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A. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AA Anacardic Acid

ARG Arginase

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
HAT Histon-Acetyl-Transferase

HDAC Histon-Deacetylase

LPS Lipopolysaccharid

NF-«B Nuclear Factor kB

NO Stickstoffmonoxid (Nitric Oxide)

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

cNOS konstitutive NO-Synthase

iNOS induzierbare NO-Synthase

PCR Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
RAM Primére Rattenalveolarmakrophagen

RNA Ribonucleic Acid

RT Reverse Transkription



B. EINLEITUNG

Mit der Entdeckung der drei Isoenzyme der NO-Synthasen (NOS) Anfang der neunziger Jah-
re kam grofBes Interesse am Stoffwechsel der Aminosdure L-Arginin auf. Die NO-Synthasen
nutzen dieses Substrat zur Synthese von Stickstoffmonoxid (NO), einem einfachen kleinen
Molekiil mit geringer Halbwertszeit und hoher Reaktivitét, das eine iiberraschende Vielfalt
biologischer Funktionen erfiillt (Knowles und Moncada, 1994). In den folgenden Jahren wur-
de die Rolle des NO, und damit der NO-Synthasen, in so verschiedenen Feldern wie Neuro-
transmission, Blutdruckregulation und als Effektormolekiil des angeborenen Immunsystems
erkannt und erforscht. Die pridzisen Aufgaben, die Stickstoffmonoxid unter verschiedenen
physiologischen sowie pathophysiologischen Bedingungen erfiillt, erfordern eine ebenso pra-
zise Kontrolle der Synthese dieses Molekiils. Von den drei Isoenzymen der NO-Synthase
werden zwei konstitutiv exprimiert. Die Aktivitdt dieser als cNOS bezeichneten Enzyme wird
vornehmlich posttranslational durch kurzfristige Anderungen des intrazelluliren Kalzium-
spiegels reguliert. Dem gegeniiber steht ein induzierbares Isoenzym (Stuehr et al., 1991), des-
sen Funktion in der lang anhaltenden Synthese gro3er Mengen von NO als antimikrobiellem,
zytotoxischem Effektormolekiil der Makrophagen und Granulozyten im Kampf gegen ein-
dringende Pathogene wie Bakterien oder Pilze besteht. Die Regulation der iNOS erfolgt im
Gegensatz zu den beiden cNOS in erster Linie auf Ebene der Genexpression. Eine Vielzahl
von Zytokinen und weiteren Botenstoffen vermag unter bestimmten Bedingungen die iNOS
in Zellen des angeborenen Immunsystems zu induzieren. Eine zweite Mdglichkeit, die Aktivi-
tait der NO-Synthasen zu regulieren, besteht in einer Begrenzung des zur Verfligung stehen-
den Substrats L-Arginin. Ein weiteres L-Arginin-verwertendes Enzym ist die Arginase
(Jenkinson et al., 1996). Wihrend dieses Enzym mit seiner Fihigkeit, ein Harnstoffmolekiil
von der Trigersubstanz L-Arginin abzuspalten, seit langem als Komponente des Harnstoff-
zyklus der Leber bekannt ist, kam mit Entdeckung der NO-Synthasen neues Interesse an
moglichen extrahepatischen Funktionen der Arginase auf. In Zellen, die sowohl Arginase als
auch iNOS exprimieren, konkurrieren beide Enzyme um L-Arginin, was Moglichkeiten kom-
plexer gegenseitiger Beeinflussung der verschiedenen L-Arginin-Stoffwechselwege eroffnet.

Das Zytokin GM-CSF ist ein zentraler Regulator der Reifung und Aktivierung von Granulo-
zyten und Makrophagen, den Zellen des angeborenen Immunsystems (Hamilton und Ander-
son, 2004). Neue Untersuchungen belegen, dass GM-CSF neben dieser physiologischen

Funktion aber auch in die Pathogenese verschiedener inflammatorischer Erkrankungen ver-



strickt ist. Speziell im Falle des Asthma bronchiale sind erhohte GM-CSF-Konzentrationen
an der Einleitung und Aufrechterhaltung einer chronischen Entziindungsreaktion beteiligt
(Gajewska et al., 2003).

Da induzierbare NO-Synthase und Arginase in asthmatischen Atemwegen vermehrt expri-
miert werden, befasst sich diese Arbeit mit dem Einfluss von GM-CSF auf die Expression
beider Enzyme in Alveolarmakrophagen der Ratte (RAM). Im Rahmen dieser Einleitung wer-
den zunichst beide Enzyme charakterisiert und ihre jeweiligen Funktionen, speziell auch im
Falle einer parallelen Expression, erdrtert. Im Anschluss folgt eine Beschreibung des Zyto-
kins GM-CSF, seiner bekannten Effekte auf Makrophagen und seiner Rolle in der Pathogene-

se des Asthma bronchiale.

I. Arginin-Stoffwechsel

Der gesunde Erwachsene ist in der Lage durch endogene de novo Synthese den Bedarf des
Korpers an L-Arginin zu decken. Dies trifft nicht zu fiir Kinder im Wachstum sowie fiir Er-
wachsene unter katabolem Stress. In diesen Situationen ist der Korper auf eine exogene Zu-
fuhr der Aminosdure angewiesen, weswegen L-Arginin als eine semiessentielle Aminoséure
klassifiziert wird (Morris, Jr., 2006). Der L-Arginin-Pool des Organismus setzt sich zusam-
men aus exogen mit der Nahrung zugefiihrtem Protein, endogener Synthese und aus dem Ab-
bau von Protein. Neben der Einschleusung in die Proteinbiosynthese existieren vier Enzyme,
iiber die L-Arginin verstoffwechselt werden kann: So wird L-Arginin iiber die Arginin-
Decarboxylase in das biogene Amin Agmatin lberfiihrt oder iiber die Arginin-Glycin-
Amidinotransferase zu Creatin verstoffwechselt. Des Weiteren dient die Aminosdure als Sub-
strat fiir die beiden bereits erwidhnten Enzyme Arginase und NO-Synthase. Als Produkt der
Arginase entsteht dabei neben Harnstoff auch L-Ornithin. In der Leber geht L-Ornithin im
Rahmen des Harnstoffzyklus erneut in die L-Arginin-Synthese ein, wiahrend es in extrahepa-
tischen Geweben als Ausgangspunkt fiir die Synthese von Glutamat, L-Prolin oder verschie-

denen Polyaminen dient (Morris, Jr., 2006).

II. Arginase

Die Arginasen sind eine Gruppe von Enzymen, die die Hydrolyse von L-Arginin zu
L-Ornithin und Harnstoff katalysieren. Sie sind weit verbreitet im gesamten evolutionédren

Spektrum, von Bakterien liber Fungi und Pflanzen hin zu weiten Teilen des Tierreichs (Grody



et al., 1987;Takiguchi et al., 1989). Durch die Abspaltung des Harnstoffs von seinem Tri-
germolekiil L-Arginin kommt den Arginasen eine zentrale Rolle im Stickstoffmetabolismus
zu. In hoheren Lebewesen stellt die durch die Arginase katalysierte Reaktion den letzten
Schritt im Harnstoffzyklus dar, der die Ausscheidung des toxischen Ammoniaks in Form des
wasserloslichen, nichttoxischen Harnstoffs im Urin ermoglicht.

In Sdugetieren werden zwei Isoformen des Enzyms unterschieden. Bereits seit Anfang des 20.
Jahrhunderts ist die hepatische Arginase bekannt. Als ein Schliisselenzym des Harnstoffzyk-
lus ist sie in der Leber in hohen Konzentrationen nachweisbar. Dartiber hinaus wurde Argina-
se-Aktivitit aber auch in anderen Organen beschrieben. In der Ratte konnte Arginase in ge-
ringerer Aktivitit in Gewebeproben u.a. aus Gehirn, Niere, Diinndarm (Jenkinson et al.,
1996) Speicheldriise, Pankreas (Herzfeld und Raper, 1976) und Makrophagen (Currie, 1978)
nachgewiesen werden. In den 70er Jahren wurde erstmals die Vermutung geduBBert, dass die
in der Niere gemessene Arginase-Aktivitit einem zweiten Isoenzym zuzuschreiben sei
(Kaysen und Strecker, 1973). Der Grund hierfiir waren Unterschiede in physikochemischen
Eigenschaften, immunologischem Verhalten und Ansprechen auf bestimmte Inhibitoren zwi-
schen renaler und hepatischer Arginase. Zudem zeigte sich in Patienten mit der seltenen Hy-
perarginindmie, einem Defekt im Gen der hepatischen Arginase, eine gewisse verbleibende
Arginase-Aktivitdt in der Niere. SchlieBlich konnte ein zweites [soenzym charakterisiert wer-
den, das zur Abgrenzung gegeniiber der hepatischen Arginase (Arginase I) als extrahepati-
sche Arginase bzw. Arginase II bezeichnet wurde (Grody et al., 1989;Spector et al., 1983).
Die beiden Arginasen unterscheiden sich dariiber hinaus auch in ihrer intrazelluldren Lokali-
sation. Wahrend die Arginase I im Zytosol lokalisiert ist, findet sich die Arginase II aus-

schlieBlich in den Mitochondrien (Kaysen und Strecker, 1973).

Als Metalloenzym ist die katalytische Aktivitit der Arginase an die Anwesenheit von zwei-
wertigen Kationen gebunden. Mn(II)-Ionen sind der physiologische Kofaktor und wichtig fiir
die Thermostabilitdt des Proteins (Grody et al., 1987;Scolnick et al., 1997). Die dreidimensi-
onale Struktur der Arginase wurde durch Rontgenstrukturanalysen ermittelt, wodurch sich
zeigte, dass das Enzym in Form eines Homotrimers vorliegt, wobei jede Untereinheit zwei
Mn(II)-Ionen in Form eines ,,binuklearen Mangan-Clusters* bindet. Diese raumliche Struktur
ermOglicht die Fixierung eines Hydroxid-Ions, welches die beiden Mn(II)-Ionen symmetrisch
bindet (Kanyo et al., 1992;Kanyo et al., 1996). Durch die Bindung zwischen den beiden Me-
tallionen wird das Hydroxid-Ion aktiviert und optimal fiir die Katalyse ausgerichtet. Als kata-

lytischer Mechanismus wurde ein nukleophiler Angriff des Hydroxid-lons am Guanidin-



Kohlenstoff des Arginin, gefolgt von Protonentransfer und Dissoziation der Produkte, postu-
liert (Kanyo et al., 1996).

Samtliche bisher untersuchten Arginase-Gene zeigen eine ausgeprigte allgemeine Sequenz-
konservierung und eine Reihe von Sequenzregionen mit hoher Homologie (Perozich et al.,
1998). So wurde fiir die humane Arginase der Leber und das Enzym der Hefe eine 40%ige
Homologie bestimmt (Schrell et al., 1989). Auch die kinetischen Eigenschaften von Argina-
sen unterschiedlicher Herkunft zeigen groBe Ahnlichkeit. Fiir Siugetier-Arginasen wurden in
der Literatur fiir L-Arginin Michaelis-Menten-Konstanten (K,,) zwischen ca. 1-50 mM und
basische pH-Optima von ca. 9,5-10,5 beschrieben (Jenkinson et al., 1996).

In Sequenzvergleichen unter 31 Vertretern der Arginase-Familie aus weiten Teilen des Tier-
reichs konnten Perozich et al. eine ausgeprigte Homologie zwischen den entsprechenden Iso-
formen verschiedener Spezies beschreiben, wohingegen die verschiedenen Isoformen einer
Spezies eine deutlich hohere Variabilitit zeigten (Perozich et al., 1998). So stimmt die Argi-
nase-I des Menschen zu 86% mit dem Isoenzym von Ratte und Maus iiberein. Zwischen den
beiden humanen Isoenzymen dagegen besteht nur eine Homologie von 53%, wobei jedoch
die fiir die enzymatische Funktion relevanten Aminosduren zu 100% konserviert blieben
(Vockley et al., 1996). Diese Beobachtung liel sich auch beim Vergleich mit Arginase-
Sequenzen von Nicht-Sdugetieren, wie z.B. Xenopus laevis, bestitigen. Demnach sind die
jeweiligen Arginase-Typen von Mensch und Xenopus niher miteinander verwandt als Typ |
und IT der jeweiligen Spezies untereinander. Hieraus ldsst sich ableiten, dass die Entwicklung
der beiden Isoenzyme die Folge einer Gen-Duplikation ist, die sich noch vor der Divergenz
von Amphibien und Sédugetieren ereignete (Perozich et al., 1998). Aus dieser deutlichen Tren-
nung der beiden Isoformen innerhalb einer Spezies kann auf Unterschiede in der Rolle von

Arginase [ und II im Stoffwechsel hoherer Lebewesen geschlossen werden.

Die urspriingliche Annahme, die beobachtete extrahepatische Arginase-Aktivitdt gehe voll-
stindig auf die Arginase II zuriick, musste im Laufe der Zeit relativiert werden. Zwar wird die
Arginase | in erster Linie in der Leber exprimiert, doch auch in extrahepatischen Geweben
konnte dieses Isoenzym isoliert werden, darunter Erythrozyten (Terasaki et al., 1980), und
Makrophagen (Sonoki et al., 1997). Neuere Untersuchungen bestétigten dariiber hinaus eine
konstitutive Expression der Arginase I in einer Reihe von Zellen des Respirationstraktes, v.a.
Bronchialepithelzellen, Endothelzellen, (Myo-)Fibroblasten und Alveolarmakrophagen
(Klasen et al., 2001;Lindemann und Racke, 2003;Que et al., 1998).
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Arginase II findet sich in der Leber nur in sehr geringer Menge, wird aber in einer Vielzahl
extrahepatischer Gewebe exprimiert, v.a. in Niere, Gehirn und Prostata, und in geringerer
Menge in einer Reihe weiterer Gewebe (Gotoh et al., 1997a;Morris, Jr. et al., 1997;Vockley
et al.,, 1996) einschlieBlich Makrophagen (Wang et al., 1995). In der Lunge findet sich fiir
Arginase II ein vergleichbares Verteilungsmuster wie fiir Arginase I (Que et al., 1998).
Neuere Untersuchungen mit verfeinerten Methoden lassen allerdings Zweifel autkommen an
den urspriinglich vermuteten unterschiedlichen Gewebeverteilungen und Funktionen der bei-
den Isoenzyme. Yu et al. demonstrierten durch in-situ-Hybridisierung und RT-PCR eine weit
reichende Arginase [-Expression in einer Vielzahl extrahepatischer Gewebe der Maus, darun-
ter Speicheldriisen, Osophagus, Magenschleimhaut und Monozyten / Makrophagen. Gleich-
zeitig konnte in dieser Arbeit Arginase II ausschlieBlich in Niere und Diinndarm identifiziert
werden (Yu et al., 2003). Diese und weitere Ergebnisse widersprechen der urspriinglichen
Vorstellung von einer strikten Trennung in die Harnstoff synthetisierende Arginase I und die
biosynthetisch aktive Arginase II (Cederbaum et al., 2004). Die genauen Aufgaben der extra-
hepatischen Arginase sowie deren Gewebeverteilung sind nach wie vor nicht endgiiltig ge-
klart. Die scheinbar deutlich weitere Verbreitung der Arginase II im Vergleich zur Arginase I
legte die Vermutung nahe, dass diesem Isoenzym eine weit umfangreichere metabolische
Funktion zukommt als die der Harnstoffsynthese (Vockley et al., 1996). Eine eindeutige Dif-
ferenzierung der Funktionen beider Isoenzyme steht in Anbetracht der unklaren Gewebever-
teilung allerdings weiterhin aus und Uberschneidungen im Wirkprofil beider Isoenzyme in
extrahepatischen Geweben sind nicht auszuschlieBen (Cederbaum et al., 2004).

In Geweben, die keinen vollstdndigen Harnstoffzyklus exprimieren, wird fiir die Arginasen
eine Reihe von biosynthetischen Funktionen diskutiert. Anders als in der Leber konnte
L-Ornithin das entscheidende Produkt dieser Arginasen sein. L-Ornithin wiederum kann {iber
die Ornithin-Aminotransferase zu L-Glutamat und L-Prolin verstoffwechselt werden. L-Glu-
tamat ist ein wichtiges Intermedidrprodukt im Protein- und Energiestoffwechsel wahrend
L-Prolin eine essentielle Komponente vieler Proteine mit struktureller Funktion darstellt, al-
len voran des Kollagens. Alternativ dient L-Ornithin als Substrat fiir die Ornithin-
Decarboxylase. Uber diesen Stoffwechselweg wird L-Arginin der Synthese von Polyaminen
zugefiihrt, die wiederum grundlegende zelluldre Prozesse wie Wachstum und Proliferation
steuern (Jenkinson et al., 1996). Eine weitere, und eventuell die bedeutsamste, Funktion der
extrahepatischen Arginase wird heute in der Regulation der Synthese von NO durch die NO-
Synthase gesehen.
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1. Regulation der Arginase-Enzyme

Der komplette Satz Enzyme fiir den Harnstoffzyklus wird in den periportalen Hepatozyten
der Leber exprimiert und in geringer Aktivitdt auch in Enterozyten des Diinndarms (Wu,
1995). Wihrend die funktionelle Reserve des Harnstoffzyklus ausreicht, um auf kurzfristig
erh6hte Ammoniakkonzentrationen zu reagieren, erfolgt seine langfristige Regulation in ers-
ter Linie auf Ebene der Gentranskription (Beliveau et al., 1993;Takiguchi und Mori, 1995).
Die Expression der beteiligten Enzyme erfolgt dabei koordiniert in Abhéngigkeit von metabo-
lischen Anspriichen durch Anderungen der alimentiren Proteinzufuhr, erhdhten Katabolismus
sowie durch hormonelle Faktoren wie Glukokortikoide, Glukagon, Schilddriisenhormone und
cAMP (Jenkinson et al., 1996;Morris, Jr., 1992).

Entsprechend der Vorstellung, die extrahepatische Arginase diene einer anderen Funktion als
das hepatische Enzym, wurde hier auch eine anderweitige Regulation der Genexpression
vermutet. Am intensivsten untersucht wurde in dieser Hinsicht die Expression der Arginase in
Makrophagen, wobei frithe funktionelle Untersuchungen neben einer konstitutiven Arginase-
Aktivitdt in murinen Peritonealmakrophagen auch eine Induktion des Enzyms als Antwort auf
Stimulation durch LPS demonstrierten (Currie, 1978;Granger et al., 1990;Ryan et al., 1980).
Autbauend auf diese Ergebnisse konnten als weitere Induktoren der Arginase in Makropha-
gen die Zytokine IL-4, IL-10, IL-13 und Prostaglandin E2 (Corraliza et al., 1995;Munder et
al., 1998), Transforming Growth Factor-f (Boutard et al., 1995) sowie auch Hypoxie (Louis
et al., 1998) und Trauma identifiziert werden (Ochoa et al., 2001). Kiirzlich konnte auch IL-5,
ein neues Mitglied der IL-17-Familie, als Induktor der Arginase I-Expression in der Maus-
lunge identifiziert werden (Sharkhuu et al., 2006).

In weiterfilhrenden Untersuchungen wurde verstirkt auf die differenzierte Expression der
beiden Arginase-Isoenzyme geachtet, wobei sich ein komplexes, teilweise Gewebe- und Spe-
zies-spezifisches Expressionsmuster fiir Arginase I und II ergab. In Peritonealmakrophagen
der Ratte konnte nach Stimulation durch LPS und IL-4 eine Induktion ausschlieBlich der Ar-
ginase I beobachtet werden (Louis et al., 1999;Sonoki et al., 1997). In Alveolarmakrophagen
der Ratte hingegen wird nach LPS-Stimulation zusitzlich Arginase Il exprimiert, wenngleich
deutlich schwécher als Arginase I (Klasen et al., 2001).

In murinen Peritonealmakrophagen zeigte sich neben einer induzierbaren Arginase I-
Expression eine konstitutive Expression von Arginase II (Louis et al., 1998). Andere Versu-
che ergaben eine zeitlich versetzte Induktion beider Isoenzyme in Makrophagen der Maus

durch LPS, wobei in der frithen Phase Arginase II verstirkt exprimiert wird und erst im An-
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schluss Arginase I (Salimuddin et al., 1999). In der murinen Zellinie RAW 264.7 hingegen
scheint auf Stimulation durch LPS ausschlieBlich Arginase II exprimiert zu werden (Gotoh et
al., 1996;Wang et al., 1995). Weiterfiihrende Untersuchungen ergaben allerdings, dass durch
Stimulation mit cAMP zusétzlich zu Arginase II auch Arginase I in dieser Zellinie induzier-
bar ist (Morris, Jr. et al., 1998). Diese Vielzahl unterschiedlicher Ergebnisse belegt die du-
Berst differenzierte und gewebe- sowie speziesabhdngige Regulation der beiden Arginase-
Isoenzyme.

Wei et al. konnten an glatten Muskelzellen der Rattenaorta demonstrieren, dass die Induktion
der Arginase I durch IL-4 und IL-13 auf einer Aktivierung der intrazelluldren Signaltransduk-
tionswege JAK/STAT6 und cAMP/PKA basiert (Wei et al., 2000). Dieser Mechanismus wur-
de auch in murinen Makrophagen bestétigt (Rutschman et al., 2001). Weiterfiihrende Unter-
suchungen zur Regulation des Arginase I-Gens durch IL-4 fiihrten zur Beschreibung eines
3kb vor dem Transkriptionsstart liegenden Response Elements, das sowohl STAT6 als auch
die Transkriptionskofaktoren C/EBPP und PU.1 bindet und so Arginase-Expression induziert
(Gray et al., 2005;Pauleau et al., 2004).

II1. Die Familie der NO-Synthasen

Die NO-Synthasen (NOS) bilden eine Enzymfamilie, die die Synthese von NO aus L-Arginin
katalysiert. Drei Isoformen sind in Sdugetieren beschrieben worden, deren Gene auf verschie-
denen Chromosomen kodiert sind.

