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|. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zumagie erdffneten Feld demar,genomics’,

das die regulatorischen Eigenschaften der AminesduArginin auf die Genexpression
umfasst. Es werden sowohl translationelle als aatskriptionelle Regulationsmechanismen
aufgezeigt. Im Entziindungsgeschehen istdBFder zentrale Transkriptionsfaktor und die
induzierbare NO-Synthase ein von ihm abhéngiges Gen

Es konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindungeigétides Transkriptionsfaktors N&B
durch die lokal verminderte intrazellulare L-Argikbnzentration sowohl in Ab- als auch in
Anwesenheit von Zytokinen erhoht wird. Die Aktiwg von NF«B fihrt zu einer
Modulation der Entziindungsreaktion in Richtungl-Phase. In Folge dessen steigt die INOS
MRNA-Expression wahrend einer L-Argininverarmung g@aiber physiologischen
Konditionen an. Die Induktion der iINOS mRNA fallhter inflammatorischen Bedingungen
besonders stark aus. Obwohl die INOS mRNA-Expresdeutlich erhéht wird, sinkt die INOS
Proteinexpression unter L-argininverarmten Bedimggum Die Transkription und Translation
der INOS werden invers reguliert. Die Erklarungrfiieist, dass der L-Argininmangel zu einer
Phosphorylierung der Translationsinitiationsfaltbitereinheit elF@ fuhrt, was eine
Inhibition der zellularen Translation zur Folge ,hdie auch die iINOS mRNA einschliel3t.
Zudem wird dadurch der Transkriptionsfaktor NB- aktiviert und die Transkription
proinflammatorischer Gene initiiert.

Die regulatorischen Eigenschaften der Aminosaur@rdinin waren auf transkriptioneller
Ebene bislang kaum erforscht. Bisher konnten &hali&€ffekte nur bei der Depletion
essentieller Aminosauren oder bei der Verarmung remeh Aminosauren nachgewiesen
werden. Da es z.B. durch einen erhdhten L-Arginisatn der iINOS selbst oder der Arginasen
wahrend einer Entziindung zu einer limitierten L4Angverfligbarkeit kommen kann, sind die
regulatorischen Eigenschaften erniedrigter L-Angkoinzentrationen besonders wichtig.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen fnk&isse Uber die Auswirkung
limitierter L-Argininverfigbarkeit erweitern das ¥&éandnis der regulatorischen Eigenschaften
der bedingt essentiellen Aminoséure L-Arginin unellen die Auswirkungen auf den

Haupttranskriptionsfaktor fir Gene, die im LaufeegiEntziindung eine Rolle spielen, dar.
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Summary

The work presented here contributes to the recemned research field termed argenomics,
which focuses on the regulatory properties of thena acid L-arginine and its effects on
gene expression. Both translational and transonpti regulatory mechanisms have been
examined. NFReB is the major transcription factor in the propagatand progression of
inflammation with INOS representing one prominei-fB dependent gene.

It was demonstrated that the DNA binding activity tbe transcription factor NkB is
increased in response to locally reduced intralellu-arginine concentrations both in the
presence and in the absence of cytokines. Activadibthe cells modulates inflammatory
processes favouringyI type responses and delaying2Ttype responses. In consequence
INOS mRNA expression increases during L-argininpleteon compared to physiological
conditions. Induction of INOS mRNA is especiallyostg under inflammatory conditions. In
spite of the increased INOS mMRNA expression, iIN@&gin expression decreases during L-
arginine depletion. Transcription and translationN©OS are inversely regulated, because L-
arginine depletion causes phosphorylation of thedation initiation factor subunit el&2
resulting in inhibition of cellular translation, dluding iINOS mRNA. In addition the
transcription factor NReB is activated and the transcription of proinflantong genes
initiated. Until now research regarding the regutatproperties of the amino acid L-arginine
has not been thorough on the transcriptional lesmhilar effects to those mentioned in this
thesis have so far been reported only during depletf essential amino acids or starvation of
a combination of amino acids. Since an increaseatginine turnover by iINOS or the
arginases can result in a limited L-arginine avaliy, elucidating the regulatory effects of
decreased L-arginine concentrations is of specipbrtance.

The results reported in this thesis contribute maben the understanding of the regulatory
properties of the conditionally essential aminaldciarginine and highlight the effects of the

major transcription factor NkB for genes involved in inflammatory processes.
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ll. Einleitung
1. Einfihrung in den L-Argininmetabolismus

L-Arginin, eine semiessentielle oder bedingt essatAminosaure fir Menschen, dient als
wichtiger Teil der Proteinsynthese sowie als Vdeau fir die Synthese von
Stickstoffmonoxid, Harnstoff und Kreatin. In detzlien Jahren ist das Interesse an L-Arginin
stark gewachsen, was sich an der deutlich steigeAdeahl von Publikationen ablesen laf3t.
Besonders die limitierte L-Argininverfigbarkeit entverschiedenen physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen ist in den Fokers Fbrschung geraten. Nachdem vor
einigen Jahren der Begrifhytrigenomics® eingefuhrt wurde, hat kirzlich Sidney Morris jr.
vorgeschlagen, den Begriffargenomics® einzufiihren [1]. Unter diesem Sammelbegriff
werden alle L-argininabhangigen Regulationseffedaé die Expressionsmuster von Genen
und Proteinen zusammengefasst. Die Grundlagenihiledte schon in den 1960ern Robert
Schimke, indem er zeigte, dass in vielen ZellenAksvitat der Argininosuccinatsynthetase
(ASS) und der Argininosuccinatlyase (ASL) durch kgiin reprimiert wird, wohingegen
die Aktivitat ansteigt, wenn L-Arginin durch L-Cititin ersetzt wird [2,3].

L-Arginin spielt im Zellmetabolismus eine sehr wige Rolle, da es ein Vorlaufer fir sechs
biologisch wichtige Verbindungen in Saugern (Abhl)lund damit eine der metabolisch
vielseitigsten Aminosauren ist. Fur diese Arbeitr wa von besonderer Relevanz, dass L-
Arginin eine wichtige Rolle bei der Proteinsynthesavie als Vorlaufer fir Polyamine, fur
Harnstoff und fir Stickstoffmonoxid spielt. L-Argmmkann aus drei verschiedenen Quellen
gewonnen werden: Erndhrung, endogener SyntheseProtdinabbau. Diese Vielseitigkeit
der Aminosaure bereitet auf der einen Seite desdhoing ein weites Feld, auf der anderen
Seite ist es dadurch schwierig, alle Aspekte inemingutenin vivo Schema des L-

Argininmetabolismus zu vereinen.
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Proteinsynthes

Ernahrung Harnstoff

/ Polyamine

Endogene Synthese——— L-Arginin ——— Stickstoffmonoxid

Proteinabbau Glutamat

Agmatin

Abb. 1.1: Quellen und Stoffwechselprodukte des L-Aginins
Der Begriff Polyamine fasst hier Putrescin, Spermmd Spermidin zusammen (nach SM Morris Jr.).

Abbildung 1.2 enthélt eine sehr stark vereinfadbtestellung des L-Argininmetabolismus.
Das intrazellular vorhandene freie L-Arginin kanntveeder in den NO-Citrullin-Zyklus
eingeschleust oder von der Arginase metabolisierien. Wird das L-Arginin Uber die NO-
Synthasen verstoffwechselt, kann das Produkt Luitr iber ASS und ASL wieder zu L-
Arginin metabolisiert werden. NO ist auf der ande8ite ein Stoffwechselendprodukt, das
frei diffundieren und weiterreagieren kann. Setet Arginase das L-Arginin um, ist es fir
den NO-Citrullin-Zyklus verloren. Harnstoff ist eiBndprodukt, das ausgeschleust wird,
wéahrend L-Ornithin zu Polyaminen oder anderen Pkteiu wie Glutamat und Prolin
decarboxyliert wird. So konkurrieren beide Enzynppen um L-Arginin als ihr Substrat,

wenn beide Proteine in den Zellen exprimiert werden
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Argininosuccinat Glutamat

7

Aspartat ASS ASD Fumarat P5C

NOS Arginase OAT / \

L-Citrullin ] L-Arginin ﬁ_) L—Ornithin\ Prolin
NO urea  ©OP¢ PEI‘yamine

Zellmembran

— A

L-Arginin

Abb. 1.2: Der L-Argininmetabolismus

Der NO-Citrullin-Zyklus setzt sich zusammen aus B@hthase (NOS), Argininosuccinatsynthetase (AS$) un
Argininosuccinatlyase (ASL). CAT, kationische Amg&urentransporter; OAT, Ornithinaminotransferase;
ODC, Ornithindecarboxylase; P5C, Pyrrolin-5-Carbdesg (nach Mori und Gotoh).

Zu dem komplexen Gebiet des L-Argininmetabolismungl Sn letzter Zeit neue Aspekte
hinzugekommen, so dass die friiher eher NO-zeng&iSotht teilweise durch eine erweiterte,
die Bedeutung des L-Arginins einbeziehende Sicl#gversetzt worden ist.

2. Arginasen und NO-Synthasen

Der Grof3teil des L-Arginins wird im Organismus urpéysiologischen Bedingungen auf den
folgenden zwei Wegen metabolisiert: Wahrend die yEmgruppe der Arginasen die

Hydrolyse dieser Aminosaure zu L-Ornithin und Hé#wffskatalysiert, setzt die Gruppe der
NO-Synthasen L-Arginin in Anwesenheit von molekatarSauerstoff zu NO und L-Citrullin

um.

Arginasen

Die Arginase ist ein 105 kD groRes Homotrimer, diéaengan fur die Umsetzung von L-
Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff benotigt. Dasddukt L-Ornithin spielt eine wichtige
Rolle in der Zellproliferation und Wundheilung, Wdi-Ornithin das Substrat fur die
Polyaminsynthese ist [4]. Es existieren zwei Iswfen der Arginase [5], die von zwei

unterschiedlichen Genen kodiert werden und sowohlerschiedenen Geweben als auch in
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verschiedenen subzellularen Lokalisationen auftret@ie Isoformen weisen eine hohe
Homologie von 59% der Aminoséuresequenz auf [6].

Die induzierbare Arginase-1 wird konstitutiv im zZgbl von Hepatozyten exprimiert,
weshalb sie auch Leber-Typ Arginase genannt wiidr Katalysiert sie den finalen Schritt
des Harnstoffzyklus und ist verantwortlich fur dteoduktion von etwa 10 kg Harnstoff pro
Jahr bei einem durchschnittlichen Erwachsenenlfzjvischen konnte gezeigt werden, dass
Arginase-1 in vielen Geweben und Zelltypen wie ZKRratinozyten konstitutiv exprimiert
wird oder induzierbar ist. Sie wird z.B. in der Wileilungsphase (jR-Phase), wenn die
frihe immunologische J1-Antwort abklingt, durch Zytokine dery2-Phase (Interleukin-4,
Interleukin-10, Tumorgrowthfactd)} induziert.

Die zweite Isoform Arginase-2 wird dagegen in nahalten Zellen und Geweben konstitutiv
exprimiert und ist mitochondrial lokalisiert [8,%ie tritt hauptsachlich in der Niere auf und
hat keine Funktion im Harnstoffzyklus. Genetisclkaogkout” Experimente deuten darauf
hin, dass die Arginase-2 vielmehr eine Rolle bei Aefrechterhaltung der L-Arginin-
Homoostase spielt und die L-Argininkonzentratiofi@nzellulare biosynthetische Reaktionen

wie die NO-Synthese reguliert [10].

NO-Synthasen

NO-Synthasen sind Homodimere von 266 kD, die durcidative Abspaltung das Radikal
NO aus der Guanidinogruppe der Aminosaure L-Argisymthetisieren, wobei zeitgleich
aquimolare Mengen an L-Citrullin entstehen. Alleidsisher bekannten Isoformen benoétigen
vier Kofaktoren, Tetrahydrobiopterin (BH Flavinmononukleotid (FMN),
Flavinadenindinukleotid (FAD) sowie Protophyrin bam, um den korrekten Ablauf dieser
Reaktion, bei der insgesamt funf Elektronen Ubgemawerden, sicherzustellen. Wahrend
Ham und BH an die N-terminalen Oxygenasedoménen der beidaynikimtereinheiten
gebunden sind, enthalten die C-terminalen Redudttesénen die Bindungsstellen fir
Calmodulin, welches seinerseits fur die Calciumbimgl verantwortlich ist. Die beiden
Untereinheiten der aktiven NOS sind an der Calmabdiidungsstelle Gber ein Zink-Atom
miteinander verbunden. Zusatzlich binden die vébleden Kofaktoren FAD, FMN und
NADPH an die jeweiligen Reduktasedomanen [11].

10
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L-Arginin .
¥ NO Monomer 2
+

O, -
L-Citrullin

NADP*+H*  NADPH

N®-OH-L-Arg

COOH -
Reduktasedoméne
/ N®-QOH-L-Arg
NADPH NADP* + H* Oxygenasedoméane

NO. L-Arginin
Monomer 1 ¥
+
L-Citrullin O,

Abb. 1.3 Schematische Struktur der iINOS und ihrer Kofaktoren

Der Elektronenfluss im dimeren iNOS Protein erfadgisgehend vom NADPH iber FAD und FMN in der
Reduktasedomane zur Hamgruppe der Oxygenasedongnewkiten Monomers. Die Kofaktoren erfillen
unterschiedliche Funktionen wahrend des Reakti@tdgedhens. NADPH fungiert als Elektronendonor, FAD
und FMN als Akzeptoren, wobei durch diese beiderfakioren die Ubertragung der Elektronen eines zwei-
Elektronendonors (NADPH) auf einen ein-Elektronerggdtor (Ham) ermdglicht wird. Tetrahydrobiopterin
erfullt mehrere Funktionen innerhalb dieser Reaktiwobei die Stabilisierung des Dimers und die \&dang
der Produktion von Superoxidanionen durch die Kopglder Oxidation des NADPH und die Ubertragung der
Elektronen auf den Guanidinium-Stickstoff des L-iigs essentielle Aufgaben darstellen. Das Endgkbdu
(NO) der Oxidation des Guanidinium-Stickstoff desAtginins in Gegenwart von molekularem Sauerstoff
enthalt das Stickstoffatom der Aminoséure und damse&toffatom des molekularen Sauerstoffs (modifiei
Abbildung nach O. Schnorr).

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit kann diek#vitat aller drei Enzymisoformen mit

Substratanaloga wie verschiedenefi-INArginin Derivaten sowie auch Kohlenmonoxid
(CO), welches irreversibel an den Ham-Kofaktor keitndnhibiert werden, wobei jedoch die
Spezifitat der Substanzen von der jeweiligen Isofand der Art ihrer Expression abhangt
[11].

Unterschiede zwischen den drei NOS-Isoformen exesti in erster Linie bezuglich ihrer
zellularen Lokalisation und ihrer Expressionsmust@ie konstitutive Expression zweier
NOS-Formen, der endothelialen NOS (eNOS) und deramalen NOS (nNOS), wurde
zunachst in humanen Endothelzellen [12] bzw. in reen, spater jedoch in weiteren
Geweben und Zelltypen, u.a. epidermalen Keratirer)ftl3,14], nachgewiesen. Sowohl
eNOS als auch nNOS sind fir die Umsetzung von LisAng auf die Bindung des

C&*/Calmodulin-Komplexes an ihre Reduktasedomé&nen vaiegen und reagieren somit

empfindlich auf Veranderungen der intrazelluarefci@enkonzentration [15]; im Falle ihrer
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Aktivierung kommt es zur pulsatilen Synthese von MNOpicomolaren Konzentrationen,
welches durch seine Bindung u.a. die l6sliche Gladamyklase (sGC) aktiviert und damit eine
Erh6hung der intrazelludren Konzentration des Batdekils cGMP bewirkt [16]. Das von
den konstitutiven NOS-Isoformen bereitgestellte bjfelt damit eine wichtige Rolle in der
Regulation des Gefaldtonus [17] sowie der neurortaigmaltransduktion [18,19].

Der dritten NOS-Isoform, der induzierbaren NOS (B)Okommt eine besondere Bedeutung,
speziell mit Blick auf die pathophysiologischen Kdronen und die Substratkompetition mit
den Arginasen, zu. Im Unterschied zu den konstiexprimierten Isoformen kann die INOS
nach entsprechender Stimulation mit bakteriellenpopplysacchariden (LPS) oder
proinflammatorischen Zytokinen [20] unabhangig vartrazellularen Calciumspiegel Uber
einen Zeitraum von einigen Stunden bis zu Tagerebsprechender L-Argininverfligbarkeit
mikromolare NO-Konzentrationen generieren, da das@dulin in ihrem Fall konstitutiv an
das Enzym gebunden ist; deshalb kommt es auf erizsghar Ebene somit zu keiner
kofaktorabhangigen Regulation [21]. Murine und ham@OS unterscheiden sich insofern,
als dass zur Induktion der murinen Enzymform LP8ra&n proinflammatorisches Zytokin
allein ausreichend sind, wahrend die humane Fomihfé Induktion eine Kombination aus
mindestens zwei der genannten Stimuli bendtigt 222, So liegt der entscheidende
Unterschied zwischen der murinen und der humaragort® darin, dass fur die Induktion der
murinen Isoform die Aktivierung eines Signalwegasraicht, wahrend fur die Induktion der
humanen iINOS wenigstens zwei unterschiedliche $gekaden aktiviert werden missen.
Die derartige Induktion der Expression einer murindOS-Isoform wurde erstmals in
murinen Makrophagen beschrieben, welche durch URSiert worden waren [22], wurde
aber seitdem nach Konfrontation mit inflammatoresttStimuli in einer Vielzahl anderer
Zellen beschrieben.

Das bei der Metabolisierung von L-Arginin durch dwerschiedenen NOS-Isoformen
freiwerdende Radikal NO mediiert in biologischensteynen variierende und teils adverse
Effekte, die sowohl zytoprotektiv als auch destrulgusfallen kdnnen [24-27]. Es handelt
sich bei NO zwar um ein Radikal, doch besitzt eme&d.adung und ist lipophil. Diese
Tatsache in Verbindung mit seiner vergleichsweisben Halbwertszeit ermdglichen die
Diffusion Uber langere Strecken durch Zellen undedeMembranen hindurch [15].
Gleichzeitig sind sie der Grund fur seine bevoreugteraktion mit ungepaarten Elektronen,
wie sie haufig bei metallhaltigen Verbindungen wden prosthetischen Gruppen von
Enzymen vorliegen. Weitere Targets fur NO sind amd&eie Radikale, Ham- und

Thiolgruppen sowie molekularer Sauerstoff [15,18,B8i deren Reaktion mit NO u.a. Nitrit,
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[I. Einleitung 13

Nitrat, Nitrosothiole und Nitrotyrosine sowie Peyoxrit entstehen. Die Produkte derartiger
Reaktion werden als ,reaktive StickstoffspeziesN(®S) bezeichnet. Besonders die hohen
von der iINOS generierten NO-Konzentrationen spielenter pathophysiologischen
Bedingungen eine herausragende Rollen im Rahmenudspezifischen Abwehr von
Pathogenen wie Bakterien, Pilzen und Parasiten [88¢ Bedeutung geht jedoch Uber die
zytotoxischen Effekte im Rahmen der unspezifiscAbwehr hinaus [30,31]. Die komplexe
Chemie der Reaktion von NO bzw. RNOS mit Sauerdpiilt zudem eine zentrale Rolle in
der redoxregulierten Aktivierung zellularer Prozessie Transkription, Proliferation und
Apoptose [31,32].

2NO- + 0, — 2 NO,
H,O _ _
2 NOZ' S N204 — N02 + N03

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

NO- + O; — ONOO"

Abb. 1.4 Reaktionsprodukte von NO mit molekularem &uerstoff

Die verschiedenen chemischen Reaktionen hangendprimn der lokalen NO-Konzentration ab. Stabile
Oxidationsprodukte sind Nitrit und Nitrat. Instabilind hochreaktive Intermediate sind in dieser Kinig fett
gedruckt.

