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1. Einleitung

1.1. Uberblick NO

Bereits seit 1980 war die Existenz eines sogenannten “endothelium derived
relaxation factor® (EDRF) bekannt (Furchgott und Zawadzki, 1980), doch erst
1987 identifizierten Ignarro et. al. diesen als Stickstoffmonoxid (NO). Es handelte
sich hier um den ersten Nachweis, dass in Saugetierzellen ein Gas, eben jenes
NO, als Botenstoff synthetisiert wird.

Wenig spater wurde die proteinogene, kationische Aminosaure L-Arginin als
einziges Substrat fur die Bildung von NO erkannt (Schmidt et al., 1988). NO wird
durch die Aktivitat einer in 3 Isoformen vorliegenden NO-Synthase (NOS) unter
gleichzeitiger Bildung von L-Citrullin aus L-Arginin und Sauerstoff (O,) gebildet
(Forstermann und Kleinert, 1995; Alderton et al., 2001).

In den folgenden Jahren wurde Uberaus zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Funktionen von NO im Organismus bekannt.

So wirkt NO nicht nur, wie der Name EDRF nahelegt, Uber die Bildung von
cGMP dilatierend auf die GefalRmuskulatur, sondern gleichartig auch auf die
glatte Muskulatur des Gastrointestinaltraktes sowie der Bronchien und ist hier ein
physiologischer Antagonist der cholinergen Bronchokonstriktion (Ward et al.,
1993; Beck et al., 1999; Eskandari et al., 1999; Torihashi et al., 2000; Meurs et
al., 2002).

Weiterhin fungiert NO als Transmitter nicht adrenerger, nicht cholinerger (NANC)
Neuronen in Atemwegen und intestinalem Plexus myentericus und spielt eine
Rolle als Regulator der Blutplattchenaggregation (Ward et al., 1993; Stark et al.,
1993).

Des Weiteren ruckte in den letzten Jahren neben einer interzellularen
Botenfunktion von NO auch seine Funktion als intrazellularer Botenstoff in das
wissenschaftliche Interesse (Brunn et al., 1997). So konnten sowohl aktivierende
als auch aktivitatsveringernde Auswirkungen auf eine Reihe von an

Signalkaskaden beteiligten Enzymen wie MAP-Kinasen, JAK’s und PKC belegt
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werden (Beck et al., 1999). Uber diese Wege beeinflusst NO indirekt die
Expression zahlreicher Gene.

Eine besonders wichtige Rolle spielt NO auch im Rahmen der unspezifischen
Immunabwehr gegen Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten und kanzerds entartete
Korperzellen (Liew et al., 1997; Scott et al., 2001; Saxena et al., 2001; Alderton
et al., 2001; Cerquetti et al., 2002).

Auf der einen Seite wirken NO und weitere, daraus entstehende radikale
Stickstoffverbindungen wie Peroxynitrit (ONOO") als direkte Effektormolekule in
hohen Konzentrationen zytotoxisch, auf der anderen Seite besitzt NO auch eine
immunmodulatorische Wirkung (Beck et al., 1999; Ricciardolo, 2003). Diskutiert
wurde eine Hemmung von Ths-Zellen und den dazugehorigen Zytokinen IL-11
und TNF-alpha und einer verstarkten Thy-Immunantwort (Munder et al.; 1998).
Des Weiteren sind chemotaktische und proliferationsbeeinflussende Wirkungen
auf Entzindungszellen dokumentiert (Albina et al., 1991; Munder et al., 1998;
Moore et al., 2001).

In Kenntniss der hohen Bioreaktivitdt der entstehenden Stickstoffverbindungen
wird verstandlich, dass NO, im UbermaR synthetisiert, auch zu Schadigung von
korpereigenen Zellen bis hin zur Apoptose fuhren kann (Beck et al., 1999).

Auch eine Vielzahl von Erkrankungen verschiedenster Organsysteme werden mit
dem Stoffwechsel von NO in Verbindung gebracht.

Zu den gut untersuchten Organsystemen zahlt der Respirationstrakt, wo NO eine
Vielzahl von Wirkungen entfaltet. So fuhrt NO neben einer Erhohung der
Zilienschlagfrequenz zu Broncho- und Vasodilatation (Jain et al., 1993; Ward et
al.,1993; Ullrich et al., 1999) und ist somit mafigeblich an der Aufrechterhaltung
der Gefall und Atemwegshomoostase beteiligt.

NO ist hier jedoch auch entscheidend an der Pathophysiologie so verschiedener
Erkrankungen wie extrinsischem und intrinsischem Asthma, septischem
Lungenversagen, chronischer Silikose und friher chronischer Lungenkrankheit
beteiligt (Barnes und Liew, 1995; Schuiling et al., 1998; Silkoff et al., 2000;
Trifilieff et al., 2000; Ricciardolo et al., 2001; Ricciardolo, 2003; Li et al., 2002).
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Neben einer Beteiligung an Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis,
gramnegativen septischem Schock und lleus, Kardiomyopathie und
Reperfusionsschaden (Miyasaka et Hirata, 1997; Ullrich et al., 1999; del Zoppo et
al., 2000) wird auch eine Beteiigung von NO bei der Entstehung
gastrointestinaler Karzinome diskutiert. Bereits seit langerer Zeit ist chronische
Entzindung als ein Risikofaktor der Tumorgenese bekannt. Erhohte
Karzinominzidenzen finden sich beispielsweise im Rahmen der chronischen
Osophagitis, Gastritis und Kolitis. Chronische Entziindung fiihrt zu einem Uber
grollere Zeitraume vermehrten Anfall reaktiver Stickstoffverbindungen, die das
antioxidative Potential der Zelle Uberfordern und durch direkte DNS-Schadigung
bei gleichzeitiger Behinderung der enzymatischen Reparaturmechanismen zu
einer Akkumulation von DNS-Schaden fuhren (Jaiswal et al., 2001; Kim et al.,
2001). Diese, in Kombination mit einer Beeinflussung der zellularen
Apoptosefahigkeit durch NO, kdnnen dann zu karzinomatdser Entartung fuhren
(Jaiswal et al., 2001; Kim et al., 2001; Cerquetti et al., 2002; Srivastava et al.,
2002; Xu et al., 2002).

Die Bedeutung der Signaltransduktion durch NO wurde 1998 mit der Verleihung
des Nobelpreises fur Medizin oder Physiologie an R. F. Furchgott, L. J. Ignarro
und F. Murad gewurdigt (1).

1.2.1. Uberblick NO-Synthasen

Es handelt sich bei den NO-Synthasen (NOS) um mindestens 3 Cytochrom-
p450 verwandten Enzyme, welche von 3 chromosomal verschieden gelegenen
und unterschiedlich regulierten Genen codiert werden (Alderton et al., 2001;
Lamas et al., 1992), deren Expression spezies- und gewebespezifisch stark
variiert.

Man teilt Sie in die konstitutiven, Ca®*-abhangigen NOS1 (=nNOS) und NOS3
(=eNOS) sowie die induzierbare, Ca**-unabhangige NOS2 oder iNOS ein.
Obwohl weiterfUhrende Arbeiten die Eindeutigkeit dieser Einteilung stark
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relativiert haben (Griscavage et al.,, 1993; Forstermann et al., 1998), hat sie
starke Verbreitung gefunden und wird daher auch hier beibehalten. In jungerer
Zeit wurden zusatzlich verschiedene Splice-Varianten identifiziert (FOrstermann
et al., 1998).

Da die induzierbare NOS2 die vorherrschende Isoform in Ratten-
Alveolarmakrophagen (RAM) ist und daher die hochste Relevanz fur die
vorliegende Arbeit besitzt, wird auf diese im folgenden detaillierter eingegangen.

1.2.2. Struktur und Ko-Enzyme

Das Ratten iNOS Gen umfaldt ca. 36kb auf Chromosom 10 und enthalt 27 Exons
(Keinanen et al., 1999). Es bestehen ausgepragte Strukturhomologien mit dem
humanen iINOS Gen (Chartrain et al., 1994) und den konstitutiven NOS.

Alle NOS liegen in ihrer aktiven Form als Homodimere vor, die aullerdem 2
Molekule Calmodulin (CaM) enthalten.

Die Enzymaktivitat bendtigt insgesamt 5 Ko-Enzyme, zu denen neben CaM auch
je ein Ham-Ring, Flavinadenindinukleotid, Flavinadeninmononukleotid und
Tetrahydrobiopterin (BH4) je Monomer gehoren.

Es finden sich eine C-terminal gelegene Reduktase-Domane mit Bindungsstellen
fur FAD, FMN und NADPH sowie eine N-terminal gelegene Oxygenase-Domane,
welche die Bindungsstellen fur Ham und BH4 sowie das aktive Zentrum enthalt.
Sowohl Ham, BH4 als auch L-Arginin, also alle 3 Liganden der Oxygenase-
Domaéane fordern die Ausbildung der aktiven Dimer-Form, wobei insbesondere
dem Porphyrinring eine entscheidende Rolle zukommt (Forstermann und
Kleinert, 1995; Forstermann et al., 1998; Ricciardolo, 2003).

1.2.3. Reaktionsmechanismus

Bei der von den NOS katalysierten Reaktion werden L-Arginin, O, und NADPH
als Substrate verbraucht und es entstehen L-Citrullin, NADP*+H" und NO bzw.
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ein Mix verschiedener Stickstoffverbindungen.

NADPH dient als 2e’-Spender und es findet ein Elektronenfluss tber FAD und
FMN zum Ham statt, wobei die Flavine durch kovalente Elektronenbindung den
Elektronenfluss von dem 2e-Donor NADPH zum 1e’-Akzeptor Ham ermdglichen.
Die Beobachtung, dass dieser e-Fluss in Abwesenheit des CaM verlangsamt ist,
konnte die Regulierung der Ca-abhangigen NOS 1 und 3 erklaren. Auch die
alleinige Aktivitat der Dimer-Form konnte ihre Erklarung in der Form des
Elektronenflusses finden, da es scheint, dass FMN e™ nur auf das Ham der zum
jeweils anderen Monomer gehdrenden Oxydase-Domane ubertragen kann. L-
Arginin wird in der Nahe der Hamgruppe gebunden, die maligeblich daran
beteiligt ist, in zwei Oxidationszyklen Uber die Zwischenstufe N-Hydroxy-Arginin
(NHA) NO zu bilden. Dabei werden L-Arginin und O, verbraucht, neben NO
entsteht auch L-Citrullin. Inwiefern tatsachlich direkt NO gebildet wird oder primar
NO, bzw. ein Gemisch aus diesen oder weiteren reaktiven
Stickstoffverbindungen wie Peroxynitrit (ONOO’) ist gegenwartig noch
Gegenstand der Forschung. Der Reaktionsmechanismus dieser vom Ham
katalysierten e-Ubertragung weist Ahnlichkeit mit denen in Ham-enthaltenden
p450-Enzymen auf, welche in Kontrast dazu aber nur einen oxidativen Zyklus
ausfuhren (Forstermann und Kleinert, 1995; Forstermann et al., 1998;
Ricciardolo, 2003).

1.2.4. Regulation

In Anbetracht der vielfaltigen Wirkungen von NO auf den Organismus wird Klar,
dass Ort und Zeitpunkt seiner Synthese stark reguliert sein mussen.

Alle Isozyme der NOS unterliegen einer, verschieden stark ausgepragten,
Kontrolle sowohl auf Transkriptions- als auch auf Aktivitatsebene. Wahrend die
erstgenannte Form jedoch eher typisch fur iNOS ist, scheint bei NOS 1 und 3
eine Regulierung uber das Aktivitatsniveau zu dominieren.

