mit je 100 U/ml der drei Zytokine IL-1p,
TNF-a und IFN-y fuhrt zu einer Erhohung der Promotoraktivitat um den Faktor 4
die durch MSP (100 ng/ml) um 48% inhibiert wird. Die Aktivierung mit hoheren
Zytokinkonzentrationen bewirkt einen hoheren Anstieg der Promotoraktivitat
Faktor 7,1 bei je 500 U/ml bzw. 7,9 bei 1000 U/ml. Diese hohe Aktivitat kann durch
MSP nur noch in geringem Male (29% bei 500 U/ml und 19% bei 1000 U/ml)
gehemmt werden. Alle inhibitorischen Effekte des MSP kénnen durch Wortmannin

wieder aufgehoben werden.

relativer Anstieg der
iNOS-Promotor Aktivitat
o

2_ |+‘ *%
il ]
0 100 500 1000 Zytokine [U/ml]

+ 4] -+ 4+ -+ + - + + | MSP[100ng/ml]
- - +|- - % ). - 4 |- - +| Wortmannin [100nM]

- 48,1 29,2 19,2 Inhibition der iNOS-
Promotor Aktivitat [%]

Abb. 30: MSP inhibiert die iINOS-Promotoraktivitat. A549/8 Zellen, stabil transfiziert mit
einem 16 kb Fragment der 5°-Region des humanen iNOS Gens, wurden in An- und Abwesenheit
von unterschiedlichen Zytokinkonzentrationen (IL-13, TNF-a. und IFN-y), MSP (100 ng/ml) und
Wortmannin (100nM) kultiviert. Die Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen flihrt zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg der iINOS-Promotoraktivitat, welche durch MSP inhibiert wird.
Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.

* p<0,01und **, p <0,005

Zusammenfassend zeigen die in vitro Untersuchungen der MSP-vermittelten
Effekte, dass exogenes MSP einen inhibitorischen Effekt auf die Expression und
Aktivitat die INOS in Keratinozyten ausubt, der selbst in Gegenwart hoher

Zytokinkonzentrationen noch einen effektiven Modulationsmechanismus darstellt.

52




Ergebnisse

3.2.8. Effekte von MSP auf die Expression und Aktivitait von CAT-2 und

Arginase-1

Da die Substratversorgung und Arginase-1 Expression ebenfalls effektive
Modulatoren der iINOS Aktivitat sind, wurden im folgenden die Effekte von MSP
auf die CAT-Expression und Arginase Aktivitat untersucht.

—-MSP —  [—+MSP—
CAT-2 sy
(457 bp)

Res Akt Akt Res Akt Akt M
+NIO +NIO

Abb. 31: MSP inhibiert die Zytokin-induzierte CAT-2 mRNA Expression in
Keratinozyten. Humane Keratinozyten wurden in An- und Abwesenheit proinflammatorischer
Zytokine (IL-1B, TNF-a. und IFN-y, jeweils 500 Units) und MSP (100ng/ml) und des spezifischen
iNOS-Inhibitors NIO(250 pM) fiir 24 Stunden kultiviert. RNA wurde aus 3x10° Zellen isoliert und
mittels RT-PCR ein spezifisches CAT-2 mRNA-Fragment detektiert.

1800 | * l

= _
52 X
BN ! T
£% L
Q T
N X T
s % T T T
£.2 900 - - T
52 T [ i
3
cEwn
3

%

=

=

0
resident aktiviert resident aktiviert resident aktiviert
+MSP +MSP +MSP +MSP
+WM +WM

Abb. 32: MSP steigert die Arginaseaktivitat in Keratinozyten. Residente und aktivierte
(IL-1B, TNF-a und IFN-y, jeweils 1000 Units) Keratinozyten wurden fir 24 Stunden in An- und
Abwesenheit von MSP (100ng/ml) und Wortmannin (100nM) kultiviert. Die Arginase-Aktivitat wird
durch MSP um ca. 30% gesteigert, wobei dieser Effekt durch Wortmannin spezifisch gehemmt
werden kann. Angegebenen sind Mittelwerte + Standartabweichung von drei unabhangigen
Experimenten. *p < 0,02
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Die MSP-vermittelte iINOS Inhibition ist begleitet von zwei weiteren Effekten fur
den L-Arginin Metabolismus in Keratinozyten: Zum einen ist die CAT-2
Expressionsverstarkung nach Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen in
Anwesenheit von MSP gehemmt (Abb. 31) was eine verminderte
Substratversorgung flr die iINOS bzw. Arginase zur Folge hat. Zum anderen wird
eine moderat erhohte Arginase-1 Expression (Daten nicht gezeigt) und eine
erhohte Arginase-Aktivitat in Anwesenheit von MSP gefunden (Abb. 32). Die
vorliegenden Ergebnisse belegen, dass bioaktives MSP ein wichtiger Regulator
des L-Arginin Metabolismus in Zytokin-aktivierten humanen Keratinozyten ist,
wobei das endogen produzierte MSP bei keiner der durchgefihrten
Untersuchungen einen Effekt zeigte. Die MSP-vermittelte iINOS-Inhibition erfolgt
also auf zwei unterschiedlichen Ebenen: Zum einen bewirkt MSP einen direkten,
inhibitorischen Effekt auf den iINOS-Promotor. Zum anderen wird die Arginase-1
Aktivitat moderat erhoht (Abb. 32). Aufgrund dieser in vitro Ergebnisse, die einen
wichtigen Beitrag des MSP fur die Regulation des L-Arginin Transports und
Metabolismus in Keratinozyten zeigen, wurde im folgenden ein moglicher Einfluss

der MSP und RON Expression in der Pathophysiologie der Psoriasis untersucht.
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3.2.9. Expression von MSP und RON in Psoriasis-Patienten

Die Expression von MSP und RON in Psoriasis-Patienten wurde im Vergleich zu

gesunden Kontrollpersonen auf eine mogliche differentielle Genexpression hin

untersucht.
A 1000 bp
MSP =
(622 bp) 500 bp
Pso Pso NH M
las. n.las.
4 "bla,‘ AT .;x
BT & A" “enevhwiee B2 b ey BB _
Psoriasis lasional Psoriasis nicht-lasional Normalhaut

Abb. 33: Verminderte MSP-Expression in Hautbiopsien von Patienten mit Psoriasis.
(A) Aus Hautgewebe wurde RNA isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt. Mittels spezifischer
Primer wurde die MSP-Expression analysiert. Dargestellt sind die Expressionsanalysen einer
representativen Analyse einer I|3sionalen Psoriasisprobe (Pso 1as.), einer nicht lasionalen
Psoriasisprobe (Pso n. 1&s.) und Hautproben eines gesunden Probanden (NH). Insgesamt wurden
5 lasionale, 3 nicht Iasionale und 5 Hautproben gesunder Probanden untersucht. Die MSP mRNA
(622 bp) ist sowohl in Iasionalen als auch nicht lasionalen psoriatischem Gewebe geringer
exprimiert als in den Hautproben des gesunden Probanden. (B) Die immunhiostochemische
Lokalisation in den Hautbiopsien zeigte sowohl eine MSP-Protein Expression in den epidermalen
Keratinozyten der psoriatischen Gewebe (B1 und B2) als auch in der Normalhaut (B3).
VergréRerung: 300x
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Abb. 34: Uberexpression des RON-Rezeptors in psoriatischer Haut. In den identische
Proben aus Abbildung 32 wurde die RON Expression mit den gleichen Methoden analysiert.
Sowohl auf mMRNA Ebene (A) als auch auf Proteinebene (B) wurde eine starke Uberexpression des
Rezeptors sowohl in den lasionalen (B1) als auch nicht lasionalen (B2) Psoriasis Biopsien
verglichen mit gesunden Probanden (B3) gefunden. VergrofRerung: 160x (B1 ,B2) und 300x (B3)

95



Ergebnisse

Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigen eine moderat verminderte
MSP Expression (Abb. 33) und gleichzeitig eine sehr starke Uberexpression des
RON Rezeptors im psoriatischen Gewebe (Abb. 34). Diese Uberexpression des
RON Rezeptors in psoriatischer Haut konnte funktionelle Bedeutung fur die
Regulation des Arginin-Stoffwechsels haben und steht im Einklang mit einer
Publikation, die eine Uberexpression des RON-Rezeptors in akuten Wunden zeigt
(Nanney et al. 1998). Die RON Uberexpression in psoriatischer Haut kdnnte der
molekulare Mechanismus fiir die Arginase-1 Uberexpression sein und auch die

geringe NO-Synthese in psoriatischer Haut erklaren.

