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1 EINLEITUNG
1.1 ZIELE DER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der induzierbaren Stickstoffmo-
noxid-Synthase (iNOS) und den Einflufs von Stickstoffmonoxid (NO) auf den
UVA-induzierten endothelialen Zelltod zu untersuchen. Basis der Untersu-
chung war der Befund, dass endogen synthetisiertes NO in Rattenendothelzel-
len einen potenten Schutz vor UVA-induzierter Apoptose darstellt (1).

Hier sollten Aortenendothelzellen aus iNOS defizienten knock-out und Wild-
typ-Méusen isoliert und in Kultur genommen werden. Mit immunzytochemi-
schen Methoden sollten die Zellkulturen als Endothelzellen identifiziert wer-
den. Uber die Amplifikation der iNOS-mRNA in der Reversen Transkription-
Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) als Mass der Expression sowie die Be-
stimmung der Nitritmenge im Kulturiiberstand als Mass der Enzymaktivitat
der iNOS sollte der Einfluss einer Zytokinstimulation in beiden Endothelzell-
populationen charakterisiert werden. Die erste Zielsetzung war, ein Maximum
an NO-Produktion zu generieren, daher sollte der Einflufd verschiedener Fakto-
ren (LPS, L-Arginin, NO-Konzentration) auf die Aktivitdt der iNOS untersucht
werden.

Im Mittelpunkt der Arbeit standen Ausfithrungen tiber die Empfindlichkeit
beider Endothelzellkulturen gegenitiber der zytotoxischen Wirkung von UVA;
und die Modifikation dieser Sensibilitdt durch exogen zugefiihrtes oder endo-
gen generiertes NO. Das Ausmaf$ sowie der Modus des UVA-induzierten Zell-
todes sollte mit Hilfe verschiedener Vital- und Fluoreszenzfarbstoffe weiter
charakterisiert werden.

1.2 STICKSTOFFMONOXID

Das gasformige freie Radikal Stickstoffmonoxid ist ein ubiquitdres biologisches
Signalmolekiil mit physiologischen und pathophysiologischen Eigenschaften.
NO kann dartiber hinaus auch ein wirksames zelluldres Toxin darstellen und
somit einerseits in seiner Funktion als Effektormolekiil der unspezifischen Im-
munantwort den Organismus vor eindringenden pathogenen Keimen (2) und
Tumorzellen (3) schiitzen, andererseits aber auch zur Zerstérung von korperei-
genen Zellen und Geweben (4) beitragen. Die Lebensdauer von NO in biologi-
schen Systemen betrédgt je nach Konzentration mehrere Sekunden bis Minuten
(5), wobei es mit Sauerstoff sowohl in vivo als auch in vitro hauptsdchlich tiber
Distickstofftrioxid zu Nitrit und Nitrat reagiert (6). Die jeweilige spezifische
Wirkung von NO hangt einerseits von den beteiligten Zellen und Zellsystemen,
andererseits aber auch von der lokalen Konzentration an NO, der gleichzeitigen
Bildung von Reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) und der Zeitdauer der NO-
Bildung ab, die durch die unterschiedlichen Isoformen der NO-Synthase ver-
mittelt wird: Die kurzdauernde repetitive NO-Synthese durch die konstitutiv
exprimierte endotheliale (eNOS) oder neuronale NO-Synthase (nNOS) vermit-
telt kurzfristige Reaktionen, wie z.B. die Vasorelaxation und Neurotransmission
(7). Im Rahmen dieser zelluldren Signaliibertragung diffundiert NO in die
Nachbarzelle, aktiviert dort die 16sliche Guanylat-Zyklase und bewirkt so eine
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Erhohung der cGMP-Konzentration als second messenger (8). Die induzierbare
Isoform der NO-Synthase (iNOS) hingegen synthetisiert grofie Mengen an NO
tiber einen vergleichsweise langen Zeitraum hinweg und wirkt als Regulator
und Effektor im Rahmen entziindlicher und autoimmuner Prozesse (9-11).

NO reagiert sowohl mit Nukleinsduren als auch mit Proteinen. Dies kann unter
anderem in sensitiven Zielzellen zu NO-bedingten DN A-Desaminierungen und
DNA-Strangbriichen (12) fithren sowie zur Nitrosylierung von Thiolgruppen
verschiedener zytosolischer oder membrangebundener Proteine, wie z.B. K*-
Kanile, G-Proteine, Transkriptionsfaktoren oder Enzyme. Daraus resultiert eine
Modifikation von Enzymaktivititen (13) oder eine indirekte NO-vermittelte
Verdanderung der Expression verschiedener Gene (14).

Die vielféltigen biologischen Funktionen von NO werden durch die Kombinati-
on zweier bedeutender Eigenschaften ermoglicht: Zum einen geht NO - anders
als praktisch jeder andere Botenstoff - chemische (kovalente) Bindungen mit
seinem Rezeptormolekiil ein, zum anderen wird seine Verbreitung durch die
physikalischen Gesetze der freien Diffusion bestimmt (15), wobei Zellmembra-
nen fiir NO als hydrophobes Molekiil kein Diffusionshindernis darstellen.
Desweiteren fiihrt die Vielfalt an Funktionen zu der Vermutung, dafd die ver-
schiedenen Effekte von NO vielmehr durch verwandte Molekiile hervorgerufen
werden.

Insbesondere hohe NO-Konzentrationen konnen durch Schadigung der DNA
und Storung des Energiestoffwechsels, der Kalzium-Homoostase und der mito-
chondrialen Funktion in Abhédngigkeit von der Schwere der zelluldren Dys-
funktion zum apoptotischen oder nekrotischen Zelltod fiihren (9, 16). Neuere
Daten geben jedoch zunehmend Hinweise darauf, dass selbst hohe NO-
Konzentrationen einen potenten Schutz vor Zellschdden, ausgelost durch un-
terschiedliche Stimuli, darstellen und damit den apoptotischen oder nekroti-
schen Zelltod verhindern konnen. In Endothelzellen basiert dieser protektive
Mechanismus von NO nach oxidativer Zellschdadigung auf einer erhchten Ex-
pression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und einer Hemmung der Lipid-
peroxidation mit der Folge einer verbessertenn Membranintegritat (17).

IFN-y  IL-1R
LPS v y TNF-o

Effektorzelle Zielzelle



1.3 STICKSTOFFMONOXID-SYNTHASEN

Stickstoffmonoxid-Synthasen (NO-Synthasen) katalysieren die Bildung von NO
in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff mittels einer 5-Elektronen-
Oxidation aus der Aminosdure L-Arginin, wobei als Nebenprodukt Citrullin
entsteht. Bis heute konnten drei unterschiedliche Isoformen der NO-Synthase
identifiziert werden, welche in verschiedenen subzelluliren Kompartimenten
vorliegen (18, 19) und deren Gene auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert
sind (20, 21).

Die beiden konstitutiv exprimierten Isoformen der NO-Synthase lieflen sich
erstmals in neuronalen Zellen (nNOS oder NOS-1) (22, 23) und in Endothelzel-
len (eNOS oder NOS-3) (24) nachweisen, jedoch findet man beide Enzyme auch
in anderen Sdugetierzellen (20). Die dritte Isoform wird typischerweise durch
entziindliche und immunogene Stimuli wie z.B. durch die proinflammatori-
schen Zytokine Interferon-y (IFN-y), Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a)) und In-
terleukin-18 (IL-1B) (25) oder Bakterienbestandteile wie Lipopolysaccharid
(LPS) induziert. Eine Hemmung der iNOS-Transkription erfolgt durch Gluko-
kortikoide, Cyclophiline und Retinoide sowie durch die TH2-Zytokine TGF-f,
IL-4 und IL-10 (26). Die induzierbare NO-Synthase (iNOS oder NOS-2) kann in
vielen verschiedenen Zelltypen, wahrscheinlich in fast allen somatischen Zel-

len, induziert werden, wurde jedoch erstmals in aktivierten Makrophagen be-
schrieben (27).

NO-Synthasen sind Homodimere von 130 bis 160 kDa-grofien Untereinheiten
und enthalten in ihrem Kkatalytischen Zentrum ein Cytochrom-P450-
Hamoprotein (28). Alle NO-Synthasen benstigen NADPH, Flavin adenin dinuc-
leotid (FAD), Flavin mononucleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin (BH) als
esssentielle Kofaktoren (29-31), sowie als weitere Voraussetzung fiir die Akti-
vierung die Bindung von Kalmodulin, die je nach Isotyp entweder Ca?*-
abhidngig (nNNOS, eNOS) oder -unabhingig (iNOS) verlduft (23, 32). Die iNOS
wird tiberwiegend transkriptionell reguliert, weshalb zu ihrer Aktivierung eine
de-novo- mRNA- und Proteinsynthese erforderlich ist (32), wahrend die Aktivi-
tats-Regulation der konstitutiven NO-Synthasen vornehmlich auf der posttrans-

Abbildung 1: Induktion der iNOS und Interaktionen von iNOS-generiertern NO mit
Zielmolekiilen der Nachbarzelle: NO wird von der iNOS in das zellulire Zytosol frei-
gesetzt und beeinflufit in der Nachbarzelle Transport-Proteine, lonenkandle, das
Plasma-Membranpotential und die mitochondriale Atmungskette, bindet kovalent an
Metal-Schwefel-Verbindungen wie z.B. Zink-Finger in Proteinen, hemmt oder akti-
viert Enzyme mit freien SH-Gruppen und fiihrt zu DNA-Schiden und Aktivierung
der Poly(ADP-ribose)polymerase im Zellkern sowie zur Verinderung der Genexpres-
sion.

Abkiirzungen: IRF-1: interferon regulatory factor 1, STAT1a: signal transducer and
activator of transcription, L-Arg: L-Arginin, CAM: Calmodulin; TLR2/4 und CD 14:
LPS-Rezeptoren; CD 119, CD 120, CD 121: Zytokin-Rezeptoren.

Nach Kroncke et al. (38).



lationalen Ebene und somit meist unabhéngig von neuer Proteinsynthese statt-
findet. Anders als die konstitutive endotheliale NO-Synthase und die neuronale
NOS, welche picomolare Mengen an NO produzieren, bildet die induzierbare
NOS nanomolare NO-Mengen (11), wobei jedoch der Hauptunterschied zwi-
schen der konstitutiven und der induzierbaren NO-Synthase vielmehr in dem
Zeitraum, in dem sie aktiv sind, liegt (33). Die iNOS produziert NO tiber einen
Zeitraum von Tagen solange die Zelle und das Protein funktionell intakt sind
und in ausreichender Menge Substrat (L-Arginin) und Kofaktoren zu Verfii-
gung stehen. In vitro konnen iNOS-exprimierende Zellen eine steady state
Konzentration von bis zu 5 uM NO fiir 24 Stunden oder ldnger aufrechterhalten
(33).

Tabelle 1: Isoformen der NO-Synthase

NOS-I NOS-II NOS-III Literatur
Synonyme Neuronale NO- Induzierbare  Endotheliale
Synthase NO-Synthase = NO-Synthase
(nNOS) (iNOS) (eNOS)

Chromosom
(Mensch) 12 17 7 (21, 34)
Expression konstitutiv induzierbar konstitutiv
iiﬁ?j\};%:r Cerebellum MS;LT;;;E;H Endothelzellen
Lokalisation Membran asso- Zytosol >>

ziiert >> Zyto- Zytosol Membran asso- (35-37)

sol ziiert

Ca*+- . .
Abhangigkeit Ja - Ja (32)
Molekularge-
wicht (kD af’; 150-160 131 ca. 135
Kofaktoren NADPH; FAD; FMN; Tetrahydrobiopterin; (29-31)
NO-Freisetzung  picomolare nanomolare picomolare

Konzentratio-  Konzentratio- Konzentratio- (11)

nen nen nen

Dauer der NO-  Sekunden - Mi- Sekunden -
Freisetzung nuten Stunden - Tage Minuten

1.4 FUNKTION DER NO-SYNTHASEN IN DER HAUT

Alle NOS-Isoformen kénnen in der menschlichen Haut nachgewiesen werden
(39, 40). Die regulatorischen und homoostatischen Funktionen von NO in der
Haut betreffen den kutanen Blutflufs (41), die Melanogenese nach ultravioletter
Strahlung (42) sowie den Schutz vor eindringenden pathogenen Mikroorganis-
men (43) und Tumorzellen (44). Durch seinen Einflufs auf die Proliferation und
Differenzierung von Keratinozyten und Fibroblasten (45)(46) kommt NO in der
Wundheilung eine besondere Bedeutung zu (47). NO werden auch immunmo-



dulatorische Funktionen wie z.B. die Regulation der T-Zell-mediierten Immun-
antwort zugesprochen (48). Ein Hinweis darauf ergibt sich durch die Beobach-
tung, dafl iNOS-knock out Mduse eine signifikant stdarkere Th 1-Immunantwort
entwickeln als ihre wildtyp Verwandten (49). Aus diesem und weiteren Befun-
den kann man schliefien, dass die iNOS-Aktivitdt fiir die Regulation der Ent-
ztindungsreaktion essentiell ist.

Die induzierbare NO-Synthase wird wahrend einer Vielzahl menschlicher
Hauterkrankungen exprimiert, so beispielsweise in der Haut von Patienten mit
Psoriasis (50-52), Lupus erythematosus (53) oder Lepra (54). Dabei steht nicht
immer fest, ob die iNOS-Expression als regulatorische Antwort auf pathogene-
tisch relevante Faktoren zu verstehen ist oder selbst am pathogenetischen Pro-
zess beteiligt ist. Von grofier Bedeutung ist die Funktion von NO in der Tumor-
entstehung. NO konnte tiber eine gesteigerte Angiogenese und die Entstehung
von DNA-Mutationen das Tumorwachtum begtinstigen (55). Beim Spinozellu-
laren Karzinom konnte eine erhchte Expression der iNOS nachgewiesen wer-
den (56). Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass eine erhohte iNOS-
Expression die Metastasierung des murinen Melanoms verhindert (57).

UVA-Bestrahlung fiihrt in der Haut zur Expression der iNOS in Keratinozyten
(53) und vaskuldrem Endothel (58). Dies kann als entztindliche Reaktion auf
den UVA-Reiz verstanden werden und entsprechend der zytotoxischen Wir-
kungskomponente von NO zu UV-induzierten Hautschdden fithren. Im Gegen-
satz dazu konnte jedoch gezeigt werden, dafs die Aktivierung der iNOS oder 24
Stunden vor dem UVA-Stimulus exogen appliziertes NO Endothelzellen vor
UVA-induzierter Apoptose schiitzt (59). Diese schiitzende Wirkung ist eng kor-
reliert mit dem NO-vermittelten Anstieg der Bcl-2 mRNA und Protein Expres-
sion und geht mit einer Hemmung der UVA-induzierten Bax-Expression ein-
her. In anderen Studien wiederum wird postuliert, daf8 eine durch ein gestei-
gertes Substratangebot erhohte Aktivitdat der NO-Synthase in Keratinozyten die
zerstorerischen Auswirkungen von UVA (DNA-Schdden sowie Zytotoxizitat)
verstdrkt, wobei dem Verhdltnis der NO-Radikalen zu O»-Radikalen (O2’) eine
entscheidende Bedeutung zugesprochen wird (60).

1.5 APOPTOSE / NEKROSE

In einem aktiv proliferierenden Gewebe wie der Epidermis wird die Zellzahl
durch die Balance zwischen Proliferation, Wachstumsstillstand, Differenzie-
rung und schliefslich durch den geregelten Zelltod eng kontrolliert (61). Insbe-
sondere der postulierte Zusammenhang zwischen dem apoptotischen Zelltod
und der Karzinomentstehung in der Haut (62, 63) erkladrt das hohe Interesse an
den Vorgdngen des geregelten Zelltodes.

Man unterscheidet grundsatzlich zwei Arten von Zelltod: den programierten
Zelltod, auch Apoptose genannt, und den lytischen Zelltod, die Nekrose (Abb.
2).

Bei der Apoptose handelt es sich um einen physiologischen Prozef3: auf be-
stimmte Signale hin oder auch nach einer Zell- oder DNA-Schiadigung (z.B.
durch UV-Strahlung) begeht die Zelle aktiv Selbstmord. Im Zytosol werden
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Proteasen aktiviert und die DNA wird zu einem frithen Zeitpunkt in Oligo-
nukleotide mit etwa 200 Basenpaaren zerlegt, was in der Agarosegelelekropho-
rese zu der Bildung einer sog. DNA-Leiter fiihrt (64). Die einzelnen Zellorganel-
len, insbesondere die Mitochondrien, und auch die Membranen bleiben intakt
(64, 65). Im Zellkern kondensiert das Chromatin (Pyknose) und bildet in dieser
frithen Phase der Apoptose einen gleichméfiigen Rand entlang der ,nuclear
envelope”. Dabei nimmt das Chromatin eine Halbmond- oder kugelige Form
an und schliefilich fragmentiert der Kern. Zum Schluf§ fragmentiert die Zelle zu
kleinen, membranumhiillten sogenannten ,apoptotic bodies”, die anschliefSend
von Phagozyten oder auch von Nachbarzellen phagozytiert werden (65). Die
Apoptose kann als Gegenspieler der Proliferation z.B. beim nattiirlichen Erneue-
rungsprozefs in Schleimh&duten angesehen werden und stellt einen bedeutenden
Mechanismus zur Eliminierung von Zellen in der Morphogenese (66, 67), Im-
munologie (68) und Tumorbiologie dar.

Bei der Nekrose dagegen handelt es sich um einen , Unfalltod”: Eine Zelle wird
meist durch ein direkt membranschddigendes Ereigniss so stark geschadigt,
daff es zu einer unkontrollierten und raschen Lyse der betreffenden Zelle
kommt. Dem lytischen Zelltod gehen, wenn er nicht ganz plotzlich einsetzt,
adaptive Zellveranderungen voraus. Somit kann die Nekrose in eine reversible
und irreversible Phase unterteilt werden. Die reversible Phase der letalen Zell-
schddigung ist durch eine Schwellung und Membranschddigung der Mito-
chondrien und des endoplasmatischen Retikulums charakterisiert. Spater er-
folgt eine Lysosomenschddigung. In der irreversiblen Phase laufen die ver-
schiedenen Stoffwechselvorgdnge immer unvollstindiger und unkoordinierter
ab, und die Zelle bildet die typische Morphologie der Nekrose aus: Es kommt
zu einem Anschwellen der Zelle und zur Ruptur der Lysosomen mit nachfol-
gender Freisetzung hydrolytischer Enzyme, die die intrazelluldren Organellen
einschliefSlich der Mitochondrien sowie die Plasmamembran zerstdren (69).
Waéahrend der Nekrose schwillt der Zellkern an, die genomische DNA ver-
klumpt und wird schliefilich so degradiert, dafs sie als ein Schmierfleck
(,smear”) in der Agaroseelekrophorese erscheint (70). Durch die Zerstorung
der Plasmamembran und die Aktivierung von Zellen des Immunsystems durch
den unkontrollierten Kontakt mit dem freiwerdenden Zellinhalt kommt es zum
Auftreten von Entziindungen.

Die Art des Zelltodes hat somit schwerwiegende Konsequenzen, da die Nekro-
se eine Entziindungsreaktion und Aktivierung des Immunsystems hervorrufen
kann, wihrend die Apoptose eben dieses vermeidet (65).



Nekrose Apoptose

*Anschwellen der Zelle bzw. *Chromatin-Kondensation
der Zellorganellen
*Kern-Fragmentation
*Verlust der
Membranintegritat

(mitochondrial/zellul&r)

*DNA-Spaltung

Zellschrumpfung/Pygnose
*Verlust der
Membranfunktion *Ausbildung von ,,Blebbs*
eUnregulierter DNA-
Zusammenbruch
(Integritat/Funktion)

eFragmentation der Zelle
in ,,apoptotic bodies*

*Phagozytose durch

*Auslaufen des Zellinhalts benachbarte Zellen

Phagozytose

=>Initiation und Verstarkung =>Vermeidung einer
des Entziindungsstatus Entziindungsreaktion

Abbildung 2: Morphologische und strukturelle Verinderungen wihrend der Apoptose
und Nekrose im Vergleich. Zeichnung nach Kerr et al, (71).

1.6 REGULATION DER APOPTOSE

Die Apoptose wird gesteuert durch Cystein Proteasen, die sogenannten Caspa-
sen (72) (Abb. 3). Diese werden entsprechend ihrer Funktion in Initiatoren oder
Effektoren der Apoptose eingeteilt. Die ,Initiator-Caspasen” werden als Ant-
wort auf ein Stress-Signal hin proteolytisch aktiviert und bewirken ihrerseits
die proteolytische Aktivierung der ,stromabwérts” gelegenen ,Effektor-
Caspasen”, welche an der Degradierung verschiedener Substrate beteiligt sind
(73). Apoptose kann durch unterschiedliche Initialisierungsereignisse ausgelost
werden, z.B. durch die Freisetzung von Cytochrom c (Cyt c¢) aus den Mito-
chondrien als Folge einer Storung de mitochondrialen Funktionen (74). Das zy-
tosolische Cytochrom c bildet einen essentiellen Teil des sog. , Apoptosoms”,
welches sich aus Cyt ¢, Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1) und
Caspase 9 zusammensetzt und in einem ATP- oder dATP-abhidngigen Prozef3
Caspase 9 und tiber diese vor allem Caspase 3, Caspase 5 und andere aktiviert
(75).

Die Apoptose unterliegt einem Regulationsprozefs von pro- und antiapoptoti-
schen Faktoren. Hierzu zihlen insbesondere Proteine der Bcl-2 Familie, die sich
aus proapoptotischen (Bax, Bad, Bak u.a.) und aus antiapoptotischen Faktoren,
wie das Bcl-2 selbst, zusammensetzt (76, 77). Duch Integration mit der mito-
chondrialen Membran steuern sie tiber noch ungekldrte Mechanismen, mogli-
cherweise durch die Bildung von Ionen-Kanélen und Komplex-Bildung mit an-
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deren Proteinen, die Freisetzungvon Cytochrom c aus den Mitochondrien (78-
80).

Andere Stimuli
(UV, NO, FCs-

NGF Rezeptor Entzug, etc.) Fas/TNF-R
............ I

T
-----
,-

A L]
ED4 Caspase-8
M0 e ] !idv(pm)
Hfe Bex— WD40 Bi$p15)

— Pro-Caspase-9 Bid/Bax

Bax/Bax

Apaf-1- Ollgomer
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CED-3 |CED-4

[ CED-3 [CED-4] g
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{ Caspase-9

Pro-Caspase-3
| ek t Ty

DNA-Degradation Kern-Kondensation

Abbildung 3: Schematische Darstellung der verschiedenen Apoptose-Wege.

Als mogliche Ausldsemechanismen des Apoptose-Vorgangs spielen verschiedene Todes-
Rezeptoren wie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-R) als auch mitochondriale
Verinderungen eine bedeutsame Rolle. Beide Signalwege kinnen sich gegenseitig z.B.

durch Aktivierung von Caspase-3 beeinflussen aber auch unabhingig voneinander agie-
ren (81, 82).

Abkiirzungen: AIF: apoptosis inducing factor, A ¥:: inneres Membranpotential, PTP:
permeability transition pore, AKT: protektiv wirkende Kinase, IAPs: Apoptose-
inhibierende Proteinfamilie.

1.6.1 REGULATION DER APOPTOSE DURCH NO

Stickstoffmonoxid (NO) besitzt die Fahigkeit, an verschiedenen Punkten in das
apoptotische Geschehen eingreifen zu koénnen, z.B. durch Interaktion mit sog.
Todes-Rezeptoren und ihren Liganden, insbesondere Fas (CD 95) bzw. FasL
(83). Auch die Funktion als Radikal-Fanger (84) und die Induktion protektiver
Proteine wie das Hitzeschockprotein Hsp 70 (85) zdhlen zum antiapoptotischen
Wirkungsspektrum von NO. Neuere Untersuchungen haben einen p53-
abhidngigen NO-mediierten Schutz vor UV-induzierter Apoptose nachgewiesen
(86). Des weiteren hemmt NO die Apoptose durch Inhibition aktiver Caspasen



(87, 88) oder durch Hemmung ihrer Aktivierung (89). Die Aktivierung der
Caspasen kann durch cGMP-abhingige Mechanismen (90), durch S-
Nitrosylierung von vorgeschalteten Signal-Systemen (88) oder durch Inhibition
mitochondrialer Komplexe (91, 92), die zu ATP-Verlusten fithren, gehemmt
werden. Dabei konnen sowohl NO-Mengen, die von den konstitutiven NO-
Synthasen als auch solche, die von der induzierbaren NO-Synthase generiert
werden, die Apoptose verhindern. So ist in Endothelzellen die konstitutive
eNOS ausreichend, um TNF-induzierte Apoptose zu hemmen, wihrend die
Uberproduktion der iNOS genauso effektiv die LPS-induzierte Apoptose
supprimiert (93). Bemerkenswert ist, dafs die protektive Funktion von NO weit-
gehend unabhéngig von dem apoptotischen Stimulus zu sein scheint.

Auf der anderen Seite kann sowohl endogen generiertes als auch tiber NO-
Donoren exogen hinzugefiigtes NO in verschiedenen menschlichen und tieri-
schen Zellen Apoptose auslosen (94, 95). Endogen generiertes NO von inflam-
matorischen Zellen scheint an der Entstehung der Toxischen Epidermalen
Nekrolyse und dem Stevens-Johnson Syndrom beteiligt zu sein (96). Beide
Krankheitsbilder sind histologisch durch Apoptose und Nekrose von Keratino-
zyten in der Epidermis gekennzeichnet (97).

Die Signalwege, tiber die NO den apoptotischen Zelltod vermittelt, sind weit-
gehend unbekannt. Die NO-induzierte Apoptose geht hadufig einher mit dem
Anstieg des Tumor Suppressor Gens p53, Verdnderungen der Expression von
pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie, der Aktivierung von
Caspase 3-dhnlichen Proteasen und Cytochrom c-Translokation (98) (Abb. 4).

Die Entscheidung, ob sich eine Zelle der Apoptose unterzieht, ist somit das Er-
gebnis einer Verschiebung in der Balance zwischen den antiapoptotischen und
proapoptotischen Kréften in einer Zelle. Die bisher gesammelten Daten lassen
vermuten, dafs physiologisch relevante NO-Spiegel zu diesem Gleichgewicht
beitragen, indem sie den apoptotischen Pfad an verschiedenen Stellen und
durch unterschiedliche Mechanismen hemmen. Eine hohere NO-
Produktionsrate tiberwindet in einigen Zelltypen die zelluldren Schutzmecha-
nismen und verschiebt die Balance zugunsten des apoptotischen Zelltodes.
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Abbildung 4: Regulation der Apoptose durch NO.

Stickstoffmonoxid (NO) kann tiber die Synthese pro- bzw. antiapoptotischer Proteine
(Bax / Bak, Bcl-2) die mitochondriale Cytochrom c (Cyt c)-Freisetzung beeinflussen und
damit durch die Aktivierung von Caspasen den Apoptose-Mechanismus in Gang set-
zen. Das Tumor-Suppressor-Gen p53, auch als ,,Wiichter des Genoms” bezeichnet,
kann bei schwersten DNA-Schiden ebenfalls zur Apoptose fiihren.

NO hemmt apoptotische Molekiile einschliefSlich Initiator- und Effektor-Caspasen und
transkriptionale Faktoren wie AP-1 und NF-xB oder inhibiert direkt die mitochonriale
Atmungskette (99).

1.6.2 UBERGANGE VON APOPTOSE UND NEKROSE

Lange Zeit wurden der apoptotische und der nekrotische Zelltod als unverein-
bare Gegensidtze angesehen. Viele Signalwege wie die Todes-Rezeptoren, die
Kinase Kaskade und die Mitochondrien sind jedoch am Ablauf beider Zelltod-
Prozesse beteiligt. Antiapoptotische Mechanismen (z.B. Bcl-2 / Bcl-x Proteine,
Hitzeschockproteine) konnen gleichermassen effektiv vor beiden Formen des
Zelltodes schiitzen. Durch Modulation der Zelltod-Signalwege wie z.B. durch
die pharmakologische Intervention mit Caspase-Inhibitoren (100) oder die Re-
duktion von intrazelluldrem ATP (101, 102) sind Ubergénge zwischen Apoptose
und Nekrose moglich.

Die endogenen Faktoren, welche unter pathophysiologischen Bedingungen fiir
den Ubergang von Apoptose zu Nekrose entscheidend sind, sind weitgehend
unbekannt. Ein moglicher Kandidat ist NO, von dem bekannt ist, dafs es die
Apoptose in vielen experimentellen Versuchskonstellationen verhindern kann
(90, 103-105). Auch hier wird spekuliert, ob die Hemmung der Apoptose durch
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NO in einigen Zelltypen nur von kurzzeitiger Dauer ist (87) und letztendlich in
Nekrose miindet (106).

So konnte gezeigt werden, dafs NO die Apoptose von Jurkat Zellen, hervorge-
rufen durch Staurosporine, anti-CD95 oder Chemotherapeutika, blockiert und
in Nekrose umwandelt (107). Der Wechsel zwischen den Zelltodformen ist ab-
héangig von einem durch NO hervorgerufenen Verlust an ATP. Neben der Ver-
tiigbarkeit von ATP konnte auch die S-Nitrosylierung und die damit verbunde-
ne Inaktivierung von regulatorischen Faktoren des Apoptoseprogramms die
Balance zwischen Apoptose und Nekrose beeinflussen.

Entscheidend fiir die Modulation des Zelltodes durch NO ist moglicherweise
der Angriffspunkt innerhalb der apoptotischen Kaskade. Es ist bekannt, dass
NO unterschiedliche Schritte des Apoptosevorgangs vor und nach der Freiset-
zung von Cytochrom c beeinflussen kann. Die Inaktivierung des Apoptosevor-
ganges vor einem ,point of no return” fithrt zum Weiterleben der betroffenen
Zelle. Die Blockade unterhalb eines ,point of no return” wiirde dagegen den
apoptotischen Zelltod in Nekrose umwandeln, wobei ein solcher ,point of no
return” jedoch noch nicht genau definiert werden konnte.

1.7 ENDOTHEL

Das Endothel kleidet in Form eines einschichtigen Epithels von weniger als 300
nm Dicke (108) Blut- und Lymphgefifie aus und bedeckt dabei beim Menschen
eine Flache von ca. 7000 m2. Es besitzt damit eine einzigartige Position an der
Grenzfliche zwischen zirkulierendem Blut und umgebenden Gewebe. Dort
beeinflufit es eine Vielzahl lebenswichtiger Funktionen einschliefSlich der Regu-
lation der Blutgerinnung und des Gefdfstonus (109). Dariiber hinaus spielen
Endothelzellen eine wichtige Rolle als Initiatoren, Modulatoren und Effektoren
von Entziindungsprozessen. Das Endothel kontrolliert iiber seine Barrierefunk-
tion neben dem passiven und aktiven Transport auf molekularer Ebene auch
die Adhdsion immunkompetenter Zellen und ihre Invasion in das umliegende
Gewebe (110). Dieser Invasionsvorgang wird durch verschiedene Mediatoren
ermoglicht, zu denen Zytokine, das aktivierte Komplementsystem, von Bakteri-
en freigesetzte chemotaktische Peptide (111) und Endotoxine (112) zdhlen. Das
Endothel reagiert auf diese Reize unter anderem mit der Expression spezifi-
scher Adhdsionsmolekiile, welche mittels komplementérer Erkennungsstruktu-
ren die Adhdsion, Aktivierung und Migration der Lymphozyten und Monozy-
ten steuern (113-115). Die Beteiligung des Endothels an immunologischen und
immunregulatorischen Prozessen findet des weiteren in Form der Expression
von MHC-Klasse-II-Antigenen und der Antigenprdsentation (116, 117) und
auch durch direkte Effektorwirkung bei der Tumorerkennung und der Tumor-
abwehr (118, 119) statt.

Morphologisch unterscheidet man kontinuierliche, diskontinuierliche und fe-
nestrierte Typen des Endothels. Liickenloses, kontinuierliches Endothel findet
sich vor allem in grofien Gefdfien wie der Aorta, aber auch an den Wanden
kleiner und kleinster Gefédfse wie beispielweise in der Retina. Fenestriertes En-
dothel bedeckt luminal die Gefdfie in endokrinen Organen und im Gastroin-
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testinaltrakt (120). Zwischen den Endothelzellen befinden sich hier in regelma-
Bigen Abstinden runde Offnungen mit einem Durchmesser von 60-80 nm, wel-
che mit einem diinnen Diaphragma verschlossen sind. Das Vorkommen von
diskontinuierlichem Endothel ist auf die Gefiafde der Milz, Leber und des Kno-
chenmarks beschrankt (121).