Von besonderem Interesse ist hier der intrazelluldre Ca”*-Gehalt. Die
konstitutiven Enzyme NOS 1 und 3 binden das essentielle Ko-Enzym CaM nur in
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Gegenwart erhohter [Ca2+] , wahrend die Bindung von iNOS an CaM kaum vom
intrazelluldren Ca®* beeinflusst wird (Stevens-Truss et al., 1995; Yuan et al.,
1998; Korhonen et al., 2001).

Fur die konstitutiven Formen NOS 1 und 3 wurden auch Phosphorylierungs-
stellen belegt, deren Phosphorylierung durch CaM-abhangige Kinasen bzw.
Proteinkinase B ihre Aktivitat modifiziert (FOorstermann et al., 1998).

Fir alle 3 Formen der NOS ist auch eine Modulation durch das
Hitzeschockprotein Hsp 90 bekannt (Osawa et al., 2003).

Die Exprimierung der iNOS wird vielfaltig reguliert. So fuhren bakterielle Toxine
wie LPS und proinflammatorische Zytokine der THi-Immunantwort wie IL-1R,
TNF-alpha, IFN-y zu erhohter Exprimierung, wahrend TGF-3 und Dexamethason
sowie THy-Zytokine wie IL-4, 10 und 13 diese abschwachen (Bogdan et al.,
1994; Ruetten und Thiemermann, 1997; Munder et al., 1998; Dugas et al., 1998;
Ameredes et al., 2001).

Eine weitere Modulation der iINOS-Exprimierung findet Uber direkte Zell/Zell-
Kontakte zwischen T4'-Helferzellen und Makrophagen statt (Tao und Stout,
1993; Stout et al., 1996).

Die Induktion der iNOS-Transkription durch LPS bendtigt dessen Bindung an ein
Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP) (Schumann et al.,, 1990). Der
entstehende Komplex wird von einem GPIl-Membran-verankerten bzw. 16slichen
CD-14 Ko-Rezeptor mit hoher Affinitat erkannt (Wright et al., 1990; Lee et al.,
1993). CD-14, welches keine Transmembrandomane besitzt, interagiert nun mit
dem Toll-like Rezeptor (TLR) 4 und dem akzessorischen Protein MD2 und fuhrt
zur Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege (Poltorak et al., 1998;
Hoshino et al., 1999; Kawai et al., 2001).

Aktivierung einer |kB-Kinase fuhrt zu Phosphorylierung des |IkB-a-Komplexes,
woraufhin der darin gebundene Transkriptionsfaktor NF-xB freigesetzt wird und
in den Zellkern disloziert (Ozes et al., 1999; Tan et al., 2002; Hoshino et al.,
1999; Heldwein et al., 2001). Verschiedene Arbeiten haben belegt, dass NF-xB
unter LPS Einfluss verstarkt an 2 im iNOS-Promoter vorhandene NF-kB-

Elemente bindet und das NF-xB essentiell fur LPS-induzierte iNOS-
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Genexpression ist (Xie et al., 1994; Goldring et al., 1995; Lin und Lin, 1997;
Hammermann et al., 2000; Tan et al., 2002).

Parallel dazu werden 3 Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-Kinase-Kaskaden
aktiviert: Extrazellular-signalregulierte Kinase (ERK), c-jun-N-terminale-Kinase
(JNK) und p38 (Beck et al., 1999; Ropert et al., 2001; Guha und Mackmann,
2001; Baydoun et al., 1999).

In Folge dessen werden zahlreiche Transkriptionsfaktoren, darunter wieder NF-
kB sowie AP-1, ein Heterodimer aus c-fos und c-jun, aktiviert. C-jun und c-fos
werden durch sog. ,immediate-early-genes® kodiert, welche nach Zellstimulierung
frhzeitig hochreguliert werden und die Expression induzierbarer Gene der
Immunantwort steuern (Introna et al., 1986; Kaminska et al., 1992; Marks-
Konczalik et al., 1998; Camhi et al., 1998; Tengku-Muhammad et al., 2000; Guha
und Mackmann, 2001; Ye und Liu, 2001).

Sowohl der murine als auch der humane iINOS-Promotor enthalten NF-xB und
AP-1 Bindungsstellen (Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 1994; Kim et al., 1997;
Pepperl et al., 2001).

Weiterhin wurde im Maus-iNOS-Promotor ein LREaa-genanntes LPS-responsives
Element gefunden, welches essentiell fur LPS-vermittelte iINOS-Induktion ist (Xie,
1997). Ein sehr ahnliches Element findet sich auch im iINOS-Promotor der Ratte
(Beck und Sterzel, 1996).

AuBerdem werden durch IFN-y und auto-/parakrin durch LPS und NO
stimuliertes IFN-[3 die Januskinasen JAK-1 und 2 aktiviert, welche den STAT1-
Transkriptionsfaktor phosphorylieren. Dieser bildet daraufhin Homodimere,
welche in den Kern dislozieren und dort an GAS (y-activation sequence)-
Bindungsstellen binden, wie sie auch im murinen iINOS-Promotor existieren (Xie
et al., 1992; Gao et al., 1997; Liu et al., 1999; Jacobs und Ignarro, 2001, 2003).
In Folge kommt es direkt und Uber Interferon response factor (IRF)-1 zu
vermehrter INOS-Transkription (Goldring et al., 1996; Jacobs und Ignarro, 2001;
Ables et al., 2001).
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Weiterhin wird die iINOS-Transkription auch vermittels Poy-Purinrezeptoren durch
ADP und ATP beeinflusst. Diese fuhren uber eine Erhdhung des intrazellularen
Ca*" zu verstarkter Transkription der INOS (Denlinger et al., 1996).

Die Menge des tatsachlich produzierten NOs wird weiterhin durch die
Verfugbarkeit von extrazellularen L-Arginin sowie den Grad der intrazellularen
Kompetition mit Arginasen um L-Arginin bestimmt (Hey et al., 1995, 1997;
Hammermann et al., 1998; Morris et al., 1998; Chang et al., 1998). Auch eine
Ruckkopplungshemmung der iNOS-Aktivitat durch NO wurde beschrieben
(Griscavage et al., 1993).

1.3. Uberblick L-Arginin

Da die proteinogene Aminosaure L-Arginin das einzige Substrat der NOS
darstellt, kommt ihr eine besondere Bedeutung zu. Es handelt sich um eine semi-
essentielle Aminosaure, die im gesunden Organismus in ausreichender Menge
durch den Intermediarstoffwechsel bereitgestellt wird, aber in Phasen erhdhten
Bedarfes wie Wachstum oder Krankheit essentiell werden kann.

Das Argininangebot speist sich aus der exogenen Aufnahme einerseits und dem
durch Proteindegradation und de novo Synthese bereitgestelltem Arginin
andererseits.

Eine zentrale Rolle bei der endogenen L-Arginin-Synthese aus L-Citrullin kommt
der Niere zu.

L-Citrullin wird hierbei in der Niere von Zellen des proximalen Tubulus
aufgenommen und durch die Aktivitat von Argininosucchinatsynthase (ASS) und
Argininosucchinatlyase (ASL) zu L-Arginin umgewandelt. Ein Teil des in der
Niere aufgenommenen L-Citrullins wird in den Epithelien des Gastrointestinal-
traktes synthetisiert. Aus L-Glutamin oder L-Prolin wird hierbei L-Ornithin
gebildet, welches durch die Enzyme Carbamoylphosphattransferase und
Carbamoylphosphatsynthetase in L-Citrullin umgewandelt wird, das dann in den
Blutkreislauf abgegeben wird (Wiesinger, 2001).
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Das gebildete L-Arginin wird dann wieder in den Blutkreislauf abgegeben und
steht somit anderen Geweben zur Verfugung.

Die Enzymausstattung um L-Arginin aus L-Citrullin zu synthetisieren, ist in
verschiedenen Zellen in unterschiedlicher Auspragung weitverbreitet. Zusatzlich
wird ASS, welche den geschwindigkeitslimitierenden Schritt katalysiert, und
teilweise auch ASL mit iINOS ko-induziert. Es ist daher vermutet worden, dass in
NO produzierenden Zellen ein sogenannter Citrullin-NO-Zyklus ablauft, welcher
bei der NO-Synthese verbrauchtes L-Arginin aus L-Citrullin regeneriert. Der
quantitative Beitrag dieses Stoffwechselweges scheint gewebeabhangig zu sein
und ist zur Zeit noch nicht abschlieRend geklart (Wu und Brosnan, 1992;
Baydoun et al., 1993; Wiesinger, 2001). Seine potentielle Bedeutung speist sich
aus der Erkenntniss, dass das extrazellulare  L-Argininangebot
produktionslimitierend fur die iINOS sein kann, obwohl intrazellular gentgend
Arginin vorhanden ist (Hammermann et al.,, 1998). Dieser als das Arginin-
Paradox (Kurz und Harrison, 1997) bezeichnete Zustand wurde mit der Existenz
zweier intrazellularer L-Argininpools erklart, auf deren einen die iINOS keinen
Zugriff besitzt (Closs et al., 2000).

In den bei dieser Arbeit maflgeblichen RAM scheint der Citrullin-NO-Zyklus
jedoch praktisch keine Bedeutung zu besitzen und der Transport von L-Arginin
uber die Zellmembran notwendig zu sein (Hammermann et al., 1998).

Neben der obengenannten Funktion spielt L-Arginin eine seit langem bekannte
Rolle bei der Entgiftung des im Aminosaure-Intermediarstoffwechsel anfallenden
Ammoniaks durch Arginase 1 im Krebs-Zyklus der Leber (Krebs und Henseleit,
1932).

Arginase 1 ist Vertreter einer weitverbreiteten Enzymfamilie, von der im Mensch
und in der Ratte 2 Isoformen mit ausgepragter Konservierung existieren, die
cytosolische, lebertypische Arginase 1 sowie die mitochondriale Arginase 2.
Durch Arginase 1 und 2 sowie Arginin-Decarboxylase wird L-Arginin in weiteren
Stoffwechselwegen zu einem wichtigen Vorlaufer fur unter anderem Polyamine,

L-Prolin, L-Glutamin und Agmatin.
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Die Rolle von L-Arginin als Prekursor so verschiedener Signalmolekule wie NO,
Agmatin, L-Glutamat und der sich daraus ableitenden GABA unterstreicht erneut

seine Stoffwechselbedeutung (Wiesinger, 2001).

1.4.1. Uberblick Transportmechanismen fiir kationische Aminosauren

Kinetische Studien fuhrten zu der Erkenntniss, dass 4 verschiedene Systeme
zum Transport kationischer Aminosauren (AS) wie Arginin, Lysin und Ornithin
Uber die Zellmembran von Saugetieren existieren.

Es handelt sich hierbei um die Systeme y*, y’L, b%* und B%*, wobei y* die groRte
Bedeutung innezuhaben scheint.

Nur System y" ist weitgehend selektiv fiir kationische AS, wahrend die anderen
auch neutrale AS transportieren. Weitere y'-Eigenschaften sind Na®-
Unabhangigkeit, Transstimulierbarkeit und Sattigbarkeit des Transports.

Durch das y*-like system (y'L) werden kationische AS bei niedrigerer Affinitat
und hoher Kapazitdt Na*-unabhangig transportiert. Weiterhin findet jedoch auch
ein Transport neutraler AS mit hoher Affinitat und niedriger Kapazitat statt.
Sowohl b%* als auch B®* sind durch den Transport kationischer AS mit hoher
Affinitat gekennzeichnet, jedoch ist B im Gegensatz zu b®* Na*-abhangig.
Diesen Systemen lieRen sich bisher 2 Familien von Transportproteinen
zuordnen:

Die Kationischen Aminosaure-Transporter (CAT) mit ausschlieBlich y'-
Transporteigenschaften und die Broad Scope Amino Acid Transport Proteins
(BAT). Der BAT-Familie werden verschiedene heteromere Transportproteine
zugeordnet. So rechnet man rBAT/D2 und b%*AT dem b%*-System zu, wahrend
fir das y>*-System 4F2hc und y'LAT1 bzw. y*LAT2 bekannt sind. Weiterhin
konnte eine ATB%* genannte cDNA fiir das System B°* isoliert werden.