Die beschriebenen Eigenschaften von Arginase- u@&-#oformen machen deutlich, wie
die beiden Enzymgruppen einander wechselseitignflessen. Da L-Arginin das Substrat
sowohl fur die Arginasen als auch die NO-Synthadanstellt, kann die Aktivitat der
Arginase durch die Depletion des fir die NO-Biotwse zur Verflgung stehenden L-
Argininpools effektiv die NO-Synthese und damit M@hangige Prozesse beeinflussen. Dies
wurde z.B. wahrend der Wundheilung, der zelluldramunantwort und bei der Regulation
des Tonus der glatten Muskulatur beobachtet [33-Brijgekehrt fuhrt die Inhibition der
Arginase zu einer starken Erhohung der NO-Biosysehend Verschiebung zu Gunsten NO-
abhangiger Prozesse, weil die L-Argininverfugbarker die NO-Synthasen gesteigert wird
[38-41].

Ein zusatzlicher wichtiger Aspekt der L-Argininviegbarkeit ist, dass es maoglich ist, durch
extrazellulare Gabe von L-Arginin eine Erh6hung dd®S Aktivitat zu erreichen, obwohl
die intrazellulare L-Argininkonzentration im Berbieiniger hundert mikromolar fur eine
volle INOS Aktivitdt (Ky ~5 uM) mehr als ausreichend L-Arginin zur Verfugustehen

sollte [42]. Dieses Phanomen bezeichnet man algipikr-Paradox”. Bislang schien dieses

13



[I. Einleitung 14

aus biochemischer Sicht nicht erklarbar zu seindidaky-Werte fur die Arginase alle im
millimolaren Bereich lagen. Sie waren damit so hodtass die Arginase unter
physiologischen Bedingungen in Bezug auf die L-Amgrerfigbarkeit innerhalb der Zelle
keine Rolle spielen konnte. Das Arginin-Paradox yealoch nur dadurch zu erklaren, dass
die Arginase die Verfugbarkeit von L-Arginin furediNOS einschrankt.

Aktuelle Analysen der Arginaseaktivitat ergabep-Werte im Bereich von 20-80 pM L-
Arginin fur die Arginase [43]. Damit liegt der \KkWert der Arginase im bzw. unter dem
physiologischen Bereich, was bedeutet, dass sdir@kter Konkurrenz zur iNOS um das
Substrat L-Arginin steht. Dieser Gesichtspunkt imatden letzten Jahren immer mehr an
Bedeutung gewonnen, da in immer mehr Entzindungase®, gerade auch unter
chronischen Bedingungen, eine Uberexpression dginAse beschrieben wird, die zu einer
verminderten  L-Argininverfugbarkeit fuhrt, z.B. dir einen erniedrigten L-

Argininplasmaspiegel.

3. L-Argininquellen

3.1 Endogenes L-Arginin-Recycling

Die Quellen freien L-Arginins im Korper sind die Nang, die endogene Synthese und der
Abbau von Proteinen (Abb. 1.1). Ungefahr 40% des der Nahrung aufgenommenen L-
Arginins wird im Darm katabolisiert, bevor es inndéreislauf gelangen kann [4]. Bei einer
L-Argininmangelernahrung werden ca. 85% des L-Argindas in den Kreislauf gelangt, aus
dem Abbau von Proteinen gewonnen, der Rest redudiies derde novo Synthese. Auf den
gesamten Korper gesehen, stammt der Grof3tedelesvo synthetisierten L-Arginins aus der
metabolischen Zusammenarbeit des Diunndarms unNider, deren Zusammenwirken auch
als intestinal-renale Achse bezeichnet wird [4].r Bgtrag an auf diese Weise endogen
generiertem L-Arginin ist so grol3, dass diese Mefigre einen gesunden Erwachsenen
ausreicht. Dagegen kann die endogene L-Arginingggmicht die Bedurfnisse eines Kindes
im Wachstum oder eines Menschen, der unter eiredfwgtchselerkrankung des Dinndarms
oder der Niere leidet, erfullen. Deswegen wird Lgitin als semiessentielle oder bedingt
essentielle Aminosaure eingestuft [44].

Unter inflammatorischen Bedingungen wird zusatztleh NO-Citrullin-Zyklus aktiviert. Das
als Nebenprodukt der INOS neben dem NO entstehei@l&ullin wird schrittweise Uber die

Argininosuccinatsynthetase (ASS) und die Arginirazsnatlyase (ASL) wieder zu L-Arginin
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[I. Einleitung 15

metabolisiert [45,46]. Zusatzlich ist die Proteipession von ASS und ASL erhoht [47],
wenn die INOS induziert wird, um die erh6hten Mamgea L-Citrullin verarbeiten zu kénnen
und wieder L-Arginin zu gewinnen. Da wahrend eiimtzindung die Arginase induziert
wird, reicht die zusatzliche L-Arginingewinnung iilsken NO-Citrullin-Zyklus jedoch haufig
nicht aus, um beide Enzyme mit ausreichend Sulmiraersorgen. Durch den verstarkten L-
Argininumsatz wird die L-Argininverfugbarkeit limért.

3.2 L-Arginin-Transport

Neben dem Proteinabbau ist der Import von L-Argiilber die Aminosaurentransporter fur
kationische Aminosauren (CATs) essentiell, um demazellularen Bedarf zu decken. Im
humanen System konnten bisher vier Isoformen def-Ea&milie kloniert und teilweise
charakterisiert werden. Die CAT-Proteine sind inddg Membranproteine mit 14
Transmembrandomé&nen und intrazellularen N- und @ife Wahrend der Transport
kationischer Aminosauren weitgehend “Nmabhangig erfolgt, da die Transporter als
Antiporter funktionieren, unterscheiden sich die llud@re Expression und die
Transportkapazitaten der einzelnen Isoformen vegthend [48]. CAT-1 ist ubiquitar in allen
Zellen und Geweben exprimiert, CAT-2 dagegen kormmiwei Spleil3varianten CAT-2A
und CAT-2B vor, die sich nur in 42 Aminosduren ustbeiden [49]. CAT-2A wird in
residenten Hepatozyten exprimiert und wird daher,aEeber-Typ“ bezeichnet, ist aber in
einer Reihe weiterer Zellen und Gewebe induzierbasselbe gilt fur CAT-2B, welcher
resident nur in glatten Muskelzellen vorkommt. @AT-2-Expression wird durch LPS und
Tyl-Zytokine in Makrophagen induziert [50]. Dementsgrend wird CAT-2 mit der iINOS
koinduziert, da der L-Argininimport Uber CAT-1 alleinsuffizient ist. Beide Gene, CAT-2
und iINOS, werden durch proinflammatorische Zytokier den Transkriptionsfaktor NéB
reguliert [51].

Die Isoformen CAT-3 und CAT-4 werden beide im Gehaxprimiert. CAT-3 scheint vor
allem eine wichtige Funktion wéahrend der Embryonatécklung zu besitzen, wahrend tber
die Bedeutung im adulten Organismus und Uber diektion wenig bekannt ist [52]. Eine
nahere Charakterisierung von CAT-4 forderte bidteine speziellen Eigenschaften dieses
Transporters zu Tage, so dass seine genaue Funkiider bleibt [53].

3.3 L-Argininverfugbarkeit in vivo

Die physiologischen L-Argininkonzentrationen im $ttea des Menschen liegen zwischen 20
und 200 pM [54]. In Geweben ist die L-Argininkongion in der Niere mit 15 nmol L-
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Arginin/mg Protein am hdchsten, wahrend in der kkab®l im Herz nur 1 bzw. 3 nmol L-
Arginin/mg Protein gefunden werden [55]. Zellkulnedien beinhalten in der Regel L-
Argininkonzentrationen von 0,4 bis 1,2 mM, die diett Gber den physiologischen
Konzentrationen liegen. Dies macht einen Verglewhin vivo mitin vitro Ergebnissen sehr
schwierig und muss bei derartigen Betrachtungeiidisichtigt werden.

Besonders wichtig wird dieser Unterschied zwisctenin vivo und derin vitro Situation,
wenn man die pathophysiologischen Umstande untziiedlichen Bedingungen betrachtet.
Es gibt immer mehr klinische Studien, in denen HiArgininplasmakonzentration bei
gesunden Probanden und Patienten bestimmt wirdgBsshieht vor dem Hintergrund, dass
der L-Argininmetabolismus viele verschiedene uraederem regulatorische Eigenschaften
und Aufgaben hat. Eine Ilimitierte L-Argininverfighkait oder verminderte
Plasmakonzentration, die eine eingeschrankte N@iaygbkarkeit nach sich ziehen kann,
wurde bei vielen Krankheiten oder pathophysioldggst Zustanden festgestellt, z.B. bei
Asthma [56], Psoriasis, gestorter Wundheilung undenfotsyndrom [57]. Die
eingeschrankte NO-Verfligbarkeit kann zu einer Hppmiferation der Zellen oder zu
verminderter Vasokonstriktion fihren. Aktuelle Serdschlagen L-Arginin als Behandlung
fur pulmonare Hypertonie in der Sichelzellandmie8]]5 bei Asthma [56], bei
kardiovaskularen Funktionsstérungen [59] oder in\@feindheilung und Immunantwort [60]
vor. Wahrend einer Entziindung kann das L-Arginidihgt durch die Substratkompetition
zwischen der unter diesen Umstanden stark exptiemeNOS und der Arginase begrenzt

verfigbar sein [61].

4. Bedeutung des von der iINOS synthetisierten NO imfektionen und Entziindungen

Freie Radikalspezies mit auf Sauerstoff oder Stitk$asierenden ungepaarten Elektronen
sowie andere hochreaktive metabolische Zwischemtedwie das Superoxidanion, Odas
von der INOS gebildete NOoder das Hypochloritanion OCI spielen unter
pathophysiologischen Bedingungen wie sie bei Indelen oder Entziindungen vorliegen eine
wichtige Rolle im Organismus. NO tritt in vielenll&®n und Geweben, z.B. im Rahmen von
Entzindungsreaktionen oder als Antwort auf einerthqgenen Stimulus, in hohen
Konzentrationen auf und stellt in Kombination maéiaktiven Sauerstoffspezies eine starke
Abwehr gegen einwandernde Keime und Mikroorganisi@n Beide Radikale werden im

Rahmen der ersten, akuten Immunantwort des Orgasidmeim Kontakt mit Pathogenen
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hauptsachlich von phagozytischen Zellen wie Makeg@m und Neutrophilen produziert
[62]; diese Zellen und die von ihnen freigesetzRadikale sind ein tragender Teil der
angeborenen, unspezifischen Immunitét. In diesema@menhang ist es bemerkenswert,
dass die chemische und biologische ReaktivitatNOnstark vom Ausmald der gleichzeitigen
Synthese von Sauerstoffradikalen, besonders la@einflusst wird, wodurch die Bildung
sekundarer reaktiver Stickstoffspezies wie Perdrkyr(lONOQO) beginstigt oder gesteigert
wird [63-67]. NO zeichnet sich in diesem Zusammaeaghdurch seine zytotoxischen oder
zytostatischen Eigenschaften aus und besitzt dadeire antimikrobielle Wirksamkeit zur
Abwehr einer Reihe eindringender Pathogene [68Hid] Beispiel fir Mikroorganismen, die
eine derartige schnelle und unspezifische Immunamtwausliésen koénnen, sind
Mycoplasmen. Diese sind die Kkleinsten freilebend®tikroorganismen mit einem
Durchmesser von ungefahr 300 nm. Sie gehéren zassiél deMollicutes, besitzen keine
eigene Zellwand und wachsen zellassoziiert. Eildgezies sind pathogen fir Mensch und
Tier [71,72]. Da die Gefahr einer Mycoplasmeniniektz.B. auch in Zellkulturen generell
unterschatzt wird, ist es interessant, die Auswigan einer solchen Kontamination auf den
L-Argininmetabolismus zu untersuchen, da L-Argifim die Synthese des im Rahmen der
effektiven unspezifischen Immunantwort bendtigter© Notwendig ist. Insbesondere
Mycoplasma hyorhinis beeinflusst verschiedene zellulare Prozesse und &ellkulturen die
am zweithaufigsten detektierte Mycoplasmenspezishyorhinis ist dort verantwortlich fur
20% der Kontaminationen [73]. Weil die pathologisehKonsequenzen einer mikrobiellen
Infektion durch die Interaktion des Wirtes mit démathogen bestimmt werden, spielt das
Verstandnis dieses Mechanismus eine zentrale Rolleer modernen Mikrobiologie, wobei
es mehr darauf an kommt, die Interaktion zu veesiedls das Pathogen zu analysieren [74].
Die unmittelbare unspezifische Immunantwort istdig Abwehr eindringender Fremdkorper
und Pathogene zumeist ausreichend, erzeugt jedeahe kanhaltende Immunitat. lhre
Effektivitat beruht auf der Erkennung von Eigendtdrg die vielen Pathogenen gemeinsam
sind. Die dafir benotigten Rezeptoren werden in Kieimbahn kodiert. Eine anhaltende
Immunitat dagegen kann nur im Rahmen einer adaptimenunantwort erworben werden, im
Zuge derer pathogen- bzw. antigenspezifische Eifektlen sowie Gedachtniszellen gebildet
werden, die bei erneutem Kontakt mit demselbeng®mtieine beschleunigte und wesentlich
effizientere Immunantwort propagieren. lhr zugrunllegt ein grol3es Repertoire von
Rezeptoren, die durch die verschiedenen Kombinatismon Genen entstehen.

Sowohl im Rahmen der angeborenen als auch derieglagmmunantwort kommt es zur

Ausschittung von Zytokinen vomyI-Typ, die die INOS mRNA-Expression induzieren.
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4.1 Die Rolle des Transkriptionsfaktors NFkB
Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Immunanmtvz.B. wahrend der Wundheilung, so

kann man T1- und T42-Phase unterscheiden, die vor allem durch ihldideiversetztes
Auftreten und die verschiedenen beteiligten Zytekigekennzeichnet sind, wobei nicht
zwangsweise jedes Zytokin eindeutig einer bestimnftbase zuzuordnen ist. An de§lt
Phase sind unter anderem Interfegon-Interleukin-B, Interleukin-2 und der
Tumornekrosefaktos beteiligt, wahrend in der yjR-Phase Interleukin-4, Interleukin-5,
Interleukin-9, Interleukin-10 und Interleukin-13sg@schittet werden.

Eine frihe Antwort (f;1) auf eine akute Entzindung, Infektion oder wétireder
Wundheilung beinhaltet die Induktion der induziedmNO-Synthase und die anschliel3ende
Metabolisierung von L-Arginin zu NO wie im Fall défycoplasmeninfektion. Im Verlauf
der Tyl-Phase wird zudem der zentrale TranskriptionsfakitF«B, der fur die
Genexpression der Gene, die groldtenteils fur priotekind entziindliche Proteine kodieren,
aktiviert. Die NFkB-Familie besteht aus funf Mitgliedern, p65 (RelRgIB, c-Rel, p50/p105
(NF-«B-1) und p52/p100 (NkB-2), die wegen ihrer Assoziation mikB (Inhibitor von NF-
kB) als inaktive Heteromere im Zytosol fast jedesidenten Zelle vorliegen [75]. Auch die I-
kB-Familie besteht aus mehreren ProteinemB4e, -B, -, -y und BCL-3 [76]. Die
Aktivierung, d.h. in letzter Instanz die Dissozastiund Degradation des endogenen Inhibitors
Uber das Ubiquitin/Proteasom-System und die arefddhde nukleare Translokation des NF-
kB-Dimers, erfolgt durch die Bindung von ZytokineniewTumornekrosefaktos- oder
Interleukin-1, die hauptsachlich von Makrophagen sgaschittet werden, an
Oberflachenrezeptoren der Zellen, wodurch eine ptaylierungssignalkaskade ausgeldst
wird. Die Ligandenbindung fihrt zu einer Clustedbihg der Rezeptoren und ihrer
zytosolischen Schwanzenden, wodurch Adapterprotgndedie 1xkB-Kinase-Kinase aktiviert
werden. Im Nukleus initiiert NkB die Transkription von mehr als 60 bekannten Geden
am Entzindungsgeschehen beteiligt sind. Zu dieserBNregulierten Genen zahlt auch die
iINOS.

Die Tyl-Phase geht im Verlauf der Wundheilung in di@-Phase tber, wahrend der sich das
Gleichgewicht von der akuten antimikrobiellen unadhflammatorischen primaren
Immunantwort zur Heilungs- und Regenerationsphase Merlagert. Im Rahmen der
entsprechenden Prozesse tritt z.B. die Synthesezytotoxischen und antiproliferativen
Mengen NO durch die iNOS in den Hintergrund; L-Augi wird nun bevorzugt von der
Arginase zu L-Ornithin, einem Vorlaufermolekil deolyaminsynthese, umgesetzt, so dass
nun proproliferative Effekte, die z.B. die Wundlueigy begiinstigen, Gberwiegen. Mit diesem
Wechsel von L-Arginin als Substrat fur die zytowphe INOS/NO-Achse zur
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Wachstumsphase der Arginase/L-Ornithin/Polyaming®&chnd damit dem Wechsel von der
Twl- zur T42-Phase ist die sogenannte ,Reparatur‘-Phase eitejdl77]. Der Ubergang wird

hauptséachlich durch Veranderungen der lokalen Zymisammensetzung beeinflusst, aber
auch durch die Produkte der L-Argininmetabolisigrselbst; er muss in jedem Fall streng
reguliert werden [33,78,79]. Eine Induktion der Yawhine mit proproliferativen

Eigenschaften in der frihen Phase wirde den nligglic Eigenschaften des NO
entgegenstehen. Genauso wirde eine fortgesetzteSyNese wahrend der spateren
.Reparatur‘-Phase die wachstumsfordernden Eigefftethader Polyamine unterdriicken.
Zuséatzlich wirde bei einer simultanen Expressionddye Enzyme L-Arginin zum

limitierenden Faktor. Die Wichtigkeit der strengdtegulation und Konzertierung des
Ubergangs von der gI- zur Ty2-Phase wird am Beispiel des kutanen
Wundheilungsprozesses deutlich. Als Reaktion aubger zugeflgte Traumata wie
Verletzungen, Entzindungen, Blutungen oder Infeldioist die zigige Epithelneubildung
notwendig, um die Integritdt der Haut wiederherellsh. Verlauft der Heilungsprozess
unvollstandig oder ist er fehlerhaft reguliert, kasias wie im Fall chronisch nicht-heilender
Wunden und anderer chronischer Dysregulierungeschweren Beeintrachtigungen fihren,

die dementsprechend eine hohe klinische Relevamzeaen [80].

5. Regulatorische Effekte von NO und L-Arginin

NO

Die zahlreichen regulatorischen Effekte, die NO und auf eine Zelle und deren
Metabolismus ausliben kann, spiegeln die mannigéati Reaktions- bzw.
Aktionsmechanismen dieses vielseitigen Radikals mviérschiedensten zellularen
Komponenten wider [81]. Die Abgrenzung von reguiatthen gegenuber zytotoxischen
Funktionen von NO ist dabei flieRend.

Die Mechanismen der NO-Wirkung umfassen dabei dialente Bindung des Radikals an
Metallreste zellularer Proteine sowie die revessiblitrosierung von Thiolresten oder die
Interaktion mit anderen Radikalspezies wie dem Sup@anion Q, wobei weitere
hochreaktive Spezies, z.B. Peroxynitrit, entstek@nnen [82]. Auch direkte Interaktionen
von NO mit der DNA, die zur Deaminierung der Basemd damit zur Bildung von
Mutationen fuhren, sind mdglich [83] und mitveraotdlich fur die zytotoxischen Effekte

von NO. Im Fall dbermaliger DNA-Schadigung kommtves p53-Aktivierung [84] zum
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Zellzyklusarrest oder zur Aktivierung von Poly-(ABfbose)-Polymerase (PARP) und damit
letztlich zu einem von der Zelle nicht zu tolerielen Energieverlust [85]. Allein oder
zusammen mit der mdglichen Inhibition mitochonanabEnzyme durch NO und die damit
verbundene Stoérung der zellularen Energiegewintang NO Apoptose auslosen [86].

