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Einleitung

A. Einleitung

1 Ubersicht und Fragestellung

In den achtziger Jahren wurden im menschlichen Organismus drei Isoenzyme
entdeckt, welche L-Ariginin in L-Citrullin und Stickstoffmonoxid (NO) umwandein.
Eines dieser Enzyme ist die endotheliale NO-Synthase (eNOS). Die eNOS befindet
sich im Endothel aller Blutgefalle und reguliert Gber ihre NO-Produktion in
entscheidendem Mal3e die vaskulare Homoostase. Das endotheliale NO ist ein sehr
potenter Vasodilatator. Daruberhinaus vermittelt NO positive kardiovaskulare
Eigenschaften, wie eine reduzierte Leukocytenadhésion an das Endothel, eine
reduzierte Leukocytenmigration und Lipoproteinaufnahme in die Gefalwand sowie
eine verringerte Plattchenaggregation (Li and Forstermann, 2000).

Nach momentanen Stand der Wissenschatft stellt die endotheliale NO-Produktion die
Basis fur ein intaktes kardiovaskulares System dar (Katusic, 2001). Diese These wird
durch die Erkenntnis gestitzt, dass Kkardiovaskularen Erkrankungen wie
Arteriosklerose und Bluthochdruck oftmals eine endotheliale Dysfunktion in Form
einer gestorten endothelialen NO-Produktion oder reduzierten NO-Bioverflgbarkeit
vorangeht (Li and Forstermann, 2000). Dies veranlasst die Forschung (auch unsere
Arbeitsgruppe) nach Substanzen und Wegen zu suchen, welche die endotheliale
NO-Produktion und/oder NO-Bioverfugbarkeit erhohen.

Ziel dieser Arbeit war es Drogenextrakte und Naturstoffe zu finden, welche die
endotheliale NO-Produktion in vitro in Endothelzellen erhdhen.

Dabei sollten bevorzugt solche Extrakte und Naturstoffe wie Knoblauch, Weil3dorn,
Soja-Isoflavone, Resveratrol und Rotwein getestet werden, bei denen bereits positive
kardiovaskulare Eigenschaften wie Vasodilatation bekannt bzw. in der Diskussion
sind. Wenn Extrakte oder Naturstoffe, welche die eNOS abhangige NO-Produktion
erhohen, gefunden waren, sollte zudem geklart werden, auf welcher zellularen
Ebene (z.B. Transkription, Translation, Aktivitat) sie die eNOS beeinflussen.

Die vorliegende Arbeit war in unserer Arbeitsgruppe die erste, die sich mit dem
Gebiet der eNOS beschaftigte. Deshalb mussten zunachst gangige Methoden zur
Detektion der eNOS Promotoraktivitdit, eNOS mRNA- und Proteinmenge etabliert
werden. Daruberhinaus mussten Methoden zur Messung der eNOS bedingten L-
Citrullin- und NO-Produktion entwickelt werden.
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2 Isoenzyme der NO-Synthasen

2.1 Geschichtliches

In den siebziger Jahren interessierten sich Krebsforscher fur die Aufnahme und
Ausscheidung von Nitrat und Nitrit im menschlichen Korper, denn aus beiden kbnnen
im Organismus krebserregende Nitrosamine gebildet werden. Bilanzierungsstudien
ergaben, dass der Mensch mehr Nitrat/Nitrit ausscheidet als er zu sich nimmt. Somit
konnte die Nahrung nicht die einzige Quelle von Nitrat/Nitrit sein. Da Bakterien Nitrat
und Nitrit bilden koénnen, machte man die Darmflora fur die Mehrproduktion
verantwortlich. Diese Vorstellung musste jedoch revidiert werden, da 1981 eine
Forschergruppe zeigte, dass keimfrei gezogene Ratten, die keine Darmflora hatten,
ebenfalls mehr Nitrat im Urin ausschieden, als man ihnen zufuhrte (Green et al.,
1981).

Darum begannen viele Forschergruppen die Suche nach endogenen Systemen,
welche Stickstoff zu Nitrat und Nitrit oxidieren konnen. In den achtziger Jahren
fanden unabhé&ngig und relativ gleichzeitig mehrere Forschergruppen in drei
Zelltypen Nitrat-/Nitritquellen.

So fand 1985 eine Gruppe, dass Makrophagen nach Behandlung mit bakteriellem
Endotoxin (Lipopolysaccharid aus Bakterien) Nitrat und Nitrit bilden (Stuehr and
Marletta, 1985). Zwei Jahre spater konnte NO als primares Syntheseprodukt dieser
Zellen nachgewiesen werden. Als Stickstoffquelle fir die NO-Synthase wurde einer
der Guanidinostickstoffe von L-Arginin identifiziert (Hibbs, Jr. et al., 1987).

Unabhangig davon entdeckte eine Gruppe um den Wissenschaftler Furchgott
Anfang der achtziger Jahre, dass aus dem Endothel von BlutgefalRen eine
gefallerweiternde Substanz ausgeschuittet wird (Furchgott et al., 1984). Diese
Substanz wurde als ,Endothelium-derived relaxing factor® (EDRF) bezeichnet und
konnte 1987 von einer englischen Gruppe als NO identifiziert werden (Palmer et al.,
1987). Analog zum Makrophagensystem wurde die Aminosdure L-Arginin als
Substrat der NO-Synthase in Endothelzellen identifiziert.

Wiederum unabhéngig davon wurde 1982 entdeckt, dass fir die Bildung des
zyklischen Guanosin-3',5 -monophosphat (cGMP) im Gehirn L-Arginin bendtigt wird
(Deguchi and Yoshioka, 1982). Die Erklarung dafir lieferte spater die Entdeckung,
dass Nervenzellen im Gehirn aus L-Arginin NO produzieren.

Somit war seit Ende der achtziger Jahre bekannt, dass in mindestens drei
unterschiedlichen Zelltypen (Makrophagen, Endothelzellen, Nervenzellen) NO aus L-
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Arginin gebildet wird. Die Enzyme, welche NO aus L-Arginin bilden kdénnen, wurden
NO-Synthasen genannt.

2.2 Chemischer Aufbau der NO-Synthasen

Anfang der neunziger Jahre konnten drei Isoenzyme isoliert und kloniert werden, die
in den verschiedenen Zelltypen fir die Synthese von NO aus L-Arginin verantwortlich
sind (Forstermann, 1994):

* die neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS I), Molekulargewicht: 160 kDa
» die induzierbare NO-Synthase (INOS, NOS II), Molekulargewicht: 130 kDa
» die endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS IIl), Molekulargewicht: 133 kDa

Die Namensgebung, z.B. neuronale NO-Synthase erfolgte nach dem Gewebe, in
dem die NO-Synthase jeweils zuerst gefunden wurde.

Die drei humanen Isoformen der NO-Synthasen weisen trotz ihrer unterschiedlichen
Lokalitdt, Regulation, katalytischen Eigenschaften und Hemmbarkeit eine 51-57%
Homologie der Aminosauresequenz auf. Alle drei Isoenzyme sind funktionell durch
eine homologe Calmodulin-Bindungsstelle in eine Oxygenase- und eine Reduktase-
Domane geteilt (Abb. 1. Hier finden die entsprechenden oxidativen und reduktiven
Schritte der Redoxreaktion statt, Gber die L-Arginin und molekularer Sauerstoff in NO
und L-Citrullin umgewandelt werden. Alle Isoenzyme besitzen in der N-terminalen
Oxygenase Doméne Bindungsstellen fir Eisen Protoporphyrin IX (Ham), 5, 6, 7, 8-
Tetrahydrobiopterin (BH,4), L-Arginin und Zink. In der reduktiven Doméne haben alle
NO-Synthasen Bindungsstellen fur die Coenzyme Flavinmononukleotid (FMN),
Flavin-adenin-dinukleotid (FAD) und Nikotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat
(NADPH). Zusatzlich besitzt die eNOS in der Oxygenase Domane je eine
Phosphorylierungsstelle fur Myristin und Palmitin.

Die Reduktase Domanen aller NO-Synthasen weisen eine ausgepragte
Sequenzhomologie (z.B. =36 % bei der eNOS) zur Cytochrom P4s0-Reduktase auf.

In letzter Zeit wurden abgesehen von der nNOS, eNOS und iNOS weitere Varianten
der NO-Synthasen entdeckt. So wurden im menschlichen Organismus Splice-
Varianten der nNOS (z.B. nNOSB, nNOSx, nNOSu, nNOS-2) gefunden.
DarlUberhinaus gibt es erste Publikationen tGber humane NO-Synthasen, die sich in
Mitochondrien und Chondrozyten befinden. AuRerdem wurde im Meerschweinchen
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eine induzierbare NO-Synthase gefunden, die zur menschlichen INOS eine 80%
Aminosaurensequenzhomologie aufweist (Alderton et al., 2001).

Zn NnNOS
o CaM
NH,— | Arginin/Ham/BH, FMN FAD NADPHI—COOH
1 724 757 949 980 1433
< £
2§
X Zn eNOS
o CaM
NH,— IArglnln/Héalm/BH4 FMN FAD NADPHl—COOH
1 499 518 715 742 1153
Zn INOS
o CaM
NH,— IArglnln/H;eim/BH4 FMN FAD NADPHl—COOH
1 504 537 687 716 1203
. J — _/
Oxygenase Domaéane Reduktase Domane

Abb. 1: Schematischer Aufbau der menschlichen nNOS, eNOS und iNOS
(Alderton et al., 2001).
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2.3 Unterscheidungsmerkmale der NO-Synthasen

Leider wurden die Unterscheidungsmerkmale der drei NO-Synthasen seit 1994
immer unklarer (Alderton et al., 2001). Damals erschien es mdglich die drei NO-
Synthasen auf Grund charakteristischer Eigenschaften zu unterscheiden:

1. Konstitutive NO-Synthasen (eNOS, nNOS) gegenuber induzierbarer NO-
Synthase (iINOS). Mittlerweile ist klar, dass alle drei mit unterschiedlichen Stimuli
induziert werden kdénnen und dass alle drei in verschiedenen Geweben und
Zellen auch konstitutiv exprimiert vorliegen kdénnen.

2. Calcium-Abhéangigkeit (eNOS, nNOS) gegenuber Calcium-Unabhangigkeit
(INOS). Dieses Unterscheidungsmerkmal gilt nach wie vor z.B. fur die
menschlichen und murinen Isoformen, aber beim Meerschweinchen ist es noch
nicht sicher.

3. Zytosolisch (INOS, nNOS) gegeniber membrangebunden (eNOS). Heute weil3
man, dass alle Isoformen sowohl zytosolisch als auch membran gebunden
vorliegen.

4. Niedrige (=nM) NO-Produktion (eNOS, nNOS) gegenuber hoher (=pM) NO-
Produktion (iNOS). Dieses Unterscheidungsmerkmal gilt heute auch noch.

2.4 Mechanismus der NO-Synthese aus L-Arginin

In einer 5-Elektronen-Oxidationsreaktion wird L-Arginin durch die NO-Synthasen
unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff in NO und L-Citrullin umgesetzt
(Groves and Wang, 2000). Als Zwischenstufe tritt Hydroxy-L-Arginin auf. Die NO-
Synthasen kénnen die Umwandlung von Arginin in Citrullin nur im aktiven dimeren
Zustand katalysieren. Dabei bindet die Oxygenase Domane eines Monomers an die
Reduktase-Doméne eines anderen Monomers. Die Elektronen werden von der
Reduktase Domane des einen Monomers auf die Oxygenase Doméane des anderen
Monomers Ubertragen (Abb. 3). Der dimere Zustand der NO-Synthasen wird durch
Ham und Arginin stabilisiert (Alderton et al., 2001).

Die Oxidation des Guanidino-Stickstoffs des L-Arginin  wird durch den
Elektronentransfer von der Oxygenase Doméane zur Reduktase-Doméane ermdglicht.
Dabei werden Elektronen von der Elektronenquelle NADPH Uber FAD, FMN zur
Oxygenase Domane transferiert. Hier wird mittels der Redox-Cofaktoren Ham und
BH,; L-Arginin in L-Citrullin umgewandelt. Der Cofaktor Calmodulin (CaM), dessen
Bindungsstelle sich zwischen der Oxygenase- und Reduktase-Doméne befindet, ist
wichtig fur die Bildung des dimeren aktiven Zustandes der eNOS.



Isoenzyme der NO-Synthasen

O|H
H,N <+ NH, NH . NH, 05 H o) ﬁ/NHZ
| yt NADP' | 0,5 NADP "
H H H
NADPH 0,5 NADPH
< ~ + NO
0o, O,
H,O H,O
*NH; o, *NH;” o, *NH,” CO,
L-Arginin Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

Abb. 2: Biosynthese von Stickstoffmonoxid (Groves and Wang, 2000)

Citrullin + NO Arginin + O,

NN
NADPH

D (=

-

Arginin + O, Citrullin + NO

NADPH

Abb. 3: Schematische Darstellung der Richtung des Elektronenflusses im
dimeren aktiven Zustand der NO-Synthasen (Alderton et al., 2001).
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2.5 NO-Synthasen kdnnen auf3er NO weitere Radikale produzieren

Bei der NO-Synthese aus Arginin entstehen NO und Citrullin nicht immer im
stochiometrischen Verhéaltnis von 1:1 (Alderton et al., 2001). Dies ist ein Hinweis,
dass bei der Umwandlung von Arginin in Citrullin nicht nur NO, sondern auch andere
stickstoffhaltige Radikale entstehen kénnen. In der Tat konnte gezeigt werden, dass
die murine iINOS in Abwesenheit von BH4 das Nitroxylat-Anion (NO) bildet (Rusche
et al., 1998). Abgesehen davon kdnnen alle NO-Synthasen auch Sauerstoffradikale
produzieren. Bei einem Mangel oder geringer Konzentration an BH, oder L-Arginin
kann es zu einem ,uncoupling” kommen. Dies bedeutet, dass die NO-Synthasen
mittels Ham in der Oxygenase Domane Superoxid (O2) produzieren (Vasquez-Vivar
et al., 1998). Die INOS kann zuséatzlich mittels der Flavincofaktoren in der Reduktase
Doméane O, produzieren (Miller et al., 1997). Das gebildete Superoxid reagiert mit
NO schnell zu Peroxynitrit ab.

Auch wenn alle NO-Synthasen unter gewissen Bedingungen, wie BH4-Mangel,
neben NO noch andere Radikale NO produzieren kbénnen, ist bis heute unklar, ob
dies eine physiologische Bedeutung hat.

2.6 NO-Synthase Hemmer

Fur die NO-Synthase-Forschung sind NOS-Hemmer unabdingbar. Durch ihren
Einsatz kann man z.B sicherstellen, dass die gemessene L-Citrullin- oder NO-
Produktion tatsachlich durch NO-Synthasen bedingt ist. Auch kann man feststellen,
ob eine Stimulus-abhangige Erh6hung der NO-Produktion tatséchlich durch eine
NO-Synthase vermittelt ist. Aus medizinischer Sicht ist z.B. der mogliche Einsatz
eines selektiven INOS Hemmers zur Unterdrickung der INOS bedingten
entzuindlichen Reaktionen interessant.

Es gibt eine Reihe von NOS-Hemmern, die sich von ihrer Struktur, ihrer Selektivitat
und ihrem Angriffspunkt an den NO-Synthasen unterscheiden.

Die am haufigsten eingesetzten NOS-Hemmer sind die L-Argininanaloga wie NC-
Nitro-L-Arginin (L-NNA), N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), N°®-Amino-L-Arginin
(L-NAA) und NG-Nitro-L-Argininmethylester (L-NAME). Diese Substanzen verdrangen
kompetitiv L-Arginin von seiner Bindungsstelle und inhibieren so die L-
Citrullinbildung. Einige dieser Substanzen wie NAA sind sogenannte ,Mechanism
based inhibitors* bzw. Suizidinhibitoren. Sie gehen mit der eNOS eine kovalente
irreversible Bindung ein und bewirken z.B. durch Reaktion mit der HA&m-Gruppe die
irreversible Schadigung der eNOS Funktion (Salerno et al., 2002;Alderton et al.,
2001).
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Andere NOS-Hemmer Uben ihre Wirkung aus, indem sie BH; von seiner
Bindungsstelle verdrangen (z.B. 7-NI, 4-amino-BH,) oder durch Bindung an Ham die
Dimerisierung der eNOS verhindern (z.B. Imidazolderivate) (Alderton et al., 2001).
Abgesehen von den erwdhnten NOS-Hemmern gibt es noch zahlreiche andere, die
in Struktur und Angriffspunkten von den hier erwahnten abweichen (Salerno et al.,
2002).

Sowohl fur die Forschung als auch fur eine mogliche medizinische Anwendung sind
NO-Synthasehemmer, die selektiv nur ein Isoenzym blockieren sehr wichtig. Die L-
Argininanaloga (L-NNA, L-NMMA, L-NAA, L-NAME) besitzen keine ausgepréagte
(>10-fach) Selektivitat fur die einzelnen NOS-Isoenzyme. Dagegen ist der NOS-
Hemmer 1400W ein selektiver INOS Hemmer (Selektivitdt INOS : eNOS >4000,
INOS : nNOS > 32;(Alderton et al., 2001).

3 Stickstoffmonoxid

3.1 Chemische Eigenschaften

NO ist unter normalen atmosphérischen Bedingungen ein Gas. Es besitzt ein
ungepaartes Elektron und ist deshalb ein reaktives Radikal. Seine biologische
Halbwertszeit betragt zwischen 1-10 Sekunden (Duchstein et al.,, 1999). In
wassrigem Milieu reagiert NO u.a. durch folgende Reaktionen ab:

* mit Sauerstoff unter Oxidation zu N,O3 und weiter zu Nitrat/Nitrit.
* mit dem Superoxidradikalanion zu dem starkem Oxidationsmittel Peroxynitrit.
e mit Oxyhdmoglobin zu Methamoglobin und Nitrat/Nitrit

Auf Grund seiner geringen Grél3e und elektrischen Neutralitdt kann NO leicht durch
Zellmembranen diffundieren und seine physiologischen Wirkungen in Nachbarzellen
ausuiben. NO reagiert bevorzugt mit metallhaltigen Proteinen, was sowohl seine
physiologischen als auch seine toxischen Eigenschaften erklart. So reagiert es z.B.
mit dem Eisen der Ham-Gruppe der Guanylatcyclase und bewirkt durch
Enzymaktivierung eine Erhéhung der cGMP-Bildung. Anderseits legt es, besonders
in héheren Konzentrationen (iNOS), durch Bindung an das katalytische Zentrum, die
Enzymaktivitat vieler lebenswichtiger Enzyme lahm. AuBBerdem weist NO zu
Hamoglobin eine hohere Affinitat als O, auf. Dadurch kann die
Sauerstofftransportkapazitat des Blutes vermindert werden.
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Auf Grund seiner kurzen Halbwertszeit (siehe oben) bendtigt NO im Gegensatz zu
vielen anderen Botenstoffen keine Enzyme zur Inaktivierung und somit zur
Konzentrationsregulierung (Férstermann, 1994).

