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1 Einleitung

1.1 Hintergrund: Erhohte Inzidenz von Entziindungen bePatienten mit

chronischer Hamodialyse

Patienten, die an einer dialysepflichtigen Niereaffizienz leiden, haben gegenuber der
Normalbevolkerung eine erhdhte Mortalitdt. Ursé&dhliwerden hierzu in der Literatur an
erster Stelle die Artherosklerose mit den einheegdien Begleiterkrankungen, wie koronare
Herzerkrankung (KHK), periphere arterielle Versdskrankheit (pAVK) und

Todesursachen bei ESRD

O Herzstillstand

B andere kardiale Ursachen

0O akuter Myokardinfarkt

O Infektionen

B Cerecrovaskulére Ereignisse
@ Malignome

B unbekannte Ursachen

O andere Ursachen

%

Abb 1.: Todesursachen bei ESRD (end-stage renal dise)

cerebrovaskulare Erkrankungen beschriefi@gimeung AK et al.; 2000]Ferner besitzt die
Inzidenz und Mortalitat durch Entzindungen und Imsuppression eine fast ebenso hohe

Bedeutung.
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Die ,European Uremic Toxin (EuTox) Work Group“ hat der letzten Zeit ungefahr 90
verschiedene Substanzen identifiziert und dies®mllysegifte bzw. Uramietoxine deklariert
und in einer Liste zusammengefasst. Es handeltltbcldiesen Substanzen um physiologisch
entstehende Stoffwechselprodukte, welche von @leeunden Niere ausgeschieden werden
konnen und somit eigentlich keine pathologischedBi#ahg haben. Patienten jedoch, die an
einer dialysepflichtigen terminalen Niereninsuizz leiden, zeigen eine erhohte
Konzentration dieser Gifte. Auch durch eine Diatiigeapie kbnnen Uramietoxine nicht, oder
nur in sehr geringem Umfang eliminiert werden. lasdr Arbeit wird besonderer Wert auf
die Untersuchung des Dialysegiftes PhenylaceteasiggPAA) gelegt.

Phenylacetessigsaure ist im Blut gesunder Menschenin einer sehr geringen Menge
nachweisbar. Im Plasma chronischer Dialysepatiejgeoch (end — stage renal failure)
werden dagegen Plasmakonzentrationen von 8433 mmol/l gemessefl. Jankowski, et
al.; 2003]

Zentraler Punkt dieser Arbeit soll es deswegen,sei@a Frage zu beantworten, welche
Auswirkung PAA auf die Expression der induzierbalgd — Synthase hat und ob sich damit
gegebenenfalls Effekte und Ursachen einer erhdohteidenz von Entzindungen erklaren

lassen.
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1.2 Ursachen fiir eine terminale Niereninsuffizienz

Die Niereninsuffizienz wird in vier Stadien eingéte Im ersten Stadium der
Niereninsuffizienz, dem kompensierten Dauerstadio@steht nur eine leichte Einschréankung
der Kreatininclearance und der Konzentrationsfagiigbkei noch normalen Retentionswerten.
Das folgende Stadium wird als Stadium der kompetesieRetention bezeichnet. Dies
bedeutet, dass es zu einer Kreatininerhéhung bmg&ll (530 umol/l) kommt, jedoch
klinische Uramiesymptomen aber noch nicht erkenrddad. In den kritischen Stadien Il

(praterminale Niereninsuffizienz) und Stadium Iér(hinale Niereninsuffizienz) steigen die

Atiologie der chronischen Niereninsuffizienz

O Diabetische Nephropathie

B Hypertoniebedingte Nierenschaden

O Chronische Glomerulonephritis

O Interstitielle Nephritis (einschlief3lich
chronischer Pyelonephritis)
B Polyzystische Nephropathie

O Analgetikanephropahtie

B Andere Ursachen

O Unklérer Atiologie

Abb. 2: Atiologie der chronischen Niereninsuffiziex

Kreatininwerte auf Gber 8 mg/dl (7@mol/l), bzw. Gber 10 mg/dl (8g4nol/l) an.[Harrisons
Innere Medizin; 2005] Es treten in diesen Phasen trotz Ausschépfungsekoativer
Maglichkeiten uramische Symptome auf. Dies sind@s®ndere ein Gewichtsanstieg und das
Auftreten von Odemen durch eine vermehrte Natriunt Wasserretention, Herzinsuffizienz,
uramische Gastroenteritis mit Erbrechen und DuflehfA urdmische Neuropathie,
Lungenddem (,fluid lung®), Blutungsneigung und seBlich Koma und Tod[USRDS -
Report 1997] Das Stadium IV der Niereninsuffizienz macht einéerBnersatztherapie

erforderlich.
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In den letzten Jahren wurde die bestehende Eintetiurch ein zusatzliches flnftes Stadium
erganzt (s. Abbildung 3). Dieses wird definiert alsronisches Nierenversagen mit einer
Filtrationsrate unter 15 ml/min. In den vorhergedem Stadien 3 und 4 ist nur noch die GFR
zur Klassifizierung entscheidend. Die Stadien 1 Anderden gegliedert nach der GFR, dem
Auftreten einer Proteinurie oder morphologischendviderungen.

Stadium GFR Proteinurie nachweisbar Keine Proteinurie
(ml/min/1.73m 2 nachweisbar

1 >89 Nierenkrankheit mit normaler Normalbefund
Nierenfunktion

2 60 - 89 Nierenkrankheit mit milder milde
Nierenfunktionseinschrankung Nierenfunktionseinschrankung,

aber keine Nierenkrankheit

3 30-59 Nierenerkrankungen mit einer moderaten
Nierenfunktionseinschrankung

4 15 -29 Nierenerkrankungen mit einer schweren
Nierenfunktionseinschrankung

5 <15 Chronisches Nierenversagen

(Quelle: NKF; KDOQI - Guidelines)
Abb. 3: Stadieneinteilung des chronischen Nierenveagen (National Kidney Foundation; Feb. 2002)

Zusammenfassend ist die terminale Niereninsuffziealso Folge einer irreversiblen
Verminderung der glomerularen, tubularen und endekr Funktion beider Nieren. Als

Ursachen werden an erster Stelle die diabetischghfdpathie (35%), folgend von den
hypertoniebedingten Nierenschaden (ca. 25%) undcllemischen Glomerulonephritis (ca.
10%) angegeben. Als weitere Grinde werden die dtitietle Nephritis (ca. 5% -

einschliel3lich der chronischen Pyelonephritis), mhé/zystische Nephropathie ( ca. 3%) und
neben anderen Ursachen (Kollagenosen, VaskulitideAmyloidosen) die

Analgetikanephropathie (ca. 1%) angegeben. Die ldbbg 2 gibt einen Uberblick tiber die
Atiologie der chronischen Niereninsuffizienz. Di@ranische Niereninsuffizienz hat zur
Folge, dass es zu einem Versagen, der exkretonsdierenfunktion kommt. Damit gehen
Stérungen im Wasser-, Elektrolyt-, und Saure — Basélaushalt einher. AuRerdem kommt

es zu einer Abnahme der inkretorischen Nierenfonktwas eine verminderte Sekretion von
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Erythropoetin, Renin, Calcitriol und Prostaglandineur Folge hat. Zuséatzlich fuhrt die
Retention von harnpflichtigen Substanzen zu toxasclrganschaden. Nach Ausschopfen
konservativer Therapiemoglichkeiten, steht im Stadi IV der chronischen

Niereninsuffizienz die Nierenersatztherapie, dialie, zur Verfigung.

1.3 Methode der Dialyse

Die Dialysebehandlung ermdglicht es heutzutage derefati im Stadium der terminalen
Niereninsuffizienz, beruflich und sozial rehabéiti, ihr Leben weiterzufihren.

Die Methode der Dialyse beruht auf einem einfacpégsikalischen Prinzip: Nach dem
Fick’'schen Gesetz diffundieren Uber eine semipdmredembran die harnpflichtigen
Substanzen aus dem Blut in das isotonische undnsahe Dialysat. Durch eine grol3e

Abb. 4: Schematische Darstellung Hamodialyse (1: etiovenéser Shunt; 2
Oxidationseinheit; 3: frisches Dialysat; 4: ausges$iedenes Dialysat; 5: Dialysator)
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Dialysatmenge wird das Konzentrationsgefalle zweschBlut und dem Dialysat
aufrechterhalten. Als Membranen werden sowohl stigbhe Materialien (extrakorporale
Hamodialyse), als auch das Peritoneum (Peritoredgsdi) benutzt. Durch einen osmotischen
oder physikalischen Druckgradienten lber die Memkdtann dem Blut Wasser entzogen
werden (Ultrafiltration). Als weiteres physikalish Gesetz kommt die Konvektion zum
Tragen. Durch sie wird bei der Hamofiltration derutBPlasmawasser entzogen, das bis zu
einem Molekulargewicht von ca. 30.000 Dalton ale Plasma gelésten Substanzen in
gleicher Weise enthélt.

Vor Beginn der Dialysebehandlung wird bevorzugt @mterarm eine arteriovendse Fistel
angelegt. Die durch den vermehrten Druck dilati®&éme lasst sich so leichter punktieren.
Fur die Peritonealdialyse werden analog dazu Kathetdie Bauchhohle eingelegt.

Eine Dialysebehandlung erfolgt dreimal pro Wochep® sich abhangig von KorpergrolRe
und restlicher Nierenfunktion eine Gesamtbehandldager von ca. 12 — 18 Stunden pro
Woche ergibt.

1.4 Die Rolle der Uramietoxine

In einem Kompendium aus dem Jahre 2003 wurde aubegehenden gewonnenen Daten
eine zusammenfassende Liste Uber bekannte Uranmetsgwie ihre normale und maximale
Konzentration vorgenommefRaymond Vanholder R.; 2003Mittlerweile sind tber 90
Uramiegifte bekannt, die sich in unterschiedlicheff§ruppen einteilen lassen.

Das urdmische Syndrom steht fur eine Retention eieser erwahnten Uramiegifte, welche
normalerweise durch eine gesunde Niere ausgeschigdglen konnen. So ist es erklarlich,
dass sich bei Stérung der physiologischen Aussahgsivege (renal) eine Zunahme der
Plasmakonzentration ergibt. Abhangig ist diese kKaotation unter anderem von der

Loslichkeit, dem Molekulargewicht und der Plasmapirdoindung.
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1.5 Phenylacetessigsaure als Uramietoxin

Phenylacetessigsaure ist ein Abbauprodukt der Asdim@e Phenylalanin. Phenylalanin wird
primar durch das Enzym der Phenylalaninhydroxylase Tyrosin metabolisiert. Eine

verminderte Aktivitdt der Phenylalaninhydroxylaséht zu der haufigsten genetischen
Stoérung im Aminosaurestoffwechsel, der PhenylketienuNeben diesem bekannten Weg
wird Phenylalanin auch durch Decarboxylierung zemtethylamin verstoffwechselt. Aus

diesem Zwischenprodukt entsteht zu 90% Phenylagigsgaire durch Oxidation und zu 10 %

Mandelsaure.

