





Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultat fir Chemie und Pharmazie der

Ludwigs-Maximilians-Universitat Miinchen

Untersuchungen zum EinfluR von Sojaisoflavonen und
Rotweinpolyphenolextrakten auf die Expression und Aktivitat der
endothelialen NO-Synthase

von
Thomas Ralph Rathel
aus
Munchen
2005






Erklarung
Diese Dissertation wurde im Sinne von § 13 Abs.3 bzw. 4 der Promotionsordnung

vom 29. Januar 1998 von Professor Dr. V. M. Dirsch betreut

Ehrenwortliche Versicherung

Diese Dissertation wurde selbststandig, ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

Miinchen, den 28.01.2005

Thomas R. Rathel

Dissertation eingereicht am 28.01.2005
1. Gutachter Professor Dr. V. M. Dirsch
2. Gutachter Professor Dr. F. Bracher

Mundliche Prufung am 28.02.2005






meinen Lehrern
Norbert Stamminger

Franz Wieand






Inhalt

I

I1I

—_

Inhalt

INHALT 1
EINLEITUNG 5
UBERSICHT UND FRAGESTELLUNG ....vvvvvvvvverereresesersreressresssssessssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssrsssssssrsssss...... 5
STICKSTOFFMONOXID ALS SIGNALMOLEKUL .......eetiiiiniieniienieeteetenieenieenteeteeeneeesesueesseeseesessnesaeesueenseenne 6
2.1 Physiologische Wirkungen von NO................cccccocuoiiiioiiiiniiiiiiit ettt 6
2.2 NO UNA ATREFOSKICFOSE ... 7
NO QUELLEN IM KORPER: DIE NOS ISOENZYME .....cccutiiiiiierieeiieeniieeteeeieeetaeesseeessaeessseessseensssessssessesenses 8
3.1 Unterscheidungsmerkmale der NO-SYRtRGSEN.................cocouiiieiiiiiiieiieeeee e 8
DIE ENDOTHELIALE NO=SYNTHASE ....eeuttittiutiettentiesteetteteesteeteesseesteensesaesneesseesseenseenseensesssesseesseenseensesnses 9
4.1 DIAS @NOS PFOICIT ... ettt et e et e et e e sab e e e abeesabeeesbaessbeeanseensbeansseenseas 9
4.1.1 ALLGEIMEINES .....eevevveeeieeiietieiesitete et ete st estesteesaesaeessesseessesseestesseassenseassasseaseensesssassensaensesssensesssensesssensensannsens 9
4.1.2 NO Bildung durch die @NOS ........ooiiiiieieieeece ettt ettt e te st ebessaesesseesseesaessesseenseessesenssenss 9
4.2 Regulation der eNOS EXPFESSION ..........cccooiieeiie ettt 10
4.3 Regulation der intrazelluldren Lokalisation der eNOS ..............cccoocvvoiiiiniieiiiiiieieeeee e 12
4.4 Regulation der eNOS AKLIVITGAL ............c.ooooeiiiiiiiieeeet e 13
441 Ca% TEQUIETEE AKLIVIEIUNE .........eeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee e e es s eeeeeseseeeeeesen 13
442 Protein-Protein WeChSEIWIrKUNGEN ........ccuieviiriiiieiieieie ettt b e sesra e beennenne 13
443 PROSPROTYIIEIUNG ......eeetiiteeee ettt etttk b et s st b et et et et e s e st eaeebe et et e e eneeneeees 14
444 Zusammenfassung der eNOS aktivierenden MechaniSmen .............cooeeereeirirenenieeiecreseseeecee e 15
SOJAUND DIE ENOS ..ottt ettt ettt ettt st st e bt ettt eas e sanesbe e beeneennes 16
ROTWEIN UND DIE ENOS......eiiiiiitietiettee ettt ettt ettt et e bt e st et e mtesaeeseeesaeesaeeneeenseeneesneanseans 17
MATERIAL UND METHODEN 18
ZELLKULTUR ..cetuttteiteetteesite ettt e sttt ettt e siteesbteesuteebteesateessteesste e bt e e sste e s bt esabeebteesabeensbeessbeennteesaneensteesaneenane 18
1.1 ZOIIIMTOM ...ttt ettt ettt ettt e st e e et e e st e e ab e e s aa e e bt e e taeentb e e tbeetbeenareenens 18
1.1.1 BEALNYO26: ... ettt b et e s e b e st e s e e st e beesteseentebeentenseeseebeanrenne 18
1.1.2 EANYI26-NENOS-LUC: ....ociiiieiieiieieieete sttt ettt te et ebeeseestesseebeesaessesseesseeseensesseensesssensesssensenseenes 18
1.1.3 RAW 2604.7 ..ottt ettt ettt e et e e e te e st e eas e e sae et e e naseenseeesseeseeenseeanbeenseeenseenneeennen 18
1.2 PUIMGIZEIION ...ttt st e et e et e et ebaeeaae e 18
1.2.1 3 L0 PSSR 18
1.3 NGhrmedien Und ZUSGIZE. .................cccoeeeeieeeeeeee et 19
1.3.1 NARIMEAICI ...ttt ettt ettt et e s teesbesaeesbesseesseseessassaessasseessassesssenseassasseessensenssanes 19
1.3.2 Besonderheiten UNd ZUSALZE: .......c..eecuieiiieiiecieeie ettt ettt et e e e esteesbeesteessbeensaessseeseasnseenseesssens 19
1.4 LOSUNGEN UNA PUJOF ...t 20
1.4.1 SEEITIIEAL: ....viitieete ettt ettt e et e e bt e e bt e teeesbeesseeesseessaeessaessseenseessseessaessseeasseeteesnseesneensaenseenns 20
1.4.2
1.4.3
1.44
1.5
1.5.1
1.5.2 HUVECG: ...
153 RAW 2647 oot
1.54 Zellzahlbestimmung ............ccoevereeerieenerenenenes
ROTWEINEXTRAKTE UND NATURSTOFFE.......ceitteittteriteentteentteentteentteentteesseeenbaeesseeesbeeenseesseeesseesnseesnseesnnes
2.1 Herstellung der Rotwein- und Traubenextrakte .................cccccooceovoiiiiioieiciaiieiieeeeeeeee e
2.2 UNIEPSUCHIE WEINE ...ttt s et e e e et e et e e tseesaseeenas
23 Fruchtsaft-Polyphenolextrakie..................co.coooiioiioiiieiiiiiee ettt
24 INGIUTSTOSF@. ...ttt ettt a ettt st e st e et e ettt eneeneennens
2.4.1 RESVETALIOL......ieiieieceieiteee ettt ettt ettt et e st e et e s aeesbe st e esseseessenseeseenseesseseensenseassensenssensenssense
242 Soja-Inhaltsstoffe
243 ESTIOZI ..ttt ettt b e ettt s h et bttt h et e h et b e s bt et b ntes
244 Weitere Naturstoffe und Naturstoffderivate..........ccoeieeiieieriiiieieceeiece ettt
BESTIMMUNG DER AKTIVITAT DES HUMANEN ENOS PROMOTORS MITTELS LUZIFERASE REPORTERGEN
EXPERIMENTEN ....couttiitttiitteenittenite ettt e ettt ettt esiteesbteesuteesuteessbeeabteesube e st e esabe e bteesabeensbeessbeennteesabeensteesateenane 31
3.1 TREOFTE ...ttt et ettt e et e et e et e ekt e et e e stbeestaeetbeeasaeestseesseeesbaeeseeenes 31
3.2 LOSURGOMN ...ttt et b ettt ettt 31
3.3 VO SUCHSABDIAUS ...ttt ettt ettt eneas 31
MRNA BESTIMMUNG MITTELS REALTIME PCR .....cooiiiiiiiiiiiiiieeeee et 33
4.1 TIEOTEE ...ttt ettt e b e s e s eae e st et eenbeenbeetbeeteeebeenbeenbeenee e 33
4.2 LOSUNGOM ...ttt ettt ettt ekt e e ekt e et e et e e bt e e teeenteeenteeebeeenteeeneeente 34



Inhalt

4.2.1 RINA TSOIIEIUNG. ..ottt etttk e bttt b et e e e s e st es e et e b e e eneeseeneeneetenbeneeneeseanens
422 RNA Gelelektrophorese...
423 RealTime RT-PCR ..........

4.3 Ve SUCHSABDIAUS ...ttt ettt
43.1 RINA TSOHETUNG. ...ttt sttt b ettt es e s bt e at e te e bt e bt eatenbesbe et e ebtentesbeenbenbeenee
432 Reverse Transkription...
433 PCR REAKEION ...ttt ettt ettt ekt b e ettt ebe st et e et ebeebenaes

5 PROTEIN DETEKTION MITTELS WESTERN BLOT......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc e 37

5.1 TREOFIE ...ttt ettt a et a ettt ettt ettt ettt 37

5.2 LOSUNGOM ...ttt ettt ettt et ettt e ekt e et e et e e bt e entaeenbeeenteeebeeeataeeneeenee 38
5.2.1 LySepuffer: ..ccooeeieriiiiieeeeee e ettt 38
522 Proteaseinhibitor, Stocklosung: ..... .38
523 5-fach Probenpuffer:...........c.c........ ...39
524 SAMMEIGEL: ...evieteeiieieei ettt ettt et et e et e s teeseesbeesseseeste st e esaesseestenseassensesssessenssensesseensensanssens 39
5.2.5 TTCINEEL: ...eievieieeiiete ettt ettt et e et et e e et et e eae e b e ese et e eseesseessesseeseenseeseesseeseensenseenseeseensenseensenseansan 39
5.2.6 Elektrophorese-Puffer:..

527 TrANSTERI-PUTTRI: ..ottt ettt b ettt s et b et e e eneeneas
5.2.8 DB STt ettt h et h e e et b e a bt e h bbb e bt e h e et h e e bt e h b e bt e bt e b bt et e e bt et e e bt entenbeeaean
5.2.9 Antikorper Losungen
5.2.10  Hausgemachtes Chemolumineszenz REagenz .............cccoevuiieirininininieniciiiieneseceeee e 40
5211 FAIDRIOSUNZEM. ....cuiiiiiiiiitit ettt ettt sttt et b et a ettt et be et besa et eseeaeen 41

5.3 VersuchSablauf ...............ccooeooiioeioiioiiiiaiieeeeee e s 41
5.3.1 Zellvorbereitung und Ernte..........cccoeveevierienieneenienieienenns - e 41
532 SDS Polyacrylamid Disk-GeleleKtrophoreSe.........ccvieieriirieriieieiesieie ettt ettt se e ressa e 41
533 Protein Transfer auf die PVDF Membran (bIOtten) ........cccceciecieririeniieieieeeeieseeiesieeve e eeessessnenseesnenes 42
534 IMmUNOIOZISChE DEtEKLION.........etiueiiieiieiieieit ettt st b e eseenea 42
53.5 Kontrolle des Proteintransfers und Ladungskontrolle.............coooviiiriiinieiiiniiieeeceeeee e 43

6 ARGININ-CITRULLIN UMWANDLUNGSEXPERIMENT ZUR BESTIMMUNG DER ENOS ENZYMAKTIVITAT IN
LEBENDEN ZELLEN ...c..tutiutitintintenteeteeutentetetente st etesuteseestensensessesbesutestemeessensensensesaeeseeneensensensensensessessesnes 44

6.1 THEOTEE ..o ettt ettt ettt et et ee e e et e a ettt ettt et ettt enee e nes 44

6.2 LOSURGORN ...ttt 45
6.2.1 HePES-PULTRI ..ottt ettt et e st e e st e st e et e et e e st e beestesseentebeessenseentenbeenrenee 45
6.2.2 HB S ettt b ettt 45
6.2.3

6.3

7 DAF-2 FLUORESZENZ MESSUNG ZUR BESTIMMUNG DER NO FREISETZUNG AUS ENDOTHELIALEN ZELLEN
................................................................................................................................................................ 47

7.1 THEOTEE ... ettt et ettt et ee e ea e a ettt ettt et ettt ente e ne 47

7.2 LOSURGON ...ttt ettt et h ettt 48
721 PBS ML €A™ ooooioiieetieeiiiieeiesseseesss st sess st 48
7.2.2 HBSS ! .tttk 48
7.2.3 Arginin StockIOSUNG (100MM): .....cuiiuiiiiiiitiiee ettt sttt se bttt e e e e eneeees 48
724 Argininhaltiger Puffer (100LM): ...c..oouiiieieeeee ettt ene e 49
7.2.5 A23187 StocklOSUNG (TOMM): ...ttt sttt ettt ettt e ste s st et eaeentesbeenbesneenne 49
7.2.6 A23187 Losung 2mM): ......... ... 49
7.2.7 DAF-2-Losung (20M): ..eeveieiiininenieieieeeceieseseeeeene e 49

7.3 VersUCRSAUICRITIAFUNG ............c..ccveiiieiieiieeieecie ettt ettt ettt beesse s siaesaseeseeneense e 49

IV ERGEBNISSE 50
1 EINFLUB VON SOJAISOFLAVONEN IM VERGLEICH ZU 17-B-ESTRADIOL AUF DIE ENOS ..........ccccovnnnee. 50

1.1 Einfluf3 von Sojaisoflavonen auf die eNOS Promotor AKtiVItiit............cccccoeviiiiniiniiioiioiiiencnn, 50
1.1.1 Sojaisoflavone steigern die eNOS Promotoraktivitht...........coceevuerieiiniiiienieieeeeeesee e 50
1.1.2 17-B-Estradiol hat keinen Einflu3 auf die eNOS Promotoraktivitit............coeveererieneneeneneiienceeenene 51

1.2 Einfliisse auf die eNOS MRNA-KONZENIFALION ..............c..ccoevvieieaciiaciiaieeiiesieeieeee e 52
1.2.1 Sojaisoflavone zeigen keinen signifikanten Einflu3 auf die eNOS mRNA Konzentration....................... 52

1.3 Einfliisse auf die eNOS ENZYMAKEIVILAL ..............cccovevviiiiiiiiieeeeieeie ettt 53
1.3.1 Sojaisoflavone haben einen unterschiedlichen EinfluB3 auf die eNOS Enzymaktivitat ...........ccccocevereenne 53
1.3.2 17-B-Estradiol hat keinen Einflufl auf die eNOS Enzymaktivitat ...........ccccceeoirineninenieinnneneeeeenes 54

1.4 Einfliisse auf die eNOS vermittelte NO Produktion...................ccccocoooiioiiiiioiaieeeiiie e, 55
1.4.1 Genistein erhoht die eNOS vermittelte NO Produktion...........cccccviierinieieiiiiinininieeeeceeneseeeenene 55
1.4.2 17-B-Estradiol fithrt zu einer schwachen Steigerung der eNOS vermittelten NO-Produktion.................. 58

1.5 Einfliisse auf die eNOS PrOt@INMeEnge. ............ccoccoioiiciieeieieee ettt 60
1.5.1 Sojaisoflavone haben keinen Einflufl auf die eNOS Proteinmenge. ...........ccceeeeeerierierieneesienieeienienenns 60

2 EINFLUB VON RWPE AUF DIE ENOS .....oiiiiiiiiiiiiiiieictcetene sttt sttt s 61

2.1 Einfliisse auf die eNOS Promotor AKLIVITGE .............c.ccooeieiiiiii it 61

2.1.1 Einflul von RWPE auf die eNOS Promotor Aktivitdt in Abhidngigkeit von Anbaugebiet und Rebsorte . 61



Inhalt

—_—

VI

—_—

3
VIl

VIII ANHANG

1
2

2.12 FaBimaterialien bei der Lagerung zeigen einen Einfluf} auf die Aktivierung des eNOS Promotors durch

RWPE ettt bbbtttk ae bbbttt b e ene s 65
213 Die Aktivitdt von Rotweinpolyphenolextrakten kann durch Ausschiitteln mit organischen Lésungsmitteln
VEIMINAGIT WEIACTL. ...ttt ettt ettt et e a e e s ae et et aeeae e b s ae st n e enis 66

2.1.4 Traubensaftpolyphenolextrakte haben weniger EinfluB auf die eNOS Promotor Aktivitét als RWPE.... 67
2.15 Bliiten- und Fruchtpolyphenolextrakte haben iiberwiegend keinen Einfluf} auf die eNOS Promotor
AKEIVITAL oottt b et b ettt ne s 68
2.1.6 Einflul von Resveratrol, Resveratrolderivaten und polyphenolischen Reinsubstanzen auf die eNOS
PrOMOtOr AKLIVITAL.....coveuiietitetiietcieict ettt ettt ettt b et sk bt s bt e b ne st nnene
2.2 Einfliisse auf die eNOS Enzym Aktivitdt
221 RWPE steigern die eNOS Enzym Aktivitét
222 Die aktivitétssteigernde Wirkung der RWPE auf das eNOS Enzym wird durch Ausschiitteln mit

Diethylether NICht VEITINZETL. .....cc.ovuiiiiitiiiiieerte ettt ettt ettt st et s et s bt et ebeestesbe et e sbeenee 72
223 TSPE erhdhen die eNOS Enzym Aktivitdt in geringerem Umfang als RWPE .................
224 Einflul von Resveratrol und anderen Reinsubstanzen auf die eNOS Enzym Aktivitit....
225 Zeitabhangigkeit der EnzymaktivVIErung .........cocoveieiiirininenieieieiecneneceeee e
2.3 Einfliisse auf die eNOS ProteineXpreSSiOn ...........ccocuacuioiaieieieieeeeeee sttt
2.3.1 RWPE und TSPE steigern die eNOS ENzymeXpression...........eecvereeieruieienienierieeeesiesieeeesseesesseseensesnns
24 Einfliisse auf die eNOS vermittelte NO Produktion.........................
2.4.1 Einflul von RWPE auf die eNOS vermittelte NO Produktion
242 Einflul von Resveratrol und anderen polyphenolischen Reinsubstanzen auf die eNOS vermittelte NO
PLOQUKLION ...ttt b bt b ettt et e bt e bt b e bt e bt st et e st e st ebt bt b ettt eneenes 76
NEUE METHODEN ZUR DETEKTION VON NO: ANWENDUNG DER CARS MIKROSKOPIE
ZUR DETEKTION VON NO IN LEBENDEN ZELLEN 77
VORTEILE DER CARS MIKROSKOPIE LEBENDER ZELLEN .....c.ccctiriiniiniiniienienreieientenienneereeseensenensensesueenes
THEORETISCHER HINTERGRUND DER CARS MIKROSKOPIE
2.1 Physikalischer HIRIErgrund ....................ccoooiiiiiiiiiiiniiii s
2.1.1 Kurze Ubersicht iiber die Prinzipien der Lichtstreuung
2.1.2 Theorie des CARS PrOZESSES........cuiiiiiiriiiiieieieei ettt sttt st ene
2.2 Aufbau des CARS EXPEFIMENIES............ccccoocuiiaieieeee ettt ettt aae s
EXPERIMENTE ZUR ANWENDUNG DER CARS MIKROSKOPIE ZUR DETEKTION VON NO.....c..ccccouerurnunnnene 82
3.1 Nachweis der Spektralen Selektivitit: Darstellung von Zellen ................cccccoeveevevieiicieeennannnne, 82
3.2 Darstellung der raumlichen Auflosung: Mikroskopie eines Presslings aus Kaliumbromid mit
NitroOpruSSid-ING KFISTALIEN ................ccoooveiiieiiiiieie ettt ettt saeeereeeaeenseense e
3.3 Messung der zeitabhdngigen NO Freisetzung aus Nitroprussid-Na in Losung
34 Messung der zeitabhdngigen NO Freisetzung aus NOC-9 in Losung......................
3.5 Darstellung der NO Bildung in Zellen .................cccccocieveiioiniiniiiiiiiieieeeneee sttt
DISKUSSION 89
EINFLUB VON SOJAISOFLAVONEN AUF DIE ENOS ....c.iiiiiiiiniinineiteictetentestene sttt 89
WEIN UND WEININHALTSSTOFFE .....cutiiiiiiiiieiieieesieesteete et eieeeieesieesie e seenesnesaeesaeesaeesaeesneenneeneeennesnnens 92
2.1 Polyphenolextrakte aus dem Wein verstdirken eNOS Expression und Funktion in Abhdngigkeit von
Rebsorte und ANBAUZEDIEL.....................cccooiiiiiiiiieee ettt et 92
2.1.1 RWPE verstiarken eNOS Expression und Aktivitdt in Abhéngigkeit von Rebsorte und Anbaugebiet...... 92
2.1.2 WWPE verstirken die eNOS Promotor Aktivitét vergleichbar den RWPE............cccocoevieieiinienieee 93
2.2 Der Vinifikationsprozef3, nicht aber die Lagerung in bestimmten FafSmaterialien verstirkt die
RWPE Vermittelten EffERIe ..ottt 94
2.2.1 Traubensaftpolyphenole (TSPE) haben einen geringeren Einflu3 auf die eNOS Expression................... 94
222 Weinlagerung in Eichenholzféssern vermindert den Effekt von RWPE auf den eNOS Promotor............ 94
2.3 Fraktionierung der RWPE durch Ausschiitteln mit Diethylether ...............ccccccovoiioiioiioeenceannne. 95
24 Bliiteninhaltsstoffe haben nur einen schwachen Effekt auf die eNOS Promotor Aktivitd ............ 95
2.5 ROIWEIN REINSUDSIANZON ...ttt 96
2.5.1 Resveratrol erhoht in Konzentrationen tiber 10 uM die Expression der eNOS..........cccccevvievevierieiennenne. 96
2.5.2 Weitere Reinsubstanzen

2.6 Probleme bei Versuchen mit RWPE
2.6.1 Diskrepanzen zwischen eNOS Promotor Aktivitit und eNOS Enzym AKtiVItat ........cccoeeveeiininennenne.
262 Probleme bei der Bestimmung der NO Freisetzung aus RWPE stimulierten Zellen
DETEKTION VON NO IN LEBENDEN ZELLEN MITTELS CARS MIKROSKOPIE..........ccociuiieeecuieeeeeeeeeeeceeeeenns

ZUSAMMENFASSUNG 101

ABKURZUNGSVERZEICHNIS .....eeetttetteestteestteesteeestseesseesssseenseesssseesseessssesssessssssessessssesessessssessssessssessssessns
ALPHABETISCHES FIRMENVERZEICHNIS




Inhalt

IX

XI

—_—

LITERATUR

ZITIERTE LITERATUR...

EIGENE PUBLIKATIONEN .....uuttittiitttteenttteeeiiteeesettteeeantteesauteeesanseeeasasseeeasseeesanseeesansaeesenssseesanseeessnseeeesns

2.1 Abstracts............
2.2 Originalarbeiten

DANKSAGUNG

LEBENSLAUF

106

106
115
115

116
117



Einleitung

Il Einleitung

1 Ubersicht und Fragestellung

1980 veroffentlichten Furchgott und Mitarbeiter an der State University von New York eine fiir das
Verstandnis der Biologie der Blutdruckregulation sehr wichtige Arbeit. Sie hatten entdeckt, dall
Aortenringe, aus denen das Endothel entfernt wurde, nicht mehr mit Dilatation auf einen
Acetylcholinstimulus reagieren. Damals postulierten sie, da} Acetylcholin nicht direkt die Gefale
erweitert, sondern an Endothelzellen die Ausschittung eines Botenstoffes bewirkt. Dieser I6st
seinerseits die Gefaldilatation aus. Sie nannten diesen Botenstoff ,Endothelium-derived Relaxing
Factor*, EDRF".

1987 identifizierten Palmer et al>. EDRF als Stickstoffmonoxid, NO. Mit der Identifizierung dieses
kleinen hochreaktiven Molekils als Botenstoff revolutionierten sie die bis dahin anerkannten
Vorstellungen Uber die zellulare Signallbertragung.

NO wird im Endothel durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) gebildet. Neben der Steuerung des
Gefaldtonus Ubernimmt NO noch weitere wichtige Funktionen bei der Aufrechterhaltung der

vaskularen Homdoostase®.

Steht fir eine reibungslose Gefalfunktion nicht mehr ausreichend NO zur Verfiigung, spricht man von
einer endothelialen Dysfunktion. Folgen einer endothelialen Dysfunktion sind Erkrankungen des
Gefallsystems, wie Atherosklerose, Thrombose, Angina Pectoris, Bluthochdruck und
GefaRkerkrankungen bei Diabetespatienten®.

Die Erforschung von Substanzen, die die Produktion oder Bioverfiigbarkeit von NO verbessern

kénnen, liefert fiir die Therapie dieser Erkrankungen wichtige Erkenntnisse.

Eine reichhaltige Quelle fur solche Substanzen sind Drogenextrakte und isolierte Naturstoffe. Fur eine
Vielzahl von Naturprodukten wurden in epidemiologischen Studien und in vivo Untersuchungen
protektive kardiovaskulare Wirkungen beschrieben. Manche dieser Berichte deuten auf die Beteiligung

einer verbesserten endothelialen NO Produktion am Gesamteffekt hin.

Ein Ziel dieser Arbeit war es zu klaren, ob isolierte Isoflavone aus Soja die Expression des
menschlichen eNOS Gens in einem Endothelzellmodell in vitro verstarken.

In vorangegangenen Arbeiten konnten wir zeigen, dal® Rotweinpolyphenolextrakte (RWPE) die
Expression des eNOS Gens verstarken. Der zweite Schwerpunkt der Arbeit sollte einen weiteren
Beitrag zur Aufklarung der wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe des Rotweins liefern. In diesem
Teil wollten wir daher Uberpriifen, welchen Einflu Anbaugebiet, Rebsorte und Vinifikationsprozel} auf
den Effekt der RWPE auf die eNOS Expression ausuben.
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2.1

Stickstoffmonoxid als Signalmolekdul

Physiologische Wirkungen von NO

NO erfillt im menschlichen Koérper vielfaltige Aufgaben als Botenstoff. Die Zielmolekiile werden durch

Nitrosierung freier —SH Gruppen oder durch Komplexbildung mit Cu, Fe oder Zn Atomen aktiviert oder

deaktiviert. Die Nitrosierung von —SH Gruppen von Caspasen fihrt zu Beispiel zu deren Hemmung

und zum Uberleben der Zelle*. Wichtigstes Zielmolekiil von NO ist die I6sliche Guanylatcyclase (sGC).

Uber aktivierte sGC fiihrt NO zu einem Anstieg des Second Messengers cGMP in den Zielzellen.

cGMP aktiviert die Proteinkinase G (PKG)®. Diese wiederum phosphoryliert diverse Zielmolekiile und

vermittelt dadurch verschiedenste Effekte (siehe auch Abb. 1).

Besonders wichtig im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit ist die Wirkung von NO bei der

Aufrechterhaltung der vaskularen Homdostase®.

NO l6st eine Erschlaffung der glatten Muskulatur in der Media von BlutgefaRen aus. Durch den
verminderten Muskeltonus kommt es zur Erweiterung der Gefaflte und zum Blutdruckabfall.

NO antagonisiert die Gefallkonstriktion durch das sympathische und das Renin-Angiotensin
System.

Die parasympathisch ausgeltdste GefaRdilatation wird durch NO vermittelt.

NO verhindert die intravasale Koagulation der Blutblattchen und deren Adhasion an die
Gefallwand. Somit wirkt es der Entstehung thrombotischer Verschliisse entgegen. Zusatzlich
verhindert es die Freisetzung von PDGF aus Thrombozyten.

NO hemmt die Freisetzung von Cytokinen (z.B. MCP-1) und die Anlagerung von
inflammatorischen Zellen an, sowie deren Migration in die Gefalkwand durch verminderte
Expression endothelialer Adhasionsproteine wie VCAM, ICAM und P-Selectin.

NO hemmt die Proliferation glatter Muskelzellen.

NO hemmt die Oxidation von LDL.

NO spielt in Bezug auf das Gefalisystem auflierdem noch eine wichtige Rolle bei Angiogenese6 und

Wundheilung’.

Abb. 1:

6

L-Arg  LCit Grp Glatte Muskelzelle
NO cGMP
Kc,-Kanal (Hyperpolarisation)
IP;-Rezeptor (Hemmung)
Endothelzelle Ca?*-ATPase (Aktivierung)
\ / Myosin Light Chain
Phosphatase (Aktivierung)

\ = Relaxation /

Mechanismus der NO vermittelten GefaBdilatation.



Einleitung

Die Bedeutung des Botenstoffes NO ist aber nicht auf das Gefallsystem beschrankt. Im
Nervensystem ist NO beteiligt an der Regulation von Proliferation und Differenzierung von
Nervenzellen®. In nitrergen Neuronen kommt es als synaptischer Ubertragerstoff vor. Als
Neurotransmitter der Non-Adrenergen / Non-Cholinergen (NANC) Neuronen vermittelt es die
Erschlaffung glatter Muskelzellen in vielen Geweben, etwa im Magen-Darm System. Dort steuern
diese Neurone zum Beispiel die Motilitdit des Darmes. Im Zentralnervensystem ist NO ebenfalls
Neurotransmitter. Im Gehirn wirkt es bei der Ausbildung des Gedachtnisses mit®. Auch an der
Steuerung der Sexualfunktionen sind nitrerge Neuronen beteiligt. So wird etwa die Aufrechterhaltung
der Erektion durch NO mediiert'’.

In héheren Konzentrationen erfillt NO als ,Waffe* von Immunzellen eine wichtige Funktion bei der
Infektabwehr. Nach dem Kontakt mit Bestandteilen der bakteriellen Zellwand, wie z. B. den
Lipopolysacchariden (LPS), oder nach Stimulation durch Cytokine bilden Makrophagen und
Granulozyten nach Expression einer induzierbaren Form der NO-Synthase (iNOS) grofse Mengen von
NO. NO wirkt in hohen Konzentrationen toxisch auf Bakterien, Pilze und Protozoen und auf
Tumorzellen. Wird NO am falschen Ort oder in zu hohen Konzentrationen freigesetzt, etwa bei
Autoimmunerkrankungen, Schlaganfall oder Sepsis, hat NO auch auf den eigenen Organismus
schadliche Auswirkungen. Es kommt zur Zerstorung koérpereigenen Gewebes und chronischen
Entziindungen. Bei einer Sepsis kann es unter Beteiligung von NO zum Zusammenbruch des

Kreislaufs und der Mikrozirkulation kommen® .

Auf genomischer Ebene beeinflul3t NO die Expression verschiedener Gene durch die Aktivierung oder

die Deaktivierung von Transkriptionsfaktoren'.

