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1. Einleitung 1

1 Einleitung

NO ist ein wichtiges Signalmolekil aus Arginin, das durch die drei Isoformen der
NO-Synthase (EC 1.14.13.39), die als konstitutiv bezeichnete endotheliale und
neuronale Isoform (eNOS und nNOS) und die durch Zytokine induzierbare iNOS,
gebildet wird. Die Bereitstellung des Substrates Arginin  kann unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen fir die Geschwindigkeit
der NO-Produktion bei allen drei NO-Synthasen (NOS) entscheidend sein.
Frihere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Arginin-
Quellen, die der jeweiligen NOS-Isoform zur Verflgung stehen, unterschiedlich
sind. Wahrend die induzierbare NOS (iNOS) ihr Substrat ausschlieBlich aus
einem Reservoir bezieht, das Gber Membrantransporter mit dem Extrazellularraum
im Austausch steht, hat die endotheliale NOS (eNOS) Zugang zu zwei Arginin-
Quellen. Die erste Quelle steht ber Membrantransporter wie dem cationischen
Aminosauretransporter-1 (CAT-1; System y*) oder 4F2hc/y*LAT2 (System-y*L) mit
dem Extrazellularraum im Austausch (Closs et al. 2000). Beide Transporter sind
in Endothelzellen exprimiert und katalysieren den Austausch von basischen
Aminosauren (Graf et al., 2001; Sala et al., 2002). 4F2hc/y"'LAT2 vermittelt
dartber hinaus den Austausch von extrazelluldren neutralen Aminoséduren gegen
intrazellulare basische Aminosauren (Broer et al., 2000). Im Gegensatz zu der
ersten Quelle steht die zweite nicht Gber Membrantransporter mit basischen
Aminosauren im Extrazellularraum in Verbindung.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun diese zweite intrazellulare Arginin-Quelle far
eNOS in Endothelzellen naher charakterisiert werden. Ein weiterer Schwerpunkt
der Arbeit lag in der Identifizierung der Substratversorgung fiir die neuronale NOS
(nNOS): erhalt sie ihr Substrat vornehmlich tber Membrantransporter oder auch
aus einer moglichen intrazellularen Arginin-Quelle?
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1.1 NO: Entdeckung, Synthese und Funktion

1.1.1 Isoformen der NO-Synthasen

Neben der in dieser Arbeit gebrauchten Benennung der NOS-Isoformen nach dem
Organ oder dem exprimierenden Zelltyp, in dem sie initial identifiziert wurden bzw.
nach Induzierbarkeit des Enzyms, existieren auch andere Nomenklaturen, z.B.
nach der Reihenfolge ihrer Aufreinigung (Férstermann und Kleinert, 1995).

Die beiden konstitutiven Isoformen eNOS und nNOS sind bei einer freien Ca?*-
Konzentration voll aktiv, die physiologisch im Cytoplasma nicht erreicht wird
(Okada, 1995; Ruan et al.,, 1996), da in endoplasmatischem Reticulum (ER),
Mitochondrien und Plasmamembran Ca?-Pumpen aktiv sind. Diese
Konzentration wird im Cytosol in der Regel nur transient durch einen Rezeptor-
vermittelten Calcium-Einstrom erreicht, bei der die Calcium-Konzentration um
mehr als das 100 fache von unter 10® mol/L auf etwa 10® mol/L ansteigt. Die
NOS ist aufgrund dessen nur wenige Minuten aktiv (,low-output® Enzym). Die
induzierbare NOS (iNOS) hingegen kann bei ausreichender Substratversorgung
und wiederholter Induktion Uber mehrere Tage groBe Mengen NO bilden (,high-
output® Enzym) und Bakterien, Pilze, Viren, Parasiten und Tumorzellen abtéten
(MacMicking et al.,, 1997). Sie ist weitgehend Ca?*-unabhéangig. Die
verschiedenen NOS-Isoformen werden durch 3 Gene kodiert, die auf den
Chromosomen 7, 12 und 17 lokalisiert sind. |hnen gemein ist, dass die NO-
Produktion aus der Oxidation des Guanidino-Stickstoffs von Arginin hervorgeht,
bei der molekularer Sauerstoff und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH) als Co-Substrat benétigt werden. Alle Isoformen enthalten Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN) und ein Ham-Eisen als
prosthetische Gruppe und bendtigen den Co-Faktor Tetrahydrobiopterin (BH,)
(Férstermann und Kleinert, 1995).

Nitroglycerin wird bereits seit Gber 100 Jahren zur Behandlung von Angina
Pectoris eingesetzt, der dahinter stehende Reaktionsmechanismus jedoch konnte
erst in den letzten Jahrzehnten aufgeklart und dem Stickstoffmonoxid (NO) sowie
zyklischem GMP (cGMP) zugeordnet werden. NO war zuvor nur als sehr
reaktives und giftiges Gas mit einer Dichte von 1,34 g/l bekannt, das als
unerwinschte Begleiterscheinung bei Verbrennungsvorgangen entsteht, und so
z.B. in Autoabgasen vorkommt.
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Robert F. Furchgott gilt als der eigentliche Entdecker des EDRF (,endothelium
derived relaxing factor“), dem Entspannungsfaktor des Endothels (Furchgott und
Zawadzki, 1980; Cherry et al., 1982; Furchgott et al., 1984). Furchgott und seine
Mitarbeiter wiesen Anfang der 80er Jahre erstmals nach, dass in Endothelzellen
diese kontinuierlich freigesetzte geféBerweiternde Substanz eine wesentliche
Rolle bei der GefaBrelaxation spielte. Die Gruppe von Louis J. Ignarro fand
bereits 1979, dass die Relaxation einer bovinen Koronar-Arterie durch NO mit
einem Anstieg an cGMP assoziiert war (Gruetter et al., 1979). Ferid Murad hatte
bereits Ende der 70er Jahre auf eine Steuerungsfunktion von NO fur Kérperzellen
hingewiesen, allerdings gab es zu wenig Experimente, die seine Idee empirisch
unterstitzten. Er fand, dass NO ein potenter Stimulator der G-Cyklase war und
dass eine Reihe von Agentien wie Nitroglycerin cGMP-Spiegel erhéhten (Murad
et al., 1978 und 1979; Arnold et al., 1977). Jedoch brachte zu dieser Zeit niemand
EDRF mit dem freien Radikal NO in Verbindung. Ignarro gelangte schlieBlich
1987 unabhangig von Furchgott zur Erkenntnis, dass EDRF und NO identisch sind
(Ignarro et al., 1986; Ignarro et al., 1987 und 1988; Furchgott, 1988). Moncada
und Mitarbeiter nahmen ebenfalls 1987 an, dass EDRF und NO identisch seien
(Palmer et al., 1987). Ein Jahr spater entdeckten sie, dass die Quelle des
endothelialen NO der Guanidin-Stickstoff des Arginins war und das Enzym, das fir
die NO-Synthese verantwortlich ist, eine Oxygenase sein muss: heute bekannt als
die endotheliale Isoform der NOS, eNOS (Palmer et al., 1988).

1998 erhielten Furchgott, Ignarro und Murad den Nobelpreis fir Medizin und
Physiologie fir die Erforschung der Wirkungen von NO als Signalmolekul im
menschlichen Herz-Kreislauf- und GefaBsystem. NO diffundiert mit einer
Geschwindigkeit von 50 um/s in biologischen Systemen (Gally et al., 1990). Es
reguliert beispielsweise den Blutdruck durch Entspannung der Muskulatur der
BlutgeféaBe und spielt eine wichtige Rolle beim Lernen und Erinnern. Diese
Prozesse werden Uber die Aktivierung der I6slichen Guanylat-Zyklase (Arnold et
al., 1977) und einer darauffolgenden GMP-abhangigen Proteinphosphorylierungs-
kaskade oder der Freisetzung von Neurotransmittern vermittelt. Nach Aktivierung
von Makrophagen kommt es zu einer vermehrten NO-Freisetzung durch die
induzierbare NOS. NO diffundiert zu Zielzellen, wie z.B. Tumorzellen, Bakterien
oder Pilzen und fungiert dort als Abwehrmechanismus gegen Infektionen, indem
es mit Eisen-Schwefel-Zentren in Schlisselenzymen reagiert (Moncada und
Higgs, 2002). NO kann auch direkt Proteine nitrieren oder nitrosylieren und so
deren biologische Funktion verandern.



1. Einleitung 4

Die eNOS wurde als Erstes in Endothelzellen der Rinderaorta gefunden,
aufgereinigt und charakterisiert (Férstermann et al., 1991; Pollock et al., 1991).
Ein Jahr spater konnten cDNAs sowohl der bovinen als auch der humanen eNOS
von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen kloniert und charakterisiert werden
(Lamas et al., 1992; Marsden et al., 1992; Janssens et al., 1992). Die endotheliale
NOS ist ebenso wie die neuronale ein konstitutives, Ca*- und Calmodulin-
abhangiges ,low-output®-Enzym, das Uberwiegend in Endothelzellen exprimiert
wird (Pollock et al., 1993). In den folgenden Jahren konnte sie jedoch in einer
groBen Anzahl nicht-endothelialer Zellen entdeckt werden: in bestimmten
Neuronen (Abe et al., 1997; Dinerman et al., 1994), Osteoblasten (Helfrich et al.,
1997), Fibroblasten (Wang et al., 1996), Keratinozyten (Shimizu et al., 1997),
Lungenepithelzellen (Shaul et al., 1994), Nierenepithelzellen (Tracey et al., 1994),
Spermien (Zini et al.,, 1996), T-Zellen (Reiling et al., 1996), Hepatozyten
(Zimmermann et al, 1996), Kardiomyozyten (Balligand et al., 1995),
Thrombozyten (Sase und Michel, 1995; Wallerath et al.,, 1997) und
Megakaryozyten (Wallerath et al., 1997).

Aus Endothel freigesetztes NO ist ein physiologisch wichtiger Vasodilator, der
zudem die Platichen-Aggregation und Adhésion verhindert. Vaskuldres NO
verhindert weiterhin die Leukozyten-Adh&sion am Endothel und inhibiert die
Proliferation von vaskuldren glatten Muskelzellen (Ubersicht: Férstermann et al.,
1993 und 1994).

Die nNOS wurde zuerst in Neuronen des Ratten- und Schweine-Cerebellums
identifiziert (Bredt und Snyder, 1990; Mayer et al., 1990; Schmidt et al., 1991).
1991 wurde die nNOS cDNA erstmals von Bredt et al. kloniert und Nakane et al.
(1993) fanden, dass aus humanem Hirn eine cDNA fir nNOS ebenfalls im
Skelettmuskel hoch exprimiert wird. Die Gruppe des urspriinglichen Entdeckers,
Snyder, konnte 1996 eine Splice-Variante, die nNOSu als Skelettmuskelform
identifizieren. Diese ist 34 Aminosauren langer und wird unter anderem auch im
Herz exprimiert (Silvagno et al., 1996). Neben Enzym in Neuronen ist die nNOS
inzwischen in einer Reihe anderer Zellen und Gewebe nachgewiesen worden, wie
z.B. im Rickenmark (Dun et al., 1992), in sympathischen Ganglien (Sheng et al.,
1993; Dun et al.,, 1993), in peripheren nitrergen Nerven (Saffrey et al.,, 1992;
Sheng et al., 1992; Hassal et al., 1992), aber auch in Epithelzellen der Lunge, des
Uterus oder des Magens (Schmidt et al., 1992), in Macula densa-Zellen der Niere
(Schmidt et al.,, 1992), in Inselzellen des Pankreas (Schmidt et al., 1992), in
neutrophilen Granulozyten (Wallerath et al., 1997), in Myozyten des
Skelettmuskels (Nakane et al., 1993; Gath et al., 1996) und in Testis (Wang et al.,
1997).



1. Einleitung 5

Als physiologische Funktionen der nNOS sind Modulation der Neurotransmitter-
Freisetzung, synaptische Plastizitat, neuronale Entwicklung und Regeneration
sowie Regulation der Genexpression bekannt. Durch langanhaltende Ca?'-
Erhdhung kann es zu einer exzessiven NO-Produktion durch die nNOS kommen
und damit zum Umschalten von physiologischen zu einer neurotoxischen
Funktion. So spielt NO eine wesentliche Rolle bei neurologischen Erkrankungen
wie Parkinson, Huntington, Alzheimer oder amyotropher lateraler Sklerose (Yun et
al., 1997; Férstermann et al., 1998; Chabrier et al., 1999).

Die iINOS konnte zuerst in murinen Makrophagen nachgewiesen werden, die nach
LPS-Behandlung Nitrit und Nitrat produzierten (Stuehr und Marletta, 1985). Ihre
Expression kann in vielen Zelltypen durch Zytokine und andere Stimuli induziert
werden. Anfang der 90er Jahre wurden von verschiedensten Arbeitsgruppen
Klonierungen und Expressionsstudien publiziert. Lyons et al., Lowenstein et al.
sowie Xie et al. (alle 1992) klonierten die cDNA aus murinen Makrophagen,
Nunokawa et al. aus glatten Muskelzellen der Ratte (1993) und schlieBlich Geller
et al. aus humanen Hepatozyten sowie Sherman et al. aus einer humanen
Tumorzell-Linie (beide 1993). 1993 klonierten Charles et al. eine nNOS-cDNA aus
der Ratte in einem Baculovirus-System und exprimierten diese in Insektenzellen.
Wie der Name besagt, kann die induzierbare NOS durch Cytokine oder
Lipopolysaccharid (LPS) induziert werden. lhre Aktivitat ist weitgehend (Mensch)
oder vollstandig (Maus, Ratte) Ca®*-unabhangig. Das prototypische ,high-output‘-
Enzym findet sich in aktivierten Maus-Makrophagen. Normalerweise ist die INOS
in unstimulierten Zellen nicht oder nur sehr gering exprimiert (Hevel et al., 1991;
Stuehr et al., 1991). Mitte der 90er Jahre konnte auch die iINOS in weiteren
Zelltypen nachgewiesen werden: in Hepatozyten der Ratte (Wood et al., 1993), in
Chondrozyten (Charles et al.,, 1993), in Lymphozyten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten, in Kupfferschen Sternzellen, Alveolarmakrophagen,
Mastzellen, Endothelzellen der Niere, der Leber und des Kolons (Bandaletova et
al., 1993), in Epithelzellen der Bronchien und des Darms (Kobzik et al., 1993)
sowie konstitutiv in Myozyten des Skelettmuskels (Gath et al., 1996).

Durch Blockaden von Enzymen der Atmungskette, des Citratzyklus, der Glykolyse
und der DNA-Neusynthese wirken hohe NO-Konzentrationen cytotoxisch.
Makrophagen sind mit ihrer Eigenschaft, Bakterien, Pilze etc. durch NO abzutéten,
ein essentieller Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr (Kréncke et al.,
1998; Harbrecht et al., 1997). 1998 entdeckte Yamasaki et al. erstmals eine
wundheilende (also auch nicht zytotoxische) Wirkung von iNOS generiertem NO.
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Tabelle 1.1: Charakteristika von NO-Synthasen.

eNOS nNOS iNOS

Alternative Namen NOS lli NOS | NOS lI

ecNOS ncNOS

bNOS

Subfamilie konstitutiv konstitutiv induzierbar
Genlokus (human) Chromosom 7 Chromosom 12 Chromosom 17

7935-7936 12924.2-24.3 17911.2-q12
mRNA (human) ~ 4,8 kb ~10 kb ~ 4.5 kb
Lange (human) 1153 AS 1433 AS 1203 AS
Molekulagewicht 131 kDA 161 kDA 133 kDA
(human)
Erster gefundener bovine Aorten- Neuronen des murine
Expressionsort Endothelzellen Ratten- und Makrophagen

Weitere Vorkommen

Enzymlokalisation

Ku-Werte fr Arginin
Ca?*/Calmodulin-
Abhangigkeit
Stimulatoren bzw.
Induktoren

NO-Produktion

Biologische Wirkung

e (glatte
Muskelzellen
e Epithelzellen

Membran >> Cytosol

11,7 uM

ja

e Acetylcholin
e Bradykinin

e lonomycin

e _shear stress®

wenig

pmol (sec)

e Vasodilatation

e Thrombozyten-
aggregations-
hemmung

¢ Proliferations-

hemmung glatter

Muskelzellen
¢ Inhibition der

Leukozyten-

Adhasion

Schweinekleinhirns

e Epithelzellen

¢ Mesangialzellen

o Skelettmuskel-
zellen

Cytosol und

Membran

2,7 uM

ja

e Glutamat
e Lithium

wenig

pmol (sec)

¢ Neurotrans-
mission

Endothelzellen
Mesangialzellen
glatte
Muskelzellen

Cytosol >> Membran

3,6 uM
nein

IL-18
IFN-y
TNF-o,, -8
LPS

viel
nmol (h bis d)

Cytotoxizitat
DNA-Schéadigung
Enzymnitro-
sylierung
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1.1.2 Mechanismus der NO-Synthese aus Arginin

NO entsteht aus der Aminosaure L-Arginin durch enzymatische Umwandlung der
terminalen Guanidinogruppe durch die NO-Synthase (Palmer und Moncada, 1989;
Fdrstermann et al. 1993). In einem ersten Oxidationsschritt wird aus Arginin und
molekularem Sauerstoff zundchst das Zwischenprodukt N-Hydroxy-L-Arginin
(NOHA) als enzymgebundenes Intermediat gebildet, das dann in einem zweiten
Oxidationsschritt wieder unter Verbrauch von Sauerstoff zu L-Citrullin und NO
umgewandelt wird (Abb. 1.1).

H
COO- |
N_ _NH
NH wu)\/V :
3
Arginin T\lf—l;
/ H+ + O, + NADPH
BH,
V\> H,O + NADP+
H
COO- |
)\/\/N
NH,+ ﬂ/NHz
) _N
NG-Hydroxy-Arginin HO
O, + NADPH
BH,
H,O + NADP+
Y
H
COO- |
)\/\/N
NH,+ YNHz O=—Ne
Citrullin 0

Abbildung 1.1: Reaktionsweg des Arginin-NO-Stoffwechsels.



1. Einleitung 8

1.1.3 NO-Synthasen konnen weitere Radikale produzieren

Ein Hinweis, dass bei der Umwandlung von Arginin in Citrullin nicht nur NO,
sondern auch andere stickstoffhaltige Radikale entstehen kénnen, liegt darin, dass
bei der NO-Synthese NO und Citrullin nicht immer im stéchiometrischen Verhaltnis
von 1:1 entstehen (Alderton et al., 2001). Bei einem Mangel oder geringer
Konzentration an BH4 oder Arginin kann es zu einer Entkopplung der Reaktion
kommen. Dies bedeutet, dass die NO-Synthasen mittels Ha&m in der Oxygenase
Domane Superoxid (O2) produzieren (Vasquez-Vivar et al., 1998). Das gebildete
Superoxid reagiert mit NO zu Peroxinitrit.

1.1.4 Inhibitoren der NO-Synthasen

Fir die NO-Synthase-Forschung sind NOS-Hemmer unabdingbar. Durch ihren
Einsatz kann man z.B. sicherstellen, dass die gemessene Citrullin- oder NO-
Produktion tatsachlich durch NO-Synthasen bedingt ist. Die am haufigsten
eingesetzten NOS-Hemmer sind die L-Argininanaloga wie N°Nitro- L-Arginin (L-
NNA), N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), Né-Amino-L-Arginin (L-NAA) und N
Nitro-L-Argininmethylester (L-NAME). Diese Substanzen verdrdngen kompetitiv
Arginin von seiner Bindungsstelle und inhibieren so die Citrullinbildung. Die L-
Argininanaloga besitzen keine ausgepragte (>10 fach) Selektivitat far die
einzelnen NOS-Isoenzyme. Seit einigen Jahren sind auch selektivere nNOS-
Inhibitoren kommerziell erhaltlich, zum Beispiel Nw-propyl-L-Arginin (Ki=57 nM,
3000 gg iNOS, 150 fach gg eNOS) von Cayman Chemical Company (Michigan,
USA), (4S)-N-(4-Amino-5[aminoethyl] aminopentyl)-N-nitroguanidin (Ki=120 nM,
2500 fach gg eNOS, 320 fach gg iNOS; Hah et al., 2001) und L-N-Nitroarginin-
2,4,L-diaminobutyric Amid (Ki=130 nM, 1500 fach gg eNOS, 192 fach gg iNOS;
Huang et al., 1999). Ein selektiver iNOS-Inhibitor ist die Substanz 1400W (N-(3-
Aminomethyl) benzylacetamidin) von Glaxo Wellcome (Parmentier et al., 1999),
die schnell und reversibel alle drei Isoformen inhibiert (K=2-50 uM), zusatzlich
aber in einer langsamen Phase an die iINOS bindet (5000 fache Selektivitat gg
eNOS, 200 fach gg nNOS).
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1.2 Arginin

Die basische Aminosdure Arginin ist eine semi-essentielle Aminosaure, d.h. sie
wird zum einen aus der Nahrung aufgenommen und kann zum anderen im
gesunden Adulten in ausreichender Menge endogen synthetisiert werden (Rose
1937; Barbul 1986).

1.2.1 Arginin-Metabolismus

Nicht jedes Gewebe exprimiert alle Enzyme, die zur De novo-Synthese von
Arginin oder zum Katabolismus bendtigt werden. Daher ist der Transport von
Arginin (und Citrullin) zwischen den einzelnen Organen, Geweben und Zellen
notwendig, um die Balance zwischen Arginin-Produktion und Arginin-Verbrauch zu
gewahrleisten. Intrazellularer Metabolismus und Membrantransport von Arginin
sind wichtige Bestandteile im Kérper unter normalen und pathophysiologischen
Bedingungen (Wiesinger 2001).

Die De-Novo-Synthese von Arginin aus Citrullin ist abhangig vom Vorhandensein
der Ornithin-Carbamoyltransferase (OCT; EC 2.1.3.3), die zusammen mit der
Carbamoylphosphat Synthetase | (CPS I; EC 6.3.4.16) in der mitochondrialen
Matrix lokalisiert ist:  Ornithin reagiert in der OCT-abhangigen Reaktion mit
Carbamoylphosphat zu Citrullin (Abb. 1.2). Die Expression von beiden Enzymen
ist in Tieren auf die periportalen Hepatozyten der Leber, den Epithelzellen der
Mucosa des Dinndarms und (zu einem geringen Teil) den Colonozyten des
Dickdarms beschrankt (Raijman 1974; Knecht et al., 1979; Morris 1992). Daher
sind auch lediglich die genannten Gewebe in der Lage, Ornithin zur Citrullin-
Synthese zu nutzen. Aufgrund der Expression der Biosynthese-Enzyme in
Adulten, findet die wesentliche Ornithin-Produktion aus Glutamat durch die P5C-
Synthetase (Abb. 1.2) ausschlieBlich im Darm statt, der dann das weiter
entstandene Citrullin in den Blutkreislauf freisetzt (Windmueller 1982). Das meiste
Citrullin wird von der Niere aufgenommen und in den Zellen des proximalen
Tubulus zur Arginin-Synthese genutzt. Dieses Arginin wird wiederum in den
Blutkreislauf freigesetzt, um andere Organe zu versorgen (Windmueller und
Spaeth 1981; Dhanakoti et al., 1992; Rabier und Kamoun 1995).
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Glutamin

Phosphat-abhangige Glutaminase

Glutamat
Polyamine A
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HCO,
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Oxalacetat
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Dehydrogenase| carboxylase

Argininosuccinat Malat
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ASL Fumarase
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Decarboxylase Guanidinoacetat
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Abbildung 1.2: Arginin-Metabolismus in Saugerzellen. Fir die differentielle Gewebe-
Expression der einzelnen Stoffwechselwege und weitere Einzelheiten siehe Text Kapitel
1.2.1. Die Reaktionen Ornithin — Glutamat und Glutamat — Glutamin werden von den
Enzymen Ornithin-Transaminase respektive Glutamin-Synthetase katalysiert.

N-Methyltransferase
Creatin
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Im Gegensatz zu den mitochondrialen Enzymen des Harnstoffzyklus OCT und
CPS | sind die cytosolische Argininosuccinat-Synthase (ASS; EC 6.3.4.5) und
Argininosuccinat-Lyase (ASL; EC 4.3.2.1) nahezu ubiquitédr exprimiert (Ratner
1973; Yu et al., 1995). Dies scheint die Rolle dieser so genannten ,Recycling“-
Enzyme in ihrer Funktion im Citrullin-NO-Zyklus wiederzuspiegeln, da auch die
NOS-Isoformen in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert werden. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion von Citrullin zu Arginin ist die
erste Reaktion, die von der ASS katalysiert wird. Dabei wird die Aminosaure
Aspartat als Co-Substrat benétigt. Cytosolische Aspartatkonzentrationen und die
daraus resultierende Synthese von Argininosuccinat (AS) kdnnen durch die
Aktivitdt der mitochondrialen Pyruvatcarboxylase (lUber Acetyl-CoA) reguliert
werden, die Oxalacetat generiert (Rabier und Kamoun 1995).

Die hydrolytische Spaltung von Arginin zu Harnstoff und Ornithin wird von den
beiden Isoformen der Arginase (EC 3.5.3.1) katalysiert, deren Expression ein
weiteres Beispiel fur die Kompartimentierung auf organischer und subzellularer
Ebene darstellt. Die hochste Aktivitdt der cytosolischen Arginase | findet sich in
periportalen Hepatozyten und ermdglicht so der Leber die Beseitigung des
Arginin-Stickstoffes in Form von Harnstoff, sodass dort wenig oder keine Netto-
Produktion von Arginin zu finden ist (Yu et al., 1995; Gotoh et al., 1997; Miyanaka
et al., 1998). Die mitochondriale Arginase Il, die von einem separaten Gen kodiert
wird, ist in der Niere, dem Diinndarm und im Gehirn exprimiert (Gotoh et al.,
1997). Eine weitere Funktion der Arginase | im Cytosol liegt in der Bereitstellung
von Ornithin fir die Polyaminsynthese, eine entsprechende der Arginase Il in der
Bereitstellung von Ornithin zur Synthese von Prolin und Glutamat in den
Mitochondrien (Wu und Morris 1998).

Arginin kann auBerdem zu Creatin katabolisiert werden. Die Expression des
ersten Enzyms dieser Reaktion, der Arginin:Glycin Amidinotransferase, findet sich
hauptséchlich in Niere und Pankreas. Das zweite Enzym hingegen, die
Guanidinoacetat N-Methyltransferase wird berwiegend in der Leber und weniger
in Niere und Pankreas exprimiert. Auch dieses Expressionsmuster zur Creatin-
Biosynthese deutet wiederum auf eine Kooperation zwischen den Organen hin
(Wu und Morris, 1998).

Zwei weitere Wege des Arginin-Metabolismus waren in den letzten Jahren im
Fokus der Forschung. Lange Zeit wurde geglaubt, die Decarboxylierung von
Arginin kénnte ausschlieBlich in Pflanzen und Mikroorganismen stattfinden, jedoch
wurden sowohl die Aktivitat der mitochondrialen Arginin-Decarboxylase (ADC; EC
4.1.1.19) als auch das Produkt dieser Reaktion, 4-(aminobutyl)Guanidin (=
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Agmatin) in Hirn, Leber, Niere, Nebennierendriise, Makrophagen und im
Dinndarm nachgewiesen (Li et al., 1994; Morrissey et al., 1995; Lortie et al.,
1996; Sastre et al., 1998), das Enzym war in der mitochondrialen Fraktion der
Zellhomogenate zu finden (Morrissey et al., 1995; Li et al., 1995). Im letzten Jahr
konnte erstmals ein humaner cDNA Klon identifiziert werden, der nach Expression
in COS-7 Zellen ADC-Aktivitat zeigte (Zhu et al., 2004).

Die Identifikation von methylierten Arginin-Analoga, im speziellen N®-Monomethy!-
L-Arginin (NMMA) und asymetrischem N¢ N®-dimethyl-L-Arginin (ADMA) und der
ADMA-abbauenden N NC€-dimethyl-L-Arginin Dimethylaminohydrolase (DDAH;
EC 3.5.3.18) in tierischen Geweben, ebenfalls einschlieBlich des Gehirns, flhrte
zu Spekulationen Uber die physiologische Relevanz dieser Arginin-Metabolite
(Kimoto et al., 1993; Tojo et al., 1997; Leiper et al., 1999). Methylierte
Argininanaloga sind endogene Inhibitoren der NO-Synthasen, ihre mdglichen
Interaktionen mit der Regulation der NO-Synthese wird im folgenden Kapitel
(1.2.2.1) néher beschrieben.

1.2.2 Pathophysiologische Bedingungen durch Arginin-Limitierung

Unter pathophysiologischen Bedingungen, die mit einer endothelialen Dysfunktion
einhergehen wie z.B. Diabetes, Bluthochdruck oder Hypercholesterinamie, scheint
die Verflgbarkeit des Substrates Arginin fir die NO-Synthese durch die
endotheliale NOS limitierend zu sein (Béger und Bode-Béger, 2001). Dies steht im
Widerspruch zu intrazelluldaren Arginin-Konzentrationen, die ausreichend sind, um
die eNOS zu sattigen, ein Phanomen, das Arginin-Paradox genannt wird
(Forstermann et al.,, 1994). Um dieses Phdnomen und die zugrunde liegenden
pathophysiologischen Verdnderungen besser verstehen zu kdnnen, ist es daher
von Bedeutung, die intrazellularen Arginin-Quellen (insbesondere) der eNOS zu
identifizieren, da diese Veranderungen die Ursache fir das Paradox sein kdnnten.

1.2.2.1 Der endogene NOS-Inhibitor ADMA

In den letzten Jahren sind vielfaltige Befunde erhoben worden, die zeigen, dass
eine vermehrte Bildung oder ein verminderter Abbau des endogenen NOS-
Inhibitors ADMA mit endothelialer Dysfunktion einhergehen (Cooke, 2000;
Kielstein et al., 2001; Leiper und Vallance, 1999). Die Methylierung von Arginin
erfolgt ausschlieBlich an Argininresten in Proteinen, eine Reaktion die von den so
genannten Protein-Arginin-N-Methyltransferasen (PRMT) katalysiert wird. ADMA
stammt demnach aus dem Abbau dieser Proteine. In humanen Endothelzellen
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wurde gezeigt, dass LDL (low density lipoprotein) die AMDA-Produktion erhdht
und daftr die PRMTs verantwortlich sind (Bbger et al., 2000).

P+

A ™ S-Adenosyl
-Adenosyl-

Methionin M methionin
THE Protein (RGG)

PRMT
NS-methyl-

THF Protein
(MethleGG)

Homocystein S-Adenosyl-
; ; homocystein
Adenosin H,O

Proteasen/Peptidasen
Carboxypeptidase D?

' ADMA

Citrullin

Abbildung 1.3: Manipulationsmdéglichkeiten fir intrazellulare ADMA-Spiegel. Eine
Erhéhung der endogenen ADMA-Spiegel kann zum einen Uber eine Steigerung der
Methylierung zelluldrer Proteine erreicht werden. Substanzen wie Methionin und
Homocystein erhéhen erwiesenermaBen die Proteinmethylierung an Argininresten. Die
Uberexpression von Protein-Arginin-N-Methyl-Transferasen (PRMT) filhrt ebenso zu einer
verstarkten Proteinmethylierung. Des Weiteren fuhrt eine gleichzeitige Hemmung ADMA-
abbauender Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolasen (DDAH) zu einer erhéhten ADMA-
Konzentration (lto et al., 1999; Bdéger et al., 2000). Eine Verminderung der ADMA-
Konzentration kénnte einerseits durch Uberexpression von DDAH oder Induktion der
DDAH-Expression durch all-trans-Retinsdure, andererseits durch eine Hemmung der
PRMTs (z.B. mit S-Adenosylhomocystein, Zykloleucin oder Adenosindialdehyd) erreicht
werden.
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1.3 Aminosaure- und Peptidtransport

AS-Transporter kdnnen grob in Na*-abhangige und —unabhdngige Kategorien
unterteilt werden. Erstere nutzen den transmembranen elektrochemischen
Natrium-Gradienten, der gréBtenteils durch die Na'/K*-ATPase aufrechterhalten
wird, um AS entgegen ihres Konzentrationsgradienten zu transportieren/
aufzunehmen. Im Gegensatz dazu erleichtern die zweiten die selektive Bewegung
von AS Uber die Plasmamembran unabhangig von Natriumionen. Die
Nomenklatur der Na*-abhangigen Systeme wird durch GroBbuchstaben, die der
Na*-unabhangigen durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Einzige Ausnahme ist
das Natrium-unabhdngige System L, das diese Bezeichnung aus historischen
Griinden beibehalten hat (Ubersicht: Bode, 2001).

1.3.1 Transport-Systeme fiir Arginin

Die Transportsysteme fUr basische Aminosduren (BAS) werden klassischerweise
nach zwei Hauptkriterien eingeteilt: zum einen nach ihrer Substratspezifitdt und
zum anderen nach der Abhangigkeit des Transports von Natrium. Es existieren
die Natrium-unabhédngigen Systeme y*, y*L, b%* und b* sowie das Natrium-
abhangige System B®%*. Die Bezeichnung ,Transport-System* beriicksichtigt, dass
ein Komplex von verschiedenen Proteinen und nicht ein einziges Carrier-Protein
die spezifische Transportaktivitit vermitteln kann.  System y*L und b°%*
beispielsweise sind heteromere Aminosaure-Transporter (HATS), die jeweils aus
einem Glykoprotein und dem eigentlichen Transportprotein zusammengesetzt
sind. Die wichtigsten Eigenschaften der Transport-Systeme fir BAS werden im
Folgenden vorgestellt.

Das erste beschriebene Transportsystem flir BAS war das Na*-unabhangige
System y*, das in den 60er Jahren im Labor von Halvor Christensen entdeckt und
charakterisiert wurde (Christensen, 1964; Christensen und Antonioli, 1969). Der
Buchstabe y steht fir Lysin, das erste beschriebene Substrat dieses
Transportsystems, + bezeichnet die positive Ladung der Aminosaure-Substrate.
Weitere Charakteristika dieses Systems sind seine pH-Unabhéangigkeit sowie die
Transstimulierbarkeit durch Substrat auf der gegenilberliegenden Membranseite.
Die Ky-Werte fir BAS liegen im Bereich ihrer Plasmakonzentration von etwa 0,2
mM (Closs et al., 1997). System y*-Aktivitit kann mindestens von drei
verschiedenen Transportproteinen fir BAS vermittelt werden: CAT-1, -2B und -3
(cationic amino acid transporter). Ein weiteres Transportprotein der CAT-Familie,
CAT-2A, eine alternative Splicevariante des CAT-2 Transkripts, zeigt



1. Einleitung 15

Transporteigenschaften, fiir die bisher kein Transport-System definiert worden ist.
Die CATs werden nach der Human Genome Organization (HUGQO) der Genfamilie
SLC7 (solute carrier) zugeordnet. Die Familie der CAT-Proteine wird im folgenden
Kapitel ndher beschrieben. y*-Aktivitat ist in allen Geweben, mit Ausnahme der
Leber zu finden (White, 1985).

Die erste System y‘L-Transportaktivitit konnte von Deves et al. (1992) in der
Plasmamembran von humanen Erythrozyten nachgewiesen werden. Dieses
Transportsystem ist einzigartig unter den Transportern, da es die Aufnahme von
BAS mit einer hohen Affinitdt Na*-unabhangig vermittelt, jedoch zum Transport
von Glutamin und anderen NAS Na* benétigt. Das Substratprofil von y*L fir NAS
entspricht dem des Systems L (Details siehe Glutamin-Transport Kapitel 1.3.2),
der Buchstabe L steht fiir das Modelsubstrat Leucin. System y*L besitzt eine sehr
hohe Affinitat fur NAS und BAS (Ku fir Lys etwa 10 uM) und vermittelt den
Austausch von intrazellularen BAS (Arginin und Lysin) gegen extrazelluldres Na*
und NAS wie Glutamin (Kanai et al., 2000; Pfeiffer et al., 1999). System y*L zahlt
zu den Glykoprotein-assoziierten AS-Transportern bestehend aus jeweils dem
Glykoprotein 4F2 heavy chain (4F2hc) in Kombination mit dem AS-Transporter
y'LAT1 (SLC7A7) oder y'LAT2 (SLC7A6). Die Glykoproteine zahlen zur SLC3-
Genfamilie, die beiden Transportproteine (auch light chains genannt) ebenso wie
die CATs zur Familie SLC7. y*LAT1 wird in der Niere und im Dinndarm hoch
exprimiert, y'"LAT2 dagegen ist in nicht-epithelialen und epithelialen Geweben
verbreitet. Die Expression von System y*L konnte auBerdem auch in Plazenta
und humanen Fibroblasten nachgewiesen werden (Fei et al., 1995; Palacin et al.,
1998).

Das System b%* transportiert basische und neutrale AS Na*-unabhangig und mit
vergleichbaren Affinitdten. GroBe NAS, die am a- und B-Kohlenstoff nicht
verzweigt sind werden bevorzugt (Van Winkle et al., 1988). Der Index 0 und +
steht wiederum fiir die Ladung der transportierten AS. Die Transportaktivitat wird
von dem Carrier-Protein b®*AT (SLC7A9) in Kombination mit dem Glykoprotein
rBAT (Genfamilie SLC3) vermittelt. Heterologe Expression von rBAT und b®*AT
induzieren einen Na*-unabhangigen, hochaffinen Transport von Cystein und BAS
und einen leicht niedriger affinen Transport von NAS durch einen obligaten
Austausch (Chillaron et al., 1996). System b%* wurde nach Entdeckung in
murinen Blastozysten auch in der Niere und in Trophoblasten der Plazenta
nachgewiesen (Van Winkle et al. 1988; Bertran et al., 1992; Furesz et al., 1991)
und hat eine vergleichbare Gewebe-Expression wie die basolateralen Transporter
y"'LAT1 und LAT2 (Fernandez et al., 2002).
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Eine Ausnahme beim gemeinsamen Transport von BAS zeigen die Systeme by
und by, die eine erhdhte Affinitdt zu Arginin besitzen (besonders by). lhre
Transportaktivitat konnte in Eizellen von M&usen nachgewiesen werden und wird
vermutlich von den gleichen Transportproteinen wie bei System y* vermittelt. Es
wird postuliert, dass ihre Unterscheidung in Bezug auf die Substratspezifitat in der
Interaktion mit zellularen Faktoren bestehen kénnte sowie durch die Feststellung,
dass sie auch in Gegenwart von Natriumionen nicht durch Homoserin oder Leucin
hemmbar sind (Van Winkle und Campione, 1990).

System B%* vermittelt als einziges System den Na*-abhéngigen Transport von
BAS und NAS (gekennzeichnet durch den GroBbuchstaben B) und wurde zuerst
in Maus-Blastozysten beschrieben (Van Winkle et al., 1985). Die meisten Studien
dieses Transporters wurden auf dem Gebiet der murinen Embryogenese
durchgefiihrt (Van Winkle und Campione, 1987; Van Winkle et al., 1990). ATB®*
(SLC6A14), das Protein, das fir die System B%*-Transportaktivitit verantwortlich
ist, zahlt zur SLC6-Familie der Na*-und Cl'abhangigen Transporter. Es akzeptiert
eine Reihe von Substraten inklusive verzweigten (z.B. 2-Amino[2,2,1] heptan-2-
carboxylsaure, BCH) und kleinen NAS (Van Winkle et al., 1985). Auf Basis von
elektrophysiologischen Daten wurde der Ky-Wert von ATB®* fiir Glutamin mit 633
UM bestimmt (Sloan und Mager, 1999), was vergleichbar mit SN1 (Kap. 1.3.2) ist.
System B%*-Aktivitat ist in den gleichen Gewebe wie System b%* beschrieben
worden. Der humane Transporter wird stark in Lunge und Trachea exprimiert
(Galietta et al., 1998)

Tabelle 1.2: Transportsysteme fiir BAS

System Na*- Charakteristische Erstmals Referenz
Abhéngigkeit Substrate beschrieben

y* - Lys, Arg, Orn Reticulozyten  Christensen und

Fibroblasten Antonioli,

1969

b+ - Lys, Arg, Orn, Leu Blastozysten Van Winkle et al.,

1988

y'L - (BAS) Lys, Arg, Orn  Erythrozyten Deves et al.,

+ (NAS) Leu, Met, Gin 1992

B+ + Lys, Arg, Orn, Ala, Blastozysten Van Winkle et al.,

Val, BCH 1985

b1, by - Arg Eizellen Van Winkle und

(befruchtet u. Campione,

unbefruchtet) 1990
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1.3.1.1 Humane CATs

Nach der Entdeckung der ersten murinen CAT-Isoform (Kim et al., 1991; Wang et
al, 1991), die urspringlich als Rezeptor des murinen Leukadmievirus identifiziert
wurde (Albritton et al. 1989), konnte Anfang der 90er Jahre ebenfalls der humane
CAT-1 kloniert werden (Yoshimoto et al., 1991; Albritton et al., 1992). Es folgten
in den spateren Jahren die ldentifizierung der weiteren Mitglieder der humanen
CAT-Familie 2A und 2B (Closs et al., 1997) sowie des hCAT-3 (Vékony et al.,
2001) in unserer Arbeitsgruppe. hCAT2A und -2B sind Splicevarianten, die sich
lediglich durch 20 AS, die in einem Abschnitt von 42 AS liegen, unterscheiden.
Die Transporteigenschaften von CAT-1, -2B und -3 entsprechen denen des
klassischen Systems y* mit Ky-Werten von 0,1 bis 0,4 mM fiir BAS (Kapitel 1.3.1).
Im Gegensatz dazu ist CAT-2A ein niederaffiner Transporter fir BAS (Kuy 2-5 mM)
und relativ insensitiv gegenlber trans-Stimulation. Die niedrige Substrataffinitat
des humanen CAT-2A ist durch 2 AS-Reste innerhalb der 42 unterschiedlichen
bedingt: Arg®® und ein fehlendes Histidin an Position 381 (Habermeier et al.,
2003). Anhand von Sequenzhomologien konnte ein verwandtes Protein 1998 von
Sperandeo et al. identifiziert werden, der als SLC7A4 (hCAT4) bezeichnet wird,
dessen Funktion aber noch nicht geklart werden konnte (Wolf et al., 2002).

hCAT-1 (SLC7A1) ist ubiquitdr exprimiert mit Ausnahme der Leber. Seine
Expression variiert betrachtlich in verschiedenen Geweben und Zelltypen. CAT-1
kolokalisiert mit Caveolin in Endothelzellen (Ubersicht: Mann et al., 2003) und ist
in Epithelzellen auf die basolaterale Membran beschréankt (Cariappa et al., 2002;
Kizhatil und Albritton, 2002). Neben der Expression in der Plasmamembran wurde
CAT-1 auBerdem in intrazellularen Vesikeln von Glioblastomzellen gefunden (Wolf
et al.,, 2002). CAT-1 scheint der hauptsachliche System y*-Transporter in den
meisten Zellen (einschlieBlich NO-produzierender Zellen) zu sein.

Die beiden SpleiB-Varianten von hCAT-2 (SLC7A2), hCAT-2A und hCAT-2B,
zeigen sehr verschiedene Expressionsmuster: hCAT-2A ist Uberwiegend in der
Leber, aber auch im Skelettmuskel, Pankreas, Kardiomyozyten, mikrovasularen
Endothelzellen des Herzens und in vaskularen glatten Muskelzellen exprimiert.
hCAT-2B hingegen findet man nach Behandlung mit Zytokinen oder
Lipopolysaccharid (LPS) in vielen Zellen. Diese Isoform wird oft zusammen mit
iINOS induziert und ist immer mit CAT-1 koexprimiert.