Die kovalente Modifikation metallhaltiger prosttssther Gruppen von Enzymen kann sowohl
deren Aktivierung wie im Fall der loslichen Guartyiklase als auch die Inhibition der
Enzymaktivitat wie im Fall der Aconitase oder debdhukleotidreduktase nach sich ziehen
[82,86,87].

Auf genregulatorischer Ebene beeinflusst NO Uberollylierung die Freisetzung von Zink
aus Zink-Schwefel Clustern von Transkriptionsfaktof{30,88]; die resultierende Bildung
von Disulfidbriicken inhibiert daraufhin ihre DNA4Biefahigkeit, was u.a. bereits fur AP-1
(Aktivatorprotein-1) gezeigt wurde [89]. Auch diektvitdt von NF«xB wird durch NO
reguliert, jedoch auf zwei gegensatzliche ArtemeEider Mechanismen beruht auf der
Induktion und Stabilisierung der inhibitorischemtereinheit kB, was die DNA-Bindung
des Transkriptionsfaktors verhindert, wahrend ehtkter cGMP-Spiegel, wie er z.B. auch
nach der Aktivierung der sGC durch Bindung von N&herrschen kann, aktivierend auf NF-
kB sowie AP-1 und ATF1 wirkt [90]. An dieser Stellwird deutlich, dass NO in
Abhangigkeit von seinem zeitlichen und raumlicheuftéeten und damit von der jeweils
aktivierten Signalkaskade auf ein und dasselbe efargjekil gegensatzliche Effekte haben
kann.

Generell kann NO also auf vielfache Arten in sowaktivierender als auch inhibierender
Weise auf verschiedenste protein- und genregusatioei Prozesse des Zellmetabolismus
einwirken, was sich in Abhangigkeit von den voréagden NO-Mengen im zellularen

Kontext positiv oder negativ auswirkt.

L-Arginin

Im Gegensatz zum Kenntnisstand tber Stickstoffmmhard seine regulatorischen Effekte

ist Uber L-Arginin und dessen regulatorische Eigbafien wenig bekannt. Eine aktuelle
Publikation beschreibt, dass die L-Argininverflidtmar die Expression verschiedener Gene
verandern kann [91]. Die meisten Proteine, dergoré&ssion bei L-Argininmangel angehoben
wird, sind selbst in den L-Argininmetabolismus itwert. Dazu gehdren die ASS und ASL

[47] sowie CAT-1 [92,93], bei denen eine verstarRmdteinsynthese detektiert wurde [94].
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Weiterhin wurde eine verminderte Proteinsynthese zia-Kette des T-Zell-Rezeptors
beschrieben [95].

Eine translationelle Kontrolle erfolgt durch dierdemung von Aminosauren und somit auch
von L-Arginin durch die Aktivierung der GCN2 Kinas®as fuhrt wiederum zu einer
Phosphorylierung der Translationsfaktor-UntereihheiF2x, was eine Inhibierung der
Translation zur Folge hat [96-98]. Obwohl erst vgenbDaten zu regulatorischen Effekten von
L-Arginin vorliegen, ist die Wichtigkeit von L-Argin in diesem Zusammenhang unbestritten

und ,argenomics’ ein wachsendes Feld.

6. Ziel und Fragestellung dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, auf dem gerade betretenen Feld dearjenomics’
Fortschritte zu machen. Von besonderem Interessalalzei die Frage, ob eine verminderte
L-Argininverfigbarkeit, wie sie bei vielen Krankkben auftritt, Auswirkungen auf die
Expressionsmuster relevanter Gene und ProteineBisk&ng war wenig dartiber bekannt, ob
eine bedingt essentielle Aminosdure genregulatogiscEigenschaften besitzt. Da
hauptsachlich das Geschehen unter entziindlichein@etyen untersucht werden sollte,
lagen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NB-und dessen DNA-Bindungsaktivitat
im Fokus der Untersuchungen.

Die Effekte einer veranderten extrazellularen LiAnmgverfigbarkeit auf die Expression und
Aktivitat NF-xB-abhéngiger Gene wie iINOS, dem kationische Aminpsatransporter-2 und
IL-1la wurde untersucht. Diese Gene werden hauptsachlicich NFxB auf
transkriptioneller Ebene reguliert, doch wurdenhadee regulatorischen Eigenschaften auf
posttranskriptioneller Ebene untersucht. Die getemi®Gene spielen eine wichtige Rolle im
L-Argininmetabolismus und bei dermalen Entzindungersatzlich sollte untersucht werden,
welche Auswirkungen eine Infektion sowohl unterzénilichen als auch unter gesunden
Bedingungen auf den L-Argininmetabolismus hat.

Die bei der Beantwortung dieser Fragen gewonneerirtisse sollen zur Charakterisierung
der regulatorischen Eigenschaften von L-Arginintiagien. Gegenstand dieser Arbeit sollte
sein, wie wichtig die bedingt essentielle AminogAlrArginin fur den Zellmetabolismus und

insbesondere fur die Genregulation unter pathoplygischen Bedingungen ist.
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l1l. Material und Methoden

1. Material

1.1 Zellen, Bakterien, Plasmide und Oligonukleotide

1.1.1 Zellen

Tabelle: l11.1 Liste der verwendeten Zellen

Name Art Bezugsquelle

PAM212 murine Keratinozyten Prof. T. Schwarz, Kiel

DLD-1 humane DSMZ No. ACC 278,
Colonadenokarzinomzellen Braunschweig

A549; 16-kb humane Lungenkarzinomzellen, PD Dr. H. Kleinert, Mainz

Fragment des  stabil transfiziert
INOS Promotors

1.1.2 Bakterien

Tabelle I11.2 Liste der verwendeten Bakterien

Name relevante Eigenschaften Bezugsquelle

Fusion Blue E. coli K-12,endAl, hsdR17 (ki2-, Mk12+) BD Transduction
Competent Cells supE44,thi-1, recAl, gyrA98, relAl, lac Biosciences, Heidelberg,
F+[proA+B+, lac’ZAM15::Tn10(tet?)] Deutschland

1.1.3 Plasmide

Tabelle 111.3 Liste der verwendeten Plasmide

Name relevante Eigenschaften Bezugsquelle

pPpGEM-T lacZ, Amp/, blund end Klonierungsvektor Promega, Mannheim,
Deutschland
pCMV5(CuQ)- SV40 ori/promoter, Amp Puromycifh, Cumate Q-Biogene, Heidelberg,

IRES-GFP induzierbarer, eukaryotischer Deutschland
Expressionsvektor
pCMV5-CymR konstitutive Expression von CymR Q-Binge

1.1.4 Oligonukleotide und PCR-Programme

Tabelle 111.4 Liste der verwendeten Nukleotide und PCR-Programme

Produkt/GenBank Sequenz und PCR-Protokoll Fragment-
accession no. GroRRe
. Sense 5"-GGCAAATTCAATGGCAGAGT-3’
e o " Antisense  5-TGCCAGTGAGCTTCATGTTC-3 o 2%2be
Zyklusprotokoll 22 x (30 s 94°C, 45 s 60°C, 45 s 72°C) + 5 min 72°C
humane GAPDH Sense 5"-GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3’
BC023623 Anti-sense 5"-AGGGGTCTACATGGCAACTG-3’ 420 bp

Zyklusprotokoll 20 x (30 s 94°C, 45 s 60°C, 45 s 72°C) + 5 min 72°C
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Produkt/GenBank Sequenz und PCR-Protokoll Fragment-
accession no. Grole
murine iINOS Sense 5"-GTGGTGACAAGCACATTTGG-3’ 487 bp
NMO010927 Anti-sense 5"-GGCTGGACTTTTCACTCTGC-3’

Zyklusprotokoll 32 x (30 s 94°C, 45 s 60°C, 45 s 72°C) + 5 min 72°C
humane iINOS Sense 5"-ATGCCCGATGGCACCATCAGA-3’ 394 bp
AF04965€ Anti-sense 5"-TCTCCAGGCCCCATCCTCCTGC-3’

Zyklusprotokoll 32 x (30 s 94°C, 45 s 60°C, 45 s 72°C) + 5 min 72°C
murine Arginase-1  Sense 5-AAGCTGGTCTGCTGGAAAAA-3’ 564 bp
BC013341 Anti-sense 5"-CCAGCAGGTAGCTGAAGGTC-3’

Zyklusprotokoll 32 x (30 s 94°C, 45 s 60°C, 45 s 72°C) + 5 min 72°C
murine iNOS Sense 5 CCTTGTTCAGCTACGCCTTC -3’,

NMO010927 Anti-sense 5- AAGGCCAAACACAGCATACC -3 203 bp
10 min 94°C + 50 x (10 s 94°C, 10 s 60°C, 20 s

Zyklusprotokoll 72°C)
murine GAPDH Sense 5:-AACTTTGGCATTGTGGAAGG—3',

M 32599 Anti-sense 5 —ACACATTGGGGGTAGGAACAG 223 bp

Zyklusprotokoll 10min 94°C + 50 x (10 s 94°C, 10 s 60°C, 20 s 72°C)
murines 1Lk Sense 5:-GCAACGGGAAGATTCTGAAG-?{

NM 010554 Anti-sense 5 -TQACAAACTTCTGCCTGACG-B 172 bp

Zyklusprotokoll 10min 94°C + 50 x (10 s 94°C, 10 s 60°C, 20 s 72°C)
muriner CAT-2 Sense 5"-GTGAAGAGGTTCGGAATCCA-3’

NM 007514 Anti-sense 5"-CGACTGGGAGTGGACTTTTC-3’ 150 bp

Zyklusprotokoll 10min 94°C + 50 x (10 s 94°C, 10 s 60°C, 20 s 72°C)

1.2 Chemikalien, Kits, Enzyme, Zytokine und Antikper

1.2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von Sigma (Deisenhofen, ©Selland) bezogen, falls nicht anders

angegeben.

1.2.2 Kits

Tabelle 111.5 Liste der Kits

Produkte

Bezugsquelle

QIAprep Spin MiniprepKit; RNeasy Midi

Qiagen, Hilden, Deutschland

Kit; QIAquick PCR Purification Kit;
Omniscript RT Kit;Tag-DNA Polymerase

Kit

NucleoSpin Extract I
NucleoBond Maxi AX-100 EF

Nuclear Extract Kit
LightShiftChemiluminescerEMSA Kit;

Macherey und Nagel, Duren, Deutschland

Active Motif, Rixensart, Belgie
PierceRockford, IL, USA

SuperSignal West Femto/Pico Maximun
Sensitivity Substrate
LightCycler FastStart DNA-Master Sybr- Roche, Mannheim, Deutschland

Green |

D¢ Protein Assay

jetPEI transfection reagents

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Dehigsd

Polyplus-Tansfectidiarch, Frankreich
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1.2.3 Enzyme und Zytokine

Tabelle 111.6 Liste der Enzyme und Zytokine

Produkte Bezugsquelle

Notl, Ecorl, Bglll Fermentas, St. Leon Roth, Deutschland
T4-Ligase Q-Biogene

Antarktische Phosphatase NEB, Ipswich, MA, USA

humanes rekombinantes If-1 Strathmann, Hannover, Deutschland
humanes rekombinantes TNF-  Strathmann, Hannover, Deutschland
murines rekombinantes INy-- Strathmann, Hannover, Deutschland

1.2.4 Antikérper

Tabelle 111.7 Liste der Antikbrper

Produkte Bezugsquelle

monoklonal anti INOS (murin) BD Transduction Biosates

polyklonal murine Arginase-1 BD Transduction Biesaies

polyklonal elF2. (murin) Cell Signaling

polyklonal Phospho elkZSer51) (murin)  Cell Signaling

anti-a-actin antibody (human) Sigma
sekundéarabbit-anti-mouse-1gG Antikdrper DAKO A/S, Danemark

sekundéar goat-anti-rabbit Jackson ImmunoResearobpEW_td.
monoklonal antB-tubulin antibody Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
(murin) CA, USA

1.3 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 111.8 Liste der Zellkulturmedien und Zusatze

Produkte Bezugsquelle

RPMI 1640 Sigma

RPMI 1640 (phenolrotfrei, L- Biochrom, Berlin, Deutschland
argininfrei, L-lysinfrei, Ca (N@).-frei)

FCS (Gold Standard), Glutamax, PAA Laboratories,
Penicillin-Streptomycin, HEPES- Pharmingen, Deutschland

Buffer, Trypsin
Kunststoffteile, Kulturflaschen, -dishes Greinerickenhausen,
Deutschland

1.4 Bakteriennahrmedium

LB-Medium nach Miller 1972

10,0 g/L Trypton
5,0g/L Hefeextrakt
0,79/L  CaCh22H,0
15g/L  Agar
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1.5 Sonstige Chemikalien

Tabelle 111.9 Liste der sonstigen Chemikalien

Produkte

Bezugsquelle

L-N-(5)-(1-Iminoethyl)ornithin (NIO)
SNOC; DETA/NO
PVDF-Membran

Alexis, LauserSchweiz

Prof. Dr. Kroncke, Disseldorf
Amersham Bioscience Europe, Freiburg,
Deutschland
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2. Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zellkulturen in Standard-Medium

Alle Zellen wurden in 6-Loch Platten oder 10 cmrRehalen ausgesat. Experimente, die die
Bestimmung der Luziferaseaktivitat beinhalten, adreur mit Zellen durchgefuhrt, die in 12-
Loch Platten kultiviert wurden. Wenn nicht andeesdhrieben, wurden die Zellen in RPMI
1640 supplementiert mit 10% FCS, 100 pg Penialin/L00 pg Streptomycin/ml und 1%
Glutamax bei 37°C in einer feuchten, 5% fLleinhaltenden Atmosphéare kultiviert. Das

Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

2.1.2 Zellkulturen mit modifiziertem Medium

Fur viele Experimente wurden die murinen Keratiriemyin speziell angefertigtem Medium
kultiviert. Dieses phenolrot-, nitrit- und nitragfe sowie L-arginin- und L-lysinfreie RPMI
1640 wurde abweichend vom Standard RPMI wie folgipgementiert: 5% FCS, 200 uM
CaCb, 220 uM L-Lysin and 50 uM L-Arginin. Fur Experimtenwurden die Zellen mit den
angegebenen L-Argininkonzentrationen kultiviert whet FCS-Anteil im Versuchsmedium
auf 2% gesenkt, um das Angebot an L-Arginin niamictd den Anteil des L-Arginins im FCS

zu erhdhen.

2.1.3 Zytokinaktivierung

Die Zytokinaktivierung der Zellen wurde, wenn nicdmders angegeben, mit je 500 U/ml
Interleukin-38, Tumornekrosefaktos; und Interferony durchgefiihrt. Die Zellen wurden
dann fir 24 oder 48 Stunden inkubiert. Zur Analgiee INOS Promotoraktivitat wurden die

Zellen mit dem gleichen Zytokinmix aktiviert.

2.1.4 Bestimmung der Apoptose mit Hoechst-Farbung

Die Detektion der nuklearen Chromatinkondensatiod der nuklearen Fragmentation wurde
mittels Hoechst H33342-Farbung durchgefuhrt. Naetseshiedenen Behandlungen wurden
die Zellen mit 10 pl/ml Medium einer Hoechst H333@AD pg/ml)-Farbeldsung fur funf
Minuten inkubiert und auf Apoptose untersucht. Dieklei wurden mit einem Zeiss
Fluoreszenzmikroskop mit dem Zeiss Filtersatz OZcii@gtion: 351 nm, Emission: 461 nm)
sichtbar gemacht. Von jeder Probe wurden mindes#®8 Zellen gezahlt und die

kondensierten oder fragmentierten Nuklei als ProdenGesamtzahl angegeben.
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2.1.5 Bestimmung der Nekrose mittels PropidiumiodieFarbung

Die Durchlassigkeit der Zellwand wurde mittels 10/mi Medium Propidiumiodid

Farbelosung (1 pg/ml) nach zweiminutiger Inkubati@stimmt. Zur Zellzahlung wurde ein
Zeiss Fluoreszenzmikroskop mit dem Zeiss Filter®2tZExcitation: 488 nm, Emission: 617
nm) benutzt. Von jeder Probe wurden mindestensz#)i@én gezahlt und die kondensierten

oder fragmentierten Nuklei als Prozent der Gesamtragegeben.

2.1.6 Bestimmung der Zellzahl mittels Neutralrot

Da die Extinktion von Neutralrot direkt mit der Zzghl korreliert, kann man Neutralrot
benutzen, um die Zellzahl zu bestimmen. Nach deeijggen Behandlung wurden die Zellen
fur 60 Minuten im Dunkeln mit einer 1:100 Verdungueiner 3% Neutralrotldsung in
Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelleridral mit PBS gewaschen und mit
saurer Isopropanollésung (250 ul; 1% HCI) lysi®te Losung wurde abgenommen, kurz

zentrifugiert und im Microplatereader bei 530 nnmgssen.

2.1.7 Probenvorbereitung fur Analysen mit dem Durcflusszytometer €luorescence

activated cell sorting-FACS)

Fur diese Versuche wurden 15.000 Zellen in einecrhOPetrischale ausgesat und mit 2%
FCS und 1 mM L-Arginin fur 48 Stunden kultiviertabn erfolgte wiederum fir 48 Stunden
ein Medienwechsel auf Medium mit den angegebenémdininkonzentrationen. Die Zellen
wurden dann trypsiniert, zweimal mit PBS gewasched unter vortexen in dedfFACS
Lésung (50 pg/ml PI; 0,1 % w/v Na-Citrat; 0,1% ®rtx100; 40 ug/ml RNAseA in 4
(4°C)) aufgenommen. Die propidiumiodidgefarbten éekonnten dann auf ihren DNA-
Gehalt untersucht und den Zellzyklusphasen zugetrderden.

Die Auswertung der mit defRACS generierten Daten erfolgte mit der WinMDI 2.8 3aite
(Copyrighf 1993-1998 by Joseph Trotter).

2.2 Biochemische/immunologische Methoden

2.2.1 Bestimmung der NOS-Aktivitat mittels Griess-Est
Die iINOS Aktivitat wurde indirekt Gber die Nitrittlimulation in 100 pl Kulturiiberstand in

6-Loch Zellkulturschalen mittels Diazotierungsreakt bestimmt [99]. Fur die Reaktion
werden zwei Lésungen bendtigt: Griess | (1% Suléanid; 2,5% HPO,) und Griess Il
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(0,3% Naphtylendiamin; 2,5% JR0O;). Die Intensitat der Farbreaktion kann kolorinmsth
bei 540 nm bestimmt werden. In Medium geléstes NaN@de als Standard benutzt.
Der NOS-Inhibitor L-N-(5)-(1-Iminoethyl)ornithin (KD) wurde in einer 250 uM

Endkonzentration eingesetzt.

2.2.2 Verwendung von NO-Donoren
Die NO-DonorenS-Nitrosocystein (SNOC) und DETA/NO ((2)-1-[N-(2-amethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino] diazen-1-ium-1,2-diolat) wurdesundlicherweise von Prof. Kroncke

zur Verfigung gestellt [100].

N .
N\N/O'
y NNL\/\/M o "
2
NH,
DETA/NO SNOC

Abb. 2.1 Chemische Strukturformeln der NO-Donoren IETA/NO und SNOC

2.2.3 Arginaseaktivitdtsbestimmung

Der Assay wurde durchgefuhrt wie bei Corraliza hesben [101]. Die Zellen wurden lysiert
und mit 20 mM MnC] bei 55°C fur 10 Minuten inkubiert. Dann wurde désiche Volumen
0,5 M L-Arginin hinzugefugt und fur 60 Minuten b&7°C inkubiert. Durch die Zugabe von
800 ul eines Saure-Gemisches$8,:H3PO,:H,0 = 1:3:7)wurde die Reaktion gestoppt. Der
synthetisierte Harnstoff wurde bei 540 nm nach XDegaon 50 pl einer 9%o-
Isonitrosopropionphenon (ISPF)-Losung und Erhitzaaf 96°C flur 45 Minuten

kolorimetrisch quantifiziert.