Es ist dabei noch nicht abschlieBend geklart, inwiefern die Proteine der BAT-
Familie Transporter oder nur am Transport beteiligte Proteine darstellen (Bertran
et al., 1992; Closs 1996, 2002; Devés und Boyd, 1998).
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1.4.2. Kationische Aminosauretransporter (CATSs)

Den Kationischen Aminosauretransportern (CAT) werden derzeit die
Transportproteine CAT-1, 2A, 2B, 3 und 4 zugerechnet. Genanalysen zeigten
einen hohen Grad der Konservierung zwischen den CATs verschiedener Species
und Hydrophobizitatsanalysen fuhrten zu der Annahme, dass sie in vivo 12 bzw.
14 Transmembrandomanen ausbilden (Closs, 1996; Closs et al., 1997).

Als erster Vertreter wurde CAT-1 in dem ecotrophischem murinen Leukamie
Virus-Rezeptor 1 erkannt (Kim et al., 1991; Wang et al., 1991). Er ist ubiquitar
verbreitet mit Ausnahme der Leber und wird als der Haupttransporter fur
kationische AS angesehen. Seine Exprimierung ist konstitutiv, kann aber
gewebeabhéngig auch induziert werden. Er ist der Prototyp eines y'-
Transporters und ist ebenso wie CAT-2A und CAT-2B spannungsabhangig
(Kavanaugh, 1993; MacLeod und Kakuda, 1996; Closs et al., 1997; Nawrath et
al., 2000).

CAT-1 soll zudem gemeinsam mit eNOS in sogenannten kaveolaren Komplexen
vorkommen (MacDonald et al., 1997, Forstermann et al., 1998).

Das CAT-2 Gen besteht aus 12 Exons und mehreren Promotoren, durch
alternatives Splicen entsteht unter Verwendung von Exon 7 CAT-2A oder CAT-
2B unter Verwendung von Exon 6 (Finley et al., 1995; Closs, 1996; MacLeod und
Kakuda, 1996).

Die cDNAs dieser 2 Transporter unterscheiden sich daher lediglich in 20 bp auf
einer Lange von 42 bp. Trotz dieser geringen Unterschiede prasentieren die
resultierenden Transporter deutlich differente Transportcharakteristiken.

CAT-2A transportiert kationische AS mit vergleichsweise niedriger Affinitat und
hoher Kapazitat und ist nur gering transstimulierbar. Er wird hauptsachlich in der
Leber exprimiert. CAT-2B besitzt ein eher CAT-1 vergleichbares
Transportverhalten und ist typisch fur aktivierte Makrophagen (Closs et al., 1993
a + b, 1997; Nawrath et al., 2000; Habermeier et al., 2003). CAT-2B ist
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entscheidend fur die Substratzufuhr fur INOS in Makrophagen, welche nicht auf
den gesamten intrazellularen Argininpool zugreifen kann und damit von
extrazellularem Arginin abhangig ist (Stevens et al., 1996; Hammermann et al.,
1998; Closs et al., 2000; Nicholson et al., 2001). Zahlreiche Untersuchungen
zeigten, dass die Expression von CAT-2B parallel zu der der iNOS durch LPS
gesteigert wird (Closs et al., 2000; Messeri Dreissig et al., 2000; Kakuda et al.,
1999), es gibt hierbei jedoch  Hinweise auf unterschiedliche
Signaltransduktionswege (Baydoun et al., 1993; Caivano, 1998). Die CAT-2B-
Expression ist abhangig von NF-xB und p38MAP-Kinase und wird durch
Dexamethason und Spermin inhibiert (Caivano, 1998; Hammermann et al., 2000;
Mossner et al.,, 2001; Closs, 2002). Auch eine Steigerung der CAT-2-B-
Expression durch Hypoxie wurde beschrieben (Louis et al., 1998). Nach einer
neueren Klassifikation werden die CAT-2 Transporter auch als Slc7a2 (soluble
carrier family 7, member 2) bezeichnet.

Weitere Vertreter der CAT-Familie sind der fur Neuronen typische CAT-3
(Hosokawa et al., 1997) sowie CAT-4 (Sperandeo et al., 1998).

1.5. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der zellularen
Signaltransduktion in RAM bei der parallelen Induktion von iNOS und CAT-2B
durch LPS.

1997 publizierte Xie ein neues LPS responsives Element (LREaa) im murinen
iINOS-Promotor, das fur die iINOS-Stimulation durch LPS notwendig ist. Eine sehr
ahnliche Sequenz findet sich auch im iINOS-Promotor der Ratte.

Es stellte sich nun die Frage, ob diese Sequenz bei der Ratte eine gleichartige
Bedeutung besitzt und ob der durch LPS parallel zur iNOS induzierte CAT-2B
auch durch ein solches Element kontrolliert wird. Weiterhin sollte die Beteiligung
von AP-1 im Rahmen der LPS-vermittelten Induktion von iNOS und CAT-2B

untersucht werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Gewinnung und Kultur von Rattenalveolarmakrophagen

Die Untersuchung fand an Rattenalveolarmakrophagen (RAM) von Sprague
Dawley-Ratten beiderlei Geschlechts statt. Als Zellen des Immunsystems ist bei
ihnen die Induktion von iINOS und CAT-2B sehr deutlich ausgepragt. Die Tiere
wurden durch Schlag mit einer Metallstange betaubt, danach wurden das
Ruckenmark unterhalb des Foramen Magnum durchtrennt und die Karotiden
eroffnet. Nach Eintritt des Todes durch Exsanguination wurden Lunge und
Trachea en bloc exzidiert und die RAM mit PBS-Losung (siehe 2.6.) ausgespdlt.
Die Lavageflussigkeit wurde anschlieBend zentrifugiert, das Zellsediment mit
PBS gewaschen und die gewonnenen Zellen anschlielfend in DMEM-Medium
aufgenommen.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch in der Neubauer-Zahlkam-
mer unter Verwendung der Trypanblau-Farbung zur Vitalitatsbestimmung.
Anschlielend wurden pro Kulturschale 5 Mio Zellen je nach Protokoll in 1 ml
bzw. 2 ml Medium ausgebracht.

Jetzt wurden die Kulturschalen fur 2 h bei 37° C und 5 % CO; zur Adharenz in
den Inkubator Uberfuhrt. Anschliefend erfolgte ein Mediumwechsel (je nach
Protokoll 500 pl bzw. 2 ml) zur Entfernung noch vorhandener Erythrozyten und
anschlie3end die Inkubation mit und ohne LPS und in An- oder Abwesenheit von
verschiedenen Desoxyoligonukleotiden (ODN). Nach Ablauf der Inkubationszeit
erfolgte die Abnahme des Mediums und die Lyse der Zellen. Weitere Praparation
siehe unter 2.4. RNA-Praparation mit RNA-Prap Kit von Sigma bzw. Eppendorf.

2.2. Protokoll fur die Untersuchung von rc-jun und rc-fos
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Jeweils ein Ansatz mit und ohne LPS-Zusatz (1 pg/ml) wurde fir 30 min, 60 min
und 5 h inkubiert und anschlief3end Veranderungen der Expression von c-jun, c-
fos und INOS auf mMRNA-Ebene untersucht.

2.3. Protokoll fur die Versuche mit Decoy-Desoxyoligonukleotiden

- Vorbereitung der ODN: je 150 pl AP-1 (100 pM) s und as,
bzw. je 150 pl LREaa (100 pM) s und as,

in ein 0,5 ml Eppendorf-Gefald Uberfuhren.
Dann fir 5 min bei 95° C erhitzen um die Strange zu denaturieren und

anschlief3end 3 h bei Raumtemperatur abkuhlen lassen.

- ODN-Ansatz:

In verschiedenen Experimenten wurden die Zellen fur 4 h bzw. 20 h mit
verschiedenen Konzentrationen von ODN (LREaa, AP-1) inkubiert und
anschlieend nach Zugabe von LPS (1 pM) weitere 5 h inkubiert. Im Anschluss
wurden Veranderungen der Expression von mRNA fur iNOS, CAT-2B sowie
Arginase 1 und 2 im Vergleich zu einer Kontrolle ohne ODN und einer Kontrolle
ohne ODN und ohne LPS untersucht.

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. RNA-Praparation



24

Alle Zentrifugationsschritte bei der Praparation fanden in einer auf 4° C
vorgekuhlten Kuhlzentrifuge mit 14.000 g statt. Beim Pipettieren fanden
ausschlielich gestopfte Pipettenspitzen Verwendung.

2.4.1.1. RNA-Praparation mit dem Prap.-Kit 70 von Sigma

Protokoll laut Hersteller

Nach Ablauf des Zellkulturprotokolles wurden das Medium abgenommen und die
Zellen mit 250 pul Lysepuffer lysiert. Das Zelllysat wurde mehrfach auf- und
abpipettiert um die DNS zu scheren und anschlie3end in ein 1.5 ml Eppendorf
Gefaly uberfuhrt. Es bestand die Moglichkeit das Lysat bei —80°C einzufrieren
oder sofort mit der RNA-Praparation fortzufahren.

Hierzu wurden die lysierten Zellen in die blaue Filtersaule pipettiert und
anschlieBend fur 2 min zentrifugiert. Dieser Schritt fuhrte zur Entfernung von
Zelltritmmern und zur Scherung der DNS.

Die Filtersaule wurde anschlielfend ohne das Sammelrohrchen verworfen und zu
dem darin enthaltenen Zellfiltrat 250 pl 70% EtOH hinzugefugt.

Die erhaltene Losung wurde durch Pipettieren vermischt und in eine
Bindungssaule eingebracht. Danach erfolgte fur 15 s eine erneute Zentrifugation.
Das Filtrat wurde verworfen, die Bindungssaule aber erneut in das
Sammelrohrchen eingesetzt und 500 pl Waschlosung 1 in die Saule pipettiert.
Daraufhin erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 15 s.

Jetzt wurde das alte Sammelrohrchen verworfen und die Bindungssaule in ein
neues Sammelrohrchen Uberfuhrt. Im Anschluf® wurden 500 pl Waschlosung 2 in
die Saule pipettiert und 15 s zentrifugiert.

Das Filtrat wurde ohne Sammelréhrchen verworfen und die Saule erneut mit 500
bl Waschlosung 2 beflllt. Zum Trocknen der Saule folgten wieder 2 min
Zentrifugation.
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Die Bindungssaule wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal® dbernommen und
zur Auswaschung der RNA 50 pl der Elutionslosung auf die Saulenmembran
pipettiert. Anschlie3end Zentrifugation fur 1 min.

Alternativ konnte die RNA bei —-80° C eingefroren oder wahrend der
anschlieBenden Konzentrationsbestimmung auf Eis zwischengelagert werden.
Alle Pipettierschritte mit der gereinigten RNA-Probe erforderten die Verwendung
gestopfter Pipettenspitzen und fanden unter einem Abzug statt, um der Gefahr
eines Abbaus der RNA durch Verunreinigung mit ubiquitar vorkommenden
RNAsen vorzubeugen.