Das Endothel ist kein homogener Zellverband, sondern zeigt je nach Lokalisati-
on und der daraus resultierenden unterschiedlichen Funktion und Spezialisie-
rung in vitro als auch in vivo grofie Heterogenitit beziiglich der Morphologie,
des Wachstums, des Phanotyps, der Zytokinexpression, der Zytokin-Antwort
und der Expression von Adhdsionsmolekiilen. Diese Heterogenitidt besteht
nicht nur zwischen Endothelzellen aus unterschiedlichen Geweben oder Orga-

nen, sondern auch innerhalb eines Organs zwischen dem Endothel der Makro-
und Mikrogefadfie (122, 123).

Endothelzellen konnen dramatisch durch Verdnderungen in ihrer mechani-
schen, chemischen oder humoralen Umwelt beeiflufst werden und damit zur
Ausbildung von kapilldren Lecks, zelluldrer Dysfunktion und schliefilich zum
Organversagen beitragen (124, 125). Die Integritdt der endothelialen Zellschicht
ist entscheidend fiir die Aufrechterhaltung ihrer Funktionen. Der programmier-
te oder akzidentelle Tod von Endothelzellen kann diese Integritédt auf kritische
Weise beeintrdachtigen und dartiiber das Auftreten proinflammatorischer Ereig-
nisse begtinstigen.

1.8 ENDOTHEL UND NO

Die physiologische Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) durch das Endo-
thel spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der vaskuldren Homoostase (11,
126, 127).

Endothelzellen produzieren iiber die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder
NOS-3) geringe, pulsatil freigesetzte Mengen an NO, die zu einer basalen Rela-
xation der glatten Gefafimuskulatur fithren. Zusatzlich zu der Regulation des
systemischen Blutdrucks kann NO auch den lokalen Blutflufs in bestimmten
Gefédfibetten kontrollieren, so z.B. im Gehirn, im Herzen, in der Lunge, im
Gastrointestinaltraktes und in der Haut (8, 35). Ein lokaler Mangel an NO kann
daher zu einem Vasospasmus in lokal begrenzten Regionen fithren. Dieser Me-
chanismus liegt vermutlich dem Hepatorenalen Syndrom, der Prdeklampsie
und auch dem Raynaud Syndrom zugrunde (11).

Desweiteren konnte gezeigt werden, dafs mikrovaskuldre Endothelzellen der
menschlichen Haut NO als Antwort auf die vasodilatorisch wirkenden Neuro-
peptide , Calcitonin gene-related peptide” und Substanz P freisetzen. Dies wird
verstanden als eine molekulare Verbindung zwischen dem Nervensystem und
der Haut (128).

Endothelzellen kénnen aber auch, z.B. unter Einfluf§ proinflammatorischer Zy-
tokine die induzierbare NO-Synthase exprimieren und dann grofie Mengen NO
produzieren (129, 130). Dieser Mechanismus dient z.B. dem Schutz vor infektio-
sen Mikroorganismen (4) und dem Tumorwachstum (118), wurde aber auch in
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Zusammenhang mit autoimmunvermittelter Gewebeschddigung beim Diabetes
mellitus Typ 1 oder dem septischen Schock gebracht (38, 131).

Zusiétzlich ist aus den Endothelzellen freigesetztes NO ein endogener Inhibitor
des Zellwachstums der glatten Gefdafsmuskulatur und der Migration, der NF-xB
- Aktivitdt, der Expression proinflammatorischer Molekiile und von Adhaisi-
onsmolekiilen, wie z.B. VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ELAM-1
(endothelial leukocyte adhesion molecule-1 oder E-selectin) und auch ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1). Durch die Hemmung der Adhésion von
Neutrophilen (132, 133) und die verminderte Expression von chemotaktischen
Proteinen (134) kann NO Entziindungsprozesse einddmmen. Daher kann die
Expression der iNOS in Endothelzellen die nattirliche Entwicklung von Gefafs-
erkrankungen, einschliefilich der Gefdfsentziindung (Vaskulitis) und der Arte-
riosklerose, beeinflussen. In diesem Kontext ist weiterhin die Beobachtung inte-
ressant, dafs die Expression der induzierbaren NO-Synthase in vaskuldren En-
dothelzellen die basale Freisetzung des Fibroblasten-Wachstumsfaktors in kul-
tivierten glatten GefdfSmuskelzellen bewirkt, was eine bedeutsame Rolle von
NO beim Mechanismus der Neovaskularisierung arteriosklerotischer Plaques
nahelegt (135).

19 UVA

Die ultraviolette (UV) Strahlung ist ein bedeutsamer, nattirlicher Induktor des
apoptotischen und nekrotischen Zelltodes in der Haut. Das Spektrum der ult-
ravioletten Strahlung setzt sich aus drei Regionen zusammen: UVC (200 - 290
nm), UVB (290 - 320 nm) und UVA (320 - 400 nm), welches wiederum in UVA;
(340 - 400 nm) und UV A> (320 - 340 nm) unterteilt wird. Aufgrund der Absorp-
tion durch die Atmosphére kann das kurzwellige UVC die Erdoberfldche nicht
erreichen. Die Menge an UVA Strahlung, die an der Erdoberfldche auftrifft,
liegt anndhernd zwanzigfach hoher als diejenige von UVB (136). Eine durch
UVA Strahlung hervorgerufene Rotung auf normaler Haut erfordert jedoch
eine tausendfach hohere Energie als UVB (137). Die Minimale-Erythem-Dosis
von UVA bei einem kaukasischen Hauttyp betrdagt ca. 200-300 kJ/cm? (138).
Anders als UVB penetriert bis zu 30 % der UVA-Strahlung die Dermis und die
dermalen Gefédfie (139) und hat daher moglicherweise einen grofseren direkten
Effekt auf die systemische Immunitdt. Histologische Verdnderungen nach
UVA-Exposition zeigen sich in Form einer epidermalen Spongiose mit auffal-
lend wenig sog. ,sunburn cells” verglichen mit UVB-Strahlung, einem dichten
mononucledrem perivaskuldren Infiltrat aus Leukozyten und einer ausgeprag-
ten vaskuldren Schadigung (140). Unter ,sunburn cells” versteht man heute
apoptotische Keratinozyten, wie sie typischerweise nach UVB-Exposition auf-
treten.

Die zytotoxischen Wirkungen von UVA und UVB werden tiber unterschiedli-
che Mechanismen vermittelt: UVB verursacht durch Absorption von Photonen
tuberwiegend eine direkte DNA-Schiddigung z.B. tiber Photodimerisation des
Thymidins (Pyrimidin-Dimere) (141, 142), wihrend die UVA-vermittelten Ef-
fekte auf die DNA vor allem auf der Sensibilisierung bzw. Aktivierung von Se-
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kundéar-Molekiilen, sog. endogener ,,Chromophoren”, basieren (143). Zu diesen
Molekiilen, welche das UV-Licht absorbieren und die Energie in ein biochemi-
sches Signal transferieren, zdhlen Porphyrine, reduzierte Nikotinamid Coen-
zyme, Flavine, Kynureinsdure und Pterine (144). Die endogenden Chromopho-
ren induzieren eine Schidigung der Zellmembran sowie bestimmte Arten von
DNA-Schdden, meistens in Form von Einzelstrangbriichen und Protein-DNA
»crosslinks” (142, 145-147). Eine durch Chromophoren vermittelte direkte (pho-
todynamische) oder indirekte Folge der UVA-Strahlung ist die Bildung von ak-
tivierten Sauerstoff-Spezies (ROS), die u.a. fiir die Schadigung der Zellmembra-
nen durch Peroxidation von Membranlipiden verantwortlich gemacht werden
(148, 149). In vitro Studien haben die Beteiligung von Wasserstoffperoxid
(H202) (150), Superoxidanion (O2 7, Hydroxyl-Radikal (OH ‘) (151) und Singu-
lettsauerstoff (1O2) (152) an UV A-induzierten zytotoxischen Prozessen nachge-
wiesen.

Die Haut verfiigt tiber drei verschiedene Schutzeinrichtungen gegentiber der
Lichtenergie, die zusammengenommen zu einer Steigerung der Lichtu-
nempfindlichkeit bis zum 40fachen fithren kénnen. Hierzu zéhlen die Pigmen-
tierung mit Melanin, die Hyperkeratose (Lichtschwiele) sowie DNA-
Reparaturmechanismen.

Epidemiologische, klinische und biologische Studien erhdrten die Auffassung,
dafs die UV-Strahlung des Sonnenlichtes &dtiogisch an der Mehrzahl der ver-
schiedenen Formen des menschlichen Hautkrebses beteiligt ist (153). Schatzun-
gen zufolge soll UVA zu 10 - 20% an der Karzinogenese des Sonnenlichtes be-
teiligt sein (154). Kumulative Dosen von UVA kénnen zu genetischen Schdden
der zelluliren DNA fiihren, welche das Altern der Haut (sog. ,, photoaging”),
die verdanderte Expression von Onkogenen und Tumor Suppressor Genen und
so die Entstehung von Hautkrebs fordern kénnen (155-157).

Zusétzlich zu der natiirlichen UVA Strahlung der Sonne wird die menschliche
Haut in zunehmenden Mafse UVA Strahlung von UVA Strahlenquellen hoher
Intensitdt zu kosmetischen und therapeutischen Zwecken ausgesetzt (158, 159).
UVA;-Phototherapie findet Anwendung unter anderem in der Behandlung der
Atopischen Dermatitis (160, 161), des Lupus erythematodes (162, 163), der Urti-
caria pigmentosa (164), der Pansklerotischen Morphaea (165) und der lokalisier-
ten Sklerodermie (166), wobei die krankheitsverursachenden Zellen durch
Apoptose zerstort werden (167). Dies alles macht es zu einer wichtigen
Aufgabe, die Mechanismen der UVA-induzierten Zellverdnderungen zu
verstehen sowie die menschliche Haut vor ungewollten Folgeschdden der
UVA-Strahlung zu schiitzen.

1.10 REAKTIVE SAUERSTOFFSPEZIES

Im Rahmen einer UVA-induzierten Zellschddigung spielen reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) eine bedeutsame Rolle.

Zellen scheinen aber auch tiber eine physiologische, basale Produktion von Re-
aktiven Oxidativen Spezies zu verftigen, welche als essentielle Bestandteile von
Redox-Signalsystemen verschiedene Vorgiange wie z.B. das Zellwachstum, die
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Zelladhédsion, die Apoptose, den lIonentransport oder die Transkription modu-
lieren konnen (168-171). In pathologischen Zustanden kommt es hidufig zu einer
charakteristischen Steigerung der ROS-Produktion tiber gewebsstdndige Oxida-
se-Enzyme, die dann als Oxidativer Stress bezeichnet wird. Ihnen steht von Sei-
ten der Sdugetierzelle eine Vielzahl anti-oxidativer Verteidigungsmechanismen
gegentiber einschliefSlich der Superoxiddismutase (SOD), der Katalase, ver-
schiedenen Peroxidasen, Ascorbinsdure (Vitamin C), Harnsdure, der Carotinoi-
de, der Thioredoxin-Reduktase, Melanin, a-Tocopherol (Vitamin E), Vitamin D,
Glutathion (GSH) sowie NO (172, 173).

Am Beispiel der Haut l4fst sich zeigen, dafs Reaktive Sauerstoffspezies an den
unterschiedlichsten Vorgangen wie Hautkrebs, Hautalterung, Autoimmuner-
krankungen und vielen entziindlichen Veranderungen der Haut beteiligt sind
(174). ROS werden in der Haut nicht nur durch oxidativen Metabolismus gene-
riert, sondern entstehen auch infolge exogenen Einflusses durch Ozon oder
Luftverschmutzung. UV-Strahlung, insbesondere UVA, gilt als starkste exogene
Quelle der ROS-Bildung in der Haut (175) und greift in das antioxidative
Schutz-System der Hautzellen ein. Als Reaktion auf eine einzelne UV-
Bestrahlung kommt es zu einer verminderten Aktivitit vor allem der antioxida-
tiven Enzyme Katalase und Superoxid-Dismutase, jedoch auch zu verringerten
Konzentrationen der nicht-enzymatischen Antioxidantien o-Tocopherol, As-
corbinsdure und Glutathion. Im Gegensatz dazu fiihrt die wiederholte chroni-
sche UV-Bestrahlung zu einer gesteigerten Aktivitdt antioxidativer Enzyme
(176-178). Die UV A-induzierte Bildung von O2 und H>O> kann {iiber die O2-
modulierte Fenton-Reaktion zur Entstehung von hochreaktiven OH-Radikalen
tithren, welche sowohl die Lipidperoxidation von Membranen als auch DNA-
Schédden einschliefslich DNA-Strangbriiche verursachen konnen (143). Die Betei-
ligung von HxO; als Hauptvermittler der UVA-induzierten DNA-Schdden und
Zelltod wird kontrovers diskutiert (179, 180), da moglicherweise Unterschiede
zwischen den DNA-Strangbriichen nach H2O2 und UV A bestehen (181).

Man muf$ unterscheiden zwischen pathologischen Zustinden, die durch ROS
iniziiert werden, und solchen, in deren Verlauf es zur Entstehung von ROS
kommt. Da im Rahmen von Gewebeschdden endogen Reaktive Sauerstoff Spe-
zies gebildet werden, wurden Kriterien aufgestellt, um den ursdchlichen Zu-
sammenhang zwischen ROS und einer Erkrankung nachzuweisen:

1. Die ROS oder ihre Metabolite sollten am Ort der Gewebeschddigung stets
présent sein.

2. Die direkte Exposition mit ROS in physiologischen Konzentrationen sollte
die Gewebeveranderung reproduzieren kénnen.

3. Die Entfernung der ROS durch Hemmung ihrer Entstehung oder durch Zu-
gabe von Antioxidatien sollte die Gewebeschddigung verhindern.

Schwierigkeiten bereitet der Nachweis der ROS aufgrund der kurzen Halb-
wertszeiten, so daf} es noch weiterer intensiver Forschung bedarf, die Rolle der
unterschiedlichen ROS in den verschiedenen Krankheitsbildern und Regelkrei-
sen zu beschreiben.
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2 MATERIAL UND METHODEN
21 MATERIAL

2.1.1 CHEMIKALIEN
Acridinorange

Agarose

Arginin

Aqua injectabilia

Bisbenzimide (Hoechst 33342)
Bromphenolblau

bovine serum albumine (BSA)
butyliertes Hydroxytoluen (BHT)
Chloroform

Collagenase (0,3 U/mg)

Collagen Typ III

Cystein

Diaminobenzidin (DAB):
3,3-Diaminobenzidin-Tetrachlorid
Diethylether

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,,)

Dithiothreitol (DDT)

Dimethylsulfoxid (DMSO - Einfriermedium)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid (1% wéssrige Losung)
Eukitt-Einbettungsmedium

Ficoll 400

Formaldehyd: 37%ige Losung

Gelatine

Glutaraldehyd

Glycerin

Guanidiniumthiocyanat
Héamatoxylin-Gebrauchslosung
Histidin

Isopropanol

Kaliumcarbonat (K,CO,)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO )

Katalase

L-N5-(1-iminoethyl)-ornithin (NIO)
L-NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA)
Magnesiumchlorid (MgCl)

Mercaptoethanol

Methanol (98%)
Mangan(III)tetrakis(4-benzoesdure)porphyrin
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Serva, Heidelberg
Serva

Sigma, Deisenhofen
Braun, Melsungen
Sigma

Serva

Sigma

Sigma

Merck, Darmstadt
Serva

Sigma

Sigma

Serva

Merck
Merck
Merck

Merck

Sigma

Merck

Merck

Serva

O. Kindler GmbH, Freiburg
Pharmacia, Heidelberg
Merck

Serva

Merck

Merck

Boehringer, Mannheim
Serva

Sigma

Merck

Merck

Merck
Merck

Sigma

Boehringer Mannheim
Sigma

Merck

Serva

Merck



(MnTBAP) Alexis

Natriumacetat Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumnitrit (NaNO,) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Natriumpyruvat Gibco, Eggenstein
N-1-Naphtylethylendiamindihydrochlorid
(NEDDC) Sigma
Neutralrot (3 % Losung) Sigma
Ortho-Phosphorséure (H;PO,) Merck
Paraffinol Sigma
Propidiumiodid Sigma
Salzsdure (HCI) Merck
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Merck
Trypanblau (20%ige Losung) Gibco
Trypsin (50 U/mg; Ca und Mg frei, pH: 7,2)) PAA Linz, Austria
Wasserstoff-Peroxid (H,O,) Merck
wassrige Phenollosung (geséttigt) Merck
Xylol Merck
21.2 EINWEGARTIKEL FUR DIE ZELLKULTUR
Plastikartikel fiir die Zellkultur Falcon (Becton Dickinson),
Heidelberg
Lab-Tek Chamber slides (glass slides) Nunc, Wiesbaden
Arbeitsvolumina fiir Zellkulturgefife:
Effektive Wachstumsfla-
Medium-Fiillvolumen che
(pro well in cm?)
Multiwell-Platte (pro well in ml)

6-well Platte 2-3 9,60

12-well Platte 1,5-2 3,80

Schalen

100 mm-Schale 10 78,5
2.1.3 PUFFER, MEDIEN UND ZUSATZE FUR DIE ZELLKULTUR
endothelial cell growth supplement (ECGS) Sigma
Dulbeccos minimal essential medium (DMEM) Gibco, Eggenstein
fetal calf serum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Col-
be

1. FCS Standard-Qualitdt, LOT Nr. AO1127-454 (Endotoxingehalt von 2,4 ng / ml)

17



2. FCS Hohe-Qualitdt, LOT Nr. AO1128-128 (Endotoxingehalt von 0,48 ng/ml)

Hanks buffered salt solution (HBSS)

HEPES (1 M)

Natriumpyruvat (100 mM)

Nicht-essentielle Aminosduren (100x) (MEM)
Penicillin-Streptomycin (1000 U/mg)

RPMI 1640-Medium:

(LPS-Gehalt < 0,1 ng/ml)

Zellkulturmedium (RPMI**+):

Gibco
PAA
PAA
PAA
PAA
PAA

RPMI 1640 - Medium wurde mit 1 mM Natrium-Pyruvat, 60 U/ml Penicillin-
Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 1:100 non-essentielle Aminosduren (,MEM”
100x) und 10 mM HEPES versetzt und bei 4°C gelagert.

(LPS-Gehalt der Zusitze (HBSS, HEPES, MEM,
ng/ml)

21.4 ZYTOKINE

Rekombinantes Maus-Interleukin-1-beta (IL-18):
1 x 106 Units/mg (LPS-Gehalt: < 0,1ng/ug)

Rekombinanter Maus-Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
(TNF-o):

1x10° U/mg (LPS-Gehalt: < 0,1ng/ug)

Rekombinantes Maus-Interferon-gamma (IFN-y):

Penicillin-Streptomycin < 0,1

Biosource International,

Rattingen

PBH, pharma biotech-
nologie, Hannover

1x10°U /mg (LPS-Gehalt: < 0,1ng/ ng) Hbt, HyCult biotech-
nolgy, Leiden, Nieder-
lande

2.1.5 MATERIALIEN FUR DIE REVERSE TRANSKRIPTION UND DIE PCR

DNA-Grofsen-Marker:

DNA-Leiter XIV (100 Basen-Leiter)
DNase, RNase-frei (50U/ ul)
dNTPs:

100 mM Stamm-L8sung;:

dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Oligo-p(dT)15 Primer (20 pmol/ pl)
Rnase-Inhibitor (Promega (40U / pl):
Reverse Transkriptase (AMV)

Taq Polymerase (5U/ pl)

Primer
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Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim

Life Technologies (Eggenstein)

Promega
Promega

Gibco

Life Technologies



Primersequenzen:

Primer
Antisense-Maus-iNOS Primer
5-CTG GGT CCT CTG GTC AAA CTCTT- 3

Sense Maus-iNOS Primer
5" TGC AAA ATA GCT CTG CAG AGC CT-3~

Antisense-Human-GAPDH Primer
5-GGA CTG TGG TCA TGA GTC CT- 3

Sense-Human-GAPDH Primer
5 -CAA CTA CAT GGT TTA CAT GTIT CC -3°

2.1.6
Biotin-16-2"-desoxyuridin-5"-triphosphat

GenBank-Zugangs-Nr. Produkt-linge

Oligonucleotidlinge
Gen-Bank: 1187039
Basen: 604-626
Gen-Bank: L09126
Basen: 1529-1551
Gen-Bank: 1117851
Basen: 549 - 568
Gen-Bank: 1117851
Basen: 153 - 175

MATERIALIEN FUR DIE IN SITU NICK TRANSLATION

in Basen

648

648

416

416

(Biotin-16-dUTP)

dATP, dGTP,dCTP (100 mM)

DNA-Polymerase I
VectaStain Kit

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Camon, Wiesbaden

2.1.7
DETA-NO

NO-DONOREN

((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate)

Synthese von Priv. Doz. Dr. K.D. Kroncke, Institut fiir Immunbiologie, Diisseldorf

nach Hrabie et al. (182)
DETA
Bis-(2-Aminoethyl)-Amin

2.1.8 ANTIKORPER

Kaninchen-anti-human von Willebrand
Faktor-Antikorper

monoklonaler Ratten anti-Maus - CD 31
IgG-Antikorper

Aldrich, Steinheim
SNOC: S-Nitrosocystein (eigene Herstellung nach Mirna und Hoffmann, 1969 (183)

Sigma

Serotec, Wiesbaden

monoklonaler Ratten anti-Maus - CD 106 -

IgG-Antikorper

monoklonaler Ratten anti-Maus - CD 105 -

IgG-Antikorper
Peroxidase-konjugierte-Ziege-anti-Ratte-
Antikorper

Peroxidase-konjugierter-Schwein-anti-
Kaninchen- Antikorper

Serotec
Serotec
IgG-
Zymed  Laboratories,
Francisco, CA, USA

Dako, Danemark

San



219 TIERE

Homozygot iNOS defiziente knock-out Mduse und Wildtyp-Méduse (C57BL6) mit

dem selben genetischen Background

Mainnliche Tiere, ca. 30 g schwer und 50 Tage alt, stammen aus der Zucht von Vol-
ker Burkard, Diabetes Forschungsinstitut (DFI), Diisseldorf. Die Tiere erhielten

Standard-Futter und Trinkwasser nach Belieben.

2.1.10 GERATE

Analysenwaage
Brutschrank:

37°C, 90% Luftfeuchtigkeit,
5% COZ’ 95% Luft

Einfrierbox

ELISA-Reader: Titertek Multiscan Plus
Exikator

Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenz-Photometer (RN A-Messung)
Gelkammern fiir DNA-Gelelektrophorese
Photosystem (fiir DNA-Gele)
Photometer: Multiscan Plus MK2
(enzyme linked immunosorbent assay
microplate reader)

PCR-Thermo-Cycler: Mastercycler 5330 plus
Pipetten

Sellas-2000 UV-Lampe

(Spektrum: 340-390 nm)

Sterilbank: Lamin Air

Tischzentrifuge: Zentrifuge 5412
UV-Messgerit

UV-Transluminator (Wellenldnge:312 nm)
Zentrifuge (RN A-Isolation): Universal 30 RF
Zellzentrifuge: Minifuge GL
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Mettler, Giessen
Heraeus, Osterode

Roth-Laborbedarf, Diisseldorf
Flow Laboratories, Heidelberg
Eppendorf

Zeiss, Jena

Beckmann, Diisseldorf

Serva

AGS, Heidelberg

Helsinki, Finnland
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf

Sellas Medizinische Gerite
GmbH, Gevelsberg

Heraeus

Eppendorf

Grobel, Ettlingen

AGS, Heidelberg

Hettich, Tuttlingen

Heraeus



2.2 METHODEN
221 ARBEITSMETHODEN DER ZELLKULTUR

2.2.1.1  Inaktivierung von FCS

Fetales Kélber Serum wird bei 4°C aufgetaut und dann 45 min unter regelmafsi-
gem Schwenken bei 56°C im Wasserbad inaktiviert. AnschliefSend 1df3t man das
Serum bei 4°C im Eisbad abkiihlen und lagert es in Portionen von 50 ml bei
-20°C.

2.2.1.2  Ablésung adhirenter Zellen von der Kulturoberfliche — Trypsinierung

Losungen:
10 x PBS-Stammldsung:

80,03 g NaCl (1,370 M)
2,01 g KCI (0,027 M)
14,24 g NaoHPO, x 2H,0 (0,080 M)
2,04 g KHoPO, (0,015 M)

ad 1000 ml H>O-bidest
1 x PBS-Gebrauchslosung:

Die 10 x PBS-Stammlosung wird im Verhdltnis 1 : 10 mit Aqua bidest verdiinnt
und mit 0,02 % EDTA versetzt. AnschliefSfend wird die Losung auf einen pH
von 7,4 eingestellt, steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Vor dem Ansatz einer 1 x PBS-Losung miissen eventuell auskristallisierte Sub-
stanzen durch Erwdrmung und Riithren wieder in Losung gebracht werden.

Durchfithrung:

Nach Bildung eines konfluenten Zellrasens werden die Aortenendothelzellen
zur Subkultivierung mittels einer sterilen, frisch aufgetauten 0,25%igen
Trypsinlésung in PBS in der Verdiinnung 1 : 10 von der Oberfldche der Kultur-
platte abgelost. Zundchst wird das alte Kulturmedium abgesaugt und die
verbleibende Zellschicht drei Mal mit je 10 ml 1 x PBS / EDTA (37°C) gewa-
schen, um alle Serum- sowie Kalziumreste zu entfernen. AnschliefSend werden
die Zellen mit einem Gemisch aus 4 ml 1 x PBS / EDTA und 400 pl 0,25 %iger
Trypsinlosung vollstandig bedeckt und bei 37°C im Brutschrank fiir ca. 1 - 2
Minuten inkubiert. Wenn sich alle Zellen abgerundet haben und in Suspension
befinden, wird die Trypsinierung nach Kontrolle unter dem Invers-Mikroskop
durch Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt. Die Zellen werden durch
vorsichtiges Aufziehen in einer Pipette resuspendiert, um Zellklumpen aufzu-
16sen, in ein 50 ml - Falcon-Rohrchen aufgenommen und dann fiir 5 Minuten
bei 1200 rpm abzentrifugiert. Anschliefend wird der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet in einem definierten Volumen (3 - 5 ml) des Kulturmediums er-
neut resuspendiert. Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte durch das
Auszdhlen in der Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop und anschlie-
flender Multiplikation mit dem Zdhlkammerfaktor (104). Die gewtinschte Zell-
zahl wird durch Zugabe von Kulturmedium zu der Zellsuspension eingestellt.
Zuletzt werden die Zellen auf vorbereitete Kulturplatten mit RPMI / FCS in
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entsprechender Konzentration neu ausgesét. Sie werden bis zur 10. Pasage sub-
kultiviert.

2.2.1.3  Kryokonservierung lebender Zellen
Einfriermedium:

RPMI*** mit:

17 % FCS und 20 % DMSO

pH 7,5; steril filtriert, 4°C

Nach Trypsinierung und Zentrifugation in RPMI*** / 17 % FCS werden die A-
ortenendothelzellen auf die Konzentration von 1 x 105> Zellen/ml verdiinnt und
im Verhdltnis von 1 : 1 mit dem Einfriermedium vermischt und kurz inkubiert.
Je 2 ml dieser Suspension wurden in Kryo - R6hrchen abgefiillt und in einer mit
Isopropanol gefiillten Einfrierbox bei -80°C eingefroren. Die Einfrierbox ge-
wihrleistet eine Abkiihlung von 1°C/min.

2.2.1.4  Auftauen eingefrorener Zellen

Eingefrorene Zellen werden unverziiglich im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in
einem Falconrohrchen mit 15 ml RPMI*** / 17 % FCS mit 1200 rpm fiir 5 min
bei Raumtemperatur abzentrifugiert, resuspendiert, auf vorbereitete 10 cm -
Kulturplatten mit 15 ml Medium ausgesat und im Brutschrank bei 37°C weiter-
kultiviert. Das Zellmedium wird nach 24 Stunden erneuert.

2.2.2 ISOLATION UND KULTIVIERUNG DER AORTENENDOTHELZELLEN
2221  Herstellung eines Kollagen-Gels:
Kollagenstammlgsung:

3 mg Kollagen Typ III / ml 0,013 M HCl

Zur Herstellung eines Kollagengels, das vor jeder Gewebeprdparation frisch
angesetzt wird, werden folgende Inhaltsstoffe unter sterilen Bedingungen bei
4°C sorgfaltig vermischt:

3 Teile Kollagenstammldsung

1 Teil 5 x DMEM

1 Teil 0,14 M NaOH

Das Gelgemisch (neutraler pH) wird mit je 400 pl/well auf eine 24-Loch Gewe-
bekulturplatte pipettiert. Diese wird anschliefiend 30 Minuten mittels UV-Licht
(UVC) mit einem maximalen Abstand von 10 cm sterilisiert. Dann 143t man die
Gele ca. 30 - 60 Minuten bei 37°C polymerisieren und &quilibriert sie tiber
Nacht im Brutschrank mit 1 ml/well 17% FCS und 50 pg/ml ECGS in RPMI
1640+++.
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2.2.2.2  Gewebepriparation

Die Aorta einschliefilich des Aortenbogens wird aus einer mit Diethyldther
frisch getdteten Maus nach Eroffnung des Brust- und Bauchraumes stumpf mo-
bilisiert, entnommen und mit HBSS / 10 mM HEPES blutfrei gespiilt. Sie wird
anschliefsend mit einer Pinzette von dem restlichen Binde- und Fettgewebe frei-
préapariert und in kleine Ringe von ca. 1 - 2 mm Breite geschnitten. Nachdem
das Aquilibrierungsmedium entfernt wurde, werden zwei dieser Aortenringe
pro well in das Kollagengel in der Gewebekulturplatte implantiert. Anschlie-
lend werden sie vorsichtig mit je 1 ml/well RPMI / 17% FCS und 50 pg/ml
ECGS tuberschichtet, ohne dafs die Aortenringe den Kontakt zum Kollagengel
verlieren. Die Aortensegmente werden nun 4 - 6 Tage im Brutschrank bei 37°C
unter regelmaéfsiiger lichtmikroskopischer Kontrolle inkubiert; das Medium wird
bei Bedarf erneuert. Die Aortenstiicke werden mit einer sterilen Pinzette ent-
fernt und die verbleibenden Endothelzellen noch fiir 2-4 Tage je nach Dichte
weiterkultiviert. Sind gentigend Zellen ausgewachsen wird das Gel durch Zu-
gabe von 1 ml Kollagenaselésung / well (0,75 U/ml HBSS / HEPES) lysiert.
Dabei wird das Gel mehrfach mit einer Pipette aufgewirbelt und dann kurz bei
37°C inkubiert. Der Inhalt aus allen wells wird zusammen mit 50 ml HBSS /
HEPES in ein Falconréhrchen gefiillt und bei 1200 rpm fiir 5 Minuten zentrifu-
giert. Der Uberstand wird verworfen und die sedimentierten Zellen werden in
frischen RPMI / FCS / ECGS aufgenommen und auf 10 cm - Kulturplatten mit
je 9 ml Mediumvorlage (RPMI mit 17% FCS und 50 pg/ml ECGS) pipettiert.
Wenn die Zellen nach 24 Stunden angewachsen sind, werden sie gespiilt und
erhalten erneut frisches Medium, dessen ECGS-Konzentration tiber die ndchs-
ten Tage auf null reduziert wird.

2.2.2.3  Kulturbedingungen

Die Kultur der Endothelzellen erfolgte auf 10 cm - Zellkultur-Petrischalen in 15
ml RPMI 1640*** - Medium mit 17% inaktiviertem FCS unter Standard-
Kulturbedingungen (37°C, 90% Luftfeuchtigkeit; 95% Luft, 5% CO,). Die adha-
rend wachsenden Endothelzellen wurden nach Bildung eines konfluenten Zell-
rasens durch Trypsinierung von der Platte gelost und in einer Konzentration
von ca. 1 x 105 Zellen / Platte erneut ausgesét, in die Versuche eingesetzt oder
eingefroren.

2.2.3 ZELLCHARAKTERISIERUNG DURCH ANTIKORPER-FARBUNG

Losungen:

Hiamatoxylin-Losung:

Héamatoxylin 1,00 g
NaJOs 020¢g

KAI (SO4)2- 12H20 50,00 g
Essigsdure (konz.) 15,00 ml
H>O-bidest ad 1000 ml

Die Losung wird vor Gebrauch filtriert.
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Versuchsdurchfithrung:

Fiir die immunhistochemische Farbung werden 10 4 unbehandelte oder Zyto-
kin-aktivierte (je 500 U/ml IL-18, TNF-a und IFN-y) Aortenendothelzellen /
well auf 8-well Glas- Kulturkammern fiir 24 - 48 Stunden in je 400 ul RPMI ***+/
well im Brutschrank kultiviert.

Schlie8lich wird der Uberstand entfernt und die Zellen unter Kaltluft ca. 10 Mi-
nuten getrocknet. Bis zur Weiterverarbeitung kénnen die Praparate bei -20 °C
bis zu vier Wochen aufbewahrt werden.

