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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1  Peroxynitrit, oxidativer und nitrosativer Stress

Zum Erhalt des lebendigen Organismus ist molekularer Sauerstoff (O,) erforderlich.
In der mitochondrialen Atmungskette wird daraus Energie in Form von ATP, dem
hauptsachlichen Energietrager in vivo, gewonnen. Dabei wird der Organismus jedoch
mit einer schadlichen Form des Sauerstoffs, dem Superoxidanionradikal, konfrontiert
(Chance et al., 1979; Sies, 1986). Das Superoxidanionradikal, O,", entsteht durch
Reduktion von molekularem Sauerstoff. Diese Reaktion findet bei der Atmungskette
in den Mitochondrien (Loschen et al., 1974) und bei der Immunabwehr in der
Plasmamembran der Phagozyten - katalysiert durch das Enzym NAD(P)H-Oxidase
(Babior et al., 1973; Babior, 1999) - statt.

Zum Schutz vor Superoxid-Radikalen dient dem Organismus das Enzym Superoxid-
Dismutase (SOD, McCord & Fridovich, 1969; Ubersicht bei Fridovich, 1995). Die
Dismutation (1) von O;" wird intrazellular durch die zytosolische Kupfer-Zink-
Superoxid-Dismutase (CuzZn-SOD) und die mitochondriale Mangan-Superoxid-
Dismutase (Mn-SOD) katalysiert. Die extrazellulare Dismutation von O,” wird durch

die membranstandige, extrazellulare Form der SOD (EC-SOD) katalysiert.

(1) 20," + 2H* > Hy02 + 0

Das bei dieser Reaktion entstehende Wasserstoffperoxid (H2O2) wird durch die

Katalase zu Wasser und Sauerstoff umgewandelt (2).

(2) H,0, > H,O + 1/20;

Aufgrund der spontan ablaufenden und durch SOD katalysierten Dismutation wird die
Konzentration von O," im pikomolaren Bereich gehalten (Boveris & Cadenas, 1975;
Ubersicht bei Cadenas & Davies, 2000). Im Rahmen dieser Prozesse entsteht jedoch
auch das hochreaktive Hydroxylradikal, ‘OH, in der metallkatalysierten

Fentonreaktion (3).

(3) H,0, + Fe* ————> "OH + 'OH + F&**



1. Einleitung

Die erwahnten reaktiven Sauerstoffspezies - 0,7, H,O2, 'OH — kénnen zu Lipid-,
Protein- und DNA-Schadigung fuhren.

Im Organismus spielt Stickstoffmonoxid (‘NO) eine entscheidende Rolle in der
Regulation physiologischer und pathologischer Vorgange.

Stickstoffmonoxid entsteht in vivo aus der Aminosaure Arginin, Sauerstoff und
NADPH in einer von dem Enzym NO-Synthase (NOS) katalysierten Reaktion,
welches in zwei konstitutiven (endotheliale und neuronale cNOS) und einer
induzierbaren (iINOS) Form existiert. Diese Isoformen von NOS konnten in
zahlreichen Zelltypen im Saugerorganismus nachgewiesen werden, so zum Beispiel
in Endothelzellen, Neuronen und Makrophagen. Im GefaRsystem reguliert ‘NO den
Vasotonus, im Gehirn fuhrt es zu einer Modulation neuronaler Kommunikation und im
Immunsystem hat es zytotoxische, tumorizide, antivirale aber auch
immunoregulatorische Eigenschaften. Unter pathologischen Bedingungen, z.B.
Entzindung, Sepsis, Autoimmunerkrankungen und Ischamie, wird es Uber eine
Aktivitatszunahme der INOS vermehrt gebildet. Dabei kann die ‘"NO-Konzentration in
vivo von normalerweise 10-100 nM (Malinski & Taha, 1992) auf Werte bis zu 4 yM
(bei Zerebralarterienverschluss) ansteigen (Malinski et al., 1993). Die ‘NO-
Konzentration wird aber nicht nur Uber die Aktivitat der NOS reguliert, sondern auch
Uber die Reaktion mit Oxyhamoglobin. In dieser Reaktion von °‘NO mit
Oxyhamoglobin(Fe?*) entstehen Nitrat und Methamoglobin(Fe®*"). Aufgrund der
hohen Konzentration von Oxyh&amoglobin und der schnellen Reaktion mit ‘NO stellt
dieser Mechanismus einen der hauptsachlichen Reaktionswege von ‘NO in vivo dar
(Lancaster, Jr., 1994).

Stickstoffmonoxid und Superoxidanion kdénnen jedoch auch miteinander reagieren.
Diese Reaktion l4uft mit einer sehr hohen Geschwindigkeit (~7 x 10° M s, Huie &
Padmaja, 1993) nahezu diffusionskontrolliert ab. Bei der Reaktion der beiden
Radikale entsteht Peroxynitrit’, ONOO™ (4).

v

(4) ‘NO + O, ONOO

! Die Bezeichnung Peroxynitrit bezieht sich im Folgenden sowohl auf die anionische Form (ONOQO") sowie auf die
konjugierte Saure (ONOOH). Die von der IUPAC emfpohlenen Namen sind Oxoperoxonitrat(1-) bzw.

Hydrogenoxoperoxonitrat.
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Der Anteil von O;", der in dieser Reaktion mit ‘NO zu Peroxynitrit reagiert, wird dabei
durch die Konzentration von ‘NO bestimmt. Unter Normalbedingungen wird nahezu
alles O;" trotz der 10fach héheren Geschwindigkeit der Reaktion mit ‘'NO (k = 2 x
10" M s, Kissner et al., 1997) in der durch die SOD katalysierten Dismutation zu
H,0, und O, umgesetzt (k = 2 x 10° M s, Klug et al., 1972). Dies ist aufgrund der
hohen intrazellularen Konzentration von SOD mdglich (4-10 uM, Nakano et al.,
1990). Steigt die ‘'NO-Konzentration unter pathologischen Bedingungen jedoch an, so
reagiert O,” zunehmend mit ‘NO unter Bildung von Peroxynitrit (Koppenol, 1998).
Das Peroxynitritanion (ONOOQO") ist bei alkalischem pH stabil. Es zerfallt nur sehr
langsam in Nitrit (NO2’) und Sauerstoff. Durch Protonierung entsteht die konjugierte
Saure, ONOOH, pK; = 6,8 (Koppenol et al., 1992), die sehr schnell durch
Isomerisierung zu Nitrat (NO3;) umgewandelt wird. Bei pH 7,5 und 37°C zerfallt
Peroxynitrit zu 30% NO2 und 15% O, bei pH 3 entsteht ausschlielRlich NO3™ (Pfeiffer
et al., 1997). Die Halbwertszeit von Peroxynitrit betragt in einfachem Puffer bei pH
7,4 und 37°C etwa 0,8 s (Koppenol et al., 1992). In biologischen Systemen ist jedoch
aufgrund der hohen Reaktivitdt von Peroxynitrit mit einer kleineren Halbwertszeit zu
rechnen.

Peroxynitrit ist eine stark oxidierende und nitrierende Verbindung (Ubersicht bei
Beckman, 1996; Murphy et al., 1998). Durch Oxidation kommt es zur Reaktion mit
Proteinen (Ischiropoulos & al Mehdi, 1995), Thiolen (Radi et al., 1991a), DNA (Inoue
& Kawanishi, 1995) und Lipiden (Radi et al., 1991b). Durch Nitrierung und
Nitrosylierung werden die Aminosauren Tyrosin (Ischiropoulos, 1998) und
Tryptophan (Alvarez et al., 1996) bzw. Purine (Skinner et al., 1998) verandert. Die
Nitrierung von Tyrosinresten in Proteinen mit der Bildung von 3-Nitrotyrosin wird
dabei als biologischer Marker fiir Peroxynitrit angesehen (Ischiropoulos, 1998). Uber
diese Mechanismen kann Peroxynitrit in vielfaltiger und schadigender Weise in
biologische Prozesse eingreifen. Es kommt zur Inaktivierung von Enzymen, z.B. Mn-
SOD (MacMillan-Crow et al., 1996), Kreatinkinase (Konorev et al.,, 1998),
Prostazyklinsynthase (Zou & Ullrich, 1996), a-1-Antiproteinase (Moreno & Pryor,
1992), zur DNA-Basenmodifikation mit der Bildung von 8-Hydroxydeoxyguanosin
(Inoue & Kawanishi, 1995), zum DNA-Einzel- und -Doppelstrangbruch (Salgo et al.,
1995; Szabo et al., 1996), zur Interaktion mit Proteintyrosinkinasen (Kong et al.,
1996). Desweiteren ist eine Induktion von Stressgenen, Hamoxygenase | (Foresti et
al., 1999), c-fos (Muller et al., 1997), Mn-SOD (Jackson et al., 1998), und eine



1. Einleitung

Induktion der Apoptose (Brito et al., 1999; Lin et al., 1998; Virag et al., 1998)
beschrieben.

Aufgrund der hohen intrazellularen Konzentration von Thiolen (5-10 mM),
hauptsachlich in Form von Glutathion (GSH), kommt es intrazellular vorwiegend zur
Thioloxidation durch Peroxynitrit (2-5 x 10° M s) mit der Bildung von Disulfiden
(Radi et al., 1991a). Thiole stellen somit eine Mdglichkeit der Entgiftung von
Peroxynitrit dar. Die extrazellulare Konzentration von Thiolen ist mit 0,5 mM deutlich
kleiner als intrazellular (Ellman & Lysko, 1979). Im Plasma betragt die Konzentration
von Kohlendioxid (CO,) und Bikarbonat 1,3 bzw. 26 mM. Bedingt durch die hohere
Konzentration von CO, und die schnelle Reaktion mit Peroxynitrit (5,8 x 10* M s,
pH unabhangig) reagiert Peroxynitrit im extrazellularen Milieu bevorzugt mit CO, statt
mit Thiolen (Lymar & Hurst, 1995; Denicola et al., 1996).

(5) ONOO™ + COq » ONOOCOy

Die dabei entstehende Verbindung, das Nitrosoperoxykarbonatanion? (ONO,CO,)
zeigt eine erhohte Fahigkeit zur Nitrierung und zur Ein-Elektronen-Oxidation von
Thiolen unter Bildung von Thiylradikalen (Gow et al., 1996; Scorza & Minetti, 1998).
Die Zwei-Elektronen-Oxidation ist im Vergleich zu Peroxynitrit vermindert (Denicola
et al., 1996). Die Reaktion von Peroxynitrit mit CO, stellt somit keine Entgiftung dar.
Die neu entstandene Verbindung weist lediglich eine veranderte aber nicht
aufgehobene Reaktivitat auf.