2.2 NO und Atherosklerose

Durch die oben aufgefiihrte Regulation der Gefalifunktion und die Hemmung der Infiltration von
Immunzellen in die GefalRwand, sowie der Freisetzung von Wachstumsfaktoren und der Proliferation
der glatten Muskulatur wirkt NO einer Atheroskleroseentstehung entgegen. Es wurde beobachtet, daly
schon einige Zeit vor der sichtbaren Manifestation atherosklerotischer GefalRveranderungen eine
verminderte Bioverfligbarkeit von NO nachgewiesen werden kann®. Zu einer verminderten
Bioverfigbarkeit von NO kann es kommen durch

— verminderte eNOS Expression'?,

—verminderte Verflgbarkeit des eNOS Substrates L-Arginin oder anderer Kofaktoren',

—verminderte Aktivierung der eNOS durch veranderte zellulare Signalijbertragung15

— oder vermehrte Elimination von NO durch Reaktion mit Reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS)16.
Der verminderten NO Bioverfligbarkeit, etwa bei der Koronaren VerschluRkrankheit, versucht man
durch die Verabreichung NO freisetzender Pharmaka wie Nitroglycerin, Isosorbitnitraten oder

Nitroprussid-Na zu begegnen.
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3  NO Quellen im Korper: die NOS Isoenzyme

3.1 Unterscheidungsmerkmale der NO-Synthasen
NO wird im Koérper durch NO-Synthasen (NOS) gebildet. Zwischen 1991 und 1994 wurden aus

verschiedenen Geweben drei Isoformen der NO Synthasen isoliert und kloniert". Die Isoformen
haben unterschiedliche Molekulargewichte und sind Produkte dreier unterschiedlicher Gene.

Man unterschied urspriinglich die neuronale NOS (nNOS oder auch NOS 1) mit 160 kDa, die
induzierbare NOS (iNOS oder NOS Il) mit 130 kDa und die endotheliale NOS (eNOS oder NOS III) mit
133 kDa Molekulargewicht.

Die Namensgebung erfolgte nach den Geweben, in denen sie gefunden wurden. Heute weil® man,
dal} diese Gewebespezifitat strenggenommen nicht gilt. Alle Isoformen wurden in einer Vielzahl von
Geweben gefunden18. Zum Beispiel wurde in Endothelzellen auch die Expression von nNOS
beobachtet'®. Lange Zeit wurden sie auch nach Expressionsmuster und Ca”-Abhéngigkeit
unterschieden. Als konstitutiv exprimiert und Ca®*/Calmodulin abhangig galten nNOS und eNOS, als
induzierbar und Ca2+-unabhéngig wurde die iINOS angesehen. Mittlerweile wurden mehrere
Spleildvarianten von nNOS und iINOS entdeckt. Fir alle drei Untertypen wurde eine Induktion durch
bestimmte Stimuli gefunden. Fir die iNOS ist neuerdings auch eine konstitutive Expression, z.B. in
glatten Muskelzellen beschrieben worden®.

Beim Menschen weisen alle drei Isoformen eine Sequenzhomologie von 51-57% auf. Die Proteine
bestehen aus einer Oxygenase-Domane und einer Reduktase-Domane. Werden sie aktiviert, bilden
alle Isoformen Dimere und katalysieren bei Anwesenheit verschiedener Kofaktoren die Reaktion von
L-Arginin zu L-Citrullin und NO. Die Aktivierung und katalytische Funktion der NO-Synthasen soll fir
die eNOS im folgenden Abschnitt naher besprochen werden. Abb. 2 zeigt die Domanenorganisation

der drei NOS Isoformen im Uberblick.

(=
N

s
©
o
NHZ—I PDZ |—| I Arg /| Him / BH, |—| FMN |—| FMN |—| FAD NADPH|—CO0H nNOS
724 75

1 221 7 949 980 1433

Myr
Palm

Zn

=
©
o
Arg / Him | BH, I———| FMN |—| FMN |-—| FAD NADPH|—CO0H eNOS
99 518

4
NI
L~ L

4 715 742 1153
N 2
o -
NH, —| I Arg / Hdm / BH, |—| FMN |———| FMN |—| FAD NADPH|——CO0H iNOS
1 504 537 687 716 1203
L | L |
Oxygenase Doméne Reduktase Doméane

Abb. 2: Doméanenorganisation der menschlichen NOS Enzyme im Vergleich.

Die kleinen Zahlen geben die Aminosdurenummer der Sequenz an, bei der die Domanen beginnen und enden. Die
Bindungsstellen fur Substrat und Kofaktoren sind angegeben (nach”):

Arg = Arginin CaM = Calmodulin BH, = Tetrahydrobiopterin FMN = Flavinmononucleotid FAD = Flavin-Adenin-Dinucleotid
NADPH = Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat  Myr = Myristinsaurerest Palm = Palmitinsaurerest Zn = Zink Ham =
Eisen Protoporhyrin IX
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4  Die endotheliale NO-Synthase

4.1 Das eNOS Protein

4.1.1 Allgemeines

Der Genlokus fur die eNOS liegt beim Menschen auf Chromosom 7 (79q35-7936). Das Produkt des
menschlichen eNOS Gens ist ein 133 kDa schweres Protein, das im wesentlichen in zwei Domanen
unterteilt ist, eine Oxygenase-Domane und die Reduktase-Domane (siehe Abb. 2). Dazwischen liegt
eine Bindungsstelle fir Calmodulin. Die Reduktase-Domane weist eine 36%ige Sequenzhomologie

zur CytochromP,450-Reduktase auf'’.

4.1.2 NO Bildung durch die eNOS
Die eNOS katalysiert in einer 5-Elektronen-Oxidationsreaktion die Oxidation des Guanidino-Stickstoffs

von L-Arginin unter Verbrauch molekularen Sauerstoffs tber die Zwischenstufe N-Hydroxyarginin zu
NO. Nebenprodukt der Reaktion ist L-Citrullin (Abb. 3).

H,N \(N NH \(NH 05H" o ﬁ/NH
it NADP' ! 0,5 NADP"

e =E T

L-Arginin Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

Abb. 3;1 eNOS katalysierte Reaktion von L-Arginin zu L-Citrullin und NO
(nach )

Die aktive eNOS bildet ein Homodimer aus zwei eNOS Untereinheiten. Ein Zinkatom stabilisiert den
dimeren Zustand. Um NO synthetisieren zu konnen, missen an die Reduktase-Domane die
Kofaktoren NADPH, FMN, FAD und Calmodulin gebunden sein. An die Oxygenase-Domane binden
Tetrahydrobiopterin und eine Hadm-Gruppe, die das aktive Zentrum fir die Oxidationsreaktion darstellt.
Calmodulin erméglicht die Dimerbildung und stabilisiert diesen Zustand. Zusatzlich kontrolliert
Ca®*/Calmodulin den Elektronentransport von der Reduktase- zur Oxygenase-Doméane. NADPH liefert
die Redoxaquivalente fir die Reaktion. Pro Molekil NADPH werden zwei Elektronen zur Verfiigung
gestellt, die nacheinander einzeln tGber FAD und FMN auf die Ham-Gruppe der Oxygenase-Domane

des jeweils anderen Monomers Ubertragen werden. Vom Ham werden die Elektronen dann auf den
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Guanidino-Stickstoff von L-Arginin Ubertragen, das an die Oxygenase-Domane gebunden vorliegt
(siehe Abb. 4)*".

L-Arginin
BH,
‘00C— Him-Fe NH,*
—
CaM
Zn CaM
_J
*H;N Ham-Fe /
-COO-
BH, \
[FMNH FAD ]1—[ NADPH
L-Arginin \_ AN e
9 Y h'd
Oxygenase-Domiine Reduktase-Domiéne

Abb. 4: Struktur des aktiven eNOS Homodimers.
Die dicken schwarzen Pfeile geben den Elektronenflu® von NADPH zu L-Arginin wieder.

Tetrahydrobiopterin (BH,) spielt bei der Funktion der eNOS eine besondere Rolle. Zum einen ist es
ein weiterer Redox-Kofaktor der eNOS katalysierten Reaktion. Daneben stabilisiert es den High-Spin
Zustand des Ham Eisens und unterstitzt die Bindung des Substrates L-Arginin. Bei Mangel an BH,
oder zu geringer Verfiigbarkeit des Substrates L-Arginin kann es zu einer Ubertragung der Elektronen
von NADPH (ber die Hdm-Gruppe direkt auf molekularen Sauerstoff kommen. Bei diesem Vorgang,
der als eNOS Entkopplung bekannt ist, entsteht dann das Superoxid-Radikal O,” ?*. Solche Engpéasse
kénnen bei Krankheiten auftreten. Bei Hypercholesterolamie wurde eine verminderte Verfiigbarkeit
von reduziertem BH, beobachtet. Die Superoxidproduktion durch entkoppelte eNOS bewirkt eine
zusatzlich verminderte Bioverfligbarkeit von NO, das mit Superoxid sofort zu Peroxynitrit, ONOO",

abreagiert.

4.2  Regulation der eNOS Expression

Die eNOS galt zunachst als konstitutiv exprimiertes Enzym. Mittlerweile wurden jedoch unter
bestimmten physiologischen Umstanden und unter dem EinfluR verschiedener Substanzen
Veranderungen in der eNOS Expression beschrieben.

Scherstrel® durch den vermehrten Blutflu® unter korperlicher Anstrengung erhoht die Expression der
eNOS.

In Bovinen Aorten Endothelzellen (BAECs) wurde ein 3- bis 6-facher Anstieg an eNOS mRNA und
eNOS Protein in proliferierenden Zellen im Vergleich zu konfluenten beobachtet. Ein solcher Anstieg
wurde auch in proliferierenden Zellen nach Endothelverletzungen und an Wundrandern gefunden.

Die Wachstumsfaktoren TGF-f1, bFGF, VEGF und PDGF verstarken die eNOS Expression. Auch fir
Hormone wie Estrogen, Insulin, Angiotensin 1l und Endothelin-1 wurde eine verstarkte, bei

Langzeitbehandlung mit Thrombin dagegen eine verminderte eNOS Expression beobachtet. Neben

10



Einleitung

diesen bekanntesten beeinflussen viele weitere Cytokine und Botenstoffe die eNOS Expression.
Interessanterweise fiihrt auch eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) zu einer Steigerung der
eNOS Expression. Fir NO wurde ein negativer Feedbackmechanismus mit verminderter eNOS

Expression vorgeschlagen™"" 1

. Die Expression des eNOS Proteins wird durch Bindung von
Transkriptionsfaktoren an den Promotor des eNOS Gens gesteuert.

Der eNOS Promotor enthalt keine TATA Box. In der Promotorregion des eNOS Gens finden sich
Bindungsstellen fir eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren. Die wichtigsten sind Sp1, GATA, AP-1,

AP-2, NF-xB, p53 und andere'®.

Die Stabilitat der eNOS mRNA ist ebenfalls reguliert und beeinfluft somit die eNOS Expression. Eine
Verminderung der eNOS mRNA Stabilitdt unter dem EinfluB von TNFoa wurde gezeigt. Sie wird
vermutlich durch die Reaktion eines cytosolischen 60 kDa Proteins mit der 3-UTR der eNOS mRNA
vermittelt?®. Ein weiteres cytosolisches Protein um die 51 kDa wurde identifiziert, das durch Bindung
an die letzten 545 Nucleotide der 3'-UTR die Stabilitdt der eNOS mRNA ebenfalls vermindert.

AulRer durch TNFa wird die Halbwertszeit der eNOS mRNA noch durch LPS und oxidiertes LDL
vermindert. Im Zustand der Hypoxie nimmt die Stabilitat der eNOS mRNA ebenfalls ab. Verlangerte
Halbwertszeiten der eNOS mRNA bewirken VEGF, Estrogen, Wasserstoffperoxid und
Zellproliferation®.

Die Halbwertszeit des eNOS Proteins betragt ca. 20 h. Berichte Uber eine Regulation der eNOS

Proteinmenge durch Veranderung der Halbwertszeit liegen bisher nicht vor?*,

Scherstre
Zellproliferation
Estrogen

NO Insulin

. Endothelin |

Thrombin l I ANG I
TGF-p1
bFGF

Beeinflussung VEGF
der Transkription PDGF

T T T T T T T T T T T T T .NosGen

~ TNFa Zellproliferation
\Q( LPS H,0,
\%4 oxLDL VEGF
Hypoxie Estrogen
\% Beeinflussung
"7%4 der eNOS mRNA

Stabilitat

Abb. 5: Regulation der eNOS Expression.
Die Abb. zeigt eine Auswahl von Substanzen und physiologischen Zusténden, die die eNOS Transkription und die Halbwertszeit
der eNOS mRNA beeinflussen im Uberblick.
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4.3  Regulation der intrazelluldren Lokalisation der eNOS

Wahrend der Translation wird das eNOS Protein an einem Glycinrest am N-Terminus (Glyz) mit einem
Myristoylrest versehen. Diese Myristoylgruppe verankert das eNOS Protein in der Plasmamembran.
Dadurch wird seine raumliche Nahe zu wichtigen Signalmolekilen, Calciumkanalen und Kofaktoren
sichergestellt. Wahrscheinlich dient die Myristoylgruppe auch einem Targeting zum Golgi Apparat.
Dort werden an zwei N-terminalen Cysteinresten (Cys15/Cy326) der eNOS Palmitoylreste angehangt.
Mutierte Proteine, die nicht mehr myristoyliert werden kénnen, werden auch nicht mehr palmitoyliert.
Nicht myristoylierte eNOS liegt vollstéandig cytosolisch vor, die Fahigkeit zur Katalyse ist in vitro nicht
gestort aber es kommt nur zu einer geringen NO Produktion in der Zelle. Die Palmitoylierung der
eNOS ist im Gegensatz zur Myristoylierung reversibel. Sie stabilisiert die Assoziation der eNOS mit
der Plasmamembran. Ob dieser reversiblen Proteinmodifikation eine funktionelle Bedeutung bei der
Aktivierung durch Agonisten zukommt, ist unklar.?* %. Mutanten, die noch myristoyliert, aber nicht
mehr palmitoyliert werden kénnen, wandern nicht zur Plasmamembran, sonder akkumulieren im Golgi
Apparat25. Eventuell spielt eine Palmitoylierung auch eine Rolle beim Targeting der eNOS in die
sogenannten ,Caveolae“. Dabei handelt es sich um flaschenférmige Einstllpungen der
Plasmamembran, die das Protein Caveolin-1 in grofterer Menge enthalten. Diese Membranbereiche
sind angereichert mit Sphingolipiden, Glykosphingolipiden und Cholesterol. In den Caveolae befinden
sich gehauft Signalmolekiile sowie membranstandige Rezeptorenze. Viele Proteine, die in Caveolae
gefunden werden, sind palmitoyliert. In den Caveolae liegt der grofite Teil der membranstandigen
eNOS an Caveolin-1 gebunden vor. Diese Bindung an Caveolin-1 halt die eNOS im inaktiven Zustand.
Einer Aktivierung durch Agonisten folgt eine Umverteilung der aktivierten eNOS von der
Plasmamembran in die Cytoplasmafraktion. Wie diese Umverteilung bewerkstelligt wird, ist noch nicht
geklart. Spater kehrt das eNOS Protein wieder an die Plasmamembran zuriick oder wird zum Golgi
Apparat transportiert.

Chronisch falsche Lokalisation der eNOS im Cytosol fiihrt zu endothelialer Dysfunktion.

Die Lokalisation der eNOS in der Zelle hangt auch vom Proliferationsgrad ab. In proliferierenden
Zellen wurden eNOS und Caveolin-1 kolokalisiert an den Zellmembranen der Wachstumsfront
gefunden. In konfluenten endothelialen Zellen liegt der grofte Anteil des eNOS Proteins im Golgi
Apparat oder an den interzellularen Berihrungsflachen in Nachbarschaft zu einem Adhasionsmolekal,
dem Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 (PECAM-1) vor?” %,

Fulton und Mitarbeiter konnten zeigen, dal} die Lokalisation in der Zelle auch einen Einflu® auf den
Mechanismus der eNOS Aktivierung hat. Lag die eNOS an die Plasmamembran gebunden vor, war
sie konstitutiv phosphoryliert, aktiv und sensitiv fir Veranderungen der Ca®* Konzentration durch
transmembranaren Einstrom. Am Golgi Apparat gebundene eNOS reagierte weniger stark auf
Veranderungen der Ca*" Konzentration, wurde jedoch nach Phosphorylierung durch Protein Kinase B
(PKB/AKkt) stark aktiviert. Dieses Verhalten kdnnte fir das weitere Signaling wichtig sein. Am Golgi
Apparat produziertes NO vermittelt vermutlich eher autokrine Funktionen, wahrend membranstandig

gebildetes NO in Nachbarzellen diffundieren kénnte, um dort parakrine Signale auszuldosen?.

12
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Eine geordnete Regulation der intrazellularen Lokalisation der eNOS ist fUr ihre Aktivierung, eine

geordnete Translokation flr ihre Funktion von groRer Wichtigkeit.

4.4  Regulation der eNOS Aktivitat

4.4.1  Ca* regulierte Aktivierung

eNOS ist die NOS Isoform, deren Aktivitdt am meisten durch Veranderungen der intrazelluldren Ca**
Konzentration beeinflult wird.

Einstrémendes Ca** bindet an Calmodulin. Der resultierende Ca®*/Calmodulin Komplex bindet an die
eNOS und verdrangt Caveolin-1 aus seiner Bindung. Der hemmende Einflu der Caveolin-1 Bindung
erlischt und das aktive eNOS Homodimer kann sich bilden. Durch die Bindung von Ca®*/Calmodulin
wird die Konformation einer autoinhibitorischen Schleife derart verandert, dal® Elektronen von der
Reduktase-Domane zur Oxygenase-Doméne flieBen konnen. Die eNOS wird aktiviert?’”” .
Calciummobilisierende Substanzen wie Bradykinin, Histamin, Estradiol, Acetylcholin und
Calciumionophore vermitteln tber diesen Mechanismus schnelle Effekte auf die eNOS vermittelte NO
Produktion.

4.4.2 Protein-Protein Wechselwirkungen

In den letzten Jahren wurden immer neue Proteine aufgefunden, die mit der eNOS interagieren. Eines
der wichtigsten eNOS bindenden Proteine ist Caveolin-1. Wie bereits unter 4.3 ausgefihrt, ist
Caveolin-1 ein Hauptbestandteil der Caveolae der Zellmembran. Bindung an Caveolin-1 halt die
eNOS in den Caveolae. Bindung an Caveolin-1 antagonisiert auflerdem die Bindung von Calmodulin
und hemmt damit die eNOS Enzymaktivitat*®.

Ein weiteres sehr wichtiges eNOS bindendes Protein ist das Chaperon Hsp90. Es ist maflgeblich an
der Faltung der NOS Isoenzyme beteiligt. Auch mit dem fertig gefalteten eNOS Protein tritt Hsp90 in
Kontakt. Stimuli, die die eNOS aktivieren, verstarken zugleich auch die Interaktionen zwischen eNOS
und Hsp90. Hsp90 wird dabei phosphoryliert®. Bei der Aktivierung durch Serin'""”
bildet Hsp90 ein Geristprotein fur eNOS und Akt™*?".

Dynamin-2 interagiert ebenfalls mit der eNOS. Beide Proteine assoziieren im Golgi Apparat. Die

Phosphorylierung

Assoziation mit Dynamin-2 verstarkt die eNOS abhangige NO Produktion und wird durch erhéhte Ca®*
Spiegel verstarkt. Dynamin ist ein Motorprotein, das normalerweise fir die Sequestrierung von
Rezeptoren verantwortlich ist. Seine genaue Funktion im Zusammenhang mit der eNOS ist noch
unklar, es konnte bei Transportprozessen der eNOS zwischen verschiedenen Zellkompartimenten von
Bedeutung sein?’.

Eine Assoziation der eNOS mit der intrazellularen Domane 4 bestimmter G-Proteingekoppelter
Rezeptoren (Kinin B, Rezeptor, Endothelin ET-B Rezeptoren) wurde ebenfalls diskutiert. Diese

Assoziation wirkt sich hemmend auf die eNOS aus. Die Meinungen hierzu sind jedoch kontrovers®.
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Bei Untersuchungen mit einem Yeast Two-Hybrid System wurden zwei weitere Proteine gefunden, die
mit der eNOS interagieren. Das erste wurde eNOS Interacting Protein (NOSIP) genannt31. Bei
Koexpressionsstudien in nicht endothelialen Zellen wurde eine hemmende Wirkung fiir NOSIP auf die
eNOS beobachtet. Eine Beteiligung am Transport der eNOS von der Plasmamembran zu
intrazellularen Kompartimenten wird diskutiert.

Der zweite neu entdeckte Bindungspartner der eNOS war der eNOS Traffic Inducer (NOSTRIN)? 32,
NOSTRIN wird in Gefallendothelzellen und in stark vaskularisierten Geweben exprimiert. NOSTRIN
Uberexpression filhrte zu einer Umverteilung der eNOS in vesikeldhnliche Strukturen und hemmte
gleichzeitig die NO Freisetzung.

Das C-terminal-Hsp70-Interacting Protein (CHIP) interagiert nicht nur mit Hsp70, sondern bindet auch
an Hsp90. Die eNOS Funktion wird in einem Komplex aus Hsp90, eNOS und CHIP negativ reguliert.
Dieser Komplex wird zum Golgi Apparat transportiert, wo eNOS anschlief3end in unléslicher Form

vorliegt®.

4.4.3 Phosphorylierung

Die eNOS selbst wird an verschiedenen Serin-, Threonin- und Tyrosinresten phosphoryliert. Am

177

meisten ist bisher Uber die Konsequenzen einer Phosphorylierung an Serin und am Threonin*®®

bekannt.

Serin"""”

ist unter normalen Bedingungen unphosphoryliert, wird jedoch nach der Applikation
bestimmter Reize (Scherstre, VEGF, Insulin und andere) schnell durch unterschiedliche Kinasen
phosphoryliert. Kinasen, die eNOS an Serin"""’ phosphorylieren kénnen, sind Akt, PKA, AMP-
activated Protein kinase (AMPK) und CaMK 1I**. Durch Phosphorylierung an Serin'""’ steigt die NO
Produktion um das 2- bis 3-fache an. Steigernde Wirkung auf die eNOS Aktivitat wurde auch fir
Substanzen beobachtet, die zu einer verstarkten Pl13-Kinase Aktivitat flihren. PI13-K phosphoryliert die

Akt, die wiederum eNOS an Serin'"”’

phosphoryliert und damit aktiviert.

Threonin®®® ist konstitutiv phosphoryliert und bewirkt eine verminderte NO Produktion, was durch eine
Interaktion mit der Ca?*/Calmodulin Bindung erklart wird. Threonin®® wird wahrscheinlich durch die
PKC phosphoryliert und durch Protein Phosphatase-1 (PP1) dephosphoryliert. PKC phosphoryliert
daneben auch die Protein Phosphatase 2A (PP2A). Diese wird damit aktiv und dephosphoryliert
eNOS an Serin""". PKC sorgt so flr eine sichere Inaktivierung der eNOS. Meist erfolgt eine

49 als Antwort auf Stimuli, die auch einen vermehrten Ca®" Einstrom

Dephosphorylierung von Threonin
auslésen, z.B. Bradykinin oder Histamin. Beide Effekte zusammen, erhohter Ca®" Einstrom und
Threonin*®® Dephosphorylierung, steigern die NO Produktion durch die eNOS 10- bis 20-fach?’.

"7 noch Serin®? und Serin'™ phosphoryliert werden

Einzelne Berichte liegen vor, dal neben Serin
kénnen. Die Bedeutung dieser Phosphorylierungsstellen ist jedoch noch nicht véllig aufgeklart.

Daneben wurde beobachtet, daflt die eNOS Aktivitat durch Tyrosinkinasen oder Tyrosinphosphatasen
beeinflult werden kann. Auch die Bedeutung dieser Tyrosinphosphorylierung ist noch nicht ganzlich

aufgeklart. Eine Regulation der Bindung verschiedener Geristproteine wird jedoch diskutiert®.
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4.4.4 Zusammenfassung der eNOS aktivierenden Mechanismen

Die eNOS kann durch Ca®* Einstrom, Phosphorylierung hauptsachlich an Serin'"”’ bzw.

5

Dephosphorylierung an Threonin**® aktiviert werden. Die Abb. 6 zeigt das Zusammenspiel der

einzelnen Proteine noch einmal in der Ubersicht.

R-TK Caz+Kanal

Ca?*
DAG I(1,4,5)P,
v \
Aktivierung
(=]
N
NH, — | Arg/Him/BH, FMN FMN FAD NADPH |—coou

L 1 499 | 518 715 742 1153I
\ Oxygenase Doméane Reduktasedomane J

Abb. 6: Die Aktivierung der eNOS im Uberblick.

Durch Phosphorylierung an Ser''”” wird die eNOS aktiviert. Phosphorylierung an Thr*®® fiihrt zur Inaktivierung. Die Bindung von
Ca2+/Calmodulin (CaM) fiihrt ebenfalls zu einer Aktivierung des eNOS Enzyms. (In Anlehnung an **).

R-TK = Rezeptortyrosinkinase PLC = Phospholipase C DAG = Diacylglycerin 1(1,4,5)P; = Inositol-1,4,5-trisphosphat PKC =
Proteinkinase C CaM = Calmodulin CaMKII = Calmodulinabhéngige Kinase II AMPK = AMP = AMP aktivierte Protein Kinase

PI3K = Phosphatidylinositol-3-Kinase =~ Akt = Proteinkinase B cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat = PKA =
Proteinkinase A
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5 Soja und die eNOS

Bereits 1941 wurde beobachtet, dal der Austausch einer Diat tierischer Proteine gegen Sojaproteine
sowohl eine Hyperlipoproteindmie als auch die Atheroskleroseentstehung bei Hasen reduzierend
beeinflussen kann®. Seither haben sich immer wieder Studien mit diesem Thema befaBt. Wahrend
manche den Schwerpunkt auf die Untersuchung von Veranderungen der Plasma-Lipid
Konzentrationen Iegen36'38, befallten sich andere eingehend mit lipidunabhangigen Effekten. Neben

39, 40

allgemeinen antioxidativen Eigenschaften von Sojaisoflavonen wurden auch Einflisse auf

GefaRdilatation und GefaRverhartung beschrieben® #'*

. Einige letztens publizierte in vivo Studien
deuten darauf hin, dal® der Konsum von Sojaisoflavonen eine beeintrachtigte Funktion des
endothelialen NO Systems wieder herstellen und damit der Entstehung und Progression

atherosklerotischer Verdnderungen entgegenwirken kann*" *>%

. NO ist ein wichtiger Botenstoff im
Zusammenhang mit der Bildung atherosklerotischer GefaRRverengungen. Eine verminderte Bildung
von NO ist bereits vor der Manifestation klinischer Veranderungen der Gefaf3architektur zu
beobachten®. Die Ergebnisse der oben genannten in vivo Studien und die dabei gemachten
Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dal} Sojaisoflavone in der Lage sind, die Bildung sowie
die Verfugbarkeit endothelialen NOs zu verbessern. Da alle bisher gewonnenen Erkenntnisse aus in
vivo Studien oder aus Experimenten mit tierischen Aortenringen stammen, fehlt bisher ein Beleg
dafir, dal’ nach der Behandlung mit Sojaisoflavonen tatsédchlich mehr endotheliales NO gebildet und
freigesetzt wird. Wir haben deshalb in vitro Experimente an Zellkulturen durchgefiihrt, die diese

Wissensliicke schlieRen sollen. Da fiir Sojaisoflavone eine estrogenartige Wirkung beschrieben ist*®

und dariiber hinaus beobachtet wurde, daR Estrogen die Expression der eNOS erhdhen kann**®°,

wurden die Wirkung der Isoflavone mit der Wirkung von 17-B-Estradiol verglichen.
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6 Rotwein und die eNOS

Neben Soja wurden noch einige weitere Lebensmittel identifiziert, deren Verzehr sich nutzbringend
auf kardiovaskulare Erkrankungen auswirken kann®**°. Dabei stehen nicht immer nur die
antioxidativen Eigenschaften der polyphenolischen Inhaltsstoffe im Vordergrund. Neben diesen
wurden konkrete Wirkungen auf die Gefalifunktion beschrieben. Der erste Verdacht zur
kardiovaskularen Wirkung von Rotwein wurde bereits 1819 geduRert. Damals stellte Samuel Blac®’
eine erstaunlich niedrige Rate kardiovaskularer Erkrankungen bei der Autopsie von Leichen fest, die
aus Mittelmeerlandern stammten. Diese niedrige Rate stand im krassen Gegensatz zu der, die er bei
der irischen Bevolkerung fand. Diese Beobachtungen wurden immer wieder mit der mediterranen Diat
in Verbindung gebracht, im Speziellen mit einem hohen Konsum an Rotwein®® *°. Der Widerspruch
zwischen fettreicher Ernahrung und deutlich verminderter Sterblichkeit an koronaren Herzleiden in
Frankreich ist unter dem Namen ,French Paradox“ in den wissenschaftlichen Sprachgebrauch
eingegangen. Da Koronare Herzerkrankungen mit ihren Spatfolgen Herzinfarkt und Schlaganfall durch
Bluthochdruck die Todesursache Nr. 1 in den westlichen Industrieldandern sind, scheint es
winschenswert, die Griinde fir die Ausnahmen in der franzdsischen Bevolkerung aufzudecken. Seit
der Entdeckung des ,French Paradox“ wurden deshalb immer wieder in vivo und in vitro Versuche
unternommen, die eine positive Wirkung von Rotwein auf das Herz-Kreislaufsystem aufzeigen
soliten®” ®®®_ polyphenolische Verbindungen aus Weintrauben sowie aus fertigem Rotwein standen

neben Alkohol®” ©

im Mittelpunkt des Interesses. Einige Studien deuten auf die Beteiligung einer
verbesserten NO Produktion durch das GefaRendothel hin®" ®*®_ In unserem Labor konnte letztens in
einem Zellmodell gezeigt werden, dal® Rotweinpolyphenolextrakte (RWPE) die Expression und
Funktion der eNOS erhdhen konnen®®. Die Gruppe um Forstermann in Mainz beobachtete
vergleichbare Effekte’. In Weiterfiihrung dieser Arbeiten war fir uns von Interesse, in welchem
Umfang eine Erhéhung der Expression der eNOS durch RWPE von Rebsorte und Anbaugebiet
beeinflult wird. Durch den Vergleich der Inhaltsstoffmuster dabei aufgefundener sehr aktiver Weine
mit dem weniger aktiver Weine kdnnten eventuell in weiteren Arbeiten daraus Riickschlisse auf die
wirksamkeitsbestimmenden Substanzen in der Rotweinpolyphenolfraktion gezogen werden. Die
Untersuchung des Einflusses des Vinifikationsprozesses sollte Aufschlufd dariiber geben, ob eventuell
wirksame Inhaltsstoffe erst bei der Garung durch biochemische Vorgange, vielleicht auch durch den
Stoffwechsel der Hefe, gebildet werden. Die Ergebnisse mit RWPE wurden mit der Wirkung von
Resveratrol und weiteren Reinsubstanzen der Polyphenolfraktion von Rotwein verglichen. Fur
Resveratrol konnte in der Vergangenheit ebenfalls ein Einflul auf die endotheliale NO Produktion
nachgewiesen werden”". Auch einige Extrakte aus Bliten und Fruchtsaften wurden zum Vergleich mit
RWPE herangezogen. Bestimmte Bliten und Frichte enthalten vergleichbare Polyphenole wie
Rotwein. Der Vorteil ist, da bei ihnen immer eine Hauptkomponente (berwiegt und die
Zusammensetzung nicht so kompliziert ist, wie im Rotwein. Die Blutenfarbstoffe bilden aber ebenfalls

supermolekulare Komplexe mit einem hohen Molekulargewicht, wie sie im Rotwein gefunden wurden.
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Il Material und Methoden

1 Zellkultur

1.1 Zellinien

1.1.1 EA.hy926:

Die menschliche Endothelzellinie EA.hy926 wurde uns freundlicherweise von Frau Prof. Dr. C. J-S.
Edgell (Universitat North Carolina, USA) zur Verfigung gestellt. Die Zellinie wurde 1983 durch die
Verschmelzung von menschlichen Endothelzellen aus Nabelschnur-Venen, Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVECs), mit der menschlichen Lungenkrebs-Zellinie A549 gewonnen und als

Endothelzellinie charakterisiert’ " EA.hy926 Zellen exprimieren Estrogen Rezeptoren73’ 4950,

1.1.2 EA.hy926-heNOS-Luc:

EA.hy926 Zellen sind schwierig zu transfizieren. Fur Luziferase-Reportergen Untersuchungen des
menschlichen eNOS Promotors wurden daher stabil mit dem Plasmid pNOSIII-Hu-3500-Luc-neo75
transfizierte EA.hy926 Zellen verwendet, (im weiteren Verlauf kurz als EA.hy926-heNOS-Luc
bezeichnet). Die Zellen wurden uns freundlicherweise von Herrn Dr. P. Wohlfahrt (Aventis,
Deutschland) zur Verfligung gestellt. Das Plasmid pNOSIII-Hu-3500-Luc-neo’ enthalt ein 3500
Basenpaare langes Teilstlick des menschlichen eNOS Promotors vor einem Luziferase Gen, so dal
dieses unter der Kontrolle des menschlichen eNOS Promotors steht. Daneben enthalt das Plasmid ein
Resistenzgen gegen G418. Zur Selektion der stabil transfizierten Zellen wurde dem Zellkulturmedium
das Antibiotikum G418 (400ug/ml) zugesetzt.