Die Nomenklatur der drei bekannten Isoenzyme richtet sich nach der Reihenfolge der Erstbe-
schreibung (NOS I-III), nach dem prototypischen Zelltyp, aus dem das jeweilige Isoenzym
urspriinglich isoliert wurde, und nach dem vorwiegenden Mechanismus ihrer Regulation. Die
neuronale NOS (nNOS bzw. NOS I) und die endotheliale NOS (eNOS bzw. NOS III) werden
in ihren jeweiligen Geweben konstitutiv exprimiert und daher auch gemeinsam als konstituti-
ve NOS (cNOS) bezeichnet in Abgrenzung zur induzierbaren NOS (iNOS bzw. NOS 1II), die
in einer Vielzahl von Geweben exprimiert werden kann.

Die NOS Gene besitzen eine dhnliche genomische Struktur, was auf einen gemeinsamen evo-
lutiondren Ursprung hinweist. Dennoch konnte mit der Klonierung der Gene gezeigt werden,
dass es sich um drei separate Enzyme handelt, wobei die humanen Isoformen untereinander
eine Homologie zwischen 51% und 57% aufweisen (Knowles und Moncada, 1994).

Die bekannten NOS liegen in einer homodimeren Form vor. Jede Untereinheit besitzt eine

N-terminale Oxygenase-Doméne, die Bindungsstellen fiir Tetrahydrobiopterin, Him und
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L-Arginin aufweist. Uber eine Calmodulin-Bindungsstelle ist die Oxygenase-Domine ver-
bunden mit einer C-terminalen Reduktase-Domédne mit Bindungsstellen fiir FAD, FMN und
NADPH (Ghosh und Stuehr, 1995;McMillan und Masters, 1995). Durch Ubertragung von
Elektronen von NADPH iiber FAD auf FMN und schlieBlich weiter auf das Haim-Eisen kata-
lysiert NOS die Synthese von NO und Citrullin aus L-Arginin und Sauerstoff iiber das Zwi-
schenprodukt N-Hydroxy-L-Arginin (Stuehr, 1999).

1. nNOS und eNOS

NOS I war das erste Isoenzym, das gereinigt und kloniert werden konnte. Urspriinglich wurde
es aus dem Zerebellum von Schwein und Ratte isoliert (Bredt und Snyder, 1990;Mayer et al.,
1990;Schmidt et al., 1991), und wird daher auch als ,,neuronale” NOS (nNOS) bezeichnet. Im
Folgenden wurde das Isoenzym in weiteren Geweben nachgewiesen, darunter Riickenmark
(Dun et al., 1992), sympathischen Ganglia und Nebennieren (Dun et al., 1993), Epithelzellen
aus Lunge, Uterus und Magen (Asano et al., 1994;Schmidt et al., 1992), den Nervenfasern
des iNANC-Systems (Ricciardolo, 2003) und in Skelettmuskel (Nakane et al., 1993). Die
Isoform des Gehirns ist ein weitgehend gelost vorliegendes Enzym mit einer Molekiilmasse
von 150 - 160 kDa (Schmidt et al., 1991). Das 28 Exon umfassende humane nNOS-Gen be-
findet sich auf Chromosom 12 und besitzt eine Lange von 100 kB (Fujisawa et al., 1994).

Im Folgenden konnte eine weitere konstitutiv exprimierte NO-Synthase isoliert werden, deren
Aktivitdt vornehmlich im Gehirn nachgewiesen werden konnte (Salter et al., 1991). Dieses
Isoenzym wurde in einer Vielzahl von Spezies nahezu ausschlieflich in Endothelzellen ver-
schiedener GefaBtypen beschrieben (Pollock et al., 1993), was ihre primire Rolle in der Re-
gulation des Gefaltonus widerspiegelt und ihr die Bezeichnung ,,endotheliale* NO-Synthase
(eNOS) einbrachte. In geringerem Ausmal} wurde eine eNOS-Expression unter anderem auch
in Tubulusepithelzellen der Niere (Tracey et al., 1994), in Bindegewebszellen des Kolon (Xue
et al., 1994) sowie im Hippokampus und weiteren Hirnregionen der Ratte (Dinerman et al.,
1994) bestdtigt. Aufgrund ihrer weit reichenden Expression und hohen Aktivitdt in Gehirn
und Muskulatur ist davon auszugehen, dass eNOS fiir den GroBteil der konstitutiven NO-
Synthase-Aktivitit im Menschen verantwortlich ist (Knowles und Moncada, 1994). Das Gen
fiir die humane eNOS liegt auf Chromosom 7 und besteht aus 26 Exons auf einer Linge von
21 kB (Marsden et al., 1993). Das Enzym besitzt eine Molekiilmasse von 135 kDa und zeigt
im Gegensatz zu den beiden anderen Isoformen vor allem partikuldre Aktivitdt (Forstermann

etal., 1991).
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Den beiden beschriebenen Isoenzymen gemeinsam ist ihre konstitutive Expression in den
jeweiligen Geweben und die Kalzium/Calmodulin-Abhéngigkeit ihrer Aktivitit. Nur nach
Rezeptor-vermitteltem Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen kann Calmodulin
an das Enzym binden, wéhrend in Gegenwart basaler Kalziumkonzentrationen Calmodulin
von dem Enzym dissoziiert (Forstermann et al., 1991). Die konstitutiv exprimierten NO-
Synthasen werden als low-output Isoformen bezeichnet, eine Einteilung, die sich vornehmlich
auf die Dauer der NOS-Aktivitdt in den Zellen unter physiologischen Bedingungen bezieht.
Da die Aktivitdt der cNOS von Kalzium-erhéhenden Agonisten wie Acetylcholin oder Bra-
dykinin abhéngig ist, ist eine Steigerung der NO-Synthese jeweils nur von kurzer, wenige
Minuten anhaltender Dauer (Malinski und Taha, 1992). Die geringe Menge an NO, die so
entsteht, aktiviert die Guanylat-Zyklase und erhoht dadurch das intrazellulires cGMP
(Moncada et al., 1991). Auf diese Weise sind die beiden cNOS-Isoformen beteiligt an homo-
ostatischen Prozessen wie Neurotransmission, Peristaltik und kurzfristiger Blutdruckregulati-

on (Nathan und Xie, 1994).

2.iNOS

Die induzierbare NO-Synthase (NOS II) kann von einer Vielzahl von Geweben als Antwort
auf inflammatorische oder immunologische Stimuli exprimiert werden. Neben der Tatsache,
dass sie in der Regel nicht konstitutiv exprimiert wird, unterscheidet sie sich von den beiden
anderen Isoformen vor allem durch ihre weit reichende Gewebeverteilung und durch ihre
Wirkkinetik. Eine Induktion der iNOS fiihrt zu einer starken, mehrere Tage anhalten Synthese
von NO (Vodovotz et al., 1994). Dies erklart sich durch die Fahigkeit der iNOS, Calmodulin
bereits in Gegenwart der geringen basalen Kalziumkonzentration ruhender Zellen auBerge-
wohnlich fest zu binden (Cho et al., 1992). Dadurch ist die Aktivitit des Enzyms unabhingig
vom intrazelluldren Kalziumspiegel. Der entscheidende Schritt in der Regulation der iNOS-
Aktividt besteht somit in der Kontrolle der Expression des Enzyms, und findet nicht, wie bei
den beiden konstitutiv exprimierten Isoformen, auf einer posttranslationalen Ebene statt (Xie
etal., 1992).

INOS wurde erstmals aus murinen Makrophagen isoliert (Stuehr et al., 1991) und bald darauf
kloniert (Xie et al., 1992). Es folgte die Charakterisierung des Enzyms der Ratte (Nunokawa
et al., 1993) und des Menschen (Chartrain et al., 1994). Das humane iNOS-Gen ist auf Chro-
mosom 17 lokalisiert und besteht aus 26 Exons auf einer Linge von 37 kB (Marsden et al.,

1994).



15

Mittels immunohistochemischer Lokalisation von iNOS in Ratten, die mit Propionibacterium
acnes und LPS behandelt wurden, konnte das Enzym in einer Vielzahl von Geweben nach-
gewiesen werden, darunter Monozyten und Granulozyten der Milz, verschiedenen Zellen der
Leber und des Kolons (Bandaletova et al., 1993) sowie Makrophagen und Bronchialepithel
der Lunge (Ricciardolo et al., 2004). Untersuchungen zur iNOS-Expression in humanen Zel-
len ergaben ein vergleichbar diverses Bild (Geller und Billiar, 1998).

Am ausgiebigsten untersucht wurde die iNOS in Makrophagen von Maus und Ratte. Diese
Studien brachten Einblick in die vielfaltigen Regulationsmechanismen des Enzyms. Die
iINOS-Aktivitdt wird in erster Linie gesteuert iiber die Expression des Genes. Eine posttrans-
lationale Regulation, wie durch die intrazellulire Kalzium-Konzentration bei eNOS und
nNOS, findet kaum statt. In unstimulierten Zellen wird iNOS in der Regel nur in sehr gerin-
gen Mengen oder tiberhaupt nicht exprimiert (Forstermann et al., 1995). Eine Ausnahme stellt
das Bronchialepithel dar, in dem eine anhaltende, konstitutive iNOS-Expression nachgewie-
sen werden konnte (Guo et al., 1995). Die ersten beschriebenen Induktoren der iNOS-
Expression in Makrophagen und weiteren Zellen waren LPS und Zytokine wie IL-1, IFN-y
und TNF-a (Forstermann et al., 1995;Stuehr und Marletta, 1985;Xie und Nathan, 1994). Da-
bei variieren die Zytokine, bzw. Zytokin-Kombinationen, die eine iNOS-Expression induzie-
ren, je nach Spezies und Zelltyp. Zusétzlich sind in einigen Zellen neben Zytokinen auch an-
dere Wirkstoffe in der Lage, iNOS zu induzieren, so zum Beispiel cAMP-bildende oder Pro-
teinkinase C stimulierende Substanzen und Wachstumsfaktoren wie PDGF und FGF (Gilbert
und Herschman, 1993;Hortelano et al., 1993).

Die Promoterregionen des iNOS-Gens von Maus (Lowenstein et al., 1993), Mensch (Zhang et
al., 1996) und Ratte (Eberhardt et al., 1996) wurden charakterisiert. Sie enthalten mehrere
Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation des Enzyms beteiligt sind,
darunter NF-xB, AP-1 sowie verschiedene Mitglieder C/EBP-, ATF/CREB- und STAT-
Familien. Unter diesen Bindungsstellen scheinen nur die beiden NF-kB-Bindungsstellen und
die Aktivierung eines neuen LPS-Response-Elements (LREa4) (Xie, 1997) an der Induktion
des iNOS-Genes nach Stimulation durch LPS in murinen Makrophagen beteiligt zu sein.

Die dem Transkriptionsstartpunkt ndher gelegene NF-kB-Bindungsstelle ist dabei essentiell
fiir die LPS-induzierte Transkription des iNOS-Gens (Xie und Nathan, 1994), wihrend die
weiter stromaufwirts gelegene NF-kB-Bindungsstelle eine ,,Enhancer-Funktion vermittelt

somit die maximale Expression des iNOS-Gens zu steigern vermag (Kim et al., 1997).
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Gleichzeitig gibt es eine Vielzahl von Substanzen, die die Induktion des iNOS-Gens zu un-
terdriicken vermogen. Hierzu zdhlen vor allem die Glukokortikoide, deren hemmender Ein-
fluss auf die iNOS-Expression vielfach beschrieben wurde (DiRosa et al., 1990;Radomski et
al., 1990). Neben den Glukokortikoiden wurde eine Gruppe von Zytokinen, bestehend aus IL-
4, IL-8, IL-10, Monocyte Chemotactic Protein-1 und Macrophage Deactivating Factor als
Inhibitoren der iNOS-Induktion in Makrophagen und Neutrophilen identifiziert (Forstermann
et al., 1995). Weitere Wachstumsfaktoren, die die Transkription des Gens in Makrophagen
und/oder anderen Zellen unterdriicken, sind TGF-B, PDGF, IGF und FGF (Forstermann et al.,
1995).

Der hemmende Einfluss der Glukokortikoide beruht dabei nicht auf einer direkten Interaktion
des Glukokortikoidrezeptors mit dem iINOS-Gen. Vielmehr handelt es sich hierbei um eine
indirekte Hemmung der Gentranskription durch eine Beeinflussung der iNOS-induzierenden
Transkriptionsfaktoren. Ein solcher Mechanismus ist ausfiihrlich beschrieben fiir die Bindung
des aktivierten Glukokortikoidrezeptors an die p65-Untereinheit von NF-kB (Kleinert et al.,
1996).

3. Funktion der iNOS

Im Gegensatz zu den konstitutiv exprimierten NOS I und III, deren Funktion in der Kontrolle
physiologischer Vorgénge liegt, dient die induzierbare NO-Synthase in erster Linie der Pro-
duktion grofler Mengen NO im Rahmen pathophysiologischer Prozesse. In diesem Zusam-
menhang kommt den phagozytierenden Zellen des angeborenen Immunsystems, speziell den
Makrophagen, eine zentrale Rolle zu, da sie nach entsprechender Stimulation fahig sind, liber
einen ldngeren Zeitraum eine ausgepragte NO-Synthese zu unterhalten (Nathan, 1992;Stuchr
und Marletta, 1985).

Zusammen mit den ebenfalls von Makrophagen gebildeten Sauerstoff-Radikalen entstehen
nach der Synthese von NO spontan oder durch Katalyse eine Reihe weiterer reaktiver Inter-
mediate wie Stickstoffdioxid, Dinitrotrioxid und Peroxinitrit (Xia und Zweier, 1997). Diese
Radikale wirken direkt zytotoxisch durch Inaktivierung von Proteinen, Beeintrachtigung der
DNA-Synthese und -Reparatur und durch Inhibition der Zellatmung (Fang, 2004). Diese un-
spezifische Wirkung der Radikale verleiht den Makrophagen eine potente Waffe im Kampf
gegen eine Vielzahl verschiedener Erreger, darunter Bakterien, Viren und Helminthen, sowie
auch gegen Tumorzellen (De Groote und Fang, 1995;Nathan und Hibbs, Jr., 1991). Gleichzei-

tig geht mit dieser unspezifischen Zytotoxizitdt aber auch die Gefahr einher, korpereigene
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Zellen zu schiadigen. Eine iibermaflige NO-Produktion ist in diesem Zusammenhang bei einer
Reihe chronisch-inflammatorischer und Autoimmunerkrankungen zu beobachten (Clancy et
al., 1998). Dariiber hinaus hat sich gezeigt, dass die gesteigerte NO-Synthese im Rahmen
verschiedener Infektionskrankheiten, so z.B. viralen und bakteriellen Pneumonien oder der
Pneumokokkenmeningitis, verbunden ist mit einer vermehrten Gewebsschadigung und dass
in einigen Tiermodellen dieser Infektionen die Unterdriickung der NO-Synthese sowohl das
Ausmal} der Gewebsschddigung als auch die Mortalitit senken konnte (Fang, 2004). Eine
einfache Bewertung der Synthese von NO im Rahmen von Entziindungsprozessen ist somit
nicht moglich. Vielmehr muss Nutzen und Gefahr einer erhdhten Produktion von Stickstoft-
Radikalen unter verschieden Bedingungen der Immunaktivierung differenziert beurteilt wer-

den.

4. NO in der Physiologie der Lunge

Anfang der 90er Jahre wurden erste Beobachtungen gemacht, die darauf hinwiesen, dass NO
eine Funktion sowohl in der Physiologie als auch in der Pathophysiologie der Lunge zu-
kommt. Es konnte gezeigt werden, dass NO in der Atemluft verschiedener Sdugetiere und
auch des Menschen vorhanden ist (Gustafsson et al., 1991), und dass die Menge an ausgeat-
metem NO bei Patienten, die an Asthma bronchiale litten, im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe erhoht ist (Persson et al., 1994). Die genaue Funktion von NO in den Atem-
wegen und die Rolle der einzelnen Isoenzyme an verschiedenen (patho-) physiologischen
Vorgéngen zu bestimmen, erwies sich allerdings als duB8erst schwierig.

Alle drei NOS-Isoformen werden in der Lunge exprimiert. eNOS konnte nachgewiesen wer-
den im Endothel pulmonaler Gefae (Giaid und Saleh, 1995) sowie auch im Bronchialepithel
und Typ 2 Alveolarepithelzellen (Shaul et al., 1994). nNOS ist in erster Linie lokalisiert in
Nerven des inhibitorischen nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Systems (iNANC) der Lunge
von Mensch und Tier (Ricciardolo, 2003). Diese Nervenfasern befinden sich in der glatten
Muskulatur der Atemwege, wo NO den maflgebenden Vermittler der neuralen Relaxation der
bronchialen Muskulatur darstellt (Belvisi et al., 1992). Eine Verminderung des endogenen,
durch cNOS synthetisierten NO fiihrt zu Bronchkonstriktion und Hyperreaktivitit der Atem-
wege (Maarsingh et al., 2006;Ricciardolo et al., 2001), was die protektive Funktion der cNOS
in der Physiologie der Lunge belegt.

iNOS kann nach entsprechender Stimulation in einem weiten Spektrum von Zellen des Atem-

traktes nachgewiesen werden, darunter Typ II Alveolarepithelzellen, Fibroblasten, glatte
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Muskelzellen, Bronchialepithelzellen, Makrophagen, Mastzellen und neutrophilen Granulo-
zyten (Ricciardolo et al., 2006). Die bei Asthmatikern beobachtete erhohte exspiratorische
NO-Konzentration scheint auf die vermehrte Expression von iNOS zuriickzufiihren zu sein
(Saleh et al., 1998). Wihrend physiologische Mengen an NO in den Atemwegen einen bron-
choprotektiven Effekt haben, geht diese vermehrte Synthese einher mit Infiltration durch Ent-
ziindungszellen, Epithelschiadigung und Schleimhautédem, wodurch sie zur bronchialen Hy-
perreaktivitét beitrdgt (Meurs et al., 2003). Andere Autoren schreiben aber auch dem durch
iNOS produzierten NO einen gewissen bronchdilatierenden Effekt zu (de Gouw et al., 1998),
und argumentieren, dass die Hyperreagibilitit der Atemwege in erster Linie auf der gesteiger-
ten Produktion von Peroxinitrit (OONO") beruht, welches durch Reaktion von NO mit Super-
oxid entsteht (de Boer et al., 2001;Saleh et al., 1998).

5. Koexpression von Arginase und iNOS

Werden in einer Zelle gleichzeitig sowohl Arginase als auch iNOS exprimiert, ergibt sich
eine Situation, in der die beiden Enzyme in direkter Konkurrenz um das gemeinsame Substrat
L-Arginin stehen. Zwar liegt der K,-Wert der Arginase fiir L-Arginin im niedrigen millimo-
laren Bereich und damit deutlich unter dem der NOS (im niedrigen mikromolaren Bereich),
doch die wesentlich hohere Vi« der Arginase gewihrleistet unter physiologischen Bedingun-
gen einen in etwa gleich schnellen Substratumsatz beider Enzyme (Griffith und Stuehr,
1995;Wu und Morris, Jr., 1998). Somit ist durchaus zu erwarten, dass es im Falle einer paral-
lelen Induktion beider Enzyme L-Arginin zu einem limitierenden Faktor fiir die Aktivitét der
iNOS und Arginase wird. Da die Freisetzung groBer Mengen von Stickstoffradikalen einher-
geht mit der Gefahr, neben Pathogenen auch kdrpereigene Zellen und Gewebe zu schidigen,
ist eine effektive Regulation der NO-Produktion von besonderer Bedeutung fiir den Wirtsor-
ganismus. Tatsdchlich stellt die Induktion der Arginase einen wesentlichen Mechanismus zur
Kontrolle der iNOS-Aktivitét dar. So flihrt eine erhohte Arginase-Aktivitit zu einer vermin-
derten NO-Synthese in Makrophagen (Hey et al., 1997;Modolell et al., 1995) und in Lungen-
praparaten des Meerschweinchens (Meurs et al., 2000). Das Zusammenspiel von Arginase
und iNOS beschrinkt sich jedoch nicht auf die Abhidngigkeit von dem gemeinsamen Substrat.
N-Hydroxy-L-Arginin, ein Zwischenprodukt der NO-Synthese durch NOS, erweist sich als
ein potenter Inhibitor der Arginase. Somit besteht die Moglichkeit, dass iNOS die Arginase-
Aktivitdt negativ beeinflussen und daduch den L-Arginin-Stoffwechsel in Richtung NO-
Synthese verschieben kann (Hecker et al., 1995;Hey et al., 1997). Andererseits konnte gezeigt
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werden, dass Spermin, ein Polyamin, das im weiteren Sinne ein Produkt der Arginase dar-
stellt, die NO-Synthese in LPS-stimulierten Makrophagen unterdriickt (Southan et al.,
1994;Mossner et al., 2001). Es bestehen also vielfdltige Mechanismen gegenseitiger Beein-
flussung zwischen Arginase und iNOS, was die grole Bedeutung einer exakten Regulation
des Arginin-Stoffwechsels, speziell in Bezug auf das Immunsystem, weiter unterstreicht.

Uber die bisher genannten Moglichkeiten der gegenseitigen Beeinflussung der beiden Enzy-
me hinaus besteht in Makrophagen ein funktioneller Antagonismus zwischen der Th;- und
Thy-Zell-vermittelten Immunantwort in Bezug auf die Induzierbarkeit der beiden Enzyme.
Wiéhrend Th;-Zytokine wie IF-y ausschlieflich iNOS induzieren und keinen Effekt auf die
Expression der Arginase haben, hemmen Th,-Zytokine wie IL-4 und IL-10 die Expression
der iNOS wihrend sie Arginase I induzieren (Corraliza et al., 1995;Mills et al., 2000;Munder
et al., 1999). Somit spiegelt die differenzierte Expression beider Enzyme auch unterschiedli-

che Aktivierungszustinde des Immunsystems wider (Munder et al., 1998).