2231  Antikorper-Nachweis des vWWF-Antigens:

In einem ersten Arbeitsschritt werden die Objekttrager mit den Proben fiir 10
Minuten in Aceton fixiert und anschliefend 5 Minuten in 1 x PBS gewaschen.
Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitdt werden die Proben 5 Minu-
ten in einer frisch angesetzten Wasserstoffperoxidlosung (0,3% H>O. in Aqua
bidest) inkubiert und erneut 5 min in ein PBS-Pufferbad gestellt. Um unspezifi-
sche Bindungsstellen zu blockieren, werden die Zellen fiir 60 min bei Raum-
temperatur in der feuchten Kammer mit 0,5% BSA in 1 x PBS inkubiert. Uber-
schiissiger Puffer wird sorgfiltig abgeklopft und der anti-vWillebrand Faktor
als Primédrantikorper fiir 30 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtempe-
ratur in der Verdiinnung 1 : 200 und 1 : 400 mit PBS so aufgetragen, dafi die
Proben vollstandig bedeckt sind (100 pl / Kammer). Die Zellkulturen eines wei-
teren Objekttrdagers werden als Negativkontrolle mit einem nicht relevanten
Hyperimmunserum unter ansonsten gleichen Bedingungen inkubiert und an-
schliefSend separat gewaschen. Nachdem die Proben mit Aqua bidest abgespiilt
und in PBS gewaschen wurden, werden alle Objekttréger einschliefilich der
Negativkontrolle 15 Minuten bei Raumtemperatur mit einem biotinylierten
Briickenantikorper inkubiert, der sich spezifisch gegen den Primédrantikorper
aus Kaninchen richtet. An das Biotin des Sekundarantikoérpers konnen mehre-
ren Peroxidase (HRP-) konjugierten Streptavidin-Molekiilen binden, wodurch
eine Verstarkung des Signals moglich wird. Die Inkubationszeit mit dem Strep-
tavidin-Peroxidase-Konjugats betrdgt 15 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
einem erneuten Waschvorgang erfolgt die Substratfarbung mit 100 pul / Kam-
mer 0,05 % Diaminobenzidinlésung mit 0,05 % H>O» fiir 5 Minuten bei Raum-
temperatur, wobei an den Stellen der spezifisch gebundenen Antikdrper ein
gefdrbtes Prazipitat entsteht. Zur Kerngegenfarbung werden die in PBS gerei-
nigten (5 min bei Raumtemperatur) Objekttrager fiir 20 Sekunden in ein Hima-
toxylinbad getaucht und anschlieffend zwei Mal in Leitungswasser gewaschen.
Die Praparate werden nun zur Entwisserung in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe fiir je eine Minute in eine 50%, 70%, 80%, 90% und 100%ige Alkohollo-
sung getaucht; es folgt eine Inkubation in Isopropanol, Xylol und schliefilich
Xylolersatz fiir je eine Minute. Nach dem Eindecken mit Eukitt 14f3t man die
Préaparate 24 Stunden trocknen.
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Auswertung:

Unter dem Lichtmikroskop wird die Zahl sowie die Intensitdt der Braunfar-
bung der positiven Zellen bewertet und photographisch dokumentiert, sowie
die Spezifitdt der Farbung durch Vergleich mit der ungefarbten Negativkontrol-
le nachgewiesen.

Nur intakte Zellen sind zur Interpretation geeignet, da sich nekrotische oder
degenerierte Zellen hdufig unspezifisch anfarben.

In Abhidngigkeit von der Inkubationszeit mit Hamatoxylin farben sich die Zell-
kerne bei der Gegenfarbung blafSblau bis dunkelblau an.

2.2.3.2  Antikérper-Nachweis der Antigene VCAM-1 und Endoglin

Zur Detektion der Zellantigene VCAM-1 (vascular adhesion molecule) und En-
doglin werden die gereinigten, monoklonalen Ratten-anti Maus CD 106- und
CD 105- Antikorper eingesetzt.

Hierbei wird nach demselben oben erwédhnten Protokoll vorgegangen. Die in
0,5% BSA-PBS gelosten Priméarantikorper werden in den Verdtinnungen 1 : 25,
1: 50 und 1: 100 (CD 106) und 1:10, 1 : 25 und 1: 50 (CD 105) mit einer Inkubati-
onszeit von 60 Minuten (feuchte Kammer) aufgetragen. Die Negativkontrollen
werden mit einem nicht relevanten Hyperimmunserum abgedeckt und bei allen
folgenden Waschvorgédngen separat gewaschen. Nach dreimaligem Waschen in
PBS werden die Objekttrager 30 Minuten bei RT mit dem biotinylierter anti-
Ratte Sekundédrantikorper (zwei Tropfen auf 10 ml 0,5% BSA-PBS) inkubiert.
Wieder werden die Praparate in PBS gewaschen und dann mit dem ABC Rea-
genz (je zwei Tropfen A und B in 10 ml PBS) fiir 60 Minuten bei RT in der
feuchten Kammer abgedeckt.

Substratfarbung mit DAB und Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin erfolgen
nach vorherigem Protokoll.

2.2.4 BESTRAHLUNG KULTIVIERTER ENDOTHELZELLEN MIT UV A,

Zellmedium (farblos):

Zur Herstellung von 1000 ml farblosem Medium werden 10,1 g RPMI-Pulver
(ohne Phenolrot) mit folgenden Supplements versetzt:

2,2 ¢ NaHCOs3

10 ml HEPES (1 M)

10 ml non-essentielle Aminosduren (, MEM* 100x)

10 ml Natrium-Pyruvat (100 mM)

11 ml L-Glutamin (200 mM)

6 ml Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)
Nach dem Auffiillen mit H>O bidest auf 1000 ml wird ein pH von 7,3 einge-
stellt, die Losung 30 min gertihrt, steril filtriert und bei 4°C gelagert.
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Durchfiihrung:

Die Endothelzellen werden auf 8-well-Chamber Slides, 6-, oder 12-well-
Kulturplatten im Brutschrank zur Adhirenz gebracht. Der Uberstand auf den
Platten wird vorsichtig abgesaugt und durch RPMI*** ohne Phenolrot (37 °C)
und entsprechende Zusétze ersetzt. Die jeweilige Menge des eingesetzten farb-
losen Uberstandes ist abhingig von der Art des Kulturgefiafies und betrdgt auf
12-well Platten 600 pl/well, auf 6-well Kulturplatten 1 ml/well und auf 8-well
Chamber Slides 100 pl/well. Im Anschlufs daran werden die Platten mit UVA -
Licht bestrahlt, wobei darauf geachtet wird, dafs sie im Zentrum des Bestrah-
lungsfeldes stehen. Es werden fiinf verschiedene UV-Dosen appliziert, die bei
einer Leistung der UV-Quelle von 50 mW/cm? folgende Bestrahlungszeiten
bedingen: 15 Joule/cm? (5 min), 25 Joule/cm? (8 min, 20 sec), 35 Joule/cm? (11
min, 40 sec) und 45 Joule/cm? (15 min). Die UVA-Dosis, die das Bestrahlungs-
feld erreicht, wurde regelméfiig mit einem UV-Messgerét tiberpriift. Unmittel-
bar nach der Bestrahlung wird das farblose Medium in den Platten wieder ent-
fernt; dann werden die Platten mit Standard - Medium fiir weitere 24 Stunden
im Brutschrank inkubiert. Die Menge des Mediums belduft sich hierbei auf 1,5
ml (12-well Platten), 2 ml (6-well Kulturplatten) oder 400 pl (8-well Chamber
Slides).

2241  Bestimmung der Zahl vitaler Zellen - Neutralrotfirbung:

Vitalfarbungsldsung:

30%ige Neutralrot-Losung in PBS

Lysier-Losung:

Isopropanol + 10 mM HCl

Da der Einbau der Neutralrot-Kristalle in vitalen Zellen proportional mit der
Zellzahl steigt, eignet sich diese Methode zur Uberwachung des Zellwachstums
(184, 185).

Nachdem der Uberstand mit der Neutralrotlésung in einer Verdiinnung von 1 :
100 entsprechend einer Endkonzentration von 0,03 % versetzt und vermischt
wurde, werden die Platten fiir 90 Minuten bei 37 °C im dunkeln inkubiert. Da-
nach werden die Zellen zwei Mal mit PBS / EDTA gewaschen, so daf$ sich die
Losung nicht mehr verfiarbt, kurz getrocknet und anschlieflend durch Zugabe
der Indikator-Losung lysiert. Je nach Kulturgefafs betrdgt die Menge der Indika-
tor-Losung 600 pl (12-well Platte) bzw. 200 ul (8-well Chamber Slides) pro well.
Dabei werden die in die lebenden Zellen eingebauten Neutralrot - Kristalle
herausgewaschen und gehen in Losung. Ist eine gleichméfsige Farbung der Lo-
sung eingetreten, werden 150 pl aus jedem well zwei Mal auf eine 96 - well -
Platte aufgetragen. Uber den Referenzwert von 150 pl Lysier-Losung wird die
Extinktion bei 530 nm im Photometer gemessen und aufgezeichnet.
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Auswertung:

Da nur lebende Zellen den roten Farbstoff aktiv aufnehmen, bedeutet eine ver-
minderte Extinktion eine geringere Zellzahl entsprechend eines geringeren An-
teils an lebenden Zellen.

Die Extinktionswerte werden tiber den Mittelwert aus den Proben aller gleich
behandelten wells (einschliefilich der doppelt aufgetragenen Proben) ermittelt.

Derjenige Extinktionsmittelwert, der durch die Lyse der unbestrahlten Zellen
gewonnen wird, wird mit 100 % gleichgesetzt.

2.2.5 BESTIMMUNG DER VITALITAT MIT TRYPANBLAU ODER PROPIDIUMIODID:

Trypanblau-Losung:

0,5 % Trypanblau in einer 0,9%igen NaCl-Losung

Propidiumiodid-Losung:

1 mg/ml in H>O (1,5 mM)

Die Bestimmung der Zahl toter Zellen wird mit einer Trypanblaulésung in der
Verdiinnung 1 : 5 durchgefiihrt. Die Methode der Trypanblau-Farbung beruht
auf dem Prinzip, daf$ lebende Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen, wahrend
tote Zellen blau angefdarbt werden. Nach einer Inkubationszeit von einer Minute
wird der Uberstand abgezogen; bei zu langer Inkubationszeit nehmen auch le-
bende Zellen den Farbstoff auf.

Zur statistischen Auswertung werden pro Messpunkt jeweils 500 Zellen ausge-
z&hlt.

Das kationische Fluorochrom Propidiumiodid wird aus lebenden Zellen ausge-
schleust und kennzeichnet ebenso wie Trypanblau nekrotische Zellen, indem es
Zellmembranschdden nachweist (186). Propidiumiodid bindet an die DNA ge-
schadigter Zellen und zeigt eine rote Fluoreszenz.

Nach 10-miniitiger Inkubation mit der Propidiumiodid-Losung im Verhiltnis
1:200 (Endkonzentration: 7,5 pM), werden die Endothelzellen unter dem Fluo-
reszenzmikroskop (Extinktion: 520 nm, Emission: 160 nm) betrachtet und
fotografiert.

2.2.6 IN SITU NICK - TRANSLATION

DNA-Strangbriiche in Einzelzellen kénnen am besten mit der in situ Nick
Translation (INT) nachgewiesen werden (187, 188).

Die Methode basiert auf der spezifischen Bindung der DNA-Polymerase I an
DNA-Strangbriiche, wobei der beschddigte alte DNA-Strang durch einen neuen
ersetzt wird, in den markierte Nukleotide eingebaut werden kénnen. Die im-
munhistochemische Farbung dieser markierten Nukleotide ermdoglicht den
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Nachweis von DNA-Strangbriichen, die eines der Merkmale der Apoptose dar-
stellen (189, 190). Proliferierende Zellen werden durch die in situ Nick Transla-
tion nicht gekennzeichnet.

Losungen:

Abdeckldsung:
1% BSA in PBS

Avidin-Peroxidase-Losung (Vectastain Kit):

4 ul Reagenz A (avidin)
4 ul Reagenz B (biotinylated horse radish peroxidase)
ad 1ml 0,5 % BSA-PBS-Losung

DAB - Substratlosung:

10 mg 3,3-Diaminobenzidin in 10 ml Aqua dest. gelost (entsprechend 0,05 %),
unmittelbar vor Gebrauch werden 0,015 % H2O; hinzugeftigt

10 x NTP - Losung:
je 30 uM dGTP, dCTP und dATP in 50 mM Tris-HCl, pH 7,5

10 x Biotin - dUTP - Losung:
30 uM Biotin - dUTP in 50 mM Tris - HCl, pH 7,5

10 x NT-Puffer:
0,5 M Tris-HCl pH 7,5, 50 mM MgClp, ImM DTT (Dithiothreitol)

INT-Losung (100 pl):

10 n1 10 x NTP - Losung

10 pl 10 x Biotin - dUTP - Losung
10 pul 10 x NT - Puffer

70 ul Aqua dest.

5 units DNA polymerase 1

Durchfiihrung:

Zur Durchfiithrung der in situ Nick Translation wurden je 10* Aortenendothel-
zellen pro well auf 8-well Glas-Kulturkammern zur Adhédrenz gebracht und
mit je 400 ul Medium im Brutschrank bei 37 °C fiir 48 Stunden inkubiert. 24
Stunden nach der Bestrahlung mit UVA; (45 bzw. 35 Joule/cm?) wurde die
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Zellzahl eines wells mittels Trypanblau- und / oder Neutralrotfairbung be-
stimmt. Anschliefend wurde der Uberstand verworfen, die Kulturkammern
unter kaltem Luftstrom getrocknet und bei -20 °C aufbewahrt bzw. der INT
zugefiihrt.

Zunidchst werden die Proben fiir 10 min in Aceton fixiert. Zur Unterdriickung
der Aktivitdt der endogenen Peroxidasen und zwecks besserer Durchldssigkeit
der Zellwdnde werden die Prdparate 30 Minuten in 0,3 % H>O; in Methanol
inkubiert. Danach werden sie drei Mal in PBS fiir je 5 Minuten gewaschen. Pro
Kammer werden 50 pl der INT-Losung aufgetragen; als Negativkontrolle wird
eine INT-Losung ohne Biotin - dUTP angewendet. Die Inkubationszeit der
Nick Translation betrdgt 15 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer.

Nach einem erneuten Waschvorgang (3 x 5min in PBS) werden 100 pl/Kammer
der Abdecklosung aufgetragen und damit alle unspezifischen Bindungen blo-
ckiert. Nach 10 Minuten Inkubation 14f3t man die Abdecklésung abtropfen und
ersetzt sie durch die Avidin - Peroxidase - Losung. Die Kulturkammern
verbleiben nun fiir 2 Stunden in der feuchten Kammer und werden anschlie-
flend dreimal je 5 Minuten in PBS gewaschen.

Das an Stelle von Thymidin in die DNA eingebaute Biotin-dUTP wird nun mit-
tels Streptavidin-Peroxidase und nachfolgender Peroxidase-Reaktion mit Dia-
minobenzidin als Substrat (brauner Niederschlag) sichtbar gemacht. Die Inku-
bation mit 100 pl/well DAB-Substratlosung wird fiir alle Kulturkammern nach
genau 5 Minuten zeitgleich beendet.

Dann werden die Praparate in PBS geschwenkt und zwecks besserer Lokalisati-
on der Zellen fiir 15 sec in Hamatoxylin-Losung getaucht. Die Kerngegenfar-
bung mit Hamatoxylin wird in H>O gestoppt; anschlielend werden die Kul-
turkammern in aufsteigenden Konzentrationen von Ethanol (50 %, 70 %, 80 %,
90 %, 100%), in Isopropanol und Xylol (Inkubation je 1 Minute) entwéassert. Mit
Eukitt werden die Deckgldser an die noch feuchten Objekttrager geheftet, wel-
che dann fiir 24 Stunden aushérten.

Auswertung:

Die Auswertung erfolgt mit dem Lichtmikroskop. Die Zellen, die ein braunes
Reaktionsprodukt gebildet haben, sind leicht von den (bis auf den Zellkern)
ungefdrbten Zellen zu unterscheiden. Pro Kammer werden 500 Zellen ausge-
z&hlt.

2.2.7 RNA-PCR

Einleitung:

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht die Amplifikati-
on von DNA-Segmenten mit Hilfe von Oligonukleotiden, die spezifisch an
flankierten Bereichen 5' und 3' der zu amplifizierenden Sequenzen hybridisie-
ren.
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Als Matrize fiir die Polymerase-Kettenreaktion konnen neben chromosomaler
und Plasmid-DNA auch RNA direkt bzw. ihre DNA-Kopie (copy DNA, cDNA)
dienen.

Die Analyse der mRNA-Population gibt Aufschluf§ dartiber, welche Gene zum
aktuellen Zeitpunkt in der jeweiligen Zelle exprimiert werden, wobei die Hau-
tigkeit eines Transkriptes von der Expressionsrate des betreffenden Gens ab-
héngig ist.

Inkubation der Endothelzellen mit Zytokinen:

105 Endothelzellen pro well werden auf 6-well Kulturplatten in 3 ml Medium
fiir 48 Stunden im Brutschrank kultiviert. Nach Erneuerung des Zellmediums
durch 2 ml RPMI***/ well werden die Kammern und in unterschiedlicher Wei-
se mit Zytokinen (jedes Zytokin in einer Konzentration von 500 U/ml) inku-
biert:

Versuchs- Zusitze
bedingung
Nr. 1 ohne Zytokin-Zusatz
Nr. 2 IL-1B
Nr. 3 TNF-a
Nr. 4 IFN-y
Nr. 5 IL-1B + TNF-a
Nr. 6 IL-1B + IFN-y
Nr.7 TNF-a + IFN-y
Nr. 8 IL-1B + TNF-o + IFN-y

In einem weiteren Versuch wurde dem Zellmedium (RPMI***) der Wildtyp En-
dothelzellen bereits im Stadium der Zellkultur ein qualitativ unterschiedliches
FCS, welches mit 2,4 ng/ml FCS einen deutlich hoheren Endotoxingehalt als
das bislang verwendete FCS aufwies, zugesetzt. Dadurch stieg die LPS-
Konzentration im Zelltiberstand von zuvor 0,08 ng/ml auf 0,4 ng/ml RPMI*++.

Nach 24 Stunden wurde die Nitritkonzentration im Uberstand tiber die Griess -
Reaktion bestimmt.

2.2.71  RNA-Isolierung

Als Ausgangsprodukt fiir die Analyse der endothelialen iNOS in der Polymera-
se-Kettenreaktion wird die RNA aus aktivierten und unbehandelten Endothel-
zellen isoliert.

DEPC-Wasser (RNase / DNase freies Reinstwasser):

0,1 % Diethylpyrocarbonat in H>O-Bidest; autoklaviert
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Lysierlosung:

GTC-Pulffer:

Guanidinthiocyanat 4M
Na-Citrat pH 4,0 25 mM
Sacrosyl 0,5 %
in DEPC-H2O

Unmittelbar vor Gebrauch werden 0,1 M Mercaptodthanol hinzugefuigt.

Durchfiihrung:

Der Kulturiiberstand wird verworfen und die adhédrenten Zellen werden sofort
in 500 pl/well GTC - Puffer / Mercaptodthanol lysiert. Das Zelllysat jedes ein-
zelnen wells wird nach Aufrithren mit einer Pipettenspitze in ein steriles 1,5 ml-
Eppendorfgefdfs aufgenommen und sofern es nicht unmittelbar weiterverarbei-
tet wird, sofort bei -20°C eingefroren.

Auf Eis werden dann 500 pl Zelllysat mit 50 pl einer 2 M Na-Acetatlosung
(Rnase freies H>O; pH 4,4) vermischt und fiir 2 - 3 sec. gevortext. Anschlieffend
werden zundchst 100 pl Cloroform-Isoamyllosung (Volumenverhaltnis 49 : 1),
dann 500 pl Phenol in die Proben pipettiert, die nun bis zum Auftreten einer
milchig-weifien Triibung erneut gemischt werden. Nach 15 Minuten Inkubation
auf Eis wird die Losung fiir weitere 15 Minuten in der auf 4°C vorgekiihlten
Eppendorfzentrifuge bei 15000 U/min zentrifugiert. Dann werden 450 ul der
oberen, wéssrigen, Nukleinsdure-haltigen Phase abgenommen, in neue 1,5 ml
Eppendorfgefdfse gebracht und mit je einem Volumen (450 pl) Isopropanol
(4°C) versetzt. Nach sorgfiltiger Durchmischung (vortex) kénnen die Proben
fiir 24 h bei -20°C eingefroren oder alternativ fiir 1 - 2 h bei -80°C gelagert
werden.

In den aufgetauten Proben wird dann die Kilte-kondensierte RNA 15 Minuten
mit 15000 U/min bei 4°C herunterzentrifugierd, der Uberstand wird vorsichtig
abgegossen und das am Boden des Eppendorfgefifies zurtickgebliebene Pallet
mit 1,5 ml 70 % Athanol in DEPC-H,O vermischt (vortex). Dieser Zentrifugati-
onswaschschritt wird nochmals wiederholt, um die wassrigen Reste zu entfer-
nen. Nach einer letzten Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wird der
Uberstand bis auf einen geringen Rest abgekippt, der anschlieend nach einmi-
niitigem Stehenlassen vorsichtig bis auf ca. 20 ul mit einer Pipette abgezogen
wird. Die geoffneten Eppendorfgefdfie kommen nun fiir 20 - 30 min in den Ex-
sikkator bei 95°C. Schlieilich werden die getrockneten RNA-Pallets in 50 pl
DEPC-H;O aufgenommen und durch wiederholtes Pipettieren sorgfaltig aufge-
lockert.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration entnimmt man jeder Probe 2ul und
bringt diese in ein neues Eppendorfgefdfs mit 98 pl DEPC-Wasser und ver-
mischt beide Losungen. Im UV- Photometer wird aus der Extinktion bei 260 nm
die RNA-Konzentration dieser Verdiinnungsproben im Vergleich zu einer Was-
serkontrolle und der Reinheitsgrad durch das Extinktionsverhiltnis bei 260 nm
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nm (Absorbtionsmaximum der Nukleinsduren) und 280 nm (Absorbtionsma-
ximum von Proteinen) bestimmt.

Die Originalproben werden mit Reinstwasser auf eine Konzentration von 0,1
ng/pl RNA verdinnt und bei -20°C eingefroren.

2.2.7.2 Reverse Transkription (RT) der RNA
Losungen:
10 x RT-Puffer:

Tris / HCI pH 8,3 100 mM
KCl 500 mM

Desoxynucleotid (ANTP)-Mix:
jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP in Aqua ad inj.

MgCla: 25 mM

Gelatine: 0,5 mg/ml
Oligo-p(dT)1sPrimer 20 pmol

Rnase - Inhibitor 40U/ ul

AMV Reverse Transkriptase >25 U/ pl in Reinstwasser
Durchfiihrung:

Fir die Verwendung der DNA-abhédngigen Taq-Polymerase wird die isolierte
RNA vor der PCR durch eine Reverse Transkription in c-DNA tiberfiihrt.

Fiir die cDNA-Synthese werden jeweils 1 ng der aus aktivierten oder unbehan-
delten Endothelzellen isolierten RNA verwendet.

Zu 10 pul RNA-Probe (1 pg RNA) werden 10 pl des folgenden, auf Eis vorberei-
ten RT-Mixes hinzugefiigt:

Substanz Menge /Probe = Konzentration
10 x RT-Puffer 2ul 1x

Desoxynucleotid -Mix 2l jelmM /
Nucleotid

MgCl» 4l 5 mM

Gelantine 0,4 ul 0,01 mg / ml

Oligo-p(dT)1sPrimer 1l 20 pmol

Rnase - Inhibitor 0,5l 20U

AMV Reverse Transkriptase 0,25 ul 25U
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Zunichst wird dieser RT-Ansatz 10 Minuten bei 25 °C anschliefSend fiir weitere
60 min bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. Bis zum Einsatz in der RT-PCR ist
eine Lagerung der cDNA-Proben bei -20 °C moglich.

2.2.73  RIT-PCR

Losungen fiir die PCR:
dNTP-Mix:
je 5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP in Aqua ad inj.
10 x PCR Puffer:
Tris / HCl pH 8,3 100 mM
Kdl 500 mM
MgCl» 15 mM
Gelatine 0,01%
Durchfiihrung:

In 0,5 ml-Eppendorfgefdafien werden 5 pl der entsprechenden cDNA-Probe aus
der reversen Transkription (ca. 0,25 pg cDNA) mit 5 pl Reinstwasser, je 20 pmol
der beiden jeweiligen Primer in 20 pl Reinstwasser und 20 pl des nachfolgenden
PCR-Reaktionsgemisches vermischt :

dNTP-Mix 2 ul / Probe
10 x PCR Puffer 5 ul / Probe
Tag- 0,25 pl (entspricht: 1,25 U / 50 ul PCR-Ansatz)
Polymerase
DEPC-H>O 12,75 ul / Probe

Die Ansdtze werden mit je zwei Tropfen Paraffinol tiberschichtet, um ein Ver-
dampfen zu vermeiden, und anschlieSend im Thermo-Cycler mit folgendem
tiir jeden Primer spezifischen Zyklus-Profil inkubiert:

Sense und antisense Maus-iNOS-Oligonukleotide:

Temperatur Zeit Zyklenzahl
initiale Denaturie- 94°C 5 min
rung
zyklusinterne Denaturie- 94°C 30 sec
rung 39
Annealing 62°C 30 sec
zyklusinterne Synthese 72°C 30 sec
abschlieflende Synthese 72°C 10 min
Kihlung 4°C
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Sense und antisense Human-GAPDH-Oligonukleotide:

Durch Alignement der drei Sequenzen der GAPDH der Ratte, der Maus und
der humanen GAPDH im Bereich der durch die Primer gewdhrleisteten Ampli-
tikation konnte gezeigt werden, dafd die drei Sequenzen eine 100%ige Homolo-
gie besitzen.

Temperatur Zeit Zyklenzahl
initiale Denaturie- 94°C 5 min
rung
zyklusinterne Denaturie- 94°C 30 sec
rung
. 23
Annealing 58°C 30 sec
zyklusinterne Synthese 72°C 30 sec
abschlieffende Synthese 72°C 10 min
Kihlung 4°C

Die Annealingtemperaturen wurden so gewdhlt, dafs die Moglichkeit unspezifi-
scher Bindungen wihrend des Annealings minimalisiert wurde.

2.2.7.4  Nachweis der PCR-Amplifikationsprodukte mittels Gelelektrophorese
Losungen:

Ethidiumbromidldsuneg:

0,1% in H>O bidest

TAE-Puffer (50-fach):

Tris/acetat 2 M
EDTA 0,1M
Der Puffer wurde vor Gebrauch 1 : 50 in H>O bidest verdiinnt.

Agarose-Losung 1,5%:

Agarose: 0,75g

1 x TAE-Pulffer: 50 ml

Die Losung wird bis zum Kochen erhitzt und nach Auflosung der Agarose
wieder auf ca. 60 °C abgekiihlt. Vor dem Aulffiillen der Kammer werden 2,5 pl
Ethidiumbromidlésung / 50 ml Agarose-Losung hinzugegeben und durch
Schwenken vermischt.

Aufnahme-Puffer (5-fach konz.):

0,25% Bromphenolblau
15% Ficoll 400
15%Glycerin

in HoO bidest
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Durchfiihrung:

Nach Polymerisation des Geles werden pro Geltasche jeweils 10 pl der amplifi-
zierten cDNA der jeweiligen Probe zusammen mit 2,5 ul Aufnahme-Puffer ein-
gesetzt und in 1 x TAE-Puffer bei einer Spannung von 130 V und einer Laufzeit
von 30 min. elektrophoretisch aufgetrennt. Als DNA-Langenstandard dienen
zwei Proben mit je 2 ul DNA-Marker, 8 pl Reinstwasser und 2,5 pl Aufnahme-
Puffer.

Die Identifikation der PCR-Amplifikate erfolgt unter dem UV-Transluminator
durch Vergleich der sichtbaren Banden mit dem mitgefiihrten DNA-
Langenstandard. Zur Dokumentation der Ergebnisse wird das Gel mit dem Po-
laroidkammerasystem photographiert.

Eine gleich starke GAPDH-Amplifikation aller mitgefiihrter Proben zeigt an,
dafd die RT-Reaktion erfolgreich durchgefiihrt wurde und die zu untersuchen-
den Proben die gleiche Menge an cDNA enthielten.

2.2.8 QUANTITATIVE NITRITBESTIMMUNG NACH GRIESS

In wiassrigen Losungen wird NO spontan innerhalb weniger Sekunden zu Nit-
rit (NO2) und Nitrat (NOs), den beiden stabilen Endprodukten des NO-
Metabolismus, oxidiert (191, 192).

Losungen:

Griess Reagenz I:

1 % Sulfanilamid in 2,5 % H3PO4

Griess Reagenz II:

Naphthylethylendiamin-Losung mit 0,3 % NEDDC in 2,5 % HsPOs

Durchfiihrung:

Die Nitritkonzentrationen in Zelltiberstinden werden mittels Diazotierungs-
reaktion (193) bestimmt.

Unmittelbar vor jeder Messung wird eine Standardeichreihe mit NaNO; in A-
qua bidest in den Konzentrationen 0 uM, 2,5 pM, 5 uM, 10 pM, 50 pM und 100
uM angesetzt, die bei jeder Nitritbestimmung doppelt mitgefiihrt wird.

Aus jedem Kulturiiberstand werden zwei 100 pl - Proben enthommen und zu-
sammen mit 100 pl der Eichreihe und einem zweifachen Mediumreferenzwert,
der aus 100 pl Medium ohne Zellen, das tiber den jeweiligen Versuchszeitraum
mitinkubiert wurde, besteht, auf eine 96-well Elisaplatte gebracht. Fiir den
Testansatz gibt man zu jeder 100 pl Probe 50 ul der Griess Reagenz I - Losung.
Nach einer Inkubationszeit von fiinf Minuten bei Raumtemperatur kommen 50
ul Griess Reagenz II-Losung hinzu. AnschlieSend werden durch Zugabe von 20
ul Methanol potentiell storende Luftblasen entfernt.
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Die rotliche Farbentwicklung kann dann bei 540 nm durch Absorption im Eli-
saphotometer quantifiziert und nach Abzug des Extinktionswertes der Medi-
umkontrolle mit der NaNO: - Konzentrationsreihe verglichen werden.

2.2.9 FLUORESZENZFARBUNG MIT HOECHST - REAGENZ UND ACRIDINORANGE

Der Farbstoff bis-benzimidazole (Hoechst 33342) diffundiert durch die intakte
Zellmembran lebender Zellen, bindet von aufSen an AT-reiche Regionen in der
kleineren Furche der DNA und farbt so das Chromatin der Kerne der behandel-
ten Zellen. Unfixierte Zellen zeigen unter UV-Licht eine blaue Fluoreszenz der
Kerne, die im Falle apoptotischer Zellen einen leuchtend hellen Charakter an-
nimt.

Der Fluoreszenzfarbstoff Acridinorange besitzt zwei unterschiedliche Farbeei-
genschaften: In fixierten Geweben wird es als ,metachromatischer” Farbstoff
verwendet, der Einzelstrang-Nukleinsduren orange und doppelstrangige Nuk-
leinsduren grin farbt (194). In lebenden Zellen dient er jedoch als pH-Indikator,
der in sauren Kompartimenten wie Lysosomen und Phagosomen angereichert
wird, welche dann leuchtend orange-rot fluoreszieren (195). Die Beobachtung,
dafd die Kerne apoptotischer Zellen ebenfalls orange-rot angefarbt werden,
wurde mit der Ansduerung apoptotischer Zellkerne, moglicherweise aufgrund
der Fusion von Lysosomen, in Zusammenhang gebracht (196).

Unmittelbar vor der Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop werden 5
ul/ml Hoechst - Reagenz (9 mM) oder alternativ 3ul/ml 3,3 mM Acridinorange
in Ethanol (Endkonzentration: 10 uM) in den Zelliiberstand pipettiert und
durch leichtes Schwenken der Kulturplatte gleichméfiig verteilt. Zur Visualisie-
rung des Hoechst-Farbstoffes wird ein Filter fiir blaue Fluoreszenz verwendet
(Extinktion: 355 nm, Emsission: 465 nm), bei Acridinorange kommt ein Filter
tiir griine Fluoreszenz zur Anwendung,.

2.2.10 INDUKTION DER INOS MIT VERSCHIEDENEN ZYTOKINEN

Diese Versuche dienen dazu, das Zytokin-Antwort-Muster der induzierbaren
NO-Synthase in iNOS knock-out und Wildtyp-Aortenendothelzellen der Maus
auf Proteinaktivitdtsebene zu untersuchen.