3.2 Detektionsmdglichkeiten von NO

NO ist ein physiologisch &uf3erst wichtiges Radikal. Sensitive und selektive NO-
Detektionsmethoden sind darum von grofRer Bedeutung, aber auf Grund der
chemischen Instabilitat von NO auch sehr problematisch. In den letzten Jahren
wurden einige Methoden entwickelt, um NO im biologischen Medium quantitativ zu
erfassen. Im folgenden sind die wichtigsten bis jetzt entwickelten Methoden
aufgefuhrt:

» Elektrochemische Detektion: NO kann von einer metallischen Elektrode (z.B.
Platin) durch einen 1-Elektronentransfer zur Anode zum Nitrosyl-Kation oxidiert
werden. Das Detektionslimit dieser elektrochemischen Methode liegt bei ca. 10
nM NO (Tarpey and Fridovich, 2001;Malinski et al., 1996).

» Detektion mittels Chemilumineszenz: Hier gibt es zwei unterschiedliche
Maglichkeiten. Die erste beruht auf der Oxidation von NO durch zugegebenes
Ozon (O3) zum Stickstoffdioxidradikal (NO3). Ein groRer Teil des entstandenen
NO, befindet sich in einem angeregten Zustand und zerféllt spontan unter
Lichtemission, welche gemessen werden kann. Das Detektionslimit dieser
Methode liegt bei ca. 100 pM NO (Tarpey and Fridovich, 2001). Die zweite
Methode der NO-Detektion mittels Chemilumineszenz beruht auf der Reaktion
von NO mit Wasserstoffperoxid (H.O) zu Peroxynitrit (ONOQO"). Peroxynitrit, ein
aulerst starkes Oxidationsmittel, bewirkt durch Oxidation von Luminol eine
Lichtemission. Das Detektionslimit liegt bei ca. 100 fM NO (Kikuchi et al.,
1993b;Kikuchi et al., 1993a).

e Detektion mittels Hamoglobinoxidation: NO reagiert mit Oxyhamoglobin (HbO;)
zu Methamoglobin (metHb) und Nitrat (NO3). Die Bildung von metHb kann
photometrisch gemessen werden. Das Detektionslimit betrdgt ca. 1 nM NO
(Tarpey and Fridovich, 2001).

» Detektion mittels Griess Reaktion: Dieser Assay beruht auf der Reaktion von
Nitrit ~ (stabiles  Oxidationsprodukt von NO) mit Sulfanilamid und
Naphtylethylendiamin. Dabei entsteht ein Azofarbstoff, der photometrisch
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vermessen werden kann. Das Detektionslimit betrat ca. 1 uM NO (Tarpey and
Fridovich, 2001).

» Detektion mittels Elektronen-paramagnetischer Resonanzspektroskopie (EPR):
Bei dieser Methode wird NO zunéchst von N-methyl-D-glucamin-Dithiocarbamat
oder von Diethyldithiocarbamat/ Eisen ,gefasst‘. Von diesen Komplexen kann
nach Erstellung des EPR-Spektrums auf die NO-Konzentration in der Lésung
geschlossen werden (Komarov et al., 1997;Kleschyov et al., 2000).

» Detektion mittels Fluoreszenzspektroskopie: Diese Methode beruht auf der
Reaktion von NO oder einem seiner Oxidationsprodukte mit einer nicht
fluoreszierenden zu einer fluoreszierenden Substanz. Beispiele fir solche
Fluoreszenzfarbstoffe = sind  4,5-Diaminofluoreszein  (DAF-2) und o-
Quinodimethane. Das Detektionslimit betragt ca. 5 nM NO (DAF-2) bzw. 1 nM
NO (o-Quinodimethane) (Kojima et al., 1998a;Paul et al., 1996).

3.3 Physiologisch vermittelte Wirkungen

NO vermittelt im Organismus vielfaltige Wirkungen. Wichtigstes Zielenzym des durch
die NNOS und eNOS freigesetzten NO ist die l6sliche Guanylylcyclase (sGC). NO
bewirkt ihre Aktivierung, was zu einer gesteigerten Produktion an cGMP fuhrt. cGMP
wiederum aktiviert u.a. die Proteinkinase G (PKG), welche durch Phosphorylierung
von verschiedenen Zielproteinen z.B. eine Vasodilatation bewirken kann (Forth et al.,
2001).

Durch die eNOS gebildetes NO bewirkt eine Relaxation der BlutgefalRe, da es lUber
cGMP den Tonus der vaskularen Muskelzellen reduziert. Luminal abgegebenes
endotheliales NO bewirkt durch Stimulation der sGC in Thrombozyten eine
reduzierte Thrombozytenaggregation und -adhdasion. Darlberhinaus vermindert
endotheliales NO die Adhéasion von Leukozyten an der GefalBwand und reduziert die
Proliferation von glatten GefalRmuskelzellen (Forth et al., 2001).

Die nNOS befindet sich im Zentralnervensystem, im vegetativen peripheren
Nervensystem und im Darmnervensystem. Die Funktionen von NO im
Zentralnervensystem sind noch nicht ganz geklart. Dagegen ist bekannt, dass die
NNOS-haltigen Nervenfasern des Darmplexus die relaxierende Komponente der
peristaltischen Welle steuern. Auch kennt man einige Funktionen von NO im
peripheren Nervensystem. So wird der Tonus der BlutgefaRe u.a. Uber NO-
freisetzende Nervenfasern gesteuert. Aul3erdem enthalten die Schwellkdrper im
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Penis viele nNOS-haltige Nervenfasern, wodurch die Erektion gesteuert wird (Forth
et al., 2001).

Die INOS befindet sich vor allem in Immunzellen wie Makrophagen und
Granulozyten. Nach Stimulation mit bakteriellen Lipopolysacchariden oder Cytokinen
exprimieren diese Zellen die INOS. Das durch die iINOS produzierte NO (im
Vergleich zur nNOS und eNOS ca. 1000-fach konzentrierter) hat cytotoxische
Eigenschaften auf Bakterien, parasitdre Protozoen, Pilze, Wirmer und gewissen
Tumorzellen. Die Cytotoxizitdt wird durch Bindung von NO an das katalytische
Zentrum (meist an das Eisen im Ham) von lebenswichtigen Enzymen vermittelt. Dies
fuhrt zur Enzymblockade (Forth et al., 2001). Allerdings kann die starke iINOS-
bedingte NO-Produktion beim Menschen manchmal auch geféahrliche Folgen haben.
Ein Beispiel ist der septische Schock. Hier kommt es zur Expression der iNOS in der
GefaBwand und die hohe NO-Produktion fuhrt zur massiven Gefal3dilatation und
toxischen Effekten auf Gefal3zellen (Forth et al., 2001).

3.4 NO-Pharmaka

Wie oben erlautert, besitzt NO im kardiovaskularen Bereich positive Eigenschaften.
Diese nutzt man in der Pharmakotherapie durch Gabe von sogenannten NO-
Donatoren  (Nitrovasodilatoren) aus. NO-Donatoren kann man in zweli
Substanzklassen einteilen. Eine Klasse sind organische Nitrit- und Nitratester, wie
Glyceroltrinitrat, Isosorbitdinitrat, Isosorbitmononitrat und Pentaerythritoltetranitrat.
Aus diesen Substanzen wird Uber ein noch nicht genau bekannten Weg in der
glatten GefalBmuskulatur enzymatisch NO freigesetzt. Die andere Klasse sind
Stickstoffverbindungen, wie  Molsidomin  und  Nitroprussid-Natrium. Diese
Verbindungen geben ihr NO nicht enzymatisch ab (Duchstein et al., 1999;Forth et
al., 2001).

NO-Donatoren kdnnen Koronarspasmen l6sen, die Koronararterien dilatieren und
vor allem durch Dilatation der grof3en Hohlvenen eine Verminderung der Vorlast
bewirken. Insgesamt verbessern sie das Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf
und Sauerstoffangebot des Herzens. Therapeutisch werden sie deshalb besonders
zur Prophylaxe und zur Akut-Therapie des Angina-Pectoris-Anfalls eingesetzt (Forth
et al., 2001).

11
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4 Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

4.1 Schlusselrolle fur vaskulare Homoostase

Auf Grund der vielfaltigen Wirkungen von NO reguliert die endotheliale NO-Synthase
mittels ihrer NO-Produktion die vaskuldre Homoostase. So ist NO als potenter
Vasodilatator aller Blutgefal3e ein physiologischer Gegenspieler zu den
Vasokonstriktoren des sympathischen Nervensystems und des Renin-Angiotensin-
Systems (Li and Forstermann, 2000).

Zusatzlich zu den vasodilatorischen Eigenschaften beeinflusst das endotheliale NO
die Angiogenese und folgende Gefal3beschaffenheiten: So vermindert endotheliales
NO die DNA-Synthese und somit auch die Proliferation von glatten Muskelzellen
(Nakaki et al., 1990;Nunokawa and Tanaka, 1992). Aullerdem reduziert
endotheliales NO die Leukozytenadhésion ans Endothel und die
Leukozytenmigration in die Gefallwand. Dies wird durch eine verminderte
Expression der Oberflachenadhasionsmolekile CD11/CD18, P-Selektin, dem
vaskularen  Zelladhasionsmolekil-1  (VCAM-1)  und dem intrazellularen
Adhasionsmolekihl-1  (ICAM-1) vermittelt (Li and Forstermann, 2000).
Darliberhinaus reduziert NO die Aufnahme von Lipoproteinen in die GefalBwand
(Cardona-Sanclemente and Born, 1995) und verhindert die Oxidation von dem ,low
density lipoprotein (LDL) (Li and Férstermann, 2000). Des weiteren reduziert NO die
Plattchenaggregation und Plattchenadhésion an die GefaRwand (Radomski et al.,
1987;Alheid et al., 1987).

Betrachtet man die vielen Wirkungen von NO im vaskuldren System, ist es nicht
Uberraschend, dass viele kardiovaskulare Erkrankungen mit einer Stérung der eNOS
bedingten NO-Produktion oder NO-Bioverfuigbarkeit in Verbindung stehen. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Patienten und Tiere, welche Kkardiovaskularen
Risikofaktoren wie Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Bluthochdruck und
Rauchen ausgesetzt sind, eine reduzierte NO-Produktion oder eine verringerte NO-
Halbwertszeit aufweisen (Li and Férstermann, 2000).

Eine cholesterinreiche Diat bei Ratten flhrte beispielsweise zu einer erhéhten
Superoxidproduktion und somit zu einer geringeren NO-Bioverfigbarkeit (Ohara et
al., 1993;Minor, Jr. et al., 1990). Die erh6hte Superoxidkonzentration wiederum wird
verantwortlich gemacht fur die bei Hypercholesterinamie beobachtete geringere
Konzentration an vollstéandig reduzierten Biopterin, dem BH,. Dies wiederum bewirkt
eine geringere eNOS bedingte NO-Produktion und eine erhthte eNOS bedingte
Superoxidproduktion (Wever et al.,, 1998). Der Einfluss von erhdhten LDL-
Konzentrationen auf die eNOS-Expression und eNOS bedingte NO-Bildung wurde in
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der Vergangenheit kontrovers diskutiert (Liao et al., 1995;Hirata et al., 1995). Eine
Forschergruppe um Olivier Feron konnte 1999 zeigen, dass cholesterinreiches Blut
an Endothelzellen eine deutlich reduzierte eNOS Aktivitat bewirkt (Feron et al.,
1999). AulRerdem wurde bei hypercholesterindmischen Ratten und Menschen eine
erhohte Plasmakonzentration des endogenen eNOS Hemmers Dimethyl-L-Arginin
nachgewiesen (Li and Forstermann, 2000). Bei diabetischen Tieren und Menschen
wurde eine verminderte arterielle GeféalRerweiterung festgestellt (Luscher et al.,
1993). Auch bei Patienten mit Bluthochdruck konnte eine verminderte
endothelabhéangige Gefal3erweiterung festgestellt werden, welche lber die eNOS
vermittelt sein konnte (Linder et al., 1990).

Die wie oben beschriebenen mit einer defizitiren NO-Produktion einhergehenden
kardiovaskularen Erkrankungen, veranlassen die Forschung (auch unsere
Arbeitsgruppe) nach Substanzen und Wegen zu suchen, welche die endotheliale
NO-Produktion und NO-Bioverflugbarkeit erhdhen. Wir suchten insbesondere nach
Substanzen, die Uber transkriptionelle/translationelle Effekte auf die eNOS eine
slanganhaltend” Steigerung der NO-Produktion bewirken.

4.2 Regulierung der eNOS

Noch bis Mitte der neunziger Jahre galt die eNOS als konstitutiv exprimiertes und
rein Ca®*/Calmodulin reguliertes Enzym (Forstermann, 1994). Mittlerweile wurden
verschiedene Faktoren gefunden, welche eine Induktion/Reduktion der eNOS
Genexpression bewirken. Auf3erdem wurden einige Ca**/Calmodulin unabhangige
Wege der eNOS-Aktivierung und —Hemmung entdeckt. Im folgenden werden alle
heute bekannten Madoglichkeiten der eNOS Regulierung dargestellt. Die folgende
Einteilung der eNOS-Regulierung beruht auf den verschiedenen zellularen Ebenen
(transkriptionell, posttranskriptionell, translationell, cotranslationell, posttranslationell)
auf denen die eNOS reguliert werden kann.

4.2.1 Transkriptionell

Einige Substanzen bewirken eine Erhohung der eNOS Transkription, indem sie die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre spezifischen eNOS-Promotor-
Sequenzen (z.B. Spl, GATA) erh6hen. Die eNOS Transkription wird u.a. erhéht
durch Shear-Stress, Cyclosporin A, Ostradiol, Insulin, Phorbolester, hohe
Zellproliferation, Wasserstoffperoxid, Staurosporin und Angiotensin Il(Férstermann et
al.,, 1998;Govers and Rabelink, 2001). Allerdings waren die meisten dieser
Substanzen fur die Indikation Arteriosklerose auf Grund ihrer sonstigen
Wirkungen/Nebenwirkungen therapeutisch kaum einsetzbar. Ebenfalls eine
Erhdhung der eNOS mRNA-Transkription bewirkt korperliches Training (Delp and
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Laughlin, 1997;Woodman et al.,, 1997;Sessa et al., 1994). Eine Erniedrigung der
eNOS Transkription wurde nach Hypoxie festgestellt (Govers and Rabelink, 2001).

4.2.2 Posttranskriptionell

Die Halbwertszeit der eNOS mRNA betragt unter basalen Bedingungen ca. 48 h
(Yoshizumi et al., 1993). Stabilisierung der eNOS mRNA fihrt zu einer erhdhten
Halbwertszeit. Destabilisierung der mRNA fuhrt zu einer verringerten Halbwertszeit.
Die Proteinexpression wiederum kann Uber die mRNA-Halbwertszeit reguliert
werden. Eine eNOS mRNA Stabilisierung bewirken u.a. der vaskulare endotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF), und Wasserstoffperoxid (Govers and Rabelink, 2001).
Eine beschleunigte eNOS mRNA Degradation wurde nach Exposition mit Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNFa), und Hypoxie festgestellt I[I(FOorstermann et al.,
1998;Govers and Rabelink, 2001).

4.2.3 Translationell

Die Halbwertszeit des eNOS Proteins betragt ca. 20 h. Laut Govers et. al. (Govers
and Rabelink, 2001) und auch eigenen Recherchen gibt es keine Berichte, dass die
eNOS Proteinmenge Uber die Translation und Proteinhalbwertszeit reguliert werden
kann.

4.2.4 Co- und Postranslationell

4.2.4.1 Acylierung durch Palmitin und Myristin

Die Translation der eNOS geht einher mit der Myristoylierung an einem Glycinrest
ihres NHy-terminalen Endes. Die Myristoylierung ist irreversibel (Govers and
Rabelink, 2001). Nach der Translation wird die eNOS an zwei Cysteinresten ihres
NH,-terminalen Endes palmitoyliert. Die Palmitoylierung ist reversibel (Liu et al.,
1995).

Sowohl Palmitoylierung als auch Myristoylierung sind Voraussetzung fur die
Membranassoziation der eNOS. Dies wiederum bringt die eNOS in die Nahe von
Calcium und Arginin. Es wurden sowohl Ca**-Kanale als auch L-Arginintransporter in
der Caveolae entdeckt (Govers and Rabelink, 2001). Diese Stoffe sind fur die eNOS
katalysierte NO-Bildung unabdingbar. In Studien an Endothelzellen konnte gezeigt
werden, dass die eNOS nach Modifikation der Bindungsstellen fir Myristin und
Palmitin kaum noch membranassoziiert in der Zelle vorlag und ihre Aktivitat bzw.
NO-Produktion deutlich reduziert war (Sakoda et al., 1995;Shaul et al., 1996).
Dagegen zeigte die isolierte eNOS in vitro nach Depalmitoylierung und
Demyristoylierung keine Aktivitdtsanderung (Govers and Rabelink, 2001). Dies ist ein
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Hinweis, dass die zellulare Lokalisation, ndmlich die durch die Acylierung von
Myristin und Palmitin bedingte Membranassoziation, fir die eNOS Aktivitat
entscheidend ist.

4.2.4.2 Regulierung durch Protein-Protein Interaktionen

Die eNOS liegt im aktiven Zustand an Ca**/Calmodulin assoziiert vor. Das Caveolae-
Membranprotein Caveolin-1 ist ein direkter Antagonist von Ca*/Calmodulin, der mit
Ca”**/Calmodulin um die Bindung an der eNOS konkurriert und die eNOS Aktivitat
erniedrigt. Die eNOS Aktivitat wird deshalb durch das Verhéaltnis an Ca**/Calmodulin
gebundener und Caveolin-1 gebundener eNOS bestimmt (Govers and Rabelink,
2001;Garcia-Cardena et al., 1997). Calmodulin bindet an die eNOS nur nach
Einlagerung von Ca®*". Deshalb bewirken Ca®* mobilisierende Substanzen wie
Bradykinin, Acetylcholin, Histamin, Ostradiol, VEGF, und Calciumionophore (z.B.
A23187, lonomycin) Uber einen erhdhten intrazellularen Ca”" Gehalt und somit einer
verstarkten Ca**/Calmodulin/eNOS Assoziation eine erhéhte eNOS Aktivitat (Michel
et al., 1997;Feron et al., 1998).

Ein anderes Protein welches mit der eNOS interagieren kann ist das Hitze-Schock-
Protein 90 (Hsp90). Garcia-Gardena et al. konnten zeigen, dass bekannte eNOS
Aktivatoren wie VEGF, Histamin und Shear-Stress eine Anlagerung von Hsp90 an
die eNOS verursachen. Wurde die Bindung von Hsp90 an die eNOS unterbunden,
verminderte sich die eNOS Aktivitdt und NO-Bildung deutlich (Garcia-Cardena et al.,
1998). Daraus konnte man schliel3en, dass die Aktivitat der eNOS durch Anlagerung
von Hsp90 erhoht wird. Andere Forschergruppen postulieren, dass Hsp90 die
Verdrangung von Caveolin-1 durch Calmodulin an der eNOS fordert und damit seine
Wirkung erzielt (Fulton et al., 2001).

Erst kirzlich wurde das mit der eNOS interagierende Protein NOSIP entdeckt (Dedio
et al., 2001). NOSIP bewirkt nach Bindung an die eNOS eine Wanderung der eNOS
von der Caveolaemembran zu intrazellularen Kompartimenten. Dies ist verbunden
mit einer reduzierten eNOS Aktivitat (Fulton et al., 2001)

Ein anderes mit der eNOS interagierendes Protein ist Dynamin-2. Es konnte
bewiesen werden, dass in Endothelzellen nach Stimulation mit Calciumionophoren
die Bindung von Dynamin-2 an die eNOS erhoht ist. Am isolierten Enzym erhoht
Dynamin-2 die eNOS Aktivitdt. Die physiologische Bedeutung von Dynamin-2 ist
aber bis jetzt noch nicht geklart (Fulton et al., 2001).