Im Organismus wird Peroxynitrit von aktivierten Makrophagen (Ischiropoulos et al.,
1992), Neutrophilen, Lymphozyten (Gagnon et al., 1998) und Endothelzellen (Kooy &
Royall, 1994) gebildet. So spielt Peroxynitrit eine Rolle bei Entziindungsvorgangen in
der immunologischen Abwehr von z.B. Bakterien (Zhu et al., 1992). Die Entstehung
von Peroxynitrit in vivo konnte bei einer Reihe von menschlichen Erkrankungen
durch den Nachweis von 3-Nitrotyrosin (durch Immunhistochemie, Western Blot,
HPLC, Gaschromatographie) nachgewiesen werden: Atherosklerose, Ischamie-
Reperfusion, Sepsis, TransplantatabstoRung, Amyotrophische Lateralsklerose,
Multiple Sklerose, Alzheimer Erkrankung usw. (Ubersicht bei Ischiropoulos, 1998).

Peroxynitrit spielt im Organismus also nicht nur eine protektive Rolle in der

% Der systematische IUPAC Name flr das Nitrosoperoxycarbonatanion (ONO,COy’) ist 1-Carboxylato-2-

nitrosodioxidan.
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Immunabwehr sondern ist auch an den pathophysiologischen Vorgangen zahlreicher
Erkrankungen beteiligt.

1.2 Selen und Selenoproteine

Neben anderen Spurenelementen wie Kupfer, Mangan oder Zink kommt auch dem
Selen (Se) im Organismus eine bedeutende Rolle zu. So kommt es bei Selenmangel
zu der in China endemischen Keshan-Krankheit, einer Kardiomyopathie (Yang
1984), Knock-out Mause fur das Selenocystein tRNA-Gen sterben frihembryonal
(Bosl et al., 1997). In Bakterien und im tierischen Organismus findet es sich
hauptsachlich in Form von Selenocystein (Sec), der ,21. Aminosaure®. Eine weitere
organische Form des Selens ist Selenomethionin (SeMet). Dieses findet sich vor
allem in Pflanzen- und Getreideprodukten (Allan et al., 1999). In beiden Aminosauren
ist Se an die ursprungliche Position des Schwefelatoms getreten.

Bei der Synthese von Selenoproteinen wird die Aminosaure Selenocystein spezifisch
durch den zellularen Transkriptions- und Translationsapparat in die Polypeptidkette
eingebaut. Dabei wird Sec durch das Codon UGA codiert, welches auch als Stop-
Codon dient. Im nicht translatierten 3’-Bereich der jeweiligen Selenoprotein-mRNA
befindet sich eine Selenocystein-Insertions-Sequenz (SECIS), die durch Ausbildung
einer Sekundarhaarnadelstruktur eine Unterscheidung von Stop-UGA und Sec-UGA
ermdoglicht (Low & Berry, 1996). Die Aminosaure SeMet wird dagegen unspezifisch
und zufallig anstelle von normalem Methionin in Proteine eingebaut (Cowie & Cohen,
1957; Sliwkowski & Stadtman, 1985).

Zur Zeit sind 19 eukaryontische Selenoproteine zumindest durch ihre DNA- und
Aminosauresequenzen bekannt (Tabelle 1.1). Alle enthalten Selen in Form von Sec.
Das erste Selenoprotein, die zytosolische oder klassische Glutathionperoxidase,
wurde 1973 entdeckt (Floheé; Rotruck). Seitdem kam es zur Entdeckung weiterer
Proteine, die Sec enthalten, wobei aber bisher flr die wenigsten die Funktion

endgultig geklart ist.
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Tab. 1.1: Eukaryontische Selenoproteine und deren Funktion
Namen Abkiirzungen Beeinflussung von/Funktion Literatur
Glutathionperoxidasen GPx Abbau von H,0,, Peroxynitrit, Brigelius-Floh¢, 1999;
Lipidhydroperoxiden Sies et al., 1997
Zytosolische/klassische GPx c¢GPx, GPx-1 Antioxidativer Schutz (auch in Brigelius-Flohe, 1999; Esposito
Mitochondrien), et al., 2000; Floh¢ et al., 1973;
Lipoxygenaseregulation Rotruck et al., 1973;
Straif et al., 2000
Gastrointestinale GPx GI-GPx, GPx-2 Antioxidativer Schutz im Brigelius-Flohe, 1999;
Gastrointestinaltrakt Chu et al., 1993
Plasma-GPx pGPx, GPx-3 Antioxidativer Schutz, Brigelius-Floh¢, 1999;
Beeinflussung der Takahashi et al., 1987
Lipoxygenase/Cyclooxygenase
Phospholipidhydroperoxid- PHGPx, GPx-4 | Antioxidativer Schutz, Brigelius-Flohe, 1999;
GPx Modulation der Schuckelt et al., 1991;
Leukotrienbiosynthese, der Ursini et al., 1982
Zytokinsignaltransduktion, der
Artherogenese, Spermienreifung
Iodothyronindeiodinasen Kohrle, 1999
5’-Deiodinase, Typ I 5’DI-1 Triiodthyroninsynthese Behne et al., 1990
5’-Deiodinase, Typ II 5’DI-II Triiodthyroninsynthese Davey et al., 1995
5’-Deiodinase, Typ III 5’DI-III Abbau von Tri-/Tetraiodtyronin | Croteau et al., 1995
Thioredoxinreduktasen
Thioredoxinreduktase TrxR1 Antioxidativer Schutz, Arteel et al., 1999a;
Gentranskription Machado et al., 1997;
Tamura & Stadtman, 1996;
Thelander & Reichard, 1979
Mitochondriale TR TrxR2 Abbau von mitochondrialem | Gasdaska et al., 1999;
H,0, Leeetal., 1999;
Miranda-Vizuete et al., 1999
Thioredoxinreduktase- SelZfl1 Lescure et al., 1999
Homologa SelZf2

Selenophosphatsynthetase-2

Selenoproteinsynthese

Guimaraes et al., 1996

15-kDa Selenoprotein

Peroxidase-Aktivitit

Gladyshev et al., 1998;
Liuetal.,, 1999
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Selenoprotein P SelP Antioxidativer Schutz Arteel et al., 1998;
(Diquat, Peroxynitrit, Mostert, 2000;
Phospholipid-hydroperoxid), | Motsenbocker & Tappel,
Schwermetallbindung 1982; Yang et al., 1987
Selenoprotein W SelwW Vendeland et al., 1995
Selenoprotein X SelX Lescure et al., 1999
Selenoprotein N SelN Lescure et al., 1999
Selenoprotein R SelR Kryukov et al., 1999
Selenoprotein T SelT Kryukov et al., 1999

Die Expression und Aktivitat der Selenoproteine in Zellkulturexperimenten ist
abhangig von der Selenkonzentration im Medium. Dabei kommt es mit steigender
Konzentration von Se zu einer erhdhten Stabilitat der mRNA, zu erhohten
Proteinspiegeln und vor allem zu einer gesteigerten Aktivitat von
Thioredoxinreduktase, 5’-Deiodinase, Selenoprotein P, zytosolischer Glutathion-
peroxidase und Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (Berggren et al.,
1997; Gallegos et al., 1997; Gross et al., 1995; Hill et al., 1996a; Brigelius-Flohe et
al.,, 1995). Auch unter in vivo Bedingungen im tierischen und menschlichen
Organismus lasst sich durch Se-Zufuhr mit der Nahrung die Expression der
Selenoproteine P und W erhdhen (Hill et al., 1996b; Persson-Moschos et al., 1998;
Yeh et al., 1997).

In einer Reihe von Studien wurde die Bedeutung von Se bei der Pravention von
Krebserkrankungen sowohl in vitro als auch in vivo untersucht. In Zell-
kulturexperimenten konnte eine chemopraventive Bedeutung durch Wachstumsstop
und Apoptoseinduktion in transformierten Zellen nachgewiesen werden (Lu et al.,
1995; Kaeck et al., 1997; Sinha & Medina, 1997). In zahlreichen Tiermodellen wurde
durch Fatterung von Se eine Krebspravention erreicht (Ip, 1998; Combs, Jr. & Gray,
1998; El-Bayoumy, 1993; Medina & Morrison, 1988). Clark et al. (1996) konnten in
einer grol3 angelegten Studie mit menschlichen Probanden zeigen, dass die Inzidenz
und Sterblichkeit an Bronchial-, Kolorektal- und Prostatakarzinomen durch die
tagliche Einnahme von 200 pg Selen (in Form von 0,5 g Selenhefe) signifikant
gesenkt wurde. Diese chemopraventiven Effekte von Selen sind wahrscheinlich unter
anderem auf die Beeinflussung von zellularen Signaltransduktionswegen
zuruckzufuhren. Es konnten zahlreiche Interaktionen mit Proteinkinasen und

Transriptionsfaktoren nachgewiesen werden: Hemmung der Protein Kinase C (PKC)

7
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und c-Jun-NHzx-Terminus Kinase (JNK) (Gopalakrishna et al., 1997a; Gopalakrishna
et al., 1997b; Park et al., 2000a), Aktivierung von ERK1/2 (Stapleton et al., 1997),
Hemmung der Caspase-3-Aktivitat (Park et al., 2000b) und der Bindung von AP-1
und NF-kB an DNA (Handel et al., 1995; Kim & Stadtman, 1997).

1.3 Schutz vor durch Peroxynitrit induzierter Schadigung

Der Organismus ist standig der schadigenden Wirkung von oxidierenden
Verbindungen ausgesetzt. Um den Schaden durch diese Verbindungen zu
verhindern oder moglichst klein zu halten, hat die Natur eine Reihe von Strategien
entwickelt. Beim Schutz vor Peroxynitrit kann man drei unterschiedliche Phasen
unterscheiden: (1) Pravention, (2) Interzeption und (3) Reparatur (Sies, 1993; Arteel
et al., 1999b). In der ersten Phase kommt es darauf an, eine Reaktion der beiden
Radikale, O, und ‘NO, und damit eine Bildung von Peroxynitrit zu verhindern. Wie
schon in Abschnitt 1.1 dargestellt, geschieht dies unter physiologischen Bedingungen
hauptsachlich durch die Aktivitat der Superoxid-Dismutasen und durch die Reaktion
von ‘NO mit Oxyhamoglobin.

Ist es aber doch =zur Bildung von Peroxynitrit gekommen, z.B. in
Entzindungsarealen, so muss es in nachfolgenden Reaktionen unschadlich gemacht
werden. Hierzu kommen eine Reihe von unterschiedlichen Verbindungen in Frage,
die alle mit Peroxynitrit reagieren. Tabelle 1.2 gibt eine Ubersicht dieser
Verbindungen und Proteine. Angegeben sind neben den
Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion mit Peroxynitrit auch bisher beschriebene

protektive Effekte.