Pro well einer 12-well-Kulturplatte werden 1 x 105 Zellen in 2 ml Medium kul-
tiviert und nach 24 Stunden mit 600 pl neuem Medium und den entsprechen-
den Zytokinzusitzen (je 500 U/ml pro Zytokin) versehen.
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Das Versuchsschema umfafit 9 verschiedene Versuchsbedingungen:

Versuchs-

bedin- Zusitze

gung

Nr. 1 keine Zusitze im Medium
Nr. 2 IL-1pB

Nr. 3 TNF-a

Nr. 4 IFN-y

Nr. 5 IL-1B + TNF-a

Nr. 6 IL-1B + IFN-y

Nr. 7 TNF-a + IFN-y

Nr. 8 IL-1B + TNF-a + IFN-y
Nr. 9 IL-1B + TNF-a + IFN-y + 0,25 uM NIO

Als Kontrollproben wurden zum einen Zellen nur mit Medium (ohne Zytokin-
zusatz, siehe Versuchsbedingung Nr. 1), zum anderen nur Medium ohne Zellen
mitgefiihrt. Nach einer Inkubation von 24 Stunden im Brutschrank wurde mit
jeweils 100 ul Uberstand eine Nitritbestimmung nach Griess auf einer Elisaplat-
te durchgefiihrt.

2.211 EINSATZ VON NEUTRALISATOREN DER REAKTIVEN SAUER-
STOFFSPEZIES:

Losung:
SNOC: 100 mM Stammldsung

(wurde vor jedem Gebrauch frisch nach Mirna und Hofmann (183) hergestellt)

0,2 M Cys-HCl in H2O und

0,2 M NaNO; in H,O werden im Verhiltnis 1 : 1 vermischt. Die Lo-
sung wird dann mit

1 M HCI im Verhiltnis 1 : 50 vermischt und anschliefSend mit

1 M NaNOH im Verhiltnis 1 : 100 neutralisiert.

Wildtyp-Aortenendothelzellen werden auf 6-well Kulturplatten mit einer Zell-
dichte von 100.000 pro well ausgesdt und nach 48 Stunden mit 45 Joule/cm?
UVAT1 bestrahlt bzw. 24 Stunden mit 0,8 mM H>O; inkubiert. Wihrend oder zu
angegebenen Zeitpunkten vor und nach UVA-Bestrahlung werden die Endo-
thelzellen mit potentiellen Hemmstoffen der chemischen Reaktivitdt (Neutrali-
satoren) der Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) inkubiert.

Die Hemmung der Bildung und Aktivitit von Singulettsauerstoff (1O2) wird
durch Zusatz von Natriumazid (NaNs3, 20 mM) (197) oder Histidin (40 mM)
vermittelt. (Im Gegensatz dazu bewirkt die Anwesenheit von Schwerem Wasser
(D20, 99% atom) eine Erhohung der 1O2-Halbwertszeit und damit seiner Aktivi-
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tat (23-25).) Diese Substanzen wurden 10 min vor der Bestrahlung mit UVA in
den Uberstand der Zellkulturen gegeben und lagen bis 5 min nach Beendigung
der Bestrahlung einschlieSlich der Bestrahlung selbst im Medium vor. Die Ver-
bindung Mangan (IIl)tetrakis(4-benzoesdure)porphyrin (MnTBAP, 80 uM) imi-
tiert die Wirkung der Superoxid Dismutase (198, 199) und wurde unmittelbar
nach der UVA-Bestrahlung fiir 20 min dem Zelliiberstand hinzugefiigt, da sie
unter UV-Einwirkung tiber eine Radikalfreisetzung toxisch auf die Zellen wirkt.

Wasserstoffperoxid (H202) wird durch Katalase (2000 U/ml) degradiert (200).
Da das Enzym in Losung eine schwache Griinfarbung annimmt, wurde es eine
Stunde vor der Bestrahlung dem Uberstand beigefiigt und fiir die Zeitdauer der
Bestrahlung entfernt, um anschlieSend wieder fiir 5 min hinzugeftigt zu wer-
den. Als Inhibitor der Lipidperoxid-Bildung werden Zellen mit butyliertem
Hydroxytoluen (BHT, 10 uM) (201) fiir 30 min vor, wahrend bis einschliefdlich 5
min nach der UVA-Bestrahlung inkubiert.

Als NO-Donoren werden DETA-NO (5 mM) und SNOC (1 mM, HWZ: ca. 20 -
25 min.) bzw. als Kontrolle DETA (5 mM) und Cystein (1 mM) als Bestandteil
von SNOC wihrend der Bestrahlung eingesetzt.

Keine der Substanzen fiihrte innerhalb der Inkubationszeit in der angegebenen
Konzentration zu zytotoxischen Effekten gegeniiber den Endothelzellen.

2.2.12 STATISTIK

Bei der statistischen Auswertung der Experimente wurde aus zusammengeho-
rigen Einzelwerten identischer Versuche der Mittelwert + Standardabweichung
errechnet.

Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels des Student-t-Tests mit Hilfe des
Excel-Programms untersucht. Unterschiede werden als signifikant bezeichnet
bei p < 0,05.
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3 ERGEBNISSE

3.1 ISOLIERUNG UND AUFZUCHT VON ENDOTHELZELLEN AUS DER
AORTA DER MAUS

Aorta-Endothelzellen wurden mit Hilfe der ,Explant-Technik” (129, 202) tiber
die Implantation von Aorta-Segmenten auf eine Kollagengel-Matrix in Kultur
genommen. Das Prinzip dieser Auswuchsmethode beruht auf der Tatsache, dafs
Endothelzellen aus der Aorta wesentlich friither in ein entsprechendes Medium
herauswachsen als z.B. glatte Muskelzellen oder Fibroblasten (203).

Nach drei Tagen kann ein Auswachsen von Zellen aus dem Gewebe in das Kol-
lagengel beobachtet werden. Abbildung 5A zeigt die aus den Aortenringen
auswachsenden Endothelzellen (Tag 3) im semikonfluenten Zustand mit der
tiir diese Wachstumsmatrix (Kollagengel) typischen langgestreckten, spindel-
formigen Morphologie und netzartigen Koloniestruktur. Nach sechs Tagen zei-
gen die Aortenendothelzellen bereits an einigen Stellen ein beginnendes, im
konfluenten Zustand fiir Endothelzellen typisches Pflasterstein-Muster (Abb.
5B) bei einer insgesamt einheitlichen Zellmorphologie. Um eine Kontamination
der Endothelzell-Kulturen mit Fibroblasten bzw. Muskelzellen zu vermeiden,
werden nach vier bis sechs Tagen die Implantate entfernt, das Kollagengel en-
zymatisch verdaut und die isolierten Zellen in Kultur genommen, wo sie dann
adhérent weiter wachsen.

Abbildung 5A und 5B:
Auswachsen der AEC aus
Aortenringen der Maus in
ein  Kollagengel: Durch-
lichtmikroskopische ~ Auf-
nahme  (Vergroflerung:
160x). A: Tag 3 nach Im-
plantation, B: Tag 6
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3.2 PHANOTYP-CHARAKTERISIERUNG VON AORTA-ENDOTHELZELL-
KULTUREN DER MAUS

Das Faktor-VIlIl-assoziierte-Antigen, der von-Willebrand-Faktor (vWEF), gilt als
charakteristischer Marker fiir Endothelzellen (204). Da jedoch selbst zwischen
Endothelzellen verschiedener Gefédfstypen funktionale Unterschiede einschlief3-
lich der Anzahl und Verteilung zellspezifischer Epitope (Antigene) bestehen
(205, 206) und diese Heterogenitdt auch die Expression des von-Willebrand-
Faktor betrifft, wurden zur Kontrolle und Charakterisierung der Reinheit der
Endothelzellkultur noch das vaskuldre Zelladhdsionsmolekil VCAM (CD 106)
und Endoglin (CD 105) als weitere Endothelzell-Antigene herangezogen.

Die Zellcharakterisierung erfolgte tiber den Nachweis des vWF-Antigens und
der Bindung der anti-Maus-CD 106- und CD 105-Antikdrper im konfluenten
Stadium einer Kultur in der dritten Passage im ruhenden oder Zytokin-
aktivierten Zustand. Sie wurde fiir jede neue Charge durchgefiihrt.

Zytokine wie das IFN-y, IL-1B und der TNF-a kénnen im Rahmen von entziind-
lichen Prozessen morphologische und funktionelle Verdnderungen in vaskula-
ren Endothelzellen hervorrufen (113-115). So wird im Zytokin-aktivierten Zu-
stand u.a. die Expression spezifischer Adhdsionsmolekiile des Endothels wie
beispielsweise des Vaskuldren Zelladhdsionsmolekiils (VCAM) induziert (207-
209).

Bezogen auf die unter dem Lichtmikroskop betrachtete Intensitdt der Anfar-
bung konnte fiir Wildtyp- und iNOS knock-out Zellkulturen folgendes Anti-
gen-Phanotyp-Muster erstellt werden (Tabelle 2 I und II):

Tabelle 2:
. CD 106 CD 105
Kontrolle anti-vWF (VCAM-1)  (Endoglin)
AEC (wt) _ +4+ + +
ruhend
AEC.: (.Wt) +4+ ++(+) +
aktiviert
AEC (iNOS /) _ i+ + +
ruhend
AEC (INOS '/') _ +++ ++(+) +
aktiviert

Tabelle 2: Immunzytochemische Untersuchung der Aorta-Endothelzell-Kulturen: Auf
isolierten Aorten-Endothelzellen (AEC) der Maus wurde die Expression der Antigene
von Willebrand-Faktor (vWF), CD 106 und CD 105 untersucht. (-) keine Reaktion, (+)
schwache Reaktion, (++) mittelstarke Reaktion, (+++) starke Reaktion.

Es zeigte sich kein phinotypischer Unterschied zwischen Wildtyp- und iNOS knock-out
Endothelzellen weder im ruhenden noch im aktivierten Zustand.
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Es konnte gezeigt werden, dafl iNOS knock-out und Wildtyp-
Aortenendothelzellen bezogen auf das Adhdsionmolekiil VCAM und die Anti-
gene CD 105 und CD 106 phénotypisch identisch sind. In sdmtlichen Versuchen
reagierten alle Zellen auf dem Objekttrager mit dem jeweiligen spezifischen
Antikorper, womit eine Kontamination mit Fremdzellen ausgeschlossen wer-
den konnte.

Die Negativkontrolle, die mit einem nicht relevantem Immunserum inkubiert
wurde, blieb in allen Versuchen ungefarbt.

3

TR

.

contr. anti-CD105

Abbildung 6: Antigen-Phinotyp von Wildtyp-Aortenendothelzellen nach Aktivie-
rung): Die Reaktion des anti-vWEF-Antikorpers deutlich fillt stirker aus als die Anti-
gen-Reaktion des anti-CD 105-Antikdrpers. Der anti-CD 106-Antikorper fiihrt nach
Zytokin-Stimulation der Endothelzellen ebenfalls zu einer starken Reaktion. Die Kon-
trolle zeigt ungefirbte Zellen. Vergrofierung: 200x.

Die ebenfalls durchgefiihrte Antikérper-Markierung des Zellantigens PECAM-1
(CD 31) fiel sowohl bei Wildtyp- als auch bei iNOS-knock-out Endothelzellen in
allen Verdtinnungen (1:10, 1 : 25 und 1: 50) eindeutig negativ aus, auch ohne
dafy eine Teilanfarbung von Zellen zu beobachten wére. Es wére durchaus
denkbar, dafs durch die Kultivierung der Zellen und den damit verbundenen
,kiinstlichen” Bedingungen diese spezielle antigene Eigenschaft verloren ge-
gangen ist. Aufgrund der Tatsache, dafs CD 31 an interendothelialen Bindungen
konzentriert ist, konnte man auch eine zu geringe Zelldichte als Ursache in Be-
tracht ziehen.
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3.3 EINFLUS DER ZYTOKINE AUF DIE EXPRESSION UND AKTIVIERUNG
DER INDUZIERBAREN NO-SYNTHASE

Ziel dieser Versuche war es, eine maximale iNOS-Aktivitidt der Endothelzellen
zu induzieren, um in weiteren Versuchen den Einfluf endogener NO-
Produktion auf den UV A-vermittelten Zelltod studieren zu konnen. Wie bereits
von verschiedenen Autoren beschrieben (129, 210), so sollte auch hier die iNOS-
Expression und Aktivitdt durch Aktivierung mit einzelnen Zytokinen oder
Kombinationen verschiedener Zytokine erreicht werden, wie in Material und
Methoden angegeben.

Als Mafsstab fur die Aktivitdt der endothelialen iNOS wurde in Kulturtiber-
stinden die Nitrit-Konzentration mit Hilfe der Griess-Reaktion bestimmt. Die
Messung des stabilen Endprodukts Nitrit aus der Reaktion von NO mit Sauer-
stoff stellt einen indirekten und sicheren Parameter fiir die urspriinglich gebil-
dete NO-Menge dar (211, 212). Des weiteren wurde der NO-Synthase-
Hemmstoff L-N5-(1-iminoethyl)-ornithin (NIO) eingesetzt, der sowohl die Akti-
vitdt der konstitutiven als auch der induzierbaren NO-Synthase irreversibel
hemmt (213-215).

Abbildungen 7A-C: Zytokin-Aktivierung von wt EC fiihrt zur Expression von iNOS-
mRNA und NO-Produktion:

Abb. 7A: Kultivierte wt Endothelzellen wurden mit unterschiedlichen Zytokinen in einer
Konzentration von je 500 U/ml fiir 24 h inkubiert. Im Anschlufi wurde mittels Griess-
Reaktion die Nitrit-Konzentration im Uberstand bestimmt und iiber die RT-PCR die spe-
zifische iINOS- und GAPDH-mRNA nachgewiesen. Die Zytokin-Kombinationen IL-
1B+IFN-y, TNF-o+IFN-yund IL-18+IFN-y+TNF-a fiihrten zu einer signifikanten (*p <
0,05, **p < 0,005) NO-Produktion, die durch zusdtzliche Inkubation mit NIO (0,25 mM)
vollstindig (**p < 0,005) inhibiert werden konnte. Ein spezifisches INOS-mRNA-Produkt
konnte nach Inkubation mit IFN-y allein und nach Inkubation mit den Zytokin-
Kombinationen IL-1p+IFN-y, TNF-oa+IFN-y und IL-1B+IFN-y+TNF-a nachgewiesen
werden. Ruhende wt Zellen zeigen weder eine iNOS-Expression noch eine NO-
Produktion. Die GAPDH-mRNA zeigte als expressionsstabiles Kontroll-Gen eine gleich-
mifSige Signal-Intensitit.

Abb. 7B: Unter gleichen Versuchsbedingungen aber mit LPS-verunreinigtem Kulturme-
dium (0,4 ng/ml) zeigte sich eine signifikante NO-Produktion und ein iNOS-spezifisches
Amplifikationsprodukt nach Inkubation mit IFN-y. Zusitzlich lafit sich nach Inkubation
mit und IL-1p+TNF-a eine spezifische iNOS-mRNA nachweisen, aber keine NO-
Produktion.

(*p < 0,005 gegeniiber ruhenden Zellen, **p < 0,005 gegentiber ruhenden Zellen und p<

0,05 gegeniiber IFN-aktivierten Zellen, ***p< 0,005 gegeniiber aktivierten Zellen mit IL-
18+ TNF-a + IFN-y).

Abb. 7C: INOS-ko EC zeigen weder im ruhenden noch im Zytokin-aktivierten Zustand
eine iNOS-Expression oder eine NO-Produktion. Die gezeigten Daten entsprechen den
Mittelwerten aus drei unabhingigen Versuchen und deren Standardabweichung.
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Neben den Zytokinen spielen die proinflammatorischen Lipopolysaccharide
(LPS) eine bedeutsame Rolle bei der Aktivierung der iNOS (216). In der folgen-
den Versuchsserie konnten wir zeigen, dass eine ca. 5-fache Erhohung des LPS-
Gehalts im Kulturmedium, entstanden durch eine leichte LPS-Kontamination
der FCS-Charge (Endotoxingehalt von 2,4 ng/ml FCS versus 0,48 ng/ml FCS),
zu Veranderungen im iNOS-Expressionsprofil fiihren konnen.
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3.3.1 NACHWEIS DER INOS-mRNA IN ZYTOKIN-AKTIVIERTEN ENDOTHELZELLEN

In dieser ersten Versuchserie wurde die iNOS-mRNA nach 24-sttindiger Zyto-
kin-Inkubation bestimmt. Die hier eingesetzten Zytokine Interferon-y (IFN-y),
Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a) und Interleukin-1p (IL-1B) zdhlen zu den
TH1-Lymphokinen, welche bekanntermafien zu einer Aktivierung der iNOS in
murinen Zellen fiihren (217).

Die Expression der iNOS-mRNA wurde mit Hilfe der spezifischen RT-PCR
nachgewiesen wie in Material und Methoden beschrieben. Untersucht wurde
die RNA von iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen im ruhenden Zu-
stand oder nach Inkubation mit einzelnen Zytokinen oder bestimmten Zytokin-
Kombinationen. Als Kontrolle erfolgte parallel fiir jede der untersuchten RNA-

Proben die spezifische Amplifikation der GAPDH-mRNA.

Bei den Wildtyp-Endothelzellen der Maus konnte ein iNOS spezifisches Ampli-
fikationsprodukt nach Induktion mit IFN-y allein, sowie mit allen Kombinatio-
nen, in denen IFN-y enthalten war, gefunden werden (Abb. 7A).

Durch den Einsatz eines Kulturmediums mit ca. fiinffach erhchtem LPS-Gehalt
(Endotoxingehalt ca. 0,4 ng/ml) entstand unter ansonsten gleichen Versuchs-
bedingungen ein weiteres iNOS-mRNA spezifisches Amplifikationsprodukt
nach Inkubation mit der Zytokin-Kombination IL-13 + TNF-a (Versuchsbedin-
gung Nr. 5 in Abbildung 7B). Daf$ die relativ geringe LPS-Konzentration nicht
tiir eine Zytokin-unabhéangigen iNOS-Expression ausreichend ist, zeigt die feh-
lende iNOS-Bande bei den ruhenden Zellen sowie nach Einzel-Zytokin-
Inkubation mit IL-1B oder TNF-a (Versuchsbedingung Nr. 1-3 in Abbildung
7B). Endotoxin spielt somit in dieser Konzentration eine Rolle als Ko-Aktivator
der iNOS-Expression der Endothelzellen.

Sowohl bei ruhenden und Zytokin-aktivierten iNOS knock-out Endothelzellen

ebenso wie bei ruhenden Wildtyp-Zellen konnte keine iNOS-mRNA nachge-
wiesen werden (Abb. 7C).

3.3.2 NITRIT-KONZENTRATION IM UBERSTAND VON WILDTYP-ZELLKULTUREN IN
ABHANGIGKEIT VON DER ZELLZAHL UND DER MENGE AN UBERSTAND

Durch Verdnderung der Zahl der eingesetzten Zellen und der Menge des Kul-
turtiberstandes sollte in diesem Vorversuch nach den optimalen Bedingungen
tir die NO-Produktion durch die Wildtyp-Zellen gesucht werden.

Es zeigte sich (Abb. 8), dass 24 Stunden nach Aktivierung durch die Dreifach-
Kombination mit den Zytokinen IL-18, TNF-a und IFN-y bei einer Menge von
500 pl, 750 ul und 1000 ul Uberstand pro well auf 12-well-Kulturplatten eine
lineare Korrelation zwischen der Nitritmenge und der Zellzahl besteht. Der
Nitritgehalt erreicht bei 1000 pl Kulturtiberstand die hochsten Werte und liegt
bei 10° eingesetzten Zellen bei 18,8 nmol. Bei Einsatz von 250 pl Kulturmedium
zeigt sich nach anfénglich linearem Anstieg der Nitritmenge mit steigender
Zellzahl eine Sattigung der Nitrit-Bildung ab einer Zellzahl von 6 x 10%. Die ma-
ximale Nitritmenge betrédgt hier bei 1 x 10° eingesetzten Zellen nach 24 Stunden
nur 8,3 nmol Nitrit.
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In der Zusammenfassung der Daten stellt sich somit die Menge des Uberstan-
des ab 500 ul pro well fiir die NO-Produktion von bis zu 105> Endothelzellen als
ausreichend dar. Die Frage nach der Ursache fiir die auftretende Sittigung der
Nitrit-Konzentration bei 250 ul Uberstand pro well 1483t sich aus den MefSwerten
dieses Versuches allein nicht eindeutig beantworten: Sie konnte zum einen in
dem limitierten Angebot an Substrat und weiteren Faktoren fiir die NO-
Synthasen begriindet liegen zum anderen kann aber auch eine hemmende Wir-
kung auf die NO-Synthasen durch die hohen NO oder Nitrit-Konzentrationen
im Uberstand nicht ausgeschlossen werden. Wie bereits von Park et al. be-
schrieben, kann NO die transkriptionelle Induktion der iNOS hemmen (218).
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Abbildung 8: Aktivierte Wildtyp-Endothelzellen produzieren NO in Abhingigkeit von
der Zellzahl und der Menge an Kulturiiberstand: Gezeigt wird die Nitrit-Menge im
Uberstand 24 Stunden nach Aktivierung der Endothelzellen mit je 500 U/ml der Zyto-
kine IL-15 + TNF-a + IFN-y. Variiert wird einerseits die Zahl der pro well eingesetzten
Zellen, sowie die Menge an Kulturiiberstand (12-well-Platten).

3.3.3 NITRIT-KONZENTRATION IN ZYTOKIN-/LPS-AKTIVIERTEN INOS KNOCK-
OUT UND WILDTYP-ENDOTHELZELL-KULTUREN

Bei den Wildtyp-Endothelzellen zeigt sich in Abhéngigkeit vom Lipopolysac-
charid (LPS) -Gehalt des Zellmediums ein unterschiedliches Aktivitdtsmuster
(Abb. 7 A und 7B): Wahrend sich bei niedrigem LPS-Gehalt (ca. 0,08 ng/ml
Uberstand) der Nitritgehalt bei der Inkubation mit einzelnen Zytokinen nicht
signifikant vom Medium-Referenzwert ruhender Zellen unterscheidet, findet
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sich bei hoherem LPS-Gehalt (ca. 0,4 ng/ml Uberstand) und Inkubation mit 500
U/ml IFN-y eine iNOS-Aktivierung im Sinne einer signifikanten (p < 0,005 im
Vergleich zu ruhenden Zellen) und nahezu halbmaximalen NO-Produktion (5,8
+ 0,4 nmol Nitrit). Auch bei den Zytokin-Kombinationen IFN-y + IL-1f und
IFN-y + TNF-a zeigen sich leichte Unterschiede: Zwar fithren beide Zytokin-
Kombinationen im Vergleich zum jeweiligen Medium-Referenzwert zu einer
signifikant erhohten Nitritbildung, verglichen mit den jeweiligen Maximalwer-
ten ist diese jedoch im LPS-,verunreinigtem” Medium deutlich hoher. In LPS-
,verunreinigtem” Medium konnte somit durch die Kombination von IFN-y und
einem zweiten Zytokin (TNF-a oder IL-1P) eine signifikante (p < 0,05) Verstar-
kung der NO-Bildung verglichen mit IFN-y als Einzelstimulus beobachtet wer-
den. In beiden Versuchskonstellationen wurden maximale Werte bei den Zellen
gemessen, die mit einer Kombination aus allen drei Zytokinen vorbehandelt
worden waren, wobei der héhere LPS-Gehalt im Uberstand dann zu keiner wei-
teren Steigerung der NO-Synthase Aktivitadt fiihrte. Durch Koinkubation mit
0,25 mM NIO konnte in beiden Fillen die NO-Produktion nahezu auf den Aus-
gangswert (ohne Zytokine) gedrosselt werden. Ruhende Zellen produzieren
tiber ihre konstitutive NO-Synthase eine kaum detektierbare Nitritmenge von
0,2 £ 0,1 nmol. Der erhohte LPS-Gehalt des Serums reichte nicht aus, eine iNOS-
Expression in Abwesenheit von Zytokinen zu induzieren (vgl. RT-PCR).

Die Ergebnisse der RT-PCR und der Griess-Reaktion zeigen eine Differenz zwi-
schen iINOS-mRNA-Expression und iNOS-Aktivitdt der Wildtyp-Zellen: Zwar
konnte in der Probe, die zuvor mit dem Zytokin IFN-y inkubiert worden war,
ein spezifisches iNOS-mRNA-Amplifikationsprodukt gefunden werden, dies
tithrte jedoch nicht zu einer signifikanten NO-Produktion (Nitritmenge: 0,1 +
0,03 nmol).

Zu einem dhnlichen Phanomen kommt es auch bei Wildtyp-Zellen mit erhoh-
tem LPS-Gehalt im Uberstand: Nach Inkubation mit der Zytokin-Kombination
IL-1B + TNF-a kommt es trotz positiver Reaktion mit dem iNOS-spezifischen
Primer zu keinen signifikant erhohten Nitritwerten. Hier drangt sich die Frage
nach der Stabilitit der iNOS-mRNA auf, der durch Nachweis des iNOS-
Proteins nachgegangen werden konnte.

iNOS-knock out Zellen zeigen unter gleichen Bedingungen im unbehandelten
Zustand eine sehr geringe NO-Produktion mit einem Nitritgehalt im Uberstand
von 0,6 £ 0,1 nmol (Abb. 7C). Die NO-Produktion der iNOS-knock out Zellen
1af3t sich durch Zytokin-Inkubation nicht beeinflussen (Nitritmenge zwischen
0,1 und 0,6 nmol), wie es aufgrund der fehlenden iNOS-mRNA-Expression zu
erwarten war. Der fehlende Nachweis der iNOS-mRNA sowie die ausbleibende
starke NO-Produktion sprechen dafiir, dafs es sich in der Tat um iNOS -/- Zel-
len handelt und daf es in der Zellkultur zu keiner Kontamination mit iNOS
exprimierenden Fremdzellen gekommen ist.

Zusammenfassend 1adfit sich sagen, daf8 es durch die synergistische Wirkung
von IL-1B + IFN-y und TNF-o + IFN-y sowie nach Erhohung der LPS-
Konzentration auch durch die alleinige Inkubation mit IFN-y zu einem signifi-
kanten Anstieg der NO-Produktion kommt. Eine optimale Aktivierung der
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Wildtyp-Zellen im Sinne einer maximalen NO-Produktion konnte durch die
Kombination der drei Zytokine IL-1f + TNF-a + IFN-y erreicht werden, die zu
einer maximalen Nitritmenge von 15,9 + 2,0 nmol fiihrte.

3.3.4 NO-PRODUKTION ZYTOKIN-AKTIVIERTER WILDTYP-ZELLEN BEI ERHOHTEM
ARGININ-ANGEBOT

Um die NO-Produktion der Wildtyp-Endothelzellen noch weiter zu steigern,
wurde in einem anderen Versuch die Aminosdure Arginin und damit das Sub-
strat-Angebot fiir die induzierbare NO-Synthase im Uberstand erhoht.

Zeitgleich mit der maximalen Aktivierung der Endothelzellen durch die Zyto-
kinkombination IL-1 + TNF-a + IFN-y (je 500 U/ml) wurde dem Medium 5
mM bzw. 10 mM Arginin hinzugefiigt; als Referenzwert dienten aktivierte Zel-
len ohne weiteren Argininzusatz. Ebenso wurde mit ruhenden Zellen verfah-
ren.

Wie Abbildung 9 demonstriert, konnte durch eine Erhohung des Arginin-
Gehalts im Kulturmedium weder im ruhenden noch im maximal aktivierten
Zustand der Zellen eine Steigerung der NO-Produktion erzielt werden. Die Ak-
tivierung der Endothelzellen ohne zusitzliches Arginin fiihrte hier zu einer Nit-
rit-Konzentration von 18,5 + 0,56 nmol versus 0,5 + 0,1 nmol im ruhenden Zu-
stand.
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Abbildung 9: Die Erhohung des Arginin-Angebotes fiihrt zu keiner Steigerung der
NO-Produktion bei aktivierten wt-Endothelzellen: Aufgefiihrt ist die Nitritmenge in
nmol/10° Zellen, die innerhalb von 24 Stunden von ruhenden und Zytokin-aktivierten
Zellen (unter Zugabe der Zytokine TNF-a, IFN-y und IL-14: je 500 U/ml) gebildet
wird. Die 600 ul Uberstand/well werden zusdtzlich mit 0 mM, 5 mM und 10 mM Ar-
ginin versetzt. Die Arginin-Stammlosung wurde mit HCI auf einen pH von 7,4 titriert.
Mittelwert und Standardabweichung beruhen auf 4 bzw. 8 Versuchen (*p < 0,005
gegentiber ruhenden Zellen).
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3.4 TOXIZITAT VON DETA-NO AUF INOS KNOCK-OUT UND WILDTYP-
ENDOTHELZELLEN

DETA-NO ist ein NO-Donor aus der Gruppe der Polyamin/NO-Komplexe,
welche in Losung unter physiologischen Bedingungen spontan NO freisetzen
(182), ohne jedoch gleichzeitig Sauerstoff-Radikale zu generieren. Der NO-
Donor DETA-NO zeichnet sich durch einfache Handhabung, eine lange Halb-
wertszeit von 7,7 Stunden (219, 220) und eine eine spontane NO-Freisetzung
mit einer vorhersagbaren Kinetik erster Ordnung aus und gewdhrleistet somit
eine kontinuierliche, der iNOS dhnlichen NO-Freisetzung tiber viele Stunden.

Da bei Einsatz von exogenen NO-Donoren zytotoxische Effekte beobachtet
werden konnen (221) und verschiedene Zelltypen sowie Zellen verschiedener
Spezies unterschiedlich suszeptibel gegentiber der toxischen Wirkung von NO
sind, sollte in diesem Versuch zunichst das toxische Potential von DETA-NO
gegentiber iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen tiberpriift werden.

Hierfiir wurden beide Endothelzellkulturen fiir 24-Stunden mit DETA-NO bzw.
der Kontroll-SubstanzDETA in verschiedenen Konzentrationen zwischen 10
und 1000 pM inkubiert. Mit der Neutralrotfarbung wurde anschliefiend die re-
lative Zahl der vitalen Zellen ermittelt und in Beziehung zu mitgefiihrten un-
behandelten Endothelzellen gesetzt.

Bei der Inkubation von Wildtyp-Endothelzellen mit DETA-NO (Abb. 10) fiihr-
ten Konzentrationen von mehr als 33 uM zu einer linearen Abnahme der relati-
ven Zahl an vitalen Zellen. 1 mM DETA-NO fiihrte nach 24 Stunden zum Zell-
tod von 47,9 % *12,6% der Zellen. Ab einer Konzentration von 100 uM DETA-
NO unterschieden sich die Zellzahlen signifikant von den Zahlen, die nach In-
kubation mit DETA oder bei unbehandelten Zellen gemessen wurden. Die In-
kubation mit DETA fiihrte zu keinen signifikanten Verdanderungen der Zellzahl.
Somit liegt ein NO-vermittelter Zelltod vor.

INOS knock-out Endothelzellen reagieren im Bereich subtoxischer DETA-NO-
Konzentrationen bereits auf geringere NO-Konzentrationen mit einer Wachs-
tumshemmung. Ab 33 uM DETA-NO kommt es zu einem signifikanten (p <
0,05) Zelluntergang im Vergleich zur Inkubation mit DETA gleicher Konzentra-
tion (Abb. 10). Die halbmaximale Toxizitét liegt bei den iNOS knock-out Endo-
thelzellen bei ca. 100 uM DETA-NO und damit bei einer 10fach niedrigeren
Konzentration als bei der Wildtyp-Variante. Nach Inkubation mit DETA zeig-
ten sich ebenso wie bei den Wildtyp-Zellen keine signifikanten Unterschiede
beztiglich der Zellzahl im Vergleich zu unbehandelten Zellen.
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Abbildung 10: Die toxische bzw. wachstumshemmende Wirkung von DETA-NO ist
NO-spezifisch - iNOS knock-out Endothelzellen sind sensibler gegeniiber exogenem
NO als Wildtyp-Endothelzellen: Wildtyp-Aortenendothelzellen sowie iNOS-knock-out
Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen an DETA bzw. DETA-NO (jeweils
zwischen 0 - 1000uM) iir 24 h inkubiert. Dargestellt ist die relative Zahl lebender Zel-
len gemittelt aus vier unabhingigen Versuchen einschliefSlich St.abw. mit *p < 0,05, **p
< 0,005 (DETA-NO versus DETA) und # p < 0,05, ##p < 0,005 (wt-EC versus ko-
EC).

Neben der quantitativen Toxizitit von DETA-NO auf iNOS knock-out und
Wildtyp-Endothelzellen sollte auch die Art des Zelltodes untersucht werden.
Hierzu wurden die Zellen zundchst 24 Stunden mit DETA-NO bzw. DETA in
hohen Konzentrationen (1 mM) inkubiert und anschliefend simultan mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33342 und Propidiumiodid, sowie in einem
getennten Ansatz mit Acridinorange inkubiert.