2.4.1.2. RNA-Praparation mit dem Perfect RNA®-Kit von Eppendorf®

Protokoll laut Hersteller

Nach Ablauf des Zellkulturprotokolles wurden das Medium abgenommen und die
Zellen mit 300 ul Lysepuffer lysiert. Das Zelllysat wurde mehrfach auf- und
abpipettiert um die DNS zu scheren und anschlie3end in ein 1.5 ml Eppendorf
Gefaly Uberfuhrt. Es bestand die Moglichkeit das Lysat bei —80° C einzufrieren
oder sofort mit der RNA-Praparation fortzufahren.

In einem ersten Schritt wurden die Proben 5 min zentrifugiert. AnschlielRend
Uberfiihrte man den Uberstand ohne feste Bestandteile in je ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Gefall. Zu diesen fugte man jeweils 300 pyl EtOH (70%) hinzu und
mischte durch vorsichtiges Kippen der Rohrchen. In gleicher Weise wurden je
200 pl aufgeschuttelter Perfect RNA® Binding Matrix Solution hinzugegeben und
durchmischt.

Jetzt wurde die Lysat/EtOH/Binding Matrix-Solution in jeweils ein Spin column
pipettiert und diese anschlielend 60 s zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen
und die Saule wieder im gleichen Eppendorf-Gefal} platziert.

Zu jeder Probe wurden jetzt 700 pl Waschldsung 1 hinzugefugt und daraufhin 30
s zentrifugiert. Das Filtrat wurde erneut verworfen und das Eppendorf-Gefal
samt Saule 30 s zentrifugiert, um alle Reste der Waschlosung zu entfernen.
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Im nachsten Schritt Uberfuhrte man die Saule in ein Sammelrohrchen und
pipettierte 500 pl Waschlosung 2 hinzu. Nach erneuten 15 s Zentrifugation wurde
das Filtrat verworfen und die wieder in das Gefal® platzierte Saule mit weiteren
500 pl Waschlosung befullt. Wieder wurde 15 s zentrifugiert, das Filtrat verworfen
und die Saule in das Rohrchen zurtckgetan.

Jetzt wurde zum Entfernen der Waschlosung 2 fur 2 min zentrifugiert. Die Saule
wurde jetzt in ein neues Sammelrohrchen tberfuhrt und mit 50 pul RNAse-freiem
Wasser befullt. Um eine vollstandige Benetzung der Membran zu erreichen,
musste das Rohrchen mit der Saule jetzt 1 s auf dem Vortex-Gerat geruttelt
werden und kam anschlief3end fur 5 min in ein 50° C Wasserbad.

Anschlieliend wurden die Proben noch einmal 5 min durchmischt und dann durch
2 min zentrifugieren die RNA eluiert.

Die gereinigte RNA wurde sofort auf Eis gestellt und entweder bei —80° C
tiefgefroren oder gleich einer photometrischen RNA-Messung wie unter 2.4.2.

beschrieben zugefuhrt.

2.4.2. Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden 2 pl der gereinigten RNA-
Proben in 78 pl Diethylpyrocarbonat(DEPC)-Wasser aufgenommen (Verdinnung
1:40). Es fand das Photometer Gene Quant Il der Firma Pharmacia Biotech
Verwendung.

Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm in einer Quartzkuvette,
gleichzeitig Kontrolle durch OD-Messung bei 320 nm zur Erfassung von

Proteinverunreinigungen.

2.4.3. Omniscript RT-Reaktion

Protokoll nach Anweisungen des Herstellers (Omniscript)
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Gegebenenfalls wird zuerst die bei —80° C eingefrorene RNA-Probe auf Eis
aufgetaut. Auch die weiteren Reagenzien (Primer, 10 x RT-Puffer, dNTP-Mix und
RNAse-freies Wasser mussen auf Eis gestellt werden). Es wurden gestopfte
Pipettenspitzen verwendet und alle Pipettierschritte fanden unter einem Abzug
statt um RNA-Abbau durch ubiquitare RNAsen vorzubeugen.

Alle Losungen wurden vor der Benutzung per Vortex durchmischt.

Die pro RT-Reaktion eingesetzte RNA-Menge betrug 1 ug. Das ausgerechnete
Volumen der DNS-Probe wurde mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 12 pl
aufgefullt. Inklusive von je 8 uyl Mastermix (laut Herstellerprotokoll) betrug das
Endvolumen 20 pl.

AnschlielRend fanden 60 min Inkubation bei 37° C zur reversen Transkription
statt, an welche sich 5 min bei 93° C zur Inaktivierung des Enzyms anschlossen.
Zuletzt wurde die erhaltene cDNA herabzentrifugiert, mit 80 ul sterilem H>O
aufgefullt und bei —20° C gelagert.

24.4. PCR

Es wurde mit 2 verschiedenen Kits gearbeitet. Die Untersuchungen zu c-jun und
c-fos fanden mit Sigma Red-Taq® Polymerase in einem Stratagene Robocycler
statt.

Fir die ODN-Untersuchungen wurde Invitrogen®Tag-Polymerase in einem
MWG® Hybaid Thermo-Cycler benutzt.

Es fanden folgende PCR-Programme Verwendung:

1. Denaturierung 94° C 3 min, einmalig

2.1. Denaturierung 94° C 45 s

2.2. Annealing 54° C 30s 23-30 Zyklen
2.3. Polymerisation 72° C 1 min

3. Polymerisation 72°C 10 min, einmalig
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Primer rc-fos rc-jun rl3-Aktin ri-NOS rCAT-2B rARG 1 rARG 2
Zyklenzahl 35 35 23-25 23-25 25 25 30

Mit der Intention des Ermdglichens gleichmalligerer Volumeneinstellung wurden
autoklavierte anstelle von gestopften Pipettenspitzen verwendet.
Alle Reagenzien wurden erst unmittelbar vor der PCR aufgetaut, die Tag-

Polymerase nur auf 4° C um Aktivitatsverluste zu vermeiden.

2.4.4.1. PCR mit Red Taq®-Polymerase

PCR-Protokoll laut Hersteller (Sigma®)

Die PCR-Reaktionen werden in einem 0,2 ml Eppendorf-Gefald mit einem End-
volumen von 40 pl durchgefihrt.

Zu Beginn werden 25,5 yl steriles H,O in jedes Gefal® pipettiert. Anschlie3end
werden je 2 pl des zu untersuchenden Primerpaares (100 pM, s und as), 4 ul
cDNA-Pool sowie 6,5 pul frisch angesetzter PCR-MasterMix dazugegeben und
beim Pipettieren durchmischt.

Das weitere Procedere erfolgt im Stratagene® Robocycler.

2.4.4.2. PCR mit Invitrogene®Tag-Polymerase

PCR-Protokoll laut Hersteller (Invitrogene®)

Die PCR-Reaktionen werden in einem 0,5 ml Eppendorf-Gefaly mit einem End-
volumen von 50 pl durchgefuhrt. Zu Beginn werden 32 pl steriles H>O in jedes
Gefal® pipettiert. AnschlieBend werden je 2,5 pl des zu untersuchenden
Primerpaares (100 uM, s und as), 5 yl cDNA-Pool sowie 8 ul frisch angesetzter
PCR-MasterMix dazugegeben und beim Pipettieren durchmischt. Anschlieend
wird mit 60 pl Mineraldl Uberschichtet. Das weitere Procedere erfolgt im MWG®

Hybaid Thermocycler .
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2.4.5. Elektrophorese im Agarosegel

Wahrend des PCR-Laufes wurde ein 1,2 % Agarosegel (150 ml 0,5 % TBE-
Puffer mit 1,8 g Agarose) mit Ethidiumbromid (5 pl, 0,1%) gegossen. Dieses
wurde mit dem entsprechenden Kamm fur ungefahr 1,5 Stunden zum
Auspolymerisieren stehengelassen. AnschlieRend wurde der Kamm gezogen
und das Gel in die Elektrophoresekammer uUberfuhrt. Je Geltasche wurde 38 l
(Sigma Red-Tag®) bzw. 43 pl (Invitrogene®Taqg-Polymerase, PCR-Probe hier vor
dem Auftragen mit 5 yl Trypanblau markiert) der Probe pipettiert, eine weitere
Geltasche wurde mit 5 pl Marker (Eurogentec Smartladder®, 200 bp) befillt.

Die angelegte Stromstarke wurde je nach gewunschter Laufzeit variiert, betrug
jedoch maximal 73 mA.

Die Dokumentation der Gele erfolgte mittels einer Videokamera unter UV-
Fluoreszenz. Die Screenshots wurden auf Thermopapier ausgedruckt und auf

Diskette gespeichert.
2.5. Verwendete Software, Statistische Auswertung

Microsoft® Word X fiir Mac®:
Alle Texte wurden mit diesem Programm erstellt.

Microsoft® Excel® X fiir Mac®:

Dieses  Programm  wurde zur  mathematischen Kalkulation  der
Versuchsergebnisse eingesetzt. Die ermittelten Daten der Versuche wurden in
Datenblatter eingetragen. Im nachsten Schritt wurden Quotienten der Werte der
Probenbanden mit denen der rf3-Aktin Kontrollbanden gebildet. Diese wurden
sodann in Prozent der als Referenz definierten Bande (Kontrolle + LPS)
ausgedruckt und aus diesen Prozentwerten Mittelwerttabellen errechnet.
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GraphPad Instat®
Weiterhin diente GraphPad Instat® zur Erstellung aller in dieser Arbeit
publizierten Diagramme sowie als Statistiktest zur Berechnung des

Standardfehlers der Mittelwerte (gepaarter t-Test).

MWG Biotech® RFLP-Scan 2.01

Der Einsatz des Computerprogrammes RFLP-Scan erfolgte  zur
semiquantitativen Ausmessung der PCR-Ergebnisse. Die auf Diskette
gespeicherten Bilder der Geldokumentation dienten als Datengrundlage. Die
errechneten Werte fiir die optischen Dichten bildeten die Grundlage der in Excel®
erstellten Datenblatter.

Genomatix Matlnspektor (Version 7.2.2.)

Mithilfe dieses Programmes wurden Genomsequenzen auf maogliche

Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren hin analysiert.
2.6. Ansatz der verwendeten Medien und Losungen

PBS Puffer (10 x)

KCI 29
KH2PO4 29
NaCl 80g
Na;HPO,4 .H,0O 11,59
Aqua bidest. ad 1000 ml

Mischen. Autoklavieren. Zur Benutzung mit Aqua bidest. auf 1 x PBS Puffer

herabverdinnen.

TBE-Puffer (5 x)
-Tris 54,90 g
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-Borsaure 27,50 g
-EDTA 4,65¢g
-Aqua bidest. ad 1000 ml

fur das Gielden eines Agarosegels mit Aqua bidest. auf 0,5 % TBE verdunnt

Basisndhrmedium

DMEM/F12 HAM 1 Portion

Steriles Wasser 1000 mi

NaHCO; 2449

DMEM/F12 HAM in sterilem Wasser 16sen, Natriumbicarbonat beifigen und den

pH-Wert der Losung mittels 1 M NaOH auf 7,2 einstellen. Sterilfiltration.

Medium fur Primarzellen (RAM)

Basismedium (s.o.) 187,8 mi
FKS 10,0 ml
Penicillin/Streptomycin Lsg. 2,0 ml
Amphotericin B-Losung 400,0 pl

DEPC-Wasser
DEPC 200 pl
Steriles Wasser ad 100 ml

Gut durchmischen und anschliel3end autoklavieren.