3.2.10. Erhohte MSP-Konzentrationen in den Seren von Psoriasis-Patienten

AbschlieRend wurde die MSP-Konzentration im Serum von Psoriasis-Patienten

bestimmt, um zu Uberprufen, ob eine systemische Veranderung der MSP-

vermittelten Signaltransduktion vorliegt.
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Abb. 35: Stark erhohte MSP-Spiegel im Serum von Psoriasis-Patienten. Die MSP-
Konzentration im Serum von 11 Psoriasispatienten und von 13 gesunden Kontrollpersonen wurde
mittels Sandwich-ELISA quantifiziert. Angegebenen sind die Mittelwerte + Standartabweichung.

*p < 0,02

Die Analyse der Seren zeigte, eine signifikant erhdhte MSP-Konzentration in den
Psoriasis-Patienten, die auf eine funktionelle Beteiligung des MSP/RON

Signalwegs in der Pathogenese der Psoriasis hindeuten. Somit konnte neben der
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Uberexpression der Arginase-1, die moglicherweise den limitierenden Faktor fur
die INOS Aktivitat in psoriatischen Keratinozyten darstellt, mit der Beteiligung des
MSP/RON Signalwegs ein molekularer Mechanismus aufgezeigt werden, der die
Arginase-1  Uberexpression in psoriatischer Haut erkldren kann und
weiterreichende Konsequenzen fur die Steuerung von Proliferation und

Differenzierung psoriatischer Keratinozyten haben konnte.
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3.3. Effekte therapeutischer UV-A Dosen auf den L-Arginin-Metabolismus

in der Haut

Die Exposition der Haut mit UV-A Strahlung kann eine Vielzahl von Reaktionen
wie z.B. Entzindungen, Immunsuppression, Erythembildung und Hautkrebs
verursachen (Deliconstantinos et al. 1995;Kuhn et al. 1998) sowie direkt zur
Expression der iNOS in Hautzellen fihren. Andererseits wird UV-A Strahlung auch
therapeutisch bei der Behandlung von Psoriasis-Patienten genutzt. Da einige UV-
A mediierte Effekte auch Uber die Aktivitat der INOS vermittelt werden kdnnten,
wurden die Effekte der UV-A Strahlung auf den L-Arginin-Metabolismus in Haut
bzw. Hautzellen untersucht. Dazu wurde zuerst die toxische Wirkung von UV-A
Strahlung auf  Keratinozyten  analysiert.  Keratinozyten  wurden  mit
unterschiedlichen UV-A Intensitaten bestrahlt und der Anteil der apoptotischen
und lebenden Zellen quantifiziert. Zur Vermeidung von UV-Absorption durch
Inhaltsstoffen der Zellkulturmedien wurde die Bestrahlungen von Geweben und
Zellen in PBS durchgefihrt.
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Abb. 36: UV-A Bestrahlung von primaren Keratinozyten fiihrt zum Zelltod durch
Apoptose. Residente Keratinozyten wurden mit unterschiedlichen Dosen UV-A Licht bestrahit.
Nach 24 Stunden wurde die Anzahl der lebenden Zellen mittels des Vitalfarbstoffs Trypanblau und
die Anzahl apoptotischer Zellen mittels DNA-Farbung (Héchst 33342) quantifiziert. Angegebenen
sind die Mittelwerte + Standartabweichung.
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Die Auswertung der Dosis-Wirkungskurve ergibt, dass die LDsy flr die UV-A
induzierte Apoptose in Keratinozyten bei einer Bestrahlungsintensitat von 42 Jliem?
liegt. Um flr die weiteren Untersuchungen zu gewahrleisten, dass die gewahlten
Bestrahlungsintensitaten zwischen 0 und 20 J/cm? keine oder nur einen geringen
Anteil apoptotischer Zellen zur Folge haben, wurde zusatzlich eine in situ nick
Translation zum Nachweis von UV-A induzierten DNA-Strangbrichen
durchgefuhrt.

A
-
% £ = % &
g T A "I
 «] T " 2 ¢ FTae
™ " "
2 & £ ‘
t * # & "
k = L4
& e

Abb. 37: Hohe Intensitaten von UV-A Strahlung fuhren zu DNA-Strangbriichen.
Residente Keratinozyten wurden mit 20 und 55 Jicm? UV-A Licht bestrahlt. Nach 24 Stunden
wurde die Anzahl der apoptotischen Zellen mittels in situ nick Translation quantifiziert. Wahrend die
mit 20 J/cm? bestrahlten Keratinozyten keine Strangbriche aufwelsen (A), sind die fir apoptotische
Zellen charakteristischen DNA-Strangbriiche in den mit 55 Jicm? bestrahlten Zellen (B) durch eine
intensive Braunfarbung deutlich zu erkennen. Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde mittels elnes
DNA-Farbstoffs (Hoechst 33342) quantifiziert (siehe Abb E.26) Exemplarisch sind mit 20 Jiem? (C)
und 55 J/cm?® bestrahlte Zellen (D) abgebildet. Wahrend bestrahlte Zellen die flr apoptotische
Zellen charakteristische Fragmentierung der Zellkerne zeigen, sind diese Stadien in unbestrahlten
Zellen nicht zu finden. VergrofRerung: 300x (A, B) und 640x (C,D)

Die Auswertung der Untersuchungen zeigt, dass bei Dosen bis zu 25 J/cm?
weniger als 15% apoptotische Zellen gefunden wurden und daher bei diesen
Bestrahlungsintensitaten UV-A induzierte Effekte in zufriedenstellenderweise
untersucht werden konnten. Durch die Verwendung zweier unterschiedlicher
Methoden zur Detektion von UV-A induzierter Apoptose bestand ein hohes Mal}
an Sicherheit, dass bei diesen Bestrahlungsintensitaten die Ergebnisse nicht
durch Apoptose-induzierte-Effekte beeintrachtigt werden. Die Evaluierung der UV-

A mediierten Effekte auf die Expression und Aktivitat von iINOS und Arginase
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wurde auch in Zellkulturversuchen mit primaren Keratinozyten analysiert. Dazu
wurden die Zellen mit nicht-toxischen Dosen (20 J/cm?) UV-A bestrahlt und
anschlieRend fur 24, 48 oder 96 Stunden in An- und Abwesenheit
proinfammatorischer  Zytokine kultiviert und anschlie®Bend sowohl die

Genexpression als auch die Enzymaktivitat von iINOS und Arginase bestimmt.
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Abb. 38: UV-A hemmt die Zytokin-induzierte INOS Expression in Keratinozyten. Um
den Effekt von UV-A Strahlung auf die Expression der beteiligten Protelne des L-Arginin-
Metabolismus zu untersuchen, wurden Keratinozyten mit 0 und 20 Jicm? UV-A bestrahlt und
anschlieBend 24 Stunden lang in An- und Abwesenheit von Zytokinen (IL-1B, TNF-a und IFN-y,
jeweils 100 Units) und des spezifischen iINOS-Inhibitors NIO kultiviert. AnschlieBend wurde die
RNA aus 3x10° Zellen isoliert und mittels RT-PCR spezifische Fragmente von iNOS (A), Arginase-
1 (B) und GAPDH (C) detektiert und auf die GAPDH normiert. Angegeben sind Mittelwerte +
Standardabweichung aus 3 unabhangigen Experimenten (n=3). *p < 0,02
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Abb. 39: UV-A hemmt die Zytokin-induzierte INOS Aktivitat in Keratinozyten. Um den
Effekt von UV-A Strahlung auf die iNOS- (A) und Arginase-Aktivitat (B,C) zu untersuchen, wurden
Keratinozyten mit 0 und 20 Jicm? UV-A bestrahlt und anschlieBend 24 (B), 48 (A) oder 96 (C)
Stunden lang in An- und Abwesenheit von Zytokinen (IL-13, TNF-o und IFN-y, jeweils 100 Units)
und des spezifischen iINOS-Inhibitors NIO kultiviert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurde die
Enzymaktivitat durch Enzymassays quantifiziert. Angegeben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung aus 3 unabhangigen Experimenten (n=3). *p < 0,02 und **p < 0,005

Die Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen bewirkt eine iNOS-Induktion
(Abb. 38 A), was einen starken Anstieg der Enzymaktivitat zur Folge hat (Abb. 39
A). Die UV-A Bestrahlung der Zellen bewirkt in Abwesenheit von Zytokinen keine
INOS Induktion bzw. Enzymaktivitat. In Verbindung mit Zytokinen bewirkt die UV-A
Strahlung eine nahezu vollstandig Hemmung der Zytokin-vermittelten iINOS-
Induktion und Aktivitat, denn es wird nur noch eine sehr schwache INOS mRNA