Tab 1.2: Ubersicht tiber Verbindungen, die mit Peroxynitrit interagieren.
Abkurzungen: DHR, Dihydrorhodamin 123; 4-HPA, 4-Hydroxyphenylazetat

Verbindungen Reaktion mit Peroxynitrit Schutz vor folgenden durch Peroxynitrit | Literatur

(Geschwindigkeitskonstante, | induzierten Effekten

M'sT)
Selenverbindungen
Selenit Reagiert nicht mit Peroxynitrit | Proteintyrosin-Nitrierung, Briviba et al., 1996;
(indirekter Schutz, s. u.) MAPK-Aktivierung, Schieke et al., 1999;

Senkung der Gap Junction-Kommunikation | Sharov et al., 1999
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Ebselen 2x10° DHR-Oxidation, 4-HP A-Nitrierung, Masumoto & Sies,
DNA-Einzelstrangbruch 1996; Masumoto et
al., 1996; Roussyn et
al., 1996
Selenomethionin 2,4x%x10° DHR-Oxidation, 4-HP ANitrierung, Assmann et al., 1998;
DNA-Einzelstrangbruch Briviba et al., 1996;
Padmaja et al., 1996;
Roussyn et al., 1996
Selenocystin DHR-Oxidation, 4-HP A-Nitrierung, Briviba et al., 1996;
DNA-Einzelstrangbruch Roussyn et al., 1996
GPx 8x 10° DHR-Oxidation, Benzoat-Hydroxylierung, | Briviba et al., 1998a;
Proteintyrosin-Nitrierung Sies et al., 1997
SelP Benzoat-Hydroxylierung, Arteel et al., 1998
Proteintyrosin-Nitrierung
TrxR Benzoat-Hydroxylierung Arteel et al., 1999a
Organotelluride DHR-Oxidation, Benzoat-Hydroxylierung, | Briviba et al., 1998b

Proteintyrosin-Nitrierung

Fe-, Mn-Porphyrine

22x10°-1,8x 107

Nitrierung, Zytotoxizitat

Ferrer-Sueta et al.,
1999;

Misko et al., 1998;
Stern et al., 1996

Himoglobin 2,5x10° Alayash et al., 1998;
Kondo et al., 1997
Myeloperoxidase 4,8x 10° Verstirkte Proteintyrosin-Nitrierung Floris et al., 1993;
Sampson et al., 1998
Albumin 56x10° Radi et al., 1991a
Glutathion 58x10° Quijano et al., 1997
Ascorbat 5x 10! DHR-/NADH-Oxidation, Bartlett et al., 1995;
Tyrosin-Nitrierung, Kirsch & de Groot,
Enzyminaktivierung (a,-Antiproteinase) 2000; Whiteman &
Halliwell, 1996
Polyphenole DHR-Oxidation, Arteel & Sies, 1999;
Tyrosin-Nitrierung Arteel et al., 2000
Ubichinol Proteintyrosin-Nitrierung, Schopfer et al., 2000

Mitochondrienschidigung

Eine sehr effektive Moglichkeit zur Entgiftung von Peroxynitrit stellen Selenoproteine

dar. Die bisher beschriebene Funktion der Glutathionperoxidase besteht in dem
Abbau von Hydroperoxiden (ROOH) zu den entsprechenden Alkoholen (ROH).
Analog dazu kann in einer schnell ablaufenden Reaktion (k = 8 x 106, Briviba et al.,

1998a) Peroxynitrit zu Nitrit reduziert und damit unschadlich gemacht werden (Abb.
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1.1). Das Recycling des Selens im aktiven Zentrum der GPx geschieht Uber eine
Oxidation von Glutathion (GSH) zu Glutathiondisulfid (GSSG).
Die Glutathionperoxidase erflllt somit neben der bekannten Funktion einer

Hydroperoxidreduktase die einer Peroxynitritreduktase (Sies et al., 1997).

ONOO ONO
v
E-Se + H' E-SeOH
GSSG GSH
GSH E-Se-SG H,0
Abb. 1.1; Katalytischer Mechanismus der Reduktion von Peroxynitrit zu Nitrit durch

Selenoperoxidasen (Sies et al., 1997). Der dargestellte Reaktionsmechanismus entspricht dem von

Ebselen mit Peroxynitrit (Sies & Masumoto, 1997).

Desweiteren konnte ein Schutz vor Peroxynitrit durch Selenoprotein P (Arteel et al.,
1998) und Thioredoxinreduktase (Arteel et al., 1999a) nachgewiesen werden. Auch
niedermolekulare organische Substanzen wie Selenomethionin, Selenocystin und
Ebselen zeigen durch ihre Reaktion mit Peroxynitrit einen protektiven Effekt, z.B.
Verhinderung von DNA-Strangbrtichen (Roussyn et al., 1996). Fur Ebselen lief3 sich
in Tierversuchen und klinischen Studien ein neuroprotektiver Effekt bei zerebraler
Ischamie bzw. Infarkt zeigen (Saito et al., 1998; Yamaguchi et al., 1998). Dieser
protektive Effekt ist mdglicherweise Uber eine Reaktion mit Peroxynitrit zu erklaren,
das in ischamischem Gewebe entsteht. Selenverbindungen spielen somit durch ihre
schnelle Reaktion mit Peroxynitrit und ihr ubiquitdres Vorkommen im Organismus
eine bedeutende Rolle im Schutz vor durch Peroxynitrit induzierter Schadigung.

Daneben gibt es auch noch eine Reihe von anderen Substanzen, u.a. Ascorbat,

Polyphenole, und Telluride, die einen Schutz durch ihre Reaktion mit Peroxynitrit
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bieten (s. Tabelle 1.2). Somit verfugt der Organismus Uber eine Reihe von
Maglichkeiten, sich gegen die schadlichen Effekte von Peroxynitrit zu schitzen.

1.4 MAP Kinasen und Genregulation

Als Teil der zellularen Antwort auf externe Stimuli kommt es zu einer Aktivierung von
Signaltransduktionswegen. Bei den Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
handelt es sich um Serin-/Threonin-Proteinkinasen, die sowohl zytoplasmatische als
auch nukledre Proteine phosphorylieren kénnen. Uber diesen Mechanismus kénnen
sie zahlreiche zellulére Vorgénge wie z.B. die Gentranskription regulieren (Ubersicht
bei Whitmarsh & Davis, 1996).

Die klassischen Mitogen-aktivierten Proteinkinasen sind die extrazellular-regulierten
Kinasen (ERK1 und ERK2, Cobb et al., 1991). Sie werden durch Wachstumsfaktoren
und Serumschock aktiviert. Dabei erfolgt die Aktivierung durch doppeltspezifische
Kinasen, MKK1/2, die sowohl Serin-/Threoninreste als auch Tyrosinreste

phosphorylieren konnen.

Tab. 1.3: Nomenklatur von MAP Kinasen und MAP Kinasen Kinasen (Cohen, 1997)
Gruppe | In dieser Arbeit verwendete Bezeichnung Alternativbezeichnungen
ERK ERK1 MAPK 1, p44 MAPK
ERK2 MAPK 2, p42 MAPK
JNK JNK1 SAPKIc; SAPKyY
JNK2 SAPKla; SAPKa
INK3 SAPK1b; SAPKf
p38 p38a SAPK?2a; CSBP; RK; Mpk2; Mxi2
p38B SAPK2b
p38y SAPK3; ERK6
388 -
MKK MKK1 MEK1; MAPKK1
MKK2 MEK2; MAPKK?2
MKK3 SKK2; SAPKK2
MKK4 JNKK; SKK1; SEK1; SAPKK1
MKKG6 SKK3; MEK6; SAPKK3
MKK7 SKK4; SAPKK4; SAPKKS5
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Nach Phosphorylierung von Thr und Tyr im Thr-Glu-Tyr-Motiv kommt es zu einer
Translokation von ERK in den Zellkern, wo sie Transriptionsfaktoren an Serin-
/Threoninresten gefolgt von Prolin phosphorylieren und dadurch aktivieren (Abb. 1.2).
Aufgrund dieser Eigenschaft spricht man von ,Prolin-gerichteten“ Kinasen. Diese
spezifische Art der Substraterkennung weisen auch die anderen erwahnten MAP
Kinasen auf.

Eine weitere Unterfamilie der MAPK sind die c-Jun-NH»-Terminus Kinasen (JNK) (Ip
& Davis, 1998). Es sind drei Gene bekannt, die fur die beim Menschen
beschriebenen Proteine JNK1/2/3 kodieren (Gupta et al., 1996). Aufgrund ihrer
Aktivierbarkeit durch Cycloheximid-Injektion, die zu ihrer Entdeckung gefuhrt hat
(Kyriakis & Avruch, 1990), UV und Hitzeschock werden sie auch alternativ als Stress-
aktivierbare Proteinkinasen (SAPK) bezeichnet (Kyriakis et al., 1994) (Tab. 1.3).

Wachstumsfaktoren Stressfaktoren:
Mitogene (Hitze, Osmotischer Schock, UV)

» Rac/Cdc4?2

/\/

MEKKs PAKS

l l l
MKK1/2 MKK4/7 MKK3/4/6

l l l
ERK1/2 JNK1/2/3 p38 a-0

\

Elk1 c-Jun ATF-2 GADDI153 MEF2C MAPKAPK2/3
N R Y,
Regulation der Transkription <—— CREB
(z.B. AP-1)

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der MAPK-Signaltransduktionswege.

Erlduterungen s. Text
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1. Einleitung

Die Aktivierung erfolgt durch die Phosphorylierung von Thr/Tyr im Thr-Pro-Tyr-Motiv
durch die doppeltspezifischen Kinasen MKK 4/7. Nach Translokation in den Zellkern
kommt es zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren.

Ebenfalls durch zellulare Stressfaktoren aktiviert wird die p38-MAPK-Unterfamilie.
Sie ist durch Hyperosmolaritat, Lipopolysaccharid, inflammatorische Zytokine (IL-1,
TNFa) und UV aktivierbar (Han et al., 1994; Raingeaud et al., 1995). Daher werden
p38-MAPK alternativ ebenfalls den SAPK zugerechnet. Die doppeltspezifischen
Kinasen MKK3/4/6 setzten am Phosphorylierungsmotiv Thr-Gly-Tyr an und aktivieren
p38-MAPK, welche im Kern Transkriptionsfaktoren aktivieren.

Die durch ERK1/2, JNK1/2/3 und p38 a-0 aktivierten Transkriptionsfaktoren, cJun,
Elk1, ATF2, MEF2C u.a., sind an der Regulation der Expression der beiden
Protoonkogene c-jun und c-fos beteiligt, deren Proteinprodukte, c-Jun und c-Fos, als
Heterodimer die klassische Form des Transkriptionsfaktors AP-1 bilden (Abb. 1.3,
Ubersicht bei Karin, 1995 und Whitmarsh & Davis, 1996).