2.7. Liste der verwendeten Substanzen und Chemikalien
Hersteller

Agarose Carl Roth Gmbh

Amphotericin B Sigma

R-Mercaptoethanol (98+ %) for molecular biology Sigma

Borsaure ( %) Merck KGaA

DEPC Sigma

Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat (Na,HPO, .H,O Merck KGaA
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium(DMEM/F12 HAM)
EDTA

Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid (0,1 %)

Fotales Kalberserum (FKS)

Gen Elute Mammalian Total RNA-Kit
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PQOy,)
Lipopolysaccharid (LPS)

Mineraldl (light mineral oil)
N-(1-Naphtyl)-ethylendiaminhydrochlorid
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Oligo(dt)sg-Primer (10 yM)

Omniscript RT-Kit

-Omniscript Reverse Transkriptase (4 U/pl)

-Puffer RT (10 x)

-dNTP-MIX (dATP,dCTP,dGTP,dTTP, 5 mM je)
PCR dNTP-MIX (dATP,dCTP,dGTP,dTTP 10 mM je)
PCR Kit

-MgCl; (50 mM)

-PCR-Puffer (-MgCl,,10 x)

-Taq DNS-Polymerase (5 U/ul)
Penicillin/Streptomycin-Lésung
Perfect RNA, Eucaryotic, Mini RNA-Prap-Kit
Phosphorsaure (2,5 %)

RedTaq DNS-Polymerase (1 U/ul)

+ 10 x RedTaq PCR-Puffer (incl.MgCl,)
RNA Prap-Kit 70

RNAsin (40 U/min)

SmartLadder (DNS-Leiter, 200 Sprossen)
Sulfanilamid

Tris

Trypanblau (0,4 %)

Primerpaare fiir PCR

Sigma

Sigma

Merck KGaA
Sigma

Gibco
Sigma-Aldrich
Merck KGaA
Merck KGaA
Sigma

ICN Biomedicals Inc.
Merck KGaA
Riedel de Haen
Merck KGaA
Merck KGaA
MWG Biotech

Quiagen

Sigma

Invitrogene

Sigma
Eppendorf
Merck KGaA
Sigma

Sigma

Promega
Eurogentec
Merck KGaA
Carl Roth Gmbh
Sigma



R-Aktin
rAktin-s
rAktin-as
iNOS
riNOS-s
riNOS-as
CAT2B
MCAT2A-s
rCAT2B-as
ARG1
rARG1-s
rARG1-as
ARG2
rARG2-s
rARG2-as
c-jun
rcjun-s
rcjun-as
c-fos
rcfos-s

rcfos-as
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Basensequenz

5°-TTC TAC AAT GAG CTG CGT GTG GC-3°
5-AGA GGT CTT TAC GGA TGT CAA CG-3°

5°-GCC CAG GTC GAT GCACAACTG G-3
5°-CAT GAACTC CAA GAG TTT GAC CAG-3

5-GAA GAT TCC AAACTC TGC CGC-3°
5°-CAA CCC ATC CTC CGC CAT AGC-3°

5°-AAA GCC CAT AGA GAT TAT CGG AGC G-3°

5°-AGA CAA GGT CAA CGG CAC TGC C-3°

5-TTA GTA GAG CTG TGT CAG GTG GC-3°
5°-ACT TGA AGC AAT CAC ATC CAC TGC-3°

5-AGC AGA GCATGA CCT TGA AC-3°
5-GTT GAA GTT GCT GAG GTT GG-3°

5-CTG TCC GTC TCT AGT GCC AA-3°
5°-GCT CAG GGT CAT TGA GAA GA-3°

ODN (PTO 3" und §°)

M
AP-1-s
AP-1-as
LREAA
LREaA-s
LREaa-as
mLREaA
mMLREaA-s

mMLREaa-as

5°-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3
5°-TTC CGG CTG AGT CAT CAA GCG-3°

5-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3°
5-CAG AGC TGT TTT GCA TAA AG-3°

5-CTT TAT GCA CCA CAG CTC TG-3°
5-CAG AGC TGT GGT GCA TAA AG-3°

Hersteller

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech

MWG-Biotech

MWG-Biotech

MWG-Biotech
MWG-Biotech
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3.0. Ergebnisse

3.1. Untersuchung der Expression von mRNA fir c-fos und c-jun in LPS-
aktivierten RAM in Abhangigkeit von der Zeit

Untersucht wurden die Auswirkungen einer Stimulation von RAM mit LPS (1
pug/ml) auf die Expression von mRNA fur rc-fos und rc-jun nach 30 min, 60 min
und 5 h. Zur Kontrolle wurde fur jeden Zeitpunkt auch ein Ansatz ohne LPS
mitgefuhrt. Weiterhin wurde auch die mRNA fur iNOS bestimmt, deren
zeitabhangiger Anstieg nach LPS-Stimulation aus friheren Arbeiten bekannt war.

3.1.1. Anstieg der mMRNA-Expression fir rc-jun und rc-fos nach LPS-Stimulation

Adharierte RAM wurden in An- bzw. Abwesenheit von LPS inkubiert und nach 0
min, 30 min, 60 min oder 5 h lysiert, um eine Aussage Uber den Zeitverlauf
etwaiger Veranderungen treffen zu konnen. Die Zelllysate wurden nach RNA-
Praparation durch RT-PCR und Gelelektrophorese auf die Expression von mRNA
fur rc-fos, rc-jun und iINOS untersucht. Die Anzahl der Versuche betrug n=4 (Abb.
1A, 1B und 2).

Betreff der INOS zeigte sich ein rascher Anstieg der mMRNA-Expression mit LPS.
Die optische Dichte der entsprechenden PCR-Bande stieg auf 380 % im
Vergleich zur Kontrolle nach 60 min an sowie erwartungsgemal} noch deutlicher
auf 3700 % nach 5 h an (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Auswertung von rc-
fos und rc-jun zeigte teilweise deutliche Anstiege der Expression der zugehorigen
MmRNA, deren Maxima nach 0,5 beziehungsweise 1 h auftraten. Nach 5 h
Inkubation mit LPS unterschied sich die Expression von rc-fos und rc-jun nur
unwesentlich von der der LPS-freien Kontrollen. In jedem Experiment kam es zu
einem Anstieg der mRNA fur rc-jun und rc-fos. Allerdings war der maximale
Anstieg entweder bei 0,5 h oder bei 1 h zu beobachten, wodurch fur den
jeweiligen Zeitpunkt kein klar signifikanter Anstieg zu beobachten war (Abb. 1A).
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Wurden allerdings die Maximalwerte in jedem experimentellen Ansatz zusammen
ausgewertet, ergab sich ein klares Bild, das einen signifikanten Anstieg beider
mRNA aufzeigte (Abb. 1B).
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Abb. 1 A: Effekt von LPS auf die Expression von c-fos und c-jun in RAM. Die
Zellen wurden 0,5, 1 oder 5 h mit, beziehungsweise ohne LPS inkubiert.
Daraufhin wurde die RNA prapariert, eine RT-PCR mit jeweils spezifischen
Primerpaaren durchgefuhrt und die PCR-Produkte im Agarosegel aufgetrennt.
Dann wurde die optische Dichte der Banden ausgemessen. Die Ergebnisse
wurden durch den zugehdrigen Wert fur B-Aktin geteilt und in % der jeweils
zeitkorrigierten Kontrollen ohne LPS ausgedruckt. Das Niveau dieser Kontrollen
wurde durch die gestrichelte Linie zusatzlich hervorgehoben. Die Diagramme
stellen die Mittelwerte + SEM von n=4 Versuchen dar.
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Abb. 1 B: Effekt von LPS auf die Expression von c-fos und c-jun in RAM. Im
Unterschied zur Darstellung in Abb. 1 A wurden hierbei die jeweiligen Maxima
der Expression von c-fos und c-jun nach 0,5 oder 1 h Inkubation mit LPS
herangezogen. Das Niveau der Kontrollen wurde durch die gestrichelte Linie
zusatzlich hervorgehoben. Die Diagramme stellen die Mittelwerte + SEM von n=4
Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle,
ermittelt mit gepaartem t-Test.
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Abb.2: Effekt von LPS auf die mRNA-Expression von iNOS, c-fos und c-jun in
RAM. Die Zellen wurden mit oder ohne LPS inkubiert (30 min, 1 h, 5 h) und
anschliellend lysiert. Daraufhin wurde die RNA prapariert, eine RT-PCR mit
jeweils spezifischen Primerpaaren durchgefuhrt und die PCR-Produkte
elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt. Die abgebildeten Banden stellen
reprasentative Originale derselben Serie von Experimenten wie in Abb. 1 A und 1
B dar, die daher nicht in jedem Punkt zu den Mittelwerten kongruent sind.

3.2. Untersuchung der Beeinflussbarkeit der Expression von iNOS, CAT-
2B sowie Arginase 1 und 2 in LPS-stimulierten RAM durch Decoy-
Desoxyoligonukleotide.

Untersucht wurde die Beeinflussung der mRNA-Expression fur iNOS, CAT-2B
sowie Arginase 1 und 2 in fur 5 h LPS (1 pg/ml)-stimulieten RAM durch
vorhergehende Inkubation mit ODN fur AP-1 und LREaa. Als Kontrollen wurden
ein Ansatz ohne LPS und ohne ODN sowie ein Ansatz mit LPS und ohne ODN
mitgefuhrt. Adharierte RAM wurden fuar 4 h bzw. 20 h mit 3 yM bzw. 10 uM ODN
fur LREaa oder AP-1 inkubiert. Anschliefend wurde LPS (1 pg/ml) zugefugt und
weitere 5 h inkubiert. Die Zelllysate wurden nach RNA-Praparation durch RT-
PCR und Gelelektrophorese auf Expression von mRNA fur iNOS, CAT-2B sowie
Arginase 1 und 2 untersucht. Da sich in friheren Untersuchungen gezeigt hatte,
dass das Ausgangsniveau der Expression der iNOS teilweise deutlich variiert,
unter Stimulation mit LPS (1 pg/ml) nach 5 h jedoch ein maximales Niveau
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erreicht wird, entschieden wir uns, alle Werte in % dieser LPS-Kontrollen
anzugeben.

3.2.1.  Einfluss von AP-1 Decoy-Desoxyoligonukleotiden

3.2.1.1. 4 h Inkubation mit AP-1-Decoy-Desoxyoligonukleotiden
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Abb.3: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz flur das aktivierende
Protein 1 (AP-1) (6-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3") auf die mRNA-
Expression von iNOS und CAT-2B in RAM. Die Zellen wurden zuerst 4 h in An- oder
Abwesenheit von ODN und anschlieBend 5 h mit, beziehungsweise ohne LPS
inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte + SEM von n=4 Versuchen dar. *
p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle, ermittelt mit
gepaartem t-Test.
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Abb.4: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das
aktivierende Protein 1 (AP-1) (5°-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’) auf die
MRNA-Expression von Arginase 1 und 2 in RAM. Die Zellen wurden zuerst 4 h in
An- oder Abwesenheit von ODN und anschlieBend 5 h mit, beziehungsweise
ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte + SEM von n=4
Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle,
ermittelt mit gepaartem t-Test.
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Abb.5: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das
aktivierende Protein 1 (AP-1) (6'-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’) auf
die mRNA-Expression von iNOS, CAT-2B sowie Arginase 1 und 2 in RAM. Die
Zellen wurden zuerst 4 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschlie3end 5
h mit, beziehungsweise ohne LPS inkubiert. Daraufhin wurde die RNA prapariert,
eine RT-PCR mit jeweils spezifischen Primerpaaren durchgefuhrt und die PCR-
Produkte elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt. Die abgebildeten Banden
stellen reprasentative Originale der Serie von Experimenten dar, die in Abb. 3
und 4 dargestellt sind dar.