I
CH, —C—OH

Synonym: a - Tolylic acid; Benzeneacetic acid; PAA
Molekularformel: C6H5CH2CO20H
Molekulargewicht: 136.15

Abb. 5: Phenylacetessigsaure (Strukturformel)

Phenylacetessigsaure ist im Blut gesunder Menschenin einer sehr geringer Menge
nachweisbar. Im Plasma von Patienten mit eineritexien Niereninsuffizienz jedoch (end —
stage renal failure) wurden dagegen Plasmakonzemea von 3,49+ 0,33 mmol/l
gemessen.

Eine Arbeitsgruppe [Jankowski et. al.; 2003] konnte zeigen, dass eine erhohte

Plasmakonzentration von Phenylacetessigsaure irh Bl Patienten mit einer terminalen
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Niereninsuffizienz zu einer Hemmung der induziegimaNO — Synthase (iNOS) fiihrt. Uber
die Rolle der iNOS soll im anschlieRenden Abschmiteiner Arbeit ausfihrlicher

eingegangen werden.

1.6 Das unspezifische Immunsystem

Die einfachste Form der Immunantwort ist die angebe oder die unspezifische frihe
Immunantwort, die den Organismus fur 4 — 5 TageizthDieses System ist zwar nicht in
der Lage einen Krankheitserreger vollstandig zunicbten, hemmt aber dessen weitere
Ausbreitung, solange bis das adaptive — spezifisémenunsystem aktiviert ist.

Im Zentrum der unspezifischen Immunantwort stehtf aler einen Seite das
Komplementsystem, dessen Aktivierung tUber den idelsen und alternativen Weg zu einer
Bakteriolyse fuhrt, auf der anderen Seite stehtldismunabwehr durch Makrophagen und
neutrophile Granulozyten.

Die neutrophilen Granulozyten, auch als polymorphke Leukozyten bezeichnet,
phagozytieren stark und sind reich an in Granulapaekten Hydrolasen (Proteasen,
Elastasen, Kollagenasen, Lysozym und KathepsinM&)Hilfe dieser Enzyme kénnen sie
Bakterien auflésen. Durch die Freisetzung chemisteth¢r Stoffe (Komplementfaktor Cba,
Leukotrien B4, TNFa, Interleukin — 1) wahrend der Frihphase einer #mang sind
neutrophile Granulozyten imstande, die Blutbahn wrlassen und durch amoboide
Bewegung den Entziindungsort erreichen. Nach Komtakidem Fremdkorper wird dieser
von Cytoplasmaauslaufern (Pseudopodien) des Graytelo umschlossen und in den Zelleib
aufgenommen. Durch die Fusion der Pseudopodien an distalen Seite des
Mikroorganismus entsteht eine von der Zellmembransahlossene Phagozytenvakuole
(Phagosom), in die das Bakterium eingekapselt widch Aufnahme des Fremdkorpers
verschmelzen die Granula des Granulozyten mit deag&som, wobei die Enzyme in die
Vakuole einflieRen, ohne in das Cytosol der Zeliegelangen. Der neutrophile Granulozyt
stirbt mit dem abgettteten Bakterium ab, da die &Vder mit den Enzymen angefillte nicht
aus der Zelle entfernt werden kann, und nach en$geinden durchlassig wird. Es ergiel3t
sich deren Inhalt in die Zelle und zerstort sie diabe Weise.

Aus Monocyten differenzieren sich Gewebsmakrophaf@®ase enthalten ebenso wie die
neutrophilen Granulozyten cytosolische Granulajenen sich ebenfalls lysosomale Enzyme
befinden. Durch ihre Fahigkeit zur Erkennung, Plzgtguse, Prozessierung und Prasentation
von Antigenen nehmen Makrophagen eine Schlissdlbmkm Immunsystem ein. Im
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Rahmen der Phagozytose wird das Antigen interealisnd durch proteolytische Enzyme zu
Antigenfragmenten abgebaut. Einzelne Fragmente emezdsammen mit MHC-II-Proteinen
in die Plasmamembran verlagert. Dieser, als Anpgiésentation bezeichnete Vorgang, fuhrt
durch einen direkten Zellkontakt mit T — Lymphozyteur Freisetzung verschiedener
Zytokine: Interleukin 1 (Makrophage), Interleukin @-Lymphozyt), y- Interferon (T-
Lymphozyt), TNFe (Makrophage).

Diese koordinierte Reaktion des Organismus aufdadtle Infektionen wird als Akut —

Phase — Reaktion bezeichnet.

1.7 Molekulare Abwehrmechanismen in Makrophagen

Stickstoffmonoxid (NO) ist das Produkt der NO — @wse (NOS). Es existieren im
menschlichen Kérper drei verschiedenen Isoformesedi Enzyms: Zum einen gibt es eine
neuronale NOS, eine endohteliale NOS, sowie iN@Q&dzierbare NO - Synthase.

NO spielt eine entscheidende Rolle in verschiedereriralen physiologischen Prozessen,
wie zum Beispiel bei der Regulation des Muskeltonus der Gefaund der
Thrombinregulation. Ebenso wird durch NO in entsdéeder Weise auch die Abwehr, um
genauer zu sein, die Phagozytenaktivitdt beeirtflusssgehend von dem Punkt, dass im
menschlichen Korper drei verschiedene Isoenzyme diér NO- Produktion existieren
(Consitutive,- endotheliale,- inducible NO — Syrgbg spielt besonders die iINOS flr die
Abwehr von Bakterien eine zentrale Rolle. In vitkonnte gezeigt werden, dass die
entscheidenden Triggermechanismen fur die Aktivigrder iINOS im intestinalen Epithel
Cytokine wie Interferon y (IFN-y), Tumornekrosefaktor e (TNF-a) und Interleukin 13
(IL-1B) sind.

Die Abtotung intrazellularer Bakterien kommt durelwei ineinandergreifende Systeme
zustande: Reactiv oxygen species (ROS) und Reautiogen species (RNS).

Zentrales Enzym der ,Reactiv oxygen species” (RB6jlie NADPH — Oxidase, welche in
Phagozyten Phagozytenoxidase (Phox) genannt windchDdieses Enzym ist es maéglich,
eine Reduktion des molekularen G, Uber die folgende Reaktion herbeizufihren:

NADPH +2 G —» NAPD+H' + 20,

Dieses Superoxidanion §Q hat nur eingeschrankte Membrangangigkeit und mabee
Fahigkeit zur intrazellularen Abtétung von Bakteri&s ist allerdings Precursor von weiteren
ROS. So kann durch die Superoxiddismutase (SO Reduktion zu Wasserstoffperoxid
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erfolgen, oder es kann mit bereits gebildetem Wags#peroxid unter Bildung hochaktiver

Hydroxylradikale reagieren.

20, +2H—555—» H:0,+ O,

O, + HLO,————P»OH + OH + O,

Die Bedeutung der Phox wird deutlich bei Immundedakiir eben dieses Enzym im Sinne
eines ,chronic granulomatous disease”, wodurcheeneblich vermindertes Abwehrpotential
insbesondere flur bakterielle Infektionen, wie zumispiel durch Salmonella typhimurium
besteht.
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Abbildung 6: Der Effekt von iNOS und Phagocyten NAPDH Oxidasefalie antimikrobielle Aktivitat
von Makrophgen C57 BL/6 auf Salmonella typhimuriu@tdmme tber die Zeit.

Die Aktivitat von IFN- y aktivierten Makrophagen C57 BL/6 (Wildtyp) zeigt ane Verminderung der
Bakteriellen Aktivitat von 99% innerhalb der ersten 6h (A-C). Makrophagen C57BL/6, gewonnen
aus knock out Mausen, welchen die Phagozytenoxidagehox) fehlt, kbnnen nicht das
Bakterienwachstum vermindern, zeigen jedoch Uber Ibein konstantes Level (A). Makrophagen
C57BL/6, denen iNOS fehlt, kénnen priméar das Baktdenwachstum hemmen, nach 6h zeigt sich
jedoch ein signifikanter Anstieg (B) Makrophagen C57BL/6, denen iNOS und phox fehltkbnnen
weder zu einem frithen Zeitpunkt, noch nach 6h Stuneh das Bakterienwachstum hemmen (C).

Auf der anderen Seite ist das zentrale Enzym deS &B/iINOS. Sie ist verantwortlich fur die
intrazellulare Synthese von NO. Dafur wird molekaftaSauerstoff und L — Arginin ben6otigt.
Auch NO besitzt keine grof3e antibakterielle Potekemn aber durch Autooxidation in

aktiviertere Zustéande, wie zum Beispiel NOnd NOg, Gbergehen.
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Des weiteren kommt es zu einem Zusammenwirken vO8 Bnd RNS in der Reaktion von
NO und Q zu Peroxinitrit (ONOQ, welches eine starke antimikrobielle Wirkung b&si
und in der Lage ist, Fette, Proteine und DNA roitdér Potenz zu zerstéren.

Zeitlich gesehen laufen die beiden Systeme (ROSRM8) nacheinander ab: ROS fihrt zu
einer initialen Verminderung von intrazellularen kiBaien. RNS ist dagegen fir
bakteriostatische Wirkung verantwortlich. Durch genar einsetzende ROS, kommt es zu
einem raschen, nicht mitochondrialen Sauerstoffeerth innerhalb des Granulozyten auf
das hundertfache, dem sog. ,respiratory burst‘. Gaegensatz dazu kann RNS eine

langfristige bakteriostatische Wirkung entfalten.