Die Expression von hCAT-3 (SLC7A3) konnte am starksten im Thymus sowie
moderat in Uterus, Testis, Milchdrise und Gehirn nachgewiesen werden. Eine
urspringlich angenommene Korrelation zwischen der Expression von CAT-3 und
NNOS konnte allerdings nicht bestatigt werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass
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hCAT-3 nicht wie in Ratten und Mausen postuliert ein neuronspezifischer
Transporter ist.  Transportstudien ergaben, dass hCAT-3 in Bezug auf
Substrataffinitdt und Empfindlichkeit gegeniber Transstimulierung (siehe Tabelle
1.3) am meisten dem induzierbaren hCAT-2B ahnelte (Vékony et al., 2001).

Das als hCAT-4 bezeichnete Protein (SLC7A4) ist nur zu ~40% identisch mit den
CAT-Proteinen 1-3. SLC7A4 wird im Gehirn, Testis und Plazenta exprimiert
(Sperandeo et al.,, 1998). Allerdings ist fir dieses Protein bisher noch keine
Uberzeugende Transportaktivitat gezeigt worden, daher kénnte der Name CAT-4
irreflhrend sein.  Studien in unserer Arbeitsgruppe zeigten eine endogene
Expression von SLC7A4 in NT2 Teratokarzinom-Zellen, nach Behandlung mit
Retinsdure. Doch auch fir den endogen exprimierten SLC7A4 konnte keine
Transportaktivitat far L-Arginin gezeigt werden (Wolf et al., 2002). Die fehlende
Transportaktivitdt von SLC7A4 war nicht auf eine fehlende Expression des
Proteins an der Plasmamembran zuriickzufihren, da die Lokalisation an der
Oberflache von Xenopus laevis-Oozyten und U373MG Glioblastom-Zellen gezeigt
werden konnte. Die Expression von SLC7A4 in der Plasmamembran scheint
daher nicht ausreichend zu sein, um eine Transportaktivitat fir AS zu induzieren.
SLC7A4 kénnte zusétzliche (Protein-)Faktoren bendétigen, um funktionell zu sein.

Tabelle 1.3: Isoformen der Familie kationischer Aminosaure-Transporter (CAT)

hCAT-1 hCAT-2A hCAT-2B hCAT-3 hCAT-4

Protein 629 AS 657 AS 658 AS 619 AS 636 AS
Molekulargewicht 67 kDa 72 kDa 72 kDa 67 kDa 68 kDa
Identitat zu 87,6% 90% 90% 82%
mCAT-Isoform

Kuv (MM Arg) 0,11-0,16 3,36-3,90 0,32-0,73 0,45
Transstimulation 9,8 1,1 1,8 2,0

Daten der Ky-Werte fur Arginin und Transstimulation der Transporter nach Expression in
Xenopus Oozyten aus Closs et al.,, 1997 (hCAT-1, -2A, -2B) und Vékony et al., 2001
(hCAT-3)

Transstimulation: Transportaktivitat in 0,25 mM versus 0 trans-Substrat
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1.3.2 Transportsysteme fir Glutamin

Seit den 60er Jahren konnten verschiedenste Glutamin-Transportsysteme anhand
ihrer funktionellen Charakteristika wie beispielsweise Substratspezifitat,
lonenabhangigkeit, kinetischen und regulatorischen Eigenschaften unterschieden
werden.  Die ersten bekannten Systeme waren System A (fir Alanin-
bevorzugendes System) und System L (Leucin-bevorzugtes System) (Oxender
und Christensen, 1963). In den folgenden drei Jahrzehnten wurden die Systeme
naher charakterisiert. Zu den Na'-abhangigen Glutamin-Transport Systemen
zahlen die Systeme ASC, B% N, A, B und y*L. Die Na*-unabhangigen sind die
Systeme L und b%*. Natiirlich transportieren diese Systeme nicht nur Glutamin,
sondern auch eine Reihe von anderen AS, daher wurden einige System bereits im
Kapitel 1.3.1 ,Transportsysteme flir BAS" angesprochen.

Na*-abhangige Glutamin-Transport Systeme:

System ASC wurde urspriinglich nach den Substraten Alanin, Serin und Cystein
benannt, um es von System A-Aktivitat unterscheiden zu kdnnen (Christensen et
al., 1967). System ASC-Transporter vermitteln den Na*-abhangigen Austausch
von kleinen NAS wie Alanin, Serin, Cystein und Threonin. Sie zahlen zur
Glutamat/NAS-Transporter-Familie SLC1, die sich aus den 5 hochaffinen
Glutamat-Transportern SLC1A1, SLC1A2, SLC1A3, SLC1A6 und SLC1A7
(System Xag) und den beiden Transportern fir NAS SLC1A4 und SLC1AS5
(System ASC) zusammensetzt (Arriza et al., 1993; Shafgat et al., 1993). SLC1A4,
auch bekannt als ASCT1, wird weitverbreitet exprimiert, im Gehirn Uberwiegend in
Glia-Zellen. Er ist ein obligater Austauscher, der insensitiv gegenliber K*-lonen ist
(Zerangue und Kavanaugh, 1996). SLC1Ab5, alternativ bezeichnet als ASCT2 und
ATB?, transportiert auBerdem Glutamin und Asparagin mit hoher Affinitit sowie mit
niedrigerer Affininat weitere AS wie Leucin, Valin, Glycin oder Methionin (Broer et
al, 2000; Utsunomiya-Tate et al., 1996). Der Ku.Wert fir Glutamin schwankt je
nach Zelltyp zwischen 90 und 400 pmol und scheint von intrazellularen
Substratspiegeln sowie dem elektrischen Transmembranpotential beeinflusst zu
werden (Bode et al., 1995; Collins et al., 1998; Souba et al., 1992). Northern Blot
Analysen weisen SLC1A5 mRNA in Plazenta, Lunge, Niere, Pankreas,
Skelettmuskel und in Colon-Karzinom-Zelllinien nach (Kekuda et al., 1996). Er ist
ebenfalls ein obligater Austauscher und wurde wie CAT-1 zunéchst als Retrovirus-
Rezeptor entdeckt (Rasko et al., 1999).
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System B° transportiert Na*-abhangig alle AS mit neutraler Ladung, fiir Glycin und
Prolin ist seine Transportaktivitit jedoch eingeschrankt. System B st
verantwortlich far die Resorption von NAS dber die luminale Membran vom
proximalen Nieren-Tubulus (Ubersicht: Broer et al, 2005). In jlingster Zeit konnte
die Gruppe von Stefan Broer zunidchst den System B°-Transporter B°AT
(SLCB6A19) aus Mauseniere klonieren, der auBerdem noch in Haut und Darm
exprimiert wird. (Broer et al., 2004). Kurz darauf wurde das humane Ortholog
gleichzeitig von zwei  Arbeitsgruppen kloniert, das die gleichen
Transporteigenschaften aufwies. Mutationen im Gen des NAS-Transporters
SLC6A19 fahren zur Hartnup-Krankheit (Seow et al., 2004; Kleta et al., 2004).

Die erste Beschreibung von System N erfolgte 1980 durch Kilberg und Mitarbeiter
in Ratten Hepatozyten. Sie zeigten, dass die Transportaktivitdt auf die Substrate
Glutamin, Histidin und Asparagin beschrankt war. Eine Gemeinsamkeit dieser
Substrate ist das Vorkommen eines Stickstoffs in der Seitenkette. Spater konnten
System N-Aktivitdten ebenfalls in Skelettmuskeln (Hundal et al., 1987) und
Neuronen (Tamarappoo et al., 1997) nachgewiesen werden. Zur Unterscheidung
von der Isoform der Leber wurden diese mit N™ und N° bezeichnet. System N
gehért zur SLC38-Familie der Natrium-gekoppelten Transporter fir NAS, zu der
auch die System A-Transporter zahlen.

Der System N-Transporter hSN1 (SLC38A3) ist ein Na*-abhangiger Protonen-
Austauscher, der einen Ky-Wert fir Glutamin von 0,7 bis 1,5 mM aufweist (Bode
et al., 1995). Somit z&hlt der SN1 Transporter zu den niedrig affinen Glutamin-
Transportern. Der Ky-Wert flr Asparagin liegt zwischen 9,3-17,5 mM (Pawlik et
al., 2001), fur Histidin besitzt SN1 die hdéchste Affinitat mit ca. 0,3 mM.
Uberraschenderweise zeigten Studien in den spateren Jahren, dass SN1 ebenfalls
Alanin, allerdings mit geringer Affinitat, zu transportieren vermag (Fei et al., 2000;
Gu et al.,, 2000). In eleganten Experimenten konnte die Gruppe um Robert
Edwards zeigen, dass die Na'-abhangige Glutamin-Aufnahme durch SN1 mit
einem Efflux von Protonen verbunden ist und dass durch den SN1 Transporter
sowohl ein Einwarts- als auch ein Auswartstransport — je nach Membranpotential
und transmembranen Substrat-Gradienten — moglich ist (Chaudhry et al., 1999).
Eine Ansauerung des extrazellularen Mediums fuhrt ebenfalls zu einem Efflux von
Glutamin (Broer et al., 2002; siehe auch Abb. 1.5).

SN2 (SLC38A5) vermittelt ebenfalls einen Na*/AS-Kotransport und
Gegentransport von Protonen, unterscheidet sich aber von SN1 im Substratprofil.
SN2 beglinstigt den Transport von Serin zusammen mit den klassischen System
N Substraten Glutamin, Histidin und Asparagin (Nakanishi et al., 2001a, 2001b).
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Abbildung 1.5: Mechanismus des Glutamin-Transports durch SN1. (A) Der
Einwartstransport von Glutamin folgt dem Natriumgradienen und bewirkt gleichzeitig einen
Protonenefflux. (B) Bei niedrigem extrazellularem pH-Wert kommt es zu einem Glutamin-
Natrium-Efflux. (C) Extrazellulare Glutaminkonzentrationen von < 400 uM fihren ebenfalls
zu einem Natrium-abhangigen Auswartstransport von Glutamin.

System A (ATA 1/SLC38A1 und ATA2/SLC38A2) konnte durch seine Fahigkeit N-
methylierte AS zu transportieren von anderen AT unterschieden werden
(Christensen et al., 1965). Der Einsatz von a-(Methylamino)-isobuttersdure
(MeAlIB) als Modellsubstrat flir System A-Transport brachte enorme Fortschritte in
der Charakterisierung. System A Transporter sind weitldufig exprimiert (Hatanaka
et al., 2000).

Na*-unabhangige Glutamin-Transport Systeme:

System L (LAT1 und LAT2) =z&hlt ebenfalls zur SLC7-Familie. LAT1 (SLC7A5)
und LAT2 (SLC7A8) wurden nach Koexpression mit 4F2hc in Xenopus Oozyten
identifiziert. Ihr Substratspektrum ist relativ weit gefasst und ihre Affinitat far
verzweigte und aromatische AS liegt im mikromolaren Bereich. LAT2-4F2hc
akzeptiert auBerdem zuséatzlich kleinere AS. Die beiden Transporter dieses
Systems sind obligate Austauscher (Kanai et al., 1998; Mastroberardino et al.,
1998). LAT1 wird in den meisten Tumoren und Tumorzell-Linien exprimiert
(Yanagida et al.,, 2001), LAT2 hingegen in der basolateralen Membran des
proximalen Nierentubulus und im Dinndarm (Rossier et al., 1999).

Die Na*-abhangigen Systeme y*L (y*'LAT1/SLC7A7 und y*LAT2/SLC7A6) und
B%*(ATB®*/SLC6A14) sowie das Na*-unabhidngige System b%* (b®*AT/SLC7A9)
wurden bereits im Kapitel 1.3.1 (Transportsysteme flr Arginin) beschrieben, sie
transportieren ebenfalls Glutamin. Eine Ubersicht (iber die bekannten Glutamin-
Transport-Systeme ist Tabelle 3.1 zu entnehmen.
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1.3.3 Peptid-Transporter

Mitglieder der SLC15-Familie sind elektrogene Transporter, die dem
Protonengradienten folgend, kurzkettige Peptide und Peptido-Mimetika in eine
Vielzahl von Zellen transportieren. Die prototypischen Transporter dieser Familie
sind die Peptid-Transporter PEPT1 und PEPT2, die eine Aufnahme von Peptiden
in Darm- und Nierenepithelzellen vermitteln. Peptide, die aus Proteinabbau
stammen, variieren in Molekulargewicht, Ladung und Lé&slichkeit, abh&ngig von
den vorkommenden AS. Die PEPT-Proteine 1 und 2 verfligen Uber das
Vermbgen, sequenzunabhangig alle 400 verschiedenen Dipeptide sowie alle 8000
verschiedenen Tripeptide aus den 20 proteinogenen L-a-AS zu transportieren.
PEPT1 kann sowohl in der apikalen Plasmamembran als auch intrazellulér in
Lysosomen lokalisiert sein (Zhou et al., 2000), PEPT2 scheint dagegen ein
ausschlieBlich in der Plasmamembran lokalisierter Transporter zu sein (Ubersicht:
Daniel und Kottra, 2004).

Vor kurzem wurden zwei neue Peptid-Transporter, PHT1 und PHT2 (Peptid-
Histidin-Transporter), identifiziert (Yamashita et al., 1997; Sakata et al., 2001). Sie
weisen auf AS-Ebene eine 20 bis 25%-ige Identitat zu den PEPT-Proteinen auf.
Ob PHT1 und PHT2 Proteine ebenfalls das Substratspekirum an Peptiden zu
transportieren vermdgen wie die PEPTSs, ist noch unklar. Im Gegensatz zu den
PEPTs akzeptieren sie jedoch freies Histidin als Substrat. Weder PHT1 noch
PHT2 wurden bisher auf ihre Antriebskraft, Art des Transports und ihre
Substratspezifitat hin systematisch untersucht. Jedoch scheint die pH-
Abhangigkeit, die fur den Transport von Histidin und den Model-Peptiden (z.B.
Carnosin) nach Expression von rPHT1 in Oozyten beobachtet wurde, darauf
hinzudeuten, dass sie in ahnlicher Weise wie die PEPT-Proteine agieren kdnnten
(Yamashita et al., 1997). PHT1, der urspringlich aus Rattenhirn kloniert wurde
(Yamashita et al., 1997), konnte inzwischen auch aus humaner Plazenta und
Caco-2 Zellen kloniert werden (Herrera-Ruiz et al., 2001).

Fir PHT1 scheinen mdgliche Splice-Varianten zu existieren, die jedoch noch
experimentell bezlglich ihrer Funktionalitdt und Gewebeexpression analysiert
werden mussen. Der humane PHT1 scheint auBerdem im Vergleich zur PHT1-
Expression in Ratte weitlaufiger exprimiert zu sein, die Ratten-Expression
beschrankt sich auf das Zentrale Nervensystem (ZNS) und die Retina (Botka et
al., 2000).

Der 2001 von Sakata et al. identifizierte rPHT2 scheint ein lysosomaler Histidin
und Histidyl-Leucin- bzw. Dipeptid-Transporter zu sein. AuBer in Lysosomen ist er
in Autophagosomen und Vakuolen, nicht aber in der Plasmamembran zu finden.
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Bis heute ist noch nicht eindeutig geklart, ob es sich bei hPHT1 ausschlieBlich um
einen Plasmamembrantransporter handelt, oder ob er analog zu PEPT1 in
anderen Zelltypen auch als lysosomaler Transporter, der fiir den H*-abh&ngigen
Export von Histidin und Dipeptiden aus lysosomaler Degradation ins Cytosol
verantwortlich ist, fungieren kdnnte. Der Umkehrschluss kénnte dementsprechend
auf den bis heute als lysosomalen Transporter bekannten PHT2 zu ziehen sein.
Detailliertere Informationen GUber die Peptid-Histidin-Transporter liegen bis heute
noch nicht vor (Ubersicht: Herrera-Ruiz und Knipp, 2002).

Tabelle 1.4: SLC15: Die Proton-Oligopeptid Cotransporter-Familie. Die Saugetier-
Peptid-Transporter sind Teil der Superfamilie der protonengekoppelten Oligipeptid-
Transporter (POT), die auch als Peptid-Transporter-Familie (PTR) bezeichnet wird
(Steiner et al., 1995).

Humaner Protein GroBe Substrate Verteilung/Expression
Genname

SLC15A1 PEPT1 708 AS Di- und Darm

Tripeptide Niere (apikal)

lysosomale Membran

SLC15A2 PEPT2 729 AS Di- und Niere

Tripeptide Lunge, Hirn

Brustdrise, Bronchialepithel

SLC15A3 PHT2 581 AS Di- und Lunge, Milz

Tripeptide Thymus

Histidin (Hirn, Herz, Leukozyten)

SLC15A4 PHTA 577 AS Di- und Skelettmuskel, Niere

Tripeptide Hirn, Retina

Histidin Plazenta

Tabelle 1.5: Identitaten zwischen Mitgleidern der POT-Familie (Botka et al., 2000).

hPEPT1 hPEPT2 hPHT1 hPHT2
hPEPTH 51,3 20,4 26,0
hPEPT2 51,3 22,5 22,9
hPHT1 20,4 22,5 48,4
hPHT2 26,0 23,4 48,4

Der Transport von Arginin in verschiedenen Zelltypen unter Beeinflussung von
NAA und Peptiden durch die vorgestellten Transportsysteme ist in Abb. 1.4
zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 1.4: Arginintransport in verschiedenen Zelltypen. (A) Epithelzelle im
Dinndarm oder proximalen Tubulus der Niere: Argininaufnahme wird in der apikalen
Membran durch rBAT/b®>*AT und (in Form von Arginin-haltigen Di- und Tripeptiden)
PEPT1 oder PEPT2 vermittelt. Efflux von Arginin erfolgt an der basolateralen Membran
Uber 4F2hc/y"LAT1. CAT-1, der ebenfalls in der basolateralen Membran lokalisiert ist,
vermittelt einen Austausch von BAS. NAS, die fur die Resorption von Arginin an der
apikalen Membran notwendig sind, werden von PEPT1 oder 2 und von B°AT, sowie an
der basolateralen Membran durch y*LAT1 geliefert. Defekte in rBAT/b*AT und y*LAT1
sind jeweils fir die Krankheiten Cystinurie und LPI (Lysinurie-Protein-Intoleranz)
verantwortlich. Fehler in B’AT verursachen Hartnup-Krankheit. (B) Dickdarmepithelzelle:
Import von Arginin erfolgt (iber den Na*-abhangigen Transporter ATB%*, Export Uber
4F2hc/y*LAT2. In Lungenepithelzellen wird ATB®* mit PEPT2 und rBAT/b®*AT in der
apikalen Membran koexprimiert, 4F2hc/y"LAT1 und 4F2hc/y’LAT2 sind beide in der
basolateralen Membran exprimiert. CAT-1 ist mdglicherweise ebenfalls in diesen Zellen
exprimiert. (C) Nichtpolarisierte Zelle: In den meisten Zellen wird die Argininaufnahme
durch CAT-1 vermittelt, 4F2hc/y"LAT1 oder y*LAT2 sind fiir den Efflux verantwortlich.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Substratversorgung von eNOS und nNOS
naher zu untersuchen. Es stellte sich die Frage nach der Expression von
Transportproteinen fir das NOS-Substrat Arginin in den verschiedenen Zelltypen.
Da Arginin hauptsachlich Gber CAT-Proteine (System y*) in die Zellen gelangt, war
es moglich, dass es eine Interaktion zwischen bestimmten CAT- und NOS-
Isoformen gibt. Zur Beantwortung dieser Frage sollte erstmals eine quantitative
real time RT-PCR (gRT-PCR) etabliert werden.

Die in EA.hy926 Endothelzellen entdeckte intrazelluldare Arginin-Quelle, die nicht
Uber basische Aminosauretransporter mit dem Extrazellularraum in Verbindung
steht (Closs et al., 2000), sollte in primaren HUVEC bestétigt und in beiden
Zelltypen naher charakterisiert werden. Unsere Hypothese bestand darin, dass es
sich bei dieser Quelle entweder um einen membranumgrenzten Arginin-Speicher,
um Arginin-bindende Proteine oder um enzymatisch bereit gestelltes Arginin aus
Recycling des bei der NO-Synthese gebildeten Citrullins zurlick zu Arginin
und/oder um Arginin, das aus Proteinabbau freigesetzt wird, handeln kdnnte.
Hierzu wird die NOS-Aktivitat im RFL-6 Reporterzell-Assay gemessen,
intrazellulare und extrazellulare Aminosaurekonzentrationen in HPLC-Analysen
bestimmt, die Arginin-Regeneration aus radioaktiv markiertem Citrullin gemessen
sowie Inhibitoren des Proteinabbaus eingesetzt.

Es stellte sich dartber hinaus die Frage, ob diese nicht-austauschbare Arginin-
Quelle ausschlieBlich Endothelzellen vorbehalten ist. Zur Beantwortung dieser
Frage sollten Experimente an nicht-endothelialen Zellen durchgefiihrt werden, die
mit der eNOS stabil transfiziert worden waren.

Aufbauend auf Resultaten zur Substratversorgung der eNOS sollte schlieBlich die
NO-Produktion von nNOS exprimierenden Zellen untersucht werden. Zunéachst
musste eine Zelllinie mit ausreichend hoher NOS-Aktivitat gefunden werden. Mit
dieser konnte die Frage beantwortet werden, ob auch die neuronale NOS-Isoform
neben einer Uber System y* austauschbaren Arginin-Quelle Zugang zu einer
zweiten intrazellularen hat und inwiefern sich diese mdglicherweise von der in
Endothelzellen unterscheidet?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate

Art des Geréts

Anlagen zur Elekirophorese:

Gleichstromquellen

MeBgeréte:

HPLC

HPLC Autosampler

HPLC Fluoreszenz Monitor
HPLC-Saulen
NO-Analyzer

Mikrotiterplatten-Photometer

Molecular Imager

PCR-Gerat
Photometer

Szintillationszahler

Geratebezeichnung

Power Pac 300

L-6200A

L-7250

RF-530

C18, 4 um 3,9x300 mm
NOA 270B

mit automatischem
Probengeber Promis
Fluostar Optima

Hersteller

Bio-Rad

Merck Hitachi
Merck Hitachi
Shimadzu
Waters
Sievers

Spark
BMG

Personal Molecular Imager
FX mit Screen Eraser-K Bio-Rad

iCycler

GeneQuant RNA/DNA
Calculator

Tri-Carb 4000 Series
Cobra Quantum

Bio-Rad
Pharmacia/
Amersham
Packard/
Perkin Elmer

26
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Sonstige Laborgeréte:

Begasungsbrutschranke
Binokular

Digitalkamera

Heizplatte mit Magnetrihrer
Laborwaage

Mikrobiologische Brutschranke
Multipipette
Pipetten, verstellbare

Pipettierhilfe

pH-Meter
Prazisions-Kivette

Sterile Werkbank
Ultraschall-Homogenisator
UV-Sterilisationskammer
UV-Tisch
Wasseraufbereitungsanlage

Wasserbad
Zahlkammer flr Zellen

Zentrifugen:

Hochgeschwindigkeitszentrifugen

Klhlzentrifugen
Tischzentrifugen

Vakuumzentrifuge

Function Line
GZ6

DXM 1200
lkamag RCT
Mettler K7
Analytic

WTC binder
Multipette plus
Gilson

Heraeus

Leica

Nikon

Janke & Kunkel
Mettler, Zurich
Sartorius
Labotec
Eppendorf
Abimed

P2, P10, P20, P100, P1000

Pipetus
Micropipetter
CG 809

Quarzglas Suprasil

Biohazard

Transsoncic T570

GS-Gene-Linker

Mini-Transilluminator

Milli-Q Plus

Certomat WR

Neubauer-Zahlkammer

J2-MC mit Rotoren

JA13.1,JA 14

Avanti J-301 mit Rotoren
JA 25.50 und JLA 16.250

Megafuge 1.0 R

Centrifuge 5417R

Biofuge 13

Centrifuge 5417C
Speed Vac SC-110
mit Kihlfalle Vapor Trap

RVT 100

Merck
Merck
Schott
Hellma
BDK
Elma
Bio-Rad
Bio-Rad
Millipore
Waters
B.Braun
Labotec

Beckman

Beckmann
Heraeus
Eppendorf
Heraeus
Eppendorf

Savant
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2.1.2 Plastikwaren

Alle Plastikwaren, die in der Zellkultur Verwendung fanden, wurden (falls nicht

anders angegeben) steril von Greiner, BD Falcon oder Sarstedt bezogen.

Einweg-Auslaufpipetten
Filter-Spitzen

Kryoréhrchen

Makroplatten, 6-Loch
Mikroplatten, 96-Loch
Plastikpipettenspitzen
ReaktionsgefalBe
RIA-MeBréhrchen + Stopfen
Zellkulturflaschen, Filter Top

Zellkultur-Petrischalen

Zentrifugenrdhrchen

2.1.3 Materialien fiir die Zellkultur

1 ml,5ml, 10 ml und 25 ml

20 ul, 200 pl, 1000 pl

ART 10F 0,5-10 pl (MBP)

1,5 ml (Nalgene)

Kulturflache je Loch: 9,6 cm?
fir Proteinbestimmung

fur real-Time RT-PCR (Eurogentec)
10 pl, 100 pl, 1000 pl

0,2ml, 0,5ml, 1,5 ml, 2,0 ml
5ml, 75x12 mm &
Kulturflache/Volumen (cm?/ml):
75/250 und 25/50

28

Durchmesser/Wachstumsflache (cm/cm?):

14,5/145, 9,4/58 und 6,0/21
15 ml und 50 ml Spitzboden,
14 ml Rundboden

Medien (mit L-Glutamin) und Chemikalien flr die Zellkultur wurden von den
angegebenen Firmen in Zellkulturqualitat bezogen.

Medien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM/Nutrient Mix F-12 (Ham) 1:1
Endothelial Growth Medium

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

Medium 199

Minimal Essential Medium Eagle with Earl’s Salts

Nutrient Mix F-12 (Ham)

PAA
PAA
Promocell
PAA
PAA
PAA
PAA
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Zellkultur-Zusatze

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fotales Kalberserum (fetal bovine serum, FBS)
Humanes Fibronectin 1 mg/ml

Humanes Interferon-gamma (IFN-gamma)

Humanes Interleukin-1 beta (IL-1 beta)
Humaner Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-alpha)

L-Glutamin, 100 fach konzentriert
Penicillin/Streptomycin, 100 fach konzentriert
Steriles PBS

Trypsin/EDTA-L6sung, 10 fach konzentriert

2.1.4 Weitere Verbrauchsmaterialien

DC-Fertigplatten Kieselgel 60 (20x20 cm)
Einmal-Kapillarpipette mit Ringmarke
(Hirschmann Laborgerate)

Kodak Storage Phosphor Screen

Kodak Exposure Cassette

Parafilm ®“M*, Laboratory Film, American National Can™

Pasteur-Kapillarpipetten “Volac”
Sterilfilter 0,2 pm

2.1.5 Chemikalien

Roth

Biochrom

Biochrom

Strathmann Biotec AG
Hamburg

Strathmann Biotec AG
Hamburg

Strathmann Biotec AG
Hamburg

Sigma

Gibco

PAA

Gibco

VWR

VWR

Bio-Rad

Bio-Rad

Merck

John Poulten Ltd.
Schleicher & Schuell

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Merck,
Roth, oder Sigma in p.a.-Qualitdt bezogen. Chemikalien fiir HPLC-Analysen

wurden entsprechend in HPLC-Qualitét bezogen.

Spezielle Chemikalien:

Acetonitril

Agarose

Ammoniumacetat
2-Amino-2-Norbornane-carboxylic Acid (BCH)
L-Aminosauren

Baker

Boehringer Mannheim
Roth

Sigma

Sigma/Fluka
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Asymmertisches Dimethyl Arginin (ADMA)
Bradfordreagenz, 40%-ige LOsung
Bromphenolblau

Bovine Serum Albumin, Fraction V, purity 98%
Calciumionophor A23187

Chloroform

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) (Tris geséattigt)
N®,2’-0-Dibutyryladenosine 3':5-Cyclic Monophospate
(Dibutyryl cyclic AMP)

Diethylpyrocarbonat, DEPC

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylendioxy-bis-(ethylennitril)-tetraacetat (EGTA)
Gamma-Globulin

Glucose

HPLC-Wasser

3-Isobutyl-1-methylxanthin, IBMX

Isopropanol

3-Morpholino-Sydnonimin, SIN-1

G418 Sulfat

Kupfer (Il)-sulfat-Pentahydrat L6sung 4% (w/v)
2-Mercaptoethanol

Methanol

Magnesiumchlorid

Natriumacetat

di-Natriumtetraborat

N-CBZ-Leu-Leu-Leu-Al (MG132)
L-N®-Nitro-Arginine-Methylester (NAME)
NTP’s und dNTP’s

Orthophthaldialdehyd (OPA)

Phenol

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
RNAse-Inhibitor 40 U/ul

Szintillationfllissigkeit Quicksafe A
Superoxid-Dismutase

Triethylamin

Tris

Sigma
Bio-Rad
Sigma

ICN Biomedicals Inc.

Sigma
Riedel-de Haén
Roth

Sigma

Sigma
Sigma

Roth

Roth

Sigma

Roth

Sigma
Sigma

Roth

Fisher Scientific
Serva
Apotheke Klinikum
Sigma
Calbiochem
Sigma

Roth

Baker
Qiagen
Roth

Merck
Sigma
Sigma
Amersham
Merck

Roth

Roth
Amersham
Zinnser Analytic
Roche
Fluka

Roth
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Radiochemikalien:

Die verwendeten Radionukleotide wurden von der Firma Biotrend bezogen.

| cGMP Spezifische Aktivitat (S.A.): 81,4 Tog/mmol
v-Strahler, Halbwertzeit: 60 Tage
L-[ureido-"*C]-Citrullin S. A.: 50-60 mCi/mmol 1,85-2,22 GBg/mmol
B-Strahler, Halbwertzeit: 5730 Jahre
L-[ureido-"*C]-Arginin S. A.: 200-300 mCi/mmol 7,74-11,1 GBg/mmol
B-Strahler, Halbwertzeit: 5730 Jahre
L-[5-"*C]-Ornithin S. A.: 50-60 mCi/mmol 1,85-2,22 GBg/mmol
B-Strahler, Halbwertszeit: 5730 Jahre

"**|_cGMP wurde im RFL-6-Assay beim RIA benutzt, ' C-Citrullin, ' C-Ornithin und
14C—Arginin zur DC-Analyse von Citrullin zu Arginin.

2.1.6 Enzyme und Kits

BamH | Restriktionsendonuklease, Erkennungssequenz GLGATCC, (Amersham)
DNase |, RNase frei, 10 U/ul, Doppelstrang-spezifische Endonuklease, (Ambion)
Eco RI, Restriktionsendonuklease, Erkennungssequenz: GIAATTC, (Amersham)
Nitrat-Reduktase, (Boehringer Mannheim)

Sal | Restriktionsendonuklease, Erkennungssequenz GLTCGAC, (Amersham)
SOD, Superoxiddismutase, (Serva)

mMessage mMachine SP6-Kit fir in vitro Transkription Ambion
Plasmid Mini Kit Qiagen
Plasmid Midi Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen

QuantiTect Probe RT-PCR Kit Qiagen
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2.1.7 Oligonukleotide

Die als Primer verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG AG Biotech,
Ebersberg oder Operon (Qiagen), Hilden bezogen, TagMan Sonden von
TibMolBiol, Berlin oder Operon (Qiagen), Hilden. Die Namen setzen sich
zusammen aus der Abklrzung der mRNA(z.B. HC1: humaner CAT-1), der
Position in der codierenden Sequenz sowie der Bezeichnungen ,ss® flr sense-
strand und ,as” fir antisense-strand Orientierung. In Ausnahmeféllen stehen die
Bezeichnungen ,for* bzw. ,F* flr die sense- und ,rev* bzw. ,R* fir die antisense-

Orientierung.

2.1.7.1 Oligonukleotide

NAME SEQUENZ (5-3) LANGE
(BP)
GAPDH.502ss |AGCCTCAAGATCATCAGCAATG 22
GAPDH.588as |CACGATACCAAAGTTGTCATGGA 23
hASS.1019ss | TGAAATTTGCTGAGCTGGTG 20
hASS.1272as |CAGCCTGAGGGAATTGATGT 20
hASL.266ss GCCTAGACAAGGTGGCTGAG 20
hASL.506as CGATCCACCATGGTCCTAAT 20
hb0,+AT.1158ss | TGGCCTGACGATTCTAGGACTC 22
hb0,+AT.1415as | TGCATGGTAATCGGCTTTGAG 21
HC1.330ss CTTCATCACCGGCTGGAACT 20
HC1.429as GGGTCTGCCTATCAGCTCGT 20
HC2AB.1032ss |TTCTCTCTGCGCCTTGTCAA 20
HC2A.1125as | TCTAAACAGTAAGCCATCCCGG 22
HC2B.1112as |CCATCCTCCGCCATAGCATA 20
HC3ss1099 GGCCTCCTGTTCCGTGTACTT 21
HC3as1228 TGAGGTCCACAAGATCAGTGAGTT 24
heNOS for D |GTGGCTGTCTGCATGGACCT 20
heNOS _rev D |CCACGATGGTGACTTTGGCT 20
hGAPDHSss CCACATCGCTCAGACACCAT 20
hGAPDHas TACATGACAAGGTGCGGCTC 20
hiNOS_for D |TGCAGACACGTGCGTTACTCC 21
hiNOS_rev D |GGTAGCCAGCATAGCGGATG 20
hnNOS F GGTGGAGATCAATATCGCGGTT 22
hnNOS R CCGGCAGCGGTACTCATTCT 20
hPepT1.296fwd |AGTTCAAGACCATTGTGTCGCTC 23
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hPepT1.389rev

TGGTTGTGGTCTGTGAGGTCA

21

hPepT2.2044fwd | GGTACAGTGGGCCGAATTCA 20
hPepT2.2130rev | GGAACATAGTAGTAGCCCATGATGG 25
hPHT1.1444ss |GATCAGCGAGATCTTTGCAAGTATC 25
hPHT1.1525as |CATTATGGCACTCTGCATGGAC 22
hPHT1.1504ss |GTCCATGCAGAGTGCCATAATG 22
hPHT1.1745as |GGTCTCGATGATGGTCATATTTCA 24
hPHT2.887ss CGTTTATTCAGCAGAACATCAGCTT 25
hPHT2.1221as |GACCATCCAGTAGGGCACCA 20
hPHT2.1299ss |CAACATCTCTGTGGACCTGAG 21
hPHT2.1379as |ACCACAACATTGGCCAGGAG 20
hSN1.87ss GGTGTGAGACCAGTGCTCCT 20
hSN1.1682as CAGGGCTGCTAGGGTGAGTA 20
hSN1.625ss GCTGCCACTTGTCATACAGACC 22
hSN1.760as GTAGCCAAGCTGCCGCAT 18
hSN1.628ss GCCACTTGTCATACAGACCTTCC 23
hSN1.806as GGAAGAACACCATGCAGCTAA 21
hSN1.753as AGCTGCCGCATCAGTGC 17
hSN1.1347ss TGCTTATTGCCGTTGGCCT 19
hSN1.1642as ACCCTAGTGGTTTCCTCCATGC 20
hSN1.1555ss TGGCTTCTTGCTGATGACC 19
hSN1.1851as ACAGCTCCAGAGCCTAGCAG 22
hSN2.1298ss TGGTTATCGGCACCTTCC 18
hSN2.1551as CACGAGAGCTTCACTCTCCATT 22
hSN2.1346ss TGAAGGGAAACCTCCTCATC 20
hSN2.1635as AATGGGCACTGTGTAGGACA 20
hSN2.1965ss ACGACATGTGGCCATAGCTCT 21
hSN2.2231as GCCCAGTTGGCAAACATAAAG 21
hy+LAT1.1055ss | ATGTTGAGCGGTTCACACCAG 21
hy+LAT1.1312as | TGTAAAGTGGAACAGCCACCAG 22
hy+LAT2.1054ss | AGTGTGTTGGCCATGATCCAC 21
hy+LAT2.1305as | GGCCCAGAACAGCAAGTAGATG 22
hy+LAT1.982ss |ATTGTGGCTGCTTCAAGGC 19
hy+LAT1.1073as | GGTGTGAACCGCTCAACATG 20
hy+LAT2.1431ss | TGACTTCATTGAGCTGCTAACCC 23
hy+LAT2.1530as | GTCCTCATTAGCCTCCTCTGTCC 23
RC1.325ss TCACTGGCTGGAACCTGATTC 21
RC1.438as CTCTCCGATGGGTTTGCCTA 20
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RC2AB.1024ss |GCCGCAGGCTCCCTCT 16
RC2A.1125as TCTAAACAGTAAGCCATCCCGG 22
rGAPDH.418ss |AACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 23
rGAPDH.526as |CTGTGGTCATGAGCCCTTCC 20
riNOS.745ss GATGGGAAGCATGACTTCCG 20
riNOS.835as CAGGATCCCCTCTGATGGTG 20
rnNOS.1929ss | TGACAAGGTGACCATCGTTGAC 21
rnNOS.2054as |CCCGACATGGGAGGCAC 17
2.1.7.2 TaqMan Sonden
NAME SEQUENZ (5-3) LANGE |AMPLIKON (BP)
(BP) dazugehdrige
Oligonukleotide
HC1.Taq1 6FAM- 33 100
AATCCTCTCCTACATCATCGGT HC1.330ss
ACTTCAAGCGT[TAMRA] HC1.429as
HC2A.Taq1 6FAM- 29 94
TCTGGGCTCTATGTTTCCTTTA HC2AB.1032ss
CCCCGAA[TAMRA] HC2A.1125as
HC2B.Taq1 6FAM- 25 81
TGGATCCATTTTCCCAATGCCT HC2AB.1032ss
CGT[TAMRA] HC2B.1112as
HC-3.Taql 6FAM- 21 130
ATCCACACCGGCACACGCACC HC3ss1099
[TAMRA] HC3as1228
heNOS probe D |6FAM- 26 121
AGTGGAAATCAACGTGGCCGT heNOS_for_D
GCTGC[TAMRA] heNOS_rev_D
hGAPDHTaq1 6FAM- 25 87
CTGCACCACCAACTGCTTAGC GAPDH.502ss
ACCC [TAMRA] GAPDH.588as
GATM2 5TAMRA- 25 87
CTGCACCACCAACTGCTTAGC GAPDH.502ss
ACCC[JOE] GAPDH.588as
hy*LAT1.Taq1 6FAM- 25 92

CCATCTCCCTGATGCCATCTG
CATG[TAMRA]

hy*LAT1.982ss
hy*LAT1.1073as
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hy*LAT2.Taq1 6FAM- 29 100
TGAGCCAGAAGATGTGTGTGG hy'LAT2.1431ss
TCGTGTAC[TAMRA] hy*LAT2.1530as

hiNOS_probe_D |6FAM- 22 328
TGGCAAGCACGACTTCCGGGT hiNOS_for_D
G[TAMRA] hiNOS_rev_D

hnNOS TM 6FAM- 25 118
TTGTTGACCATCACTCCGCCA hnNOS F
CCGA[TAMRA] hnNOS R

hPepT1.329taq1 |6FAM- 32 94
ACACAATTGGACAAGCAGTCA PepT1.296fwd
CCTCAGTAAGC[TAMRA] PepT2.389rev

hPepT2.2067taq1 |6FAM- 26 87
TGTTTTCCTGCCTCCTGCTGGT PepT2.2044fwd
GATC[TAMRA] PepT2.2130rev

hPHT1.Taq1 6FAM- 27 82
AGGCCTGGAATTTGCATACTC hPHT1.1444ss
AGCTGC[TAMRA] hPHT1.1525as

hPHT2.Taq1 6FAM- 24 81
AGGGCAGCAGCTACACGATCC hPHT2.1299ss
CCG[TAMRA] hPHT2.1379as

hSN1.Taq1 6FAM- 26 136
CCTCGGACTGGTACATGAACG hSN1.625ss
GGAAC[TAMRA] hSN1.760as

RC1.Taq1 6FAM- 29 114
TCCTACATCATCGGTACATCCA RC1.325ss
GCGTGGT[TAMRA] RC1.438as

RC2A.Taq1 6FAM- 26 102
TTACCCCGCATTCTGTTTGCCA RC2AB.1024ss
TGGT[TAMRA] RC2A.1125as

rGAPD.Taq1 6FAM- 26 109
CATCCTGCACCACCAACTGCT rGAPDH.418ss
TAGCC[TAMRA] rGAPDH.526as

riNOS.Taq1 6FAM- 24 91
CCAGCTCATCCGGTACGCTGG riNOS.745ss
CTA[TAMRA] riNOS.835as

rnNOS.Taq1 6FAM- 28 126
CTGCCACGGAGTCCTTCATCA rnNOS.1929ss

AACACAT[TAMRA]

rnNOS.2054as
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2.1.8 Plasmide

Der Klonierungsvektor pSP64T (Krieg und Melton, 1984) enthalt einen SP6-
Promotor vor der Multiple-Cloning-Site (MCS), so dass die Méglichkeit besteht, die
klonierten Sequenzen in mRNA zu transkribieren. Zwischen SP6-Promotor und
einer vor der MCS liegenden Bgl Il-Erkennungssequenz befindet sich die 5’-
untranslationierte Region der B-Globin-Sequenz, nach der Bgl Il Site die B-Globin
3’-untranslationierte Region. Diese Sequenzen tragen zur verbesserten Stabilitat
der in vitro transkribierten cRNA in Oozyten bei.

2.1.9 Software

GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software inc., San Diego, USA)
HPLC D-7000 HSM (Merck)

iCycler Software v2.3 (BioRad)

Multi Analyst v1.1 (BioRad)

Primer Express® Software v1.5 (Applied Biosystems)
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2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.1 Aligemeine Bedingungen

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in 75 cm2-Zellkulturflaschen, dabei wurden die
Zellen einmal pro Woche passagiert (Kapitel 2.2.2) und zusatzlich einmal (bzw.
zweimal bei sehr stoffwechselaktiven Zellen wie A673, TGW-nu-lI und NB-OK-I)
pro Woche das Medium gewechselt. Die konfluenten Zellen konnten fir die
entsprechenden Experimente in & 9,4 cm Schalen (HPLC-Analyse, DC-Analyse,
RNA-Isolation), bzw. in 6-Loch-Makroplatten (NO-Bestimmung, RNA-Isolation)
ausgesat werden. Nach jeweils 7-8 Passagen wurden die Kulturflaschen
gewechselt, die Zellen nach 15-18 Passagen verworfen und zur Weiterarbeit
frische Zellen aufgetaut. Eine Sonderstellung innerhalb der Zellkultur nahmen die
HUVECs ein, die auf Fibronektin oder Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen
wachsen mussten und nur bis zur 3. Passage verwendet werden konnten. A673,
DLD-1, EA.hy926, ECV 304, HaCaT und NB-OK-I wurden im Brutschrank bei
37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 10 % CO; kultiviert, HEK-GC, HUVEC, NT-2,
RFL-6, SK-N-MC und TGW-nu-I bei 5 % CO,. Zur Inaktivierung von Komplement-
Komponenten wurde das dem Medium zugesetzte FBS fiir alle Zelllinien zuvor 30
Minuten im Wasserbad bei 56 °C inkubiert. Alle Zellen wurden regelmaBig mit
4’ 6-diamidine-2’-phenylindole  dihydrochloride  (DAPI;  Roche  Molecular
Biochemicals, Mannheim, http://www.roche-applied-science.com/pack-
insert/0799050b.pdf) auf eine Mycoplasmen-Infektion getestet. Hierzu mussten
die Zellen zunachst mindestens 4 Passagen ohne Antibiotika kultiviert werden,
bevor sie auf einer 5 cm Zellkulturschale ausgesat wurden. Nach einer Dauer von
2-3 Tagen wurde das Medium abgesaugt und die nicht-konfluenten Zellen 1 min in
Methanol:Eisessig (3:1, -20°C) inkubiert und anschlieBend getrocknet. 3 pl Dapi
(1 mg/ml in Methanol) wurde in 1 ml PBS verdinnt und auf den Zellen 5 min im
Dunkeln inkubiert. Nach einer Spulung mit H.O konnten die Zellen unter einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.
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Abbildung 2.1: Keine Mycoplasmen-Kontamination in HEK-GC-Zellen. Der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet selektiv an DNA und bildet stark-fluoreszierende DNA-
DAPI-Komplexe mit hoher Spezifitdt. DAPI hat in wassriger Ldsung ein
Absorptionsmaximum bei A = 340 nm und ein Emissionsmaximum bei A = 488 nm. DAPI
wird von Zellen sehr rasch in die DNA aufgenommen, wodurch stark fluoreszierende
Zellkerne entstehen, wahrend eine zytoplasmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist.
Bei einer Mycoplasmen-Kontamination von Zellkulturen findet man einzelne
fluoreszierende Punkte im Zytoplasma und manchmal auch im interzellularen Raum. Eine
nicht-kontaminierte Zellkultur zeigt nur nukledre Fluoreszenz gegen einen dunklen
zytoplasmatischen Hintergrund.