IV. GM-CSF

Granulozyten Makrophagen — Kolonie Stimulierender Faktor (GM-CSF) ist ein 23-kDa Gly-
koprotein, das erstmals in den 1970er Jahren aus dem Lungengewebe von Méusen nach Sti-
mulation mit LPS isoliert werden konnte (Burgess und Metcalf, 1977;Sheridan und Metcalf,
1973). Wie der Name impliziert, wurde GM-CSF urspriinglich als hdmatopoetisches Zytokin
beschrieben, dass die Proliferation und Differenzierung myeloischer Vorlduferzellen des
Knochenmarks stimuliert (Sheridan und Metcalf, 1973).

Im weiteren Verlauf zeigte sich jedoch, dass GM-CSF ebenso Einfluss nimmt auf die Eigen-
schaften der weiter differenzierten myeloischen Zellen. Tatsdchlich scheint GM-CSF in der
frithen Myelopoese keine essentielle Rolle zu spielen, denn Tierversuche mit mangelhafter
GM-CSF-Expression zeigten eine unauffillige Hamatopoese (Stanley et al., 1994). Vielmehr
versteht man GM-CSF heute als einen zentralen Regulator von Zellzahl und Aktivierungszu-
stand der Granulozyten- und Makrophagen-Linien in allen Entwicklungsstufen (Hamilton und
Anderson, 2004), und somit als einen wesentlichen Mediator der Immunaktivierung im Rah-
men der unspezifischen Abwehrreaktion gegeniiber Pathogenen.

Unter dem Einfluss von GM-CSF steigt die Anzahl zirkulierender Granulozyten und Mono-
zyten (Wing et al., 1989) und durch Unterbindung der Apoptose wird ihr Uberleben verlin-
gert (Dziedziczko und Palgan, 2004). GM-CSF aktiviert die unspezifische Immunabwehr

durch zahlreiche Effekte auf die reifen hamatopoetischen Zellen. Hierzu zahlt eine verstérkte



20

Sekretion chemotaktischer Botenstoffe und proinflammatorischer Zytokine wie z.B. Leu-
kotrien C4 und TNF-a durch Granulozyten und Makrophagen, wodurch GM-CSF eine Ampli-
fikation inflammatorischer Prozesse vermittelt (Fleetwood et al., 2005). Die vermehrte Ex-
pression von Oberflichenrezeptoren wie Toll-like receptor 4 (TLR4) und CD 14 auf
Makrophagen ermdglicht die Identifikation von Pathogenen (Shibata et al., 2001). Des Weite-
ren bewirkt GM-CSF eine verstiarkte Expression von Zelloberflichen-Adhésionsmolekiilen,
z.B. B-Integrine, sowie von Rezeptoren fiir die Fc-Segmente von IgG und solchen fiir akti-
vierte Komplementfaktoren (Armitage, 1998). Durch letztere kommt es zu einer Steigerung
der Phagozytosekapazitit. GM-CSF steigert direkt das zytotoxische Potential von Alveolar-
makrophagen u.a. durch die Produktion von freien Sauerstoffradikalen wie Superoxid und
Hydrogenperoxid und unterstiitzt dadurch die effektive Eliminierung von Pathogenen aus der
Lunge (LeVine et al., 1999). Von besonderer Bedeutung ist das Zytokin fiir die terminale
Differenzierung von dendritischen Zellen (Zou und Tam, 2002) und Alveolarmakrophagen
(Akagawa et al., 1988;Nakata et al., 1991;Shibata et al., 2001), zwei Zelltypen, denen im
Immunsystem der Lunge wesentliche Aufgaben zukommen.

Neben diesen vorteilhaften Eigenschaften kann eine iiberméBige Freisetzung von GM-CSF
allerdings auch deletire Effekte haben. So ist GM-CSF impliziert in der Pathogenese von
rheumatoider Arthritis, Autoimmunerkrankungen, inflammatorischen Nierenerkrankungen
und inflammatorischen Lungenerkrankungen wie COPD und Asthma (Hamilton und Ander-
son, 2004).

Wéhrend GM-CSF im peripheren Blut unterhalb der Nachweisgrenze bleibt, lassen sich lokal
sehr hohe Konzentrationen des Zytokins messen, so z.B. in Hautbiopsien atopischer Patienten
(Kay et al., 1991), in der Gelenkfliissigkeit bei rheumatoider Arthritis (Williamson et al.,
1988) und nicht zuletzt in der Lunge (Gajewska et al., 2003). Die Verteilung und Aktivitit
von GM-CSF ist also stark kompartimentiert, der Wirkmechanismus des Zytokins entspricht
dabei einem parakrinen und/oder autokrinen Modell, nach dem das Zytokin lokal gebildet

wird und seine Wirkung auf die benachbarten Zellen begrenzt bleibt (Gasson, 1991).

1. GM-CSF Signaltransduktion

Der GM-CSF-Rezeptor wird exprimiert in Vorlduferzellen der Makrophagen, Granulozyten,
Megakaryozyten und Erythrozyten und dariiber hinaus auch in ausgereiften Neutrophilen,
Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen, Plasmazellen, einigen T-Lymphozyten und

Gefidllendothelzellen (Armitage, 1998). Er gehort gemeinsam mit den Rezeptoren fiir IL-3
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und IL-5 zur Klasse 1 der Zytokinrezeptor-Superfamilie (Bazan, 1990). Der Rezeptor setzt
sich zusammen aus zwei transmembrandsen Glykoprotein-Untereinheiten, der GM-CSF-
spezifischen a-Rezeptor-Untereinheit (Ra) und der Pc-Untereinheit (Pc), deren Nutzung
GM-CSF mit IL-3 und IL-5 teilt. In der Zellmembran liegt die fc-Untereinheit in Form eines
stabilen Homodimers vor, der mit einem oder zwei a-Rezeptor-Untereinheiten einen trime-
ren/tetrameren Rezeptorkomplex bildet. Beide Untereinheiten fiir sich zeigen nur eine geringe
Affinitdt zu GM-CSF, wihrend das Zytokin in Gegenwart des Komplexes aus Ra und fc mit
hoher Affinitét gebunden wird (Ebner et al., 2003;Murphy und Young, 2006).

Bindung des Zytokins an seine Ra-Untereinheit fiihrt durch eine Konformationsanderung des
Rezeptorkomplexes zur Aktivierung der Pc-Untereinheit, die die Initiierung der intrazellulé-
ren Signaltransduktion vermittelt. Neuere Ergebnisse zeigen, dass auch eine Ra-spezifische
Signaltransduktion moglich ist. Mehrere intrazelluldre Signaltransduktionswege sind fiir den
GM-CSF-Rezeptor beschrieben, darunter JAK/STAT, MAPK, PI3-K und NF-kB.

Die Janus Kinase (JAK)/ Signal Transducer und Activator of Transkription (STAT)-
Signalkaskade wird von allen Zytokinen und einigen Wachstumsfaktoren genutzt, um extra-
zelluldre Signale iiber transmembrandse Rezeptoren direkt, ohne die Zwischenschaltung von
Second Messengern, an Pomotoren von Zielgenen weiterzuleiten. JAK?2 ist eine Tyrosinkina-
se, die nach Stimulation durch GM-CSF an die Bc-Untereinheit bindet, und durch
Transphosphorylierung aktiviert wird (Guthridge et al., 1998;Woodcock et al., 1999). An-
schlieBend phosphoryliert JAK2 Tyrosinreste der fc-Untereinheiten, wodurch Bindungsstel-
len fiir Src-homology 2 (SH2) Doménen von Mitgliedern der STAT-Familie entstehen. Nach
Tyrosinphosphorylierung durch die Bc-Untereinheiten bzw. auch direkt durch JAK2, dimeri-
sieren die STATs und es folgt die Translokation in den Zellkern, wo sie an spezifische En-
hancer-Sequenzen der Promoterregionen aktivierter Gene binden. Beschrieben wurde bisher
eine Beteiligung der STATs 1 und 3 (Brizzi et al., 1996) sowie STAT 5 (Mui et al., 1995) an
der GM-CSF-Signaltransduktion.

Unter den MAPK-Kaskaden rekrutiert der GM-CSF-Rezeptor v.a. den ERK-Pfad und die
JNK/SAPK- und p38-Signalkaskaden. Diese Kaskaden werden wiederum von einer Vielzahl
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen verwendet und spielen eine zentrale Rolle in Wachs-
tum, Proliferation und Uberleben der Zelle. Nach Aktivierung der Pc-Untereinheit durch
JAK2 wird das Protein Ras rekrutiert, wodurch eine Signalkaskade in Gang gesetzt wird, an
deren Ende die Phosphorylierung/Aktivierung der Proteinkinasen Extracellular Regulated
Kinases 1 und 2 (ERK) steht. Die Substrate der ERKs befinden sich sowohl im Zytoplasma

als auch im Zellkern. Zu den nukledren Substraten zédhlen v.a. die Transkriptionsfaktoren
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ATF2 und TCF, die im weiteren Verlauf die Expression der Transkriptionsfaktoren c-FOS
und c-Jun verstirken und dadurch die Zytokin-vermittelte Proliferation vermitteln.

Uber die parallel aktivierte JNK/SAPK-Signalkaskade kommt es durch die Proteinkinase
JNK zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-Jun, wéhrend tiber die p38-Kaskade der
Transkriptionsfaktor ATF aktiviert wird.

Der Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert eine Reithe von Genen, die an Immunreaktionen
und Inflammation beteiligt sind. Die aktive Form von NF-«xB ist ein Heterodimer bestehend
aus einer p50 und einer p65 Untereinheit. Im Zytosol liegt NF-kB an den Inhibitor I-xB ge-
bunden in einer inaktiven Form vor. Um den Transkriptionsfaktor zu aktivieren, muss I-xB
durch spezifische Kinasen phosphoryliert und somit deaktiviert werden. Zu diesen Kinasen
zahlt auch der I-kB Kinase Komplex, bestehend aus den drei Hauptkomponenten 1KKa,
IKKp und IKKYy. Eine Vielzahl externer Stimuli vermdgen, diesen I-xB Kinase Komplex zu
aktivieren, darunter Wachstumsfaktoren, Zytokine oder auch UV-Strahlung. Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass GM-CSF iiber die a-Untereinheit seines Rezeptors IKK binden und
aktivieren kann. Diese Ra-spezifische Signaltransduktion {iber IKKP kénnte verantwortlich
sein fiir die GM-CSF-spezifischen Effekte, die nicht bei IL-3 und IL-5 beobachtet werden
(Ebner et al., 2003).

2. GM-CSF in der Physiologie der Lunge

GM-CSF ist von zentraler Bedeutung im Stoffwechsel der Lunge, sowohl unter physiologi-
schen als auch unter pathophysiologischen Bedingungen.

Im Gegensatz zu praktisch allen anderen Geweben ldsst sich GM-CSF in der Lunge in einer
geringen basalen Konzentration bereits unter physiologischen Bedingungen nachweisen
(Bozinovski et al., 2002). Dies mag sich daraus erkldren, dass der GroBteil der Zellen des
Respirationstraktes fahig ist, GM-CSF zu synthetisieren, darunter Monozyten/Makrophagen,
B-Lymphozyten, Neutrophile, Eosinophile, Typ II-Alveolarzellen, Fibroblasten, glatte Mus-
kelzellen und andere Epithelzellen (Smith et al., 1990;Tarr, 1996;Zucali et al., 1986).
GM-CSF kann sowohl die Funktion von Alveolarmakrophagen als auch das Wachstum von
Alveolarepithel stimulieren (Akagawa et al., 1988;Huffman Reed et al., 1997) und spielt so-
mit unter physiologischen Bedingungen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
pulmonalen Homoostase. Ein Mangel an GM-CSF in der Lunge flihrt zum Krankheitsbild der
alveoldren Proteinose (Reed et al., 2000;Uchida et al., 2004), vermutlich auf Grund eines ge-

storten Surfactant-Katabolismus durch Alveolarmakrophagen. Im Kontext der Immunabwehr
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vermittelt GM-CSF eine erhohte antimikrobiale Aktivitdt der Alveolarmakrophagen gegen-
iiber Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen und ein Mangel an GM-CSF &ufert sich in einer
beeintrdchtigten Eliminierung dieser Pahogene (Gonzalez-Juarrero et al., 2005;Jones,
1996;LeVine et al., 1999).

Aber nicht nur fiir die pulmonale Homdostase und die unspezifische Immunreaktion auf pa-
thogene Keime ist GM-CSF von Bedeutung. Eine Vielzahl von Beobachtungen belegt eine
zentrale Stellung des Zytokins auch in der Pathogenese allergischer Atemwegserkrankungen,
allen voran des Asthma bronchiale.

Beim allergischen Asthma reagiert das Immunsystem der Lunge auf scheinbar harmlose An-
tigene mit einer pathologischen Th,-gewichteten Entziindungsreaktion. Diese Reaktion findet
in den drainierenden Lymphknoten statt, wenn Antigen-prasentierende Zellen, v.a. die ubiqui-
tdr in der Lunge vorhandenen Dendritischen Zellen (DC), nach Kontakt mit einem Allergen
aus der bronchialen Mukosa in die Lymphknoten wandern, und dort naive T-Zellen mit spezi-
fischen Anweisungen zu diesem Allergen informieren. Bei der Aktivierung von DC durch
Allergene scheint GM-CSF eine entscheidende Funktion zuzukommen. Fiir viele Aeroaller-
gene ist die Féahigkeit, in bronchialen Epithelzellen die Synthese von GM-CSF zu induzieren,
belegt (Knight et al., 2000;Sun et al., 2001). Bei asthmatischen Patienten ldsst sich regelmai-
Big eine erhohte Produktion von GM-CSF in BAL, Sputum und zirkulierenden Monozy-
ten/Makrophagen nachweisen (Ritz et al., 2002). Dabei korreliert die GM-CSF-Konzentration
sowohl mit dem Grad der Lungeneosinophilie (Woolley et al., 1995) als auch mit dem
Schweregrad der Erkrankung (Vignola et al., 1999) . Wie bereits erwihnt, gilt GM-CSF als
einer der potentesten natiirlichen Aktivatoren von DCs, und der immunologische Kontext mit
erhohten GM-CSF-Konzentrationen, in dem DCs die Allergene in der Mukosa prozessieren,
scheint die Weichen zu stellen fiir die anschlieende Th,-gerichtete Differenzierung der nai-
ven T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten (Gajewska et al., 2003). Thy-Zellen selber
produzieren GM-CSF und eine Vielzahl weiterer Zytokine/Mediatoren (IL-3, IL-4, IL-5, IL-
9, IL-13), die in Epithelzellen die GM-CSF-Synthese induzieren (Gajewska et al., 2003). Da
GM-CSF wiederum lebensverlangernd auf Lymphozyten und Granulozyten wirkt, entsteht so
ein sich selbst erhaltendes immun-inflammatorisches Milieu. Im Rahmen dieser chronischen
Entziindungsreaktion kommt es beim Asthma zu wiederholter Schidigung des Bronchiale-
pithels und anschlieBenden Reparaturvorgingen, die, zumindest bei einem Teil der Patienten,
zu einem strukturellen Umbau der Bronchialwand mit Hyperplasie von glatter Muskulatur
und Becherzellen sowie einer Zunahme der extrazelluliren Matrix fithren (Chiappara et al.,

2001). Diese als Atemwegs-Remodeling bezeichneten strukturellen Verdnderungen kénnen
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zu einem fortschreitenden Verlust der Lungenfunktion fiihren und scheinen zur Entwicklung

einer chronischen Hyperreaktivitét beizutragen (Bousquet et al., 2000).

V. Chromatin-Remodeling

Innerhalb der eukaryoten Zelle wird die Erbinformation in Form der DNA in einem separaten
Kompartiment, dem Zellkern, aufbewahrt. Um in diesem sehr geringen Raum unterzukom-
men, muss die DNA, die eine Ldange von ungefdhr einem Meter aufweist, um das 20,000-
fache komprimiert werden. Dabei liegt die genetische Information im Zellkern nicht in einer
proteinfreien Form vor. Vielmehr bildet die DNA mit einer Vielzahl von Proteinen einen
Komplex, der als Chromatin bezeichnet wird und entscheidenden Einfluss nimmt auf die
Kontrolle der einzelnen Gene (Nemeth und Langst, 2004).

Die Basiseinheit des Chromatins ist das Nukleosom. Hierbei handelt es sich um einen DNA-
Abschnitt mit einer Lange von 147 Basenpaaren der spiralformig um ein Oktamer aus Histo-
nen gewickelt ist. Histone stellen die hauptsdchliche Proteinkomponente des Chromatins dar
und zdhlen zu den am hochsten konservierten eukaryoten Proteinen {iberhaupt (Ouzounis und
Kyrpides, 1996). Das Histonoktamer ist organisiert in ein zentrales (H3/H4)-Tetramer und
zwei periphere H2A/H2B-Dimere und bindet DNA auf einer Lange von 147bp. Dabei wird
die DNA 1,65-mal um das Nukleosom gewunden, wobei sie fiinf- bis zehnfach komprimiert
wird. Die Interaktionen von DNA und Histonoktamer werden stabilisiert durch zahlreiche
direkte und indirekte Wechselwirkungen, die das Nukleosom zu einer stabilen Einheit ma-
chen. Die Nukleosomen sind untereinander verbunden durch kurze Segmente freier, so ge-
nannter Linker-DNA. Hierdurch entsteht der Eindruck, die Nukleosomen seien aufgereiht wie
Perlen auf einer Kette. Diese Kette ist wiederum gefaltet zu einer dichten, kompakten Faser
mit einem Durchmesser von ungefdhr 30nm, wodurch insgesamt eine Komprimierung der
DNA um das 50-fache resultiert. Die 30nm-Faser wird in ihrer Form stabilisiert durch die
Bindung eines weiteren Histons, H1, an jedes Nukleosom. Die genaue Struktur dieser 30nm-
Fasern, sowie die folgenden Stufen der hoheren Organisation bis hin zur Stufe des Chromo-
soms sind nach wie vor nur unvollstindig verstanden (Felsenfeld und Groudine,
2003;Nemeth und Langst, 2004).

Lange Zeit wurde die Hauptaufgabe der Histone in der Komprimierung der DNA gesehen.
Doch die Erkenntnis, dass die Struktur des Chromatins keine statische Verpackung der DNA

darstellt, sondern vielmehr dynamisch reguliert werden kann, sorgte in den letzten Jahren fiir
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stetig zunehmendes Interesse an Histonen und ihrer Beteiligung an zentralen biochemischen
Abldufen wie Genexpression und DNA-Replikation.

Stark komprimierte DNA kann nicht von der RNA-Polymerase II und Transkriptionsfaktoren
gebunden werden. Soll ein Gen exprimiert werden, muss das Chromatin an dieser Stelle ent-
wunden werden. Verschiedene Typen von Proteinkomplexen sind fahig, solche Verdnderun-
gen am Chromatin vorzunehmen. Eine Familie beinhaltet Multiproteinkomplexe, die ATP-
abhingig die Struktur des Nukleosoms beeinflussen (Vignali et al., 2000). Eine zweite Fami-
lie besteht aus Proteinkomplexen, die Histone kovalent zu modifizieren vermégen (Wu und
Grunstein, 2000). Histone bestehen aus zwei funktionellen Domédnen. Neben dem globulédren
Zentrum, das die Bildung des Oktamers und die DNA-Bindung vermittelt, verfiigen sie liber
je einen N-terminalen und C-terminalen Arm (,.histone tails“), die die Hauptziele fiir eine
posttranslationale Modifikation darstellen. Zu den mdglichen kovalenten Verdnderungen an
diesen Armen zdhlen Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung
(Wu und Grunstein, 2000). Dabei ist die reversible Acetylierung der N-terminalen Arme der
Histone von zentraler Bedeutung fiir die Regulation der Transkription (Roth et al.,
2001;Sterner und Berger, 2000). In aktiv transkribiertem Chromatin findet sich typischerwei-
se eine Acetylierung der N-terminalen Lysinreste der Histone H3 und H4 (Hendzel et al.,
1998;Katan-Khaykovich und Struhl, 2002). Deacetylierung der Histone hingegen zeigt den
Zustand unterdriickter Genexpression an (Roth et al., 2001;Sterner und Berger, 2000). Dieser
Zusammenhang ist schon seit langem bekannt (Allfrey et al., 1964), doch erst in den letzten
Jahren wurde die Bedeutung der Histonacetylierung in der Steuerung der Genexpression er-
kannt.

Histonacetylierung wird vermittelt durch eine Klasse von Enzymen, die als Histon-Acetyl-
Transferasen (HATSs) bezeichnet werden. Sie katalysieren den Transfer einer Acetylgruppe
von Acetyl-CoA auf die Lysingruppe am N-terminalen Arm des Histons. Acetylierung der
Histone fiihrt dabei iiber die Neutralisation der Histon-Ladung zur Abschwéchung der Histon-
DNA-Bindung und somit zur Offnung der Chromatinstruktur, was die Transkription der DNA
ermOglicht (Workman und Kingston, 1998). 1996 konnte erstmals fiir bekannte Transkripti-
onskofaktoren wie CBP und p300/CBP-associated factor eine intrinsische HAT-Aktivitit
beschrieben werden (Brownell et al., 1996;Janknecht und Hunter, 1996). Somit rekrutieren
Transkriptionsfaktoren nach Bindung an DNA HAT-Aktivitit an den Ort aktivierter Gen-
Transkription.

Die Acetylierung von Histonen ist ein reversibler Vorgang. Um die Transkription eines Gens

zu unterdriicken, kann einerseits die Aktivitidt der HATs negativ beeinflusst werden (Sterner
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und Berger, 2000). Andererseits existiert eine Reihe von Enzymen mit spezifischer Histon-
Deacetylase-Aktivitit (HDACs). Somit stellen HATs und HDAC:s also zwei Regulationsme-

chanismen dar, die gemeinsam einen angemessenen Grad der Gentranskription sicherstellen
(Kuo und Allis, 1998).
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VI. Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, den Effekt des Zytokins GM-CSF auf Expression
und Aktivitdt der beiden um L-Arginin konkurrierenden Enzyme Arginase I und induzierbare
NO-Synthase zu charakterisieren. Weiterhin soll untersucht werden, welche intrazelluldren
Signaltransduktionswege die GM-CSF-Effekte vermitteln und speziell, ob bei der Aktivie-
rung von Genen durch GM-CSF die Rekrutierung von Histon-Acetyl-Transferasen von Be-

deutung ist.