Die Inkubation der iNOS knock-out Endothelzellen mit DETA-NO fiihrte zum
apoptotischen Zelltod (Abb. 11). In den Farbungen mit Hoechst sowie mit Acri-
dinorange wurden viele Zellen mit einer Chromatin-Kondensation und Kern-
fragmentierung beobachtet. Dieselben Zellen wurden mit Propidiumiodid nicht
angefdrbt, was ebenfalls einen nekrotischen Zelltod ausschliefst.
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Abbildung 11: Toxische NO-Konzentrationen fiihren zu typischen apoptotischen
Kernverinderungen (Chromatinkondensation und -fragmentierung) bei ko und wt EC

Gezeigt werden exemplarisch die Evrgebnisse der Fluoreszenzfirbungen Hoechst 33342
(9 mM) und Acridinorange (10 uM) 24 h nach Inkubation der Wildtyp-Endothelzellen
mit DETA-NO bzw. DETA (je 1 mM). Die NO-behandelten Zellen (B + E) weisen eine
Chromatin-Kondensation und Kernfragmentierung auf (Pfeil). A + D zeigen unbehan-
delte Endothelzellen.

3.5 BESTRAHLUNG MIT UVA;

Die folgenden Versuche sollen den Einfluf8 von iNOS-generiertem NO auf
UVA-induzierte Zytotoxizitdt bei Endothelzellen untersuchen.

Hierzu wurden 7 x 10* Aortenendothelzellen pro well auf 12-well-Kulturplatten
zur Adhédrenz gebracht und nach 48 Stunden mit UVA; unterschiedlicher Inten-
sitdt bestrahlt. Um die Auswirkungen von NO auf die UVA-induzierte Toxizitit
darzustellen, wurde die iNOS durch Zugabe von Zytokinen induziert oder
durch Arginin-Analoga gehemmt. Nach 24 Stunden wurde ebenfalls mittels der
Neutralrot-Vitalfarbung die relative Anzahl der lebenden Endothelzellen be-
stimmt. Dabei wurden in parallelen Ansdtzen Aortenendothelzellen aus iNOS
knock-out oder Wildtyp-Mdusen eingesetzt.
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3.5.1 BESTRAHLUNG UNBEHANDELTER ZELLEN

Die Bestrahlung mit UVA; fiihrte sowohl bei Wildtyp- als auch bei iNOS-ko
Endothelzellen zu einer von der Strahlungsintensitidt abhdngigen, linearen Ab-
nahme der relativen vitalen Zellzahl (Abb. 12). Die halbmaximale Toxizit&t
(50% tote Zellen im Vergleich zu unbestrahlten Zellen) liegt bei Wildtyp- und
iNOS knock-out Endothelzellen bei einer Strahlungsintensitit von ca. 30
Joule/cm?2. 24 Stunden nach maximaler Bestrahlung mit 45 Joule/cm? lebten
noch 17,5 £ 14,1 % (ko) bzw. 25,5 £ 7 % (wt) der unbestrahlten Zellen (=100%).
Insgesamt zeigten sich in den Versuchen mit n = 24 (wt) und n = 18 (ko) keine
signifikanten Unterschiede in der Sensibilitdt der iNOS knock-out und Wildtyp-
Endothelzellen gegentiber der UV-Strahlung.
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0 15 25 35 45
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Abbildung 12: UVAi-Bestrahlung von Wildtyp- und iNOS knock-out Aortenen-
dothelzellen fiihrt dosisabhingig zum Zelltod: Unbehandelte Wildtyp- (wt) und iNOS
knock-out (ko) Aortenendothelzellen wurden mit ansteigenden Intensititen UVA; be-
strahlt. Die relative Anzahl lebender Zellen wurde 24 Stunden nach der Exposition mit
UVA1 mit Hilfe der Neutralrotfirbung ermittelt und im Vergleich zu unbestrahlten
Zellen (0 Joule/cm?) in Prozent angegeben. Es werden Mittelwert und Standardabwei-
chung aus 24 (wt-Zellen) bzw. 18 (ko-Zellen) unabhingigen Versuchen angegeben.

3.5.2 BESTRAHLUNG NACH AKTIVIERUNG DER INOS

Die folgenden Versuche mit iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen dien-
ten der Klirung der Frage, ob eine Zytokin-Behandlung vor der UVA-
Exposition die zytotoxische Wirkung der UVA-Strahlung auf die Zellen modifi-
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zieren kann, sowie ob eine iNOS-mediierte NO-Freisetzung als Folge der Zyto-
kin-Aktivierung daran wesentlich beteiligt ist.

Dazu wurden beide Zellpopulationen in identischen Versuchen 24 Stunden mit
der Zytokin-Kombination TNF-a + IL-1f + INF-y (je 500 U/ml) inkubiert, die,
wie bereits gezeigt, zu einer maximalen Aktivitdt der iNOS fiihrt. Vor der an-
schlieffenden Bestrahlung mit UVA; wurde die iNOS-Aktivitidt mittels Griess-
Reaktion tiberpriift. Um Zytokin-spezifische Wirkungen auf die Endothelzellen
von der reinen NO-Wirkung unterscheiden zu konnen, wurden parallel dazu
Zellen mit Zytokinen + 0,25 mM des NO-Synthase-Inhibitors NIO inkubiert.

Die Bestrahlung der Zytokin-aktivierten Wildtyp-Endothelzellen, die von einer
hohen NO-Freisetzung begleitet war, fithrte mit steigender UV As-Intensitédt zu
einer linearen Abnahme der Zahl lebender Zellen (Abb. 13A). Die halbmaxima-
le Toxizitdt wurde bei einer UVA-Strahlung zwischen 30 und 35 Joule/cm? ge-
messen. Bei einer relativ hohen Streubreite der Mefiergebnisse (Standardabwei-
chungen zwischen 3,2 und 17,3%) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
der Zellzahlen zwischen Zytokin-aktivierten und unbehandelten Endothelzel-
len. Somit fiihrte die Induktion der iNOS und die damit verbundene NO-
Freisetzung zu keiner Beeinflussung des UV A-vermittelten Zelltodes. Auch die
Zytokin-aktivierten Zellen, deren iNOS-Aktivitit durch NIO vollstindig
supprimiert wurde, zeigten keinen signifikanten Uberlebensvorteil im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen. Ein Einfluf3 der drei Zytokine auf den Zellun-
tergang nach UVA-Exposition konnte somit ausgeschlossen werden.

INOS knock-out Endothelzellen, die mit TNF-a + IL-1p + INF-y oder TNF-a +
IL-1B + INF-y + NIO inkubiert worden waren, zeigten in der Griess-Reaktion
keine erhohte NO-Produktion. In beiden Fillen kam es unter UVA-Einwirkung
steigender Intensitdt zu einem linear verlaufenden Zelluntergang, der bei 25
Joule/cm? zu einer halbmaximalen Toxizitét fithrte (Abb. 13B). Die Zellzahlen
der Zytokin-inkubierten Zellen mit oder ohne NIO verhielten sich identisch.
Unbehandelte iNOS knock-out Endothelzellen hingegen zeigten eine stirkere
Sensitivitdt gegentiber der UVA;-Strahlung, die zu einer rascheren Abnahme
der Zahl lebender Zellen mit einer halbmaximalen Toxizitdt bei 15 Joule/cm?
fiihrte. Signifikante Unterschiede der Zellzahlen zwischen unbehandelten Zel-
len und Zytokin-aktivierten Zellen mit oder ohne NIO wurden bei Strahlungs-
intensitdten von 15, 25 und 35 Joule/cm? gemessen (*p < 0,05). Strahlungsin-
tensititen von 45 Joule/cm? fiihrten in dieser Versuchsserie bei allen iNOS

knock-out Zellen zu einer sehr hohen Toxizitdt mit Zellzahlen lebender Zellen
zwischen 5,0 % *1,8% (unbehandelt) und 12,4% + 3,5% (Zytokine + NIO).

Da aufgrund dieser Ergebnisse ein Zytokin-mediierter Schutz der iNOS knock-
out Endothelzellen vor UVA-Schiden durch Induktion von Schutzmechanis-
men, wie z.B. Hitzeschockproteinen, aber eben nicht NO-vermittelt, vermutet
werden darf, sollten mogliche Zytokin-spezifische Wirkungen im einzelnen
untersucht werden. Hierzu wurden iNOS knock-out Endothelzellen separat mit
TNF-a, IL-1B oder INF-y in einer Konzentration von je 500 U/ml inkubiert und
nach 24 Stunden mit UVA; steigender Intensitdt bestrahlt (Abb. 13C). Dabei
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tiihrte jedoch keines der einzeln eingesetzten Zytokine zu einem signifikanten
Schutz verglichen mit unbehandelten Zellen - entscheident fiir die Zellprotek-
tion ist somit das Zusammenwirken der drei Zytokine. Allerdings war in dieser
Versuchsserie die sehr hohe Sterberate der iNOS knock-out Zellen nicht mehr
zu beobachten, die halbmaximale Toxizitédt lag bei ca. 30 Joule/cm?.
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Abbildung 13 A+B: INOS-Aktivierung schiitzt nicht vor UVA-Strahlung: Gezeigt
wird der Zusammenhang zwischen der Zahl lebender Zellen (%) von Wildtyp- (13A)
und knock-out (13B) Endothelzellen und der Intensitit der UVA1 Bestrahlung. Die
Zellen wurden vor der Bestrahlung fiir 24 Stunden mit der Zytokin-Kombination
TNF-a + IFN-y + IL-1p (je 500 U/ml) inkubiert. Zum Vergleich wurden Zellen neben
der Zytokin-Kombination zusitzlich mit 0,25 mM NIO versetzt oder erhielten keinerlei
Zusitze. Die Ergebnisse basieren auf drei (ko EC) bzw. vier (wt EC) unabhingigen
Experimenten (*p < 0,05).
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Abbildung 13C: iNOS knock-out Endothelzellen werden mit einzelnen Zytokinen in-
kubiert -und anschlieffend bestrahlt: Vor der Bestrahlung mit UVA; unterschiedlicher
Intensitit werden iNOS knock-out Endothelzellen mit einem der Zytokine IL-1/5 TNF-
a oder IFN-y (500 U/ml) fiir 24 Stunden inkubiert. Gezeigt sind die Ergebnisse der
Neutralrotfirbung als relative Zellzahl (%) im Vergleich zu unbestrahlten Zellen aus
drei unabhingigen Versuchen.

3.5.3 BESTRAHLUNG VON ENDOTHELZELLEN BEI GLEICHZEITIGER HEMMUNG DER
NO-SYNTHASEN

Bei der Frage nach dem Einfluf8 von NO auf den UVA-vermittelten Zelltod,
muff man berticksichtigen, daff neben der iNOS-mediierten NO-Produktion
auch die konstitutiv exprimierte NO-Synthase (eNOS), die zur Aufrechterhal-
tung eines basalen NO-Spiegels beitragt, an NO-vermittelten Schutzmechanis-
men Anteil haben konnte.

Um eNOS-vermittelte Effekte erfassen zu konnen, sollte versucht werden,
durch kontinuierliche Inkubation der iNOS knock-out und Wildtyp-
Endothelzellen mit dem NO-Synthase Hemmstoff NIO in einer Konzentration
(0,25 mM), die sich als ausreichend zur Hemmung der iNOS nach maximaler
Zytokin-Aktivierung erwiesen hatte, sowohl die konstitutive als auch die indu-
zierbare NO-Synthase moglichst vollstandig in ihrer Aktivitdit zu hemmen.
Nach dem Sistieren jeglicher NO-Produktion sollten beide Endothelzellpopula-
tionen mit UVA; steigender Intensitdt bestrahlt werden. Die vollstandige Un-
terdriickung der NO-Bildung, die durch Inkubation mit NIO 24 Stunden vor,
wiahrend und nach der Bestrahlung gewdhrleistet werden sollte, liefs sich jedoch
mittels Griess-Reaktion aufgrund der zu geringen Sensitivitit der Methode
nicht nachweisen. Die Nitrit-Konzentrationen der unbehandelten Zellen sind
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nicht signifikant verschieden von den Nitrit-Werten der mit NIO behandelten
Zellen (Daten nicht gezeigt).

Da die konstitutive und induzierbare Isoform der NO-Synthase ein
unterschiedliches Bindungsverhalten beziiglich L-Arginin und Argininanaloge
aufweisen, sollte die Rolle der iNOS bzw. eNOS in der UVA-induzierten To-
xizitdt ferner durch den Gebrauch eines weiteren NOS-Inhibitors untersucht
werden. NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA) hemmt sowohl kompetitiv als
auch kovalent (irreversibel) bevorzugt die Aktivitdt der konstitutiven und in
geringerem Mafle die der induzierbaren NO-Synthase (222, 223).

Die Ergebnisse in der Neutralrot-Farbung ergaben, dafl unbehandelte Wildtyp-
Endothelzellen eine nahezu identische Sensibilitdt beztiglich UV A-induzierter
Toxizitdt aufweisen wie diejenigen Zellen, deren NO-Produktion mittels NIO
unterdriickt wurde (Abb. 14A). Bei einer halbmaximalen Toxizitdt bei ca. 25
Joule/cm? und Zellzahlen von 24,2 % + 5% bei maximaler Strahlungsintensitét
(45 Joule/cm?) sowohl bei unbehandelten Zellen als auch nach Inkubation mit
NIO ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beztiglich der Anzahl le-
bender Zellen.

Auch der L-Arginin analoge NOS-Inhibitor L-NMMA, der in einem einzelnen
Experiment bei Wildtyp-Endothelzellen in der Konzentration von 1 mM eben-
talls vor, wahrend und nach der Bestrahlung mit UVA; eingesetzt wurde, fiihr-
te zu keiner Anderung der Zellzerstsrung verglichen mit unbehandelten Zellen
(Abb. 14B).

INOS knock-out Zellen scheinen trotz Hemmung der eNOS mittels NIO eben-
falls eine verglichen mit unbehandelten Zellen unveranderte Abnahme der vita-
len Zellen nach UVA-Exposition aufzuweisen (Abb. 14C). Eine definitive Aus-
sage kann hier nicht getroffen werden, da nur ein einzelnes Experiment mit
iNOS knock-out Endothelzellen durchgefiihrt wurde.

In der Zusammenfassung zeigen die Ergebnisse, daff die Unterdriickung der
iNOS und eNOS-Aktivitdat durch den NOS-Hemmstoff NIO keinen Einflufd auf
die UVA-induzierte Zellzerstorung bei Wildtyp- und moglicherweise auch bei
iNOS knock-out Endothelzellen aufweist. Der Einsatz des Arginin-Analogons
L-NMMA bestitigt dies.

3.5.4 BESTRAHLUNG VON WILDTYP-ENDOTHELZELLEN NACH VORINKUBATION
MIT EXOGENEM NO

Der Einsatz von chemischen NO-freisetzenden Verbindungen wie beispielswei-
se DETA-NO ermoglicht {iber eine einfache und kontrollierte Exposition von
Zielzellen mit NO die in vitro Analyse von NO-mediierten Effekten und insbe-
sonders einer simulierten iNOS-Aktivitdt. Der Vorteil dieser Methode liegt dar-
in, dafs exogenes NO in beliebig hoher Konzentration eingesetzt werden kann.
Nachdem eine maximale endogene NO-Produktion iiber eine Aktivierung der
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iNOS zu keinen Auswirkungen auf UVA-mediierte Zytotoxizitat gefiihrt hatte
und es denkbar ist, dafd diese (nattirliche) iNOS-Aktivitdt nicht ausreichend
war, sollten in den folgenden Versuchen iNOS knock-out und Wildtyp-
Endothelzellen mit exogenem NO inkubiert werden.

Zunichst wurden Wildtyp-Endothelzellen 24 Stunden vor der Bestrahlung mit
UV A1 mit unterschiedlichen Konzentrationen von DETA-NO (10pM, 33uM und
100 pM) bzw. zur Kontrolle mit 100 uM DETA inkubiert. Hohere Konzentratio-
nen von DETA-NO hatten, wie bereits gezeigt, nach 24-stiindiger Inkubation
eine signifikante Apoptose zur Folge.

Verglichen mit unbehandelten Zellen fiihrte die Vorinkubation der Wildtyp-
Endothelzellen mit DETA-NO zu keiner signifikanten Anderung der Zytotoxi-
zitdt nach der UVA-Bestrahlung (Abb. 15).

Abbildung 14 A+B+C: Die Hemmung der NO-Synthasen fiihrt zu keiner verdnderten
Reaktion auf die Bestrahlung mit UVA;:

Abb. 14 A: Wildtyp-Endothelzellen wurden mit 0,25 mM NIO inkubiert und nach 24
h mit UVA; der Intensititen 0, 15, 25, 35 und 45 Joule/cm? bestrahlt. Wiihrend und
auch nach der Bestrahlung bis zur Lyse der Zellen nach weiteren 24 h bei der Neutral-
rotfarbung wird der Zelliiberstand erneut mit 0,25 mM NIO versehen. Gezeigt wird
hier die relative Zellzahl der mit NIO behandelten Zellkulturen im Vergleich zu unbe-
handelten Zellen als Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen.

Abb. 14 B: Wildtyp-Endothelzellen wurden vor, wihrend und nach der Bestrahlung
mit UVA1 mit 1 mM L-NMMA inkubiert oder blieben unbehandelt. 24 Stunden nach
der UV A-Exposition wurde anhand eines Versuches die relative Anzahl lebender Zellen
mit Hilfe der Neutralrot Vitalfirbung bestimmt.

Abb. 14 C: INOS knock-out Endothelzellen wurden mit 0,25 mM NIO inkubiert und
nach 24 h mit UV A1 bestrahlt. Withrend und auch nach der Bestrahlung bis zur Lyse
der Zellen nach weiteren 24 h bei der Neutralrotfirbung wird der Zelliiberstand erneut
mit 0,25 mM NIO versehen (n=1).
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Abbildung 15: Die Vorinkubation der Wildtyp-Zellen mit exogenem NO zeigt keine
Auswirkungen auf den UVA bedingten Zelltod: Gezeigt wird hier die relative Zellzahl
von Wildtyp-Zellen nach Inkubation mit DETA - NO (10 uM, 33 uM und 100 uM)
bzw. DETA (100 uM ) fiir 24 Stunden und anschlieffender Bestrahlung mit UVA;
folgender Intensititen: 0, 15, 25, 35 und 45 Joule/cm?. Mittelwerte und Standardabwei-
chung stammen aus drei unabhingigen Versuchen.

3.5.5 BESTRAHLUNG VON ENDOTHELZELLEN IN ANWESENHEIT VON EXOGENEM
NO UND NATRIUMAZID

Da exogen hinzugefiihrtes NO, wenn es vor der UV-Bestrahlung der Endothel-
zellen eingesetzt wird, keinen Effekt auf UVA-induzierte Zyotoxizitidt aufwies,
sollte nun der Einflufs von exogenem NO wéhrend der UVA-Bestrahlung der
Endothelzellen untersucht werden.

Dazu wurden iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen wéhrend der Be-
strahlungszeit mit 5 mM des chemischen NO-Donors DETA-NO oder 5 mM
DETA inkubiert. Die gewéhlte Konzentration von DETA-NO ergab sich aus
fritherenUntersuchungen an Ratten-Aortenendothelzellen (1, 59).

Die Versuche zeigen, dafi exogenes NO, wenn es widhrend der UVA-
Bestrahlung anwesend ist, iNOS knock-out ebenso wie Wildtyp-
Aortenendothelzellen vor dem Zelltod schiitzt (Abb. 16 A+B). Eine signifikant
schiitzende Wirkung zeigt sich bei Wildtyp-Endothelzellen ab einer Bestrah-
lungsintensitdt von 15 Joule/cm?, bei iNOS knock-out Zellen ab 25 Joule/cm?
gemessen als relative Zahl lebender Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zel-
len bei gleicher UVA-Strahlungsintensitdt. Bei den Wildtyp-Endothelzellen
fihrt eine Strahlungsintensitit von 30 Joule/cm? zu einem halbmaximalen
Zelluntergang der unbehandelten sowie der mit DETA inkubierten Zellen wih-
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rend in Anwesenheit von DETA-NO bei gleicher UVA-Intensitdt mehr als 80%
der Zellen {iiberlebten. Auch nach maximaler UVA-Exposition (45 Joule/cm?)
kommt es nach Inkubation mit DETA-NO bei weniger als 20 % der Zellen zu
Zeichen der Zellzerstorung, wahrend nach Inkubation mit DETA sowie bei un-
behandelten Zellen die Zahl tiberlebender Zellen auf 30,4 + 3,5% (unbehandelt)
bzw. 33,1 £4,5% (DETA) sinkt.

Ein Grofiteil der UVA-induzierten Zellschdden wird tiber Reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS), zu denen insbesonders Singulettsauerstoff (102) z&hlt, vermittelt
(201). Natriumazid (NaN3) hemmt die Aktivitdt von Singulettsauerstoff (197),
zu dessen Nachweis es verbreitet eingesetzt wird (224).

Im folgenden sollte der Effekt von NaN3; durch Hemmung von Singulettsau-
erstoff auf den UVA-induzierten Zelltod von Endothelzellen untersucht wer-
den. Dazu wurden iNOS knock-out und Wildtyp-Aortenendothelzellen wih-
rend der UV Aj-Bestrahlung mit 20 mM NaN3 inkubiert.

Die Inkubation mit NaN3; wahrend der Bestrahlung fithrt sowohl bei Wildtyp-
als auch bei iNOS knock-out Endothelzellen zu einem signifikanten Schutz vor
UVA-induzierter Zytotoxizitit (p < 0,05 bzw. p < 0,005) ab einer Strahleninten-
sitit von 25 Joule/cm? Nach einer Bestrahlung von 45 Joule/cm? leben 24
Stunden spiter noch 76 £ 7,3 % der mit NaN3 behandelten Wildtyp-Zellen im
Gegensatz zu 30,4 £+ 3,5 % der unbehandelten Zellen. Das bedeutet, dafs 45,6 %
der Wildtyp-Zellen - also beinahe die Halfte - durch die Inkubation mit NaNj3
vor dem Zelltod bewahrt wurden, natiirlich unter der Pramisse, dafs NaN3
nicht selbst toxisch wirkt. In Vorversuchen (n=4) fanden sich nach 60-mintitiger
Inkubation mit NaN3 (20 mM) 92,8 + 11,2 % lebende Wildtyp-Zellen im Ver-
gleich zu 100 % bei den unbehandelten Zellen.

Unbehandelte iNOS knock-out Zellen zeigen erneut eine starke Sensibilitédt ge-
gentiber der UVA;-Strahlung mit einer halbmaximalen Toxizitdt bei ca. 20
Joule/cm?. Bei einer Strahlenintensitidt von 35 Joule/cm? leben bereits weniger
als 20% (19,1 + 5,3%) der unbestrahlten Zellen. Durch Anwesenheit von NO
wihrend der Bestrahlung kommt es bei gleicher Intensitdt der UV-Strahlung zu
einer signifikant hoheren Uberlebensrate (p <0,005) mit 59,6 % £ 4,6% lebenden
Zellen. Dies entspricht einer Verdreifachung der relativen Zellzahl der iNOS
knock-out Zellen durch NO. Bei den Endothelzellen aus Wildtyp-Mdusen ver-
doppelt sich bei Bestrahlungsintensititen von 35 Joule/cm? die relative Zahl
lebender Zellen durch Inkubation mit DETA-NO von 36,79 + 8,5% auf 79,58 +
15,7%. Auch bei den anderen Strahlungintensitdten fiihrt NO bei den iNOS
knock-out Endothelzellen zu einem hoheren relativen Schutz vor UVA-Schidden
als bei Wildtyp-Endothelzellen.

Die Inkubation mit DETA fiihrt sowohl bei iNOS knock-out als auch bei Wild-
typ-Endothelzellen zu keiner signifikanten Anderung der Zahl iiberlebender
Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen, jedoch zu signifikanten Unter-
schieden verglichen mit den Uberlebensraten in Anwesenheit von DETA-NO.
Daraus kann geschlossen werden, dafs NO (und nicht die Tragersubstanz DE-
TA) fiir den protektiven Mechanismus verantwortlich ist.
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Bei hier erneut beobachteter hoher Sensibilitdt der iNOS knock-out Zellen ge-
gentiber UVA und der damit verbundenen raschen Abnahme der Zahl lebender
Zellen mit steigender Intensitdt der UVA;-Bestrahlung konnten bei halbmaxi-
malem Zelluntergang unbehandelter Zellen (ca. 20 Joule/cm?) durch Inkubati-
on mit NaNs mehr als 80 % lebende Zellen beobachtet werden. Eine UVA-
Strahlungsintensitidt von 35 Joule/cm? tiberlebten 19,1 + 5,3% der unbehandel-
ten iNOS knock-out Zellen, nach Zusatz von NaNs; wéhrend der Bestrahlung
waren es 80,1 +20,2%.

Hier besteht jedoch die Moglichkeit, dafs NaNs selbst toxisch bzw. wachstums-
hemmend auf die iNOS knock-out Zellen wirkt. So fiihrte die Inkubation mit
NaNj3 zu einer Verminderung der unbestrahlten iNOS knock-out Zellen auf 74,3
+ 5,8 % verglichen mit unbehandelten Zellen.
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Abbildung 16 A+B+C Exogenes NO und NaNj; schiitzen EC vor dem UVA induzier-
ten Zelltod:

Wildtyp- (Abb. 16A) und knock-out (Abb. 16B) Endothelzellen wurden wdhrend der
UVA; Bestrahlung ( 0, 15, 25, 35 und 45 Joule/cm? ) mit 5 mM DETA-NO, 5 mM
DETA oder 20 mM NaN3 inkubiert bzw. blieben unbehandelt. Die Abbildungen fassen
die Ergebnisse aus vier (wt) bzw. drei (ko) Versuchen zusammen (*p < 0,05, **p <
0,005 gegeniiber unbehandelten Zellen).

Abb. 16 C zeigt noch einmal die schiitzende Wirkung von DETA-NO auf iNOS ko und
wt Endothelzellen bei einer Bestrahlungsintensitit von 35 Joule/cm?.
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Abbildung 17: Toxizititsbestimmung von Natriumazid: 24 h nach 60-miniitiger Inku-
bation mit Natriumazid (20 mM) weisen wt Endothelzellen eine nicht signifikant ver-
minderte relative Zahl lebender Zellen in der Zellkultur auf. Im Gegensatz dazu fiihrt
die Inkubation mit Natriumazid bei iNOS ko Endothelzellen unter gleichen Bedingun-
gen zu einer signifikanten Reduktion (* < 0,05) der vitalen Zellen.

Vergleicht man die schiitzenden Effekte, die DETA-NO und NaNs auf die En-
dothelzellen austiben, so ist der Wirkungsgrad des Schutzes von beiden
Substanzen bei beiden Endothelzell-Populationen vergleichbar. Dies konnte
darauf hinweisen, dafs NO tiiber einen dhnlichen Wirkmechanismus durch
Interaktion mit ROS die Endothelzellen vor dem Zelluntergang schiitzt.

3.5.6 BESTRAHLUNG VON ENDOTHELZELLEN IN ANWESENHEIT VON NITRIT

Fiir den beobachteten NO-vermittelten Schutz vor UVA-Schdden an Endothel-
zellen konnte neben der absoluten Menge an NO moglicherweise die Freiset-
zungskinetik des verwendeten NO-Donors von entscheidender Bedeutung sein.

Die Stickstoffverbindung NaNO: (Nitrit) setzt in physiologischen Pufferlosun-
gen unter UVA-Einwirkung (365 nm) verglichen mit ,Raumlicht” verstarkt NO
frei (225). Diese photochemische Produktion von NO ist abhédngig von der In-
tensitdt der UV-Strahlung sowie von der Konzentration der eingesetzten Nitrit-
16sung.

In der folgenden Versuchsserie sollten die Auswirkungen von NO, freigesetzt
aus den beiden unterschiedlichen NO-Donoren Nitrit und DETA-NO, auf den
Zelltod von Endothelzellen nach UVA-Bestrahlung miteinander verglichen
werden.

Wildtyp-Endothelzellen wurden fiir den Zeitraum der UVA;-Bestrahlung mit
NaNO»-Konzentrationen von 10, 20, 30 und 40 mM inkubiert.
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Auch hier fiihrt die Inkubation mit diesem ,,NO-Donor” verglichen mit unbe-
handelten Endothelzellen zu signifikant hoheren Uberlebensraten (Abb. 18).
Signifikant hohere Zellzahlen nach UVA-Exposition traten ab einer Bestrahlun-
gintensitdt von 35 Joule/cm? bei allen NaNO>-Konzentrationen auf, bei NaNO»-
Konzentrationen von 10 und 20 mM bereits ab 25 Joule/cm?. Die geringsten
UV-induzierten Zellschdden fanden sich nach Anwesenheit von 20 mM NaNO::
Bei halbmaximalem Zelluntergang unbehandelter Zellen bei 25 Joule/cm?
konnten infolge der Inkubation mit NaNO: noch 76,9 + 7,6% lebende Zellen
ermittelt werden. Am deutlichsten fiel die Protektion der Endothelzellen vor
UVA-induziertem Zelltod nach Bestrahlung mit 35 Joule/cm? aus: Hier fanden
sich nach Einsatz von NaNO; 61,0 + 14,6% lebende Zellen versus 33,8 + 9,7%
lebende Zellen bei unbehandelten Endothelzellen. Es bestanden keine signifi-
kanten Unterschiede der relativen Zellzahlen zwischen den unterschiedlichen
NaNO:; -Konzentrationen bei gleicher UV A-Strahlungsintensitit.

Somit schiitzt NaNO: ebenso wie DETA-NO durch Freisetzung von NO-
Radikalen wahrend der Bestrahlung vor UVA-induzierten Schaden an Wildtyp-
Endothelzellen, wobei die jeweiligen protektiven Wirkungen trotz einer mogli-
cherweise anderen Freisetzungkinetik vergleichbar sind.
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Abbildung 18: NaNO,-Inkubation wihrend der Bestrahlung reduziert den UVA; be-
dingten Zelluntergang: Gezeigt wird die relative Zellzahl von Wildtyp-Zellen, die 24
Stunden nach Bestrahlung mit UV A1 der Stiirke 0, 15, 25, 35 und 45 Joule/cm? anhand
drei bis vier Versuche mittels der Neutralrotfirbung gemessen wurde. Withrend der
Bestrahlungszeit blieben die Zellen unbehandelt oder wurden mit 10, 20, 30 oder 40
mM NaNO:; inkubiert. Die Standardabweichung schwankt zwischen Werten von 3,3
bis 18,6 (*p < 0,05, **p < 0,005 gegentiber unbehandelten Zellen).
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3.5.7 BESTRAHLUNG VON WILDTYP-ZELLEN UNTER INKUBATION MIT NaCN

Unter der Vorstellung, dafs CN- tiber eine Hemmung der Atmungskette an der
Cytochrom-Oxidase (Komplex IV) die endogene Generierung von Reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) blockiert, aber auch das Angebot an ATP in den Zellen
vermindert und dadurch Einflufs auf die Apoptoserate nehmen konnte, wurde
folgende Versuchsserie durchgefiihrt: Endothelzellen aus Wildtyp-Mdusen
wurden wihrend der Bestrahlungszeit von maximal 15 Minuten mit 1 mM, 2
mM oder 3 mM NaCN inkubiert und 24 Stunden spéter in der Neutralrotfar-
bung auf die relative Anzahl lebender Zellen untersucht (Abb. 19).

Erst ab Bestrahlungsintensitdten von 35 Joule/cm? zeigen sich bei den hohen
NaCN-Konzentrationen von 2 mM und 3 mM signifikante Unterschiede der
relativen Zahl lebender Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Nach
Inkubation mit 1 mM NaCN werden keine signifikant unterschiedlichen relati-
ven Zellzahlen im Vergleich zu unbehandelten Zellen gemessen.