Expression und eine um 85 + 7% verminderte Aktivitdt gemessen. Auch die
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Arginase-1 mRNA Expression wird durch proinflammatorische Zytokine inhibiert
und in Folge der UV-A Bestrahlung wird die Zytokin-induzierte Hemmung weiter
verstarkt, so dass die Arginase-1 Expression in den bestrahlten Zellen 10 - 20%
unter dem Niveau der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle lag. Es zeigte sich, dass
residente, bestrahlte Zellen ein Arginase-1 Expressionsniveau von 84 + 5% im
Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen aufwiesen. Wahrend nach 48 Stunden
keine Anderung der Arginase-Aktivitat gemessen wurde (Abb. 39 B), zeigte sich
nach 96 Stunden in Ubereinstimmung mit vorher durchgefiihrten Versuchen eine
moderate, aber dennoch signifikant erniedrigte Arginase-Aktivitat in den aktivierten
Zellen (Abb. 39 C), die allerdings durch UV-A Strahlung nicht weiter signifikant
verringert wurde. Zur weiteren Charakterisierung wurde der Effekt von UV-A
Strahlung auf den iINOS-Promotor in An- und Abwesenheit von Zytokinen in der

bereits beschriebenen Modell-Zelle untersucht.
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Abb. 40: UV-A Bestrahlung bewirkt eine Erhohung der Zytokin-induzierten
Aktivierung des iNOS-Promotors. Um den Effekt von UV-A Strahlung auf die Aktivitat des
iNOS Promotors zu untersuchen, wurden A549/8 Zellen mit einem 16-kb Fragment der 5'-
Sequenz des humanen iNOS Gen stabil transfiziert. Dazu wurden die Zellen mit UV-A Licht [20
J/cmz] bestrahlt (leere Balken) und anschlieBend in Anwesenheit von einzelnen Zytokinen oder
Zytokinkombinationen (IL-1p, TNF-a und IFN-y, jeweils 500 Units) fir 8 Stunden kultiviert. Die
Kontrollen wurde ohne UV-A Bestrahlung (schwarze Balken) nur in Gegenwart von Zytokinen
kultiviert. Wahrend UV-A allein keinen Effekt zeigte, fihrte die Inkubation mit einzelnen Zytokinen
ohne UV-A nur im Falle des IL-1B zu einer Erhéhung der Aktivitdt um den Faktor 2,3. In den UV-A
bestrahlten Zellen mit einzelnen Zytokinen wurde eine signifikante Erhéhung der Promotoraktivitat,
im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen gemessen. Die Kombination von zwei Zytokinen fuhrt zu
einer weiteren Steigerung der Promotoraktivitat welche durch die Kombination mit UV-A in allen
untersuchten Kombinationen maximal wird. Angegebenen sind Mittelwerte + Standardabweichung
von drei unabhangigen Experimenten. *, p < 0,005 und **, p < 0,001
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Im Gegensatz zu den durchgeflhrten Untersuchungen an Keratinozyten, bewirkt
die UV-A Bestrahlung in Zytokin-aktivierten Zellen eine Verstarkung der iNOS-
Promotoraktivitdt, wenn die Aktivierung mit einem einzelnen oder einer
Kombination von zwei Zytokinen durchgefuhrt wurde. So fuhrt IFN-y allein zu
keiner signifikanten Veranderung der Promotoraktivitat, doch in Kombination mit
UV-A Bestrahlung wird eine Erhdhung der Aktivitat um den Faktor 3,2 gefunden.
Ahnliche Ergebnisse zeigen sich bei der Verwendung von Zweier-Kombinationen
von Zytokinen, die eine UV-A induzierte Verdopplung der Aktivitat zur Folge
haben. Die maximale Promotoraktivitat ohne UV-A Bestrahlung, wird durch den
Zytokinmix (ZM), einer Kombination aller drei verwendeten Zytokine, gemessen. In
diesem Fall ist die Aktivitat durch UV-A Bestrahlung nicht weiter zu steigern.

Um die Wirkung von UV-A Strahlung auf die Expression relevanter Molekule des
Arginin-Metabolismus in der Haut ex vivo zu untersuchen, werden Kurzzeit-
Organkulturen mit 25 J/cm? UV-A bestrahlt und dann in An- und Abwesenheit
proinflammatorischer Zytokine fir 24 Stunden kultiviert. Durch die Isolation von
Gesamt-RNA konnen die Effekte der UV-Bestrahlung auf die Genexpresison in

der Haut mittels RT-PCR quantifiziert werden.
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Abb. 41: Sowohl UV-A Bestrahlung als auch proinflammatorische Zytokine fiihren
zur de novo Expression von iNOS mRNA in humaner Haut, wahrend gleichzeitig die
Expression der Arginase-1 mRNA reduziert wird. Kurzzeit-Organkulturen humaner Haut
wurde in An- und Abwesenheit promﬂammatonscher Zytokine (IL-1B, TNF-a und IFN-y, jeweils
1000 Units) und/oder UV-A Bestrahlung (25 Jiem? ) 24 Stunden lang kultiviert. AnschlieRend wurde
aus dem Gewebe Gesamt-RNA isoliert und RT-PCR Analysen durchgefuhrt. Mittels spezifischer
Primer wurde die mRNA Expression der iNOS (A), Arginase-1 (B), CAT-1 (C) und CAT-2 (D)
quantifiziert. Zur Kontrolle wurde die Expression auf das ,house-keeping“ Gen GAPDH normiert.
Dargestellt sind die Expressionsanalysen eines reprasentativen Experiments (n = 3). Sowohl
proinflammatorische Zytokine als auch UV-A Bestrahlung fuhren zur Induktion der iNOS, wobei die
Induktion durch Zytokine stérker ist als durch UV-A alleine. Eine Kombination von UV-A und
Zytokinen fiihrt zu einem moderat synergistischen Effekt. Wahrend die Zytokin- und UV-A
Aktivierung der Haut gleichzeitig zu einer Erhéhung der CAT-1 und CAT-2 Expression fihrt, wird
im Gegensatz dazu die Expression der Arginase-1 signifikant reduziert. Angegebenen sind die
Mittelwerte + Standartabweichung. *p < 0,05 und **p < 0,02

Die UV-A Bestrahlung humaner Kurzzeit-Organkulturen hat eine de novo
Expression der INOS mRNA zur Folge, die allerdings nur 54 + 4% des Niveaus
der Zytokin-indizierten Expression erreicht. Sowohl UV-A Bestrahlung (72 + 5%)
als auch proinflammatorische Zytokine (65 + 5%) bewirken eine Abnahme der
Arginase-1 mRNA, wobei die Kombination beider Stimuli die starkste Hemmung
auf 49 + 6% relativ zum residenten Niveaus bewirkt. Die inverse Regulation der
Expression von iNOS und Arginase-1 wird begleitet von einem signifikanten

Anstieg der Expression beider CAT-Transporter, so dass zusammenfassend in
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Hautorgan-Kulturen eine UV-A induzierte iINOS-Expression gefunden wird, die
gleichzeitig von einer Repression der Arginase-1 mRNA und einem Anstieg in der
Expression beider CAT-Transportsysteme begleitet wird. Die beschriebenen
Ergebnisse zeigen einen direkten Effekt von UV-A Strahlung auf die iNOS-

Induktion in der Haut und die Substratversorgung.

65



Diskussion

4. Diskussion

4.1. Wie viel NO entsteht in den Liasionen von Psoriasis-Patienten in

vivo ?

Die Hyperproliferation epidermaler Keratinozyten in der Psoriasis ist ein
komplexes Phanomen, welches durch viele Faktoren beeinflusst werden kann.
Das multifunktionale Signalmolekil NO scheint eine zentrale Rolle
einzunehmen. NO ist mittlerweile als ein wichtiger Regulator entzindlicher
Prozesse und steuert die Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten
uber einen biphasischen Effekt (Krischel et al. 1998). Wahrend geringe NO-
Konzentrationen die Proliferation stimulieren, wird durch hohe NO-
Konzentrationen die Differenzierung induziert. Somit steht die ,konstitutive®
iINOS-Expression, verbunden mit potentiell hohen lokalen NO-Konzentrationen
und den damit einhergehenden antiproliferativen Eigenschaften von NO im
Widerspruch zur tatsachlich beobachteten, charakteristischen Hyperproliferation
psoriatischer Keratinozyten. Die direkte Messung von gasférmigen NO Uber der
Haut ist nicht nur mit groRen experimentellen Schwierigkeiten verbunden,
sondern die vorhandenen Daten (Ormerod et al. 1998) sind aufgrund einer
Vielzahl von Variablen, wie z.B. Reaktionen mit anderen Molekulen entlang der
Diffusionsstrecke durch die Haut sowie der Aktivitat anderer NO-Synthasen,
vorsichtig zu bewerten. Die von Ormerod und Weller publizierten Ergebnisse
zeigen zwar signifikant erhohte Nitritmengen Uber psoriatischen Lasionen im
Vergleich zu gesunder Haut, die kein iINOS-Protein exprimieren, dennoch
konnte nicht geklart werden, ob die gebildeten NO-Konzentrationen in vivo fur
einen antiproliferativen Effekt ausreichend sind oder nur niedrigen,
proliferationsstimulierenden NO-Konzentrationen entsprechen. Daher wurde zur
Uberprifung der Hypothese einer limitierten in vivo INOS Aktivitat eine indirekte
Methode gewahlt. Die Reaktion von NO mit SH-Gruppen von Cystein-Resten
fuhrt zur Bildung von S-Nitrosocysteinyl-Resten. Durch immunhistochemische
Analysen konnte gezeigt werden, dass in psoriatischer Haut diese
Verbindungen nicht zu detektieren waren (Abb. 24), im Gegensatz zu gesunder
Haut und Kurzzeit-Organkulturen, die mit Zytokinen und/oder NO-Donoren

behandelt waren. Dies ist zwar nur ein indirekter Beleg einer fehlenden bzw.
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erniedrigten iINOS-Aktivitat, stutzt aber die Hypothese, dass ein Versagen in der
high-output NO-Synthese trotz INOS-Expression zur Pathogenese der Psoriasis
beitragt. Durch in vitro Untersuchungen an kultivierten, humanen Keratinozyten
wurden verschiedene Modulationsmodglichkeiten der INOS-Aktivitat wie L-
Arginin-Transport, Feedback-Mechanismen und Substratkompetition untersucht

um zu einer Erklarung fur dieses ,iNOS/Psoriasis-Paradoxon® zu gelangen.