Weitere Proteine, die mit der eNOS assoziieren sind u.a. die Proteinkinasen Akt,
PKA und PKC. Da diese Proteine ihre Wirkung aber nicht Uber eine Assoziation an
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die eNOS, sondern Uber Phosphorylierung vermitteln, werden sie im nachsten Punkt

(A4.2.4.3) erlautert.

4.2.4.3 Regulierung durch Phosphorylierung

In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass die eNOS calciumabhéngig und
calciumunabhangig Uber Phosphorylierung reguliert werden kann. Eine
Phosphorylierung an Serin 1177 erhoht die Aktivitat, wahrend eine Phosphorylierung
an Threonin 495 die Aktivitat reduziert (Michell et al., 2001). Die
(De)phosphorylierungen kénnen tber Phosphatasen bzw. Kinasen als Antwort auf
diverse Stimuli vermittelt werden.

Die Signalkaskade der Proteinkinase A (PKA) erhoht die eNOS Aktivitat durch
Phosphorylierung von Serin-1177 und uber eine Dephosphorylierung von Threonin-
495. Die Proteinkinase C (PKC) dagegen bewirkt Uber ihre Signalkaskade eine
eNOS-Aktivitatshemmung, indem Serin-1177 dephosphoryliert und Threonin-495
phosphoryliert wird. Eine Aktivierung tber Phosphorylierung an Serin-1177 bewirken
aulBerdem die AMP-aktivierte-Proteinkinase (AMPK) und die Proteinkinase B/Akt
(Michell et al., 2001).

Es konnte gezeigt werden dass z.B: VEGF, Insulin und Shear-Stress die eNOS-
Aktivitat Gber eine Aktivierung der PI3-Kinase/Serin-Threonin-Kinase-Akt erhéhen
(Fleming et al., 2001;Dimmeler et al., 1999;Michell et al., 2001). Eine Inhibition der
PI13-Kinase mit Wortmannin blockte den Effekt aus (Govers and Rabelink, 2001).
Interessanterweise konnte die durch Shear-Stress bedingte calciumunabhéngige
Serin-Phosphorylierung durch Thyrosinkinase-Inhibitoren verhindert werden. Dies
konnte bedeuten, dass die Thyrosinphosphorylierung eines up-stream von Akt
agierenden Proteins fur die Akt-Phosphorylierung verantwortlich ist (Corson et al.,
1996).

PMA senkt durch Aktivierung der PKC die eNOS Aktivitat (Michell et al., 2001).
Trotzdem wurde PMA in dieser Arbeit als Positivkontrolle verwendet, da in unserem
Zellmodell anscheinend der transkriptionelle Effekt (Li et al., 1998) im Vergleich zum
posttranslationellen bedeutender ist. Denn PMA bewirkte insgesamt eine erhoéhte
eNOS bedingte Produktion an L-Citrullin und NO. Auch die Inkubation von
Endothelzellen mit NO-Donoren reduziert die eNOS Aktivitat durch Phosphorylierung
an Serin-495 (Govers and Rabelink, 2001).
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4.2.4.4 Regulierung durch den Cofaktor BH4

Von den Cofaktoren spielt besonders BH, eine entscheidende Rolle bei der
Regulation der eNOS Aktivitat. BH, erhoht die eNOS Aktivitéat. Dies bewirkt BH, als
Redox-Cofaktor in der Oxygenase Doméane und durch Férderung der Bildung bzw.
Stabilisierung des dimeren eNOS-Komplexes (Alderton et al., 2001). Es konnte in
mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass die Zugabe von BH,4 einen positiven Effekt
auf die endotheliale Dysfunktion von z.B. arteriosklerotisch, hypercholesterinamisch
geschadigten Arterien hat (Katusic, 2001). Eine Steigerung der eNOS Aktivitat,
bedingt durch eine intrazellulare Konzentrationserhéhung der reduzierten Form von
Biopterin (BH,), konnte z.B. nach Stimulation mit Ascorbinsdure nachgewiesen
werden (Huang et al., 2000). Zudem fuhrt eine geringe Konzentration an BH, und L-
Arginin zu dem in Punkt erwahnten ,uncoupling“ der eNOS (Rusche et al.,
1998).
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5 Kardiovaskulare Wirkungen von Drogenextrakten und
Naturstoffen

5.1 Knoblauch / isolierte Knoblauchinhaltsstoffe

Knoblauch wird seit mehreren tausend Jahren vielfaltig medizinisch eingesetzt.
Heute liegt sowohl der Schwerpunkt der medizinischen Knoblauch-Anwendung als
auch der Knoblauchforschung im kardiovaskularen und chemopraventiven Bereich
(Yeh and Liu, 2001). Die Wirkung von Knoblauch auf kardiovaskulare Erkrankungen
wie Bluthochdruck, Hypercholesterindmie, reduzierte Fibrinolyse, Hyperlipidamie und
erhohte Plattchenaggregation wurde in unzéhligen in vitro und in vivo Experimenten
sowie in epidemiologischen Studien am Menschen untersucht (Rahman, 2001). Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind hdchst unterschiedlich. Obwohl es viele
Studien gibt, welche eine positive Wirkung von Knoblauch auf kardiovaskulare
Risikofaktoren und auf Arteriosklerose demonstrieren, ist es bis heute auf Grund der
Datenlage nicht mdglich, Knoblauch wissenschaftlich eindeutig bewiesen als positiv
bei kardiovaskularen Erkrankungen einzustufen.

Auch auf dem Gebiet der Blutdrucksenkung, GefaRRerweiterung und des Einflusses
auf NO-Synthasen wurden schon einige Untersuchungen vorgenommen:

So konnte 1995/1996 eine englische Forschergruppe nach Stimulation mit
Knoblauchextrakten eine Erhéhung der NOS-Aktivitat und NO-Produktion an
isolierten Blutplattchen und Plazentagewebe nachweisen (Das et al., 1995;Das et al.,
1996). Basierend auf diesen Ergebnissen untersuchte 1997 eine andere Gruppe den
Einfluss von Knoblauchextrakt bei Ratten, denen durch dauerhafte Gabe des NOS-
Hemmers L-NAME eine kinstliche Hypertonie gesetzt wurde. Die gleichzeitige
Futterung mit Knoblauchextrakt senkte signifikant den Blutdruck und erhohte die
urindre NO,/NO3 Exkretion (Pedraza-Chaverri et al., 1998).

Sowohl der beschriebene Einfluss von Knoblauchextrakt auf die Blutdrucksenkung
als auch der Effekt von Knoblauch auf die NO-Synthasen lie3en eine Wirkung von
Knoblauch auf die eNOS in Endothelzellen mutmal3en. Die Wirkung des Knoblauchs
wird oft den charakteristischen schwefelhaltigen Verbindungen zugeschrieben. Alliin
ist Hauptbestandteil der schwefeligen Verbindungen im Knoblauchpulver. Alliin wird
in wassrigem Milieu durch das Enzym Alliin-Lyase schnell in Allicin umgewandelt.
Allicin wiederum ist einerseits chemisch instabil anderseits wird es in der Leber
schnell zu schwefelhaltigen Substanzen metabolisiert (Egen-Schwind et al., 1992).
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Die wichtigsten Allicin-Metaboliten und Abbauprodukte sind Diallyldisulfid, Ajoen,
Allylmercaptan, S-Allylcystein und weitere Polysulfide (Lawson et al., 1991).

Darum wurde in dieser Arbeit der Einfluss sowohl von Knoblauchextrakten als auch
von schwefelhaltigen, isolierten Knoblauchinhaltsstoffen auf die eNOS untersucht.

5.2 Weilddorn

Die Verwendung von Extrakten aus Weilddorn zur Behandlung einer leichten
Herzinsuffizienz hat in der Volksmedizin eine lange Tradition. Heute ist der
erfolgreiche Einsatz von standardisierten Weil3dornbluten- und Bléatterextrakten (z.B.
WS1442, Schwabe Arzneimittel, Karlsruhe) zur Behandlung der nachlassenden
Leistungsfahigkeit des Herzens entsprechend dem Stadium Il der New York Heart
Association durch mehrere Doppelblindstudien medizinisch eindeutig bewiesen
(Welkl et al., 1996;Zapfe, 2001). Als wichtigste Wirkmechanismen wurden neben
einer positiv inotropen Wirkung, einer Verlangerung der Refraktarphase auch die
Steigerung der koronaren Durchblutung beschrieben (Siegel, G., 1996,
Phytotherapie Res. 10, S.195). So zeigten unabh&ngig zwei Forschergruppen, dass
Weil3dornextrakt bzw. ein Procyanidin-angereicherter Extrakt aus Weil3dorn im
Modell des mit  Phenylephrin kontrahierten Rattenaortenrings  eine
endothelabhéngige, signifikante Dilatation und cGMP-Erhéhung bewirken (Chen et
al., 1998;Kim et al., 2000). Diese Dilatation und cGMP-Erhéhung setzten schon
wenigen Minuten nach Zugabe des Weildornextraktes ein und konnten durch
Zugabe des NOS-Hemmers NG-nitro-L-Arginin ausgeblockt werden. In einer weiteren
Arbeit (Koch and Chatterjee, 2000) wurde der kurzfristige Einfluss von WS1442 (5
pg/ml) auf den Koronarfluss in einem Perfusionssystem der Versuchsapparatur nach
Langendorf untersucht. WS1442 bewirkte eine signifikante Erhohung des
Koronarflusses, welche nach Zugabe von NG-nitro-L-Arginin (NOS-Hemmer) und
ODQ (Hemmer der loslichen Guanylatcyclase) unterdriickt werden konnte.

Alles in allem liel3 die bisherige Datenlage uUber den Einfluss von Weil3dornextrakten
auf KoronargefalR3e eine Involvierung der eNOS vermuten. Darum wurde in dieser
Arbeit die kurzfristige und langfristige Wirkung von WS1442 auf die eNOS in
Endothelzellen untersucht.

5.3 Phytodstrogene aus der Sojabohne

Zahlreiche epidemiologische Studien und Publikationen der letzten Jahre
untermauern, dass Ostrogene, v.a. 17-B-Estradiol die Entwicklung von
kardiovaskularen Krankheiten verhindern bzw. verzogern kdnnen (Gray et al., 2001).
Auch fur PhytoOstrogene, Pflanzeninhaltsstoffe mit Bindungsaffinitaten zu den
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Ostrogenrezeptoren, konnten in zahlreichen Arbeiten und epidemiologischen Studien
positive kardiovaskulare Effekte gezeigt werden. Vor allem Vertreter aus der
Substanzklasse der lIsoflavone (z.B. Genistein, Daidzein, Biochanin A, Equol,
Formononetin), welche besonders in der Sojabohne vorkommen, scheinen einige
positive kardiovaskulare Wirkungen auszuiben. So konnte an Affen nach langerer
isoflavonreicher Soja-Futterung eine signifikante Reduktion der
Arterioskleroseentwicklung nachgewiesen werden. Diese ist wahrscheinlich bedingt
durch Reduktion der Plasmalipidkonzentration und GefalRmuskelzellproliferation,
geringerer Plattchenaggregation und einer erhdhten Gefaldreaktivitat (Anthony et al.,
1998). Zudem konnte in epidemiologischen Studien nachgewiesen werden, dass die
Arterioskleroserate in Landern, in denen die Nahrung sehr viel Soja enthélt (z.B
Japan), deutlich niedriger als in anderen ist (Barnes, 1998). Auch wurden durch
Isoflavone  bedingte akute Vasodilatationen im Modell des isolierten
Rattenaortenrings (Mishra et al., 2000) und in einem Experiment am menschlichen
Unterarm (Walker et al., 2001) gezeigt. Die Vasodilatationen konnten jeweils durch
einen NOS-Hemmer unterdriickt werden.

In Anbetracht obiger Daten und auch des mehrfach beschriebenen Einflusses von
17-B-Estradiol auf die eNOS (Goetz et al., 1999;Caulin-Glaser et al., 1997) wurde in
dieser Arbeit der Einfluss der Soja-lIsoflavone auf die eNOS in Endothelzellen
untersucht.

5.4 Gruner Tee / isolierte Epicatechinderivate

Griner Tee wurde besonders in den letzten Jahren zu einem Modegetrank, wobei
ihm  zahlreiche  gesundheitsfordernde  Wirkungen  nachgesagt werden.
Epidemiologische Studien und wissenschaftliche Publikationen weisen vor allem auf
maogliche positive Effekte des griinen Tees bei der Vorbeugung gegen Krebs und
kardiovaskularen Erkrankungen hin (Yang, 1999;Riemersma et al., 2001). Jedoch
konnten positive kardiovaskulare in vitro- und Tiermodelleffekte, wie Reduktion der
LDL-Lipidperoxidation, nicht in Studien am Menschen belegt werden. Einige
Publikationen zeigen, dass Epicatechinderivate (z.B. Epigcatechin-3-gallat,
Epigallocatechin-3-gallat) des grinen Tees mit Phenylephrin kontrahierte
Rattenaortenringe dilatieren kdnnen (Huang et al., 1998;Chen et al., 1998). Dieser
Effekt korrelierte mit einer erhdhten cGMP Menge und konnte durch gleichzeitige
Gabe eines eNOS-Hemmers unterdriickt werden.

In dieser Arbeit sollte nun an Endothelzellen untersucht werden, ob mégliche
kardiovaskulare Effekte von Epigallocatechin-3-gallat und Epicatechin-3-gallat Uber
eine Beeinflussung der eNOS vermittelt sein kénnten.
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5.5 Rotwein / isolierte Rotweinpolyphenole

Mehrere epidemiologische Studien kamen zum Ergebnis, dass in einigen Regionen
Frankreichs trotz einer fettreichen Nahrungsaufnahme, wenig Bewegung und starken
Zigarettenkonsum die Haufigkeit an koronaren Herzkrankheiten deutlich geringer ist
als in anderen westlichen Landern wie z.B. England (Renaud and de Lorgeril, 1992).
Diese Beobachtungen fuhrten zum Begriff des ,French Paradox“. Als eine mégliche
Erklarung dieses Phdnomens wurde die hohere Aufnahme von Rotwein sowie von
anderer polyphenolreicher Nahrung (z.B. Obst, Gemiuse) in Frankreich in Erwagung
gezogen. Um die genauen Mechanismen dieser moglichen positiven
kardiovaskularen Eigenschaften des Rotweins und seiner Polyphenole aufzuklaren,
wurden vor allem in den letzten Jahren zahlreiche in vivo Studien und in vitro
Experimente durchgefuhrt.

Ein Schwerpunkt dieser Studien war der Einfluss von Rotwein und seiner
Polyphenole auf die GefaRerweiterung und die endotheliale NO-Bildung. So zeigte
eine Gruppe um den Franzosen Jean Stoclet in mehreren Arbeiten am Modell des
mit Phenylephrin kontrahierten Rattenaortenrings, dass kurzzeitge Gabe von
Rotweinpolyphenolextrakt (RWPE) und isolierten Rotweinpolyphenolen eine
deutliche Dilatation, sowie eine Erhéhung an NO und cGMP bewirken (Stoclet,
2001). All diese Effekte lieRen sich mit NOS-Hemmern unterdriicken. Eine andere
Gruppe untersuchte erst kirzlich (Marz 2002) den Effekt von RWPE an Ratten,
welche durch permanente Gabe des NOS-Hemmers L-NAME NO-defizitar und
arteriosklerotisch geschéadigt waren. RWPE konnte nach mehrwdchiger Fitterung
den Blutdruck der Ratten signifikant senken und die NO-Synthase Aktivitat in
Aortenhomogenaten signifikant erhdhen (Bernatova, | et al., 2002). Des weiteren
zeigte im Jahr 2001 eine Gruppe, dass Wein, Traubensaft und einige Flavonoide im
Menschen unter anderem die Blutplattchenaggregation erniedrigen und die NO-
Produktion in Blutplattchen erhéhen (Freedman et al., 2001).

Ziel dieser Arbeit war es nun herauszufinden, ob RWPE nicht nur wie von Stoclet
gezeigt kurzfristig die endotheliale Produktion von NO und cGMP erhéhen kann,
sondern auch einen langfristigen Effekt auf die eNOS hat. AuRerdem war es von
Interesse, ob ein Effekt von RWPE nicht nur unter ,pathologischen Bedingungen®
(z.B. kontrahierte Aortenringe, NO-defizitare und arteriosklerotische Mause), sondern
auch an vollig intakten Endothelzellen festzustellen ist. Eine Steigerung der NO-
Produktion intakter, ,gesunder® Endothelzellen kdnnte praventiv vor Arteriosklerose
schitzen.
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5.6 Sonstige Beeren und Frichte mit roten Farbstoffen

Fur die roétlich-blaue Farbe vieler Frichte und Trauben, wie z.B. Holunderbeeren,
Johannisbeeren, Himbeeren sind zum Grol3teil farbige Anthocyanine verantwortlich.
Es gibt einige wissenschaftliche Arbeiten, die fur gewisse Anthocyanine eine
Vasodilatation im mit Phenylephrin kontrahierten Aortenring zeigen (Andriambeloson
et al.,, 1998;Stoclet et al., 1999). Darum wurde in dieser Arbeit die Wirkung von
Anthocyanine-enthaltenen Fruchtextrakten auf die eNOS in Endothelzellen
untersucht.
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B. Material und angewandte Methoden

1 Eukaryontische Zellen, Bakterien, Plasmide

1.1 Zellkultur

1.1.1 Nahrmedien und Zuséatze

Als Zellkulturmedien wurden carbonatgepufferte Fertigmedien verwendet. Eingesetzt
wurden die folgenden Medien:

* DMEM (Dulbecco’'s Modified Essential Medium) ohne Phenolrot (Bio
Whittaker, Europa)

« ECGM (Endothelial Cell Groth Medium, Promo Cell®, Europa)

DMEM wurde fiur die beiden Zelllinien ECV304 und EA.hy926 verwendet, ECGM fur
die HUVEC-Primarkulturen.

Dem DMEM wurden Wachstumsfaktoren, Hormone, ect. kurz vor Gebrauch in Form
von 10% hitzeinaktivierten endotoxinarmen fétalen Kalberserum (FKS) zugesetzt
(Gibco/BRL, Life Technologies). FKS enthalt u.a. auch Ostrogene, welche die eNOS
hochregulieren (Kleinert et al., 1998). Um Ostrogene aus dem FKS groRtenteils zu
entfernen, wurde es mit Aktivkohle behandelt. Dabei wurden zu je 100 ml FKS 2 g
Aktivkohle gegeben und 18 h ei 4°C gerihrt, dann die Mischung zentrifugiert (5 min ,
3000 x g), der FKS-Uberstand noch mal in einer Ultra-Zentrifuge zentrifugiert (60
min, 10000 rpm) und abschlieRend sterilfiltriert.