In der Promotrregion des c-jun Gens befinden sich als regulatorische Elemente zwei
Tetradecanoyl-Phorbolacetat (TPA)-responsive Elemente, Jun1 und Jun2, die
konstitutiv c-Jun/ATF2-Heterodimere binden. Nach zweifacher Phosphorylierung
durch JNK und p38 fuhren sie zu einer Aktivierung der Transkription. Ein weiteres
regulatorisches Element in der Promotorregion ist die Bindungsstelle fur die
Transkriptionsfaktoren der MEF2-Familie. MEF2C wird in Makrophagen nach LPS-
Stimulation durch p38 phosphoryliert und fuhrt zur Induktion der c-Jun-Expression.
Der c-fos-Promotor besitzt als regulatorische Elemente u.a. ein Serum-responsives
Element (SRE) und ein cAMP-responsives Element (CRE). Das c-fos-SRE bindet
einen ternaren Komplex bestehend aus einem Serumresponsivfaktor (SRF)-
Homodimer und einem Ternarkomplexfaktor (TCF), Elk1, Sap-1 oder Sap-2. Nach
Phosphorylierung fuhrt dieser Komplex zu einer Aktivierung der Transkription. Das c-
fos-CRE bindet ein Homodimer aus CRE-Bindeprotein (CREB), das durch
Phosphorylierung durch p108-CREB Kinase und MAP Kinase-aktivierte Protein-
kinase 2 (MAPKAPK2) Transaktivierungsaktivitat erlangt.
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JNK p38
c-Jun | ATF2 @
\ .
— TRE MEF2 TATA C-jun
—
p38 ERK
ERK JNK l
\ l p108/CREBK MAPKAPK2 RSK2
SRF X SRF @ CREB A CREB
— SRE CRE TATA c-fos
—
Abb. 1.3: Transkriptionsregulation der c-jun und c-fos Gene durch MAP Kinasen.

Abkurzungen: CRE, cAMP-responsives Element; CREB, CRE-Bindeprotein; CREBK, CREB-Kinase;
MAPKAPK2, MAP Kinase-aktivierte Proteinkinase 2; RSK2, Ribosomalprotein S6 Kinase 2; SRE,
Serum-responsives Element; SRF, Serumresponsivfaktor; TATA, TATA-Box; TCF,
Ternarkomplexfaktor; TRE, TPA-responsives Element. Nach Minden & Karin, 1997; Whitmarsh &
Davis, 1996.

FUr diese Signaltransduktionswege wurden zahlreiche Aktivatoren beschrieben.
Neben den bereits erwahnten, wie Wachstumsfaktoren, proinflammatorischen
Zytokinen, UV, osmotischem Schock, wurde auch fur reaktive Stickstoff- und
Sauerstoffspezies eine aktivierende Wirkung beschrieben. So flhren Superoxid,
Stickstoffmonoxid, Wasserstoffperoxid zur Aktivierung der MAP Kinasen (Baas &
Berk, 1995; Lander et al., 1996; Wang et al., 1998). Fir ‘'NO und H,O, wurde eine
Induktion von c-fos und c-jun nachgewiesen (Janssen et al., 1997), ONOO" fuhrt zu
gesteigerter c-Fos-Expression (Mduller et al., 1997).
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1.5 Ziele der Arbeit

In  der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt von Peroxynitrit auf die
Signaltransduktionswege in Zellkultur untersucht werden. Um bei den Experimenten
unphysiologisch starke Konzentrationsanderungen von Peroxynitrit zu vermeiden,
sollte ein Infusionssystem entwickelt werden, mit dem eine
Flie3gleichgewichtskonzentration von Peroxynitrit einstellbar wurde.
Zellkulturexperimente in diesem System hatten zum Ziel, eine mdgliche
Aktivierbarkeit der MAP Kinasen durch Peroxynitrit, eine stark oxidierende und
nitrierende Verbindung, herauszufinden. Die MAP Kinasen stellen zellulare
Signalwege dar, fur die eine Aktivierung durch Wachstumsfaktoren, UV-Strahlung
oder osmotischen Schock und auch durch reaktive Stickstoff- und Sauerstoffspezies
(z.B. Stickstoffmonoxid und Wasserstoffperoxid) bekannt ist.

FUr Selenoproteine ist bereits gezeigt, dass sie einen Schutz vor Peroxynitrit bieten.
So kann die Glutathionperoxidase (GPx) als zellulares Selenoprotein Peroxynitrit
unter Verbrauch von Glutathion zu Nitrit reduzieren und damit unschadlich machen.
In der vorliegenden Arbeit sollte daher weiterhin ermittelt werden, ob die durch
erhohte Selenkonzentration im Kulturmedium gesteigerte Expression und Aktivitat
von Selenoproteinen Schutz vor einer mdglichen MAP Kinase-Aktivierung durch

Peroxynitrit bietet.
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2. Material und Methoden

2.1  Zellkultur

WB-F344 Rattenleberepithelzellen wurden von Dr. |.A. Cotgreave und Dr. L.
Warngard, Institut fir Umweltmedizin, Karolinska Institut (Stockholm, Schweden),
bezogen. Die Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma, Munchen) unter Zusatz von (Endkonzentrationen) hitzeinaktiviertem fotalem
Kalberserum (FCS, 10 % (v/v); Biochrom/Seromed, Berlin, und Greiner,
Frickenhausen), L-Glutamin (2 mM), Streptomycin (20 mg/l) und Penicillin (20000
[U/1) kultiviert. Etwa 2 Tage nach Aussaen wurden die Zellen bei einer 80-100%igen
Konfluenz trypsiniert und gesplittet.

Fur Gefrierkulturen wurden Zellen in 1 ml Gefriermedium (90% FCS, 10% DMSO)
suspendiert, eingefroren und bei -80°C gehalten.

Die Zugabe von Natriumselenit (1 yM Endkonzentration) zum Kulturmedium erfolgte
48 h vor der Zellbehandlung. Unspezifische Hintergrundaktivierung der MAPK (ERK)
als Reaktion auf Wachstumsfaktoren im Serum wurde durch ein 24-stindiges
Aushungern der 80-90% konfluenten Zellen in serumfreiem Medium mit ansonsten

gleicher Zusammensetzung verringert.

2.2 Toxizitatsmessung (MTT-Test)

Die Messung der Vitalitat erfolgte mittels des MTT-Reduktionstests (Carmichael et
al., 1987). Grundlage dieses Tests ist die Fahigkeit vitaler Zellen zur Reduktion

von MTT (3-[4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid)  zum
entsprechenden blauen Formazan aufgrund mitochondrialer und mikrosomaler
Dehydrogenaseaktivitat (Berridge et al., 1996). Vor Behandlung wurden die Zellen in
24-well Platten bis zu 80-90%iger Konfluenz herangezogen; 48 h nach Behandlung
wurde das Medium entfernt, die Zellen gewaschen und mit 200 yl MTT (0,5 mg/ml in
Medium) fur etwa 2 h im Brutschrank inkubiert. Die Reaktion wurde durch den Zusatz
von 200 pl/well 0,1% (w/v) HCI / 10% (w/v) SDS gestoppt und die Zellen lysiert. Als
Negativkontrolle diente eine Losung aus gleichen Teilen MTT und HCI/SDS. Zur

Solubilisierung des Prazipitates wurden die Platten Uber Nacht im Brutschrank
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inkubiert. Danach wurde jeweils die Extinktion bei 570 nm gemessen. Als
Hintergrundkontrolle fur Prazipitat und Blaschen diente die Messung der Absorption
bei 690 nm. Zur Berechnung der Vitalitdt wurde die Hintergrundabsorption von der
Absorption bei 570 nm abgezogen. Bei unbehandelten Kontrollzellen wurde die
Differenz Aszonm — Asoonm = 1 (Vitalitat 100%) gesetzt, bei der Negativkontrolle wurde

As7onm — Asgonm = O (keine Vitalitat) gesetzt.

2.3 Synthese von Peroxynitrit (ONOO)

Die Synthese von Peroxynitrit (ONOOQO") erfolgte in einem sogenannten ,Quenched-
flow-Reaktor” (Koppenol et al., 1992), wobei Wasserstoffperoxid / Salzsaure (0,6 M
H,O2 / 0,7 M HCI) und Natriumnitrit (0,6 M) durch ein Pumpensystem in einem T-
Stuck miteinander vermischt und die entstehende Saure (ONOOH) in 1,2 M NaOH
geleitet wird, bei deren pH-Wert das stabilere Peroxynitritanion (ONOQO") entsteht
(Abb. 2.1).

NaNO; NaOH

\ 4 A 4

HOOH + HONO — HOONO — ONOO

a

H,0, + HCI

Abb. 2.1: Peroxynitritsynthese im ,Quenched-flow-Reaktor”.
(Modifiziert nach Beckman et al., 1994)
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Zur Zersetzung des uberschussigen H,O, wird Mangandioxid (MnO;) hinzugegeben.
Mit diesem Syntheseverfahren kann eine Peroxynitritkonzentration von ca. 80-90 mM
erreicht werden. Die Peroxynitrittdsung wird bei -20 bis -80°C eingefroren. Dabei
lagert sich eine flissige Schicht tiefgelben, hochkonzentrierten Peroxynitrits auf der
gefrorenen Losung ab. Durch anschlielendes fraktioniertes Auftauen Iasst sich eine
Steigerung der Konzentration auf bis zu 300 mM erreichen. Bei —80°C ist diese
Peroxynitritidsung fur einige Monate haltbar. Durch langsamen, spontanen Zerfall in
alkalischer Losung entstehen dabei zunehmende Mengen von Nitrit (NO2) und
Sauerstoff. Daneben enthalt die Losung signifikante Mengen an Natriumchlorid,
Natriumhydroxid, Nitrat und Wasserstoffperoxid. Diese Kontamination und der hohe
pH-Wert werden in Kontrollversuchen durch Einsatz zerfallenen Peroxynitrits
bertcksichtigt. Daftr wird der Peroxynitrittdsung 37%ige Salzsaure zugesetzt und
nach vollstandigem Zerfall der alkalische pH durch Zugabe &aquimolarer Menge
Natronlauge wiederhergestellt. Die Konzentration von Peroxynitrit wird nach 100- bis
1000facher Verdunnung in 0,1% (w/v) NaOH spektrophotometrisch als Extinktion bei
302 nm gemessen (¢ = 1670 M cm™, Hughes & Nicklin, 1968).

2.4  Zellbehandlung mit Peroxynitrit

Zu behandelnde Zellen wurden in 30 mm-Schalen zu etwa 80-90% Konfluenz
herangezogen, mit PBS gewaschen und fur weitere 24 h in serumfreiem Medium
gehalten. Vor Behandlungen wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Die Kulturschalen wurden mit der Offnung nach unten in einem
Zylinder fixiert, der 750 ml PBS (pH 7,2; Raumtemperatur) enthielt (Abbildung 2.2).
Peroxynitrit (120 mM) wurde mit einer Mikropumpe ca. 5 mm unterhalb der
Kulturschalen mit einer Rate von 1 ml/min in den Zylinder infundiert. Die Infusion lief
unter standigem Ruhren zur besseren Verteilung des Peroxynitrit im PBS ab. Bei
einer Infusionsdauer von 3 min ergab sich dabei eine kumulative Konzentration von
480 uM bei einer Peroxynitritinfusionsrate (v) von 2,67 uM/s. Unter Einbeziehung der
Zerfallsrate (Ky4) von Peroxynitrit in Phosphatpuffer bei 25°C, pH 7,4 von 0,41 s
(Denicola et al., 1996) lasst sich eine Fliel3gleichgewichtskonzentration von 6,5 yM

errechnen:
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d[ONOO-] / dt = v - Kd[ONOO-] = 0
[ONOO]=Vv/Kg=2,67 pMxs'/0,41s" =6,5 pM.