2.2.4 Western Blots

Die Zellen wurden gewaschen, lysiert, in ein Eppeh&efald tberfihrt und fur funf

Minuten in Elektrophorese-Puffer gekocht. Die Pirete(20-30 ug pro Spur) wurden dann
mittels Elektrophoresén einem 10% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt wnd eine

PVDF-Membran transferiert. Diese wurde fur einengiin Blocking-Puffer (5% fettarmes
Milchpulver, 0,1% Tween 20 in TBS Puffer) geblocktie Inkubation mit dem priméaren
Antikorper erfolgte U/N bei 4°C mit einer 1:1000eMinnung des Antikdrpers. Darauf
folgend wurde die Membran eine Stunde mit einel0Q@® Verdiinnung des sekundaren

Antikorpers, der mit Meerrettich-Peroxidase kongrgiwar, bei Raumtemperatur inkubiert.
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Schlief3lich wurden die Blots fir funf Minuten in EqReagenz inkubiert und die Signale mit
Hilfe eines Hyperfiims detektiert. Um die gleichng® Beladung der Taschen zu
kontrollieren, wurden die Blots zudem mit einem iAsAktin Antikérper in der Verdiinnung
1:2000 behandelt.

2.2.5 Isolierung der Kernextrakte undelectrophoretic mobility shift assafEMSA)

Die Isolierung der Kernextrakte wurde mit Hilfe d&stive Motif Nuclear Extract Kit gemaf
der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die fpbi&ung der Trennung der nukledren von
der zytosolischen Fraktion erfolgte mit einem Mans$-3-Tubulin Antikdrper. Die NFR<B
DNA-Bindungsaktivitat wurde mittels EMSA bestimmt, wobei das LightShift
ChemiluminescenEMSA Kit dem Herstellerprotokoll folgend benutzt wurd&e nukleéaren
Extrakte (2,5 pg) wurden mit 20 fmol eines doppélsgigen Oligos, der die NkB
Bindungssequenz des murinen INOS Promotors enthalt (5-
CAACTGGGGACTCTCCCTTTG-3) fur 30 Minuten bei RT inliert.

2.2.6 Bestimmung der intrazellularen Aminosaurekonentrationen

Hierfir wurden die Zellen in einer 10 cm Petrisehalit modifizierten RPMI 1640 mit 50
UM L-Arginin bis zu einer Konfluenz von ca. 50% twulert. Dann wurden die Zellen mit
FCS-reduziertem (2%) RPMI mit den angegebenen LiMirgonzentrationen fir 48 Stunden
behandelt. Danach waren die Zellen 80-90% konfluéntden mit PBS gewaschenen Zellen
wurden 150 ul Proteinlysepuffer gegeben und didedAemit dem Zellschaber abgeldst. So
ergab sich ein Gesamtvolumen von ungefahr 300 a4, id ein Eppendorf-Reaktionsgefal
dberfuhrt und mit 75 pl 10%iger Sulfosalicylsauersetzt wurde. Die gevortexten Proben
wurden 30 Minuten bei 4-8°C gelagert, fiinf Minuteantrifugiert und die Uberstande
abgenommen. Diese wurden dann bei -20°C gelagestAbalyse der Aminosauren wurde
im Medizinischen Labor Bremen, Prof. Kiihn-Veltenitats HPLC durchgefihrt.

2.3 Molekularbiologische Techniken

2.3.1 Quantitative Genexpressionsanalyse

Real-time RT-PCR’s mit dem LightCycler 220(Roche Diagnostics) wurden in einem
Volumen von 20 pl durchgefuhrt, welches 4 pl cDNAS(verdiinnt), 2 pl Fast Start Reaction
Mix SYBR Greenl, 1,6 pl 25 mM Mggl 2 ul jedes Primers in der Konzentration 5 pmol/ul
und 8,4 pl HO beinhalteten. Primer und PCR Bedingungen sinGaipelle 111.4 aufgefihrt.

Als Negativekontrolle wurde ¥ eingesetzt. Nach dem Beenden des PCR-Programmds wu
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mit den Proben eine Schmelzkurvenanalyse mit Hilfees Temperaturgradienten und der
Aufnahme der Fluoreszenz durchgefuhrt. Fur jedeR-P@dukt (aul3er den Primer-Dimern)
wurde ein einzelner, spezifischer Peak generiert.Hfe der Schmelzkurvenanalyse kann
die spezifische Schmelztemperatur bestimmt werdam. weiteren Kontrolle wurden die
Amplifikate auf ein Agarosegel aufgetragen und {b#t, dass nur eine einzelne Bande der
vorhergesagten Grol3e identifiziert werden konnteas Dindiziert eine spezifische
Amplifikation ohne Nebenprodukte. Die relative Qtiimierung der Proben wurde mit dem
Haushaltsgen GAPDH zur Normierung unter Verwenddeg LightCycler Software 4.05
durchgeflnhrt.

2.3.2 Bestimmung dedlycoplasma hyorhinisTiters

Die Anzahl derM. hyorhinis Genomkopien wurde vieeal-time PCR mit dem LightCycler
bestimmt. Die Proben wurden wie folgt behandel® 40 des Zellkulturiberstandes wurden
fur 15 Minuten bei 15.000 U/min zentrifugiert; d@sllet wurde in 25 ul Tris/HCI pH 7,5
resuspendiert, in 50 pl Proteinase K-Puffer (100mldProteinase K; 0,5% Tween 20 in 10
mM Tris/HCI) geldst, fir 60 Minuten bei 56°C inkai und fir 30 Minuten bei 96°C
denaturiert [102]. 2,5 pl dieser Verdinnung wurdereine 25 pl PCR-Reaktion mit dem
folgenden PCR-Programm: 5 min 5°C, 45 x (30 s 98®s 55°C; 30 s 72°C) eingesetzt. Als
Primer wurde der VenorGM Mix (Minerva Biolabs, BarlGermany) benutzt. Als Standard
wurde ein Amplifikat von M. hominis mit bekannter Kopienzahl verwendet. Das
Amplifikationsprodukt wurde kloniert und sequentiein den Experimenten wurde eine
Konzentration von 1,5 x £0Genomkopien/ml eingesetzt. Die Quantifizierungplge am

Institut fur Medizinische Mikrobiologie durch B. Hech.

2.3.3 Sequenzierung der PCR-Fragmente und Vektoren

Die PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Paaifion Kit aufgereinigt. Die
aufgereinigte DNA (mind. 100 ng) wurde fir die Sewqzierreaktionen mit den gleichen
Primern, die auch fur die PCR benutzt wurden, eiat. Vektoren wurden mittels QlAprep
Spin Miniprep Kit isoliert und die DNA-Konzentratio photometrisch bestimmt. Das
Sequenzieren wurde vom Biologisch-Medizinischen s€loungszentrum (BMFZ) der
Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf, durchgetiilidie erhaltenen Sequenzen wurden mit

den GenBank Sequenzen verglichen (Table I11.4).
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2.3.4 Bestimmung der NR«B-Aktivitat in stabil transfizierten Zellen

Die NF«B-Aktivitdt wurde mit stabil transfizierte549/8 Zellen bestimmt, vor deren
Luziferase-Reportergen eine MB-Konsensussequenz kloniert ist [103]. Die Zellarrden

unterschiedlich behandelt und fur acht Stundenbrédat Dann wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und in Reporter-Gene-Assay-Lysis-BuffeRoctie Diagnostics) lysiert. Die
Luziferaseaktivitat wurde nach Zugabe von 100 pgtirLight Substrate (Pierce) zu 50 pl
Proteinextrakt bestimmt. Die Messungen wurden meriweil3en 96-Loch Platte mit einem
Chemiluminometer (Wallac Bioanalytik Instrumenteeiburg, Germany) durchgefuhrt. Zur

Normierung der Chemolumineszens wurden die Proveingntrationen bestimmt.

2.3.5 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterienkolonien auf Festmadi erfolgte durch einen
Einzelkolonieausstrich mit anschliel3ender Inkulratim Brutschrank. DieE. coli Zellen
wurden bei einer Temperatur von 37°C U/N inkubiert.

Die Kultivierung von Bakterien im Flissigmedium @dte durch das Animpfen mit einer
Einzelkolonie von einer Stammplatte. Je nach Mél3sdar Kultivierung erfolgte die
Inkubation in Reagenzglasern (5-10 ml) oder in frleyerkolben (> 250 mlE. coli-Zellen

wurden U/N angezogen, fur grél3ere Ansatze wurdekWtaren angelegt.

2.3.6 Plasmid-DNA-Isolierung

2.3.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem QIAprepSpin Miniprep Kit

Die Zellsuspension musste zunachst mit 13.000 Uaamtrifugiert werden, dann wurde das
Pellet lysiert. Zur Plasmidisolierung wurde einekasische Lyse der Bakterienzellen
durchgefihrt [104]. Die Aufreinigung der Plasmid-BNvurde durch Adsorption, Waschen
und anschlieBende selektive Elution von einer &llule erreicht. Die gewonnene Plasmid-
DNA wurde zur Restriktionsanalyse, als Matrizen-DX& eine PCR, zur Transformation
und zur Sequenzierung eingesetzt. Aus einer Flkisisig wurden hierfir 3 ml verwendet,
zentrifugiert und in Lysepuffer resuspendiert.

2.3.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem Nucleobal MAXI AX-100 EF Kit

Auch diese Plasmidisolierung basiert auf einer ls&hen Lyse, die Aufreinigung erfolgt
Uber eine lonenaustauschersaule. Mit diesem Kassnoglich, groRe Mengen (>500 pg) an

Plasmid-DNA zu isolieren. Die gewonnene Plasmid-DiA endotoxinfrei, was fir eine
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anschlieende Transfektion wichtig ist, um eine lmantwort der Zellen auf die Endotoxine
zu vermeiden. Hierfur wurden 200-250 ml einer Bakt&ultur eingesetzt.

2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese
Plasmid-DNA, DNA-Fragmente und PCR-Produkte wurdenAgarosegelen ihrer Grol3e

nach aufgetrennt und sichtbar gemacht. Die DNA-nolvurden mit einer Bromphenolblau
(BPB)-L6sung vermischt und in die Geltaschen pip#dttDie angelegte Spannung richtete
sich nach GroRe und Agarosekonzentration des Gelsvariierte zwischen 60 und 100 V.
Die Laufdauer richtete sich nach der Grol3e derreanenden DNA-Fragmente und lag
zwischen 30 Minuten und einer Stunde. Die Agarose&ntration der Gele richtete sich
wiederum nach der Grol3e der zu trennenden FragmgntgroRer die Fragmente, desto

geringer die Agarosekonzentration.

2.3.8 GroRRenbestimmung von DNA-Fragmenten

Die Wanderungsgeschwindigkeit eines DNA-Fragments einem Gel ist umgekehrt
proportional zum Logarithmus seines MolekulargewaciDie GrofRenbestimmung erfolgte
durch einen Vergleich mit den Laufstrecken der DRiagmente des DNA-Langenstandards
X der Firma Roche oder Fermentas GeneRuler 1 kb Dabiler.

2.3.9 Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendoukleasen

In dieser Arbeit wurden nur Restriktionsendonukégasrom Typll verwendet. Diese
erkennen und schneiden spezifisch palindromischgueeen auf der Ziel-DNA. Die
Enzyme wurden von der Firma Fermentas bezogen.dlliiReaktionsansatze wurde der
entsprechende Puffer verwendet. Fur eine Spaltwrdevl pg DNA in einem Ansatz mit 20
ul Gesamtvolumen eingesetzt. Weiter wurden jewbsul des Restriktionsenzyms benutzt,

der Ansatz fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert @A8l 1l auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.3.11 Transformation kompetenterk. coli Zellen

Die Transformation vor. coli Zellen mit Plasmid-DNA wurde gemal3 den Protokoldien

Hersteller durchgefuhrt. Ein Vial kompetenter Zel{@00 ul) wurden auf Eis aufgetaut und
3-6 pl der Plasmid-DNA zugegeben. Der Ansatz wudden fur funf Minuten auf Eis

inkubiert. Darauf folgte eine HitzeschockbehandluB Sekunden bei 42°C. Die Hitze
steigerte die Fluiditat der Zellmembran, was eingndhme der Plasmid DNA kombiniert mit
folgendem Kalteschock (auf Eis fir zwei Minuten)méglichte. Um den Zellen eine
Regenerationsmoglichkeit zu geben, wurden 250 plC-#82dium zugegeben. Die
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Suspension wurde eine Stunde bei 37°C inkubiertdamh unverdinnt und 1:10 verdinnt auf

Selektivplatten ausplattiert

2.3.12 Extraktion von DNA-Fragmente aus dem Gel
Zur Extraktion der DNA-Fragmente aus dem Agarosegaide die GFX PCR-S&ulen von

GE Healthcare verwendet. Diese Methode erlaubtd&xgigaktion von DNA-Fragmenten aus
einem Agarosegel. Dazu wurden Saulen mit Fiberglagix verwendet. Man schneidet
einen Agaroseblock aus, der die entsprechende Bamttélt, gibt die entsprechende Menge
Capture buffer hinzu und erhitzt das Gemisch adfC6Mie Losung wurde Uber die Saule
gegeben, um die DNA zu binden, die dann mit demdMasffer von Proteinen und Salzen

gereinigt wurde. Die DNA wurde mit TE-Puffer eluier

2.3.13 Klonierung von DNA-Fragmenten

Die Klonierung von DNA-Fragmente oder PCR-Produkégfolgte nach den Angaben des
jeweiligen Herstellers. Der Vektor und das zu kéwande Fragment wurden in aquimolaren

Mengen eingesetzt.

2.3.14 RNA Isolation und reverse Transkription

Die Gesamt-RNA wurde aus 6-Loch Platten mittels RbBeasy-Kits gemald dem Hersteller-
protokoll isoliert. Die RNA jeder Probe wurde in B0RNAse-freien Wassers aufgenommen
und bei -70°C gelagert. Die cDNA-Synthese wurdeimem Volumen von 20 pl mit 1 pg
Gesamt-RNA  durchgefiihrt, reverse Transkriptase, gooli d(Tys Primer und
Deoxyribonucleosid Triphosphat wurden gemald demdbiach eingesetzt. Funf Mikroliter
der resultierenden cDNA Proben wurden fir eine PO#plifikation in einem Volumen von
50 ul eingesetzt, die 5 pul 10x PCR Puffer, 1 uhid Deoxyribonukleosid Triphosphat, 1 pl
jeden Primers [20 pmol/ul] und 1 U Tag-Polymerasanimalten. Primer und PCR-
Bedingungen sind in Tabelle lll.4ufgelistet. Vor der PCR-Analyse wurde die adaquate
Zyklenzahl fur jede PCR-Reaktion bestimmt um zu &enseisten, dass die
Amplifikationsbedingungen sich in der linearen Rhasfanden. Fir die Gel-Elektrophorese
wurden 1% Agarose-Gele verwendet. Die Banden wurddtels Ethidiumbromidfarbung
detektiert. Zur densitometrischen Analyse der FPXRplifikate wurde die AIDA 2.43 2D
Multilabeling Software (RPZG GmbH, Berlin, Germamyhgesetzt.
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2.4 Statistische Analysen

Vergleich zweier Mittelwerte mit dem Student’s t-Teat
Mit dem Student’s t-Test werden die Mittelwerte mwenormalverteilter Stichproben
verglichen. Die Werte wurden als signifikant anganten, wenn p<0,05, als hochsignifikant,

wenn p<0,001.
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V. Ergebnisse

1. Untersuchungen zu den regulatorischen Effektenat L-Argininverfugbarkeit auf die

Expression der iINOS

Uber das genregulatorische Potential der bedinggrgi®llen kationischen Aminosaure L-
Arginin war zu Beginn dieser Arbeit kaum etwas beka Gerade ist der neue Begriff
»argenomics* eingefihrt worden, um den neuen, wenn auch noehigen, Erkenntnissen
Rechnung zu tragen. Hingegen war schon bekannt das freie Radikal NO an der
Regulation der Genexpression beteiligt ist [81,106]. Besonders interessant ist in diesem
Zusammenhang die induzierbare NO-Synthase, weisedianter proinflammatorischen
Bedingungen bolusartig grof3e Mengen NO herstellt.

Da die iINOS-abhangige NO-Synthese die HauptquaHd in den Zellen ist und diese als
Substrat L-Arginin ben6tigt, wurde die INOS als Igen ausgesucht. Ziel dieser Arbeit war
es zu untersuchen, ob eine verminderte L-Arginifiggrarkeit genregulatorische,

translationelle oder posttranslationelle Effekt&aratinozyten hat.

1.1 Etablierung eines Zellsystems zur Simulierungrhitierter L-Argininverfugbarkeit

Um die angestrebten Studien durchfihren zu kénwende ein Zellsystem bendtigt, das es
ermoglichte, verschiedene extrazellulare L-Argiminkentrationen einzustellen, wobei
gewahrleistet sein musste, dass diese sich wiedietuazellular widerspiegelten.

Dafur wurde ein Zellmodell etabliert, mit dem durdre extrazellulare Regulation der
Verfugbarkeit von L-Arginin auch der intrazelluld®ol beeinflusst wird. Hierfur wurde die
murine Keratinozytenzelllinie PAM212, die normaleme in RPMI 1640 Vollmedium
kultiviert wird, in Gegenwart einer erniedrigtenAtgininkonzentration kultiviert. Ziel war
es, den intrazellularen L-Argininvorrat zu reduererden Zellen aber gleichzeitig genug L-
Arginin zur Verfligung zu stellen, um ein logaritlstihes Wachstum zu erméglichen. Mit
dem in dieser Arbeit etabliertem Zellsystem lassesich verschiedene L-
Argininkonzentrationen extrazellular simulieren.rZgontrolle dieses Systems wurde die
intrazellulare, freie L-Argininkonzentration bestith Die Analyse ergab, dass die gemessene
intrazellulare Konzentration annahernd den L-Angkainzentrationen, die extrazellular zur
Verfigung gestellt wurden, entsprach (Tab. 1). AedAminosduren wurden nur leicht
beeinflusst. Somit wurde ein Zellsystem etabliesgs sich ideal dazu eignet, die

intrazellularen Reaktionen auf ein vermindertesrgiAinangebot zu verfolgen.
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Tab.1: Intrazellularer Aminoséauregehalt von PAM212 Zellen in Abhangigkeit von extrazellularem L-
Arginin

Die Zellen wurden lysiert, enteiweild3t und mittel® EC auf die verschiedenen Aminosaurekonzentrationen
untersucht. MittelwertexSD aus drei unabhangigepeEixenten.