C. MATERIAL UND METHODEN

1. MATERIAL

1.1 Chemikalien und Enzyme

Agarose NEEO

Amphotericin B, wasserloslich
Ampicillin, Sodium Salt
L-Arginin Hydrochlorid

Basismedium DMEM/HAM’S F-12
Borsaure
Bromphenolblau

BSA (Albumin, bovin)

D. -Protein Assay Kit mit Reagenzien A,B,S
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Ladder Ready-Load 100 bp

DNA SmartLadder 200 bp

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Disodium Salt

Fetales Kilberserum (FKS)
Ficoll 400

Harnstoff

a-Isonitrosopropiophenon

28

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

PAA, Colbe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen
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Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)

Leupeptin (Hemisulfate Salt)
Lipopolysaccharid von E.coli 0127.B8 (LPS)

Magnesiumchlorid Hexahydrat ( Mg Cl, x 6 H,0)
Mangan(II)chlorid Monohydrat (MnCl, x H,0O)

3-Mercaptoethanol
Methanol

N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin Dihydrochlorid
Natriumchlorid (NaCl)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy)
Natriumhydroxid Plitzchen (NaOH)
Natriumnitrit (NaNO;)

dNTP-Mix (je 10 mM pro Nukleotid)

Oligonukleotid (dT) 18

Omniscript Reverse Transkriptase Kit

Penicillin / Streptomycin-Lésung (10.000 U ml™ / 10 mg ml™)

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorsdure 85% (H3PO4)

Protease

RNeasy Mini Kit

Salzsdure 32% (konz. HCI)

Schwefelsdure 95% (konz. H,SOy)

Sulfanilamid

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Kalrsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Rot

MWG, Ebersberg
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Tag-Polymerase

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Hydrochlorid (Tris HCI)
Triton X-100

Trypan Blue Stain (0,4%)

Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Boehringer, Ingelheim
Boehringer, Ingelheim

Sigma-Aldrich, Miinchen
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1.2 Losungen und Puffer

Losungen fiir die Zellkultur:

10 x PBS (Phosphate buffered saline) —Puffer pH 7.4-7.5

KCl
KH,PO4
NaCl
Na,HPO,
Aqua bidest.

Makrophagen-Kulturmedium
DMEM / Ham’s F-12 [1:1] mit Glutamin
FKS

Penicillin /Streptomycin

Amphotericin B

0.15% Trypanblau Farbelosung

0,4% Trypan Blue Stain 3:8 verdiinnt mit 1xPBS-Puffer

Losungen fiir das Arginase-Assay:

L-Arginin-Losung pH 9.7

L-Arginin Hydrochlorid
Tris-HCI1 pH 9,7
NaOH 20% zur Einstellung auf pH 9,7

o-Isonitrosopropiophenon:

ISPF 9% in Ethanol (w/w)

MnCl,-Lésung ph 7.4
Ml’lC12
Tris-HCl

27 mM
15 mM
1,38 M
81 mM

5% (v/v)
100 U/ml // 100 pg/ml
5 pg/ml

0,5M
250 mM

5 mM
25 mM
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NaOH 20% zur Einstellung auf pH 7,4
Sduremix
konz. HzSO4
H3PO485%

Aqua bidest.

Triton-Losung mit Protease-Inhibitoren

0,1% Triton-Losung
EDTA pH 8
Leupeptin

Pepstatin A

PMSF

Triton-Tris-Mn-Losung

IT Triton-Ldsung mit Protease-Inhibitoren

1T Manganchlorid-Lésung pH 7,4

Losung fiir die Nitrit-Bestimmung

Griess-Reagenz

Sulfanilamid
N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin Dihydrochlorid
2,5% H3PO4-Losung

1 M NaNO,-Standardlésung (Ansatz: 1 ml)
NaN02
bidest. Wasser

2.5% H;PO4-Losung
85% H3PO,4
bidest. Wasser

1 Teil
3 Teile
7 Teile

2 mM
1 uM
1 uM
1 mM

1% (wW/v)
0,1% (wW/v)

IM

2,5% (w/v)
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Losung fiir die Protein-Bestimmung nach Lowry

BSA-Standardldsung
BSA 4 mg/ml

0,1% Tris-Triton-Losung

ReagenZ-A’
Reagenz S 1% (v/v)
Reagenz A 99% (v/v)

1% Tris-Triton-LOsung

1 M Tris-HCI-Losung pH 7,4 100 mM
Triton X-100 1% (v/v)
Aqua bidest.

Losungen fiir die RNA-Priparation, RT-PCR und Gelelektrophorese:
Zelllyse und RNA-Préparation:

DEPC-Wasser
DEPC 0,2% (v/v)
Aqua bidest.

RT-Master-Mix

Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine Probe (8 pl), der Master-Mix wird dann
entsprechend fiir (n+1) Proben angesetzt:
10x RT-Puffer 2 ul
5 mM dNTP-Mix 2 ul
10 U/ul RNase Inhibitor RNasin Plus
(1:4 verdiinnt mit 1x RT-Puffer) 1l
10 uM Oligo(dt);s-Primer 2 ul

Omniscript Reverse Transkriptase I ul
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PCR-Master-Mix

Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine Probe (45 ul), der Master-Mix wird dann

entsprechend fiir (n+1) Proben angesetzt:

10x PCR-Puffer 5,0 pl
50 mM MgCl, 1,5 ul
10 mM dNTP-Mix 1,0 pl
5 U/ul Taq Polymerase 0,5 ul
10 uM sense-Primer 2,5 ul
10 uM antisense-Primer 2,5 ul

Aqua bidest. Ad 45 pl

Gelelektrophorese:

5x TBE-Puffer

Tris 0,45M
Borsaure 0,44 M
EDTA 0,012 M
Aqua bidest.

0,5x TBE-Puffer
5x TBE-Puffer 1:10 verdiinnt mit Aqua bidest.

Agarose-Gel 1,.2%
Agarose 1,2%
0,5x TBE-Puffer

Ethidiumbromid-Stammlésung (10 mg/ml) 10ul

Ethidiumbromid-Losung 1%
Ethidiumbromid 1%
Aqua bidest.
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Probenpuffer
Ficoll 400

Bromphenol-Losung 1%
5x TBE-Pufter
Aqua bidest.

15% (w/v)
0,25% (w/v)
0,5x
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3. Primer

B-Aktin: sense: 5-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3’
anti-sense: 5>-AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG-3’

Arginase | sense: 5’-AAAGCCCATAGAGATTATCGGAGCG-3’
anti-sense: 5’-AGACAAGGTCAACGGCACTGCC-3’

INOS sense: 5’-CATGAACTCCAAGAGTTTGACCAG-3’

anti-sense: 5’-GCCCAGGTCGATGCACAACTGG-3’

Alle Primer wurden synthetisiert von der Firma MWG, Ebersberg
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4. Testsubstanzen

Anacardic Acid (AA) = 6-Pentadecylsalicylic acid Axxora, Lorrach
Stocklésung: 1 mM in DMSO
Verdiinnung: Aqua bidest.

Dexamethason Sigma-Aldrich, Miinchen
Stocklosung: 100 mM in Ethanol abs.
Verdiinnung: 1xPBS

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) Sigma-Aldrich, Miinchen
Stocklosung: 10 pg/ml in PBS
Verdiinnung: 1xPBS

Lipopolysaccaride (LPS) Sigma-Aldrich, Miinchen
Stocklosung: 1 mg/ml in Aqua bidest.
Verdiinnung: 1xPBS

PDTC Sigma-Aldrich, Miinchen
Stockldsung: 60 mM in Aqua bidest.
Verdiinnung: Aqua bidest.

TLCK Sigma-Aldrich, Miinchen
Stockldsung: 10 mM in Aqua bidest.
Verdiinnung: Aqua bidest.



38

5. Arbeitsmaterial und Geriite

Analysenwaage 2444, 2258
Autoclav 80230
Brutschrinke: Incubator Infrared CO,
Steri-Cycle CO2 Incubator
Fotodokumentationssystem Power Shot G5
Mikroskop IMT2-RFL
Halbmikro-Kiivetten 10 x 4 x 45 mm
Heizblocke und Thermocycler:
PCR Thermal Reactor
MyCycler
pH-Elektrode SenTix 81
pH-Meter inoLab 1

Sicherheitswerkbianke LaminAir HB HBB 2436

Zellkulturplatten/-schalen versch. Gro3en
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II. METHODEN

1. Priparation und Kultur von Alveolarmakrophagen der Ratte

Zwei bis vier Monate alte Sprague-Dawley-Ratten beiderlei Geschlechts, geboren im Institut
fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitidt Bonn, wurden durch zervikale Dislokati-
on getdtet und ausgeblutet. Nach der Offnung des Thorax wurden Herz und Thymus entfernt
und die Lunge samt unterhalb des Larynx durchtrennter Trachea herausgeldst. Zur Zellisolie-
rung wurde eine Lavage der Lungen mit PBS durchgefiihrt. Hierzu wurde jede Lunge mit
Hilfe einer Spritze dreimal mit jeweils 5 — 10 ml 4°C kalter PBS gespiilt. Zur Verbesserung
der Zellablosung wurden wahrend des Absaugens der Lavage die Lungenfliigel sanft mas-
siert.

Fiir einen Préparationsansatz wurden im Durchschnitt vier bis fiinf Rattenlungen lavagiert.
Die Lavage wurde in sterile Kunststoffrohrchen iiberfiihrt und fiir 5 min bei 400 g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde unter sterilen Bedingungen dekantiert. Die Zell-Pellets wurden
mit 6 ml PBS resuspendiert und in einem Rohrchen zu einem Pool vereinigt. Mit weiteren 6
ml PBS wurden die verwendeten Kunststoffrohrchen nachgespiilt, um moglichst alle Zellen
zu erfassen. Es erfolgte erneut eine Zentrifugation bei 400 g fiir 5 min. Der Uberstand wurde
wiederum unter sterilen Bedingungen verworfen. Das Pellet wurde jetzt in 2-4 ml Makropha-
gen-Kulturmedium resuspendiert.

Nun wurde die Anzahl der prédparierten Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer bei
gleichzeitiger Bestimmung der Zellvitalitdt mittels Trypanblau-Ausschlussfarbung bestimmt.
Hierzu wurden 80 pl Trypanblau-Férbelosung mit 20 pl Zellsuspension versetzt. Die Kammer
wurde mit einem Teilvolumen dieser Suspension beschickt und die Zellen unter dem Mikro-
skop ausgezéhlt. Mit Hilfe des Kammerfaktors konnte rechnerisch die in den 2-4 ml Zellsus-
pension vorhandene Zellzahl ermittelt werden.

Die Zellen wurden auf 12-Loch-Kulturschalen so ausgesit, dass pro Vertiefung eine Zellzahl
von einer Million erreicht wurde. Es wurden jeweils 500 pl Kulturmedium hinzugefiigt. Zur
Adhidrenz wurden die Zellen fiir mind. 2 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
Danach erfolgte ein Mediumwechsel. Das Medium wurde moglichst vorsichtig mit einer Pi-
pette abgenommen, um adhérente Zellen nicht abzulosen. Nicht adhdrente Zellen sowie mit-

préaparierte Erythrozyten wurden entfernt. Schlielich wurde frisches Medium zugesetzt.
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2. Enzym-Assays

2.1. Spektralphotometrische Bestimmung von Nitrit

Protokoll nach Schmidt et al. (1988)

RAM wurden wie unter II.1. beschrieben préipariert und kultiviert. Nach zweistiindiger Ad-
hésionsphase und erfolgtem Mediumwechsel wurden nun je nach Versuchsprotokoll Test-
substanzen zugesetzt, wobei sich die Volumina von Testsubstanz und zugesetztem Medium
jeweils zu 500 ul Gesamtvolumen pro Vertiefung ergdnzten. Die Zellen wurden flir weitere
20 h bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

Zur Bestimmung der iNOS-Aktivitdt wurde die nach dieser Inkubationszeit im Medium
vorhandene Nitrit-Konzentration spektralphotometrisch, basierend auf der Griess-Reaktion,
bestimmt. Hierzu wurden 400 ul Kulturiiberstand in Halbmikrokiivetten {iberfiihrt. Mit einer
Multipipette wurden 400 pl frisch hergestelltes Griess-Reagenz zugesetzt. Nach 20-miniitiger
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Extinktion des gebildeten Azofarbstoffes ge-
gen einen Leerwert, bestehend aus 400 pul Makrophagen-Primdrmedium / 0,1% Triton x 100
+ PI und 400 pl Griess-Reagenz, bei einer Wellenldnge von 540 nm spektralphotometrisch
gemessen.

Zur Ermittlung der Nitrit-Konzentration in den Proben diente eine NaNO;-
Regressionsgerade. Die Standards zur Erstellung der Geraden enthielten NaNO, in Kon-
zentrationen von 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 und 80 uM in Makrophagen-Kulturmedium
/0,1% Triton X-100 + PI.

In Analogie zu den Proben wurden zu je 400 pl dieser Standards 400 pl Griess-Reagenz ge-

geben und nach 20 min Inkubationszeit vermessen.

2.2. Arginase-Assay

Harnstoff-Bestimmung nach Corraliza et al. (1994)

Fiir den Arginase-Assay wurden die bereits unter I1.2.1. beschriebenen Versuchsansitze mit
je 1 Mio. RAM auf 12-Loch-Kulturschalen weiterbearbeitet; demzufolge wurden Nitrit-
Bestimmung und Arginase-Assay grundsétzlich parallel durchgefiihrt. Nach Abnahme der
Kulturiiberstinde fiir die Nitrit-Bestimmung wurden die adhirenten Zellen fiir 30 min bei
Raumtemperatur in je 750 ul Triton-Losung mit Protease-Inhibitoren inkubiert. 50 pl des
erhaltenen Zell-Lysats wurden fiir die Protein-Bestimmung (s. II.3.) eingesetzt, wohingegen
500 pl in ein Glasréhrchen iiberfiihrt, im Verhiltnis 1:1 mit 25 mM Tris-HC1 / 5 mM MnCl,-

Losung pH 7,4 gemischt und im Wasserbad fiir 10 min bei 56°C inkubiert wurden. Anschlie-
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Bend wurden 50 pl dieses Lysat-Tris / Mn-Gemischs in ein Kunststoffrohrchen pipettiert, mit
50 ul 0,5 M L-Arginin-Losung pH 9,7 versetzt und einer einstiindigen Umsatzphase bei 37°C
unterzogen. Wihrend dieser Inkubationszeit wurde eine 0,5 pg pl” Harnstoff-Standardlésung
hergestellt, die neben einer 25 mM Tris-HCI-Losung pH 9,7 und einer Triton-Tris-Mn-
Losung zur Erstellung einer Eichgeraden mit absoluten Harnstoff-Mengen von 1, 2, 5, 10, 15,
20 und 25 pg in Endvolumina von je 100 pl diente. Die Zusammensetzung der Eichwerte war
so gewihlt, dass der Gehalt an vorstehend genannten Losungen dem der Proben entsprach; als
Leerwert diente eine Mischung von 50 ul 25 mM Tris-HCI-Losung pH 9,7 mit 50 ul Triton-
Tris-Mn-Ldsung. Nach Verstreichen der einstiindigen Umsatzzeit wurden mit Hilfe einer
Multipipette sowohl zu den Proben als auch zu den frisch hergestellten Standards und dem
Leerwert je 800 pl Sduremix und je 50 pl 9% ISPF-Losung pipettiert. Nach griindlicher
Durchmischung wurden alle Kunststoffrohrchen fiir 45 min bei 95°C im Wasserbad inkubiert.
Der durch Reaktion von ISPF mit dem wihrend der Umsatzphase in den Proben bzw. in den
Standards gebildete Farbstoff wurde gegen den Leerwert bei 540 nm spektralphotometrisch
vermessen und der Harnstoff-Gehalt der Proben mit Hilfe einer Regressionsgeraden be-
stimmt. Bei der Umrechnung des Harnstoff-Gehaltes in Arginase-Einheiten ist eine Einheit
[Unit, U] definiert als diejenige Enzymmenge, welche die Entstehung von 1 pmol Harnstoff
pro Minute bei einer Temperatur von 37°C und einem pH-Wert von 9,5 katalysiert (Corraliza
et al., 1995; Jenkinson et al., 1996). Entscheidend fiir die Beurteilung der mit Hilfe der En-
zym-Assays erhaltenen Ergebnisse ist die Beriicksichtigung der unterschiedlichen Versuchs-
abldufe (Abb. 3). Wéhrend die durch die Nitrit-Bestimmung gewonnenen Werte die Akkumu-
lation von Nitrit und dementsprechend die iNOS-Aktivitit {iber die gesamte 20-stiindige Kul-
turperiode reflektieren, liefert der Arginase-Assay eine Momentaufnahme der Arginase-
Aktivitdt nach Abschluss der Kulturphase und ohne Konkurrenz durch die iNOS.

1.iNOS
Messung der Nitrit-Akkumulation

20 h Kulturperiode / Uber 20 h

2. Arginase

1 h Umsatz- Messung der Harnstoff-

20 h Kulturperiode Bildung in 1 h
Phase /

Schema des Versuchsablaufs der Enzym-Assays
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3. Protein-Bestimmung

Protokoll nach Firmenangaben zum D¢ Protein Assay Kit (Bio-Rad)

Wie bereits in C. II. 2. 2. erwdhnt, wurden 50 pl des Zell-Lysates aus dem Arginase-Assay
einer Protein-Bestimmung unterzogen. Mit Hilfe einer Multipipette wurden zunéchst 100 pl
frisch hergestelltes Reagenz A* und unmittelbar danach 800 pl Reagenz B hinzugefiigt, ge-
mischt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Entsprechend wurde mit je 50 pl Stan-
dards aus Rinder-Serumalbumin verfahren, die, geldst in 0,1% Tris-Triton-Losung, in den
Konzentrationen 50, 100, 300, 700, 1100 und 1500 pug ml" zum regelméBigen Einsatz in der
Protein-Bestimmung bei —20°C gelagert wurden. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die
Absorption von Proben und Standards gegen identisch vorbereitete Leerwerte entsprechender
Zusammensetzung, d.h. fiir Proben aus dem Arginase-Assay 50 pl Triton-Losung mit Protea-
se-Inhibitoren, fiir Proben aus der Protein-Priaparation aus RAM 50 ul 0,1% Tris-Triton-
Losung mit 10% Nonidet P40-Puffer mit Protease-Inhibitoren, und fiir Standards 50 pl 0,1%
Tris-Triton-Losung, bei 750 nm an einem Spektralphotometer vermessen. Dabei hatte die
Verwendung unterschiedlicher Losungsmittel fiir Standards und Proben keinerlei Einfluf auf

die erhaltenen Ergebnisse.

4. RNA-Priparation

Nach der unter II.1 beschriebenen Préparation von RAM wurden je 5 Mio. Zellen auf Kultur-
schalen in 1 ml Makrophagen-Medium ausgesdt. Im Anschluss an die zweistiindige Adhési-
onsphase wurden die Zellen dann fiir 5, 10 oder 20 h in An- oder Abwesenheit verschiedener
Testsubstanzen kultiviert (37°C und 5% CO,). Nach Absaugen des Kulturmediums wurde 1,5
ml Lysis-Puffer auf die Platten gegeben, welche dann 5 min bei Raumtemperatur stehengelas-
sen wurden. Das Zellmaterial wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vom Scha-
lenboden gelost und schlieBlich in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt. Diese Reak-
tionsgefdfle konnten nun gegebenenfalls bei —80°C gelagert oder direkt weiterbearbeitet wer-

den.

5. RNA-Konzentrationsbestimmung

RNA hat ein Absorptionsmaximum bei 320 nm, dieses Absorptionsmaximum kann zur pho-
tometrischen Konzentrationsbestimmung mittels UV-Licht genutzt werden. Dabei besteht

eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl geldster Stoffe und der Menge absorbierten UV-
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Lichts. Die Schwichung eines Lichtstrahls durch Absorption (=Extinktion) entspricht dem
Produkt aus Schichtdicke (d) der Losung, Extinktionskoeffizient (e¢) und Konzentration (C)
der geldsten Substanz. Diesen Zusammenhang beschreibt das Lambert-Beer-Gesetz:
E=dee-C.
Durch einfaches Umstellen der Gleichung kann nun die Konzentration der RNA bestimmt
werden.
C=E/(d-e)
Zur Durchfiihrung der Konzentrationsbestimmung wurden 2ul der RNA-Probe mit 78ul Was-
ser in einem Mischverhéltnis von 1:40 verdiinnt.
Die Probe wurde in eine Quarzkiivette pipettiert und bei 320 nm im GeneQuant Photometer
gemessen.
Das Gerit ermittelt anhand der oben stehenden Formel neben der Absorption sofort die Kon-
zentration der RNA in der Probe und deren Ratio, also den Quotienten aus der Absorption bei
280 nm und der Absorption bei 320 nm. Die Ratio ist ein MaB fiir die Reinheit der Probe und

sollte etwa 1,6 betragen.

6. Reverse Transkription (RT-Reaktion)

Bei der reversen Transkription wird RNA mit Hilfe des viralen Enzyms reverse Transkriptase
in cDNA umgeschrieben. Die reverse Transkriptase ist eine RNA-gesteuerte DNA-
Polymerase von Retroviren, die ein RNA-Genom besitzen. In vitro kann mit der reversen
Transkriptase cDNA aus beliebiger RNA hergestellt werden.

Da RNA im Gegensatz zu DNA sehr leicht durch lytische Enzyme zerstort werden kann, ist
bei der Reversen Transkription auf besondere Sorgfalt zu achten. Die RT wurde unter der
sterilen Werkbank unter Verwendung mit Watte gestopfter Pipettenspitzen durchgefiihrt. Zu-
satzlich wurden sdmtliche RNA-enthaltenden Gefdfle immer auf Eis gestellt.