ONOO

(in 0,1% NaOH) > \
TOTTTTT T T
PBS 'r\ Kulturschale

(pH 7,2 > mit Zellen
25°C) —1—

D Riihrstab

Magnetriihrer

Abb. 2.2; Infusionsapparatur zur Behandlung von Zellen mit Peroxynitrit.
Peroxynitrit wurde mit einer Rate von 1 mil/min fir 3 min unter standigem Rihren
infundiert, wodurch sich eine Fliel3gleichgewichtskonzentration ergab (Berechnung s.
Text, Schieke et al., 1999).

Far niedrigere Konzentrationen wurde die Peroxynitritstammloésung in 0,1% (w/v)
NaOH verdunnt. Die Behandlung der Zellen dauerte jeweils 3 min. Die Infusion von
Peroxynitrit mit einer resultierenden FlieRgleichgewichtskonzentration von 1,6 yM
oder niedriger fihrte zu keiner messbaren pH-Anderung. Bei einer
Flie3gleichgewichtskonzentration von 6,5 uM stieg der pH-Wert auf 7,7 an. Der
Effekt dieses pH-Anstieges wurde mit dem Einsatz zerfallenen Peroxynitrits

kontrolliert (s. 0.).

2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse des Proteinbestandes der Zellen werden diese mit doppelt
konzentrietem SDS-PAGE-Ladepuffer (in doppelt konzentrierter Form (2x) ist
dessen Zusammensetzung: 125 mM Tris, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin, 100 mM
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DTT, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) lysiert, die Proben dann zur
Denaturierung der zahflussigen DNA und aller Proteine fir 3-5 min gekocht und
schliellich zur Lagerung eingefroren. Zur Auftragung auf das aus Sammel- und
Trenngel bestehende SDS-Polyacrylamidgel werden die aufgetauten Proben noch
einmal fur 2-3 min erhitzt. Die Zusammensetzung der eingesetzten SDS-
Polyacrylamid-Gele folgte den Angaben von Laemmli (1970):

Trenngel (12% Acrylamid): 4%(v/v) Sol 1, 2,5% (viv) Sol 2, 3,5% (viv) H20, 7x10°%
(viv) APS, 7x10%% (v/v) N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED); Sammelgel
(4% Acrylamid): 1,34% (v/v) Sol 1, 3% (v/v) Sol 3, 5,66% (v/v) H20, 7,5x10°% (v/v)
APS, 7,5x10% (v/v) TEMED.

Zusammensetzung der einzelnen Ldsungen: Sol 1: 30 % (w/v) Acrylamid, 0,8 %
(w/v) Bisacrylamid; Sol 2: 0,4 % (w/v) SDS, 1,5 M Tris (8 mM EDTA), pH 8,8; Sol 3:
0,4 % (w/v) SDS, 1,5 M Tris (8 mM EDTA), pH 6,8; Elektrodenpuffer: 0,2 M Glycin,
0,1 M Tris, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,8; APS: 10-12% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat.
Nach Elektrophorese werden die Proteine im Gel entweder angefarbt oder auf eine
Membran elektrotransferiert (s. Abschnitt 2.6.). Zur Anfarbung mit Coomassie Brillant
Blue werden die Proteine im Gel durch Schwenken in einer Losung aus 0,1% (w/v)
Coomassie Serva Blue R in 10% (v/v) Eisessig, 30-40% (v/v) Methanol oder Ethanol
und 50-60 % Wasser fir 15-30 min fixiert und angefarbt. Uberschissiger Farbstoff
wird durch Schwenken des Gels in Entfarberlésung (10% (v/v) Eisessig, 30% (v/v)

Ethanol oder Methanol) entfernt.

2.6  Western Blotting und Immunanfarbung
2.6.1 Elektrotransfer

Nach Elektrophorese wird das zu blottende Gel kurz in Transferpuffer (25 mM Tris;
0,2 M Glycin; 20% (v/v) Methanol; pH 8,5) &quilibriert und zusammen mit in GelgroRe
zurechtgeschnittenen und in Transferpuffer genassten 3 mm-Blottingpapieren
(Schleicher &  Schuell, Dassel) sowie  gleichermalien behandelter
Nitrocellulosemembran  (Hybond ECL, Amersham, Braunschweig) zum
Blottingaufbau zusammensgestellt (Abb. 2.3): Drei Blottingpapiere werden

luftblasenfrei auf die Anode gebracht, gefolgt von Membran, Gel und zwei weiteren
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Blottingpapieren. Der Elektrotransfer wurde bei ca. 60-100 mA je Minigel fur 60-90
min (Richtwert: 0,8 mA/cm? fiir 1-2 h, die Spannung Ubersteigt hierbei keine 15 V) in

einer Pharmacia-Multiphor-Kammer (Pharmacia, Freiburg) durchgeftihrt.

2-3 x Blottingpapier
[ | Gel

| Membran

3 x Blottingpapier

Abb. 2.3: Schematischer Aufbau einer Elektrotransfereinheit fir Western Blotting.

Zur Kontrolle auf erfolgreichen Transfer wird die Membran nach Blot fur 1 min in
essigsaurer Ponceau S-Losung (0,1% (w/v) Ponceau S in 5% (v/v) Essigsaure)
geschwenkt und dann in Wasser entfarbt. Proteinspuren und -banden werden rot

sichtbar.

2.6.2 Immunanfarbung

Nachweis der MAPK-Phosphorylierung

Auf den Elektroblot folgt ein kurzes Waschen der Membran in TBST (TBS (20 mM
Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6) + 0,1% (v/v) Tween-20). Die Membran wird nun fur 1-3 h
bei Raumtemperatur in Blockierpuffer (5% (w/v) Magermilchpulver (z.B. Glucksklee,
Nestlé) in TBST) geschwenkt, gefolgt von Inkubation mit in Blockierpuffer
verdunntem (1:1000) primaren Antikorper uber Nacht bei 4°C. Die Immunanfarbung
von phosphorylietem p38 erfolgt mit polyklonalen anti-phospho-p38 Antikdrpern
(New England Biolabs, Schwalbach), von phospho-JNK1/2 und phospho-ERK1/2 mit
polyklonalen anti-active-JNK und anti-active-MAPK  Antikérpern  (Promega,
Mannheim). Nach dreimaligem Waschen mit TBST (je 5-10 min) wird fur 1-2 h bei
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Raumtemperatur mit in Blockierpuffer verdunntem (1:1000) meerrettichperoxidase-
gekoppelten sekundaren anti-Kaninchen Antikorper (Cappel/ICN, Eschwege)
inkubiert. Nachweis gebundener Antikorper Uber Chemilumineszenz erfolgt mit

einem kommerziellen Kit, LumiGlo (New England Biolabs, Schwalbach).

Nachweis von 3-Nitrotyrosin

Zum Nachweis von proteingebundenem 3-Nitrotyrosin wird ein monoklonaler anti-
Nitrotyrosin Antikorper (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA) in einer
1:1000-Verdunnung in Blockierpuffer eingesetzt. Als sekundarer Antikorper dient ein
meerrettichperoxidase-gekoppelter anti-Maus Antikdrper (Cappel/ICN, Eschwege) in
der Verdinnung 1:1000.

2.6.3 Entfernen von Antikorpern von der Membran (,Strippen®)

Zum Entfernen von Antikdrpern von der Nitrocellulosemembran zum Zwecke des
Detektierens anderer Proteine mit neuen Antikorpern wird die Membran fur 30 min im
Wasserbad bei 55°C in Stripping-Puffer (100 mM [-Mercaptoethanol, 2% (w/v) SDS,
62,5 mM Tris, pH 6,8) geschwenkt. Danach wird 2-3 Male fur ca. 10 min in grof3en
Volumina von TBST bei Raumtemperatur gewaschen und mit dem
Blockierungsschritt fir die neue Immunanfarbung begonnen. AnschlieRend erfolgt
die Inkubation mit anti-total-p38 (New England Biolabs, Schwalbach) oder anti-total-
JNK2 Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Die
nachfolgenden Schritte entsprechen dem in Abschnitt 2.6.2 beschriebenen Ablauf.
Da mit dem Strippen auch geblottetes Protein verlorengeht, sollte zunachst immer

das in vermutlich geringeren Mengen vorliegende Antigen nachgewiesen werden.

2.7 Bestimmung der Glutathionperoxidase-Aktivitat

Die Aktivitat der Glutathionperoxidase (GPx) wurde aus Lysaten von WB-F344
Leberepithelzellen bestimmt. Die Zellen wurden abtrypsiniert, zweimal mit PBS
gewaschen und anschlielend in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer resuspendiert. Die

Lysate wurden auf Eis gehalten, sonifiziert und abzentrifugiert. Die so gewonnenen
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Uberstdnde wurden bei —20°C bis zur Bearbeitung eingefroren. Der Proteingehalt
wurde mit dem Assay nach Bradford (1976) der Firma BioRad, Munchen, ermittelt.

Die Messung der GPx-Aktivitat in den Lysaten erfolgte in leicht modifizierter Weise
nach der von Roveri et al. (1994) und Flohé and Gulnzler (1985) beschriebenen
Methode. Der Testansatz enthielt 1 mM GSH, 1mM Diethylentriaminpenta-
essigsaure, GSSG Reduktase (0,6 U/ml) und 0,1 mM NADPH in 0,1 mM
Natriumphosphat, pH 7,3. Nach Zugabe der Lysatprobe bei Raumtemperatur erfolgte
eine Hintergrundmessung der unspezifischen NADPH-Oxidation fur eine Minute.
Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 1,2 mM tert-Butylhydroperoxid
gestartet. Durch Messung der oxidationsbedingten Abnahme von NADPH
(A[NADPH]/min) bei 340 nm und Subtraktion der unspezifischen Oxidation erfolgte

die Berechnung der Enzymaktivitat in pM x Min™ pro mg Protein.
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3. Ergebnisse

3.1 Aktivierung von MAP Kinasen durch Peroxynitrit

3.1.1 Konzentrationsabhangigkeit der Aktivierung von p38

Die Halbwertszeit von Peroxynitrit unter physiologischen Bedingungen (37°C, pH 7,4)
betragt etwa 0,8 s (Koppenol et al., 1992). Aufgrund dieser kurzen Halbwertszeit ist
es nur schwer madglich, mit einer einmaligen Bolusgabe von Peroxynitrit unter in
vitro-Bedingungen die pathologischen in vivo-Verhaltnisse nachzuahmen, bei denen
Peroxynitrit kontinuierlich gebildet wird. Aus diesem Grunde haben wir ein
Infusionssystem fur Peroxynitrit entwickelt (s. Material und Methoden), mit dem es
moglich ist, Zellen einer Flielgleichgewichtskonzentration von Peroxynitrit
auszusetzten (Schieke et al., 1999).