4.2. Relevanz des L-Arginin Transport in der humanen Haut

Der L-Arginin-Transport ist in vielen Zellen und Geweben an der Regulation der
NO-Synthese beteiligt (Deves and Boyd 1998). Durch den vielfaltigen Einfluss
von NO auf die Proliferation, Differenzierung, Wundheilung und Genexpression
in der Haut (Bruch-Gerharz et al. 1998) stellt die Regulation der iINOS-Aktivitat
einen entscheidenden Parameter der Homoostase der Haut dar. Daher wurden
in vitro und ex vivo Experimente mit Hautbiopsien, Kurzzeit-Organkulturen und
Zellkulturen primarer Hautzellen und Zelllinien durchgefihrt, um mehr
Informationen Uber die Bedeutung des L-Arginin-Transports fir die iINOS
Regulation zu erhalten. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sowohl
CAT-1 und als auch CAT-2 mRNA in Hautbiopsien gesunder Probanden
exprimiert sind (Abb. 16). Wahrend die CAT-1 Expression durch die
beschriebene ubiquitare Expression in den meisten Zellen und Geweben (Closs
and Mann 1999) erwartet wurde, war die CAT-2 Expression in gesunder,
unbehandelter Haut Uberraschend, da diese Isoform in der Regel nur nach
inflammatorischen Stimuli exprimiert wird. Bekannt war bisher die konstitutive
CAT-2 Expression nur in glatten Muskelzellen (Durante et al. 1996) und
Hepatozyten (Closs et al. 1997). Um den zellularen Ursprung der konstitutiven
CAT-2 Expression in der Haut beschreiben zu kdonnen, wurde im nachsten
Schritt die Expression der CAT Isoformen in den dominanten Zelltypen der Haut
analysiert (Abb. 17) und die Funktionalitat ihrer Expression untersucht. Dabei
wurde eine konstitutive CAT-1 Expression wie erwartet in allen untersuchten
Zellen gefunden. In Keratinozyten und der Zellinie HaCat war die Expression
der CAT-1 mRNA nach Zytokinaktivierung erhoht. Dieser Expressionsanstieg

war ein interessantes Ergebnis, denn damit konnte eine transkriptionelle
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Beteiligung an der Regulation der CAT-1 Expression gezeigt werden, von der
bisher ausschliel3lich Mechanismen auf translationaler und post-translationaler
Ebene bekannt sind (Aulak et al. 1999). Die konstitutive CAT-2 mRNA
Expression wurde in residenten Keratinozyten und dermalen Endothelzellen
gefunden, wobei in beiden Zelltypen die Expression nach Zytokin-Gabe stark
ansteigt, wahrend in HaCat und Fibroblasten erst nach Zytokinaktivierung eine
de novo Synthese von CAT-2 mRNA zu sehen ist. Somit konnte gezeigt
werden, dass das in den Hautbiopsien in Abwesenheit von Zytokinen
detektierte Signal der CAT-2 Expression nicht durch alle Zellen der Haut,
sondern nur durch Endothelzellen und Keratinozyten generiert wird. Die CAT-2
Expression in residenten Zellen konnte ein gemeinsames Charakteristikum
derjenigen Zellen (Hepatozyten, Keratinozyten und Endothelzellen) sein,
welche auch die Arginase-1 resident exprimieren, um einen erhéhten L-Arginin
Bedarf Rechnung zu tragen. Die CAT-2 Induktion wird von einer Ko-Expression
der iNOS begleitet, wobei die schnellere Kinetik der CAT-2 Expression (Abb.
18) einen wichtigen Parameter in der zeitlichen Abfolge zur effizienten NO-
Synthese darstellen kénnte. Die Expression von iNOS und CAT-2 ist Uber einen
NF-kB mediierten Signalweg beschrieben (Hammermann et al. 2000), welcher

die koordinierte Expression beider Gene gewabhrleistet.

4.3. Bedeutung der CAT-Expression fiir die Regulation der iNOS- und
Arginase-Aktivitat

Um den Einfluss des CAT-mediierten L-Arginin Transport auf die iINOS Aktivitat
zu untersuchen, wurden Keratinozyten in Gegenwart hoher Konzentrationen
anderer kationischer Aminsosauren kultiviert, die mit L-Arginin um den
Transport in die Zelle konkurrieren (Abb. 19). Die Supplementierung des
Kulturmediums mit L-Lysin oder einer Kombination von L-Lysin und L-Ornithin
fuhrt zu einer erniedrigten INOS Aktivitat von 56 + 4% bzw. 21 + 5% relativ zur
Kontrolle, wahrend L-Ornithin alleine keinen inhibitorischen Effekt zeigt, was auf
einen erhohten Kn-Wert und damit eine verminderte Transportaffinitat fur L-
Ornithin in Keratinozyten schlieRen lasst, was bereits in Oozyten gezeigt
werden konnte (Wang et al. 1991). Dieses Ergebnis belegt die Notwendigkeit
der CAT-mediierten L-Arginin  Aufnahme, um in Keratinozyten eine
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ausreichende Substratversorgung fir eine maximale iINOS Funktion zu
gewahrleisten. Im Gegensatz dazu wird die Arginase-Aktivitat (Abb. 20) durch
L-Ornithin oder die Kombination von L-Ornithin und L-Lysin um Uber 90%
gehemmt, wahrend L-Lysin die Aktivitat nur um 30% hemmt. Dieser Effekt lasst
sich durch zwei unterschiedliche Mechanismen erklaren: Wahrend der L-
Ornithin vermittelte Effekt in erster Linie auf eine Produkthemmung der
Arginase zuruckzufuhren sein durfte, sollte aufgrund der geringeren Affinitat des
L-Ornithin zum CAT Transporter der verminderte L-Arginin Transport nur von
untergeordneter Bedeutung sein. Im Gegensatz dazu ist der hemmende Effekt
des L-Lysin durch eine effektive Kompetition zu erklaren. Dies hat nicht nur
einen verminderten Transport von L-Arginin in die Zelle, sondern auch den
Austausch von intrazellularem L-Arginin gegen das in die Zelle transportiertes
L-Lysin zur Folge (Ahmed and Van Den Oord 1999;Closs et al. 2000). Karzlich
wurde der L-Arginin Transport und die Arginase-Aktivitat als ein limitierender
Faktor bei der Proliferation von Endothelzellen ermittelt (Li et al. 2002). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass dies ebenso fur die
Proliferation von Keratinozyten gilt, denn die CAT-mediierte L-Arginin Aufnahme
bewirkt mittels zweier unterschiedlicher Mechanismen eine effektive Modulation
der Proliferation von Keratinozyten. Einerseits kann durch Substratrestriktion
die iINOS Aktivitat limitiert werden und damit der antiproliferative Effekt hoher
NO-Konzentrationen begrenzt werden. Andererseits konnte in residenten
Keratinozyten, in denen die iINOS nicht exprimiert ist, ein NO-unabhangiger
Effekt auf das Proliferationsverhalten gezeigt werden. Die Inhibition des L-
Arginin Transport fuhrt hier zu einer signifikant erniedrigten Proliferation und
einem Wachstumsstopp (Abb. 21), der aber nicht in eine Apoptose mindet.
Diese Effekte konnten ihre Ursache in einer verminderten Synthese von
Polyaminen finden, die eine essentielle Rolle in der Regulation der
Zellproliferation spielen. Kurzlich wurde ein Modell vorgestellt, in der ein direkter
inhibitorischer Effekt von NO auf die Ornithin-Decarboxylase diskutiert wird
(Ignarro et al. 2001), so dass diese beiden unabhangig erscheinenden
Signalwege moglicherweise Uber den direkten Einfluss von NO miteinander
verbunden sind. Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass die CAT-
Expression und Aktivitat in der humanen Haut ein wichtiger Modulator sowohl