Unter 4 h Vorinkubation mit AP-1-ODN wurden keine signifikanten Unterschiede
zur LPS-Kontrolle ermittelt (Abb. 3 - 5). Der Vergleich der Kontrollen mit und
ohne LPS zeigte einen Anstieg der INOS-Expression durch LPS um > 100%. Das
Ausgangsniveau der mRNA fur iINOS betrug 42 + 14%, unter Inkubation mit 3
(10) uM AP-1-ODN und LPS 104 + 5% (100 £ 6%) des Wertes mit LPS allein.
Bezlglich CAT-2B zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der Expression durch LPS
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um > 100%. Es betrug das Ausgangsniveau 31 + 8%, unter Inkubation mit 3 (10)
MM AP-1-ODN sowie LPS 96 £ 7% (94 + 8%) der LPS-Kontrolle (Abb. 3, 5). Fur
die mRNA von Arginase 1 und 2 zeigte sich ebenfalls ein deutlicher Anstieg unter
LPS von beinahe 100%. Das Ausgangsniveau an mRNA fur Arginase 1 betrug
53 + 6% der LPS-Kontrolle, nach Zugabe von 3 (10) yM AP-1-ODN sowie LPS
93 + 12% (107 = 9%). Das mRNA-Niveau fur Arginase 2 betrug 59 + 10% der
LPS-Kontrolle, und erreichte 109 £ 2% (123 + 4%) nach Zusatz von 3 (10) uyM
AP-1-ODN (Abb. 4, 5).

3.2.1.2. 20 h Inkubation mit AP-1-Decoy-Desoxyoligonukleotiden
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Abb.6: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das
aktivierende Protein 1 (AP-1) (6°-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’) auf die
MRNA-Expression von iINOS und CAT-2B in RAM. Die Zellen wurden zuerst 20 h
in An- oder Abwesenheit von ODN und anschliel3end 5 h mit, beziehungsweise
ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte + SEM von n=4
Versuchen dar. * p<0,05 bzw. ** p<0,01 Signifikanzen der Unterschiede zur
jeweiligen Kontrolle (LPS), ermittelt mit dem gepaarten t-Test.
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Abb.7: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das
aktivierende Protein 1 (AP-1) (5°-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’) auf die
MRNA-Expression von Arginase 1 und 2 in RAM. Die Zellen wurden zuerst 20 h
in An- oder Abwesenheit von ODN und anschliel3end 5 h mit, beziehungsweise
ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte + SEM von n=4
Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle
(LPS), ermittelt mit dem gepaarten t-Test.
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Abb.8: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das
aktivierende Protein 1 (AP-1) (5-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3’) auf
die mRNA-Expression von iNOS, CAT-2B sowie Arginase 1 und 2 in RAM. Die
Zellen wurden zuerst 20 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschliel3end
5 h mit, beziehungsweise ohne LPS inkubiert. Daraufhin wurde die RNA
prapariert, eine RT-PCR mit jeweils spezifischen Primerpaaren durchgefuhrt und
die PCR-Produkte elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt. Die
abgebildeten Banden stellen reprasentative Originale der selben Serie von
Experimenten dar, die in Abb. 6 und 7 dargestellt sind.

Der Vergleich der Kontrollen mit und ohne LPS zeigte einen Anstieg der iINOS-
Expression durch LPS auf ca. 2500%. Das Ausgangsniveau der mRNA fur iNOS
betrug 4 + 1% der LPS-Kontrolle und sank unter 20 h Inkubation mit 3 (10) uM
AP-1-ODN und 5 h mit LPS auf 65 £ 20% (49 + 14%*). Bezlglich mRNA fur
CAT-2B zeigte sich ein Anstieg durch LPS um > 400%.
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Fur CAT-2B betrug das Ausgangsniveau 22 + 7%, unter Inkubation mit 3 (10)
AP-1-ODN sowie LPS 86 + 10% (86 + 10%) der LPS-Kontrolle (Abb. 6, 8).
Bezlglich mRNA fur Arginase 1 zeigte sich ein Anstieg durch LPS um > 100%.
Das Ausgangsniveau an mRNA fur Arginase 1 betrug 48 + 7% der LPS-
Kontrolle, nach Zugabe von 3 (10) yM AP-1-ODN sowie LPS 92 + 3% (77 %
6%*). Bezuglich der mRNA flur Arginase 2 zeigte sich kein signifikanter Anstieg
unter LPS-Einwirkung. Das mRNA-Niveau fur Arginase 2 betrug 105 = 16% der
LPS-Kontrolle, und erreichte 89 £ 6% (87 + 9%) nach Zusatz von 3 (10) uM AP-
1-ODN (Abb. 7, 8).
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3.2.2.  Einfluss von LREaa-Decoy-Desoxyoligonukleotiden
3.2.2.1. 4 h Inkubation mit LREaa-Decoy-Desoxyoligonukleotiden
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Abb.9: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das LPS-
responsive Element AA (LREaa) (5°-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3') auf
die mRNA-Expression von iNOS und CAT-2B in RAM. Die Zellen wurden zuerst
4 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschlieRend 5 h mit,
beziehungsweise ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte +
SEM von n=4 Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur
jeweiligen Kontrolle, ermittelt mit dem gepaarten t-Test.
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Abb.10: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das LPS-
responsive Element AA (LREaa) (5-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3') auf
die mMRNA-Expression von Arginase 1 und 2 in RAM. Die Zellen wurden zuerst 4
h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschliefend 5 h mit, beziehungsweise
ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte + SEM von n=4
Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle,
ermittelt mit dem gepaarten t-Test.
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Abb.11: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das LPS-
responsive Element AA (LREaa) (5°-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3") auf
die mRNA-Expression von iNOS, CAT-2B sowie Arginase 1 und 2 in RAM. Die
Zellen wurden zuerst 4 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschlie3end 5
h mit, beziehungsweise ohne LPS inkubiert. Daraufhin wurde die RNA prapariert,
eine RT-PCR mit jeweils spezifischen Primerpaaren durchgefuhrt und die PCR-
Produkte elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt. Die abgebildeten Banden
stellen reprasentative Originale der selben Serie von Experimenten wie in Abb. 9
und 10 dar.

Unter 4 h Vorinkubation mit LREaa-ODN wurden keine signifikanten
Unterschiede zur LPS-Kontrolle ermittelt (Abb. 9 - 11). Unter LPS zeigte sich eine
Steigerung der iNOS-Expression um > 100%. Das Ausgangsniveau der mRNA
fur iINOS betrug 42 + 14% der LPS-Kontrolle, unter Inkubation mit 3 (10) M
LREaa-ODN und LPS wurden 96 £ 12% (85 + 10,8%) erreicht. Bezuglich mRNA
fur CAT-2B zeigte sich unter LPS ein Anstieg um > 200%. Es betrug das
Ausgangsniveau 31 * 8%, unter Inkubation mit 3 (10) LREaa-ODN sowie LPS 97
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+ 16% (101 £ 13%) der LPS-Kontrolle. Bezuglich mRNA fur Arginase 1 und 2
zeigte sich ein deutlicher Anstieg der mMRNA-Expression um beinahe 100%. Das
Ausgangsniveau an mRNA fur Arginase 1 betrug 53 + 6% der LPS-Kontrolle,
nach Zugabe von 3 (10) uM LREaa-ODN sowie LPS 114 £ 13% (102 £ 10%).
Das mRNA-Niveau fur Arginase 2 betrug 59 + 10% der LPS-Kontrolle, und
erreichte nach Zusatz von 3 (10) yM LREaa-ODN 101 £ 7% (104 + 5%).

3.2.2.2. 20 h Inkubation mit LREaa und mLREaa-Decoy-Desoxyoligonukleotiden
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Abb.12: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das LPS-
responsive Element AA (LREaa) (5-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3') auf
die mRNA-Expression von iNOS und CAT-2B in RAM. Die Zellen wurden
zunachst 20 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschlieend 5 h mit,
beziehungsweis ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte +
SEM von n=4 Versuchen dar. Signifikanzen der Unterschiede * p<0,05 bzw. **
p<0,01 zur jeweiligen LPS-Kontrolle, ermittelt mit dem gepaarten t-Test.



49

L 1505 Arginase 1 Arginase 2
X
)
o
-l
S
% 100 T T
2 L .
£ -
=
g. *
2 50
i
Z
n:
< E
R
EL  o0-
- + + + - + + + 1 uyg/ml LPS
. - 3 10 . - 3 10 LRE (uM)

Abb.13: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das LPS-
responsive Element AA (LREaa) (5-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3') auf
die mRNA-Expression von Arginase 1 und 2 in RAM. Die Zellen wurden zunachst
20 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschlieBend 5 h mit,
beziehungsweis ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte +
SEM von n=4 Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur
jeweiligen LPS-Kontrolle, ermittelt mit dem gepaarten t-Test.
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Abb.14: Effekt von LPS sowie ODN mit der Konsensussequenz fur das LPS-
responsive Element AA (LREaa) (5°-CTT TAT GCA AAA CAG CTC TG-3") auf
die mRNA-Expression von iNOS, CAT-2B sowie Arginase 1 und 2 in RAM. Die
Zellen wurden zunachst 20 h in An- oder Abwesenheit von ODN und
anschliellend 5 h mit, beziehungsweis ohne LPS inkubiert. Daraufhin wurde die
RNA prapariert, Produkte elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt. Die
abgebildeten Banden stellen reprasentative Originale der selben Serie von
Experimenten wie in Abb. 12 und 13 dar.

Der Vergleich der Kontrollen mit und ohne LPS zeigte einen Anstieg der iINOS-
Expression durch LPS auf ca. 2500%. Das Ausgangsniveau der mRNA fur iNOS
betrug 4 + 1% der LPS-Kontrolle, unter Inkubation mit 3 (10) yM LREaa-ODN und
LPS wurden lediglich 40 + 12%* (19 + 9%**) erreicht. Bezlglich CAT-2B zeigte
sich unter LPS eine Steigerung der mRNA auf >400%. Es betrug das
Ausgangsniveau 22 *+ 7%, unter Inkubation mit 3 (10) LREaa-ODN sowie LPS 83
+ 7% (47 £ 5%*) der LPS-Kontrolle. Bezuglich der mRNA fur Arginase zeigte sich
eine Steigerung um >100% unter LPS. Das Ausgangsniveau betrug 48 + 7% der
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LPS-Kontrolle, nach Zugabe von 3 (10) uM LREaa-ODN sowie LPS 92 + 8% (77
+ 6%%). Das mRNA-Niveau fur Arginase 2 zeigte keinen signifikanten Anstieg
unter LPS. Das Ausgangsniveau betrug 105 * 16% der LPS-Kontrolle, und
erreichte nach Zusatz von 3 (10) yM LREaa-ODN 91 £ 14% (90 £ 13%). Siehe
hierzu auch die Abbildungen 9 — 11.

Wegen des gegenuber der LPS-Kontrolle signifikant niedrigeren Anstieges der
MRNA-Expression fur iINOS und CAT-2B bei denjenigen Proben, die mit LPS
und 20 h mit LREaa-ODN inkubiert worden waren, wurde eine weitere
Versuchsreihe mit modifizierten LREaa-ODNs gestartet. Hierzu wurden ODNs
verwendet, welche in der von Xie et al., 1997 als typisch beschriebenen AA (TT)-
Sequenz verandert waren. Hierdurch sollten unspezifische, nicht in der

Basenabfolge begrindete, Hemmeffekte der ODN ausgeschlossen werden.
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Abb.15: Effekt von LPS sowie ODN mit einer modifizierten Konsensussequenz
fur das LPS-responsive Element AA (mMLREaa) (6°-CTT TAT GCA CCA CAG
CTC TG-3") auf die mRNA-Expression von iNOS und CAT-2B in RAM. Die Zellen
wurden zuerst 20 h in An- oder Abwesenheit von ODN und anschlieliend 5 h mit
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beziehungsweise ohne LPS inkubiert. Die Diagramme stellen die Mittelwerte +
SEM von n=4 Versuchen dar. * p<0,05 Signifikanzen der Unterschiede zur
jeweiligen LPS-Kontrolle, ermittelt mit dem gepaarten t-Test.
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Abb.16: Effekt von LPS sowie ODN mit einer modifizierten Konsensussequenz
fur das LPS-responsive Element AA (mMLREaa) (5 -CTT TAT GCA CCA CAG
CTC TG-3") auf die mRNA-Expression von iNOS, CAT-2B sowie Arginase 1 und
2 in RAM. Die Zellen wurden zuerst 20 h in An- oder Abwesenheit von ODN und
anschliel3end 5 h mit, beziehungsweise ohne LPS inkubiert. Daraufhin wurde die
RNA prapariert, eine RT-PCR mit jeweils spezifischen Primerpaaren
durchgefuhrt und die PCR-Produkte elektrophoretisch im Agarosegel
aufgetrennt. Die abgebildeten Banden stellen reprasentative Originale der selben
Serie von Experimenten wie in Abb. 15 dar.