Aminosauren L-Arginin [umol/L] RPMI1640
[umol/L] 0 50 100 1000 [umol/L]
L-Alanin 4671194 588+222 849184 898192 -

[ L-Arginin nw 48127 88111 760+33 - |
L-Asparagin 5104225 608+235 858+28 913+44 378
L-Aspartat nw nw 6315 6415 -
L-Citrullin nw nw nw nw -
L-Cystein nw nw nw nw 413
L-Glutamin 2131124 186+97 213+29 24614 2054
L-Glutaminséure 160+69 167171 235+22 258128 -
Glycin nw nw nw nw 133
L-Histidin nw nw 68+8 787 97
L-Hydroxyprolin 84145 111457 16519 17318 174
L-Iso-Leucin 235+92 20478 271+12 3176 382
L-Leucin 262199 234+70 31445 352+6 382
L-Lysin 257+114 243+116 302+29 292+43 274
L-Methionin 103+46 102+38 138+7 154+10 101
L-Ornithin nw nw nw nw -
L-Phenylalanin 118+44 116434 164415 180+11 91
L-Prolin 202+95 246+103 353+31 366+19 174
L-Serin 304197 420+150 558+34 583123 256
Taurin 436+67 468+73 581453 550+33 -
L-Threonin 262+99 307+100 418+22 456+27 168
L-Tryptophan nw nw 39+1 47+1 25
L-Tyrosin 135+50 138+44 188+15 208+11 110
L-Valin 159+61 139+50 205+22 224+3 171

nw = nicht nachweisbar (<10 puM)

1.2 Eingeschrankte L-Argininverfluigbarkeit fihrt zu einer Induktion der INOS mMRNA-

Expression

Die iINOS mRNA-Expression war durch die verminderteArgininverfigbarkeit in
Abwesenheit von proinflammatorischen Zytokinen méut (2,8+1,5vs. 1 [0 UM L-Arginin

vs. 1000 uM L-Arginin]) (Abb. 1.1 A). Mit sinkenden RArgininkonzentrationen stieg die
Expression der INOS mRNA, verglichen mit Zellere dinter Standardkulturbedingungen mit
1 mM L-Arginin kultiviert wurden, dosisabhangig mbwesenheit von Zytokinen an. Um
aufzuklaren, ob dieser Effekt L-argininspezifisctarwwurden dieselben Experimente in
Abwesenheit von L-Lysin, aber mit 1 mM L-Arginin igefihrt. Eine L-Lysindepletion
war nicht in der Lage, die INOS mRNA zu induzie{@&bb. 1.1 A), vielmehr entsprach die
INOS mRNA-Expression der basalen Expression indetdium. Als Positivkontrolle wurde

eine zytokinaktivierte Probe mitgefihrt.
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Abb. 1.1 INOS mRNA-Expression in Abhangigkeit von EArginin

Dargestellt ist die INOS mMRNA-Expression in L-Argiabhangigkeit und in L-
lysinfreiem Medium. Die mRNA wurde aus Zellkultugien isoliert, revers transkribiert
und mit spezifischeneal-time PCR Primern fiir die murine iNOS (170 bp) und GAPDH
(223 bp) quantitativ amplifiziert. Die GAPDH wurdds Haushaltsgen zur Normierung
der Proben eingesetztp<0,05; **p<0,001 verglichen mit 1000 uM L-Arginin. Alle
Daten sind MittelwertexSD aus vier unabhangigendeixpenten.

1.3 In aktivierten Zellen bewirkt die verminderte L-Argininverfigbarkeit eine starke
Erh6hung der INOS mRNA-Expression

Nachdem in residenten Zellen eine Induktion der SNORNA in Folge einer verminderten

L-Argininverfigbarkeit detektiert wurde, wurden di€ersuche in Anwesenheit von

Zytokinen wiederholt. Die zytokininduzierte iINOS MR-Expression wurde durch eine

verminderte L-Argininverfigbarkeit bis zu 20-faatn@ht (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2 INOS mRNA-Expression in Gegenwart von Zytkinen in Abhangigkeit von
der L-Argininkonzentration

Die mRNA wurde aus Zellkulturproben isoliert, reveéranskribiert und mit spezifischen
real-time PCR Primern fur die murine iNOS (170 bp) und GAP[@23 bp) quantitativ
amplifiziert. Die GAPDH wurde als Haushaltsgen Kiarmierung der Proben eingesetzt.
*p<0,05; **p<0,001 verglichen mit 2000 uM L-Arginin. Alle Datemd MittelwertexSD
aus vier unabhangigen Experimenten.

In Versuchen mit dem mRNA-Syntheseinhibitor ActinmmD (5 pg/ml fir 24 Stunden)
konnte kein Anstieg der INOS mRNA-Synthese nachgsen werden (Abb. 1.2.1).

2;

——

INOS mRNA-Expression
[INOS/GAPDH]
=

0
L-Arg [uM] 0 50 100 1000

Zytokine + + + +

ActinomycinD + + + +
[5 ug/mi]

Abb. 1.2.1 INOS mRNA-Expression in Gegenwart von Zgkinen und
ActinomycinD in Abh&ngigkeit von der L-Argininkonzentration

ActinomycinD (5 pg/ml) wurde fiir 24 Stunden eingeseum die Transkription zu
inhibieren. Die mRNA wurde aus Zellkulturprobenlisd, revers transkribiert und
mit spezifischemeal-time PCR Primern fur die murine iNOS (170 bp) und GAPDH
(223 bp) quantitativ amplifiziert. Die GAPDH wurdals Haushaltsgen zur
Normierung der Proben eingesetzt<®,05; **p<0,001 verglichen mit 1000 uM L-
Arginin. Alle Daten sind MittelwertexSD aus vieralshangigen Experimenten.
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Weiterhin sollten die Fragen beantwortet werdendwroh die angestiegene iINOS mRNA-
Expression reguliert wird und ob sich die vers&fkkpression der INOS mRNA auch in der

Proteinsynthese widerspiegelte.

1.4 Die NFxB DNA-Bindungsaktivitat wird durch eine verminderte L-
Argininverfugbarkeit ernoht

Um die Auswirkungen verschiedener extrazellulargrgininkonzentrationen auf die NiB
DNA-Bindungsaktivitat zu bestimmen, wurden murineerétinozyten in Medium mit
verschiedenen L-Argininkonzentrationen in An- undwiesenheit von Zytokinen kultiviert.
Mit Gelshift-Experimenten sollte die NEB DNA-Bindungsaktivitat analysiert werden. Mit
dieser Technik lasst sich die Bindung eines Trapsknsfaktors an eine fur ihn spezifische
DNA-Sequenz und damit seine Lokalisation im Kerteusuchen.

Eine verminderte extrazellulare L-Argininverfugbeitk fihrt zu einem konzentrations-
abhangigen Anstieg der NE DNA-Bindungsaktivitdt. Diese Reaktion zeigten die
Keratinozyten sowohl in An- als auch in Abwesenhat Zytokinen (Abb. 1.3 A). Die
Aktivierung durch Zytokine fuhrte zu einer Transhtion des Faktors in den Kern. Diese
Aktivierung wurde durch eine Verminderung des L-fiigangebots noch weiter gesteigert
(Abb. 1.3).
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Abb. 1.3 NFkB DNA-Bindungsaktivitéat in Abhéngigkeit von verschieden L-Argininkonzentrationen

Zum Nachweis der NikB DNA-Bindungsaktivitat wurden die nukledren Extealaus PAM212 Zellen isoliert,
die in modifiziertem Medium fir 48 Stunden mit dengegeben L-Argininkonzentrationen kultiviert wunde
Die Aktivierung mit Zytokinen erfolgte fir 90 Mineh. Die DNA-Bindeaktivitat wurde mitteldectrophoretic
mobility shift assay (EMSA) nachgewiesen. Die Experimente wurden in A8} und Anwesenhei{B) von
Zytokinen durchgefiihrt p<0,05; **p<0,001 verglichen mit 1000 uM L-Arginin. Alle Datersind
Mittelwerte£SD aus vier unabhangigen Experimenten.

1.5 Die iINOS Proteinexpression nimmt dosisabhangigit der L-Argininkonzentration
ab

Die Induktion der iINOS mRNA-Expression in Abweseihheon Zytokinen war nicht
ausreichend, um die Translation in INOS Proteinzdeiten (Abb. 1.4 B). Als

Positivkontrolle wurde eine zytokinaktivierte Prambégefuhrt.

ea - INOS
(133 kD)

- anp S b P Qi Saw gues - o-Aktin
- (42 kD)

iNOS
Proteinexpression
[INOS/AKktin]

L-Arg[uM] 0 10 20 40 60 80 200 1000 1000
Zytokine - - - - - = - - +

Abb. 1.4 INOS Proteinexpression in residenten Zelte in Abhangigkeit von der L-
Argininkonzentration

Die Proteine wurden mittels Western Blot in Zeltliesn detektiert. Als Positivkontrolle wurde eine
aktivierte Probe mitgefiihrt. Die Proteine wurden spiezifischen Antikdrpern fir die murine INOS
und a-Aktin nachgewiesen. Alle Daten sind Mittelwertex&0Ds vier unabhangigen Experimenten.
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Im Gegensatz zu dem starken Anstieg der INOS Pmtpression in Anwesenheit von
Zytokinen und Abwesenheit von L-Arginin fiihrte dierminderte L-Argininverfugbarkeit

auf der Proteinebene zu einer Verminderung der iNRD&einexpression (Abb. 1.5). Der
Effekt war wiederum dosisabhangig, je weniger L4Ang vorhanden war, desto weniger

INOS Protein war vorhanden. Die Proteinexpressian auf ca. 30% (0 pMs. 1000 pM L-

Arginin) reduziert.
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Abb. 1.5 Die iNOS Proteinexpression in Abhangigkeion dem L-Argininangebot
Die Proteine wurden mit spezifischen Antikérperrtets Western Blot in Zelllysaten detektiert.
*p<0,05; **p<0,001 verglichen mit 1000 uM L-Arginin. Alle Datsind MittelwertexSD aus vier

unabhéngigen Experimenten.

1.6 Regulation der Translation durch die L-argininabhdngige Phosphorylierung der
Translationsinitiationsfaktor-Untereinheit elF2 a.
Der Phosphorylierungsstatus der Translationsimotigfaktor-Untereinheit elfi2an Ser51 ist
ein Hauptregulationsmechanismus der zellularen sfation in eukaryotischen Zellen [107].
Verschiedene Stresssituationen wie UV-Bestrahl&@iRyStress und Aminoséuren-Depletion
kénnen in Zellen eine Phosphorylierung von elke@&d damit die Inhibition der Translation
hervorrufen [97]. Um die inverse Regulation der SIOMRNA- und der INOS
Proteinexpression  durch die L-Argininverfigbarkeitaufzuklaren, wurde der
Phosphorylierungsstatus von e#2in  Abhangigkeit von der extrazellularen L-
Argininkonzentration untersucht.
In Abwesenheit von Zytokinen steigerte sich die d$finorylierung von elR2 mit
abnehmender L-Argininkonzentration (Abb. 1.6 A).fidllig ist, dass sich zwischen 40 und
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60 uM L-Arginin die Phosphorylierung in Abwesenheain Zytokinen verdoppelte (3,9+0,2
vs. 1,920,3 [phospho-elf2total elF2y]).
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Abb. 1.6 Phosphorylierungsstatus des Transkriptiorfektors elF2a in Abhangigkeit von der L-
Argininverfugbarkeit

Der Phosphorylierungsstatus des Transkriptionsfaktarde mittels Western Blot mit spezifischen kdtpern
fur den Phosphorylierungsstatus in Zelllysaten gaehesen. p<0,05; **p<0,001 verglichen mit 1000 uM L-
Arginin. Alle Daten sind MittelwertexSD aus vieralshdngigen Experimenten.

In zytokinaktivierten Zellen dagegen nahm die elfZhosphorylierung mit erniedrigter L-
Argininverfugbarkeit gleichmafig zu (Abb. 1.6 B)ieDPhosphorylierung von el Ser51)
stieg verglichen mit dem Phosphorylierungsstatud meM L-Arginin signifikant im Bereich

zwischen 100 und 60 pM L-Arginin an.

1.7 Analyse der INOS Aktivitat

Die Aktivitat der INOS nahm mit verminderter L-Argnverfiigbarkeit ab. Diese Ergebnisse
bestatigen damit die Resultate der Proteinexpnesamalyse. Die beiden hochsten L-
Argininkonzentrationen (200 und 1000 uM) verhaliggr iINOS zur maximalen Aktivitat
(Abb. 1.7), obwohl bei der Proteinexpression ketddgschied zu erkennen war. So sind zwei
Grinde fir die verminderte INOS Aktivitat zu erkenn zum einen die verringerte

Proteinexpression, zum anderen die eingeschrankigininverfliigbarkeit.
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Abb. 1.7 INOS Aktivitat in Abhangigkeit von der L-Argininkonzentration

Die NO-Konzentration wurde indirekt bestimmt, indeMitrit mit dem Griess-
Assay in den Uberstanden bestimmt wurdes0;05; **p<0,001 verglichen mit
1000 uM L-Arginin. Alle Daten sind MittelwertexSDus vier unabhangigen
Experimenten.

1.8 Physiologische Mengen Stickstoffmonoxid haben elnen Einfluss auf die
Phosphorylierung von elFax

Da NO selbst Stress fur Zellen sein kann, wurdemsatht, ob exogene NO-Donoren oder
endogenes NO den Phosphorylierungsstatus vonoeleEgindern. Besonderes Augenmerk
lag hier auf der endogenen NO-Synthese und derfFmygdiese die Translation Uber aiF2
beeinflusst. Fur die Versuche wurden zwei NO-Donarerwendet.

DETA/NO, ein Donor mit langsamer Freisetzungski@8], fihrte nur, wenn es Uber einen
langen Zeitraum (24 Stunden) im Zellkulturmediunthamden war und in der héheren der
beiden getesteten Konzentrationen zu einer Veréndedes Phosphorylierungsstatus von
elF2o (Abb. 1.8 A und B). Hier war der nitrosative Sga® hoch, dass die Zellen apoptotisch
wurden (46,9% bei 500 uM DETA/NO / 24vh 6,3% bei 250 uM DETA/NO / 24 h, Daten
nicht gezeigt). Der Zelltod wurde fluoreszensmikiaggsch mit den Farbstoffen Hoechst
33342 fur den Apoptosenachweis und Propidiumiodid den Nachweis der Nekrose
Uberpraft.

Der Kurzzeit-NO-Donor SNOC mit einer Halbwertszeibn wenigen Minuten [108]
resultierte bei Verwendung einer Konzentration v@B0 pM oder mehr in einer
Phosphorylierung von ellk2 Diese Konzentrationen waren wiederum so hocks d& zur
Apoptose der Keratinozyten fuhrten (Daten nichteggz (Abb. 1.8 C). Endogen von der
INOS synthetisiertes NO war auch uber einen Zemrawon 72 Stunden nach der
Zytokinaktivierung der Zellen nicht in der Lage,ndBhosphorylierungsstatus von edF2u
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verandern (Abb. 1.8 D). Die Aktivierung der Zellewurde Uuberprift, indem die

Nitritkonzentration im Kulturmedium bestimmt wur{f@aten nicht gezeigt).
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Abb. 1.8 Veranderung des Phosphorylierungsstatus deTranskriptionsfaktors elF2a in Abhangigkeit von
exogenem und endogenem NO

Die Proteine wurden mit einem Western Blot mit $fizhen Antikdrpern fiir den Phosphorylierungsstaton
elF2o in Zelllysaten nachgewiesenp<0,05; **p<0,001 verglichen mit unbehandelten Zellen. Alletddasind
Mittelwerte£SD aus vier unabhangigen Experimenten.

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass NO upteysiologischen Bedingungen keine
Auswirkungen auf die Phosphorylierung des Transtefiaktors elF@ hat. Nur nitrosativer

Stress, hervorgerufen durch exogene NO-Donoren,rtefiihzu einer verstarkten
Phosphorylierung, die gleichzeitig mit einer stamhdohten Zahl an apoptotischen Zellen

auftrat.
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2. Einfluss der L-Argininverfigbarkeit auf das Expressionsmuster von IL-&

Eine wichtige NF«B regulierte Gruppe von Genen sind die proinflamoriathen Zytokine,
die eine entscheidende Rolle in der Immunantwortlap. Ob die erhohte NEB DNA-
Bindungsaktivitat und die Phosphorylierung von elfé2ich die Expression dieser Gene auf
MRNA- und Proteinebene beeinflusst, wurde am Belsin IL-1a untersucht.

IL-1a ist ein potentes Zytokin, das von einem distink®en transkribiert wird. Auf
Aminosaureebene weist es eine 25%ige Homologidlxii3 auf. Beide Proteine binden auf
der Zelloberflache an dieselben Rezeptoren, wemlgréichst aber als biologisch inaktive
Vorlaufer synthetisiert. Die Vorlaufer missen voendinterleukin 14-converting enzyme
(ICE) gespalten werden, um ihre biologische Akéivitu gewinnen. Zytokine sind besonders
interessant, da eine Veranderung ihrer Expressiosi@n weit reichende Konsequenzen
sowohl fur die direkt betroffene als auch fur amderellen héatte, da sie unter

proinflammatorischen Bedingungen biologisch akiinds

2.1 Die IL-loa mRNA-Expression wird nicht durch die L-Argininverf igbarkeit

verandert

Weder in An- noch in Abwesenheit von Zytokinen waidie IL-lo mMRNA-Synthese durch
eine verminderte L-Argininverfigbarkeit verandekbb. 2.1). Eine starke Induktion der IL-
lo mMRNA gegentber unbehandelten Proben wurde durehAktivierung der Zellen mit
Zytokinen erreicht (43+31vs. 1 [1000 pM L-Arginin aktiviertvs. 1000 uM L-Arginin
resident]). Dieser Anstieg der ILaIMRNA-Expression diente als Kontrolle fir die kdtee

Zytokinaktivierung der Zellen.
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Abb. 2.1 IL-1e mMRNA-Expression in Abhangigkeit von der L-Argininverfigbarkeit

Die mRNA wurde aus Zellkulturproben isoliert, revdgranskribiert und quantitativ mit spezifischesal-time
PCR Primern fir murines llel (172 bp) und GAPDH (223 bp) amplifiziert. Die GARADwurde als
Haushaltsgen zur Normierung der Proben eingesgiz,05; **p<0,001 verglichen mit 1000 UM L-Arginin.
Alle Daten sind MittelwertexSD aus vier unabhéngieperimenten.

2.2 Die Konzentration von biologisch aktivem IL-Ir wird in Keratinozyten nicht durch
die L-Argininverfigbarkeit beeinflusst

Die Konzentration an biologisch aktivem llelwurde Uber einen spezifischen ELISA

(enzyme-linked immuno sorbent assay) in Zelllysaten bestimmt. Besonders der Anteilesin

aktivierten Zytokins ist hinsichtlich der Frage, die L-Argininverfiigbarkteit Auswirkungen

auf die inflammatorische Immunantwort der Keratyten hat, interessant. Die

Konzentration an IL-d& wurde sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenkait Zytokinen

ermittelt.

Tab. 2 IL-1 o bioaktives Protein wurde in Zelllysaten 24 Stunden nach der
Behandlung mit Zytokinen oder in Abwesenheit voriakinen bestimmt

Biologisch aktives IL-1a [pg/ml]

L-Arginin [uM] resident zytokinaktiviert
0 6,815,5 27417
50 6,3+4,6 266122
100 59+4,1 261+22
1000 7,5+6,1 248127

In Abwesenheit von Zytokinen konnten nur wenigengdgiL-1a nachgewiesen werden. In
zytokinaktivierten Zellen stieg die Konzentratioasdbiologisch aktiven ILd in eben dem
Mal3e an (Tab. IV. 2) wie vorher die IloINRNA-Expression. Es war ein leichter Anstieg

der Konzentration der aktiven Form des ZytokinsléLin Abhangigkeit von L-Arginin zu
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erkennen (274+17 pg/ml [0 uM L-Argininjs. 248+27 [1000 uM L-Arginin]), der jedoch
nicht signifikant war.

3. Effekte der extrazellularen L-Argininkonzentration auf Zellproliferation und

Zellzyklus

Nachdem in den vorangegangenen Teilen der Einfldes L-Arginins auf die
Expressionsmuster der iINOS und des tL-Gezeigt wurde, sollte in diesem Teil die
Auswirkung von limitierter L-Argininverfigbarkeitud den Zellzyklus untersucht werden.
Zum einen bedeutet ein Mangel an der Aminosauradirn einen gewissen Stress fur die
Keratinozyten, der sich in der Phophorylierung edtf2o manifestiert und Auswirkungen auf
die Transkription und Translation einiger Gene (BINF«B) hat, zum anderen braucht jede
Zelle fur ihr Wachstum L-Arginin zur Polyaminsyn#ige die elementare Bausteine der Zelle
bereitstellt [109]. Daher ist z.B. der L-Argininteefleines Tumors besonders grol3. Deswegen
ist es sinnvoll, die Proliferation und den Zellaykl der Zellen unter verschiedenen L-

Argininkonzentrationen zu untersuchen.