In einer Arbeit/Andreés Vazquez — Torres et.al.;2@0®8irde die antimikrobielle Wirkung von
INOS und NADPH untersucht. Hierbei wurden Makropdragkiinstlich mit Salmonella
typhimurium infiziert. Die Makrophagen wurden ausrschiedenen knock out Mausen
gewonnen, iNOS", gp91phox”, sowie doppelt immundefizient INOS gp91phox”. Die

+/+

Infektion von vollkompetenten Makrophagen (iNGS gp91phox **) fihrte tber den
beobachteten Zeitraum von 15 h zu einer Reduktmn99% der intrazellularen Bakterien.
Bei den iINOS" Makrophagen kam es innerhalb der ersten 6 Stundeiner Reduktion der
intrazellularen Infektion. Danach aber kam es niem erneuten Anstieg (Vermehrung) der
Bakterien. Es scheint also, dass iINOS eine balstatische Wirkung auf intrazellulare
Bakterien hat. In den iNOS gp91phox” Makrophagen kam es ohne Reduktion zu einem

stetigen Anstieg der intrazellularen KeimzahlenAfsb.: 6)
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1.8 Die Regulation der iNOS in Phagocyten

NO ist ein Produkt der NO-Synthase (NOS). Im meldobn Korper existieren drei
verschiedene Isoenzyme, die neuronale NOS (nNO@phgeliale NOS (eNOS) und INOS.
Fur die Aktivierung der iINOS gibt es zwei gro3e pitaskaden:

Zunachst aktivieren verschiedene Stimuli an deinzZeshbran die NkB—Kaskade . NkB
besteht aus zwei Untereinheiten p65/p50, und iRRuhezustand an inhibitorischeB-(1kB)
gebunden. AuRere Reize filhren zur Phosphorylienowy KB, was zur Abspaltung des
Inhibitorkomplexes fuhrt. AnschlieRend kommt es Zwanslokation von p65/p50 in den
Zellkern. Durch die Bindung an die entsprechendenm@terregion kann so die iINOS—
Transkription aktiviert werden. (s. Abbildung 7)

Des weiteren basiert die Aktivierung von INOS awdr d?hosphorylierung der mitogen

aktivierten Proteinkinasen (MAP-—Kinasen). Hierbaindelt es sich um eine Familie von

Cytosol

Abb. 7: Schematische Darstellung des iNOS Signaltnsduktion Uber NFKB
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Serin/Threonin Protein Kinasen, die eine bedeuteRadle bei der Ubertragung von
extrazellularen Stimuli in den Nucleus spielen. Adiese Weise werden Prozesse, wie
Proliferation, Differenzierung, Zellbewegung und ofpose beeinflusst. Diese
Signaltransduktion muss man sich bildlich wie eireréwrchisches System vorstellen.
Schematisch ist dieses System in Abbildung 8 d&stiesEs kommt durch Interaktion von
Wachstumsfaktoren, Stress und Zytokinen Uber Remmptan der Zelloberflache zur

Aktivierung von MAP — Kinasenkinasenkinasen (MAPKKK

Nach Beginn auf dieser Stufe der Hierarchie kommst deirch Phosphorylierung zur
Aktivierung der nachsttieferen Ebene (MAPKinaseakien — MAPKK) und schlief3lich zum
Erreichen der letzten Stufe, der MAPKinase — eldiendiarch Phosphorylierung.

Uber die MAPK ERK 1/2 und JNK wird der Transkriptgfaktors Aktivierungsprotein 1 (AP

LPS

C-Jun — C-Fos SR TCF

Abb. 8: Schematische Darstellung der iINOS Signaltrasduktion Giber die membransténdige MAP —
Kinase

— 1) aktiviert, welcher an der Promotorregion dd®E seinerseits die Transkription aktiviert.
(s. Abbildung 8).
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1.9 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung des Uramiens PAA auf INOS zu beschreibeDes
weiteren soll der Angriffspunkt von PAA in der SadoMessenger — Kaskade der iNOS —
Aktivierung identifiziert werden. Hierzu soll derffekt sowohl auf Ebene der mRNA, als

auch im Bereich von Protein und des ProduktesifNitntersucht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Zellkultur

2.1.1 Materialien:

>

YV V.V V V V V

RPMI 1640 Medium BiochromAG

Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom AG
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG
Trypsin (0.05% + EDTA): Biochrom AG
PBS (1x)

Zellkulturflasche (25cm?2) Falcon
Zellkulturflasche (75cm2) Falcon
Zellschaber (TTP)

2.1.2 Makrophagen der Zellreihe RAW 264.7

In dieser Arbeit benutze ich Zellen der Reihe RA®A.Z (Abelson murine leukemia virus-

induced tumor). Die Kultivierung der Zellreihe ddb bei 37 Grad, unter 5%iger GO

Atmosphare, in Kulturflaschen mit der Flache von @& 2 Bis zu einer adhérenten

Wachstumsausbreitung (ca. 80% des Bodens der Ha#dne) erfolgt die Ernahrung der

Abb. 9: Mikroskopische Darstellung von

RAW 264.7
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Zellreine mit RPMI 1640 (10% FCS, 1 % Pen /Stre@gi subkonfluentem Wachstum

erfolgte das Splitting der Zellen im Verhaltnis 1Z2inachst wurden hierzu die Zellen in der
Kulturflasche zweimal mit PBS gespiilt, danach 1myjp&in (0,05% + EDTA) hinzugegeben
und nach einer Minute wurde das Trypsin abgesa&uchlielRend I6sten sich nach maximal
drei Minuten die Zellen vom Plattenboden ab. Dagp3in konnte nun mit 10 ml RPMI 1640

(10% FCS, 1 % Pen /Strep.) inhibiert und die dwmkene Zellsuspension fur finf Minuten
bei 500g zentrifugiert. Das gewonnene Pellet konrmie mit RPMI (10% FCS, 1 % Pen

/Strep.) resuspendiert und gleichmaRig auf 3 Ksttnalen verteilt.

Zur Durchfiihrung von Versuchen wurden subkonfluetgben zunéchst fir 24 Stunden mit
~-Hungermedium“ RPMI 1640 (1% FCS, 1 % Pen /Stragkubiert , bevor eine Stimulation

mit verschiedenen Substanzen in RPMI 1640 (1% ACGS,Pen /Strep.) erfolgte.

2.2 TagMan

2.2.1 Das Grundprinzip der Polymerase — Ketten — ReaktiorfPCR)

Bei der Polymerase — Kettenreaktion (PCR) haretefich um ein enzymatisches Verfahren,
um beliebige DNA — Abschnitte zu vervielfaltigench®pfer dieses Verfahrens war in den
achtziger Jahren K.B. Mullis, der 1993 fur dieséstieng den Nobelpreis fur Chemie erhielt.
Als Grundlage dienen zwei Oligonukleotide (Primelig jeweils komplementar zu einem der
Strange der zu amplifizierenden DNA sind. Zunaohstl die DNA bei 95 °C in zwel
Einzelstrdnge denaturiert. Diesem, als ,heatingZzelighneten Vorgang, folgt eine rasche
Abkuhlung auf 50 °C, woraufhin dann die Oligonuti@é® (Primer) hinzugegeben werden.
Diese lagern sich an die 5- Enden der beiden Etaege an. Dieser Ablauf wird als
»LAnnealing“ bezeichnet. Durch Zusatz einer DNA -I|yPwerase werden die beiden
Einzelstrange zu einem Doppelstrang komplementigiése Polymerasen stammen von
thermophilen Bakterien (Thermophilus aquaticusd,alich bei Temperaturen von 100 °C ihre
Aktivitat noch behalten. Dadurch ist es mdglich,neherneutes Hinzupipettieren eines
ofrischen* Enzymes, die Replikationscyclen regeligdzu wiederholen. So wird eine
exponentielle Zunahme der amplifizierten DNA ernei¢Nach 25 Zyklen ist die Zielsequenz
auf etwa das T0- fache amplifiziert.)

So macht dieses Verfahren die Detektion von DNA Imbgauch wenn diese nur in sehr

geringen Mengen vorhanden ist.
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2.3.2 Die ,Real — Time — Polymerase — Chainreactitif PCR; TagMan®)

In der Real — Time PCR ist es mdglich, neben emealitativen Expression eines
Genes, auch eine Aussage uber die Quantitat mahé&odnnen. Fur den klinischen
Gebrauch lasst sich dieser Vorteil bei einer Intgkimit dem HI — Virus nutzen: So
kann man durch die qualitative PCR zwar die Infaktmit dem Virus durch die
Detektion von RNA als solche nachweisen, eine Agssder die Viruslast ist jedoch
nicht moglich.

Bei der von Roche patentierten 5°Nuclease Technologie (TagMarPrinzip) macht
man sich die 5°- 3" Exonuclease — Aktivitat der Fd@olymerase zunutze.

Zusatzlich wird ein weiterer komplementarer DNA bs&hnitt (cDNA — Sonde) eingesetzt,

der genau wie der Primer an einen spezifischen ibdaler zu detektierenden DNA bindet.
Diese Sonde besitzt einen Fluoreszenzfarbstoffddezh die rdumliche Nahe eines zweiten

Y

3" Primel ‘ cDNA - Sond( | @

5 3

Abb. 10: Schematische Darstellung eines Einzelstrges mit angelagerten Primer und cDNA — Sonde

(Q = Quencher; F = Fluoreszenzfarbstoff)

Fluoreszenzfarbstoff unterdriickt, ,gequencht” wird.

In der Annealing — Phase hybridisieren nun nebenRi@mern auch die Sonden. Trifft nun
die bei diesem Verfahren eingesetzte Taq — Polyseeaaf die Sonde entsteht eine y—férmige
Sekundarstruktur, die von der Taq — Polymerasegdsatzt, hydrolysiert wird. Die
Besonderheit bei dieser Methode besteht darin, d@ssDNA — Sonde an ihrem 5°- Ende
einen fluoreszierenden Farbstoff tragt, wahrendh sim 3°- Ende ebenfalls ein Farbstoff
befindet, der das Fluoreszenzsignal des ersterrduiitikt (Quencher). Solange nun eine

raumliche Nahe zwischen dem Fluoreszenzfarbstoff dem Quencher besteht, Nach
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L

cDNA - Sondi Q

3" Primel

5
Abb. 11: Freiwerden des Fluoreszenzfarbstoffes (Furch Hydrolysierung der Sonde durch die Taq —
Polymerase (P)

Anregung der Sonde mit Licht der Wellenlanje= 488nm wird das Fluoreszenzsignal
solange inhibiert, wie eine raumliche Nahe zwiscloem Fluoreszenzfarbstoff und dem
Quencher besteht. (Fluoreszenz- Energietransfér lhauster et al.1948)

Wird durch die hybridisierte Sonde jedoch die rdohd Nahe zwischen dem

Fluoreszenzfarbstoff und dem Quencher aufgehokmm knan die Fluoreszenz am 5 - Ende
messen und es steigt entsprechend die mit jederktiR®eszyklus zunehmenden DNA —

Menge an (s. Abbildung: 12).
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/ o
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Abb. 12: Raumliche Trennung von Fluoreszenzfarbstdfund Quencher, mit schematischer Darstellung des
Lichtsignals

Dies ist die Grundlage fir das ,ABlI PRISM 7700 Sewnp Detection System®. Zuné&chst wird
durch ein Argonlaser (Wellenlange 488nm) Uber eid@hroitischen Spiegel auf einen
Multiplexer geschickt, in dem das Signal auf 96 B(fplastic optical fibers") aufgeteilt
wird. Durch die Verbindung der POFs mit dem Heizacist es maoglich, die
Fluoreszenzemission der enzymatisch gespaltenedeSanzuregen. Der gleiche optische
Leiter des Laserstrahls dient nun auch der Flueresamission als ,Rickweg”. Da sie jedoch
eine andere Wellenlange als der Laser besitzt, siddvom dichroitischen Spiegel reflektiert,
uber eine Linse fokussiert und schlief3lich Gbeeri8pektrographen auf eine CCD — Kamera

weitergeleitet, welche das optische in ein digg&egnal umwandelt.
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Multiplexer

Argonlaser
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—— BEmmissionsweg

CCD - Kamera

Abb. 13: Schematische Darstellung des ABI PRISM 7T0Detection System (Zur Vereinfachung ist
hier nur ein Lichtweg fir Anregung und Emission dargestellt)

So kann die Veranderung der Fluoreszenz im gessdnes Reaktionsgefall Zyklus fur
Zyklus in Echtzeit erfasst werden. (s. Abbildung) 1

Entscheidend fur die Quantifizierung und die Efstey von Standardkurven ist der
sogenannte Ct-Wert, ein Schwellenwert. Dieser \Waptasentiert die Zyklusnummer, ab der
die Fluoreszenzemission der Probe eine Fluoreszereigt, die Uber der
Hintergrundfluoreszenz liegt.