Es wurde Phenolrot-freies Medium verwendet, da flir Phenolrot eine dstrogenartige
Wirkung beschrieben wurde, die die eNOS beeinflussen wirde (Kleinert et al., 1998).
DMEM enthielt aus Stabilitatsgrinden kein L-Glutamin, welches erst kurz vor
Gebrauch aus einer bei -20°C gelagerten Stocklosung in einer Endkonzentration von
2 mM zugesetzt wurde. Um trotz sorgfaltigem sterilen Arbeiten eventuellen
bakteriellen Kontaminationen vorzubeugen, wurden dem DMEM die Antibiotika
Benzylpenicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 U/ml) zugesetzt (Pan Biotech,
Deutschland).

Dem DMEM fir ECV304-Zellen wurde ca. bei jedem zweiten Passagieren 1 mg/ml
G418 (Sigma , Deisenhofen, Deutschland), dem fur die EA.hy926 Zellen dauerhaft
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HAT (100 uM Hypoxanthin, 0,4 uM Aminopterin, 16 uM Thymidin, Sigma) zugesetzt.
Eine genaue Erlauterung zu diesen Zusatzen folgt bei dem jeweiligen Zelltyp.

Dem ECGM-Medium fur die HUVEC-Primarkulturen wurde der Supplement Mix C-
39215 (Promo Cell®, Europa) zugesetzt.

1.1.2 LOosungen

Alle in der Zellkultur verwendeten Losungen wurden der Sterilisation unterzogen.
Dies geschah entweder durch Sterilfiltration (Disposable filter, 0,2 um, Peske, bzw
bei volumenmalig grolReren Losungen: SteritopTM, 0,2 um Millipore) oder durch
autoklavieren mit gespanntem Wasserdampf (2 bar /121 °C/15 min) in einem
Autoklaven (Vakulab S 3000, Minchener Medizin Mechanik GmbH).

PBS

Phosphat- gepufferte Kochsalzlésung (PBS) wurde zum Waschen und Ernten der
Zellen und zum Ansetzen verschiedener Losungen verwendet. Nach Einstellen des
pH-Wertes auf 7.4 wurde die L6sung in gespanntem Wasserdampf autoklaviert.

Zusammensetzung:

NazHPO4 1.48 g
KH,PO, 0.43 g
NacCl 7.20 g
H.O ad 1000 mi

Trypsin/ EDTA

Die Trypsin/ EDTA-L6sung wurde bendtigt, um die verwendeten adhéarenten Zellen
abzulésen. Dafur wurden in die 75 cm? Zellkulturflaschen 4 ml der Ldsung auf die
PBS-gewaschenen Zellen gegeben. Die Lésung wurde ca. 5 min auf den Zellen
gelassen, dann die Zellen durch Umschwenken oder leichtes Klopfen abgeldst und
Medium zugegeben. Nach der Herstellung wurde die LOsung stets sterilfiltiert,
aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

Zusammensetzung:
Trypsin(1:250) 0,05 g

EDTA 0.2 ¢
PBS ad 100 ml
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1.1.3 Kultivierung

Inkubationsbedingungen

Die Zellen wurden bei 37°C in einem Inkubator der Firma Heraeus bei 90%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert. Alle verwendeten Zellen wuchsen in
adharenten Monolayer-Kulturen in Polystyrol-Gefal3en. Die Kultivierung erfolgte in
ZellkulturgefaRen mit 75 cm? oder 150 cm? Grundflache, bzw. in 6-, 12- oder 24-
Lochplatten der Firma PESKE (Deutschland).

Passagieren

Die Zelllinien (EA.hy926 und ECV304) wurden nach Erreichen des konfluenten
Zustandes passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen, dann Trypsin/EDTA-Lésung (B[L.1.2) draufgegeben und ca. 5 min
auf den Zellen belassen. Diese L6sung bewirkt durch partiellen Verdau der
Zellmembran das Ablosen der Zellen. Durch Zusatz von Medium wird das Trypsin
inaktiviert und die Zellen 1.7 - 1:15 in frischen Kulturgefal3en weitergezogen. Die
zugegebene Mediummenge betrug bei 75 cm? Zellkulturflaschen ca. 35 ml, wobei
das Medium am nachsten oder tibernachsten Tag gewechselt wurde.

Da es sich bei den verwendeten Zelllinien um immortalisierte Zellen handelt, ware
grundsétzlich ein endloses Weiterpassagieren der Zellen moglich. Weil sich mit der
Passagezahl jedoch die Gefahr von Mutationen und Selektionen erhdht, wurden die
Zellen maximal bis zur 25. Passage verwendet. Danach wurden wieder frische Zellen
aus dem Gefrierstock hochgezogen.

Zahlen der Zellen nach Fuchs-Rosenthal

Um standardisierte Zellbedingungen fur die Experimente zu gewéhrleisten, wurden
stets gleiche Mengen an Zellen ausgesat. Die Zellzdhlung erfolgte mit Hilfe der
Fuchs-Rosenthal Methode. Dabei wurde ca. 50 pl Zellsuspension in eine Fuchs-
Rosenthal-Kammer gegeben, die Zellen in allen 16 Quadraten gezahlt und der
Mittelwert fur die Berechnung verwendet. Die Zellzahl pro ml Zellsuspension lasst
sich aus dem Volumen eines Quadrates der Zahlkammer berechnen.

Einfrieren von Zellen

Zur Aufbewahrung Uber einen langeren Zeitraum wurden die Zellen in flissigem
Stickstoff (-196°C) eingefroren. Um zu vermeiden, dass die Zellen beim Einfrieren
platzen, wurde dem Medium 10% Dimethylsulfoxid (DMSQO) zugesetzt. Das
Einfriermedium wurde nach der Herstellung sterilfiltriert.
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Einfriermedium:

DMSO 5 ml
FKS 5 ml
Medium 40 ml

Die durch Trypsin/EDTA abgelosten Zellen wurden zentrifugiert und in
Einfriermedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Kryorohrchen tberfiihrt
und zur Vermeidung von zu schnellem Abkuhlen zunachst ca. 2 Tage bei -20°C
eingefroren und danach in flissigen Stickstoff gelagert.

Auftauen von Zellen

Die Zellen in den Kryor6hrchen wurden mit 37°C warmen Medium aufgetaut und in
eine Zellkulturflasche Uberfuhrt. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt,
um abgestorbene Zellen sowie das DMSO aus dem Einfriermedium zu entfernen.

1.1.4 HUVEC-Priméarkulturen

Die Gewinnung der HUVEC-Primarkulturen wurde von Herrn H. P. Keiss und Frau B.
Weiss (beide Zentrum fir Pharmaforschung Minchen) in Anlehnung an die in einer
Publikation von Sohn HY. beschriebene Methode durchgefuhrt (Sohn et al., 2000).
Bei dieser Methode werden ventse Endothelzellen aus einer Nabelschnur isoliert.
Dabei wird die Nabelschnurvene mit einer Collagenaselosung gefillt, welche die
Endothelzellen abloést. Anschlielend wird die Lésung mit den Endothelzellen
aufgefangen, zentrifugiert, dann werden zum Endothelzellpellet HUVEC-Medium
gegeben und die Zellen in einer Zellkulturflasche kultiviert.

1.1.5 Eukaryontische Zellinien

1.15.1 EA.hy926 Zellen

Die verwendete Endothelzelllinie EA.hy926 stammt von Dr. C. J-.S. Edgell
(Universitat in North Carolina, USA). Die Zelllinie wurde hergestellt durch
Verschmelzung von menschlichen vendsen Nabelschnurendothelzellen mit Zellen
der permanenten menschlichen Zelllinie A549 (Edgell et al., 1983). Die Zellen
wurden in Antibiotika-haltigem DMEM ohne Phenolrot kultiviert. Um die hybridisierten
Zellen zu selektionieren wurde dem Medium stets HAT zugebeben (BLL.1.1].

1.1.5.2 ECV304 Zellen

Die Zelllinie wurde durch spontane Transformation von menschlichen vendsen
Nabelschnurendothelzellen hergestellt (Takahashi et al., 1990). Die hier
verwendeten ECV304 Zellen sind mit einem pGL3-neo Plasmid (Promega) stabil
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transfiziert, welchem ein 3.5 kb Fragment des menschlichen eNOS-Promotors mit
darauffolgendem Luciferasegen eingebaut wurde (B#.1.1]. Diese Zellen wurden uns
von Dr. H. Kleinert (Universitat Mainz) zur Verfugung gestellt (Li et al., 1998). Durch
Zugabe von G418 (1 mg/ml) kénnen die stabil transfizierten Zellen selektioniert
werden.

1.2 Bakterien

1.2.1 Eingesetzter Stamm

Als Wirtsorganismus fur die Vektoren zur Amplifikation von Northern Blot Proben
wurde der Escherichia coli Stamm DH5a der Firma Gibco/BRL Life Technologies
verwendet.

1.2.2 Nahrmedien und Antibiotika

Die Bakterien wurden in Luria-Bertani (LB)-Medium kultiviert. Nach Einstellung des
pH-Wertes auf 7,5 mit NaOH wurde das Medium autoklaviert.

Zusammensetzung:
Trypton 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 59
H,O ad 1000 mi

Um die Bakterien zu selektionieren, welche ein Plasmid mit (-Lactamasegen
(=Ampicillinresistenzgen) aufgenommen haben, wurde dem Medium Ampicillin-Na
zugesetzt. Dadurch kdnnen die Bakterien mit Plasmid bzw. mit B-Lactamase den
B-Lactamring des Ampicillins spalten und somit die bakterizide Eigenschaft des
Ampicillins zerstoren.

Die Bakterienselektion wurde auf Agar-Platten durchgefuhrt. Zur Herstellung des
Agars wurden dem obigen (LB)-Medium 15 g/l Agar zugesetzt und dann autoklaviert.
Nach dem Autoklavieren wurde die Lésung auf ca. 50°C abgekihlt und erst dann
das hitzeempfindliche Ampicillin-Na aus einer 70% Ethanollésung in einer
Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Das noch flissige Medium wurde in 85
mm Petrischalen gegossen und auf RT abgektihlt, damit der Agar fest wird. Gelagert
wurden die Platten bei 4°C.
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1.2.3 Kultivierung

Die E. coli wurden aerob bei 37°C in 300 ml Erlenmeyerkolben auf einem
Bakterienschdttler (200 rpm) in einem Inkubator (Unihood 500, Uni Equip) kultiviert.
Zur Lagerung wurden die Bakterien in logarithmischer Wachstumsphase 5:1 mit
Dimethylsulfoxid versetzt und bei —80°C eingefroren.

1.3 Vektoren

1.3.1 Verwendete Plasmide

Zur in vitro Transkription, mit der aus cDNA a*?P-markierte cRNA-Proben zum
Einsatz im Northern Blot hergestellt wurden, wurden verschiedene Plasmide
verwendet, die neben einer [-Lactamase kodierenden Region lber RNA-
Polymerase-Promotoren (T3, T7) und Uber eine Multiple Klonierungsregion (MKR)
verfugen. Innerhalb dieser MKR  kénnen  Erkennungssequenzen  flr
Restriktionsenzyme und den bendtigten cRNA-Sonden komplementdre cDNA-
Proben eingebaut werden (siehe Plasmidskizze unten). Die im folgenden
aufgefiihrten Plasmide wurden uns von Dr. H. Kleinert (Universitat Mainz) zur
Verfligung gestellt:

- pCR_ecNOS Human: 3422 Basenpaare (bp)
- pCR-[3-Aktin-Hum_del_BstEIllI/Hind 11l: 3062 bp

ecNOS 37727

- Smal 1007
ecNOS 5'1151

BamH | 1184
" -Smal 1180

Abb. 5: Skizze des Plasmids: pCR_ecNOS Human: 3422 Basenpaare (bp);
Transkription mit T7 Polymerase; RNA-Restriktion mit Sma |; RNA-Probe 364
Nukleotide (nt), davon entsprechen 280 nt der eNOS RNA.
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2 Verwendete Drogenextrakte und Naturstoffe

2.1 Knoblauchpulver/extrakt

Chinesisches Knoblauchpulver (LI 111, z.B. in Kwai® enthalten, Lichtwer-Pharma,
Berlin) wurde in Wasser suspendiert (1 ml/g Knoblauchpulver) und 30 min im
Ultraschallbad geldst. Danach wurde zentrifugiert (5 min, 3000 x g) und der
Uberstand als Knoblauchextrakt verwendet.

2.2 Isolierte Knoblauchextraktinhaltsstoffe

Ajoen wurde uns von Prof. Dr. K. G. Wagner (GBF, Braunschweig) und S-Allycystein
von der Firma Wakanuga of Amerika (Californien, USA) zur Verfiigung gestellt. Die
ubrigen verwendeten schwefelhaltigen Knoblauchextraktinhaltsstoffe wurden alle von
der Firma Fluka (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Alle Substanzen wurden in
DMSO geldst und bei -20°C gelagert.

o O
I |

NN SN F NS NF

(trans)-Ajoen Allicin
NH,
H
OH
S-Allylcystein Diallyldisulfid Allylmercaptan

Abb. 6: Strukturformeln von schwefelhaltigen Knoblauchextraktinhaltsstoffen

2.3 WeilRdornbliten- und Blatterextrakt (WS1442)

Der Weil3dornbliten- und Blatterextrakt WS1442 wurde von der Firma Dr. Willmar
Schwabe Arzneimittel (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Es handelt sich um einen
Extrakt, dessen Gewinnung auf standardisierten Anbaubedingungen und
Herstellungsverfahren beruht und dessen Gehalt an oligomeren Procyanidinen auf
mindestens 18,75 % (berechnet als Epicatechin) standardisiert ist. Das
Auszugsmittel ist Ethanol 45 % (m/m) und das Droge-Extraktverhaltnis 4-6,6:1.
WS1442 ist in den Handelspraparaten Crataegutt® 80, Crataegutt® novo 450 und
Crataegutt® forte enthalten. Der Extrakt wurde in DMSO gel6st und bei -20°C
gelagert.
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Daidzein Genistein

O OH
HO I O

Equol

Abb. 7: Struktur und Metabolismus von Soja-Isoflavonen

R=H: Epicatechin-3-gallat (ECG)
R=0OH: Epigallocatechin-3-gallat (EGC)

Abb. 8: Strukturformeln der Catechingerbstoffe ECG und EGC
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2.4 Isolierte Isoflavone der Sojabohne

Die getesteten Isoflavone aus der Sojabohne wurden alle von der Firma Fluka
gekauft. Alle Substanzen wurden in DMSO gelost. Abb. 7] zeigt die Strukturformeln
der verwendeten Isoflavone sowie den Metabolismus von Formononetin und
Biochanin A.

2.5 Isolierte Catechingerbstoffe des griinen Tees

Die beiden verwendeten Catechingerbstoffe des griinen Tees Epicatechin-3-gallat
(ECG) und Epigallocatechin-3-gallat (EGC) wurden von der Firma Fluka bezogen
und in Wasser gelost.

2.6 Pure Rotweine

Die Rotweine wurden meist von Miunchner Weinhé&ndlern bezogen, wobei die
Flaschen zum Teil unmittelbar vor Verwendung fiir die Experimente gedffnet wurden,
zum Teil aber auch schon langer gedffnet waren. Die Proben wurden im Falle einer
mehrmaligen Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

Wein- |Weinname Jahr- |Land Traube/ Weinlagerung /

NR. gang Sonstiges

1 Chateau Cabriere 1998 |Frankreich |Chateauneuf-Du-Pape

9 Domaine De Villemajou |{1999 |Frankreich

10 Chateau Bonnet 1998 |Frankreich Bordeaux-Wein /Stahlfass
Bordeaux

11 Palacio de la Vega 1998 |Spanien 3 Jahre Eichenfasslagerung

100% Cabernet Sauvignon

12 Chateau Saint Auriol 1998 |Frankreich

13 Pouilly-Fumé 2000 |Frankreich Loire, WeilRwein

14 Montes 1998 |Chile 100% Cabernet Sauvignon

15 Dogajolo Toscano 1999 |ltalien

16 Domaine du Bosc 1999 |Frankreich  |Aus vulkanischem Gebiet

17 Chateau Bonnet 1999 |Frankreich  |Bordeaux —Wein / Stahlfass
Bordeaux
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18 Chéateau du Bois Meney [1999 |Frankreich Bordeaux-Wein

19 Chateau Saint Esteve |2000 |[Frankreich Cote du Rhone
D’ uchaux

20 Diego de Almagro 1993 |Spanien 7 Jahre Eichenfasslagerung

21 Chateau Laville Eximius |1998 |Frankreich 100% Merlot

22 Chéateau Lamothe 1998 |Frankreich 34% Merlot, 52% Cabernet
Bergeron Sauvignon, 14% Cabernat
Franc

23 Chéateau du Moulin Noir {1998 |Frankreich 60% Merlot, 10% Cabernet
Sauvignon, 30% Cabernet

Franc

24 Chateau Thieuley 1998 |Frankreich 90% Merlot, 10% Cabernet
Franc

25 Hauswappen 1998 |Sudtirol

26 Dornfelder Rotwein 1997 |Deutschland |Eichenfasslagerung

trocken /Pfalz

27 Chateau Cabriere 1997 |Frankreich |Chateauneuf-Du-Pape

28 Moulin de Gassac 2000 |Frankreich 100% Syrah

29 Merlot Grenache 1999 |Frankreich 100% Merlot

30 Hacienda 1998 |USA/ 100% Cabernet Sauvignon

Kalifornien
31 Dornfelder 2000 |Deutschland/ |Stahlfasslagerung

Rheinhessen

32 Dornfelder 2000 |Deutschland/ |Holzfasslagerung
Rheinhessen

33 Dornfelder 2000 |Deutschland/ |Eichenfasslagerung
Rheinhessen

2.7 Rotweinpolyphenolextrakt (RWPE)

Der Rotweinpolyphenolextrakt (RWPE) wurde uns von Frau Prof. Veronique
Cheynier (INRA-UMR Sciences pour I'Oenologie, Montpellier, Frankreich) zur
Verfigung gestellt. Die Herstellung wurde von der Arbeitsgruppe Cheynier in
Carcinogenesis publiziert (Caderni et al., 2000). Dabei wurde ein franzésischer
Rotwein der Traube Cabernet Sauvignon zunachst erwarmt, um den Ethanol zu
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verdampfen und dann die verbleibende LOsung auf eine Vinyl-Divinyl-Benzol-Saule
(=Polystyrolsaule) gegeben. Eine erste Spilung mit Wasser eluierte die polaren
Weinbestandteile (Zucker, organische Sauren) und aus der anschlielRenden Elution
mit 90 % Ethanol (v/v) wurde der RWPE gewonnen. Die Extraktzusammensetzung
wurde wie beschrieben (Fulcrand et al., 1999) von Prof. Cheynier mittels HPLC-
Analyse bestimmt. Der Extrakt enthalt unter anderem: 4,4 % Anthocyanine 0,8 %
Flavonole, 2,0 % Phenolsauren, 1,4 % Catechin, 1,0 % Epicatechin und 28 %
Proanthocyanidineinheiten (bestehend aus 18 % Epigallocatechin, 13,2 % Catechin,
65 % Epicatechin und 3,8 % Epicatechingallat; der mittlere Polymerisierungsgrad
betragt 6,8). Ungefahr die Halfte der phenolischen Verbindungen im RWPE bildete
sich wahrend der Weinherstellung und der Weinlagerung aus genuinen
phenolischen Verbindungen der Traube. Aus 1l Rotwein wurden 3 g RWPE
gewonnen.