3.1 Bestimmung der Zellzahl unter verschiedenen L-Agininkonzentrationen und

Vorbehandlungen

Die L-Argininverarmung fuhrt dosisunabhangig zueem proproliferativen Effekt. Zellen,
die mit 50 uM L-Arginin 48 Stunden préainkubiert wlen, zeigten nach weiteren 48 Stunden
bei einer L-Argininkonzentration von 50 uM eine 2%% hohere Zellzahl. Dieses verstarkte
Wachstum war signifikant gegentber den mit 1000 +&rginin kultivierten Zellen erhéht.
Noch groRRer fiel die Zellzahlerh6hung aus, wenn Aedlen mit 1000 pM L-Arginin
prainkubiert wurden (1,63+21 [50 uM L-Arg$. 1 [1000 puM L-Arg]).
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Abb. 3.1 50 uM L-Arginin fiihren zu verstarktem Zellwachstum
Es wurden 2500 Zellen pro 6-Loch ausgesat und dizahl mit Neutralrot bestimmt.pk0,05; **p<0,001
verglichen mit 1000 uM L-Arginin. Alle Daten sindittélwerte£SD aus fiinf unabhangigen Experimenten.

3.2 Bestimmung der Zellzyklusphase mit dem Durchflsszytometer fluorescence

activated cell sorting-FACPH

Nachdem mit Neutralrot eine erhéhte Zellzahl beeeiL-Argininkonzentration von 50 uM
festgestellt wurde, wurde nun untersucht, ob dastéte Wachstum der Zellen mit einer
Verschiebung der Zellzyklusphasen einherging.

Mit Hilfe der FACS-Methode sollte bestimmt werden, in welcher Zellmgbhase sich die
Zellen befanden. Dafir wurden die Zellen wiederuim 48 Stunden mit 1 mM L-Arginin
prainkubiert, dann fur 48 Stunden mit den versadmeth L-Argininkonzentrationen kultiviert,
trypsiniert und mit deFACS-LAsung inkubiert. Die Versuche ergaben eine nightBkante
Verschiebung der Population in Richtung S1- undRBase, wenn die Zellen mit 50 uM L-

Arginin kultiviert wurden.
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Abb. 3.2 Analyse der Zellzyklusphasen unter divergeL-Argininkonzentrationen
Mit Hilfe eines Durchflusszytometers wurden die Igepulationen auf ihren DNA-Gehalt
untersucht. Der DNA-Gehalt der Zellen wurde mittBl®pidiumiodid-Farbung bestimmt und

die Verteilung auf die Zellzyklusphasen mit der t8afe WinMDI 2.8 analysiert. Alle Daten
sind Mittelwerte£SD aus acht unabhangigen Experteren

4. Einfluss einer Mycoplasma hyorhinisinfektion auf den L-Argininmetabolismus in

murinen und humanen Zellen

Neben dem Modell einer Entziindung sollte ein zvwge8eenario untersucht werden, bei dem
die Immunantwort der Keratinozyten stimuliert winehd zu einer intrazellularen L-
Argininverarmung fihren kann. Hier sollten zwei geatellungen untersucht werden: 1. Wie
beeinflusst eine parasitare Infektion den L-Argmetabolismus? 2. Gibt es Unterschiede in
der Regulation der Expression der iINOS auf mRNAetéin- und Aktivitatsebene zwischen
humanen und murinen Zellen unter infektiossen sowesunden und entzindlichen

Bedingungen?

4.1 DieM. hyorhinis Infektion induziert die INOS mRNA-Expression und \erstarkt die

zytokininduzierte NO-Synthese in murinen Keratinozyen

Die Auswirkungen einer parasitaren Mycoplasmenitdekauf die Regulation von iNOS und

Arginase hinsichtlich der Proteinexpression und Eerymaktivitat wurden in diesem Tell
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der Arbeit bestimmt. Die Infektion von murinen K&nazyten mit M. hyorhinis in
Abwesenheit von Zytokinen flhrte nach 24 Stundereinerde novo Expression der iINOS
MRNA (Abb. 4.1). Die Expressionsstarke der iINOS mRMNie durchM. hyorhinis induziert
wurde, war mit der durch proinflammatorischgliZytokine induzierten mRNA-Expression
vergleichbar (Abb. 4.1), wobei die Zellen durch digtokine maximal stimuliert waren.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die zytokinaerte INOS mRNA-Synthese durch
die Infektion mitM. hyorhinis weiter gesteigert werden konnte (Abb. 4.1). Alszfischer
INOS-Inhibitor wurde NIO benutzt, mit dem ausgesskBen werden konnte, dass NO selbst
die mRNA-Expression der iINOS beeinflusste (Abb.).4S0 war es mdglich nachzuweisen,
dassM. hyorhinis in Abwesenheit von Zytokinen in der Lage ig¢ novo INOS mRNA zu

induzieren.

N
|
—
——

INOS mRNA-Expression
[|NOS/|§APDH]
i

murine GAPDH
(532 bp)

I ™57 b
(487 bp)

Zytokine - + + - + +
NIO - - + - - +
M. hyorhinis - - - + + +

Abb. 4.1 INOS mRNA-Expression wahrend eineM. hyorhinis Infektion

Die mRNA wurde aus Zellkulturproben aufgereiniggévers transkribiert und mit
spezifischen PCR-Primern fur die murine iNOS (48] tnd GAPDH (532 bp) in einer
semiquantitativen PCR amplifiziert. p£0,05; *p<0,001. Alle Daten sind
Mittelwerte£SD aus vier unabhéngigen Experimenten.

Die durch M. hyorhinis induzierte INOS mRNA wurde jedoch nicht in INOSotein
translatiert (Abb. 4.2), wogegen die zytokinindutgeiNOS mRNA translatiert wurde. Wie
die MmRNA wurde auch die Proteinsynthese, wenn wiehdZytokine induziert war, durch die
Infektion mit M. hyorhinis verstarkt (Abb. 4.2). So findet sich auch auf Besteinebene der
bei der mMRNA gefundene synergistische Effekt aus toldgaktivierung und
Mycoplasmeninfektion wieder. Das von der iINOS sgtithierte NO hatte keinen Einfluss auf

die INOS Proteinexpression (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2 iNOS Proteinexpression wahrend eineMycoplasmeninfektion
Die Proteine wurden mittels eines Western Blots spiezifischen Antikdrpern
nachgewiesen und densitometrisch quantifizigrk0t05; **p<0,001. Alle Daten

sind Mittelwerte£SD aus vier unabhangigen Experit@en

Wahrend in Gegenwart von Zytokinen die INOS Praepression um das 1,7+0,3-fache

gegenuber dem zytokinvermitteltem Effekt Mh hyorhinis infizierten Zellen erhoht war,

steigerte sich die NO-Synthese um beinahe dasadhef (57+1vs. 17+5 nmol Nitrit/mg

Protein) (Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3 Einfluss der M. hyorhinis Infektion auf die INOS Aktivitéat
Die NO-Konzentration wurde indirekt mit einem Gge&ssay bestimmt.
*p<0,05; **p<0,001. Alle Daten sind MittelwertexSD aus vier bhangigen

Experimenten.
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4.2 Eine M. hyorhinis Infektion erniedrigt die Arginase-1 mRNA-Expression und
Aktivitat
Da die Arginase mit der INOS um ihr gemeinsamess8abL-Arginin konkurriert, limitiert
besonders die Arginaseexpression und -aktivitat\teefligbarkeit von L-Arginin fur die
INOS. Weil die INOS Aktivitat posttranslationell din die Verfligbarkeit von L-Arginin
reguliert wird, wurden die Effekte déd. hyorhinis Infektion auf die Arginase-1-Expression
und -Aktivitat in murinen Keratinozyten in An- ukbwesenheit von Zytokinen untersucht.
Eine M. hyorhinis Infektion fuhrte zu einer signifikanten Abnahme deginase-1 mRNA-
Expression (67+x12%vs 100% der Kontrolle) (Abb. 4.4), wobei das von dBIOS
synthetisierte NO keinen Einfluss auf die ArgindsetRNA-Expression hatte (Abb. 3.4). Die
zytokinvermittelte Abnahme der Arginase-1 mRNA (Abb4) deckt sich mit friheren
Ergebnissen [4,110]. Dieser Effekt wurde durch bitektion mit M. hyorhinis verstéarkt
(Abb. 4.2).

Arginase-1 mRNA-Expression
[Arginase-1/GAPDH]
o
al

0 murine Arg-1
A— — _(564 bp)
| e S s et e s B I
(532 bp)

Zytokine - + + - ¥ +
N|O - - + - - +
M. hyorhinis - - . + + +

Abb. 4.4 Arginase-1 mRNA-Expression bei eineM. hyorhinis Infektion

Die mRNA wurde aus Zellkulturproben aufgereiniggvers transkribiert und mit
spezifischen PCR-Primern fiir die murine Arginag®@4 bp) und GAPDH (532 bp) in einer
semiquantitativen PCR amplifizierpx0,05; **p<0,001. Alle Daten sind MittelwertexSD aus
vier unabhangigen Experimenten.

Die Arginase-1 Proteinexpression blieb in Gegenwaon M. hyorhinis oder nach
Zytokinaktivierung fur 48 Stunden unverandert (A8ID).
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Abb. 4.5 Arginase-1 Proteinexpression wahrend eindvl. hyorhinis Infektion
Die Proteine wurden mittels Western Blot mit spiezlien Antikdrpern nachgewiesen.

*p<0,05; **p<0,001. Alle Daten sind MittelwertextSD aus vier hbhangigen
Experimenten.

Im Gegensatz zu den Effekten, die die Infektion khithyorhinis auf die Proteinexpression
hatte, senkte sie die Aktivitat der Arginase siiggaifit (7,5+0,2vs. 10,2+1,2 pmol Urea/mg
Protein und Stunde) (Abb. 4.6). Kontrollexperimentg einer iNOS Inhibition durch NIO
zeigten, dass NO keinen Einfluss auf die Arginateigét hat (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6 Einfluss einerM. hyorhinis Infektion auf die Arginase-1-Aktivitat
Die Arginaseaktivitat wurde in Zelllysaten bestimmp<0,05; **p<0,001. Alle
Daten sind MittelwertexSD aus vier unabhangigendeixpenten.
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4.3 Die NFxB-Aktivitat und -DNA-Bindungsaktivitat wird durch d ie Infektion mit M.
hyorhinis gesteigert
Um die Pha&nomene der iINOS mRNA-Induktion und Argedd mRNA-Abnahme zu
erklaren, wurde die nukledre Translokation des tmMsken Transkriptionsfaktors flr
proinfammatorische Gene, N&, und die Aktivitdt eines NkB-response-elements
untersucht.
Fur diese Experimente wurde eine stabil transteigelle benutzt, die ein Plasmid mit einem
NF-kB-response-element vor einem Luziferase-Reportergen tragt. Eide hyorhinis
Infektion induzierte NFReB-Aktivitat in Abwesenheit von proinflammatorisch&iytokinen.
In Kombination mit Zytokinen resultierte eine vérstte NF«B-Aktivitat verglichen mit der
in Anwesenheit von Zytokinen detektierten Aktivi{Btaten nicht gezeigt).
Eine Translokation von NkB in den Nukleus und daraus folgend eine verstaNé&aB
DNA-Bindungsaktivitat war eine Folge einigr. hyorhinis Infektion (Abb. 3.7), was mit Hilfe
von Gelshift-Experimenten gezeigt werden konntee Bytokinaktivierung fiihrte zu einer
ebenso hohen NEB DNA-Bindungsaktivitat wie die Infektion mi¥l. hyorhinis (Abb. 4.7).
Im Gegensatz dazu fuhrte die Zytokinaktivierung kamrert mit eineM. hyorhinis Infektion
zu einer deutlich gesteigerten DNA-Bindungsaktiv{igibb.4.7); hier war die NikB DNA-
Bindungsaktivitat 4,4+0,8-fach héher als in unbetedien Zellen.
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Abbildung 4.7 NF«xB DNA-Bindeaktivitéat bei einer M.
hyorhinis Infektion

Die nukledren Extrakte wurden eine Stunde nach der
Behandlung der Keratinozyten mit Zytokinen oder maer
Infektion mit M. hyorhinis isoliert und der Proteingehalt
bestimmt. Die DNA-Bindeaktivitat wurde matectrophoretic
mobility shift assay (EMSA) gezeigt. H<0,05; **p<0,001.
Alle Daten sind MittelwertextSD aus drei unabhangige
Experimenten.

4.4 Differentielle Regulation der murinen und humaren iNOS

Um zu untersuchen, ob auch die Regulation der hamaNOS durch einé. hyorhinis
Infektion verandert wird, wurden ausgewadahlte Expente mit den humanen Zelllinien
A549/8 und DLD-1 durchgefiihrt. A549/8 Zellen sindinigenepithel-Karzinomzellen, die
hier meist als Trager der Plasmide benutzt wurdendenen aber auch ohne transfiziertes
Plasmid die Synthese des INOS Proteins induzierbsir DLD-1 Zellen sind
Colonadenokarzinomzellen, die eine Deregulation wxB, dem Inhibitor von NFReB,
aufweisen, welche zu einer konstitutiven, jedoehgstrbaren, INOS Proteinexpression fihrt.
Um zu kontrollieren, obM. hyorhinis einen Effekt auf die INOS Promotoraktivitat hat,
wurden A549/8 Zellen, die stabil mit einem 16-klagiment des humanen INOS Promotors
transfiziert waren, infiziert. Dieses Fragment bdét sich vor einem Luziferase-Reportergen

[111]. In Ubereinstimmung mit friheren Ergebnissgd03] wurde durch die

55



IV. Ergebnisse 56

Zytokinaktivierung eine sechsfache Erhohung der $NPromotoraktivitat induziert. Die
Infektion mit Mycoplasmen fuhrte zu einer sigindikken Erhohung der INOS
Promotoraktivitat (1,6+0%s. 1) in Abwesenheit von Zytokinen. In aktiviertenll2a war die
Steigerung der Promotoraktivitat nach der Infektioibh M. hyorhinis nicht signifikant (Daten
nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit murinen Zellgnm in Abwesenheit von Zytokinen
in M. hyorhinis infizierten DLD-1 Zellen die INOS mRNA-Expressiaicht signifikant zu. In
A549/8 Zellen konnte keine Veranderung der iNOS mRBkpression beobachtet werden.
Weiterhin bewirkte eineM. hyorhinis Infektion in Anwesenheit von Zytokinen nur eine
moderate Steigerung der INOS mRNA-Expression (Abg).

3,
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INOS mRNA-Expression
[INOS/GAPDH]

- —— —— —— — — Ry
(394 bp)

| e e o e e el
(420 bp)

Zytokine - + + - + +
NIO - - + - - +
M. hyorhinis - - - + + +

Abb. 4.8 INOS mRNA-Expression wéahrend eineM.h.-Infektion

Die mRNA wurde aus Zellkulturproben aufgereiniggvers transkribiert und mit
spezifischen PCR-Primern fir die humane iNOS (384und GAPDH (420 bp) in einer
semiquantitativen PCR amplifiziert. p£0,05; *Pp<0,001. Alle Daten sind
Mittelwerte£SD aus drei unabhangigen Experimenten.

Die Versuche mit humanen Zellen mit dem iINOS-InimbNIO bestatigen das Ergebnis aus
den murinen Zellen, dass iNOS-abhangig synthetitsieNO keine Auswirkungen auf die
Expression der INOS mRNA hat (Abb. 4.8).

Obwonhl die INOS mRNA-Expression durch eine Infektimit M. hyorhinis kaum gesteigert
wurde, erhohte sich die NO-Synthese signifikantGagenwart von Zytokinen. In deren
Abwesenheit konnte keine verstarkte Enzymaktividarch eineM. hyorhinis Infektion

nachgewiesen werden (Abb. 4.9).
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Zytokine - + + - + +
NIO - - + - - +
M. hyorhinis - - - + + +

Abb. 4.9 INOS Aktivitéat in humanen Zellen

Die Nitritkonzentration wurde indirekt mit einem i€ss-Assay bestimmt.
*p<0,05; **p<0,001. Alle Daten sind MittelwertexSD aus vier bhangigen
Experimenten.

Um die zugrunde liegenden Mechanismen aufzuklanenden die Konsequenzen def.
hyorhinis Infektion auf die Arginase-1 und die kationischmiAoséurentransporter-2 (CAT-
2) mMRNA-Expression in humanen Zellen untersuchesBiProteine spielen eine wichtige
Rolle bei der Regulation der intrazellularen L-Avgiverfugbarkeit. Sowohl in DLD-1 als
auch in A549/8 Zellen wird keine Arginase-1 mRNAp#ariiert, jedoch der Transporter
CAT-2 mRNA, der eine hohe Transportkapazitat besitie CAT-2 mRNA-Expression
nahm durch die Infektion voM. hyorhinis zu, was zu einer gesteigerten intrazellularen L-
Argininverfugbarkeit fur die INOS-abhéangige NO-Syese fuhrte (Daten nicht gezeigt).
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V. Diskussion

1. Eine verminderte L-Argininverfligbarkeit erhoht die NFxB DNA-Bindungsaktivitat
und beeinflusst die Regulation der INOS Expression
Eine lokal verminderte L-Argininverfugbarkeit kanwlie Folge einer erniedrigten
extrazellularen Konzentration oder eines erhohtemséizes dieser Aminosaure sein; beides
kann bei einem inflammatorischen Prozess mit styrimierter INOS und/oder Arginase
vorkommen. In dieser Arbeit wurde ein ZellmodeltemVerwendung muriner Keratinozyten
etabliert, das es ermoglicht, die Folgen einer biAnverarmung zell- und
molekularbiologisch zu analysieren. Da die Kerayten in modifiziertem RPMI 1640
Medium mit nur 50 uM L-Arginin kultiviert werdenst es mdglich, durch die Regulierung
der extrazellularen L-Argininkonzentration den axzellularen L-Argininpool einzustellen
(Tab. 1V.1). Unter Standardzellkulturbedingungenehst den Zellen eine L-
Argininkonzentration von 0,8-1,1 mM zur Verfugungyas gegenuber dem L-
Argininplasmaspiegel einer supraphysiologischen Zémtration entspricht. Physiologisch
liegt im Plasma eine wesentlich niedrigere L-Argkonzentration von ca. 100 uM vor,
welche unter pathophysiologischen Bedingungen @ufM sinken kann (Tab. V. 1).
Mit dem im Rahmen dieser Arbeit etablierten Zellsys wurden Untersuchungen mit dem
Fokus auf der Aktivierung des TranskriptionsfaktoldF«B und dem iNOS
Expressionsmuster vorgenommen. So konnte Einsichtargininabhdngige regulatorische
Mechanismen  sowohl unter physiologischen und  pdtygplogischen  L-
Argininkonzentrationen als auch unter nicht- undipifammatorischen Bedingungen
gewonnen werden. Bisher wurden noch keine regugateen Effekte einer veranderten L-
Argininkonzentration auf die INOS mRNA-Expressioesbhrieben. In dieser Arbeit konnte
jedoch erstmals gezeigt werden, dass sowohl untersigogischen als auch unter
entzuindlichen Bedingungen die INOS mRNA-Express@nifikant ansteigt, nachdem L-
Arginin depletiert wurde (Abb. IV 1.1; 1.2). Unterflammatorischen Konditionen fiel der
Anstieg der INOS mRNA-Expression zwischen einer figiAindepletion und den normalen
Kulturbedingungen besonders stark aus (20-fachyobbdie Zellen mit einem Zytokinmix
aktiviert wurden, der fur die maximale Induktiorr d@RNA-Synthese ausreichend war.
Die gleichen Experimente wurden unter L-lysindaplé¢n Bedingungen durchgefihrt.
Hierfir wurde dem modifizierten Medium 1 mM L-Argmnzugesetzt, daftir enthielt es kein
L-Lysin. Die Tatsache, dass die INOS mRNA-Expresdimtz der L-Lysindepletion nicht

verandert war, belegt, dass die beobachteten Effgezifisch L-argininabhangig sind.
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Um aufzuklaren, ob die erhdohte INOS mRNA-Expressdurch eine erhdhte mRNA-
Stabilitat oder eine verstarkte mMRNA-Synthese ehtei wird, wurde der
Transkriptionsinhibitor ActinomycinD eingesetzt. Diater Verwendung des Inhibitors die
INOS mRNA-Expression nicht in Abhangigkeit von derArgininkonzentration anstieg
(Abb. IV. 1.21), handelt es sich um eine INOS mRNAusynthese.