Um eine mogliche toxische Wirkung von NaCN auf Endothelzellen unabhéngig
von der UV-Strahlung aufzuzeigen, wurden Wildtyp-Zellen fiir 60 Minuten mit
NaCN in den verschiedenen Konzentrationen inkubiert (Abb. 19). Dabei zeig-
ten sich in der Neutralrotfarbung 24 Stunden nach der NaCN-Inkubation nur

geringe Schwankungen der Zellzahl von weniger als 20% verglichen mit unbe-
handelten Zellen (100%).
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Abbildung 19: NaCN erhoht in bestimmten Konzentrationen die relative Zahl lebender
Wildtyp-Endothelzellen nach Bestrahlung mit UV A1 hoher Intensitit: In der Neutral-
rotfirbung wurde die relative Anzahl lebender Zellen nach Bestrahlung mit UV A1 der
Intensititen 0, 15, 25, 35 und 45 Joule/cm? bestimmt. Fiir die Zeit der Bestrahlung
wurden unterschiedliche Konzentrationen von NaCN dem Uberstand hinzugefiigt.
Wiedergegeben sind die Mittelwerte aus drei / vier Versuchen. Die Standardabwei-
chung schwankt zwischen 2,3 - 14,9% (*p < 0,05, *p < 0,005).
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Die relative Zellzahl von Wildtyp-Endothelzellen 24 Stunden nach Inkubation mit
NaCN unterschiedlicher Konzentration (1 - 3 mM) zeigt in der Neutralrotfirbung nur
geringfiigige Abweichungen im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

3.6 BESCHREIBUNG DES UVA;-INDUZIERTEN ZELLTODES DER INOS
KNOCK-OUT UND WILDTYP-ENDOTHELZELLEN MITTELS BESTIM-
MUNG VON MORPHOLOGISCHEN VERANDERUNGEN

Wie einleitend beschrieben gelten spezifische morphologische Verdnderungen
als Basiskriterien, um zwischen Nekrose und Apoptose differenzieren zu kon-
nen (65). Die Fluoreszenzfirbung Propidiumiodid kennzeichnet nekrotische
Zellen, indem es Zellmembranschiden nachweist, wihrend Hoechst 33342 und
Acridinorange zum Nachweis von Chromatin-Kondensation und Kernfragmen-
tierung apoptotischer Zellen geeignet sind.

Zum Nachweis von apoptotischen oder nekrotischen Zellverdnderungen nach
Bestrahlung der Maus-Endothelzellen mit UVA; wurden 1 x 105 iNOS knock-
out oder Wildtyp-Endothelzellen pro well in 3 ml Zellmedium auf 6-well-
Kulturplatten inkubiert und nach 48 Stunden mit 45 Joule/cm? UVA; bestrahlt.
Die jeweilige Fluoreszenzfarbung erfolgte 24 Stunden spdter wie in Material
und Methoden beschrieben. Dabei wurde die Propidiumiodid-Farbung hier
ausschliefdlich bei Wildtyp-Endothelzellen simultan mit der Hoechst-Farbung
angewendet.

Um eine mogliche Einfluinahme von exogenem oder endogenem NO auf den
Zelltod aufzuzeigen, wurde ein Teil der Endothelzellen vor der Bestrahlung fiir
24 Stunden mit den Zytokinen IL-18 + IFN-y + TNF-a (je 500 U/ml) in An- oder
Abwesenheit des iNOS-Inhibitors NIO inkubiert, wihrend ein anderer Teil
wihrend der Bestrahlung mit 5 mM DETA bzw. 5 mM DETA-NO behandelt
wurde. Zur Ausschaltung von Singulettsauerstoff wurde wiederum NalN3s in
einer Konzentration von 20 mM wahrend der Bestrahlung eingesetzt.

Die Kerne der unbestrahlten iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen zei-
gen in der Hoechst-Farbung eine schwache gleichméfiige blaue Fluoreszenz mit
einer charakteristischen Anfarbung intranukledrer Chromatin-Abschnitte sowie
eine einheitliche Grofie (Abb. 20). 24 Stunden nach Bestrahlung mit UVA; (35
Joule/cm?) sieht man in der Hoechst-Farbung viele Kerne mit stdarkerem Fluo-
reszenz-Signal, welche gleichmifSig angefarbt jedoch nur etwa halb so grof$ sind
wie die Kerne der unbestrahlten Zellen. Die Zellen mit diesen Zellkernen haben
sich in der Mehrzahl vom Untergrund geltst und treiben aneinandergelagert an
der Oberfldche (daher war eine genauere Auszdhlung der kondensierten Zellen
nicht moéglich). Neben diesen kondensierten Zellkernen erkennt man tiberwie-
gend vereinzelt stehende schwach fluoreszierende Zellkerne, deren Morpholo-
gie den Kernen der unbestrahlten Zellen entspricht. Wahrend die Inkubation
mit Zytokinen, Zytokinen + NIO oder DETA weder im bestrahlten noch im un-
bestrahlten Zustand Auswirkungen auf die Morphologie der Endothelzellen
zeigte, fiihrte die Inkubation der Zellen mit NaN3; wahrend der Bestrahlung zu
einer verminderten Zahl dieser kondensierten Kerne. Nach UVA;-Bestrahlung
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der Endothelzellen in Anwesenheit von DETA-NO wurden gar keine konden-
sierten mehr Zellkerne gefunden.

In keinem Versuch wurde ob mit oder ohne Bestrahlung der Zellen eine Kern-
Fragmentierung beobachtet.

Auch in einer Untersuchungen von Wildtyp-Endothelzellen mit Hoechst-
Reagenz im Zeitverlauf (nach 4, 6, 20, 24 und 48 Stunden) konnten zu keinem
Zeitpunkt nach UVA;-Bestrahlung morphologische Anzeichen fiir eine Kern-
fragmentierung als Indikator fiir einen apoptotischen Zelltod gefunden werden.
Der Zeitverlauf zeigte ferner, dafl nach 4 und 6 Stunden nur eine geringe Zahl
von Zellen (max. 5 - 10%) von den beschriebenen morphologischen Verdnde-
rungen betroffen waren, wihrend nach 20, 24 und 48 Stunden nach der Bestrah-
lung mit 45 J/cm? UVA; ca. 80 % der Zellen eine starke Chromatin-
Kondensation aufwiesen.

Die Acridinorange-Farbung lieferte folgende Ergebnisse (Abb. 20): Unbestrahlte
Zellen zeigen eine schwache (Griin-) Firbung der gesamten Zelle, wobei sich
der Zellkern deutlich abgrenzen ldfit und einige stdrker fluoreszierende Struk-
turen aufweist. Bestrahlte Zellen zeigen nach 24 Stunden mehrheitlich sehr
stark fluoreszierende Zellkerne, die gleichmiflig angefarbt sind. Die Grofie des
Zellkerns liegt bei einem Drittel bis der Halfte verglichen mit der Zellkern-
Grofse unbestrahlter Zellen. Das Zytoplasma ist nicht mehr abgrenzbar. Die
restliche Zellpopulation zeigt keine Unterschiede zu unbestrahlten Zellen. U-
bergdnge zwischen den verschiedenen Zellmorphologien sind selten. Eine
Fragmentierung der Zellkerne wurde auch bei dieser Farbung nicht beobachtet.
Die Inkubation mit DETA-NO wéhrend der Bestrahlung verhindert das Auftre-
ten kondensierter Zellkerne fast vollstindig, wahrend die Inkubation der Endo-
thelzellen mit DETA, Zytokinen oder Zytokinen + NIO erneut keinen Effekt
zeigt. Die Anwesenheit von NaNj3 reduziert die Anzahl der kondensierten Zell-
kerne nach Bestrahlung um ca. zwei Drittel. Weder in der Hoechst- noch in der
Acridinorange-Farbung sind morphologische Unterschiede zwischen iNOS
knock-out und Wildtyp-Endothelzellen im bestrahlten oder unbestrahlten Zu-
stand erkennbar.

In der Propidiumiodid-Farbung konnte bei der Mehrzahl der untersuchten Zel-
len eine Schiddigung der Zellmembran nach Bestrahlung der Wildtyp-
Endothelzellen mit UVA; gezeigt werden (Abb. 20). Im Unterschied zu unbe-
strahlten Zellen, die sich nicht anfiarben liefsen, kam es zu einer starken Rotfluo-
reszenz der Zellen. Diese wurde durch Inkubation mit DETA-NO, nicht jedoch
mit DETA, aufgehoben. Durch die Simultan-Farbung mit Propidiumiodid und
Hoechst konnte gezeigt werden, dafi die Wildtyp-Endothelzellen mit konden-
sierten Zellkernen mit denen, die eine Membranschidigung aufwiesen, iden-
tisch waren.

Somit 1df3t sich feststellen, dafs NO vor UVAi-induzierten Membranschidden
schiitzt, die Art des Zelltodes liefs sich durch die Fluoreszenzfarbungen jedoch
nicht eindeutig auf eine der beiden klassischen Formen des Zelltodes (Apoptose
versus Nekrose) festlegen. Gegen eine UVA-vermittelte Apoptose spricht die
gleichzeitige Anfdarbbarkeit mit Propidiumiodid sowie das Fehlen der Kern-
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fragmentierung. Die Nekrose liefSe sich zwar durch die mittels Propidiumiodid
nachgewiesenen Membranschdden bestdtigen, jedoch ist die Kernpyknose un-
typisch fiir den nekrotischen Zelltod.

Die folgende Tabelle fafit noch einmal die nekrotischen sowie apoptotischen
Parameter der oben genannten Versuche zusammen.

Tabelle 3A: Fluoreszenzfirbung der Wildtyp-Endothelzellen

INOS *+
EC

EC unbestrahlt EC bestrahlt (UVA,)

Acridin- Propidiu Hoechst Acridin- Propidiu

Hoechst orange  miodid orange  miodid

unbehan-
delt

Zytokine

- - ++ ++ ++

++ ++

Zytokine
/ NIO
NaN3 - - + +

DETA-
NO

DETA
Tabelle 3B: Fluoreszenzfirbung der iNOS kock-out Endothelzellen

INOS +
EC

- ++ ++

- - ++ ++ ++

EC unbestrahlt EC bestrahlt (UVA,)

Hoechst Acridinorange Hoechst Acridinorange

unbehan-
delt

Zytokine

- - ++ ++

Zytokine
/ NIO
NaN3

DETA-
NO

DETA ) ) -

Tabelle 3A + B: (-) ausschliefSlich schwach fluoreszierende Zellen / Zellkerne, (+) ver-
einzelt stark fluoreszierende, kondensierte Zellen / Zellkerne, (++) tiberwiegend stark
fluoreszierende, kondensierte Zellen / Zellkerne. Die Prodidiumjodidfirbung wurde nur
bei unbehandelten wt Endothelzellen und nach Bestrahlung der wt Endothelzellen mit
DETA bzw. DETA-NO durchgefiihrt. Fluoreszenzfarbstoffe: Hoechst 33342 (9 mM),
Acridinorange (10 uM), Propidiumiodid (7,5 uM); UVA1: 45 Joule/cm?
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H33342 PropidiumJ.  Acridin O.

unbehandelt

DETA-NO (1 mM) UVA (35 J/cm?)

Abbildung 20: EC weisen 24 h nach UVA-Bestrahlung sowohl apoptotische als auch
nekrotische Merkmale auf: Die Fluoreszenzfirbungen Hoechst (H 33342) und Acridi-
norange zeigen nach UVA-Exposition (35 J/cm?) eine Kernkondensation mit deutlicher
Verstirkung der Fluoreszenz. Gleichzeitig weist die Firbung mit Propidiumiodid eine
Membraninsuffizienz iiber eine Rotfluoreszenz der Zellen nach UVA-Bestrahlung
nach. Eine Kernfragmentierung ist in keiner der Firbemethoden sichtbar. In der exem-
plarischen Darstellung werden Wildtyp-Endothelzellen gezeigt.

Im Vergleich zu den UVA-bestrahlten Zellen zeigen Aortenendothelzellen (hier ko EC)
nach 24-stiindiger Exposition mit 1 mM DETA-NO typische Apoptose-Merkmale
(Chromatinkondensation und Kernfragmentierung).
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3.7 DNA-STRANGBRUCHE ALS PARAMETER DER APOPTOSE

Neben der Kondensation und Fragmentierung des Kerns stellen DNA-
Strangbriiche einen weiteren Parameter der Apoptose dar sofern sie mit einer
zeitlichen Verzogerung zum toxischen Ereignis auftreten. Die Anfdrbbarkeit
einer Zelle mit Trypanblau basiert auf dem Verlust der Plasmamembran-
Integritdt und wird daher hdufig zur Identifikation nekrotischer Zellen heran-
gezogen.

Da mit Hilfe der hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe eine eindeutige Klassi-
tikation des Zelltodes nicht moglich war, sollte nun anhand der in situ nick
Translation (INT) zum Nachweis von DNA-Strangbriichen und der Try-
panblau-Farbung als Hinweis auf einen Verlust der Zellmembranintegritit die
Art des Zelltodes von iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen nach
UVA;-Bestrahlung erneut untersucht werden.

24 Stunden nach Bestrahlung der Endothelzellen aus Wildtyp-Mdusen mit
UVA; wurde die in situ nick Translation sowie die Trypanblau- bzw. Neutral-
rot-Farbung wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt.

Morphologisch erkennt man in der in situ nick Translation bei einem Teilt der
bestrahlten Endothelzellen eine eindeutige Grofsenabnahme und eine Braunfar-
bung der Zellkerne. Die Zellkerne der unbestrahlten Endothelzellen farben sich
in der Hamatoxylin-Farbung hellblau an (Abb. 22). In allen Versuchen ist eine
eindeutige Unterscheidung zwischen in situ nick-positiven und -negativen Zell-
kernen moglich.

3.7.1 AUFTRETEN VON DNA-STRANGBRUCHEN UND ZELLMEMBRANSCHADEN
VON WILDTYP-ENDOTHELZELLEN IM VERLAUF VON 24 STUNDEN NACH
UV A EXPOSITION

Um die Frage zu kldren, ob die DNA-Schiadigung eine Folge der Nekrose ist,
also spit auftritt, oder ob die hier beobachtete ,nicht klassische” Nekrose einen
Ubergang aus der Nekrose darstellt, ist eine Zeitkinetik notwendig, die das
Auftreten der DNA-Strangbriiche und der Zellmembranschddigung nach UVA
in einen zeitlichen Zusammenhang stellt.

Zu diesem Zweck wurden Wildtyp-Endothelzellen mit 45 Joule/cm? UV A; be-
strahlt, anschliefSend nach 0, 4, 8, 10, 12 und 24 Stunden auf den Anteil Try-
panblau-gefarbter Zellen hin untersucht, im Anschluff daran eingefroren und
schliefslich der in situ nick Translation zugefiihrt (Abb. 21).

In der in situ nick Translation zeigten sich 4 Stunden nach UVA Exposition e-
benso wie unmittelbar nach der Bestrahlung nur sehr wenige Zellen mit DNA-
Strangbrtichen. Die DNA-Strangbriiche sind somit keine unmittelbare Konse-
quenz der UVA-Einwirkung. Erst danach kam es zu einem Anstieg der DNA-
Strangbriiche, der bis zu 12 Stunden nach UVA Bestrahlung anhielt und dann
etwas abflachte. Nach 24 Stunden waren bei 50 % der Zellen DNA-
Strangbriiche nachweisbar; ebenso hoch war der Prozentsatz Trypanblau-
positiver Zellen. Die Trypanblau-Farbung zeigte 4 Stunden nach UVA-
Exposition einen Anstieg toter Zellen auf 10 % und nach 8 Stunden auf 15 %,
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womit sich der Anteil Trypanblau-gefdrbter Zellen dem Anteil von Zellen mit
DNA-Strangbriichen anzugleichen begann.
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Abbildung 21: in situ nick Translation und Trypanblau-Firbung nach Bestrahlung
von Wildtyp-Aortenendothelzellen mit UVA;: Wildtyp-Endothelzellen werden auf
sechs 8-well Kulturkammern mit 45 Joule/cm? UVA1 bestrahlt und anschlieffend nach
0, 4, 8, 10, 12 und 24 Stunden im Anschluf an die Trypanblau-Firbung getrocknet
und bei -20 °C gelagert. Gemeinsam werden sie in der in situ nick Translation auf die
durch Braunfirbung der Zellen gekennzeichneten DNA-Strangbriiche untersucht.

Die Ergebnisse sprechen somit eher fiir einen atypischen, aber nekrotischen
Zelltod, da die Membranschdden den DNA-Strangbriiche zundchst um etwa 4
Stunden vorausgehen. Die Nekrosen treten verzogert auf; das Maximum der
Trypanblau-positiven Zellen wird erst nach 24 Stunden erreicht. Reparaturvor-
gange an der DNA als alleinige Ursache der positiven in situ nick Translation
erscheinen unwahrscheinlich, da die Membranschdden ja bereits etwas frither
messbar sind und die Zahl der Trypanblau-positiven Zellen mit der Zahl der
INT -positven Zellen tibereinstimmt.

3.7.2 DNA-STRANGBRUCHE IN INOS KNOCK-OUT UND WILDTYP-
ENDOTHELZELLEN NACH UV A1-BESTRAHLUNG

Neben der Klassifikation des Zelltodes anhand von DNA-Strangbriichen und
Membranschdden sollte ferner der Einflufs von endogenem und exogenem NO
sowie von NaNs auf diese Zelltod-Parameter untersucht werden.
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Fiir die Aktivierung der endothelialen iNOS-Expression wurden die Proben vor
der UV-Bestrahlung fiir 24 Stunden mit TNF-a + IL-18 + IFN-y (je 500 U/ml)
inkubiert. Bei einem Teil dieser Proben wurde die iNOS mit 0,25 mM NIO ge-
hemmt. DETA-NO sowie DETA wurden widhrend der Bestrahlung in einer
Konzentration von 5 mM pro well, NaNj3 in einer Konzentration von 20 mM pro
well eingesetzt. Jeweils eine von zwei vollig identisch vorbereiteten Kultur-
kammern wurde mit 45 Joule/cm? teilweise auch mit 35 Joule/cm? UVA; be-
strahlt, wihrend die andere unbestrahlt blieb.

Nach der Bestrahlung mit 45 Joule/cm? UVA; zeigten 35 + 10 % der Wildtyp-
Aortenendothelzellen DNA-Strangbriiche (Tab. 4 A), wahrend unbestrahlte
Zellen nur in 0,5 + 0,5 % DNA-Strangbriiche aufwiesen. In der Trypanblau-
Farbung fanden sich nach Bestrahlung 90 % positive (blau gefdrbte) Zellen.
Hierbei gilt es zu berticksichtigen, dafs vermutlich ein GrofSteil der vom Unter-
grund losgelosten Zellen der in situ nick Translation durch den Verlust des
Zelltiberstandes verlorengingen, der Trypanblaufdarbung jedoch erhalten blie-
ben. Ein ebenfalls hoher Anteil von DNA-Strangbriichen wurde nach Bestrah-
lung mit 45 Joule/cm? bei Zellen gefunden, die vor der Bestrahlung mit Zytoki-
nen (85 %) oder Zytokinen + NIO (80 %) oder wahrend der Bestrahlung mit
DETA (40 + 25 %) oder NaNj3 (55 £ 15 %) inkubiert worden waren. Gleichzeitig
findet man bei bestrahlten Zellen nach Inkubation mit Zytokinen einen hohen
Prozentsatz toter Zellen (99 %), ebenso nach Inkubation mit DETA (85 %). Die
Anwesenheit von DETA-NO wahrend der Bestrahlung fiihrte hingegen zu ei-
ner sehr geringen Zahl von DNA-Strangbriichen (4 £ 1 % aller Zellen). Hier
liegt auch die Zahl der Trypanblau-positiven Zellen nur bei 20 %; bei unbe-
strahlten Zellen betragt sie 1 %.

Ebenso wie bei den Wildtyp-Endothelzellen induziert UVA; auch bei iNOS
knock-out Zellen in der in situ nick Translation nachweisbare DNA-
Strangbriiche (Tab. 4 B): Ein hoher Anteil von Zellen mit DNA-Strangbriichen
(> 50 %) fand sich 24 Stunden nach der Bestrahlung mit UVA; (45 Joule/cm?)
sowohl bei unbehandelten Zellen als auch nach Inkubation mit Zytokinen, Zy-
tokinen + NIO, DETA und NaNs. Durch Inkubation mit DETA-NO wé&hrend
der Bestrahlung verminderte sich die Zahl der DNA-Strangbriichen auf 17,5 +
0,5 %. Sie lag jedoch noch deutlich hoher als bei unbestrahlten Zellen (1 -5 %).

Der Anteil lebender Zellen in der Neutralrottarbung nach UVA-Exposition lag
bei 53,9 % bei Inkubation mit DETA-NO und bei 82 % bei Inkubation mit NaN3
verglichen mit unbehandelten, unbestrahlten Zellen. Dagegen sank der Anteil
lebender Zellen auf weniger als 21 % bei unbehandelten Zellen sowie bei Inku-
bation mit Zytokinen oder DETA nach der Bestrahlung.

Sowohl iNOS knock-out als auch Wildtyp-Endothelzellen zeigten somit erneut
gleichzeitig typische Kennzeichen der Nekrose (Membranpermeabilitit) als
auch der Apoptose (DNA-Strangbriiche). Es liefs sich bei beiden Zellpopulatio-
nen ein NO-vermittelter Schutz beztiglich dieser Zelltod-Kriterien nachweisen,
wahrend NaNjs zwar einen Riickgang der Zell-Sterblichkeit (um den Faktor 4 !)
jedoch keinen eindeutigen Einfluf$ auf die DNA-Strangbriiche zeigte.

71



Tabelle 4A

unbehandelt
UVA

DETA

DETA + UVA
DETA-NO
DETA-NO + UVA
NaN;
NaN;+UVA
Zytokine
Zytokine + UVA
Zytokine + NIO

Zytokine + NIO +
UVA

Tabelle 4B

unbehandelt
UVA

DETA

DETA + UVA
DETA-NO
DETA-NO + UVA
NaN3
NaN3;+UVA
Zytokine
Zytokine + UVA
Zytokine + NIO

Zytokine + NIO +
UVA

Wildtyp-EC
in situ nick positve Trypanblau-
EC (%) positive EC (%)
0,5 (x0,5) 1
35 (£ 10) 90
2(x1) 1
40 (£ 25) 85
3,5(x15) 1
4 (1) 20
0,5(x0,5) 1
55 (£ 15) 1
1 1
85 99
1
80

iNOS knock-out EC

in situ nick positve

EC (%)

4,5 (+0,5)
60 (+ 10)
5(£2)
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Trypanblau
positve EC (%)

3,5 (£3,5)
67,5 (£ 7,5)
2,5 (+2,5)
87,5 (£ 7,5)
1(£1,0)
12,5 (£ 7,5)
0,5 (+0,5)
13
1
92,5 (£ 2,5)
1
95

Neutralrot-positive
Zellen (%)

100
19
16
54

83

21

Tabelle 4 A und B: In situ nick Translation, Trypablau- und Neutralrotfirbung bei wt
und ko EC: Prozentualer Anteil in situ nick positiver (braun gefirbter) und Try-
panblau-positiver Zellkerne aus zwei unabhingigen Versuchsreihen mit Wildtyp- (A)
und iNOS knock-out (Tabelle B) Endothelzellen. Je sechs 8-well Kultukammern mit
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konfluenten Aortenendothelzellen werden mit 45 Joule/cm? UVA1 in 100 ul Uberstand
bestrahlt, sechs weitere Kulturkammern bleiben unter gleichen Bedingungen unbe-
strahlt. Die Aktivierung der iNOS erfolgte durch die Zytokine TNF-a + IL-15+ IFN-y
mit je 500 U/ml bei einer Inkubationszeit von 24 h. Die Konzentration von DETA und
DETA-NO im Uberstand wihrend der Bestrahlung betrug 5 mM, von NaN3 20 mM
und von NIO 0,25 mM. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung.

Die Neutralrotfirbung wurde nur bei iNOS ko EC durchgefiihrt, bei nur einfach
durchgefiihrten Versuchen fehlt die Standardabweichung.

3.8 EINFLUSS VON NEUTRALISATOREN DER REAKTIVEN SAUER-
STOFFSPEZIES AUF DIE ZELLMORPHOLOGIE UND MEMBRANPER-
MEABILITAT VON WILDTYP-ENDOTHELZELLEN NACH EINWIR-
KUNG VON UVA; ODER H2O»

Zur Untersuchung der Rolle der Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beztiglich
UVAs-induzierter Zytotoxizitdt werden Wildtyp-Endothelzellen wéhrend oder
zu angegebenen Zeitpunkten vor und nach UVA;-Bestrahlung mit potentiellen
Neutralisatoren der ROS inkubiert wie im Kapitel Material und Methoden be-
schrieben. Parallel dazu wurden Zellen anstelle der UVA;-Bestrahlung fiir 24
Stunden mit 0,8 mM H>O» inkubiert. Wasserstoffperoxid wird hier zur Verifi-
zierung der Hypothese eingesetzt, dafd es nach UVA-Einwirkung als endstandi-
ges Glied einer Reaktionskette {iber Lipidperoxidation zum ROS-mediierten
Zelltod beitragt. Die Zellmorphologie sollte mit Hilfe der Hoechst-Farbung an-
hand der Kriterien Chromatinkondensation bzw. Intensitit der Fluoreszenz
und mogliche Kernfragmentierung beurteilt werden, die Membranpermeabili-
tédt sollte simultan mittels Propidiumiodid-Farbung untersucht werden.

INOS-knock out Endothelzellen wurden lediglich im Hinblick auf die Fragestel-
lung untersucht, welche morphologischen Verdnderungen nach 24-sttindiger
Inkubation mit 0,8 mM H>O; zu erwarten sind.

Die Bestrahlung mit UVA; fiihrte zum zahlreichen Auftreten kondensierter
Zellkerne (Hoechst-positiv), deren zugehorige Zellen eine starke Rotfluoreszenz
aufwiesen (Propidiumiodid-positiv) (Abb. 23). Diese beiden Parameter traten in
allen Versuchen ausschliefSlich gemeinsam an einer Zelle (oder gar nicht) auf
und werden hier daher als Zelltod-spezifisch beschrieben. Die Inkubation mit
dem NO-Donor SNOC fiihrte zu einer Abnahme des Zelltodes nach Bestrah-
lung, wihrend DETA-NO, Histidin, MnTBAP, BHT und Katalase in der ange-
gebenen Konzentration den Zelltod vollstandig inhibierten. Die Inkubation mit
DETA und Cystein als Bestandteil von SNOC zeigte hingegen keine Auswir-
kung auf den UVA-induzierten Zelltod.
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Abbildung 22: NO reduziert UVA-induzierte DNA-Strangbriiche bei ko und wt EC:
INOS-knock out (ko) und Wildtyp- (wt) Endothelzellen wurden mit der Himatoxylin-
Kernfirbung dargestellt und der in situ nick Translation unterzogen. Durch die in situ
nick Translation lassen sich nach der Bestrahlung mit UVA im Gegensatz zu unbe-
strahlten, unbehandelten Zellen ca. 50% der Zellkerne braun anfirben; ferner ist eine
Kernkondensation zu beobachten. Die Inkubation mit DETA-NO, nicht jedoch mit
DETA, reduziert die Zahl der in situ nick-positiven Zellen auf wenige Prozent. A + B:
unbehandelte Zellen;, C + D: unbehandelte Zellen nach Bestrahlung mit UVA1 (45
Joule/cm?); E + F: Zellen nach Inkubation mit 5 mM DETA-NO wdihrend der Bestrah-
lung mit UVA1;, G + H: Zellen nach Inkubation mit 5 mM DETA wihrend der Be-
strahlung mit UVA;

H>O; fiihrte bei den Wildtyp- und iNOS-knock out Endothelzellen zu den glei-
chen morphologischen Verdnderungen, wie sie nach UVA-Bestrahlung auftra-
ten. Auch hier kam es zu einer deutlichen Anfarbung der Endothelzellen mit
Propidiumiodid bei gleichzeitiger Kern-Kondensation. Wiederum fiihrte DE-
TA-NO aber auch die Inkubation mit SNOC zu einem NO-spezifischen Schutz
der Zellen. Dieser Schutz im Sinne fehlender Kern-Kondensation und fehlender
Fluoreszenz in der Propidiumiodid-Farbung zeigte sich auch nach Inkubation
mit dem Inhibitor der Lipidperoxid-Bildung BHT.

H>O> und UVA; fithren somit nicht nur zu den gleichen morphologischen Ver-
dnderungen der Endothelzellen (soweit sie mit den beiden hier verwendeten
Farbemethoden aufgezeigt werden konnen), sondern lassen sich beztiglich ihrer
zelltoxischen Wirkung durch exogenes NO in Form von DETA-NO in gleicher
Weise beeinflussen. Dies und die Tatsache, dafs das Wasserstoffperoxid-
degradierende Enzym Katalase die zytotoxische UVA-Wirkung aufhebt, macht
eine Beteiligung von H>O. an der UVA-vermittelten Toxizitdt wahrscheinlich.
Als weitere bedeutsame Faktoren hat sich die Beteiligung von Superoxidanion
(Oz2 ) und Singulettsauerstoff (102) an der UVA-vermittelten Zytotoxizitdt bes-
tatigt. Eine beschleunigte Umwandlung von Superoxidanion zu H>O> und mo-
lekularem Sauerstoff durch MnTBAP fiihrte ebenso zu einer Authebung dieser
zytotoxischen Wirkung wie die Hemmung der Aktivitit von Singulettsauerstoff
durch Histidin. Die Hemmung des Zelltodes durch BHT, einem Inhibitor der
Lipidperoxidation, bestatigt moglicherweise die Annahme, dafs sowohl H>O» als
auch UVA; als wesentlichen Mechanismus {iiber eine Lipidperoxidation zum
Zelltod fithren.

Die nachfolgende Tabelle stellt die Ergebnisse der in vitro Fluoreszenzfarbun-
gen Hoechst und Propidiumiodid einander gegentiber.
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Tabelle 5

Hoechst Propidium- Hoechst Propidium-
iodid iodid
unbehandelt - - unbehandelt - -
UVA ++ ++ H>0: ++ ++
UVA + +/- +/- H>O; + = =
SNOC SNOC
UVA + ++ ++ H>O; + ++ ++
Cystein Cystein)
UVA + - - H,O; + = -
DETA-NO DETA-NO
UVA + ++ ++ H,O; + ++ ++
DETA DETA
UVA + - -
Histidin
UVA + - -
MnTBAP
UVA + BHT - - H>O; + BHT - -
UVA + - -
Katalase

Tabelle 5: Bestimmung der Zelltod-Kriterien Kernkondensation und Membraninsuffi-
zienz: Anfirbbarkeit von Wildtyp-Endothelzellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Hoechst und Propidiumiodidid einer simultanen Firbung 24 Stunden nach Inkubation
mit H>O» (0,8 mM) bzw. nach Bestrahlung mit UVAT (45 Joule/cm?). Als (potentielle)
Neutralisatoren der ROS wurden folgende Substanzen eingesetzt: SNOC (1 mM),
Cystein (1 mM), DETA-NO (5 mM), DETA (5 mM), Histidin (40 mM), MnTBAP
(80 uM), BHT (10 uM) und Katalase (2000 U/ml).

Hoechst-Firbung: (++) positiv im Sinne kondensierter, stark fluoreszierender Endo-
thelzellen, (-) schwach fluoreszierende Zellen, (+/-) vereinzelt kondensierte, stark fluo-
reszierende Endothelzellen

Propidiumiodid-Firbung: (++) stark fluoreszierender Endothelzellen, (+/-) vereinzelt
stark fluoreszierender Endothelzellen, (-) keine Fluoreszenz

Tabelle 6
Hoechst Propidiumiodid Acridinorange
unbehandelt - - -
H,O: ++ ++ ++

Tabelle 6: : Bestimmung der Zelltod-Kriterien Kernkondensation und Membraninsuf-
fizienz: Fluoreszenzmuster von iNOS-knock out Endothelzellen nach Anfirbung mit
den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst und Propidiumiodidid einer simultanen Firbung
und Acridinorange 24 Stunden nach Inkubation mit H,O2 (0,8 mM)
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Abbildung 23: Neutralisaoren der ROS hemmen die Kern-Kondensation und Memb-
ranschiden bei wt-Endothelzellen: In der Simultan-Fluoreszenzfirbung mit Hoechst
33342 und Propidiumiodid zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen unbehandelten
Endothelzellen (1) und Zellen nach Bestrahlung mit UVA1 (2) oder Inkubation mit
H>0:> (9), welche zum Grofiteil Propidiumjodod-positive Zellen (rot gefirbt) mit stark
kondensierten Zellkernen aufweisen. Die Inkubation mit Natriumazid (3), MnTBAP
(4), Katalase (5), BHT (6) oder DETA-NO (7) vor, wihrend u./o. nach der Bestrahlung
mit UVA1 (45 Jouel/cm?) fiihrt zum vollstindigen Schutz der Endothelzellen nicht je-
doch die Inkubation mit DETA (8). Durch Inkubation mit BHT (10) oder DETA-NO
(11) lassen sich ebenso H>Os-induzierte Verinderungen inhibieren; DETA (12) zeigt
hier keinen schiitzenden Effekt.
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4 DISKUSSION

Das Endothel hat eine essentielle Bedeutung in der Entstehung und im Verlauf
von Entziindungsprozessen, welche begleitet werden von einer Endothelzellak-
tivierung. Diese Modulation der Endothelzellfunktion wahrend einer Entziin-
dung wird im wesentlichen durch den Einflufs unterschiedlicher, proinflamma-
torischer Zytokine vermittelt (208). Zytokin-aktivierte Endothelzellen zeichnen
sich unter anderem durch die langanhaltende Generierung grofser Mengen von
NO aus, welche durch die Induktion der induzierbaren NO-Synthase ermog-
licht wird (207). Eine hohe NO-Synthese ist hdufig mafigeblich fiir die Gewebs-
zerstorung wahrend entziindlicher und / oder autoimmuner Erkrankungen
verantwortlich: Sie spielt eine wichtige Rolle in der lokalen Abwehr infektioser
Organismen (4), der autoimmunvermittelten Zellzerstorung wie beim Diabetes
mellitus Typ 1 oder beim Septischen Schock (131). Mit Hilfe verschiedener Mo-
delle der akuten und chronischen Entztindung konnte gezeigt werden, dafs die
Hemmung der NO-Synthase vor entziindlichen Gewebeschdden schiitzt (226-
228).