Zur Quantifizierung des Signals wird diAACT-Methode angewandt. Bei diesem
semiquantitativen Verfahren wird das Signal einebakannten Menge der Zielsequenz auf
das Signal einer endogenen Kontrolle abgeschatttmih einem Referenzwert verglichen.
Als endogene Kontrolle diente uns das ,Housekeefidame” 3-Actin. Die Menge von R3-
Actin in einer Zelle wird durch verschiedene Stirmitht verandert.
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2.2.2 Bestimmung der Halbwertszeit von iNOS mRNA

Hierzu wurden RAW 264.7 Zellen ebenfalls mit LPSu¢fml) und IFN -y (L00IE/ml) fir 6h
unter Hinzugabe oder Abstinenz verschiedener Kdnaonen von PAA stimuliert. Nach
Stimulation wurde die Transkription durch Hinzugab@n Actinomycin D inhibiert. Das
Antibiotikum Actinomycin D wird aus Streptomycesti@mticus gewonnen und besitzt die
Eigenschaft an DNA zu binden und so Enzyme der ikamn und Transkription zu
behindern. Klinisch findet Actinomycin D Anwenduzgr Therapie des Wilms — Tumors,

Actinomycin D I Cyclisk pentapeptidsidekeede
s
CH; (¢ CH; N
h|l HaC——CH, Ho—CHe r|1
H,c~" [ CH [ ey " eH
c o -t Ml 0 %
= ff
HSC--hN’f 0 \'C Cf 0 N,ﬁCHg
o= =Q
HiC, C|H Cll-l CHy HC | I CH;
cht o ~CH “ch-CH o, GH-cu
/ i 0, NH HN O S !
H:C o ey CH; H,C & v CH,

“CH-CH™ C-cn_cn-®

H cJf \ I}:H

3

HN 0 NH 3
H‘xc:—ffo \\\c,-"'f
( N NH;
T,
Phenoxazon
ring sy stemet ) 0
CH3 CH3 BinSite 412032
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Abb. 14: Strukturformel Actinomycin D

des Rhabdomyosarkoms, sowie bei verschiedenen HoaenUterustumoren. Das Molekiil
besteht aus einem Phenoxazon — Ringsystem, amwagasygklische Pentapeptide gebunden
sind.

Nach Stimulationszeiten von zwei, vier und sechsn&n wurde die RNA aus den Zellen
isoliert. INOS und B-Actin mMRNA wurden semiquantitativ durch die Reak+PCR
vermessen. Aus der Menge an mRNA zu verschiedeagpuikten kann mittels Regression
die Halbwertszeit der RNA bestimmt werden. Der Eiss von PAA auf die Halbwertszeit

der INOS mRNA konnte so untersucht werden.
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2.3 Westernblott

231
>

Y

YV V.V V V V V V

2.3.2

Reagentien und Materialien

Protein — Lyse — Puffer: 10 ml 50mM Tris-HCI PuffgH7.4); 100ul Triton X100;
Complete — Mini (Proteinaseinhibitorcocktail)

Laufpuffer (10x): Tris Base (30g); Glycine 72g; SB§ gelost in 1000m| ddi®
Laemmli — Puffer: ddH20 3,8 ml; 0,5 M Tris — HCLH#,8); Glycerol (0,8 ml); 10%
SDS; 2-mercaptoethanol 0,4 ml;1% Bromophenol Blue

Semi-dry —Puffer (1x): Tris Base (5.89); Glycin® 3, SDS 0,37g; Methanol (20%)
200ml; gelost in 2000ml ddH20

TBS 10x (pH: 8.0): 80g NaCl; 2 g KCI; 30g Tris Base

Tween TBS (0,1%): 1X TBS; 1ml Tween

1.5 M Tris — Puffer (pH 8.8): 181,78 g Tris BaselBDOmI ddH20 geldst

1 M Tris — Puffer (pH 6.8): 121.14g Tris Base ird@0nl ddH20 geldst

50mM Tris — Puffer (pH7,4): 7.88g Tris — HCI in 1@l H20 geldst

APS (10%)

SDS (10%)

Non fat far dry milk (5%;0,5%)

Isolierung von Gesamtprotein

Die Proteine wurden aus RAW 264.7 gewonnen. Zunddlsten wir durch Trypsinierung

(0.05% fur 2-5 Minuten) die Zellen vom Kulturbodetarauf folgte eine Zentrifugierung bei

800g fur 5 min. Das so gewonnene Pellet, wurdenere Protein — Lyse — Puffer lysiert. Um

einer komplette Lyse zu erreichen mussten die #eile einem Ultraschallbad fir flnf

Minuten aufgeschlossen werden. Fiur die TrennungZaildetritus und Protein, wurden die

Proben in einem letzten Schritt fir 20 min bei 4dzentrifugiert (20.000g).

Die Vermessung der gewonnenen Proteine erfolgteHitie von BCA Assay -Kit der Firma

Pierce.

Die isolierten Proteine konnten dann bei —80 Giadedroren werden.
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2.3.3 Isolierung von nuklearen Protein

Zur lIsolierung von nuklearem Protein wurden diemstierten RAW 264.7 aus den
Kulturflaschen abgelost und mit eiskalten PBS geWweas. Mehrfaches Einfrieren und
Auftauen fuhrte zur Zerstbérung der Zellmembranere @eitere Lyse erfolgte durch die
Hinzugabe eines hypotonen Lyse — Puffers, besteaesd OmM-Hepes-KOH, 10 Millimeter
KCI, 1 Millimeter DTT, 0,dmM EGTA, IGEPAL und einem Proteaseinhibitorcocktail.
Anschliel3end wurden die Proben bei 10.000 G (4%€)10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand, cytosolische Proteine enthaltend, koabigpettiert werden und das Pellet in
einem hypertonen Puffer (20mM-Hepes-KOH, 400 mM NdO mM, 50 mM DTT, 1mM
EGTA, das 25%-Glycerin, IGEPAL, Proteaseinhibitaiktail) erneut lysiert. Es folgte eine
weitere Zentrifugation fir 30 Minuten (13.000g). Daun im Uberstand enthaltene
Kernprotein wurde abpipettiert, anschlieR3end mlfeHies BCA — Assays die Konzentration
bestimmt und bei —80°C eingefroren.

2.3.4 Isolierung von Phosphoprotein

Zellen wurden mit LPS (ig/ml) und IFNy (100U/ml) tber verschiedene Zeitrdume (0, 5, 10,
15, 30, 45, 60 und 90 min.) ohne und unter Hinzegaim PAA (1mM und 5mM) stimuliert.
Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen.

Nach den angegebenen Zeitraumen wuschen wir Zeliegiskalten PBS, um die

Stimulation zu stoppen.

Anschlieend wurden die Zellen von den Kulturplati@geldst und in einem Phosho-
Protein-Lyse-Puffer (BioRad, Minchen, Germany) dysi Dieser Puffer enthalt einen
Cocktail von Protease- und Phosphataseinhibitotdrerdies wurden die Zellmembranen
durch ein Ultraschallbad fir 2 Minuten aufgeschdmssind dann fir 20 Minuten bei 4°C
(45009) zentrifugiert. Wir pipettierten die Ubersti&é — das Phosphoprotein enthaltend — ab.
Die Vermessung der Phosphoproteine erfolgte aldéiis. Wir benutzten das Bioplex Protein
Array system (BioRad, Minchen, Germany). Die Funidiveise des Systems ist im noch
folgenden Methodenteil (2.6) dargelegt. Mit dem wms benutzten Assay konnte zum einen
eine Quantifizierung von ERK1/2, JNK und p38 MAP&rgenommen werden, zum anderen
auch der Phosphorylierungsgrad bestimmt werden.
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2.3.5 Durchfihrung des Westernblottes

Zur Gelpraparation diente das Mini-Protean 3 Etgttoresis-Cell® der Firma Bio-Rad®
benutzt. Es wurde ein 8% SDS - Gel als Laufgel emd 5% Sammelgel benutzt. Die
Geldicke betrug immer 1 mm.

Bei dem oben genannten System stehen pro angéfentiGel 10 Vermessungseinheiten
(Lan) zur Verfigung. Fir jedes Lan wurde eine Rnétenzentration von 4@/ul eingesetzt.

Die Probe verdiinnten wir im Verhéltnis 1:1 mit Lamln— Puffer und erhitzten sie vor dem

I Filterpapier

SDS - Gel p——
NItroCellUulOSt  m——————
membran

I

Abb. 15: Schematische Darstellung der Anordnung vokilterpapaier, SDS — Gel und
Nitrocellulosemembran zum Blotten der getrennten Poteinfraktionen

Auftragen auf das Gel fur 4 Minuten auf 95 Grads@emisch aus Laemmli — Puffer und
Proteinlysat pipettierten wir dann in jede Lan.

Proteine werden dann bei 150 V (10 min) an der @aemmelle von Sammel- und Trenngel
angehdauft und durchlaufen daraufhin fir 90 Minyte®0V) das Trenngel.

AnschlieRend werden die Proteine auf eine Nitrodedemembran transferiert. Fur das

Blotting wurde eine Spannung von 20 V (30 min) bdehu

In einem nachsten Schritt wurden die MembranenancBau S fur 5 min eingefarbt. An
dieser Stelle konnte beurteilt werden, ob einedide Trennung der Proteine stattgefunden
hatte. Hinterher wurden die Membranen mit TBS ehtfaund fur eine Stunde in 5%
Notfatdrymilk (Blocking Buffer) inkubiert, um unspiische Proteinbindungen zu l6sen.

Zur Detektion der verschiedenen Proteine wurde gdamare Antikorper in 0,5%
Notfatdrymilk verdiinnt (3-Actin 1:5000; iINOS 1:25@)ie Inkubation erfolgte bei 4 Grad fur
15 — 18 Stunden. Die Verdinnung des sekundarerk@pers fand ebenfalls mit 0,5%
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Notfatdrymilk (Anti-MouselgG 2A 1:2500)statt, dearhufhin fir 90 Minuten bei 4 Grad
inkubiert wurde. Nach beiden Inkubationen wurdes Miembranen mit TBS und TBS T fur
je 10 Minuten gewaschen.