2.8 Isolierte Rotweinpolyphenole

Die verwendeten isolierten Inhaltsstoffe Quercetin, Delphinidin und trans-Resveratrol
wurden von der Firma Fluka gekauft. Gelést wurden sie alle in DMSO.

OH OH
OH OH
3 [ g
HO 0
e, o
_
OH HO
OH

Quercetin Delphinidin Resveratrol

Abb. 9: Strukturformeln von Rotweinpolyphenolen

2.9 Eichenrindenfluidextrakt

Der Eichenrindenfluidextrakt wurde durch Mazeration von Eichenrinde (Cortex
frangulae, Caelo) hergestellt. Dazu wurde Eichenrindenpulver 1:5 mit Ethanol 20 %
(v/v) in einem Erlenmeyerkolben auf einen Schittler gestellt und bei
Raumtemperatur 20 h leicht geschittelt. Durch Filtrieren der Suspension wurde der
Eichenrindenfluidextrakt erhalten.
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2.10 Beeren- und Friuchtepolyphenolextrakte

Ausgangsmaterial fur die Polyphenolextrakte waren jeweils im Lebensmittelhandel
erhaltliche 100% Presssafte (Muttersaft) aus erntefrischen Beeren. Alle im folgenden
aufgefuihrten Safte wurden von der Firma EDEN (Hunfeld, Deutschland) hergestellt:
Holundersaft, Schwarzer Johannisbeersaft, Heidelbeersaft, Himbeersaft, Roter
Johannisbeersaft, Brombeersaft und  Sauerkirschsaft. Der verwendete
Preiselbeersaft (100 % Presssaft) ist von der Firma Voelkel (Hohbeck, Deutschland)
Die Gewinnung der Vorlauffraktion (VF) und der Polyphenolfraktion (PPF) wurde von
Herrn Dr. R. Samtleben (Zentrum fir Pharmaforschung Minchen) durchgefihrt und
erfolgte genau wie bei den Rotweinen (BR.11}

2.11 Herstellung der VF und PPF aus purem Rotwein und Fruchtsaften

Die Herstellung der VF und PPF aus purem Rotwein und Fruchtsaften wurde von
Herrn Dr. R. Samtleben durchgefuhrt. Die Herstellungsmethode erfolgte in
Anlehnung an die von Caderni G. et. al. publizierte Methode (Caderni et al., 2000),
welche in BR.7] schon beschrieben wurde. Folgende Veranderungen der Methode
wurden von Herrn Dr. Samtleben vorgenommen: Die Weine wurden ohne vorheriges
Abdampfen des Ethanols direkt auf eine Polystyrolsaule (Diaion®, Sulpeco, USA)
gegeben, welche nach Herstellerangaben befillt wurde. Mit Wasser wurde solange
eluiert, bis die Absorption des Eluats bei 280 nm wieder anndhernd basale Werte
hatte. Dieses Wassereluat ist die Vorlauffraktion (VF). AnschlieRend wurde mit 90 %
(v/v) Ethanol solange eluiert, bis die Absorption des Eluats bei 280 nm annahernd
basale Werte hatte. Dieses Ethanoleluat (90%v/v) stellt die Polyphenolfraktion (PPF)
und wurde gefriergetrocknet, in Wasser/PBS/DMSO (49:49:2) aufgeldst und bei -
20°C gelagert.
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3 Ermittlung des optimalen Zellproliferationsgrads

3.1 Ziel der Validierung der Zellproliferation

Ziele der Validierung der Zellproliferation waren:

1. Vergleichbarer Zellproliferationsgrad und Dichte bei Stimulationsbeginn aller
Experimente. Dies ist verbunden mit vergleichbaren charakteristischen
Zellmerkmalen wie z.B. vergleichbarem eNOS Proteingehalt oder
vergleichbarer Superoxidanionproduktion. Die genannten Merkmale und auch
andere sind bei Endothelzellen stark vom Proliferationsgrad und der Dichte
abhangig (Zollner et al., 2000;Arnal et al., 1996).

2. Zellkulturbedingungen, welche dem physiologischen Zustand des Endothels
maoglichst angenahert sind. Das Endothel ist physiologisch eine konfluente
Monolayerzellschicht. Anderseits entspricht dem physiologischen Zustand,
trotz der Konfluenz, eine gewisse Auswechselung und somit auch
Zellproliferation der Endothelzellen (Drenkhahn and Zenker, 1994).

Das Ziel der Validierung war deshalb durch verdnderte Mediummengen und
Proliferationsdauer einen Zellproliferationszustand zu finden, bei dem die Zellen
schon konfluent sind aber trotzdem noch leicht proliferieren.

3.2 Kultivierung

EA.hy926 Zellen wurden wie in Punkt (B[L.1.3]) beschrieben kultiviert. Vor dem
Aussahen wurde die Zellsuspension so mit Medium verdinnt, dass 5 ml
Zellsuspension 0,4 x 10° Zellen enthalten. In 6-Lochplatten wurden pro Well 5 ml
(~0,4 x 10° Zellen) ausgesat.

3.3 Ernte und Zahltechnik

Nach ein bis neun Tagen wurden die Zellen geerntet und gezahlt. Dabei wurden die
Zellen nach Waschen mit PBS mit Hilfe einer Pipette trockengesaugt und dann 5 min
mit 0,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. Darauf wurde 1,3 ml Medium zugegeben,
die Platten gut geschittelt und die Zellsuspension abgesaugt und in ein 2 ml
Eppendorfgefald pipettiert. Nach Vortexen wurde 50 pl der Zellsuspension in eine
Fuchs-Rosenthalkammer pipettiert und ausgezahit (B[L.1.3}.
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4 Messung der eNOS Promotoraktivitdt mittels Luciferase-
Reportergen-Assay

4.1 Allgemeines zum Luciferase-Reportergen-Assay

Mit dem Luciferase-Reportergen-Assay kann man z.B. die transkriptionelle Aktivitat
bestimmter Promotoren untersuchen. Dabei werden in einem Plasmid Gene der
verschiedenen Luciferaseenzyme, welche z.B. die Gluhwirmchen besitzen, den zu
untersuchenden Promotoren nachgeschaltet. Diese Enzyme sind in der Lage in einer
Biolumineszenzreaktion die Umwandlung von bestimmten Substraten zu
katalysieren. Das emittierte Licht kann dann gemessen werden und ist proportional
zur Promotoraktivitat und Luciferasegenexpression.

4.1.1 Plasmidaufbau und Transkriptionsablauf

Verwendet wurden ECV304 Zellen, welche mit einem pGL3-neo Plasmid (Promega),
in das eine humane 3,5 kb NOS Ill Promotorsequenz vor einem Firefly-
Luciferasegen (aus Photinus pyralis Glihwirmchen) eingebaut wurde, stabil
transfiziert wurden. Bewirkt nun ein von aul3en zugegebener Stimulus eine erhthte
NOS Il Promotoraktivitdt, wird das dem eNOS Promotor nachgeschaltete
Luciferasegen verstarkt exprimiert, was mittels der erhdhten Luciferaseaktivitat
gemessen werden kann. Da es fiur die erhdhte Luciferaseaktivitdt erst der
Transkription und der Translation des entsprechenden Luciferasegens bedarf, wurde
die Messung erst frihestens 14-18 h nach Zugabe des Stimulus durchgefihrt.

4.1.2 Luciferase-Reaktion

Die Firefly Luciferase katalysiert die Umwandlung von Beetle Luciferin in
Anwesenheit von O,, ATP und Magnesium zu Oxyluciferin unter Emission von Licht
(Abb. 10). Das in dieser Arbeit verwendete Luciferasesystem (Promega E1500)
enthalt im Luciferasepuffer phenolische Zuséatze, welche die Lichtemission bis zu 60
sec nach Substratzugabe konstant halten.

Firefly
HO S N—-COOH | yciferase @~ ~© s N-_-O~
D =l
N s - N s
Mg
+ ATP + O, + AMP +Pp,+CO,+ light
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abb. 10: Biolumineszenzreaktion, katalysiert durch die Firefly Luciferase
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4.2 LOsungen

Verwendet wurden die Lésungen des ,Luciferase Assay System” (Promega)

Diese sind:

Luciferase Zellkultur Lyse Reagenz 1 x:
Luciferase Assay Puffer
Luciferase Assay Substrat

Das Luciferase Assay Substrat wurde im Luciferase Assay Puffer lichtgeschitzt
aufgeldst, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

4.3 Durchftihrung

Es wurden 0,4 x 10° ECV304 Zellen in 1,5 ml Medium in 24 Loch-Platten ausgesat.
Nach 72 h wurde das Medium gewechselt, 4 h spater wurde fur 18 h stimuliert. Nach
18 h Stimulation wurde das Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen, 150 pl
Lysepuffer in jedes Loch pipettiert, die Platten leicht geschiittelt und nach 5 min
wurden die Lysate in auf Eis stehende Eppendorfreaktionsgefal3e (ERG) pipettiert.
Dann wurde 30 sec bei 8000 x g zentrifugiert, je 20 ul der Lysate in ein auf Eis
stehendes Luminometerrohrchen pipettiert, diese zentrifugiert (1000 x g, 1 min) und
in den Luminometer (AutoLumat Plus, Berthold) gestellt. Am Luminometer wurde ein
Assay eingestellt, der 70 pl Reagenz einspritzt und nach 2 sec Verzdgerung 8 sec
lang die Lumineszenz misst.

5 Detektion von RNA mittels Northern Blot

Generell besteht beim Arbeiten mit Ribonukleinsauren stets die Gefahr, dass diese
sehr schnell durch Ribonukleasen (RNasen) abgebaut werden. Deshalb ist zum
einen darauf zu achten, das Experiment nicht mit RNasen zu kontaminieren, zum
anderen muss man schon zu Beginn der Arbeit dem Ansatz eine ausreichende
Konzentration eines RNase-Inhibitor's zusetzten. Um die Zellen nicht mit RNasen zu
kontaminieren wurden stets RNase-freie Handschuhe getragen, alle benutzten
Glasgeféalie autoklaviert und stets nur zweifach destilliertes und dann autoklaviertes
Wasser benutzt (Chirgwin et al., 1979).
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5.1 Isolierung von Ribonukleinsauren

5.1.1 LOosungen

GIT-Puffer:
Guanidiniumisothiocyanat 4 M
Natrium-Citrat pH 7,0 25 M
Lauroylsarkosin 0,5%
B-Mercaptoethanol 0,1 M

Wassergesattigtes Phenol: pH 4,0
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1,v/v)
2 M Natriumacetat pH 4,0

5.1.2 Guanidinium/Phenol/Chloroform RNA-Isolierung

Die Isolierung der Ribonukleinsdure erfolgte in Anlehnung an die Guanidinium-
isothiocyanat/Phenol/Chloroform RNA Extraktionsmethode von Chomczynski
(Chomczynski and Sacchi, 1987). Dabei wurden die Zellen zunachst durch GIT
Puffer (enthdlt Guanidiniumisothiocyanat) vollstandig denaturiert. Um eine
Degradation der RNA durch RNasen zu verhindern wurde der RNase-Inhibitor (3-
Mercaptoethanol zugegeben. AnschlieRend wurde den denaturierten Zelllysaten
wassergesattigtes saures (pH 4,0) Phenol und Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)
zugegeben. Nach grundlichem Vortexen wurde die Mischung zentrifugiert. Dabei
bildet sich oben eine wassrige Phase, unten eine organische
Chloroform/Phenolphase und dazwischen eine Interphase. Die wéassrige Phase
enthalt DNA und RNA und die Interphase enthdlt die durch
Guanidiniumisothiocyanat, Chloroform und Phenol denaturierten Proteine. Da in
Wasser aquilibriertes saures Phenol verwendet wurde, ist die Loslichkeit von DNA in
der organischen Phenol-/Chloroformphase erhdht, was eine gewisse Reinigung der
RNA von DNA bewirkt. Die wassrige Phase wurde zum Ausfallen der RNA mit 2-
Propanol versetzt und 1 h bei -20°C gelagert. Danach wurde die RNA mit 80% EtOH
versetzt, um anorganischen Salze der Puffer wegzuwaschen.

Genaues Protokoll der RNA-Isolierung:

EA.hy926 Zellen wurden in Petrischalen (6 cm Durchmesser) kultiviert. Nach
Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann mit 750 pl
GIT-Puffer versetzt. Das zahe Lysat wurde abgeschabt und in ein 2 ml ERG
Uberfuhrt. Dazu wurden 100 pl 2 M NaAc-Losung (pH 4,0), 800 ul wassergesattigtes
Phenol (pH ca. 4,0) und 250 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) pipettiert. Die
Mischung wurde gut gevortext und 10 min ins Eisbad gestellt. Anschlie3end wurde
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zentrifugiert (20 min, 17000 x g, 4°C), die obere wéassrige Phase abgenommen und
1:1 in einem neuen ERG mit 2-Propanol gemischt und danach 1h in einen -20°C
Schrank gestellt. Danach wurde zentrifugiert (20 min, 17000 x g, 4°C), zum Pellet 1
ml 80% Ethanol gegeben und dann wieder zentrifugiert (siehe oben). Das Pellet
wurde dann ca. 30 min bei 40°C im Trockenschrank getrocknet und zur
anschlielBenden Bestimmung der Optischen Dichte (OD) in Wasser gelost.

5.1.3 Konzentrationsbestimmung von total RNA

Nukleinsduren absorbieren wegen ihrer aromatischen Basen UV-Strahlung bei
einem Maximum von 260 nm. Die Absorption wird in Quarzkivetten gemessen, da
diese kein UV-Licht absorbieren. Unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetz-
es ergibt sich bei monochromatischem Licht der Wellenlange 260 nm und einer
Kivettenschichtdicke von 1 cm eine Extinktion (~optische Dichte =OD) von 1 bei:

einer DNA Konzentration von 50 pg/mi

einer RNA Konzentration von 33 pg/ml.

Um die Reinheit der RNA festzustellen, wird die RNA-L6sung bei 260 nm und bei
280 nm vermessen und der Quotient OD,s0/ODygo berechnet. Eine reine RNA-
Losung besitzt ein OD2g0/OD2gp von 2,0 und eine reine DNA-LO6sung von 1,8. Ist die
Nukleinsédurelésung mit Proteinen kontaminiert, ist der Wert signifikant kleiner.

Die Bestimmung der OD der wassrigen RNA-Losungen erfolgte mit einem
Zweistrahlphotometer (Lamda Bio 20, Perkin Elmer).

5.2 Gelelektrophoretische Auftrennung der total RNA

RNA ist wegen ihrer Zuckerphosphatreste negativ geladen und wandert deshalb im
elektrischem Feld der Elektrophoresekammer zur Anode. Einzelstrangige RNA bildet
durch intra- und intermolekulare Basenpaarungen Sekundarstrukturen und
Aggregate aus. Eine exakte, reproduzierbare Analyse der RNA ist nur mit
denaturierter RNA moglich, da hier nach Spaltung der Wasserstoffbriicken-
bindungen die Auftrennung im Gel ausschlief3lich nach Molekulargrof3e erfolgt.

Die Denaturierung der RNA ist u.a. mit Formaldehydgelen oder mit Glyoxalgelen
maoglich. Da Glyoxalgele scharfere RNA-Banden erzeugen und dies fur die
anschlieBende Northern Blot Analyse von Vorteil ist, wurde diese Gelart ausgewabhilt.
Dabei wird die RNA vor dem Auftragen auf das Gel mit Glyoxal/DMSO und
Natriumphosphat als Pufferkomponente erhitzt. Bei diesem Erhitzen bricht DMSO
zunachst die inter- und intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen auf, so dass
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das Glyoxal mit den Guaninresten der RNA kovalent binden kann und so die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen verhindert.

Genaues Protokoll der gelelektrophoretischen Auftrennung der RNA:

Um RNase-Freiheit zu garantieren wurden die Elektrophoresekammern tber Nacht
mit 0,1 M NaOH gereinigt und vor Benutzung mit destilliertem Wasser gespult. Ca.
10 pg totale RNA wurde im Speed Vac getrocknet, dann mit 20 yul GDP-Gemisch
versetzt und 1 h bei 50°C ins Schittelwasserbad gestellt. Danach wurde sie sofort
wieder auf Eis gestellt und 5 pl des Proben-Puffers dazupipettiert.

Zur Herstellung des 1,2% Agarosegels wurde auf 1,2 g Agarose 100 ml NaH;PO,
(0,01 M) gegeben und die Agarose 3 x in der Mikrowelle bis zur vollig klaren Lésung
aufgekocht. Die Loésung wurde in die Kammer gegossen und die Kamme
eingesteckt. Nach Abkihlung des Agarosegels wurde soviel 0,01 M NaH,PO,- Puffer
in die Gelkammer gegeben bis das Gel ca. 1 cm unter der Pufferoberflache war.
Danach wurde der Kamm vorsichtig aus dem Gel gezogen.

Die RNA-Proben wurden dann in die Geltaschen hineinpipettiert und eine Spannung
von ca. 80 Volt angelegt. Um die Ausbildung eines pH-Gradienten mit lokalem pH
>8,0 zu vermeiden, was eine Aufhebung der Assoziation von Glyoxal mit der RNA
bewirken kann, wurde der Puffer wahrend der Elektrophorese mit einer
Umwalzpumpe standig zirkuliert.

5.2.1 LOosungen
Glyoxal-DMSO-Phosphat (GDP):

Glyoxal 6 M 200 pl
DMSO 595 ul
NaH,PO,4 0,1 M, pH 7 117 pl
H20 300 ul
Probenpuffer:

Glycerin 50 %
NaH,PO,4 , pH 7 0,01 M
Bromphenolblau 0,04 %

Zur Kontrolle des Elektrophoreseverlaufs wurde dem Probenpuffer Bromphenolblau
zugesetzt. Es wandert ungefahr mit DNA-Fragmenten von 10-100 bp und markiert
somit die Elektrophoresefront.

Ethidiumbromidldsung:

NHs-acetat 0,1 M 200ml
NaOH 10 M 80 pl
EtBr 1 % (m/v) 80ul
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5.2.2 Farbung und Visualisierung der totalen RNA

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt, welcher mit DNA stark und mit
RNA schwéacher interkaliert. Bei UV-Bestrahlung mit 254 nm fluoresziert EtBr im
orange-roten Bereich (ca. 590 nm). Sichtbar werden dann bei intakter RNA die
beiden ribosomalen 28S und 18S RNA-Banden (Abb. 11J). Bei einem Gel mit
degradierter RNA sind die beiden ribosomalen 28S und 18S Banden nicht sichtbar.
Hier zeigen sich RNA-Schlieren (ber die ganze Laufstrecke (Abb. 11B). Fir die
Northern Blot-Analyse wurde ausschlief3lich intakte RNA verwendet.

Genaues Farbeprotokoll:

Das Gel wurde 20 min in 0,1 M NaOH-L8sung vorbehandelt, danach 30 min in EtBr-
Losung gefarbt. Das nicht gebundene, Uberschissige EtBr wurde durch 20 min
Waschen des Gels in Wasser entfernt. Die Detektion und Auswertung erfolgte
mittels einer Kamera (Kodak Image Station 440CF, Eastman Kodak Company) bei
254 nm Bestrahlung und mit einem 590 nm Emissionsfilter.