Aus den am Photometer gewonnenen Angaben liber die Konzentration der RNA (s. I1.5) lieB
sich die Gesamtmenge der RNA in 80 pl errechnen sowie die Fliissigkeitsmenge, die 1 pg
RNA enthélt. Diese Menge wurde in ein 0,5 ml-Reaktionsgefdl pipettiert und mit DEPC-
Wasser auf 12,5 pl aufgefiillt. AnschlieBend wurde der RT-Mastermix hergestellt und 7,5 pl
zu jedem Ansatz gegeben, sodass ein Endvolumen von 20 pl resultierte.

Dieses Gemisch wurde zunédchst 60 min bei 37°C inkubiert (RT-Reaktion) und anschlie3end

weitere 5 min bei 93°C um die Reverse Transkriptase zu deaktivieren. Danach wurde kurz
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zentrifugiert, und jede Probe mit 80 pul DEPC-Wasser aufgefiillt. Die so gewonnene cDNA
wurde bei —20°C gelagert.

7. PCR-Reaktion und anschlieende Gelelektrophorese

7.1 Die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion dient der Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte. Hierbei
macht man sich die Fahigkeit des Enzyms DNA-Polymerase zu Nutze. In vivo ist dieses En-
zym wiahrend der Zellteilung hauptverantwortlich fiir die semikonservative Replikation der
DNA, da sie die komplementéiren Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) an der in zwei
Einzelstringe gespaltenen DNA neu verkniipft.

Die DNA-Polymerase kann jedoch nicht de novo die Synthese beginnen. Sie bendtigt dazu
ein freies 3'-OH-Ende eines Starter-Oligonukleotids (Primer), welches mit dem komplemen-
tairen DNA-Einzelstrang bereits einen partiellen Doppelstrang ausgebildet hat. Es miissen
daher bei jeder PCR pro zu amplifizierender Sequenz zwei verschiedene Primer mit gegen-
sinniger Orientierung verwendet werden. Mit diesen Primern kann ein beliebiges Stiick der
DNA ausgewdhlt und vervielfiltigt werden.

Das Prinzip der PCR besteht in dem mehrfachen Durchlaufen eines Reaktionszyklus. Wih-
rend jedes Zyklus wird an jedem vorhandenen DNA-Einzelstrang ein komplementirer DNA-
Strang synthetisiert. Dadurch ist theoretisch eine exponentielle Vervielfiltigung des gesuch-
ten DNA-Abschnitts moglich.

Ein Reaktionszyklus besteht aus drei Schritten:

Im ersten Schritt, der Denaturierung, wird ein Gemisch aus DNA, dNTPs, zweier sequenz-
spezifischer Primer und einer DNA-Polymerase in einem Reaktionspuffer auf 95° Celsius
erhitzt und eine Auftrennung des DNA-Doppelstrangs in seine Einzelstringe erreicht. Schnel-
les Abkiihlen der Reaktionstemperatur verhindert die Reassoziation der beiden Einzelstringe.
Im nidchsten Schritt, der Anlagerung (Annealing), kommt es bei einer Temperatur von 56°
Celsius zu einer Anlagerung der Primer an die beiden Einzelstrange, wobei diese so gewahlt
sind, dass sich der eine am Anfang und der andere am Ende der zu amplifizierenden Nukleo-
tidsequenz anlagert.

Im letzten Schritt, der Komplementérstrangsynthese (Extension), erfolgt bei einer Temperatur
von 72° Celsius mit Hilfe der DNA-Polymerase die Neusynthese einer Doppelstrang-DNA
ausgehend von den zuvor angelagerten Primern, die im ndchsten Zyklus wiederum als

Template fiir Denaturierung, Annealing und Neusynthese dienen kann.
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Normale DNA-Polymerasen, die eine Eiweillstruktur haben, wiirden bei diesem Vorgang
hitzebedingt denaturieren, daher verwendet man fiir die PCR als Enzym der Wahl die hitze-
bestindige Taq-Polymerase, (aus Thermophilus aquaticus), welche die initiale Denaturie-
rungstemperatur von 95°C iibersteht und daher eine Automatisierung der PCR und eine grof3e

Anzahl von PCR-Zyklen hintereinander ermoglicht.

Je 5 pl des cDNA-Pools wurden zu 45 pl des unter I.1.3 beschriebenen Mastermixes pipet-
tiert.

Die Reagenzien, vor allen Dingen die tag-Polymerase, waren stets auf Eis gelagert. Simtliche
Pipettierschritte wurden unter der sterilen Werkbank mittels autoklavierter Pipettenspitzen
durchgefiihrt.

Im Robocycler konnte ein individueller PCR-Ablauf programmiert werden, wobei in der Re-

gel die nachfolgenden Temperaturen und Zeiten eingehalten wurden.

Funktion Temperatur [°C] Dauer
Denaturierung 94 Initial 3 min
94 jedss
Annealing 56 je30s
Extension 72 je 60s
abschlieBend 10 min

Die Anzahl der durchgefiihrten Zyklen betrug fiir die B-Aktin-Primerpaare stets 23, fiir die
Arginase I-Primerpaare 25 und fiir die iNOS-Primerpaare 30.

7.2 Agarose-Gelelektrophorese
Zur Herstellung eines Agarose-Gels wurde 1,8 g Agarose in 150 ml 0,5x TBE-Puffer einge-

wogen und aufgekocht, bis keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Dann erfolgte die Ab-
kiithlung des Gels unter kontinuierlichem Riihren. Nach Abkiihlen auf ungefdhr 50°C wurden
5 pl 1% Ethidiumbromid-Losung zugesetzt.

Ethidiumbromid ist ein fluoreszierender interkalierender Farbstoff, der sich etwa alle 4-5
Nukleotide zwischen den Strangwindungen doppelstringiger DNA einlagert. Die DNA kann

auf diese Weise unter UV-Licht nachgewiesen werden.
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Anschlieend wurde das Gel blasenfrei in einen Geltrager gegossen. Mit Gelkimmen wurden
Taschen im Gel ausgespart, in welche die DNA-Proben aufgetragen wurden.

Die Elektrophorese ist der Transport geladener Partikel durch elektrischen Strom (Gleich-
strom). Durch den Molekularsiebeffekt der Agarose kommt es zu einer Auftrennung der ne-
gativ geladenen Nukleinsduren nach Grof3e bei ihrer Wanderung zur Anode.

Zur Durchfithrung der Elektrophorese wurde das Agarose-Gel in die Pufferkammer eingelegt
und vollstindig mit Laufpuffer (0,5x TBE-Puffer) bedeckt. 20ul der PCR-Proben wurden
zunichst in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und mit 2 pl Blau-Marker vermischt.
Von diesen 22 pl wurden dann 20 ul vorsichtig in die Taschen (Slots) des Gels pipettiert.

Als Positivprobe und um die GréBe der amplifizierten DNA-Stiicke zu iiberpriifen wurde ein
Marker (SmartLadder) mit einer definierten Anzahl von Basenpaaren aufgetragen.

Bei konstanter Stromstidrke von 50-70 mA und einer Spannung von etwa 220 Volt wurde die
Gelelektrophorese so lange durchgefiihrt, bis der Farbmarker die Unterkante des Gels erreich-
te (ca. 2,5h); bei einer Elektrophorese iiber Nacht wurde eine Stromstérke von 8 mA einge-
stellt.

Das fertige Gel wurde auf dem Beleuchtungstisch unter UV-Licht betrachtet. Anschlieend
wurde mittels Digitalkamera ein Photo erstellt und abgespeichert, das der densitometrischen
Auswertung der Banden diente. Die semiquantitative Auswertung erfolgte mit dem Compu-
terprogramm RFLPscan. Hierbei wurden Quotienten anhand der optischen Dichten der Pro-

benbande und der Kontrollbande des B-Actin gebildet.
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8. Statistik und Berechnung

Microsoft Excel 2003

Samtliche Auswertungen der Versuchsergebnisse wurden mit diesen Programmen unter Er-
stellung von Tabellen der Einzelergebnisse und deren Verwendung fiir Mittelwertstabellen

durchgefiihrt. Auch die Erstellung von Eichgeraden erfolgte mit Excel 2003.

GraphPad Prism 5.0

Dieses Programm wurde verwendet, um die Versuchsergebnisse, die immer den arithmeti-

schen Mittelwert + SEM der jeweiligen Versuchsreihen zeigen, graphisch darzustellen.

GraphPad Instat

Hiermit wurden signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten berechnet. Verglichen mit-
einander wurden entweder Absolutwerte oder Prozentwerte des Mittelwertes der Kontroll-
gruppe einer jeden Zellpréparation. Der Vergleich zweier Messreihen erfolgte durch den
zweiseitigen Student t-Test. Statistische Unterschiede mit einer Wahrscheinlichkeit P < 0,05

galten als signifikant.

RFLPscan 2.01

Dieses Programm der Firma MWG Biotech wurde zur semiquantitativen Berechnung der

optischen Dichten der PCR-Banden auf den Agarose-Gelen verwendet.
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D. ERGEBNISSE

I. Funktionelle Untersuchungen der Arginase und iNOS

1. Aktivitat der Arginase und iNOS unter der Wirkung von LPS

1.1. Arginase-Aktivitit unter dem Einfluss von LPS

RAM, gewonnen aus der Bronchiallavage von 4 bis 5 Ratten, wurden fiir 20 Stunden in Ge-
genwart von LPS in den Konzentrationen 10 ng/ml und 100 ng/ml kultiviert. Anschlieend
wurde ein Arginase-Assay durchgefiihrt. Der hierbei entstandene Harnstoff wurde mittels
einer Farbreaktion quantifiziert und zur Bestimmung der Aktivitdt der Arginase herangezo-
gen.

Nach der einstiindigen Inkubation in Gegenwart von 0,5 M L-Arginin zeigte sich unter Kon-
trollbedingungen eine basale Arginase-Aktivitdt von 196 £ 27 mU/ug Protein. Wie in Abb.
1 zu sehen, fiihrte die Inkubation mit LPS zu einer konzentrationsabhingigen Steigerung der

Arginase-Aktivitét auf bis zu 220% des Basalwertes (100 ng/ml LPS).
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Abb.1: Wirkung von LPS auf die Arginase-Aktivitdt in RAM nach 20stiindiger Inkubation.
Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in Harnstoffmenge pro pg Protein als %-Wert der
Kontrolle von 7 (LPS 10 ng/ml) bzw. 6 (LPS 100 ng/ml) Experimenten. * P < 0,05 im Ver-
gleich zur Kontrolle. ** P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle.
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1.2. iNOS-AKktivitit unter dem Einfluss von LPS

Zur Bestimmung der iNOS-Aktivitit wurde nach der 20-stiindigen Kulturphase im Uberstand
des Kulturmediums die Nitrit-Akkumulation gemessen. Die Bildung von Nitrit dient dabei als
MaB fiir die Aktivitdt der iNOS, da das bei der Enzym-Reaktion gebildete NO rasch zu den
stabilen inaktiven Endprodukten Nitrit bzw. Nitrat weiteroxidiert wird. Bereits unter Kon-
trollbedingungen wurde eine basale Nitrit-Konzentration gemessen, die um einen Mittelwert
von ca. 8000 nM/ml Medium schwankt. Die Anwesenheit von LPS verursachte eine starke

Zunahme der NO-Synthese auf das zehnfache des Ausgangswertes (siche Abb. 2)
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Abb.2: Wirkung von LPS auf die iNOS-Aktivitit in RAM nach 20-stiindiger Inkubation. An-
gegeben sind die Mittelwerte plus SEM in Nitritkonzentration in mM (n = 6 bzw. 8).
* P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. ** P <0,0005 im Vergleich zur Kontrolle.
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2. Aktivitit der Arginase und iNOS unter der Wirkung von GM-CSF
Nach dem Standardprotokoll wurden RAM fiir 20 Stunden in Gegenwart von 1, 10, und 100
ng/ml GM-CSF kultiviert und anschlieBend entweder der Uberstand oder die Zelllysate fiir

die entsprechenden Enzym-Assays herangezogen.

2.1. Arginase-Aktivitit unter dem Einfluss von GM-CSF

Die 20-stiindige Inkubation mit GM-CSF fiihrte zu einem konzentrationsabhéngigen Anstieg
der Arginase-Aktivitdt bis auf einen Hochstwert von 382 mU/pg Protein bei 100 ng/ml
GM-CSF, was einer Verdopplung der Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle entspricht (siche
Abb. 3). Damit féllt der GM-CSF-Effekt geringfiigig schwécher aus als der Effekt von LPS in

der Konzentration von 100 ng/ml.
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Abb.3: Wirkung von GM-CSF (1, 10, 100 ng/ml) auf die Arginase Aktivitit in RAM nach
20-stiindiger Inkubation. Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in mU pro pg Protein

von jeweils 6 Experimenten. ** P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle.
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2.2. iNOS-Aktivitit unter dem Einfluss von GM-CSF

Die Messung der Nitrit-Konzentration im Uberstand des Kulturmediums ergab bereits in der
Konzentration von 1 ng/ml GM-CSF einen statistisch signifikanten Anstieg der iNOS-
Aktivitit, die bei 100 ng/ml GM-CSF 226% des Kontrollniveaus erreichte (siche Abb. 4).
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Abb.4: Wirkung von GM-CSF auf die iNOS-Aktivitdt in RAM nach 20-stiindiger Inkubation.
Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM der Nitritkonzentration als % der Kontrolle (n=6).
* P <0,05 im Vergleich zur Kontrolle. ** P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle.



52

3. LPS- bzw. GM-CSF-Effekte in Kombination mit Dexamethason

3.1. Arginase-Aktivitit unter dem Einfluss von Dexamethason und LPS

Wiederum wurden RAM iiber 20 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von LPS (100 ng/ml)
kultiviert. Zusétzlich wurde der Effekt von Dexamethason (100 nM) sowohl im Vergleich zur
Kontrollgruppe als auch in Kombination mit LPS untersucht. Wie aus Abb. 5 hervorgeht,
zeigte sich, dass Dexamethason den LPS-Effekt vollstindig aufhebt.
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Abb.5: Hemmender Einfluss von Dexamethason auf die Arginase-Aktivitidt in RAM in An-
bzw. Abwesenheit von LPS nach 20-stlindiger Inkubation. Angegeben sind die Mittelwerte
plus SEM in mU pro pg Protein von jeweils 6 Experimenten. * P < 0,01 im Vergleich zur

Kontrolle. + P < 0,05 im Vergleich zu LPS alleine.
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3.2. iNOS-Aktivitit unter dem Einfluss von Dexamethason und LPS

Auch auf die LPS-induzierte Zunahme der Aktivitit der iNOS wirkt Dexamethason damp-
fend, wenn gleich der Effekt weit weniger stark ausgepragt zu sein scheint, als bei der Argi-
nase. Dennoch ist die Nitrit-Akkumulation in Gegenwart des Glukokortikoids statistisch sig-
nifikant gesenkt (siche Abb. 6).
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Abb.6: Hemmender Einfluss von Dexamethason auf die LPS-induzierte iNOS-Aktivitét in
RAM nach 20-stiindiger Inkubation. Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM der Nitrit-
konzentration in mM von 6 unabhingigen Versuchen. ++ P <0,0001 im Vergleich zur Kon-

trolle. ** P <0,0005 im Vergleich zu Inkubation mit LPS alleine.
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3.3. Arginase-Aktivitit unter dem Einfluss von Dexamethason und GM-CSF

RAM wurden iiber 20 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von GM-CSF in den Konzentratio-
nen 1, 10 und 100 ng/ml sowie mit bzw. ohne Dexamethason (100 nM) inkubiert. In den fol-
genden Arginase-Assays zeigte sich eine deutliche Inhibition des GM-CSF-Effektes in allen
drei Konzentrationen bis auf Werte knapp iiber dem Kontrollniveau, vergleichbar mit der

Dexamethason-Wirkung auf die LPS-induzierte Arginase-Aktivitét.
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Abb.7: GM-CSF-Effekt auf die Arginase-Aktivitit in An- bzw. Abwesenheit von Dexa-
methason. Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in mU pro pg Protein von jeweils 6
Experimenten. ** P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. + P < 0,01 im Vergleich zu GM-CSF
alleine. ++ P < 0,005 im Vergleich zu Inkubation mit GM-CSF alleine.



55

3.4. iNOS-Aktivitiit unter dem Einfluss von Dexamethason und GM-CSF

Wie bereits beschrieben, verursacht GM-CSF einen konzentrationsabhéngigen Anstieg der
iINOS-Aktivitét auf iiber 200% der Kontrollansitze. Dexamethason vermag diesen GM-CSF-
induzierten Anstieg vollstindig aufzuheben. Die hemmende Wirkung von Dexamethason fillt

hier im Vergleich zur Hemmung des LPS-induzierten Anstiegs deutlich stirker aus.
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Abb.8: GM-CSF-Effekt auf die iNOS Aktivitdt in An- bzw. Abwesenheit von Dexamethason.
Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in % der Kontrolle von jeweils 6 Experimenten.
* P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. ** P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. + P < 0,05
im Vergleich zu GM-CSF alleine. ++ P < 0,005 im Vergleich zu GM-CSF alleine.
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4. GM-CSF-Effekte in Kombination mit NF-kB-Inhibitoren

In den folgenden Versuchsreihen wurde untersucht, ob die durch GM-CSF induzierte Zu-
nahme sowohl der Arginase I als auch der iNOS auf einer Aktivierung von NF-kB beruht.
Hierzu wurden die Wirkungen der NF-kB-Inhibitoren Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC) und
N®p-Tosyl-L-lysinchlorometylketon (TLCK) auf die Enzymaktivitédten von Arginase I und
INOS getestet. Bei der Substanz PDTC handelt es sich um ein Antioxidans, das die Aktivie-
rung der [-kB-Kinase hemmt. Dieses Enzym ist fiir die Phosphorylierung und die damit ver-
bundene reversible Abspaltung der inhibierenden Untereinheit I-kB verantwortlich, die den
im Zytosol vorliegenden Transkriptionsfaktor NF-kB bindet. TLCK stellt dagegen einen Se-
rin-Protease-Inhibitor dar, der die Degradation der hemmenden Untereinheit {iber das Proteo-

som blockiert.

4.1. Arginase-Aktivitiat unter dem Einfluss von NF-kB-Inhibitoren und GM-CSF

RAM wurden fiir 20 Stunden in An- oder Abwesenheit von GM-CSF (100 ng/ml) und PDTC
(60 uM) bzw. TLCK (100 uM) kultiviert. Im anschlieBenden Arginase-Assay konnte bei bei-
den Substanzen ein hemmender Effekt auf die GM-CSF-Wirkung beobachtet werden. Das
Ausmal} der Hemmung war dabei fiir PDTC und TLCK in etwa gleich stark und reduzierte
die Arginase-Aktivitit auf Werte knapp tiber dem Kontrollniveau (Abb. 9).
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Abb.9: Einfluss der NF-kB-Inhibitoren TLCK (100 uM) und PDTC (60 uM) auf die durch
GM-CSF (100 ng/ml) induzierte Zunahme der Arginase Aktivitidt. Angegeben sind die Mit-
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telwerte plus SEM in mU pro pg Protein (n = 6). ** P < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle.
++ P < 0,005 im Vergleich zu GM-CSF alleine.

4.2. iNOS-Aktivitit unter dem Einfluss von NF-kB-Inhibitoren und GM-CSF

Bei der Bestimmung der Nitrit-Akkumulation im Uberstand der Zellkulturen zeigten die bei-
den NF-kB-Inhibitoren einen noch ausgeprigteren Effekt. Sie senkten die basale Nitrit-
Bildung in nicht stimulierten Zellen auf Werte deutlich unterhalb des Kontrollniveaus. Auch
die Nitrit-Akkumulation GM-CSF-stimulierter Zellen lieB sich durch Anwesenheit der
NF-kB-Inhibitoren widhrend der Kulturperiode deutlich unter die Kontrollwerte absenken
(sowohl TLCK als auch PDTC ca. 60%).
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Abb.10: EinfluB der NFkB-Inhibitoren TLCK (100 uM) und PDTC (60 uM) auf die durch
GM-CSF (100 ng/ml) induzierte Zunahme der iNOS-Aktivitdt. Mittelwerte plus SEM der
Nitritkonzentration als % der Kontrolle (n = 6). ** P = 0,0005 im Vergleich zur Kontrolle.
++ P < 0,001 im Vergleich zu GM-CSF alleine.
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5. LPS- bzw. GM-CSF-Effekte in Kombination mit Anacardic Acid

Histon-Acetyl-Transferasen (HAT) sind eine Gruppe von Enzymen, die eine wichtige Rolle
in der Organisation des Chromatins und der Regulation der Genexpression spielen. Diese
Enzyme modifzieren die N-terminalen Lysinreste von Histonen durch kovalente Bindung von
Acetylgruppen aus Acetyl-CoA. Im Rahmen dieser Versuchsreihen wurde untersucht, welche
Rolle Histon-Acetylierung in der Steuerung der Transkription der Gene fiir Arginase I und
iINOS spielt. Dazu wurde Anacardic Acid (AA) als ein wirkungsvoller Inhibitor der HAT-
Aktivitdt von p300 und p300/CBP-associated factor (Balasubramanyam et al., 2003) in Kom-
bination mit LPS bzw. GM-CSF eingesetzt.

5.1. Arginase-Aktivitit unter dem Einfluss von LPS und AA

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Effekt von Anarcadic Acid auf die LPS-induzierte
Zunahme der Arginase-Aktivitdt untersucht. Hierzu wurden Arginase-Assays durchgefiihrt,
wobei RAM wiederum fiir 20 Stunden in An- oder Abwesenheit von LPS (10 ng/ml) und AA
in den Konzentrationen 1, 10 und 30 uM kultiviert wurden. Wéhrend sich in den niedrigen
AA-Konzentrationen allenfalls tendenziell sinkende Aktivitdtswerte messen lieBen, wurde der
LPS-Effekt durch 30 uM AA statistisch signifikant gesenkt (siche Abb. 11).