Die Detektion wurde mit Hilfe des ,Santa — Cruz &dtons — Kits* durchgefthrt. Die
Belichtungszeiten betrugen ffir- Actin 10 Sekunden, fir iINOS 1 — 2 Minuten.

2.4 NF kB — Assay

Die Bestimmung des SignaltransmitterproteinskBlferfolgte mittels ELISA. Hierflir wurde
das EZ — DeteCt NFkB p65 Transcriptions-Factor Kit der Firma Piegckenutzt.
Zur Gewinnung von Kernprotein verwendeten wir dagsrobeschriebenen Verfahren. Das

gesamte Extrakt wurde mit 50 Binding Buffer flr eine Stunde bei Raumtemperatater
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Abb. 16: Schematische Darstellung der Funktionsweésdes EZ — Dettedd NFkB p65
TranscriptionsFactor Kit

langsamer Rotationsbewegung hinzugefligt. Wahreededilnkubation bindet das in der
Probe enthaltene B an den mit Streptavidin beschichteten PlattenbodeschlieRend
erfolgte die Hinzugabe des priméaren AntikorpersciN&pilung der Platten mit Waschpuffer
fugten wir dann den sekundéaren Antikorper hinzusdiel3end wurde die Menge an ¥~
p65 mittels SuperSignal Chemiluminescent Subsiraiehtbar gemacht. Die Quantifizierung
der Menge an NkB p65 erfolgte durch die Detektion mit einer CCDarera. Zusatzlich
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wurde zu jedem Versuch als Positivkontrolle Extralis aktivierten HeLa- Zellen und eine

Leerprobe in die Vermessung miteinbezogen.

2.5 Detektion von Stickstoffmonoxid (NO)

Da NO nur eine sehr kurze Halbwertszeit hat, béantwir zur Detektion das Abbauprodukt
Nitrit (NO3).

Aus den Zellkulturflaschen wurden unter sterilerutéden 500u Medium entnommen und
bei —80°C eingefroren.

Zur Analyse wurde das ,Griess Reagent SyStemer Firma Promeda benutzt. Diese

o) o "
g

P l/ ‘o
o cad

Abb. 17: Darstellung des Reaktionsmechnismus von tit Gber das
Zwischenprodukt NED zu einer Azoverbindung

Vermessung geht zuriick auf einem Chemolumineszeéiatwven, dass 1879 von Mr. Griess
erfunden wurde.
Das Griess System beruht auf einer chemischen iRaaktie in Abbildung 17 dargestellt

wird.
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Die diesem System zugrundeliegende Reaktion wifdrilamid unter sauren Bedingungen

mit Nitrit zu einem Zwischenprodukt umgebildet, aleés unter der Zugabe von N-1-
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Abb. 18: Absorptionsmaximum des Reaktionsprodukteson NED
und Sufanilamid

Naphtylethylendiamin—Dihydrochlorid (NED) zu eingkzoverbindung reagiert. Dieses
Reaktionsprodukt hat ein AbsorptionsmaximumM20 nm. (s. Abbildung: 18)

Eine Standardkurve mit einem Nitrit Standard imdsen von 10QM bis zu 1.56uM wurde
erstellt. Die Standardkurve wurde in RPMI 1640 (BZS, 1 % Pen /Strep.) verdinnt.

Die Vermessung der Proben erfolgte in Triplets. Zader Probe und zu den Proben der
Standardkurve wurden nun %0 der Sulfanilamid — Lésung hinzugefugt und fur d0n
inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die Hinzugalmn 50 pl der NED — L6sung auf alle
Wells.

Nach einer weiteren Inkubation von 10 Minuten efeldie Vermessung mit einem Plate —
Reader (iEMS Reader, Labsystems, Helsinki, Finnléedeiner Absorption von 520 nm.
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2.6 Bioplex

Der Bio-Plex Phosphoprotein AsSayst eine neuartige Nachweismethode, die auf der
LuminexxMAP Technology basiert. Mit dieser Techrigt es mdoglich, phosphorylierte
Formen der Proteine in Zelllysaten zu detektieRir. Besonderheit und damit einhergehend
der Unterschied zu bisherigen Essaymethoden beatafihem in der Méglichkeit bis zu 100
verschiedene Proteine in einer Probe gleichzedthnuweisen, zum anderen in der Tatsache,
dass nur ein sehr geringes Zelllysatvolumen notvgeistt um Messungen vorzunehmen.

Das Prinzip des Bio—Plex Assays ist ahnlich der dvtethode des Sandwichimmunassays.
Auch hier wird ein AntikGrper gegen ein Zielproteajerichtet, und diese kovalente Bindung
mit Hilfe einer Markierungssubstanz sichtbar gemiagin dann mit Hilfe von verschiedenen
Detektionssystemen erfasst werden zu kénnen.

Zunachst wurden die fur den Assay bendétigten Rreteisoliert. Als Kulturplatten
verwendeten wir bei diesem Versuch 8 Well Plates emer Flache von 4 ¢mNach
Stimulation der Zellen Gber verschiedene ZeitramelO, 15, 30, 45 60 und 90 Minuten)
wurden die begonnenen Reaktionen zunachst durcHuigihauf 4°C und Spilung mit
eiskaltem PBS gestoppt. Die in vorangegangenenu¢ken durchgefiihrte Ablosung der
Zellen durch Trypsinierung fiel an dieser Stellegwda die einminitige Einwirkung durch
Trypsin bereits einen stark stimulierenden Effekf aie Zellen austbt und dabei die
Ergebnisse fur die oben genannten kurze Zeitrawerfélgcht hatte. Die Zellen wurden direkt
auf der Platte in einem speziellen Lysepuffer ItsiZusammensetzung far 10 ml: 9.94 mi
Lysepuffer Bio — Rad; 4@l Faktor 1 Bio — Rad; 2@l Faktor 2 Bio — Rad; 1 Tablette
Complete Mini Roche). Danach folgte ein 2 minutigetlaufschluss in einem Ultraschallbad
bei 4 °C und daraufhin eine erneute Zentrifugaben4500 g und 4 °C fir 25.min. Der jetzt
im Uberstand enthaltenen Proteine wurden abpipetiied vermessen. Die Lagerung der
Proteine erfolgte bei —80°C.
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RP1: PMT Detector

532 nm laser

N

DD: Detector

635 nm laser

CL1: Detector
Diode Detectors

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Bio-Plex Phosptaipin Assa§/ System.
Dargestellt ist eine Probe (Flow cell), welche anreem Priméren und Sekundaren
Antikdrper gebunden ist. Antikdrper sind kovalent mit einem Bead markiert. Es erfolgt die
Anregung sowohl mit einem 635 nm Laser (rot) zur Dektion des Proteins, als auch mit
einem 532 nm Laser (griin) zur Detektion des Phosphgierungsgrades. Die Anderung der
Wellenlange kann Uber verschiedene Detektoren quéifiziert werden.

Zunachst wird ein bestimmtes Protein des gewonneates an einen Antikérper gekoppelt.
Dieser Antikorper ist kovalent an einen ,Bead” getten. Dieser Bead tragt eine fur das
Protein spezifische rote Farbkodierung. Nach Bimgdan das entsprechende Zielprotein wird
eine Reihe von Waschungen durchgefiihrt, um ungemenBroteine zu eliminieren. Es wird
nun ein zweiter Antikdrper gebunden, der fur dieo$ihorylierung spezifisch ist. Dieser
Antikorper wird Uber Streptavidin — Pycoerythermneen griinen Farbstoff, detektiert.

Zur Detektion wird nun die Probe durch zwei Lasdt omterschiedlichen Wellenldngen
angeregt (635nm und 523 nm). Die durch die Anregdeg Beads mit dem ersten Laser
(635nm) kommt es zu einer Veranderung der Wellggdames ausgesandten Lichtes. Diese
Veranderung kann durch Detektoren aufgefangen wendwl so das jeweilige Protein
identifiziert werden. Uber den zweiten Laser winghrder griine Farbstoff angeregt und so
Uber den oben geschilderten Mechanismus der Phodghongsgrad bestimmt. (s.
Abbildung 19)
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Tabelle 1 gibt eine Ubersicht Uber die mit dem Blex Phosphoprotein Assay

bestimmbaren Proteine.

Tabelle 1: Liste der mit dem Bio-Plex Phosphoprotei Assay’ bestimmbaren Proteine.
Dargestellt sind in der zweiten Spalte die Proteineron welchen der Phosphorylierungsgrad und
in der dritten Spalte die, von welchen die Gesamtmteinmenge bestimmt werden kann.

Bestimmbare PhosphoproteinTotal targe
Proteine Assay assay
Akt + +
ATF -2 + +
EGFR +

ERK-1 +

ERK -2 + +
ERK1-2 +

GSK - 3a/p +

KB - a + +
JNK + +

P 38 MAPK + +

P 70 S 6 Kinase +

P 90 RSK + +
Stat 2 +

Stat 3 +

Trk A +




Auswirkung des Uramietoxin PAA 36

3 Ergebnisse

3.1 Feststellung der Zeitpunkte der maximalen Expresssm

3.1.1 Zeitpunkt der maximalen NO, - Stimulation

Es wurde die Zeitabhangigkeit der Expression von' M@ch Stimulation von Makrophagen
der Reihe RAW 264.7 mit LPS (Konzentration 1mg/mhd IFN -y (Konzentration
100IE/ml) untersucht. Es zeigte sich nach 12 Sturelee signifikante Zunahme der NO

400~ *

NO,™ (nmol / 10°cells)
= N w
o o o
T ¢ 2

o
1

0 2 4 6 12 24
Time (h)

Abbildung 20 Darstellung der maximalen Ng/Nitrit Expression.
Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden mit LPS
(Konzentration 1mg/ml) und IFN - y (Konzentration 1001E/ml)
uber 24 h stimuliert. Signifikante Zunahme der NQ/Nitrit
Expression nach 12 h und 24 h eine signifikante Zame (*) der
NO, /Nitrit Expression. Daten sind Mittelwerte +SEM.(n = 7). *P
<0.05

Expression. Die Mittelwerte lagen nach Oh bei 21,7imol/18 Zellen. Nach 12 Stunden
ergab sich eine signifikante Zunahme von N&uf 196,68 nmol/10Zellen und schlieRlich
nach 24 Stunden ein Maximum von 359,51 nmd|Zidlen. (s. Abbildung 20)
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3.1.2 Zeitpunkt der maximalen iINOS mRNA Stimulation