Bezlglich der mRNA fur iNOS zeigte sich unter LPS ein Anstieg um > 1000%.
Das Ausgangsniveau betrug hier 8 + 4% der LPS-Kontrolle, unter Inkubation mit
3 (10) yM LREaA-ODN und LPS wurden 87 £ 3% (85 t 7%) erreicht. Bezuglich
mRNA fur CAT-2B zeigte sich ein Anstieg um ca. 900%. Es betrug das
Ausgangsniveau 10 = 5%, unter Inkubation mit 3 (10) LREaa-1-ODN sowie LPS
82 + 12% (94 £ 15%) der LPS-Kontrolle. Die geringen Unterschiede waren nicht
signifikant (Abb. 15 — 16).
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4.0. Diskussion

4.1. Zeitabhangige Stimulation der INOS-Expression nach Stimulation mit LPS

Unsere Untersuchungen zeigten erneut die erhohte Expression der iNOS nach
Stimulation mit LPS. Diese zeigte sich in Ubereinstimmung mit vorherigen
Untersuchungen (Xie et al., 1994; Forstermann und Kleinert, 1995; Klasen et al.,
2001) bereits 1 h und noch deutlicher 5 h nach Zugabe von 1 ug/ml LPS.

4.2. Einflisse durch LREss-ODN

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung des neuen LPS-
responsiven Elementes LREaa flr die LPS vermittelte Induktion des CAT-2B zu
untersuchen. Diese regulatorische Sequenz war 1997 erstmals fur den murinen
iINOS-Promotor in der Zelllinie RAW 264.7 als essentiell beschrieben worden
(Xie, 1997). Sie besteht aus der OCT-ahnlichen Basenfolge ATGCAAAA, bei
welcher insbesondere die mittleren zwei, 20 bp downstream der proximalen
NFkB-Bindungsstelle gelegenen, Adenosinreste von funktioneller Bedeutung
sind. Es gibt Hinweise, das NFkB, Oct-1, HMG-I(Y) und eventuell weitere, bisher
nicht identifizierte, beziehungsweise nicht gesicherte Proteine in Anwesenheit
beider Bindungstellen (NFkBd und LREaa) dort LPS-induziert einen
Enhanceosome-Komplex bilden, welcher zu verstarkter Expression der iNOS
fuhrt (Xie et al., 1994; Xie, 1997; Perrella et al., 1999; Darville et al., 2004). Die
gleiche Sequenz findet sich auch im Promotorbereich des iINOS Gens der Ratte
25 bp downstream der NF-kB-Bindungsstelle und 55 bp upstream des
Transkriptionsstarts (Beck und Sterzel, 1996).

Daruber hinaus haben viele Arbeiten eine parallele Regulation von iNOS und
CAT-2B durch verschiedene Substanzen belegt. So werden beide in ihrer
Expression durch LPS und IFN-gamma stimuliert (Hammermann et al., 2000),

wahrend sie sowohl durch Kortikoide als auch durch Spermin inhibiert werden



54

(Mossner et al., 2001; Hammermann et al., 2000). Fur die Induktion beider Gene
ist weiterhin NF-kB notwendig (Xie et al., 1994; Hammermann et al., 2000; Closs
et al., 2000; Ables et al., 2001). Jedoch zeigten Beck und Sterzel (1996) eine
verringerte iINOS-Induktion durch IL-13 und TNF-alpha bei gleichzeitiger
Inkubation mit Endothelin-1, das seinerseits keine Auswirkungen auf das
Bindungsmuster von NF-kB aufwies. Dies, sowie die durch Cycloheximid
erzielbare Hemmung der mRNA-Synthese von iNOS und CAT-2B (Hammermann
et al., 2000) weisen ebenfalls darauf hin, dass neben NF-kB, das cytosolisch als
inaktiver Komplex bereits vorliegt (Jacobs und Harrison, 1998) noch weitere,
neusynthetisierte Faktoren an der Induktion dieser Gene beteiligt sein mussen.
Als mogliche Kandidaten kommen unter anderen Oct-bindende Proteine
(Goldring et al., 1996) oder AP-1 (Guo et al., 2002) in Frage.

Aufgrund dieser Ergebnisse ergab sich die Fragestellung, ob eine Funktion des
LREaa bei der iINOS-Induktion sich auch fur die Ratte zeigen lasst, und ob diese
Form der Regulation ebenfalls parallel fir die Induktion von iINOS und CAT-2B
gilt.

Bei 20 h Inkubation mit ODN mit LREaa-Sequenz vor der Stimulation mit LPS
zeigte sich eine signifikante (3 yM LREaa-ODN) bis hoch signifikante (10 uM
LREaa-ODN) Reduktion des durch LPS induzierten Anstieges der iNOS-mRNA.
Bei lediglich 4 h Inkubation mit LREaa-ODN vor der Stimulation mit LPS fanden
wir hingegen nur geringe, nicht signifikante Verringerungen des mRNA-Gehaltes
fur INOS gegenuber der LPS-Kontrolle. Bei 20 h Inkubation mit in der
Basensequenz modifizierten LREaa-ODN fand sich ebenfalls eine nur geringe
und nicht signifikante Reduktion im intrazellularen mRNA-Gehalt fur iNOS. Die
Konzentrationsabhangigkeit des bei 20 h erzielten Hemmeffektes auf die INOS-
Expression und der Befund, dass mLREaa-ODN, welche in den mittleren beiden
Adenosinresten gegenuber den LREaa-ODN verandert worden waren, nur zu
minimaler Reduktion derselben fuhrten, werten wir als weiteren Beleg fur die
essentielle Bedeutung des LREaa fur die LPS-vermittelte iNOS-Induktion (Beck
und Sterzel, 1996; Xie, 1997). Die nur geringen Auswirkungen von 4 h Inkubation
mit LREAa-ODN erklaren wir durch eine nicht ausreichende Aufnahme dieser
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ODN binnen 4 h. Diese konnten daher zum Zeitpunkt der LPS-Stimulation
intrazellular beziehungsweise intranuklear noch in nicht ausreichender
Konzentration vorliegen. Die sehr geringen Auswirkungen von 20 h Inkubation
mit MLREaa-ODN konnten sowohl zufallig als auch durch eine trotz Veranderung
der 2 wesentlichen Adenosinreste erhaltenen Rest-Bindungsfahigkeit der ODN
am LREaa auftreten. Ebenfalls moglich ist die Existenz unspezifischer, nicht in
der Sequenz der ODN, sondern zum Beispiel durch die Phosphorothioat-Reste,
begrundeter Hemmeffekte auf die Expression der iNOS.

Eine signifikante Reduktion des mRNA-Gehaltes fur CAT-2B um die Halfte
fanden wir lediglich nach 20 h Inkubation mit 10 yM LREaa-ODN. Sowohl bei
Inkubation mit 3 yM LREaa-ODN fur 20 h als auch bei 4 h mit LREaa—ODN und

20 mit mLREaa-ODN zeigten sich nur geringe, nicht signifikante Veranderungen.

In der Zwischenzeit nach Abschluss unserer Experimente wurde im Rahmen des
,Rat Genom Project’ auch die Promotorregion des rCAT-2 auf Chromosom 16
sequenziert. In unserem Labor ist daruber hinaus die Promotorregion des rCAT-
2B genauer eingegrenzt und der Transkriptionsstart mittels RACE-PCR-Technik
bestimmt worden. Dieser befindet sich bei Position 15 479 554 unter der
Akzessionsnummer NW 047473 (Brunn et. al., in den Daten Dbereits
dokumentierte Sequenz).

Passend zu unseren Ergebnissen fand sich in der Analyse der Promotorregion
des rCAT-2 mit dem Programm Matlnspektor auf mogliche Bindungsstellen fur
Transkriptionsfaktoren kein LREaa-Element. Die Analyse zeigte allerdings 4
potentielle OCT-1-Bindungsstellen (122, 444, 1151 und 1387 bp upstream des
Transkriptionsstartes), welche typischerweise eine dem LREaa ahnliche Poly-A-
Region enthalten. Im Gegensatz zur Promotorregion der iNOS, die ja in
raumlicher Nahe zum LREaa—Element eine fur die Geninduktion essentielle NF-
kB-Bindungsstelle enthalt (Xie, 1997), fand sich bei der Analyse jener des CAT-2
keine Bindungsstelle fur NF-kB. Es bleibt offen, ob die gemessene Reduktion der

Expression von CAT-2B auf verringerte Bindung an diese potentiellen Oct-1-
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Bindungsstellen oder andere Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren
zuruckgeht. Eine Erklarung durch unspezifische Effekte wird jedoch durch unsere
Daten insofern nicht nahegelegt, als die beschriebenen Veranderungen bei
gleicher Versuchsanordnung mit mLREaa-ODN nicht beobachtet wurden.
Aufgrund ihrer Beteiligung am Argininstoffwechsel untersuchten wir bei unseren
Proben auch die Expression von Arginase 1 und 2. Die Analyse der zugehorigen
Promotorregionen bis 2000 bp upstream des Transkriptionsstartes (Ohtake et al.,
1988; Shi et al., 1998) auf potentielle Bindungsstellen zeigte kein LREaa-
Element. Es fanden sich jedoch je 8 potentielle Bindungsstellen fur Oct-1, von
denen einige in nur einer Base von der Sequenz des LREaa abweichen, darunter
solche Bindungsstellen, die in der fur die Bindung besonders bedeutsamen Poly-
A-Sequenz (Xie, 1997) identisch zum LREaa sind.

In Bezug auf die Expression von Arginase 1 zeigte sich unter Stimulation mit LPS
die bereits vorbeschriebene Erhohung der mRNA-Expression auf das Doppelte
(Salimuddin et al., 1999; Klasen et al., 2001). Dieser Anstieg trat ebenfalls bei
vorheriger Inkubation mit ODN auf. Als Ausnahme fand sich lediglich nach 20 h
Inkubation mit 10 yM LREaa eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression
fur Arginase 1 um knapp ein Viertel. Angesichts der Existenz LREaa-ahnlicher
Elemente konnte eine spezifische Hemmung durch LREa-ODN daflr
verantwortlich sein, die aufgrund der geringen Abnahme dann fur einen nur
geringen Beitrag dieser Elemente zur gesamten Induktion der Arginase 1 durch
LPS sprache. Ebenfalls zu diskutieren ist jedoch auch eine Begrindung durch
unspezifische Effekte der ODN.

Weiterhin unterblieb bei der Versuchsserie mit 10 uM LREaa-ODN der Anstieg
der Arginase 2-mRNA. Bereits fruhere Untersuchungen hatten ergeben, dass die
LPS-vermittelten Effekte auf die mRNA fur Arginase 2 variabel und nicht durch
vermehrte Bildung, sondern durch eine erhohte Haltbarkeit dieser mRNA bedingt
sind (Klasen et al., 2001).