28 S

18 S

1234

Abb. 11: Uberpriifung der Intaktheit der RNA. A: Die Abbildung stellt ein
reprasentatives Agarosegel (1,2%) dar, das mit EtBr gefarbte total RNA aus
EA.hy926 Zellen =zeigt. Die total RNA wurde aus den Zellen isoliert,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit EtBr zur Detektion im Kodakgerat angefarbt
(Material und Methoden). Abb. A zeigt ein Gel mit 12 intakten RNA's, sichtbar durch
die intakten 28S- und 18S-Banden. B. RNA wurde isoliert wie bei A. Man sieht zwei
intakte RNA'S (Nr. 2 und 4) und zwei degradierte RNA'S (Nr. 1 und 3).
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5.3 Amplifizierung einer cONA-Northern Blot Probe

5.3.1 Praparation kompetenter Bakterienzellen

Kompetente Bakterienzellen sind Zellen, die fahig sind in Lésung befindliche Fremd-
DNA ins Zellinnere aufzunehmen. Schon 1970 fand eine Arbeitsgruppe, dass man
durch Behandlung mit Calciumchlorid und Rubidiumchlorid Bakterien fur die
Aufnahme von Fremd-DNA empfanglich machen kann (Mandel and Higa, 1970).
Empirisch wurde diese Methode von mehreren Arbeitsgruppen nachfolgend noch
verbessert.

Verwendete Losungen:

LOosung A:

MOPS pH 7,0 10 mM
Rubidiumchlorid 10 mM
LOosung B

MOPS pH 6,5 100 mM
Rubidiumchlorid 50 mM
Calciumchlorid 10 mM

Genaues Protokoll:

20 ml LB-Medium wurden mit 10 pl einer Glycerol-Stocklésung von E.coli DH5a tber
Nacht bei 37°C unter starkem Schiitteln inkubiert (B[L.2.3}. 20 ml LB-Medium wurden
dann mit 200 pl der Ubernacht-Bakterienkultur beimpft und bei 37°C geschiittelt. Die
Bakterien lie3 man bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODggonm VOn 0,3-0,6)
sich vermehren, dann wurden die Bakteriensuspension in ein gekuhltes
Zentrifugenréhrchen gegeben und zentrifugiert (5000 x g, 5 min, 4°C). Das
Bakterienpellet wurde abgegossen und in 10 ml eisgekihlter Losung A
resuspendiert, gevortext und wieder zentrifugiert (s.0.). Der Uberstand wurde
abgegossen und das Bakterienpellet in 10 ml von Lésung B resuspendiert und 30
min auf Eis inkubiert, wobei das Zentrifugenrbhrchen o6fters im Eis umgeschwenkt
wurde. Danach wurde wieder zentrifugiert (s.0.) und das Bakterienpellet mit 2 ml
Losung B versehen. Wenn eine lang andauernde Lagerung der kompetenten
Bakterien erwtinscht war, wurde noch 10 % Glycerol hinzugefiigt. Die Zellen konnten
dann bei -70°C 5-6 Wochen im kompetenten Zustand gelagert werden.
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5.3.2 Transformation von E-coli DH5a mit Plasmid cDNA

Die Aufnahme freier DNA durch Bakterienzellen bezeichnet man als Transformation
oder Transfektion. Mandel und Higa (Mandel and Higa, 1970) beschrieben 1970 die
Transformation zum ersten mal. Ein auf Bakterienzellen stabil Gbertragenes Plasmid
wird wie die eigene genomische DNA vermehrt. Wenn die aufgenommenen
Plasmide eine Antibiotikaresistenz enthalten, kdnnen erfolgreich transfizierte
Bakterien selektioniert und nachgewiesen werden.

Genaues Protokoll der Transformation:

Es wurden 5-15 pl der DNA-Losung (~0,1 pg DNA) zusammen mit 100 pl
kompetenten Bakterien in ein ERG pipettiert, auf Eis 30 min inkubiert, dann 90 sec
bei 42°C inkubiert, danach 2 min auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurde der
gesamte Inhalt des ERG in 1 ml LB-Medium (B[L.2.2] pipettiert und 50 min bei 37°C
inkubiert. Davon wurden 20 ul bzw. 200 ul auf LB-Agar-Ampicillin-Platten (B[L.2.2)
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Erfolgreich transfizierte Bakterien
konnten Uber Nacht zu einzelnen, mit bloRem Auge sichtbaren Einzelkolonien
heranwachsen.

5.3.3 Schnellisolierung von Plasmid-DNA

Um den Erfolg der Transformation (BB.3.2) zu kontrollieren wurden Einzelkolonien
der LB-Agar-Ampicillin-Platten im Bakterienschuttler vermehrt und das tbertragende
Plasmid daraus isoliert (Mandel and Higa, 1970). Dies erfolgte erreicht durch
Behandlung der Bakteriensuspension mit dem nichtionischem Detergens TritonX-
100, welches die Auflésung der bakteriellen Plasmamembran bewirkt. Danach wurde
Lysozym zur Verdauung der Bakterienzellwdnde zugegeben. Bei der
anschlieBenden Zentrifugation sedimentieren Zelltrummer und bakterielle
genomische DNA, wahrend die leichtere Plasmid DNA im Uberstand bleibt. Mit
Isopropanol wurde die Plasmid DNA zunachst gefallt, dann wurden durch Zugabe
von 70% Ethanol anorganische Salze weggewaschen und die getrocknete Plasmid-
DNA in Wasser gelost.

Verwendete STET-L6sung:

Sucrose 8 % (m/v)
Triton X-100 5% (m/v)
Tris-HCI pH 8,0 50 mM
EDTA 50 mM
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Genaues Protokoll zur Schnellisolierung von Plasmid-DNA:

Einzelkolonien der auf dem LB-Agar-Ampicillin-Platten gewachsenen Bakterien
wurden mit einer Impfése abgenommen, tber Nacht bei 37°C in einem 2 ml Gefal
im Bakterienschilittler inkubiert. Dies wurde von mehreren Klonen in je einem extra
Gefal3  durchgefuhrt. Am nachsten Morgen wurden je 500 pul der
Bakteriensuspensionen in ein steriles ERG pipettiert und bei 4°C gelagert. Die
restlichen 1,5 ml Bakterienlysat wurden 5 min bei 2576 x g zentrifugiert, dann wurde
der Uberstand abgesaugt und 200 pl Stet-Lésung zum Bakterienpellet dazugegeben
und bis zur Suspension gevortext. Nach Zugabe von 16 pl Lysozym-Natrium (10
mg/ml , Sigma) wurde kurz gevortext, danach wurden die Bakterien 50 sec zum
Kochen gebracht und sofort 10 min bei 2576 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein neues ERG Uberfuhrt, 0,6 Volumenteile Isopropanol dazugegeben und nach
kurzem Vortexen wurde die Mischung 5 min bei -20°C inkubiert. Nach 10 min
Zentrifugation bei 26 x g wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet mit 70%
Ethanol gewaschen und nach Zentrifugation (3 min , 2576 x g) wurde das Pellet
nach dem Trocknen in 40 ul Wasser gelost.

5.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis der gewonnenen Plasmid-DNA erfolgte erlektrophoretisch in einem 1
% (m/v) Agarosegel in 0,5 x TBE, welchem 0,1 pg/ml EtBr zugesetzt wurde.

Verwendete Losungen: DNA-Laufpuffer: TBE

Tris Base 900 mM
Borsaure 889 mM
EDTA 25 mM

Das Plasmidpellet wurde in soviel Wasser gelost, dass ungefahr eine Konzentration
von 1 pg/ml erhalten wurde. 1 pl geldstes Plasmid, 15 pl H,O und 4 pl Ladepuffer
(B wurden gemischt und in die Agarosegeltaschen pipettiert. Als Kontrolle der
Laufhohe dienten 0,5 pg des zur Transformation verwendeten Plasmids. Die
Gelelektrophorese wurde bei 60 V durchgefihrt.

5.35 Plasmidisolierung und Reinigung mittels Saulenchromatographie

Fur die Gewinnung groRerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA, die fur die
nachfolgende in vitro Transkription (Bp.4] benétigt wurde, wurde der ,Quiagen Midi
Kit“ (Quiagen) verwendet. Diese Plasmidisolierung beruht auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979) und anschlieRender
chromatographischen Reinigung der Plasmid-DNA mittels Anionenaustauscher-
Saulen.
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Zuerst wurde das Bakterienpellet mit einem EDTA-haltigen Puffer und RNase
versetzt. Dabei komplexiert das EDTA zweiwertige lonen wie Mg™" und Ca*", was zu
einer Destabilisierung der Bakterienzellwand fuhrt. Die zugesetzte RNase bewirkt
bereits in diesem Stadium grof3tenteils die Denaturierung der zytoplasmatischen
RNA. Dann wurde der Bakteriensuspension der Lysepuffer aus NaOH/
Sodiumdodecysulfat (SDS) zugesetzt, wobei SDS als Detergens die Phospholipide
und Proteinkomponenten der Zellwénde herauslést und NaOH sowohl aus der Zelle
freigesetzte Proteine als auch chromosomale und Plasmid-DNA denaturiert. Wichtig
ist eine nicht zu lange und nicht zu kurze Lysezeit, damit einerseits genug Plasmid-
DNA, anderseits moglichst wenig der wesentlich gro3eren chromosomalen DNA
ausdringt. Danach wurde Kaliumacetatpuffer (3 M) zugesetzt, in dessen
Anwesenheit  denaturierte  Proteine, hochmolekulare ~ RNA, denaturierte
chromosomale DNA und bakterieller Zelldebris unlésliche Komplexe bilden und mit
dem Salz prazipitieren, wahrend die kleinere Plasmid-DNA in Losung bleibt und auf
Grund der pH-Neutralisation durch das Kaliumacetat renaturiert. Durch
Zentrifugation wurde die I6sliche Plasmid-DNA von den Prazipitaten getrennt.
Anschlieend wurde durch eine Anionenaustauschersaule, deren positive Ladung
durch protonierte Diethylammoniumethylgruppen gestellt wird, die negativ geladene
Plasmid-DNA bei relativ niedriger Salzkonzentration (~1 mM) gebunden, wahrend
Spuren von Proteinen und RNA unter diesen Bedingungen nicht binden. Die
Plasmid-DNA wurde dann durch einen hohermolaren Puffer von der Séaule eluiert,
abzentrifugiert, mit Isopropanol gefallt und mit 70% Ethanol zur Abtrennung von
anorganischen Salzen gewaschen.

Verwendete Losungen des Quiagen Kits:

Puffer P1: Tris-HCI pH 8 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml

Puffer QBT2: NaCl 750 mM
MOPS pH 7,0 50 mM
Ethanol 15 % (viv)
TritonX-100

Puffer QC: NaCl 10M
MOPS pH 7,0 50 mM
Ethanol 15%

Puffer QF: NacCl 1,5mM
Tris-HCL pH 8,5 50 mM

Ethanol

15 % (v/v)
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Genaues Protokoll der Plasmidisolierung und Reinigung mittels
Saulenchromatographie:

In BB.3.3] wurde die Plasmidisolierung im schnellen und kleinen MaRstab
durchgefuhrt. Dort wurden von den Bakteriensuspensionen zur Plasmidisolierung nur
1,5 ml der insgesamt 2 ml verwendet. Wenn an Hand der Gelelektrophorese ermittelt
werden konnte, dass die Plasmidklonierung erfolgreich war, wurden nun von den
restlichen 500 pl Bakteriensuspension 50 pl in 25 ml LB-Medium gegeben und 12 -
16 h auf dem Bakterienschuttler hochgezogen. Dann wurden gemalR dem Protokoll
des ,Quiagen Midi Kits" die Bakterien zentrifugiert (15 min, 4°C, 6000 x g), in 4 ml
Puffer P1 resuspendiert, danach durch Zugabe von Puffer QBT die Bakterien 5 min
lysiert, und schliel3lich die Bakterien nach Zugabe von 4 ml Kaliumacetat (3 M) 15
min auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurde die Suspension zentrifugiert (30 min, 4°C,
20000 x g), der Uberstand noch mal zentrifugiert (15 min, 4°C, 20000 x g) und der
neue Uberstand nach Zugabe von 4 ml Puffer QBT in das ,Quiagentip* Rohrchen
gegeben. Nachdem die Flussigkeit die Saule passiert hatte, wurde zwei mal mit 10
ml des Waschpuffers QC die Saule gesplilt, dann die Plasmid-DNA mit 5 ml Puffer
QF von der Saule eluiert und zum Eluat 3,5 ml (~0,7 Volumenanteile) Isopropanol
gegeben. Als nachstes wurde zentrifugiert (30 min, 4°C, 15000 x g), der Uberstand
verworfen, das DNA-Pellet mit 2 ml Ethanol 70% gewaschen, dann erneut
zentrifugiert (10 min, 4°C, 15000 x g), der Uberstand vorsichtig abgenommen und
das Pellet wurde nach Trocknung an der Luft in 100 pl Wasser geldst.

5.3.6 Quantifizierung der Plasmid DNA tber OD-Messung

Die Quantifizierung der Plasmid-DNA wurde mittels OD-Wert Messung mit einem
Zweistrahlphotometer (Lamda Bio 20, Perkin Elmer) bei 260 nm durchgefuhrt. Far
die Berechnung der Plasmid-DNA-Konzentration wurden der spezifische DNA-OD-
Wert zu Grunde gelegt (siehe Bp.1.3].

5.3.7 Schneiden des Plasmids mit Restriktionsendonukleasen

Bevor die in Punkt BE.4] beschriebene Herstellung der radioaktiven cRNA-Sonde
durchgefuihrt werden kann, muss das nun Kklonierte Plasmid, welches die
komplementare cDNA der cRNA-Sonde enthalt, noch linearisiert werden. Dies ist
notig, damit die RNA-Polymerasen ihre Transkription am Ende der einklonierten
cDNA abbricht und nicht das ganze Plasmid transkribiert. Zur Linearisierung wurden
sogenannte Restriktionsendonukleasen  eingesetzt. Diese sind Endo-
Desoxyribonukleasen, die spezifische Basensequenzen innerhalb einer DNA-
Doppelhelix erkennen und beide Strange spalten (Roberts and Macelis, 1992).
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Fur das pCR_ecNOS Human Plasmid (Abb. 12) wurde z.B. die Sma |
Restriktionsendonuklease eingesetzt, welche das Plasmid in der eNOS cDNA
Sequenz bei 1007 nt schneidet, so dass die T7 RNA-Polymerase das Plasmid nur
von 643 nt bis 1007 nt transkribiert und so als Ergebnis eine 364 nt linearisierte
cRNA liefert, welche ein 280 nt Segment der eNOS cRNA enthalt.

ecNOS 3'727

................................................ NCO | 885

e S | 1007
ecNOS 5'1151

BamH | 1184
“-Smal 1180

Abb. 12: Skizze des pCR_ecNOS_Human: 3422bp

Das zweite in dieser Arbeit verwendete pCR- -Aktin-Hum_del BstEIII/Hind lI
Plasmid wurde mit dem Restriktionsenzym Asp 718 geschnitten und mit der T3
Polymerase transkribiert. Diese nun lineare cRNA enthéalt ein 108 nt Fragment der [3-
Aktin-Hum cRNA.

Zur Restriktion des Plasmids wurden 20 ug Plasmid DNA (geldst in Wasser) mit ca.
20-40 Units Restriktionsenzym, 10 ul des entsprechenden 10 x Puffers und Wasser
ad 100 pl zusammenpipettiert (alle Reagenzien waren von Promega). Der Ansatz
wurde 12 h inkubiert bevor die Reaktion durch Hitzeinaktivierung des
Restriktionsenzyms (65°C, 20 min) abgebrochen wurde. AnschlieRend wurde die
linearisierte  ¢cDNA wie im folgenden beschrieben durch Phenol/Chloroform
Ausschuttelung von Proteinen und Salzen gereinigt.

Dazu wurde die Losung mit 3 M Na-Acetat pH 7,0, 35 ul H,O und 150 pl
wassergesattigtem Phenol versetzt. Nach 30 sec intensiven Vortexen wurde
zentrifugiert (3 min, 12000 x g), die obere wassrige Phase in ein neues ERG
Uberfuihrt und nach Zugabe von 150 ul einer Mischung von Phenol und Chloroform
(1:1) gut gemischt und erneut zentrifugiert (3 min, 5000 x g). Der Chlorformzusatz
besitzt erstens eine denaturierende Wirkung auf Proteine und verringert den Antell
der wassrigen Phase, der sich in Phenol 16st, wodurch die DNA-Ausbeute erhéht
wird. Der Uberstand wurde in ein frisches ERG uberfiihrt, mit 1 ml wassergesattigtem
Ether versetzt, gut gemischt, wieder zentrifugiert (30 sec, 5000 x g), die obere Phase
abgesaugt und der restliche Ether durch kurzes Stehen lassen bei RT abgedampft.
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Anschliel3end wurde die DNA nach Zugabe des 2,5-3-fachen Volumens an Ethanol
(100 %) 16 h bei -20°C gefallt und dann nach Waschen mit 70% Ethanol in Wasser
gelost.

5.3.8 Uberpriifung der Plasmidrestriktion mittels Agarose Gelelektrophorese

Um zu Uberprifen, ob die Restriktion erfolgreich war, wurde mit 0,5 ug linearisierter
DNA eine Agarose-Gelelektrophorese (wie in Bp.3.4]beschrieben) durchgefiihrt und
die Laufhbhe mit der einer DNA-Leiter (BMI), welche linearisierte DNA
unterschiedlicher Lange enthalt, verglichen. Das Laufverhalten von ringférmiger
Plasmid-DNA im Vergleich zu linearisierter Plasmid-DNA ist nicht immer
vorhersehbar. Dagegen muss die linearisierte Plasmid-DNA exakt gleich wie die
entsprechenden GroRenstandards der DNA-Leiter laufen. Wie darstellt,
entsprach das Laufverhalten der geschnittenen Plasmide den entsprechenden DNA-
GrolRenstandards.

bp bp
L geschnitten: 10000 geschnitten:
gggg 3236 bp 5000 = 3062 bp
4000 4000 e
3500 3500 ey
3000 3000 :
2500 P
2500 ringformig: - ringférmig:
- 3422 bp - 3062 bp
pPpCR_ecNOS Human - pCR-3-Aktin-Hum_del:

Abb. 13: Agarosegel von geschnittenen und ungeschnittenen Plasmiden. Je 0,5
Hg geschnittene und ungeschnittene Plasmid-DNA wurden in einem 1 % Agarosegel
aufgetrennt und das Laufverhalten mit linearisierten DNA-Stiicken einer DNA-Leiter
verglichen. A zeigt das Plasmid pCR-ecNOS_Human, B das Plasmid pCR-3-Aktin-
Hum_del.
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5.4 Herstellung einer radioaktiv markierten cRNA-Sonde

54.1 RNA-Polymerase Reaktion

Die in vitro Transkription zur Herstellung der radioaktiv markierten cRNA-Proben
wurde mit einem RNA Transkriptions Kit (Stratagene) durchgefihrt. Es wurden die
Protokollangaben des Herstellers ibernommen:

10 x Puffer 2 ul

Linearisierte cDNA lpg ~ x pl

INTP (ATP, GTP, CTP) je 1 ul (von 10 mM rNTP)
DDT 0,75 M 1ul

800 Ci/mmol(a®**P)(UTP 5l

T3/ T7 Polymerase 20U ~xul

Wasser ad 20yl

Dabei wurden alle Reagenzien bis auf die RNA-Polymerasen auf Eis
zusammenpipettiert und kurz zentrifugiert. Dann wurde das radioaktive Nukleotid
(0**P)rUTP 800Ci/mmol, Amersham) und zuletzt die T3-Polymerase (eNOS cDNA-
Probe) bzw. T7-Polymerase (pB-Aktin-Hum cDNA) zugegeben und der
Reaktionsansatz 20 min bei 37°C inkubiert.