Wir untersuchten die Zeitabhéngigkeit der Exprassion iINOS mRNA. Makrophagen der
Reihe RAW 264.7 wurden mit LPS (1mg/ml) und IFM(ZL00IE/mI) Gber 24 h stimuliert. Es
erfolgte die Isolierung der mRNA nach 0, 2, 4, B,ubhd 24h. Die Expression wurde mit Hilfe
der Real-Time PCR (TagMan) bestimmt. Die Expressiaer iINOS mRNA wurde
quantifiziert und ins Verhaltnis mit der v@hActin gesetztEs zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Expression von iINOS mRNA ab 2 Stund¢®%/3-Actin = 10,6 fach vs. 0Oh)
mit einem Maximum nach 6h (iINO®/Actin = 44,2fach vs. 0Oh). (s. Abbildung 21)

Relative Veranderung der
Expression von INOS/B-actin

0 2 4 6 12 24
Zeit (h)

Abbildung 21: Darstellung der maximalen iINOS mRNAXxRgression

Makrophagen der Reihe RAW264.7 wurden mit LPS (1mgmnl) und
IFN - y (100IE/ml) Gber 24 h stimuliert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten (Oh, 2h, 4h, 6h, 12h, 24h) wurde mRNAspliert und
die INOS Expression bestimmt. Die Expression (n=55P< 0.05 im
Vergleich zu Oh
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3.1.3 Zeitpunkt der maximalen Protein Stimulation

Es wurde die Zeitabhangigkeit der Expression vo@$N- Protein untersucht. Makrophagen
der Reihe RAW264.7 wurden mit LPS (1mg/ml) und HFFN(100IE/ml) Gber 48 h stimuliert.
Nach 2, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden erfolgte dmeirisolierung nach dem im Methodenteil
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Abbildung 22: Darstellung der maximalen iNOS — Pmih
Expression

Makrophagen der Reihe RAW264.7 wurden mit LPS (1mgnl)
und IFN - y (100IE/ml) Uber 24 h stimuliert. Daten wurden mit
Hilfe eines Bioimaging Analyzers quantifiziert undins
Verhaltnis zu B-Actin gesetzt. Signifikanter Anstieg nach 2,h,
mit einem Maximum nach 12h und 24 h. Daten sind
Mittelwerte £ SEM (n=3); *P< 0.05

beschriebenen Verfahren. Es ergab sich eine Zgitaipkeit der Stimulation, mit einem
signifikanten Anstieg nach 2h (3,4fach vs. Oh) eitem signifikanten Maximum nach 12h
(66,8fach vs. Oh) und 24 h (65,5fach vs. Oh).
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3.2 PAA inhibiert die Cytokininduzierte INOS Expressiom RAW 264.7
Makrophagen

Wir untersuchten die Auswirkung von PAA auf die Eegsion von iINOS mRNA, iINOS —
Protein und Nitrit Produktion in RAW 264.7 Zellen.

3.2.1 INOS mRNA Expression unter der Einwirkung von PAA

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden mit LPS (bmigund IFN -y (100IE/ml)

[EEN
~ o
T 9

INOS mRNA
(% der max. Stim.)
a1
?

25+

0-
LPS + I[FN-y - + N N
PAA (MM) - ; 1 5

Abbildung 23: Dosiswirkungskurve zwischen der Expston von iNO!
MRNA unter Hinzugabe und Entzug von PAA.

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden Uber 6h mitPS (Img/ml)
und INF -y (1001E/ml) stimuliert. Negativ Kontrolle ist eine unstimulierte
Probe(-LPS;-INF-y; -PAA). Positivkontrolle ist die Stimulation +
LPS;+INF-y (=100%) ohne PAA. PAA wurde in zwei verschiedenen
Konzentrationen (1 und 5 mM) untersucht. Vermessungrfolgte Uber die
Real —time PCR (n=6, * = p<0.05)




Auswirkung des Uramietoxin PAA 40

stimuliert und die INOS mRNA Expression mit vergdeénen Konzentration von PAA (1mM
und 5mM) gehemmt. Nach einer Stimulationszeit vbm@irde die INOS mRNA isoliert und
die Menge der mRNA und durch die Real Time PCR tii@ert. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion der INOS mRNA bei PAA Kong@tionen von 1 mM und 5mM.
Diese Supprimierung wurde ins Verhaltnis zur maxém&atimulation der Zellen durch LPS
(Img/ml) und IFN -y (100IE/ml) gesetzt. Bei einer PAA — Konzentration 1 mM zeigte
sich eine signifikante Supprimierung auf 68 %, @M PAA eine signifikante
Supprimierung auf 70% (N=6; P<0.05).
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3.2.2 INOS — Protein Expression unter der Einwirkung vonPAA

S = 100~
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Abbildung 24: Dosiswirkungskurve zwischen der Expsion von iNO!
MRNA unter Hinzugabe und Entzug von PAA.

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden tber 12h mitPS (1mg/ml)
und INF -y (1001E/ml) stimuliert. Negativ Kontrolle ist eine unstimulierte
Probe(-LPS;-INF-y; -PAA). Positivkontrolle ist die Stimulation +
LPS;*INF-yohne PAA. PAA wurde in zwei verschiedenen
Konzentrationen (1mM und 5 mM) hinzugegeben. INOS Ptein wurde
mit Westernblott detektiert und desitometrisch ausgwertet. Die
Positivkontrolle wurde mit 100% ins Verhaltnis mit den anderen Proben
gesetzt. (n = 6, * = p<0.05)

Wir stimulierten Makrophagen der Reihe 264.7 bR (1mg/ml) und INFy(100IE/ml) unter

Hinzugabe von PAA in verschiedenen KonzentratiofdemM und 5 mM). Nach 12stindiger
Stimulation wurde das INOS - Protein isoliert, dur&Vesternblott detektiert und
densitometrisch quantifiziert. Die Stimulation untdinzugabe von LPS (Konzentration

1mg/ml) und INF y (Konzentration 100 IE/ml) ohne PAA wurde mit 10096 Verhéltnis zu
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den anderen Proben gesetzt. Es zeigte sich eindilsagte Reduktion von iNOS Protein
unter der Hinzugabe von PAA bei Konzentrationen ¥arM auf 59.8% und von 5mM auf
70,14% (n =6).

3.2.3 Nitrit — Expression unter Einwirkung von PAA
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Abbildung 25: Dosiswirkungskurve zwischen der Expression von NO
INitrit unter Hinzugabe und Entzug von PA,

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden Uber 24h miLPS
(Img/ml) und INF -y (100IE/ml) stimuliert. Negativ Kontrolle ist eine
unstimulierte Probe(-LPS;-INF-y; -PAA). Positivkontrolle ist die
Stimulation + LPS;*INF-y ohne PAA. Diese wurde mit 100% ins
Verhdltnis mit den anderen Proben gesetzt. PAA wute in zwei
verschiedenen Konzentrationen (1 und 5 mM) hinzugegpen.
Vermessung erfolgte mit Hilfe des Griess Reagent Senil. (n=6, * =
P< 0.05)

Makrophagen der Reihe 264.7 wurden Uber einenatgitrvon 24h mit LPS (1mg/ml) und
INF -y (100IE/ml) unter Hinzugabe und Entzug von PAA (1p8vhM) angeregt. Als stabiles
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Abbauprodukt von PAA wurde Nitrit nach 24 Stundeuns adem Kulturmedium der
stimulierten Zellen isoliert und mit Hilfe des Gs&eReagent Systéhmuantifiziert. Die mit
LPS und IFNy stimulierte Probe (ohne PAA) wurde mit 100% ingh&dtnis mit den anderen
Proben gesetzt. Im Ergebnis zeigte sich eine skgmife Reduktion von N©O bei PAA
Konzentrationen von 1mM auf 72.4% und bei Konzditngn von 5 mM auf 79.5 % (s.
Abbildung 25).

3.2.4 INOS mRNA Degradation unter PAA

Um den Einfluss von PAA auf die Degradation der BN@®RNA zu untersuchen, wurde die
Halbwertszeit der INOS mRNA unter Hinzugabe vonidamycin D (Konzentration: 10
mg/ml) bestimmit.

Makrophagen der Reihe RAW264.7 wurden mit LPS (bnhgdnd IFNy (1001E/ml) wurden
zunachst fur 6h stimuliert. Anschlielend erfolgie Hinzugabe von Actinomycin D, um

weitere Transkription zu verhindern. INOS mRNA BEegsion wurde zu verschiedenen

125+
— 0 mM PAA

100 half-life: 4,65 + 0,39 h
--=5mM PAA

half-life: 4,86 + 0,49 h

iINOS mRNA (%)

C | | | | | |

o 1 2 3 4 5 6
f Zeit (h)

Act. D

Abbildung 26: Effekt von PAA auf die Stabilitat deNOS mRNA in RAW 264.

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden zunachst fi6h mit LPS (1mg/ml) und IFN-y
(100IE/ml) stimuliert. Anschlie3end erfolgte die Hhzugabe von Actinomycin D {0

mg/ml) Die Expression von iNOS mRNA erfolgte nach weitere2h, 4h und 6h. INOS
MRNA wurde bei Oh als 100% gesetzt. Die Halbwertsiteron iNOS mRNA wurde jeweils
bestimmit.
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Zeitpunkten (2h, 4h und 6h) bestimmt. Die Bestimmerfolgte mit TagMan real time PCR.
Uber die Abnahme der mRNA-Expression konnte diebttaltszeit bestimmt werden. Ohne
PAA zeigte sich eine Halbwertszeit der INOS mRNAvA65h+ 0.39h. Unter Hinzugabe
von 5mM PAA ergab sich eine Halbwertszeit der iINGERNA von 4.86h+ 0.49h.
Zusammenfassend konnte kein signifikanter Einfluse PAA auf die Halbwertszeit der
INOS mRNA gezeigt werden (s. Abbildung: 26).
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3.3 Darstellung der Signaltransduktion von PAA

3.3.1 Zeitpunkt der maximalen Aktivierung von NFKB

150+
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Abbildung 27: Anderung der Expression von B p65 Uber die Zeit.

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden mit LPS (ftg/ml) und IFN-y (100IE/ml) Uber die
Zeit stimuliert. Nach 0, 5, 10, 15, 30, 45 und 60 ikuten wurde der Versuch abgebrochen und
Kernportein isoliert. Die Vermessung von NiKB p65 erfolgte mit dem EZ — Dettedl NFkB p65
TranscriptionsFactor Kit. (n=6, * = <0.05).

Wir stimulierten Makrophagen der Reihe RAW 264.7t hPS (Jug/ml) und IFNy
(100IE/ml) Uber einen Zeitraum von 60 Minuten. Zerschiedenen Zeitpunkten (5, 10, 15,
30, 45 und 60 Minuten) wurde der Versuch abgebmoamed nach dem im Methodenteil

geschilderten Verfahren nukledres Protein isolidit. Hilfe des EZ — Dette¢t NFkB p65

TranscriptionsFactor Kit wurde dann ¥ p65 bestimmt. Es zeigte sich ein Anstieg der
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NFKB p65 Konzentration Uber die Zeit, der nach 15 N®nusignifikant war. Nach 60
Minuten ergab sich ein Maximum mit 115,73 rel. lighnits. (s. Abbildung 27).