1.1.3 RAW 264.7

Die murine Monozyten-Makrophagenzellinie RAW 264.7 stammt aus der American Type Culture
Collection (ATCC, TIB 71).

1.2 Primarzellen

1.2.1 HUVEC:

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) werden an unserem Lehrstuhl standardmaRig in

Anlehnung an die von Sohn'"® beschriebene Methode isoliert (siehe 1.5.2).
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1.3

1.3.1

N&ahrmedien und Zusétze

Né&hrmedien

Fur die Zellkultur wurden folgende carbonatgepufferte Fertigmedien verwendet:

1.3.2

1)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) ohne Phenolrot und ohne Glutamin (Bio

Whittaker, Europa) fir EA.hy926 Zellen.

M199 (Pan Biotech GmbH, Deutschland) und
ECGM (Endothelial Cell Growth Medium, Promo Cell®, Europa) fiir HUVECs.

Besonderheiten und Zusétze:

DMEM mufdte fir Versuche mit der humanen eNOS frei von Phenolrot sein, da Phenolrot

estrogenartige Wirkung besitzt. Fiir Estrogene ist ein Einflu auf die Expression der eNOS
beschrieben®.

Es erhielt die Zusatze:

L-Glutamin(2 mM),

die Antibiotika: Benzylpenizillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 U/ml),

HAT Supplement, eine Mischung aus Hypoxanthin (100 uM), Aminopterin (0,4 pM) und
Thymidin (16 pM) (Sigma, Deutschland). HAT dient der Selektionierung von Hybridoma
Zellen. Dehybridisierte Zellen werden eliminiert.

G418 (400 pg/ml): Permanenter Zusatz fir die Selektionierung der EA.hy926-heNOS-Luc
Zellen.

Fotales Kélber Serum (FKS): Bendtigte Wachstumsfaktoren und Hormone wurden dem
Medium direkt vor Gebrauch in Form von 10% FKS (Gibco/BRL, Life Technologies,
Deutschland) zugesetzt. Das Kalberserum wurde hitzeinaktiviert und zur Entfernung von
Estrogenen 18 h mit 2 g Aktivkohle pro 100 ml Serum bei 4°C geriihrt. Das Kohlepulver wurde
durch zweimalige Zentrifugation (5 min bei 4000 U/min und anschlieBend 1 h bei 1000 U/min)
wieder entfernt, das Serum sterilfiltriert (0,2 um Porengréf3e), zu je 50 ml aliquotiert und bei

-20°C aufbewahrt.

M199 wurde nur mit 10% hitzeinaktiviertem FKS, welches nicht mit Aktivkohle behandelt war,

versetzt.

ECGM diente als Standardmedium fiir die Kultur der HUVEC Zellen und enthielt als Zusatz

a)
b)

den Supplement Mix C-39215 (Promocell, Deutschland)
die Antibiotika Benzylpenizillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 U/ml).

Einfriermedium:

Zum Einfrieren von EA.hy926 Zellen wurde dem normalen Kulturmedium weitere 10% FKS und

10% DMSO zugesetzt.
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1.4  Lésungen und Puffer

1.4.1 Sterilitét:

Alle in der Zellkultur bendtigten Losungen wurden sterilisiert. Dies geschah durch
Sterilfiltration (0,2 pym Spritzenaufsatzfilter, Peske oder Steritop TM 0,2 ym FlaschenaufsatZfilter,

Millipore) oder durch Autoklavieren (gespannter Wasserdampf, 2 bar, 121°C, 15 min).

1.4.2 PBS:
Phosphat gepufferte Salzlosung

Na,HPO, 8,0 mM 1,48 g
KH,PO, 1,5 mM 043¢
NaCl 160 mM 7,20 g
H,O ad 1000 ml
pH 7,4

sterilisiert durch autoklavieren

1.4.3 PBS™:

Phosphat gepufferte Salzlésung mit Ca®* und Mg?*
Na,HPO,4 x 2H,0 8,1 mM 1,15¢

KH,PO, 1,5 mM 0,2g
NaCl 137 mM 80g
KCI 2,6 mM 02g
MgCl, x 6H,0 0,5 mM 0,149
CaCl, x 2H,0 0,9 mM 0,149
H,O ad 1000 ml
pH 7,4

sterilisiert durch Sterilfiltration

1.4.4 TE:

Trypsin/EDTA Ldsung

Trypsin 0,05% 059
EDTA 0,02% 0,02g
H,O ad 1000 ml

sterilisiert durch Sterilfiltration
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1.5  Zellkultur

1.5.1 EA.hy926:

Auftauen:

Die Zellen wurden durch vorsichtiges Einpipettieren von 37°C warmem Kulturmedium in das
Kryoréhrchen aufgetaut, sofort in einen Uberschuf® (20 ml) Kulturmedium (iberfiihrt und in eine 75 cm?

Zellkulturflasche (TPP AG, Deutschland) ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt.

Kultur:
Die Zellen wurden in 75 bzw. 150 cm® Zellkulturflaschen (TPP AG, Deutschland) mit 20 bzw. 40 ml
DMEM bei 37°C und 5% CO, Atmosphére kultiviert.

Passagieren:

Die Zellen wurden einmal in der Woche nach erreichen der Konfluenz passagiert. Die Zellen wurden
dazu mit PBS vorsichtig gewaschen und anschlieRend mit 5 ml T/E Lésung / 75cm?® Kulturfliche bei
37°C fir ca. 5 min abgelost. Die Zellsuspension wurde in ca. 20 ml DMEM aufgenommen. Ein Teil der
Suspension (1:10 bis 1:15) wurde in neue Kulturflaschen ausgebracht und mit entsprechend Medium
aufgefillt. Am Tag nach dem Umsetzen wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden bis
maximal Passage 30 (#30) verwendet, da sich mit der Anzahl der Passagen die Gefahr der Mutation
erhoéht und die Einheitlichkeit der verwendeten Zellen nicht mehr ausreichend sichergestellt werden

kann (siehe auch **).

Einfrieren:

Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-L&sung abgeldst, in einem Uberschu® an DMEM aufgenommen
und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in einer Konzentration von ca.
5x 10°/ ml in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Je 1 ml dieser Suspension wurde auf Eis in
ein Kryoréhrchen gefiillt, die Réhrchen einen Tag bei —20°C, einen Tag bei —80°C und anschlieRend

in flissigem Stickstoff gelagert.

Mycoplasmen:

Die Zellen wurden nach dem Auftauen und bei Auffalligkeiten wahrend der Kultur auf Mycoplasmen
getestet.

Verwendet wurde dazu der VenorGeM® Mycoplasma Detection Kit der Firma Minerva Biolabs GmbH,

Deutschland. Der Test wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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1.5.2 HUVEC:

Isolierung und Kultur:

Nabelschnire wurden uns freundlicherweise von der Frauenklinik Bogenhausen zur Verfligung
gestellt. Die Nabelschniire wurden sofort nach der Entbindung in PBS™ eingelegt, kiihl aufbewahrt und
innerhalb einer Woche prapariert.

Die Nablschnurvene wurde mit 50 ml PBS" gespiilt und anschlieRend mit einer Ldsung von
Collagenase A (0,1 g/l, Roche) in PBS™ gefiillt. Die so vorbereiteten Nabelschniire wurden fiir 40 min
bei 37°C inkubiert. Danach wurden die abgelosten Endothelzellen mit 50 ml M199 aus der Vene
gespult. Das Eluat wurde bei 20°C und 220 x g fir 10 min zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde
anschlieend in 5 ml ECGM (Promocell) aufgenommen und in eine 25 cm? Zellkulturflasche (TPP AG)
ausgesat. Bei erreichter Konfluenz wurden die Zellen in 75 cm? Kulturflaschen umgesetzt und
weiterkultiviert. Dazu wurden die Zellen mit PBS vorsichtig gewaschen, mit 1 ml (25 cm2) oder 3 ml
(75 cm2) Trypsin/EDTA Lésung abgeldst und die abgelésten Zellen in M199 aufgenommen. Die
Suspension wurde bei 20°C und 220 x g fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Zellen
in ECGM aufgenommen und ausgesat. Die Zellen wurden ein weiteres Mal 1:3 passagiert und bis zur
Konfluenz weiterkultiviert. Fir Experimente wurden diese Zellen (#3) in 6- oder 12-Well
Zellkulturplatten (TPP AG) ausgesat.

1.5.3 RAW 264.7:

Kultur:

RAW 264.7 Makrophagen wurden in 20 ml DMEM, jedoch ohne Antibiotikazusatz, in 75 cm?
Zellkulturflaschen kultiviert.

Passagieren:

Bei Erreichen der Konfluenz wurde das alte Medium abgegossen und 10 ml frisches Medium in die
Zellkulturflaschen geflllt. Dann wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und im Verhaltnis
1:3 bis 1:6 in neue Flaschen ausgesat.

Zu Versuchen wurden die Zellen in Petrischalen auf Deckglaser ausgesat.

Einfrieren:

Die Zellen wurden wie zum Passagieren abgeldst und die Zellzahl bestimmt. Anschlielsend wurden die
Zellen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in einer Konzentration von ca.
3x10°/ ml in eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Je 1 ml dieser Suspension wurde auf Eis in
ein Kryoréhrchen gefiillt, die Réhrchen einen Tag bei —20°C, einen Tag bei —80°C und anschlie3end

in flissigem Stickstoff gelagert.
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1.5.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellkonzentration in Zellsuspensionen wurde mittels Auszahlen in der Fuchs-Rosenthal-

Zahlkammer ermittelt.
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2 Rotweinextrakte und Naturstoffe

2.1 Herstellung der Rotwein- und Traubenextrakte

Die in dieser Arbeit untersuchten Rotweinpolyphenolextrakte wurden von Herrn Dr. R. Samtleben an
unserem Lehrstuhl prapariert. Die Extraktionsmethode entsprach weitgehend der von Caderni et al.
angegebenen”. Die Weine wurden ohne Entfernung des Ethanols auf eine DIAION-Saule (Polystyrol)
aufgetragen und mit 10% (v/v) Ethanol nachgewaschen. Die Polyphenolfraktion wurde anschlief3end
mit 90% (v/v) Ethanol eluiert, eingeengt und lyophylisiert.

Die Ausbeute betrug bei Rotweinen zwischen 350 und 1000 mg aus 325 ml Wein, bei Weilkweinen
zwischen 80 und 110 mg aus 325 ml Wein.

Zur Gewinnung der Polyphenole aus Weintrauben wurden die frischen Frichte zunachst 2 h mit
500 ml eines Ethanol/Wasser Gemisches (10% V/V) pro 100 g Frichte bei 80°C extrahiert. Der
Alkoholgehalt des Auszugsmittels entspricht in etwa dem von Rotwein und wurde gewahlt, um
ahnliche Extraktionsbedingungen zu schaffen, wie sie bei der Weinherstellung vorliegen. Die so
gewonnenen Rohextrakte wurden anschlieRend wie die Weine weiterbehandelt.

Bei ausgewahlten Rotweinen wurde der Polyphenolextrakt vor dem Lyophylisieren weiterfraktioniert,

indem mit Diethylether oder Ethylacetat ausgeschittelt wurde.

2.2 Untersuchte Weine

Alle untersuchten Weine sollten moglichst nur aus einer Rebsorte gekeltert sein.

Da es sich bei dem sogenannten ,French Paradox“ eher um ein Phanomen der breiten Masse, als um
eine Erscheinung der Oberschicht handelt, konzentrierten sich unsere Untersuchungen auf Weine der
unteren bis mittleren Preiskategorie. Die untersuchten Weine stammten Uberwiegend aus normalen
Lebensmittelgeschaften und Supermarkten. Spezielle Weine und frische Weintrauben wurden direkt
vom Erzeuger bezogen.

Im Lauf der Arbeit wurden etwa 180 verschiedene Weine getestet. Die folgenden Tabellen zeigen
einen reprasentativen Ausschnitt der untersuchten Weine im Uberblick. Die Daten, die mit den

aufgelisteten Weinen erhoben wurden, haben Eingang in diese Arbeit gefunden.
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Tabelle 1: Merlot Weine:

# |Wein Rebsorte Jahrg. Herkunft

1 Palet d"Or Merlot 2002 Frankreich

2 Rothschild Merlot Merlot 2002 Frankreich
3 Domaine de I'Arjolle Merlot 2001 Frankreich
4 Chateau Julia Merlot 2001 Griechenland
5 UNDURRAGA Merlot 2001 Chile

6 Gato Negro Merlot 2002 Chile

7 WMF Untertirkheim Merlot 2001 Deutschland
8 Beringer Merlot 2000 USA

9 Trentino Merlot Merlot 2001 Italien

10 | Merlot del Veneto Merlot 2002 Italien

11 | Golden Kaan Merlot 2002 Sudafrika
50 |Jean Demont Merlot 2002 Frankreich
51 | Collection de Chantré Merlot 2001 Frankreich
52 | Nico Lazaridi Merlot 2001 Griechenland
53 | Valle Central Merlot 2002 Chile

54 | Santa Carolina Merlot 2002 Chile

55 | Rappenhof Merlot 2001 Deutschland
56 |E.J. Gallo Merlot 2000 USA

57 | Medanos Merlot 2000 Uruquay

58 | Merlot del Veneto, Landozzi Merlot ? Italien

59 |Riunite Merlot 2002 Italien

60 | Stierglut Merlot 2001 Rumanien
61 | Meinert Merlot 2001 Sudafrika
62 | KWV Merlot 2001 Sidafrika
Tabelle 2: Cabernet Sauvignon Weine:

# |Wein Rebsorte Jahrg. Herkunft

12 | Domaine de I'Arjolle C. Sauvignon 2001 Frankreich
13 | Collection de Chantré C. Sauvignon 2001 Frankreich
14 | Cavino C.S. C. Sauvignon 1999 Griechenland
15 |UNDURRAGA C.Sauvignon 2001 Chile

16 | Valle Central C. Sauvignon/Tinto | 2002 Chile

17 | Lergenmiiller Select C. Sauvignon 2001 Deutschland
18 | John Carson, California C. Sauvignon 2001 USA

19 | Trentino Cabernet C. Sauvignon 2000 Italien

20 |Zonnebloem C. Sauvignon 2000 Sidafrika
63 | Rothschild C. S. C. Sauvignon 2001 Frankreich
64 | Fortant de France C. Sauvignon 2002 Frankreich
65 |Tala Manca C. Sauvignon 2002 Chile

66 | CALAMA C. Sauvignon 2001 Chile

67 | Rappenhof C. Sauvignon 2001 Deutschland
68 | Burlwood C. Sauvignon 2001 USA

69 |E.J. Gallo Turning Leaf C. Sauvignon 2001 USA

70 | Medanos C. Sauvignon 1999 Uruquay
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Tabelle 3: Syrah Weine:

# |Wein Rebsorte Jahrg. Herkunft

21 |Blanchet Syrah Syrah ? Frankreich

22 | Mommessin Baton de Réglisse Syrah 2002 Frankreich

23 | Thrakis Syrah 1999 Griechenland

24 | Conchay Torro Syrah 2001 Chile

25 | Knipser Syrah Syrah 2001 Deutschland

26 | Gallo Shiraz Syrah 2001 USA

27 | Mandrarossa Syrah Syrah 2002 Italien

28 | KWV Syrah 2001 Sudafrika

29 |Kangaroo Ridge Syrah 2001 Australien

49 | Domaine de |'Arjolle Paradoxe Syrah/Grenache 2000 Frankreich

71 | Dallmayr Selection Moulin de Gassac Syrah 2000 Frankreich

72 |J.P. Chenet Syrah 2001 Frankreich

73 | Tsantali Syrah 2000 Griechenland

74 |Laranos Cosecha Syrah 2002 Argentinien

75 | Quay Landing Syrah 2002 Australien

76 | Broom Estate Syrah 2001 Australien

77 | Durbanville Hills Syrah 2000 Sudafrika

Tabelle 4: weitere Rebsorten:

# |Wein Rebsorte Jahrg. Herkunft

33 | Kron, Abenheimer Klausenberg Saint Laurent 2002 Deutschland

34 | E. Gallo Siera Valley Zinfandel 2000 USA

35 | Mederano Tinto Tinto 2000 Spanien

36 |Vina Enterizo Tempranillo 2002 Spanien

37 | Abenheimer Klausenberg Portugieser 2000 Deutschland

38 |Terrazas Malbec Malbec 2002 Argentinien

39 | Kirchbichler Sudtiroler Edelvernatsch Trollinger 2001 Italien

40 | Grand Sud Grenache 2003 Frankreich

41 | Alto Adige Lagrein Lagrein 2002 Italien

42 | Donne del Sole Nero d’Avola 2002 Italien/Sizilien
Merlot

48 | Selzener Rotwein Klostermuhlenhof Dornfelder, 1999/ Deutschland

2000

82 | Piccini Nero d’Avola 2002 Italien/Sizilien

83 |John Carson Zinfandel 2001 USA

84 | Castillo Murviedro Tempranillo 2000 Spanien

85 | Reinares Tempranillo 2002 Spanien

86 | Manincor, Kalterersee Trollinger 2001 Italien

87 | Mundelsheimer Schalkstein Trollinger 2002 Deutschland

88 | Rosenwalzer Kadarka Kadarka 2002 Jugoslawien
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Tabelle 5: Pinot Noir / Spatburgunder Weine:

# |Wein Rebsorte Jahrg. Herkunft
30 | Roux Pére & Fils Pinot Noir 2002 Frankreich
31 | Dopff + Irion Pinot Noir 2000 Frankreich
32 |Lorch Spatburgunder 2001 Deutschland
78 |Laroche Pinot Noir 2001 Frankreich
79 | Weinmanufaktur Krems Pinot Noir 2002 Osterreich
80 | Kron, Abenheimer Klausenberg Spatburgunder 2002 Deutschland
81 | Kraichtaler Mannaberg Spétburgunder 2002 Deutschland
Tabelle 6: WeiRweine:

# |Wein Rebsorte Jahrg. Herkunft
43 | Fortant Chardonay 2002 Frankreich
44 | Mommessin Nid d'Abeille Chardonay 2000 Frankreich
45 |E+J Gallo Chardonay 2002 USA

46 | KWV Chardonay 2003 Sidafrika
47 | Kron Kerner 2001 Deutschland

2.3  Fruchtsaft-Polyphenolextrakte

Als Ausgangsmaterial flr Fruchtsaftpolyphenolextrakte dienten kommerziell verfiigbare Fruchtsafte.
Die Bluten wurden zunachst mit Ameisensaure (5% m/m in Ethanol) oder Salzsaure (3% m/m in
Ethanol) extrahiert. Aus diesen Rohextrakten wurden dann die Polyphenolextrakte nach der gleichen
Methode prapariert wie die RWPE.

2.4  Naturstoffe

2.4.1 Resveratrol

Das untersuchte Resveratrol stammte von Sigma, Deutschland und wurde in DMSO geldst. Zur
Stimulation wurden die Losungen der entsprechenden Konzentration im Verhaltnis 1:1000 zum

Zellkulturmedium gegeben, so dafy DMSO in einer Endkonzentration von maximal 1%o. vorlag.

OH
HO O N O
OH

Abb. 7: Strukturformel von Resveratrol
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2.4.2 Soja-Inhaltsstoffe

Die Sojaisoflavone Formononetin und Biochanin A wurden Uber die Firma Fluka, Deutschland
bezogen.

Deren Metaboliten Daidzein und Genistein stammen von Acros Organics, Belgien.

Alle Substanzen wurden in DMSO geldst und im Verhaltnis 1:1000 zum Zellkulturmedium gegeben, so

dal DMSO in einer Endkonzentration von maximal 1%. vorlag.

OMe

OMe
11 0
(L]
HO 0]

Biochanin A

OH i OH

OHO
(1]
HO o)

Daidzein Genistein

i OH
®

Abb. 8: Strukturformeln und Metabolismus der Sojaisoflavone'®

HO

0]
Equol
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2.4.3 Estrogen

17-B-Estradiol stammte von Sigma, Deutschland.

Den Estrogenrezeptor-Antagonist ICl 182,780 bezogen wir von BioTrend, Deutschland.

Beide Substanzen wurden in DMSO geldst und so zu den Zellen gegeben, dal’ die Endkonzentration

von DMSO 1% nie Uberstieg.

ICI 182,780

Abb. 9: Strukturformeln von 17-B-Estradiol und dem Estrogen Rezeptor Antagonisten ICI 182,780

2.4.4 Weitere Naturstoffe und Naturstoffderivate

Zum Vergleich mit den Polyphenolextrakten aus Rotwein wurden einige weitere polyphenolische
Verbindungen, verschiedene Pflanzensauren sowie einige mit Resveratrol verwandte Stilbenderivate,
als Einzelsubstanzen untersucht. Des weiteren kamen noch das Flavonol Quercetin, die

Anthocyanidine Delphinidin- und Malvidinchlorid und das Anthocyan Cyaninchlorid zum Einsatz:

COOH COOH COOH
HO OH OMe MeO OMe
OH OH OH
Gallussaure Vanillinsaure Syringasaure

COOH COOCH COOH
> = >
m Ho eo
COOH
OH OH OH OH
p-Cumarsiure o-Cumarséure Kaffeesiure Ferulasiure

Abb. 10: Strukturformeln untersuchter Pflanzensauren
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l OH
OH

Resveratrol

O-Glucose

Astringin

] OH

O-Glucose

Piceid

O-Glucose

Isorhapontin

Abb.11: Strukturformeln untersuchter Stilbenderivate

OH O

Quercetin

Delphinidinchlorid

Malvidinchlorid

Abb. 12: Strukturformeln eingesetzter Flavonoide und Anthocyanidine
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3 Bestimmung der Aktivitat des humanen eNOS Promotors mittels
Luziferase Reportergen Experimenten

3.1 Theorie

Die Aktivitat eines bestimmten Promotors kann Gber Reportergenexperiment quantifiziert werden. Der
zu untersuchende Promotor oder ein Teil davon wird in einem Plasmid vor ein Gen eingefiigt, dessen
Produkt leicht nachzuweisen und zu quantifizieren ist. Je aktiver der Promotor ist, desto mehr des
Reportergenproduktes wird in einer Zelle, die dieses Plasmid enthalt, gebildet.

In unserem Luziferase-Reportergen Experiment haben wir EA.hy926 Zellen verwendet, in die stabil
das Plasmid pNOSIII-Hu-3500-Luc-neo transfiziert war. Dieses Plasmid enthalt ein 3500 Basenpaare
langes Segment des menschlichen eNOS Promotors, unter dessen Kontrolle das Gen fir die
Glihwirmchenluziferase (aus Photinus pyralis) steht. Luziferase katalysiert die Umsetzung von

Luziferin zu Oxyluziferin unter Emission von Licht (Abb. 13).

Glahwirmch -
Uhwirmchen o

HO S N COOH Luziferase -0 S. N
\C[ ] +ATP+O, > \C[ »— ] +AMP +PP+CO, + Licht

N S Mg?* N S

Luziferin Oxyluziferin

Abb. 13: Durch die Gliihwiirmchenluziferase katalysierte Lumineszenzreaktion

Durch spezielle phenolische Zusatze im Reaktionsgemisch wird die Lichtemission bis zu 60 s nach
Substratzugabe konstant gehalten. Die Starke der Lichtemission kann gemessen werden und ist direkt
proportional zur Menge der exprimierten Luziferase im Reaktionsansatz. Die Luziferaseexpression ist
ein Mal fiur die Aktivitdt des vorgeschalteten Promotors. Zur Expression des Luziferase-Proteins

bendtigen die Zellen ca.18 h.

3.2 Lésungen

Fir die Durchfiihrung der Experimente wurden die fertigen Losungen des ,Luziferase Assay System®

von Promega verwendet.

3.3  Versuchsablauf

Fir Untersuchungen zur Aktivitat des eNOS Promotors wurden EA.hy926-heNOS-Luc Zellen in 24-
Well Platten ausgesat. Pro Well wurden 75.000 Zellen in 1,5 ml DMEM ohne G418 ausgesat. Nach
72 h Wachstumsphase wurden die Vertiefungen kontrolliert. Hatten die Zellen das Stadium der
Konfluenz erreicht, wurde die entsprechende Testsubstanz zugegeben. Nach 18-20 h Einwirkzeit

wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach Absaugen des
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PBS wurden die Zellen mit 150 ml eiskaltem Lysepuffer (Promega) pro Well fir 10 min lysiert. Das
Lysat wurde abgenommen, in ein Eppendorfgefal Gberflhrt und bei 6000 x g fiir 5 min zentrifugiert.
20 ul des Uberstandes wurden abgenommen und in ein Luminometerrdhrchen pipettiert. Die
Roéhrchen wurden, nachdem die Lysate Raumtemperatur erreicht hatten, in einem Kettenluminometer

(AutoLumat Plus, Berthold, Deutschland) vermessen, Die Versuchsbedingungen waren wie folgt

gewahlt:

Zugabe von Luziferase Substrat: 70 pl
Verzégerung 02s
Messung 08s.
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4  mRNA Bestimmung mittels RealTime PCR

4.1 Theorie

Um den Gehalt der mRNA eines bestimmten Proteins in Zellen zu messen wird zundchst die mRNA
isoliert und durch Northern Blot quantitativ nachwgewiesen. Dieses Verfahren ist jedoch aufwendig, da
zuerst eine radioaktiv markierte Sonde zur Detektion der entsprechenden mRNA-Sequenz hergestellt
werden muf3. Beim blotten der Proben kénnen Fehler auftreten, aulierdem ist die Quantifizierung der
Autoradiographie problematisch.

Bei der RealTime PCR kann man diese Probleme umgehen. Zunachst wird die mRNA in einer RT
Reaktion zu cDNA umgeschrieben. Diese wird anschlieBend in einer PCR Reaktion vervielfaltigt. Im
Gegensatz zur herkdmmlichen PCR wird die Amplifikation der DNA dabei direkt verfolgt. Das
geschieht, indem bei jedem Zyklus wahrend der Reaktion die DNA Menge fluorimetrisch gemessen
wird. Bei dem von uns verwendeten TaqMan® System geschieht dies durch zerschneiden einer RNA
Sonde durch die Tag Polymerase wahrend der Amplifikation. Dadurch wird ein am 5°-Ende sitzender
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt. Das 3'-Ende der Sonde ist mit einem Farbstoff gekoppelt, der bei
raumlicher Nahe zum Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende dessen Fluoreszenz l6scht. Nach Spaltung der
Sonde durch die Exonuklease-Aktivitadt der Taq Polymerase kann der freigesetzte
Fluoreszenzfarbstoff aus der Nahe des Quenchers weg diffundieren und liefert nun ein melbares
Fluoreszenzsignal (Abb. 14). Die Intensitat der Fluoreszenz ist dabei direkt der Menge eben

abgeschriebener DNA proportional. Sie wird registriert und spater ausgewertet.

Chromophor Quencher
Start
Primer 1 5" Sonde 37
Gr—
3 5 Keine Fluoreszenz
Template DNA
Chromophor
Verdringen der Sonde % Quencher
Primer 1 ,
3 5 Keine Fluoreszenz
Template DNA Taq Polymerase
Chromophor

Amplifikation fast beendet

{;/\:17 - Quencher

5 e Primer 1 &
3 5 Fluoreszenz

Template DNA

Abb. 14: DNA Amplifikation und Signalgenerierung bei der RealTime PCR nach der TagMan® Methode
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4.2 Lbésungen

4.2.1 RNA Isolierung

Alle fiir die Isolierung der mRNA aus den Zellen nétigen Losungen und Puffer waren im RNeasy mini
Kit enthalten.