54.2 Abtrennung der radioaktiven cRNA von den radioaktiven Nukleotiden

Um die radioaktiv markierte cRNA-Probe (Bp.4.1} von iiberschiissigem, nicht
eingebautem (aszP)rUTP abzutrennen, wurde das Reaktionsgemisch Uber eine
NucTrap® Saule (Stratagene) aufgereinigt. Das freie radioaktive Nukleotid bleibt
dabei auf der Saule, wahrend sich die radioaktive cRNA-Probe im Eluat befindet.

Verwendete Losungen: STE (Natriumchlorid Tris EDTA-Puffer):

NacCl 100mM
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

Die Versuchsdurchfiihrung wurde nach dem Protokoll des Herstellers (Stratagene)
durchgefuhrt.

Der Einbau des radioaktiven Nukleotids wurde anschlieend durch Messung der
Losung im B-Counter (LS 6500, Beckman, Deutschland) bestimmt. Dazu wurden 5
ml eines Szintillationscocktails (rotiszint eco plus, Roth, Deutschland) mit 1 pl der
radioaktiven Probe gemischt und die Strahlung in cpm gemessen.
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5.5 Northern Blot

5.5.1 Transfer elektrophoretisch aufgetrennter RNA auf eine Nylonmembran

Zum Transfer der wie unter Bgelelektrophoretisch aufgetrennten RNA wurde das
Vakuumblotverfahren angewendet (VacuGeneTMXL Vacum Dblotting System
Pharmcia Biotech). Vorteil gegentiber dem herkdmmlichen Kapillarblottingverfahren
sind kurze Transferzeiten (ca. 45 min) mit hoher Bandenscharfe.

Verwendete Transferlosung: 20 x SSC (Natriumchlorid / Natriumcitrat-Puffer):

NacCl 175,3 ¢
Na-Citrat 88,29
H.O ad 1000 ml ( Einstellen auf pH 7,0)

Genaues Protokoll:

Die Nylonmembran (Nytran® 0,2 um, neutrale Nylonmembran, Schleicher & Schiill)
wurde mit Wasser befeuchtet und dann 20 min in 20 x SSC Puffer eingeweicht. Das
Agarosegel wurde nach Vorschrift des Herstellers in der Apparatur auf die
Nylonmembran gelegt, in die Anordnung bis zur vollstandigen Bedeckung des Gels
die Transferlosung 20 x SSC gegeben und ca. 45 min ein Vakuum von ca. 50 bar
angelegt. Nach Entfernung der Gberschissigen Transferlosung wurde die Membran
maximal 5 min in 20 x SSC gewaschen, um an der Membran haftende Agarose zu
beseitigen, welche bei der anschlieBenden UV-Lichtfixierung das UV-Licht
quenschen wirde.

Um die RNA stabil an die Membran zu binden, wurde die Membran mit UV-Licht in
einem UV-Quervernetzer (CL-1000, Ultraviolett Crosslinker, UVP) bestrahlt. Dessen
Energie bewirkt das sogenannte ,cross-linking“, wobei freie Aminogruppen der
Nylonmembran mit der RNA eine kovalente Bindung eingehen. Wichtig ist hierbei
eine optimale Bestrahlungszeit: Ist sie zu kurz, wird die RNA nicht fest an die
Membran gebunden, ist sie zu lang, wird die RNA irreversibel geschadigt.

5.5.2 Hybridisierung der total RNA mit der radioaktiven cRNA-Sonde

Um bestimmte RNA quantitativ und qualitativ nachzuweisen, kann man die
Hybridisierungstechnik  anwenden, deren Grundlage die komplementare
Basenpaarung durch Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Adenin/Uracil und
Guanin/Cytosin sind. Prinzipiell kbnnen alle mdglichen Doppelstrange (DNA:DNA,
DNA:RNA, RNA:RNA) hybridisiert werden. Die Hybridisierungseffiziens ist abhangig
von der Hybridisierungstemperatur, der mRNA-Sondenkonzentration, der Lange und
Basenzusammensetzung des  hybridisierenden  Sequenzabschnittes,  der
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Salzkonzentration des Mediums, der An- und Abwesenheit helixdestabilisierender
Zusatze wie Formamid und der Art der hybridisierenden Nukleinsdurestrange.

Unter Bertcksichtigung aller obigen Punkte wird mittels einer Formel der
Schmelzpunkt Ty berechnet (Bodkin and Knudson, 1985), welcher als die
Temperatur definiert ist, bei der die Halfte der Hybride dissoziiert.

Tm = 79,8 °C + 18,5(logio[Na’] + 0,58(%G+C) +11,8 (%G +C)? —0,35(%Formamid) —
(820/1)

Mit | = Lange der cRNA-Probe in bp und G/C = Anteil der Guanosin- bzw.
Cytosinbasen (%) der cRNA-Probe.

Mindestens die Einhaltung der durch obige Formel ermittelten T, als
Hybridisierungstemperatur ist wichtig fir eine hohe Stringenz. Das bedeutet, dass
nur perfekt basengepaarte Nukleinsdurestrange entstehen und somit wenig
unspezifische und unerwlinschte Hybride gebildet werden. Es ist sinnvoll die
optimalen Reaktionsbedingungen durch Verdnderung z.B. der Salz- und
Formamidkonzentrationen  sowie der Hybridisierungstemperatur  fur jede
Hybridisierung individuell auszutesten.

Fur die Hybridisierungen dieser Arbeit wurde folgender Hybridisierungsansatz
verwendet:

1 M NaH,PO4 pH 6,8 2ml
5 M NaCl 8 ml
H,O dest. 6,4 ml
Denhards (50x) 2 ml
10 % SDS 800 ul
0,5 M EDTA pH 8,0 800 ul
Formamid (entionisiert) 20 ml

Die Hybridisierung wurde in einem Hybridisierungsofen (Hybridization Oven, 6/12V
Uni Equipe, Deutschland) durchgefuhrt. Dazu wurden die Nylonmembranen mit 2 x
SSC befeuchtet, in die Hybridisierungsflasche eingerollt und 5 ml des obigen
Hybridisierungsmixes (70°C) fur 4 h zur Vorhybridisierung bei 70°C dazugegeben.
Diese Vorhybridisierung soll verhindern, dass bei der eigentlichen Hybridisierung
unspezifische, radioaktive Hybride gebildet werden. Anschlieend wurde der
Vorhybridisierungsmix entfernt, und der Blot mit der radioaktiven cRNA-Probe in 5 mi
Hybridisierungspuffer fir 16 h bei 70°C (eNOS) bzw. 68 °C ([3-Aktin) hybridisiert.

Um nicht absolut perfekt basengepaarte Nukleinsdurestrdnge von der Membran zu
entfernen, wurde der Blot nach dem Hybridisieren noch in 0,1 x SSC-L6sung mit 1%
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SDS gewaschen. Hierbei konnen je nach Bedarf durch Erhéhung der
Waschtemperatur und Verringerung der Salzkonzentration die Bedingungen mehr
oder weniger stringent gewahlt werden.

Nach dem Waschen wurden die Blots an der Luft getrocknet, in eine Kassette auf
einen Screen (BAS Cassette, Fuji Film, Japan) gelegt und nach 1 h im
Phosphoimmager (Fujix Bio-Imaging Analyser IPR 1500, Fuji Film, Japan)
ausgewertet.

6 eNOS Protein Detektion mittels Western Blot

Die qualitative und quantitative Bestimmung des eNOS Proteins wurde mittels
Western Blot durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen zunéchst lysiert und alle
zytosolischen und an partikulare Zellbestandteile gebundene Proteine in L6sung
gebracht. Nach der Gesamtproteinbestimmung (Bradford-Methode) wurden die
Proteine durch eine SDS-Polyacrylamidgel-Diskelektrophorese aufgetrennt und auf
eine Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran) geblottet. Dann wurde die
eNOS Proteinbande mit zwei Antikorpern inkubiert (eNOS-Antikorper/ Il. Antikorper)
und anschlieBend mittels der durch Chemilumineszenz hervorgerufenen
Lichtemission qualitativ und quantitativ detektiert.

6.1 Probenaufarbeitung / Bradford-Proteinbestimmung

Da das eNOS Protein nicht nur zytosolisch, sondern v.a. auch an Caveolen in der
Membran gebunden vorliegt, wurde fur die Zelllyse und Proteingewinnug ein fir das
eNOS Protein optimierter Lysepuffer verwendet (Li et al., 1998).

6.1.1 LOosungen

Lysepuffer:

Tris-HCI 50 mM
EDTA 0,5 mM
EGTA 0,5 mM
DTT (Dithiothreithol) 2mM
Glutathion 7 mM
Glycerol 10 %
Chaps 20 mM
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Kurz vor der Verwendung wurden 40 pl einer 25 x Stocklésung des
Proteaseinhibitors Complete® (Roche) zu 1 ml Lysepuffer zugegeben.

SDS-Probenpuffer (5x):
3,125 M Tris-HCI pH 6,8 100 pl

Glycerol 500 pl
20 % SDS 250 ul
16 % DTT 125 ul
Pyronin Y 5 % 5ul
Aqua dest. 20 ul

6.1.2 Durchfthrung

EA.hy926 Zellen wurden in 6-Lochplatten 20 h mit den Testsubstanzen stimuliert.
Nach Absaugen der Zelliberstande wurden die Zellen mit 1 ml PBS zweimal
gewaschen, auf Eis gestellt, in jedes Loch 100 pl des Lysepuffers gegeben, die
Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt, das Lysat zunachst in einem ERG 15 min
auf Eis inkubiert und anschlielRend etwas 6 sec mit dem Ultraschallstab (UW 2200,
Banelin Sonoplus) behandelt. Da das eNOS Protein zum einen grof3tenteils
zellmembrangebunden, zum anderen zum Teil als Dimer vorliegt muss die Zelllyse
aulRerst sorgfaltig gemacht werden, um das eNOS Protein als Monomer in Losung zu
bringen. Nach der Zelllyse wurden die ERG zentrifugiert (1 h, 14000 x g).

Die Proteine sind nun im Uberstand und es wurde mittels der Bradford-Methode
(Bradford, 1976) die Gesamtproteinmenge ermittelt. Diese Methode beruht auf der
Bindung von blauen sogenannten Coomassiebrillantblau-Saurefarbstoffen mit
kationischen und nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine, wobei das
Absorptionsmaximum von ca. 465 nm auf 595 verschoben wird. Dazu wurden je 3 pl
Proteinlésung, 797 ul Wasser und 200 pl Bradford-Reagenz (BioRad) gemischt, 5
min bei Raumtemperatur inkubiert und dann die Absorption bei 590 nm in einem
Zweistrahlphotometer (Lamda Bio 20, Perkin Elmer) gemessen. Die quantitative
Proteinbestimmung (ug Protein/ml) erfolgte mittels einer BSA-Eichlésung.

Danach wurde eine definierte Proteinmenge 1:5 mit dem Probenpuffer (5 x) versetzt,
die Proben 5 min bei 95 °C gekocht, dann auf Eis gestellt und entweder bei -20°C
eingefroren oder anteilsweise sofort fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
weiterverwendet. Durch das Kochen werden die Proteine vollstandig denaturiert und
Schwefelbriicken zwischen Cysteinen durch das reduzierende DTT gespalten. Das
stark negativ geladene SDS kann dann die Proteine umhillen. Dabei entstehen
negative Komplexe (Micellen), mit einer konstanten negativen Ladung pro
Masseneinheit Protein.
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6.2 SDS-Polyacrylamid-Disk-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden mittels der SDS-Polyacrylamid-Disk-Gelelektrophorese
getrennt. Dabei werden die mit SDS umhillten Proteine rein nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt, weil sie wie unter Bp.1.2] beschrieben denaturiert
wurden und proportional zum Molekulargewicht von dem stark negativen SDS
umhullt werden. Die Disk-Gelelektrophorese, welche erstmals 1970 beschrieben
wurde (Laemmli, 1970), zeichnet sich durch eine hohe Auflésung und Trennscharfe
aus. Dabei wandern die Proteine erst durch ein Sammelgel zwischen einem Leit-lon
(CI) und einem Folge-lon (Glycin’) und werden anschliel3end in einem engporigen
Trenngel der Molekulargréf3e nach aufgetrennt.

6.2.1 LOosungen
Trenngel (7,5%):

30 % PAA 5,625 ml
1,5 M Tris-HCL pH 8,8 5,625 ml
SDS 10 % (m/v) 0,225 ml
H,O dest 11,025 ml

Diese Ldsung wurde 10 min mittels Saugflasche und Vakuumpumpe entgast.
Anschlieend wurde 22,5 pl TEMED und 112,5 pul Ammoniumpersulfat (10%) als
Radikalstarter zugegeben und die L6sung in eine vertikale Gelapparatur (Biorad)
gegossen.

Sammelgel:

30 % PAA 2,55 ml
1,25 M Tris-HCL pH 6,8 1,5ml
10 % SDS 0,15 ml
H,O dest 10,5 ml

Nach Entgasung (siehe oben) wurde 30 pl TEMED und 150 pl Ammoniumpersulfat
(10%) zugegeben. Das Sammelgel wurde auf das polymerisierte Trenngel gegossen.

Nach dem Eingiel3en wurden die Kdmme in die Apparaturen eingesetzt.

Elektrophoresepuffer:

Tris Base 3,09
Glycin 14,49
SDS 1,09
H.O ad 1000 mi
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6.2.2 Durchfthrung

In jede Geltasche wurden 20 ug Protein in 30 pl Probenpuffer (1 x) pipettiert. Bei der
anschlielBenden Elektrophorese ist darauf zu achten, dass sowohl Anode als auch
Kathode mit Elektrophoresepuffer bedeckt sind. Dann wurde die
Elektrophoresekammer geschlossen und zuné&chst fir 20 min 100 V (Auftrennung im
Sammelgel), danach fur 40 min 200 V (Auftrennung im Trenngel) Spannung
angelegt.

6.3 Protein-Transfer von SDS-Polyacrylamidgel auf PVDF-Membran

Fur den Proteintransfer von Polyacrylamidgel auf eine Blotmembran wurde das
Semidry-Blotting-Verfahren verwendet. Dabei handelt es sich um eine Anordnung
von zwei horizontalen Graphitelektroden (Trans-Blot® SD, Bio-Rad), zwischen denen
der Blotsandwich aus in Puffer getrankten Filterpapieren, Gel und Membran
eingebaut wird. Das Semidry-Elektroblotting-Verfahren zeichnet sich durch kurze
Blottingdauer und gleichmaligen, effektiven Proteintransfer mit scharfen Banden
aus.

6.3.1 LOosungen
Anodenpuffer | pH 10,4:

Tris Base 15¢9
MeOH 100 ml
H.O 400 ml

Anodenpuffer Il pH 10,4:

Tris Base 159
MeOH 100 ml
H,O 400 ml

Kathodenpuffer pH 7,6:

€-Amino-n-capronsaure 2,64
MeOH 100 ml
H,O0 400 ml

6.3.2 Durchfthrung

Die PVDF-Membran (Immobilon™-P , 0,45 um PorengroRe, Millipore) wurde auf die
GrolRe des Trenngels zurechtgeschnitten, dann 5 min in MeOH, 5 min in H,O und
danach bis zur Benutzung in Anodenpuffer Il gelegt. Auf die Anode wurden dann
luftblasenfrei gewalzte Blottingpapiere (QuickdrawTM, Sigma) in folgender
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Reihenfolge gelegt: sechs in Anodenpuffer | getrénkte, drei in Anodenpuffer Il
getrankte, dann die Membran und das Gel. Darauf dann neun Blottingpapiere,
getrankt in Kathodenpuffer. Das Blotten erfolgte mit 0,8 mA je cm® zu blottender
Membranflache far 1 h. Danach wurde die Membran 30 min bei 80°C im
Trockenschrank getrocknet.

6.4 Immunologische Detetektion mit Antikdrpern

Zur spezifischen Sichtbarmachung der gesuchten eNOS Proteinbande wurde die
PVDF-Membran, auf die Proteine aus dem Gel geblottet wurden, zun&chst mit einem
spezifischen monoklonalen eNOS-Antikdrper inkubiert. Dieser wurde dann mit einem
zweiten Anti-Immunglobulin-Antikorper detektiert, an den das Enzym der Meerettich-
Peroxidase gekoppelt ist. Dieses Enzym bewirkt nach Zugabe von Luminol und
Wasserstoffperoxid eine Chemilumineszenzreaktion, bei der Licht der Wellenlange
428 nm freigesetzt wird. Dieses Licht wurde mittels der Kodak Photostation (Kodak
Immage Station 440CF, Eastman Kodak Company, New York, USA) gemessen und
densitometrisch mit einem Programm (Kodak Digital Science 1D Image Analysis
Software) ausgewertet. Je nach eNOS Proteinmenge wird unterschiedlich viel Licht
emittiert.

6.4.1 Verwendete Antikorper

Der verwendete spezifische 1. eNOS Antikorper ist ein monoklonaler Antikdrper aus
der Maus (Transduction Laboratories, Klon 3).

Der 2. Antikorper war ein polyklonaler anti Maus Antikorper (Cell signaling, 7027-1),
an den das Enzym der Meerettich-Peroxidase gekoppelt ist.

6.4.2 Inkubation mit Antikérpern und Chemilumineszensreaktion

Bevor die Blots mit dem ersten eNOS-Antikdrper inkubiert wurden, wurden sie 3 h
bei Raumtemperatur (RT) mit einer 3 % BSA-L6sung in TBS-T-Puffer (siehe unten)
inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen abzudecken. Dann wurden die
Blots Uber Nacht bei 4 °C mit dem 1. Antikdrper (1:2500 in TBS-T) inkubiert, danach
der Blot 3 x 10 min in TBS-T gewaschen und 1 h bei RT mit dem 2. Antikorper
inkubiert. Nach 3 x 10 min Waschen wurde der Blot in der Dunkelkammer 1 min mit
dem Chemilumineszenzreagenz inkubiert (Western Blot, Chemiluminescence
Reagent Plus NEN™ Boston, USA) Das Reagenz besteht aus einer Luminollésung
mit Lumineszenzverstarkern (Phenole) und einer Losung mit Wasserstoffperoxid.
Beide Losungen wurden entsprechend der Herstellerangaben kurz vor Bedarf 1:1
gemischt. Dann wurde der Blot einige Minuten in der Kodak Photostation (Kodak
Immage Station 440CF, Eastman Kodak Comany) exponiert und die eNOS
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Bandenstarke densitometrisch ausgewertet. Die Identifikation der eNOS
Proteinbande erfolgte mittels Protein-Gréf3enstandards. Auf den meisten Blots waren
auch Banden anderer Grof3e zu sehen, wobei die eNOS Bande stets die deutlichste

Intensitat zeigte (Abb. 14).