3.3.2 Effekt von PAA auf die Expression von NiKB

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden tber 60 Mmumit LPS (ug/ml) und IFNy
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Abbildung 28: Dosiswirkungskurve zwischen der Expston von NFxB p65 und der PAA —
Konzentration

Makrophagen der Reihe RAW264.7 wurden tber 60 Minugn mit LPS (1ug/ml) und IFN-y
(100I1E/ml) unter Hinzugabe verschiedener Konzentrabnen von PAA (0.5mmol/l, 1.0 mmol/l
und 5 mmol/l) stimuliert. NFKB p65 wurde mittels eines Chemilumineszenz Elisa t6 bestimmt.
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(100IE/ml) stimuliert. Ferner wurden verschiederagentrationen von PAA (0.5mmol/l, 1.0
mmol/l und 5mmol/l) hinzugegeben. Nach 60 Minuteurde der Versuch abgebrochen und
nukleédres Protein isoliert. MB wurde mit Hilfe des EZ — Detddt NFKB p65
TranscriptionsFactor Kit quantifiziert. Die Probemelche nur mit LPS {dg/ml) und IFN
(100IE/ml) stimuliert wurden, brachten wir zu demaren als 100% ins Verhaltnis. Bei einer
PAA-Konzentration von 0.1 mmol/l ergab sich einenKentration von 109,2413 % (SEM
3,87%), bei einer PAA — Konzentration von 5 mmaih Wert von 118,32% (SEM=
25,69%). Es konnte kein signifikanter Einfluss VBAA auf die Konzentration von NB

p65 im nukle&aren Protein gezeigt werden. (N=3)
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3.3.3 Zeitpunkt der maximalen Phosphorylierung der MAP -Kinasen

Mit dem Bioplex Protein Array System bestimmten d@en Phsphorylierungsgrad der drei

p-JNK Stimulation p-ERK 1/2 Stimulation
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Abbildung 29: Zeitabhangigkeit decytokininduzierten Stimulation von p-JNK, p-ERK142nd
p38 MAPK

Makrophagen der Reihe 264.7 wurden mit LPS (1ug/mixnd IFN-y (100 IE/ml) Gber die Zeit
stimuliert. (5, 10, 15, 30, 45, 60 und 90 MinutenPhosphoprotein wurde extrahiert und p-JNK
(A), p-ERK1/2 (B) and p-38 MAPK (C) bestimmt. Die \ermessung erfolgte mit dem Bioplex
Protein Array system. Dargestellte Daten sind Mittewverte £ SEM (n=6). * P<0.05

wichtigsten MAP-Kinasen JNK, ERK1/2 und p38 MAPK.iétimuliereten Markophagen
der Reihe RAW 264.7 ber die Zeit mit LPS (1pug/mmyldFN+ (100 IE/ml). Nach 5, 10, 15,
30, 45, 60 und 90 Minuten wurden die Versuche atugéten, das Protein isoliert und der

Phosphorylierungsgrad bestimmt. Hierbei zeigte &iehp-JNK ein Stimulationsmaximum
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nach 30 Minuten (31,09-fache Phosphorylierung wsinQs. Abbildung 29 A). Fur die MAP
— Kinase p -ERK1/2 ergab sich ebenfalls ein Stitmtgmaximum nach 30 Minuten. Ein
signifikanter Anstieg begann nach 15 Minuten. Dexximale Stimulationswert lag bei 36,0-
facher Phosphorylierung vs. 0 min. (s. AbbildungB)9 Fur den Phosphorylierungsgrad der
p38 MAPK ergab sich ein signifikanter Anstieg desogphorylierungsgrades nach einer
Stimulation durch LPS (1pg/ml) and IFNELOO IE/ml) nach 10 Minuten. Das Maximum der
Phosphorylierung wurde nach 30 Minuten mit einem rtWeon 20,71-facher
Phosphorylierung vs. 0 min. erreicht (s. Abbild@&yC).

3.3.4 Einfluss von PAA auf die Phosphorylierung der MAP —Kinasen

Mit dem Bioplex Protein Array System bestimmten wie Aktivitdt/Phosphorylierung der
drei wichtigsten MAP — Kinasen JNK, p38 MAPK und ER/2. Makrophagen der Reihe
264.7 wurden mit LPS (1pg/ml) and IBNE10OO IE/ml) stimuliert. Zusatzlich erfolgte eine
Hinzugabe von PAA in zwei verschiedenen Konzerdreth (ImM und 5mM). Nach 30
Minuten wurde der Versuch abgebrochen und Phosplaprisoliert.

Im Ergebnis konnte kein signifikanter Einfluss VBAA auf die Phosphorylierung von p38
MAPK nachgewiesen werden (s. Abbildung 30 A).

Im Gegensatz dazu zeigte der PhosphorylierungasgnadNK eine signifikante Abnahme der
Phosphorylierung unter Hinzugabe von PAA. Bei allger Stimulation durch LPS (1pg/ml)
and IFNy (100 IE/ml) zeigte sich eine 23,61-fache Phospiemyng im Vergleich zu
unstimulierten Zellen. Unter Hinzugabe von PAA kamzu einer signifikante Reduzierung
der Phosphorylierung auf das 13,84-fache (ImM PAAY 9,37-fache (5mM PAA; s.
Abbildung 30B).

Auch der Phosphorylierungsgrad von ERK1/2 zeigteeruhlinzugabe von PAA eine stark
signifikante Reduktion. Unter alleiniger Stimulati@lurch LPS (1pg/ml) and IFN-(100
IE/ml) ergab sich eine 7,97-fache PhosphorylierungVergleich zu unstimulierten Zellen.
Unter Hinzugabe von PAA zeigte sich bei einer Konedgion von 1 mM eine
Phosphorylierung von 5,46-fach und bei einer PAKenzentration von 5 mM von 4,38-
fach. Es lag bei beiden PAA - Konzentrationen Siganz vor (s. Abbildung 30 C).
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Abbildung 30: Dosiswirkungskurve zwischen der Konggation von PAA und der Expression d

MAP — Kinasen

Makrophagen der Reihe RAW 264.7 wurden Uber einen &traum von 30 Minuten mit LPS
(1pg/ml) and IFN-y (100 IE/m) stimuliert (pos.). Bei weiteren Probererfolgte zusatzlich eine
Hinzugabe von PAA (1mM und 5mM). Phosphoprotein wude isoliert und p-JNK (A), p — ERK
1/2 (B) und p-p38 MAPK wurden bestimmt. Die Bestimming erfolgte mit dem Bioplex Protein

Array system. Dargestellte Daten sind Mittelwerte 1£SEM (n = 6). *P < 0.05
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, Erkenntnisse Uber das ndu@mietoxin Phenylacetessigséaure zu
gewinnen. Schwerpunkt dabei ist die Suche nachneib#fekt von PAA auf iNOS in
Makrophagen der Reihe RAW 264.7. Bisher war deriacsmus der Inhibierung von iNOS
ungeklart und so war es die Absicht, in dieser Arthe zugrunde liegenden Mechanismen zu
klaren und daraus Folgen einer verminderten NO edudtion flr einen einzelnen

Makrophagen und infolgedessen auch im menschligléeper ableiten zu kénnen..

Wie im Einleitungsteil dargestellt, bestehen fle @iktivierung der INOS Uber den Effekt
externer Stimuli wie zum Beispiel Cytokine, Waclkmssfaktoren und Stress zwei
grundlegende Mechanismen.

Zum einen existiert die Moglichkeit der Signalibagung von der Zellmembran zum
Nucleus Uber NkB und die damit einhergehende Translokation degpg50Komplexes in
den Zellkern.

Auf der anderen Seite steht der Mechanismus uleehidrarchischen Strukturen der MAP —
Kinasen, bei welchen es durch die PhosphoryliereigHauptkinasen, ERK1/2, JNK und
p38 MAPK, ebenfalls zu einer Translokation der geit@n Enzyme in den Kern kommt. Die
Aktivierung der Letztgenannten erfolgt Gber Phosplerung. ERK1/2 und JNK aktivieren
die iINOS-Transskription, wohingegen die p38 MAPKnmeende Eigenschaften auf die
INOS-Transskription besitzt.

a) Zunachst sollte in einer ersten Versuchsreihe Elafluss von PAA auf die iNOS
Expression in Makrophagen der Zellreihe RAW 264ée&sdhrieben werden. Hier wurde
gezeigt, dass sowohl die Menge der mRNA, die Riotenge der iNOS und das Nitrit unter
steigender Konzentration von PAA eine signifikaReduktion erfahrt.

b) In einem zweiten Schritt wurde versucht, den iffgpunkt von PAA auf die Aktivierung
von iINOS zu klaren. Um eine mogliche Degradation d&NA auszuschliel3en, wurde die
Halbwertszeit der INOS mRNA unter PAA bestimmt. dresem Experiment konnte nun
gezeigt werden dass die Halbwertszeit der INOS mRidAt durch die Hinzugabe von PAA
beeinflusst wird.

So ergab sich nun im Folgenden die Frage, in weicBereich der Angriffspunkt von PAA
auf die INOS Inhibition besteht.
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Deshalb wurde der Einfluss von PAA auf die einzeliétivierungskaskaden, NB und
MAP-Kinasen, entsprechend der Signaltransduktiatersucht.

Es zeigte sich in mehreren Ubereinstimmenden Tkstre dass PAA nicht zu einer
signifikanten Reduktion der Aktivierung von KB fuhrt. Folglich greift PAA nicht auf
NFkB als einen Hauptsignaltransduktionsweg zurlck.

Als Nachstes wurde der Einfluss von PAA auf die MAiRase-Kaskade untersucht. Die drei
wichtigsten Enzyme der MAP — Kinasen sind JNK, ERKind p38 MAPK. Mit der
Benutzung des Bioplex — Systems war es moglicheaes stimulierten Zellflasche sowohl
die totale Proteinmenge von JNK, ERK1/2 und der pB8PK zu bestimmen, als auch die
phosphorylierte, also die aktive Form zu quangfien.

So zeigten die Ergebnisse der Experimente, dasaVidd8K unter dem Einfluss von PAA
keine signifikante Anderung des Phosphorylierungdgs und somit keine Anderung der
Aktivitat des Enzyms. ERK 1/2 , sowie JNK zeigtesigdgen unter Anwesenheit von PAA
eine signifikante Reduktion des Phosphorylierunadegs.

In der Summe der Dinge kam es unter zunehmendezdfration von PAA zu einer
Reduktion der Phosphorylierung von JNK und ERK1## als Folge dessen zu verminderten
Aktivierung der Transkription von iNOS.