der iINOS- als auch Arginase-Aktivitat mittels Regulation der Verfligbarkeit des
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gemeinsamen Substrats L-Arginin ist. Da auch eine Beteiligung des CAT-
mediierten Transports von L-Arginin fur die Keratinozyten-Proliferation gezeigt
werden konnte, sollte die Bedeutung des L-Arginin Transport flr die iNOS
Expression und Regulation der Aktivitdt auch in der Psoriasis untersucht
werden. Durch Analysen der CAT-Expression in psoriatischer Haut sollte
geklart werden, ob moglicherweise die fehlende bzw. eine verringerte
Expression von CAT-Transportern eine limitierte intrazellulare Verfugbarkeit von
L-Arginin verursacht, welches eine verminderte iINOS-Aktivitat zur Folge haben
konnte. Doch die Expressionsanalysen in psoriatischen Hautbiopsien zeigen,
dass die fur den L-Arginin Influx verantwortlichen Transporter CAT-1 und CAT-2
in psoriatischen Plaques beide konstitutiv exprimiert sind (Abb. 22). Da das
Expressionsniveau von CAT-2 im Vergleich zur Expression in gesunder Haut
unverandert und das der CAT-1 sogar leicht erhdht ist, erscheint die
Transportkapazitat fur L-Arginin  auch in psoriatischen Hautlasionen

gewahrleistet zu sein.

4.4. Arginase-1 Uberexpression in psoriatischen Hautlasionen als

limitierender Faktor einer verringerten NO-Synthese

Die Arginase-1 oder ,Leber-Typ“-Arginase wird konstitutiv nur in Hepatozyten
und Endothelzellen exprimiert, ist jedoch durch Thy-Zytokine, wie z.B. IL-4 oder
IL-10 in murinen Makrophagen induzierbar (Munder et al. 1999). Die gefundene
Expression in residenten humanen Keratinozyten war Uberraschend. Da
kirzlich eine basale Arginase-1 Expression auch in glatten Muskelzellen
(SVCM) gezeigt wurde (Wei et al. 2001), ist somit das Postulat einer exklusiven
hepatischen Expression nicht mehr gultig. Die durchgefuhrten Untersuchungen
zeigen, dass eine Aktivierung mit proinflammatorischen Zytokinen zur Ko-
Expression von iNOS und Arginase-1 in Keratinozyten fuhrt (Abb. 12), wobei
die Genexpression beider Proteine invers reguliert wird. Wahrend Zytokine des
Th4-Typs eine iINOS Induktion und eine Hemmung der Arginase-1 bewirken, ist
der Effekt durch Thy-Zytokine umgekehrt (Daten nicht gezeigt). Wahrend die
Zytokin-vermittelte Hemmung der Arginase-1 auf mMRNA-Ebene bereits nach 24
Stunden (45% des Niveaus in residenten Zellen, siehe Abb. 12A) deutlich ist,
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zeigen sich die Auswirkungen auf Protein- und Aktivitatsebene erst nach 96
Stunden (Abb. 13), was durch die lange Halbwertzeit des Proteins (Schimke
1979) zu erklaren ist. Die Untersuchungen der Interaktion beider Enzyme zeigt,
dass die Inhibition der Arginase-Aktivitat eine signifikant erhdhte iINOS Aktivitat
in Keratinozyten zur Folge hat, nicht jedoch umgekehrt (Abb. 14). Aus diesen
Ergebnissen kann der Schluss gezogen werden, dass unter in vitro
Bedingungen die Ko-Expression der Arginase-1 die NO Produktion moduliert
und limitiert. Aufgrund der ermittelten K,-Werte fur L-Arginin, welche bei 2-20
MM fur die INOS und bei ca. 1-10 mM flur die Arginase-1 liegen, war diese
Interaktion nicht unbedingt erwartet worden, da fir die INOS eine
Substratsattigung unter den Bedingungen der Zellkultur (1 mM L-Arginin im
Kulturmedium) angenommen werden muss. Tatsachlich wurde in einer Reihe
von Zelltypen gezeigt, dass durch eine erhdhte extrazellulare L-Arginin
Konzentration die Aktivitat der INOS noch gesteigert werden kann, ein
Phanomen, welches heute als ,Arginin-Paradoxon® bezeichnet wird (McDonald
et al. 1997). Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass die K,-Werte durch
biochemische Assays mit aufgereinigten Proteinen und Zelllysaten ermittelt
wurden und dabei Parameter wie Kompartimentierung und Substrat-Transport
nicht berucksichtigt werden, die in der intakten Zelle hingegen zu veranderten
lokalen Konzentrationen und Kgp-Werten in der Zelle flUhren konnten.
Insbesondere die CAT-Expression scheint eine SchlUsselrolle fur die
intrazellulare Verflgbarkeit des L-Arginin in in vivo Situation zu spielen, da
gezeigt werden konnte dass die eNOS und CAT-1 in den Plasmamembranen
der endothelialen Caveoli ko-lokalisiert sind und so das aufgenommene L-
Arginin nicht in den cytoplasmatischen Pool gelangt, sondern bevorzugt der
eNOS zur Verfugung steht (McDonald et al. 1997). Fur den Citrullin — NO
Zyklus wird ein ahnliches Modell diskutiert, welches die bevorzugte Versorgung
der INOS postuliert. In der biochemischen Charakterisierung von Enzymen ist
neben den Kn-Werten auch die Geschwindigkeit der Substratumsetzung Vmax
eine wichtige Kenngrof3e. Der Vergleich der Vi.x—Werte der Arginasen (1-20
nmol/min/mg) und der iINOS (1-2 pymol/min/mg) zeigen eine um den Faktor 10%-
10° héhere Reaktionsgeschwindigkeit der Arginasen im Vergleich zur iNOS und
fuhrt somit vor allem bei geringen Substratkonzentrationen zu einer Hemmung

der iINOS-Aktivitat. Im Laufe der Arbeit scheiterten alle Versuche, die Arginase-
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1 mit Thy-Zytokinen in HaCat Zellen zu induzieren bzw. eine verstarkte
Expression in primaren Keratinozyten zu erreichen. Daher wurden die
Untersuchungen der iINOS Aktivitat in Abhangigkeit von der L-Arginin
Konzentration in Gegenwart der mittels Transfektionen ko-exprimierten
Arginase-1 durchgefuhrt. Die humane Arginase-1 wurde aus der Leberzelllinie
HepG2 kloniert und in HaCat und DLD-Zellen Uberexprimiert. Durch die
Verwendung eines RPMI 1640 Mediums ohne L-Arginin und Nitrat konnten
Versuche mit genau definierten L-Arginin Konzentrationen durchgefuhrt werden.
Das fehlende Nitrat ermdglichte die Verwendung einer sensitiveren Methode
zur Bestimmung der NO-Oxidationsprodukte Nitrit und Nitrat. Die Auswertungen
dieser Experimente (Abb. 15 A) zeigte, das sowohl in DLD-Zellen als auch in
HaCat Zellen die Uberexpression der Arginase-1 bei den physiologischen
Konzentrationen von 20 uM bzw. 50 uM L-Arginin eine deutliche Hemmung der
NO-Synthese (63% in DLD- bzw. 54% in HaCat Zellen) zur Folge hat. Dieser
Effekt nimmt mit steigenden L-Arginin Konzentrationen ab. Wahrend bei einer
Konzentration von 200 uM L-Arginin immer noch eine Hemmung um ca. 20%
gefunden wird zeigt sich bei der supraphysiologischen Konzentration von 1 mM
kein Effekt mehr. Die durchgefiihrten Untersuchungen belegen die funktionelle
Bedeutung der Arginase-1 Ko-Expression fur die Regulation der iNOS-Aktivitat
bei physiologischen L-Arginin Konzentration von 20-200 pM. Besonders unter
Berucksichtigung des Befundes, dass die iINOS-Expression in Keratinozyten
nicht Uber einen negativen Feedback-Mechanismus (Abb. 10 und 11)
kontrolliert wird, wie er fur eine Reihe anderer Zellen beschrieben wurde (Weisz
et al. 1996), stellt die Arginase-1 Expression einen wichtigen Modulator der
INOS-Aktivitat dar.