4.2.2 RNA Gelelektrophorese
NaH,PO,-Puffer 0,01M:

NaH,PO, 10mM 1,389
H,O RNAse frei ad 1000 mi
pH 7,0

sterilisiert durch autoklavieren

Ethidiumbromid Stocklésung:
10 mg Ethidiumbromid in 1ml H,O.

Gelansatz (1,2%):

Agarose 1,249
Ethidiumbromid Stocklésung 5l
NaH,PO,4-Puffer 0,01M 100 ml
Ladepuffer:

Es wurde der Fertigpuffer Blue/Orange 6x Loading Dye von Promega verwendet.

Er wurde im Verhaltnis 1:6 zu den RNA Proben gegeben.

4.2.3 RealTime RT-PCR

Alle fur die PCR bendtigten Lésungen und Puffer waren im verwendeten RT-Reagenziensatz von

Applied Biosystems enthalten (TaqMan® Reverse Transcription Reagents und PCR Core Reagents).

4.3 Versuchsablauf

Fir Untersuchungen der mRNA Gehalte wurden EA.hy926 Zellen in einer Zelldichte von 0,4 x 10°
Zellen pro Well in 5 ml DMEM in 6-Well Platten ausgeséat. Die Zellen wurden 72 h spéater, nach

erreichen der Konfluenz, stimuliert.
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4.3.1 RNA Isolierung

Nach entsprechenden Stimulationszeiten wurden die Zellen lysiert und die RNA aus den Zellen mit
Hilfe des RNeasy mini Kits von Quiagen nach Vorgaben des Herstellers extrahiert. Der Kit basiert auf
einer saulenchromatographischen Methode. Der Gehalt und die Reinheit der extrahierten RNA
wurden durch Messung der optischen Dichte bei 280 und 260 nm bestimmt. Die Unversehrtheit der
isolierten RNA wurde durch nicht denaturierende Agarose-Gelelektrophorese und Farbung mit

Ethidiumbromid Gberprift. Die Bedingungen der Elektrophorese waren:

Agarosegel 1,2%
Spannung 60V
Laufzeit 3h
4.3.2 Reverse Transkription

500 ng RNA wurden revers transkribiert. Fir den Reaktionsansatz wurden die TaqMan® Reverse
Transcription Reagents von Applied Biosystems benutzt. Als Primer wurden Random Hexamere

eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen waren:

Vorinkubation: 25°C, 10 min
Reverse Transkription 48°C, 30 min
Inaktivierung der Reversen Transkriptase 95°C, 5 min

4.3.3 PCR Reaktion
Die PCR wurde mit jeweils den gleichen Mengen an cDNA in einem 50 pl Ansatz durchgefiihrt. Die
nétigen Primer und die TagMan® Sonde wurde mit Hilfe der Primer-Express® Software entworfen und

hatten die folgenden Sequenzen:

Forward Primer: GGCATCACCAGGAAGAAGACC
Reverse Primer: GCCATCACCGTGCCCAT
TagMan® Sonde: CTTCACGGCGTTGGCCACTTCTTTAA

Die Sonde war mit FAM als Reporterfarbstoff und TAMRA als Fluoreszenzléscher markiert.

Ausgangssequenz fur den Entwurf der Primer und der Sonde war die eNOS DNA Sequenz mit der
Nummer D26607 aus der NCBI Sequenzdatenbank. Der Reaktionsansatz setzte sich zusammen aus
den TagMan® PCR Core Reagents der Firma Applied Biosystems. Zum Schutz vor Verunreinigungen
mit bereits friiher amplifizierter DNA aus dem Gerat wurde der eigentlichen PCR Reaktion eine
Inkubation mit Uracil-N-Glykosylase (UNG) vorgeschaltet. Der PCR Reaktionsansatz enthalt dUTP
anstelle von dTTP und folglich auch die amplifizierte DNA. Nur diese und nicht die eingesetzte cDNA

wird von UNG abgebaut.
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Die Bedingungen flir die PCR waren wie folgt gewahlt:

UNG-Inkubation: 50°C, 2 min
Polymerase Aktivierung: 95°C, 10 min

PCR: 45 Zyklen 95°C, 15s/60°C, 1 min
Forward Primer 600 nM

Reverse Primer 600 nM

TagMan® Sonde 200 nm

Die Reaktion wurde in einem Gen-Amp 9600 PCR System durchgefihrt und mit dem AbiPrism® 5700
Sequenzdetektor verfolgt (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Deutschland) und ausgewertet. Die

Versuchsdurchfiihrung und die Auswertung der Daten folgte den Angaben des Herstellers.
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5 Protein Detektion mittels Western Blot

5.1 Theorie

Der Western Blot bietet eine gute Moglichkeit sowohl des qualitativen als auch des quantitativen
Nachweises einzelner Proteine aus dem Zellysat. Alle Proteine des Zellysates werden zunachst auf
einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch entsprechend der MolekilgroRe aufgetrennt. Die
aufgetrennten Proteine werden anschlieRend auf eine Membrane Ubertragen (blotten). Das zu
untersuchende Protein wird durch die Reaktion mit einem monoklonalen oder polyklonalen Antikérper
selektiv markiert. Die Antigen-Antikorper-Reaktion wird danach durch Zugabe eines Zweitantikorpers,
der gegen den F.-Teil des ersten Antikorpers gerichtet ist und selbst mit einem Enzym markiert wurde,

Uber eine entsprechende enzymatische Reaktion detektiert (sieche Abb. 15).

Protein-Banden

grof}
-— Produkt
—_ Substrat
L Enzym
— /
- < © 1 Zweiter Antikorper
- /’ F -Teil
— I Antikérper gegen das Protein
klein [— Ziel-Protein
Membran
\
\

Andere, gleich schwere Proteine

Abb. 15: Schema der Proteindetektion mittels Western Blot

Gibt man auf die so behandelte Membran das Substrat des Enzyms, wird dieses entsprechend der
Menge an Zweitantikdrper lokal dort umgesetzt, wo sich das nachzuweisende Protein auf der
Membran befindet. Bei der enzymatischen Reaktion werden entweder Farbstoffe gebildet oder
Energie in Form von Licht freigesetzt. Das Ausmal des enzymatischen Umsatzes ist proportional der
Menge des nachgewiesenen Proteins auf der Membran und kann zu dessen Quantifizierung

herangezogen werden.
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In diesem Fall wurde ein Zweitantikbrper verwendet, an den Meerrettichperoxidase gekoppelt war.
Gibt man eine Mischung aus Wasserstoffperoxid und Luminol auf die Membran, wird Luminol unter
der Katalyse der Meerrettichperoxidase oxidiert und emittiert dabei Licht (siehe Abb. 16), welches mit

einem Réntgenfilm detektiert wurde.

O 0O

NH H,0 .
=2 87 +N, + Licht

}
NH  peroxidase
NH, O NH, O

Abb. 16: Enzymatische Oxidation von Luminol

5.2 Lbsungen

5.2.1 Lysepuftfer:
Die eNOS liegt in der Zelle nicht nur frei im Zytosol, sondern in den Caveolae der Zellmembran an
Caveolin-1 gebunden vor. Fir die Extraktion des eNOS Proteins aus den Zellmembranen ist daher ein

optimierter Lysepuffer nétig (nach Li et al.”).

Tris-HCI 50,0 mM 0,1970 g
EDTA 0,5 mM 0,0036 g
EGTA 0,5 mM 0,0047 g
DTT 2,0mM 0,0077 g
Glutathion 7,0 mM 0,0537 g
CHAPS 20,0 mM 0,3075 g
Glycerol 10% 2,5ml
H.O ad 25 mi
pH 7,5

+ Complete Stocklésung (40 pl / ml)

5.2.2 Proteaseinhibitor, Stocklésung:
1 Tablette des Proteaseinhibitors Complete® (Roche, Deutschland) in 2 ml PBS

muf aliquotiert und bei —20°C aufbewahrt werden.
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5.2.3 5-fach Probenpuffer:

Der Probenpuffer wird aus den folgenden Stockldsungen hergestellt:

3,125 M TrisHCI in H,O pH 6,8 100 pl

Glycerol 500 pl
20 % Natriumdodecylsulfat

(SDS) in H,O 250
16 % DTT in H,O 125 pl
5% Pyronin Y in H,O 5l
H,O 20 pl

5.24 Sammelgel:

30% Polyacrylamid (PAA) 2,55 ml
1,25 M Tris HCI pH 6,8 1,50 ml
10% SDS 0,15 ml
H,O 10,50 ml
zum Polymerisieren

TEMED 30 pl

10% Ammoniumpersulfat (APS) 150 pl

5.2.5 Trenngel:

30% Polyacrylamid (PAA) 5,625 mi
1,5 M Tris HCI pH 6,8 5,625 ml
10% SDS 0,255 ml
H,O 11,025 ml
zum Polymerisieren

TEMED 22,5
10% APS 112,5 pl

5.2.6 Elektrophorese-Puffer:

Tris Base 3,09
Glycin 14,49
SDS 1,0g
H,O ad 1000 ml

pH: muf nicht eingestellt werden
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527 Transfer-Puffer:

Tris Base
Glycin
H,O
Methanol
pH 8,3-8,4

528 TBS-T:

Tris Base
NaCl
Tween 20
H,O

pH 7,4

3,09
14,4 g

ad 800 ml
200 ml

3,09
11,19
1,0 ml
ad 1000 ml

5.2.9 Antikérper Lésungen

1. Antikorper L6sung:

Maus Anti-eNOS-Antikérper (Transduction Laboratories Klon 3, IgG1, monoklonal)

1:2500 in TBS-T mit 1% BSA (Rinderserumalbumin)

kann bei —20°C aufbewahrt und maximal 5 x verwendet werden

2. Antikorper Losung:

Der Antikorper ist zur Detektion mit Meerrettichperoxidase gekoppelt

Ziege Anti-Maus-Antikdrper (Biozol, IgG1, monoklonal)
1:1000 in TBS-T mit 1% BSA (Rinderserumalbumin)

kann bei —20°C aufbewahrt und maximal 5 x verwendet werden

5.2.10 Hausgemachtes Chemolumineszenz Reagenz

Tris Base
Luminol
p-Cumarsaure
H,O

H,0,, (30%)

40

1M in H,O, pH 8,5 1ml
250 mM in DMSO 50
90 mM in DMSO 22 yl
9ml
3 ul

erst kurz vor der Detektion zugeben!
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5.2.11 Férbelésungen

Coomassie-Farbel6sung:

Coomassie Brilliantblau G 159
Eisessig 10% 50 ml
Ethanol 45% 225 ml
H,O 45% 225 ml
Entfarbel6sung:

Eisessig 10% 100 ml
Ethanol 33% 330 ml
H,O 57% 570 ml

Ponceau-Farbeldsung

Ponceau S 0,19
Eisessig 5% 509
H.O 95% 95049

5.3 Versuchsablauf

5.3.1 Zellvorbereitung und Ernte

EA.hy926 Zellen wurden fir die Western Blot Experimente in 6-Well Platten ausgesat. Pro Well
wurden 0,4 x 10° Zellen in 5 ml DMEM ausgesat. 96 h spater wurden die Zellen kontrolliert. Wenn alle
Locher konfluente Zellrasen aufwiesen, wurden sie fir 20 h mit den Testsubstanzen stimuliert. Nach
dieser Zeit wurden die Zellen auf Eis gestellt, das Medium abgesaugt und die Zellen 2 x mit PBS
gespdlt. In jedes Well wurden 100 ul Lysepuffer gegeben, dem zuvor 40 pl Complete® Stockldsung
pro ml zugesetzt worden waren. Die Zellen wurden sogleich mit einem Zellschaber abgekratzt und das
Zellysat so vollstandig wie maoglich in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefaly Uberfihrt. Das Lysat
wurde fur 15 min auf Eis inkubiert und dann fiir 30 s im Ultraschallbad behandelt. Die GefaRe mit dem
Lysat wurden anschlieRend 1 h bei 14.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Gesamtproteinmenge mit der Methode nach Bradford”® bestimmt. Die
Proteinlosung wurde darauf mit 5-fach Probenpuffer im Verhaltnis 1:5 versetzt und bei 95°C 5 min
gekocht. Jeweils 20 ug Protein wurden der Gelelektrophorese unterworfen, die restliche Probenmenge

bei —20°C eingefroren und aufbewahrt.

5.3.2 SDS Polyacrylamid Disk-Gelelektrophorese

Durch das Kochen mit Probenpuffer werden die Proteine des Zellysates auf die elektrophoretische

Trennung vorbereitet: Disulfidbriicken zwischen einzelnen Aminosaurestrangen werden durch DTT
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reduktiv gespalten, die Proteine durch das Kochen vollstandig denaturiert und durch die Anlagerung
von SDS gleichmaRig negativ geladen. Die negativ geladenen Komplexe werden auf einem
Polyacrylamidgel (7,5%) nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Dem Trenngel wird ein Sammelgel
aufpolymerisiert. In diesem werden die Proteine zwischen einem Leit-lon (CI) und einem Folge-lon
(Glycin’) zunachst fokussiert, bevor sie in das Trenngel bertreten. Dieses weist einen anderen pH-
Wert auf. Das Folge-lon, nun starker geladen, (Uberholt die Proteine, deren
Wanderungsgeschwindigkeit nun dem Molekulargewicht proportional ist. Die Methode wurde 1970
von Laemmli’’ beschrieben und zeichnet sich durch gute Auflésung und Trennscharfe aus. Die

Bedingungen der Elektrophorese waren wie folgt gewahlt:

Sammelgel:

Spannung 100V
Laufzeit 20 min
Trenngel:

Spannung 200V
Laufzeit 35 min

5.3.3 Protein Transfer auf die PVDF Membran (blotten)
Die Proteine wurden aus dem SDS-Polyacrylamidgel per Tank Blot Verfahren auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (Immobilon®-P, 0,45 um PorengréfRe, Millipore, Deutschland)

transferiert. Die Bedingungen fiir den Transfer waren wie folgt gewahlt:

Spannung 23V
Transferzeit 16 h
Temperatur 4°C
5.3.4 Immunologische Detektion

Die Membran wurde sofort nach dem Proteintransfer aus der Apparatur genommen und fir 2 h bei
Raumtemperatur (RT) mit einer Lésung von 3% Rinderserumalbumin (BSA) in TBS-T geschittelt. Das
BSA bindet dabei an noch nicht mit Protein besetzte Stellen auf der PVDF Membran und sattigt so die
unspezifischen Bindungsstellen fir Antikérper, die ja ebenfalls Proteine sind, ab. Anschlielend
wurden die Membranen mit der Losung des Anti-eNOS-Antikorpers bei 4°C ber Nacht geschittelt.
Nachdem die Membran im Anschluf3 mindestens drei Mal mit TBS-T flr 10 min gewaschen worden
war, erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikérper fir 1 h bei RT. Nach nochmaligem Waschen mit

TBS-T (3 mal min. 10 min) wurden die Blots in der Dunkelkammer mit einem
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Chemolumineszenzreagenz (Hausgemacht oder ECL Plus Western Blotting Detection Reagents,
Amersham Biosciences, England) benetzt und die resultierende Lumineszenz durch Auflegen eines
Rontgenfilms detektiert. Mit Hilfe eines zusatzlich mitgeblotteten GrélRenmarkers (Precision Protein
Standards®, Biorad, Deutschland) wurde die eNOS-Proteinbande (133 kDa) identifiziert. Neben der
eNOS Bande wurden auf dem Gel weitere unspezifische Banden gefunden, die eNOS Bande war

jedoch immer die intensivste (Abb. 17).

20ug Gesamtprotein aus EA.hy926 Zellen

— eNOS (133 kDa)

Abb. 17: Reprasentativer eNOS Western Blot. )
Das eNOS Protein wurde wie oben beschrieben auf eine PVDF Membran geblottet und immunologisch detektiert. Zur Ubersicht
ist der ganze Blot gezeigt.

5.3.5 Kontrolle des Proteintransfers und Ladungskontrolle

Um den gleichmafigen Transfer der Proteine auf die Membran zu kontrollieren, wurden die Gele nach
dem Blotten mit Coomassie-Farbelésung (Coomassie Brillantblau G, Sigma; Deutschland) fir 15 min
gefarbt. Der Uberflissige Farbstoff wurde anschlieRend mit Entfarberlésung wieder aus dem Gel
gewaschen. Der Farbstoff bindet an im Gel zurlickgebliebene Proteine und erzeugt so blaue Banden
im Gel. Die Nachweisgrenze dieser Farbemethode liegt bei 1-15 ug Protein. Die Gleichmaligkeit der
Banden wurde visuell beurteilt.

Zur Uberpriifung der GleichméaRigkeit des Proteinauftrags wurden die fertigen Membranen mit
Ponceau-Farbstoff (Ponceau S, Sigma) gefarbt. Die Membranen wurden 5 min in Ponceau-
Farbelosung geschuttelt und dann der Uberschissige Farbstoff durch waschen mit Wasser entfernt.
Ponceau ist ein positiv geladener Farbstoff und bindet an die Proteine auf der Membran, die als rosa

Banden sichtbar werden. Die GleichmaRigkeit der Banden wurde visuell beurteilt.
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6  Arginin-Citrullin Umwandlungsexperiment zur Bestimmung der
eNOS Enzymaktivitat in lebenden Zellen

6.1  Theorie

Das Substrat der endothelialen NO-Synthase ist L-Arginin. L-Arginin wird in einer 5-Elektronen-
Oxidationsreaktion unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff zu L-Citrullin und NO umgesetzt
(Abb. 18).

OH
NH N 14 o 14
[*C] o el [*c]
)k COOH )\ COOH )k COOH
HN w/\/Y _2> H,N ,‘\‘/\/Y —» HN w/\/Y + NO
H NH, H NH, H NH,
L-Arginin L-N-Hydroxyarginin L-Citrullin

Abb. 18: Reaktionsgleichung der eNOS katalysierten Reaktion von L-Arginin zu L-Citrullin und NO

Die Zellen werden mit ['*C] markiertem L-Arginin gefiittert und setzen dieses analog zu NO und ['*C]
markiertem L-Citrullin um. Die Zellen werden nach 25 min Reaktionszeit lysiert und die Aminosauren
aus dem Lysat extrahiert. Diese werden im Anschlul auf Kieselgel
Dunnschichtchromatographieplatten aufgetrennt und die radioaktiven Aminosauren Arginin und
Citrullin per Autoradiographie sichtbar gemacht und quantifiziert. Der prozentuale Umsatz von Arginin
zu Citrullin ist ein Mafy fiur die Aktivitdt der eNOS. Der Vorteil dieser an unserem Lehrstuhl
ausgearbeiteten Variante liegt darin, dall der Arginin-Umsatz lebender Zellen untersucht werden kann.
In bisher beschriebenen Methoden wurde die Aktivitat der eNOS im Zellysat bestimmt. Dartber hinaus

.”® beschrieben (iber Kationenaustauschersiulen sondern

erfolgt die Trennung nicht wie bei Heller et a
per Dunnschichtchromatographie (DC). Der Vorteil liegt darin, dal neben dem radioaktiven Citrullin
auch das radioaktive Arginin mitbestimmt werden kann. Durch die Anwendung der DC anstelle der
Saulenchromatographie wurde der Arbeitsaufwand wesentlich verringert. Somit konnte auch ein
grolRer Probenumfang in angemessener Zeit bearbeitet werden.

Will man in diesem Versuch einen eNOS Hemmer einsetzen, muf3 man beachten, da} nur ein
irreversibler Hemmer verwendet werden kann. Dieser wird vor Zugabe des [14C]-L-Arginins von den
Zellen gewaschen. Ein kompetitiver eNOS Hemmer mifite wahrend der Inkubation mit radioaktivem
L-Arginin auf den Zellen verbleiben. Er wirde dann mit dem radioaktiven Arginin um den

Arginintransporter konkurrieren. Als Folge davon wirde zu wenig radioaktives Arginin in die Zellen
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aufgenommen werden. Auf der Autoradiographie waren keine radioaktiven Aminosauren zu

detektieren. Wir haben fir unsere Versuche NG-Amino-L-arginin (NAA) verwendet.

6.2 Lbsungen

6.2.1 Hepes-Puffer:

Hepes 0,476 g
NaCl 1,700 g
KClI 0,075 g
MgSO, x 7H,O 0,049 g
Glucose 0,360 g
CaCl, x 2H,0 0,044 g
H,O ad 200 ml
pH 7.4

6.2.2 HBSS:

NaCl 8,180 g
KCI 0,400 g
Na,HPO, x 2H,0 0,050¢g
KH,PO, 0,050 g
CaCl, x 2H,0 0,180 g
MgSO, x 7 H,O 0,200 g
Glucose 1,000 g
Hepes 4,760 g
H,O ad 1000 ml
pH 7,4

6.2.3 Laufmittelgemisch fiir Diinnschichtchromatographie:
Methanol 45 Teile
Ammoniak 25% 20 Teile
Chloroform 5 Teile
Wasser 10 Teile
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6.3 Versuchsablauf

EA.hy 926 Zellen wurden fir den Versuch in einer Konzentration von 0,4 x 10° Zellen pro Well in 5 ml
Medium in 6-Well Zellkulturplatten ausgesat. 96 h nach der Aussaat wurden die Zellen noch einmal
auf Konfluenz geprift und mit den zu untersuchenden Substanzen fiir 20 h inkubiert. Dann wurde das
Medium mit den Testsubstanzen abgesaugt, die Zellen mit HEPES-Puffer gewaschen und mit 1 ml
HEPES-Puffer fir 45 min bei 37°C equilibriert. Da HUVEC Zellen HEPES-Puffer nicht vertragen und
sich von den Kulturplatten 16sen, wurde bei Experimenten mit HUVECs analog HBSS verwendet.
Nach diesen 45 min wurden in jedes Well 10 pl [*C]-L-Arginin Losung gegeben (L-['*C(U)]-Arginin,
>300mCi / mmol, Perkin Elmer, 1:10 in Wasser verdiinnt). Nach weiteren 10 min erfolgt die Zugabe
des Ca* lonophors A23187 (Alexis) in einer Endkonzentration von 1 yM. Die Stimulation mit dem
lonophor dient der grundlegenden Anhebung der stimulierten und basalen NO Produktion in den
Zellen. Das prozentuale Verhaltnis zwischen stimulierten Zellen und Kontrollzellen bleibt dabei gleich
und kann besser detektiert werden. Von diesem Zeitpunkt an wurden exakt 15 min Reaktionszeit
gestoppt (37°C). Durch Transfer der Kulturplatten auf Eis wurde die Reaktion beendet. Die
radioaktiven Zelliberstande wurden abgesaugt und die Zellen 2 x mit PBS gewaschen. Dann wurden
die Zellen durch Zugabe von 800 pl eiskaltem Ethanol (96% V/V) lysiert und 45 min zuerst auf Eis,
dann bei RT geschittelt. 600 uyl des Ethanols wurden abgenommen, 900 upl H,O zugegeben und
weitere 30 min bei RT geschiittelt. Die Ethanol- und Ethanol / Wasser-Uberstande wurden vereinigt
und im Speed-Vac unter Vakuum getrocknet. Aus den getrockneten Pellets wurden die radioaktiv
markierten Aminosauren mit 35 pyl Wasser/Methanol Gemisch (1:1) extrahiert und 20 ul dieses
Extraktes auf Kieselgel-Fertig-DC-Platten (Polygram® Sil N-HR, Macherey-Nagel, Deutschland)
aufgetragen. Die Platten wurden 1 h entwickelt und getrocknet. Das Ergebnis wurde als
Autoradiographie im Phosphoimager (Fujix Bioimaging Analyser IPR 1500, Fuji Film, Japan)
aufgenommen und ausgewertet. Der prozentuale Umsatz von L-Arginin zu L-Citrullin wurde als Maf}
fur die eNOS Enzymaktivitat genommen.

Bei Versuchen mit dem irreversiblen eNOS Hemmer NAA wurde dieser in einer Konzentration von
200 yM 15 min vor Zugabe des [14C]-L-Arginins auf die Zellen gegeben. Vor Zugabe des heilten
Arginins wurde der HEPES-Puffer mit NAA abgesaugt und die Zellen sorgfaltig zwei Mal mit HEPES-
Puffer gewaschen. Dann wurde 1 ml frischer HEPES-Puffer auf die Zellen gegeben und das heilte

Arginin wie oben beschrieben zupipettiert.
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7  DAF-2 Fluoreszenz Messung zur Bestimmung der NO Freisetzung
aus endothelialen Zellen

7.1 Theorie

Entscheidend fir die Beurteilung der Relevanz von Ergebnissen, die auf eine vermehrte Bildung von
NO durch endotheliale Zellen hinweisen, ist die Klarung der Frage, ob dieses gebildete NO auch
aullerhalb der Zellen verfigbar ist. Nur dann ist anzunehmen, dafl3 es physiologische Wirkungen
vermittelt. Eine zuverlassige und dennoch einfache Methode zur NO Messung im Zelliberstand ist die
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die mit NO zu starker fluoreszierenden Produkten reagieren.
Wir haben uns fir die Verwendung von 4,5-Diaminofluorescein (DAF-2, Alexis, Deutschland)
entschieden. Zu DAF-2 existiert ein Diacetat-Derivat (DAF-2DA), das membrangangig ist und in der
Zelle durch Abspaltung der Essigsaurereste gefangen wird. Es dient zur intrazellularen Messung von

NO. Diese Methode wurde bereits haufig angewendet’*®’

, weist jedoch wesentliche Mangel auf. Zum
einen liefert sie keine Erkenntnisse dartber, wie viel des gebildeten NO wirklich die Zellen verlafit,
zum anderen ist die Fluoreszenz dieser Farbstoffe von der Anwesenheit bivalenter Kationen (Mgz+,
Ca2+)82 abhangig. Somit kénnen Veranderungen der Fluoreszenzintensitat durch loneneinstrome in
die Zelle verursacht sein und eine erhdhte NO Bildung vortduschen. Da die Steuerung zellularer
Vorgange haufig durch lonenstrome erfolgt, ist diese Methode in unseren Augen sehr kritisch zu
beurteilen. Die lonenkonzentrationen im Puffer aufierhalb der Zelle werden dagegen nur
vernachlassigbar durch physiologische lonenstréme verandert.

DAF-2 reagiert nicht direkt mit NO, sondern mit einem Oxidationsprodukt83, N,O3, einem starken
Nitrosierreagenz. Bei der Reaktion von DAF-2 mit 2 Aquivalenten NO in Anwesenheit von Sauerstoff

entsteht Triazolofluorescein (DAF-2T) (Abb. 19)*.

2NO* + 0O, —> 2NO,* (1)
2NO* +2NO, —> 2 N,O, 2)

DAF-2 DAF-2T
(Triazolofluorescein)

Abb. 19: Reaktion von DAF-2 mit NO in Gegenwart von Luftsauerstoff zu DAF-2T

47



Material und Methoden

Absorptions- und Fluoreszenzmaxima beider Verbindungen sind nahezu identisch, DAF-2T
fluoresziert jedoch bei 515 nm mit etwa 180-fach starkerer Intensitat als DAF-2 bei einer
Anregungswellenlange von 492 nm®®. Nach Abzug der Eigenfluoreszenz des restlichen DAF-2 ist die
gemessene Fluoreszenz direkt proportional zu der im Uberstand befindlichen Menge an NO. Die
Anwendbarkeit dieser Methode fiir die Messung von NO im Uberstand endothelialer Zellkulturen,
sowie Besonderheiten und Grenzen wurden von uns ausgiebig untersucht und in zwei Arbeiten

publiziert®® 8.

7.2  Lbésungen

7.2.1 PBS mit Ca**:

KH,PO, 1,47 mM 0,40 g
Na,HPO, x 7H,O 9,57 mM 513¢g
NaCl 137,00 mM 16,00 g
MgSO,4x 7H,0 0,49 mM 0,24 g
KCI 2,68 mM 0,40g
CaCl; x 2H,0 0,90 mM 0,24 g
H,O ad 2000 ml
pH 7,4

7.2.2 HBSS:

NaCl 8,180 g
KCI 0,400 g
Na,HPO,4 x 2H,0 0,050¢g
KH,PO, 0,050 g
CaCl, x 2H,0 0,180 g
MgSO, x 7 H,O 0,200 g
Glucose 1,000 g
Hepes 4,760 g
H,O ad 1000 ml
pH 7.4

7.2.3 Arginin Stocklésung (100mM):
L-Arginin 100mM 0,042 g
H.0O ad 1 ml
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7.2.4 Argininhaltiger Puffer (100uM):
PBS+Ca** 50 ml
Arginin-Stocklésung 0,050 mi

7.2.5 A23187 Stocklésung (10mM):

A23187 2 mM 0,001 g
DMSO ad 191 ml

7.2.6 A23187 Lésung (2mM):

A23187 Stocklésung 17T
DMSO 4T

7.2.7 DAF-2-Lésung (20uM):
DAF-2 Lésung in DMSO von Alexis 1:250 in PBS mit Ca®" verdiinnt

7.3  Versuchsdurchfiihrung

EA.hy 926 Zellen wurden fiir den Versuch in einer Konzentration von 0,4 x 10° Zellen pro Well in 5 ml
Medium in 6-Well Zellkulturplatten ausgeséat. 72 h nach der Aussaat wurden die Zellen noch einmal
auf Konfluenz gepruft und mit den zu untersuchenden Substanzen fiir 20 h inkubiert. Dann wurde das
Medium mit den Testsubstanzen abgesaugt und die Zellen 2 x mit PBS + ca” sorgfaltig gewaschen.
Nach dem Waschen wurden die Zellen 5 min mit 2 ml Arginin haltigem Puffer bei 37°C equilibriert.
Daraufhin wurde 1 pl A23187-Losung (Endkonzentration 1 pM) und 10 pl DAF-2 Lésung
(Endkonzentration 0,1 yM) zugegeben und flr weitere 5 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zelluberstdnde abgenommen und die Fluoreszenz der Proben in einem Fluorimeter
(Shimadzu RF-1501 Spectrofluorophotometer) vermessen. Nach Abzug der Fluoreszenz der
Blindwerte wurden die erhaltenen Fluoreszenzintensitaten auf die Intensitat der Kontrolle bezogen.