2.2.2 Passagieren, Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen Uber einen langeren Zeitraum kultivieren zu kénnen, missen diese in
regelmagigen Abstanden passagiert werden. Dies ist erforderlich, da Zellen in der
Regel eine Wachstumshemmung erfahren oder absterben, sobald sie konfluent
sind.

Die zu passagierenden Zellen wurden zunachst mit 10 ml PBS gewaschen, da
Reste von FBS die Wirkung von Trypsin inhibieren. Bei RFL-6 Zellen musste
dieser Schritt, bedingt durch 15 % FBS im Kulturmedium, wiederholt werden.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA-L&sung (0,25% Trypsin)
benetzt und die Ldésung wieder abgesaugt. Nach einer Inkubation bei 37°C
konnten die Zellen durch seitliches Klopfen an der Flasche vom Boden gelést und
in frischem Medium resuspendiert werden. Die Dauer der Inkubation richtete sich
dabei nach der Adharenz sowie der Empfindlichkeit der unterschiedlichen
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Zelltypen, A673-Zellen durften beispielsweise nur sehr kurze Zeit inkubiert
werden, RFL-6-Zellen hingegen mehrere Minuten. Ein Aliquot der Suspension
wurde dann mit frischem Medium versetzt und zur Weiterkultivierung verwendet.
Zur langfristigen Aufbewahrung von Zellen mussten diese eingefroren werden.
Hierzu nahm man die Zellen nach dem Ablésen in 10 ml Medium auf,
resuspendierte und pelletierte sie bei 900rpm fir 10 min. Die Zellen wurden in
einem kleinen Volumen, bestehend aus 90% FBS und 10% DMSO, wieder
aufgenommen und in verschraubbare Kryorbhrchen Uberfihrt. In einer
dickwandigen Styroporbox kiihlten die Zellen Gber Nacht bei -70°C langsam ab
und wurden anschlieBend unter flissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.

Zum Auftauen wurde das bei -196°C gelagerte Aliquot schnell auf 37°C erwarmt
und die Zellen in 10 ml vorgewarmtes Medium Uberfihrt. Nach einer 5 minutigen
Zentrifugation bei 900 rpm wurde das Uberstehende Medium abgesaugt und die
Zellen in eine Kulturflasche mit 10 ml Medium Uberfahrt.

2.2.3 Kulturbedingungen der verschiedenen Zelllinien

2.2.3.1 A673

A673 sind neuroepitheliome Hirntumorzellen mit endogen exprimierter neuronaler
NO-Synthase, die freundlicherweise von J-P. Boissel aus Mainz (Johannes
Gutenberg-Universitat, Institut fir Pharmakologie) zur Verfligung gestellt wurden
(ECACC 85111504). Diese Zelllinie wurde in IMDM-Medium mit 10% FBS
kultiviert. A673 Zellen sind sehr Trypsin-empfindlich und durften daher zum
Passagieren nur sehr kurz inkubiert werden (Giard et al., 1973; McCune et al.,
1993).

2.2.3.2 DLD-1

DLD-1 sind humane Kolon-Adenokarzinomzellen, generiert aus einem
kolorektalen Adenokarzinom(Dexter et al., 1981). DLD-1 wurden in DMEM mit
10% FBS kultiviert. Sie exprimierten nach Inkubation mit Cytokinen (TNF-alpha
100 U/ml, INF-gamma 100 U/ml, IL-1 beta 10 pg/ml) die induzierbare NOS-
Isoform. Hierzu wurden konfluente Zellen in 6-Loch Makroplatten vor der 8-
stiindigen Cytokin-Behandlung zunachst 16h mit oder ohne FBS inkubiert. Die
Serum-freie Phase sollte der Synchronisation der Zellen und somit einer besseren
iINOS-Induktion dienen (Kleinert et al., 1998).
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2.2.3.3 EA.hy 926

EA.hy 926 ist eine humane endotheliale Zelllinie. Sie wurde durch Fusion der
humanen Alveolarepithel-dhnlichen Lungenkarzinomzelllinie A549/8 mit humanen
Umbilikalvenen Endothelzellen (HUVEC) hergestellt. Endogen verfligen diese
Zellen Uber die endotheliale NOS-Isoform. Die Zelllinie wurde freundlicherweise
von Cora-Jean S. Edgell von der University of North Carolina at Chapel Hill, USA
zur Verfigung gestellt. EA.hy926 Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% FBS
kultiviert (Edgell et al., 1983).

2.2.3.4 ECV 304 / ECV 304 N-llI-2

ECV 304 wurde als ,humane endotheliale Zelllinie“, die durch ,spontane
Transformation“ enstanden ist, von ATCC (ECACC 92091712) bezogen und zur
stabilen Transfektion mit humaner endothelialer NOS verwendet. Diese
transfizierten Zellen werden im Folgenden mit ECV 304 N-llI-2 bezeichnet. 1999
wurde von ATCC mitgeteilt, dass es sich bei den ECV 304 Zellen nicht um eine
humane endotheliale Zelllinie handelt, sondern um einen Subtyp der 1973
generierten Blasenkarzinomzelllinie T-24. Fir ECV 304 wurde mit 10% FBS
vesetztes DMEM-Medium verwendet (Takahashi et al., 1990).

2.2.3.5 HaCaT

HaCaT sind humane Keratozyten-ahnliche Zellen mit endogen exprimierter
neuronaler NO-Synthase, die freundlicherweise von Dr. S. Frank (Klinikum der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt/Main) zur Verfligung gestellt
wurden. HaCaT benétigen zum Wachstum mit 10% FBS versetztes DMEM-
Medium, sie I6sen sich beim Passagieren nur sehr schwer ab und missen daher
bis zu 10 min mit Trypsin/EDTA inkubiert werden (Boukamp et al., 1988).
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2.2.3.6 HEK-GC

HEK-GC-Zellen wurden freundlicherweise von Andreas Friebe (Ruhr-Universitat
Bochum, Institut fir Pharmakologie und Toxikologie) zur Verfigung gestellt. In
dessen Labor wurden HEK293 Zellen mit den Untereinheiten o4 und B¢ (in
pcDNA3.1, Invitrogen) der I8slichen Guanyl-Cyclase transfiziert. Diese Zelllinie
wurde in DMEM mit 5% FBS sowie 1% Pen/Strep kultiviert und sollten eine
Alternative zu den langsam wachsenden RFL-6 Reporterzellen darstellen (Yirrell
et al., 1983).

2.2.3.7 HUVEC

Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC) sind priméare Endothelzellen,
die endogen die endotheliale NOS exprimieren. Die Zellen wurden zum einen von
Promocell (Heidelberg) bezogen und nach dem mitgelieferten Protokoll kultiviert.
Dem ,Endothelial Cell Growth Medium* (Promocell) wurde ein spezieller
~Supplement Mix“ zugesetzt, der folgende Komponenten enthielt: 0,4% ECGS/H
(Endothelial Cell Growth Supplement), 2% FBS, 0,1 ng/ml epidermaler
Wachstums-Faktor, 1 pg/ul Hydrocortison, 1 ng/ml ,Basic Fibroblast-Factor®, 50
ng/ml Amphothericin B, 50 pg/ml Gentamicin. Eine andere Bezugsquelle waren
HUVECs, die in der Il. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Universitat Mainz
aus Nabelschnulren isoliert wurden. Diese Zellen wuchsen in Medium 199 mit
20% FBS sowie den Antibiotika Penicillin und Streptomycin. HUVECs mussten
grundsatzlich auf Fibronektin oder Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen
wachsen und konnten nur bis zur 3. Passage verwendet werden (Galdal et al.,
1984).

2.2.3.8 NB-OK-I

Humane Neuroblastomzellen mit endogen exprimierter neuronaler NOS. NB-OK-
I-Zellen wurden in DMEM mit 10% FBS gehalten (Forgeur et al., 1999).

2.2.3.9 NT-2

NT-2 sind aus embryonaler Testis gewonnene humane Teratokarzinomzellen, die
mit Retinsdure zu Neuronen ausdifferenziert werden kénnen. NT-2 Zellen
exprimieren die neuronale NOS-Isoform. Aufgrund ihres schnellen Wachstums
wurden die Zellen in DMEM/Ham’s F12 (1:1)-Medium mit nur 5% FBS kultiviert
(Pleasure et al., 1993).
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2.2.3.10 RFL-6

RFL-6 sind Fibroblasten aus fétalen Rattenlungen. Sie verfligen Uber eine gut
stimulierbare 16sliche Guanylatcyclase, haben jedoch keine endogene NOS.
Deshalb wurden sie als Reporterzellen zur Messung der NO-Aktivitdt von
endothelialen Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden von ATCC (CCL-192)
bezogen. RFL-6 Zellen wachsen in Ham’s F-12 Medium mit 15% FBS (Hay et al.,
1982).

2.2.3.11 SK-N-MC

SK-N-MC sind humane Neuroepitheliomzellen, die in DMEM-Medium mit 10%
FBS Kkultiviert wurden. Diese Zellen exprimieren die neuronale NOS-Isoform
(Biedler et al., 1973; Barnes et al., 1981).

2.2.3.12 TGW-nu-l

TGW-nu-l sind humane Neuroblastom Zellen, die in Ear's MEM mit 10% FBS
kultiviert werden. Diese Zellen exprimieren die neuronale NOS-Isoform (Kato et
al., 1989). Die Expression der nNOS mRNA kann nach Retinsaure-induzierter
neuronalen Differenzierung gesteigert werden (Ogura et al., 1996). Ebenso kann
die  NO-Produktion durch die Gabe von BH; (das linear und
konzentrationsabhangig aufgenommen wird) um das 100-fache erhéht werden
(Choi et al., 2003).

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Um eine definierte Anzahl an Zellen aussden zu kénnen, wurde zunachst die
Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellzahl pro ml errechnete
sich aus dem Mittelwert der Zellen jedes der 4 GroBquadrate multipliziert mit dem
Verdiinnungsfaktor und der Kammerkonstanten 10*.
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2.3 Molekularbiologische Arbeiten

2.3.1 Reagenzien und haufig verwendete Standardmethoden

2.3.1.1 Puffer und Lésungen

DEPC-H,0O
Diethylpyrocarbonat fir500ml 162,2 gmol 100 pl
12 h bei 37°C schitteln, anschlieBend autoklavieren

50 X TAE-Puffer

Tris 400 mM 121,1 gmol 2422 g
EDTA - 10 mM 372,24 gmol™ 18,6 g
2H,0

mlt HZOentmin_ ad 1000 ml
Lésung mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen und anschlieBend autoklavieren

1 X TAE-Laufpuffer
50 x TAE-Puffer 40 ml
mlt HZOentmin.ad 2000 ml

10 X TE-Puffer

Tris 100 mM 121,1 gmol 1,21g
EDTA - 10 mM 372,24 gmol 0,37 g
2H,0

mit HQOentmin_ ad 100 ml
Lésung mit HCI auf pH 8,0 einstellen und anschlieBend autoklavieren

Natriumacetat-Lésung pH 4,0
Na-Acetat 2 M 45,34 gmol™ 16,4 g
mit HgOemmin, ad 250 ml
mit 100 ml Eisessig auf pH 4,0 einstellen, auf 250 ml auffullen, autoklavieren

10 X Probenpuffer

Saccharose 67 % (w/v)  342,3 gmol
Bromphenol- 0,05 % (w/v) 691,9 gmol”
blau

43
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GIT-Puffer (Stockldsunq)
Guanidiniso- 4 M 118,16 gmol 250 g
thiocyanat
Natrium 25 mM 750 mM 17,6 mi
Citrat pH 7
Na-Lauroyl- 0,5 % 10 % 26,4 ml
sarcosyl
DEPC-H,O 293 ml
Guanidinisothiocyanat in H.O bei etwa 60°C I6sen
Stocklésung 3 Monate bei 20-25°C haltbar
Vor Gebrauch 0,36 ml B-Mercaptoethanol pro 50 ml Stock zusetzen
Gebrauchslésung 1 Monat bei 20-25°C haltbar
750 mM NaCitrat
Natrium 294,1 gmol 44115 g
Citrat
mit HoOgnimin, 2d 200 ml
mit 0,1 N HCI auf pH 7 einstellen, autoklavieren
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)
10% Natrium-Lauroylsarcosyl
Wasser-gesattigtes Phenol
Phenol 94,11 gmol 1 kg

Das bei 4°C gelagerte kristalline Phenol bei 68°C schmelzen. Nach Zugabe von
1,3 | DEPC-Wasser Uber Nacht bei 4°C rihren und anschlieBend bei 4°C

lichtgeschutzt aufbewahren.



2. Material und Methoden 45

2.3.1.2 Molekularbiologische Standardmethoden

2.3.1.2.1 Agarosegelelektrophorese

Als Standardmethode zur Auftrennung von doppelstrangigen DNA-Molekullen aus
Amplifikationsreaktionen oder Restriktionsansatzen wurde die nichtdenaturierende
Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Hierzu wurden 1- bis 2%-ige Gele je nach
Probenanzahl im Miniformat (5 x 6,5 cm) oder Midiformat (10 x 15 cm) verwendet.
Die Gelherstellung erfolgte durch vollstandiges Lésen der entsprechenden Menge
Agarose in 1 x TAE-Puffer (30 ml fir Mini- und 100 ml fir Midi-Gele) in der
Mikrowelle durch 3-maliges Aufkochen und der anschlieBenden Zugabe von 6
bzw. 20 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml). Die Auftrennung erfolgte in horizontalen
Elektrophoresekammern bei 60-100 V. Die Detektion der Nukleinsduren wurde
durch Interkalation von Ethidiumbromid-Molekilen erméglicht. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurde das Gel auf einen Transilluminator gelegt. Die Banden
waren aufgrund einer orangeroten Fluoreszenz-Emission von Ethidiumbromid bei
560 nm sichtbar. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe der Multi-Analyst Software
v1.0.1 von BioRad.

2.3.1.2.2 Phenolextraktion

Die Phenolextraktion ist eine Standard-Methode, um Proteine aus
Nukleinsaurelésungen zu entfernen. Phenol dissoziiert Protein-Nukleinsdure-
Komplexe in die freien Komponenten, da es ein sehr guter
Wasserstoffbriickenbildner ist und auBerdem hydrophobe Wechselwirkungen mit
Aminosaure-Seitenketten ausbilden kann. Die Proteine werden denaturiert und
reichern sich in der Interphase an, die Léslichkeit der Nukleinsduren bleibt davon
unbeeinflusst.

Zur Extraktion wurden Reaktionen mit HoOreinst auf 200 pl aufgeflllt und die
Lésung dann mit gleichem Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1)
Mischung versetzt. Nach grindlichem Vortexen musste die Suspension bei 14000
x g zentrifugiert werden, bevor die wéassrige Oberphase abgenommen und in ein
frisches Eppendorfgefa3 Uberfuhrt werden konnte. Zur vollstdndigen Entfernung
eventuell vorhandener Phenolreste wurde der Ansatz erneut mit 1 Volumen
Chloroform extrahiert.
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2.3.1.2.3 Prazipitation von Nukleinséuren

Zur Aufkonzentrierung nukleinsaurehaltiger Lésungen wurde standardmaBig die
Ethanolpréazipitation angewendet. Durch monovalente Kationen und Alkohole
kdnnen Nukleinsauren aus wassrigen Losungen ausgefallt werden. Hierzu wurde
die Probe mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat sowie 2 Volumen Ethanol versetzt
und entweder eine Stunde bei —70°C oder bei —20°C Uber Nacht gefallt. Nach
einem anschlieBenden Waschschritt mit 70%-igem Ethanol wurde das getrocknete
Pellet in einem geeigneten Volumen TE-Puffer oder HoOreinst aufgenommen.

2.3.1.2.4 Fotometrische Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von RNA oder DNA basiert auf dem
Absorptionsmaximum der Nukleinsduren bei 260 nm. Fur die Absorption sind
dabei die aromatischen Ringe der Basen verantwortlich. StandardmaBig wurde
die Konzentration fir RNA- und DNA-Proben spektrometrisch in Quarzkivetten
mit Hilfe eines Fotometers (Gene Quant Amersham) bestimmt. Die
Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei ca. 1-2 ug/ml. In der Regel wurden
99 ul HxOpwinst. oder Puffer in einem EppendorfgefaBB vorgelegt, 1 ul der
Nukleinsaure-Probe hinzupipettiert, durchmischt und zur Bestimmung der
Extinktion bei 260 nm in eine Quarzkuvette Gberfihrt. Um zusatzlich die Reinheit
der Lbésung zu Uberprifen, wurde die Extinktion bei 280 nm und 320 nm
gemessen. Die Reinheit der Nukleinsaurelésung kann man an dem Quotient
OD260nm/OD2gonm €rkennen. Bei 280 nm absorbieren beispielsweise aromatische
Aminosauren und Phenol. Der Quotient gibt also Aufschluss darliber, inwieweit die
Lésung mit Proteinen oder Phenolresten verunreinigt ist. Das Verhaltnis fir
sreine“ DNA-Praparationen sollte 1,8 und fur ,reine“ RNA-Prgparationen = 2,0
betragen, Die OD3szonm sollte Null betragen, da Nukleinsduren diese Wellenldnge
nicht absorbieren (Sambrook und Russel, 2001).

Den Konzentrationsberechnungen wurden folgende Richtwerte zugrunde gelegt:

Extinktiongeonm =1 £ 50 pg/mi bei doppelstrangiger DNA
40 pg/ml bei einzelstrangiger DNA und RNA
45 pg/ml bei einem Gemisch an
doppelstrangiger DNA und RNA
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2.3.2 lIsolation von Gesamt-RNA

RNA ist im Vergleich zu DNA sehr anfallig gegenltber spontanem und
enzymatischem Abbau. Die RNA-abbauenden Enzyme kommen ubiquitéar vor und
sind sehr stabil, das hei3t, nach der Denaturierung durch Autoklavieren oder
Sterilisation durch trockene Hitze kénnen sie schnell wieder renaturieren (Nicholl,
1999). Aus diesem Grund muissen bei Arbeiten mit RNA besondere
Vorkehrungen getroffen werden, um RNase-Kontaminationen zu vermeiden und
somit aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen. Daher wurden grundsatzlich
DEPC-Wasser, gestopfte Spitzen sowie ausschlieBlich fir RNA bestimmte
Pipetten benutzt. Weiterhin mussten alle Glas- und Plastikwaren RNase-frei sein.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf den Einsatz spezieller RNase-Inhibitoren
verzichtet.

2.3.2.1 RNA-Isolation aus Zellen mit Hilfe des ,,RNeasy Mini Kit“ von
QIAGEN

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte in erster Linie mit dem ,RNeasy
Mini Kit* der Firma Qiagen. Als Ausgangsmaterial dienten trypsinisierte Zellen
einer 10 cm Schale oder einer 6-Loch-Makroplatte. Der Vorteil dieser Isolations-
Methode liegt in der schnellen und sauberen Aufarbeitung, mit der innerhalb von
30 Minuten bis zu 100 pg reine Gesamt-RNA z.B. fir real time RT-PCR isoliert
werden kann. Die Technologie basiert auf der selektiven Bindung von RNA-
Molekilen (> 200 Nukleotide) unter Hochsalz-Bedingungen an eine Silica-Gel
Membran und anschlieBende Elution unter Niedrig-Salz-Bedingungen.

Es wurde nach dem Original-Protokoll (RNeasy Mini Handbook, Qiagen, Stand:
Juni 2001) des Herstellers verfahren. Die abschlieBende RNA-Elution von der
RNeasy Sé&ule erfolgte 2 x nacheinander mit jeweils 50 pl RNase-freiem Wasser.
1 ul RNA-Lésung diente standardmaBig der Konzentrationsbestimmung (Kapitel
2.3.1.24).

2.3.2.2 Saure Phenolextraktion

Eine alternative Methode zur Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach der
Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Dazu wurden konfluente Zellen
auf 10 cm-Kulturschalen zweimal mit PBS gewaschen und danach in 2 x 1,5 ml
GIT-Puffer lysiert. Das Lysat wurde mit einem Zellschaber abgeschabt und in ein
steriles 15 ml-ReaktionsgefaB Gberfuhrt. Dazu wurden 0,1 Vol (300 pl) 2M Na-
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Acetat (pH 4,0), 1 Vol (3 ml) H.O-geséttigtes Phenol und 0,2 Vol (600 pl)
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) pipettiert. Zur Phasentrennung wurde der
Ansatz mindestens 10 sec gemischt und anschlieBend 15 min auf Eis inkubiert.
Nach einer 20-minUtigen Zentrifugation bei 10.000 x g und 4°C (Beckmann, JS
13.3 oder JA 14) wurde die wassrige Oberphase in ein neues Reaktionsgefal
pipettiert. Durch Zugabe von 3 ml Isopropanol und einer Inkubation bei —20°C fir
1h oder UN konnte die RNA gefallt werden. Nach Zentrifugation (20 Min., 4°C,
10000 x g) wurde das Pellet zweimal mit 1ml 80% Ethanol gewaschen. Das
getrocknete Pellet wurde in 50 pl HxOpwinst resuspendiert und 1pl  zur
Konzentrationsbestimmung entnommen (Kapitel 2.3.1.2.4).

2.3.3 In vitro-Transkription

Die absolute Quantifizierung mittels quantitativer ,real-time“ RT-PCR (reverse
Transkriptase  Polymerase Ketten-Reaktion, qRT-PCR) erfordert eine
Standardreihe aus in vitro-Transkripten der zu untersuchenden mRNA. Die zu
transkribierenden Volllangen-cDNAs der 4 untersuchten hCAT-Isoformen (cationic
amino acid transporter-1, -2A, -2B, -3) waren bereits innerhalb der Arbeitgruppe in
den geeigneten in vitro-Transkriptionsvektor pSP64T (Kapitel 2.1.8, Closs et al.,
1997) kloniert worden und sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt. Da die Konstrukte fir die
Transkriptionsreaktion in linearisiertem Zustand vorliegen mussten, sind die
entsprechenden Restriktionsenzyme ebenfalls der Tabelle 2.1 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: Plasmidkonstrukte mit den inserierten humanen CAT-Isoformen.
Hervorgehoben sind die Restriktionsenzyme, die am haufigsten zur Linearisierung
verwendet wurden.

hCAT-Isoform Name des Enzyme zur Linearisierung
Konstruktes
hCAT-1 pSPhCAT1-AB1C  EcoR|, Sal I, Xba I, BamH I, Xma [, Afl llI
hCAT-2A hCAT2A-118 BamH I, Afl lll, Sal |, Acc |
hCAT-2B hCAT2B-181 Sal I, Acc |, Xma |, Afl lII

hCAT-3 HC3.pSP64T Sal |, Afl 1l
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2.3.3.1 Plasmid-Linearisierung und Aufreinigung des Restriktionsansatzes

Der Vektor mit der zu transkribierenden cDNA muss vor der Transkription mit einer
Restriktionsendonuklease, die glatte oder 5 Uberhangende Enden erzeugt,
linearisiert werden. Die Restriktion erfolgte standardmaBig mit 20 pug Plasmid-
DNA und 80 U Enzym in 200 pl Anséatzen (ber Nacht. Zur Uberpriifung der
Linearisierung wurden 10 pl in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt. Im
Anschluss an die Restriktion wurde eine Phenolextraktion mit anschlieBender
Ethanolfallung durchgefihrt und das Pellet in 40 pl 10 mM Tris-HCI pH 8,0 (DEPC-
H.O) aufgenommen.

2.3.3.2 Transkriptionsreaktion

Die Synthese der in vitro Transkripte erfolgte mit dem ,mMessage mMaschine
SP6 Kit“ der Firma Ambion. Der Transkriptionsansatz wurde jedoch modifiziert, da
dieser Kit am 5-Ende der transkribierten mRNA ein 7’-Methylguanosin-Cap
anfigt. Da diese Modifikation fir die Verwendung der in vitro Transkripte in der
RT-PCR nicht notwendig ist, konnte der NTP/CAP-Mix durch normale NTPs (je 10
mM) ersetzt werden.

Zur Durchfihrung eines Standard-Transkriptionsansatzes wurden die folgenden
Reagenzien bei 20-25°C in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf
pipettiert:

NTPs (je 10 mM) 10 pl
Linearisierte DNA 1 g
Enzym Mix 2 ul
(SP6 RNA Polymerase)

10 x Reaktionspuffer 2 ul

Nuclease-freies Wasser 18 pl

Nach 2-stindiger Inkubation bei 37°C schloss sich eine 15-mindtige DNase |-
Inkubation zur Degradation der eingesetzten DNA an.
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2.3.3.3 Aufreinigung der in vitro-Transkripte

Far nachfolgende RT-PCR-Reaktionen wurden reine in vitro Transkripte bendtigt.
Die Aufreinigung der synthetischen Transkripte erfolgte mit ,RNeasy Mini Sdulen®
(Qiagen) nach dem RNA ,Clean-up“-Protokoll (RNeasy Mini Handbook 06/2001).
Nach der Elution mit 2 x 20 ul RNase-freiem Wasser wurde der Ansatz erneut 15
Minuten mit DNase | bei 37°C inkubiert und die gleiche Aufreinigung ein zweites
Mal durchgefihrt.

2.3.3.4 Berechnung der Molekiilzahl am Beispiel von hCAT-1

Zur absoluten Quantifizierung von mRNAs mit Hilfe der quantitativen RT-PCR ist
es notwendig, die genaue Anzahl der eingesetzten in vitro-Transkripte der
Standardreihe zu kennen. Wenn die Lange des in vitro-Transkriptes bekannt ist,
kann die Teilchenzahl mit den unten aufgefiihrten Gleichungen errechnet werden.
Als Beispiel folgt die Berechnung der Molekilzahl des hCAT-1-Transkriptes mit
einer Lange von 2200 Basenpaaren (bp) anhand des gemittelten
Molekulargewichts einer Ribonukleotidbase von 340 Da.

1 Mol = 2200 bp x 340 Da = 748000 g (748 kDa) = 6,023 x 10> Molekiile
1g = 6,023 x 10%%/ 748000 g = 8,0521 x 10" Molekiile

Aus einer aufgereinigten hCAT-1 mRNA, ausgehend von einer 1 ng/ul
Stammlésung, errechnet sich somit die folgende Verdinnungsreihe (1:10) mit den
entsprechenden Molekilen:

Menge Molekiile
Verdiinnung 1 1ng 8,0521 x 108
Verdiinnung 2 100 pg 8,0521 x 10’
Verdiinnung 3 10 pg 8,0521 x 10°
Verdiinnung 4 1 pg 8,0521 x 10°
Verdiinnung 5 100 fg 8,0521 x 10*

Verdiinnung 6 10 fg 8,0521 x 10°
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2.3.4 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1985) wurde 1985 von
Kary B. Mullis entwickelt. Die RT-PCR ist eine hochsensible Methode, mit der
man die Genexpression auf der Stufe der RNA untersuchen kann (Newton, 1994).
Um RNA mit Hilfe einer RT-PCR nachzuweisen, hybridisiert man ein
Oligonukleotid (Oligo-dT, Random Oligomer oder sequenzspezifisch) an die RNA-
Matritze und erstellt mittels reverser Transkriptase (bei 50°C) eine cDNA-Kopie.
Mittels PCR kénnen dann bestimmte Sequenzbereiche einer DNA millionenfach
amplifiziert werden. Dazu werden sequenzspezifische Oligonukleotide bendtigt,
die die beiden Enden der zu amplifizierenden Bereiche definieren. Ein PCR-
Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-
Doppelstranges bei etwa 94-95°C. Nach Abkihlung auf eine von der
Oligonukleotid-Sequenz ~ abh&ngigen  Schmelz-Temperatur ~ erfolgt  die
Hybridisierung der Oligonukleotide an die einzelstrangigen DNA-Molekile.
AnschlieBend beginnt eine DNA Extension durch thermostabile Polymerasen (z.B.
HotStarTaqg DNA Polymerase, QIAGEN) bei 72°C. Durch mehrfache
Wiederholung dieser Schritte erfolgt eine exponentielle Amplifikation des
gewunschten DNA Fragments. Da sich die Zahl der DNA-Molekile bei jedem
Syntheseschritt verdoppelt, entstehen theoretisch bei n Amplifikationen 2"
Molekdle.

Die Auswahl der sequenzspezifischen Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe des
Programms ,Primer Express® Version 1.5 (Applied Biosystems). Um eine
ausreichende Spezifitdt zu gewahrleisten, war die zur Matrizen DNA homologe
Sequenz, wenn mdglich, mindestens 20 Nukleotide lang. Weiterhin wurde darauf
geachtet, dass das 3’-Ende jedes Oligonukleotids mdglichst aus einem Guanosin
oder Cytosin besteht, um eine bestmdgliche Hybridisierung zu erreichen.

Die One-Step RT-PCR wurde mit dem ,QuantiTect” RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) in einem 50 pl Reaktionsvolumen mit 0,5 ug Gesamt-RNA durchgefihrt.
Die cDNA wurde mit sequenzspezifischen Oligonukleotiden aus Kapitel 2.1.7.1
amplifiziert.
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Standard RT-PCR Ansatz fiir iCycler

Volumen / Endkonzentration
Reaktion
“2 x QuantiTect Probe RT-PCR Master 25 ul 1 X
Mix”
Sense-Oligonukleotid (10 uM) 2 pl 0,4 uM
Antisense-Oligonukleotid (10 pM) 2 ul 0,4 uM
QuantiTect Probe RT Mix 0,5 ul 0,5 pl/Reaktion
RNase-freies Wasser variabel
Gesamt-RNA variabel 0,5 ug
Endvolumen 50 ul —
Standard RT-PCR Profil
Reverse Transkription 50°C 30 min

Initialer Aktivierungsschritt 95°C 15 min Aktivierung der HotStarTaq
DNA Polymerase
Inaktivierung der RT-Enzyme

3-Schritt-Zyklen

Denaturierung 95°C 30 sec

Annealing x°C 30 sec In Abhangigkeit der
Oligonukleotid-Sequenz

Extension 72°C 60 sec

Zyklenzahl 35-45

AbschlieBende Extension 72°C 10 min

Ende 4°C o

2.3.4.1 Quantitative ,,real time“ RT-PCR (qRT-PCR)

Im Unterschied zu einer konventionellen RT-PCR ermdglicht die ,Real-time” qRT-
PCR eine direkte Detektion von PCR Produkten durch Fluoreszenzsignale.
Aufgrund der Proportionalitat von Fluoreszenzsignal und Kopienzahl des
Zielmolekils kann direkt eine Konzentrationsbestimmung der zu untersuchenden
Probe erfolgen. Die Detektion kann entweder mit dsDNA bindenden
Fluorochromen (z.B. SYBR Greenl, nicht-sequenzspezifisch) oder mit fluorogenen
Sonden (z.B. TagMan Sonden, FRET Sonden oder Molecular Beacons,
sequenzspezifisch) erfolgen.
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten TagMan Sonden, auch als ,dual-
labeled probes” bezeichnet, zeichnen sich durch einen Reporter-Farbstoff am 5'-
Ende (6-Carboxyfluorescein, FAM) sowie einem ,Quencher®-Farbstoff am 3’-Ende
(TAMRA) aus. Sind beide Fluoreszenz-Farbstoffe an der Sonde gebunden, wird
die Reporterfarbstoff-Emission ,gequencht®. Dies geschieht entweder durch die
Energielbertragung auf den ,Quencher, der ebenfalls Licht einer bestimmten,
aber anderen Wellenldnge emittiert oder aber durch einen sogenannten ,Dark-
Quencher”, der die erhaltene Energie in Form von Warme abgibt.
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Abbildung 2.2: Reporter- und Quencher-Fluoreszenz-Farbstoffe von TaqMan
Sonden. A. Alle verwendeten TagMan Sonden tragen den Reporterfarbstoff FAM (6-
Carboxyflurescein) am 5-Ende. Er absorbiert Licht von der Wellenlange 492 nm und
emmitiert bei 515 nm. B. Der Quencher TAMRA am 3’-Ende der Sonde hat ein
Absorptionsmaximum bei 555 nm und eine Emmission bei 580 nm. Bei rAumlicher Nahe
zu einem Reporter kann er dessen Energie durch Ubertragung (Fluorescence Resonance
Energy Transfer, FRET) aufnehmen und selbst bei héherer Wellenlange emittieren.
Sogenannte ,Dark-Quencher” geben diese Energie stattdessen in Form von Wéarme ab.
TAMRA kann alternativ auch als Reporter-Farbstoff eingesetzt werden.

Waéhrend des Extensionszyklus wird die TagMan Sonde aufgrund der 5’-3'-
Exonukleaseaktivitdt der Taqg-Polymerase gespalten. So kommt es zu einer
raumlichen Trennung von Reporter und Quencher und die Reporterfarbstoff-
Emission wird freigesetzt. Das Fluoreszenzsignal kann dann durch die
entsprechenden Wellenlangen-spezifischenFilter selektiert und durch eine interne
CCD-Kamera aufgezeichnet werden.
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Abbildung 2.3: Prinzip von TagMan Sonden in einer quantitativen real time PCR. A.
Sowohl die Primer als auch die TagMan Sonde binden wahrend des Annealings an die
Zielsequenz. Die TagMan Sonde tragt zwei Fluoreszenz-markierte Farbstoffe, einen
Reporterfarbstoff (R; FAM) am 5’- und einen Quencherfarbstoff (Q; TAMRA) am 3’-Ende.
Durch die rdumliche Néhe des Reporters zum Quencher wird die Reporterfluoreszenz
verhindert. B. Wahrend der Extension verlangert die DNA-Polymerase die Primer und
beginnt die Sonde abzudauen. C. Die 5’-Exo-Nukleaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase
spaltet den Reporterfarbstoff von der Sonde ab. D. Ist der Reporter einmal vom
Quencher getrennt, kann er seine charakteristische Fluoreszenz abstrahlen. Die
Polymerisation wird abgeschlossen.
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Die Auswahl der sequenzspezifischen Oligonukleotide sowie der TagMan Sonde
erfolgte mit Hilfe des Programms ,Primer Express“ Version 1.5 (Applied
Biosystems). Die optimale Oligonukleotidldnge betragt 15-20 Basen mit einem
G/C-Gehalt zwischen 20 und 70%. lhr Schmelzpunkt (Ty-Wert) soll nicht mehr als
1-2°C unterschiedlich sein und zwischen 58 und 60°C liegen. Die Sonde soll etwa
30 Basen lang sein, mit einem T,-Wert von 10°C Uber dem der beiden
Oligonukleotide. Der G/C-Gehalt soll bei etwa 50% liegen. Die Sonde darf nicht
mit den Oligonukleotiden Uberlappen oder zu ihnen komplementér sein. Sie darf
kein G an ihrem 5-Ende haben, da diese Base die Reporterfarbstoff-Emission
nach der Abspaltung ,quenchen” wirde. Die optimale Amplifikatlange fir eine
Jreal-time“ PCR liegt zwischen 100 und 150 Basenpaaren. Kirzere PCR-
Fragmente amplifizieren effizienter als langere und sind toleranter gegenlber den
Reaktionsbedingungen. Beim Oligonukleotid- und TagMan-Sondendesign ist
weiterhin zu beachten, dass das Amplifikat bzw. ein Oligonukleotid Uber eine
Exon-Grenze hinwegfiihren sollte, um eine Amplifikation von mdglicherweise
vorhandener genomischer DNA zu vermeiden.
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Abbildung 2.4: Oligonukleotid- und Sondenauswahl zur Eliminierung von Signalen
durch mégliche Kontamination mit genomischer DNA. Eine Halfte des
Oligonukleotids hybridisiert am 3’-Ende des einen Exons, die andere am 5-Ende des
nachsten Exons. Dadurch bindet das Oligonukleotid lediglich an cDNA synthetisiert aus
mRNA (B), nicht aber an genomische DNA (A). Dies verhindert die Detektion von
kontaminierter DNA.
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Die One-Step gRT-PCR wurde mit dem ,QuantiTect RT-PCR Kit"“ (Qiagen, Hilden,
Germany) in einem 25 pl Reaktionsvolumen mit 0,5 pg Gesamt-RNA durchgefihrt,
dNTPs und MgCl, wurden zusatzlich hinzugefiigt.
sequenzspezifischen Oligonukleotiden aus Kapitel 2.1.7.1 amplifiziert, die TagMan
Sonden sind Kapitel 2.1.7.2 zu entnehmen.

Standard qRT-PCR Ansatz

Die cDNA wurde mit

Volumen / Endkonzentration
Reaktion
“2 x QuantiTect Probe RT-PCR Master 25 ul 1 X
Mix”
Sense-Oligonukleotid (10 uM) 2 pl 0,8 uM
Antisense-Oligonukleotid (10 pM) 2 ul 0,8 uM
TagMan Sonde (10 pM) 1 ul 0,4 uM
MgClz (25 mM) 1,75 ul 5,75 mM
dNTPs (je10 mM) 0,5 ul je 400 uM
QuantiTect Probe RT Mix 0,5 pl 0,5 pl/Reaktion
RNase-freies Wasser variabel
Gesamt-RNA variabel 0,5 ug
Endvolumen 25 ul —
Standard qRT-PCR Profil far iCycler
Reverse Transkription 50°C 30 min
Initialer Aktivierungsschritt 95°C 15 min Aktivierung der HotStarTaq

2-Schritt-Zyklen

Denaturierung 95°C
Annealing/Extension 60°C
Zyklenzahl

Ende 4°C

30 sec
30 sec

50

Inakt

DNA Polymerase
ivierung der RT-Enzyme

Temperaturoptimum der
Exonukleaseaktivitat
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2.4 Biochemische Arbeiten auf Proteinebene

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Zelllysate bestehen in der Regel aus komplexen Gemischen verschiedenster
Proteine und anderer Verbindungen. Die Proteine werden haufig mit Hilfe von
Farbreaktionen funktioneller Gruppen mit farbstoffbildenden Reagenzien
quantitativ nachgewiesen. Die Intensitat des Farbstoffes korreliert dabei direkt mit
der Konzentration der reagierenden Gruppen im Protein und kann fotometrisch
exakt gemessen werden.

Die nach M.M. Bradford benannte und 1976 verdbffentlichte Methode beruht auf
dem Einsatz von blauen Sé&urefarbstoffen, die als Coomassie-Brillantblau
bezeichnet werden.

Der in dieser Arbeit verwendete Protein-Assay von BioRad wird mit Coomassie-
Brillantblau G-250 durchgefliihrt, dessen Absorptionsmaximum verschiebt sich in
Anwesenheit von Proteinen und im sauren Millieu von 465 nm zu 595 nm. Grund
dafir ist wahrscheinlich die Farbstoff-Stabilisierung durch die Komplexbildung
zwischen Farbstoff und Protein. Der Farbstoff bindet dabei unspezifisch an
kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine, wobei die
Wechselwirkung mit Arginin die wichtigste ist. Daraus ergibt sich auch die
Problematik, dass gleiche Mengen an verschiedenen Proteinen erhebliche
Differenzen in ihren resultierenden Absorptionskoeffizienten verursachen
(Lottspeich und Zorbas, 1998).

Zur Quantifizierung wurden standardmaBig 10 pl Proteinldésung plus 90 pl dH>O
mit 100 pl BioRad-Reagenz (40%-ige LOsung) in 96-Loch-Mikrotiterplatte
pipettiert. Als Standard diente eine BSA-Verdiinnungsreihe von 0 bis 6 ug in
einem Endvolumen von 100 pl. Sowohl Proben als auch Standards wurden in
Doppelwerten bestimmt.  Nach einer 5-10 mindtigen Inkubation folgte die
Messung der Extinktion bei 595 nm in einem Mikrotiterplatten-Photometer. Die
Proteinkonzentration errechnete sich aus der anhand des Standards erstellten
Eichgerade.
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2.4.2 Aktivitatsbestimmungen der NO-Synthase

2.4.2.1 Loésungen

10 x Locke’s LOsung

NaCl 154 mM
KCI 5,6 mM
MgClz 1 mM
HEPES 10 mM
NaHCO; 3,6 mM

1 M Glucose
Glucose 1M

steril filtrieren und bei 4-8°C aufbewahren

IBMX
IBMX 600 mM
DMSO
Aliquots bei —=70°C lagern
Superoxid-Dismutase (SOD)
SOD 1000 U/ml

KH2PO4
Aliquots bei —=70°C lagern

Calcium-lonophor (A23187)
Ca-lonophor 10 mM
DMSO

Aliquots bei —20°C lagern

SIN-1
SIN-1 1 mM
Phosphatpuffer pH 5,5
Aliquots lichtgeschiitzt bei —20°C lagern

58,44 gmol
74,56 gmol
203,3 gmol
238,31 gmol™
84,01 gmol™

90 g
4,18¢
2,03¢
23,83 ¢g
3,029

ad HzOg¢ntmin 1000 ml
Lésung mit NaOH auf pH 7,4 einstellen und anschlieBend autoklavieren.

Vor Gebrauch 1:10 mit HoOgntmin verdinnen und 2 mM CaCly (2 ml einer 1 M
Lésung pro Liter 1 x Locke’s Lésung) sowie 5,6 mM Glucose (5,6 ml der steril
filtrierten 1 M Glucose pro Liter 1 x Locke’s Lésung) zugeben.

197,17 gmol

ad HZOentmin

222,3 gmol

523,6 gmol

206,7 gmol™
20 mM

9.9¢
50 ml

1,34 g
10 ml

100 mg
500 pl

10 mg
1909,8 ul

1 mg
4,85 ml
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20 x NaAcetat-Puffer
NaAcetat 1M 82,03 gmol™ 68,04 g
ad HQOentmin 500 ml

Essigsdure 1M 28,5 ml
ad HaoOgnimin 500 ml
NaAcetat zu Essigsaure zugeben, bis pH 4,0 erreicht ist (etwa 250 ml
NaAcetat/500 ml Essigsaure). Fir den Assay auf 50 mM einstellen (1:20).