Eine identische Versuchsanordnung mit 100 ng/ml LPS ergab ebenfalls eine hemmende Wir-

kung durch AA in der Konzentration von 30 uM (Abb. 12).
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Abb.11: Wirkung von AA auf die durch LPS (10 ng/ml) induzierte Arginase Aktivitit in
RAM. Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in mU pro ug Proteinvon jeweils 6 Expe-

rimenten. ++ P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. * P < 0,05 im Vergleich zu LPS alleine.
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Abb.12: Wirkung von AA auf die Arginase-Aktivitit in RAM. Angegeben sind die Mittel-
werte plus SEM in Harnstoffmenge pro pg Protein als %-Wert der Kontrolle von jeweils 6
Experimenten. * P < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle. + P < 0,05 im Vergleich zu LPS allei-
ne. ++ P < 0,005 im Vergleich zu LPS alleine.
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5.2. iNOS-Aktivitiat unter dem Einfluss von LPS und AA

Nach Standardprotokoll wurde im Uberstand des Kulturmediums die Nitrit-Akkumulation
nach 20-stiindiger Inkubation bestimmt. Im Gegensatz zu der oben beschriebenen Hemmung
des LPS-Effektes auf die Arginase-Aktivitit lieB sich keine signifikante AA-Wirkung auf die
durch 10 ng/ml LPS induzierte Aktivitit der iNOS beobachten (siche Abb.13). Versuche mit
100 ng/ml LPS brachten vergleichbare Resultate (nicht abgebildet).
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Abb.13: Wirkung von AA auf die iNOS-Aktivitit in RAM nach 20-stiindiger Inkubation.
Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in Nitritkonzentration in mM (n = 5-7). Es zeigen
sich keine signifikanten Anderungen der LPS-stimulierten iNOS-Aktivitit.
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5.3. Arginase-Aktivitit unter dem Einfluss von GM-CSF und AA

Zur Bestimmung der Wirkung von AA auf den bereits beobachteten GM-CSF-Effekt auf die
Arginase-Aktivitit wurden RAM iiber 20 Stunden in Gegenwart von GM-CSF in den Kon-
zentrationen 1, 10 und 100 ng/ml bei An- bzw. Abwesenheit von 30 yM AA inkubiert. In
dieser Konzentration zeigte AA eine statistisch signifikante Abschwéchung des Effekts aller

drei GM-CSF-Konzentrationen (siche Abb. 14).
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Abb.14: Wirkung von AA (30 uM) auf die Arginase Aktivitit in RAM in Gegenwart von
GM-CSF (1, 10, 100 ng/ml). Angegeben sind die Mittelwerte plus SEM in mU pro pg Protein
von jeweils 5 Experimenten. + P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. * P < 0,05 im Vergleich

zu GM-CSF alleine. ** P < 0,0005 im Vergleich zu GM-CSF alleine.
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5.4. INOS-AKktivitit unter dem Einfluss von GM-CSF und AA

In der Kombination von GM-CSF (1, 10, 100 ng/ml) mit 30 pM AA lieB3 sich ein statistisch
signifikanter Riickgang der Nitrit-Akkumulation im Uberstand des Kulturmediums messen
(siche Abb. 15). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu dem weiter oben beobachteten, feh-
lenden Einfluss von AA auf den LPS-induzierten Anstieg der iNOS-Aktivitit.
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Abb.15: Einfluss von AA auf die durch GM-CSF induzierte iNOS-Aktivitdt in RAM. Ange-
geben sind die Mittelwerte plus SEM der Nitritkonzentration in mM (n = 5). * P < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle. + P < 0,05 im Vergleich zur jeweiligen GM-CSF Konzentration al-

leine. ++ P < 0,005 im Vergleich zur jeweiligen GM-CSF Konzentration alleine.
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I1. Untersuchungen zur Expression von Arginase I und iNOS

Nachdem auf funktioneller Ebene die Wirkung von GM-CSF auf die Enzymaktivitit von Ar-
ginase und iNOS im Vergleich zu LPS und in An- bzw. Abwesenheit von Dexamethason und
AA charakterisiert wurde, soll in diesem zweiten Abschnitt anhand von mRNA-Expressions-
Analyse mit spezifischen Primerpaaren fiir Arginase I und iNOS untersucht werden, in wie
weit sich die Aktivitdtsinderungen auf der Ebene der mRNA-Synthese widerspiegeln.

Nach Inkubation der RAM mit den zu untersuchenden Substanzen wurden die Zellen lysiert
und die Gesamtheit der RNA prépariert. Im Anschluss an die Reverse Transkriptase-Reaktion
wurden Polymerase-Kettenreaktionen durchgefiihrt mit spezifischen Primerpaaren fiir Argi-
nase I, iNOS sowie -Actin, welches als Housekeeping-Gen verwendet wurde.

Um das Ausmal der Expression des Arginase I- bzw. des iNOS-Gens zu quantifizieren, wur-
de die optische Dichte der PCR-Banden auf Agarosegelen vermessen und in Bezug gesetzt

zur Dichte des Kontrolltranskripts B-Aktin.
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1. Einfluss von LPS auf die Transkription der Arginase I

Unter LPS zeigte sich eine deutliche Zunahme der Enzymaktivitdt im Arginase-Assay. Nun
sollte gepriift werden, ob sich ein LPS-Effekt auch auf Transkriptionsebene nachweisen ldsst.
Hierzu wurden RAM fiir 5 Stunden und 20 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von 100 ng/ml
LPS inkubiert, und anschliefend wie oben beschrieben das Arginase [-mRNA-Produkt der
Zelllysate ermittelt. Hierbei zeigte sich nach 5h eine statistisch signifikante Zunahme unter
LPS im Vergleich zur Kontrolle. Auch nach 20h war eine erhohte Arginase I-mRNA-
Konzentration zu beobachten. Bei der geringen Probenzahl von n=3 ist sie allerdings als

nicht statistisch signifikant zu werten (siche Abb.16).
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Abb.16: Einfluss von LPS (100 ng/ml) auf die mRNA-Expressin der Arginase I in RAM
nach 5 bzw. 20 Stunden Inkubation. Dargestellt ist der Mittelwert plus SEM der Quotienten
der optischen Dichten der Arginase I-mRNA zu B-Actin-mRNA angegeben als % der Kon-
trolle (n=5 nach 5h, n=3 nach 20h). * P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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1.1. Kombination mit Dexamethason

Die vorherigen Enzym-Assays demonstrierten eindriicklich die Fahigkeit des Glukokortikoids
Dexamethason, die LPS-induzierte Zunahme der Arginase Aktivitit vollstindig zu unterdrii-
cken. Um zu priifen, ob sich dieser Effekt auch auf mRNA-Ebene nachweisen ldsst, wurden
RAM fiir 5 bzw. 20 Stunden mit 100 ng/ml LPS und 100 nM Dexamethason inkubiert. Dabei
zeigte sich, dass der LPS-Effekt durch Dexamethason wiederum komplett inhibierbar ist.
Aufgrund der geringen Probenanzahl (n=3) sind die 20 Stunden-Werte nur als Tendenz zu

werten, eine statistische Signifikanz lédsst sich nicht errechnen (siche Abb. 17).
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Abb.17:  EinfluB von LPS (100 ng/ml) in An- bzw. Abwesenheit von Dexamethason
(100 nM) auf die Arginase [-mRNA-Konzentration in RAM nach 5 bzw. 20 Stunden Inkuba-
tion. Dargestellt wird der Mittelwert plus SEM der Quotienten der optischen Dichten der Ar-
ginase [-mRNA zu (-Actin-mRNA als % der Kontrolle. n=5 (5h) und n=3 (20h). * P < 0,05

im Vergleich zur Kontrolle. + P < 0,05 im Vergleich zu LPS alleine.
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1.2. Kombination mit Anacardic Acid

Nachdem AA in den Arginase-Assays eine geringe, aber dennoch signifikante Hemmung der
LPS-Induktion demonstrierte, soll nun tberpriift werden, ob sich dieser Effekt auf der
mRNA-Ebene widerspiegelt. RAM wurden hierzu tiber 10 Stunden in Gegenwart von 10
ng/ml LPS mit bzw. ohne AA(30 pM) inkubiert. Nach drei unabhédngigen Versuchen lie3 sich
kein AA-Effekt auf das mRNA-Produkt nachweisen, weder im Vergleich zur Kontrolle noch
im Vergleich zu LPS alleine. Daher wurde die Versuchsreihe vorzeitig abgebrochen, und die

niedrige Probenanzahl von n=3 verhinderte eine statistische Auswertung des LPS-Effektes

(siche Abb. 18).
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Abb.18: Einflul von LPS (100 ng/ml) in An- bzw. Abwesenheit von AA (30 pM) auf die
Arginase [-mRNA-Konzentration in RAM nach 10-stiindiger Inkubation. Dargestellt ist der
Mittelwert plus SEM der Quotienten der optischen Dichten der Arginase [-mRNA zu B-
Actin-mRNA als % der Kontrolle (n=3).
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2. Einfluss von GM-CSF auf die Transkription der Arginase I

In Anlehnung an das Versuchsprotokoll fiir die funktionellen Untersuchungen wurden RAM
vor der Pridparation der RNA fiir 5h oder 20h in An- und Abwesenheit von GM-CSF
(100 ng/ml) kultiviert.

Wie aus Abb. 19 ersichtlich, konnte in RAM unter Kontrollbedingungen mRNA fiir Arginase
I nachgewiesen werden. Kultivierung in Anwesenheit von GM-CSF (100 ng/ml) {iber 5 Stun-

den fiihrte zu einer Verdopplung des mRNA-Produktes. Dieser Effekt war nach 20 Stunden

deutlich riicklaufig.
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Abb.19: Einfluss von GM-CSF (100 ng/ml) auf die Arginase [-mRNA-Konzentration in
RAM nach 5 bzw. 20 Stunden Inkubation. Dargestellt ist der Mittelwert plus SEM der Quo-
tienten der optischen Dichten der Arginase I-mRNA zu B-Actin-mRNA von 11 (5h) bzw.
9 (20h) unabhingigen Versuchen. * P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. ** P <0,0005 im

Vergleich zur Kontrolle.



68

2.1. Kombination mit Dexamethason

RAM wurden vor der RNA-Priparation fiir Sh bzw. 20h in An- und Abwesenheit von
GM-CSF (100 ng/ml) und Dexamethason (100 nM) kultiviert. Der in den Arginase-Assays
beobachtete hemmende Effekt des Dexamethason auf die durch GM-CSF induzierte Enzym-
Aktivitit lieB sich auf der Ebene der mRNA-Expression nicht bestitigen (siche Abb.20).
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Abb.20: Einfluss von GM-CSF (100 ng/ml) in An- bzw. Abwesenheit von Dexamethason
(100 nM) auf die Arginase [-mRNA-Konzentration in RAM nach 5 bzw. 20 Stunden Inkuba-
tion. Dargestellt ist der Mittelwert plus SEM der Quotienten aus Arginase I-mRNA zu
B-Actin-mRNA als % der Kontrolle. n=5 (5h) und n=4 (20h). ** P < 0,005 im Vergleich zur

Kontrolle.
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2.2. Kombination mit Anacardic Acid

Um die Wirkung von AA auf die durch GM-CSF erhohte Transkription des Arginase I-Gens
zu untersuchen, wurden RAM wiederum fiir 5 bzw. 20 Stunden in Gegenwart von GM-CSF
(100 ng/ml) mit bzw. ohne AA (30 pM) inkubiert. Wie nach den Resultaten der PCR-
Versuche zur Kombination von AA und LPS zu erwarten war, zeigte AA auch in dieser Ver-
suchsanordnung keine signifikante Wirkung auf die Menge an produzierter mRNA. Abbil-
dung 21 zeigte die Ergebnisse nach 5 Stunden. Ein vergleichbares Bild zeigte sich nach

20-stiindiger Inkubation (nicht dargestellt).

150+ .
=
el
[7)]
()]
®  100- |
Q.
>
L
? I
&£ 50+
£
2
<

0

KT + - + GM-CSF
- - +  AA

Abb.21: EinfluBl von AA alleine und in Kombination mit GM-CSF (100 ng/ml) auf die Argi-
nase [-mRNA-Konzentration in RAM nach 5-stlindiger Inkubation. Dargestellt wird der Mit-
telwert plus SEM der Quotienten aus Arginase [-mRNA zu B-Actin-mRNA von 6 unabhéngi-
gen Versuchen. * P < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle. AA zeigt keinen statistisch signifi-

kanten Effekt auf die Arginase I-Transkription.
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3. Einfluss von LPS auf die Transkription der iNOS

Der Einfluss von LPS auf die Transkription des iNOS-Gens wurde bestimmt nach Inkubati-
onszeiten von 5 und 10 Stunden. Es zeigte sich eine sehr starke Induktion des Gens nach 5
Stunden. Die mRNA-Menge nach 10 Stunden war bereits deutlich riickldufig und bei der ge-

ringen Fallzahl (n=3) nicht mehr als statistisch signifikant zu werten.
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Abb.22: Einflul von LPS (100 ng/ml) auf die iNOS-mRNA-Konzentration in RAM nach 5
bzw. 10 Stunden Inkubation. Mittelwert plus SEM der Quotienten aus iNOS-mRNA zu
B-Actin-mRNA von 4 (5h) und 3 (10h) unabhingigen Versuchen. * P < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle im Mann-Whitney-Test.
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3.1. Kombination mit Dexamethason

Wie schon in den entsprechenden Versuchen zur Enzymaktivitdt vermochte Dexamethason
auch auf mRNA-Ebene den LPS-Effekt auf die iNOS abzuschwiéchen. Allerdings fiel die
Reduktion der Enzym-Aktivitit wesentlich schwiécher aus, als die hier beobachtete fast voll-
standige Unterdriickung der LPS-induzierten Transkriptionssteigerung. Abb. 23 zeigt die Er-

gebnisse nach 5-stiindiger Inkubation.
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Abb.23: EinfluB von LPS (100 ng/ml) und Dexamethason (100 nM) auf die iNOS-mRNA-
Konzentration in RAM nach 5-stiindiger Inkubation. Mittelwert plus SEM der Quotienten aus
iINOS-mRNA zu B-Actin-mRNA von 4 unabhingigen Versuchen. * P <0,05 im Vergleich
zur Kontrolle. + P < 0,05 im Vergleich zu LPS.
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3.2. Kombination mit Anacardic Acid

Nachdem in den Enzym-Assays kein hemmender Effekt von AA auf die durch LPS induzierte
Aktivitdt der iNOS zu beobachten war, wurden dieses Ergebnis auch auf Transkriptionsebene
bestitigt. Nach 10-stiindiger Inkubation von RAM in Gegenwart von LPS (10 ng/ml)
und/oder AA zeigte sich eine Verdopplung des iNOS-Transkriptes in Gegenwart von LPS.
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Abb.24: EinfluBl von LPS (10 ng/ml) und AA (30 uM) auf die iNOS-mRNA-Konzentration
in RAM nach 10-stiindiger Inkubation. Mittelwert plus SEM der Quotienten aus iNOS-
mRNA zu -Actin-mRNA von 3 unabhingigen Versuchen. * P < 0,01 im Vergleich zur Kon-

trolle im ungepaarten T-Test.
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4. Einfluss von GM-CSF auf die Transkription der iNOS

Um den Einfluss von GM-CSF auf die Transkription des iNOS-Gens zu untersuchen, wurden
RAM in An- oder Abwesenheit von GM-CSF (100 ng/ml) tiber 5 bzw. iiber 20 Stunden inku-
biert. Die anschlieBende Bestimmung des iNOS-mRNA-Produktes zeigte eine Induktion der
Gentranskription durch GM-CSF, die bereits nach 5 Stunden bei ca. 140% lag und sich nach
20 Stunden weiter steigerte auf ca. 190% des Kontrollwertes (Abb.25). Somit folgt die Induk-
tion der iNOS durch GM-CSF einer anderen Kinetik als die der Arginase, deren mRNA-
Produkt nach 20 Stunden bereits wieder unter den 5 Stunden-Werten liegt (Abb.19).
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Abb.25: EinfluB von GM-CSF (100 ng/ml) auf die iNOS-mRNA-Konzentration in RAM
nach 5 bzw. 20 Stunden Inkubation. Mittelwert plus SEM der Quotienten aus iNOS-mRNA
zu B-Actin-mRNA als %-Wert der Kontrolle. n=10 (nach 5 h) bzw. n=7 (nach 20 h).
* P <0,05 im Vergleich zur Kontrolle im Mann-Whitney-Test.
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4.1. Kombination mit Dexamethason

Dexamethason inhibiert die durch GM-CSF induzierte Zunahme der iNOS-Aktivitét. In die-
ser Versuchsreihe sollte demonstriert werden, ob dieser Effekt auch auf Transkriptionsebene
nachweisbar ist. Hierfiir wurden RAM iiber 5 bzw. 20 Stunden entweder in Gegenwart von
GM-CSF alleine oder in Kombination mit Dexamethason inkubiert. Wie aus Abb. 26 hervor-

geht, wurde unter dem Einfluss von Dexamethason weniger iNOS-mRNA synthetisiert.
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Abb.26: EinfluB von GM-CSF (100 ng/ml) und Dexamethason (100 nM) auf die iNOS-
mRNA-Konzentration in RAM nach 5 bzw. 20 Stunden Inkubation. Mittelwert plus SEM der
Quotienten aus iNOS-mRNA zu B-Actin-mRNA als %-Wert der Kontrolle von jeweils 4 un-
abhdngigen Versuchen. + P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle im Mann-Whitney-Test.
* P <0,05 im Vergleich zu GM-CSF alleine.
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4.2. Kombination mit Anacardic Acid

Im Gegensatz zu den LPS-Versuchen, in denen AA weder Einfluss auf die iNOS-Aktivitét
noch auf das iNOS-Transkriptionsprodukt zeigte, vermochte AA die durch GM-CSF indu-
zierte INOS-Aktivitét statistisch signifikant zu senken. Um zu priifen, ob dieser Effekt auch
auf Transkriptionsebene zu beobachten ist, wurden RAM in Gegenwart von GM-CSF und in
An- bzw. Abwesenheit von AA fiir 5 und 20 Stunden inkubiert. Dabei konnte kein AA-Effekt

auf das iNOS-Transkriptionsprodukt demonstriert werden.
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Abb.27: EinfluB von GM-CSF (100 ng/ml) und AA (30 pM) auf die iNOS-mRNA-
Konzentration in RAM nach 5 bzw. 20 Stunden Inkubation. Mittelwert plus SEM der Quo-
tienten aus iNOS-mRNA zu B-Actin-mRNA als %-Wert der Kontrolle. n=6 (nach 5h) bzw.
n=3 (nach 20h). AA hat in dieser Versuchsanordnung keinen Einfluss auf den GM-CSF-
Effekt. * P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle im Mann-Whitney-Test.
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E. DISKUSSION

Als Teil des angeborenen Immunsystems stellen Alveolarmakrophagen die erste Verteidungs-
linie der Lunge dar. Sie sind in der Lage, den Grofteil von Fremdmaterial und eindringenden
Pathogenen aus den distalen Atemwegen zu entfernen (Sibille und Reynolds, 1990). Zusétz-
lich zu ihren zytotoxischen Eigenschaften vermitteln sie durch Antigen-Prasentation und die
Ausschiittung einer Vielzahl verschiedener Zytokine die Einleitung der Entziindungsreaktion
und der erworbenen Immunreaktion (Fearon und Locksley, 1996).

GM-CSF gilt als ein zentraler Regulator der Differenzierung und Aktivierung von Alveolar-
makrophagen und ist flir eine addquate Funktion der angeborenen Immunabwehr, speziell in
der Lunge, unabdingbar (Hamilton und Anderson, 2004;Shibata et al., 2001). Andererseits ist
eine UlibermidBige Expression dieses Zytokins auch in einer Reihe von chronisch-
inflammatorischen Erkrankungen impliziert.

Der Arginin-Stoffwechsel ist von besonderer Bedeutung im Entziindungsgeschehen nach Ak-
tivierung des angeborenen Immunsystems. Im Vordergrund steht dabei die Wechselwirkung
der beiden in Makrophagen induzierbaren Enzyme iNOS und Arginase I, die um das gemein-
same Substrat L-Arginin konkurrieren. Wihrend die Verwendung der Aminosdure durch
iINOS zur Synthese des zytotoxischen Stickstoffmonoxid fiihrt, vermittelt Arginase I durch

die Bereitstellung von Prolin und Polyaminen Geweberegeneration und —proliferation.

I. GM-CSF-Effekt auf Expression von Arginase I und iNOS

Eine Charakterisierung der Wirkung von GM-CSF auf Expression und Aktivitit der Argina-
se I und iINOS in Alveolarmakrophagen ist bisher nicht beschrieben und ist Gegenstand der
vorliegenden Arbeit. Zur Beurteilung des Effektes von GM-CSF wurden sowohl funktionelle
Untersuchungen auf Ebene der Enzymaktivitdt als auch die Bestimmung der mRNA-Mengen
durch RT-PCR in primdren RAM angewandt.

Anhand der jeweiligen Enzym-Assays konnte in nicht-stimulierten Alveolarmakrophagen
eine basale Aktivitit sowohl der Arginase als auch der iNOS bestdtigt werden. Inkubation der
Alveolarmakrophagen in Gegenwart von GM-CSF fiihrt zu einer Aktivitétssteigerung beider
Enzyme (Abb. 3 bzw. 4). In der Literatur ist wiederholt von einem funktionellen Antagonis-
mus in der Regulation dieser beiden Enzyme berichtet worden. So induzieren Th;-Zytokine

ausschlieBlich die iNOS, wihrend Thy-Zytokine die Arginase I induzieren (Corraliza et al.,
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1995;Munder et al., 1998;Mills et al., 2000). Eine parallele Hochregulation beider Enzyme ist
dagegen nach Stimulation der Zellen durch LPS beschrieben (Louis et al., 1999;Klasen et al.,
2001;Sonoki et al., 1997). Eine Induktion der Arginase I durch GM-CSF konnte kiirzlich
auch in Makrophagen im Rahmen der Angiogenese beobachtet werden (Jost et al., 2003).