Bei Versuchen mit HUVECs wurde PBS + Ca®* gegen HBSS ausgetauscht, da sich HUVECs sonst

ablosen.
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IV Ergebnisse

1 Einflud von Sojaisoflavonen im Vergleich zu 17-3-Estradiol auf die
eNOS

1.1 EinfluB8 von Sojaisoflavonen auf die eNOS Promotor Aktivitét

1.1.1 Sojaisoflavone steigern die eNOS Promotoraktivitét

Um die Effekt von Sojaisoflavonen auf den humanen eNOS Promotor zu untersuchen, wurden stabil
transfizierte EA.hy926-heNOS-Luc Zellen verwendet. Die Zellen wurden fir 20 h mit den
Sojaisoflavonen Biochanin A und Formononetin und deren Metaboliten Genistein und Daidzein in
Konzentrationen von 1 und 10 uM inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und die Luziferase Aktivitat
bestimmt. Alle Isoflavone bewirkten eine deutliche Zunahme der Luziferase Aktivitat. Diese Zunahme
war dosisabhangig. Die Luziferase Aktivitdt stieg bis zu 2,5-fach im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen (siehe Abb. 20a). Der Effekt konnte durch 30 mindtige Vorinkubation mit dem Estrogen
Rezeptor Antagonisten ICI 182,780 nicht gehemmt werden (siehe Abb. 20b). Konzentrationen unter

1 uM waren unwirksam, Konzentrationen tUber 50 uM zytotoxisch (Daten nicht gezeigt).

3,0

2,51 o T ok T
2,01
1,51
1,01
0,5'H
Ko 110, 110, 110 110 M

Genistein Daidzein Formono- Biochanin
netin A

eNOS Promotor Aktivitat
x-fach Kontrolle

Abb. 20a: Sojaisoflavone erhohen die eNOS Promotor Aktivitat.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden fir 20 h mit den Sojaisoflavonen Genistein, Daidzein, Formononetin und Biochanin A in
Konzentrationen von 1 und 10 pM inkubiert. Die Luziferaseaktivitdt wurde gemessen und auf die Aktivitat in unbehandelten
Kontrollzellen normiert. Sie diente als MaR fir die Aktivitdt des eNOS Promotors.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)
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30 min Vorinkubation mit ICI 182,780
[ ]

3,0, ook ok sk

eNOS Promotor Aktivitat
x-fach Kontrolle
o

Ko uM

Genistein Dajdzein Formono- Biochanin
netin A

Abb. 20b: Durch Sojaisoflavone erhohte eNOS Promotor Aktivitdt ist durch den Estrogen Rezeptor Antagonisten
ICI 182,780 nicht hemmbar.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden fir 30 min mit dem Estrogen Rezeptor Antagonisten ICI 182,780 (10 uM) vorinkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 20 h mit den Sojaisoflavonen Genistein, Daidzein, Formononetin und Biochanin A in
Konzentrationen von 1 und 10 uM behandelt. ICI 182,780 verblieb wahrend dieser Zeit auf den Zellen. Die Luziferaseaktivitat
wurde gemessen und auf die Aktivitat in unbehandelten Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)

1.1.2 17-B-Estradiol hat keinen Einflul8 auf die eNOS Promotoraktivitat

Da der Effekt der Sojaisoflavone, die als Phytoestrogene beschrieben sind, Uber den Estrogen
Rezeptor wirken kdnnten, wurde auch der Einflul von 17-B-Estradiol auf die transfizierten Zellen
untersucht. Im Gegensatz zu den Sojaisoflavonen zeigte jedoch die Behandlung mit 17-B-Estradiol in
Konzentrationen von 1, 3, 10 und 30 nM (in Anlehnung an49) keine Wirkung auf den humanen eNOS
Promotor (Abb. 21). Auch hohere Konzentrationen ergaben keinen Anhaltspunkt auf eine

Beeinflussung des eNOS Promotors (Daten nicht gezeigt).

1,51

1,01
Ko 1 3 10 30 nM

17-B-Estradiol

eNOS Promotor Aktivitat
x-fach Kontrolle

Abb. 21: 17-B-Estradiol hat keinen EinfluB auf die Aktivitit des humanen eNOS Promotors.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden fir 20 h mit 17-B-Estradiol in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die
Luziferaseaktivitdt wurde gemessen und auf die Aktivitat in unbehandelten Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Ergebnisse waren nicht
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (ANOVA/Bonferroni)
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1.2 Einfliisse auf die eNOS mRNA-Konzentration

1.2.1 Sojaisoflavone zeigen keinen signifikanten Einflu auf die eNOS mRNA Konzentration

Da alle untersuchten Sojaisoflavone eine aktivitdtserhdhende Wirkung auf den eNOS Promotor
gezeigt haben, war es von Interesse, ob es in EA.hy926 Zellen auch zu mefRbaren Veranderungen der
mRNA Konzentration kommt. Aus diesem Grund wurde aus Isoflavon-behandelten Zellen die mRNA
isoliert und deren Konzentration mittels RealTime-RT-PCR bestimmt.

EA.hy926 Zellen wurden fir 20 h mit den Isoflavonen Formononetin, Biochanin A, Genistein und
Daidzein in Konzentrationen von 1 und 10 pM inkubiert. 2 nM Phorbolmyristatacetat (PMA) diente als
Positivkontrolle’™. Im Gegensatz zu PMA vermochte keines der Isoflavone in den angegebenen
Konzentrationen die eNOS mRNA Konzentration in den Zellen anzuheben (siehe Abb. 22).

Auch nach langeren Untersuchungszeitraumen (48 h und 72 h) war keine Veranderung der mRNA

Konzentration nachzuweisen (nicht gezeigt).
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Abb. 22: Die eNOS mRNA Konzentration in EA.hy926 Zellen wird durch Sojaisoflavone nicht beeinfluit.

EA.hy926 Zellen wurden wie angegeben mit Sojaisoflavonen stimuliert. Nach 20 h wurden die Zellen geerntet und die
enthaltene mMRNA Menge mittels RealTime RT-PCR bestimmt. Keines der untersuchten Isoflavone zeigte einen signifikanten
EinfluR auf die eNOS mRNA Konzentration.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhéangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. *** P<0,001, ns = nicht signifikant (ANOVA/Bonferroni)
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1.3  Einfliisse auf die eNOS Enzymaktivitét

1.3.1 Sojaisoflavone haben einen unterschiedlichen Einflul’ auf die eNOS Enzymaktivitét

Die eNOS Enzymaktivitat wurde durch die Messung des Umsatzes radioaktiv markierten Arginins zu
Citrullin bestimmt. Der prozentuale Umsatz von Arginin zu Citrullin kann dabei als ein Maf fir die
Enzymaktivitdt angesehen werden. EA.hy926 Zellen wurden 20 bis 96 h lang mit den Isoflavonen
behandelt. Nach der Stimulationszeit wurden die Zellen mit [14C]-L-Arginin versetzt, nach 15 min
Reaktionszeit lysiert und die Aminosauren extrahiert. Neu gebildetes [14C]-L-Citrullin wurde von [14C]-
L-Arginin ber Dinnschichtchromatographie (DC) getrennt und per Autoradiographie detektiert und
quantifiziert. PMA (2 nM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Nach 20 h verursachte keines der
Isoflavone eine signifikante Anderung im Argininumsatz (nicht gezeigt). Dagegen war im Zeitraum
zwischen 48 und 96 h ein signifikanter Anstieg der Citrullinproduktion auf das 1,7-fache Niveau der
Kontrolizellen in Genistein stimulierten Zellen zu registrieren (siehe Abb. 23a, b). Daidzein
verursachte keinen Effekt. Formononetin und Biochanin A waren ebenfalls ohne Wirkung, Biochanin A

scheint nach 96-stiindiger Stimulation sogar die Citrullin Produktion zu hemmen (Abb. 23c).
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Abb. 23a: Genistein erhoht die L-Citrullinproduktion in EA.hy926 Zellen nach 48-96 h Stimulation.

Der Umsatz von Arginin zu Citrullin ist ein MaR fir die Aktivitat der eNOS. EA.hy926 Zellen wurden fir 48-96 h wie angegeben
mit den Sojaisoflavonen Genistein und Daidzein stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Der prozentuale
Umsatz von Arginin zu Citrullin wurde bestimmt und auf den Wert unbehandelter Kontrolizellen (Ko) normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhéangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)
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Abb. 23b: Genistein erhoht die Citrullin Produktion in EA.hy926 Zellen nach 72 h Stimulation.

EA.hy926 Zellen wurden fiir 72 h wie angegeben mit den Sojaisoflavonen Genistein und Daidzein, stimuliert. PMA (2 nM, 24 h)
diente als Positivkontrolle.

Die Abbildung zeigt eine reprasentative Autoradiographie.
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Abb. 23c: Formononetin und Biochanin A bewirken keine erhéhte Citrullin Produktion in EA.hy926 Zellen nach 48-96 h

Stimulation.
EA.hy926 Zellen wurden fiir 48-96 h wie angegeben mit den Sojaisoflavonen Formononetin und Biochanin A stimuliert. PMA (2
nM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Der prozentuale Umsatz von Arginin zu Citrullin wurde bestimmt und auf den Wert

unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen.
Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)

1.3.2 17-B-Estradiol hat keinen Einflu8 auf die eNOS Enzymaktivitét

Die gesteigerte eNOS Enzymaktivtat unter dem EinfluR von Genistein kdnnte unabhangig von der
vermehrten Promotoraktivitdt Uber den Estrogen Rezeptor vermittelt sein. Deshalb wurde zum
Vergleich die Wirkung von Estrogen auf die eNOS Aktivitdt gemessen. EA.hy926 Zellen wurden fur
48-96 h in Anlehnung an®® mit 17-B-Estradiol in Konzentrationen von 1, 3, 10 und 30 nM behandelt.
PMA in einer Konzentration von 2 nM (24 h) diente als Positivkontrolle. Im Gegensatz zu Genistein
war Estrogen in keiner Konzentration in der Lage, eine Steigerung der Citrullin Produktion in den

Zellen auszuldsen (Abb. 24).
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Abb. 24: Estrogen hat keinen Effekt auf die Citrullinbildung durch EA.hy926 Zellen.

EA.hy926 Zellen wurden flr 48-96 h wie angegeben mit 17--Estradiol stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als Positivkontrolle.
Der prozentuale Umsatz von L-Arginin zu L-Citrullin wurde bestimmt und auf den Wert unbehandelter Kontrollzellen (Ko)
normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)

1.4 Einfliisse auf die eNOS vermittelte NO Produktion

1.4.1 Genistein erhoht die eNOS vermittelte NO Produktion

Das in den Zellen durch die eNOS gebildete NO muf} nicht zwangslaufig bioverfiigbar sein, da es sich
bei NO um ein reaktionsfreudiges freies Radikal handelt. Es kann vor dem Verlassen der Zelle durch
Reaktionen mit Zellbestandteilen (freien —-SH oder —-NH, Gruppen der Proteine) oder
Sauerstoffradikalen abgefangen werden. Um die Menge an verfligbarem NO zu messen, wurden
EA.hy926 Zellen mit den Isoflavonen Formononetin, Biochanin A, Genistein und Daidzein fir 20-96 h
stimuliert. Die nach vorausgegangener Stimulation erfolgte Freisetzung von NO in den Zelliberstand
wurde fluorimetrisch nach Reaktion mit DAF-2 ermittelt und auf die NO Produktion unbehandelter
Kontrollzellen bezogen. Nach 20 h Stimulation war keines der Isoflavone in der Lage, die Menge an
freigesetztem NO zu erhéhen (Abb. 25a). Nach 48-96 h zeigte sich fiir Genistein behandelte Zellen
eine leichte (1,7-fache), aber signifikante Zunahme (siehe Abb. 25b). Fiir Daidzein war ebenfalls eine
Tendenz zu steigender NO Produktion zu erkennen, der Anstieg war jedoch nicht signifikant.
Formononetin verstarkte in diesem Experiment ebenfalls signifikant die gemessene Fluoreszenz (ca.
1,5-fach, siehe Abb. 25c). Unglicklicherweise fluoresziert Formononetin bei der
Emissionswellenldnge von DAF-2T selbst, sodall trotz ausgiebiger Waschschritte nicht vollig
ausgeschlossen werden kann, dal es sich bei der gemessenen Fluoreszenzerhéhung um

Formononetin-Eigenfluoreszenz handelt, die eine erhéhte NO Freisetzung vortduscht.
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Abb. 25a: Sojaisoflavone haben nach 20 h Stimulationszeit keinen EinfluR auf die eNOS vermittelte NO Produktion in
EA.hy926 Zellen.

Die Zellen wurden wie angegeben fir 20 h mit den Sojainhaltsstoffen Formononetin, Biochanin A, Genistein und Daidzein
stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Die NO Produktion wurde wie unter Material und Methoden angegeben
quantifiziert und auf die der Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. ns = nicht signifikant, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)
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Abb. 25b: Genistein erhoht die eNOS vermittelte NO Produktion in EA.hy926 Zellen nach 48-96 h.

Die Zellen wurden wie angegeben fir 48-96 h mit Genistein und Daidzein stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als
Positivkontrolle. Die NO Produktion wurde wie unter Material und Methoden angegeben quantifiziert und auf die der
Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus sechs unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)
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Abb. 25c: Formononetin erh6ht nach 48-96 h die eNOS vermittelte NO Produktion in EA.hy926 Zellen.

Die Zellen wurden wie angegeben fir 48h h mit Formononetin und Daidzein stimuliert. Die NO Produktion wurde wie unter
Material und Methoden angegeben quantifiziert und auf die unbehandelter Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)

Da die NO Freisetzung den entscheidenden Endpunkt der Isoflavonwirkung darstellt, wurden diese
Experimente an HUVEC als einem physiologischeren Zellmodell verifiziert. Der Effekt von Genistein
auf die NO Produktion war noch erkennbar, bei diesen Zellen jedoch so gering ausgepragt und
darlber hinaus schwankend, dal® keine Signifikanz erreicht werden konnte (Abb. 25d). Die erhéhte
NO Produktion durch Genistein stimulierte Zellen konnte nicht durch den Estrogen Rezeptor (ER)
Antagonisten ICI 182,780 unterdriickt werden (Abb. 25e),

HUVEC
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N
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0,5-|—|:I
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Abb. 25d: Genistein und Daidzein scheinen nach 96 h die eNOS vermittelte NO Produktion in HUVEC, wenn auch nicht
signifikant, zu erhéhen.

Die Zellen wurden wie angegeben fir 48-96 h mit Genistein und Daidzein stimuliert. Die NO Produktion wurde wie unter
Material und Methoden angegeben quantifiziert und auf die der Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus sechs unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Unterschiede zu
Kontrolle waren nicht signifikant (ANOVA/Bonferroni)
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Abb. 25e: Die erhohte Freisetzung von NO aus EA.hy926 Zellen unter dem EinfluB von Genistein ist durch ICI 182,780
nicht hemmbar.

Die Zellen wurden 30 min vor der Stimulation mit Genistein und Daidzein mit dem ER Antagonisten ICl 182,780 (10 uM)
vorinkubiert. Danach wurde wie angegeben fiir 48-96 h mit Genistein und Daidzein stimuliert. Die NO Produktion wurde wie
unter Material und Methoden angegeben quantifiziert und auf die der Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus acht unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. * P<0,05, ** P<0,01, (ANOVA/Bonferroni)

1.4.2 17-B-Estradiol flihrt zu einer schwachen Steigerung der eNOS vermittelten NO-Produktion
Auch bei diesem wichtigen Experiment interessierten wir uns dafir, ob Estrogen in der Lage ist, den
Sojaisoflavonen vergleichbare Effekte zu vermitteln. 17-B-Estradiol bewirkte im Vergleich zu den
Isoflavonen jedoch nur in einer Konzentration von 10 nM und nur nach 72 h eine signifikant
gesteigerte (1,3-fach) NO Produktion in EA.hy926 Zellen (Abb. 26a). In HUVEC war auch mit 17-(-
Estradiol keine gesteigerte NO Freisetzung aus den Zellen zu detektieren (Abb. 26b).
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Abb. 26a: 17-B-Estradiol bewirkt nur eine marginale Erhéhung der eNOS vermittelten NO Produktion in EA.hy926 Zellen
nach 48-96 h.

Die Zellen wurden wie angegeben fiir 48-96 h mit 17-B-Estradiol (1, 3, 10 und 30 nM) stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als
Positivkontrolle. Die NO Produktion wurde wie unter Material und Methoden angegeben quantifiziert und auf die der
Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus sechs unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)
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Abb. 26b: 17-B-Estradiol bewirkt keine Erhohung der eNOS vermittelten NO Produktion in HUVEC Zellen nach 48 und
72 h.

Die Zellen wurden wie angegeben fir 48 oder 72 h mit 17-B-Estradiol (1, 3, 10 und 30 nM) stimuliert. Die NO Produktion wurde
wie unter Material und Methoden angegeben quantifiziert und auf die der Kontrollzellen normiert.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus sechs unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Unterschiede zur
Kontrolle waren nicht signifikant (ANOVA/Bonferroni)
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1.5  Einflisse auf die eNOS Proteinmenge

1.5.1 Sojaisoflavone haben keinen Einflul3 auf die eNOS Proteinmenge.

Zur Untersuchung des Effektes der Sojaisoflavone auf die eNOS Proteinmenge in EA.hy926 Zellen
wurde diese fur 20 h mit den entsprechenden Isoflavonen stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert
und die Menge an eNOS Protein im Lysat mittels Western Blot bestimmt. Nach 20 h Inkubation der
Zellen mit den Isoflavonen war keine Veranderung der eNOS Proteinmenge zu beobachten. Auch
nach 48 und 72 h war kein signifikanter Anstieg zu detektieren. Abb. 27 zeigt stellvertretend die 20 h

Ergebnisse von Formononetin und Biochanin A.
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Abb. 27: Sojaisoflavone erhéhen die Expression des eNOS Proteins nicht.

EA.hy926 Zellen wurden wie angegeben mit Biochanin A und Formononetin fir 20 h stimuliert. Das eNOS Protein wurde nach
Zellyse mittels Western Blot nachgewiesen. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. * P<0,05, ns = nicht signifikant (ANOVA/Bonferroni)
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2 Einflu® von RWPE auf die eNOS

2.1 Einfliisse auf die eNOS Promotor Aktivitat

Aus vorangegangenen Studien in unserem Labor war bekannt, dall Rotweinpolyphenolextrakte
(RWPE) die Aktivitat des humanen eNOS Promotors nach 12-24 h Inkubation in einem Luziferase-
Reportergen Experiment signifikant erhéhen konnen®. Da dieses Experiment eine schnelle
Bearbeitung grof3er Probenmengen erlaubt, wurde es in der vorliegenden Studie als hauptsachliches
Werkzeug verwendet, um einen Uberblick tber die Aktivitit einer groRen Anzahl verschiedener

Weinextrakte zu gewinnen.

2.1.1 EinfluB von RWPE auf die eNOS Promotor Aktivitédt in Abhédngigkeit von Anbaugebiet und
Rebsorte

Um einen Uberblick Uber den EinfluR von Anbaugebiet und Rebsorte auf die Fahigkeit der
Rotweinpolyphenolextrakte, die eNOS Promotor Aktivitat zu verstarken, zu erlangen, wurden von
Herrn Dr. R. Samtleben in unserer Arbeitsgruppe Rotweinpolyphenolextrakte (RWPE) aus einer
groRen Anzahl (ca. 180) verschiedenster Rotweine gewonnen. EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden
far 20 h mit diesen Extrakten behandelt und die Luzifreaseaktivitat in diesen Zellen bestimmt.

Alle an diesen Zellen getesteten RWPE waren in der Lage, die eNOS Promotor Aktivitat deutlich und
signifikant zu erhéhen. Das Ausmal der Erhéhung war jedoch, in Abhangigkeit von der Rebsorte,
unterschiedlich. Die starksten Anstiege waren nach der Behandlung mit RWPE aus Merlot Weinen zu
verzeichnen (bis auf das 6,1-fache im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen). Darauf folgten
Cabernet Sauvignon (bis zu 4,9-fache Erhéhung), Syrah (4-fach) und Pinot Noir (4-fach). Mit anderen
Rebsorten konnte ebenfalls eine Erhdéhung, jedoch um maximal 2- bis 3,5-fach im Vergleich zu
Kontrollzellen erreicht werden (siehe Abb. 28 und Tabelle 1-6). Interessanterweise gab es auch
Unterschiede von Anbaugebiet zu Anbaugebiet: Weine aus Frankreich waren bei allen Rebsorten im
Vergleich zu anderen Anbaugebieten aktiver. Weine aus Deutschland, USA, Spanien, Australien und
Sudafrika dagegen verursachten (berwiegend geringere Effekte. Getestete WeilRweinextrakte
(WWPE) aus Chardonnay Trauben verursachten, in der gleichen Konzentration wie Rotweinextrakte
verabreicht, ebenfalls deutliche Anstiege in der eNOS Promotor Aktivitat (um das 3-fache). Ein Extrakt

aus einem deutschen Kerner blieb hingegen wirkungslos.
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Abb. 28: Rotweinpolyphenolextrakte (RWPE) erhohen die Aktivitdit des humanen eNOS Promotors abhidngig von
Anbaugebiet und Rebsorte.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden fiir 20 h einer Stimulation mit RWPE (600 ug/ml) aus verschiedenen Weinen unterzogen.
Die resultierende Luziferase Aktivitat wurde bestimmt und auf die in unbehandelten Kontrollzellen (Ko) bezogen. Die Abb. zeigt
eine Auswahl der getesteten Weine im Uberblick. Die Nummern geben die Weinnummern aus den Tabellen in ,Material und
Methoden® wieder. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens drei unabhéangigen Experimenten in
Duplikaten. Sterne markieren signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)
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Tabelle 1: RWPE aus Merlot Weinen erhéhen die eNOS Promotor Aktivitat.

x-fach

# | Wein Rebsorte Jahrg. | Herkunft Kontrolle P

1 | PaletdOr Merlot 2002 Frankreich 6,10 £ 0,31 ex

2 | Rothschild Merlot Merlot 2002 Frankreich 5,03+0,40 i

3 | Domaine de I'Arjolle Merlot 2001 Frankreich 4,36 £ 0,21 b
50 | Jean Demont Merlot 2002 Frankreich 421+0,10 ex
51 | Collection de Chantré Merlot 2001 Frankreich 3,63 + 0,26 i

4 | Chateau Julia Merlot 2001 Griechenland | 4,40 + 0,23 b
52 | Nico Lazaridi Merlot 2001 Griechenland | 3,39+ 0,20 ex

5 | UNDURRAGA Merlot 2001 Chile 4,45+0,12 o

6 | Gato Negro Merlot 2002 Chile 4,00+ 0,19 o
53 | Valle Central Merlot 2002 Chile 3,60 + 0,08 ex
54 | Santa Carolina Merlot 2002 Chile 3,14 £ 0,10 e

7 | WMF Untertirkheim Merlot 2001 Deutschland 2,90+ 0,16 i
55 | Rappenhof Merlot 2001 Deutschland 3,22 +0,33 b

8 | Beringer Merlot 2000 USA 2,58 + 0,06 ex
56 | E. J. Gallo Merlot 2000 USA 2,68 £ 0,02 e

9 | Trentino Merlot Merlot 2001 Italien 4,36 £ 0,25 b
10 | Merlot del Veneto Merlot 2002 Italien 4,23 +0,35 ex
58 | Merlot del Veneto, Landozzi Merlot ? Italien 3,70+ 0,15 eE
59 | Riunite Merlot 2002 Italien 2,96 £ 0,26 i
11 | Golden Kaan Merlot 2002 Sudafrika 410+0,24 b
61 | Meinert Merlot 2001 Sidafrika 4,18 £ 0,20 b
62 | KWV Merlot 2001 Sudafrika 2,88 £ 0,21 e
57 | Medanos Merlot 2000 Uruquay 2,98 £ 0,08 b
60 | Stierglut Merlot 2001 Rumanien 4,51 +0,49 ex

Tabelle 2: RWPE aus Cabernet Sauvignon Weinen erhéhen die eNOS Promotor Aktivitat.

# | Wein Rebsorte Jahrg. | Herkunft )Iz:?li:]olle P
12 | Domaine de I'Arjolle C. Sauvignon 2001 Frankreich 2,57 £ 0,15 i
13 | Collection de Chantré C. Sauvignon 2001 Frankreich 490 +0,47 wrE
63 | Rothschild C. S. C. Sauvignon 2001 Frankreich 414 +0,23 ex
64 | Fortant de France C. Sauvignon 2002 Frankreich 3,46 + 0,11 reE
14 | Cavino C.S. C. Sauvignon 1999 Griechenland | 2,44 + 0,04 i
15 | UNDURRAGA C.Sauvignon 2001 Chile 3,09+0,14 i
16 | Valle Central _IC-)i.ntS:uwgnon 2002 Chile 3.91 0,21 e
65 | Tala Manca C. Sauvignon 2002 Chile 3,28 +0,32 ex
66 | CALAMA C. Sauvignon 2001 Chile 2,47 £0,10 i
17 | Lergenmiuiller Select C. Sauvignon 2001 Deutschland 3,97 £ 0,27 ol
67 | Rappenhof C. Sauvignon 2001 Deutschland 3,56 + 0,42 e
18 | John Carson, California C. Sauvignon 2001 USA 2,86 +0,11 rex
68 | Burlwood C. Sauvignon 2001 USA 2,77 £ 0,07 i
69 | E. J. Gallo Turning Leaf C. Sauvignon 2001 USA 2,30 £ 0,25 b
19 | Trentino Cabernet C. Sauvignon 2000 Italien 2,58 +0,24 rex
20 | Zonnebloem C. Sauvignon 2000 Sidafrika 2,76 £ 0,08 ex
70 | Medanos C. Sauvignon 1999 Uruquay 3,30+ 0,16 e




Ergebnisse

Tabelle 3: RWPE aus Syrah Weinen erhohen die eNOS Promotor Aktivitat.

# | Wein Rebsorte Jahrg. | Herkunft )I'((zz‘t:rolle P
21 | Blanchet Syrah Syrah ? Frankreich 3,03+0,14 e
22 | Mommessin Baton de Réglisse Syrah 2002 Frankreich 3,98 + 0,34 i
49 | Domaine de I’Arjolle Paradoxe Syrah/ 2000 Frankreich 2.80 + 0,34 .

Grenache
71 | Dallmayr Selection Moulin de Gassac Syrah 2000 Frankreich 419+0,22 ex
72 | J. P. Chenet Syrah 2001 Frankreich 3,82 +0,32 ex
23 | Thrakis Syrah 1999 Griechenland | 3,43+ 0,17 i
73 | Tsantali Syrah 2000 Griechenland | 2,45+ 0,14 ex
24 | Conchay Torro Syrah 2001 Chile 2,46 £ 0,11 ex
25 | Knipser Syrah Syrah 2001 Deutschland 3,550,111 e
26 | Gallo Shiraz Syrah 2001 USA 2,54 + 0,07 e
27 | Mandrarossa Syrah Syrah 2002 Italien 2,75 +0,21 rex
28 | KWV Syrah 2001 Sudafrika 2,73+0,11 e
77 | Durbanville Hills Syrah 2000 Stdafrika 3,26 + 0,23 wrE
29 | Kangaroo Ridge Syrah 2001 Australien 1,72 £0,07 **
75 | Quay Landing Syrah 2002 Australien 2,88 £ 0,20 b
76 | Broom Estate Syrah 2001 Australien 1,95+ 0,18 *
74 | Laranos Cosecha Syrah 2002 Argentinien 2,99 £ 0,22 b
Tabelle 4: RWPE aus verschiedenen Rotweinen erh6hen die eNOS Promotor Aktivitat.

# | Wein Rebsorte :Jahrg Herkunft )I'((zz‘t::lolle P
33 | Kron, Abenheimer Klausenberg Saint Laurent 2002 Deutschland 1,74 £ 0,07 **
34 | E. Gallo Siera Valley Zinfandel 2000 | USA 3,05 +0,16 e
83 | John Carson Zinfandel 2001 USA 2,68 +£0,32 o
35 | Mederano Tinto Tinto 2000 Spnien 2,66 + 0,05 e
36 | Vina Enterizo Tempranillo 2002 Spanien 2,74 £ 0,19 e
84 | Castillo Murviedro Tempranillo 2000 Spanien 3,32 +0,23 b
85 | Reinares Tempranillo 2002 Spanien 2,10+0,14 ek
37 | Abenheimer Klausenberg Portugieser 2000 Deutschland 2,33+0,16 ex
38 | Terrazas Malbec Malbec 2002 | Argentina 3,09 + 0,31 il
39 | Kirchbichler Stdtiroler Edelvernatsch Trollinger 2001 Italien 3,07 £0,20 ex
86 | Manincor, Kalterersee Trollinger 2001 Italien 3,21+0,24 eE
87 | Mundelsheimer Schalkstein Trollinger 2002 Deutschland 2,11+ 0,08 il
40 | Grand Sud Grenache 2003 Frankreich 3,43+0,17 bl
41 | Alto Adige Lagrein Lagrein 2002 | Italien 3,01+£0,15 i
42 | Donne del Sole ,\NAZ:.T; Avola 2002 | ltalien/Sizilien 2714020 | **
82 | Piccini Nero d’Avola 2002 Italien/Sizilien 3,14 + 0,31 ex
48 | Selzener Rotwein Klostermihlenhof Dornfelder, 1999/ | Deutschland -

2000 2,92 + 0,06
88 | Rosenwalzer Kadarka Kadarka 2002 Jugoslawien 3,46 + 0,17 ex
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Tabelle 5: RWPE aus Pinot Noir/Spatburgunder Weinen erh6hen die eNOS Promotor Aktivitat.

# | Wein Rebsorte Jahrg. | Herkunft )I'((-;z(t::lolle P
30 | Roux Pére & Fils Pinot Noir 2002 Frankreich 3,75 +0,30 i
31 | Dopff + Irion Pinot Noir 2000 Frankreich 3,98 + 0,07 el
78 | Laroche Pinot Noir 2001 Frankreich 3,75+ 0,30 b
79 | Weinmanufaktur Krems Pinot Noir 2002 Osterreich 3,34 +0,38 rex
32 | Lorch Spatburgunder | 2001 Deutschland 3,28 £ 0,26 el
80 | Kron, Abenheimer Klausenberg Spatburgunder | 2002 Deutschland 2,59+0,13 b
81 | Kraichtaler Mannaberg Spéaburgunder | 2002 Deutschland 3,562 +0,25 ex

Tabelle 6: WWPE aus verschiedenen WeiBweinen erhohen die eNOS Promotor Aktivitit.

# | Wein Rebsorte Jahrg. | Herkunft )I'((iz‘::]olle P
43 | Fortant Chardonay 2002 Frankreich 3,04 +£0,11 e
44 | Mommessin Nid d"Abeille Chardonay 2000 Frankreich 2,98 + 0,05 b
45 | E+J Gallo Chardonay 2002 USA 2,38 + 0,07 ek
46 | KWV Chardonay 2003 Sidafrika 1,83+0,35 o
47 | Kron Kerner 2001 Deutschland 1,24 £ 0,05

Die Tabellen zeigen eine Auswahl der Ergebnisse mit verschiedenen RWPE / WWPE.