Die vorliegenden in vitro Ergebnisse belegen die Wichtigkeit von L-Arginin
Verfugbarkeit und Konzentration sowie die regulatorischen Eigenschaften der
Arginase-1 Ko-Expression fur die iNOS Aktivitat mit Konsequenzen fur die
Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten. So konnte in dieser Arbeit
erstmalig gezeigt werden, dass neben exogenem NO auch endogen
synthetisiertes NO die Proliferation von Haut-Keratinozyten moduliert und NO
nicht nur zu einer signifikanten Verlangsamung des Zellwachstums (Abb. 25),
sondern auch zur Hemmung der Genexpression des Proliferationsmarkers Ki-
67 in der Haut (Abb. 26) fuhrt.
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Nun sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Arginase-1 auch in
psoriatischen Hautlasionen exprimiert wird. Die vorliegenden Daten zeigen
erstmalig die Uberexpression von Arginase-1 mRNA und Protein und damit die
Ko-Expression von Arginase-1 und iNOS in psoriatischen Lasionen (Abb. 23).
Bemerkenswerterweise handelt es um zwei Proteine, welche auler in Leber
und glatten Muskelzellen unter physiologischen Bedingungen nur nach
Induktion mit Zytokinen des Th4-Typs (INOS) bzw. des Thy-Typs (Arginase-1)
exprimiert werden. Durch immunhistochemische Analysen konnte gezeigt
werden, dass beide L-Arginin metabolisierenden Enzyme im Zytosol lokalisiert
sind und damit eine Konkurrenz-Situation um das gemeinsame Substrat
entstehen kann. Somit stehen Keratinozyten zwei unterschiedliche
Stoffwechselwege zur Metabolisierung von L-Arginin zur Verfugung, und die
Ko-Expression von iNOS und Arginase-1 kdnnte zu einer limitierten iINOS-
Aktivitat in vivo fihren. Damit nimmt die Metabolisierung von L-Arginin eine
zentrale Rolle in der Fehlsteuerung von Proliferation und Differenzierung
psoriatischer Keratinozyten ein. Gleichzeitig bedingt die Arginase-Aktivitat eine
erhdhte intrazellulare L-Ornithin Konzentration, welches das Ausgangssubstrat
fur die Polyaminsynthese darstellt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Polyamine limitierend fur die Proliferation von Endothelzellen sind (Li et al.
2002), so dass neben der verminderten iINOS Aktivitat auch die Bereitstellung
von Bausteinen fur die extrazellulare Matrix die Proliferation der Keratinozyten
begunstigt wird. Da die Arginase-1 Expression und Aktivitat in Anwesenheit
proinflammatorischer Zytokine in vielen Zellen und Geweben gehemmt wird,
erscheint die Uberexpression des Enzyms funktionell mit der pathologischen
Situation der Psoriasis zu korrelieren und koénnte einen molekularen

Mechanismus der epidermalen Hyperproliferation darstellen.
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4.5. RON-Uberexpression als molekularer Mechanismus der Arginase-1

Uberexpression in der Psoriasis

Die gefundene Uberexpression der Arginase-1 in psoriatischen Keratinozyten
wirft die Frage nach dem molekularen Mechanismus dieser Uberexpression auf.
Aufgrund einer ganz neu erschienenen Publikation wurde dazu die Expression
von MSP und RON sowie der Pls-Kinase Signalweg auf eine mogliche
Beteiligung am L-Arginin Metabolismus in humaner Haut untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass in Makrophagen die MSP-vermittelte Aktivierung des
RON Rezeptors durch die Modulation der iINOS- und Arginase-Expression eine
wichtige Rolle in der Regulation beider Enzyme einnimmt (Morrison and Correll
2002). Untersuchungen an gesunder und an psoriatischer Haut sollten
Erkenntnisse zu einer moglichen Beteiligung an den physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen erbringen. Es konnte gezeigt werden, dass
Keratinozyten den RON Rezeptor exprimieren (Abb. 27). Untersuchungen mit
rekombinantem MSP  sollten  zeigen, ob die MSP-vermittelte
Rezeptoraktivierung eine Bedeutung fur die Regulation des L-Arginin
Metabolismus in der Haut hat. In vitro Untersuchungen zeigen, dass exogen
zugegebenes bioaktives MSP in Keratinozyten einen hemmenden Effekt auf die
Zytokin-induzierte Synthese der INOS mRNA (Abb. 28A), des iINOS-Proteins
(Abb. 28B) sowie auf die Enzymaktivitat (Abb. 29) auslibt. Das Ausmal’ der
MSP-vermittelten Hemmung war abhangig von der Starke des
proinflammatorischen Reizes, also von der Konzentration der Zytokine.
Wahrend bei Konzentrationen bis 500 Units des verwendeten Zytokinmixes
eine deutliche Hemmung der mRNA-, Protein-Expression und Aktivitat
gefunden wurde (Abb. 30), bewirkte MSP bei hohen Zytokin Konzentrationen
uber 500 Units keine hemmenden Effekte mehr auf die iINOS-Expression
(Daten nicht gezeigt). Zur weiteren Analyse wurden Untersuchungen der MSP-
vermittelten Effekte auf die INOS-Promotoraktivitat in einer Modellzelle, die mit
einem 16 kb-Konstrukt der 5°-Region des humanen iINOS-Gens stabil
transfiziert worden ist, durchgefuhrt. Die verwendete Zelle ist ebenfalls
humanen und epithelialen Ursprungs und daher gut als Modell geeignet. Hier
konnte gezeigt werden, dass MSP die Promotoraktivitat in Gegenwart von 100

Units des verwendeten Zytokinmix um 48 % inhibiert. Bei der Verwendung
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hoherer Zytokin Konzentrationen von 500 bzw. 1000 Units nimmt die
inhibitorische Wirkung von MSP auf 29 % bzw. 19 % ab. Dies lasst den Schluf®
zu, dass die MSP-vermittelte Hemmung der iNOS auf transkriptioneller Ebene
erfolgt und abhangig von der Starke des proinflammatorischen Stimulus ist.
Diese Daten stehen im Einklang mit Ergebnissen die zeigen, dass MSP in
murinen Makrophagen keinen Effekt auf die Nitritproduktion im akuten
Entzindungsgeschehen einen Tag nach der Aktivierung mit LPS hat, wohl aber
am dritten Tag in der abklingenden Phase der Entzindung (Chen et al. 1998).
Die MSP-modulierte Regulation der iINOS-Expression und Aktivitat, welche
durch eine verminderte NF-xB Aktivitat zu erklaren ist (Liu et al. 1999), scheint
sowohl in vitro als auch in vivo in abklingenden Entzindungsreaktionen eine
bedeutende Rolle einzunehmen. In epithelialen Zellen konnte gezeigt werden,
dass MSP die Tyrosin-Phosphorylierung der p85-Untereinheit der Pls-Kinase
induziert und eine Assoziation von RON mit der Pls-Kinase ausldst (Wang et al.
1996). Alle MSP-vermittelten Effekte waren durch Wortmannin, einem
spezifischen Pls-Kinase Inhibitor, vollstandig reversibel so dass, die Bindung
von MSP an den RON-Rezeptor wie erwartet auch in Keratinozyten diesen
Signaltransduktionsweg ausldst. Insbesondere unter Bericksichtigung der
Tatsache, dass die MSP-vermittelten Effekte die INOS-Expression und CAT-2
Expression (Abb. 31) inhibieren und gleichzeitig die Arginase-Aktivitat steigern
(Abb. 32), was insgesamt dem Phanotyp der Psoriasis entspricht, wird die
wichtige Funktion von MSP/RON in der Regulation des L-Arginin Metabolismus
in der Haut offensichtlich. Daher erscheint die Uberlegung sinnvoll, die
MSP/RON Expression in psoriatischen Geweben und eine eventuelle
Beteiligung an der iNOS und Arginase-1 Regulation in der Pathogenese der
Psoriasis zu untersuchen.

Die durchgeflhrten Untersuchungen zeigen, dass das von den Keratinozyten
endogen produzierte MSP sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene in
psoriatischen Geweben, im Vergleich zu gesunder Haut signifikant erniedrigt ist
(Abb. 33). Da in keiner der durchgefuhrten in vitro Untersuchungen ein Effekt
des endogen produzierten MSP gefunden wurde, muss angenommen werden,
dass moglicherweise keine Konvertierung des gebildeten pro-MSP in seine
biologisch aktive Form erfolgen kann, da die Spaltung an der Zelloberflache