Unter diesen Bedingungen wurden fur 24 h Serum-frei gehaltene WB-F344
Leberepithelzellen im Infusionssystem einer FlieRgleichgewichtskonzentration von
Peroxynitrit von 0, 0,4, 1,6 oder 6,5 yM fuir 3 Min ausgesetzt. Nach dieser
Behandlung wurden die Zellen sofort lysiert und die Aktivierung der p38-MAP Kinase
im Western-Blot mit Antikdrpern gegen die doppelt phosphorylierte Form
nachgewiesen (Abb. 3.1). Es zeigte sich, dass p38 durch Peroxynitrit aktiviert wird
und die Intensitat der Aktivierung von der Peroxynitritkonzentration abhangt. Bei der
maximalen eingesetzten Peroxynitritkonzentration von 6,5 uyM fand sich auch die
starkste Aktivierung von p38 im untersuchten Bereich. Bei dieser Konzentration kam
es jedoch zu einem Anstieg des pH-Wertes im PBS von 7,2 auf 7,7. Um einen Effekt
dieses pH-Anstieges auf die Aktivierung der MAPK auszuschlie3en, wurde als
Negativkontrolle (0 uM) zerfallenes Peroxynitrit eingesetzt (s. Material und
Methoden). Desweiteren diente diese Negativkontrolle dem Ausschluss eines
Effektes durch die Anteile von Nitrit (NOy"), Nitrat (NO3") und Wasserstoffperoxid in
der Peroxynitrittdsung. Unter diesen Bedingungen kam es nicht zu einer Aktivierung
von p38. Hierdurch konnte ein Effekt des pH-Anstiegs und der verunreinigenden
Substanzen in der Peroxynitrittdsung ausgeschlossen werden. Als Positivkontrolle
diente die Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid (H20;). Die Zellen wurden
dafur 2 h mit H,O; in serumfreiem Medium inkubiert, gewaschen und lysiert. Hier
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zeigte sich eine deutlich Aktivierung von p38 in Ubereinstimmung mit den bekannten
Daten (Wang et al., 1998).

ONOO H,0;
(Konz. fiir 3 Min, uM) (mM)
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Abb. 3.1: Konzentrationsabhangigkeit der p38-MAP Kinase-Aktivierung durch Peroxynitrit.

Die Leberepithelzellen wurden den angebenen FlieRgleichgewichtskonzentrationen von Peroxynitrit
fur 3 Min ausgesetzt und anschlieRend sofort lysiert. Als Negativkontrolle (0 uM) diente zerfallenes
Peroxynitrit. Der Phosphorylierungsstatus von p38 wurde mit polyklonalen phospho-spezifischen
Antikoérpern erhoben. In der Positivkontrolle wurden die Zellen fir 2 h mit Wasserstoffperoxid in
serumfreiem Medium inkubiert. Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei voneinander

unabhangig durchgeflihrte Experimente.

3.1.2 Zeitverlauf der Aktivierung von p38, JNK1/2 und ERK1/2

Um zu testen, ob die Aktivierbarkeit durch Peroxynitrit auch fir andere MAPK zu
finden ist, wurde im nachsten Experiment ein Zeitverlauf der Aktivierung aller drei
genannten MAP Kinase-Arten, p38, JNK1/2 und ERK1/2, erstellt. Dazu wurden die
WB Zellen nach 24-stindiger Inkubation in Serum-freiem Medium im
Infusionssystem mit Peroxynitrit in einer Konzentration von 6,5 yM behandelt und
danach zweimal mit PBS gewaschen. Die Lyse erfolgte dann entweder sofort (~ 1
Min) oder nach 15, 30, 60 oder 120 Min. Fir die angegebenen Zeiten (15-120 Min)
wurden die Zellen mit Serum-freiem Medium bei 37°C inkubiert und danach lysiert.
Im anschlielRenden Western-Blot wurde der Zeitverlauf der MAP Kinase-Aktivierung
mit Antikdrpern gegen die doppelt phosphorylierte Form nachgewiesen (Abb. 3.2).
Dabei zeigte sich eine Aktivierung von p38-MAP Kinase, JNK1/2 und ERK1/2.
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Die Aktivierung von p38 war bereits nach ca. 1 Min zu sehen und fiel innerhalb der
nachsten 30 Min auf das Basisniveau ab, so dass nach 30 Min keine erhohte
Aktivitat von p38-MAPK mehr nachgewiesen werden konnte. Eine Aktivierung der c-
Jun-NHj-Terminus Kinasen, JNK1/2, war dagegen erst nach einem Zeitraum von 1 h
nachweisbar. Zu einer Aktivierung der extrazellular regulierten Kinasen, ERK1/2,
kam es 15 Min nach Behandlung der Zellen. Diese Aktivierung war 30 Min nach

Behandlung bereits nicht mehr festzustellen.
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Abb. 3.2 Zeitverlauf der MAP Kinase-Aktivierung durch Peroxynitrit.

Die Leberepithelzellen wurden den angebenen FlieRgleichgewichtskonzentrationen von Peroxynitrit
fur 3 Min ausgesetzt und 1, 15, 30, 60 oder 120 Min nach der Infusionsbehandlung lysiert.
Zwischenzeitlich (15-120 Min) wurden die Zellen in serumfreiem Medium bei 37°C inkubiert. Als
Negativkontrolle (0 uM) diente zerfallenes Peroxynitrit. Der Phosphorylierungsstatus von p38, JNK1/2
und ERK1/2 wurde mit polyklonalen phospho-spezifischen Antikérpern erhoben. Die dargestellten

Ergebnisse sind reprasentativ flr drei voneinander unabhangig durchgefiihrte Experimente.

3.2 Zytotoxizitat von Natriumselenit

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Effekt von Selen auf die im ersten Teil

beschriebene Aktivierung der MAPK durch Peroxynitrit untersucht. Dazu wurde dem
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Zellkulturmedium Natriumselenit (Na,SeO3) zugesetzt. Um einen toxischen Effekt des
zugesetzten Selenits auszuschlie3en, wurde in einem ersten Schritt ein MTT-Test zur
Ermittlung des toxischen Konzentrationsbereiches durchgefuhrt.

Leberepithelzellen wurden in 24-well Platten bis zu einer Konfluenz von 80-90%
kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde dem Kulturmedium Natriumselenit fur 48 h in
Endkonzentrationen bis zu 10 yM zugesetzt. Danach wurde das Medium abgesaugt
und der MTT-Test wie in Material und Methoden beschrieben durchgefihrt (Abb. 3.3).
Es zeigte sich keine wesentliche Toxizitat von Natriumselenit in dem verwendeten
Konzentrationsbereich bis 1 uM. Erst hohere Konzentrationen fuhrten zu einer
deutlichen Einschrankung der Vitalitat, bis diese bei 10 yM Selenit nur noch 50%
betrug (LDsp = 10 uM). Diese gewonnen Daten korrelieren mit den von Golczewski et
al.  (1989) veroffentlichten Angaben zur Abhangigkeit des zellularen
Proliferationsverhaltens von der Mediumselenitkonzentration. Bei den im Folgenden
beschriebenen Experimenten wurde Selenit in nicht toxischer Konzentration von 1 yM

dem Kulturmedium zugesetzt.

%%ﬁ
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Abb. 3.3: Toxizitat von Natriumselenit in Leberepithelzellen.

Die Vitalitat wurde nach 48-stlindiger Inkubation mit den angebenen Konzentrationen

von Natriumselenit im Zellkulturmedium mittels des MTT-Assays bestimmt.

(Mittelwerte &+ Standardabweichung, n=3).
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3.3 Aktivitat der Glutathionperoxidase nach Selenitzugabe zum

Zellkulturmedium

Wie in der Einleitung dargestellt, lasst sich die Expression und Aktivitat von
Selenoproteinen durch Erhohung der Selenkonzentration steigern. Bei erhohter
Selenkonzentration des Kulturmediums (1 puM) wurde in Zell-Lysaten die Aktivitat der
Glutathionperoxidase bestimmt. Wie aus den im Abschnitt 3.2 dargestellten
Toxizitatsdaten hervorgeht fuhrte die verwendete Konzentration von Selenit nicht zu
einer Beeintrachtigung der Vitalitat. Die oxidationsbedingte Abnahme der NADPH-
Konzentration wurde photometrisch bei 340 nm gemessen und daraus die
Enzymaktivitat berechnet. Dabei zeigte sich, dass die Supplementierung des
Mediums mit 1 pyM Selenit zu einem fast 13fachen Anstieg der Aktivitat der
Glutathionperoxidase fuhrte (Tab. 3.1).

GPx-Aktivitit

(nmol x Min'l/mg Protein)

Medium * 43+0,5
+ Natriumselenit (1uM) b 543+ 14
Tab. 3.1. Glutathionperoxidaseaktivitat in Leberepithelzell-Lysaten nach 48-stlindiger Inkubation

mit selenithaltigem Kulturmedium (Mittelwert + Standardabweichung; ® n=>5; b n=3).

3.4 Effekt von Natriumselenit auf die MAP Kinase-Aktivierung und
Proteintyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit

In einem letzten Schritt wurde nun die Aktivierbarkeit der MAP Kinasen und die
Proteintyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit unter erhohter Se-Konzentration im
Kulturmedium bestimmt. Dadurch sollte untersucht werden, ob die gesteigerte
Aktivitat der Selenoproteine, beispielsweise der GPx als Peroxynitritreduktase, einen
Einfluss auf diese Effekte hat. Die WB Zellen wurden uber 48 h vor der
Infusionsbehandlung in Kulturmedium gehalten, dem 1 uM Natriumselenit zugesetzt
worden war, was zu einem 13fachen Anstieg der GPx-Aktivitat fihrte (Abschnitt 3.3).

Im Infusionssystem wurde eine Peroxynitritkonzentration von 6,5 yM eingesetzt. Als

28
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Negativkontrolle diente wie in den vorhergehenden Experimenten die Behandlung
mit zerfallenem Peroxynitrit (O uM). Die Lyse der Zellen erfolgte direkt im Anschluss
ohne weitere Inkubationszeiten. Im Western-Blot wurde neben dem
Aktivierungsniveau von p38 auch die Bildung von proteingebundenem 3-Nitrotyrosin,

einem Marker fur die Wirkung von Peroxynitrit, ermittelt (Abb. 3.4).