Andererseits entfaltet NO tiber die Hemmung der Synthese und Expression
von proinflammatorischen Zytokinen und Adhidsionsmolekiilen antiinflamma-
torische Eigenschaften (229). Neuere Untersuchungen weisen auf den protekti-
ven Charakter von NO bei oxidativer Zell- und Gewebeschddigung hin: In vitro
Untersuchungen zeigen, das NO die O,°~- Radikal-vermittelte und durch Eisen
(oder Hamoprotein) katalysierte Lipidperoxidation zu hemmen vermag (230,
231). Es wird vermutet, dafd die Interaktion zwischen NO und Superoxidanion
(Oz -) schéddliche Oy - -vermittelte Reaktive Sauerstoffspezies inaktivieren kann
oder in einem komplexen biologischen Milieu Oz - von spezifischen, toxischen
Zielmolekiilen oder Signalmolekiilen fernhalt und somit ein mogliches endoge-
nes Schutzsystem vor Entziindungen darstellen konnte. In geringerer Konzent-
ration konnte Peroxynitrit aus der Reaktion von NO mit Superoxidanionen
auch als Signalmolekiil funktionieren, was die beobachteten zytoprotektiven

Effekte in Thrombozyten oder dem vaskuldren System erkldren konnte (232,
233).

Die Griinde fuir die diskrepanten Wirkungen von NO sind noch nicht vollstdn-
dig geklart. Es wird vermutet, dafd bei der Entstehung der beiden freien Radika-
le NO und O; - unter anderem ihre relative Menge zueinander dafiir entschei-
dend sein konnte, ob NO die Wirkung der Reaktiven Sauerstoffspezies ver-
starkt oder hemmt (234). So hemmen hohe Konzentrationen an NO aufgrund
der reduzierenden, antioxidativen Eigenschaft von NO die Lipidperoxidation,
widhrend hohe Konzentrationen an Oy - oder equimolare Konzentrationen von
NO und O - die Lipidperoxidation fordern. Die Modulation dieser Balance
zwischen oxidativen und antioxidativen Eigenschaften von NO ist von heraus-
ragender klinischer Bedeutung, auch in anderen Bereichen, in denen oxidativer
Stress an pathogenen Mechanismen beteiligt ist, wie der Atheriosklerose oder
dem Diabetes mellitus (235).

Der bedeutsame Einflufs von NO und der iNOS auf proinflammatorische und
oxidative Prozesse steht somit aufler Frage. In dieser Arbeit sollten Maus-
Aortenendothelzellen als Modellzellen eingesetzt werden, um eine protektive
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Wirkung von NO nach UVA-induzierter, oxidativer Zellschddigung nachzu-
weisen. Da ein iNOS knock-out Genotyp bislang nur in Médusen etabliert wer-
den konnte, ist das Maus-Tiermodell zur Untersuchung der Rolle von NO und
der iNOS im antioxidativen Zellgeschehen von besonderer Bedeutung. Um die
spezifische Rolle der iNOS von anderen moglichen Zytokin-vermittelten Effek-
ten differenzieren zu konnen, habe ich Endothelzellen aus iNOS knock-out und
Wildtyp-Endothelzellen eingesetzt.

4.1 INOS-EXPRESSION UND NO-PRODUKTION IN MAUS-
ENDOTHELZELLEN

Die bereits beschriebene Heterogenitdt der Endothelzellen verschiedener Spe-
zies bedingt nicht nur ein unterschiedliches Ansprechen der iNOS-Expression
auf Zytokine, sondern auch einen unterschiedlichen Aktivitdtsgrad der iNOS.
Daher habe ich in dieser Arbeit zundchst das iNOS-Expressions- und Aktivi-
tatsprofil der Maus-Aortenendothelzellen charakterisiert.

Die Regulation des iNOS-Gens beim Menschen und bei Madusen weist sowohl
Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten auf. Im allgemeinen sind Nagetierzel-
len sensitiver gegeniiber verschiedenen biologischen und pharmakologischen
Substanzen, so daf8 hdufig eine einzige Substanz wie z.B. LPS, TNF-a, IL-1B o-
der IFN-y, ausreicht, um eine hohe iNOS-Expression zu erzielen. So ist IL-1B
das potenteste Zytokin, das als Einzelstimulus bei Rattenendothelzellen (129)
und auch bei Rattenhepatozyten eine iNOS Expression hervorrufen kann (236).
Dennoch kann eine iNOS-Expression, die durch einen Einzelstimulus hervorge-
rufen wurde, von der autokrinen Synthese und Funktion einer weiteren Sub-
stanzen abhéngig sein, wie es das Beispiel der Rattenhepatozyten weiter zeigt.
So war die IL-1B-induzierte iNOS-Expression nur durch die endogene Synthese
von IFN-y moglich (237).

In den von mir an Mausezellen durchgefiihrten Versuchen war IFN-y in Ab-
héngigkeit vom LPS-Gehalt des Mediums als einziges Zytokin in der Lage, als
Einzelstimulus zu einer NO-Produktion zu fithren, wihrend weder TNF-a noch
IL-1P alleine einen signifikanten Effekt hatten. Die IFN-y-enthaltenden Zytokin-
kombinationen mit TNF-a und/oder IL-1B fithrten zu einer weiteren, signifi-
kanten Verstarkung der NO-Produktion. Die Mischung aller drei Zytokine stellt
den potentesten Stimulus fiir die NO-Synthese dar. Bei Mdusen wurde IFN-y
schon héaufiger als alleiniger Ausloser der iNOS-Expression beschrieben, so z.B.
tiir Hepatozyten und glatte GefdafSmuskulatur, jedoch nur bei wenigen mensch-
lichen Zellen wie beispielweise in Hepatozyten und den Zellinien AKN-1 und
DLD-1. IFN-y fiihrt, wie von Amoah-Apraku et al beschrieben (238), in der rena-
len Endothelzellinie MCT der Maus zu einer starken Induktion von NF«xB, wel-
ches als DNA-bindendes Protein die Gen-Transkription reguliert. Die Koopera-
tion von IFN-y und LPS beztiglich der Aktivierung der iNOS-Expression wurde
bereits von vielen Autoren beschrieben (239-244).

Die meisten humanen Zelltypen verlangen eine Kombination von Zytokinen,
um die iNOS-Expression zu aktivieren (239). Dafi es auch hier Ausnahmen gibt,
wurde am Bespiel Chondrozyten (245) gezeigt.
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Neben der synergistischen Wirkung von Zytokinen sind fiir eine maximale NO-
Ausbeute noch weitere Faktoren von Bedeutung wie die Konzentration des
Substrates Arginin. Der Km-Wert der verschiedenen NO-Synthasen fiir Arginin
liegt bei 2-20 uM (246). Neue Erkentnisse zeigen, dafs Induktoren der iNOS wie
LPS in der Lage sind, den Arginin-Transport in die Zelle tiber eine Ko-
induktion des Arginin-Transport-Proteins-2 (sog. ,CAT-2" = kationischer Ami-
nosduren Transporter) zu erhohen (247).

Plasma Arginin-Spiegel liegen bei erwachsenen, gesunden Mdusen wie auch
beim Menschen bei 50 - 100 uM (248). In dem Standard-Kulturmedium RPMI
1640 sind jedoch 1150 uM Arginin enthalten. Man sollte deshalb den Umstand
nicht vernachldssigen, daff in kultivierten Zellen mit intaktem Arginin-
Transport-System die NO-Produktion weit tiber der physiologischen, in vivo
gebildeten NO-Menge liegen konnte. Dann miifste man auch die beobachteten
und daraus abgeleiteten Effekte als moglicherweise ,unphysiologisch” be-
zeichnen. Andererseits werden kultivierte Zellen nicht kontinuierlich mit fri-
schen Substraten wie Arginin versorgt, wie dies in vivo der Fall ist, so daf8 die
Verfiigbarkeit von Arginin in den Zellkulturen mit der Zeit abnimmt. Daher
habe ich bei der Bestimmung der maximalen NO-Produktion durch die iNOS
neben der absoluten Zellzahl das Volumen des Kulturmediums mitberticksich-
tigt und optimiert. Bei ausreichendem Kulturiiberstand mit RPMI war keine
weitere Steigerung der NO-Produktion durch zusitzliches Arginin moglich.
Die Stagnation der NO-Produktion bei hohen Zellzahlen und geringem Kultur-
tberstand konnte sowohl auf Substratmangel aber auch auf eine Produkthem-
mung der iNOS zuriickzufiihren sein. In vitro konnte gezeigt werden, dafs au-
tentisches NO-Gas sowie NO-Donoren die NOS-Aktivitit in einigen Zelltypen
hemmen (249-253), jedoch bleibt die Fahigkeit von NO, die NOS unter physio-
logischen Bedingungen tiber eine negative Feedback Regulation in vivo zu in-
hibieren, fraglich. Ein natiirlicher Mechanismuns, die iNOS-Aktivitdt in vivo zu
regulieren, besteht in der Verminderung des Substrates L-Arginin durch eine
induzierte Expression der Arginase-1 (2, 254) und transkriptionell tiber die TH2
Zytokine IL-4 und IL-10 oder PGE; (255).

In der RT-PCR konnte ich eine iNOS spezifische mRNA bei denjenigen Endo-
thelzellen nachweisen, die nach Zytokin-Stimulation eine signifikante NO-
Produktion zeigten. Ferner zeigte sich ein mRNA-Produkt nach Inkubation mit
dem Zytokin IFN-y in ,LPS-armen”-Kulturmedium ohne dafl der Nachweis
einer erhohten NO-Produktion erbracht werden konnte. Ebenso gelang nach
Inkubation mit der Zytokin-Kombination IL-1p + TNF-a in einem Medium mit
fiinffach hoherer LPS-Konzentration der Nachweis von iNOS mRNA bei feh-
lender NO-Produktion. Ein vergleichbares Phianomen zeigte sich auch bei Ver-
suchen von de Vera et al, wo es nach IFN-y-Stimulation von humanen Leberzel-
len (AKN-1) ebenfalls trotz Nachweis der iNOS mRNA nicht zu einer verstark-
ten NO-Bildung kam. Dies ldfit vermuten, dafs das iNOS mRNA Transkript un-
ter diesen Bedingungen hoch labil ist und moglicherweise in Abwesenheit von
Zytokinen rasch degradiert wird. Seit der Klonierung von Mduse- und humaner
iNOS ¢DNAs scheint klar, dafd die Regulation der iNOS-Expression tiberwie-
gend auf der Ebene der mRNA-Transkription erfolgt (240, 241, 256). Es werden
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jedoch auch iNOS-Regulationsmechanismen auf translationaler und posttrans-
lationaler Ebene beschrieben (25, 35). Interessant in diesem Zusammenhang ist
auch, dafd in unstimulierten menschlichen Zellen ein basales nukledres iNOS-
Transkript gefunden wurde (256), wéhrend jedoch eine basale iNOS mRNA
Expression in Nothern blot Experimenten bei ruhenden Zellen nicht nachge-
wiesen werden konnte.

INOS knock-out Endothelzellen zeigten wie erwartet weder im ruhenden noch
im Zytokin-aktivierten Zustand eine iNOS-Gen-Amplifikation oder eine mess-
bar gesteigerte NO-Produktion.

4.2 DER EINFLUS VON INOS-GENERIERTEM NO AUF DIE HAUT

Wie in anderen biologischen Systemen tibt NO auch in der Haut pathogene und
protektive Funktionen aus. So wird iNOS-generiertem NO die Beteiligung an
pathogenen Mechanismen verschiedener Hauterkrankungen (Vitiligo, Toxische
epidermale Nekrolyse (39) u.a.) zugesprochen einschlieslich der kutanen Kar-
zinogenese (56). Neuere Erkenntnisse deckten protektive und Differenzierungs-
steuernde Funktionen von NO in der Haut auf. So zeigte sich, dafd in iNOS
knock-out Mausen oder in Midusen, bei denen die iNOS inhibiert wurde, die
epidermale Wundheilung gestort war und durch Transfektion mit dem iNOS-
Gen korrigiert werden konnte (257). Andere Studien hatten gezeigt, dafs UVA-
Strahlung zu einer zeitlich begrenzten Induktion der iNOS in Keratinozyten
(53) und kapilldren Endothelzellen fiihrt und damit die lokale NO-Produktion
in der menschlichen Haut beeinflussen kann (258) vergleichbar mit der NO-
Entstehung nach Induktion der iNOS durch Zytokine. Es wird vermutet, daf3
die iNOS-Aktivitdt Ursache des beobachteten anhaltenden Anstiegs des lokalen
Blutflusses sowie ursdchlich fiir die Erythem- und Odementstehung nach lan-
gerer Sonnenexposition sein konnte. Hierfiir spricht das zeitgleiche Auftreten
der epidermalen iNOS-Expression mit der Hautrétung nach UV-Exposition (53)
sowie die signifikante Reduktion des Erythems durch Inhibitoren der NO-
Synthase in menschlicher Haut (41). Damit ergaben sich erste Hinweise auf eine
direkte oder indirekte Beteiligung von NO an der lokalen Reaktion der Haut
auf UVA-Strahlung.

In vitro schiitzt die endogene NO-Produktion durch Aktivierung der iNOS so-
wie exogen hinzugefiiges NO menschliche Endothelzellen der Haut vor UVA-
induzierter DNA-Fragmentierung und nachfolgender Apoptose (1). Durch in
vitro Experimente mit Ratten-Aortenendothelzellen konnte gezeigt werden, daf3
dieser Schutz eng korreliert war mit der NO-vermittelten Erhhung der Expres-
sion des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und mit einer Hemmung der UVA-
induzierten Expression des proapototischen Proteins Bax einher ging (59). So-
mit konnte in der Annahme, dafl eine gesteigerte NO-Produktion UV-
induzierte Schaden vermindert, ein Hinweis auf eine protektive Funktion der
iNOS in menschlicher Haut gegeben sein.

Diese These sollte nun in dieser Arbeit am Maus-Modell gepriift werden, indem
iNOS-knock out Endothelzellen hier erstmals beztiglich ihrer Empfindlichkeit
gegentiber UVA-Strahlung untersucht und mit Wildtyp-Endothelzellen des
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gleichen genetischen Backgrounds verglichen wurden. Die Bestrahlung der
iNOS-knock out und Wildtyp-Endothelzellen mit UVA; steigender Intensitit
fiihrte zu einem dosisabhédngigen Zellsterben, welches 24 h nach der Bestrah-
lung mit Hilfe der Neutralrot-Vitalfarbung dokumentiert wurde. Dabei stellte
sich heraus, dafs Maus-Aortenendothelzellen mit einer halbmaximalen Toxizitit
von ca. 30 Joule/cm? sehr viel hohere UVAi-Dosen tolerieren als Ratten-
Aortenendothelzellen, welche im gleichen Labor und gleicher UVA;1-Quelle be-
reits bei einer UVA;i-Dosis von 6 Joule/cm? eine halbmaximale Toxizitdt auf-
wiesen. Damit dhnelt die UVA-Sensibilitdt der Maus-Aortenendothelzellen eher
der Sensibilitdt von menschlichen Endothelzellen der Haut (58).

Entgegen den Erwartungen zeigten in der Zusammenfassung der Daten ruhen-
de iNOS-knock- out Endothelzellen keine erhthte Empfindlichkeit gegentiber
der Bestrahlung mit UVA; verglichen mit Wildtyp-Zellen. Wie bereits erwahnt
besitzt eine Zelle verschiedene antioxidative Schutzmechanismen, so daf$ hier-
tber moglicherweise eine Kompensation der fehlenden NOS-Induktion erfolgt
ist. Auch bei den Wildtyp-Endothelzellen kam es bei fehlender NO-Produktion,
in Anwesenheit eines Hemmers der NO-Synthasen, zu keiner Veranderung der
Empfindlichkeit gegeniiber UVA. Dies untersttitzt die These, dafs NO nur einen
von vielen sich ergdnzenden zelluldren antioxidativen Schutzmechanismen dar-
stellt.

Nach den Untersuchungen an ruhenden Zellen habe ich anschliefend den
Einflufs der endogenen, Zytokin-mediierten NO-Produktion auf den UVA-
bedingten Zelltod am Mausmodell untersucht. Anders als bei Ratten-
Aortenendothelzellen, bei denen endogen synthetisiertes NO einen potenten
Schutz vor UVA-induziertem Zelltod darstellt (1), zeigte die iNOS-Induktion
der Wildtyp-Endothelzellen mit proinflammatorischen Zytokinen keine Aus-
wirkungen auf die UVA-vermittelte Zytotoxizitdt. Man konnte vermuten, dafs
bei diesem Zelltyp im Gegensatz zu Ratten-Aortenendothelzellen die endogen
generierten NO-Mengen vielleicht nicht ausreichend sind, einen effektiven an-
tioxidativen Schutz zu gewdhrleisten. Allerdings zeigen die Maus-
Endothelzellen in vitro eine vergleichbare NO-Produktion zu der von Ratten-
EC bei entsprechender Stimulation (129).

Die Feststellung, dass die NO-vermittelte Protektion vor UVA-induziertem
Zelltod bei Ratten- und Maus-Aortenendothelzellen einem vollig unterschiedli-
chem Mechanismus unterliegt, ist von entscheidender Bedeutung in der Frage
der Ubertragbarkeit der Daten auf den menschlichen Organismus. Die unter-
schiedlichen Ergebnisse im Ratten- und Mausmodell zeigen nicht nur die be-
deutsamen speziesspezifischen Eigenheiten auf sondern fiithren auch zu der
Feststellung, dss das Tiermodell im allgemeinen die entsprechenden Untersu-
chungen an humanen Zellen nicht ersetzen kann.

Wéhrend in den von mir durchgefiihrten Versuchen bei den Wildtyp-
Endothelzellen ein Einfluf8 der Zytokine selbst oder Zytokin-mediierter Schutz-
faktoren wie beispielsweise Hitzeschockproteine oder antiapototische Proteine
wegen der identischen Dosis-Wirkungskurve ausgeschlossen werden konnte,
zeichnete sich bei den iNOS-knock out Endothelzellen ein geringer, NO-
unabhédngiger schiitzender Effekt bei Einsatz aller drei Zytokine und mittleren
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Bestrahlungsintensitdten ab. Dieser schiitzender Effekt konnte fiir keines der
Zytokine als Einzelstimulus nachgewiesen werden. Somit scheinen iNOS-knock
out Endothelzellen geringfiigig empfanglicher gegentiber der protektiven Wir-
kung Zytokin-mediierter Schutztfaktoren zu sein als Wildtyp-Endothelzellen.

Wihrend also ein erhohtes, endogen- generiertes NO-Angebot zu keinen Aus-
wirkungen auf das UV-vermittelte Zellsterben fiihrte, konnte ich sowohl bei
Wildtyp- als auch iNOS-knock out Endothelzellen durch Gabe von exogenen
NO-Donoren eine UV A-protektive Wirkung erzielen. Durch diese Zellprotekti-
on iiberlebten bis zu 40% mehr Zellen die UVA-Bestrahlung verglichen mit
unbehandelten, bestrahlten Zellen. Der Schutzmechanismus stellte sich als NO-
spezifisch heraus, da die Inkubation mit der Trdgersubstanz DETA ohne Aus-
wirkungen blieb. Er bezog sich jedoch nur auf die Anwesenheit von NO wéh-
rend der UV-Bestrahlung, da eine 24-stiindige Vorinkubation der Wildtyp-
Endothelzellen mit DETA-NO (1uM, 33uM und 100 uM) keine Verdanderungen
der Zellsterblichkeit ergab. Die kurze Zeitdauer, in der die Anwesenheit von
NO zum Schutz der Zellen erforderlich ist, macht es unwahrscheinlich, dafs die
schiitzende Wirkung von NO {iiber eine Regulation der pro- bzw. antiapoptoti-
schen Proteine Bax oder Bcl-2 erfolgen konnte. Die Ergebnisse sprechen viel-
mehr fur eine direkte antioxidative NO-Aktivitit durch Hemmung UVA-
induzierter Reaktiver Sauerstoffspezies.

Es ist allerdings schwierig, eine exakte Angabe {iber die Konzentration von e-
xogenem NO zu machen, die auf die Zellen letztendlich einwirkt. Es existiert
ein grofier Unterschied zwischen zelluldren und chemischen NO-Quellen. Wih-
rend beispielsweise Makrophagen oder Endothelzellen lokal NO in unmittelba-
rer Nachbarschaft der Zielzellen bilden, generieren NO-Donoren NO im gesam-
ten Kulturiiberstand. Somit wird wahrscheinlich ein Grofiteil des gebildeten
NO in die Gasphase treten bzw. autoxidiert, bevor es den Zellrasen erreicht.

Ebenso wie durch den Einsatz des NO-Donors DETA-NO habe ich auch in An-
wesenheit von Nitrit wahrend der Bestrahlung einen Schutz der Zellen nach-
weisen konnen. Die besten protektiven Resultate wurden bei Wildtyp-
Endothelzellen bei Nitrit-Konzentrationen von 20 mM erzielt. Dieser Befund
wirft ein ganz neues Licht auf die Bedeutung von Nitrit im Schweifs. NO wird
kontinuierlich auf der menschlichen Hautoberfliche gebildet. Aufgrund der
Tatsache, dafs Patienten mit antibiotischer Dauertherapie eine verminderte NO-
Produktion zeigen, wird vermutet, dafs Bakterien der Hautoberfldche Nitrat aus
dem Schweifd zu Nitrit reduzieren. Dieser wird nachfolgend nicht-enzymatisch
zu NO reduziert in Abhédngigkeit von den sauren pH-Bedingungen auf der
Hautoberfldche (43). Messungen von Nitrit auf menschlicher Haut ergaben
Werte um 3,4 uM (43); vermutlich sind zur unspezifischen Abwehr von Mikro-
organismen Nitrit-Konzentrationen von 1 pM ausreichend (259). Es wurde be-
reits postuliert, dafs NO an der Hautoberfldche als Schutzschild vor pathogenen
Mikroorganismen fungiert, jedoch kénnte nun auch eine protektive Wirkung
zum Schutz vor UV-Strahlung angnommen werden.

Eine der vielen verschiedenen Moglichkeiten, eine Apoptose zu unterdriicken,
besteht wie einleitend erwdhnt in der Reduktion des intrazelluldaren ATP (101,
102). So wird auch vermutet, das NO seine antiapoptotische Eigenschaft unter
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anderem {iber eine Hemmung der mitochondrialen Atmungskette entfaltet
(260-262). Wahrend der Apoptose vollziehen sich irreversible mitochondriale
Verdanderungen, die durch eine Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem inter-
membrandsen Raum der Mitochondrien in das Zytosol gekennzeichnet sind
(263). Dadurch gehen die Mitochondrien von der Energieproduktion zur Su-
peroxidanion-Produktion tiber (264). Eine Verzogerung der Cytochrom c-
Freisetzung in Zellen mit vermindertem ATP-Angebot konnte die Bildung von
schddlichen Reaktiven Sauerstoffverbindungen verringern und der Zelle Zeit
geben, den moglichen lethalen Schaden zu beheben.

Die Inkubation der Wildtyp-Endothelzellen wahrend der UV A-Bestrahlung mit
subtoxischen Konzentrationen von Natriumzyanid (NaCN), das ebenfalls die
Atmungskette hemmt, zeigte jedoch nur eine geringe Abnahme der Sterberate.
Erst bei hohen Bestrahlungsintensitdten wurde bei einer NaCN-Konzentration
von 3 mM eine signifikant hohere Zahl tiberlebender Zellen als bei den entspe-
chend bestahlten Kontrollzellen gemessen. Weiterhin besteht die Moglichkeit,
dafd die beobachtete Zellprotektion nur von begrenzter Dauer ist, da nicht aus-
geschlossen werden kann, dafd die Zellen aus Mangel an ATP schliefslich in den
nekrotischen Zelltod iibergehen. Somit liefse sich die antiapoptotische Wirkung
von NO nicht allein aus seiner Fahigkeit, die mitochondriale Atmungskette zu
inhibieren, erklidren.

43 CHARAKTERISIERUNG DES ZELLTODES DER ENDOTHELZELLEN
NACH UVA-EXPOSITION UND NACH INKUBATION MIT NO

Die oben genannten Untersuchungen zur Rolle der iNOS im UVA-induzierten
Zelltod wurden unter der Vorstellung konzipiert, dafl sich die Maus-
Aortenendothelzellen einer Apoptose im klassischen Sinne unterziehen. Die in
der Einleitung beschriebene typische Konstellation von Apoptose-Merkmalen
konnte nach der Bestrahlung der Endothelzellen mit UVA; anders als in analo-
gen Versuchen mit Rattenendothelzellen jedoch nicht beobachtet werden. Hier
habe ich vielmehr bei beiden Zelltypen ein weitgehend simultanes Auftreten
sowohl apoptotischer Parameter wie Kernkondensation (Fluoreszenzfirbung
mit Hoechst 33342 und Acridinorange) und Zellschrumpfung (durchlichtmik-
roskopisch) als auch Zeichen der Membraninsuffizienz (Propidiumiodid- und
Trypanblau-Farbung) als Hinweis fiir eine Zellschddigung im Sinne einer
Nekrose nachweisen konnen. Das charakteristische apoptotische Merkmal der
Kern-Fragmentierung wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Deshalb wurde
als weiterer Apoptose-Parameter das Auftreten von DNA-Strangbriichen in die
Beobachtungen mit einbezogen. Die In situ Nick Translation zeigte 24 Stunden
nach der Bestrahlung bei 50 % der bestrahlten Zellen DNA-Strangbriiche, die
nicht unmittelbar nach der UV A-Exposition, sondern mit einer Latenzzeit von
4-8 Stunden auftraten, was ebenfalls fiir einen induzierten Mechanismus im
Sinne einer Apoptose spricht. Dieser Zeitverlauf beziiglich des Auftretens der
Apoptose dhnelt der Bildung der ,sunburn cells”, wie sie nach UVA-Exposition
beobachtet wird (265, 266). Sie treten friithestens nach 8 Stunden auf, zeigen ein
Maximum nach 24-48 Stunden und verschwinden wieder nach 60-72 Stunden
(267). Nicht vereinbar mit dem apoptotischen Zelltod ist das frithe Auftreten
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trypanblau-positiver Zellen bereits nach vier Stunden. Es ist denkbar, daf8 die
UVA-Exposition hier bei beiden Endothelzelltypen zu einer Form der Nekrose
fiihrt, welche in ihem Anfangsstadium durch apoptotische Abldufe gekenn-
zeichnet ist. Wahrend , frithe” DNA-Strangbriiche noch vor wenigen Jahren als
sicheres Zeichen fiir eine Apoptose galten, weifs man heute, dafs dies weder ein
notwendiges noch ein hinreichendes Kriterium fiir einen apoptotischen Tod ist.
So kommt es auch im Verlauf der Nekrose zu einem Auftreten von nukledren
DNA-Strangbriichen (268), jedoch zu einem spédten Zeitpunkt des nekrotischen
Prozesses, an dessen Beginn Schiden der Zellmembran und der zytoplasmati-
schen Organellen stehen. Dies kann zu einer Uberschitzung der apoptotischen
Zellpopulation fithren insbesondere in Zellfraktionen mit einem hohen Anteil
nekrotischer Zellen.

Wihrend die Bestrahlung mit UVA einen atypischen nekrotischen Zelltod aus-
16ste, konnte ich zeigen, daf3 toxische Konzentration von NO sowohl bei iNOS
knock-out als auch bei Wildtyp-Endothelzellen ausschliefSlich zu typischen a-
poptotischen Zellverdnderungen fiihren: 24 Stunden nach Inkubation der Zel-
len mit 1 mM DETA-NO lieffen sich in den Fluoreszenzfirbungen Hoechst-
Reagenz und Acridinorange bei zahlreichen Zellen eine Chromatinkondensati-
on und Kernfragmentierung nachweisen. Die negative Propidiumiodid-
Farbung lafst auf eine unbeeintrdchtigte dufiere Zellmembran schliefien, wie es
tiir die Apoptose wahrend eines Grofsteils des apoptotischen Prozesses typisch
ist.

Der durch langdauernde, hochdosierte NO-Belastung hervorgerufene Nitrosa-
tive Stref3 fiihrte nicht nur zu einer morphologisch unterschiedlichen Form des
Zelltodes verglichen mit UVA-Bestrahlung, sondern zeigt hier erstmals eine
starkere Empfindlichkeit der iNOS knock-out Endothelzellen gegeniiber toxi-
schen NO-Konzentrationen als bei Wildtyp-Zellen. DETA-NO-Konzentrationen
von 33 uM, 100 uM, 333 pM und 1000 pM fiithrten nach 24-stiindiger Inkubation
zu einem signifikant starkeren Riickgang der Zellpopulation bei iNOS knock-
out Endothelzellen. Dies ldsst bei iNOS knock-out Endothelzellen aufgrund des
genetischen Defektes eine Schwachstelle im , Verteidigungssystem” bei Induk-
toren des klassischen apoptotischen Zelltodes, wie NO es hier darstellt, vermu-
ten.

Der Vergleich zu den Ratten-Aortenendothelzellen zeigt, dass Endothelzellen
der Ratte zwar empfindlicher auf UVA-Bestrahlung reagieren, jedoch unter i-
dentischen Inkubationsbedingungen deutlich hshere NO-Mengen tolerieren als
Maus-Endothelzellen (9). Gegentiber UVA-induziertem oxidativen Strefs und
NO-vermittelter Toxizitdt scheinen somit aufgrund unterschiedlicher zytotoxi-
scher Mechanismen verschiedene zelluldre Verteidigungssysteme wirksam zu
werden. Des weiteren spielen natiirlich auch auch die Konzentration und Ein-
wirkdauer der ROS als auch die Anwesenheit anderer toxischer Produkte eine
Rolle.

Da bislang kein ausreichendes Kriterium existiert, um eindeutig zwischen A-
poptose und Nekrose unterscheiden zu konnen, basieren die herkommlichen
Methoden auf einem Kompromifs zwischen der Feststellung der Plasma-
membran-Integritdt (durch die Aufnahme von Vitalfirbungen oder dem Aus-
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stromen intrazelluldren Materials) und verschiedenen Untersuchungen auf der
Grundlage der Morphologie und der DNA-Fragmentierung.

Ein grofies Problem dieser Methoden ist, dafs sich die Endstadien der Apoptose
in der Zellkultur hédufig mit der Nekrose tiberlagern, da kultivierte Zellen in
spdten Apoptose-Stadien ihre Membran-Integritit verlieren und Vitalfarbstoffe
wie z.B. Trypanblau aufnehmen. Dieser Prozefs wird h&ufig als ,sekundire
Nekrose” bezeichnet (269). In den von mir durchgefiihrten Untersuchungen
kam es jedoch zu einem frithzeitigen Auftreten der Membraninsuffizienz zeit-
gleich mit der Kernkondensation und Zellschrumpfung bei identischen Zellen,
was einer ,sekundédren Nekrose” in diesem Sinne widerspricht.

Zur Ubersicht werden in folgender Tabelle noch einmal die Auspragungen der
nekrotischen und apoptotischen Parameter nach Bestrahlung der Endothelzel-
len mit UVA; zusammengefafst:

Zelltod- “klassische” ,klassische” Nekro- Maus-AEC nach
Parameter Apoptose se UVA,
DNA- frithes Auftreten von keine DNA- erste DNA-
Strangbriiche DNA-Strangbriichen Strangbriiche Strangbritiche treten
mit einer Latenz von
4-8 h auf

Membranper- Membranpermeabili- rascher Permeabili- die Schadigung der
meabilitit tdt bleibt erhalten tatsanstieg Zellmembran lduft in
etwa parallel mit
dem Auftreten der
DNA-Strangbriiche

Chromatin  Chromatinkondensa-  Zellschwellung hoher Anteil kon-
tion densierter Kerne
Zellkern Kernschrumpfung Kernschwellung zahlreiche konden-

sierte Kerne

Kern- »apoptotic bodies” keine wurde zu keinem
Fragmentie- Zeitpunkt beobach-
rung tet

Tabelle 7: Diese Zusammenfassung beinhaltet Ergebnisse der in situ Nick Translation
und aus den Firbemethoden mit Hoechst-Reagenz, Trypanblau, Propidiumiodid und
Acridinorange mit iNOS knock-out und Wildtyp-Endothelzellen.