Die de novo mRNA-Synthese wird durch den fur die Transkriptiorinflammatorischer
Gene zentralen Transkriptionsfaktor NB-reguliert [75]. Die Versuche belegen, dass die
DNA-Bindungsaktivitait des  Transkriptionsfaktors vonder intrazellularen  L-
Argininkonzentration abh&ngig ist (Abb. IV. 1.3)ieBer Vorgang lauft unter physiologischen
und proinflammatorischen Bedingungen ab, was diest&#kte INOS mRNA-Expression
erklart. Obwohl die Zytokinkonzentration fur einelte Aktivierung von NF«B ausreichend
ist, vermag eine limitierte L-Argininverfigbarkeibtzdem die DNA-Bindung signifikant zu
erhohen. Offensichtlich kommt es hier zu einem syis&schen Effekt von
Zytokinaktivierung und L-Arginindepletion. Somit kote in der vorliegenden Arbeit erstmals
eindrucksvoll ein Zusammenhang zwischen der intidzeen L-Argininkonzentration und
der Translokation von NkB in den Kern aufgezeigt werden. Die AktivierunghvF«B
kannin vivo eine wichtige Rolle fir die Progression von Enthiimgen spielen. Da der
Transkriptionsfaktor die Expression vieleiIFZytokine und proinflammatorischer Gene
initiiert, wirde seine Aktivierung den Ubergang desiziindungsprozesses in dig2iPhase
verzogern, was zu verlangsamter Heilung filhren wlrBs konnte in dieser Arbeit
demonstriert werden, dass die Aminosdure L-Argimnder Lage ist, den Verlauf einer
Entziindung oder Wundheilung zu modulieren.

Nachdem bis vor kurzem angenommen wurde, dassdizierbare Form der NO-Synthasen
hauptsachlich auf transkriptioneller Ebene regulieird [112], wurden kirzlich auch
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen bésiodn [94].

Auf Proteinebene stellte sich heraus, dass die bweSenheit von Zytokinen induzierte
MRNA-Expression insuffizient ist, um eine nachwaighiNOS Proteinexpression einzuleiten
(Abb. IV. 1.4). In Anwesenheit von Zytokinen nahme iNOS Proteinexpression parallel mit
der reduzierten L-Argininverfigbarkeit ab (Abb. N..5). Die Proteinexpression in
Abwesenheit von L-Arginin betragt ca. 30% der urgapraphysiologischen Bedingungen
maximal synthetisierten Proteinmenge. Eine vermied®&OS Proteinexpression deckt sich
mit den Ergebnissen von Lee et al. 2003 [94], déseh Effekt auch in Astrozyten zeigen
konnten, aber keine Daten die INOS mRNA-Expresbigtneffend vorgelegt haben.
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Zusammen mit der verminderten iINOS Proteinsyntlssse auch die INOS Aktivitat bei
niedrigen L-Argininkonzentrationen signifikant oderar aufgrund eines Substratmangels
nicht mehr vorhanden (Abb. IV. 1.7). Eine geringenKentration an Nitrit lie3 sich dennoch
bei einer L-Arginindepletion nachweisen. Diese Meran Nitrit wurde allerdings durch
Zugabe des iINOS-Inhibitors NIO nicht beeinfluf3t {&wa nicht gezeigt), was den Schluss
zuldsst, dass die zugrunde liegende NO-Synthesedeonn Keratinozyten exprimierten
NNOS herrthrt oder nicht inhibierbar ist. Eine wgat Quelle fir NO in Zellkulturen kénnen
die Kulturgefal3e sein. Es ist nachgewiesen wordass der Kunststoff Nitrit in das Medium
abgibt, was zu Konzentrationen bis 500 nM Nitrit idellkulturiiberstand flihren kann
(personliche Beobachtung P. Kleinbongard, Medizims Klinik | - Kardiologie,
Pneumologie und Angiologie Aachen). Als alleinige Ursache kann dies in derdigser
Arbeit durchgefuhrten Versuchen jedoch ausgeschitosgerden, da eine Nitritkonzentration
von 1 uM nachgewiesen werden konnte. Bemerkensstedass eine detektierbare Menge an
INOS Protein gebildet wird, obwohl kein detektieds Substrat (< 10 uM) fur das Enzym
vorhanden ist (Tab. IV. 1). In diesem Fall wird dasktron nicht auf die Guanidinogruppe
des L-Arginins Ubertragen, sondern auf molekuléBanerstoff [113], was die Bildung eines
Superoxidanions zur Folge hat. Bei den konstitutiOS-Isoformen ist diese gestorte
Elektronenubertragungsreaktion als Entkopplung twekaind hauptséachlich abhangig von
dem Kofaktor BH [114]. Im Gegensatz dazu gibt es fir die INOS @ine Publikation, die
die INOS-abhangige Generierung voa @ vitro nachweist. Da jedoch das iINOS Enzym,
sofern es vorhanden ist, posttranslationell durdfaktoren nicht reguliert wird, lauft die
Ubertragungsreaktion in Abwesenheit des Substra#sginin ab und generiert dabei,O
[113]. Eine Folge ist die Entstehung sekundareikeder Sauerstoffspezies.

Der zweite wichtige Grund, warum ein L-Argininmahggerade in Heilungsprozessen
gravierende Folgen hat, ist die limitierte oder |léekde NO-Synthese. Wahrend der
Heilungsphase kommt es zur Koexpression der iINOSden Arginase. Besonders bei einer
beeintrachtigten Wundheilung ist dieses Verhalofiszugunsten der Arginase dereguliert
[61,115]. Da NO aufgrund seiner mannigfachen rdgukchen Eigenschaften gerade in
Bezug auf Genregulation und Proliferation ein umadioares Signalmolekil in der
Wundheilung und wahrend einer Entzindungsreaktish [17,27,108,116], hat eine
veranderte NO-Konzentration unter Umstanden vedmekr Auswirkungen auf den Verlauf
der Immunantwort und das Abklingen deglfPhase [109]. Der durch die Deregulation

hervorgerufene Substratmangel hat zur Folge, des&léktronenlibertragungsreaktion auf
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molekularen Sauerstoff stattfinden kann, so dass miotektives Enzym durch die
wahrscheinliche Entkopplung ein schadliches Protektorbringt.

1.1 Die Regulation der iINOS Translation

Eine bekannte Folge von Aminosdureverarmung istRtiesphorylierung der Untereinheit
elF2o. des Translationsinitiationsfaktors elF2 [96,98]11Die Phosphorylierung dieser
Untereinheit bewirkt, dass die gesamte zellulaan3lation blockiert wird [97], was auch die
Translation der INOS mRNA einschliel3t. Eine Verngnehg der iNOS Proteinexpression
kann so durch die L-argininabhangige Phosphoryligrder Translationsinitiationsfaktor-
Untereinheit elF& erklart werden. Die Phosphorylierung steigt in derozyten mit der
Verminderung der L-Argininkonzentration an (Abb. IM6). Interessant ist hier, dass unter
gesunden Bedingungen eine sprunghafte AnderungPtiephorylierungsstatus von etF2
zwischen 40 und 60 pM L-Arginin stattfindet. Dieg@nzentrationsbereich entspricht genau
der Grenze zwischen einem physiologischen und eipathophysiologischen Zustand im
Plasma. Unter inflammatorischen Bedingungen ist d&ad der Phosphorylierung
durchgehend erh6ht und steigt kontinuierlich mit Aenahme der L-Argininkonzentration
an. Durch die Phosphorylierung von edAR2nd die Aktivierung von NReB kann die inverse
Regulation der INOS mRNA und der iINOS Proteinexgias erklart werden. Auf der einen
Seite wird die Transkription durch NE in Abhéngigkeit von der intrazellularen L-
Argininkonzentration verstarkt, auf der anderenteéswiird die Translation der INOS mRNA
durch die L-argininabh&ngige Phosphorylierung visi2e stark erniedrigt.

Um zu untersuchen, ob NO selbst Effekte auf denspiarylierungsstatus von elidat,
wurden Versuche mit diversen NO-Donoren sowie @ngdzeitversuch mit aktivierten Zellen
und somit endogen synthetisiertem NO durchgefuhginige Veroffentlichungen
demonstrieren eine NO-abhangige Phosphorylierumgel&2x in verschiedenen Zelltypen
mit Ausnahme von Keratinozyten [118-120]. Bei dmase/ersuchsdesign wurde der
Phosphorylierungsstatus von etF2analysiert und eventuelle zytotoxische Effekte deur
fluoreszensmikroskopisch Uberpruft. Da bei dem gedo synthetisiertem NO keine
Anderung der Phosphorylierung auftrat und beideDiDdoren nur dann zu einer erhohten
Phosphorylierung von elkZihrten, wenn nitrosativer Stress vorlag und giegstig die Zahl
an apoptotischen Zellen stark anstieg, kann eirfiuss von NO auf die Phosphorylierung
von elF2r im vorliegenden Zellsystem ausgeschlossen weldas.Ergebnis ist eine weitere

Bestatigung daflr, dass die gezeigten Effekte gibzargininabhangig sind.
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2. Einfluss limitierter L-Argininverfligbarkeit auf das Expressionsmuster von IL-#&
Nachdem gezeigt wurde, dass die Ilimitierte L-Anguarfigbarkeit zentrale
Regulationsfaktoren wie NkB und elF2: stark beeinflusst, wurde das Expressionsmuster
eines weiteren Gens untersucht. Da neben der IN®@&ippe der Zytokine sehr wichtige
Modulatoren der Immunantwort bzw. des Heilungspseee umfasst, deren Expression
malfdgeblich die korrekten Ablaufe wéahrend des Emtaiigsgeschehens reguliert, wurde ein
Gen aus dieser Familie gewahlt; dabei handeltasisn das Zytokin IL-d. Die Expression
dieses potenten yL-Zytokins wurde auf der mRNA- und der Proteinebaralysiert.
Erstaunlicherweise wurde die mRNA-Expression vonollLdurch die diversen L-
Argininkonzentrationen weder in An- noch in Abweseih von Zytokinen nicht verandert
(Abb. IV 2.1). Gegenuber den residenten Zellen kergie IL-lo mMRNA-Expression mit
Zytokinen auf das 43-fache gesteigert werden, vedesgh dass eine Induktion grundsatzlich
maglich ist.

Ahnliches gilt fir die Expression von biologischtigkm IL-10 in Zelllysaten. Das Protein
war um nahezu den gleichen Faktor wie die mRNA aehbar, aber es konnten keine L-
argininabhangigen Veradnderungen der Konzentratiorbialogisch aktivem IL-& in den
Lysaten festgestellt werden (Tab. IV 2).

Wie die differentielle Regulation von INOS und vdin-lo erreicht wird, bleibt unklar.
Kirzlich wurde eine differentielle Genregulationchakompletter Aminosaurenverarmung in
Hefen gezeigt, bei der die mRNA-Expressionslevélreicher Gene verandert waren [121].
Das Interessante ist, dass einige Transkripte &&tstandere jedoch schwécher exprimiert
werden als in der Kontrolle. Aufgrund der hohen &lniz(>500) betroffener Gene werden in
der Publikation nur ausgewahlte genannt, so dass Zliordnung der regulierenden
Transkriptionsfaktoren nicht moglich ist. Eine Bigeing von NFxB kann aber auch auf
Basis der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntrasggnommen werden.

In dem hier benutzten Zellmodell spielen wahrsdigirandere zusatzliche Faktoren bei der
Transkription und Translation des Zytokins lk-gine Rolle. Erstaunlich ist allerdings, dass
das Protein sowohl auf transkriptioneller als atrahslationeller Ebene nicht verandert wird,
obwohl die Aktivitat der jeweils wichtigsten Fakéor NFxB und elF2. verandert wird.
Wabhrscheinlich ist die Expression eines Zytokinsseng reguliert, dass die Verfluigbarkeit
einer einzelnen Aminosaure keinen Einfluss daraf Bas wiederum fuhrt dazu, dass die
INOS ihrerseits voll induziert wird, was demongtrialass trotz des L-Argininmangels die
INOS mRNA-Synthese initiiert und das iINOS Protgmthetisiert wird, moglicherweise mit

einer darauf folgenden Bildung von reaktiven Saoéispezies.
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3.In vivo Beispiele fur eine verminderte L-Argininverflugbarkeit

Diverse Krankheiten zeichnen si¢h vivo durch erniedrigte L-Argininplasmaspiegel aus
(Tab. V. 1). Besonders interessant adsvivo Modell fur diese Arbeit ist Psoriasis. Diese
Erkrankung zeichnet sich durch eine relativ holedienz von 2-4% der Bevélkerung in den
USA und Europa aus [122]. Patienten, die unteri®sisrleiden, weisen eine verminderte L-
Argininplasmakonzentration auf [92]. Typisch furoHasis ist die Hyperproliferation der
Keratinozyten in den charakteristischen Plaques.hré¢heinlich ist dieses verstarkte
Wachstum auf eine Dysregulation des INOS/Arginasen¥iltnisses und der
Substratkompetition der beiden Enzyme zurickzufithBeide Enzyme werden bei dieser
Erkrankung exprimiert, es liegt sogar eine Uberession der Arginase vor [61]. Aufgrund
der Ky-Werte der beiden Enzyme (INOS3K~5 pM/Arginase- 20-80 uM) ist es
wahrscheinlich, dass fur die INOS wegen des hohdmdininumsatzes durch die Arginase
kaum Substrat zur Verfiigung steht. So stellt digidase auf der einen Seite viel L-Ornithin,
den Vorlaufer fur die Polyamine her, wahrend di©Nauf der anderen Seite kaum NO
generieren kann, welches in hdéheren Konzentratiadiproliferativ wirken wirdg27].
Vermutlich kommt es in einer solchen Situation zmee Superoxidanionengeneration, die
Zellschadigungen verursachen kann.

Das Ph&nomen eines gesenkten L-Argininplasmaspgiegét auch bei anderen weit
verbreiteten Krankheiten wie Asthma und Diabetes Wlie es auch fur andere chronisch
entziindliche Erkrankungen charakteristisch istiss@uch bei Asthma die INOS dauerhaft
exprimiert, so dass der dadurch bedingte hohe linskrgmsatz zu der niedrigen L-
Argininkonzentration im Plasma fuhrt. Anders isé @Bituation bei Diabetes, hier liegt eine
Uberexpression der Arginase-2 vor, die vermutlich zinem verminderten L-
Argininplasmaspiegel fuhrt. Ein weiteres Indiz fierist eine erniedrigte L-Citrullinsynthese,
da die INOS, als Hauptproduzent von L-Citrullin, faaund des vorherrschenden
Substratmangels nicht voll aktiv sein kann.

Weitere Krankheiten, die mit einer erniedrigtensila-L-Argininkonzentration einhergehen,

sind in Tab. V.1 zusammengefasst.

Tab. 1: L-Argininplasmaspiegel bei verschiedenen Kankheiten

Krankheit Gesunde Patienten Fallzahl Quelle
Kontrollen Plasma-L-Arginin  Kontrolle/Patienten
Plasma-L-Arginin [umol/L]
[umol/L]

Sichelzell- 67+18 41+16 36/209 [123]
anamie

Atemnot- 79+23 33+11,5 13/17 [57]
syndrom
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Krankheit Gesunde Patienten Fallzahl Quelle
Kontrollen Plasma-L-Arginin  Kontrolle/Patienten
Plasma-L-Arginin [umol/L]
[umol/L]

Asthma 94129 45122 15/26 [56]
Psoriasis 87t14 5549 10/10 [92]
Koronare 125 59 -/- [124]
Herzkrankheit
Diabetes, Klinische Studie mit stark erhdhter Arginase-2 Eegsion und signifikant [125]
erektile erniedrigter L-Citrullinsynthese
Dysfunktion
Krebs Signifikant erhéhte Arginaseaktivitat im Blut -/80 [126]

Die Haufigkeit des Auftretens der in Tab. V.1 adifdeten Krankheiten demonstriert, wie
wichtig es ist aufzuklaren, welche Folgen eine vadarte L-Argininverfigbarkeit fur den

zellularen Metabolismus und die Genregulation hat.

4. Wie werden die regulatorischen Effekte von L-Argnin vermittelt?

Die Phosphorylierung von elk2 unter verschiedenen Stresssituationen wie
Aminosauremangel, ER-Stress und UV-Bestrahlungt fzilneiner Blockierung der zellularen
Translation [97,127,128]. Dieser Vorgang konnte mé@m in dieser Arbeit etablierten
Zellmodell eindrucksvoll fur die L-Argininverarmunig Keratinozyten gezeigt werden. Die
geltende Meinung, dass die Phosphorylierung desslationsfaktors die gesamte Translation
der Zelle inhibiert, muss allerdings eingeschrawie@rden, da in dieser Arbeit bewiesen
wurde, dass die Translation von lk-fiicht davon betroffen war.

In einer aktuellen Verdoffentlichung wird beschriabdass kB wéahrend der UV-Bestrahlung
weniger stabil ist als NkB [127]. Die Publikation stimmt mit einer weiteré@berein, in der
Deng et al. den &B-Abbau unter ER-Stress untersucht haben [129]. \\tk@ Neusynthese
von NF«B und I«B inhibiert wird, NF«xB jedoch stabiler als #B ist, wird NF«B
freigesetzt und transloziert als aktiver Transkoipsfaktor in den Nukleus. Die Publikationen
decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenddreifirda hier ebenfalls eine nukleare
Translokation von NkeB gezeigt wurde. Eine neue Erkenntnis ist, dassSaisss fur die
Zellen die stufenweise Depletion der bedingt esskert Aminosaure L-Arginin ausreicht.
Deutlich konnte die L-argininabhangige erhéhte dB-DNA-Bindungsaktivitat sowohl unter
physiologischen als auch entziindlichen Bedingurggaeigt werden (Abb. V. 1.3). Das im

Kern aktive NF«B initiiert die Transkription von Stress-Antwortgam leider fehlen jedoch
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entsprechende mRNA Daten in der Literatur [117].it&W/ewird beschrieben, dass die
Depletion der essentiellen Aminoséaure L-Leucin zdBularer Stress vergleichbare Effekte
auslost [128,130]. Im Kontext dieses Befundes eteltie in der vorliegenden Arbeit
gewonnen Erkenntnisse Uber die Effekte einer Vewagn der bedingt essentiellen
Aminosaure L-Arginin einen wichtigen Beitrag zumld-eler argenomics dar, belegen sie
doch eindrucksvoll, dass L-Arginin bezogen auf sdbezogene zellulare
Regulationsmechanismen eine der essentiellen AmimesLeucin ahnliche Wirkung und
Bedeutung hat.

Da mit sinkender L-Argininkonzentration die NdB- DNA-Bindungsaktivitat in Abwesenheit
von Zytokinen und sogar in Gegenwart von Zytokiaestieg, obwohl die Zellen maximal
aktiviert waren (Abb. 1V 1.3), scheint es sich umes synergistischen Effekt zu handeln.
Diese Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dasdeautinen Seite das extrazellulare L-
Argininangebot die intrazellulare Verflugbarkeit uégrt und dass auf der anderen Seite bei
einer verminderten L-Argininkonzentration, wie sie.B. bei einer entztndlichen
Hauterkrankung wie Psoriasis auftreten kann, daogane L-Argininsynthese via ASL und
ASS nicht ausreichend L-Arginin zur Verfugung @Bll kann, um die elf2

Phosphorylierung zu inhibieren (Tab.V.1).