Die Zellen wurde mit 600 ug/ml RWPE 20 h stimuliert. Die Zahlenwerte geben die Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens
drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten wieder. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni)

2.1.2

FaBmaterialien bei der Lagerung zeigen einen Einflul8 auf die Aktivierung des eNOS

Promotors durch RWPE

Bei der Reifung der Weine, speziell in neuen Eichenfassern, werden vielfaltige Substanzen aus dem

FalRmaterial herausgeldst. Dieser Vorgang, der teurem Rotwein die typische ,Barrique“-Note verleiht,

konnte zusatzliche Aktivitat in den so ausgebauten Wein bringen. Wir haben deshalb drei Extrakte aus

Dornfelder Weinen gewonnen, die vom selben Winzer stammen. Dabei wurde der gleiche

Ausgangswein einmal im Stahltank, einmal in Holzfassern und einmal ,en Barrique“ ausgebaut. Die

Reifung im Eichenholzfall verursachte entgegen den Erwartungen jedoch keine Zunahme, sondern

eine Abnahme (von 2,9-fach auf 1,8-fach) in der Fahigkeit des RWPE den humanen eNOS Promotor

zu aktivieren (Abb. 29). Diese Daten bestatigen altere Beobachtungen an ECV Zellen®.
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Abb. 29: Lagerung in Eichenholzfassern verstarkt den EinfluB von RWPE auf die Aktivitit des humanen eNOS
Promotors nicht.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden fir 20 h einer Stimulation mit RWPE (300 und 600 pg / ml) unterzogen. Die
Ausgangsweine waren im Stahltank, in Holzfassern oder ,en Barrique* ausgebaut. Die resultierende Luziferase Aktivitat wurde
bestimmt, auf die in unbehandelten Kontrollzellen (Ko) bezogen und als MaR fir die Aktivitat des eNOS Promotors betrachtet.
Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Sterne
markieren signifikante Unterschiede im Vergleich zu Stahltank Wein 300ug / ml. * P<0,05 (t-Test). Rauten markieren signifikante
Unterschiede im Vergleich zu Stahltank Wein 600ug / ml. ### P<0,001 (t-Test).

2.1.3 Die Aktivitdt von Rotweinpolyphenolextrakten kann durch Ausschditteln mit organischen
Lésungsmitteln vermindert werden

Die von Herrn Dr. Samtleben gewonnenen RWPE lassen sich durch Ausschitteln mit verschiedenen
organischen Losungsmitteln (Diethylether oder Ethylacetat) weiter fraktionieren. Die organischen
Fraktionen waren hochgradig hygroskopisch. Daruber hinaus waren sie in allen zellvertraglichen
Lésungsmitteln nicht klar 16slich. Aus diesen Griinden standen diese Fraktionen leider zu direkten
Untersuchungen nicht zur Verfligung. Wenn allerdings die aktiven Substanzen in der Ether- bzw.
Ethylacetat-Phase vorliegen, sollte der Rickstand entsprechend inaktiv sein. Tatsachlich lief3 sich
durch die entsprechende Behandlung die Aktivitat der Extrakte wesentlich, wenn auch nicht ganz auf
das Kontrollniveau reduzieren (von einer 5,8-fachen auf eine ca. 2-fache Erhdéhung). Durch
Rekombination des Rickstandes mit dem entsprechenden Extrakt konnte die Aktivitat, wenn auch

nicht vollstandig, wiedererhalten werden (ca. 4-fache Erh6hung im Vergleich zur Kontrolle) (Abb. 30).
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Abb. 30: Die Aktivitdt der RWPE kann durch Ausschiitteln mit Diethylether oder Ethylacetat deutlich verringert werden.
EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden einer Stimulation mit RWPE (300 und 600 pg/ml) aus Wein Nr. 1 (Merlot, siche Tabelle)
unterzogen. Der gewonnene Polyphenolextrakt war entweder unbehandelt oder wurde vor der Lyophilisation mit Diethylether
bzw. Ethylacetat ausgeschuttelt. Zur Rekombination wurden vor der Lyophilisation Riickstand und organische Phase wieder
vereinigt. Nach 20 h wurde die resultierende Luziferase Aktivitat bestimmt und auf die unbehandelter Kontrollezellen (Ko)
bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Sterne zeigen
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni). Rauten zeigen
signifikante Unterschiede zu unbehandeltem RWPE, 600 ug / ml, # P<0,05, ## P<0,01, ### P<0,001 (t-Test).

2.1.4 Traubensaftpolyphenolextrakte haben weniger Einflull auf die eNOS Promotor Aktivitét als
RWPE

Um einen Hinweis darauf zu bekommen, ob die alkoholische Garung nétig ist, um die wirksamen
Inhaltsstoffe des Rotweines zu erzeugen, wurden aus selbst hergestellten Traubenséften (siehe
Material und Methoden) ebenfalls Polyphenolextrakte prapariert. Die Trauben wurden von den
entsprechenden Winzern bezogen und waren in Rebsorte und Herkunft mit den entsprechenden
Weinen identisch. Im Vergleich mit den Weinen konnten die aus den unvergorenen Trauben
gewonnenen Polyphenolextrakte (TSPE) die Aktivitat des eNOS Promotors deutlich weniger erhéhen
(z.B. Merlot: 2,3-fache Erhéhung fir den Saft, 4,4-fache fur Wein). Allerdings waren die TSPE nicht
ganzlich inaktiv (siehe Abb. 31).
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Abb. 31: TSPE erhohen die eNOS Promotor Aktivitat nicht im gleichen MaB wie RWPE.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden einer Stimulation mit Polyphenolextrakten (300 und 600 pg/ml) aus Rotwein oder roten
Weintrauben unterzogen. Nach 20 h wurde die resultierende Luziferase Aktivitdt bestimmt und auf die unbehandelter
Kontrollzellen (Ko) bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in
Duplikaten. Sterne zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001
(ANOVA/Bonferroni). Rauten zeigen signifikante Unterschiede zwischen Wein und Saft fir 600 ug / ml, ## P<0,01, ### P<0,001
(t-Test).

2.1.5 Bliiten- und Fruchtpolyphenolextrakte haben lberwiegend keinen Einflu8 auf die eNOS
Promotor Aktivitét

Viele Bliten und Beeren enthalten Polyphenole. Diese sind, wie beim Wein auch, mafRgeblich an der
Farbung beteiligt. Der Vorteil an Polyphenolextrakten aus Bliiten und Beeren besteht aus deren im
Vergleich zu Rotweinextrakten wesentlich einfacheren Zusammensetzung. Eine Untersuchung
verschiedener Beerenextrakte an ECV304 Zellen wurde bereits von Herrn Dr. J. Leikert in seiner
Arbeit beschrieben® . Dieser Ansatz wurde an EA.hy926 Zellen Gberprift und durch die Untersuchung
mehrerer Blitenfarbstoffe erganzt. Die Polyphenolextrakie wurden wiederum von Herrn Dr. R.
Samtleben vergleichbar den RWPE hergestellt. Es zeigte sich, dal viele dieser Extrakte in hdheren
Konzentrationen (>300 upg / ml) zytotoxische Eigenschaften haben. Daraus resultierte auch die
beobachtete Hemmung der eNOS Promotor Aktivitat. Im speziellen waren das Blitenextrakte aus
Malva arborea und Paeonia officinalis, sowie Fruchtextrakte aus Roter Johannisbeere, Schwarzer
Johannisbeere und Preiselbeere. Von allen Extrakten zeigten nur Rote Johannisbeere, Preiselbeere
und Sauerkirsche einen nennenswerten Einflul auf die Promotoraktivitdt des menschlichen eNOS-
Genes. Die grofite Erhdhung der Promotoraktivitat auf das 2,2-fache der Aktivitat in Kontrollzellen
wurde durch 300 ug / ml Preiselbeerextrakt erreicht. Dieser Effekt reichte jedoch bei weitem nicht an

die Potenz der Weinextrakte mit bis zu 6-fachen Erhéhungen heran (siehe Abb. 32a und b).
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Abb. 32a: Fruchtsaft-Polyphenolextrakte haben nur einen geringen EinfluB auf die eNOS Promotor Aktivitat.
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EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden mit Polyphenolextrakten (300 und 600 pg/ml) aus verschiedenen Fruchtsaften 20 h
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, die Luziferase Aktivitat bestimmt und auf die unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen.
Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Sterne markieren

signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni).

2,5 -

2,0 -

1,5 1

1,0 |

eNOS Promotor Aktivitat
x-fach Kontrolle

0,5 -

Tl

[] 300 ug/mi
[l 600 pg/ mi

Abb. 32b: Bliiten-Polyphenolextrakte haben nur einen geringen EinfluB auf die eNOS Promotor Aktivitat.
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EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden mit Polyphenolextrakten (300 und 600 pg/ml) aus verschiedenen Bliiten 20 h stimuliert.
Die Zellen wurden lysiert, die Luziferase Aktivitat bestimmt und auf die unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen. Die Balken
zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Sterne markieren signifikante
Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, * P<0,05, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni).
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2.1.6 Einflu83 von Resveratrol, Resveratrolderivaten und polyphenolischen Reinsubstanzen auf die
eNOS Promotor Aktivitét

Resveratrol zeigte einen deutlichen Einflul auf die Aktivitat des eNOS Promotors mit einem Maximum
bei einer Konzentration von 20 uM. Konzentrationen Gber 100 uM waren zytotoxisch und wurden nicht
weiter untersucht. Unter Resveratrolbehandlung stieg die Promotor Aktivitat auf das 3-fache Niveau
der Kontrollen an. Allerdings wurde durch keine Konzentration ein gleich starker Effekt wie durch
RWPE erzielt (siehe Abb. 33).

3.5 1
3.0 1 e
25 1

2.0 1
15 1

1.0 =
0.5 ]
Ko 1 3 10 20 50 100 200 uM

| |
Resveratrol

H

HH

eNOS Promotor Aktivitat
x-fach Kontrolle

Abb. 33: Resveratrol erhoht die Aktivitdt des humanen eNOS Promotors.

EA.hy926-heNOS-Luc Zellen wurden mit Resveratrol in Konzentrationen von 1-200 uM, wie angegeben, fir 20 h stimuliert.
Konzentrationen Uber 100 pM waren zytotoxisch. Die Luziferase Aktivitat wurde gemessen und auf die unbehandelter
Kontrollzellen (Ko) bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in
Duplikaten. Sterne markieren signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001
(ANOVA/Bonferroni).

Rhapontin erhdhte die Aktivitat des eNOS Promotors leicht (ca. 2-fach, Daten nicht gezeigt). Die
Resveratrolderivate Piceid, Astringin und Isorhapontin zeigten in den untersuchten Konzentrationen
(1 und 10 pM) keinen EinfluRl auf die Aktivitat des eNOS Promotors.

Ebenso inaktiv waren die Pflanzensauren Gallussaure, Vanillinsaure, Syringasaure, p-Cumarsaure,

o-Cumarsaure, Kaffeesaure und Ferulasaure (1 und 10 pM).

2.2  Einfliisse auf die eNOS Enzym Aktivitét

Wie bei den Sojaisoflavonen sollte auch bei den Rotweinextrakten sichergestellt werden, dal} eine
erhdhte Promotor Aktivitat auch zu einer erhéhten eNOS Enzymaktivitat fihrt. Es war flr uns von
Interesse, in welchem Verhaltnis eine vermehrte Enzymaktivitat der eNOS im Vergleich zur
Promotoraktivierung steht. Es sollte auch Uberprift werden, ob die im Luziferase Experiment
gefundenen Unterschiede in der Aktivitat verschiedener RWPE bei der Wirkung auf die Enzymaktivitat
im selben Verhaltnis zueinander stehen. Die Aktivitdt des eNOS Enzyms wurde wieder durch die
Messung des Umsatzes von [14C] markiertem Arginin zu Citrullin bestimmt (siehe auch Material und
Methoden)
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2.2.1 RWPE steigern die eNOS Enzym Aktivitét
Der EinfluR von RWPE auf die Aktivitdt des humanen eNOS Enzyms korrelierte mit der Erhéhung in

der Promotor Aktivitat. Sechs ausgesuchte Wein Extrakte (vier Merlots und zwei Syrahs, davon ein
wenig aktiver australischer Syrah) wurden im Arginin-Citrullin Experiment untersucht. Alle sechs
Extrakte erhdhten die Aktivitat des eNOS Enzyms signifikant. Die Merlot Extrakte bewirkten eine 3,6-
fache Erhéhung wohingegen der schwacher aktive Syrah nur eine 2-fach erhdhte Enzymaktivitat
vermittelte. Absolut gesehen waren diese Effekte etwas niedriger als die im Luziferase Experiment
ermittelten Effekte auf den eNOS Promotor. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Weinen waren
zum Teil nicht ganz so stark ausgepragt (etwa zwischen Nr. 3 und 8, siehe auch Abb. 28) wie erwartet
(Abb. 34). Dennoch korrelieren die relativen Effekte im Uberblick gut mit denen auf die Promotor
Aktivitat.
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Abb. 34: Rotweinpolyphenolextrakte erhohen die Umwandlung von [“C]-L-Arginin zu ["*C]-L-Citrullin in Endothelzellen
in Abhangigkeit der applizierten Konzentration.

EA.hy926 Zellen wurden mit RWPE, wie in der Abb. angegeben, fir 20 h stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als
Positivkontrolle. Der Versuch wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. (A) zeigt noch einmal die
Erhéhung der Promotoraktivitdt im Vergleich. Die L-Citrullin Produktion wurde quantifiziert und auf die Citrullin Produktion
unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen (B). Die Balken zeigen Mittelwerte + Standardfehler aus vier unabhangigen
Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001 (ANOVA/Bonferroni).
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2.2.2 Die aktivitétssteigernde Wirkung der RWPE auf das eNOS Enzym wird durch Ausschilitteln
mit Diethylether nicht verringert.

Wahrend das Ausschitteln der RWPE mit organischen Lésungsmitteln dazu fiihrte, da} sie die
Aktivitat des Promotors nicht mehr im selben Mal3e erhdhen kdnnen, zeigte die weitere Fraktionierung
keinen EinfluR auf die Aktivierung des eNOS Enzyms. Ausgeetherte RWPE (600ug / ml) erhdhen die
eNOS Enzymaktivitat im gleichen Malde, wie die Originalextrakte etwa um den Faktor 3,5 (Abb. 35).
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Abb. 35: Die Aktivitit der RWPE auf die eNOS Enzymaktivitdt kann durch Ausschiitteln mit Diethylether nicht verringert
werden.

EA.hy926 Zellen wurden einer Stimulation mit RWPE (300 und 600 pg/ml) aus Wein Nr. 1 (Merlot, siehe Tabelle) unterzogen.
Der gewonnene Polyphenolextrakt war entweder unbehandelt oder wurde vor der Lyophilisation mit Diethylether ausgeschdttelt.
Zur Rekombination wurden vor der Lyophilisation Rickstand und organische Phase wieder vereinigt. Nach 20 h wurde die
resultierende L-Citrullin Produktion der Zellen bestimmt und auf die unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen (B). (A) zeigt
dazu noch einmal die Erhéhung der Promotoraktivitit zum Vergleich. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte +
Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ns = nicht signifikant im Vergleich zu unbehandeltem RWPE 600 pg / ml (t-Test).
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2.2.3 TSPE erhéhen die eNOS Enzym Aktivitét in geringerem Umfang als RWPE

TSPE zeigten im Luziferase Experiment eine vergleichsweise schwache Wirkung auf den eNOS
Promotor. Die aus den Trauben gekelterten Weine dagegen vermittelten einen deutlich starkeren
Effekt. Dieser Unterschied war in Bezug auf die eNOS Enzym Aktivitat immer noch signifikant, jedoch
wesentlich schwacher ausgepragt (Abb. 36). Wahrend Merlot Wein die Enzymaktivitat etwa 3-fach
verstarkte, bewirkte der Saft eine 2,5-fache Verstarkung (2,6-fach fiir Syrah Wein gegen 2,1-fach fur
Saft).
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Abb. 36: TSPE erhohen die Aktivitat des eNOS Enzyms in geringerem MaRe als RWPE.

EA.hy926 Zellen wurden mit TSPE oder RWPE wie in der Abb. angegeben fiir 20 h stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als
Positivkontrolle. Der Versuch wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefihrt. Die L-Citrullin Produktion wurde
quantifiziert und auf die Produktion unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen.

Die Balken zeigen Mittelwerte + Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren
signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni). Rauten zeigen
signifikante Unterschiede zwischen Wein und Saft fur 600 pg / ml, # P<0,05, ## P<0,01 (t-Test).
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2.24 Einflu83 von Resveratrol und anderen Reinsubstanzen auf die eNOS Enzym Aktivitét
Resveratrol zeigte einen konzentrationsabhangigen Einflul auf die Aktivitat des eNOS Enzyms. Ab 20
MM verursachte es einen signifikanten Anstieg mit einem Maximum bei 50 uM (3,4-fache Erhdéhung).
Die Tendenz zu einer ansteigenden Enzymaktivitat zeigte sich bereits ab 10 yM, war jedoch nicht
signifikant im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 37).

Die stellvertretend fir die anderen im Rotwein enthaltenen Substanzgruppen getesteten
Verbindungen, das Flavonol Quercetin und das Anthocyanidin Delphinidin, zeigten keinen Effekt in

90-93

den verwendeten Konzentrationen. In Anlehnung an ihre Konzentration im Rotwein wurden sie

jeweils 1 und 10 uM eingesetzt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 37: Resveratrol erhoht die eNOS Enzym Aktivitat.

EA.hy926 Zellen wurden mit steigenden Resveratrolkonzentrationen (3-50 yM) fir 20 h stimuliert. PMA (2 nM, 24 h) diente als
Positivkontrolle. Der Versuch wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefihrt. Die L-Citrullin Produktion wurde
quantifiziert und auf die Produktion unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen. Die Balken zeigen Mittelwerte + Standardfehler
aus vier unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, *
P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 (ANOVA/Bonferroni).

2.2.5 Zeitabhéngigkeit der Enzymaktivierung
Ursache flr eine erhdhte Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin kbnnen

a) erhdhte eNOS Enzymmengen oder

b) erhdhte enzymatische Aktivitat der vorhandenen Enzymmenge sein.
Beide Effekte konnen sich Uberlagern. Um abschatzen zu kénnen, ob bei der Wirkung der RWPE
akute Enzym aktivierende Effekte beteiligt sind, wurde ein Zeitverlauf der Enzymaktivitat vermessen.
Effekte, die allein auf eine hdhere Aktivitat vorhandener Enzymmengen zuriickzuflihren sind, treten
meist sehr schnell ein®. Transkriptionelle Vorgange dagegen bendtigen mehrere Stunden. Nach
Stimulation mit RWPE stieg die eNOS Protein Aktivitat zeitabhangig an und erreichte ihr Maximum
nach 12 h Stimulation.
Um noch zu priifen, ob die beobachteten Effekte eNOS bedingt sind, wurde der irreversible eNOS

Hemmer NG-amino-L-arginin (NAA) eingesetzt. Die erhohte Aktivitat der eNOS wurde durch eine
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viertelstiindige NAA-Vorbehandlung (200uM) vor Zugabe des radioaktiven L-Arginins vollstandig,

sogar leicht unter das Niveau unbehandelter Kontrollzellen gehemmt (Abb. 38).
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Abb. 38: Der erh6hte Umsatz von L-Arginin zu L-Citrullin ist zeit- und eNOS-abhangig.

EA.hy926 Zellen wurden mit 600 ug / ml RWPE (Merlot Nr. 3) 1 bis 20 h behandelt. Der irreversible eNOS-Hemmer N®-amino-
L-arginin (NAA) wurde in einer Konzentration von 200 uM 15 min vor Zugabe des radioaktiven Arginins appliziert. Der Versuch
wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Die L-Citrullin Produktion wurde quantifiziert und auf die
Produktion unbehandelter Kontrollzellen (Ko) bezogen. Die Balken zeigen Mittelwerte + Standardfehler aus vier unabhangigen
Experimenten in Triplikaten. Sterne markieren signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle, * P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001 (ANOVA/Bonferroni).

2.3  Einfliisse auf die eNOS Proteinexpression

2.3.1 RWPE und TSPE steigern die eNOS Enzymexpression

Um zu zeigen, dal® unter dem Einflud der Rotweinpolyphenole eine vermehrte Expression des eNOS
Proteins die Folge erhdhter Promotor Aktivitdt und Hauptursache des vermehrten Umsatzes von
Arginin zu Citrullin ist, wurde der EinfluR zweier untersuchter RWPE auf die Menge des eNOS
Proteins in behandelten Zellen mittels Western Blot bestimmt. Der Effekt von TPE sollte wiederum mit
dem der RWPE verglichen werden. Es stellte sich heraus, dal TSPE die eNOS Proteinmenge in
vergleichbarem Mal wie RWPE dosisabhangig erhdhen konnten. Abb. 39 zeigt einen reprasentativen
Blot.
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Abb. 39: RWPE und TSPE verursachen einen Anstieg der eNOS Proteinmenge.

EA.hy926 Zellen wurden mit 300 und 600 pg / ml RWPE bzw. TSPE 20 h lang inkubiert oder blieben unbehandelt (Ko). PMA
(2 nM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Danach wurden die Zellen lysiert und der Western Blot wie in Material und Methoden
beschrieben durchgefiihrt. Die Abb. zeigt einen reprasentativen Blot aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten.

2.4  Einfliisse auf die eNOS vermittelte NO Produktion

2.4.1 Einflu von RWPE auf die eNOS vermittelte NO Produktion

Die Messung des unter dem Einflu@ von RWPE freigesetzten NO erwies sich als schwierig. Die
MeRwerte aus Uberstdnden RWPE stimulierter Zellen schwankten meist stark. Bei manchen
Extrakten war Uberhaupt keine Erhéhung oder gar eine Verminderung der NO Freisetzung in den
Zelliberstand zu sehen. Grund dafir sind Eigenfluoreszenzen der RWPE und ihre
Radikalfangereigenschaften (siehe auch Diskussion). Diese Eigenschaften variieren von Extrakt zu

Extrakt und sind fur die uneinheitlichen Ergebnisse verantwortlich.

2.4.2 Einflu8 von Resveratrol und anderen polyphenolischen Reinsubstanzen auf die eNOS
vermittelte NO Produktion

Bekannte Einzelverbindungen aus Rotwein wurden als Reinsubstanzen gekauft und ihr Einflu® auf die
NO Produktion von EA.hy926 Zellen getestet. Entsprechend der Konzentrationen, in denen sie in
RWPE anzunehmen sind, wurden sie jeweils 1 und 10 yM eingesetzt. (in Anlehnung an89'93)

Weder Resveratrol, noch dessen Derivate Piceid, Astringin, Rhapontin und Isorhapontin erhéhten in
diesen Konzentrationen die NO Produktion in Endothelzellen. Auch nach der Stimulation mit
Quercetin, sowie Delphinidin-, Malvidin- und Cyaninchlorid kam es in diesen Konzentrationen nicht zu
einer vermehrten NO-Freisetzung. Um die Mdoglichkeit eines Synergismus von Substanzen aus
unterschiedlichen Substanzgruppen zu untersuchen, wurden Gemische aus Resveratrol, Quercetin
und Delphinidinchlorid in unterschiedlichsten Konzentrationen zwischen 1 und 20 pyM auf EA.hy926

Zellen gegeben. Auch bei diesen Versuchen war keine erhéhte NO Produktion festzustellen.
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V Neue Methoden zur Detektion von NO: Anwendung der
CARS Mikroskopie zur Detektion von NO in lebenden
Zellen

1 Vorteile der CARS Mikroskopie lebender Zellen
CARS ist die Abkurzung flr Coherent Antistokes Raman Spectroscopy.

Im Gegensatz zu gangigen Farbemethoden der Histologie oder der Konfokalmikroskopie, die einzelne
Molekiile oder Zellbestandteile sichtbar machen sollen, kommt die CARS Mikroskopie ohne eine
vorbereitende Behandlung der Proben aus.

Der Kontrast zwischen dem CARS Signal des Zielmolekils und dem des Hintergrundes beruht rein
auf schwingungsspektroskopischen Eigenschaften des Zielmolekiils. Es ist also nicht nétig, die
Zielmolekile, etwa durch Reaktion mit einem Farbstoff, zu markieren. Der Farbstoff stellt im
biologischen System immer einen Fremdkdrper dar. Das Einbringen des Farbstoffes in die Zelle kann
bereits ausreichen, um physiologische Vorgange zu beeinflussen. Es ist nicht sicher, ob markierte
Molekile in Zellen weiterhin ihre natlrliche Funktion wahrnehmen kénnen. Meist ist es nétig, die
Zellen vor der Farbung zu fixieren. Dann ist nur eine Momentaufnahme des Zustandes der Zelle zum
Zeitpunkt der Fixierung maoglich.

Bei der CARS Mikroskopie werden gegenilber diesen Methoden die zu untersuchenden Molekiile
direkt detektiert. Man kann so Vorgange in lebenden Zellen raumlich aufgeldst in Echtzeit verfolgen.
Der Nachweis der NO Produktion in lebenden Zellen stellt ein wichtiges biologisches Problem dar. Die
bisher dafiir zur Verfligung stehenden Methoden® (ESR, Elektrochemische Methoden, Detektion mit
Farbstoffen) weisen alle Mangel auf (ESR kann NO nicht in den Zellen detektieren, Reaktionen mit
Farbstoffen missen vor der Detektion ablaufen, Farbstoffe zur intrazellularen NO-Detektion reagieren
auch auf lonenstrome usw.). Deshalb ist die Entwicklung einer neuen Methode zur Detektion und
Quantifizierung von NO in lebenden Zellen ohne weitere Behandlung wichtig. CARS Mikroskopie stellt
einen vielversprechenden Ansatz dar, der es ermdglichen kénnte, bestehende Fragestellungen mit

ganz neuen Strategien zu bearbeiten.
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2  Theoretischer Hintergrund der CARS Mikroskopie

2.1 Physikalischer Hintergrund

2.1.1 Kurze Ubersicht iiber die Prinzipien der Lichtstreuung

Trifft Energie in Form von Licht auf ein Molekil oder Atom, so wird diese Energie absorbiert. Das
Molekul geht in einen angeregten Zustand Uber. Dieser Vorgang ist von verschiedensten

Spektroskopiemethoden her bekannt. Abb. 40 zeigt diesen Energietibergang in einem Termschema.

EAN

x Angeregte Zustdnde

hxf=AE
—_—

Grundzustand

Abb. 40: Energielibergang bei der Anregung eines Molekiils durch Lichtabsorption

Ist die Energie des Photons ungleich einer moglichen Differenz zwischen zwei Energieniveaus des
Molekuls oder Atoms, wird das Photon nur ,versuchsweise® absorbiert. Das Molekul oder Atom wird
dabei in einen virtuellen Zustand angeregt. Dieser Ubergang ist jedoch nicht erlaubt, das Photon wird
sofort wieder emittiert und das Molekil kehrt in den Grundzustand zurlick. Dabei andert sich die
Flugrichtung des Photons, das Licht wird elastisch, d.h. ohne Anderung der Energie, gestreut. Diese

Streuung wird als Rayleighstreuung bezeichnet (Abb. 41).

E A

——=---a-r------- virtuelles Energieniveau

Grundzustand

Abb. 41: Termschema der Rayleighstreuung

Manchmal kann man bei der Aufnahme eines Spektrums des gestreuten Lichtes zusatzlich zur

Wellenlange des Anregungslichtes weitere Spektrallinien beobachten. Diese kommen durch
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inelastische Streuung zustande. Eine Art der inelastischen Streuung ist die Raman Streuung. Dabei
kehrt das Molekil nach der Anregung in ein virtuelles Niveau nicht in den Grundzustand zurtck,
sondern in einen angeregten Energiezustand. Das so gestreute Licht ist nun um den Betrag
energiearmer, der dem energetischen Abstand zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand
entspricht. Die Wellenlange A wird grofer. Man spricht von einer Rotverschiebung. Befand sich das
Molekill zu Beginn des Vorganges bereits in einem angeregten Zustand, kann es nach Anregung in
ein virtuelles Niveau in den Grundzustand zurlickfallen, die Energie des emittierten Lichtes ist nun
gréRer als die des Anregungslichtes, seine Wellenlange A kleiner. Nun liegt eine Blauverschiebung
vor. Diese Ubergadnge nennt man im ersten Fall Stokes-Ubergang, im zweiten Antistokes-Ubergang
(Abb. 42).

E AN EAN
il Saliy Il virtuelles Energieniveau | -—--—---g-~—7-—-~-—---
h x f, hxf, hxf, : thZE
Angeregter Zustand
Grundzustand
Stokes: A, <A, Antistokes: A; > A,

Abb. 42: Termschema der Raman Streuung

Fir das Verstandnis des CARS Prozesses ist es wichtig zu wissen, daf} nicht nur Molekulibergange
von niedriger energetischen Zustanden in héher energetische Zustadnde durch die Einstrahlung von
Licht der entsprechenden Wellenlange (=Energie) ausgeldst werden koénnen, sondern auch

umgekehrte.

2.1.2 Theorie des CARS Prozesses

Beim CARS Prozel wird zunachst durch einen Laserpuls der Wellenlange A, das zu untersuchende
Molekil in ein virtuelles Energieniveau angeregt. Ein zweiter Laserpuls der Wellenlange A, stoft
zeitgleich das Zurickfallen aus diesem virtuellen Energieniveau in ein existentes, angeregtes
Energieniveau an. Dieser Vorgang ist der gleiche, den wir bei der Stokes Ramanstreuung
kennengelernt haben. Aus diesem angeregten Energiezustand wird das Molekil jetzt noch einmal
durch den Laser der Wellenlange A in ein héheres virtuelles Energieniveau angehoben. Aus diesem
kehrt es dann in den Grundzustand zurlick und emittiert, wie bei der Antistokes Ramanstreuung Licht
der Wellenlange A;. Die Anregung dieser Prozesse durch die entsprechend aufeinander abgestimmten
Laserpulse flhrt zu einer wesentlichen Erhéhung der Signalintensitat im Vergleich zu einer spontanen

Ramanstreuung. Detektiert wird das emittierte Licht der Wellenlange A;. (siehe Abb. 43)
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virtuelle Energieniveaus

s e

Angeregter Zustand

Grundzustand

Energielibergidnge bei CARS

Abb. 43: Termschema des CARS Prozesses

Die Energie des emittierten Lichtes ist nach Abb. 43 gleich: E;=2 x E; — E».