Das gleichzeitige Auftreten von apoptotischen und nekrotischen Zellmerkma-
len wurde auch von Melino et al. beschrieben (99), die Jurkat-T-Zellen mit anti-
CD 95-Antikorpern und dem NO-Donor SNAP ko-inkubierten und elektro-
nenmikroskopisch untersuchten. Wahrend die Zellen nach alleiniger Inkubati-
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on mit anti-CD 95 typische apoptotische Verdnderungen aufwiesen, zeigte sich
nach Ko-Inkubation mit anti-CD 95 und SNAP bei den meisten Zellen charakte-
ristische nekrotische Zeichen einschliefSlich grofler Vakuolen, einer Zell-
Schwellung und Lyse und geschwollenen Mitochondrien. Jedoch kam es bei
den gleichen Zellen ebenso zum Auftreten der apoptotischen Merkmale der
Chromatinkondensation und Kernschrumpfung, aber nicht zu Kern-
Fragmentationen (87).

Es ist denkbar, dafs diese und die von mir beschriebene Zellmorphologie der
Endothelzellen nach UVA-Exposition Folge des Aufeinandertreffens apoptoti-
scher und nekrotischer Zellsignale sind.

Die neuere Literatur trdgt der Beobachtung Rechnung, daf$ eine eindeutige Zu-
ordnung des Zelltodes zu der klassischen Form der Apoptose bzw. Nekrose
nicht immer moglich ist. Kitanaka et al postulierendie Existenz eines , Nekrose-
dhnlichen” Zelltodes, der durch ein intrinsisches zelluldres Todesprogramm
reguliert wird, welches sich von dem der Apoptose unterscheidet (270). Diese
Auffassung basiert auf der Beobachtung, dafs durch eine Hemmung der Caspa-
sen die Morphologie des Zelltodes von typisch ,apoptotisch” in eher ,nekro-
tisch” umgewandelt wird, ohne dafd der Zelltod selbst inhibiert wird (100, 271).
Ferner gibt es Berichte iiber eine direkte Induktion des programmierten Zellto-
des mit primar nekrotischer Morphologie, beispielweise durch TNF-vermittelte
Toxizitadt (272).

In den von mir mit UVA bestrahlten Endothelzellen kam es - moglicherweise
bedingt durch den Einflufs unbekannter Faktoren der Zellkultur bzw. ohne den
Einfluf$ ihrer nattirlichen Umgebung - zu einem , morphologischen Gemisch”
beider Zelltod-Arten als wiirden beiden Formen des Zelltodes parallel zuein-
ander ablaufen. Ich mochte daher in Abgrenzung zur , sekundédren Nekrose”
von einer ,apoptotischen Nekrose” sprechen. Dies kommt der Theorie nahe,
dafs Apoptose und Nekrose einen gemeinsamen Initiationsmechanismus besit-
zen und die Art des Zelltodes letztendlich von der Verfiigbarkeit von Effektor-
Caspasen abhdngig ist. Untersttitzt wird diese Theorie durch Versuche, in de-
nen die Apoptose, ausgelost durch Wachstumsfaktorentzug, Etoposide, Acti-
nomycin D, UV-Strahlung, Staurosporine und Uberexpression von Myc, Bax
oder Bak, durch Hemmung der Caspasen in eine sog. ,langsame Nekrose” {i-
berfithrt wurde (271, 273-276). Es wird postuliert, daff die Hemmung von
Caspasen in diesen apoptotischen Zellen im Gegensatz zum Fas-Rezeptor -
mediierten Zelltod (79, 275, 277, 278) keinen Einflufs auf die Freisetzung von
Cytochrom c besitzt. Cytochrom ¢, das in Anwesenheit von Caspasen zu einem
schnellen, Caspase-abhdngigen Zelltod fiihrt, hat moglicherweise ohne die Ver-
tiigbarkeit von Caspasen langanhaltende Effekte, wie die Beeintrdchtigung des
Elektronentransports, dem Abfall der intrazelluldren ATP-Spiegel und der An-
reicherung von ROS, die letztendlich einen nekrotischen Zelltod herbeiftihren
(264). Eine andere Erkldrung fiir den langsamen Zelltod nach Caspase-
Inhibition konnte in der mitochondrialen Freisetzung von AIF liegen, einem
Flavoprotein, welches Homologien mit der bakteriellen Oxidoreduktase auf-
weist. Dieses mitochondriale Protein zeigte sich in der Lage, eine Chromatin-
Kondensation als auch in grofiem Umfang DNA-Fragmentationen auszultsen
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(279). Mikroinjektionen von AIF in das Zytoplasma fiihrten zu einer Chroma-
tin-Kondensation, einem Verlust an mitochondrialem Membranpotential und
der Exposition von Phosphatidylserine an der Zelloberfldche. Keiner dieser Ef-
fekte wurde durch Hemmung der Caspasen inhibiert. Ob letztendlich die Frei-
setzung von Cytochrom c oder AIF aus den Mitochondrien fiir den nekroti-
schen Zelltod in Abwesenheit von Caspasen verantwortlich ist, bleibt somit of-
fen.

44 ROS ALS VERMITTLER DES UVA-INDUZIERTEN ZELLTODES

UVA-Strahlung fiihrt im Gewebe zur Entstehung von ROS einschliefslich Singu-
lettsauerstoff (102), Superoxidanion (O ), Hydroxyl-Radikale (OH) und Was-
serstoffperoxid (H202), die bei Uberschreitung der antioxidativen Kapazitit re-
versible und irreversible Schaden an Nucleinsduren, Lipiden, Lipoproteinen
und Makromolekiilen zur Folge haben. Singulettsauerstoff wird neben H2O:
infolge seiner Reaktion mit Membranlipiden fiir die Bildung von Lipidperoxi-
den (LOOH) verantwortlich gemacht. Es fiihrt ferner zu einer Erhohung des
Transkriptionsfaktors NF«B, der wiederum fiir die Aktivierung von Leukozy-
ten und nachfolgender Bildung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1,
IL-6 und TNF-a verantwortlich ist. 102-generierte LOOH stimulieren zusam-
men mit anderen ROS die Phospholipase C und A-Aktivitdt und fithren damit
zur erhohten Prostaglandin-Bildung und Adhisionsmolekiil-Produktion und
zu einer Aktivierung von Leukozyten und Lymphozyten. Diese verstdrken den
Prozefd durch weitere ROS-Bildung. Lipidperoxid wiederum zerstort zelluldre
Membranen einschliefilich Lysosomen mit der Folge der Freisetzung von intra-
zelluldren proinflammatorischen Mediatoren.

In dieser Arbeit habe ich die Beteiligung von Singulettsauerstoff an den UVA-
induzierten Zellschiden des Endothels durch Inkubation mit Natriumazid, ei-
nem spezifischen Inhibitor der Singulettsauerstoff-Aktivitit, aufgezeigt. Die
Inkubation der Wildtyp- und iNOS-knock out Endothelzellen mit Natriumazid
(NaNGs) fiihrte zu einer signifikanten Abnahme toter Zellen, nicht jedoch zu ei-
ner Senkung der beobachteten DNA-Strangbriiche. Theoretisch wire Singulett-
sauerstoff durch die Modulation der Apoptose im Sinne einer Verstirkung oder
Hemmung des programmierten Zelltodes und durch den Ubergang der Apop-
tose in Nekrose ein moglicher Regulator der Zelltodes, der durch die Menge
des generierten NO leicht steuerbar ware.

Ein vollstindiger Schutz vor der UVA-Strahlung wurde durch NaNs nicht er-
ziehlt, woraus man schlieffen kann, dafs neben Singulettsauerstoff noch andere
ROS an den UV A-induzierten Zellschdden beteiligt sind.

Ein weiterer Hinweis fiir die Beteiligung von Singulettsauerstoff an UVA-
vermittelten Zellschdden ergab sich aus Versuchen, in denen ich Wildtyp-
Endothelzellen wihrend der UVA-Bestrahlung mit Histidin, ebenfalls einem
Hemmstoff von Singulettsauerstoff, inkubiert habe. Hier konnte eine Aufhe-
bung der durch UVA-Bestrahlung hervorgerufenen Kernkondensierung und
Membranpermeabilitdt beobachtet werden.
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Abbildung 24: Hemmung des UVA-induzierten und ROS-mediierten Zelltodes durch
Neutralisatoren der ROS:
Wiihrend Deuterium (D>0) durch Stabilisierung von 10> die Lipidperoxidation fordert

(280), hemmen NO und andere ROS-Neutralisatoren die Lipidperoxidation und damit
den Zelltod.
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Als weiterer Faktor in der Vermittlung UVA-bedingter Zellschdden wurde die
Bedeutung von Hydrogenperoxyd (H20z) hervorgehoben, indem ich gezeigt
habe, dafs durch Inkubation der Zellen mit dem Enzym Katalase, welches H2O:
zu Wasser und Sauerstoff metabolisiert, ebenfalls die durch UVA-Strahlung
hervorgerufenen Zellverdnderungen vermieden werden konnten. Es ist wahr-
scheinlich, dafs H>O: als endstdndiges Glied der ROS-Reaktionskette den ent-
scheidenden Mediator der Lipidperoxidation darstellt. Hinweise darauf erga-
ben sich dadurch, daf$ nach Inkubation der Wildtyp-Endothelzellen mit H.O>
die gleichen morphologischen Zellveranderungen (Kernkondensation und
Membraninsuffizienz) beobachtet wurden wie nach UVA;-Bestrahlung und daf3
diese sowohl nach H>O»-Inkubation als auch nach UVA;-Exposition durch die
Gabe von BHT als Hemmstoff der Lipidperoxidation vermieden werden konn-
ten.

Abbildung 24 zeigt schematisch die von uns dargelegte Beteiligung von ROS
am UVA-induzierten Zelltod und den moglichen zellprotektiven Einflufd von
NO.

4.5 NO ALS INHIBITOR DER LIPIDPEROXIDATION

Der aktuelle Kenntnisstand tiber die vielfédltigen protektiven Effekte von NO
beinhaltet

a.) die NO-mediierte Stimulation der Expression protektiver /antioxidativer
Proteine, wie z.B. GSH (281), Hitzeschockproteine (Hsp 70) (85), Cyclooxy-
genase-2, Him-Oxygenase 1 (282, 283) und Metallothionein (284)

b.) die Protektion von Membranen und Lipoproteinen vor der Oxydierung
(234, 285, 286)

c.) die Inhibition der Produktion von inflammatorischen Mediatoren (Zytoki-
nen, Eicosanide und Integrin-Synthese / Expression)

Es spricht viel dafiir, dafs in diesem Modellsystem die protektive Wirkung von
NO gegentiber der UVA-vermittelten Schiadigung von Endothelzellen grofiten-
teils auf der Inhibition der Lipidperoxidation beruht. Wir konnten zeigen, dafs
exogenes NO in Form der NO-Donoren DETA-NO oder SNOC sowohl nach
UVA;-Bestrahlung als auch nach Inkubation der Wildtyp-Endothelzellen mit
H>O» die daraus resultierenden Zellverdnderungen wie Kernkondensation und
Membraninsuffizienz inhibiert. Sein ungepaartes Elektron ermdoglicht es NO,
mit anderen intermedidren Radikalen, die im Verlauf der Lipidperoxidation
entstehen, zu reagieren und damit die Abfolge der Radikal-Reaktionen zu be-
enden. Die Neutralitdt von NO, seine Lipophilie und sein geringer Radius er-
lauben diesem Molekiil sowohl eine leichte Diffusion aber auch die Anreiche-
rung in Membranen und Lipoproteinen (287).

Die Lipidperoxidation kann durch ein einzelnes, iniziierendes Ereignis hervor-
gerufen werden, welches zu einer Destruktion zahlreicher Lipidmolekiile fiihrt
und damit die Integritdt von Zellmembranen beeintrachtigt. Die Lipidperoxida-
tion beginnt mit der Initiation, bei der ein Wasserstoff-Atom von einer ungesét-
tigten Fettsdaure [LH] abgespalten wird. Diese Reaktion, in der ein Alkyl-
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Radikal [L ‘] entsteht, wird nicht nur durch Radikale sondern ebenso durch Me-
tall-Komplexe und Metalloproteine wie z.B. durch die Lipoxygenase und die
Cyclooxygenase iniziiert. In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff entsteht
schlieilich ein Alkyl-Peroxyl Radikal [LOO ‘. Die darauf folgenden, langsam
ablaufenden Reaktionen von Peroxyl-Radikal-Intermediaten mit ungesattigten
Fettsduren konnen leicht durch lipophile Antioxidantien wie z.B. Tocopherol,
Carotinoide oder Lycopene durch Reduktion der Peroxyl Radikale zu Hydro-
peroxid [LOOH] terminiert werden. Durch Reaktion von LOOH mit reduzier-
ten Metallen kann jedoch die Lipid-Oxidation erneut in Gang gesetzt werden
durch Bildung von Alkoxyl Radikalen [LO] und Epoxyalkyl-Verbindungen
[L(O9)]. NO kann auf zweierlei Arten in diesen Reaktionsablauf eingreifen und
damit die Lipidperoxidation inhibieren. Der kinetisch bevorzugte Weg besteht
in der Termination der Entstehung von Lipid-Peroxyl-Radikalen durch Reakti-
on mit LOO" - Intermediaten. Als weitere Moglichkeit kann NO mit katalyti-
schen (Metall-) Zentren reagieren und damit enzymatische Reaktionen, die oxi-
dative Lipid-Signal-Molekiile generieren, inhibieren. Jedoch sind diese ,Sekun-
dér-Produkte” von NO - insbesonders Wasserstoffperoxid - ebenso in der La-
ge, die Lipidperoxidation zu iniziieren.

Die Bedeutung der Membranintegritit im NO-vermittelten Schutz vor UVA-
induziertem Zelltod konnte in spédteren Untersuchungen aus unserer Arbeits-
gruppe an Ratten-Aortenendothelzellen bestdtigt werden (288). Wahrend der
UVA-Bestrahlung und bis zu zwei Stunden danach konnte durch exogenes NO
(SNOC) ein effektiver Schutz vor Apoptose und Nekrose erziehlt werden. Hier
konnte ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der NO-vermittelten Zell-
Protektion und der Hemmung der Lipidperoxidation durch Bestimmung der
Malondialdehyd-Bildung nachgewiesen werden.

4.6 AUSBLICK: THERAPEUTISCHE ANWENDUNG VON  NO-
PRAPARATEN

Durch die Interaktion von NO mit Reaktiven Sauerstoffspezies lassen sich zahl-
lose therapeutische Einsatzmoglichkeiten von NO-modulierenden Substanzen
konstruieren. Dies gilt im besonderen fiir Erkrankungen, in denen aktivierte
neutrophile Leukozyten zu einem starken Anstieg der ROS (,respiratory
burst”) und nachfolgenden entziindlichen Gewebeschdden fiithren wie dies in
der Haut z. B. bei der Psoriasis, der leukozytoklastischen Vasculitis, dem Sweet-
Syndrom, dem Morbus Behcet, der Linearen Ig A-Dermatose, der Akne und der
Rosazea der Fall ist (289-291). ROS-inhibierende Substanzen werden bei diesen
Erkrankungen bereits erfolgreich eingesetzt. So haben Retinoide, die sich als
effektiv in der Behandlung der Psoriasis gezeigt haben, eine direkte inhibieren-
de Wirkung auf die Bildung von Superoxidanion (292) aber auch die in der Ak-
ne / Rosazea-Therapie eingesetzten Antibiotika wie Tetrazyklin und Erythro-
mycin fithren zu einer Hemmung der ROS-Produktion (293).

Aufgrund des weiten Wirkungsspektrums von NO bestehen viele weitere the-
rapeutische Optionen sowohl von NO-Donoren als auch von Inhibitoren der
NO-Produktion (11, 294-296). Eines der bekanntesten Beispiele ist der pharma-
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kologische Einsatz von NO in Form von Nitraten (z.B. Nitroglyzerin) zur The-
rapie der Angina pectoris bei koronarer Herzerkrankung.

Die therapeutische Anwendung von NO-Prédparaten wurde bislang neben der
toxischen Wirkung von NO vor allem daduch limitiert, daf NO in viele ver-
schiedene physiologische Funktionen eingebunden ist (297). Mit zunehmendem
Wissen tiber die mannigfachen Wirkungen von NO und der Entwicklung von
spezifischen Antagonisten der verschiedenen NO-Synthasen und von NO-
Donoren mit einer pharmakokinetisch spezifischen NO-Freisetzung wird der
therapeutische Einsatz von NO weiter an Bedeutung gewinnen.

Eine therapeutische Option fuir den topischen Einsatz von NO-Donoren auf der
Haut wire beispielsweise fiir das Raynaud-Syndrom denkbar auf dem Hinter-
grund der vasodilatatorischen Wirkung von NO (11). Die antimikrobielle
Wirksamkeit von NO fiihrte zu einer erfolgreichen Behandlung der Tinea pedis
(FufSpilz) mittels einer angesduerten Nitrit-Creme, welche NO {iber das Inter-
mediat Dinitrogen Trioxid freisetzte (298). NO in Form eines topisch aufgetra-
genen NO-Donors kam ebenso in der Wundheilung mit Erfolg zum Einsatz
(299). Die verbesserte Reepithelialisierung durch NO wurde auf die gesteigerte
Proliferation der Keratinozyten zurtickgefiihrt (47).

Der initiale Einsatz von NO-Antagonisten in der Therapie von Hauterkrankun-
gen ist vielversprechend: So konnte durch topische Inhibition der NO-
Produktion in der Haut die Symptome der Rosazea ebenso wie das UV- oder
Dithranol-induzierte Erythem gemildert werden (41, 258, 300, 301). Auch hier
gilt noch die Einschrankung, daff die meisten bislang verfiigbaren NOS-
Inhibitoren sowohl die konstitutive NOS als auch die induzierbare NOS inhi-
bieren wenn auch in unterschiedlichen Konzentrationen. Die Konzentration der
iNOS-Inhibitoren oder auch der NO-Donoren zu kontrollieren und gleichzeitig
die Gefahr von Nebenwirkungen durch systemische Verfiigbarkeit zu minimie-
ren gestaltet sich bei topischer Applikation jedoch sehr schwierig.

Schliefilich stellt sich auch die Frage einer moglichen therapeutischen Interven-
tion im Sinne einer Gentherapie. Hierbei gilt es jedoch zu beachten, dafs ein ge-
netisches Produkt in verschiedenen Stadien der Entwicklung eine unterschied-
liche Bedeutung und verschiedene Funktionen besitzen kann. Das konventie-
nelle Ausschalten (knock-out) eines Gens bedeutet einen lebenslangen Verlust
des entsprechenden Genproduktes und ist somit nicht gleichbedeutend mit der
pharmakologischen Inhibition bei Beginn einer Erkrankung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Zur Rolle der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase beim endothelialen
Zelltod durch UVA

UVA fiihrt dosisabhédngig zu Zellschddigung und Zelltod. Diese Vorgidnge
werden durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) mediiert, die tiber eine Memb-
ranschdadigung und DNA-Strukturverdnderungen das Apoptose-Programm
iniziieren konnen. Neben einer Vielzahl anti-oxidativer Verteidigungsmecha-
nismen innerhalb einer Zelle kann auch Stickstoffmonoxid (NO) tiber eine Ra-
dikal-Radikal-Interaktion eine anti-oxidative Wirkung entfalten. In Experimen-
ten mit unbehandelter, menschlicher Haut hatte gezeigt werden konnen, dafs
nach Bestrahlung mit UVA die induzierbare NO-Synthase (iNOS) in Gefdfsen-
dothelien exprimiert wird. Im Ratten-Modell haben in vitro Versuche mit Endo-
thelzellen ergeben, dafs NO, sowohl iNOS-generiert als auch in Form eines NO-
Donors, wenn es 24 Stunden vor der UVA-Bestrahlung prasent ist, das Apopto-
se-Programm hemmen und somit schiitzend wirken kann. Dabei fiihrte die
Vorinkubation mit NO vor dem toxischen Lichtstimulus zu einer gesteigerten
Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und einer Hemmung der Ex-
pression des proapoptotischen Proteins Bax. Um den Mechanismus der protek-
tiven Wirkung der iNOS differenzierter untersuchen zu koénnen, sollten in die-
ser Arbeit analoge und weiterfitihrende Versuche mit Endothelzellen aus iNOS
defizienten und Wildtyp-Mdusen etabliert werden.

Zunichst wurde bei den Maus-Aortenendothelzellen durch UVA;-Bestrahlung
der Zelltod provoziert und charakterisiert. UVA fiihrte dosisabhdngig zum
Zelltod der Endothelzellen, ohne daf sich hierbei quantitative oder qualitative
Unterschiede zwischen den beiden Maduse-Stammen zeigten. Die Art des Zell-
todes wurde anhand mophologischer Untersuchungen mittels Fluoreszenzfar-
bungen sowie mit Hilfe der Detektion von DNA-Strangbriichen als eine Art
»apoptotische Nekrose” identifiziert.

Um den Einfluf8 des intrazelluldr freigesetzten NO auf den Zelltod zu untersu-
chen, habe ich in Wildtyp-Endothelzellen mit proinflammatorischen Zytokinen
die iNOS induziert und die Menge des iNOS-generierten NO im Zellkultur-
Uberstand bestimmt. Eine maximale NO-Produktion wurde durch die Inkuba-
tion mit einem Mix der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1$ und IFN-y
in einer Konzentration von je 500 U/ml erzielt. Sie entspricht der NO-Menge,
die nach iNOS-Aktivierung auch in Ratten-Endothelzellen beobachtet wird.
Wie nicht anders zu erwarten, wurde bei iNOS defizienten Endothelzellen bei
gleicher Behandlung weder eine Induktion noch eine Aktivitdt der iNOS nach-
gewiesen.

Im Gegensatz zu den Versuchen an Ratten-Endothelzellen fiihrte die Vorinku-
bation der Zellen mit NO in Form von endogenem NO nach maximaler Zyto-
kin-Aktivierung oder in Form von exogenem NO durch den NO-Donor DETA-
NO zu keiner protektiven Wirkung nach UVA-Bestrahlung. Die Konzentration
des eingesetzten NO-Donors wurde eingeschrankt durch die Tatsache, daf3
Maus-Zellen verglichen mit Ratten-Endothelzellen eine etwa zehnfach hohere
Empfindlichkeit gegentiber exogenem NO aufwiesen. Ein Effekt durch die Zy-
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tokine selbst bzw. Zytokin-induzierbare Schutzfaktoren konnte in Versuchen
mit iNOS-defizienten Mdusezellen negiert werden.

Dennoch zeigte sich exogenes NO, wenn es wihrend der UVA-Bestrahlung
présent ist, in der Lage, die Endothelzellen beider Madusestamme signifikant vor
dem UV-induzierten Zelltod zu schiitzen. Unter gleichen Bedingungen fiihrte
auch Nitrit, welches unter UVA-Einwirkung in NO umgewandelt wird, zu ei-
nem Schutz der Zellen. Diese Befunde werfen ein ganz neues Licht auf die Be-
deutung von Nitrit im Schweifs auf der Haut und damit auf eine mogliche Pro-
tektion vor UV-Strahlung.

Die anhand von Ratten-Endothelzellen gesammelten Daten tiber eine iNOS-
mediierte Hemmung der UV-induzierten Apoptose konnten somit nicht vollig
auf die Spezies Maus tibertragen werden. Diese Arbeit zeigt demnach Spezies-
spezifische Unterschiede der antioxidativen Antwort auf und schrankt dadurch
auch die Ubertragbarkeit der Daten auf den Menschen ein.

Zur weiteren Charakterisierung des UVA-mediierten Zelltodes und zur Aufkla-
rung des Mechanismus des NO-vermittelten Schutzes habe ich die Rolle der
beteiligten Reaktiven Sauerstoffspezies untersucht. Hierzu wurden die Zellen
wiahrend der Bestrahlung mit unterschiedlichen Antioxidantien inkubiert. Es
zeigte sich, daf8 spezifische Inhibitoren der Singulettsauerstoff-Wirkung wie
Azid oder Histidin zu einem Schutz der Endothelzellen fiihrte. Ein Schutz der
Zellen vor der toxischen UV-Wirkung wurde ebenfalls erreicht durch Substan-
zen, die Superoxidanionen-Radikale (O ) eliminieren wie die Porphyrinver-
bindung MnTBAP (80 uM), welche Superoxidanion in Wasser umwandelt, aber
auch durch Katalase (2000 U/ml) und butyliertes Hydroxytoluen (BHT) (10
uM) als spezifischem Inhibitor der Lipidperoxid-Bildung.

In anderen Versuchen konnten die UV A-induzierten Zellschdden durch Inku-
bation der Endothelzellen mit Wasserstoffperoxid mimikriert werden. Diese
toxische Wirkung von Wasserstoffperoxid wurde ebenfalls durch BHT, und
auch durch NO inhibiert. Diese Befunde deuten darauf hin, daf H>O: als Folge
der UV-Bestrahlung als endstdndiges Glied der Reaktionskette entscheidend
zum Zelltod via Lipidperoxidation beitragt. Sie fiihren ferner zu der Annahme,
daf NO die beobachtete Hemmung des UVA-induzierten und ROS-
vermittelten Zelltodes somit durch eine Inhibition der Lipidperoxidation er-
moglicht.

Die hier gesammelten Daten zeigen eine protektive Wirkung der iNOS als Re-
aktion auf oxidativen Stress auf, weisen jedoch auf Spezies-spezifische Unter-
schiede hin. Es sind daher weitere Anstrengungen erforderlich, um sich mogli-
cherweise in Zukunft die protektive Wirkung von Stickstoffmonoxid in ROS-
mediierten, pathologischen Gewebeverdnderungen therapeutisch nutzbar zu
machen.
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6 ABKURZUNGEN

AEC
BHT

Biotin-16-dUTP

BSA

Cytc

DAB
DEPC
DETA
DETA-NO

DDT
DMEM
DMSO
EC
ECGS
EDTA
FAD
FCS
FMN
GAPDH
HBSS
HEPES
IFEN-y
IL-1B
iNOS
INT

ko
L-NMMA
LPS
MnTBAP
NADPH
NEDDC
NF«B
NIO

NO
NOS
PBS
PCR
PECAM-1
RNA
ROS

RT
SNOC
S.D.
TNF-a
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Aortenendothelzellen

butyliertes Hydroxytoluen
Biotin-16-2"-desoxyuridin-5"-triphosphat
Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
Cytochrom c

Diaminobenzidin

Diethylpyrocarbonat
Bis-(2-Aminoethyl)-Amin

((Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-

ium-1,2-diolate)

Dithiothreitol

dulbeccos minimal essential medium
Dimethylsulfoxid

Endothelzellen

endothelial cell growth supplement
Ethylendiamintetraacetat

Flavin Adenin Dinukleotid

Fetales Kilberserum (fetal calf serum)
Flavin Mononukleotid
Glycerinaldehyd-6-phosphatdehydrogenase
Hanks buffered salt solution
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-tetraessigsdure
Interferon-gamma

Interleukin-1beta

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

in situ Nick Translation

iNOS - Gen defiziente Endothelzellen
L-NG-monomethyl-L-arginin
Lipopolysaccharid
Mangan(III)tetrakis(4-benzoesdure)porphyrin
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
N-1-Naphtylethylendiamindihydrochlorid
Nuklear Faktor-kappa B
L-Nb5-(1-iminoethyl)-ornithin
Stickstoffmonoxid (nitric oxide)
Sickstoffmonoxid Synthase
Phosphat-Pufferlosung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion

platelet endothelial adhesion molecule
Ribonukleinsdure

Reaktive Sauerstoffspezies

Reverse Transkription

S-Nitrosocystein

Standardabweichung

Tumor Nekrose Faktor-alpha



TRIS
VCAM-1
vWF

wt

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
vascular adhesion molecule

von Willebrand Faktor

iNOS Wildtyp-Endothelzellen
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Roswitha Maria Vof

Zur Rolle der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase beim Zelltod durch UVA in Maus-
Endothelzellen

UVA fihrt dosisabhéngig zu Zellschddigung und Zelltod. Diese Vorgédnge werden durch Reakti-
ve Sauerstoff Spezies (ROS) iiber eine Membranschadigung und DNA-Strukturverdnderungen
mediiert. Neben einer Vielzahl anti-oxidativer Verteidigungsmechanismen innerhalb einer Zelle
kann auch Stickstoffmonoxid (NO) tiber eine Radikal-Radikal-Interaktion eine anti-oxidative
Wirkung entfalten. Im Ratten-Modell haben in vitro Versuche mit Endothelzellen gezeigt, dass
durch die induzierbare NO-Synthase (iNOS) freigesetztes NO den UVA-vermittelten Zelltod
inhibieren kann. Um den Mechanismus der protektiven Wirkung der iNOS differenzierter unter-
suchen zu konnen, wurden in dieser Arbeit analoge und weiterfithrende Versuche mit Endothel-
zellen aus iNOS defizienten und wildtyp Méusen etabliert.

Zundchst wurde bei den Maus-Aortenendothelzellen durch UVA;-Bestrahlung der Zelltod pro-
voziert und charakterisiert. UVA fiihrte dosisabhingig zum Zelltod der Endothelzellen, ohne
dass sich hierbei quantitative oder qualitative Unterschiede zwischen den beiden Mduse-
Stammen zeigten. Die Art des Zelltodes wurde anhand mophologischer Untersuchungen mittels
Fluoreszenz-Farbungen sowie mit Hilfe der Detektion von DNA-Strangbriichen als eine Art
~apoptotische Nekrose” identifiziert.

Um den Einfluss des intrazelluldr freigesetzten NO auf den Zelltod zu untersuchen, wurde in
dieser Arbeit die iNOS in wildtyp Endothelzellen mit proinflammatorischen Zytokinen induziert
und die Menge des iNOS-generierten NO im Zellkultur-Uberstand bestimmt. Eine maximale
NO-Produktion wurde durch die Inkubation mit einem Mix der proinflammatorischen Zytokine
TNEF-a, IL-1p und IFN-y in einer Konzentration von je 500 U/ml erzielt. Im Gegensatz zu den
Versuchen an Ratten-Endothelzellen fiihrte die Vorinkubation der Zellen mit NO in Form von
endogenem NO nach maximaler Zytokin-Aktivierung oder in Form von exogenem NO durch
den NO-Donor DETA-NO zu keiner protektiven Wirkung nach UVA-Bestrahlung. Dennoch zeig-
te sich exogenes NO, wenn es wahrend der UVA-Bestrahlung prasent ist, in der Lage, die Endo-
thelzellen beider Madusestamme signifikant vor dem UV-induzierten Zelltod zu schiitzen. Unter
gleichen Bedingungen fiihrte auch Nitrit, welches unter UVA-Einwirkung in NO umgewandelt
wird, zu einem Schutz der Zellen. Die anhand von Ratten-Endothelzellen gesammelten Daten
tiber eine iNOS-mediierte Hemmung der UV-induzierten Apoptose konnten somit nicht vollig
auf die Spezies Maus tibertragen werden. Diese Arbeit zeigt demnach Spezies-spezifische Unter-
schiede der antioxidativen Antwort auf und schrinkt dadurch auch die Ubertragbarkeit der Da-
ten auf den Menschen ein.

Zur weiteren Charakterisierung des UVA-mediierten Zelltodes und zur Aufklarung des Mecha-
nismus des NO-vermittelten Schutzes wurde in dieser Arbeit die Rolle der beteiligten Reaktiven
Sauerstoff-Spezies untersucht. Hierzu wurden die Zellen wihrend der Bestrahlung mit unter-
schiedlichen Antioxidantien inkubiert. Es zeigte sich, dass spezifische Inhibitoren der Singulet
Sauerstoff-Wirkung wie Azid oder Histidin zu einem Schutz der Endothelzellen fiihrte. Ein
Schutz der Zellen vor der toxischen UV-Wirkung wurde ebenfalls durch Substanzen erreicht, die
Superoxidanionen-Radikale (O ) eliminieren wie die Porphyrinverbindung MnTBAP (80 uM),
welche Superoxidanion in Wasser umwandelt, aber auch durch Katalase (2000 U/ml) und buty-
liertes Hydroxytoluen (BHT) (10 uM) als spezifischem Inhibitor der Lipidperoxid-Bildung.

In anderen Versuchen konnten die UVA-induzierten Zellschdaden durch Inkubation der Endo-
thelzellen mit Hydrogenperoxid (H202) nachgeahmt werden. Diese toxische Wirkung von
Hydrogenperoxid wurde ebenfalls durch BHT, und auch durch NO inhibiert. Diese Befunde deu-
ten darauf hin, dass H>O; als Folge der UV-Bestrahlung als endstidndiges Glied der Radikalkette
entscheidend zum Zelltod via Lipidperoxidation beitragt. Sie fithren ferner zu der Annahme,
dass NO die beobachtete Hemmung des UVA-induzierten und ROS-vermittelten Zelltodes somit
durch eine Inhibition der Lipidperoxidation erméoglicht.