Antikdrper-Verdiinnungspuffer
NaAcetat 50 mM 500 ml
BSA 0,01 % 0,05¢

1 % y-Globulin-Lésung

NaAcetat 50 mM 100 ml
y-Globulin 1% 19

1 M Tris-HCI pH 7.4
Tris 1M 121,1 gmol 121,1g

ad HQOentmin 1000 ml
Mit HCI auf pH 7,4 einstellen

0.5 M EDTA

EDTA 0,5M 372,24 gmol™ 18,61 g
ad HZOentmin 100 ml

0.5 M EGTA

EGTA 0,5M 380,4 gmol” 19,02 g
ad HZOentmin 100 ml

Puffer PpH 7.4

Tris/HCI 50 mM 1M 5ml
pH 7,4

EDTA 0,5 mM 0,5M 0,1 ml
EGTA 0,5 mM 0,5M 0,1 ml

ad HQOentmin 100 ml
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2.4.2.2 RFL-6-Reporterzell-Assay

Die Aktivitat der konstitutiv exprimerten NOS-Isoformen eNOS in ,Endothelzellen®

= EA.hy 926
= HUVEC
= ECV 304

= ECV 304 N-l1I-2
und nNOS in ,neuronalen® Zellen

= A673

= HaCaT

= NT-2

» SK-NM-C

= TGW-nu-I
wurde mittels RFL-6 Reporterzell-Assay bestimmt. RFL-6 Zellen sind Fibroblasten
aus fotalen Rattenlungen, die Uber eine gut stimulierbare I6sliche
Guanylatzyklase, jedoch Uber keine endogene NOS verfigen. Durch NO, das
entweder von NO-Donatoren (z.B. SIN-1) freigesetzt wird oder von NO-
produzierenden Zellen stammt, wird die l6sliche Guanylat-Cyclase stimuliert und
GTP in cGMP umgesetzt. Die cGMP-Produktion ist proportional zur gebildeten
NO-Menge und kann damit als MaB fir die gebildete NO-Menge verwendet
werden. Die cGMP-Menge kann mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt
werden. Dazu werden Lysate aus den RFL-6 Zellen mit radioaktiv markiertem
cGMP ('*1-cGMP) und einem Antikérper gegen cGMP inkubiert. Das von den
Zellen gebildete cGMP und das '?°l-cGMP konkurrieren um die Bindung mit dem
Antikdrper. Es kommt zur Bildung von Antikérper-cGMP-/Antikdrper-'2°I-cGMP-
Komplexen, die prazipitiert werden und deren Gehalt an radioaktiv markiertem
cGMP in einem Gamma-Szintillationszdhler bestimmt werden kann. Aus der
Eichkurve errechnet sich die Menge an cGMP, die von den RFL-6 Zellen gebildet
wurde.

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden sowohl NO-Produzenten als auch die
Reporterzellen standardméaBig in 6-Loch-Makroplatten bis zur Konfluenz kultiviert.
Einzige Ausnahme bildeten die TGW-nu-I Neuroblastomzellen, die bereits mit 80-
90 %-iger Konfluenz zur NO-Messung eingesetzt wurden. Die NO-Produzenten
wurden zunachst zweimal mit je 2 ml Locke’s Lésung (LL) gewaschen. Die
anschlieBende Inkubation in 1 ml LL (mit den jeweils angegebenen Aminosauren
fr 0,25 bis 4 Stunden und mit 2-3 Pufferwechsel) fand bei 37°C statt. Wahrend
der letzten 30 Minuten wurde den Zellen 20 U/ml oder 200 U/ml SOD zugesetzt.
Zur NO-Messung ersetzte man schlieBlich die Inkubationslésung durch die selbe
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Lésung, die zusétzlich 600 pM IBMX sowie 10 pM Calcium-lonophor A23187
enthielt. Nach einer 2-mindtigen Inkubation bei 37°C im Wasserbad wurde der
Uberstand auf die RFL-6 Reporterzellen transferiert, die zuvor ebenfalls zweifach
mit LL gewaschen und 30 Minuten in LL mit 600 uM IBMX inkubiert worden waren.
Nach einer 2-minttigen Inkubation der RFL-6-Zellen (zur Stimulation der I6slichen
Guanylat-Cyclase) bei 37°C im Wasserbad wurde der Uberstand abgesaugt und
die Zellen mit 1 ml NaAcetatlésung (pH 4,0) und flissigem Stickstoff lysiert. Fur
wiederholte Messungen derselben NO-Produzenten inkubierte man diese erneut
mit der Inkubationslésung inklusive IBMX und Calcium-lonophor und Gbertrug den
Uberstand jeweils auf eine neue 6-Loch-Makroplatte mit Reporterzellen.

Bis zur Bestimmung des cGMP-Gehaltes im Radioimmuno-Assay lagerten die
RFL-6-Lysate bei —20°C. Fir die Messung des Proteingehaltes der NO-
Produzenten lysierte man diese fir 30 Minuten in 300 pl 0,5 M NaOH. Nach
Zugabe von weiteren 300 pl 0,5 M HCI und 600 pl Puffer P und anschlieBender
10-mindtiger Zentrifugation bei 14000 x g wurden 10 pl der Lésung zur
Proteinbestimmung eingesetzt (Kapitel 2.4.1).

Die basale cGMP-Produktion sowie die maximale Stimulierbarkeit der RFL-6
Reporterzellen konnte mit folgenden Kontrollen bei jedem Versuch bestimmt
werden. Zum Einen ergab eine 2-minitige Inkubation der RFL-6 Zellen in 1 ml LL
mit der entsprechend in diesem Versuch eingesetzten SOD-Menge und 600 uM
IBMX den Basalwert. Dieser wurde von allen erhaltenen Werten abgezogen.
Zum Anderen zeigte die Zugabe von 1 uM des NO-Donors SIN-1 wéahrend der
Inkubation die aktuelle Stimulierbarkeit der Reporterzellen an.
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2.4.2.3 Radioimmuno-Assay (RIA)

Die tiefgefrorenen 6-Loch-Makroplatten wurden aufgetaut und die Zelllysate in 1,5
ml ReaktionsgefaBe Uberfihrt. Um Zelltrdmmer zu entfernen, wurden die Lysate
10 Minuten bei 14000 x g zentrifugiert und 10-50 pl des Uberstandes in einer
Doppelbestimmung im Radioimmuno-Assay (RIA) verwendet. Zur Erstellung einer
Eichkurve diente eine serielle Verdinnungsreihe von nicht radioaktiv markiertem
cGMP (5 pmol - 0,02 pmol) in Natriumacetatpuffer (50 mM, pH 4,0). Der letzte
Punkt der Eichkurve (Bindung) enthielt kein kaltes cGMP, um so die maximale
Bindung des anti-cGMP-Antikérpers an das '?°l-cGMP festzustellen. Allen Proben
wurden 100 pl '*°1-cGMP (10000 cpm) und 100 pl des 1:10™ verdiinnten a cGMP-
Antikbrpers zugesetzt. Der Leerwert enthielt keinen Antikdrper, stattdessen 100 pl
0,01% BSA. Alle Proben, ausgenommen des Total-Wertes, wurden als
Doppelbestimmung angesetzt.

Pipettierschema (ul):

Rohrchen Puffer Probe/ Standard  '*’|-cGMP AK
10.000 cpm (5x107)
Eingesetztes - - 100 -
125.cGMP
Leerwert 200 - 100 100 (0,01 % BSA)
Bindung 200 - 100 100
Standard 150 50 100 100
Proben 190-150 10-50 100 100

Die gut durchmischten und kurz abzentrifugierten Ansatze inkubierten Gber Nacht
bei 4 °C. Die Prazipitation der cGMP-Antikérper-Komplexe erfolgte nach Zugabe
von 50 pl einer 1 %-igen y-Globulinldsung in Natriumacetatpuffer mit 2,5 ml
eiskaltem Isopropanol. Nach kraftigem Mischen zentrifugierten die Proben bei
4000 x g und 4°C fiir 30 Minuten. Die Uberstande wurden verworfen, die Pellets 2
h getrocknet und anschlieBend im ,Gamma-Counter® gezahlt. Die cGMP-
Konzentrationen der Proben wurden anschlieBend aus der Eichgeraden bestimmt.
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2.4.2.4 “NO-Analyzer”

Das biochemische Verhalten von NO beruht vor allem auf seiner Reaktivitat
gegeniiber Ubergangsmetallen, vor allem Eisen in Ham und Eisen-Schwefel-
Zentren. So ist die wichtigste biochemische Reaktion von NO die Umsetzung mit
Oxyhamoglobin, wobei es zu Nitrat oxidiert wird, das wiederum durch die
Nitratreduktase zu Nitrit reduziert wird. Die Bestimmung der Nitrit-/Nitrat-
Konzentration in Endothelzellen erfolgte alternativ zur Bestimmung des bioaktiven
NOs durch den RFL-6 Reporterzell-Assay versuchsweise mit Hilfe eines ,NO-
Analyzers® (nach Schmidt et al., 1992). Die Proben werden dazu mit Nitrat-
Reduktase vorbehandelt, wodurch das in den Proben enthaltene Nitrat zu Nitrit
reduziert wird. Das Nitrit wird anschlieBend durch Zugabe von Jodid in saurem
Medium zu NO reduziert. Das NO reagiert mit Ozon, welches vom ,NO-Analyzer®
aus Sauerstoff generiert wird, zu angeregtem Stickstoffdioxid. AnschlieBend
relaxiert das angeregte Stickstoffdioxid unter Lichtemission in den Grundzustand.
Das emittierte Licht wird Gber einen Photomultiplier gemessen und ist ein MaB fur
die Nitrit-/Nitrat-Konzentrationen in den Proben. Die genauen Konzentrationen
werden durch parallele Messung von Standard-Proben ermittelt.

Zur Bestimmung der Nitrit-/Nitrat-Konzentration wurden konfluente EA.hy 926-
Zellen zweimal mit LL gewaschen und anschlieBend 0,25 bis 2 Stunden in LL mit
den angegebenen Aminosauren bei 37 °C vorinkubiert. Ein Pufferwechsel erfolgte
hierbei drei- bis viermal. Zur eigentlichen Messung wurden nun die
vorbehandelten Zellen fir 15 Minuten in 300 pl LL plus den angegebenen
Aminosauren in Gegenwart von Calcium-lonophor inkubiert. Die negative
Kontrolle inkubierte ohne Calcium-lonophor. Der Uberstand konnte dann nach
Abnahme entweder eingefroren oder zur Nitrat-Reduktase-Behandlung verwendet
werden. Analog zum RFL-6-Reporterzell-Assay erfolgte eine Proteinbestimmung
der Endothelzellen (Kapitel 2.4.1).

Zur enzymatischen Reduktion des Nitrats zu Nitrit wurden 100 pl der Uberstande
mit 0,1 U/ml Nitrat-Reduktase, 5 uM FAD und 0,1 mM NADPH versetzt und 15 min
bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Je 50 pl der Proben oder des Eichstandards
(1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 und 200 pmol/50 pl) wurden Uber einen
automatischen Probengeber in das ReaktiongefaBB des NO-Analysers, das eine
KJ-Lésung (100 mM, 37 °C, pH 4,0) enthielt, eingeschleust und 2 min inkubiert.
Das Austreiben des gebildeten NOs aus dieser Reaktionslésung und das
Uberleiten in den NO-Analyser erfolgte durch Evaporieren des ReaktionsgefdBes
und Durchleiten von Stickstoff. Danach wurde die Reaktionslésung und das
Reaktionsgefa mit Stickstoff gespilt und vor dem Einschleusen der nachsten
Probe evaporiert.
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Die Steuerung des Probengebers sowie des NO-Analysers (Durchleiten von
Stickstoff, Evaporieren und Druckausgleich) erfolgte vollautomatisch Cber ein
Steuerungsgerat, das in der Werkstatt des Pharmakologischen Instituts der
Johannes Gutenberg-Universitat von Herrn R. Stutz entwickelt und gebaut wurde.
Die Nitrit-/Nitrat-Konzentrationen der Proben wurden aus Eichgeraden ermittelt.
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2.4.3 HPLC-Analyse zur Bestimmung intrazellularer Aminosaure-
Konzentrationen

2.4.3.1 Losungen

0,5 M Borat-Puffer
Natriumtetraborat 0,5 M 201,22 gmol™ 259
(wasserfrei)

ad HZOentmin 100 ml
Lésung mit 1 M HCI auf pH 10 einstellen und 5 Minuten kochen. Lagerung bei 20-
25°C.

Orthophthaldialdehyd-(OPA)

Reagenz
OPA 0,5M 134,14 gmol 100 mg
Methanol 9 ml
Borat-Puffer 0,5M 1 ml
2- 100 pl
Mercaptoethanol

Reagenz ist lichtempfindlich, eine Woche bei 4°C haltbar.

Eluent A
Natriumacetat 82,03 gmol™ 8,29
(wasserfrei)
Aqua bidest. 2000 ml
Triethylamin 0,044 % 101,19 gmol 0,88 ml

Der pH-Wert wird mit 1 M HCI auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend wird die Lésung
Uber eine Fritte gefiltert und 5 min mit Helium begast.

Eluent B
Acetonitril
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Herstellung der Standardkurve

Es wurde eine Standardkurve erstellt aus jeweils 10, 8, 6, 4 und 2 nmol L-
Glutamin, L-Homoserin, L-Glycin, L-Threonin, L-Citrullin, L-Arginin, L-GABA und L-
Lysin:

Dazu wurden aus einer je 1 mM Stock-Lésung 10,8,6,4 und 2 pl in 400 pl
Boratpuffer pH 10 pipettiert. Zur Derivatisierung wurden 150 ul dieser Standards
im Autosampler mit weiteren 150 ul Boratpuffer und 100 ul OPA Reagenz versetzt.
Nach 200 sec wurde die Lésung mit ~ 85 ul Essigsaure auf einen pH-Wert von 7,2
bis 7,5 gebracht. Von diesem Reaktionsgemisch wurden nun 60 ul auf die HPLC-
Saule injiziert.
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Abbildung 2.5: Chromatogramm eines Gemischs aus 7 Aminosauren nach
Derivatisierung mit OPA (HPLC). Die Konzentration betrug jeweils 4 nmol der
folgenden Komponenten: Glutamin, Homoserin, Glycin, Threonin, Citrullin, Arginin und
GABA. Die Trennung erfolgte auf einer Nova-Pak® C18 4 um 3.9 x 300 mm reversed-
phase HPLC-S&ule. Die Fluoreszenzintensitat wurde bei 330 nm Anregung und 450 nm
Emission (Fluorimeter Shimadzu RF-530) gemessen.
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2.4.3.2 HPLC-Bedingungen

Bei der quantitativen Bestimmung von Aminosauren durch Derivatisierung mit
Fluoreszenzreagenzien erweist sich Orthophthaldialdehyd (OPA) als ein
vorzugliches Derivatisierungsmittel, da die Polaritatsbeitrage der einzelnen
Aminosaurereste in den Derivatisierungsprodukien starker als bei anderen
Fluorophoren fir die Trennleistung zur Geltung kommen. Die unterschiedlichen
Bildungsgeschwindigkeiten und Stabilitdten der einzelnen Aminosaure-OPA-
Derivate behindern eine quantitative Analytik der HPLC nicht, wenn der
Analysengang zeitlich standardisiert und das Derivatisierungsmillieu modifiziert
wird.

Durch die Umsetzung hydrophober Fluorophoren werden hydrophile Aminosauren
in hydrophobe Derivate umgewandelt, die an hydrophoben Umkehrphasen (C8-
oder C18-Ketten) bei Verwendung wassriger Eluenten zurlickgehalten werden.
Durch Zusatz organischer Lésungsmittel kénnen die Retentionszeiten verkdirzt
werden. Die Starke der Retention eines Derivates nimmt mit abnehmender
Polaritdt des Eluenten ab. Da bei einem Aminosauregemisch der gebundene
Fluorophor fir alle Aminosaurederivate gleich ist, sind die Aminosdurereste
ausschlaggebend fir die Trennung der Derivate. OPA reagiert jedoch nur mit
primaren Aminen und Aminosduren, so daB z.B. Prolin und Hydroxyprolin nicht
erfasst werden. Durch die Neutralisierung der Derivatisierungslésung mit
Essigsaure wird die Reaktion gestoppt und zugleich das S&aulenmaterial und
Kapillarleitungssystem in der HPLC-Apparatur geschont. Die optimale
Reaktionszeit fir die OPA-Derivatisierung liegt bei 2-10 Minuten, in unserer
Versuchsanordnung betragt sie 200 Sekunden. Die Leistungsfahigkeit einer S&dule
liegt fur die OPA-Derivate bei etwa 300 Trennungen.

Wie bereits in Kapitel 2.4.3.2 beschrieben, wurden durch Erhéhung des unpolaren
Lésungsmittel-Anteils (Eluent B) zunachst die polaren, spater auch die unpolaren
Aminosaurederivate von der Saule geldst. Tabelle 2.2 zeigt den
Lésungsmittelgradienten zur Auftrennung der Derivate.
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2.4.3.3 Durchfithrung der HPLC-Messung

Da die Messung intrazelluldrer Aminosaurespiegel sehr empfindliche HPLC-
Methoden (high performance liquid chromatography) erfordert, missen die
Aminosauren mit spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen derivatisiert werden, um die
notwendige Sensitivitdt zu erreichen. Die Proben konnten mit einem
automatischen Probengeber (L-7250, Merck, Darmstadt) mit Orthophthaldialdehyd
(OPA) derivatisiert und sofort analysiert werden. Die Aminosauren-Derivate
wurden durch einen Gradienten aus 50 mM Natriumacetat plus 0,044 %
Triethylamin (zur scharferen Trennung) (Eluent A) und Acetonitril (Eluent B) auf
einer Nova-Pak® HPLC-Saule (C18, 4 um, 3.9 x 300 mm, Waters, Eschborn)
,reversed-phase“ mit einer FluBrate von 0,8 ml/min bei einer konstanten
Temperatur von 35°C aufgetrennt. Die Saulen-Matrix besitzt Ketten langer
unpolarer Gruppen, an die sich die derivatisierten Aminosauren tber hydrophobe
Wechselwirkungen anlagern. Die Konzentration des Eluenten B wurde wéahrend
des HPLC-Verlaufs immer weiter erhdht, wodurch sich auch der unpolare
Lésungsmittel-Anteil immer mehr erhdhte. Die polaren Aminosaurederivate 16sen
sich als erste von der Saule, mit zunehmender Hydrophobizitat des Elutionsmittels
darauf dann auch die unpolaren. Nach Messung der Floureszenz (Anregung 330
nm; Emission 450 nm; Fluorimeter Shimadzu RF-530) wurde das erhaltene
Chromatogramm mit dem Programm D-7000 HSM (Merck, Darmstadt)
ausgewertet.

Zur Bestimmung intrazellularer Aminosaurekonzentrationen (durchgefihrt von
Alice Habermeier) wurden konfluente EA.hy926 und A673 Zellen aus
Zellkulturschalen (@ 10 cm) zweifach mit LL gewaschen und in LSL mit den
entsprechend angegebenen Aminosauren (L-Arginin, L-Lysin, L-Glutamin und L-
Citrullin je 1 mM) inkubiert. Der 30- oder 120-minltigen Inkubation mit 2
respektive 3 Medienwechseln schloss sich ein dreimaliger Waschschritt mit 5 ml
eiskaltem PBS an. Zur Extraktion wurden die Zellen in 70 %-igem eiskaltem
Ethanol (EtOH) abgeschabt, dem Homoserin (50 nMol pro 1,5 ml) als interner
Standard zugesetzt war. Es folgte eine halbstiindige Inkubation bei 4°C sowie
eine 10 miniitige Sedimentation der Zelltrimmer bei 14000 x g. Im Uberstand
enthaltene Fette wurden durch zweifaches Ausschitteln mit jeweils 0,5 ml
Petrolether entfernt, der verbleibende Extrakt in der Vakuumzentrifuge zur
Trockne eingeengt und das Pellet in 400 ul Boratpuffer pH10 resuspendiert.

Um eine prazise Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Aminoséuren zu
gewahrleisten, wurde in kritischen Fallen zu einer weiteren Probe des
Originallysates die zu bestimmende Aminosaure zugesetzt (gespikt). Wie in
Abbildung 2.6 zu erkennen ist, kbnnen so zwei eng nebeneinanderliegende und
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auch zum Teil Uberlappende Peaks identifiziert werden. Zur Derivatisierung
wurden, wie bereits oben flir die Standards beschrieben, 150 pl Proben im
Autosampler mit weiteren 150 ul Boratpuffer versetzt und mit 100 ul OPA Reagenz
derivatisiert. Nach 200 sec wurde die Lésung mit ~ 85 ul Essigsdure auf einen
pH-Wert von 7,2 bis 7,5 gebracht. Von diesem Reaktionsgemisch wurden nun 60
ul auf die HPLC-Saule injiziert.
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Abbildung 2.6: Chromatogramm zur Bestimmung intrazellularer

Aminosaurekonzentrationen in A673 Zellen nach Derivatisierung mit OPA (HPLC).
Injektion von 60 ul Reaktionsgemisch mit Homoserin als internem Standard. Zur exakten
Differenzierung zwischen dem Threonin- (53,71) und dem sehr kleinen Citrullinpeak
(54,82) in A) wurde in B) dem Zelllysat 5 nmol Citrullin zugesetzt. Die Trennung erfolgte
auf einer Nova-Pak® reversed-phase HPLC-Saule (C18, 4 um, 3.9 x 300 mm). Die
Fluoreszenzintensitat wurde bei 330 nm Anregung und 450 nm Emission (Fluorimeter
Shimadzu RF-530) gemessen.
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Tabelle 2.2: Gradient fiir die Auftrennung der Aminoséaurederivate. Eluent A = 50 mM
Natriumacetat mit 0,044 % Triethylamin (pH 7,0), Eluent B = Acetonitril. FluBrate 0,8
ml/min.

Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%) Zeit (min) Eluent A (%) Eluent B (%)

0 100 0 55 78 22
6 100 0 60 73 27
8 95 5 75 73 27
17 92 8 77 0 100
25 92 8 82 0 100
30 88 82,1 100 0

— i

2
42 82 8 87 100 0
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2.4.4 Auftrennung von L-['*C]-Citrullin zu L-["*C]-Arginin durch
Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie (DC) dient zur Trennung sowie zur qualitativen
und quantitativen Analyse von Substanzen. Als stationdre Phase dienen
Feststoffe oder an Feststoffe adsorbierte Flissigkeiten, als mobile Phase werden
Flussigkeiten verwendet. Bei Verwendung von Kieselgelplatten werden die
Substanzen nach ihrer Polaritdt getrennt. Unpolare Substanzen werden weniger
zurlickgehalten und wandern eine gréBere Strecke auf der DC-Platte (hoher Rf-
Wert) als polare Substanzen (niedriger Rf-Wert).

Zur Bestimmung der Konversion von Citrullin zu Arginin wurden konfluente Zellen
in 6-Loch-Makroplatten nach zweimaligem Waschen in LL fir 30 Minuten oder 2
Stunden bei 37°C in LL plus 1 mM Lysin vorinkubiert. Die Inkubation fand fir eine
Stunde in Gegenwart von 300 pl LL plus 10 pl *C-markiertem Citrullin (18,4 uM;
spezifische Aktivitat 54,5 Ci/mol; 1 Ci = 37 GBq) bei 37°C statt. Alternativ wurden
Zellen 90 Minuten in LL plus 1 mM Lysin vorinkubiert oder ohne Vorinkubation flr
30 Minuten mit 10 ul "*C-markiertem Citrullin in Anwesenheit von 1 mM Lysin
inkubiert. Die Hemmung der NOS mit 1 uM L-NAME verhinderte den Umsatz von
Arginin zurtck zu Citrullin.

Nachdem der Zelliberstand in 1,5 ml Methanol pipettiert wurde, konnten die
Zellen zweimal mit eiskalter LL gewaschen werden, bevor sie in 500 pl Methanol
abgeschabt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 tGberfihrt wurden. Als Kontrolle
dienten nicht inkubierte Referenzzellen, deren Uberstande (300 pl LL) und Lysate
entweder mit 10 pl '*C-markiertem Arginin, Citrullin oder Ornithin versetzt wurden.
Nach einer 10-mindtigen Zentrifugation bei 10.000 x g bei 4 °C folgte das Einengen
von jeweils 400 pl Uberstand sowie 133 pl Zelllysat in der ,SpeedVac* zur
Trockne. Das Rucklésen der Proben in 6 pl 50 % Methanol geschah durch eine
15-mindtige Inkubation im Ultraschallbad. Je 5 pl der Proben und 3 pl der
Kontrollen wurden mit Hilfe von Einmal-Kapillarpipetten auf Kieselgel-beschichtete
DC-Fertigplatten (20 x 20 cm) aufgetragen und in einer Entwicklungskammer mit
50 ml Laufmittel (Chloroform : Methanol : Ammoniumhydroxid : Wasser 0,5 : 4,5 :
2,0 : 1,0) Uber eine Strecke von etwa 16 cm aufgetrennt. Der Zusatz des
Chloroforms zum  Laufmittel erfolgte kurzfristig, die mit Filterpapier
ausgeschlagene Kammer musste zur Séttigung bereits einen Tag vor dem
Versuch mit Laufmittel gefllt werden. Nach dem Trocknen der Platte flr etwa 30
Minuten konnte ein ,Screen“ Uber Nacht aufgelegt und anschlieBend im
,Phosphoimager® (Bio-Rad) mit dem Programm ,Multi Analyst® (Bio-Rad)
quantitativ ausgewertet werden.
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Abbildung 2.7: Unterschiedliches Laufverhalten von 'C-Citrullin in der
Dunnschichtchromatographie. Charakteristische Citrullinflecke in 50% Ethanol (1), im
Zelliberstand (2) und im Zelllysat (3). Dies zeigt die Abh&angigkeit der Rf-Werte von der
Zusammensetzung der mobilen Phase. Auftragung auf Kieselgel-beschichtete DC-
Fertigplatten mit Laufmittel Chloroform : Methanol : Ammoniumhydroxid : Wasser (0,5 :
45:2,0:1,0).
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3 Ergebnisse
3.1 Substratversorgung der endothelialen NO-Synthase (eNOS)

In humanen EA.hy926 Endothelzellen wurden bislang zwei Arginin-Quellen
beschrieben, die die eNOS mit ihrem Substrat Arginin versorgen kdénnen: Arginin
der ersten Quelle ist Uber kationische Aminosauretransporter (CAT) austauschbar
gegen extrazellulares Lysin, Arginin der zweiten Quelle hingegen ist nicht gegen
extrazellulares Lysin austauschbar, aber zugéanglich fir die eNOS (Closs et al.,
2000). Die Substratversorgung der eNOS sollte nun in der vorliegenden Arbeit in
drei verschiedenen Zelltypen weiter untersucht und charakterisiert werden:
EA.hy926 Endothelzellen, humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC) und
ECV304 Blasenkarzinomzellen, die stabil mit einem Expressionsplasmid fur die
eNOS transfiziert waren (ECV 304 N-II-2).

3.1.1 Substratversorgung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) in
EA.hy926 Endothelzellen

EA.hy926 sind humane endotheliale Zellen, die aus einer Fusion von humanen
Alveolarepithel-ahnlichen  Lungenkarzinomzellen = A549/8 mit  humanen
Umbilikalvenen Endothelzellen (HUVEC) entstanden sind (Edgell et al., 1983).
Sie exprimieren endogen die endotheliale NOS-Isoform (Lindberg et al., 1996). Im
Vergleich zu primédren Endothelzellen kénnen EA.hy926 Uber langere Zeitrdume
kultiviert werden, ohne dabei ihren Endothelzellcharakter zu verlieren und sind
daher als Zellkulturmodell bestens geeignet. Im Folgenden sollen EA.hy926 in
Bezug auf exprimierte Transportsysteme sowie intrazellulare Arginin-Quellen
néher charakterisiert werden

3.1.1.1 Nachweis der Expression von hCAT mittels quantitativer real time
RT-PCR (qRT-PCR)

Die Depletion des eNOS-Substrates Arginin kann Uber diverse Transportsysteme
erfolgen. Ein bedeutendes Transportsystem fir kationische Aminosauren stellen
hierbei die CAT-Isoformen (cationic amino acid transporter) dar, die dem System
y* zuzuordnen sind. Eine Inkubation der Zellen in extrazellularem Lysin flhrt
dabei zu einem Austausch gegen intrazellulares Arginin und somit zu einer
Depletion an intrazellularem Arginin.
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Die Untersuchung der mRNA-Expression der verschiedenen hCAT-Isoformen 1,
2A, 2B und 3 erfolgte in dieser Arbeit erstmals mit quantitativer real time RT-PCR
(gRT-PCR). Die Auswahl der Oligonukleotid-Paare in Kombination mit einer
TagMan Sonde erfolgte wie in Kapitel 2.3.4.1 beschrieben. Nach anfénglichen
Optimierungsexperimenten konnte schlieBlich ein auf 25 pl reduzierter Standard
RT-PCR Ansatz eingesetzt und mit einem Standard RT-PCR-Profil fir alle
Versuche angewendet werden (Kapitel 2.3.4.1). Eine absolute Quantifizierung,
d.h. die Bestimmung der Molekilzahl des zu untersuchenden Transkripts in der
Gesamt-RNA, ist nur durch Erstellung einer Standardreihe mit seriellen
Verdinnungen des in vitro-Transkriptes mdglich. Abbildung 3.1 zeigt eine
reprasentative Darstellung einer solchen quantitativen RT-PCR.
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Abbildung 3.1: Reprasentative Darstellungen einer One-step quantitativen real time
RT-PCR (qRT-PCR) eines 94 bp groBen Fragments des humanen CAT-2A (A) sowie
eines 81 bp groBen Fragments des humanen CAT-2B (B). RT-PCR-Reaktionen einer
1:10 Verdunnungsreihe von 1ng bis 10fg synthetisierten in vitro-Transkripten der
Transporter in Duplikaten. Die Herstellung der in vitro-Transkripte sowie die
Quantifizierung ist ausfuhrlich in Kapitel 2.3.3 beschrieben. Die Reaktionen erfolgten in
einem Standard gRT-PCR Ansatz in einem Endvolumen von 25 pl. Zur RT-PCR des
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hCAT-2A wurden die Oligonukleotide HC2AB.1032ss und HC2A.1125as mit der FAM-
markierten Sonde HC2A.Taq1 kombiniert, fur hCAT-2 B die Primer HC2AB.1032ss und
HC2B.1112as mit der FAM-markierten Sonde HC2B.Taq1. Alle quantitativen RT-PCR-
Experimente erfolgten mit folgendem RT-PCR Profil: 30 min 50°C, 15 min 95°C 30 sec
95°C 30 sec 60°C (40 Zyklen) Die jeweils linke Abbildung zeigt die Amplifikations-Kurven
der Verdinnungsreihe von links nach rechts beginnend mit der héchsten Konzentration.
In der jeweiligen rechten Abbildung ist die dazugehérige Standardkurve dargestellt.
Aufgetragen sind die Konzentrationen der eingesetzten RNA auf der x-Achse und die
korrespondierenden Cr-Werte auf der y-Achse. Der Korrelations-Koeffizient betragt bei
beiden Reaktionen 1,000, Steigung bei hCAT-2A -3,310, was einer 100,5%-igen PCR-
Effizienz entspricht, hCAT-2B zeigt eine Steigung von -3,343, mit einer daraus
resultierenden PCR-Effizienz von 99,1%. Um verschiedene Amplifikate vergleichbar
quantifizieren zu kdénnen, wurden die PCR-Effizienzen (E) auBerdem nach der Formel
E=[107"/S®9"9].1 (technical note no. LC11/2000; Roche Molecular Biochemicals)
berechnet. Vergleichbare PCR-Bedingungen liegen vor, wenn AE < 0,05 ist. Dies konnte
in den durchgefthrten Experimenten erfullt werden: AE(hCAT-2A: -0,5012; hCAT-2B: -
0,4978) = 0,0034. Effizienzen aller verwendeten Amplifikate finden sich in Tabelle 9.2 im
Anhang.

Hierzu wurden in vitro-Transkripte der Isoformen hCAT-2A und hCAT-2B von 1 ng
bis 10 fg in einer 1:10 Verdiinnung (was 8,0521 x 108 bis 8,0521 x 10° Molekiilen
des jeweiligen Transkripts entspricht) als Ausgangs-RNA amplifiziert. Die typische
Amplifikationskurve stellt die zunehmende Fluoreszenz (aufgetragen auf der y-
Achse) des freigesetzten Reporterfarbstoffes dar (siehe auch Abbildung 2.3). Die
orange Linie kennzeichnet den Schwellenwert (,Treshold®), der zur Bestimmung
des Cr-Wertes dient: Der Cr-Wert bezeichnet den PCR-Zyklus, bei dem die
Amplifikationskurve den Schwellenwert Ubersteigt. Tragt man den Cr-Wert gegen
die korrespondierende Menge an eingesetzter RNA auf, erhalt man eine
entsprechende Gerade, aus der sich nun wiederum die zu bestimmenden
unbekannten RNA-Mengen anhand den in den jeweiligen Diagrammen
abgelesenen Cr-Werte berechnen lassen. Zeigt die Gerade eine Steigung von -
3,322 ergibt sich daraus eine 100%-ige PCR-Effizienz (Tabelle 9.2 mit PCR-
Effizienzen aller TagMan-Sets siehe Anhang) Wie aus Abbildung 3.2 B erkennbar
ist, enthalten EA.hy926 Zellen demnach 397+50 Molekile hCAT-1, 5+0,5 hCAT-
2B und 2,2+0,3 hCAT-3 pro ng Gesamt-RNA. hCAT-1 entspricht demnach etwa
0,5 pg pro ug Gesamt-RNA. Da schatzungsweise nur 5% der Gesamt-RNA aus
MRNA besteht, wirde demnach hCAT-1 etwa 0,01 %. der gesamten mRNA-
Menge ausmachen. Vergleicht man die Cr-Werte von GAPDH (14,2) und hCAT-1
(25,6), so ist GAPDH in EA.hy926 Endothelzellen um den Faktor 1000 starker
exprimiert als hCAT-1.
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Eine weitere Mdoglichkeit zur Analyse der mRNA-Expression ist die relative
Auswertung verschiedener Transkripte im Verhaltnis zu einem Haushaltsgen (z.B.
GAPDH, B-Aktin) untereinander. Es ist dabei zu beachten, dass PCR-Reaktionen
verschiedener Transkripte mit gleicher Effizienz ablaufen missen, um eine
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. In den vorliegenden Untersuchungen ist diese
Vergleichbarkeit bei allen erhaltenen Amplifikaten gegeben. Wie die relative
Auswertung der hCAT-Isoformen in EA.hy926 Zellen in Abbildung 3.2 A zeigt, ist
hCAT-1 der dominierende Transporter, hCAT-2B und hCAT-3 sind gering
exprimiert, hCAT-2A konnte in keiner RNA nachgewiesen werden. Somit decken
sich die Ergebnisse der absoluten und der relativen Quantifizierung der hCAT-
Isoformen in EA.hy926 Zellen.
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Abbildung 3.2: Quantitative Auswertung der mit qRT-PCR untersuchten mRNA-
Expression der hCAT-Isoformen 1, 2A, 2B und 3 in EA.hy926 Endothelzellen. Fir
hCAT-2A konnte keine Expression in den Zellen nachgewiesen werden. Abbildung A
zeigt die relativen Mengen der verschiedenen CAT-Isoformen. Nach den RT-PCR
Reaktionen (Kapitel 2.3.4.1) der Transporter sowie des Haushaltsgens GAPDH
(Oligonukleotide und TagMan Sonden sind Kapitel 2.1.7 zu entnehmen) wurde zur
Normalisierung der Daten der Ct-Wert des Haushaltsgens von dem des entsprechenden
Transporters subtrahiert (ACT). Nach der Festsetzung des Transporters CAT-1 als
,Kontrollwert“ (K) wurde jeweils die Differenz der Ct-Werte zwischen diesem und den
anderen Isoformen (P = Probe) bestimmt (PACT-KACT). Die relative Expression wurde
anschlieBend anhand der Formel 2®ACTKACD  herechnet.  Die Cr-Werte lagen
durchschnittlich bei 25 (hCAT-1), 30 (hCAT-2B, hCAT-3) und 14 (GAPDH). Abbildung B
zeigt zum Vergleich die absolute Quantifizierung der Ausgangsmolekiile pro ng Gesamt-
RNA anhand der entsprechenden Standardreihen aus in vitro Transkripten (Mittelwerte +
SEM; n=4-5). Da in dieser Abbildung die entsprechenden GAPDH-Werte nicht
berlcksichtigt wurden, ergab sich eine etwas unterschiedliche Grafik.
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Die Transporter y'LAT1 und y*LAT2 sind im Vergleich zu CAT-1 in EA.hy926
Zellen gleich stark respektive 10 fach schwacher exprimiert (Daten nicht gezeigt).

3.1.1.2 Vorversuche in EA.hy926 zur eNOS-Aktivitat

In Vorversuchen sollte die Spezifitdt der Messung der eNOS-Aktivitat verifiziert
werden. Hierzu gehdren die Calcium-Abhangigkeit der Reaktion, die Hemmung
der NO-Synthese mit einem NOS-Inhibitor sowie der Einfluss von Superoxid-
Dismutase auf die Halbwertszeit von NO. Die Messung der Aktivitat von
konstitutiven NO-Synthasen erfolgte standardméaBig mit dem RFL-6 Reporterzell-
Assay, bei dem die l6sliche Guanylat-Zyklase der RFL-6 Reporterzellen durch NO
aktiviert wird und eine zur NO-Menge proportionale cGMP-Menge gebildet wird,
die im RIA nachgewiesen werden kann. Da dieser Versuch sehr zeitaufwandig ist,
wurde alternativ die Bestimmung von Nitrit/Nitrat aus NO mittels eines NO-
Analyzers versucht.

3.1.1.2.1 Spezifitat der NO-Messung

In Abbildung 3.3 A ist erkennbar, dass die im RFL-6 Reporterzell-Assay
gemessene NO-Produktion in EA.hy926 Zellen sowohl Calcium-sensitiv als auch
mit dem NOS-Inhibitor L-NAME hemmbar war. Bei Zugabe des Calcium-
lonophors A23187 wurde ein Calcium-Influx in die Zelle bewirkt und somit das
Calcium-abhangige Enzym aktiviert: Die cGMP-Ausbeute steigt um das 35-fache.
Ebenso kann mit dem flr alle NOS-Isoformen wirksamen Inhibitor L-NAME die
NO-Produktion auf basale Werte reduziert werden. Abbildung 3.3 B zeigt
auBerdem die maximale Stimulierbarkeit der 16slichen Guanylatzyklase der RFL-6
Reporterzellen mit dem NO-Donator SIN-1. Wie aus den Abbildungen 3.3 C bis E
sichtbar wird, ist die Messung des Nitrit-Gehaltes mit Hilfe des NO-Analyzers
weitaus weniger geeignet. Es zeigt sich die schlechte Calcium-Stimulierbarkeit
sowie die Uberaus hohen Basalwerte dieser Methode. Prinzipiell war zwar eine
Verdoppelung des Nitrit-Gehaltes nach Verdoppelung der Zeit messbar, aufgrund
der geringen Sensitivitdt, den langeren Inkubationszeiten und der hohen
Storanfalligkeit wegen schwankenden Basalwerten war diese Methode jedoch fir
unsere Fragestellung ungeeignet.
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Abbildung 3.3: Calcium-Abhangigkeit und Hemmbarkeit der endothelialen NO-
Produktion in EA.hy926 Zellen. Abbildungen A und B zeigen RFL-6 Reporterzell-
Assays (Mittelwerte £ SEM aus 3 Einzelversuchen in Duplikaten) von 2 Tage konfluenten
EA.hy926 Zellen in 6-Loch Makroplatten. (A) Nach 30-mindtiger Vorinkubation in 1 mM
Arginin und 20 U/ml SOD wurden die zuvor 2 x mit Locke’s Lésung (LL) gewaschenen
Zellen der 2. und 3. Saule far 2 Minuten in Anwesenheit von 1 mM Arginin (2. Saule) bzw.
1 mM Lysin (3. Saule), 20 U/ml SOD und 0,3 mM IBMX mit 10 uM Calcium-lonophor
A23187 zur NO-Produktion stimuliert. Die Uberstande wurden auf RFL-6 Zellen
transferiert und diese fir weitere 2 Minuten inkubiert. Die Messung des cGMP-Gehalts
der RFL-6 Zellen erfolgte im RIA. Die 1. Saule zeigt die gleiche Behandlung der
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Endothelzellen mit Ausnahme der Stimulation durch A23187. In der 3. Saule wurde die
NO-Produktion durch den Zusatz des NOS-Inhibitors L-NAME (0,1 mM) unterbunden. (B)
Das Saulenpaar zeigt zum Vergleich die maximale Stimulierbarkeit der RFL-6
Reporterzellen nach 2-mindtiger Inkubation in LL mit 20 U/ml SOD, 0,3 mM IBMX ohne
bzw. in Anwesenheit von 1 pM NO-Donator SIN-1 (linke bzw. rechte Saule). Die
Abbildungen C-E zeigen Versuche der Nitritbestimmung mit Hilfe des NO-Analyzers aus 2
Tage konfluenten EA.hy926 Zellen in 6-Loch Makroplatten (Kapitel 2.4.2.4). (C) 15 sowie
30 Minuten Inkubation der Endothelzellen in 1 mM Arginin bzw. Lysin wie angegeben.
Die schraffierten Saulen zeigen jeweils die Inkubation ohne den Calcium-lonophor
A23187, die Zellen der schwarzen Saulen wurden mit 10 uM A23187 15 bzw. 30 Minuten
zur NO-Produktion stimuliert. In D wurde der Nitritgehalt der Inkubationslésungen
subtrahiert, Abbildung E zeigt die Nitritproduktion abzuglich des (nichtstimulierten)
basalen Nitritgehalts der Endothelzellen (Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen in
Duplikaten). Die Darstellung der Graphen soll die schlechte Stimulierbarkeit sowie die
hohen Basalwerte dieser Methode im Vergleich zum RFL-6 Reporterzell-Assay
hervorheben.

3.1.1.2.2 SOD-Abhangigkeit der NO-Produktion

Die NO-Messung unter optimaler Substratversorgung (1 mM Arginin, es wurden
nur L-Aminosauren verwendet) kann mit Zugabe von 20 oder 200 U des
Sauerstoff-Radikalfangers SOD um jeweils das 3-fache gesteigert werden. Aus
bisher noch nicht geklarter Ursache bewirkt der Einsatz von 1000 U SOD keine
Steigerung der NO-Ausbeute, es werden vielmehr die gleichen Werte wie ohne
Zugabe des Radikalfangers gemessen (Abb. 3.4 A). In den Experimenten der
Abbildungen 3.4 B und C ist erkennbar, dass die NO-Messung unter Lysin-
Inkubation (weiBe Balken) und somit einer Substratdepletion im Vergleich zur
optimalen Substratversorgung mit Arginin (schwarze Balken) sowohl nach 30
Minuten (B) als auch bei 120 Minuten (C) durch die héhere Gabe von 200 U SOD
gesteigert werden. Im Folgenden wird im jeweiligen Experiment angegeben,
welche SOD-Konzentration verwendet wurde (20 oder 200 U/ml).
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Abbildung 3.4: Abhangigkeit der NO-Produktion in EA.hy926 Endothelzellen von
der eingesetzen Menge Superoxid-Dismutase (SOD) (RFL-6 Reporterzell-Assay).
Abbildung A zeigt die NO-Produktion nach 30 minltiger Vorinkubation in LL mit 1 mM
Arginin und verschiedenen Konzentrationen SOD: 0, 20, 200 und 1000 U/ml. Nach der 2-
minGtigen Stimulation in den gleichen Lésungen mit 10 uM Calcium-lonophor A23187 und
0,3 mM IBMX wurde der Uberstand auf RFL-6 Reporterzellen transferiert und diese fir
weitere 2 Minuten inkubiert. Die Bestimmung des cGMP-Gehalts erfolgte im RIA (Kapitel
2.4.2.3). Die prinzipielle Versuchsdurchfihrung in Abbildung B erfolgte wie in A,
allerdings mit dem Unterschied, dass nur die SOD-Konzentrationen 20 und 200 U/ml
eingesetzt wurden und die Endothelzellen far 30 Minuten entweder in 1 mM Arginin
(schwarz) oder 1 mM Lysin (weiB) inkubiert wurden. Abbildung C zeigt die NO-Produktion
analog zu B nach 120-mindtiger Inkubation in 1 mM Arginin (schwarz) oder 1 mM Lysin
(weiB). (Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen in Triplikaten).
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3.1.1.3 Charakterisierung der ersten intrazellularen Arginin-Quelle:
Recycling von Citrullin zu Arginin in EA.hy926

Vorherige Daten (Closs et al. 2000) haben gezeigt, dass die Aktivitat der eNOS in
EA.hy926 Endothelzellen nach 2-stindiger Inkubation in 1 mM Lysin nicht
reduziert ist. Dies impliziert eine intrazellulare Arginin-Quelle, die nicht mit dem
Extrazellularraum in Verbindung steht, die aber zuganglich ist fir die eNOS. Eine
mogliche Arginin-Quelle kénnte das Recycling des bei der NO-Synthese
entstehenden Citrullin zurlick zu Arginin sein, das bereits in diversen Arbeiten
beschreiben wurde (Ubersicht: Solomonson et al., 2003).