durch Exoproteasen erfolgt und eine intrazellulare Aktivierung bisher nicht
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beschrieben ist. Weiterhin gibt bisher keine Evidenzen fir eine intrazellulare
Signalwirkung des MSP ohne Rezeptorbindung. Keratinozyten stellen somit
neben Hepathozyten eine zweite Quelle der MSP-Produktion dar, Uber die
Bedeutung kann zum gegenwartigen Zeitpunkt aber nur spekuliert werden. Ein
ganz anderes Bild mit moglicherweise weitreichenden Konsequenzen fir die
Pathogenese der Psoriasis ergab die Expressionsanalyse des RON Rezeptors.
Es wurde eine massive Uberexpression des Rezeptors sowohl in I&sionalen
aber interessanterweise auch in nicht-lasionalen Psoriasisgewebe im Vergleich
zu gesunder Haut gefunden (Abb. 34). Die immunhistochemischen Analysen
von Hautschnitten zeigen, dass das RON Protein in der proliferations-
kompetenten zapfenformigen Epidermis-Schicht von Psoriasis Patienten sehr
stark exprimiert ist, wahrend in der gesunden Haut lediglich die proliferierende
Basalschicht der Keratinozyten eine Expression aufweist. Dieser
immunhistochemische Befund wurde auch durch RT-PCR Analysen auf mRNA
Ebene unterlegt, wo ebenfalls eine starke Zunahme der Expression in den
psoriatischen Hautlasionen gefunden wurde. Die erhdhte Rezeptordichte an der
Zelloberflache und die Mdglichkeit einer potentiell erhéhten MSP-Bindung aus
dem Blutplasma konnten die starke Induktion der Arginase-1 in psoriatischen
Lasionen trotz der entzundlichen Umgebung erklaren und den molekularen
Mechanismus der Uberexpression darstellen. Wahrend in kultivierten
Keratinozyten bereits eine sehr starke Expression der Arginase-1 gefunden
wurde und durch MSP nur eine moderate Aktivitatserhbhung erreicht werden
konnte, konnte die erhdhte RON-Expression in psoriatischen Keratinozyten, die
in Kombination mit stark erhdhten MSP-Konzentrationen im Serum von
Psoriasis-Patienten auftritt (Abb. 35), einen effektiven Induktionsmechanismus
der Arginase-1 darstellen. Aufgrund der hohen, lokalen Konzentrationen
proinflammatorischer Zytokine in der psoriatischen Haut ist eine effektive
Inhibition der iINOS durch MSP unwahrscheinlich, so das dieser Befund auch
eine schlussige Erklarung daflr bietet, warum iNOS und Arginase-1 in einem
proinflammatorischem Milleau ko-exprimiert sind, obwohl normalerweise die
Expression von iINOS und Arginase-1 in Entzindungen zeitversetzt verlauft.
Wahrend die iINOS in frGhen Phasen der Entzindung induziert wird, kommt es

bei abklingenden Reaktionen zu einem veranderten Thy — Thy, Verhaltnis, die
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eine Induktion der Arginase-1 bei gleichzeitiger Inhibition der iINOS zur Folge
hat (Modolell et al. 1995).

Da das zirkulierende MSP primar von der Leber synthetisiert wird, werfen die
Daten die Frage nach einer moglichen systemischen Beteiligung von
pathogenetischen Prozessen an der Psoriasis auf. Keratinozyten weisen ein zu
Hepatozyten ahnliches Expressionsprofii der am L-Arginin-Metabolismus
beteiligten Proteine auf. Interessanterweise konnte durch eine andere
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die RON-Expression NO-abhangig ist.
Wahrend sowohl NO-Donoren als auch eine LPS-induzierte iNOS-Aktivitat zu
einer Hemmung der RON-Expression fuhren, kann dieser Effekt durch die L-
NMA vermittelte Inhibition der INOS aufgehoben werden. Auch vor dem
Hintergrund dieses Ergebnisses ist eine effektive NO-Synthese in psoriatischer
Haut, die ja von einer Uberexpression des RON-Rezeptors gekennzeichnet ist,
unwahrscheinlich. In diesem Zusammenhang sollte ebenfalls bertcksichtigt
werden, dass MSP in RON-uberexprimierenden RawRONB8-Zellen eine starke
Hemmung der LPS-induzierten iNOS-Aktivitat bewirkt (Chen et al. 1998). Da die
dort gefundene Hemmung der iNOS-Aktivitat allerdings von einer starken
Inhibition der iINOS-Protein Expression begleitet wird, stellt sich fur zuklnftige
Untersuchungen die Frage, ob in der Psoriasis moglicherweise eine gestorte
Signaltransduktion der MSP/RON vermittelten Effekte vorliegt. Insbesondere
die Frage nach Modifikationen der Regulation der Pls-Kinase Aktivitat, die nicht
nur das Zellwachstum (Varticovski et al. 1994) reguliert, sondern auch als
Modulator der iINOS Aktivitat beschrieben wurde (Park et al. 1997), erscheinen
fur die Pathogenese der Psoriasis von hdchstem Interesse. Zukunftige
Untersuchungen mussen zeigen, ob die erhdohten MSP-Spiegel im Serum
spezifisch fur Psoriasis sind oder ob es sich um ein allgemeines Phanomen im
Rahmen entzandlicher Prozesse handelt. Hierbei muss auch berucksichtigt
werden, dass die Seren von bereits in Therapie befindlichen Patienten
stammen, die also unter Medikament-Einfluss stehen. Insbesondere im Falle
von Cortikosteroid-Behandlung kénnte direkt oder indirekt die Genexpression
beeinflusst werden. Abbildung 42 fasst die gefundenen Ergebnisse und das
daraus abgeleitete Modell einer limitierten INOS-Aktivitat durch die Ko-
Expression und Uberexpression der Arginase-1 in psoriatischer Haut

schematisch zusammen.
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Blutgefall

Leber Exoprotease konvertiert
in bioaktives

psoriatischer
Keratinozyt

L-Arginin

Abb. 42: RON-Uberexpression als molekularer Mechanismus der Arginase-1
Uberexpression in psoriatischen Keratinozyten. Das von der Leber synthetisierte pro-
MSP wird Uber die Blutbahn transportiert und an der Zelloberflache der Keratinozyten durch
eine Exonuklease in biologisch aktives MSP konvertiert. Durch die MSP-Bindung an den RON-
Rezeptor erfolgt Uber eine Signalkaskade die Aktivierung der Pls;-Kinase. Durch die
Anwesenheit proinflammatorischer Zytokine werden iNOS und Arginase-1 in psoritischen
Keratinozyten ko-exprimiert, jedoch erfolgt keine Hemmung der Arginase-1 Expression durch
die Thy4-Zytokine wie unter physiologischen Bedingungen, sondern es kommt zu einem Pl;-
Kinase-vermittelten Anstieg der Arginase-1 Expression sowie Aktivitdt und in Folge dessen
moglicherweise zu einer limitierten INOS-Aktivitat, die fir eine hinreichend hohe NO-
Konzentration zur Vermittlung anti-proliferativer Effekte in psoriatischen Lasionen nicht
ausreichend ist.
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4.6. Bedeutung der Effekte therapeutischer UV-A Dosen fir den L-

Arginin Metabolismus in der Haut

Um die Bedeutung von UV-A Strahlung als therapeutisches Prinzip fur die
Psoriasis auf den L-Arginin Metabolismus zu untersuchen, wurden Hautzellen
und ex vivo Kurzzeit-Organkulturen mit sub-toxischen Dosen von UV-A Licht
bestrahlt. Da in dermalen Endothelzellen eine UV-A induzierte iNOS-Expression
in Abwesenheit von Zytokinen sowohl in vitro in kultivierten dermalen
Endothelzellen (HUDEC) als auch ex vivo im Endothel humaner Haut-
Organkulturen gezeigt werden konnte (Suschek et al. 2001), sollten erganzende
Untersuchungen an Keratinozyten zum Verstandnis der Prozesse in der Haut
beitragen. Die Versuchsergebnisse in kultivierten humanen Keratinozyten
zeigten ein vollig anderes Ergebnis als dies durch die bekannten Ergebnisse in
Endothelzellen erwartet worden war. Die UV-A Bestrahlung bewirkte nicht nur
keine Induktion der iINOS (Abb. 38 A), sondern zeigte im Gegenteil sogar eine
Hemmung der Zytokin-induzierten Expression, welche eine signifikant
reduzierte INOS-Aktivitat zur Folge hatte (Abb. 39 A). Im Bezug auf die
Expression und Aktivitdt der Arginase-1 wurden nur sehr moderate Effekte
gefunden. Es konnte zwar eine schwache UV-A induzierte Hemmung der
Arginase-1 mRNA-Expression in Keratinozyten gezeigt werden (Abb. 38 B),
doch zeigen sich keine signifikanten Effekte auf die Arginase-1 Aktivitat (Abb.
39 B und 39 C), so dass die Relevanz der UV-A Bestrahlung flr die Regulation
der Genexpression der Arginase-1 als gering eingestuft werden kann. Die
weitere Charakterisierung der Effekte von UV-A auf die iINOS-Regulation fuhrt
zu divergenten Effekten. Die Untersuchungen der Effekte von UV-A Strahlung
auf die INOS-Promotoraktivitat (Abb. 40) zeigt, dass in Anwesenheit eines oder
zweier proinflammatorischer Zytokine die UV-A Strahlung eine Steigerung der
Zytokin-induzierten  Aktivitatserhohung des Promotors bewirkt und als
zuséatzliches Signal fungiert. Dies steht in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus friheren Arbeiten (Busse and Mulsch 1990;Geller et al. 1993)
die zeigen, das flr eine maximale iINOS-Aktivitat drei verschiedene Signalwege
beitragen mussen, daher kann auch bei Verwendung des Zytokinmixes aus drei
Zytokinen keine weitere Aktivitatserhdhung durch UV-A gefunden werden. Im