Ein nicht ausreichender LPS-Stimulus liegt angesichts regelrechter Stimulation
von iNOS und CAT-2B in dieser Serie nicht vor.
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4.3. Beeinflussung der Genexpression durch AP-1-ODN

Bei vielen im Rahmen einer inflammatorischen Genantwort durch LPS
induzierten Genen existiert mehr als ein LPS-responsives Element (Cambhi et al.,
1998; Guha et al., 2002). Auch im Fall der iINOS gibt es, wie unter 4.3.
beschrieben, Hinweise, dass neben NF-kB weitere Faktoren an der LPS
vermittelten Induktion beteiligt sind. Eine Vielzahl von Arbeiten kommt zu dem
Ergebniss, dass LPS-Stimulation von Makrophagen binnen 30-60 min zu einer
raschen Erhdhung der Expression von c-fos und c-jun fuhrt. Gleichzeitig steigt
die Formierung des daraus gebildeten AP-1 sowie dessen DNS-
Bindungsfahigkeit (Introna et al., 1986; Kaminska et al., 1992; Tengku-
Muhammad et al., 2000; Ye und Liu, 2001; Guo et al., 2002). Weiterhin zeigten
Jeon et al. (2000) bei der murinen Makrophagenzelllinie RAW 264.7, dass die
LPS-vermittelte Induktion von IL-13 durch eine Dexamethason-vermittelte
Hemmung der Aktivierung von AP-1 und NF-kB inhibiert wurde. Da IL-113
seinerseits zu erhohter Expression der INOS fuhrt, kdonnte dies einen
Mechanismus darstellen, Uber den AP-1 auf die Expression von iNOS einwirkt.
Weiterhin  wurden im murinen iINOS-Promotor Bindungsstellen fur AP-1
nachgewiesen (Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 1994) und Marks-Konczalik et
al. (1998) belegten, dass AP-1 an der Induktion der humanen iNOS durch einen
CytoMix aus IL-1R, IFN-gamma und TNF-alpha beteiligt ist.

Auf der anderen Seite existieren jedoch auch Befunde an Sprague Dawley-
Ratten, die gegen eine AP-1-Aktivierung durch LPS alleine sprechen, diese
jedoch bei gleichzeitiger Hyperoxie zeigen (Pepperl et al., 2001). Andere
Untersuchungen sprechen fur eine verringerte iINOS-Expression durch LPS
vermittelte AP-1-Aktivierung (Kizaki et al., 2001).

Auch hier untersuchten wir aufgrund der haufig parallelen Regulation neben der
Beeinflussung der iNOS auch jene des CAT-2B.
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Die Bestimmung von mRNA fiir c-jun und c-fos erbrachte in Ubereinstimmung mit
der Mehrzahl der veroffentlichten Untersuchungen einen Anstieg bereits nach 30-
60 min gegenuber nicht mit LPS inkubierten zeitkorrigierten Kontrollproben.

Bei den anschlieRenden Untersuchungen mit ODN zeigte sich nach 20 h
Inkubation mit 10 yM AP-1-ODN vor Stimulation mit LPS eine signifikante
Verringerung der mRNA fur iINOS um die Halfte. Angesichts der obengenannten
zahlreichen Belege fur eine Beteiligung von AP-1 an der LPS vermittelten iNOS-
Induktion ist dies mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine durch AP-1-ODN
vermittelte Hemmung zurickzuflihren und weist auf eine wesentliche Funktion fur
AP-1 in diesem Zusammenhang hin. Auch der Befund, dass im Gegensatz dazu
die CAT-2B-Expression durch 20 h Inkubation mit AP-1-ODN nicht beeintrachtigt
wurde, spricht gegen einen unspezifischen Effekt auf die mRNA-Produktion.

Die LPS vermittelte Induktion des CAT-2B findet sich mit geringer, nicht
signifikanter Abschwachung auch bei den vor LPS-Stimulation mit AP-1-ODN
inkubierten Proben. Diese schwach ausgepragten Hemmungen der CAT-2B-
Induktion fihren wir am ehesten auf unspezifische Effekte durch die ODN zurtck,
obwohl die Sequenzanalyse des putativen CAT-2-Promotors mit dem Programm
Matlnspektor die Existenz zweier moglicher AP-1-Bindungsstellen 1299 bp und
2026 bp upstream des Transkriptionsstarts zeigte.

Aufgrund ihrer Beteiligung am Argininstoffwechsel untersuchten wir bei allen
Proben auch die Expression von Arginase 1 und 2. Die Analyse der zugehorigen
Promotorregionen bis 2000 bp upstream des Transkriptionsstartes (Ohtake et al.,
1988; Shi et al., 1998) auf potentielle Bindungsstellen zeigte 2 (Arginase 1)
beziehungsweise 1 (Arginase 2) Bindungsstelle fur AP-1.

Der mRNA-Gehalt fir Arginase 1 und 2 ist in Ubereinstimmung mit &lteren
Untersuchungen (Klasen et al., 2001) gegenuber der LPS-freien Kontrolle etwa
verdoppelt. Dies gilt fur die Versuche mit und ohne Zugabe von ODN vor
Inkubation mit LPS. Lediglich die Expression der Arginase 1 zeigt nach 20 h
Inkubation mit 10 uM AP-1-ODN und anschlieend 5 h mit LPS eine signifikante
Reduktion um ein Viertel. Diese konnte sich trotz der Existenz potentieller AP-1-
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Elemente in der Promotorregion aufgrund ihres geringen Ausmal3es am ehesten

ebenfalls durch unspezifische Hemmeffekte der ODN erklaren.

4.4. Schlussfolgerung

Zusammenfassend interpretieren wir die vorliegenden Daten als deutlichen Beleg
fur die Beteiligung des LREaa fur die LPS-vermittelte iNOS-Induktion auch bei
Alveolarmakrophagen von Sprague Dawley-Ratten. Desgleichen konnte die
Beteiligung von AP-1 an der LPS-vermittelten Induktion der iNOS in diesem
Zellsystem belegt werden.

Eine Rolle von LREaa oder AP-1 im Rahmen der vermehrten Expression des

CAT-2B unter Einfluss von LPS geht aus unseren Daten jedoch nicht hervor.
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5.0. Zusammenfassung

Xie et al. (1997) hatten im iINOS (induzierbare NO-Synthase)-Promotor der Maus
das neue LPS (Lipopolysaccharid)-responsive Element LREaa gefunden und
belegt, dass dies eine essentielle regulatorische Sequenz fur die LPS-vermittelte
Induktion der iNOS ist. Diese Sequenz findet sich auch im iINOS-Promotor der
Ratte. Da aulierdem eine Vielzahl von Daten vorliegt, die die parallele Regulation
von iNOS und CAT-2B (Kationischer Aminosauretransporter 2B) unterstreichen,
untersuchten wir die Bedeutung von LREaa sowohl fur die LPS-vermittelte
Induktion der INOS wie auch diejenige des CAT-2B der Ratte. Da es weiterhin
Hinweise auf die Beteiligung von AP-1 (aktivierendes Protein 1) gibt, wurde auch
dieses in die Untersuchung einbezogen. Wir verwendeten primare
Rattenalveolarmakrophagen, fur die eine Induktion von iNOS und CAT-2B durch
LPS bekannt ist. Die Zellen der Kontrolle wurden 5 h mit 1 pg/ml LPS inkubiert
und anschlielfend mit Hilfe von RT-PCR auf ihren Gehalt an mRNA fur iNOS und
CAT-2B untersucht. Die anderen Zellen wurden zusatzlich vor der Zugabe von
LPS fir 4 h oder 20 h mit 3 oder 10 yM ODN (Decoy-Desoxyoligonukleotide)
inkubiert. Wir verwendeten dafur ODN mit der Konsensussequenz von LREaa
beziehungsweise AP-1.

Bei 4 h Inkubation mit ODN vor Zugabe von LPS zeigten sich keinerlei
signifikante Veranderungen.

Bei 20 h Inkubation mit ODN mit der Sequenz des LREaa fand sich bei den
Proben mit 3 yM ODN eine signifikante Verringerung der mRNA-Expression flr
iINOS auf 40 + 12% und bei den Proben mit 10 yM ODN eine hochsignifikante
Verringerung auf 19 + 9% im Vergleich zu den Kontrollen ohne ODN. Bezuglich
der Expression von mRNA fur CAT-2B zeigte sich in Anwesenheit von 3 uM
LREaa-ODN eine nichtsignifikante Reduktion auf 83 + 7%, in Anwesenheit von 10
MM LREaa-ODN eine signifikante Reduktion auf 47 + 5%.

Um bei diesen konzentrationsabhangigen Effekten der LREaa-ODN solche

Effekte, die in der Sequenz der ODN begrindet liegen, von
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sequenzunabhangigen Effekten unterscheiden zu konnen, wiederholten wir diese
Versuchsanordnung mit ODN, deren Sequenz in den 2 als essentiell
beschriebenen Basen modifiziert worden war (mLREaa-ODN). Bei 20 h
Inkubation mit mMLREa-ODN vor Zugabe von LPS fand sich nur eine
geringflugige, nicht signifikante und nicht konzentrationsabhangige Reduktion der
mRNA fur iNOS. Bezuglich der mRNA fur CAT-2B fanden sich ebenfalls nur
geringfugige, nicht signifikante Verringerungen der Konzentration.

Aufgrund der deutlichen, konzentrationsabhangigen Reduzierbarkeit der
Expression von mRNA fur iNOS durch ODN mit der Sequenz des LREaa, die
daruber hinaus bei Inkubation mit mLREaa unterbleibt, scheint LREaa ein
essentielles regulatorisches Element auch fur die iINOS der Ratte zu sein. Dafur
spricht zusatzlich das Vorhandensein eines solchen Elementes im Promotor des
iINOS-Gens der Ratte, das sich zudem wie im murinen iINOS-Promotor in
raumlicher Nahe zu einer NF-kB bindenden Sequenz befindet.

Die Untersuchung des CAT-2B-Promotors der Ratte zeigte keine solche
Sequenz. Aulderdem ist der Hemmeffekt von LREaa-ODN auf die Induktion von
CAT-2B deutlich schwacher ausgepragt. Es scheint also, dass LREaa als
regulatorische Sequenz hier nicht von Bedeutung ist. Da sich bei Inkubation mit
10 uM LREaa-ODN jedoch signifikante Effekte auf die mRNA-Expression fur
CAT-2B zeigen, die unter Inkubation mit mMLREaa-ODN ausbleiben, ist hier auch
ein, quantitativ weniger bedeutender, Beitrag eines LREaa- oder LREaa-8hnlichen
Elementes moglich.

Bei 20 h Inkubation mit ODN gegen AP-1 zeigte sich bei den Proben mit 3 yM
ODN eine nicht signifikante Verringerung der Induktion von iNOS auf 65 + 20%
und bei den Proben mit 10 yM ODN eine signifikante Verringerung auf 49 + 14%
im Vergleich zu den Kontrollen ohne ODN. Bezuglich des CAT-2B zeigte sich
hierbei nur eine geringfugige, nicht signifikante Reduktion der mRNA-Expression,
die keine Abhangigkeit von der Konzentration der AP-1-ODN aufwies.
Zusammen mit unseren Voruntersuchungen, die zusatzlich einen frihen,

transienten Anstieg der AP-1-Komponenten c-jun und c-fos nach Zusatz von LPS
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zeigten, spricht dies fur eine Beteiligung von AP-1 bei der LPS-vermittelten
Induktion der iINOS, nicht jedoch des CAT-2B.
Unsere Untersuchungen zeigten, im Gegensatz zu der meist parallelen

Regulation, im Fall von AP-1 und LREaa differente Signalwege bei der Induktion
von iNOS und CAT-2B.
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