3.1.1.3.1 Zeitabhangige Regeneration der eNOS-Aktivitat

In dieser Arbeit wurden die EA.hy926 Endothelzellen zundchst Uber klrzere
Zeitraume hinweg in 1 mM Lysin inkubiert. Wie Abbildung 3.5 zeigt, konnte bei
Inkubationszeiten von 0,25, 0,5 und 1 Stunde eine Reduktion der NO-Synthese
beobachtet werden. Ab einer 2-stiindigen Inkubationsdauer in 1 mM Lysin war
diese Reduktion nicht mehr zu beobachten, die NO-Produktion war vergleichbar
zu Arginin-inkubierten Zellen.
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Abbildung 3.5: eNOS-Aktivitat in EA.hy926 Endothelzellen ist abhdngig von der
Vorinkubation in 1 mM Lysin (RFL-6 Reporterzell-Assay, n=3-6,). Zwei Tage konfluente
EA.hy926 Zellen in 6-Loch-Makroplatten wurden zweimal in LL gewaschen und fur 0,25
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bis 4 Stunden in LL mit 1 mM Arginin (schwarze Balken) oder 1 mM Lysin (weiBe Balken)
bei 37°C vorinkubiert. Zur NO-Messung wurden die Zellen 2 Minuten in der gleichen
Lésung, die zusétzlich 0,3 mM IBMX, 200 U/ml SOD und 10 pM Calcium-lonophor
A23187 enthielt, inkubiert. Die Uberstinde wurden dann auf RFL-6 Zellen transferiert und
diese flr weitere 2 Minuten inkubiert. Die Messung des cGMP-Gehalts der RFL-6 Zellen
erfolgte im RIA. Ein basaler cGMP-Gehalt von 6+0,5 pmol/10° Zellen wurde subtrahiert.
Die Daten der Lysin-inkubierten Zellen sind als Prozent der Werte der
korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin errechnet (100% = 92 + 14 pmol/10° Zellen).
Die Balken stellen Mittelwerte £ SEM aus 3-6 Einzelversuchen mit je 3 Einzelwerten dar.
Die statistische Analyse wurde mit dem two-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem
Bonferroni post hoc-Test durchgefihrt, (**) kenzeichnet P-Wert < 0,01, ns kennzeichnet
P-Werte > 0,05, die als nicht signifikant angesehen werden.

3.1.1.3.2 Glutamin induziert eine Hemmung der NO-Produktion

Die zeitabhangige Regeneration der NO-Synthese unter Inkubation in Lysin lie3
vermuten, dass eine Komponente des Zellkulturmediums (die in ausreichend
hohen Konzentrationen vorhanden ist und wéahrend des Experimentes entweder
verbraucht oder ausgewaschen wird) flr diese Unterschiede verantwortlich sein
kénnte. Da Gilutamin die am hoéchsten konzentriete Aminosaure im
Zellkulturmedium ist und Glutamin bereits als Inhibitor der endothelialen NO-
Synthese in verschiedenen Arbeiten (Hecker et al., 1990; Swierkosz et al., 1990;
Sessa et al., 1990; Wu et al., 2001) beschrieben wurde, haben wir als nachstes
getestet, ob die Substratdepletion in EA.hy926 Zellen von der Anwesenheit von
Glutamin abhangig war. Abbildung 3.6 zeigt, dass keine Reduktion der eNOS-
Aktivitdt nach 30-mindtiger Lysin-Inkubation zu sehen ist, wenn die Zellen zuvor 2
Stunden in Glutamin-freiem Zellkultur-Medium gewachsen sind. Die Anwesenheit
von Glutamin wahrend der 120-min0tigen Lysin-Inkubation verursachte ebenfalls
eine Reduktion der NO-Synthese.
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Abbildung 3.6: Die Reduktion der eNOS-Aktivitat ist nur bei Vorinkubation der
EA.hy926 Zellen in Glutamin vorhanden (RFL-6 Reporterzell-Assay). Versuche
wurden analog Abb. 3.5 durchgefihrt. Die Vorinkubation in 1 mM Arginin (schwarze
Balken) oder 1 mM Lysin (weiBBe Balken) alleine oder in Kombination mit 4 mM Glutamin
(gestreifte Balken) erfolgte fir 0,5 oder 2 Stunden bei 200 U SOD wie angegeben. Die
Werte des zweiten Saulenpaars wurden aus Zellen erhalten, die vor dem Experiment 2
Stunden in Glutamin-freiem DMEM Medium inkubierten. Die Daten der Lysin-inkubierten
Zellen sind als Prozent der Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin
errechnet (100% = 187,7+11,7 pmol/10° Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM
aus 3-6 Einzelversuchen mit je 3 Einzelwerten dar. Die statistische Analyse wurde mit
dem two-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test
durchgefthrt, (***) kenzeichnet P-Wert < 0,001 (*) kennzeichnet P-Wert < 0,01, ns
kennzeichnet P-Werte > 0,05, die als nicht signifikant angesehen werden.

Eine 30-mindtige Inkubation der Zellen in Lysin plus Glutamin verminderte die NO-
Produktion weiter. Jedoch blieb die restliche eNOS-AKktivitat in Lysin oder Lysin
plus Glutamin inkubierten EA.hy926 Zellen Uber 5 aufeinander folgende
Messungen konstant, was auf eine effektive Regeneration des verbleibenden
Arginin-Pools schlieBen lasst (Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Keine weitere Reduktion der eNOS-Aktivitat in partiell depletierten
EA.hy926 Zellen nach wiederholten Messungen (RFL-6 Reporterzell-Assay).
EA.hy926 Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit 1 mM Arginin (schwarze Balken), 1 mM
Lysin (weiBe Balken) oder 1 mM Lysin plus 4 mM Glutamin (gestreifte Balken)
vorinkubiert. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.5 durchgefiihrt, mit dem Unterschied,
dass die gleichen EA.hy926 Zellen 5 mal nacheinander zur NO-Produktion herangezogen
wurden. Nach jedem Transfer wurde frische LL mit den entsprechenden Aminosauren
sowie 0,3 mM IBMX, 20 U/ml SOD und 10 pM Calcium-lonophor A23187 auf die
EA.hy926 Zellen gegeben und nach 2-mindtiger Inkubation auf neue RFL-6 Zellen
transferiert. Die Daten der Lysin- und Lysin-plus-Glutamin-inkubierten Zellen sind als
Prozent der Werte der korrespondierenden in Arginin inkubierten Kontrollzellen errechnet
(100% = 35+2,5 pmol/10® Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3
Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar.
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3.1.1.3.3 Citrullin kann zurick zu Arginin regeneriert werden

Die Reduktion der NO-Produktion nach 30-min(tiger Inkubation in 1 mM Lysin
konnte durch die Gabe von 4 mM Citrullin aufgehoben werden (Abbildung 3.8),
was darauf schlieBen lasst, dass Citrullin nach Depletion des austauschbaren
Arginins durch Lysin der limitierende Faktor ist. Somit scheint ein Teil des nicht-
austauschbaren Arginin-Pool aus dem Recycling von Citrullin zu Arginin zu
bestehen. Die Zugabe von Aspartat, der zweiten fur das Recycling notwendigen
Aminosaure, bewirkte keine Anderung in der eNOS-Aktivitat.
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Abbildung 3.8: Citrullin kann die eNOS-AKktivitdt in partiell depletierten EA.hy926
Endothelzellen wiederherstellen (RFL-6 Reporterzell Assay). EA.hy926 Zellen
wurden far 30 Minuten in LL mit den angegebenen Aminosduren (einzeln oder in
Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Citrullin, 4 mM Aspartat. Die
NO-Messung wurde wie in Abb. 3.5 allerdings mit 200 U/ml SOD durchgefiihrt. Die Daten
sind als Prozent der Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin errechnet
(100% = 94,37+4,5 pmol/10° Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3
Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar. Die statistische Analyse wurde mit dem one-
way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test durchgeflhrt, (**%)
kenzeichnet P-Wert < 0,001, ns kennzeichnet P-Werte > 0,05, die als nicht signifikant
angesehen werden.



3. Ergebnisse 86

Die beiden flir das ,Recycling“ notwendigen Enzyme Argininosuccinat-Synthase
(ASS) und -Lyase (ASL) konnten in EA.hy926 Zellen auf RNA-Ebene
nachgewiesen werden (Abb. 3.9).

ASS ASL

253 bp <«4— 240bp

Abbildung 3.9: Expression der Recyclingenzyme Argininosuccinat-Synthase und —
Lyase in EA.hy926 Zellen (RT-PCR). Die RT-PCR-Amplifikation aus 0,5 pg Gesamt-
RNA (Isolation siehe Kapitel 2.3.2.1) erfolgte jeweils mit den Oligonukleotid-Paaren
hASS.1019ss/hASS.1272as fir Argininosuccinat-Synthase (253 bp Amplikon) und
hASL.266ss/hASL506as flr Argininosuccinat-Lyase (240 bp Amplikon) nach dem
Standard RT-PCR Ansatz (Kapitel 2.3.4). Das RT-PCR Profil (Kapitel 2.3.4) mit einer
Zyklenzahl von 40 erfolgte bei einer Annealing-Temperatur von 60°C.

Abbildung 3.10 zeigt in einer Dinnschichtchromatographie die Umwandlung von
“C-Citrullin in "C-Arginin in intakten EA.hy926 Zellen. Bei der quantitativen
Auswertung (Abb. 3.10 B und C) wird deutlich, dass bei langerer Vorinkubation der
Zellen in 1 mM Lysin die Umwandlung von Citrullin zu Arginin gesteigert wird.
Abbildung 3.10 C zeigt auBerdem im Vergleich zu B, dass bei der Halfte der
Inkubationszeit auch nur etwa die Halfte in Arginin umgewandelt wird. Generell ist
zu beobachten, dass sich mehr Arginin im Uberstand als in den Zellen befindet,
bei steigender Inkubation in Lysin ist das vermehrte Arginin auBerhalb der Zelle zu
finden, was impliziert, dass das aus Citrullin generierte Arginin auch Uber
Transportsysteme aus der Zelle gelangen kann. Die Zugabe von Glutamin
reduziert die Umwandlung von Citrullin in Arginin in intakten Zellen, nicht aber im
Zelllysat (Abbildung 3.10 D). Dies bedeutet, dass Glutamin keine direkte
Hemmung der Recyclingenzyme Argininosuccinat-Synthase und —Lyase bewirkt,
sondern dass diese Hemmung des Recyclings von der Intaktheit der Zellen
abhangig ist.
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Abbildung 3.10: Konversion von 'C-Citrullin zu C-Arginin in EA.hy926 Zellen

(Dinnschichtchromatographie). Abbildung A zeigt ein reprasentatives Bild einer
Auftrennung von *C-Citrullin und C-Arginin mittels Diinnschichtchromatographie. Die
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konfluenten Zellen wurden wie angegeben entweder direkt aus Medium oder nach 30-,
90- oder 120-miniitiger Vorinkubation in 1 mM Lysin fir 60 Minuten in "*C-Citrullin (1-3)
oder 30 Minuten '*C-Citrullin plus 1 mM Lysin (4,5) ohne oder mit 4 mM Glutamin (6)
inkubiert. Es wurden zum einen der Uberstand und zum anderen lysierte Zellen
aufgetragen (siehe Kapitel 2.4.4.). Es ist zu beachten, dass in dieser Abbildung die
3fache Menge Zelllysat im Vergleich zum Uberstand aufgetragen wurde, dies wurde in der
quantitativen Auswertung (Abb. B und C) berlcksichtigt. Das unterschiedliche
Laufverhalten des Citrullins von Uberstand und Lysat resultiert wahrscheinlich aus einer
Interaktion mit anderen Komponenten in Lysat und Uberstand, die das Laufverhalten
beeinflussen (siehe auch Abbildung 2.7). Die Auftragung erfolgte auf Kieselgel-
beschichteten DC-Fertigplatten mit dem Laufmittel Chloroform : Methanol
Ammoniumhydroxid : Wasser (0,5 : 4,5 : 2,0 : 1,0). Abbildung B zeigt die quantitative
Auswertung von 3-4 Einzelexperimenten nach 60-minitiger Inkubation in '*C-Citrullin
nach Vorinkubation in Medium (1, weiB3), 30 min Lysin (2, kariert) und 120 min Lysin (3,
schwarz). Abbildung C stellt die Auswertung aus 3 Einzelexperimenten nach 30-mintiger
Inkubation in "*C-Citrullin plus Lysin nach 90 min Vorinkubation in Lysin (4, schwarz) bzw.
ohne Vorinkubation in Lysin (5, weiB) und die 30-minitige Inkubation in '*C-Citrullin plus
Lysin in Gegenwart von Glutamin (6, gestreift) -ebenfalls ohne Lysin-Vorinkubation- dar.
100% entsprechen dem insgesamt recycelten Arginin nach 60 Minuten Inkubation in "C-
Citrullin ohne Vorinkubation in Lysin (1). Abbildung D repréasentiert einen Kontrollversuch,
in dem die Konversion von "C-Citrullin zu "*C-Arginin nicht in intakten Zellen, sondern im
Zelllysat gemessen wurde.

3.1.1.3.4 Der Austausch von extrazellularem Glutamin gegen intrazellulares
Citrullin wird vermutlich tiber den System N Transporter SN1
vermittelt

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass Glutamin die NO-Produktion
vermindert und Citrullin diese Reduktion wieder aufheben kann. Dies lasst
vermuten, dass extrazellulares Glutamin mdglicherweise Uber einen Plasma-
Membran-Transporter gegen intrazellulares Citrullin ausgetauscht wird. Glutamin
ist Substrat fur eine Reihe von Aminosdure-Transport-Systemen, die durch
Erkennung anderer neutraler und zum Teil auch kationischer Aminosauren
unterschieden werden kénnen (z.B. die Na*-abhdngigen Systeme N, A, B®, B%*
und y*L sowie die Na*-unabhéngigen Systeme L und b®*; Ubersicht: Bode BP,
2001; siehe auch Tabelle 3.1).



3. Ergebnisse 89

Tabelle 3.1: Bekannte Glutamin-Transport-Systeme. Natrium-unabhangige und
—abhangige Systeme mit ihren zurzeit charakterisierten Isoformen. Angegeben sind die
von ihnen transportierten Substrate, BAS: basische Aminosauren, NAS: neutrale
Aminosauren. Einige Isoformen wurden mittels konventioneller RT-PCR auf ihre
Expression in EA.hy926 Endothelzellen getestet (Kapitel 2.3.4, Oligonukleotidsequenzen
Kapitel 2.1.7.1)

System Isoform Substrate Na*- EA.hy926
abh. RT-PCR
L LATH GIn, Leu, Ala, Ser Thr - Nicht getestet
LAT2
RO+ b%*AT GIn, Leu, alle anderen NAS - Keine Expression
+ BAS -
y'L y'LAT1 Gln, Leu, Ala, Ser Thr S - - |
y'LAT2 + BAS v p—
BO-+ ATB* GIn, Leu, alle anderen NAS +  Nicht getestet
+ BAS +
ASC ASCTA1 Ala, Ser, Cys, Thr + Nicht getestet
ASCT2, ATB® GIn, Leu, Ala, Ser, Cys, Asn, Val, Met, +
Thr, Gly
H4-ASCT2 GIn, Ala, Ser, Cys, Asn +
B° B°AT NAS + Nicht getestet
A SAT1/ATA1/GInT  Gin, Ala, Ser, His, Asn, Met, MeAIB + Nicht getestet
SAT2/ATA2/SA1 Wie SAT1 + Pro, Gly +
SAT3/ATA3 Wie SAT1 + Pro, Cys, Thr, Lys +
N SN1/SNAT3 Gin, His, Asn, Ala - - -
SN2/SNAT5 Gin, His, Asn, Gly, Ala, Ser + m

Um herauszufinden, welches dieser Systeme in der Herunterregulation der eNOS-
Aktivitat beteiligt sein kdnnte, haben wir prototypische Substrate fir jedes der in
Frage kommenden Systeme auf eine inhibierende Wirkung der eNOS hin
untersucht. Wie aus Abbildung 3.11 ersichtlich ist, konnte auBer Glutamin (Abb.
3.11 B) auch Histidin (4 mM) nach einer 30-minltigen Inkubation (Abb. 3.11 A)
und mit einem etwas geringeren Effekt auch 20 mM Asparagin (Abb. 3.11 C) eine
Reduktion der NO-Produktion in Lysin-inkubierten Zellen hervorrufen. Diese
Reduktion blieb bei wiederholten Messungen bestehen und konnte durch eine
dann folgende Inkubation in 1 mM Arginin vollstdndig aufgehoben werden.
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Abbildung 3.11: AusschlieBlich Substrate des System N Transporters SN1
induzieren eine Substratdepletion in EA.hy926 Zellen nach 30 min Inkubation (RFL-
6 Reporterzell Assay). EA.hy926 Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit den
angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1
mM Lysin, 4 mM Histidin, 4 mM Glutamin, 20 mM Asparagin. Die NO-Messung wurde wie
in Abb. 3.7 durchgefuhrt, eine anschlieBende 6. und 7. Inkubation zur NO-Produktion
erfolgte statt in Lysin plus Histidin, Glutamin oder Asparagin in 1 mM Arginin. Die Daten
sind als Prozent der Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin errechnet
(100% = 225,1+7,3 pmol/10° Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3
Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar.

Eine 30-mindtige Inkubation in 4 mM MeAIB (Abb. 3.12 A), dem Modellsubstrat fir
System A Transport, oder 4 mM Leucin (Abb. 3.12 B) bewirkt zuséatzlich zur Lysin-
Inkubation keine weitere Einschrankung der NO-Synthese. Auch die Aminosauren
Threonin, Alanin und Serin (alle 4 mM) konnten (z.T. durch wiederholte
Inkubationen) keine Reduktion der NO-Synthese induzieren.



91

3. Ergebnisse

BRI RRRTIRRR
0000000000 %0 %0 2000 00 00 20 %0 %% % %4 %
Radatetetetetetetetetetetetetedetedes

LI

oot e ot otesesetatotototeteses
SoSasasatatatetatetatetatetetetetetes

[%] dnod

Lys

Arg

Leu

Leu

MeAIB

MeAIB

8-10'

I
Arg

0-2'

Il

8-10'

I I
Arg

0-2'

Lys

Ala

Lys

Lys

Arg

Lys

[%] dnod

8-10'

0-2'

8-10'

0-2'

100

[%] dnoo

Lys

Arg

0-2'

keine

induzieren

Transportsysteme
Substratdepletion in EA.hy926 Zellen nach 30 min Inkubation (RFL-6 Reporterzell-

anderer

Substrate

Abbildung 3.12:

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte analog zu Abbildung 3.11 mit 20 U SOD. Die
EA.hy926 Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit den angegebenen Aminosauren (einzeln

Assay).

oder in Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM MeAIB, 4 mM Leucin,
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4 mM Threonin, 4 mM Alanin, 4 mM Serin. Die Inkubation in 4 mM Serin wurde lediglich
in einer 2 mindtigen Inkubation getestet (Mittelwerte £ SEM aus 3 Einzelversuchen in
Duplikaten, 100% = 48,315,0 pmol/106 Zellen).

Die Reduktion der NO-Synthese nach 2-stindiger Inkubation in 4 mM Glutamin
war auch hier bei Wiederholungen der Messung gleich bleibend und konnte in
EA.hy926 Zellen nicht nur durch Arginin, sondern ebenfalls durch Citrullin wieder
aufgehoben werden (Abb. 3.13 A, B). Der gleiche Effekt war ebenso nach
wiederholter Histidin-Inkubation zu sehen (Abb. 3.13 C), auch dieser konnte durch
Citrullin wieder aufgehoben werden. Die Versuche zur Aufhebung dieser
Reduktion sind von Lars Plies durchgefihrt worden.

A B

100+ 100—

50

cGMP [%]
cGMP [%]

Arg Lys Lys Arg Lys Lys Arg Lys Arg Arg Lys Lys Arg Lys Lys Arg Lys Git
Gin Gin Gin Gin
| J | J \ J | J | J | J

0-2' 8-10' 12-14' 0-2' 8-10' 12-14'

|

50

cGMP [%]

Arg Lys Lys Arg Lys Lys Arg Lys Git
His His
| J | J | J
0-2' 8-10' 12-14'

Abbildung 3.13: Substrate des System N Transporters SN1 induzieren eine
Substratdepletion in EA.hy926 Zellen nach 120 min Inkubation (RFL-6 Reporterzell-
Assay). Abbildung A zeigt die NO-Produktion nach 120-minltiger Inkubation in 1 mM
Arginin (schwarz), 1 mM Lysin (weiB) und 1 mM Lysin plus 4 mM Glutamin (kariert). Die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie in Abbildung 3.11 beschrieben (20 U SOD). In einer
6. und 7. Inkubation wurde in der 3. Saule Lysin plus Glutamin durch 1 mM Arginin



3. Ergebnisse 93

ersetzt. Abbildungen B und C zeigen den Versuch wie in A jedoch wurde die 6. und 7.
Inkubation hier in 4 mM Citrullin durchgefiihrt. In Abbildung C wurde die NO-Produktion
nach 120 Minuten Inkubation in 1 mM Lysin plus 4 mM Histidin anstelle von 4 mM
Glutamin gemessen (Mittelwert £+ SEM aus 3 Einzelversuchen in Duplikaten, 100% =
80,13+6,6 pmol/10° Zellen).

Auch eine 120-minutige Inkubation in MeAlIB und Serin (alle 4 mM, Abbildung
3.14) hatte keinen Einfluss auf die Generation von NO. Die Reduktion der NO-
Produktion nach 120 Minuten in Lysin plus Leucin zeigte sich als unspezifisch, da
diese Reduktion auch in Kombination mit Arginin bestehen blieb.
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Abbildung 3.14: Substrate anderer Transportsysteme induzieren keine
Substratdepletion in EA.hy926 Zellen nach 120 min Inkubation (RFL-6 Reporterzell-
Assay). Die Versuchsdurchfihrung erfolgte wie in Abbildung 3.13 C beschrieben (20 U
SOD). EA.hy926 Endothelzellen wurden fir 120 Minuten in LL mit den angegebenen
Aminosauren (einzeln oder in Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM
Leucin, 4 mM MeAIB, 4 mM Serin. (Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen in
Duplikaten, 100% = 228,06+30,19 pmol/10° Zellen). Die statistische Analyse wurde mit
dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test
durchgefihrt, (¥) kennzeichnet P-Wert < 0,05.
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Die Aminosauren, die einen Einfluss auf die eNOS-Aktivitat zeigten, passen zum
Substratprofil des System N Transporters SN1 (vergleiche Tabelle 3.1). Initiale
Experimente mittels konventionaler RT-PCR zeigten eine Expression von SN1 in
EA.hy926 Zellen (Abbildung 3.15 A). Da bisher keine SN1-Expression in
Endothelzellen beschrieben worden war, folgte die Untersuchung durch qRT-PCR.
Leber-RNA wurde zur Kontrolle verwendet, da dieses Organ die hochste SN1-
Expression zeigt. Eine Verdlnnungsreihe mit daraus resultierender Standardreihe
demonstriert die nahezu optimalen PCR-Bedingungen fiir den Nachweis von SN1-
Transkripten (Abbildung 3.15 C): Bei Korrelation der eingesetzten Menge an
Leber-RNA mit den Ct-Werten resultiert daraus eine 100%-ige PCR-Effizienz.
Abbildung 3.15 B lasst den Schluss auf eine moderate SN1-Expression in
EA.hy926 Zellen zu, diese betragt etwa 0,01%. im Vergleich zur extrem starken
Expression des Transporters in der Leber. Im Verhéltnis zu hCAT-1 ist der SN1
zu etwa 2%. exprimiert.
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Abbildung 3.15: Expression des System N Transporters SN1 in EA.hy926 Zellen.
Abbildung A zeigt eine konventionelle RT-PCR-Amplifikation eines 297 bp groBen
Fragments aus dem codierenden Bereich von SN1 mit dem Oligonukleotid-Paar
hSN1.1555ss/hSN1.1851as (Kapitel 2.1.7.1). Leber-RNA wurde als Positv-Kontrolle
mitgefiihrt, da der SN1 Transporter der bedeutendste Glutamin-Transporter in
Hepatozyten ist. Der Standard RT-PCR Ansatz mit 0,5 pg Gesamt-RNA wurde nach dem
Standard RT-PCR Profil mit 40 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 60°C
durchgefihrt (Kapitel 2.3.4). In Abbildung B ist eine reprasentative Amplifikationskurve
von Leber (blau, C; 16,4) und EA.hy926 (rot, C; 33) einer qRT-PCR aus je 0,5 ug
Gesamt-RNA dargestellt (Kapitel 2.3.4.1). Abbildung C demonstriert anhand einer
Verdunnungsreihe mit Leber RNA (0,5 pg bis 0,5 ng in 1:10 Verdinnungen in Duplikaten)
die nahezu optimalen PCR-Bedingungen einer SN1-gRT-PCR mit einem Korrelations-
Koeffizient von 0,998, einer Steigung von -3,315 und der daraus resultierenden PCR-
Effizienz von 100%.

Bisher ist Citrullin nicht als Substrat des System N Transporters SN1 beschrieben,
aufgrund seiner Aminogruppe in der Seitenkette wirde Citrullin aber in das
Substratspektrum des Transporters passen. In Zusammenarbeit mit Stefan Broer
(Canberra, Australien) soll kinftig getestet werden, ob Citrullin als Substrat in
Frage kommt und ob der Transporter als Austauscher von Glutamin oder Histidin
gegen Citrullin fungieren kann.

Um den Austausch von Citrullin gegen Glutamin zu zeigen, wurden die
intrazellularen Aminosaurekonzentrationen in Zellen gemessen, die entweder in
Arginin oder Lysin alleine oder in Lysin in Kombination mit Citrullin oder Glutamin
vorinkubiert worden waren (Abb. 3.16). Nach 30-mindtiger Inkubation in Lysin
plus Citrullin waren signifikant niedrigere Glutamin-Konzentrationen zu messen als
bei Inkubation in Lysin alleine (Abb. 3.16 A). GleichermaBen wiesen Zellen nach
Vorinkubation in Lysin und Glutamin geringere Citrullin-Konzentrationen auf als
Zellen, die in Lysin (oder Arginin) inkubierten (Abb. 3.16 B). Die Citrullin-
Konzentrationen waren allerdings etwa 50fach geringer als die Glutamin-
Konzentrationen und somit bereits am Detektionslimit. Zellen, die 30 Minuten in
Lysin plus Citrullin inkubiert worden waren zeigten etwa 6fach hdhere Arginin-
Konzentrationen als Zellen, die in Lysin alleine oder Lysin plus Glutamin inkubiert
worden waren (Abb. 3.16 C). Diese Daten starken die Hypothese, dass Citrullin
wahrend der 30-mindtigen Lysin-Inkubation der limitierende Faktor flr die Arginin-
Bereitstellung zur NO Produktion war und dass aus Citrullin generiertes Arginin
nicht gegen extrazellulares Lysin ausgetauscht werden kann.
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Abbildung 3.16: Verhaltnis zwischen extra- und intrazellularen Glutamin-, Citrullin-
und Argininkonzentrationen in EA.hy926 Zellen (HPLC). Zwei Tage konfluente
EA.hy926 Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit 1 mM den angegebenen Aminosauren
(Arginin schwarz, Lysin weiB, Lysin plus Citrullin kariert, Lysin plus Glutamin gestreift)
inkubiert. Die Zellen wurden dann dreimal in eiskaltem PBS gewaschen und die
Aminosauren mit 70% Ethanol extrahiert. Die HPLC Analyse der angegebenen
Aminosauren (A: Glutamin, B: Citrullin, C: Arginin) wurde wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben,
durchgefiihrt. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 4-7 Einzelversuchen mit je 2
Einzelwerten dar. Die statistische Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest
mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test durchgefihrt, (**) kenzeichnet P-Wert <
0,01, () kenzeichnet P-Wert < 0,05.
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3.1.1.4 Charakterisierung der zweiten intrazellularen Arginin-Quelle:
Proteinabbau in EA.hy926

Sogar unter Bedingungen, bei denen das austauschbare Arginin durch
extrazellulares Lysin depletiert ist und das Recycling von Citrullin zu Arginin durch
extrazellulare Substrate des System N Transporters SN1 inhibiert ist, kann eine
restliche NO-Produktion von 30-50% in EA.hy926 Zellen beobachtet werden.
AuBer dem Recycling von Citrullin ist kein anderer Biosyntheseweg von Arginin
bekannt. Die einzige weitere Arginin-Quelle kénnte demnach der Abbau von
Proteinen sein. Proteine kénnen sowohl durch das Proteasom, einem zellularen
Multienzymkomplex, in Peptide gespalten werden, aber auch in spezifischen
Organellen, den Lysosomen, degradiert werden. Die entstandenen Peptide
werden von einer Peptidase in die einzelnen Aminosauren gespalten. Das dabei
freigesetzte Arginin kénnte dann als Substrat flr die eNOS verfligbar sein.

3.1.1.4.1 Hemmung des Proteinabbaus flihrt zu einer Reduktion der eNOS-
Aktivitat unter Substratmangel

Tatsé&chlich war die restliche NOS-Aktivitdt nahezu vollstdndig gehemmt, wenn die
Zellen in Lysin, Glutamin und dem so genannten Proteasominhibitor MG132
inkubiert wurden. Diese Hemmung konnte vollstdndig durch extrazellulares
Arginin aufgehoben werden (Abb. 3.17). Dieser Versuch ist geeignet, einen
generellen Abbau von Proteinen zu verhindern. Er unterscheidet jedoch nicht
zwischen proteasomalem oder lysosomalem Abbau, da die als Proteasominhibitor
eingesetzte Substanz MG132 auch lysosomale Enzyme in ihrer Funktion
beeintrachtigen kann. Sowohl im zweiten Teil dieser Arbeit (Substratversorgung
der neuronalen NOS) als auch in der Promotionsarbeit von Susanne Karbach
werden spezifischere Inhibitoren der beiden Abbauwege eingesetzt, um den
Einfluss beider Abbauwege auf die Substratverfligbarkeit fiir NO-Synthasen zu
differenzieren.
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Abbildung 3.17: eNOS Substrat-Depletion durch den Proteasominhibitor MG132 in
EA.hy926 Zellen (RFL-6 Reporterzell-Assay). EA.hy926 Zellen wurden far 30 Minuten
in LL mit den angegebenen Aminosduren (einzeln oder in Kombination) vorinkubiert: 1
mM Arginin (schwarz), 1 mM Lysin plus 4 mM Glutamin (weiB) oder 1 mM Lysin plus 4
mM Glutamin und 1 uM Proteasom-Inhibitor MG132 (kariert). Die NO-Messung wurde
wie in Abb. 3.5 durchgefiihrt, eine anschlieBende 2. und 3. Inkubation zur NO-Produktion
erfolgte statt in Lysin plus Glutamin und MG132 in Arginin und dem Proteasominhibitor
MG132 . Die Daten sind als Prozent der Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in
Arginin errechnet (100% = 19,040+0,751 pmol/10°® Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte
+ SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar. Die statistische Analyse wurde
mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test
durchgefihrt, (***) kenzeichnet P-Wert < 0,001, ns kennzeichnet P-Werte > 0,05, die als
nicht signifikant angesehen werden.
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3.1.1.4.2 Einschrankung der aus Proteinabbau stammenden Substratquelle
durch Depletion der Peptide

Die inhibierende Wirkung von Histidin auf die NO-Synthese kénnte auBer der
Depletion von Citrullin und somit einer Einschrankung des Recyclings in einem
weiteren Mechanismus begrindet liegen: Durch extrazellulares Histidin kdnnen
intrazellulare (argininhaltige) Peptide Uber den Peptid-Histidin-Transporter PHT1
aus der Zelle transportiert werden und somit nicht mehr als Arginin-Quelle
verfugbar sein. Der Transporter hPHT1, der sowohl Histidin als auch Di- und
Tripeptide als Substrate akzeptiert, ist in EA.hy926 Zellen exprimiert, wie die qRT-
PCR in Abbildung 3.18 zeigt. Im Vergleich ist die Expression in Plazenta gezeigt,
dem Gewebe, aus dem der humane Transporter kloniert wurde. Der zweite
Transporter aus dieser Familie, PHT2, konnte in Endothelzellen nicht
nachgewiesen werden. Experimente aus der Promotionsarbeit von Susanne
Karbach zeigen auBerdem, dass extrazellulare, argininhaltige Dipeptide die
Reduktion der NO-Synthese vollstdndig aufheben kénnen und diese Aufhebung
durch Histidin inhibierbar ist. Diese Daten starken unsere Hypothese des
Austausches von extrazellularem Histidin gegen intrazellulare Peptide, der fir den
Transporter PHT1 bisher nicht gezeigt worden war.
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Abbildung 3.18: Expression des Peptid/Histidin-Transporters PHT1 in EA.hy926
Zellen (qRT-PCR). Abbildung A stellt je eine reprasentative Amplifikationskurve des
PHT1 in Plazenta (rote Kreise, Ct 24,4) und EA.hy926 (blaue Kreise, Ct 22,1) dar. Die
Standard RT-PCR-Anséatze mit je 0,5 pg Gesamt-RNA wurden mit dem Standard RT-
PCR-Profil mit 50 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 60°C durchgefihrt (Kapitel
2.3.4). Die Sequenzen der Oligonukleotide hPHT1.1444ss, hPHT1.1525as und
hPHT1.Taqg1 sind in Kapitel 2.1.7 aufgefihrt. Zur Bestimmung der relativen Expression
des Transporters in den Endothelzellen im Vergleich zur Positivkontrolle Plazenta, woraus
der Transporter urspringlich kloniert wurde, musste zusatzlich GAPDH als Haushaltsgen
bestimmt werden (GAPDH.502ss, GAPDH.588as, hGAPDHTaq1). Die Berechnung der
relativen Expression ist Abbildung 3.2 zu entnehmen. Durch die vermehrte Expression in
EA.hy926 (blaue Dreiecke, Ct 14,8) gegeniber Plazenta (rote Dreiecke, Ct 17,8) ergab
sich eine geringere, aber immer noch prominente Expression des PHT in EA.hy926
Endothelzellen (Abbildung B, Mittelwerte + SEM; n=11).

Die Peptid-Transporter PepT1 und PepT2 konnten ebenfalls in EA.hy926
Endothelzellen mittels gRT-PCR detektiert werden, bei Ct-Werten von 28,9
respektive 25,7 fur PepT1 und PepT2 lag die Expression allerdings um den Faktor
120 bzw. Faktor 10 unter der Expression von PHT1 (Daten nicht gezeigt).
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3.1.2 Substratversorgung der eNOS in primaren Endothelzellen (HUVEC)

HUVEC sind primare Endothelzellen aus der Umbilikalvene von humanen
Nabelschniren. Sie exprimieren endogen die endotheliale NOS-Isoform, kénnen
aber nur kurzzeitig (bis zur 3. Passage) kultiviert werden (Galdal et al., 1984), da
sie mit zunehmender Passagierung sehr schnell ihren Endothelzell-Charakter
verlieren. Da diese Versuche sehr viel aufwendiger sind, wurden in der
vorliegenden Arbeit ausschlieBlich einige Schlisselexperimente in HUVEC
durchgefuhrt, um Daten aus der Endothelzelllinie EA.hy926 zu bestétigen.

In HUVEC konnte ebenso wie in EA.hy926 Zellen eine Reduktion der NO-
Synthese um etwa 40% nach 30-mindtiger Inkubation in 1 mM Lysin beobachtet
werden (Abbildung 3.19 B). Die Inkubation der HUVEC’s fiir 120 Minuten in Lysin
hingegen resultierten ebenfalls in einer mit Arginin-inkubierten Zellen
vergleichbaren NO-Produktion (3.19 C, D), d.h. keiner Reduktion der NO-
Synthese und somit keiner Substratdepletion.
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Abbildung 3.19: eNOS-Aktivitat in primaren HUVEC Endothelzellen unterscheidet
sich mit der Dauer der Vorinkubation in 1 mM Lysin (RFL-6 Reporterzell-Assay).
Zwei Tage konfluente HUVEC in 6-Loch-Makroplatten wurden zweimal in LL gewaschen
und far 0,5 (A) oder 2 Stunden (C) in 1 mM Arginin (schwarze Balken) oder 1 mM Lysin
(weiBe Balken) vorinkubiert. Die Versuche wurden anschlieBend wie in Abbildung 3.5
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durchgefihrt, die Messung des cGMP-Gehalts erfolgte im RIA. Ein basaler cGMP-Gehalt
der RFL-6 Zellen von 2,339+0,712 pmol/6-Loch-Makroplatte wurde subtrahiert. In den
Abbildungen B und D sind die Daten der Lysin-inkubierten Zellen als Prozent der Werte
der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin errechnet (B: 100% = 1,784+0,386; C:
0,969+0,124 pmol/6-Loch-Makroplatte). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3-6
Einzelversuchen mit je 3 Einzelwerten dar.

Auffallend hingegen ist eine deutlich geringere absolute NO-Produktion der
Primérzellen (1-2 pmol cGMP/6 Loch-Makroplatte, Abb. 3.19 A, C) gegenliber der
permanenten Endothelzelllinie (~90 pmol cGMP/6 Loch-Makroplatte, Abb. 3.3 A),
was aber aus der geringeren Zellzahl der HUVEC resultiert (die
Proteinbestimmungen differierten um den Faktor ~20). Daraus ergibt sich, dass
die maximale Stimulierbarkeit der Primarzellen sich nicht so gravierend von der
permanenten Zelllinie unterscheidet.

Der System y*-Transporter hCAT-1 wurde in HUVEC im Vergleich zu EA.hy926-
Zellen etwa um den Faktor 25 starker exprimiert (Ct 21,0 vs. 21,7). Bei den
System y*L-Transporter hy"LAT1 und hy"LAT2 betrug die relative Expression
gegenlber hCAT-1 0,7 respektive 0,2 (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.1 Die Konversion von Citrullin zu Arginin stellt eine Arginin-Quelle in
primaren Endothelzellen dar

Analog zu den Resultaten in EA.hy926 Zellen wurde in primdren HUVECs
vermutet, dass eine Konversion des bei der NO-Synthese generierten Citrullins
zurlick zu Arginin durch die Recycling-Enzyme ASS und ASL stattfinden kdnnte.
Dazu wurde im Folgenden untersucht, ob primare Endothelzellen recyceltes
Arginin  zur  NO-Synthese nutzen kénnen und ob die gleichen
Einflussmdéglichkeiten auf diesen Syntheseweg wie bei EA.hy926 Zellen
vorhanden sind.
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3.1.2.1.1 Citrullin kann nur in Kombination mit Aspartat zu Arginin recycelt
werden

Die Reduktion der NO-Synthese unter Substratdepletion durch 30 Minuten
Inkubation in Lysin konnte auch in HUVEC durch Citrullin, allerdings nur in
Kombination mit Aspartat, der zweiten flir das Recycling notwendigen
Aminosaure, aufgehoben werden (Abb. 20).
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Abbildung 3.20: Citrullin kann die eNOS-Aktivitat in partiell depletierten HUVEC
Endothelzellen nur in Kombination mit Aspartat wiederherstellen (RFL-6
Reporterzell-Assay). Zwei Tage konfluente HUVEC in 6 Loch-Makroplatten wurden
nach zweimaligem Waschen in LL fir 30 Minuten in den angegebenen Aminosauren
(einzeln oder in Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Citrullin, 4
mM Aspartat. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.5 durchgefiihrt. Die Balken stellen
Mittelwerte £+ SEM aus 3 Einzelversuchen in Duplikaten dar. Die statistische Analyse
wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-
Test durchgefthrt, (*) kenzeichnet P-Wert < 0,05, ns kennzeichnet P-Werte > 0,05, die
als nicht signifikant angesehen werden.
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3.1.2.1.2 Histidin induziert in HUVEC eine Substratdepletion

Wie bereits in EA.hy926 Zellen beobachtet wurde, induziert Histidin, das sowohl
Substrat des System N Transporters SN1 als auch das des Peptid-Histidin-
Transporters PHT1 ist, nicht aber Leucin oder MeAIlB, eine Reduktion der NO-
Produktion in primaren Endothelzellen (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Histidin, nicht aber Leucin oder MeAIB, induziert eine
Substratdepletion in HUVEC nach 30-miniitiger Inkubation (RFL-6 Reporterzell-
Assay). Zwei Tage konfluente HUVEC in 6 Loch-Makroplatten wurden zwei mal in LL
gewaschen und anschlieBend fir 30 Minuten mit den angegebenen Aminosauren (einzeln
oder in Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Histidin, 4 mM
Leucin, 4 mM MeAIB. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.5 durchgeftihrt. Die Balken
stellen Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen in Duplikaten dar. Die statistische
Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post
hoc-Test durchgefihrt, (**) kenzeichnet P-Wert < 0,01, ns kennzeichnet P-Werte > 0,05,
die als nicht signifikant angesehen werden.
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In gRT-PCR Experimenten konnte die Expression von SN1 nachgewiesen
werden, der eventuell einen Histidin-Citrullin-Austausch bewirken kénnte (Abb.
3.22). Die SN1-Expression in HUVEC war um etwa Faktor 30 starker als in
EA.hy926 Endothelzellen.
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Abbildung 3.22: Expression des System N Transporters SN1 in HUVEC. Abbildung A
zeigt eine konventionelle RT-PCR-Amplifikation eines 297 bp groBen Fragments des SN1
aus Leber, EA.hy926 und HUVEC (Einzelheiten siehe Abb. 3.15 A). In Abbildung B ist
eine reprasentative Amplifikationskurve von Leber (blau, aus 5 ng Gesamt-RNA, Cr 23,5)
und HUVEC (rot, aus 1 ug Gesamt-RNA, Ct 27,6) einer gRT-PCR dargestellt. RT-PCR-
Bedingungen und RT-PCR-Profil sind Kapitel 2.3.4 zu entnehmen. Die Demonstration der
nahezu optimalen PCR-Bedingungen einer SN1-gRT-PCR sind in Abbildung 3.15 C
ersichtlich.
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Ob Proteinabbau ebenfalls eine Rolle spielt, muss durch den Einsatz von
Proteinabbau-Inhibitoren im RFL-6 Reporterzell-Assay kinftig getestet werden.
Der Peptid-Histidin-Transporter PHT1 ist jedoch in HUVEC exprimiert (Abb. 3.23
A, rote Kreise): etwa doppelt so hoch im Vergleich zu EA.hy926 (0,785 vs. 0,304
gegenilber einer Kontrollexpression von 1,0 in Plazenta). Die Expression von
PHT1 in Kombination mit der inhibierenden Wirkung von Histidin I&sst die
Vermutung zu, dass ebenso wie in der permanenten Endothelzelllinie
Proteinabbau als Substratquelle in HUVEC eine Bedeutung haben koénnte.
Erstmals konnte in HUVEC auch der zweite Transporter dieser Familie PHT2
nachgewiesen werden (Abb. 3.23 A, orange Kreise), er wird im Vergleich zum
PHT1 um den Faktor 50 schwacher exprimiert (Ct 22,1 vs. Cr 26,1).
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Abbildung 3.23: Expression verschiedener Peptid-Transporter in HUVEC (qRT-
PCR). Abbildung A stellt je eine reprasentative Amplifikationskurve des Peptid-Histidin-
Transporter PHT1 in Plazenta (rote Karos Ct 24) und HUVEC (rote Kreise, Ct22,1) sowie
des PHT2 in Leber (orange Karos Ct 22,9) und HUVEC (orange Kreise Ct 26,1) dar. Die
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Standard RT-PCR-Anséatze mit je 0,5 pg Gesamt-RNA wurden mit dem Standard RT-
PCR-Profil mit 50 Zyklen bei einer Annealing-Temperatur von 60°C durchgefihrt (Kapitel
2.3.4). Die Sequenzen aller verwendeten Oligonukleotide sind in Kapitel 2.1.7 aufgefthrt.
Abbildung B stellt je eine reprasentative Amplifikationskurve des Peptid-Transporter
PepT1 in Caco-2 (rote Karos C+ 23,6) und HUVEC (rote Kreise, C126,6) sowie des PepT2
in Niere (blaue Karos Ct 22,8) und HUVEC (blaue Kreise Ct 25,4) dar.