Gegensatz dazu fluhrte die UV-A Bestrahlung alleine in Abwesenheit von
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Zytokinen zu keiner Induktion der iINOS-Promotoraktivitat. Zur weiteren
Charakterisierung der Bedeutung von UV-A Strahlung fur den L-Arginin
Metabolismus in humaner Haut, wurden ex vivo Kurzzeit-Organkulturen mit
sub-toxischen Dosen von UV-A Licht bestrahlt. Die Analyse der mRNA-
Expressionsmuster zeigt eine UV-A induzierte de novo Expression von iNOS
mRNA in Abwesenheit von Zytokinen, die allerdings nur ungefahr die Halfte (54
%) der Zytokin-induzierten Expression ohne UV-A Bestrahlung erreicht (Abb.
41). Wahrend die INOS-mRNA Expression in der Reihenfolge UV-A < Zytokine
< UV-A + Zytokine ansteigt, nimmt die Expression der Arginase-1 mRNA in der
gleichen Reihenfolge ab, so dass UV-A einen Effekt vermittelt der vergleichbar
ist mit dem von proinflammatorischen Zytokinen, namlich eine inverse
Genexpressions-Regulation von iNOS und Arginase-1. Auch die Expression der
beiden Transporter CAT-1 und CAT-2 war sowohl nach Zytokin-Behandlung als
auch durch UV-A Strahlung erhoht. Interessanterweise konnte damit in der Haut
fur den CAT-1 Transporter auch mit UV-A Bestrahlung eine Beteiligung der
transkriptionellen Kontrolle an der Genexpression dieses Proteins gezeigt
werden. Da UV-A Licht bis tief in die Dermis der Haut eindringen (Abb. 43) und
dort biologische Effekte auslosen kann (Grether-Beck et al. 1997;Loffler et al.
2002) wird angenommen, dass die Expression der iNOS in den Organkulturen
der Haut (Abb. 41 A) vermutlich in dermalen Endothelzellen lokalisiert ist und
nicht in den in grolerer Zahl vorkommenden Keratinozyten. Es konnte
festgestellt werden, dass UV-A Strahlung in Abhangigkeit vom Zelltyp der Haut

verschiedene Effekte auf den L-Arginin Metabolismus der Haut ausiben kann.

Abb. 43: UV-A Strahlung kann wesentlich tiefer in die Haut eindringen und
biologische Effekte auslosen als die kurzwelligere UV-B und UV-C Strahlung.
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Die Beteiligung einer UV-A induzierten NO-Synthese an der Regulation von
Proliferation und Differenzierung in der Haut erscheint unter physiologischen
Bedingungen bei nicht toxischen Dosen UV-A wahrscheinlich, da in der Haut
aktives iINOS-Protein exprimiert wird. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen einmal
mehr, dass Ergebnisse aus Zellkulturmodellen nicht ungepruft auf die in vivo
Situation Ubertragbar sind. Immunhistochemische Analysen hatten bereits
gezeigt werden, dass gesunde Probanden nach UV-A Bestrahlung iNOS-
Protein in der Haut und dort vor allem in Endothelzellen und Keratinozyten
exprimieren (Kuhn et al. 1998). Dieses Ergebnis konnte bei den hier
durchgefuhrten ex vivo Untersuchungen auch gefunden werden, aber nicht in
in vitro Experimenten an kultivierten Keratinozyten bestatigt werden. Offenbar
kommt es im intakten Gewebe im Gegensatz zu ex vivo Modellen zu einer
Interaktion von verschiedenen Zelltypen im Rahmen des Netzwerks aus
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen. Von entscheidender
Bedeutung fur das Verstandnis der UV-A vermittelten Effekte fur die Regulation
der Genexpression der iINOS wird die Identifizierung der beteiligten
Transkriptionsfaktoren der UV-A induzierten Expression sein, aber auch
Analysen der Zytokinexpressionsprofile der verschiedenen Hautzelltypen nach
UV-A Bestrahlung.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit erstmalig beschriebene Uberexpression der Arginase-1 in
Hautlasionen von Psoriasis-Patienten konnte nicht nur die iINOS-Aktivitat in vivo
limitieren, sondern ist auch ein Beleg fur die Beteiligung eines zweiten Proteins des
L-Arginin Metabolismus an der Pathogenese der Psoriasis. Weiterhin erklart dieses
Uberraschende Ergebnis das ,iNOS/Psoriasis-Paradoxon, in welchem die
.konstitutive® iINOS-Expression in psoriatischen Hautlasionen und die damit
einhergehenden, potentiell hohen lokalen NO-Konzentrationen keinen anti-
proliferativen Effekt zur Folge haben, sondern psoriatische Keratinozyten durch eine
Hyperproliferation charakterisiert sind. Die Ko-Expression von iNOS und Arginase-1
fuhrt nicht nur zu einer Konkurrenz-Situation um das gemeinsame Substrat L-Arginin,
sondern in vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass die Arginase-Aktivitat eine
regulatorische Funktion auf die INOS-Aktivitat ausiibt. Die gefundene Uberexpression
der Arginase-1 in psoriatischen Hautlasionen koénnte die iINOS-Aktivitat in vivo
limitieren und die L-Arginin Metabolisierung eine zentrale Rolle bei der Fehlsteuerung
von Proliferation und Differenzierung psoriatischer Keratinozyten einnehmen. Durch
die Uberexpression des RON-Rezeptors in psoriatischen Hautldsionen und den
erhohten MSP-Konzentrationen im Serum von Psoriasis-Patienten konnte durch die
Beteiligung des MSP/RON Signalwegs der molekulare Mechanismus der Arginase-1
Uberexpression aufgezeigt werden. In vitro Untersuchungen zeigen, dass durch eine
MSP/RON-vermittelte Aktivierung der Pls;-Kinase sowohl die iNOS- als auch die
Arginase-Aktivitat moduliert werden, wodurch weitreichende Konsequenzen fur die
Pathogenese der Psoriasis entstehen konnten. Zukunftige Untersuchungen muissen
klaren, ob durch die erhdhten MSP-Konzentrationen, die von der Leber als pro-MSP
synthetisiert werden, eine systemische Beteiligung an der Pathogenese der Psoriasis
denkbar ist und ob moglicherweise Defekte in der Signaltransduktion der MSP/RON
vermittelten Aktivierung der Pls;-Kinase in psoriatischen Keratinozyten vorliegen, die

zur pathophysiologischen, ,konstitutiven® INOS-Expression in der Psoriasis fuhren.
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7. Abklurzungen

AP-1
ATP
BH4
Bp
CAT
cGMP
cNOS
DAN

DETA/NO

DETA/NO.no
EC

eNOS

FAD

FMN
GAPDH
ICAM

y-IFN

IRE

kB

iNOS
KC

LPS
MSP
NADPH
NIO
NF-xB
NO

NOS

Aktivator Protein-1
Adenosin-triphosphat
Tetrahydrobiopterin

Basenpaare

kationische Aminosaure Transporter
zyklisches Guanosinmonophosphat
konstitutive NO-Synthase
2,3-Diaminonaphtalen

(Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-mmoniumethyl)amino]
diazen-1-ium-1,2diolat

Denitrosylierte Komponente von DETA/NO
Endothelzellen

endotheliale NO-Synthase
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Flavin-Adenin-Mononukleotid
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Intrazelluldres Adhasionsmolekl
Gamma-Interferon

IFN-responisibles Element

Inhibitor von kB

Interleukin

induzierbare NO-Synthase

humane Keratinozyten

Lipopolysaccharid

Makrophagen stimulierendes Protein
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid Phosphat
L-N-(-Iminoethyl)-ornithin-dihydrochlorid
Nukleédrer Faktor kB

Stickstoffmonoxid

NO-Synthasen
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nNOS
ONOO
PARP
PBS
Pl3
RNOI
ROI
RON
RPMI
RT-PCR
sGC
SNAP
SP-1
TGF-B
TNF-a
Thy

Th,
UV-A
VCAM

VSMC

neuronale NO-Synthase
Peroxynitritanion

poly(ADP-Ribose) Polymerase
gepufferte Salzlésung
Phospho-Inositol-3-Kinase

reaktive Stickstoffoxid Intermediate
reaktive Sauerstoff Intermediate
recepture d origine nantaise

Ross Park Memorial Institute

reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
I6sliche Guanylatzyklase
S-Nitrosothiol-N-Acetylpenicillamin
Transkriptionsfaktor

Transforming Growth Factor-§

Tumor Nekrose Faktor-o
T-Helfer-Lymphozyten Subpopulation
T-Helfer-Lymphozyten Subpopulation
Ultraviolette Strahlung A (320-400 nm)
Vaskulares Zelladhasions Molekl

vaskulare glatte Muskelzellen
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