Vergleicht man die Ergebnisse mit friheren Arbeitea zeigen sich zum Teil erhebliche
Unterschiede zwischen der Regulation der iNOS intraéen Nervensystem und in RAW —
Zellen. So wird in einer ArbeffPahan et al.; 1997]in der Tat eine Reduktion der iNOS in
Astrozyten einer Ratte durch Beeinflussung dekBI~ Kaskade. Potentielle Effekte von
Phenylacetessigsaure auf die MAP — Kinasen sint mictersucht worden. Trotzdem sei an
dieser Stelle festzuhalten, dass es in jedem HRatérdchiede in der Second — Messenger
Regulation der iINOS in den verschiedenen Gewebdnt. gebenfalls wurde eine
gewebstypische Aktivitdit der NADPH — Oxidase gezefp beruht die Aktivierung der
NADPH — Oxidase auf einer Reihe von membrangebusdfaskaden, die gp9lphox,
p22phox, p47phox, p67phox, rac und mox einschlielRBme gewebsspezifischen
Eigenschaften dieses Enzyms in glatter GefaBmuskulandothelzellen und Granulozyten
sind eine Kombination der unterschiedlichen Verkoig der aufgezahlten Untereinheiten
(gp91phox, p22phox, p47phox.).

Unter Wiederaufgreifen der Ergebnisse dieser Arbi@itnte in vergleichbarer Weise, die
INOS — Aktivierung Uber verschiedene gewebstypis€rensduktionswege unterschiedlich

moduliert sein. So werden weitere Untersuchungeig s@in, um diese zu typisieren.
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Stellt man nun anschliel3end die Frage nach deiskhen Relevanz dieser Ergebnisse, so
erdffnet die Tatsache, dass Phenylacetessigsaardxjiression der induzierbaren NO —
Synthase inhibiert, verschiedene Diskussionsfelderfektionen stehen - nach den
kardiovaskularen Erkrankungen - an zweiter Stelle Patienten mit einem chronischen
Nierenversagen. Infektionen sind meistens hervafgardurch pathogene Elemente, die bei
einem gesunden und immunkompetenten Menschen dliecRhagozytenfunktion im Blut
und den verschiedenen Geweben begrenzt und untlbumerden kénnen. Die wichtigste
Rolle spielt dabei die Phagozytenaktivitat durchndoyten und neutrophile Granulozyten.
Patienten mit einem chronischen Nierenversagereneggrade bei diesen beiden genannten
Zellarten eine eingeschrankte Funktion. Wenig ishér tGber die Grinde des geminderten

Potentials fiir die Abwehr bekannt.

In dieser Arbeit benutzten wir Zellen der Reihe R264.7, bei denen es sich um murine
Peritonealmakrophagen handelt. Diese Zellreiheetledich von Monocyten ab und gehort
somit zu den phagozytierenden Zellen. Monocyted pimagozytierende Zellen, welche ROS
(Reactive oxygen species) und RNS (Reactive nitragpeecies) produzieren und freisetzen.
Dieses erfolgt zum einen wéahrend der Phagozytoss) anderen unter dem Einfluss
verschiedener endogener und exogener Wirkstofie NADPH — Oxidase ist verantwortlich
fur die initiale Produktion von ROS. Sie wird augkspiratory burst* genannt. Es fuhrt zu
einer schnellen Verarbeitung und Zerstérung vont®&a&n, Protozoen, Helminthen und
Viren, sowie Tumorzellen, welche in Phagosomen endghmen wurden. Die Produktion
von RNS wird durch iNOS hervorgerufen. RNS ist wanaortlich fir die Aufrechterhaltung
einer starken bakteriostatischen Phase. Ein koenvani Effekt dieser beiden Systeme
(NADPH — Oxidase und iNOS) ist die Produktion voON@O aus NO und ©. Diese beiden
Substanzen stellen die Basis des zytotoxischennialte fir physiologische Makrophagen
gegen Viren, Bakterien, Protozoen, Helminthen uachdrzellen dar.

Ist nun die Produktion von INOS durch PAA inhibjest fallt ein Hauptmechanismus in der
Abwehr und Zerstdrung von in Phagozyten aufgenonenigskterien weg. Die Herstellung
von RNS, sowie die Formierung von ONO®t durch die mangelnde iINOS Aktivierung
herabgesetzt.

Diesem Mechanismus konnte eine Rolle in der Abweid Eindammung von bakteriellen
Infektionen insbesondere von fakultativ intrazelheh Bakterien spielen. Es ist bekannt, dass
Patienten mit einer dialysepflichtigen terminalememdninsuffizienz (CRF) eine erhdhte
Mortalitat bei Infektionen haben. Beispielsweisegti die Inzidenz fir eine Infektion durch
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Mycobakterium Tuberculosis bei Dialysepatienten fdék hoher als das der
Normalbevolkerung. Diesem erhdhten Risiko eineektibn durch Tuberkulose liegt eine
erhohte Wahrscheinlichkeit vom Ubergang der Infektaus dem Latenzstadium in die
aktivierte Form zugrunde. Urséachlich hierfur isé djestorte zellvermittelte Immunitat von
CRF — Patienten.

Die Grunde hierfir sind noch weitgehend unbekartetpression von iINOS durch
Makrophagen ist assoziiert mit der Th — 1 — Zelh&@imgigen Zerstérung intrazellularer
Mikroben (Bsp.: Kryptokokken, Toxoplasmose, Mykotmlen, Leishmanien). Als
klassisches Beispiel einer TH1 — vermittelten Imneaktion gilt Tuberkulose. In einem
Experiment mit Mausen konnte gezeigt werden, dags éihe essentielle Rolle beim
Zerstorungsmechanismus von  Mykobakterium  Tuberksilosdurch ~ mononukleare
Makrophagen spielt. In einer Maussorte mit genbtsgrstorter, nicht aktiver INOS (INOS-/-
) war eine Infektion mit M. Tuberkulosis assoziimit einem signifikant hoheren Risiko der
Ausbreitung der Infektion, sowie Mortalitat im Véegh zu den Mausen ohne genetischen
Defekt (wild type mice C57BL/6). Ahnliche Ergebréssrgaben sich bei einer Infektion mit
Leishmanien und Klebsiellen gezeigt werden.

CRF - Patienten zeigen eine herabgesetzte Phagekgmazitat von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten. In letzter Zeit konnterschiedene Uramietoxine isoliert
werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass si®t@niepatienten in Zusammenhang mit
einer Dysfunktion von polymorphkernigen Leukozyttahen (PMNLS). Als Beispiele seien
hier "granulocyte inhibiting protein | (GIPI), gralocyte inhibiting protein 1l (GIPII),
degranulation inhibiting protein | (DIPI), degraatibn inhibiting protein 1l (DIGII),
immunuglobulin light chain und chemotaxis inhibgiprotein” zu nennen.

Zusatzlich zu der Bedeutung von iNOS bei der Phggse durch RNS und ONOGspielt
INOS eine bedeutende Rolle als Mediator in mehr@athways der Immunregulation von T
— Zellen. So ist INOS — generiertes NO verantwdhntlitir die funktionelle Ausreifung von
“Natural Kill Cells” (NK — Zellen). Die zytotoxisal Aktivitat von NK — Zellen in iNOS-/-
Mausen ist nicht messbar. Eine phénotypische Verang ist jedoch nicht nachweisbar. Die
Inhibierung der INOS durch PAA konnte also immunidegprische Prozesse beeinflussen
und kénnte zusatzlich zu einer Zunahme des Immuzittebei CRF Patienten fiihren.
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5 Zusammenfassung

Infektionen gehdren zu den haufigsten Todesursactoen chronisch niereninsuffizienten
Patienten. Makrophagen bilden die erste Abwehrligie Menschen gegeniber Infektionen.
Bei chronisch niereninsuffizienten Patienten komes® zu einer Funktionsstérung der
Makrophagen. Eine wichtige Funktion der Makrophagsndie Produktion von reactive
nitrosative species (RNS) tber iINOS. Zahlreichaligtu belegen, dass die Menge an RNS in
Makrophagen mit der antimikrobiellen Wirkung gegeetiMykobakterien korreliert.

In dieser Arbeit wurde das Uramietoxin PAA untetdudEs sollte die Frage beantwortet
werden, welchen Effekt PAA auf die Expression ddO5 in Makrophagen der Zellreihe
RAW264.7 hat. Dabei konnte sowohl auf der EbenemdBNA, als auch im Bereich von
Protein und Produkt (Nitrit) gezeigt werden, daksm¥lacetessigsaure zu einer signifikanten,
dosisabhangigen Reduktion der iNOS-Aktivierung fiiklveiterhin sollte der Angriffspunkt
von PAA in der Signaltransduktion von INOS aufgddewerden. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung der INOS—Transkriptidrer die MAP-Kinasen ERK1/2 und
JNK durch PAA signifikant und dosisabhangig gehemwirtl. Die Aktivierung der dritten
MAP-Kinase p38 MAPK bleibt von PAA unbeeinflusstuéh die Aktivierung von iNOS
Uber NF«xB wird von PAA nicht beeintrachtigt. Ein Einflussewv PAA auf die Halbwertszeit
der INOS-mRNA wurde ausgeschlossen.

Da die RNS Produktion Uber iINOS ein Hauptabwehrrapimus von Makrophagen
gegeniber Pathogenen ist, kbénnte eine durch dasiétgkin PAA vermittelte Hemmung der
INOS Aktivierung zu der Immundefizienz von chromisoiereninsuffizienten Patienten

beitragen.
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7 Abkilrzungsverzeichnis

AP Aktivierungsprotein

APS Ammonium persulfat

ddH-0 Destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonucleinsaure

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
eNOS Endotheliale NO - Synthetase
ERK Extracellular-signal Regulated Kinasen
FCS Fotales Kalberserum

FkB Freiesk - B

HCL Chlorwasserstoff

IgG Immunglobulin G

IkB Inhibitorisches - kKB

INOS Induzierbare NO - Synthatse

IL Interleukin

INF Interferon

JNK c-Jun N-terminale Kinasen

KCI Kaliumchlorid

KHK Koronare Herzerkrankung

KOH Kaliumhydroxid

A Lambda = Einheit der Wellenlange
Lit. Literatur

MAP— Mitogen aktivierte Proteinkinase
Kinasen

MRNA messenger-RNA

NaCl Natriumchlorid

NED NED

NO2 Nitrit

PAA Phenylacetessigsaure

pPAVK Periphere arterielle Verschlusskrankheit
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PBS phosphate buffered saline (Phosphatpuffer)
PCR Polymerase — chain - reaction

Phox Phagozytenoxidase

RAW 264.7| (Abelson murine leukemia virus-induced turor)
RNA / RNS| Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute

ROS Reactiv oxygen species

SDS Natriumlaurylsulfat / Sodium Dodecyl Sulfate
SOD Superoxiddismutase

TBS Tris-buffered saline (Tris-HCI-Pufferldsung)
TNF Tumor Nekrose Faktor

VS

VEersus
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