Bei der Beurteilung der Ergebnisse des Arginase-Assays ist der Aufbau dieses Experiments
zu bedenken. Bestimmt wurde der L-Arginin-Umsatz iiber eine Stunde in Abwesenheit von
iINOS-Aktivitdt und bei Substratiiberschuss. Die Ergebnisse spiegeln daher die Menge des in
den Zellen vorhandenen Arginase-Proteins wider. Die Aktivitidt des Enzyms in den Zellen
wird durch die Konkurrenzsituation mit der iNOS und limitiertem Substratangebot unter der
hier gemessenen Aktivitdt liegen.

Zudem muss erwidhnt werden, dass die hier bestimmte Arginase-Aktivitdt nicht spezifisch der
Arginase | zugeschrieben werden darf. Der gemessene Umsatz von L-Arginin zu Harnstoff
spiegelt vielmehr die Aktivitdt beider Isoenzyme, Arginase I und Arginase II, wider. Arginase
IT kann nach geeigneter Stimulation in Makrophagen induziert werden. Allerdings konnte
speziell im Fall von Rattenalveolarmakrophagen demonstriert werden, dass der Beitrag der
Arginase II zur gesamten Arginase-Aktivitit gering ist (Klasen et al., 2001). Daher wird im
Rahmen dieser Arbeit die gemessene Arginase-Aktivitit gleichgesetzt mit der Aktivitit der

Arginase I.

Als proinflammatorisches Zytokin aktiviert GM-CSF Makrophagen iiber einen membran-
standigen Rezeptor. Der GM-CSF-Rezeptor nutzt verschiedene intrazelluldre Signaltransduk-
tionspfade, die letztlich zu einer gesteigerten Transkription der Zielgene fiihren. Einer dieser
Pfade beinhaltet die Aktivierung verschiedener STATs vornehmlich durch JAK2. STATS5
scheint der vorherrschende Vertreter der STATs zu sein, die durch den GM-CSF-Rezeptor
rekrutiert werden. Aber auch eine Beteligung von STAT1 und 3 an der Signaltransduktion in
Makrophagen wird beschrieben (de Groot et al., 1998). Kiirzlich konnte einer der Regulati-
onsmechanismen der Arginase I-Expression in der Makrophagenzellinie RAW identifiziert
werden (Pauleau et al., 2004). Dabei wurde gezeigt, dass die Induktion der Arginase I durch
IL-4 von der Aktivierung von STAT6 abhéngig ist. Eine Rekrutierung von STAT6 durch
GM-CSF in Makrophagen wurde bisher nicht beschrieben. Allerdings vermittelt STAT6 ei-
nen Teil der GM-CSF-Effekte auf Dendritische Zellen (Welte et al., 1997), so dass eine Be-
teiligung dieses Signaltransduktionsweges an der hier beobachteten Induktion der Arginase I

durch GM-CSF in Alveolarmakrophagen moglich ist.
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Es ist zudem vorstellbar, dass GM-CSF nicht direkt Einfluss nimmt auf die Expression von
Arginase [ und iNOS. Als ein natiirlicher Aktivator des Immunsystems induziert GM-CSF die
Synthese einer Vielzahl von weiteren Zytokinen in Makrophagen. Somit wére es moglich,
dass GM-CSF indirekt tiber die Induktion eines weiteren Mediators die Transkription beider
Gene beeinflusst. Ein solcher para- bzw. autokriner Effekt als Reaktion auf die Stimulation
durch GM-CSF lasst sich allerdings mit dem gewahlten Versuchsaufbau weder ausschlie3en
noch belegen. In diesem Zusammenhang konnte durch Neutralisation von GM-CSF in LPS-
stimulierten Méusen demonstriert werden, dass diesem Zytokin eine zentrale Rolle in der
Einleitung der Immunreaktion zukommt, und dass ein Mangel an GM-CSF die addquate Syn-

these weiterer Entziindungsmediatoren unterbindet (Bozinovski et al., 2004).

LPS ist ein Endotoxin aus der dufleren Membran gramnegativer Bakterien. Es ist ein wesent-
licher Aktivator der Alveolarmakrophagen und somit des angeborenen Immunsystems der
Lunge, welches eine essentielle Rolle spielt in der antimikrobiellen Verteidigung gegeniiber
solcher Organismen (Ulevitch und Tobias, 1999;Martin, 2000). Eine eingehende Charakteri-
sierung der Effekte von LPS auf Arginase I und iNOS in Rattenalveolarmakrophagen wurde
bereits durch Klasen et al. vorgenommen (Klasen et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit
konnten diese Ergebnisse erneut bestitigt werden. Das Hauptaugenmerk liegt daher in erster
Linie auf der Charakterisierung der Effekte von GM-CSF und auf der Beurteilung dieser Ef-
fekte im Vergleich zu LPS.

Bei der parallelen Betrachtung der Effekte von LPS und GM-CSF zeigten beide Substanzen
eine vergleichbare Induktion sowohl der Aktivitét als auch der Expression von Arginase I und
iINOS in Alveolarmakrophagen. Diese Beobachtung verdeutlicht die enge Kopplung beider
Stimuli in der Einleitung der pulmonalen Entziindungsreaktion. In diesem Zusammenhang
konnte demonstriert werden, dass in Alveolarmakrophagen die GM-CSF-Konzentrationen
nach Stimulation durch LPS deutlich ansteigen (Meja et al., 2000). Tatsédchlich erzielt LPS
einen Grofiteil seiner Wirkung auf das Immunsystem durch die Induktion der Synthese von
GM-CSF in Makrophagen (Koch et al., 2004;Puljic et al., 2007). Die GM-CSF-Synthese steht
dabei am Anfang der proinflammatorischen Reaktion. In einem murinen Model der COPD
zeigte sich nach Stimulation durch LPS eine friihzeitige Induktion von GM-CSF und erst im
Anschluss eine Zunahme weiterer Chemokine und ein Influx von Neutrophilen. Die Neutrali-
sation von GM-CSF durch einen spezifischen Antikorper bewirkte in diesem Modell einen
Riickgang sowohl der Zahl der Neutrophilen als auch der Konzentration der Chemokine

MIP-2 und TNF-a in BAL-Fliissigkeit, was fiir die dominante Rolle von GM-CSF in der Ein-
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leitung pulmonaler Entziindungsreaktionen spricht (Puljic et al., 2007). Gleichzeitig scheint
eine basale GM-CSF-Aktivitit in der Lunge aber auch eine Vorraussetzung dafiir zu sein,
dass LPS seine proinflammatorische Wirkung entfalten kann. In den Alveolen bindet LPS an
das dort vorliegende, 16sliche LPS-binding protein, welches im Folgenden an den Toll Like
Receptor 4 (TLR4) auf der Oberflache der Makrophagen bindet und diesen aktiviert. TLR4
wiederum aktiviert im Intrazellulirraum den proinflammatorischen Transkriptionsfaktor
NF-kB und leitet somit die Immunaktivierung ein. Zu den vielfiltigen Wirkungen von
GM-CSF auf Makrophagen zdhlt auch die Induktion des TLR4. Tatséchlich unterdriickt die
Neutralisation der basalen pulmonalen GM-CSF-Aktivitit in Mausen durch spezifische Anti-
korper die Immunreaktion auf eine anschlieBende Stimulation durch LPS (Bozinovski et al.,
2004). Diese Beobachtungen verdeutlichen die enge Beziehung dieser beiden Substanzen in
der Regulation des angeborenen Immunsystems der Lunge. Die wesentlich stirkere Induktion
der iNOS durch LPS (Abb. 22) im Vergleich zu GM-CSF (Abb. 25) deutet allerdings darauf
hin, dass nicht die gesamte Wirkung des Endotoxins durch GM-CSF vermittelt wird.

1.1 Einflufl von Glukokortikoiden auf den GM-CSF-Effekt

Glukokortikoide zeigen eine weit reichende antiinflammatorische Wirkung und stellen eine
Séule der Therapie des Asthma bronchiale dar. Eine Hemmung der Expression und Aktivitat
der Arginase I und iNOS durch Dexamethason wurde in der Literatur bereits beschrieben
(Klasen et al., 2001). In dieser Arbeit sollte nun gepriift werden, in wieweit dieses Glukokor-
tikoid die GM-CSF-Effekte zu modulieren vermag.

Dexamethason alleine zeigte in den durchgefiihrten Versuchen keine signifikante Wirkung
auf die basale Arginase-Aktivitdt (Abb. 5). Hier war allenfalls eine tendenzielle Abschwa-
chung der Harnstoffsynthese zu erkennen. Die GM-CSF-induzierte Steigerung der Arginase-
Aktivitit wurde allerdings durch das Glukokortikoid weitgehend aufgehoben (Abb. 7). Ein
unerwartetes Ergebnis brachte die Untersuchung zur Expression von Arginase I unter Einfluss
von GM-CSF und Dexamethason. Interessanter Weise verursachte das Glukokortikoid selber
eine Zunahme der mRNA-Menge im Vergleich zur Kontrolle (ohne Abb.). Ein induktiver
Effekt von Glukokortikoiden auf die Expression der Arginase I ist bekannt in Hepatozyten.
Hier wird die Arginase im Rahmen des Harnstoffzyklus exprimiert und die Expression der
beteiligten Enzyme wird durch eine Reihe verschiedener Stimuli, darunter auch Glukokorti-
koide, aufeinander abgestimmt (Jenkinson et al., 1996). Die gesteigerte Gen-Transkription

beruht in diesem Fall auf einer indirekten Glukokortikoidwirkung, die die de novo Synthese
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des Transkriptionsfaktors C/EBP durch das Steroidhormon voraussetzt (Gotoh et al., 1997b).
Gleichwohl auch in Makrophagen eine Beteiligung von C/EBPJ an der Arginase I-Expression
bekannt ist, induzieren Glukokortikoide hier nicht die Synthese dieses Transkriptionsfaktors.
Im Gegenteil wird in der Literatur ein repressiver Effekt der Glukokortikoide auf die Expres-
sion des Arginase I-Gens in verschiedenen Makrophagenpopulationen beschrieben, darunter
die RAW 264.7-Zellinie (Morris, Jr. et al., 1998) und speziell auch RAM (Klasen et al.,
2001).

Eine Erkldrung fiir die beobachtete Steigerung der Arginase I-Expression unter Dexametha-
son im Vergleich zur Kontrolle ist letztlich nicht moglich. Auch geht die erhohte mRNA-
Konzentration wie oben beschrieben nicht mit einer verstirkten Arginase-Aktivitidt der mit
Dexamethason inkubierten Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe einher.
Ungeachtet dessen zeigt sich, dass GM-CSF die Transkription des Arginase [-Gens nicht {iber
das mit Dexamethason erzielte Niveau hinaus anzuheben vermag (Abb. 20). Das Glukokorti-
koid unterbindet die weitere Induktion des Gens durch GM-CSF, und dies konnte eine Erkla-
rung fiir die beobachtete Hemmung der GM-CSF-induzierten Arginase-Aktivitét sein.
Verschiedene Mechanismen der Gen-Repression durch Glukokortikoide kommen hierbei in
Betracht. Grundsétzlich werden die Effekte der Glukokortikoide durch Bindung an einen in-
trazelluldren Glukokortikoidrezeptor (GR) vermittelt. In seiner inaktiven, nicht-
steroidhormongebundenen Form wird der GR im Zytosol der Zelle durch verschiedene Prote-
ine komplexiert, wie beispielsweise Hitzeschockproteinen Hsp 90, Hsp 70 und Hsp 56. Der
Rezeptor besitzt mehrere funktionale Doménen, darunter eine zur Bindung des Liganden, eine
DNA-Bindungsdomine und zwei Doménen, die beteiligt sind an der Transaktivierung von
Genen, die im Anschluss an DNA-Bindung des Rezeptors erfolgt (Karin, 1998). Nach Bin-
dung des Liganden dissoziieren die Hsp vom GR ab und es kommt zur Translokation des Re-
zeptor-Liganden-Komplexes in den Zellkern, wo er als Homodimer an eine spezifische DNA-
Bindungsstelle, das Glukokortikoid Response Element (GRE), bindet und somit die
Transkription der Gene beeinflusst. Auf diese Weise wird eine kleine Zahl von antiinflamma-
torischen Genen direkt induziert (trans-Activation). Zu diesen Genen zihlen unter anderem
IL-10 und der NF-kB-Inhibitor I-kBa. Somit kénnte die de novo Synthese von I-kBa fiir die
Hemmung einer NF-kB-vermittelten GM-CSF-Induktion der Arginase I verantwortlich sein.
Der Grofiteil des entziindungshemmenden Effektes der Glukokortikoide besteht allerdings
nicht in der Induktion antiinflammatorischer, sondern vielmehr in der Unterdriickung proin-
flammatorischer Gene. Dieser inhibitorische Effekt wird einerseits durch Bindung des GR an

so genannte negative GREs (nGREs) in den Promotern empfindlicher Gene vermittelt
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(Dostert und Heinzel, 2004). Eine Unterdriickung der Gentranskription wird in diesem Fall
durch die Rekrutierung einer HDAC durch den GR erreicht (Ito et al., 2000). Allerdings wird
nur eine geringe Anzahl Gene durch diese direkte Wirkung der Glukokortikoide unterdriickt.
Ein zweiter, wesentlich weiter verbreiteter Mechanismus beruht auf einer direkten Protein-
Protein-Wechselwirkung des aktivierten GR mit den proinflammatorischen Transkriptions-
faktoren NF-xB und AP-1 (Barnes und Karin, 1997). Der GR bindet dabei die p65-

Untereinheit von NF-kB und unterbindet dadurch die Aktivierung der Gentranskription.

Nach Inkubation mit GM-CSF wurde in den Alveolarmakrophagen vermehrt iNOS expri-
miert (Abb. 25), was mit einem Anstieg der Nitritkonzentration, und somit einer gesteigerten
Enzymaktivitit, einherging (Abb. 4). Dexamethason unterdriickte die GM-CSF-induzierte
iINOS-Aktivitdt vollstindig (Abb. 7). Auch die mRNA-Synthese wurde bei Inkubation mit
GM-CSF und Dexamethason auf Werte unterhalb des Kontrollniveaus reduziert (Abb. 26).
Diese Ergebnisse sind vereinbar mit der Vorstellung, dass die Regulation der NO-Synthese in
erster Linie auf Ebene der Gen-Transkription stattfindet (Xie et al., 1992). Der hemmende
Effekt der Glukokortikoide auf die Induktion der iNOS durch LPS wurde in der Literatur be-
reits ausfiihrlich beschrieben und konnte hier erneut bestétigt werden (Hey et al., 1995;Klasen
et al., 2001). Als Wirkmechanismus wird hier eine Hemmung des Transkriptionsfaktors

NF-«kB durch den aktivierten GR diskutiert.

1.2 Einfliisse von NF-kB-Inhibitoren auf den GM-CSF-Effekt

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fiir das Glukokortikoid Dexamethason ein hemmender Ef-
fekt auf die GM-CSF-induzierte Enzymaktivitit von Arginase und iNOS bestétigt werden
(Abb. 7 bzw. 8). Wie bereits beschrieben, beruht die antiinflammatorische Wirkung der Glu-
kokortikoide vor allem auf einer Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-«xB.

In einem weiteren Schritt konnte anhand der spezifischen NF-kB-Inhibitoren PDTC
(Sherman et al., 1993) und TLCK (Kim et al., 1995) die Beteiligung dieses Transkriptionsfak-
tors an der Vermittlung des GM-CSF-Effektes auf Arginase I und iNOS bestétigt werden.
NF-kB liegt im inaktivierten Zustand im Zytosol an die inhibierende Untereinheit I-xB ge-
bunden vor. Eine Vielzahl extrazelluldrer Stimuli, darunter auch Zytokine, aktivieren NF-«B.
Aktivierung von Zellmembranrezeptoren durch geeignete Stimuli fiihrt zur Phosphorylierung

der I-kB-Kinase (IKK). Die aktivierte [-kB-Kinase wiederum phosphoryliert die inhibierende
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Untereinheit [-xB, die darauthin von NF-kB dissoziiert und den Transkriptionsfaktor freigibt
(Baldwin, Jr., 2001).

In den vorliegenden Untersuchungen verursachten sowohl PDTC als auch TLCK eine ausge-
pragte Hemmung der GM-CSF-induzierten Arginase- und iNOS-Aktivitit (Abb. 9 bzw. 10).
Aus diesem Ergebnis ldsst sich schlieen, dass GM-CSF iiber eine Rekrutierung von NF-xB
die Transkription der Gene fiir Arginase I und iNOS positiv reguliert. Zu dieser Beobachtung
passt auch, dass die Aktivitdit von NF-kB in asthmatischen Atemwegen deutlich erhoht ist
(Hart et al., 1998), und dass kiirzlich eine Aktivierung der I[-kB-Kinase durch die
a-Untereinheit des aktivierten GM-CSF-Rezeptors beschrieben werden konnte (Ebner et al.,

2003).

1.3 Einfliisse von HAT-Inhibitoren auf den GM-CSF-Effekt

Histone stellen die Hauptproteinkomponente des Chromatins dar. Zunehmend setzt sich die
Erkenntnis durch, dass posttranskriptionelle Modifikationen der Histone entscheidenden Ein-
fluss nehmen auf die Steuerung der Genexpression.

Untersuchungen ergaben eine gesteigerte HAT-Aktivitédt bei gleichzeitig reduzierter HDAC-
Aktivitdt in Alveolarmakrophagen (Cosio et al., 2004) sowie in bronchialen Biopsien von
Asthmatikern (Ito et al., 2002). Dieses verdnderte Aktivitdtsprofil ging einher mit einer ver-
starkten Expression proinflammatorischer Proteine (Cosio et al., 2004).

Der Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt seine transkriptionssteigernde Wirkung {iber eine
Zunahme der Histonacetylierung. Die Acetylierung betrifft vor allem die Histone H3 und H4
in NF-kB-sensiblen Promotern proinflammatorischer Gene (Ito et al., 2000). Nach Bindung
an die DNA rekrutiert NF-xB einen gro3en Koaktivatorkomplex, der die HAT-Proteine CBP
und p300/CBP-associated factor enthlt.

Um zu priifen, ob eine gesteigerte Histonacetylierung an der Induktion von Arginase und
iINOS durch GM-CSF beteiligt ist, wurde Anacardic Acid als ein wirkungsvoller nicht-
selektiver Inhibitor der HAT-Aktivitdt (Balasubramanyam et al., 2003;Sun et al., 2006) ein-
gesetzt. Anarcadic Acid (6-Pentadecylsalicylic Acid) ist eine unter anderem aus der Schale
der Cashewnuss gewonnene, als Naturheilmittel bekannte Substanz, der antiinflammatorische
sowie anti-neoplastische Eigenschaften zugeschrieben werden (Olivera Ortega et al.,
1999;Rea et al., 2003).

Obwohl sich auf Ebene der Enzymaktivitit eine signifikante Hemmung sowohl der Arginase

als auch der iNOS zeigte (Abb. 14 bzw. 15), nahm AA keinen Einfluss auf die GM-CSF-
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induzierte mRNA-Synthese der beiden Enzyme (Abb. 21 bzw. 27). Weder nach 5h noch nach
20h Inkubation konnte eine Abnahme der Arginase [-mRNA beobachtet werden. In diesem
Zeitraum sollten sich Verdnderungen der Genexpression auf Ebene der mRNA bemerkbar
machen. Dennoch muss die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass der gewihlte Ver-
suchsaufbau nicht geeignet ist, die Wirkung von AA aufzuzeichnen. Da ausschlieBlich die
Menge an synthetisierter mRNA untersucht wurde, ldsst sich nicht beurteilen, ob AA tatsidch-
lich Einfluss auf den Grad der Histonacetylierung im Bereich des Arginase I-Gens nimmt.
Der tatsdchliche Acetylierungsstatus der Histone wurde in diesem Setting nicht bestimmt.
Einerseits ist es vorstellbar, dass eine p300-vermittelte Histonacetylierung fiir die Expression
der Arginase I nicht von Bedeutung ist. Andererseits konnte eine eventuelle Reduktion der
Histonacetylierung in diesem Fall ohne Konsequenz fiir die Induktion des Gens bleiben. Den-
noch ldsst sich feststellen, dass in diesem Setup eine relevante Beteiligung der HATs an der
Induktion sowohl der Arginase I als auch der iNOS nicht beobachtet wurde. Die Divergenz
der Ergebnisse auf Ebene der mRNA-Synthese und denen auf Ebene der Enzymaktivitdt 1dsst
sich nicht abschlieBend erkldren. Im Rahmen der 20-stiindigen Inkubation in Gegenwart von
GM-CSF und AA zeigte sich eine signifikante Hemmung der Arginase-Aktivitdt im Ver-
gleich zu dem Ansatz mit GM-CSF alleine (Abb. 14). Dies deutet auf eine Beteiligung der
HATSs an der GM-CSF-vermittelten Induktion des Gens hin. Andererseits sind in der Literatur
auch wiederholt direkte Enzym-Interaktionen durch AA beschrieben. So wirkt AA hemmend
u.a. auf Xanthin-Oxidase (Masuoka und Kubo, 2004), Cyclooxygenase (Paramashivappa et
al., 2003) und Phosphodiesterase 5 (Paramashivappa et al., 2002). Prinzipiell wére also auch
eine direkte Hemmung der GM-CSF-induzierten Arginase I- und der iNOS-Aktivitidten durch
AA in Betracht zu ziehen. Letztlich kann auch ein unspezifischer, zytotoxischer Effekt der
AA auf die Alveolarmakrophagen nicht ausgeschlossen werden.