Die Peptid-Transporter PepT1 und PepT2 konnten ebenfalls in HUVEC mittels
gRT-PCR detektiert werden (Abb. 3.23 B), bei Cr-Werten von 26,6 (rote Kreise)
respektive 25,4 (blaue Kreise) fur PepT1 und PepT2 lag die Expression um den
Faktor 50 bzw. Faktor 10 unter der des PHT1 und somit vergleichbar mit PHT2.
Zur Positiv-Kontrolle wurde fir PepT1 RNA aus Caco-2 Zellen und fir PepT-2
Nieren-RNA verwendet. Die PCR-Effizienzen der Reaktionen sind Tabelle 9.2 zu
entnehmen.
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3.1.3 Substratversorgung der transfizierten endothelialen NO-Synthase in
ECV-304

ECV304 Zellen, ein Subtyp der Blasenkarzinomzelllinie T-24, besitzt keine
endogene NOS-Aktivitat (Sowa et al., 1999). Diese Zellen wurden von Ursula
Martiné mit dem Konstrukt pcDNA3-bNOSIII stabil transfiziert. Das Konstrukt, in
dem die bovine NOS Il lber EcoRI-Schnittstellen in den pcDNAS3-Vektor
einkloniert wurde, war von William Sessa zur Verfigung gestellt worden (Sessa et
al. 1995). Zur Charakterisierung der eNOS in diesen nicht-endothelialen Zellen
hat Lars Plies innerhalb unserer Arbeitsgruppe eine Promotionsarbeit in
Zusammenarbeit mit mir durchgefiihrt. Daher beschranken sich die Ergebnisse zu
diesem Thema in der vorliegenden Arbeit nur auf die von mir eigens
durchgefuhrten Versuche, mit dem Verweis auf die weiteren Daten von Lars Plies.

Wie in Abbildung 2.24 zu erkennen ist, flhrt eine 30-minutige Inkubation der
Zellen zu einer starkeren Reduktion der NO-Synthese als in Endothelzellen (18%
vs. 60% Restaktivitat).
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Abbildung 3.24: eNOS-Aktivitit in ECV 304 N-llI-2 ist abhangig von der
Argininverfugbarkeit (RFL-6 Reporterzell-Assay). Konfluente ECV N-llI-2 Zellen
wurden nach zweimaligem Waschen in LL fir 30 Minuten in 1 mM Arginin (schwarz) oder
1 mM Lysin (weiB3) vorinkubiert und anschlieBend eine NO-Messung analog zu Abb. 3.5
durchgefihrt. Ein basaler cGMP-Gehalt von 1,933+0,088 wurde subtrahiert. A zeigt die
absoluten cGMP-Werte in pmol/6 Loch-Makroplatte, in B sind die Daten als Prozent der
Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin berechnet (100 % =
18,484+1,708pmol/6 Loch-Makroplatte). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3-6
Einzelversuchen in Duplikaten dar.
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Die Expression von hCAT-1 in ECV-304 Zellen ist vergleichbar mit der in
EA.hy920-Zellen. Die System y*L-Transporter y'LAT1 und y*LAT2 werden nicht
exprimiert.

3.1.3.1 Existiert eine intrazellulare Arginin-Quelle auch in ECV-304

Zur Klarung der Frage, ob die Substratversorgung der eNOS aus Recycling (oder
Proteinabbau) vom endothel-spezifischen Zelltyp abhéngig ist, oder die
endotheliale NOS Zelltyp-unabhangig aus dieser Quelle gespeist werden kann,
wurden die folgenden Versuche durchgefihrt.

3.1.3.1.1 eNOS in ECV 403 Zellen ist abhangig von extrazellulirem Arginin

Mit eNOS transfizierte ECV 304 Zellen waren nicht in der Lage, aus Citrullin
generiertes Arginin zur NO-Synthese zu nutzen (Abb. 3.25). Auch die zuséatzliche
Inkubation in Citrullin plus Aspartat fihrte zu keiner Aufhebung der Reduktion
(Abb. 3.25 A und B). Trotz dieser Ergebnisse konnten die Recyclingenzyme ASS
und ASL auf RNA-Ebene nachgewiesen werden (Abb. 3.25 C) und
Konversionsexperimente (Kapitel 2.4.4) von Lars Plies zeigten eine moderate
Umwandlung (etwa 10% im Vergleich zu EA.hy926) von '“C-Citrullin zu 'C-
Arginin. Der System N Transporter SN1 war in diesen Zellen nicht exprimiert.
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Abbildung 3.25: Citrullin kann die eNOS-Aktivitat in partiell depletierten ECV 304 N-
lll-2-Zellen trotz Expression der Recyclingenzyme ASS und ASL nicht
wiederherstellen (RFL-6 Reporterzell-Assay, RT-PCR). Konfluente ECV N-11I-2 Zellen
wurden nach zweimaligem Waschen in LL fir 30 Minuten in den angegebenen
Aminosauren (einzeln oder in Kombination) vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM
Citrullin, 4 mM Aspartat. Die anschlieBende NO-Messung wurde wie in Abb. 3.5
durchgefiihrt. Ein basaler cGMP-Gehalt von 1,933+0,088 wurde subtrahiert. A zeigt die
absoluten cGMP-Werte in pmol/6 Loch-Makroplatte, in B sind die Daten als Prozent der
Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin berechnet (100 % =
18,484+1,708pmol/6 Loch-Makroplatte). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3
Einzelversuchen in Duplikaten dar. Abbildung C zeigt die RT-PCR-Amplifikation von ASS
und ASL aus 0,5 pug ECV 304 N-llI-2 Gesamt-RNA (Kapitel 2.3.2.1) mit den
Oligonukleotidpaaren hASS.1019ss/hASS.1272as flr Argininosuccinat-Synthase (253 bp
Amplikon) und hASL.266ss/hASL506as fir Argininosuccinat-Lyase (240 bp Amplikon)
nach dem Standard RT-PCR Ansatz (Kapitel 2.3.4). Das RT-PCR Profil (Kapitel 2.3.4)
mit einer Zyklenzahl von 40 erfolgte bei einer Annealing-Temperatur von 60°C.
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3.2 Substratversorgung der neuronalen NO-Synthase (nNOS)

Da in Endothelzellen zwei intrazelluldare Quellen (Proteinabbau und Citrullin-
Regeneration) Arginin als Substrat fur die eNOS zur Verfigung stellen kdnnen,
sollte im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob dies auch bei
neuronalen Zellen der Fall ist. Zur Untersuchung der Substratversorgung der
neuronalen NO-Synthase wurden zwei verschiedene nNOS exprimierende Zellen
untersucht: A673 Neuroepitheliomzellen und TGW-nu-I Neuroblastomzellen.

3.2.1 Substratversorgung der neuronalen NO-Synthase in A673
Neuroepitheliomzellen

In einer anderen Arbeitsgruppe unseres Institutes wurden menschliche Zelllinien
gesucht, die nNOS exprimieren, um sie als Modelle fir nNOS-
Expressionsregulation zu etablieren. Nach einem Screening von tber 20 Zelllinien
wurde unter anderem die Neuroepitheiolmzelllinie A673 als geeignete
menschliche Linie identifiziert, die eine signifikante NnNOS-Expression zeigte
(Boissel et al. 2000). Zur Untersuchung der Substratversorgung der neuronalen
NOS haben wir zunéchst die Neuroblastomzelllinie A673 ausgewahlt und naher
charakterisiert.

3.2.1.1 Nachweis der Expression von hCAT mittels quantitativer real time
RT-PCR (qRT-PCR)

Wie bereits in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben, konnte auch in neuronalen Zellen
Arginin, das Substrat der nNOS, Uber kationische Aminosaure Transporter (CAT)
im Austausch gegen Lysin der Zelle entzogen werden.

Die qRT-PCR-Experimente (Abb 3.26 B) zeigten, dass A673 Zellen 2.030+380
Molekile hCAT-1, 3,7+0,3 hCAT-2A, 296+16 hCAT-2B und 77+3 hCAT-3 pro ng
Gesamt-RNA enthielten. hCAT-1 entsprach demnach etwa 2 pg pro pg Gesamt-
RNA. Ausgehend von der Annahme, dass schatzungsweise etwa 5% der
Gesamt-RNA aus mRNA besteht, wirde demnach hCAT-1 etwa 0,04 %. der
gesamten mRNA-Menge ausmachen, das ist die vierfache Expression im
Vergleich zu EA.hy926. Verglich man die Cr-Werte von GAPDH (15) und hCAT-1
(23), so war GAPDH in A673 Neuroepitheliomzellen um etwa den Faktor 250
starker exprimiert als hCAT-1. In A673 Zellen war der Transporter hCAT-2B ca.
so stark exprimiert, wie in EA.hy926 hCAT-1. Das bedeutete, dass alle CAT-
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Proteine in A673 Zellen weitaus starker exprimiert waren als in den untersuchten
Endothelzellen.
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Abbildung 3.26: Quantitative Auswertung der mit qRT-PCR untersuchten mRNA-
Expression der hCAT-Isoformen 1, 2A, 2B und 3 in A673 Neuroepitheliomzellen.
Abbildung A zeigt die relativen Mengen der verschiedenen CAT-lIsoformen normiert auf
den meist exprimierten Transporter hCAT-1. Nach den RT-PCR Reaktionen (Kapitel
2.3.4.1) der Transporter sowie des Haushaltsgens GAPDH (Oligonukleotide und TagMan
Sonden sind Kapitel 2.1.7 zu entnehmen) wurde zur Normalisierung der Daten der C+-
Wert des Haushaltsgens von dem des entsprechenden Transporters subtrahiert (A Cy).
Nach der Festsetzung des Transporters CAT-1 als ,Kontrollwert® (K) wurde jeweils die
Differenz der Ct-Werte zwischen diesem und den anderen Isoformen (P = Probe)
bestimmt (PACT-KACT). Die relative Expression wurde anschlieBend anhand der Formel
2 (PACTKACT) harechnet. Die Cr-Werte lagen durchschnittlich bei 23 (hCAT-1), 31 (hCAT-
2A), 24,5 (hCAT-2B), 25 (hCAT-3) und 15 (hGAPDH) Zyklen. Abbildung B zeigt zum
Vergleich die absolute Quantifizierung der Ausgangsmolekile pro ng Gesamt-RNA
anhand der entsprechenden Standardreihen aus in vitro Transkripten (Mittelwerte + SEM,;
n=3 in Duplikaten).

Die Transporter y"LAT1 und y*"LAT2 waren im Vergleich zu CAT-1 in A673 Zellen
100- respektive 5 fach schwécher exprimiert (Daten nicht gezeigt).
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3.2.1.2 Vorversuche in A673 zur nNOS-Aktivitat

In Vorversuchen sollte wie bei den Endothelzellen die Spezifitdt der Messung der
nNNOS-Aktivitat verifiziert werden. Hierzu gehérten die Calcium-Abhangigkeit der
Reaktion, die Hemmung der NO-Synthese mit einem NOS-Inhibitor sowie der
Einfluss von Superoxid-Dismutase auf die Halbwertszeit von NO. Die Messung
der Aktivitat erfolgte standardmaBig mit dem RFL-6 Reporterzell-Assay, bei dem
die I6sliche Guanylat-Zyklase der RFL-6 Reporterzellen durch NO aktiviert wurde
und eine zur NO-Menge proportionale cGMP-Menge gebildet wurde, die im RIA
nachgewiesen werden konnte.

3.2.1.2.1 Spezifitat der NO-Messung und nNOS-Expression

In RFL-6 Reporterzell-Experimenten (Abb. 3.27) war erkennbar, dass die
gemessene NO-Produktion in A673 Zellen sowohl Calcium-sensitiv als auch mit
dem NOS-Inhibitor L-NAME hemmbar war. Bei Zugabe des Calcium-lonophors
A23187 wurde ein Calcium-Influx in die Zelle bewirkt und somit das Calcium-
abhangige Enzym aktiviert: Die cGMP-Ausbeute stieg um das 25 fache. Ebenso
konnte mit dem fir alle NOS-Isoformen wirksamen Inhibitor L-NAME die NO-
Produktion auf basale Werte reduziert werden.
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Abbildung 3.27: Calcium-Abhédngigkeit und Hemmbarkeit der neuronalen NO-
Produktion in A673 Zellen. Diese Abbildungen zeigt einen RFL-6 Reporterzell-Assay
(Mittelwerte £ SEM aus 3 Einzelversuchen in Duplikaten) von konfluenten A673 Zellen in
6-Loch Makroplatten. Nach 30-min(tiger Vorinkubation in 1 mM Arginin (1. und 2. Saule)
bzw. 1 mM Lysin (3. Saule) und 20 U/ml SOD wurden die zuvor 2 x mit LL gewaschenen
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Zellen der 2. und 3. Saule far 2 Minuten in Anwesenheit von 1 mM Arginin (2. Saule) bzw.
1 mM Lysin (3. S&ule), 20 U/ml SOD und 0,3 mM IBMX mit 10 uM Calcium-lonophor
A23187 zur NO-Produktion stimuliert. Die Uberstande wurden auf RFL-6 Zellen
transferiert und diese fiir weitere 2 Minuten inkubiert. Die Messung des cGMP-Gehalts
der RFL-6 Zellen erfolgte im RIA. Die 1. Saule zeigt die gleiche Behandlung der Zellen (1
mM Arginin) mit Ausnahme der Stimulation durch A23187. In der 3. Saule wurde die NO-
Produktion durch den Zusatz des NOS-Inhibitors L-NAME (0,1 mM) unterbunden.

gRT-PCR Experimente haben gezeigt, dass ausschlieBlich die neuronale Isoform
der NOS in A673 Zellen exprimiert wurde, weder die endotheliale noch die
induzierbare NOS-Isoform konnte nachgewiesen werden (Abb. 3.28). Mit einem
Cr-Wert von 19,5 fir nNOS im Vergleich zu 15,5 fir GAPDH war die Expression
als sehr hoch anzusehen, GAPDH war nur etwa 30 fach starker exprimiert.
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Abbildung 3.28: Expression der neuronalen NO-Synthase (nNOS) in A673 Zellen.
Diese Abbildung zeigt je eine reprasentative Amplifikationskurve von nNOS (blaue Kreise)
und GAPDH (schwarze Dreiecke) einer qRT-PCR aus je 0,5 ug Gesamt-RNA (Kapitel
2.3.4.1). Zur Amplifikation der nNOS wurde das Oligonukleotid-Paar hnNOS F/hnNOS R
mit der TagMan-Sonde hnNOS TM kombiniert, flir den Nachweis der GAPDH
entsprechend GAPDH.502ss/GAPDH588as und hGAPDHTaqg1, die Sequenzen sind in
Kapitel 2.1.7 aufgefihrt.
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3.2.1.2.2 SOD-Abhangigkeit der NO-Produktion

Die NO-Messung unter optimaler Substratversorgung mit 1 mM Arginin konnte
auch bei A673 Zellen durch Zugabe von 20 oder 200 U des Sauerstoff-
Radikalfangers SOD um jeweils das 2- respektive 3 fache gesteigert werden.
Ebenfalls bewirkte der Einsatz von 1000 U SOD aus bisher noch nicht geklarter
Ursache keine Steigerung der NO-Ausbeute, es wurden vielmehr die gleichen
Werte wie bei keiner Zugabe des Radikalfangers gemessen (Abb. 3.29 A). In den
Experimenten der Abbildungen 3.29 B und C ist erkennbar, dass die NO-Messung
nach Lysin-Inkubation (weiBe Balken) und somit einer Substratdepletion im
Vergleich zur optimalen Substratversorgung mit Arginin (schwarze Balken) nach
30 Minuten (B) bei beiden SOD-Konzentrationen gleichbleibend war, aber nach
120 Minuten (C) durch die Gabe von 200 U SOD leicht gesteigert werden konnte.
Wie im Vergleich der 20 und 200 U Experimente nach 30-mindtiger Inkubation in
Arginin aus Abb. A und B zu erkennen ist, konnte in einigen Versuchen die NO-
Produktion durch 200 U erhéht werden. Im Folgenden wurde daher in den RFL-6
Reporterzell-Experimenten (falls nicht in Ausnahmeféllen anders angegeben) eine
SOD-Konzentration von 200 U/ml verwendet.
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Abbildung 3.29: Abhédngigkeit der NO-Produktion in A673 Neuroepitheliomzellen
von der eingesetzen Menge Superoxid-Dismutase (SOD) (RFL-6 Reporterzell-
Assay). Abbildung A zeigt die NO-Produktion nach 30-minltiger Vorinkubation in LL mit
1 mM Arginin und verschiedenen Konzentrationen SOD: 0, 20, 200 und 1000 U/ml. Nach
der 2-minltigen Stimulation in den gleichen Lésungen mit 10 uM Calcium-lonophor
A23187 und 0,3 mM IBMX wurde der Uberstand auf RFL-6 Reporterzellen transferiert und
diese fur weitere 2 Minuten inkubiert. Die Bestimmung des cGMP-Gehalts erfolgte im RIA
(Kapitel 2.4.2.3). Die prinzipielle Versuchsdurchfihrung in Abbildung B erfolgte wie in A
mit dem Unterschied, dass nur die SOD-Konzentrationen 20 und 200 U/ml eingesetzt
wurden und die Neuroepitheliomzellen fir 30 Minuten entweder in 1 mM Arginin (schwarz)
oder 1 mM Lysin (weiB) inkubiert wurden. Abbildung C zeigt die NO-Produktion analog zu
B nach 120-mindtiger Inkubation in 1 mM Arginin (schwarz) oder 1 mM Lysin (weiB).
(Mittelwerte =+ SEM aus 3 Einzelversuchen in Triplikaten).
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3.2.1.2.3 Einsatz des intrazellularen Sauerstoff-Radikalfangers Tempol

Da bislang nicht umfassend geklart ist, ob der Sauerstoff-Radikalfanger SOD in
die Zelle gelangen kann oder die Wirkung der Substanz lediglich auBerhalb der
Zelle einsetzt, wurde in einem Experiment der intrazellular wirksame Sauerstoff-
Radikalfanger Tempol eingesetzt. Mit steigenden Konzentrationen Tempol (Abb.
3.30, 1 uM bis 1000 pM) konnte zwar die NO-Ausbeute sowohl bei Arginin-
(schwarz) als auch Lysin-inkubierten (weiB3) Zellen verbessert werden, das
optimale Resultat wurde jedoch mit Zugabe von 200 U/ml SOD erreicht: die NO-
Ausbeute konnte um etwa ein Drittel gegentber der héchsten verwendeten
Tempol-Konzentration gesteigert werden. Aufgrund der Resultate scheint der
Einsatz von SOD auszureichen, um die Stabilitdt von NO im RFL-6 Reporterzell-
Assay wahrend der Messung zu gewahrleisten. Die Frage, ob die Substanz SOD
intrazellular (bereits am Syntheseort selbst) wirkt, konnte nicht beantwortet
werden.
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Abbildung 3.30: In A673 Zellen ist unter Zugabe von Superoxid-Dismutase (SOD)
mehr NO messbar, als bei Zugabe des intrazellularen Sauerstoff-Radikalfangers
Tempol (RFL-6 Reporterzell-Assay). Konfluente A673 Zellen in 6-Loch Makroplatten
wurden nach 2maligem Waschen in LL fir 30 Minuten in 1 mM Arginin (schwarz) oder 1
mM Lysin (weiB) mit der angegebenen Menge Tempol (1 bis 1000 uM) oder SOD (200
U/ml) vorinkubiert. Zur NO-Produktion wurde die gleiche LL plus 10 uM Calcium-lonophor
A23187 und 0,3 mM IBMX fir 2 Minuten auf die Zellen gegeben und nach dem Transfer
des Uberstandes auf RFL-6 Reporterzellen wurden auch diese 2 Minuten inkubiert. Die
Messung des cGMP-Gehaltes erfolgte im RIA. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus

pmol cGMP/10© Zellen
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3-6 Einzelversuchen in Triplikaten dar. Ein Basalwert von 2,5 pmol/10° Zellen wurde
subtrahiert.

3.2.1.3 Ist das Recycling von Citrullin zu Arginin ebenfalls eine intrazellulare
Arginin-Quelle fur die nNOS in A673?

Vorherige Daten (Kapitel 3.1.1.3) haben gezeigt, dass eine intrazellulare Arginin-
Quelle in Endothelzellen das Recycling des bei der NO-Synthese entstehenden
Citrullin zurtick zu Arginin ist. Daher wurde von uns postuliert, dass diese Arginin-
Regeneration auch in neuronalen Zellen méglich sein kénnte. Die folgenden
Versuche dienten der Untersuchung dieser Arbeitshypothese in A673 Zellen.

3.2.1.3.1 Keine zeitabhangige Regeneration der nNOS-Aktivitat

Eine Inkubation der A673 Zellen von 0,5 Stunden in 1 mM Lysin (wei3e Balken)
fihrte im Vergleich zu Arginin-inkubierten Zellen (1 mM, schwarze Balken) zu
einer Reduktion der NO-Synthese auf etwa 60% (Abb. 3.31 A). Bei Verlangerung
der Inkubationsdauer in Lysin auf 2 Stunden war zunéchst eine weitere Abnahme
auf 50% messbar, diese NNOS-Restaktivitat blieb auch tber 4 Stunden bestehen.
Ebenso blieb eine konstante nNOS-Restaktivitdt nach 30-minutiger Vorinkubation
in 1 mM Lysin bei 5 aufeinander folgenden Messungen derselben NO-
Produzenten in 5 verschiedenen RFL-6 Zellen erhalten (Abb. 3.31 B). Dies
bedeutete, dass auch in A673 Zellen eine intrazellulare Arginin-Quelle Substrat fur
die nNOS bereitstellen konnte, allerdings war mit zunehmender Inkubationsdauer
unter Substratdepletion keine vollstandige Regeneration der NO-Synthese wie bei
Endothelzellen zu beobachten.
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Abbildung 3.31: Keine weitere Reduktion der NO-Synthese in teilweise depletierten
A673 Zellen bei langeren Inkubationszeiten oder wiederholten Messungen (RFL-6
Reporterzell-Assay). Abbildung A zeigt die cGMP-Produktion in konfluenten A673
Zellen nach Vorinkubation (0,5, 2 und 4 Stunden) in 1 mM Arginin (schwarz) oder 1 mM
Lysin (weiB). Zur NO-Synthese wurden die Zellen 2 Minuten in LL mit der
entsprechenden Aminosaure (je 1 mM), 200 U/ml SOD, 10 puM Calcium-lonophor A23187
und 0,3 mM IBMX inkubiert. Die Uberstéande wurden dann auf RFL-6 Zellen transferiert
und diese fur weitere 2 Minuten inkubiert. Die Messung des cGMP-Gehaltes erfolgte im
RIA. Ein basaler cGMP-Gehalt von 4+0,5 pmol/10°® Zellen wurde subtrahiert. Die Daten
der Lysin-inkubierten Zellen sind als Prozent der Werte der korrespondierenden
Kontrollzellen in Arginin errechnet (100% = 99+10,5 pmol/10® Zellen). In Abbildung B
wurden A673 Zellen fir 30 Minuten in LL mit 1 mM Arginin (schwarz) oder 1 mM Lysin
(weiB) vorinkubiert. Die NO-Messung erfolgte wie in A beschrieben, mit dem Unterschied,
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dass die gleichen A673 Zellen 5-mal nacheinander zur NO-Produktion benutzt wurden.
Nach jedem Transfer wurde die entsprechende Lésung erneut auf die Zellen gegeben und
nach 2-mindtiger Inkubation auf neue RFL-6 Zellen transferiert. Die Daten der Arginin- (2-
10 Minuten) und Lysin-inkubierten Zellen sind als Prozent der Werte der ersten
Kontrollzellen in Arginin errechnet (100% = 192+25,2 pmol/10° Zellen). Die Balken stellen
Mittelwerte £+ SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 3 Einzelwerten dar. Die statistische
Analyse wurde mit dem two-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post
hoc-Test durchgeflhrt, (***) kennzeichnet P-Wert < 0,001.

3.2.1.3.2 Aus Citrullin regeneriertes Arginin kann nicht zur NO-Synthese
genutzt werden

HPLC-Experimente machten deutlich, dass A673 Zellen in der Lage sind, aus
Citrullin Arginin zu generieren. Aus HPLC-Daten, die in Abb. 3.32 A dargestellt
sind, war ersichtlich, dass nach 30-mindtiger Inkubation der Zellen in Lysin plus
Citrullin im Vergleich zu Lysin-inkubierten Zellen eine Verdreifachung der
intrazellularen Argininkonzentration (0,324+0,084 mM vs. 0,110+0,016 mM)
erfolgte. Die Inkubation der Zellen in Lysin plus Glutamin hatte keinen Einfluss auf
die intrazelluldren Argininkonzentrationen.

Ergebnisse aus Endothelzellen lieBen einen Austausch von Glutamin gegen
Citrullin vermuten, der tber den System N Transporter SN1 stattfinden sollte. In
A673 Zellen konnte zumindest ein Austausch von extrazellularem Glutamin gegen
intrazellulares Citrullin gezeigt werden (Abb. 3.32 B), die Citrullinkonzentrationen
wurden bei einer 30-mindtigen Inkubation in Lysin plus Glutamin im Vergleich zur
Inkubation in Lysin alleine um etwa 75% reduziert (2,8+1,4 uM vs. 12,0+£6,1 uM).
Allerdings konnte bei einer Inkubation der Zellen in Lysin plus Citrullin keine
Abnahme der intrazellularen Glutaminkonzentrationen gemessen werden, diese
lagen aber auch bedeutend héher (Abb. 3.32 C).
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Abbildung 3.32: Verhaltnis zwischen extra- und intrazellularen Glutamin-, Citrullin-
und Argininkonzentrationen in A673 Zellen (HPLC). Konfluente A673 Zellen wurden
fir 30 Minuten in LL mit 1 mM der angegebenen Aminosauren (Arginin schwarz, Lysin

weiB, Lysin plus Glutamin gestreift, Lysin plus Citrullin kariert) inkubiert.

Die Zellen

wurden dann dreimal in eiskaltem PBS gewaschen und die Aminoséauren mit 70% Ethanol
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extrahiert. Die HPLC Analyse der angegebenen Aminosauren (A: Arginin, B: Citrullin, C:
Glutamin) wurde, wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, durchgefiihrt. Die Balken stellen
Mittelwerte + SEM aus 4-7 Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar. Die statistische
Analyse erfolgte mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni
post hoc-Test.

Der Transporter SN1 war in A673 Zellen um den Faktor 10 starker exprimiert, als
in EA.hy926 Endothelzellen (Ct 30,2 in A673 Abb. 3.33 vs Ct1 33 in EA.hy926 Abb.
3.15).

1000 1000
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Abbildung 3.33: Expression des System N Transporters SN1 in A673 Zellen (qRT-
PCR). In dieser Abbildung ist eine reprasentative Amplifikationskurve von Leber (blau, Ct
19,2) und A673 (rot, Cr 30,2) einer qRT-PCR aus je 0,5 pg Gesamt-RNA dargestellt
(Kapitel 2.3.4.1). Die Amplifikation des 136 bp groBen Fragments erfolgte mit dem
Oligonukleotid-Paar hSN1.625ss und hSN1.760as, zur spezifischen Detektion wurde die
TagMan Sonde hSN1.Tag1 eingesetzt.

Aus Recyclingexperimenten mit A673 und EA.hy926 Zellen in Medium ging
hervor, dass beide Zelltypen im gleichen Umfang Citrullin zu Arginin umsetzen
konnten (Abb. 3.34 A und B), dabei war jeweils mehr als die Halfte dieses Arginins
im Uberstand (Abb. 3.34 B, graue Balken) zu finden. Auch in A673 Zellen hemmte
Glutamin die Regeneration von Arginin aus Citrullin in intakten Zellen (Abb. 3.34
C).
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Abbildung 3.34: Konversion von *C-Citrullin zu "*C-Arginin in A673 und EA.hy926

Zellen im Vergleich (Diunnschichtchromatographie). Abbildung A zeigt ein
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reprasentatives Bild einer Auftrennung von 'C-Citrullin und 'C-Arginin mittels
Ddnnschichtchromatographie. Die konfluenten Zellen wurden wie angegeben entweder
direkt aus Medium oder nach 30- oder 120-min0tiger Vorinkubation in 1 mM Lysin fir 60
Minuten in **C-Citrullin inkubiert. Es wurden zum einen Uberstand direkt aufgetragen und
zum anderen lysiertes Zelllysat (siehe Kapitel 2.4.4.). Das unterschiedliche Laufverhalten
des Citrullins von Uberstand und Lysat resultierte wahrscheinlich aus einer Interaktion mit
anderen Komponenten in Lysat und Uberstand, die das Laufverhalten beeinflussten
(siehe auch Abbildung 2.7). Die Auftragung erfolgte auf Kieselgel-beschichteten DC-
Fertigplatten mit dem Laufmittel Chloroform : Methanol : Ammoniumhydroxid : Wasser
(0,5 : 45 : 2,0 : 1,0). Abbildung B =zeigt die quantitative Auswertung des
Einzelexperimentes aus A nach 60-miniitiger Inkubation in '*C-Citrullin nach
Vorinkubation in Medium: Die 'C-Arginin-Spots des Uberstandes (grau), des Lysates
(weiB) und des Gesamten (schwarz) wurden densitometrisch mit dem Phospho-Imager
ausgewertet und als Prozent des Gesamtwertes aus EA.hy926 Zellen dargestellt.
Abbildung C stellt die Auswertung des recycelten Arginins in A673 Zellen von Uberstand,
Zellen und Gesamt aus 4 Einzelexperimenten (Mittelwert + SEM) nach 30 min Inkubation
in "C-Citrullin plus Lysin (weiB) und Lysin plus Glutamin (gestreift) dar. Die Daten sind
als Prozent der Werte des Gesamt-recycelten Arginins in Lysin errechnet.

Bei der Messung von bioaktivem NO in A673 Zellen konnte die NO-Produktion
jedoch weder mit Citrullin (mit oder ohne Zugabe von Aspartat) gesteigert, noch
durch Glutamin gehemmt werden (Abb. 3.35), eine 30-mindtige Inkubation der
Zellen in Lysin plus Citrullin oder Glutamin zeigte keine Anderung der cGMP-
Spiegel im Vergleich zu Lysin-inkubierten Zellen. Dies bedeutete, dass A673
Zellen zwar in der Lage waren, Citrullin zu Arginin zu recyceln, dieses Arginin
schien jedoch der nNOS nicht als Substrat zur Verfligung zu stehen.
Dementsprechend konnte der nachgewiesene Austausch von extrazellularem
Glutamin gegen intrazellulares Citrullin auch keinen Einfluss auf die NO-
Produktion bewirken.
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Abbildung 3.35: Citrullin ist nicht in der Lage, die Reduktion der NO-Synthese in
A673 Zellen wieder aufzuheben, Glutamin hat ebenfalls keinen Einfluss auf die NO-
Produktion in diesen Zellen (RFL-6 Reporterzell Assay). A673 Zellen wurden fur 30
Minuten in LL mit den angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) und 200
U SOD vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Citrullin, 4 mM Aspartat, 4 mM
Glutamin. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.31 A durchgefiihrt, die Messung des
cGMP-Gehaltes erfolgte im RIA. Die Daten sind als Prozent der Werte der
korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin errechnet (100% = 174,7£15,4 pmoI/106
Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 2
Einzelwerten dar.

Die einzige der untersuchten Aminosauren, die einen Einfluss auf die NO-
Produktion in A673 Zellen hatte, ist Histidin (Abb. 3.36): Sie verminderte die NO-
Synthese im Vergleich zu Lysin-inkubierten Zellen drastisch von etwa 75 auf 10%.
Alle weiteren Aminoséauren (Glutamin, Alanin, Serin, Threonin, Asparagin, Leucin,
Aspartat, alle 4 mM) oder Modellsubstrate von Glutamin-Transportsystemen
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(MeAlIB, BCH, je 4 mM) waren nicht in der Lage, eine verminderte nNOS-Aktivitat
zu bewirken.
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Abbildung 3.36: AusschlieBlich Histidin reduziert die NO-Produktion in A673 Zellen
(RFL-6 Reporterzell Assay). A673 Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit den
angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) vorinkubiert: Arginin, Lysin (je 1
mM), Histidin, Glutamin, Alanin, Serin, Threonin, Asparagin, Leucin, MeAIB, BCH,
Aspartat (alle 4 mM). Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.31 A (allerdings statt in 6-
Loch Makroplatten in 24-Loch Platten) durchgefiihrt, die Messung des cGMP-Gehaltes
erfolgte im RIA. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen dar. Die
statistische Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem
Bonferroni post hoc-Test durchgefiihrt, (*) kennzeichnet P-Wert < 0,05.

Da extrazellulares Histidin Uber den System N Transporter SN1 ebenso wie in
Endothelzellen einen Austausch gegen intrazelluldres Citrullin bewirken kdnnte,
dieses aber aufgrund der oben aufgeflhrten Grinde keinen Einfluss auf die NO-
Produktion haben kann, scheint die Wirkung von Histidin in diesem Zelltyp analog
zu Endothelzellen in der Depletion von Peptiden aus Proteinabbau Uber den
Peptid-Histidin-Transporter PHT1 begriindet zu sein. Inwieweit Proteinabbau als
Substratquelle fiir die neuronale NOS in A673 Zellen eine Rolle spielt, wird im
folgenden Kapitel ndher charakterisiert.
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3.2.1.4 In A673 Neuroepitheliomzellen stellt der Proteinabbau die einzige
intrazellularen Arginin-Quelle fiir die nNOS dar

Da A673 Zellen zwar prinzipiell in der Lage waren, aus Citrullin zu Arginin
herzustellen, dieses aber nicht als Substrat fiir die nNOS genutzt werden konnte,
blieb als einzige Mdéglichkeit die nNOS-Restaktivitat unter Substratdepletion durch
Lysin mit Proteinabbau zu erklaren.

Unter Bedingungen, bei denen das austauschbare Arginin durch extrazellulares
Lysin depletiert wurde, konnte eine restliche NO-Produktion von 50-75% in A673
Zellen beobachtet werden. Die einzige Arginin-Quelle kénnte demnach der Abbau
von Proteinen durch das Proteasom oder die Lysosomen sein. Die entstandenen
Peptide wirden wie in Endothelzellen von einer Peptidase in die einzelnen
Aminosauren gespalten und das dabei freigesetzte Arginin als Substrat flr die
NNOS verflgbar.

3.2.1.4.1 Hemmung des Proteinabbaus flihrt zur Reduktion der nNOS-
Aktivitat

Die unter Lysin-Inkubation verbleibende nNOS-Aktivitdt konnte in der Tat durch
Inkubation der Zellen in Lysin (1 mM) und dem so genannten Proteasominhibitor
MG132 (1 pM) auf 10% reduziert werden. Diese Hemmung konnte nahezu
vollstandig durch extrazellulares Arginin wieder aufgehoben werden (Abb. 3.37).
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Abbildung 3.37: Der Proteasominhibitor MG132 hemmt die neuronale NO-
Produktion in A673 Zellen (RFL-6 Reporterzell-Assay). A673 Zellen wurden fir 30
Minuten in LL mit den angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) bei 20
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U/ml SOD vorinkubiert: 1 mM Arginin (schwarz), 1 mM Lysin (weiB) oder 1 mM Lysin plus
1 UM Proteasom-Inhibitor MG132 (kariert). Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.31 A
durchgeflhrt, eine anschlieBende 2. und 3. Inkubation zur NO-Produktion erfolgte statt in
Lysin plus MG132 in Arginin und dem Proteasominhibitor. Die Daten sind als Prozent der
Werte der korrespondierenden Kontrollzellen in Arginin errechnet (100%= 31,5%+1,7
pmol/10® Zellen). Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 2
Einzelwerten dar. Die statistische Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest
mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test durchgefiihrt, (***) kennzeichnet P-Wert <
0,001, (** kennzeichnet P-Wert < 0,01, ns kennzeichnet P-Werte > 0,05, die als nicht
signifikant angesehen werden.

Da der Proteasominhibitor MG 132 nicht nur das Proteasom hemmt, sondern auch
lysosomale Enzyme in ihrer Funktion beeintrachtigen kann, sollte durch den
Einsatz von spezifischeren Substanzen zwischen proteasomalem und
lysosomalem Abbau unterschieden werden und damit der Einfluss beider
Abbauwege auf die Substratverfligbarkeit fir NO-Synthasen differenziert werden.
Wie im Experiment aus Abb. 3.38 ersichtlich ist, fUhrte ausschlieBlich die
Kombination des lysosomalen Inhibitors E64-d (20 uM) mit dem proteasomalen
Inhibitor Epoxomicin (1 uM) zu einer Reduktion der NO-Synthese, die sich nicht
signifikant von der Reduktion durch die Substanz MG132 unterscheidet.
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Abbildung 3.38: Einfluss von lysosomalem und proteasomalem Proteinabbau in
A673 Zellen (RFL-6 Reporterzell-Assay). In dieser Abbildung wurde im Vergleich zur
(als Proteasominhibitor bekannten, aber nicht spezifischen) Substanz MG132 die
spezifischeren Inhibitoren Epoxomicin (1 puM, Proteasom) und E64-d (20 uM, Lysosom)
einzeln und in Kombination eingesetzt. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.31 A
(allerdings statt in 6-Loch Makroplatten in 24-Loch Platten) durchgefihrt, die Messung des
cGMP-Gehaltes erfolgte im RIA. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM aus 3-4
Einzelversuchen mit Einzelwerten dar. Die statistische Analyse wurde mit dem one-way
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ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post hoc-Test durchgefihrt, ns
kennzeichnet P-Werte > 0,05, die als nicht signifikant angesehen werden.

Beide Inhibitoren fur sich bewirkten keine Hemmung der nNOS-Aktivitat, da der
jeweils zweite Abbauweg dies zu kompensieren scheint. Ergebnisse aus der
Dissertation von Susanne Karbach bestatigen diese Hypothese in EA.hy926
Endothelzellen. Als Alternative zum lysosomalen Inhibitor E64-d kann 1 pM
Chloroquin verwendet werden.

3.2.1.4.2 Der Peptid-Histidin-Transporter PHT1 ist in A673 Zellen exprimiert

Die Feststellung, dass Histidin als einzige getestete Aminosaure die NO-
Produktion hemmen kann (Abb.3.36), kombiniert mit der Tatsache, dass die
NNOS-Aktivitdt unter Substratdepletion durch Lysin nur durch Proteinabbau zu
einem Teil aufrecht erhalten werden kann, lasst vermuten, dass analog zu
Endothelzellen, Histidin die Depletion der Peptide verursacht. Das extrazellulare
Histidin wlrde gegen intrazellulare (argininhaltige-) Peptiden ausgetauscht, die
beim Abbau von Proteinen durch das Proteasom und die Lysosomen entstehen.
Der einzige bis heute bekannte Transporter, der sowohl Histidin als auch Di- und
Tripeptide als Substrate akzeptiert, ist der noch sehr wenig charakterisierte Peptid-
Histidin-Transporter PHT1. Er war in A673 Neuroepitheliomzellen doppelt so hoch
exprimiert wie in Plazenta (Abb. 3.39), dem Gewebe, aus dem er urspringlich
kloniert worden war. Der Nachweis, dass PHT1 tatsachlich als Histidin-Peptid-
Austauscher fungiert, muss allerdings noch erbracht werden. Der zweite
Transporter dieser Familie, PHT2, konnte nicht detektiert werden. Die Peptid-
Transporter PepT1 und PepT2 konnten ebenfalls in A673 Zellen mittels gRT-PCR
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Mit Ct-Werten von 28,6 und 24,6 sind sie
jedoch gegeniber PHT1 (Cr 22,1) um den Faktor 100 bzw. 10 schwacher
exprimiert.
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Abbildung 3.39: Expression des Peptid/Histidin-Transporters PHT1 in A673 Zellen
(qRT-PCR). Abbildung A stellt je eine reprasentative Amplifikationskurve des PHT1 in
Plazenta (rote Kreise, Ct 24,4) und A673 (blaue Kreise, Ct 22,1) dar. Die Standard RT-
PCR-Anséatze mit je 0,5 ug Gesamt-RNA wurden mit dem Standard RT-PCR-Profil mit 50
Zyklen bei einer ,Annealing“-Temperatur von 60°C durchgefihrt (Kapitel 2.3.4). Die
Sequenzen der Oligonukleotide hPHT1.1444ss, hPHT1.1525as und hPHT1.Tag1 sind in
Kapitel 2.1.7 aufgefihrt. Zur Bestimmung der relativen Expression des Transporters in
den Neuroepitheliomzellen im Vergleich zur Positivkontrolle Plazenta, woraus der
Transporter urspringlich kloniert wurde, musste zuséatzlich GAPDH (blaue und rote
Dreiecke) als Haushaltsgen bestimmt werden (GAPDH.502ss, GAPDH.588as,
hGAPDHTaq1). Abbildung B zeigt die relativen Expression in A673 Zellen im Vergleich
zu Plazenta. Die Berechnung ist Abbildung 3.2 zu entnehmen. (Mittelwerte + SEM,;
n=10).

Da der Transporter PHT1 auch in der lysosomalen Membran lokalisiert sein
kénnte, wurde im folgenden Experiment ausgeschlossen, dass Histidin einen
Einfluss nicht an der lysosomalen, sondern an der auBeren Zellmembran hatte.
Die Kombination von Histidin mit dem spezifischen Inhibitor des lysosomalen
Proteinabbaus E64-d zeigte, dass Histidin auch in Anwesenheit von E64-d seine
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Hemmung der NO-Produktion beibehélt (Abb. 3.40). Dies bedeutete, dass
Peptide aus proteasomalem Abbau weiter tGber die Zellmembran depletiert wurden
(Peptide aus Lysosomen sind durch den Inhibitor E64-d unterbunden). Ein
weiterer Hinweis, dass Histidin nicht am Lysosom wirken kann, ist der, dass
Histidin die Peptide dann vermehrt aus dem Lysosom ins Cytosol transportieren
wirde und somit die nNOS mit Substrat versorgen kdénnte. Wenn Histidin jedoch
am Transporter an der Zellmembran eingreift, wirden die Peptide in den
Extrazellularraum geschleust und somit der nNOS entzogen.

34

2
©
o
L
§ 2
-
<
N
o
=
S
o 1
°
£
o
ol 222222
Arg Lys Lys
E64-d E64-d

His

Abbildung 3.40: Einfluss von Histidin am PHT1 in der Zellmembran und nicht in der
lysosomalen Membran in A673 Zellen (RFL-6 Reporterzell-Assay). A673 Zellen
wurden far 30 Minuten in Arginin oder Lysin (je 1 mM) und dem lysosomalen Inhibitor
E64-d (20 uM) mit und ohne Histidin (4 mM) in den oben angegebenen Kombinationen
inkubiert. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.31 A (allerdings statt in 6-Loch
Makroplatten in 24-Loch Platten) durchgefihrt, die Messung des cGMP-Gehaltes erfolgte
im RIA. Die Balken stellen Mittelwerte £ SEM aus 3 Einzelversuchen mit Einzelwerten
dar.