Die Wellenlangen A1 und A, mussen bei der CARS Mikroskopie so gewahlt werden, daf} die Differenz
der Energie der beiden Laserstrahlen der Energiedifferenz zwischen angeregtem Zustand und
Grundzustand des Molekils entspricht: E; — E; = AEA.

Energie und Wellenlange des Lichtes stehen nach Gleichung 1 untereinander in Beziehung:

E = h£ (Gleichung 1)

A
Aus Abb. 43 ist leicht ersichtlich, dal die Energie des detektierten Lichtes der Wellenlange A; héher
sein mul} als die der beiden Laserstrahlen der Wellenlange A4 und A,. Nach Gleichung 1 muf A;
folglich kleiner sein als A; und A,. Deshalb kommt es zu keinen Uberlagerungen des CARS Signals mit
etwa gleichzeitig ablaufenden Fluoreszenzprozessen. Bei der Fluoreszenz ist die
Emissionswellenlange immer gréRer als die Anregungswellenlange (hier A; oder A,).
Wie oben bereits beschrieben, mul die Auswahl der Wellenlangen A; und A, so getroffen werden, dal}
die daraus resultierende Energiedifferenz der Energiedifferenz des angeregten Zustandes und des
Grundzustandes des detektierten Molekils entspricht. Diese Energiedifferenz kann z. B. ein
charakteristischer Schwingungszustand des Molekils sein und erlaubt somit die Einstellung des
Systems auf die selektive Detektion bestimmter Verbindungen.
Macht man die Laserpulse sehr kurz, etwa im Femtosekundenbereich, kann die Leistung der Pulse
und damit auch die Signalausbeute recht hoch sein, ohne dal} die Zellen Schaden nehmen. Fir die
Beschadigung der Zellen ist die aufgenommene Energie wahrend der Messung ausschlaggebend.
Diese ist bei der Verwendung kurzer Laserpulse sehr gering, da die meiste Zeit der Messung kein
Impuls auf die Zellen trifft. Der von uns verwendete Laserpuls 1 hatte eine Dauer von 200 x 107 s.
Die Repetitionsrate lag bei 250kHz, das heil3t pro Sekunde erfolgten 250.000 Pulse. Die Zellen waren

also wahrend einer Sekunde der Messung nur insgesamt 5 x 10 s einer Bestrahlung ausgesetzt.
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Ein weiterer Vorteil extrem kurzer Laserpulse ist die verbesserte raumliche Auflésung und die
Moglichkeit der Detektion in Vorwartsrichtung®.
In biologischem Zusammenhang wurde bisher nur die Abbildung ganzer Zellen durch CARS

Mikroskopie gezeigt™.

2.2 Aufbau des CARS Experimentes

Die nétigen Einzelteile der Versuchsanordnung (Abb. 44) sind im wesentlichen
1. ein optisches System zur Erzeugung sehr kurzer Laserpulse, die die Energielibergange im
Molekill anregen
2. ein umgebautes Mikroskop mit zwei Objektiven: durch eines unterhalb der Probe werden die
beiden Laserpulse zeitgleich in die Probe fokussiert, durch ein zweites darliber wird das
emittierte CARS Signal aufgefangen. Der Objekttrager mit der Probe kann zum Abtasten der
Probe dreidimensional apparativ verfahren werden
ein Photomultiplier zur Quantifizierung des CARS Signals
ein Computer mit entsprechender Software zur Auswertung des Signals und Umsatz in eine
Zeitkurve oder ein Falschfarbenbild.
Die von uns verwendeten Laserpulse hatten eine Leistung von ca. 200 yW und eine Repetitionsrate
von 250 kHz. Laserpuls 1 dauerte 200 fs, Laserpuls 2 100 fs. Die Detektion des CARS Signals war mit

den Laserpulsen so gekoppelt, da nur dann Signal detektiert wurde, wenn auch ein Laserpuls auf die

Probe traf. ,

AR i | m
CARS Signa I Photomultiplier | F
Objektiv

Probe Miroskop
Objektiv

Laserpuls 1

N—— Laserpuls 2

Abb. 44: Schematischer Aufbau des CRAS Experiments

Der Abstand zwischen den beiden Objektiven mufite sehr gering sein. Der verbleibende Platz fiir eine
Probe betrug nur noch ca. 0,9 mm. Wir brachten die untersuchten Lésungen oder Zellen deshalb in
einer selbst aus einfachen Mitteln entworfenen Probenkammer in den Strahlengang. Die Kammer
bestand oben und unten jeweils aus einem 24 x 60 mm grof3en Deckglas. Dazwischen befand sich als

Abstandhalter ein Streifen Doppelklebeband. In diesen wurde mit einem Locher ein Loch gestanzt, um
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die Probe aufzunehmen. Sollten Lésungen zugegeben werden, so wurde ein Kanal aus dem
Doppelklebeband ausgeschnitten. Tropft man auf der einen Seite Lésung zu und saugt auf der
anderen mit einem Papiertuch ab, so kann zerstérungsfrei wahrend der Messung die Flissigkeit

zwischen den Deckglasern ausgetauscht werden (Abb. 45).

Abb. 45: Aufbau der Probenkammer

Das Detektionsvolumen und damit die rdumliche Aufldsung betrug 0,5 pms.
Die Nachweisgrenze hangt vom Ramanquerschnitt des Zielmolekiils ab und liegt bei ca. 10.000
Molekilen des untersuchten Stoffes in diesem Volumen, das entspricht einer lokalen Konzentration

von etwa 35 pM.

3  Experimente zur Anwendung der CARS Mikroskopie zur Detektion
von NO

Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Andreas Zumbusch, Frau Dr. Annika

Enejder, Herrn Dr. Thomas Hellerer und Herrn Dipl. Chem. Ondrej Brukacky am Lehrstuhl fir

Physikalische Chemie der LMU Minchen bei Herrn Professor Dr. C. Brauchle durchgefihrt.

Die hier vorgestellten Ergebnisse wurden auch im Rahmen der Diplomarbeit von Herrn Dipl. Chem.

Ondrej Brukacky verdffentlicht''®.

3.1 Nachweis der Spektralen Selektivitat: Darstellung von Zellen

Der Nachweis von NO durch CARS ist sehr schwierig, da NO einen sehr kleinen Ramanquerschnitt
hat. Das heil3t, das CARS Signal von NO ist sehr schwach.

Um zunachst einmal zu sehen, ob das CARS Signal auch spektral selektiv von den Zielmolekiilen
stammt, unternahmen wir den Versuch, Zellen abzubilden. Zellen lassen sich gut anhand der
Wellenlidnge der C-H Streckschwingung bei 2900 cm™ abbilden. C-H Bindungen kommen in Zellen
sehr haufig vor, vor allem in Zellmembranen.

EA.hy926 Zellen wurden fiir den Versuch auf Deckglaschen geziichtet. Diese mit Zellen bewachsenen
Deckglaschen wurden als Boden unserer Probenkammer verwendet und in das Loch im Klebeband
ein Tropfen Zellkulturmedium gefillt. Die Wellenlangen der Laserpulse wurden auf die C-H
Streckschwingung eingestellt und die Probenkammer in den Strahlengang gebracht. Wie erwartet
sieht man deutlich, daf} das Signal dort, wo sich Membranen in den Zellen befinden, am starksten ist

(von rot nach gelb ansteigend, Abb. 46).
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3355cm-1 3253cm-1 3154cm™! 3055cm-™!

ellkern
Zellmembran

Abb. 46: Darstellung von EA.hy926 durch CARS Mikroskopie:

Aufgenommen wurden die Zellen bei der Wellenlange der C-H Streckschwingung (2900 cm™). Je stérker das CARS Signal ist,
desto heller erscheint die Falschfarbenaufnahme. Verschiebt man die Wellenlange eines Lasers, so dal® der Abstand der
Wellenlangen nicht mehr zur C-H Streckschwingung pafdt, wird das CARS Signal und der Kontrast zum Hintergrundsignal
schwacher.

Sehr schon ist an dieser Melireihe zu sehen, dall das CARS Signal schwacher wird, je mehr man die
Wellenlangendifferenz der beiden Laserpulse von 2900 cm™ wegijustiert. Je weiter man sich von der
Wellenlange der C-H Streckschwingung nach unten oder oben entfernt, desto schlechter wird auch
der Kontrast zum Hintergrund, bis er véllig verschwindet (3355 cm™). Diese Beobachtung zeigt, daf
das gemessenen CARS Signal auch wirklich von C-H Bindungen in Molekulen in den Zellen stammt.

Es wurden selektiv diese C-H Bindungen gemessen.

3.2  Darstellung der rédumlichen Auflésung: Mikroskopie eines Presslings aus
Kaliumbromid mit Nitroprussid-Na Kristallen

Nachdem der Vorversuch zur Darstellung von ganzen Zellen die Selektivitat der Methode gut gezeigt
hatte, ndherten wir uns unserem Zielmolekil NO. Zunachst sollte gezeigt werden, dall auch NO
spektral selektiv vom Hintergrundsignal getrennt meRbar ist. Zu diesem Zweck wurde ein KBr
Pressling wie zur IR Spektroskopie angefertigt, in den einzelne Kristalle von Natriumnitroprussid
eingeprefl’t waren. Nitroprussid, [Fe(CN)5NO]2' enthalt NO Komplex gebunden. Wir nahmen einen
solchen Pressling bei der typischen Wellenlange der N-O Schwingung von 1880 cm™ auf. Was jedoch

wegen zu groflder spektraler Nahe detektiert wurde, war vermutlich die Fe-NO Bande. Diese erscheint
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im Raman Spektrum bei 1943 cm™ und konnte zum damaligen Zeitpunkt aus physikalischen Griinden
noch nicht eindeutig von der NO Schwingung getrennt werden. Der KBr Hintergrund blieb voéllig
unsichtbar. Die Stellen, an denen sich Nitroprussidkristalle im Pressling befanden, lieferten ein

deutliches, raumlich abgegrenztes Signal (Abb. 47).

Abb. 47: Nitroprussid-Na in KBr verpreft.
Das Bild zeigt einen Ausschnitt einer CARS Aufnahme bei 1880 cm™'. Je stérker das CARS Signal ist, desto heller erscheint die
Falschfarbenaufnahme. Deutlich sind die Nitroprussid Kristalle zu sehen.

3.3  Messung der zeitabhdngigen NO Freisetzung aus Nitroprussid-Na in Lésung
Nach der Messung einer NO Schwingung im festen Pressling sollte versucht werden, NO in Ldsung
zu detektieren. Ein erster Ansatz war, den Zeitverlauf der NO Freisetzung aus Nitroprussid-Na zu
verfolgen. Nitroprussid zerfallt unter Einwirkung von UV Licht zu [Fe(CN)sH,0]> und NO®" %,

Um zunachst eine Vorstellung von der Kinetik der Reaktion zu erhalten, wurde die NO Menge, die
nach UV Bestrahlung zeitabhangig aus Nitroprussid-Na freigesetzt wurde, photometrisch bestimmt.
Grundlage der photometrischen Bestimmung war die Reaktion von NO mit Sulfanilsaure und N-(1-
Naphthyl)-ethylendiamin (NEDD) unter Gegenwart von Luftsauerstoff zu einem orangefarbenen
Azofarbstoff. Dessen Absorptionsmaximum liegt bei 496 nm. Diese Reaktion ist unter dem Namen

Griess-Reaktion allgemein bekannt™ (siche Abb. 48).

+ + ’ \ /T \
H0354©7NH2 NO, O N\H NH, ey, .035‘_©_4N=N NH,
l O H

Sulfanilsdure N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin Azofarbstoff, orange

Abb.48: Reaktionsgleichung der Griess-Reaktion
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Zur Bestimmung der Kinetik der NO Freisetzung aus Nitroprussid wurde ein Raktionsansatz der

folgenden Zusammensetzung hergestellt:

Nay[Fe(CN)sNO] 1% (m/m) in H,O 100
Sulfanilsaure 1% (m/m) in 5% H3PO, 90 ul
NEDD 0,1% (m/m) in H,O 90
H,O ad 600 pl

Der Ansatz wurde in eine Kuvette gefllt und mit UV Licht der Wellenlange 396,5 nm bestrahlt. Nach
der Bestrahlung wurde die Absorption der Lésung bei 496 nm Uber die Zeit verfolgt. Die Freisetzung
von NO aus Nitroprussid folgte einer Kinetik erster Ordnung mit der Reaktionsgeschwindigkeit t; =

37,9 s (Abb. 49).
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Abb. 49: Kinetik der NO Freisetzung aus Nitroprussid.
Eine Nitroprussid-L6sung wurde mit UV Licht bestrahlt und die Freisetzung von NO aus Nitroprussid-Na mit der Griess Reaktion
photometrisch bestimmt

Der gleiche Ansatz wurde nun in die Probenkammer eingebracht und die Freisetzung von NO im
CARS Mikroskop bei einer Einstellung auf 1881 cm™ bestimmt. Erstaunlicherweise ergab sich keine
Zunahme des Signals. Statt dessen wurde eine Abnahme beobachtet. Die Erklarung liegt darin, daf}
wieder, wie im Pressling auch, statt der N-O Schwingung bei 1880 cm™ die Fe-NO Schwingung bei
1943 cm™ detektiert wurde. Es wurde also nicht die Freisetzung von NO Uber die Zeit aufgezeichnet,
sondern der Zerfall des Nitroprussid Komplexes. Die ermittelte Reaktionszeit von 38,8 s palit jedoch

gut zu der in der Griess Reaktion ermittelten (Abb. 50).
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Abb. 50: Kinetik des CARS Signals der NO Freisetzung aus Nitroprussid.
Eine Nitroprussid-Losung wurde mit UV Licht bestrahlt und die Freisetzung von NO aus Nitroprussid als CARS Signal Uber die
Zeit verfolgt.

3.4  Messung der zeitabhdngigen NO Freisetzung aus NOC-9 in Lésung

Nitroprussid erwies sich nach den oben gezeigten Beobachtungen als NO Donor auf Grund der
spektralen Nahe der Fe-NO Schwingung fir uns als unpraktikabel.

Fir die weiteren Versuche entschieden wir uns daher fir die Verwendung des NO Donors NOC-9 aus
der Gruppe der sogenannten NONOate. Die Freigabe von NO aus diesen Verbindungen erfolgt
abhangig vom pH Wert der Lésung mit definierter Halbwertszeit nach der allgemeinen Gleichung
R-[N(O)NOJ + H" — R-H + 2NO'®.

CHNH(CH )5 /0

N— N\\
HC NO-

Abb. 51: Strukturformel von NOC-9

Die Halbwertszeit von NOC-9 betragt 2,7 min.

NOC-9 wurde in einer Konzentration von 250 mM bei einem pH Wert von 14 in 10 mM NaOH geldst.
Bei diesem pH Wert ist es stabil. Zu Beginn der Messung wurde die NOC-9 Lésung 1:10 mit PBS
gemischt, um den pH Wert auf 7,4 zu erniedrigen. Dann wurde wieder die Freisetzung von NO bei der
Einstellung der Laser auf 1880 cm” verfolgt. Vom gemessenen Signal (Abb. 52, kleines Insert) wurde
der Hintergrund von 3114 Counts abgezogen. Wie erwartet ergab sich zunachst ein Anstieg in der
Intensitat des CARS Signals, der dann in einen Abfall Uberging. Dieser war durch die Reaktion von
NO mit Sauerstoff in der Lésung bedingt (Abb. 52).
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Abb.52: Freisetzung von NO aus NOC-9.

Durch mathematische Behandlung der Uberlagerung von NO Freisetzung und Zerfall ergaben sich fiir
die Freisetzung eine Halbwertszeit von 3,2 min und flr den Zerfall 3,4 min. Die Halbwertszeit der NO
Freisetzung entspricht annadhernd der erwarteten von 2,7 min. Der Zerfall erscheint im Vergleich zur
Literatur'®" sehr langsam.

Leider lief3 sich diese aulerst vielversprechende Messung nicht reproduzieren.

3.5 Darstellung der NO Bildung in Zellen

Nachdem Vorversuche zur Messung von NO ermutigend verlaufen waren, sollten nun erste
Erfahrungen in lebenden Zellen gesammelt werden. Um die Aufgabe leichter zu machen, wurden
zunachst Zellen verwendet, die Uber die induzierbare NO-Synthase (iNOS) gréRere Mengen (im uM
Bereich) an NO produzieren kénnen als endotheliale Zellen (im nM Bereich)”.

Zum Versuch wurden RAW 264.7 Mausmakrophagen auf Deckglaschen ausgesat. Die Deckglaschen
wurden wieder wie bei den Versuchen mit EA.hy926 beschrieben zu einer Probenkammer
zusammengesetzt. In das Loch im Klebeband wurde Medium gegeben. Als Stimulus der NO
Produktion wurde Lipopolysaccharid (LPS, aus E. coli, Sigma, Deutschland) verwendet'®. LPS wurde
in einer Konzentration von 100 ug / ml in H,O geldst und als Stocklésung bei -20°C aufbewahrt. Zur
Stimulation der Zellen wurde es 1:100 zum Medium pipettiert, so dall die Endkonzentration 1 ug / ml
betrug. Es wurden nicht, wie in der Biologie Ublich, LPS vorstimulierte Zellen verwendet, sondern die

Zellen wurden erst zu Versuchsbeginn mit LPS stimuliert. In diesem Stadium der Versuche war es
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leichter, Veranderungen im Signal zu beobachten, als ein gleichbleibendes Signal als NO zu
identifizieren. Die Probenkammer mit den Zellen wurde dann in das Mikroskop eingebracht und das
NO Signal bei 1880 cm’” aufgenommen. Zeitabhangig konnte eine Signalverstarkung in einzelnen
Zellen beobachtet werden (Abb. 53). Diese begann nach etwa 2 h. Nach etwa 4 h muf3te das
Experiment abgebrochen werden, weil die Zellen starben. Grund dafiir war die fehlende Mdéglichkeit,
die Zellen wahrend der Messung auf 37°C zu halten und das aullerst geringe Medienvolumen in der

Probenkammer.

Abb. 53. CARS Signal in RAW 264.7 Mausmakrophagen.

Die Zellen waren etwa 3 h mit 1ug / ml LPS stimuliert. Das NO Signal wurde bei 1880 cm™ aufgezeichnet. Die Zelle oben rechts
(siehe auch Ausschnitt) schien bereits ab 2 h Stimulationszeit NO zu produzieren. Das Signal stieg kontinuierlich an, bis die
Zellen nach etwa 4 h starben. Die Falschfarbenaufnahme erscheint um so heller, je starker das CARS Signal ist.

Bis zur Anwendung der Methode zur NO Detektion an Endothelzellen miissen noch einige technische
Verbesserungen vorgenommen werden. Die ersten Versuche in dieser Richtung wurden bereits

unternommen.
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VI Diskussion

1 Einflud von Sojaisoflavonen auf die eNOS

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, da die Sojaisoflavone Formononetin und Biochanin A,

sowie deren Metabolite'®

Daidzein und Genistein in Konzentrationen von 1 und 10 yM die Aktivitat
des menschlichen eNOS Promotors in der EA.hy926 Endothelzellinie nach 20 h Inkubation signifikant
(> 2-fach) erhdhen.

Die naturlich in der Pflanze vorliegenden Isoflavone Formononetin und Biochanin A hatten jedoch
keinen Einfluld auf die Aktivitat des eNOS Proteins. Genistein, das im Kérper aus Biochanin A gebildet
wird'®, erhohte sowohl die eNOS Enzymaktivitdt als auch die NO Freisetzung nach langerer
Inkubation (48 bis 96 h) (etwa 1,7-fach). Bei Inkubation bis 20 h hatte es keinen Effekt. Ein tendenziell
ahnliches Verhalten zeigte der Formononetin-Metabolit Daidzein. Die Veranderungen waren jedoch
statistisch nicht signifikant.

Formononetin bewirkte zwar eine erhéhte NO Freisetzung in den Zelliberstand, aus den folgenden
Grinden ist diese Beobachtung jedoch anzweifelbar: Das gebildete NO wird durch die Reaktion mit
einem Fluoreszenzfarbstoff, DAF-2 (siehe Material und Methoden) quantifiziert. Die Emissionsmaxima
des gebildeten DAF-2T Uberschneiden sich mit der Eigenfluoreszenz von Formononetin. Deshalb
kann trotz intensiver Waschschritte nicht sicher davon ausgegangen werden, daf® nicht minimale
Reste von Formononetin auf den Zellen falschlicherweise mitbestimmt wurden. Flr keines der
untersuchten Isoflavone konnte nach 20-96 h Stimulation ein EinfluR auf eNOS-mRNA- und
Proteingehalt nachgewiesen werden.

Die vermehrte NO Produktion sollte zur Bestatigung an humanen Primarzellen des Endothels der
Nabelschnurvene (HUVECSs) reproduziert werden. Dies gelang jedoch nicht. HUVECs produzieren
generell weniger NO als EA.hy926 Zellen. Wegen individuellen Unterschieden der Primarkulturen
schwanken die Ergebnisse bei HUVECs von Charge zu Charge sehr stark. Der zu erwartende Anstieg
der NO Produktion nach Genisteinbehandlung ist nur sehr gering und kann in HUVECs nicht von
naturlichen Schwankungen unterschieden werden.

Die beobachteten Effekte waren durch den Estrogen Rezeptor (ER) Antagonisten ICI 182,780 nicht
hemmbar. Als Vergleich eingesetztes 17-B-Estradiol hatte in den verwendeten Konzentrationen (1-
30 nM) weder auf EA.hy926 Zellen noch auf HUVECSs einen signifikanten EinfluR. Lediglich nach 72 h
Inkubation mit 10 nM 17-B-Estradiol zeigte sich eine leichte signifikante Steigerung der eNOS
vermittelten NO Produktion in EA.hy926.

In der Literatur finden sich mehrere in vivo Studien, die einen positiven Einflul} von Sojaisoflavonen
auf das Herz-Kreislauf-System nahelegen*" ***". In dieser Studie wurde jedoch zum ersten Mal eine
direkte Wirkung von Genistein auf die menschliche eNOS nachgewiesen. Die erhobenen Daten flhren
zu der Annahme, dal} es hauptsachlich die im Kdrper gebildeten Metabolite sind, die die Effekte am
menschlichen Endothel vermitteln.

Sojaisoflavone sind bereits seit langerem als sogenannte Phytoestrogene bekannt'®. Sie kénnen an

den Estrogen Rezeptor (ER) binden und auch ER vermittelte Signalwege aktivieren® '%'%. Sie
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unterscheiden sich aber wesentlich in ihrer Affinitdt zu den verschiedenen Subtypen des ER.
Genistein bindet stark an den ERB, etwa mit 87% der Affinitdt von Estrogen. An den ERa bindet es
dagegen nur mit 4% der Affinitdt von Estrogen. Daidzein bindet im Vergleich an beide Rezeptor
Subtypen nur recht schwach. (ERa 0,1% und ERB 05% der Bindungsaffinitat von Estrogen)48. Obwohl
im eNOS Promotor kein klassisches Estrogen Response Element zu finden ist, wurde flr Estrogen
gezeigt, dall es Uber den ER die Expression der eNOS steigern kann*’. Dariiber hinaus wurde (iber
vielfaltige Einfliisse von Estrogen auf das eNOS System in Kurz- und Langzeitstudien berichtet'®” "%,
Bei der Untersuchung der L-Citrullin Produktion und der NO Freisetzung aus Isoflavon-stimulierten
Zellen war Daidzein im Gegensatz zu Genistein nicht signifikant wirksam. Estrogen hatte dagegen in
einer Konzentration von 10 nM einen geringen Einflud auf die NO Produktion stimulierter EA.hy926
Zellen nach 72 h. Diese Befunde deuten auf eine Beteiligung des ER an der Wirkung der Isoflavone
hin. Gegen die Beteiligung des ER und der estrogenartigen Eigenschaften der Isoflavone spricht, daf’
in unseren Untersuchungen alle Isoflavone einen vergleichbaren Effekt auf den eNOS Promotor
zeigten. Ferner war weder die Erhdhung der eNOS Promotor Aktivitat noch der vermehrte Umsatz von
L-Arginin zu L-Citrullin und die vermehrte Freisetzung von NO in den Zelliberstand durch einen ER
Antagonisten hemmbar. 17-p-Estradiol selbst hatte keinen signifikanten Einflul auf die Aktivitat von
eNOS Promotor und Enzym. Es gibt darliber hinaus Berichte, die zeigen, dall EA.hy926 Zellen unter
estrogenfreien Kulturbedingungen, wie sie bei uns vorlagen, eine 46 kDa SpleilRvariante des ERa
exprimieren. Dieser verkirzte ER ist membranstandig und vermittelt nur begrenzt genomische Effekte.
Seine eigentliche Aufgabe ist die Vermittlung schneller, nicht genomischer Effekte® '®'"°. Das konnte
eine Erklarung fir die bei uns nur sehr schwach ausgepragten Effekte von Estradiol auf die eNOS
Expression und Funktion sein. Zusammengenommen sprechen die von uns erhobenen Daten eher
gegen einen ER vermittelten Mechanismus der erhéhten eNOS Expression unter dem Einflul® der
Sojaisoflavone.

Sumi und Ignarro konnten 2003 zeigen, dal® der menschliche Estrogenrezeptorahnliche-Rezeptor a1
(ERRa1) eine vermehrte Expression der eNOS bewirken kann'"". Bei ihren Experimenten mit Rinder-
Aorten-Endothelzellen wurde der ERRa1 vermittelte Effekt ebenfalls nicht durch ICI 182,780
gehemmt. Darliber hinaus sahen sie auch erst sehr spate Effekte auf die Proteinmenge (48-72 h).
Diese Beobachtungen legen ERRa1 als vielversprechenden Kandidaten fir die Signallbertragung der
Isoflavone nahe. Erste Experimente (Dr. Trish Willy, X-Ceptor Therapeutics, San Diego, USA;
unverdffentlichte Daten) lieferten jedoch keinen Anhaltspunkt, dal Genistein am ERRa1 angreifen
kann.

Eine weitere Eigenschaft, die Genistein von Daidzein unterscheidet, ist seine potente Wirkung als
Tyrosinkinase Hemmer''2. Die Phosphorylierung der eNOS an Tyrosinresten ist fiir deren Aktivitat von
Bedeutung. Man nimmt an, da® dadurch die Bindung regulatorischer Proteine an die eNOS beeinfluf3t
wird. Zusatzlich scheint Hsp90 an einem Tyrosinrest phosphoryliert zu werden. Hsp90 spielt eine
Rolle als Gerustprotein beim Zusammenfinden von eNOS und Akt. Die eNOS wird durch Akt an

177

Serin phosphoryliert und damit aktiviert”’. Fur die Tyrosinkinase cSrc wurde gezeigt, daf sie in

bestimmten Fallen an der Aktivierung der eNOS mafRgeblich beteiligt ist®" . Eine Hemmung der

90



Diskussion

Tyrosin Phosphorylierung kénnte also durchaus einen EinfluR auf die Aktivitat der eNOS haben.
Allerdings sollte Genistein als Tyrosinkinase Hemmer die eNOS Aktivitat vermindern. Statt dessen
zeigte es als einziges Isoflavon einen aktivierenden Effekt.

Einen Beitrag zur besseren Bioverfiigbarkeit von NO leisten sicher auch die antioxidativen

Eigenschaften der Sojaisoflavone® *°

. Ob diese jedoch mit ihrer transkriptionellen Aktivitat in
Verbindung gebracht werden koénnen, ist bis zur Durchflihrung weiterer Untersuchungen spekulativ.
Trotz der starken Erhéhung der eNOS Promotor Aktivitat durch alle vier untersuchten Verbindungen
konnte flr keine ein Einflul auf den eNOS mRNA Gehalt oder die eNOS Protein Menge in stimulierten
Zellen nachgewiesen werden. Die Methoden sind jedoch zu ungenau, um Veranderungen unterhalb
von Faktor 2 sicher nachzuweisen. Aus Beobachtungen in Experimenten mit Rotweinextrakten ist
zudem bekannt, daR die Anderung der Promotoraktivitdt meist wesentlich starker ausgepréagt ist, als
die nachfolgende Proteinexpression. Es waren also Veranderungen der mRNA- und
Proteinkonzentration unter dieser Grenze zu erwarten. Deshalb kann trotz negativer Befunde auf
mRNA und Proteinebene nicht ausgeschlossen werden, dall der beobachtete Effekt von Genistein
durch vermehrte eNOS Expression bedingt ist. Dafiir spricht auch die lange Inkubationszeit, die nétig
ist, um den Effekt herbeizufliihren, und das lange Anhalten der vermehrten NO Freisetzung. Die
Méoglichkeit, dall der vermehrten Promotoraktivtat keine vermehrte Proteinexpression folgt, muf
jedoch offen bleiben. Insbesondere, da durch Formononetin, Biochanin A und Daidzein, die ebenfalls
die Promotoraktivitat erhdhen, keine signifikanten Anderungen der eNOS Proteinaktivitat und der NO
Produktion vermittelt werden.

Ein Grund daflr kénnte im Aufbau des Experimentes selbst liegen. Zur Untersuchung der eNOS
Promotoraktivitat wurde ein Reportergenkonstrukt verwendet, das nur einen 3500 Basenpaare langen
Teil des menschlichen eNOS Promotors enthalt. Auf dem restlichen Abschnitt kdnnen weitere
regulatorische Sequenzen liegen, die die erhéhte Promotoraktivitat wieder relativieren. Eine weitere
Erklarung bestiinde darin, dal’ vermehrt transkribierte eNOS mRNA unter dem Einflu der Isoflavone
auch schneller degradiert wird. Das Ergebnis einer gesteigerten Transkription wirde damit
aufgehoben.