A B
PhySlQlOngChe o o L Entziindung L-Arginindepletion
Situation 000 L-Arginin ° ]
@
® NF-kB-abhéngige NF-kB-abhéngige

Proteine (iINOS
° (iNOS)

® Proteine (iNOS) ‘
ine (i
’ 1

basale NF«B- Tyl-Zytokine g
abhangige mRNA (iNOS) /

spezifische NFkB-
abhéngige mRNA (iNOS

Translation

1 Aktivierung der
y Transkription
I-kB Synthese @@ von NE-xB-

l abhangigen Genen

freies NF«B
R A a

Translation
basale Transkription
von NF-«B-
I-xB abhangigen Genen
)
NF-kB/I-kB-Komplex

Abb. 1 Schema des Regulationsmechanismus der Genexgsion unter physiologischen und unter
entzindlichen, mit L-Argininverarmung einhergehenden Bedingungen

A) Bei physiologischen L-Argininkonzentrationen liedE2o dephosphoryliert vor. Somit ist auch deB/NF-
kB-Komplex stabil und es findet keine Translokatiorden Nukleus statB) Durch die Zytokinaktivierung und
die L-Arginindepletion wird ein Zellstress ausgéloder zur Phosphorylierung von elFZihrt. Da 1B
schneller abgebaut wird als NdB, wird NF«B frei und transloziert in den Nukleus. Dort werdetzt verstarkt
NF-«B abhangige Gene transkribiert und zwar in einedfRgren Ausmalf als bei alleiniger Zytokinstimuligrun
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5. Kann L-Arginin die Proliferation und den Zellzyk lus beeinflussen?

Um eventuelle weitere regulatorische Effekte digerd_-Argininkonzentrationen zu
analysieren, wurden unter den verschiedenen Bedgeguzum einen die Zellzahl und zum
anderen die Zellzyklusphasen der Kulturen bestimmt.

Die Analysen zu den regulatorischen Effekten delArginverfigbarkeit auf die
Proliferation und den Zellzyklus ergaben, dassimti@zellulare L-Argininkonzentration auch
hier eine Rolle spielt. Die Analysen mit verschieele L-Argininkonzentrationen belegen bei
einer Konzentration von 50 uM L-Arginin eine verkta Proliferation der Zellen. Besonders
stark fiel dieser Effekt aus, wenn die Keratinomyteit der Standard-L-Argininkonzentration
von 1 mM préainkubiert wurden (Abb. IV. 4.1). Die HBhung der Zellzahl ergab sich
wahrscheinlich, weil die pathophysiologische L-Argkonzentration von 50 pM einen
positiven Stress fur die Keratinozyten darsteléy thre Proliferation durch diverse Effekte
steigert.

Mit Hilfe von Propidiumiodid wurde im DurchfluRzytoeter der DNA-Gehalt der Zellen
bestimmt, um eine Verschiebung der ZellzyklusphasenAbhangigkeit von der L-
Argininkonzentration zu analysieren. AnschlieBenarden die Zellen ihrem DNA-Gehalt
entsprechend den Phasen des Zellzyklus zugeosdabegi jedoch keine L-argininabhangige
Verschiebung der Zellzyklusphasen festgestellt wurdline aktuelle Publikation dagegen
zeigt, dass L-Arginin in T-Lymphozyten in der Lag¢, den Zellzyklus zu regulieren [91].
Eine L-Argininverarmung bewirkt in diesem Modelhen Arrest der Zellen in deroGund
Gi-Phase, bedingt durch eine Blockierung der Expoessies Cyclins D3 und der
cyclinabhéngigen Kinase 4 (cdk4) sowie durch eieeminderte Phosphorylierung des Rb-
Proteins. Diese regulatorischen Mechanismen weirdeien T-Zellen Uber die GCN2 Kinase
reguliert, die zustandig fur die Phosphorylieruran \elF2y ist. In Keratinozyten scheint die
Aktivierung dieses Signalweges anders zu sein, aes din ihrem Fall ein anderer
Regulationsmechanismus greifen mulf3.

Ein verandertes L-Argininangebot dirfte auch ddtulzee Redox-Verhaltnis mit diversen
Folgen fur den Zellmetabolismus verdndern. Es kidnhenskriptionsfaktoren wie Nrf2
(nuclear factor erythroid-2 related factor 2), der hauptséchlich durch Elektrophile reguliert
wird, aktiviert werden, die wiederum an Promotorsswgen binden, die antioxidative und
detoxifizierende Gene regulieren, wie z.B. das AR#tioxidative-response-element) [131].
Bestimmte L-Argininkonzentration kénnten so die Eegsion dieser Gene fordern und zu
einem verstarkten Wachstum der Zellen und erhORwetektion vor den Folgen von

oxidativem Stress fiihren.
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Die durch die limitierte L-Argininverfiigbarkeit biegjte Phosphorylierung von GCN2
bewirkt weiterhin eine verstarkte Transkription vAmF4 (activating transcription factor 4)
[128]. Dieser aktiviert wiederum andere Transkdpsfaktoren und ist zusténdig fur die
Expression von Genen, die in den Aminosaduremetstinok involviert sind [97,132], um dem
Aminosauremangel entgegenzuwirken.

Ein anderer genregulatorisch wirksamer SensorastAAR-Element gmino-acid-response-
element). Es reagiert auf die intrazellulare Konzentratimm Aminosauren und initiiert die
Transkription entsprechender Gene [133]. An ihnn@nauch die Transkriptionsfaktoren der
ATF-Familie binden (ATF2, 3 ,4,7).

Ein weiterer mdglicher Aspekt, der eine Rolle im Beoliferation der Zellen spielen kann, ist
NO. In residenten Keratinozyten ist kein INOS Enzyorhanden, dafir wird konstitutiv
NNOS exprimiert. Weil die nNOS neben den Kofaktoaeich vom Substrat abhéangig ist, ist
es mdoglich, dass mit einer verminderten L-Argininkentration auch die nNOS-abhangige
NO-Synthese sinkt. Mehrere Arbeiten konnten eind&xgigkeit der Zellproliferation von
der NO-Konzentration demonstrieren [27,134,135]. Kamn bei einer extrazellularen L-
Argininkonzentration von 50 uM genug L-Arginin f@in logarithmisches Wachstum der
Zellen vorhanden sein und gleichzeitig die NO-Sgsth so reduziert sein, dass die
vorhandene NO-Konzentration einen proproliferativeffiekt hat. Bei einer absoluten L-
Arginindepletion (OpM) ist der Stress dagegen wetheglich so grol3, dass eine NO-
abhangige verstarkte Proliferation nicht mehr ziekteeren ist.

Die Expression antioxidativer Gene kann durch arbgssertes Redox-Verhaltnis auch die
Apoptoserate verringern oder zu schnellerem Waaohstisthren, was letztlich zu einer
Erh6hung der Zellzahl fuhrt. Die vermutlich vermamte nNOS NO-Synthese kann sowohl
das Redox-Verhéltnis positiv beeinflussen als agehregulatorische Eigenschaften haben,
die eine Proliferation begtinstigen.

Obwohl leider viele der zugrunde liegenden Mechaeris noch nicht im Detail aufgeklart
sind, sprechen die Ergebnisse der vorliegenden itAdadir, dass Veranderungen der L-
Argininkonzentration einen starken Einfluss auf dienexpression und den gesamten
Zellmetabolismus austben. Da konzentrationsabhétegigeise adverse Effekte vermittelt
werden, ist die Kontolle der L-Argininverfugbarkeaidwohl im Zellmodell als aucim vivo
von grol3erer Bedeutung als lange, mit Blick auf dedingt essentiellen Charakter von L-

Arginin, angenommen wurde.
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6. Effekte einerM. hyorhinis Infektion auf die INOS/Arginase-Balance

Eine Infektion ist das klassische Beispiel, um eiReaktion der Immunantwort zu
untersuchen. In vorhergehenden Teilen dieser AMgaitle eine frihe Phase der Infektion
bzw. Entziindung durch Zugabe von proinflammatorschytokinen des J1-Typs simuliert.

Der nachfolgende Teil hingegen beschéftigt sich emier parasitaren Infektion, die den
Zellen in der Zellkultur kontrolliert zugefligt wuedDie murinen Keratinozyten wurden mit
einer definierten Anzahl von Mycoplasmen infiziein die Konsequenzen fur den L-
Argininmetabolismus auf zellbiologischer Ebene wsuehen zu kdnnen. Die verwendete
SpeziesMycoplasma hyorhinis ist die am zweithaufigsten auftretende Kontamaoratin

Zellkulturen. Da diese Parasiten zudem nicht dirskthtbar sind, bleiben sie haufig
unentdeckt. Um Mycoplasmen detektieren zu konrergine PCR oder eine Immunfarbung

notig.

Abb. V. 2 Elektronenmikroskopische
Aufnahme von einer mit Mycoplasmen
infizierten Hela-Zelle. Beachtenswert ist, wie
viele Mycoplasmen (M) an der Zellmembran
haften (Aufnahme von M.F. Barile).

Die vorliegende Arbeit ist die erste, die sich mden Auswirkungen einer
Mycoplasmeninfektion auf den L-Argininmetabolismuand besonders mit dem
Expressionsverhaltnis von Arginase zu iNOS untesel Bedingungen beschaftigt. Dieses
Verhéltnis ist essentiell fur die iINOS-abhangige -S¢htheserate und somit ein zentraler
Punkt der Immunabwehr, da beide Enzyme um ihr gesaeies Substrat L-Arginin

konkurrieren.
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6.1 Modulation der Immunantwort durch M. hyorhinis

Es wurde bereits beschrieben, dass &ndyorhinis Infektion in Schweinen eine verstarkte
Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-8, 10, TNF«) hervorruft und eine
Immunantwort auslost [136]. Bei den UntersuchungenRahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass eiid hyorhinis Infektion den L-Argininmetabolismus von murinen
Keratinozyten stark beeinflusst. Bemerkenswertesgv@iduzierte ein®. hyorhinis Infektion
die INOS mRNA-Expression in Abwesenheit von pranifimatorischen Zytokinen (Abb. IV
4.1), die jedoch nicht in der Synthese von iNOSténomiindete. Ahnliches wurde auch fiir
humane Kardiomyocyten nach einer Zytokinstimuligrurerichtet. Die Zellen wurden mit
IL-18, TNF-n, IFN-y und Lipopolysacchariden behandelt. Obwohl die INGERNA-
Expression uber einen langen Zeitraum initiiert deyrkonnte kein iNOS Protein detektiert
werden [137]. In den Keratinozyten erhdhte Miehyorhinis Infektion in Anwesenheit von
Zytokinen zusatzlich die Expression des iINOS Pnsteind erhéhte die INOS Aktivitat stark
(Abb. 1V.4.3). Wenn durch die Zytokinstimulierungne iINOS Proteinsynthese induziert
wird, bewirkt eine zusatzliche Mycoplasmeninfektid@mnach einen synergistischen Effekt
und fuhrt so zu einer verstarkten Immunantworteimer aktuellen Arbeit von Kropf et al.
(2005) konnte gezeigt werden, dass die Arginasddiviéat ein Schllsselfaktor in der
Pathogenese der nicht-heilenden Leischmaniasis vidil die Arginaseaktivitdt ein
unkontrolliertes Wachstum der Parasiten durch eindlges Angebot an Polyaminen
unterstitzt [138]. Eine der Hauptursachen fir eingkrgininmangel in Zellenn vivo ist die
Koexpression von iNOS und Arginase-1, welche eings8atkompetition der beiden
Enzyme um L-Arginin bedingt [61]. Die Regulation rdmduzierbaren Form der NO-
Synthasen findet vor allem auf der transkripticgrelEbene statt [112], doch wurden kurzlich
einige posttranskriptionelle Regulationsmechanisfiedie NO-Synthese beschrieben. So ist
berichtet worden, dass eine L-Arginindepletion istrAzyten zu einer Inhibition der INOS
MRNA-Translation fuhrt [94]. Eine verstarkte NO-8yese, wie sie in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, ist also nicht immer die Folge eln&ktion mit Pathogenen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdeineM. hyorhinis Infektion eine
Verlagerung in der Balance zwischen iINOS und Arggad zugunsten der iINOS verursacht,
was sich in einer verstarkten NO-Synthese und eaimyeschwéachten Arginaseaktivitat
manifestiert. Durch eine verminderte Arginaseakdltyi die zu einer erhohten L-
Argininverfugbarkeit fuhrt, wird die erhohte INOSk#vitat wéahrend einemM. hyorhinis
Infektion beglnstigt. Diese Expressionsmuster wurdeich in den frihen Phasen einer
bakteriellen Infektion oder der Wundheilung beoltacij115,139]. Aufgrund der langen
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Halbwertszeit des Arginase-1 Proteins von ungef#ltr Stunden im Zytosol [140] bleibt die
Proteinexpression unverédndert (Abb. V. 4.5). Zugdt fihrt die erniedrigte
Arginaseaktivitat zu einer Verminderung der L-Onmkonzentration, welches ein Vorlaufer
des Polyamins Spermin ist. Da Spermin als Inhilder INOS mRNA-Translation fungieren
kann [141], kommt es in der Folge zu einer erhdMEOS Proteinexpression.

Wahrend der Studien konnte eine verstarkte «BFDNA-Bindungsaktivitat durch die
Dissoziation des ¥B/NF-xB-Komplexes und die Translokation von MB-in den Nukleus,
initiilert durch die Infektion, gezeigt werden. Diegeschieht auch in Abwesenheit
proinflammatorischer Zytokine wahrend einer Mycasph@ninfektion, wahrend sich die NF-
kB DNA-Bindungsaktivitdt zusatzlich in Gegenwart v@ytokinen steigerte, was mit der
erhohten NO-Synthese korrelierte (Abb. IV. 4.7).rieer hinaus wurde die mMRNA-
Expression des induzierbaren Transporters CAT-2hdeineM. hyorhinis Infektion erhéht
(Daten nicht gezeigt). Auch die CAT-2 ExpressidrNE-«xB-abhangig reguliert [51], was die
Konzentration an intrazellular verfigbarem L-Argirerhoht. Da sich die Hinweise in der
Literatur verdichten, dass der CAT-2-mediierte Llgihinimport einen intrazellularen L-
Argininpool speist [50], der der iINOS zur Verfugusetght, ist eine gemeinsame Induktion
besonders sinnvoll. Die Ergebnisse indizieren, da&s hyorhinis infizierte murine
Keratinozyten, bedingt durch eine Superaktivierwmn NF«B in Anwesenheit von
Zytokinen, eine starke inflammatorische Antwort giéaren.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, das®/eihyorhinis Infektion die angeborene
Immunantwort in murinen Keratinozyten durch einestékte NO-Synthese und einer

Verminderung der Arginaseaktivitat potenziert.

6.2 Differentielle Regulation des humanen und desuminen iINOS-Gens

Zuséatzlich zu den Experimenten mit murinen Kerayten wurden zur Beantwortung
ausgewahlter Fragestellungen auch humane Zelleges#tzt. Dabei handelte es sich
hauptséchlich um die humanen ColonkarzinomzelleD2l_die eine Deregulation vonkB
aufweisen, die dazu fuhrt, dass die INOS permapgptimiert wird. Die Expression lasst
sich mit Hilfe von Zytokinen weiter steigern. Bairhanen Zellen ist es sehr schwierig, die
INOS-abhangige NO-Synthese zu messen, da die geteekKonzentration an NO wesentlich
geringer ist als bei murinen Zellen. Weil die NOa8yese im Fall von DLD-1 Zellen mit dem
Griess-Assay bestimmt werden kann, boten dieseasschumanes Zellsystem an.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit den murineatikezyten liel3en sich nach eirdr

hyorhinis Infektion in humanen DLD-1 Zellen keine Verdndegan der iNOS Expression auf
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transkriptioneller Ebene feststellen. Wahrscheimlat dieser Effekt in den unterschiedlichen
regulatorischen Mechanismen des humanen und desnenurNOSGens begriundet.
Uberraschend war dagegen, dass sich die iNOS Atiin den DLD-1 Zellen in
Anwesenheit von Zytokinen und Mycoplasmen trotzeeimnveranderten mRNA- und
Proteinexpression (Abb. IV. 4.7 u. 4.8) fast venklpe (Abb. IV. 4.9). Murine Zellen
exprimieren die INOS als Antwort auf Lipopolysacata (LPS) oder Zytokinstimulierung,
wobei beide Stimuli zu einer Aktivierung von NdB- fihren. Dagegen benétigen die meisten
humanen Zellen eine komplexere Zytokinkombinatidig, IL-13, TNF-o. und Interferony
beinhaltet, so dass fur ihre Aktivierung mehremgn@iwege in der Zelle eingeschaltet werden
[23].

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine difigienRegulation desNOS-Gens in
murinen und in humanen Zellen. Zusatzlich hat @tyeoplasmeninfektion vielerlei Effekte
auf den Zellmetabolismus. Die erhthte NO-Synthéseranter proinflammatorischen
Konditionen kann weit reichende Folgen fir die &e]l besonders im Hinblick auf die
Genexpression haben. Dramatisch sind die Auswirkmrggner Mycoplasmeninfektion, wenn
die Expressionsmuster der beiden entscheidenddrif®dNOS und Arginase sowie deren

Aktivitat analysiert werden sollen, da diese, wezgjgt, verandert werden.
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VI. Ausblick

Nachdem in dieser Arbeit erste genregulatorischekid von L-Arginin auf die durch NkB
regulierte INOS, nicht aber auf das ebenfalls®-abhangige IL-& auf Transkriptionsebene
gezeigt wurden, ware ein Screening weiterer Gene TUranskriptionsfaktoren auf3erst
interessant. Bei den Transkriptionsfaktoren sdlier das Augenmerk auf ATF2 und ATF4
liegen, da diese an ARErtioxidative-response-element) und AARE @mino acid-response
element) binden kdnnen. Da durch L-Arginin auch die Tratish reguliert wird, waren
sowohl DNA-Mikroarrays als auch Proteomchips mih aémtsprechen Genen und Proteinen
sehr interessant, um eine Ubersicht zu erlangetgheeGene und Transkriptionsfaktoren
reguliert werden. Auf diese Art und Weise konntelleicht auch geklart werden, warum z.B.
IL-1a und wahrscheinlich auch andere Zytokine unverdndlerben, andere Gene wie die
INOS jedoch nicht.

Ein zweiter wichtiger Ansatz, die gezeigten Phan@ufzuklaren, ware zu untersuchen, ob
eine limitierte L-Argininverfigbarkeit das ARE odegas AARE aktiviert und die Signalwege
weiter zu verfolgen.

Mit dem in dieser Arbeit etablierten Zellsystemdsitie Grundlagen und erste Einblicke fur

eine interessante weitere Forschung in Richtangenomics‘ gelegt worden.
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Abkirzungen

ATP Adenosintriphosphat

ASL Argininosuccinatlyase
ASS Argininosuccinatsynthetase
BH, Tetrahydrobiopterin

bp Basenpaare

CAT

cGMP

cNOS konstitutive NO-Synthase
CO, Kohlendioxid

DETA/NO

DNA Desoxyribonukleinsaure

E. coli Escherichia coli

eNOS endotheliale NO-Synthase
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid
FCS Foetal Calf Serum

FMN Flavin-Adenin-Mononukleotid
GAPDH

[FN-y Interferon-gamma

IL Interleukin

INOS induzierbare NO-Synthase
I-xB Inhibitor vonkB

kD kilo Dalton

LB-Medium  Luria Broth-Medium

LPS Lipopolysaccharid

M.h. Mycoplasma hyorhinis
NADPH

NF-xB Nuklearer FaktokB

NIO

nNOS neuronale NO-Synthase
NO Stickstoffmonoxid

kationische Aminosaurentransporter

zyklisches Guanosinmonophosphat

(2)-1-[N-(2-Aminoethyl)-N-(2-amoniumethyljaino]diazen-1-ium-1,2diolat

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

L-N-(-Iminoethyl)-ornithin-dihydrochlorid
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NOS NO-Synthasen

OAT Ornithinaminotransferase

oDC Ornithindecarboxylase

P5C Pyrrolin-5-Carboxylase

PBS gepufferte Salzlésung

RNOI Reaktive Stickstoffoxidintermediate

ROI reaktive Sauerstoffintermediate

RPMI Rosslyn Park Memorial Insitute

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenoaakt
SDS Natriumdodecylsulfat

sGC l6sliche Guanylatzyklase

SNOC S-Nitrosocystein

TGF Transforminggrowthfactor-beta

Tyl T-Helfer-Lymphozyten Subpopulation

Th2 T-Helfer-Lymphozyten Subpopulation

TNF-o Tumornekrosefaktor-alpha

u/N uber Nacht

viv Volumenprozent

1U 1 unit/Enzymeinheit
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