Messungen der Argininkonzentrationen aus Uberstdnden von 10 cm-
Zellkulturschalen sind in Abb. 3.41 dargestellt. Nach Inkubation mit dem
Proteinabbau-Inhibitor MG132 wurde eine deutlich verringerte extrazellulare
Argininkonzentration im Vergleich zu Lysin-inkubierten Zellen gemessen. Citrullin
konnte diese Reduktion unter Hemmung des Proteinabbauweges aufheben, wie
aber bereits aus Abb. 3.35 ersichtlich ist, konnten A673-Zellen dieses aus
Recycling stammende Arginin nicht zur NO-Synthese nutzen.
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Abbildung 3.41: MG132, ein Inhibitor des Proteinabbaus, reduziert die extrazellular
messbaren Arginin-Konzentrationen aus A673 Zellen, Citrullin kann diese
Reduktion wieder aufheben (HPLC). Konfluente A673 Zellen in 10 cm Zellkulturschalen
wurden 2-mal in LL gewaschen und eine halbe Stunde in LL mit 1 mM Lysin inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur eine weitere halbe Stunde in 1 mM Lysin mit oder
ohne 1 uM MG132 inkubiert, letztere zuséatzlich mit Citrullin oder Glutamin (je 4 mM). Das
Medium wurde jeweils alle 15 Minuten erneuert. AnschlieBend erfolgte eine 15-minltige
Inkubation in den angegebenen Aminoséuren (1 mM) mit oder ohne 1 uM MG132. Die
Uberstande (2 ml) wurden abgenommen, mit 30 nmol SDMA als internem Standard
versetzt und einer HPLC-Analyse unterzogen.
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3.2.2 Substratversorgung der neuronalen NO-Synthase in TGW-nu-I
Neuroblastomzellen

TGW-nu-I Zellen, isoliert aus einem humanen Neuroblastom, sind bekannt fir ihre
relativ hohe Expression von nNOS mRNA und Protein, die vergleichbar ist mit
dem nNOS-reichem Cerebellum (Fujisawa H et al., 1994). Da es sich bei diesen
Zellen um einen Zelltyp handelt, der nativen Neuronen &hnlicher ist als A673
Neuroepitheliomzellen, wurden mit ihnen einige Kernexperimente zur
Substratversorgung der nNOS durchgefiihrt.  Die nNOS-Aktivitdt war jedoch
deutlich geringer als in A673 Zellen und daher schwerer messbar.

3.2.2.1 Vorversuche in TGW-nu-l zur nNOS-Aktivitat

In Vorversuchen im RFL-6 Reporterzell-Assay sollte wie in A673 Zellen die
Spezifitat der Messung der nNOS-Aktivitat sichergestellt werden durch
Uberpriifung der Calcium-Abhangigkeit der Reaktion sowie deren Hemmung mit
einem NOS-Inhibitor.

3.2.2.1.1 Spezifitat der NO-Messung

Die in RFL-6 Reporterzell-Experimenten (Abb. 3.42) gemessene NO-Produktion in
TGW-nu-I Zellen war sowohl Calcium-sensitiv als auch mit dem NOS-Inhibitor L-
NAME hemmbar.

Bei Zugabe des Calcium-lonophors A23187 stieg die cGMP-Ausbeute um das 3-4
fache. Diese Steigerung konnte durch den NOS-Inhibitor L-NAME auf basale
Werte reduziert werden.
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Abbildung 3.42: Calcium-Abhéangigkeit und Hemmbarkeit der neuronalen NO-
Produktion in TGW-nu-l Zellen. Diese Abbildungen zeigt einen RFL-6 Reporterzell-
Assay (Mittelwerte £ SEM aus 2 Einzelversuchen in Duplikaten) von konfluenten TGW-nu-
| Zellen in 6-Loch Makroplatten. Nach 30-minttiger Vorinkubation in 1 mM Arginin (1. und
2. Saule) bzw. 1 mM Lysin (3. Saule) und 20 U/ml SOD wurden die zuvor 2 x mit LL
gewaschenen Zellen der 2. und 3. S&ule fur 2 Minuten in Anwesenheit von 1 mM Arginin
(2. Saule) bzw. 1 mM Lysin (3. Saule), 20 U/ml SOD und 0,3 mM IBMX mit 10 pM
Calcium-lonophor A23187 zur NO-Produktion stimuliert. Die Uberstéande wurden auf
RFL-6 Zellen transferiert und diese fir weitere 2 Minuten inkubiert. Die Messung des
cGMP-Gehalts der RFL-6 Zellen erfolgte im RIA. Die 1. S&ule zeigt die gleiche
Behandlung der Zellen (1 mM Arginin) mit Ausnahme der Stimulation durch A23187. In
der 3. Saule wurde die NO-Produktion durch den Zusatz des NOS-Inhibitors L-NAME (0,1
mM) unterbunden.
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3.2.2.2 TGW-nu-l Zellen kdnnen aus Citrullin regeneriertes Arginin zur NO-
Synthese nutzen

Eine Inkubation der Zellen in 1 mM Lysin (Abb. 3.43, weiBBe Balken) Uber einen
Zeitraum von 30 Minuten flhrte zu einer Abnahme der NO-Produktion auf etwa
25% im Vergleich zu Arginin-inkubierten Zellen (schwarze Balken). Leider
konnten die TGW-nu-I nicht Gber langere Zeitrdume in LL inkubiert werden, da die
Zellen dann abstarben.

Nach Zugabe von 4 mM Citrullin konnte die Reduktion der NO-Synthese
signifikant vermindert werden (karierte Balken), was impliziert, dass die TGW
Zellen wie die A673 Neuroepitheliomzellen in der Lage waren, Citrullin zu Arginin
zu recyceln im Gegensatz zu diesen das gebildete Arginin aber fur die NO-
Synthese nutzen konnten. Erstaunlicherweise war dies bei der Kombination der
beiden flr das Recycling notwendigen Aminosauren Citrullin und Aspartat nicht
der Fall.
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Abbildung 3.43: Citrullin alleine, aber nicht in Kombination mit Aspartat ist in der
Lage, die Reduktion der NO-Synthese in TGW-nu-I Zellen wieder aufzuheben (RFL-6
Reporterzell Assay). TGW-nu-l Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit den
angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) und 20 U SOD vorinkubiert: 1
mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Citrullin, 4 mM Aspartat. Die NO-Messung wurde wie in
Abb. 3.31 A durchgefiihrt, die Messung des cGMP-Gehaltes erfolgte im RIA. Die Balken
stellen Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar. Die
statistische Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem
Bonferroni post hoc-Test durchgefiihrt, (*) kennzeichnet P-Wert < 0,05, ns kennzeichnet
P-Werte > 0,05, die als nicht signifikant angesehen werden.
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3.2.2.2.1 Trotz moderater Expression des System N Transporters SN1 kann
Glutamin die NO-Synthese in TGW-nu-I nicht zuséatzlich
beeinflussen

Da Citrullin die NO-Produktion in TGW-nu-l steigern konnte, war zu vermuten,
dass analog zu Endothelzellen eine Hemmung des Recyclingweges durch
Glutamin mdoglich sein wirde, da intrazelluldres Citrullin durch extrazelluléres
Glutamin ausgetauscht werden wirde. Wie im RFL-6 Reporterzell-Assay in Abb.
3.44 zu erkennen ist, hatte Glutamin (gestreifte Balken) jedoch keinen
zusatzlichen Einfluss auf die NO-Produktion in TGW-nu-I Zellen.
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Abbildung 3.44: Glutamin hat keinen Einfluss auf die NO-Synthese in TGW-nu-I
Zellen (RFL-6 Reporterzell Assay). TGW-nu-l Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit
den angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) und 20 U SOD
vorinkubiert: 1 mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Glutamin. Die NO-Messung wurde wie in
Abb. 3.31 A durchgefiihrt, die Messung des cGMP-Gehaltes erfolgte im RIA. Die Balken
stellen Mittelwerte + SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar. Die
statistische Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem
Bonferroni post hoc-Test durchgefihrt ns kennzeichnet P-Werte > 0,05, die als nicht
signifikant angesehen werden.
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Dies konnte durch die fehlende Expression des putativen Glutamin-Citrullin-
Austauschers SN1 zu erklaren sein, doch qRT-PCR-Experimente zeigten eine
moderate Expression in TGW-nu-l, die 5 fach starker war als in EA.hy 926
Endothelzellen (Abb. 3.45), sodass eher eine starkere Wirkung von Glutamin zu
erwarten ware.
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Abbildung 3.45: Expression des System N Transporters SN1 in TGW-nu-l Zellen
(qRT-PCR). In dieser Abbildung ist eine reprasentative Amplifikationskurve einer qRT-
PCR dargestellt mit je 0,5 ug Gesamt-RNA aus Leber (blau, Cr 17,7) und TGW-nu-I (rot,
Cr 27,3) (Kapitel 2.3.4.1). Die Amplifikation des 136 bp groBen Fragments erfolgte mit
dem Oligonukleotid-Paar hSN1.625ss und hSN1.760as, zur spezifischen Detektion wurde
die TagMan Sonde hSN1.Taqg1 eingesetzt.
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3.2.2.3 In TGW-nu-l Neuroblastomzellen stellt der Proteinabbau eine weitere
intrazellularen Arginin-Quelle fiir die nNOS dar

Die unter Lysin-Inkubation verbleibende 25% nNOS-Aktivitdt konnte durch den
Einsatz der Aminosaure Histidin (4 mM) vollstandig gehemmt werden (Abb. 3.46).
Unserer Hypothese zufolge misste diese Restaktivitat aus Proteinabbau gespeist
werden. Histidin kénnte die aus proteasomalem und/oder lysosomalem Abbau
stammenden Di- und Tripeptide Uber den Peptid-Histidin-Transporter PHT1
austauschen. Wie in qRT-PCR-Experimenten in Abb. 3.47 ersichtlich ist, wird
dieser Transporter in TGW-nu-I Neuroblastomzellen exprimiert. Die Starke der
PHT1-Expression ist mit der in Endothelzellen vergleichbar (siehe Abb. 3.18).
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Abbildung 3.46: Histidin hemmt die NO-Synthese in TGW-nu-l Zellen (RFL-6
Reporterzell Assay). TGW-nu-l Zellen wurden fir 30 Minuten in LL mit den
angegebenen Aminosauren (einzeln oder in Kombination) und 20 U SOD vorinkubiert: 1
mM Arginin, 1 mM Lysin, 4 mM Histidin. Die NO-Messung wurde wie in Abb. 3.31 A
durchgefihrt, die Messung des cGMP-Gehaltes erfolgte im RIA. Die Balken stellen
Mittelwerte £+ SEM aus 3 Einzelversuchen mit je 2 Einzelwerten dar. Die statistische
Analyse wurde mit dem one-way ANOVA-Varianztest mit anschlieBendem Bonferroni post
hoc-Test durchgeflhrt, (*) kennzeichnet P-Wert < 0,05.

Klinftige Experimente mit den proteasomalen und lysosomalen Inhibitoren
Epoxomicin und E64-d bzw. Chloroquin sollen diese Hypothese weiter bestéatigen.
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Abbildung 3.47: Expression des Peptid/Histidin-Transporters PHT1 in TGW-nu-I
Zellen (qRT-PCR). Abbildung A stellt je eine reprasentative Amplifikationskurve des
PHT1 in Plazenta (graue Dreiecke, Ct 23) und TGW-nu-I (schwarze Dreiecke, Cr22) dar.
Die Standard RT-PCR-Anséatze mit je 0,5 ug Gesamt-RNA wurden mit dem Standard RT-
PCR-Profil mit 50 Zyklen bei einer ,Annealing“-Temperatur von 60 °C durchgeflhrt (Kapitel
2.3.4). Die Sequenzen der Oligonukleotide hPHT1.1444ss, hPHT1.1525as und
hPHT1.Tag1 sind in Kapitel 2.1.7 aufgefihrt. Zur Bestimmung der relativen Expression
des Transporters in den Neuroblastomzellen im Vergleich zur Positivkontrolle Plazenta,
woraus der Transporter urspringlich kloniert wurde, wurde zusatzlich GAPDH als
Haushaltsgen bestimmt (GAPDH.502ss, GAPDH.588as, hGAPDHTaq1). Abbildung B
zeigt die relativen Expression in TGW-nu-l Zellen im Vergleich zu Plazenta. Die
Berechnung ist Abbildung 3.2 zu entnehmen. (Mittelwerte £ SEM; n=3-4).

Die Peptid-Transporter PepT1 und PepT2 konnten ebenfalls in TGW-nu-1 Zellen
mittels qRT-PCR detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Mit Cr-Werten von 25
und 22,9 sind sie gegentber PHT1 (Ct 22) um den Faktor 10 bzw. Faktor 3
schwacher exprimiert.
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3.2.3 Charakterisierung von weiteren nNOS-exprimierenden Zelllinien

Die aus dem Screening der menschlichen Zellen hervorgegangenen weiteren
Linien mit signifikanter nNNOS-Expression SK-N-MC (Neuroblastom), NT-2
(Teratokarzinom) und HaCaT (Keratinozyten-artig) wurden ebenfalls im RFL-6
Reporterzell-Assay auf ihnre nNOS-Aktivitat untersucht. Wie im Vergleich zu A673
Neuroepitheliom- und TGW-nu-I Neuroblastomzellen in Abb. 3.48 zu erkennen ist,
konnte keine ausreichende NO-Produktion gemessen werden. Auch eine
Behandlung der NT-2 und SK-N-MC Zellen fir 24 und 48 Stunden mit 200 pM
Dibutyryl-cAMP (db-cAMP), die die nNOS-mRNA-Expression steigert, fihrte zu
keinem Anstieg der NO-Synthese (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.48: NO-Produktion von nNOS-exprimierenden Zellen im Vergleich.
Diese Grafik zeigt die Auswertung eines RFL-6 Reporterzell-Assays (Mittelwerte £+ SEM
aus 3-5 Einzelversuchen in Duplikaten) von verschiedenen konfluenten nNOS-
exprimierenden Zellen (A673, TGW-nu-l, HaCaT, NT-2, SK-N-MC) in 6-Loch
Makroplatten. Nach 30mindtiger Vorinkubation in 1 mM Arginin (schwarz) bzw. 1 mM
Lysin (weiB3) und 200 U/ml SOD wurden die zuvor 2 x mit LL gewaschenen Zellen fir 2 mit
10 pM Calcium-lonophor A23187 zur NO-Produktion stimuliert. Die Uberstande wurden
auf RFL-6 Zellen transferiert und diese fir weitere 2 Minuten inkubiert. Die Messung des
cGMP-Gehalts der RFL-6 Zellen erfolgte im RIA.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Substratversorgung endothelialer und
neuronaler NO-Synthasen in verschiedenen Zelltypen. Im ersten Teil der Arbeit
wurden intrazellulare Argininquellen in primaren Endothelzellen, in einer
permanenten Endothel-Zelllinie sowie in einer nicht endothelialen Zelllinie, die mit
eNOS stabil transfiziert worden war, untersucht. Da die intrazellularen
Argininquellen zum Teil Uber bestimmte Aminosduren mit dem Extrazellularraum
im Austausch standen, wurden weiterhin Transporisysteme, die fir diesen
Austausch verantwortlich sein kénnten, gesucht. Im zweiten Teil der Arbeit wurde
analog die Substratversorgung der neuronalen NOS in einer Neuroepitheliom- und
einer Neuroblastomzelllinie untersucht. Im Folgenden werden beide Abschnitte
zunachst getrennt diskutiert und abschlieBend alle neuen Erkenntnisse zur
Substratversorgung aus intrazellularen Arginin-Quellen und der Einfluss von
methylierten Argininanaloga zusammengefasst.

4.1 Charakterisierung der Substratversorgung der endothelialen
NO-Synthese

Die endotheliale NO-Synthase wurde in drei verschiedenen Zelltypen untersucht,
eine zusammenfassende Hypothese der Substratversorgung aus den Ergebnissen
ist in den Abbildungen 4.2 bis 4.4 graphisch dargestellt.

Aus den Studien bezilglich der Substratversorgung der endothelialen NO-
Synthase kdénnen drei maBgebliche Schliisse gezogen werden:

e Erstens gibt es in Endothelzellen, neben der mit dem extrazellularen Raum
Uber Lysin im Austausch stehenden Arginin-Quelle, eine zweite Quelle, die
fir die eNOS zuganglich, aber nicht durch Substrate von System y*-
Transportern austauschbar ist (Arginin-Quelle 1l). Dies konnte sowohl in
primaren Endothelzellen (HUVEC) als auch in von HUVEC’s
abstammenden Endothelzellen der permanenten Zelllinie EA.hy926 gezeigt
werden. Im Gegensatz dazu wurde die eNOS, die in der nicht-
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endothelialen Zelllinie ECV304 exprimiert worden war, nach Lysin-
Inkubation kaum noch mit Substrat versorgt, d.h. in diesem Zelltyp
Uberwiegt die austauschbare Arginin-Quelle I. Die der eNOS-zugéangliche
Arginin-Quelle 1l scheint somit Zelltyp-spezifisch zu sein.

e Zweitens zeigten unsere Studien, dass ein Teil dieser Arginin-Quelle Il aus
dem Recycling des bei der NO-Synthese entstehenden Citrullins zuriick zu
Arginin besteht. Eine Ko-Lokalisation von eNOS, ASS und ASL in Caveoli
(Solomonson et al., 2003) sowie in Aorten-Endothelzellen aus Schweinen
(Flam et al., 2001) wurde bereits nachgewiesen. Die beiden Arbeiten
postulierten einen separaten Arginin-Pool, der durch die zellulare Ko-
Lokalisation der Enzyme definiert ist und auf einer Weiterleitung des
Substrates Arginin und eine dadurch funktionelle Assoziation zwischen NO-
Synthese und Arginin-Regeneration beruht (Siehe Abb. 4.1).

Aspartat

Citrullin

NO

Fumarat

Arginin

Abbildung 4.1 Kopplungsmodell von endothelialer NO-Produktion und
Regeneration des Substrates Arginin aus Citrullin (nach Solomonson et al., 2003).
Die Autoren postulieren eine Kopplung von eNOS, ASS und ASL in Caveoli, die unter
unstimulierten Bedingungen ,geldst” ist und nach Stimulation der NO-Produktion in Gang
gesetzt wird, da das Recycling unter diesen Bedingungen ebenfalls co-stimuliert wird.
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Der Recycling-Anteil der Arginin-Quelle Il konnte in der vorliegenden Arbeit
durch Zugabe von Citrullin gesteigert, hingegen durch Substrate des
System N Transporters SN1 (Glutamin, Histidin und Asparagin) — und zwar
ausschlieBlich durch diese - vermindert werden. Auffallig ist, dass in
primaren HUVEC im Gegensatz zu EA.hy926-Zellen Citrullin nur in
Kombination mit extrazellularem Aspartat (der zweiten flr das Recycling
notwendigen AS) die Reduktion der NO-Synthese aufheben konnte. Somit
scheint in HUVEC Aspartat, das vermutlich aus Proteinabbau stammen
musste, ebenfalls limitierend zu sein.

e Drittens ergaben meine Arbeiten, dass ein weiterer Teil der Arginin-Quelle I
durch keine der getesteten kationischen oder neutralen Aminosauren
depletiert werden konnte. Lediglich der Proteasominhibitor MG132 (Lee et
al., 1998) konnte die restliche endotheliale NO-Produktion vollstandig
hemmen. Dies bedeutet, dass dieses Arginin aus Proteinabbau
bereitgestellt wird. Der endogene NOS-Inhibitor ADMA, der aus Proteolyse
stammt, wird demnach vornehmlich in dieser Quelle akkumulieren.
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Abbildung 4.2 Hypothese der Substratversorgung der endothelialen NOS in
EA.hy926 Endothelzellen. Neben einer durch System y* (CAT-1)-Substrate
austauschbaren Arginin-Quelle wird die eNOS in EA.hy926 Zellen von einer
intrazellularen, nicht-austauschbaren Arginin-Quelle versorgt. Diese stammt sowohl aus
dem Recycling des bei der NO-Synthese generierten Citrullins zurlick zu Arginin als auch
aus lysosomalem und proteasomalem Proteinabbau. Intrazelluldres Citrullin kann gegen
Substrate des System N-Transporters SN1 ausgetauscht werden wodurch der
Recyclingweg und die daraus resultierende NO-Synthese eingeschrankt werden.
Argininhaltige Di- und Tripeptide aus Proteinabbau werden von einer bisher nicht-
identifizierten Peptidase gespalten und das freigesetzte Arginin steht als eNOS-Substrat
zur Verfigung. Vermutlich kénnen die Peptide im Austausch gegen Histidin tber den
Peptid-Histidin-Transporter PHT1 depletiert und so dieser Teil der nicht-austauschbaren
Arginin-Quelle eingeschrankt werden. Der Proteinabbau kann durch Einsatz des
unspezifischen Inhibitors MG132 blockiert werden.
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Abbildung 4.3 Hypothese der Substratversorgung der endothelialen NOS in
pimaren HUVEC. Auch primdre HUVEC besitzen neben der austauschbaren eine
weitere nicht-austauschbare Arginin-Quelle. Diese besteht analog zu EA.hy926 aus zwei
Teilen, wobei der Recyclingweg aus Citrullin nur in Kombination mit supplementiertem
Aspartat die Substratversorgung der eNOS bedienen kann. Uber System N1-Substrate
kann intrazellulares Citrullin depletiert und der Recyclingweg eingeschrankt werden. Der
zweite Teil rekrutiert sich wie bei EA.hy926-Zellen aus Proteinabbau, die entstehenden
Peptide kénnen vermutlich im Austausch gegen extrazellulares Histidin aus der Zelle
transportiert werden. HUVEC exprimieren zusétzlich zu den Peptid-Histidin-Transportern
PHT1 und 2 die Peptid-Transporter PEPT1 und 2.
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Abbildung 4.4 Hypothese der Substratversorgung der eNOS in der nicht-
endothelialen Zelllinie ECV304 (stabil transfizierte Zellen). In ECV304 Zellen ist der
Anteil an austauschbarem Arginin gréBer als in den beiden Endothelzelllinien. Der
Recyclinganteil der nicht-austauschbaren Quelle betragt etwa 10% von dem in EA.hy926.
Dieser ist zudem nicht zuganglich fir die in die ECV Zellen transfizierte eNOS. Eine
Uberexpression der Recyclingenzyme ASS und ASL in diesen Zellen kdénnte Auskunft
darliber geben, ob der Anteil des aus Citrullin generierten Arginins bisher zu gering ist,
oder ob wie vermutet keine Kopplung zwischen ASL und transfizierter eNOS besteht. Der
System N-Transporter SN1 sowie die System y*-Transporter y'"LAT1 und y*'LAT2 werden
in ECV304 nicht exprimiert. Die verbleibenden 20% NO-Restaktivitdt nach Lysin-
Inkubation stammt scheinbar von Arginin aus Proteinabbau, Inhibitoren des
Proteinabbaus wurden aber noch nicht experimentell eingesetzt. Ebensowenig wurde
bisher die Expression von Peptid-Transportern (PHT und PEPT) sowie der Einfluss von
Histidin auf die NO-Produktion analysiert.
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4.1.1 Reduktion der eNOS-Aktivitat durch Glutamin: Depletion der fir das
Recycling notwendigen Aminosaure Citrullin

Eine Reduktion der eNOS-Aktivitat durch Glutamin wurde bereits in einer Reihe
von in vitro- und in vivo-Studien aus Kaninchen-Aorten, Ratten-HirngefaB3en,
Aorten- und venbésen Endothelzellen aus Schweinen sowie humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen beschrieben (Swierkosz et al., 1990; Okada et al.,
2000; Hecker et al.,, 1990; Wu und Meininger 1993). Die Inhibition der NO-
Produktion durch Glutamin scheint somit ein generelles Ph&nomen in
Endothelzellen darzustellen. Andere Substrate des System N-Transporters SN1
wurden jedoch in den genannten Studien nicht untersucht. Die erste Hypothese,
derzufolge Glutamin den ersten durch die Argininosuccinat-Synthase katalysierten
Recyclingschritt hemmen soll (Sessa et al., 1990), wurde in spateren in vitro-
Studien widerlegt, in denen Glutamin in endothelialen Zelllysaten keinen Einfluss
auf die beiden aufeinanderfolgenden Recyclingschritte zeigte (Wu und Meininger,
1993). Dieses wurde durch unsere Ergebnisse bestatigt, da wir im Zelllysat
ebenfalls keinen Einfluss von Glutamin auf das Recycling von Citrullin zu Arginin
finden konnten.

Die Glutamin-vermittelte Inhibition der '*C-Arginin-Bildung aus extrazellular
angebotenem '*C-Citrullin einer frilheren Studie (Sessa et al., 1990) kénnte auf
einer Inhibition des Einwértstransportes von "“C-Citrullins durch Glutamin beruhen.
Tatsachlich zeigten Wu und Meininger (Wu und Meininger, 1993), dass Glutamin
mit der Citrullin-Aufnahme in Endothelzellen kompetieren kann. Dies unterstitzt
unsere Hypothese, dass diese beiden Aminosaduren Substrate des gleichen
Transporters sein kdnnten. Die beiden Autoren vermuteten spéter, dass Glutamin
fir eine inhibierende Wirkung zu Glucosamin metabolisiert werden musse,
wodurch die intrazellulare Konzentration an NADPH, einem Co-Faktor der eNOS,
vermindert wirde (Wu et al.,, 2001). Unsere Beobachtung, dass Histidin eine
ahnliche inhibierende Wirkung auf die NO-Synthese zeigt, widerspricht jedoch
dieser Hypothese, da Histidin nicht dem gleichen Metabolismus unterliegt wie
Glutamin. Zudem war die Glutamin- und Histidin-vermittelte Inhibition der eNOS in
unseren Experimenten aufhebbar durch Arginin. Dies ware nicht zu erwarten,
wenn die Verflgbarkeit eines Co-Faktors der eNOS fir ihre Aktivitat limitierend
gewesen ware. Su und Block (Su und Block, 1995) fanden, dass erhdhte
intrazellulare Glutamin-Konzentrationen infolge einer anhaltenden Hypoxie (4-24
Stunden) die Aktivitat der ASS in Schweine-Endothelzellen aus pulmonaren
Arterien reduzieren konnte. Sie vermuteten deshalb, dass Glutamin einen Effekt
auf die Stabilitdt der Recyclingenzyme hatte. Dies sollte jedoch in unseren
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Experimenten, in denen die Zellen fir kiirzere Inkubationszeiten Glutamin und
Histidin ausgesetzt waren, keine Rolle spielen.

Der Einfluss der SN1-Substrate auf die Arginin-Quelle 1l aus Recycling scheint
daher wahrscheinlich auf dem Austausch dieser Substrate gegen intrazellulares
Citrullin zu basieren. Hierbei wirde der Citrullin-Efflux beschleunigt, ein Effekt, der
als Trans-Stimulation bezeichnet wird. Die Expression des SN1-Transporters in
Endothelzellen sowie der gegenseitige Austausch von Citrullin und Glutamin, der
in unseren HPLC-Experimenten gezeigt wurde, unterstreicht unsere Hypothese.
Daher nehmen wir an, dass eher extrazellulares als intrazelluldres Glutamin eine
inhibierende Wirkung auf das Recycling vermittelt. Wie kann aber die verminderte
eNOS-Aktivitdt wahrend der 30-minltigen Inkubation in Lysin (ohne Glutamin)
erklart werden? Wir konnten zeigen, dass Glutamin aus den Zellen (die aufgrund
der hohen Glutamin-Konzentration im Zellkultur-Medium hohe intrazellulare
Glutamin-Konzentrationen aufwiesen) im extrazellularen Puffer angereichert
wurde. Bereits nach 30 Minuten Inkubation in 1 mM Lysin fand sich nur noch etwa
20% des Glutamins intrazellular. Dieses ausgeflossene Glutamin kdnnte als
Trans-Stimulator fur intrazellulares Citrullin gedient haben (Daten nicht gezeigt).
Die Arbeitsgruppe um Stefan Broer (2004) fand jedoch, dass der SN1 zumindest
mit intrazellularem Glutamin nicht trans-stimulierbar ist. In Ratte, Maus und
Mensch wurde der SN1-Transporter bisher lediglich als Influx- und Efflux-
Transporter mit einer hohen Affinitat flr die proteinogenen Aminosauren Glutamin
und Histidin sowie einer geringen Affinitat fir Asparagin beschrieben (Chaudhry et
al., 1999; Fei et al.,, 2000). Dieses Substratprofil passt ausgezeichnet zu dem
Inhibitionsprofil in unseren Experimenten. Es unterscheidet sich von allen
anderen bekannten Glutamin-Transportern (inklusive SN2, der auBerdem Serin
transportiert). Obwohl eine moderate Transport-Aktivitdt von SN1 flar Alanin in
allen drei Spezies beschrieben wurde, konnte ein Effekt von Alanin auf die NO-
Produktion in unseren Versuchen nicht gezeigt werden. Eine Erklarung hierfar
ware, dass die Sensitivitat in unseren Experimenten nicht ausreichte, um diese
Aktivitat zu detektieren. Eine weitere Tatsache ist, dass Citrullin zwar bisher nicht
als Substrat fir SN1 beschrieben wurde, aufgrund der freien Aminogruppe in der
Seitenkette wirde es jedoch in das bekannte Substratspekirum des Transporters
passen. Transportstudien mit Gberexprimiertem SN1 sind kinftig durchzufihren,
um zu beweisen, dass Citrullin tatsdchlich ein Substrat flir den Transporter SN1 ist
und dass der SN1-vermittelte Citrullin-Transport trans-stimulierbar ist.

Andere Glutamin-Transportsysteme (vergleiche Tabelle 3.1) kommen fir den
Austausch von Citrullin nicht in Frage, da die von ihnen zusatzlich transportierten
AS wie zum Beispiel Leucin, Alanin, Serin oder Threonin keinen Einfluss auf die
NO-Synthese in Endothelzellen hatten.
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4.1.2 Proteinabbau als zweite intrazellulare Argininquelle

Nachdem geklart werden konnte, dass ein Teil der nicht-austauschbaren
Argininquelle in Endothelzellen aus dem Recycling von Citrullin zu Arginin besteht
und dieser Teil depletiert werden kann, stellte sich die Frage, wie die unter Lysin
und Glutamin-Inkubation verbleibende eNOS-Aktivitat von 30-50% zu erklaren
war. Hinzu kam die Beobachtung, dass Histidin eine etwas starkere Reduktion
der NO-Synthese bewirkte, was auf einen zuséatzlichen Effekt von Histidin
gegenlber Glutamin schlieBen lies. Hierzu wurden die EA.hy926-Zellen
zusatzlich zu Lysin und Glutamin mit einem Inhibitor des Proteinabbaus, MG132
inkubiert, worauf tatsachlich keine restliche NOS-Aktivitdt mehr vorhanden war.
Da sowohl beim proteasomalen als auch beim lysosomalen Proteinabbau
zunachst Di- und Tripeptide entstehen, missen diese von einer Peptidase
gespalten werden, bevor in den Peptiden enthaltenes Arginin als Substrat fur die
eNOS zur Verfigung steht.

4.1.2.1 Einschrankung der intrazellularen Substratquelle aus Proteinabbau
durch Depletion der Peptide?

Unsere Annahme geht dahin, dass die aus Proteinabbau stammenden Peptide
Uber einen Peptid-Transporter aus der Zelle herausgebracht werden konnten und
so das Substrat fir die NO-Synthese reduzierten. Dieser Effekt misste weiterhin
von Histidin vermittelt werden, da sich diese Aminosaure in gleichem Ausmalf wie
ein Proteinabbau-Inhibitor auf die NO-Produktion negativ auswirkte. Kandidat fur
einen solchen Mechanismus ist nach dem heutigen Stand der Forschung lediglich
einer der Peptid-Histidin-Transporter (PHT). Problematisch ist allerdings, dass
bisher sehr wenig Uber die PHT-Familie bekannt ist. Nach unserer Hypothese
musste der PHT1-Transporter den Austausch von extrazellularem Histidin gegen
intrazellulare Peptide vermitteln, allerdings ist noch nicht klar, welche Di- und
Tripeptide zum Substratspektrum des Transporters zahlen und ob er Uberhaupt in
einem Austausch-Modus transportieren kann. FUr rekombinanten rPHT2, der in
Liposomen rekonstituiert wurde, ist publiziert, dass er einen Histidin- und
Carnosin-Influx bewirkt, wenn die Liposomen mit Histidin oder dem Dipeptid
Histidin-Leucin, nicht aber mit Glycin beladen wurden (Sakata et al., 2001).
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Da in der Endothelzelllinie EA.hy926 im Gegensatz zu primaren HUVEC nur
PHT1, nicht aber das zweite Mitglied der PHT-Familie PHT2 exprimiert wurde,
sollte dieser flr den von uns postulierten Austausch verantwortlich sein.

PHT2 aus Ratte scheint in Lysosomen den Auswartstransport von Peptiden aus
lysosomalem Abbau ins Cytosol zu vermitteln. PHT2 war nicht in der
Plasmamembran lokalisiert (Sakata et al., 2001). PHT1 aus Ratte ist dagegen in
der Plasmamembran nachgewiesen worden (Yamashita et al., 1997). Ist nun der
humane PHT1 ein lysosomaler oder ein Plasmamembran-Transporter? Unsere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass er sich in der Plasmamembran befindet, da im
Falle einer lysosomalen Expression die Peptide durch PHT1 ins Cytosol gebracht
wirden und nach Spaltung durch eine Peptidase kénnte Arginin dort als NOS-
Substrat zur Verflgung stehen. Analog zu PEPT1 besteht auch fir die PHT-
Isoformen die Mdglichkeit, dass sie in verschiedenen Zelltypen sowohl in der
Plasmamembran als auch intrazellular lokalisiert sein konnten (Herrera-Ruiz und
Knipp, 2002). Auch far das PAT1-Protein ist sowohl eine Expression in
Lysosomen (in Neuronen des Gehirns) als auch in der apikalen Membran von
Darmepithelzellen nachgewiesen worden. In letzterer vermittelt PAT1 die
Absorption von AS, die aus luminaler Proteinspaltung stammen (Boll, Daniel und
Gasnier, 2004).

Die beiden anderen Transporter der SLC15-Familie, PEPT1 und PEPT2, die wir in
HUVEC exprimiert fanden, waren keine Kandidaten fir einen Austausch mit
Histidin, da sie freies Histidin als Substrat nicht akzeptieren (Daniel und Kottra,
2004).
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4.1.3 Ist eine Kolokalisation der Arginin-generierenden Enzyme und eNOS
notwendig, um die Substratversorgung zu garantieren?

Flr die beiden intrazellularen Arginin-Quellen (ll) aus Recycling und Proteinabbau
kann nun postuliert werden, dass die Arginin-generierenden Enzyme in
unmittelbarer Nahe zur eNOS lokalisiert sein mlssten, da das generierte Arginin
nicht gegen extrazellulares Lysin ausgetauscht werden kann.

Nach friheren Daten, die zeigen, dass CAT-1 und 4F2hc/y"LAT2 prasent sind
(Graf et al.,, 2001; Sala et al.,, 2002), konnte in dieser Arbeit durch erste
quantitative RT-PCR-Experimente auch eine vergleichbare Expression von CAT-1
und y*LAT1 in EA.hy926 gezeigt werden, y*"LAT2 hingegen wurde nur zu einem
Zehntel im Vergleich zu ersteren exprimiert. Auch in primaren HUVEC war CAT-1
der prominentere Transporter gegentiber y'LAT1 und y*LAT2.

Die etwa 20%-ige NOS-Restaktivitdt nach Lysin-Inkubation in mit eNOS
transfizierten ECV304 Zellen stammte vermutlich aus Proteinabbau, da das
wenige recycelte Arginin scheinbar nicht zur NO-Synthese genutzt werden konnte.
Versuche hierzu missen kinftig jedoch noch durchgefihrt werden, um diese
Fragestellung endgiltig zu klaren. Die weitaus geringer ausgepragte zweite
Arginin-Quelle in ECV304 N-11I-2 Zellen kénnte durch die fehlende Ko-Lokalisation
der Enzyme zur eNOS zu erkléaren sein. Durch die Messung von intrazellularem
freien Arginin mittels HPLC unter Lysin-Inkubation sollte festgestellt werden
kénnen, ob in ECV304-Zellen geringere intrazellulare Argininkonzentrationen als
in EA.hy-Zellen messbar sind. Ware in beiden Zelltypen die gleichen
Argininkonzentration  vorhanden, kénnten die  Unterschiede in der
Substratversorgung der eNOS nur dadurch zu erklaren sein, dass die direkte
Weiterleitung dieses Arginins zur eNOS in ECV304-Zellen nicht statt findet.

Die heterologe Expression von eNOS in verschiedenen nicht-endothelialen
Zelltypen kdnnte wichtige Hinweise bezliglich der Arginin-Generierung und deren
Kopplungsmechanismen ergeben.
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4.1.4 Schlussfolgernde Darstellung der Substratversorgung der eNOS

Unsere Experimente demonstrierten, dass die Substratversorgung der eNOS nicht
ausschlieBlich von der Aktivitdt der Transporter flur kationische Aminosaure-
Transporter wie CAT-1 oder 4F2hc/y"LAT abhangig ist, sondern auBerdem von
einem Transporter fur neutrale Aminosduren, wahrscheinlich SN1, und
moglicherweise einem Transporter fir Di- und Tripeptide, PHT1. Der jeweilige
Beitrag der verschiedenen Arginin-Quellen zur Substratversorgung der eNOS ist
daher abhangig von dem Anteil an Aminosduren und Peptiden in der
extrazellularen Flissigkeit. Es muss weiterhin geklart werden, welche der Arginin-
Quellen unter normalen und pathophysiologischen Bedingungen von der eNOS
genutzt wird. AuBerdem ist denkbar, dass der Phosphorylierungszustand der
eNOS, ihre Assoziation mit anderen Proteinen oder ihre subzelluldre Lokalisation
den Zugriff der eNOS auf die verschiedenen Quellen beeinflusst.
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4.2 Charakterisierung der Substratversorgung der neuronalen
NO-Synthese

Von der nNOS generiertes NO wirkt toxisch, wenn es in zu groBen Mengen
produziert wird. Daher kénnte in neuronalen Zellen die Regulation zur NO-
Generation durch die Versorgung mit Arginin von groBer Bedeutung fir die
Balance zwischen normalen und pathophysiologischen Zustanden sein. Da
aufgrund der fehlenden Expression der Carbamoylphosphat-Synthetase | (CPS )
und Ornithin-Carbamoyltransferase (OCT) keine de novo-Synthese von Arginin im
Gehirn stattfindet, bendtigen Gehirnzellen Arginin entweder aus Proteinabbau
oder aus dem Blut, von dem es durch die Blut-Hirn-Schranke durch spezifische
Transporter und von Zelle zu Zelle transferiert wird (Malandro und Kilberg, 1996).
Arginin kann auBerdem auch aus dem bei der NO-Synthese entstehenden Citrullin
durch die Enzyme ASS und ASL regeneriert werden. Unter Beriicksichtigung der
moglicherweise  unterschiedlichen  Substratversorgung in  verschiedenen
neuronalen Zelltypen wurden in dieser Arbeit sowohl A673 Neuroepitheliomzellen
(Giard et al., 1973) als auch TGW-nu-I Neuroblastomzellen (Tsuchida et al., 1990)
charakterisiert.

Aus den Studien zur Substratversorgung der neuronalen NO-Synthase konnten
die folgenden Erkenntnisse gewonnen werden:

e Erstens gibt es auch in neuronalen Zelltypen, neben der Uber System y*-
Substrate im Austausch stehenden Arginin-Quelle, eine weitere Quelle, die
zuganglich fir die nNOS, aber nicht Uber BAS austauschbar ist. Auch in
den untersuchten neuronalen Zellen ist hCAT-1 der predominante System
y*-Transporter.

e Zweitens besitzen auch neuronale Zellen, analog zu Endothelzellen, die
Fahigkeit, das bei der NO-Synthese generierte Citrullin zurlick zu Arginin zu
recyceln. Die Nutzung dieses Arginins als Substrat zur NO-Synthese hangt
jedoch vom Zelltyp ab, was darauf schliessen lasst, dass eine Kopplung der
Recyclingenzyme zur nNOS Vorraussetzung sein miifBte.

e Drittens kdnnen beide neuronalen Zelltypen, ebenso wie Endothelzellen,
Arginin aus Proteinabbau zur Substratversorgung der nNOS bereitstellen.

Eine zusammenfassende Hypothese der Substratversorgung der neuronalen NOS
in beiden Zelltypen ist in den Abbildungen 4.5 und 4.6 graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.5 Hypothese der Substratversorgung der neuronalen NOS in A673
Neuroepitheliomzellen. A673 Neuroepitheliomzellen besitzen eine durch System y*-
Substrate austauschbare Arginin-Quelle sowie eine weitere, nicht-austauschbare. Diese
unterscheidet sich maBgeblich von der in Endothelzellen: Trotz eines Recyclings des bei
der NO-Synthese gebildeten Citrullins zu Arginin kann die neuronale NOS dieses nicht als
Substrat verwerten, da es tber CAT-1 depletiert werden kann. Der Recyclingweg kann
trotzdem durch einen SN1-bedingten Citrullin-Glutamin-Austausch eingeschrankt werden.
Die der nNOS zur Verfligung stehende nicht-austauschbare Arginin-Quelle setzt sich aus
lysosomalem und proteasomalen Proteinabbau zusammen. Die argininhaltigen Di- und
Tripeptide mussen durch Peptidspaltung in ihre Aminosaurebestandteile zerlegt werden,
bevor Arginin als NOS-Substrat zur Verfligung steht. Uber den Peptid-Histidin-
Transporter PHT1 kdénnen die Peptide depletiert und die NO-Synthese eingeschrankt
werden. A673 exprimieren auBerdem die Peptidtransporter PEPT1 und 2.
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Abbildung 4.6 Hypothese der Substratversorgung der neuronalen NOS in TGW-nu-I
Neuroblastomzellen. Die nNOS in TGW-nu-I Neuroblastomzellen wird sowohl durch
eine austauschbare als auch eine nicht-austauschbare Arginin-Quelle versorgt. Letztere
besteht im Unterschied zu A673 Neuroepitheliomzellen sowohl aus dem Recycling von
Citrullin zu Arginin, als auch aus Proteinabbau. Durch eine 5 fach starkere Expression
von SN1 als in Endothelzellen kommt es zu keinem zusatzlichen Einfluss von
extrazellularem Glutamin auf die NO-Synthese, da vermutlich bereits aus der Zelle
flieBendes Glutamin ausreichend ist, um Citrullin zu depletieren. Der Recyclingweg wird
zusatzlich durch Aspartat inhibiert, was mdéglicherweise auf eine Modifikation des SN1
Transportmechanismus zurtckzufiihren ist. Der aus Proteinabbau stammende
Substratanteil kann durch PHT1 gegen Histidin depletiert werden. TGW-nu-| exprimieren
auBerdem die Peptidtransporter PEPT1 und 2, die Expression der System y'L-
Transporter wurde bisher noch nicht untersucht.
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4.2.1 Die Bereitstellung des Substrates Arginin aus dem Recyclingweg zur
Synthese von nNOS-generiertem NO ist abhangig vom Zelltyp

Auch in nNOS-exprimierenden A673 Neuroepitheliomzellen fanden wir neben dem
mit dem Extrazellularraum austauschbaren Arginin eine Arginin-Quelle, die nicht
mit extrazellularen basischen Aminosduren im Austausch stand. Diese war weder
durch Glutamin hemmbar, noch durch Citrullin auffillbar. Recycling spielte daher
in diesen Zellen wahrscheinlich keine Rolle fir die Substratversorgung der nNOS.
A673 Zellen konnten zwar Citrullin zu Arginin umsetzen, jedoch wurde das
entstandene Arginin vermutlich Uber System y* aus den Zellen transportiert. In
HPLC-Experimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass Glutamin die
intrazellularen  Citrullinkonzentrationen reduzierte. Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass analog zu Endothelzellen ein Austausch von extrazellularem
Glutamin gegen intrazelluldres Citrullin stattfindet. Der putative Transporter fir
diese Reaktion, SN1, konnte auch in den Neuroepitheliomzellen nachgewiesen
werden.