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen zusammengefaldt einen deutlichen Anstieg der Aktivitat des
humanen eNOS Promotors unter dem EinfluR der Soja Isoflavone Formononetin, Biochanin A,
Genistein und Daidzein. Genistein erhéht nach langen Stimulationszeiten von 48-96 h deutlich die
eNOS Enzymaktivitat und die NO Freisetzung durch EA.hy926 Zellen. Eine Beteiligung des ER an der
Vermittlung dieser Effekte ist unwahrscheinlich. Der genaue Mechanismus der Wirkung der

Sojaisoflavone bleibt Gegenstand zukinftiger Studien.
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2 Wein und Weininhaltsstoffe

2.1 Polyphenolextrakte aus dem Wein verstdrken eNOS Expression und Funktion
in Abhéngigkeit von Rebsorte und Anbaugebiet

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal systematisch gezeigt werden, dal} die Steigerung von eNOS
Expression und eNOS Enzymaktivitat durch RWPE® ™ von der verwendeten Rebsorte und der
geographischen Herkunft des Weines beeinflult wird. Durch Verwendung definierter Mengen isolierter
Polyphenolextrakte anstelle der Ausgangsweine konnte gezeigt werden, daf} die Unterschiede durch
das Inhaltsstoffmuster und nicht, wie von Wallerath et al.”® vermutet, durch den unterschiedlichen

Gesamtgehalt an Polyphenolen hervorgerufen werden.

2.1.1 RWRPE verstédrken eNOS Expression und Aktivitét in Abhdngigkeit von Rebsorte und
Anbaugebiet

In der Vergangenheit wurden bereits Versuche unternommen, um die Wirkungen verschiedener
Weine auf die eNOS Expression zu vergleichen® . Diese beschrankten sich jedoch auf eine sehr
begrenzte Anzahl verschiedener Weine.

Um eine fundierte Aussage machen zu koénnen, untersuchten wir ca. 180 verschiedene Weine. Die
Auswabhlkriterien waren dabei:

1. die Weine sollten aus einer einzigen Rebsorte gekeltert sein;

2. die Weine sollten mdglichst vom selben Jahrgang sein;

3. die Weine sollten nicht zu hochpreisig sein.

Der Grund fir das dritte Kriterium war, dal das ,French Paradox® ein Phdnomen der breiten
Bevolkerung und nicht der gesellschaftlichen Oberschicht ist.

Um die Menge verabreichter Polyphenole zu standardisieren, stellten wir aus diesen Weinen RWPE
her. Zur Stimulation von EA.hy926 Zellen wurden definierte Konzentrationen dieser Extrakte
eingesetzt.

Bei der Untersuchung der von uns ausgewahlten Weine fanden wir deutliche Unterschiede in der
Wirkung auf die Expression der eNOS. Merlot Weine waren am aktivsten. Daneben waren Cabernet
Sauvignon, Pinot Noir und Syrah stark aktiv.

Im geographischen Vergleich zeigten franzésische, chilenische und italienische Weine die starksten
Effekte. Weine aus Deutschland, den USA, Siidafrika und Australien hatten die geringsten Einflisse

(siehe auch Abb. 54). Chilenische Weine zeigten eine breite Streuung.
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Merlot
Frankreich

Siidafrika Cabernet Sauvignon

Dornfelde

Nero d’Avola | /
Chile

USA Trollinger

Pinot Noir

Tempranillo
Deutschland
Italien Zinfandel

Abb. 54: Darstellung der unterschiedlichen Aktivitat der RWPE in Abhingigkeit von geographischer Herkunft (Merlot)
und Rebsorte.
Die Flachen korrespondieren mit der Wirkung auf die Aktivitat des eNOS Promotors.

Aufgrund der Standardisierung der verabreichten Polyphenolmenge koénnen die beobachteten
Unterschiede im Effekt der RWPE auf Promotor- und Enzymaktivitit der eNOS sicher
unterschiedlichen quantitativen, insbesondere aber auch qualitativen Zusammensetzungen der RWPE
zugeordnet werden. Unterschiede in der Menge der verabreichten Polyphenolmenge waren dadurch
ausgeschlossen. Unterschiede im Inhaltsstoffmuster kommen zustande durch den unterschiedlichen

8992 sowie durch Klima und Bodenbeschaffenheit

Sekundarstoffwechsel der verschiedenen Rebsorten
der Anbaugebiete91. Auch die lokale Technik der Weinbereitung beeinflut das Inhaltsstoffmuster im
fertigen Wein.

Die analytische Untersuchung der entsprechenden Polyphenolmuster aktiverer und weniger aktiver

Weine kann Hinweise auf die wirksamkeitsbestimmenden Verbindungen liefern.

2.1.2 WWPE verstérken die eNOS Promotor Aktivitét vergleichbar den RWPE

Um die grundsatzliche Frage zu klaren, ob auch WeilRweine die eNOS Expression beeinflussen
kénnen, untersuchten wir einige WWPE in gleichen Konzentrationen wie RWPE. WWPE aus
franzoésischem Chardonnay erhéhten die eNOS Promotor Aktivitat vergleichbar zu RWPE.

Aufgrund zu geringer Probenmengen konnte eine Untersuchung des Einflusses von WWPE auf die
Aktivitat der eNOS nicht durchgefiihrt werden. Diese ist noch nachzuholen, um sicher entscheiden zu
kénnen, ob WWPE tatsachlich wie RWPE eine verstarkte eNOS Expression bewirken.

In WeiBwein finden sich nur etwa 10-25% der Gesamtmenge an Polyphenolen pro Volumen
verglichen mit Rotwein. Die qualitative Zusammensetzung ist ebenfalls unterschiedlich.

Der Kreis der Substanzen, die als wirksamkeitsbestimmend in Frage kommen, wird durch die ahnliche
Wirkung von WWPE und RWPE weiter stark eingeschrankt. Auch diese Ergebnisse liefern einen

wichtigen Hinweis zur Aufdeckung dieser Inhaltsstoffe in zuklnftigen Untersuchungen.
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2.2  Der Vinifikationsprozel3, nicht aber die Lagerung in bestimmten
FalBmaterialien verstérkt die RWPE vermittelten Effekte

Traubensaftpolyphenolextrakie (TSPE) aus frischen Weintrauben verstarkten die eNOS Expression
und Enzymaktivitat dhnlich wie RWPE, jedoch in geringerem Mal3.
Die Lagerung in Holzfassern verstarkte nicht die Aktivitat der Extrakte im Vergleich zu einer Lagerung

im Stahltank. Die Lagerung in Eichenholzfassern verringerte die Aktivitdt der Extrakte sogar

geringflgig.

2.2.1 Traubensaftpolyphenole (TSPE) haben einen geringeren Einflu8 auf die eNOS Expression
Das Polyphenolmuster in Rotwein unterscheidet sich deutlich von dem roter Trauben®. Einige
Verbindungen im Rotwein entstehen erst wahrend des Vinifikationsprozesses. Fur uns war von
Interesse, ob es sich dabei um potentiell wirksamkeitsbestimmende Substanzen handeln kann.

Um diese Frage zu beantworten, wurden die Effekte von TSPE mit denen entsprechender RWPE
verglichen.

Traubensaft war auch in der Vergangenheit schon Thema einiger Untersuchungen57. Bei kauflichen
Traubenséften ist oft nicht nachzuvolliziehen, wie diese Safte hergestellt wurden. Ohne Erwarmen
geprellte Safte aus roten Weintrauben sind farblos und werden im allgemeinen von den Herstellern
mit kommerziell erhéltlichem Rotweinpulver gefarbt. Die in alteren Studien beobachteten Effekte der
Safte auf die eNOS konnten also auch versteckte RWPE Effekte gewesen sein. Um dieses Problem
zu umgehen, stellten wir selbst Traubensafte her (siehe Material und Methoden). Trauben und die
entsprechende Weine stammten vom gleichen Winzer. Unterschiede in Anbaugebiet oder Rebsorte
von Wein und Saft waren damit ausgeschlossen.

TSPE verursachte eine signifikant geringere Steigerung der eNOS Promotor Aktivitat als RWPE.

Der Effekt von TSPE auf die L-Citrullin Produktion durch EA.hy926 Zellen war ebenfalls geringer
ausgepragt, als der von RWPE. Bei diesen Versuchen waren die Unterschiede aber nur gering.

In Western Blot Experimenten war die Expression des eNOS Proteins durch TSPE und RWPE
ebenfalls ahnlich stark erhoht.

Zusammengefalit deuten diese Befunde darauf hin, dal® TSPE trotz geringerem Einflull auf die eNOS
Promotor Aktivitdt die eNOS Expression vergleichbar den RWPE verstarken. Aktive Substanzen
liegen also bereits genuin in den Trauben vor. Der Vinifikationsproze® scheint aber die Aktivitat der

Extrakte leicht zu verstarken.

2.2.2 Weinlagerung in Eichenholzfassern vermindert den Effekt von RWPE auf den eNOS
Promotor

Die Lagerung des Weines in verschieden Falmaterialien zeigte einen Einflu auf die Aktivitat der
RWPE. Dornfelder Weine, die im Stahltank oder in Holzfassern gelagert wurden steigerten die
Aktivitat des eNOS Promotors gleich stark. Wein, der ,en Barrique® ausgebaut wurde, aktivierte den

eNOS Promotor schwacher.
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Bei der Lagerung von Wein in neuen Eichenfassern (Barrique) werden vielfaltige Verbindungen, aus
dem Holz gel6st. Diese Verbindungen verleihen den Barrique Weinen ihren vollmundigen Geschmack.
Es handelt sich dabei hauptsachlich um Tannine. Unsere Ergebnisse unterstitzen Beobachtungen,
die zeigten, daB Tannin und Quercetin die eNOS Aktivitat hemmen koénnen'".

Teurer Weinausbau in Eichenfassern verstarkt jedenfalls nicht die Aktivitat der RWPE.

2.3  Fraktionierung der RWPE durch Ausschditteln mit Diethylether

Die Fraktionierung der RWPE durch Verteilungsvorgange zwischen walirigen und organischen
Phasen sollte weitere Hinweise auf wirksamkeitsbestimmende Inhaltstoffe liefern.

Durch Ausschitteln der RWPE mit Diethylether oder Ethylacetat konnten Verbindungen entfernt
werden, die eine Erhéhung der eNOS Promotoraktivitat bewirkten. Diese Behandlung hatte jedoch
keinen Einflul auf die Eigenschaft der Extrakte, die eNOS Proteinaktivitat zu steigern.

Die Fraktionierung der RWPE durch Ausschiitteln mit organischen Losungsmittel stellt also keinen
weiteren Schritt zur Abtrennung der wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe dar.

Die unerwartete Diskrepanz zwischen eNOS Promotor Aktivitdit und eNOS Enzym Aktivitat deutet
jedoch auf einen komplexen Wirkmechanismus der RWPE hin. Vermutlich wirken mehrere

Substanzen mit unterschiedlichen Angriffspunkten zusammen.

2.4  Bliiteninhaltsstoffe haben nur einen schwachen Effekt auf die eNOS Promotor
Aktivitat

Im Gegensatz zu RWPE ist die Zusammensetzung der Polyphenolextrakte aus Bliiten und Friichten

weniger komplex. Meist liegt nur eine Verbindung als Hauptkomponente vor. Die Hauptkomponenten

der getesteten Bliten und Frichte sind unterschiedliche Anthocyane, die sich von den drei

Hauptaglyka Pelargonidin, Cyanidin und Delphinidin ableiten"”.

Als einzige Frichte verursachten Sauerkirsche, Preiselbeere und Rote Johannisbeere eine

nennenswerte Steigerung der eNOS Promotor Aktivitat. Diese blieb jedoch weit hinter der Steigerung

durch RWPE zurick.

Stark aktive Bliten- oder Fruchtextrakte waren ein Hinweis gewesen, dal} es sich bei den wirksamen

Verbindungen im Rotwein um Anthocyane bzw. Anthocyanidine handelt.

Diese Theorie ist unwahrscheinlich. Zumindest kann ausgeschlossen werden, dafl} eine Verbindung

vom Anthocyanidin Typ allein fiir die Effekte des Rotweines verantwortlich ist.
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2.5 Rotwein Reinsubstanzen

2.5.1 Resveratrol erhéht in Konzentrationen (ber 10 uM die Expression der eNOS

Resveratrol ist im Zusammenhang mit kardioprotektiven Wirkungen von Rotwein diskutiert worden. Es
ist bekannt, dal® Resveratrol die Expression der eNOS steigern kann’'. Wir wollten daher iiberpriifen,
ob Resveratrol fiir die Wirkung unserer Extrakte verantwortlich ist.

Resveratrol war in der Lage, die Aktivitdt des eNOS Promotors und des eNOS Proteins signifikant zu
steigern. Diese Steigerung konnte allerdings erst bei Konzentrationen tber 10 yM (Promotor) bzw.
20 uM (Proteinaktivitat) beobachtet werden. Die Konzentrationen, wie sie in unserer Studie nach
RWPE Stimulation auf den Zellen erreicht werden, liegen jedoch darunter. In 750 ml Rotwein liegen 1

h% ""®). Unter Beriicksichtigung der

bis maximal 10 mg Resveratrol vor (als Anhaltspunkt siehe auc
Ausbeute bei der Extraktgewinnung betragt die Resveratrolkonzentration im Medium bei Stimulation
mit 600 pg / ml RWPE hochstens 1-10 uM. Resveratrol steigerte in keiner Konzentration die Aktivitat
von eNOS Promotor und Protein im gleichen Ausmal wie RWPE.

Fir Resveratrol kann gefolgert werden, dall es nicht allein fir die Wirkung der RWPE auf die eNOS
Expression verantwortlich ist. Wie bei den Anthocyanen kann jedoch eine synergistische Wirkung mit

anderen Substanzen nicht ausgeschlossen werden.

252 Weitere Reinsubstanzen

Neben Resveratrol wurden noch weitere Reinsubstanzen in einem Konzentrationsbereich von 1-10
MM getestet. In diesem Konzentrationsbereich liegen die meisten der Substanzen nach Stimulation mit
600 pg / ml RWPE im Medium vor (geschatzt nach®*® auf der Grundlage einer durchschnittlichen
Ausbeute von 1600 mg RWPE pro Liter Wein).

Von den Stilbenderivaten Piceid, Astringin, Rhapontin und Isorhapontin erhéhte nur Rhapontin die
Aktivitat des eNOS Promotors leicht (Daten nicht gezeigt). Rhapontin hatte jedoch keinen Einflul auf
die NO Freisetzung. Keines der anderen Stilbenderivate zeigte in den untersuchten Konzentrationen
eine Wirkung auf die eNOS Expression und Aktivitat.

Die Pflanzensauren Gallussadure, Vanillinsdure, Syringasadure, p-Cumarsaure, o-Cumarsaure,
Kaffeesaure und Ferulasaure zeigten ebenfalls keine Wirkung.

Als Reinsubstanzen geprifte Anthocyanidine (Delphinidin, Malvidin und Cyanidin) zeigten in den
getesteten Konzentrationen keine Auswirkung auf die eNOS Expression.

Diese Naturstoffe scheiden in den gewahlten Konzentrationen als wirksamkeitsbestimmende

Substanzen aus.
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2.6  Probleme bei Versuchen mit RWPE

2.6.1 Diskrepanzen zwischen eNOS Promotor Aktivitdt und eNOS Enzym Aktivitét

Manche RWPE erhdhten die eNOS Protein Aktivitdt in einem starken MalR, obwohl sie nur einen
schwachen Effekt auf den Promotor zeigten.

Eine Erklarung dafir wéare die Uberlagerung transkriptioneller Effekte mit schnellen, nicht
genomischen Effekten auf die Aktivitat bereits vorhandener Mengen an eNOS Enzym. Martin und
Mitarbeiter konnten z.B. zeigen, dall RWPE die Ca®* Konzentration in Endothelzellen steigern und so
eine GefaRerweiterung bewirken®®. Genomische und nicht genomische Effekte kénnen im L-Arginin /
L-Citrullin Umwandlungsexperiment nicht unterschieden werden.

In Untersuchungen des Zeitverlaufs der eNOS Enzymaktivitdt nach Stimulation mit RWPE konnte ein
zeitabhangiger Anstieg beobachtet werden. Dieser begann nach 1 h und wurde nach 12 h signifikant.
Fir TSPE war ein gleicher Zeitverlauf zu beobachten (nicht gezeigt). Akute, nicht genomische Effekte
auf die eNOS Aktivitat, wie ein gesteigerter Ca”" Einstrom, laufen jedoch schneller ab und sind somit
hdéchstwahrscheinlich nicht an den beobachteten Effekten auf die eNOS Enzymaktivitat beteiligt.

Ein weiterer Grund fiir diesen Widerspruch kénnte im Aufbau des Reportergen Konstruktes fiir die
Luziferase Experimente liegen. In dem verwendeten Konstrukt ist nur ein Teil des originalen eNOS
Promotors vor das Luciferasegen kloniert. Verschiedene Substanzen im RWPE koénnten die
Transkription des eNOS Gens Uber unterschiedliche Regionen im originalen eNOS Promotor
verstarken. Einige sind fir die beobachtete Steigerung der Luciferaseaktivitat verantwortlich. Andere
Verbindungen erhdhen die Expression der eNOS (ber nicht im Konstrukt enthaltene
Promotorregionen. Solche Verbindungen erscheinen im Reportergen Experiment inaktiv. Ein
Zusammenspiel mehrer Substanzen und Promotorregionen ist denkbar.

Mdoglich ist auch die Expression weiterer Gene unter dem EinfluR von RWPE. Diese Genprodukte
konnten ihrerseits die Expression oder Aktivitdit der eNOS beeinflussen. So kénnten zuséatzliche
indirekte Effekte von RWPE auf die eNOS Expression oder Aktivitat vermittelt werden.

Die beobachteten Widerspriiche deuten auf einen komplexen Wirkmechanismus von RWPE hin.

2.6.2 Probleme bei der Bestimmung der NO Freisetzung aus RWPE stimulierten Zellen

Nur fir einzelne RWPE war es mdglich, die Freisetzung von NO aus stimulierten Zellen mittels DAF-2

Fluoreszenzmessung zu quantifizieren.

Grund dafir sind die antioxidativen Eigenschaften vieler Rotweininhaltsstoffe und deren
Eigenfluoreszenz.

Die Detektion von NO erfolgt Uber den Fluoreszenzfarbstoff DAF-2. DAF-2 reagiert mit NO.
Gemessen wird die starke Fluoreszenz des Reaktionsproduktes DAF-2T. Die Eigenfluoreszenz vieler
Rotweininhaltsstoffe weist jedoch Emissionsmaxima bei den gleichen Wellenlangen wie DAF-2T auf.

Bleiben minimale Mengen RWPE trotz waschens auf den Zellen zurlick, stéren diese die Messung.
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NO kénnte in diesem Fall durch Elektronen Spin Resonanzspektroskopie (ESR) oder elektrochemisch
bestimmt werden.

Da NO nicht direkt, sondern ein Oxidationsprodukt mit DAF-2 reagiert, stéren auch alle antioxidativen
Substanzen. Entweder binden sie als Radikalfanger NO direkt, oder verhindern die Oxidation von NO.
Antioxidatien sind in groRer Menge im Rotwein zu finden.

Da diese Substanzen auch die anderen erwahnten Methoden stéren, ware hier nur die Bestimmung
der NO Oxidationsprodukte Nitrit und Nitrat sinnvoll. Da jedoch NO von Endothelzellen in dulRerst
geringen Konzentrationen gebildet wird (im nM Bereich), ist eine Detektion lber diese Methode

schwierig.
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3 Detektion von NO in lebenden Zellen mittels CARS Mikroskopie

Die von uns bisher unternommenen Untersuchungen zur Bestimmung von NO in lebenden Zellen mit
der Methode der CARS Mikroskopie verliefen bis jetzt vielversprechend. Es war gelungen, die NO
Freisetzung aus dem NO Donor NOC-9 und die Erhdhung der NO Produktion in LPS stimulierten
RAW 264.7 Zellen aufzuzeichnen.

Die Methode ist jedoch noch weit davon entfernt, zur Bearbeitung biologischer Fragestellungen
eingesetzt zu werden.

Das groRte Problem bei allen bisherigen Messungen war die mangelhafte Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse. Dazu war die spektrale Selektivitat der Anregung und die Empfindlichkeit der Detektion
noch nicht gut genug.

Ansatze zur weiteren Verbesserung der Methode wurden bereits unternommen. Durch einen

"7 Daneben

physikalischen Trick gelang es, die spektrale Selektivitdt der Anregung weiter zu steigern
wird es mit einem neuen optischen Aufbau im Strahlengang der Laser in Zukunft moglich sein,
wahrend der Messung ein Spektrum der angeregten Schwingung aufzunehmen. So kann schon bei
der Durchfiihrung des Experimentes gezeigt werden, dal® wirklich das Zielmolekil detektiert wurde.
Das Uberleben der Zellen in der Versuchsanordnung stellt ein weiteres Problem dar. Den Zellen stand
wahrend der Versuche nur ein Tropfen Medium zur Verfiigung. Vermutlich reicht die Pufferkapazitat
nicht aus, um langere Zeit zellvertragliche Bedingungen aufrecht zu erhalten. Die Probenkammer ist
darlber hinaus nicht beheizbar. Diesen Anforderungen wurde begegnet, indem eine FluRkammer
konstruiert wurde, durch die fir die Dauer der Experimente angewarmtes Zellkulturmedium gepumpt
werden kann. So sind in Zukunft auch Beobachtungen iber Stunden mdglich.

Ein generelles Problem stellt die Empfindlichkeit der Methode dar. Das Detektionslimit liegt mit etwa
35 uM recht hoch. Es ist jedoch vorstellbar, da solche NO Konzentrationen direkt an der Stelle des
Entstehens durchaus vorliegen. Fur manche Fragestellungen kann das sogar von Vorteil sein, z. B.
wenn man beobachten will, wo in der Zelle nach Stimulation NO gebildet wird. NO diffundiert sehr
schnell vom Ort des Entstehens weg und verteilt sich Uberall in der Probe. Es wird wegen seiner
geringeren Konzentration nicht mehr erfaldt. Ein starkes Signal entsteht nur dort, wo NO entsteht, da
es nur dort in ausreichender Konzentration vorliegt. Die aktive eNOS erschiene im Idealfall als
punktférmige Signalquelle.

In zukinftigen Experimenten sollen diese Verbesserungen umfangreich und systematisch getestet
werden. NO stellt wegen seines geringen Ramanquerschnittes und seiner niedrigen Konzentration in
Zellen ein sehr anspruchsvolles Zielmolekul dar. Fur den Nachweis der prinzipiellen Anwendbarkeit
der Methode zur Detektion einzelner Verbindungen in lebenden Zellen kénnten zunachst auch andere
Verbindungen modellhaft beobachtet werden. Glutathion kommt in Zellen wesentlich konzentrierter
vor. Anhand der S-H Schwingung kann es auch von anderen Proteinen gut unterschieden werden.

In jedem Fall sollte der Ansatz weiter verfolgt werden. CARS Mikroskopie stellt mit der Aussicht,
einzelne Verbindungen in lebenden Zellen ohne Vorbehandlung oder Farbung raumlich und zeitlich

aufgelost detektieren zu konnen, eine grofRe Bereicherung der Methodenpalette der modernen

99



Diskussion

Biologie dar. Da die Methode noch ganz am Anfang der Entwicklung steht, sind die physikalischen

Méglichkeiten sicher bei weitem noch nicht ausgeschépft.
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Zusammenfassung

Vil Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses verschiedener Naturstoffe auf die Expression
und Aktivitdt des menschlichen eNOS Proteins in endothelialen Zellen. Dabei wurden gezielt
Naturstoffe gewahlt, fir die bereits positive kardiovaskulare Eigenschaften postuliert waren, die eine

Beteiligung des endothelialen NO Systems vermuten lieRen.

Zum einen wurde untersucht, ob die Sojaisoflavone Formononetin, Biochanin A, Genistein und
Daidzein die Expression und Enzymaktivitat der eNOS erhdhen kdnnen.

Zum anderen wurde die Wirkung einer grofien Anzahl von Rotweinpolyphenolextrakten auf die eNOS
Expression und Enzymaktivitdt untersucht. Damit sollte die Frage geklart werden, ob Anbaugebiet,
Rebsorte und Vinifikationsproze® das Ausmal der Steigerung von eNOS Expression und Aktivitat
durch Rotweinpolyphenolextrakte beeinflussen.

Effekte von Rotweininhaltsstoffen wurden mit der Wirkung von Rotweinpolyphenolextrakten

verglichen, um einen Hinweis auf wirksamkeitsbastimmende Substanzen zu erhalten.

Alle untersuchten Sojaisoflavone steigerten die eNOS Promotor Aktivitdt nach 20 h Stimulation.
Genistein erhdht die eNOS Enzym Aktivitat und die eNOS vermittelte NO Produktion nach 48-96 h
Stimulation.

Diese Effekte sind durch den Estrogen Rezeptor Antagonisten ICI 182,780 nicht hemmbar.

Durch Stimulation mit 17-B-Estradiol konnten keine vergleichbaren Effekte ausgeltst werden.

Eine Beteiligung des Estrogen Rezeptors an der Wirkung der Sojaisoflavone ist daher

unwahrscheinlich.

Durch den Vergleich einer grofen Anzahl Rotweinpolyphenolexirakte aus verschiedenen Rotweinen
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal Rebsorte und Anbaugebiet einen EinfluR auf das Ausmaf
der Wirkung von Rotwein auf die Expression des eNOS Gens haben.

Weillweinpolyphenolextrakte steigern in vergleichbarem MalR die Aktivitdt des eNOS Promotors.

Aus der unterschiedlichen Zusammensatzung von wirksamen und weniger wirksamen
Rotweinpolyphenolextrakten und Weildweinpolyphenolextrakten kdnnten kiinftig Rickschlisse auf die
wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe gezogen werden.

Bereits in den Trauben liegen Substanzen vor, die die eNOS Expression verstarken. Der
VinifikationsprozeR scheint die Aktivitat jedoch weiter zu steigern.

Eine Fraktionierung der RWPE durch Ausschutteln mit organischen Losungsmitteln konnte zwar deren
Wirkung auf den eNOS Promotor signifikant reduzieren, jedoch nicht ihren erhéhenden Einflul auf die
eNOS Proteinaktivitat.

Diese Ergebnisse deuten auf einen komplexen Mechanismus der Erh6hung der eNOS Enzymaktivitat
durch Rotweinpolyphenolextrakte hin, der mdoglicherweise nicht nur auf einer Erhéhung der

Proteinexpression beruht.
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Von mehreren untersuchten Reinsubstanzen aus Rotwein konnte nur fuir Resveratrol ein Effekt auf die
eNOS Expression nachgewiesen werden.

Resveratrol steigerte die eNOS Expression jedoch erst in héheren Konzentrationen, als bei der
Stimulation endothelialer Zellen mit RWPE erreicht werden konnten.

Resveratrol scheidet somit als alleiniger Stimulus der eNOS Expression aus. Zusammen mit anderen

Inhaltstoffen kann es aber moglicherweise essentiell zum Gesamteffekt beitragen.

Die Studie lieferte einige neue Ansatzpunkte zur Aufklarung des wirksamen Prinzips von Rotwein. Ein
konkreter Hinweis auf einen bestimmten Inhaltsstoff als wirksamkeitsbestimmende Komponente
konnte aber noch nicht erhalten werden. Alles deutet darauf hin, da® mehr als eine einzige

polyphenolische Substanz an der Gesamtwirkung der RWPE beteiligt ist.

Die Aufgabe der Erforschung des Mechanismus, der zur vermehrten Expression und Aktivitat der
eNOS durch RWPE Stimulation fuhrt, birgt sicher noch einige spannende Details und wird hoffentlich

Gegenstand weiterfiihrender Arbeiten sein.
Mit dem Beginn der Evaluierung von Einsatzmdéglichkeiten der CARS Mikroskopie zur Detektion

biologisch interessanter Molekiile, insbesondere von NO, in lebenden Zellen wurde ein grundlegender

Beitrag zur Erweiterung der Methodenpalette innerhalb der biomedizinischen Forschung geleistet.
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Vil Anhang

1 AbkUrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AMP Adenosin -5"-monophosphat

AMPK AMP-aktivierte Protein Kinase

AP-1 Aktivator Protein-1

AP-2 Aktivator Protein-2

APS Ammoniumperoxydisulfat

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BAEC Rinderaortenendothelzellen

BH, 5, 6, 7, 8-Tetrahydrobiopterin

bp Basenpaare

CaM Calmodulin

CaMK Il Calcium-Calmodulin-Kinase |l

cDNA kodierende DNA

cGMP cyclisches Guanosin-3’,5"-monophosphat
CHIP C-terminal-Hsp70-interacting Protein
DAF-2 4,5-Diaminofluorescein

DAF-2DA 4,5-Diaminofluoresceindiacetat
DAF-2T Triazolofluorescein

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

DTT Dithiothreitol

ECGM Endothelial Cell Growth Medium
EDRF Endothelium-derived Relaxing Factor
EDTA Ethylendiamin-N, N, N°, N'-tetraessigsaure
eNOS endotheliale NO Synthase

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

FKS Fotales Kélberserum

FMN Flavinmononukleotid

GTP Guanosin-5"-triphosphat

HBSS Hank’s Ballanced Salt Solution

HDL High-density-Lipoprotein

Hsp90 Heatshock Protein 90

ICAM Intrazelluldres Adhasionsmolekdl
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iNOS
kDa
LDL
LPS
MCP-1
UM

mM
mRNA
NAA
NADPH
NANC
NF-xB
nM
nNOS
NO
NOSIP
NOSTRIN
PAA
PBS
PDGF
PECAM-1
PI3K
PKA
PKC
PKG
PMA
PP1
PP2A
PVDF
RNA
RT
RWPE
SDS
sGC
Sp1
TBS-T
TEMED
TGF-B
TNFa
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induzierbare NO-Synthase

Kilo Dalton

Low-density-Lipoprotein
Lipopolysaccharid

Monocyte Chemoattractant Protein-1
mykro molar (10°)

milli molar (107%)

Messenger RNA

N®-Amino-L-Arginin
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat
Non adrenerg / non cholinerg

Nuclear Factor kB

nano molar (10°)

neuronale NO-Synthase
Stickstoffmonoxid

NOS inhibiting protein

NOS traffic inducer

Polyacrylamid

Phosphat gepufferte Salzlésung
Platelet Derived Growth Factor
Platelet-endothelial cell adhhesion molecule 1
Phosphoinositol-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase G
Phorbol-12-myrostat-13-acetat
Proteinphosphatase 1
Proteinphosphatase 2A
Polivinylidefluorid

Ribonukleinsaure

Raumtemperatur
Rotweinpolyphenolextrakt
Natriumdodecylsulfat

I6sliche Guanylatcyclase
Pregnancy-"specific" beta 1-glycoprotein
Trisgepufferte Salzldsung mit Tween
N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor 3

Tumor Necrose Faktor o
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TSPE Traubensaftpolyphenolextrakt
VCAM Vasculares Zelladhassionsmolekdl
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
WWPE Weiliweinpolyphenolextrakt
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