A ONOO"
(Konz. fiir 3 Min, uM)
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3-Nitrotyrosin
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kDa
Abb. 3.4 Einfluss von Selenit auf die Aktivierung von p38-MAPK (A) und Tyrosin-Nitrierung (B)

durch Peroxynitrit.
Leberepithelzellen wurden fur 48 Stunden in selenithaltigem Medium inkubiert. Danach erfolgte die
Behandlung der Zellen im Infusionssystem mit Peroxynitrit wie in Abb. 3.1. Die Zellen wurden
anschlielend sofort lysiert und der Phosphorylierungsstatus von p38 (A) mit polyklonalen phospho-
spezifischen Antikdrpern ermittelt. Nitrotyrosin (B) wurde mit einem monoklonalen anti-3-Nitrotyrosin
Antikorper detektiert (siehe Material und Methoden). Die dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ

fur drei voneinander unabhangig durchgefiihrte Experimente.

Zunachst einmal konnte ein Effekt von 1 yM Natriumselenit im Kulturmedium auf die
Aktivierung von p38 ausgeschlossen werden. Fur hohere Konzentrationen von

Selenit wurde dies von Stapleton et al. (1997) beschrieben. In den Lysaten der mit
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Peroxynitrit (6,5 uM FlieRgleichgewichtskonzentration) behandelten Zellen konnte
eine Aktivierung von p38 nachgewiesen. Desweiteren war in diesen Zellen eine
Nitrierung von Tyrosinresten zu erkennen. Die Bildung von 3-Nitrotyrosin ist dabei als
biochemischer Marker fir die Wirkung von Peroxynitrit zu sehen. Wurden die Zellen
jedoch zuvor mit selenithaltigem Kulturmedium inkubiert, zeigte sich ein anderes Bild.
Unter diesen Bedingungen fuhrte eine 6,5 uM FlieRgleichgewichtskonzentration von
Peroxynitrit nicht zu einer gesteigerten Bildung von 3-Nitrotyrosin im Vergleich zur
Negativkontrolle. Auch auf der Ebene der Kinasephosphorylierung bzw. —aktivierung
hatte Peroxynitrit keinen Effekt mehr. Der aktivierende Effekt auf p38 wurde im
Vergleich zur Negativkontrolle vollstandig unterdruckt. Zusammenfassend lasst sich
somit festhalten, dass durch Selenitzugabe zum Kulturmedium ein Schutz vor der
durch Peroxynitrit induzierten MAP Kinase-Aktivierung und der Nitrierung von

Tyrosinresten zu erreichen war.
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4.1  Aktivierung von MAP Kinasen durch Peroxynitrit

In der vorliegenden Arbeit werden die Effekte von Peroxynitrit auf das
Aktivierungsniveau der MAP Kinasen, p38, JNK und ERK, untersucht. Zur
Behandlung der kultivierten Zellen mit Peroxynitrit wird ein dafur entwickeltes
Infusionssystem eingesetzt. Dieses bietet den Vorteil der Exposition der Zellen
gegenuber einer genau zu kalkulierenden Fliel3gleichgewichtskonzentration von
Peroxynitrit. In den Ublicherweise durchgefuhrten Experimenten wird Peroxynitrit als
Bolus zugeflgt. Dabei kommt es bei Zugabe von Peroxynitrit zu einer hohen initialen
Konzentration, die, bedingt durch die kurze Halbwertszeit von Peroxynitrit, schnell
abfallt. Mit dem Infusionssystem lassen sich solche starken
Konzentrationsanderungen vermeiden und somit die in vivo-Verhaltnisse mit
kontinuierlicher Peroxynitritbildung besser nachahmen.

Unter diesen Bedingungen zeigt sich, dass Peroxynitrit zu einer Aktivierung der
MAPK p38, JNK und ERK fihrt. Das sich dabei ergebende Aktivierungsmuster der
MAP Kinasen unterscheidet sich von dem fur andere Stimuli und Zelltypen
bekannten Muster. So fuhrt Stickstoffmonoxid innerhalb weniger Minuten zu einer
Aktivierung von p38 und JNK in Jurkat T Zellen, wahrend die ERK-Aktivitat langsam
mit der ‘'NO-Behandlungsdauer ansteigt (Lander et al., 1996). Superoxid induziert
eine Aktivierung von ERK1/2 nach 5-10 min in glatten GefalRmuskelzellen (Baas et
al.,, 1995). Die Aktivierung von p38 und ERK durch Wasserstoffperoxid setzt
verzogert ein und halt im Vergleich zu Peroxynitrit langer an (Wang et al., 1998).
UVA oder Singulettsauerstoff zeigen eine Aktivierung von p38 und JNK aber nicht
von ERK in Hautfibroblasten (Klotz et al., 1999). UVB flhrt zu einer langanhaltenden
Aktivierung von p38 und JNK fur 8 h und von ERK fir 24 h (Fisher et al., 1998). UVC
aktiviert alle drei MAPK 5-30 min nach Bestrahlung (Raingeaud et al., 1995; Derijard
et al., 1994; Dhanwada et al., 1995). Es zeigt sich somit, dass die beschriebenen
MAPK-Aktivierungsmuster ein fur den jeweiligen Stimulus und Zelltyp spezifisches
Bild ergeben.

Nach Veroffentlichung der vorliegenden Arbeit (Schieke et al., 1999) sind zahlreiche
weitere Arbeiten erschienen, die sich mit einer MAPK-Aktivierung durch Peroxynitrit
beschaftigen (Oh-hashi et al., 1999; Go et al., 1999; Saeki et al., 2000; Jope et al.,
2000). Eine wesentliche Frage bei der Kinase-Aktivierung ist, an welchem Punkt des
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Signalweges vom Rezeptor bis zur phosphorylierten Kinase Peroxynitrit eingreift. Es
ist sowohl eine Aktivierung auf Rezeptorebene als auch an nachgeschalteten
Punkten mdglich. Am Rezeptor flr den epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR) fuhrt
Peroxynitrit Uber Dityrosinbildung zu einer kovalenten Dimerisierung mit einer
Beeinflussung der nachfolgenden Phospholipase C-y1 (van der Vliet et al., 1998). Im
Signalweg von ERK (EGFR - Ras — Raf — MEK — ERK) aktiviert Peroxynitrit den
EGF-Rezeptor, Raf1 und MEK in pulmonalen Myoepithelzellen. Dabei fuhrt nur eine
Hemmung von MEK, nicht von EGFR oder Raf zu einer Abschwachung der ERK-
Aktivierung, d.h., dass die drei Kinasen unabhangig voneinander aktiviert werden
und die ERK-Aktivierung durch Peroxynitrit nur von der MEK-Phosphorylierung
abhangt (Zhang et al., 2000). In der Phaochromocytom-Zellinie PC12 ist dagegen
eine Abhangigkeit der ERK-Aktivierung von der EGFR-Phosphorylierung
beschrieben (Jope et al., 2000). Auch fur den Signalweg ,PDGFR — PI3K — Akt“ ist
eine Aktivierung bereits auf Rezeptorebene nachweisbar, bei deren Hemmung durch
einen spezifischen PDGFR-Inhibitor (AG 1295) es zu einer deutlich verminderten
Aktivierung von Akt kommt (Klotz et al., 2000). Anhand dieser Daten wird deutlich,
dass Peroxynitrit in unterschiedlichen Zelltypen auf verschiedenen Stufen des
Signalweges eingreifen kann — ein Indiz fur seine hohe und gleichzeitig unspezifische
Reaktivitat mit vielen Proteinen.

Uber welchen Mechanismus kommt es zu der Aktivierung von MAP Kinasen durch
Peroxynitrit? Grunsatzlich lasst sich eine gesteigerte Kinaseaktivitat durch direkte
Aktivierung der Kinasen und/oder eine Inhibition von Phosphotyrosinphosphatasen
(PTPasen) erreichen. Der letztere Mechanismus ist flr eine Reihe von oxidativen
Stimuli beschrieben worden. Als gemeinsames Merkmal besitzten alle bekannten
PTPasen einen Cysteinrest in ihrem aktiven Zentrum, der als Nucleophil den
Phosphatrest des Substrates unter intermediarer Bildung eines Phosphocysteins
angreift (Fauman et al., 1996). Weiterhin findet man einen konservierten Tyrosinrest
im aktiven Zentrum, der die Spezifitat flr Phosphotyrosin als Substrat gegenlber
Phosphoserin oder —threonin bedingt. Eine Oxidation des Cysteinrestes resultiert in
einer PTPase-Inaktivierung und somit in einer gesteigerten Kinaseaktivitat. So fuhren
H,O, und °'NO (ber eine Thioloxidation im aktiven Zentrum 2zu einer
Phosphataseinaktivierung (Caselli et al., 1994; Caselli et al., 1998) ebenso wie UVA-,
-B- oder —C-Bestrahlung von Zellen (Knebel et al., 1996). Ein Hinweis darauf, dass

dieser Mechanismus auch fur die Kinase-Aktivierung durch Peroxynitrit eine Rolle
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spielen kann, ergibt sich aus den Ergebnissen von Takakura et al. (1999).
Peroxynitrit fuhrt zu einer schnellen und irreversiblen Inaktivierung der isolierten
Phosphatase PTP1 B (u.a.). Als wesentlicher Mechanismus ist dabei die Oxidation
des Thiolrestes im aktiven Zentrum des Enzyms anzusehen (Reaktionskonstante 2,2
x 10" M s™). Eine Tyrosin-Nitrierung ist erst nach der vollstandigen Inaktivierung der
PTPase nachweisbar.

In Experimenten mit primaren Hautfibroblasten fuhrt Peroxynitrit zu einer Aktivierung
der Serin-/Threoninkinase Akt Uber den PI3K-Signalweg (PDGFR — PI3K — Akt —
GSK3). Die Aktivierung dieser Kinase kann jedoch nicht allein auf eine
Phosphataseinaktivierung zurtickgefuhrt werden. Eine Peroxynitritvorbehandlung der
Zellen mit nachfolgender Inkubation in wachstumsfaktorhaltigem Medium fuhrt zu
einer deutlich verringerten Aktivierung von Akt im Vergleich zu nicht vorbehandelten
Zellen. Kame es in diesem Fall zu einer Phosphataseinaktivierung durch Peroxynitrit,
wurde der aktivierende Effekt der Wachstumsfaktoren noch verstarkt werden. So
muss man annehmen, dass in diesen Zellen eine PTPase-Inaktivierung zumindest
nicht alleine fur die Kinase-Aktivierung verantwortlich sein kann (Klotz et al., 2000).
Eine Aktivierung von p38-MAPK, JNK und ERK fuhrt zu einer Phosphorylierung und
gesteigerten Expression von c-Jun und c-Fos, die zusammen die klassische Variante
des Transkriptionsfaktors AP-1 bilden, der Bindungsstellen in Promotorregionen
zahlreicher Gene besitzt. Auf diesem Wege kann Peroxynitrit zu einer Modulation der
Expression verschiedener Gene fuhren, was fur die c-Fos-Expression gezeigt wurde
(Muller et al., 1997); das gilt auch fir die Expression anderer Gene, z. B. HO-1, Mn-
SOD (Foresti et al., 1999; Jackson et al., 1998).