TGW-nu-I Zellen konnten dagegen aus Citrullin regeneriertes Arginin zur NO-
Synthese nutzen, allerdings nicht in Kombination mit Aspartat. Wie konnte
extrazellulares Aspartat diese Reaktion negativ beeinflussen? Eine aktuelle
Studie hat gezeigt, dass intrazellulares Glutamat in Astrozyten die kinetischen
Eigenschaften des System N Transporters SN1 verandert: Es erhéht die
Kapazitat von Astrozyten, Glutamin freizusetzen, entweder direkt durch Erhdhung
der Vmax von SN1 oder indirekt durch die Erniedrigung der Substrat-Affinitat. D-
Glutamat, D-Aspartat, Alanin oder Leucin zeigten keinen Effekt, jedoch konnte der
Glutamin-Transport auch durch L-Aspartat gesteigert werden (Broer et al., 2004).
Demnach kénnte das extrazellular angebotene Aspartat, nachdem es in die TGW-
nu-l1 Zellen transportiert wurde, intrazellular als Signalmolekil wirken und so
beispielsweise den Export von Citrullin steigern bzw. den Import verhindern und so
ein Recycling zu Arginin unterbinden.

Schwer interpretierbar ist das Resultat, dass Glutamin trotz Expression des
putativen Citrullin-Glutamin-Austauschers SN1 keinen Einfluss auf die NO-
Produktion in TGW-nu-I-Zellen hat. Da jedoch die Reduktion der NO-Synthese
unter 30-mindtiger Lysin-Inkubation in TGW-nu-l deutlich starker ausfallt, als in
Endothelzellen (25 vs. 50-60%), besteht die Mdglichkeit, dass es zu keinem
zusatzlichen Effekt von Glutamin mehr kommen kann. In Endothelzellen sinkt die
eNOS-Aktivitat bei 30 Minuten Inkubation in Lysin plus Glutamin ebenfalls auf
25%, in TGW-nu-I-Zellen wurde jedoch der SN1-Transporter 5 fach starker
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exprimiert und so kdnnte intrazelluldres Citrullin schneller depletiert worden sein.
Kinftig folgende HPLC-Experimente mit TGW-nu-l sollten die Verhéltnisse
zwischen intra- und extrazellularem Glutamin und Citrullin aufklaren kénnen.

Bereits 1960 wurde die enzymatische Aktivitat von ASS und ASL im ZNS
nachgewiesen (Ratner et al., 1960). Spéater konnten ASS immunhistochemisch in
spezifischen Neuronen und ASL in spezifischen Glia-Subtypen des Kleinhirn und
Neuronen im ganzen Hirn identifiziert werden (Arnt-Ramos et al., 1992; Nakamura
et al., 1990 und 1991). Eine Reihe von Arbeiten zeigen eine Ko-Lokalisation von
NNOS, ASS und ASL z. B. in neuronalen Zellkérpern in Ganglien vom Schwein
(Yu et al.,, 1997), in Neuronen und Nervenfasern im Gastrointestinaltrakt von
Hunden (Daniel et al., 2002) und Neuronen im Magenfundus von Ratten (Van
Geldre et al., 2002). AuBerdem ist bekannt, dass enterale Neurone (Shuttleworth
et al.,, 1995) sowie Neurone perivaskularer Nerven der cerebralen Arterie (Chen
und Lee, 1995) Citrullin zu Arginin recyceln kdnnen.

Es wurde bereits gezeigt, dass Citrullin die durch NOS-Inhibitoren vermittelte
Hemmung neurogener Vasodilatation in isolierten Venen aufheben kann (Yu et a.,
1997). In der Arbeit von Van Geldre et al. (2002) wurde weiter beschrieben, dass
Glutamin die Citrullin-vermittelte Aufhebung der L-NAME induzierten Inhibition der
nitrergen Relaxationen reduziert. Dieser Effekt wurde auf die Hemmung der
Citrullin-Aufnahme durch Glutamin zurtickgefihrt. Braissant et al. (1999) zog aus
seiner in situ-Hybridisierungsstudie den Schluss, dass Neurone, die zwar die
Recyclingenzyme, nicht aber die nNOS exprimierten, fir das Recycling von
Citrullin zu Arginin verantwortlich sind. Daher muss es einen Citrullin- und Arginin-
Transport zwischen den Zellen geben. Arginin-Transport erfolgt in Neuronen
(iberwiegend via System y* (Ubersicht: Wiesinger, 2001), der Transport von
Citrullin in neuralen Zellkulturen durch System L, wobei es dabei zu einer
Kompetition mit verschiedenen System L-Substraten wie Histidin, Glutamin oder
BCH kommt. Durch das breite Substratspekirum von System L ist jedoch die
effektive Nutzung von extrazellularem Citrullin zur Generation von NO abhéangig
von der Konzentration aller NAS. System L erlaubt die Passage von Citrullin in
beide Richtungen, abhdngig vom Konzentrationsgradienten (Schmidlin et al.,
2000).
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4.2.2 Proteinabbau als intrazellulare Argininquelle zur Substratversorgung
in nNOS exprimierenden Zellen

Analog zu Endothelzellen konnten wir zeigen, dass das Arginin zur NO-Synthese
in  A673 Neuroepitheliomzellen aus Proteinabbau stammt und die
Substratversorgung aus dieser Quelle Uber mindestens vier Stunden
aufrechterhalten werden kann. Die Verflgbarkeit dieser Arginin-Quelle ist fir die
NNOS in A673-Zellen von besonderer Bedeutung, da sie die einzige intrazellulare
Quelle darstellt. Die Substratversorgung aus Proteinabbau héngt daher vom
Methylierungsstatus der abgebauten Proteine ab, da auch methylierte Arginine wie
ADMA aus Proteinabbau stammen.

Es stellte sich weiter die Frage, ob das Arginin aus dem proteasomalen oder
lysosomalen Proteinabbau stammte. Durch die Resultate mit spezifischen
Inhibitoren der proteasomalen und lysosomalen Proteindegradation wurde gezeigt,
dass Arginin aus beiden Quellen stammen kann. Die Blockade von jeweils einem
der beiden Abbauwege konnte durch den anderen kompensiert werden. Erst
wenn beide gehemmt wurden, zeigten sich Auswirkungen auf die NO-Synthese.
Histidin flhrte in A673 Zellen zur gleichen Reduktion der NO-Synthese wie der
Einsatz des Proteinabbau-Inhibitors MG132 und hemmte auch in TGW-nu-I-Zellen
die unter Lysin-Inkubation verbleibende nNOS-Aktivitat vollstdndig. Da in beiden
Zelltypen der Peptid-Histidin-Transporter PHT1 exprimiert wurde, konnte postuliert
werden, dass im Austausch gegen extrazellulares Histidin die intrazellularen
Peptide depletiert werden. Dies flhrte dann konsequenterweise zur Reduktion der
NO-Produktion.

Die intrazellulare Arginin-Quelle aus Proteinabbau schien in  TGW-nu-l
Neuroblastomzellen kleiner zu sein als in A673 Neuroepitheliomzellen (25% TGW-
nu-l vs. 50% A673). Ob in TGW-nu-l weniger Proteine degradiert werden oder
Arginin aus Proteinabbau zum Teil in die austauschbare Quelle gelangen kann,
muss noch durch HPLC-Experimente geklart werden. Des Weiteren wurden in
TGW-nu-l Zellen bisher noch nicht die spezifischen proteasomalen und
lysosomalen Inhibitoren getestet, unter Umstanden kdnnte diesem Zelltyp nur
einer der beiden Abbauwege zur Arginin-Bereitstellung zur Verfligung stehen.
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4.2.3 Optimierung der NO-Synthese in nNOS-exprimierenden Zellen

Durch trans-Retinsdure induzierte neuronale Differenzierung flhrt zu einer
Induktion der nNOS-Expression in TGW-nu-I (Ogura et al.,, 1996). BH,4 gilt als
limitierend flr die NO-Synthese in diesem Zelltyp, da extrazellulares BH,4, das von
TGW-nu-I aufgenommen wird dort zu einer 100 fachen Steigerung der NO-
Produktion fihrt. Welches Transportsystem BH,4 verantwortlich ist, ist bisher nicht
bekannt. Die Aufnahme konnte allerdings durch Erhéhung der Temperatur oder
der Glucose-Konzentration nicht gesteigert werden (Choi et al., 2003). Die
Substratversorgung der nNOS unter Supplementation von BH4 kénnte sich von
der in unseren Versuchsansatzen unterscheiden. Eine verstarkte NO-Synthese
nach neuronaler Differenzierung und mit optimaler BH4-Versorgung muss auch
eine verstarkte Substratversorgung mit sich fihren, da es unter Substratmangel zu
einer Entkopplung der nNOS-Reaktion und dadurch bedingte Superoxid-Bildung
kommen kann.

Aus einer Verdffentlichung einer Arbeitsgruppe unseres Institutes geht hervor,
dass die Steigerung des bioaktiven NOs in db-cAMP behandelten A673 Zellen nur
unter Zugabe von 100 uM Sepiapterin erreicht werden konnte (Boissel et al., 2004,
Biochemistry). Daher besteht die Méglichkeit, die weiteren nNOS-exprimierenden
Zellen HaCaT, NT-2, SK-N-MC und NB-OK-I in Gegenwart von Sepiapterin erneut
nach db-cAMP-Behandlung auf ihre NOS-Aktivitdt zu untersuchen, um im
Erfolgsfall eine breitere Palette nNOS-exprimierender Zellen auf ihre
mdglicherweise unterschiedliche Substratversorgung zu charakterisieren.

4.2.4 Schlussfolgernde Darstellung der Substratversorgung der nNOS

Die Substratversorgung in nNOS-exprimierenden Zellen scheint stark vom Zelltyp
abhangig zu sein. Insbesondere die Arginin-Bereitstellung aus dem Recyclingweg
ist variabel: trotz Expression der neuronalen NOS als auch der Recyclingenzyme
ASS und ASL, konnten nur TGW-nu-I Neuroblastomzellen, nicht aber A673
Neuroepitheliomzellen das regenerierte Arginin zur NO-Synthese nutzen. Zur
Nutzung des Arginins aus dem Recycling schien eine direkte Weiterleitung des
Arginins von den Recyclingenzymen zur NOS notwendig zu sein, da andernfalls
Arginin Uber Transportsysteme wie y* depletiert werden konnte. Die intrazellulare
Arginin-Quelle aus Proteinabbau hingegen schien unabhangig vom Zelltyp in allen
untersuchten Zellen fiir die NOS zugéanglich zu sein.
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4.3 Einfluss von endogenen Methylargininen auf die NO-
Synthese

4.3.1 Einfluss von endogenen Methylargininen auf NO-Synthasen

Zum Einfluss von endogenen Methylargininen auf die neuronale NOS ist bisher
nicht viel bekannt. Eine aktuelle Studie von Cardounel et al. (2005) beschreibt
den Einfluss von ADMA und NMMA auf die der NO- und Superoxid-Produktion der
NNOS. Unter der Depletion des Substrates Arginin und dem Ko-Faktor BH4
generiert die nNOS Superoxid-Radikale (O>), bei der die Elektronen von NADPH
auf den molekularen Sauerstoff Ubertragen wurden. Dies bezeichnet man als
Entkopplung des Enzyms. Auch unter physiologischen Substrat- und Ko-Faktor-
Konzentrationen wurde eine Superoxid-Bildung beobachtet, die etwa 20% der des
depletierten Enzyms betragt. Unter Argininmangel inhibierte ADMA ab einer
Konzentration von 1 uM die Superoxid-Bildung durch nNOS um ca. 60%. Die
Autoren vermuten, dass die Bindung von ADMA an die nNOS den Zugang von
Sauerstoff an das Ham zum Teil verhindern kann: Die Methylgruppen des ADMA
scheinen nahe an der O-Bindungsstelle im Ham-Zentrum zu sein. Das
Monomethyl-Arginin NMMA zeigt dagegen keinen Effekt auf die O, *-Bildung unter
Argininmangel. Arginin selbst vermindert die Superoxid-Produktion. Die Situation
andert sich unter Depletion des Ko-Faktors BHs, ADMA hatte unter diesen
Umstanden keinen Effekt mehr wahrend NMMA die O,*-Bildung verdreifachte.
Die Autoren konnten feststellen, dass die Superoxid-Generation unter BH4-Mangel
—auch bei physiologischen Arginin-Konzentrationen- am ausgepréagtesten ist und
keine NO-Synthese mehr stattfand. Dies schien auf allosterische Interaktionen
zwischen Arginin und BH4 zurtckzufihren zu sein. Die BH4-Bindung an nNOS
moduliert die Substratbindung von Arginin und ADMA und somit ihre relative
Position zur Hdm-Bindungsstelle. Die Bindung von NMMA an die BHy4-depletierte
NNOS schien hingegen den gesamten Elektronentransfer auf Sauerstoff zu
erleichtern. Die Produktion von Superoxid fand scheinbar im Ham-Zentrum statt,
da sie zu Uber 90% durch Imidazol inhibierbar war.

Die Kenntnisse zur Wirkung von ADMA auf die endotheliale NOS ist weitaus
umfangreicher. Es gibt experimentelle und klinische Befunde zur Verbindung von
endothelialer Dysfunktion und der erhéhten Produktion von Sauerstoff-Radikalen.
Es wurde gezeigt, dass oxidativer Stress die Arginin-Methylierung steigert, was zu
erhéhten ADMA-Spiegeln im Plasma fuhrt. Auch die eNOS scheint bei hohen
ADMA-Konzentrationen zu entkoppeln (Ubersicht: Sydow und Miinzel, 2003).
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Abb. 4.7 Chemische Struktur von L-Arginin und seinen endogenen Analoga. N°-
Monomethyl-Arginin (NMMA) und asymmetrisches N NC-Dimethyl-Arginin (ADMA) sind
Inhibitoren der NO-Synthase.

4.3.2 Akkumulation von ADMA aus Proteinabbau und Einfluss auf die
endotheliale NO-Synthese

Da auch ADMA aus Proteinabbau stammt, kénnte es in erhéhter Konzentration
unter pathophysiologischen Bedingungen wie zum Beispiel Hypercholesterindmie
(Boger et al., 1998) oder Hyperhomocysteinamie (Boger et al., 2000) die eNOS
kompetetiv hemmen. Allerdings liegen die héchsten (im Plasma von Patienten mit
Niereninsuffizienz) gemessenen ADMA-Konzentrationen noch funf- bis zehnfach
unter den Plasmakonzentrationen von Arginin (Kielstein et al., 1999), fir eine
kompetetive Hemmung also zu niedrig. Unsere Arbeitshypothese ist daher, dass
sich ADMA spezifisch in der intrazellularen Arginin-Quelle aus Proteinabbau der
Endothelzellen anreichern kann und seine inhibitorische Wirkung dadurch starker
ist, als von den Plasma-Konzentrationen her anzunehmen wére.

Um diese Vermutung zu bestatigen, musste in nachfolgenden Experimenten
versucht werden, die intrazellularen ADMA-Level zu erhéhen. Bei gleichzeitiger
Depletion der austauschbaren Arginin-Quelle durch Lysin und Inhibition des
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Recyclingweges durch Glutamin sollte dies zu einer Reduktion der NOS-Aktivitat
fihren, die durch Gabe von extrazellularem Arginin wieder aufgehoben werden
musste. Die manipulierten intrazellularen ADMA-Spiegel kdnnten mit Hilfe von
HPLC-Analysen nachgewiesen werden. Die gleichzeitige Bestimmung von Arginin
und ADMA in der HPLC kann erfolgen, nachdem die basischen AS aus dem
Zelllysat Uber polymere Kationen-Austauscher-Saulen (Waters, Eschborn)
extrahiert wurden (Teerlink et al., 2002; Abb. 4.7).
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Abbildung 4.8 ADMA-Nachweis in EA.hy926-Zellen durch HPLC. Die Aufarbeitung
der Proben erfolgte nach einem alternativen Protokoll zu den bisher im Ergebnisteil
prasentierten HPLC-Experimenten. Als Standard wurde Monomethyl-Arginin (NMMA)
eingesetzt. Nach Einengen von je 2 ml Zelllysat oder Zelliberstand wurde das Pellet in
100 pl 0,1 n HCI und 900 ul PBS resuspendiert. Bevor die Proben auf die Oasis MCX 1
cc Saulen (Waters, Eschborn) gegeben wurden, mussten diese zuvor mit Hilfe der Waters
Vakuum Station mit 1 ml MeOH / 1 ml H,O &quilibriert werden. AnschlieBend folgten 2
Waschschritte mit 1 ml 0,1 n HCIl und 1 ml 100% MeOH, ehe die basischen Aminosauren
mit 1 ml MeOH / H,O / NH,OH (5 : 4 : 1) eluiert werden konnten. Das Eluat wurde zur
Trockne eingeengt und in 400 pl Boratpuffer pH 10 aufgenommen. Die Durchflihrung der
HPLC-Messung erfolgte dann mit jeweils 150 ul der Proben wie in Kapitel 2.4.3.3
beschrieben. Zur Identifizierung des korrekten ADMA-Peaks erfolgte die Zugabe von 2
nmol ADMA zu einer parallelen Probe.
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Eine Reduktion der eNOS-Aktivitat durch intrazellulares ADMA konnte auch in der
Gruppe um Rainer Bdger beobachtet werden: Patienten mit Hyperhomo-
cysteinamie zeigten eine endotheliale Dysfunktion durch eine verminderte
Bioverflgbarkeit von NO, die vermutlich durch die Akkumulation von ADMA
entstand und den oxidativen Stress erhdhte. Die Verabreichung von Arginin
normalisierte die endothel-abhangige Vasodilatation bei diesen Patienten (Sydow
et al., 2003).

Lysinurische Proteinintoleranz (LPI), eine seltene autosomal rezessive Erkrankung
ist bedingt durch Mutationen in System y*L-Transporter y'"LAT1 (SLC7A7) in der
Membran von Epithelzellen im Dinndarm und Nierentubulus. Die Folge ist ein
Mangel an Arginin, Ornithin und Lysin, durch die Stérung der tubularen
Reabsorption. Bedingt durch den Argininmangel sind die Plasma-NO-
Konzentrationen in LPI-Patienten im Vergleich zu Gesunden auf 30 bis 35%
reduziert, kdbnnen aber durch Infusion von Arginin auf normale Werte angehoben
werden. Die intrazellularen Arginin-Konzentrationen in den Endothelzellen der
Patienten wiirden theoretisch ausreichen, um die eNOS mit Substrat zu
versorgen, trotzdem kommt es zu endothelialer Dysfunktion (Kamada et al., 2001).
Da auch ein Mangel an Ornithin vorliegt, ist der Harnstoffzyklus und damit die
Citrullin-Bereitstellung eingeschrankt (Ubersicht: Palacin et al., 2004), was in einer
Reduktion der intrazellularen Arginin-Quelle aus Recycling resultieren kénnte.
Daher kann auch hier spekuliert werden, ob das Substrat der endothelialen NO-
Synthese in LPI-Patienten vornehmlich aus Proteinabbau stammt und so der
endogene NOS-Inhibitor ADMA spezifisch akkumuliert und die Hemmung
verursacht. In Endothelzellen kénnte y*LAT als Exporter flir methyliertes Arginin
fungieren, wenn dieses in die austauschbare Arginin-Quelle gelangt. Allerdings
sind bisher keine Daten veréffentlicht, die den Transport von methylierten
Argininen durch System y* belegen. Durch eine Herunterregulation von y*LAT
und anschlieBende HPLC-Bestimmung der intrazelluldaren Konzentrationen von
methyliertem Arginin konnte diese Hypothese experimentell untersucht werden.
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4.3.3 Die Bedeutung von ADMA in neurodegenerativen Erkrankungen

Bei der chronisch neurodegenerativen Krankheit Morbus Alzheimer sterben
kontinuierlich kortikale Neuronen ab, was auf oxidativen Stress zurtickzufiihren ist.
Letztlich ist die funktionelle Schadigung der Neuronen wahrscheinlich auf die
Reaktion freier Redikale oder ihrer Sekundarprodukte mit zelluldren Proteinen
zurGckzufihren, wodurch die Funktion von Enzymen oder Strukturproteinen
beeintrachtigt wird. In Alzheimer-Erkrankungen wurden erhdéhte NO- und 3-
Nitrotyrosin-Spiegel beschrieben (Hensley et al., 1998; Smith et al., 1997; Su et
al., 1997; Tohgi et al.,, 1999). Durch die Reaktion von NO mit Superoxid-
Radikalen entsteht Peroxinitrit. Dieses reagiert mit SOD und es wird das stabile 3-
Nitrotyrosin gebildet. (Bowling et al., 1995; Multhaup et al., 1997). Das Absterben
der Neuronen wahrend des normalen Alterungsprozesses und bei Alzheimer-
Erkrankungen ist somit auch durch NO vermittelt. ADMA kdnnte dabei eine
zentrale Rolle wahrend des Alterns und der Pathogenese von Alzheimer spielen.
So publizierten Abe et al. (2001), dass die ADMA-Konzentrationen in der
Cerebrospinalfliissigkeit (CSF) in Patienten mit Alzheimer um 48% niedriger sind
als in der Kontrollgruppe bei gleich bleibenden Argininkonzentrationen. Die
erhéhte NO-Produktion in der CSF von Patienten mit Morbus Alzheimer kdnnte
daher durch Verminderung der NOS-Inhibition durch ADMA zu erklaren sein.

Vaskuldre Risikofaktoren wie Atherosklerose (Hofman et al., 1997),
Hypercholesterinamie (Kivipelto et al., 2001), Bluthochdruck (Elias et al., 1993)
oder Typ 2-Diabetes (Ott et al., 1999) erhdhen signifikant das Risiko fir das
Fortschreiten der Alzheimerschen Krankheit. Erhdéhte Konzentrationen von
Homocystein sind scheinbar sowohl mit verstarktem Risiko von vaskularen
Erkrankungen als auch mit Alzheimer-Erkrankungen assoziiert. In Arbeiten von M.
L. Selley (2003 und 2004) wurde gezeigt, dass erhéhte Homocystein-
Konzentrationen im Plasma von Alzheimer-Patienten durch Inhibition der
endothelialen DDAH zu einer Akkumulation von ADMA und weitergehend zu einer
Inhibition der NO-Synthese flhrten. Es besteht der Verdacht, dass durch die
Beeintrachtigung des cerebralen Blutflusses die Pathogenese von Alzheimer
beeinflusst wird. Somit besteht eine inverse Korrelation zu der Konzentration von
NO in der CSF von Alzheimer-Patienten, bei der sich die erhohten NO-
Konzentrationen, bedingt durch verminderte ADMA-Konzentrationen, negativ auf
das Krankheitsbild auswirken (Abe et al., 2001).
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Gerade bei Betrachtung der entgegengesetzten Wirkungen von NO und ADMA im
cerebralen Blutfluss und in der CSF bei der Pathogenese von Alzheimer ist es von
immenser Bedeutung herauszufinden, welche intrazelluldren Arginin-Quellen in
welchen Geweben oder Zelltypen unter pathophysiologischen Bedingungen zur
NO-Synthese genutzt werden. Von einer Behandlungsmdglichkeit mit
extrazelluldrer  Arginingabe muss daher unter Berlcksichtigung der
Studienresultate generell abgeraten werden.
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4.4 Ausblick und weiterfilhrende Expermimente

Zur  weiterfuhrenderen  Charakterisierung der  Substratversorgung  von
endothelialer und neuronaler NOS stehen kiinftige Experimente in verschiedenen
Zelltypen noch aus. Im Folgenden sind einige Problemstellungen und mégliche
Lésungsansatze aufgefuhrt.

4.4.1 Substratversorgung der eNOS und nNOS

e Einspeisung von endogenem ADMA in die nicht-austauschbare Arginin-Quelle
Durch Manipulation der intrazellularen ADMA-Spiegel kann Uberprift werden,
ob sich die Verfligbarkeit der nicht-austauschbaren Arginin-Quelle andert.
Eine Erhéhung der endogenen ADMA-Konzentrationen kann Uber die
verstarkte Methylierung zellularer Proteine durch PRMTs bei gleichzeitiger
Hemmung der ADMA-abbauenden DDAHSs erreicht werden. Alternativ kbnnen
die Zellen mit Substanzen behandelt werden, die erwiesenermalBen eine
Erhdhung der Proteinmethylierung an Argininresten bewirken, wie z.B.
Methionin oder Homocystein. Eine Verminderung der ADMA-Konzentration
kann entsprechend durch Uberexpression oder Induktion der DDAH in
Kombination mit PRMT-Inhibitoren erzielt werden.

e Kolokalisation von Arginin-bereitstellenden Enzymen und den beiden NOS-
Isoformen
Ergebnisse aus dieser Arbeit deuten darauf hin, dass zwischen den Arginin-
bereitstellenden Enzymen Argininosuccinat-Lyase (ASL) bzw. der noch nicht
identifizierten Peptidase und der eNOS eine enge Assoziation bestehen muss.
Eine Verbindung von nNOS in A673 Neuroepitheliomzellen misste lediglich
zur Peptidase, nicht aber zur ASL vorhanden sein, in TGW-nu-|
Neuroblastomzellen allerdings zu beiden Arginin-bereitstellenden Enzymen.
Eine Kolokalisation von ASL und eNOS bzw nNOS kénnte einerseits durch
Immunprazipitationen andererseits durch Immunfaroungen mit anschlieBender
konfokaler Mikroskopie gezeigt werden. Durch einen eventuellen Einsatz
spezifischer Peptidase-Inhibitoren kénnte die Peptidase unter Umsténden
identifiziert und im Erfolgsfall anschlieBend ebenfalls ihre Kolokalisation zu
eNOS und nNOS untersucht werden.
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Entkopplung der eNOS- und nNOS-Aktivitdt in Abhangigkeit von der
intrazellularen Arginin-Quelle

Der in unseren Versuchsansatzen herbeigefiihrte partielle Substratmangel
kénnte auch zu einer Entkopplung der NOS geflihrt haben. Dies wirde
bedeuten, dass fir die Verminderung des bioaktiven NOs auBer der
reduzierten Produktion auch eine vermehrte Sauerstoffradikalbildung
verantwortlich  ware. Dies wirde auch erklaren, warum hdhere
Konzentrationen SOD die Reduktion der NO-Produktion vermindern kann.
Sauerstoffradikale kdénnen z. B. mit Hilfe des Farbreagenz DCFH-DA im
Fluorimeter quantifiziert und so eine eventuelle Entkopplung der NOS unter
den Versuchsbedingungen dokumentieren. Da Sauerstoffradikale nicht nur
von NO-Synthasen stammen kénnen, muss ihre Bildung durch NOS-
Inhibitoren hemmbar sein, um sie der NOS zuordnen zu kénnen.

Einfluss des System N-vermittelten Transports auf die Arginin-Bereitstellung
aus dem Recyclingweqg

Unsere Untersuchungen der eNOS-Aktivitdt weisen darauf hin, dass der
System N Transporter SN1 fiir einen Austausch von extrazellularem Glutamin
oder Histidin gegen intrazelluldres Citrullin und damit flr die Verarmung der
,Recycling“-Quelle durch diese Aminosduren verantwortlich sein kénnte.
Obwohl die nNOS-Aktivitat in A673 Neuroepitheliomzellen nicht durch
Glutamin beeinflusst wurde, konnte eine Reduktion der intrazellularen Citrullin-
Konzentrationen durch extrazellulares Glutamin in HPLC-Analysen gemessen
werden. Diese Versuche missen kinftig ebenfalls in  TGW-nu-I
Neuroblastomzellen durchgeflhrt werden, da in diesem Zelltyp kein Einfluss
von Glutamin auf die NO-Synthese nachgewiesen werden konnte, obwohl die
Zellen recyceltes Arginin zur NO-Synthese verwenden kénnen.

Weiterhin wurde bisher Citrullin nicht als SN1-Substrat beschrieben. Nach
Expression von SN1 in Xenopus laevis-Oocyten kann in Transportstudien
Uberprift werden, ob diese Aminoséure ein Substrat fir SN1 darstellt. Sollte
dies der Fall sein, kann die Expression von SN1 durch einen siRNA-Ansatz
ausgeschaltet und festgestellt werden, ob so die Hemmwirkung auf die NOS-
Aktivitat vermindert bzw. der Glutamin-Citrullin-Austausch beeinflusst wird.
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Einfluss des PHT1-vermittelten Transports auf die Arginin-Bereitstellung aus
Proteinabbau

Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass Histidin einen zusatzlichen Effekt
auf die NO-Produktion hat, der Uber den System N-vermittelten Transport
alleine nicht zu erklaren ist. Die Vermutung, dass Histidin Gber den PHT1-
vermittelten Transport intrazelluldre arginin-haltige Peptide aus der Zelle
depletiert, muss experimentell noch bestatigt werden. Hierzu kdnnte z. B. nach
Expression von PHT1 in Xenopus laevis-Oocyten ein Austausch von
extrazelluldrem Histidin gegen intrazellulare radioaktiv markierte Peptide
nachgewiesen werden. Analog zu siRNA-Experimenten mit SN1 kdnnte dann
auch der PHT1 z. B. in A673 Neuroepitheliomzellen ausgeschaltet und
untersucht werden, ob so die Hemmwirkung von Histidin auf die NO-Synthese
aufgehoben wird.
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5 Zusammenfassung

Resultate dieser Arbeit zeigen, dass endotheliale und neuronale NO-Synthasen
(eNOS und nNOS) ihr Substrat Arginin nicht ausschlieBlich aus extrazellularen,
sondern auch aus intrazellularen Quellen beziehen. Das Substrat aus den
intrazellularen  Quellen scheint nicht Ober Membrantransporter in den
Extrazellularraum gelangen zu kdénnen. Dies deutet darauf hin, dass eine enge
Assoziation der Arginin-bereitstellenden Enzyme mit eNOS bzw. nNOS vorliegen
kénnte. Dadurch wirde das durch diese Enzyme generierte Arginin direkt an die
NOS weitergereicht und nicht Ober Transporter gegen andere basische
Aminosauren (AS) im Extrazellularraum ausgetauscht werden.

Eine intrazellulare Substrat-Quelle besteht aus dem so genannten ,Recycling®, der
Umwandlung des bei der NO-Synthese entstehenden Citrullins in Arginin. Eine
Kopplung von Arginin-bereitstellenden ,Recycling“-Enzymen mit NOS wird in
Endothelzellen und teilweise auch in TGW-nu-lI Neuroblastomzellen beobachtet,
nicht jedoch in A673 Neuroepitheliomzellen. Die Kopplung scheint daher vom
Zelltyp abhangig zu sein. Das zur Arginin-Regeneration benétigte Citrullin kann
allen untersuchten Zellen durch den Austausch mit spezifischen neutralen AS, die
ausschlieBlich zum Substratprofil des System N Transporters SN1 passen,
entzogen werden. Die Anwesenheit von SN1-Substraten im Extrazellularraum
fihrt daher indirekt zu einer Depletion der Recycling-Quelle. SN1 mRNA ist in
allen untersuchten Zellen nachweisbar.

Aus Protein-Abbau stammendes Arginin stellt den zweiten Teil der intrazellularen
Arginin-Quelle dar. Dieser ist in allen untersuchten eNOS- oder nNOS
exprimierenden Zellen vorhanden. Das Arginin stammt dabei sowohl aus
lysosomalem als auch proteasomalen Proteinabbau, wie der Einsatz spezifischer
Inhibitoren zeigt. Extrazellulares Histidin (aber keine andere Aminosaure) kann
diese Arginin-Quelle depletieren. Wir vermuten deshalb, dass Histidin tber den
Peptid-Histidin-Transporter PHT1, der in allen untersuchten Zellen stark exprimiert
ist, gegen die durch lysosomalen und proteasomalen Proteinabbau entstehenden
Arginin-haltigen Di- und Tripeptide ausgetauscht wird. Der wichtigste endogene
NOS-Inhibitor, asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), ein Marker fir
endotheliale Dysfunktion und Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen,
stammt ebenfalls aus Proteinabbau. Die Verfligbarkeit dieser intrazellularen
Arginin-Quelle wird deshalb stark vom Methylierungsgrad des Arginins in den
abgebauten Proteinen abhangen. Eine lokale ADMA-Anreicherung kbénnte eine
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Erklarung fir das Arginin-Paradox sein, der unter pathophysiologischen
Bedingungen beobachteten Verminderung der endothelialen NO-Synthese bei
anscheinend ausreichenden intrazelluldren Argininkonzentrationen. Da auch in
neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, ADMA eine Rolle zu
spielen scheint, kdnnte das Arginin-Paradox auch flir die nNOS-vermittelte NO-
Synthese von Bedeutung sein.

Die Resultate demonstrieren, dass die Substratversorgung der beiden NOS-
Isoformen nicht ausschlieBlich von kationischen Aminosauretransportern abhangig
ist, sondern auch von Transportern fir neutrale Aminosauren und Peptide, und
auBerdem von Arginin-bereitstellenden Enzymen. Der jeweilige Beitrag der
verschiedenen Arginin-Quellen zur Substratversorgung der NOS ist daher
abhangig vom Anteil der jeweiligen Aminosdauren und Peptide in der
extrazellularen Flussigkeit.
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6 Abkurzungsverzeichnis

ADP . Adenosindiphosphat

Arg oo Arginin

AS e nicht kodogener Strang (antisense)

AS .o Aminosédure

ATP .o Adenosintriphosphat

BAS. .. basische Aminosauren

BCH ..o 2-Aminobizyklo-[2,2,1]-heptan-2-carbonsaure

PP .o Basenpaare

AF2NC..ceviiiiiiiiiiiiiiiie schwere Kette des 4F2 Oberflachenantigens (4F2
.......................................... heavy chain)

AF2NC..ceiiiiiiiiiiiiiiiis schwere Kette des 4F2 Oberflachenantigens (4F2

heavy chain)

CAT e Transporter fur kationische Aminosauren (cationicamino
acid transporter) (h fir human, m far murin, r fir Ratte)

CDONA s copy DNA

O | R Citrullin

CPM e Zahlrate pro Minute (counts per minute)

DAPI oo 4,6-Diamidino-2-phenylindol

DDAH........oooeiii, Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolasen

DEPC.....ooiieee Diethylpyrocarbonat

DMEM..........coeeiiiini. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO ...ooviiiiiiieeeiiieeeene Dimethylsulfoxid

ANTP.. Desoxynukleosidtriphosphat

EDTA .o Ethylendiamintetraessigséure

EGTA.......cccc, Ethylenbis(oxyethylennitrilo)tetraessigsaure

eNOS.....ceeeeeeee endotheliale NO-Synthase

EBro. Ethidiumbromid

EtOH ..o Ethanol

FBS.....ooo o Rinderserumalbumin

fWd... forword

(T Geneticin 418 Sulfat

GFP oo grin fluoreszierendes Protein (green fluorescent
protein)

GIN e, Glutamin



6. Abkiirzungsverzeichnis 172

HAT oo hetero(di)ymere Aminosaure-Transporter

@ P demineralisiertes Wasser (routinemaBig autoklaviert)

HoOrginst, «eennvrrremmeeeeeeeennnns Reinstwasser aus Millipore-Anlage (autoklaviert)

HIS oo Histidin

IMDM ... Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

INOS ..o induzierbare NO-Synthase

[ o S Kilobasen

KD ..oooooeeeieeeiceeeeeeeeeeee Kilo-Dalton

KM eoeeeeeeeee Michaelis-Menten-Konstante

LAT e System L-Aminosauretransporter

LPl. lysinurische Proteinintoleranz

LYS Lysin

MCS..oeeeeeeee multiple cloning site

ME ... B-Mercaptoethanol

MeAIB........ccoco N-Methyl-Aminoisobutyric Acid

MULV ..o murine Leukamieviren

NAD(P)H...........cooeeeee. Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)

NAS ... neutrale Aminosauren

NO ., Stickstoffmonoxid

NOS......cc Stickstoffmonoxid-Synthase

NNOS ... neuronale NO-Synthase

ML Nukleotide

NTPS...ooeieiiee Nukleosidtriphosphate

(O ] Optische Dichte

(o) RS oxidiert

[ WP pro analysi

PBS.....ooo Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR .o Polymerase-Chain-Reaktion

PHT ..o Peptid-Histidin-Transporter

PRMT......cccoeii, Protein-Arginin-N-Methyltransferasen

FBAT e verwandt zu Aminosaure-Transporter b%* (related to
b%* amino acid transporter)

(=To reduziert

FEV. et e et Reverse

] 0 4 O revolutions per minute

RT (20-25°C) ..oovevviiiieeenne Raumtemperatur
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SD e, Standardabweichung (standard deviation)
SEM ..o, Standardfehler (standard error of mean)
SN System N-Transporter

S tiiii e kodogener Strang (sense strand)
TAE....co Tris-Acetat-EDTA

TBE. . Tris-Borat-EDTA
TBS.s Tris Buffered Saline

TE ., Tris-EDTA

TM.ees Transmembrandomane(n)

THS i Tris(hydroxymathyl)-aminomethan
Ui, Unit

O N Uber Nacht

V s Volt
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hCAT-2A

GGGGTCCTGC CAAATATGTC GTCGCAGCTG JITCTCTICTG CGCCTTGTC>
lStartAExon6

GG%GGGAT GGCTTACTGT TTAGATTTCT TGCCAGAGTC AGT--—-AAGA

lEndAExon6
GGCAGTCACC AGTTGCTGCC ACGTTGACTG CAGGGGTCAT TTCTGCTTTG

hCAT-2B

GGGGTCCTGC CAAATATGTC GTCGCAGCTG JITCTCTCTG CGCCTTGTC>

lStartAExon6
&AAGTCTTC Ttggatccat tttcccaatg cctcgtGTAA TQiATGCTAT

<GCGGAGGAT GEGTTGCTITT TCAAATGTCT AGCTCAAATC AATTCCAAA

lEndAExon6
CGAAGACACC AATAATTGCT ACTTTATCAT CGGGTGCAGT GGCAGCTITTG

Abbildung 9.1: Auswahl von Oligonukleotiden und TagMan Sonden fiir die SpleiB-
Variante des SLC7A2-Gens, hCAT2A und hCAT2B. Die beiden CAT-Isoformen CAT-
2A und CAT-2B unterscheiden sich nur in dem Exon 6 kodierten Bereich. Isoform-
spezifische TagMan-Sonden (griin bzw. grau unterlegt) missen daher aus diesem etwa
130 bp umfassenden Bereich stammen (unterschiedliche bp in rot). Die PCR-
Amplifikation  erfolgte durch Kombination eines gemeinsamen ,sense-Strang®
Oligonukleotid (schwarzer Pfeil) aus dem identischen Exon 5 mit einem ,antisense-
Strang® Oligonukleotiden (roter bzw. griiner Pfeil) aus dem jeweiligen isoform-spezifischen
Exon 6.
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Abbildung 9.2: Darstellung einer typischen Amplifikationskurve einer real time RT-
PCR-Reaktion. Der Graph stellt das Fluoreszenzsignal (R,) gegenlber der
Zyklusnummer dar. In frihen PCR-Zyklen &ndert sich die Fluoreszenz kaum, hier
definiert man die Basislinie der Amplifikation. Ein Anstieg der Fluoreszenz Uber die
Basislinie zeigt die Detektion von akkumuliertem PCR-Produkt (AR,). Durch Festsetzung
des Schwellenwertes (Threshold) unterscheidet man zwischen signifikantem Anstieg der
Fluoreszenz und dem Hintergrund. Der Parameter Ct (Treshold cycle) ist definiert als die
Zyklusnummer, bei dem die Fluoreszenz den festgesetzten Schwellenwert Ubersteigt.
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Tabelle 9.1: Berechnung der relativen Expression. Die relative Quantifizierung von
Transkripten erfolgt immer anhand einer festgesetzten Kontroll-Probe. Als Beispiel
werden nicht-transfizierte Zellen zur Kontrolle gegenlber den mit der zu untersuchenden
cDNA transfizierten Zellen eingesetzt. Bei allen Proben wird zu Beginn die Differenz
zwischen den Cr-Werten (Treshold cycle, siehe Abb. 9.2) des zu untersuchenden
Transkripts (GOI, gene of interest) und des Gens zur Normierung (HKG, house keeping
gene) berechnet (DCy). Die DCt-Werte der Proben (PDCy) werden anschlieBend vom
DCr-Wert der Kontrolle (KDCy) subtrahiert (PDC+-KDCy). AbschlieBend wird dieser Wert
als negativer Exponent von 2 zur Berechnung der relativen Expression herangezogen
(2 (PPCTKDCT) * Diese Berechnung kann nur dann erfolgen, wenn die Effizienzen der
Amplifikate vergleichbar sind (siehe Tabelle 9.2).

Probe GOICr HKGCr DCt' PDCt-KDCt*  Relative
Expression®
1 28 25 3 0 1
(Kontrolle)
2 25 23 2 -1 2
3 24 26 -2 -5 32
4 27 24 3 0 1
'DCr: Differenz der C; Werte zwischen GOI (gene of interest) und
HKG (House keeping gene): GOl Ct — HKG C+
2 PDC+KDCr: Differenz zwischen Probe DC+; und Kontrollwert DCr.

® Die Relative Expression: 2 (PPCTDCD
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Tabelle 9.2: real time RT-PCR-Effizienzen. Die entsprechenden Oligonukleotide,
TagMan Sonden, RT-PCR-Anséatze und RT-PCR-Profile sind in Kapitel 2.3.4.1 aufgefuhrt.
Die Korrelationskoeffizienten, Steigungen und PCR-Effizienzen [%]' sind aus RNA-
Standardreihen (ausgehend von 1:10 Verdinnungen) von der iCycler Software v2.3
berechnet worden. Um verschiedene Amplifikate vergleichbar quantifizieren zu kénnen,
wurden die PCR-Effizienzen [E]* auBerdem nach der Formel E=[10"5%9""9].1 berechnet.
Vergleichbare PCR-Bedingungen liegen vor, wenn AE < 0,05% ist. Im Vergleich zu hCAT-
1 war diese Bedingung bei allen durchgefiihrten RT-PCR-Reaktionen erflllt.

Korrelations- | Steigung | PCR- PCR- AE

Koeffizient Effizienz [%)' | Effizienz [E] | (hCAT-1)°
hCAT-1 [ 0,991 -3,208 105,0 -0,5121 -
hCAT-2A [ 1,000 -3,310 100,5 -0,5012 0,0109
hCAT-2B [ 1,000 -3,343 99,1 -0,4978 0,0143
hCAT-3  [0,999 -3,359 98,5 -0,4961 0,0160
hSN1 0,998 -3,315 100,3 -0,5007 0,0114
hy*LAT-1 0,996 -3,318 100,2 -0,5004 0,0117
hy*LAT-2 [ 1,000 -3,042 113,2 -0,5308 0,0187
hPHT1 0,998 -3,229 104,0 -0,5098 0,0023
hPHT2 0,997 -3,221 104,4 -0,5107 0,0014
hPepT1 [ 1,000 -3,223 104,3 -0,5105 0,0016
hPepT2 [ 1,000 -3,198 105,4 -0,5132 0,0011
hGAPDH [ 0,999 -3,253 102,9 -0,5072 0,0049

" PCR-Effizienz [%]: Berechnung der PCR-Effizienzen in % nach iCycler Software v2.3

2 PCR-Effizienz [E]: Berechnung der PCR-Effizienzen nach Roche (technical note no.
LC11/2000; Roche Molecular Biochemicals)

8 AE (hCAT-1): Differenz zwischen PCR-Effizienzen [E] (< 0,05)
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