Kiirzlich konnten Sung et al. weitere Wirkmechanismen von AA beschreiben (Sung et al.,
2008). Demnach beruht die antiinflammatorische Wirkung neben einer relativ unspezifischen
Blockade der zelluliren HAT-Aktivitdt vor allem auf einer Unterdriickung der Aktivierung
von NF-kB durch proinflammatorische Zytokine. Dies geschieht durch Hemmung der I-kBa-
Kinase, sodass eine Dissoziation der inhibierenden Untereinheit I-kBa ausbleibt. Dieser neu
beschriebene Effekt greift an einem fritheren Punkt in die Signaltransduktion proinflammato-
rischer Zytokine ein. Dennoch bewirkt AA auch unter diesen Umstédnden eine Hemmung der
NF-kB-vermittelten Genexpression, sodass die vorliegenden Versuche geeignet sind, einen

AA-Effekt auf mRNA-Ebene abzubilden.
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Zudem konnten aktuelle Untersuchungen zeigen, dass in Lymphozyten STATS5-abhingige
Gentranskription an die Aktivitdit von HDAC gebunden ist (Xu et al., 2003;Rascle et al.,
2003). Dieser Mechanismus wurde kiirzlich auch fiir die GM-CSF-induzierte Transkription
einzelner Gene in murinen Makrophagen bestitigt (Sebastian et al., 2008). Die Steuerung der
Gentranskription durch Modifikationen des Chromatins erweist sich also als wesentlich kom-

plexer, als bisher angenommen.

II. GM-CSF-Effekt auf Arginase I und iNOS: funktionelle Bedeutung

Das multifunktionale Zytokin GM-CSF spielt eine wichtige Rolle in der Steuerung der ange-
borenen Immunitdt. Speziell fiir die Differenzierung und Aktivierung von Alveolar-
makrophagen ist GM-CSF von zentraler Bedeutung (Shibata et al., 2001). Im Gegensatz zu
praktisch allen anderen Geweben bendtigt die Lunge eine gewisse basale GM-CSF-Aktivitit
zur Aufrechterhaltung der pulmonalen Homdostase schon unter physiologischen Bedingun-
gen (Uchida et al., 2004).

Wie in der Einleitung beschrieben, initiiert GM-CSF in der Lunge die angeborene Immunre-
aktion als Antwort auf eindringende Pathogene. Hier stehen die Alveolarmakrophagen im
Vordergrund, die durch GM-CSF aktiviert werden, und so ihr volles zytotoxisches Potential
erreichen (Armitage, 1998). Eine unzureichende Stimulation durch GM-CSF in Gegenwart
eindringender Pathogene &duflert sich regelmidflig in einer eingeschriankten Fihigkeit des

Wirtsorganismus, diese Infektionen zu kontrollieren (LeVine et al., 1999).

II.1 GM-CSF-vermittelte Induktion der iNOS

Einen der Mechanismen, durch die GM-CSF die Alveolarmakrophagen befihigt, eindringen-
de Pathogene zu eliminieren, stellt dabei die Induktion der iNOS dar. Eine erhohte Aktivitét
der iNOS lésst sich in vielen Infektionen und Entziindungsreaktionen nachweisen. Die unspe-
zifische zytotoxische Wirkung der Stickstoffradikalen ermoglicht es dem angeborenen Im-
munsystem schnell auf eine Vielzahl unterschiedlichster Pathogene zu reagieren.

Dass eine inaddquate Expression der iNOS bei Infektionen die zytotoxische Kapazitét des
Wirtsorganimus beeintriachtigt, ist wiederholt beschrieben worden. Knockout-Méuse, denen
das iNOS-Gen fehlt, leiden unter einer erhohte Anfdlligkeit gegentiiber verschiedenen Krank-
heitserregern, darunter Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes und Salmonella

(Nathan und Shiloh, 2000). In experimentellen Salmonelleninfektionen dieser Méuse zeigte
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sich eine zeitlich differenzierte Produktion von Sauerstoffradikalen und Stickstoffradikalen.
Die Sauerstoffradikale werden speziell in der friihen Phase der Wirtsreaktion gebildet, wih-
rend die Stickstoffradikale sowohl in der frithen als auch in der spiten Phase der antibakteri-
ellen Reaktion nachweisbar sind (Vazquez-Torres et al., 2000;Mastroeni et al., 2000). Eine
mogliche Erklarung wire, dass die initiale, stark zytotoxische Bildung von Sauerstoff- sowie
Stickstoffradikalen zu einer schnellen Reduktion der Bakterienzahl fiihrt. Die anschlie3ende,
langere Zeit anhaltende Synthese von Stickstoffradikalen durch iNOS wiére in diesem Fall
geeignet, die Replikation verbleibender Bakterien so lange zu verzdgern, bis diese durch Me-
chanismen des spezifischen Immunsystems endgiiltig beseitigt werden.

In diesem Zusammenhang kommt Stickstoffradikalen auch eine spezielle Bedeutung in der
Kontrolle latenter Infektionen zu. So konnte z.B. gezeigt werden, dass NO die Vermehrung
von Mycobakterien inhibiert und dadurch eine Aktivierung der Tuberkulose verhindert
(Voskuil et al., 2003). Auch GM-CSF ist fiir die Kontrolle der pulmonalen Tuberkulose un-
abdinglich, wie Versuche mit GM-CSF-knock-out-Méusen zeigen konnten (Gonzalez-
Juarrero et al., 2005). Die in der vorliegenden Arbeit demonstrierte Fahigkeit des Zytokins, in
Alveolarmakrophagen iNOS als effektiven zytotoxischen Effektor zu induzieren (Abb. 4, 25),

diirfte hierbei eine entscheidende Rolle spielen.

I1.2 GM-CSF-vermittelte Induktion der Arginase I

Ratten-Alveolarmakrophagen exprimieren sowohl unter Ruhebedingungen als auch nach Sti-
mulation durch geeignete Induktoren Arginase I. In der vorliegenden Arbeit konnte demonst-
riert werden, dass GM-CSF ein solcher Induktor der Arginase I ist (Abb. 3, 19). Im Rahmen
von inflammatorischen Prozessen kommen der Arginase verschiedene (patho-) physiologi-
sche Aufgaben zu. Bereits in den 1970er Jahren wurde vermutet, dass die in aktivierten
Makrophagen synthetisierte Arginase als zytotoxisches Effektormolekiil in der Abwehr viel-
féltiger Pathogene fungiert (Currie et al., 1979;Nathan, 1987). Kiirzlich wurde in humanen
Granulozyten ein konkreter Mechanismus fiir die zytotoxische Wirkung der Arginase nach-
gewiesen. Das Enzym konnte hierbei in den Granula neutrophiler Granulozyten lokalisiert
werden, so dass es nach Phagozytose von Pathogenen in den Phagosomen sein Wirkung ent-
faltet und so durch Arginin-Entzug zur fungiziden Aktivitit gegeniiber Candida albicans bei-
tragt (Munder et al., 2005).

Eine wichtigere Funktion der Arginase als die des Substratentzuges fiir pathogene Keime

stellt aber wohl die Regulation der NO-Synthese durch die iNOS dar. Wie in der Einleitung
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beschrieben, konkurrieren bei gleichzeitiger Expression beide Enzyme um das gemeinsame
Substrat L-Arginin. Durch Substratentzug wirkt die Arginase dabei limitierend auf die NO-
Synthese der Makrophagen. In aktivierten Makrophagen wurde demonstriert, dass eine erhoh-
te Arginase-Aktivitit zu einer Abnahme der NO-Produktion und damit einhergehend auch zu
einer Abschwichung der zytotoxischen Antwort auf eindringende Pathogene fiihrte (Hey et
al., 1997;Modolell et al., 1995;Wang et al., 1995). Da eine lang anhaltende NO-Produktion
auch schédlich fiir die Makrophagen und das umliegende Gewebe ist, konnte es unter diesen
Bedingungen eine Aufgabe der Arginase sein, die NO-Synthese zu limitieren. Hierzu passt
die Beobachtung, dass nach Stimulation der Alveolarmakrophagen durch LPS die Arginase-
Aktivitdt mit einer zeitlichen Verzégerung einsetzt, wihrend die Aktivitdt der iNOS sehr friih
ansteigt (Sonoki et al., 1997;Klasen et al., 2001). Somit kommt es nach der, im Rahmen der
Infektabwehr anfianglich erwiinschten, starken Zunahme der NO-Synthese zu einer anschlie-
Benden Reduktion der Synthese von Stickstoffradikalen um den zytotoxischen Effekt auf kor-
pereigene Zellen in Grenzen zu halten.

Neben der regulatorischen Funktion im NO-Stoffwechsel steuert die Arginase durch ihr Pro-
dukt Ornithin auch weit reichende anabole Prozesse. Wie in der Einleitung beschrieben, stellt
Ornithin den Ausgangspunkt fiir die Synthese von L-Prolin dar. L-Prolin wiederum ist eine
essentielle Komponente des Kollagens und anderer strukturbildender Proteine. Eine vermehr-
te Ornithin-Synthese nach Induktion der Arginase durch GM-CSF konnte somit beteiligt sein
an biosynthetischen Prozessen z.B. im Rahmen der Wundheilung. Tatséchlich konnte in ei-
nem murinen Modell zur Angiogenese nach Arterienverschlul demonstriert werden, dass in
Makrophagen nach Stimulation durch GM-CSF sowohl die Expression als auch die Aktivitit
der Arginase I erhoht sind, und dass dies mit einer gesteigerten L-Prolin-Synthese einher geht
(Jost et al., 2003).

Alternativ geht Ornithin in die Synthese von Polyaminen wie Spermidin, Spermin und Putres-
cin ein. Polyamine steuern grundlegende zelluldre Prozesse wie Wachstum und Proliferation.
Dabher stellt die Induktion der Arginase durch GM-CSF einen mdéglichen Mechanismus dar,

iiber den die Regeneration und Zellproliferation im Rahmen der Wundheilung gesteuert wird.

I1.3 Koexpression von Arginase und iNOS durch GM-CSF bei Asthma bronchiale

Dass Arginase im allergischen Asthma verstarkt exprimiert wird, konnte in eine Reihe von
Tiermodellen gezeigt werden. In diesen Modellen werden Tiere auf ein Antigen, z.B Oval-

bumin, durch intraperitoneale Injektion sensibilisiert, um im Anschluss mittels eines inhalati-
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ven Antigens provoziert zu werden (Lloyd et al., 2001). So zeigte sich, dass die Arginase-
Aktivitdt sowohl nach der frithen als auch der spéten asthmatischen Reaktion nach Ovalbu-
min-Stimulation in einem Asthmamodell in Meerschweinchen erhoht ist (Meurs et al., 2003).
Zimmermann et al. konnten in BALB/c Méusen nach Provokation mit Ovalbumin oder
Aspergillus fumigatus eine starke Steigerung der Expression des Gens fiir Arginase I und in
geringerem Malle auch fiir Arginase Il nachweisen (Zimmermann et al., 2003). Abe et al.
demonstrierten eine verstirkte Arginase-Expression auch in RAM nach Stimulation mit O-
valbumin (Abe et al., 2006). Kiirzlich konnte in einer Untersuchung zu Th,-vermittelten Lun-
generkrankungen in fiinf verschiedenen Mausmodellen Arginase 1 als eines von 26
Gentranskripten identifiziert werden, die regelmifig verstirkt exprimiert werden (Lewis et
al., 2008). Immunhistochemisch konnten dabei Makrophagen als die Hauptquelle des Enzyms
identifiziert werden (Zimmermann et al., 2003;Takemoto et al., 2007). Eine Zunahme der
Arginase-Expression ging in diesen Féllen auch einher mit einer Zunahme der Aktivitét des
Enzyms in der Lunge.

Wie bereits beschrieben, ldsst sich NO unter physiologischen Bedingungen in der Atemluft
nachweisen (Gustafsson et al., 1991). Bei Asthmatikern ist die Menge des abgeatmeten NO
deutlich erhoht (Kharitonov et al., 1994) und korreliert mit dem Ausmal3 der bronchialen Hy-
perreaktivitit (Jatakanon et al., 1998) und Obstruktion (Lim et al., 1999). Eine Induktion der
iINOS lasst sich beim Asthma vor allem nach der spiten asthmatischen Reaktion nachweisen
(Kharitonov et al., 1995b;Yan et al., 1995). Diese libermédBige NO-Produktion wéhrend der
spéaten asthmatischen Reaktion bewirkt neben einer (durchaus erwiinschten) Bronchodilatati-
on auch eine erhohte Gefdllpermeabilitdt, Dyskrinie, Infiltation durch Entziindungszellen,
Epithelschdadigung und eine Unterhaltung der Th,-Zell-vermittelten Entziindungsreaktion
(Schuiling et al., 1998;Ricciardolo, 2003). Ein Teil dieser deletdren Effekte scheint statt auf
NO selbst vielmehr auf dem stabileren und hoch reaktiven Peroxynitrit zu beruhen, dass aus
der Reaktion von NO mit Superoxidanionen hervorgeht (Huie und Padmaja, 1993). Das stark
zytotoxische Peroxynitrit flihrt durch Nitrierung zu DNA-Schéddigung, Stérung der mito-
chondrialen Atmung und Proteindysfunktion (Ricciardolo et al., 2004). In diesem Zusam-
menhang ist interessant, dass iNOS in Gegenwart niedriger L-Arginin-Konzentrationen in der
Lage ist, neben NO auch O® zu produzieren (Xia et al., 1998). Diese Reaktion wird durch die
Reduktase-Domine der iNOS in Gegenwart von NADPH katalysiert. Weiterhin konnte de-
monstriert werden, dass nach exogener Zufuhr von L-Arginin in diesem Modell die NO-
Synthese ansteigt, wihrend die Konzentration von O* -und damit die von Peroxynitrit- abfillt

(Xia und Zweier, 1997). Die parallele Synthese von NO und O* durch iNOS in Gegenwart
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erniedrigter L-Arginin-Konzentrationen wiirde aktivierten Makrophagen eine effiziente Pro-
duktion von Peroxynitrit ermdglichen, ein Mechanismus der im Rahmen der Immunaktivie-

rung mit einer gesteigerten zytotoxischen Kapazitét einhergeht.

Die pulmonale NO-Produktion ist abhéngig von einem ausreichenden Angebot an L-Arginin.
So steigt die exspiratorische NO-Konzentration gesunder Probanden nach oraler und inhalati-
ver Zufuhr von L-Arginin an (Kharitonov et al., 1995a;Sapienza et al., 1998). Diese Zunahme
der NO-Synthese geht einher mit einer abgeschwéchten bronchialen Antwort auf Methacho-
lin-Provokation in Trachea-Priparationen von Meerschweinchen, ein Effekt, der vermutlich
auf einer erhohten cNOS-vermittelten NO-Produktion beruht (Boer et al., 1999). Zusitzlich
fithrt die Zugabe von L-Arginin zu einer iNANC-vermittelten Relaxation der glatten Musku-
latur der Atemwege auf Grund verstirkter NO-Produktion durch nNOS (Maarsingh et al.,
2005). Beide Ergebnisse demonstrieren einen bronchoprotektiven Effekt von NO.
Gleichzeitig fiihrt ein verringertes Angebot von L-Arginin zu einer verminderten NO-
Synthese und einer Zunahme der Atemwegsreaktivitit. Dieser Mangel an L-Arginin kann
zum einen aus einer verminderten intrazelluliren Aufnahme der Aminosdure resultieren
(Hammermann et al., 1999). Zum anderen besteht eine mogliche Regulation der NO-Synthese
in der bevorzugten Verwertung des gemeinsamen Substrates durch die Arginase. Versuche
mit dem spezifischen Arginase-Inhibitor N”-Hydroxy-nor-L-Arginin zeigten unter Blockade
der Arginase eine verstirkte NO-Produktion durch ¢cNOS, was zu einer verminderten Bron-
chokonstriktion und vermehrten Relaxation der glatten Muskulatur in Trachea-Praparationen
fiihrte (Maarsingh et al., 2005;Meurs et al., 2000). Hieraus ldsst sich ableiten, dass eine er-
hohte Arginase-Aktivitidt durch Substratentzug zu einer Hemmung der NO-Synthese durch
die beiden cNOS fiihrt. Die hieraus resultierende verstarkte bronchiale Hyperreaktivitét lasst
darauf schlieBen, dass eine Uberexpression der Arginase im Rahmen des Asthma bronchiale
ursédchlich an Entstehung und Aufrechterhaltung der chronischen Inflammation beteiligt ist.
Die vorliegende Arbeit demonstriert, dass GM-CSF in RAM sowohl Arginase I als auch
iNOS induziert. Im Rahmen einer chronischen Aktivierung des Immunsystems ergibt sich
hieraus eine Konstellation, die zu einer schwerwiegenden Beeintrichtigung der Atemwege
fiihrt. Zum einen flihrt der L-Arginin-Mangel aufgrund erhohter Arginase-Aktivitdt zu einer
gesteigerten Synthese des zytotoxischen Peroxynitrits durch die iNOS. Zum anderen fehlt das
Substrat L-Arginin auch den konstitutiv exprimierten NO-Synthasen, deren NO-Produktion
eine wesentliche bronchoprotektive Funktion erfiillt. Gemeinsam fiithren diese Verédnderungen

zu einer anhaltenden bronchialen Hyperreaktivitit. Des Weiteren resultiert eine langfristige
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Induktion der Arginase in einer vermehrten Synthese von L-Ornithin, dem Ausgangspunkt fiir
die Synthese sowohl von L-Prolin als auch von Polyaminen. Die resultierende gesteigerte
Kollagensynthese fiihrt zur Zunahme der extrazelluldren Matrix und trigt zur Ausbildung der
subepithelialen Fibrose bei, die in den Atemwegen von Asthmatikern beobachtet wird. Paral-
lel induzieren Polyamine Zellproliferation und eine Hyperplasie von glatter Muskulatur und
Becherzellen in der Bronchialwand. Somit muss davon ausgegangen werden, dass der anhal-
tenden Induktion der Arginase durch GM-CSF und weitere Mediatoren eine zentrale Rolle im

Remodeling der Atemwege im Rahmen des Asthma bronchiale zukommt.
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F. ZUSAMMENFASSUNG

Der induzierbaren NO-Synthase dient L-Arginin als Substrat fiir die Synthese groBBer Mengen
des zytotoxischen Stickstoffmonoxids im Rahmen der unspezifischen Immunitit gegeniiber
einer Vielzahl von Pathogenen. Die Arginase hingegen verstoffwechselt L-Arginin zu
L-Ornithin, dem Ausgangspunkt fiir die Synthese von L-Prolin und somit von Kollagen und
alternativ fiir die Synthese von Polyaminen als Regulatoren von Proliferationsprozessen.

Das multifunktionale Zytokin GM-CSF ist ein zentraler Regulator der Granulozyten- und
Makrophagen-Linien und speziell in der Lunge ein wesentlichen Mediator der Immunaktivie-
rung im Rahmen der unspezifischen Abwehrreaktion gegentiber Pathogenen. Eine verstérkte
Expression von GM-CSF als Reaktion auf diverse Aeroallergene scheint jedoch eine bedeu-
tende Rolle in der Pathogenese des allergischen Asthma zu spielen.

Vor diesem Hintergrund stand die Charakterisierung des Effektes von GM-CSF auf Argina-
se [ und iNOS in Alveolarmakrophagen im Blickpunkt der vorliegenden Arbeit. Hierzu wur-
den primdre Alveolarmakrophagen der Ratte in Gegenwart von GM-CSF inkubiert und der
Effekt auf die Expression sowie die Aktivitit beider Enzyme mittels RT-PCR bzw. Enzym-
Assays bewertet.

Bereits in unstimulierten Alveolarmakrophagen lief3 sich auf funktioneller Ebene eine basale
Aktivitdt sowohl der Arginase I als auch der iNOS beobachten. Inkubation mit GM-CSF fiihr-
te zu einer konzentrationsabhéngigen Steigerung der Arginase-Aktivitdt vergleichbar mit der
unter Stimulation durch LPS. Ebenso vermochte GM-CSF die Aktivitit der iNOS zu steigern,
gleichwohl das Ausmal} der Induktion deutlich geringer ausfiel als nach Stimulation durch
LPS.

Die Unterdriickung des GM-CSF-Effekts auf die Aktivitit beider Enzyme durch Dexametha-
son sowie PTLD und TLCK belegt eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-kB an der
intrazelluldren Signaltransduktion nach Aktivierung des GM-CSF-Rezeptors. Die Hemmung
der GM-CSF-induzierten iNOS-Expression durch Dexamethason lie8 sich auch auf Ebene der
mRNA-Synthese bestitigen. Im Gegensatz dazu konnte eine Unterdriickung der Arginase I-
Expression durch Dexamethason nicht beobachtet werden.

Um zu priifen, in wie weit Histon-Acetyl-Transferasen an der GM-CSF-induzierten Gen-
transkription beteiligt sind, wurden RAM in Gegenwart von GM-CSF und dem globalen

HAT-Inhibitor Anacardic Acid inkubiert. In dieser Konstellation zeigte sich ein signifikanter



91

Riickgang der Aktivitit beider Enzyme. Uberraschender Weise lieB sich dieser Effekt jedoch
nicht auf Ebene der Gentranskription beobachten. Moglicherweise war der Versuchsaufbau
nicht geeignet, einen eventuellen Anacardic Acid-Effekt aufzuzeigen. Ebenso wenig auszu-
schlieBen ist allerdings auch ein posttranskriptioneller bzw. posttranslationaler Ansatzpunkt
der Anacardic Acid. Weiterfilhrende Versuchsreihen zum Acetylierungsstatus der beiden
Gen-Loci sind notwendig, um die Bedeutung der Histon-Acetyl-Transferasen fiir die

Transkription der Arginase I und iNOS néher zu beschreiben.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass GM-CSF in Alveolarmakrophagen der Ratte die beiden
Enzyme Arginase I und iNOS parallel zu induzieren vermag. In dieser Konstellation ist anzu-
nehmen, dass in der Lunge zum einen vermehrt das zytotoxische Stickstoffradikal Peroxy-
nitrit gebildet wird. Parallel dazu sollte durch Arginase I die Synthese von Kollagen sowie
von Polyaminen, und dadurch bedingt das Remodeling der Atemwege im Rahmen des Asth-
ma bronchiale induziert werden. Der durch die beiden Enzyme vermittelte Effekt von
GM-CSF auf Kollagensynthese und Zellproliferation in den Atemwegen wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht untersucht, stellt aber einen interessanten Ansatzpunkt fiir weiterfiihrende

Versuchsreihen dar.
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