Peroxynitrit fihrt jedoch nicht in jedem Fall zu einer Kinase-Aktivierung. Durch die
irreversible Nitrierung von Tyrosinresten in zellularen Proteinen kann die
Tyrosinphosphorylierung verhindert und damit die Signaltransduktion gestort werden
(Kong et al., 1996; Brito et al., 1999; Li et al., 1998). Peroxynitrit besitzt somit durch
seine Fahigkeit zur Nitrierung und Oxidation vielfaltige Moglichkeiten in die zellulare
Signaltransduktion an unterschiedlichen Punkten sowohl hemmend als auch

aktivierend einzugreifen und dadurch die Genexpression zu modulieren.
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4.2 Abschwéachung der Kinase-Aktivierung und Proteintyrosin-Nitrierung

durch Selensupplementierung des Zellkulturmedium

In der vorliegenden Arbeit wird neben der MAPK Aktivierung durch Peroxynitrit der
Einfluss einer Supplementierung von Natriumselenit auf diese Kinase-Aktivierung
und Proteintyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit untersucht. Ein Zusatz von
Natriumselenit zum Kulturmedium fahrt zu einer gesteigerten Aktivitat und
Expression von Selenoproteinen, z.B. der Glutathionperoxidase (Brigelius-Flohé et
al.,, 1995). In der eigenen Arbeit nimmt die GPx-Aktivitdat nach 48-stindiger
Supplementierung von 1 yM Selenit um den Faktor 13 zu. Aufgrund von Daten in
zellfreien Systemen ist bereits bekannt, dass GPx in Anwesenheit von Glutathion
(GSH) in der Lage ist, Peroxynitrit zu Nitrit zu reduzieren (Sies et al., 1997). Dabei
wird die Oxidation von Dihydrorhodamin 123, Hydroxylierung von Benzoat und
Tyrosin-Nitrierung in Zellysaten durch Peroxynitrit  gehemmt. Die
Glutathionperoxidase stellt somit einen GSH-abhangigen Schutzmechanismus vor
der Oxidation und Nitrierung durch Peroxynitrit dar. In dieser Arbeit kann in
Zellkulturexperimenten gezeigt werden, dass ein Se-Zusatz zum Kulturmedium
Schutz vor MAP Kinase-Aktivierung und Proteintyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit
bietet.

Der Schutz vor Peroxynitrit ist dabei nicht auf eine direkte Reaktion mit dem
zugesetztem Natriumselenit zurickzuflhren. In einer vorhergehenden Studie von
Briviba et al. (1996) konnte gezeigt werden, dass die Peroxynitrit-induzierte Oxidation
von Dihydrorhodamin 123 und Nitrierung von 4-Hydroxyphenylacetat durch
Selenomethionin, -cystin und Ebselen abgeschwacht wird. Natriumselenit hat in einer
Konzentration von 1 mM keinen und bei 10 mM kaum einen Effekt auf die Oxidation
und Nitrierung.

Selenverbindungen fuhren zu einer Beeinflussung der zellularen Signaltransduktion
an unterschiedlichen Punkten. Eine Hemmung der Protein Kinase C und JNK (Park
et al., 2000; Gopalakrishna et al., 1997), der Caspase-3-Aktivitat (Park et al., 2000)
und der Bindung von AP-1 und NF-kB an DNA (Handel et al., 1995; Kim et al., 1997)
ist bekannt. Desweiteren fuhrt Selenat (500 und 1000 uM) zu einer Aktivierung von
ERK1/2 in primaren Hepatocyten und 3T3 L1 Adipocyten (Stapleton et al., 1997). In
der vorliegenden Arbeit werden jedoch deutlich niedrigere Konzentration von Se (1

MM) verwendet, bei denen sich in Kontrollen keine Aktivierung von MAPK zeigt.
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4. Diskussion

Somit kann ein storender, aktivierender Effekt von Se auf die MAPK als
unwahrscheinlich angesehen werden. Bei der Abschwachung der Kinase-Aktivierung
nach Selenzusatz ist ebenfalls ein direkter, hemmender Einfluss von Selenit auf die
MAP Kinasen unwahrscheinlich. Nach Inkubation der Zellen in Se-haltigem Medium
kommt es nicht nur zu einer abgeschwachten Kinase-Aktivierung sondern auch zu
einer deutlichen Reduktion der Tyrosin-Nitrierung durch Peroxynitrit. Die verminderte
Bildung von 3-Nitrotyrosin als Marker flr Peroxynitrit ist dabei als Hinweis auf eine
abgeschwachte Wirkung von Peroxynitrit zu deuten. In diesem Sinne ist auch die
reduzierte Kinase-Aktivierung als Folge der durch Se-Zusatz verminderten
Peroxynitritwirkung zu sehen.

Es lalkt sich deshalb die Schlul¥folgerung ziehen, dass der in dieser Arbeit
beobachtete protektive Effekt einer Se-Supplementierung auf eine erhdhte Aktivitat
von zellularen Selenoproteinen, z.B. GPx, zuruckzufuhren ist. Die Beteiligung
anderer intrazellularer Selenoproteine an diesem Effekt, fur die teilweise ebenfalls
eine schiutzende Wirkung vor Peroxynitrit beschrieben ist, z.B. TrxR (Arteel et al.,
1999), ist dabei wahrscheinlich.
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5.  Zusammenfassung

In der Reaktion der beiden Radikale Superoxid, O," , und Stickstoffmonoxid, ‘NO |,
entsteht Peroxynitrit, welches im Organismus von aktivierten Makrophagen,
Endothelzellen etc. gebildet wird. Diese oxidierende und nitrierende Verbindung
spielt bei zahlreichen Erkrankungen eine Rolle, z.B. bei neurodegenerativen
Erkrankungen oder Entzindungsvorgangen. Als Teil der zellularen Antwort auf
aullere Stimuli wie inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren oder UV-
Strahlung kommt es zur Aktivierung von MAP Kinase-Signalwegen, die Uber eine
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, z.B. AP-1, zu einer Modulation der
Genexpression flhren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Peroxynitrit auf MAP Kinasen in
Rattenleberepithelzellen (WB-F344) untersucht. Dazu wurde ein Infusionssystem
entwickelt, das es ermdglichte, die Zellen einer FlieRgleichgewichtskonzentration von
Peroxynitrit auszusetzten. Bei einer 3-minltigen Exposition gegenuber 6,5 uM
Peroxynitrit kam es zu einer Aktivierung von p38-MAPK, JNK1/2 und ERK1/2. Die
dabei erfolgte Nitrierung von Tyrosinresten zellularer Proteine ist als Marker fur die
Wirkung von Peroxynitrit anzusehen. Es zeigt sich somit, dass Peroxynitrit die
zellularen Signaltransduktionswege aktivieren kann.

Der Organismus hat eine Reihe von Mechanismen entwickelt, um sich gegen die
schadlichen Einflusse reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffspezies zu schutzen.
Intrazellulare Selenoproteine stellen einen Teil dieses antioxidativen Schutzsystems
dar. Die Glutathionperoxidase kann Peroxynitrit unter Oxidation von Glutathion zu
Nitrit reduzieren. In dieser Arbeit wurde der Effekt einer Selensupplementierung des
Kulturmediums auf die durch Peroxynitrit induzierte MAP Kinase-Aktivierung und
Proteintyrosin-Nitrierung untersucht. Nach Inkubation von WB Zellen in
selenithaltigem Medium (1 uM) flr 48h kam es zu einem 13fachen Anstieg der
Glutathionperoxidase-Aktivitat. Eine Behandlung dieser selensupplementierten
Zellen mit Peroxynitrit fuhrte zu einer deutlich abgeschwachten MAP Kinase-
Aktivierung und Tyrosin-Nitrierung. Diese Daten unterstreichen somit die protektive

Rolle der Selenoproteine beim Schutz vor Peroxynitrit.
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Abstract: Aktivierung Mitogen-aktivierter Proteinkinasen durch Peroxynitrit:

Abschwichung durch Selensupplementierung

in der Reakticn der beiden Radikale Superoxid, O,” , und Stickstoffmonoxid, 'NC | entsteht
Peroxynitrit, welches im Organismus von aklivierten Makrophagen, Endothelzellen etc.
gebildet wird. Diese oxidierende und nitrierende Verbindung spielt bei zahlreichen
Erkrankungen eine Rolle, z.B. bei neurodegenerativen Erkrankungen  oder
Entzindungsvorgédngen. Als Teil der zelluldren Antwort auf aufere Stimuli wie
inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren oder UV-Strahlung kommt es zur Aktivierung
von MAP Kinase-Signalwegen, die Uber eine Akiivierung von Transkriptionsfaktoren, z.B.
AP-1, zu einer Modulation der Genexpression fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluR von Peroxynitrit auf MAP Kinasen in
Rattenleberepithelzellen (WB-F344) untersucht. Dazu wurde ein Infusionssystem entwickelt,
das es ermdglichte, die Zellen einer Flielkgleichgewichtskonzentration von Peroxynitrit
auszusetzten. Bei einer 3-minltigen Exposition gegenlber 6,5 pM Peroxynitrit kam es zu
einer Aktivierung von p38-MAPK, JNK1/2 und ERK1/2. Die dabei erfolgte Nitrierung von
Tyrosinresten zelluldrer Proteine ist als Marker fur die Wirkung von Peroxynitrit anzusehen.
Es zeigt sich somit, dass Peroxynitrit die zelluldren Signaltransduktionswege aktivieren kann.
Der Organismus hat eine Reihe von Mechanismen entwickelt, um sich gegen die
schadlichen Einfliisse reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffspezies zu schitzen. Intrazelluldre
Selenoproteine  stellen einen  Teil dieses antioxidativen Schutzsystems dar. Die
Glutathionperoxidase kann Peroxynitrit unter Oxidation von Glutathion zu Nitrit reduzieren. In
dieser Arbeit wurde der Effekt einer Selensupplementierung des Kulturmediums auf die
durch Peroxynitrit  induzierte MAP  Kinase-Aktivierung und  Proteintyrosin-Nitrierung
untersucht. Nach Inkubation von WB Zellen in selenithaltigem Medium (1 pM) fiir 48h kam es
zu einem 13fachen Anstieg der Glutathionperoxidase-Aktivitdt. Eine Behandlung dieser
selensupplementierten Zellen mit Peroxynitrit fiihrte zu einer deutlich abgeschwéchten MAP

Kinase-Aktivierung und Tyrosin-Nitrierung. Diese Daten unterstreichen somit die protektive
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