TBS-T-Losung pH 8,0:

Tris 3,09
NacCl 1119
Tween 20 1ml
H,O ad 1000 ml

GroélRen-Marker
(Santa Cruz 2031) Gesamt Protein von EA.hy926 Zellen

eNOS

132 kDa 133kDa

90 kDa

. N . e - ——

55 kDa
43 kDa

34 kDa
23 kDa

i 8 aFErE-

Abb. 14: Reprasentatives Polyacrylamid-Gel zur Darstellung der eNOS
Proteindetektion mittels Western Blot. Konfluente EA.hy926 Zellen wurden lysiert,
die Gesamtproteine nach Denaturation gelelektrophoretisch aufgetrennt und das
eNOS Protein mittels spezifischer Antikbrper immunologisch detektiert (Methoden).
Zur Identifikation des eNOS Proteins wurden Protein-Gré3enmarker aufgetragen.

58



Methodenentwicklungen

C. Methodenentwicklungen

1 L-Arginin/L-Citrullin Umwandlungsassay in intakten
Endothelzellen

1.1 Grund der Methodenentwicklung

Der L-Arginin/L-Citrullin Umwandlungsassay an Endothelzellen wurde schon 1992
(Lamas et al., 1992) beschrieben. Durch Einsatz von radioaktiven L-Arginin kann die
eNOS bedingte Produktion von L-Citrullin gemessen werden. Dies gibt Aufschluss
Uber die eNOS Aktivitat und indirekt tber die eNOS bedingte NO-Bildung. In bis dato
vielen Arbeiten wurde die eNOS Aktivitat aus einem Zelllysat (Huang et al., 2000)
und in wenigeren Féllen an intakten Endothelzellen (Heller et al., 1999) bestimmt.
Der Vergleich der eNOS Aktivitat/L-Citrullinproduktion von unterschiedlich
vorbehandelten Zellen ist in intakten Zellen wesentlich physiologischer als im
Zelllysat, da die Aktivitat u.a. von Protein-Protein Wechselwirkungen, intrazellular
verfugbaren Mengen an Cofaktoren und der intrazellularen Lokalisation des eNOS-
Proteins abhangt (. Die Aktivitatsbestimmung in intakten Endothelzellen
erfolgte bisher stets durch Abtrennung des radioaktiven Citrullins vom radioaktiven
Arginin auf einer Kationenaustauscherséaule (meistens: Dowex AG-50W-X8, Serva).
Dabei wird das neutrale Citrullin von der Saule eluiert und im z.B. B-Counter
gemessen, wahrend das basische Arginin auf der Saule bleibt.

Unser Ziel war es physiologisch moglichst angenahert die eNOS L-Citrullinproduktion
und somit indirekt die eNOS bedingte NO-Produktion zu erfassen. Fir diesen Zweck
weist die oben beschriebene Methode, welche die radioaktiven Aminosauren mittels
Kationenaustauschersaule abtrennt mehrere Nachteile auf:

 Es wird nur das radioaktive Citrullin gemessen, nicht aber das radioaktive
Arginin. Deshalb gibt diese Methode keinen Aufschluss dartber, ob eine
erhohte Citrullinmenge nur durch eine erhtéhte Argininaufnahme in die Zelle
bedingt ist, oder durch eine tatsédchlich erhdhte Enzymaktivitdt bzw.
Enzymmenge.

« Das Ergebnis stltzt sich nur auf die gemessene Radioaktivitat im (3-Counter.
Es gibt keine Kontrolle, ob die gemessene Radioaktivitat tatsachlich
auschlie3lich durch L-Citrullin bedingt ist.
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» Die Methode ist sehr teuer, wenn Kits verwendet werden. Wenn ohne Kits
gearbeitet wird, ist die Methode sehr zeitaufwendig und es ist von der
Handhabung &ulRerst schwierig, viele Proben auf einmal zu bearbeiten.

Die neue, fur unsere Zwecke verbesserte Methode sollte auf folgenden Prinzipien
beruhen bzw. den folgenden Anspriichen geniigen:

* Messung der eNOS Aktivitat/ L-Citrullinproduktion in intakten Zellen.
* Trennung der radioaktiven Aminosauren mittels Diinnschichtchromatographie.

» Selektive und optisch tUberprufbare Detektion des radioaktiven L-Citrullins, des
radioaktiven L-Arginins sowie mdglicher anderer radioaktiver Produkte.

* Hohe Sensitivitat, um auch die basale eNOS L-Citrullinproduktion in Zellen
messen zu konnen.

* Geringer Kosten- und Zeitaufwand fir einen grol3en zeitgleichen
Probendurchsatz (=30-40Proben).

Bevor im Anschluss auf die genaue Optimierung der Versuchsparameter
eingegangen wird, soll nun kurz der prinzipielle Ablauf der Methode geschildert
werden.

Die Endothelzellen wurden nach Ablauf der Stimulationszeit (20 h) zun&chst mit PBS
gewaschen und dann in HEPES-Puffer ca. 45 min &aquilibriert. Anschlie3end wurden
die Zellen mit radioaktivem Arginin geladen, danach mit dem Calciumionophor
A23187 aktiviert. Nach einer gewissen Zeit wurde der Zelliberstand abgesaugt und
die Arginin/Citrullin  Umwandlungsreaktion durch Zugabe von eiskaltem Ethanol
gestoppt. Dann wurden die radioaktiven Aminosauren durch H,O/EtOH Zugabe aus
den Zellen extrahiert und dieser Zelliberstand (=2 ml) tber Nacht im Speed Vac
eingedampft. Aus dem Pellet wurden am nachsten Tag die radioaktiven
Aminosauren herausgelést und die Losung auf eine DC aufgetragen. Nach der
Chromatographie wurden die Platten mittels Phosphoimmager ausgewertet.

1.2 Zellvorbereitung

In 6-Loch-Platten wurden am Tag 0 0,4 x10° EA.hy926 Zellen/ Loch in 5 ml Medium
pipettiert. Der Versuch wurde dann am Tag 5 durchgefihrt.
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1.3 Ldsungen / Substanzen

HEPES-Puffer pH 7,4:

Hepes 10 mM
NaCl 145 mM
KCI 5mM
MgSO4 1mM
Glucose 10 mM
CaCl, 1,5mM

Ninhydrinreagenz:

Ninhydrin 30 mg
n-Butanol 10 mi
Essigsaure 98 % (v/v) 0,3 ml

[“C]L-Arginin: 11581 MBg/ Millilmol (NEN™ Life Science Products, Boston USA)

1.4 Optimierung verschiedener Versuchsparameter

1.4.1 Dinnschichtchromatographische Trennung

Zur dunnschichtchromatographischen Trennung wurde eine Polygram SIL N-HR
Dunnschichtplatte (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) verwendet und das stark
polare Laufmittel Chloroform/Methanol/Ammoniak/25%/Wasser (0,5:4,5:2,0:1,0)
verwendet. Die Platten wurden 60 min in das Laufmittel gestellt und nach 30 min
Trocknen bei Raumtemperatur fir die Auswertung weiterbearbeitet. [Abb. 15] zeigt
eine DC-Platte mit den nichtradioaktiven Aminosauren L-Arginin, Hydroxy-L-Arginin
und L-Citrullin nach Besprihen mit Ninhydrinreagenz. Diese Platte wurde gemacht,
um die radioaktiven Banden eindeutig den Aminosauren zuordnen zu kénnen. Die
Platte zeigt direkt unterhalb von L-Citrullin Hydroxy-L-Arginin, welches das
Zwischenprodukt der eNOS vermittelten L-Arginin/L-Citrullinumwandlung ist.

1.4.2 Menge an [**C]L-Argininzugabe

Ein [**C]L-Arginin Substratiiberschuss ist Voraussetzung fur richtige Messungen der
eNOS Enzymaktivitdat bzw. der L-Citrullinproduktion. Deshalb war Ziel dieses
Versuches zu ermitteln, ab welcher Menge [**C]L-Arginin im Uberschuss vorliegt, so
dass das Substrat [““C]L-Arginin fir die Reaktion nicht limitierend ist.

Um dies festzustellen wurden auf A&aquivalent behandelte Zellen steigende
Konzentrationen (immer Faktor 2) an [14C]L-Arginin gegeben und jeweils sowohl die
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[**C]L-Citrullinproduktion als auch der Quotient [**C]L-Citrullin/[**C]L-Arginin in der
Zelle gemessen. Ein Gleichbleiben dieses Quotienten Giber mehrere Konzentrationen
bedeutet optimale Bedingungen, da hier die eNOS-Aktivitdt unabhangig von der
Substratmenge ([**C]L-Arginin) ist. Daraus kann der Umkehrschluss gezogen
werden, dass bei diesen [*C]L-Argininkonzentrationen bei doppelter eNOS Aktivitat
oder doppelter eNOS Menge auch doppelt soviel [*C]L-Citrullin gebildet werden
kann. zeigt, dass die [*C]L-Citrullinmenge proportional zur [*C]L-
Argininzugabemenge (0,125 pM-1 pM) anstieg. Gleichzeitig zugegebenes ,kaltes*
Arginin (100 pM) konkurrierte mit [14C]L-Arginin um die Aufnahme in die Zelle, so
dass erwartungsgemaR kein [*C]L-Arginin in der Zelle detektiert werden konnte.
zeigt, dass der Quotient [**C]L-Citrullin/[**C]L-Arginin bei unterschiedlichen
[**C]L-Argininzugabmengen (0,125 pM—1 pM) stets gleich blieb.

Da [14C]L-Arginin sehr teuer ist und prinzipiell die Strahlenbelastung so gering wie
maoglich gehalten werden sollte, wurde fir alle weiteren Versuche [14C]L-Arginin 0,32
MM eingesetzt, da diese Konzentration einerseits im unteren proportionalen Bereich
anderseits auch noch sensitiv genug firr die basale L-Citrullindetektion ist (C[L.4.3)

— Front

B R 0.82
]

1 = L-Arginin
2 = Hydroxy-L-Arginin
3 = L-Citrullin S —R0,52
4 = L-Arginin/

Hydroxy-L-Arginin/

L-Citrullin

. — Start

Abb. 15: Dinnschichtchromatographische Trennung von L-Arginin, Hydroxy-L-
Arginin und L-Citrullin. Es wurden je 10 ug Substanz aufgetragen, die Polygram
SIL N-HR DC-Platte 60 min im FlieBmittelsystem Wasser/Chloroform/Methanol/
Ammoniak 25% (1/0,5/4,5/2 viviviv) laufen gelassen und mit 10 ml Ninhydrinreagenz
besprinht.
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Abb. 16: Abhéangigkeit der [14C]L-Citrullinbildung von der eingesetzten [14C]L-
Argininkonzentration. Zu EA.hy926 Zellen in 6-well Platten mit 1 ml HEPES-Puffer
wurden unterschiedliche Mengen [*C]L-Arginin (0,125 uM-1 pM), sowie 0,5 pM
[14C]L-Arginin im Gemisch mit 100 uM ,kaltem* Arginin gegeben. Nach zehn Minuten
wurde 1 pM A23187 zugegeben und die Reaktion nach weiteren 15 min mit
eiskaltem EtOH (99% V/V) abgebrochen. A: [14C]L-Citrullinbildung in % des Wertes
bei eingesetzten 0,5 uM [14C]L-Arginin. B: Quotient [14C]L-Citrullin/[”C]L-Arginin in %
des Wertes bei eingesetzten 0,5 pM [“*C]L-Arginin. Die Abbildungen in A und B
zeigen die Mittelwerte £ SD aus einem Experiment in Triplikaten. C: Bild einer
exemplarischen DC-Platte nach Detektion mit dem Phosphoimmager.
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1.4.3 Einsatz des Calciumionophors A23187

Die eNOS wird unter anderem tiber Ca®*/Calmodulin reguliert. Darum wurde das
Calciumionophor A23187 eingesetzt, welches durch Calciumeinstrom in die Zelle die
intrazellulare Calciumkonzentration deutlich erhéht. Die Anlagerung von Calcium an
Calmodulin bewirkt eine derartige Konformationsdnderung des Calmodulins, dass es
sich an die eNOS anlagert und deren Enzymaktivitat erhoht (Forstermann, 1994).

Ziel war es nun einerseits den Unterschied zwischen basaler und A23187
stimulierter eNOS-Aktivitat festzustellen, anderseits die Versuchsbedingungen so zu
wahlen, dass beide Aktivitdten in einem Experiment gemessen werden kénnen. In
dem Experiment von Abb. 17]wurden die Zellen bis auf die nur teilweise erfolgte
Zugabe von A23187 exakt gleich behandelt und aufgearbeitet. Nach Zugabe von
A23187 stieg die [*“C]L-Citrullinbildung um ca. das 13-fache (Pbb. 17]), wahrend
der Quotient [**C]L-Citrullin/[**C]L-Arginin nur um ca. das 3,5-fache stieg (Abb. 17B).
Dieses Ergebnis hat zwei grundlegende Bedeutungen:

Zum einen bestéatigt die eNOS Aktivitatssteigerung nach Zugabe von A23187
deutlich die Aussagekraftigkeit dieser Methode unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen. Zum anderen verdeutlicht der hier aufgezeigte Unterschied
der [14C]L-CitruIIinproduktionserhdhung (=13-fach) im Vergleich zur Erhéhung des
[14C]L-Citrullin/[l4C]L-Arginin Quotienten (=3,5-fach, =eNOS Aktivitat) besonders den
Vorteil dieser DC-Methode im Vergleich zur herkémmlichen Saulenchromatographie.
Wie zeigt, ist die =13-fache Erhdhung der [14C]L-Citrullinproduktion zum
Grol3teil durch eine erhohte [14C]L-Argininaufnahme und so erhdhtes intrazellulares
[**C]L-Argininangebot bedingt.
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Abb. 17: Einfluss des Calciumionophors A23187 auf die [**C]L-Citrullinbildung.
Nach 10 Minuten Inkubation mit [14C]L-Arginin wurden EA.hy926 Zellen entweder
weitere 15 min mit 1 uM A23187 behandelt oder die gleiche Zeit basal belassen. A:
[*C]L-Citrullinbildung in % vom basalen Wert. B: Quotient [“C]L-
Citrullinbildung/[”C]L-Argininmenge in % vom basalen Wert. Die Abbildungen in A
und B zeigen die Mittelwerte + SD aus einem Experiment in Triplikaten. C: Bild einer
exemplarischen DC-Platte nach Detektion mit dem Phosphoimmager.

1.4.4 Reaktionsdauer

Als nachstes sollte eine geeignete Reaktionsdauer gefunden werden. Dazu wurden
die Zellen mit [14C]L-Arginin 10 min vorinkubiert, dann 1 uM A23187 zugegeben und
die Reaktion nach 5 min, 10 min und 15 min abgebrochen. [Abb. 18] zeigt, dass die
[14C]L-Citrullinproduktion kontinuierlich mit der Reaktionsdauer zunimmt (R2:0,999,
Gerade nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass unter den gewahlten
Versuchsbedingungen die EA.hy926 Zellen mindestens 15 min kontinuierlich NO
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bilden und nicht auf Grund der suboptimalen Kultivierungsbedingungen wéahrend des
Versuches (z.B. 60 min kein Medium, sondern nur HEPES-Puffer, kein Brutschrank
mit CO,) die eNOS Aktivitat in irgendeiner Weise veréandert wird. Es ist daher bei
allen Zeitpunkten maoglich von der Menge der [14C]L-Citrullinproduktion guantitativ
auf die eNOS Aktivitdit oder eNOS Enzymmenge zu schlieen. Fur alle weiteren
Experimente wurde die Reaktionszeit 15 min gewahlt, da bei dieser langeren Zeit die
unvermeidbaren kleinen Reaktionszeitunterschiede auf Grund von Pipetiervorgangen
am geringsten ins Gewicht fallen. AuRerdem ist nach 15 min mehr [14C]L-Citrullin
gebildet, so dass die Methode sensitiver wird.

120 ~

100 ~

80 A

60

40 A

L-Citrullinbildung

20 A

[%] von L-Citrullinbildung nach 15 min

5min 10min 15min

Abb. 18 Abhangigkeit der [*C]L-Citrullinbildung von der Reaktionsdauer.
EA.hy926 Zellen wurden 10 min mit 0,32 uM [14C]L-Arginin inkubiert, dann 1 uM
A23187 zugegeben und die Reaktion nach unterschiedlicher Dauer (5 min, 10 min,
15 min) abgebrochen. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + SD der [“*C]L-
Citrullinbildung in % von dem Wert nach 15 min Reaktion mit A23187 von einem
Experiment in Triplikaten.

1.4.5 [**C]L-Citrullin-/[**C]L-Argininextraktion aus den Zellen

Die radioaktiven Aminosauren missen nach Reaktionsabbruch méglichst quantitativ
aus den Zellen herausgelost werden. Die optimalen Bedingungen wurden empirisch
ermittelt (Ergebnisse sind nicht dargestellt). Zunachst wurden die Zellen 30 min in
Ethanol 99% (v/v) auf Eis geschittelt, um die Zellmembranen pords zu machen.
AnschlieBend wurden die Zellen in 20 % Ethanol weitere 45 min bei
Raumtemperatur geschuttelt, um die Aminosauren zu lésen und diese somit aus den
Zellen zu extrahieren. Die Lésungen (=1,8 ml) mit den extrahierten Aminosauren
wurden Uber Nacht im Speed Vac eingedampft.
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1.4.6 Herauslosen der Aminosauren aus einrotiertem Ruckstand

Als nachstes sollte ein geeignetes Losungsmittel zum Herauslosen der Aminosauren
aus dem Pellet nach dem Eindampfen im Speed Vac gefunden werden. In diesem
Pellet befinden sich nicht nur die gesuchten Aminosauren, sondern auch viele
andere organische und anorganische Substanzen sowie Zelldebrisbestandteile,
welche das Laufverhalten der Aminosauren auf der DC stéren. Wie Abb. 19]zeigt,
eignet sich als Ldsungsmittel MeOH/H,O 1:1 sehr gut, da hier zum einen die
Extraktionsausbeute an L-Citrullin sehr hoch ist und zum anderen die
suspensionsartige Beschaffung der Lésung auf Grund von Zelldebrisbestandteilen
geringer als bei MeOH/H,0 1:2 ist (DC nicht gezeigt).

200 +

150 - L

100 - -

L-Citrullinextraktion
[%] von MeOH / H20 3:1

50 -

31 11 1:2
MeOH : H,0

Abb. 19: Losungseigenschaften des [**C] L-Citrullin aus dem Zellpellet nach
Behandlung mit unterschiedlichen LOsungsmitteln. Zellpellets von
gleichbehandelten Kontrollzellen wurden mit unterschiedlichen Lésungsmitteln je 5
min auf dem Schittler und 15 min im Ultraschallbad gelost. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte = SD der absolut herausgelosten [14C]L-Citrullinmenge in % vom Wert bei
MeOH/H,0 3:1 von einem Experiment in Triplikaten.

1.5 Auswertung im Phosphoimmager

Nachdem die DC-Platten 30 min bei Raumtemperatur trockneten, wurden sie 3 h in
ein Kassette auf einen Screen gelegt und danach im Phosphoimmager (Fujix Bio-
Imaging Analyser IPR 1500, Fuji Film, Japan) ausgewertet.
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1.6 Protokoll der Versuchsdurchflhrung

Am Tag 0 wurden 0,4 x 10° EA.hy926 Zellen pro Loch in 6-Lochplatten in 5 ml
Medium ausgesét. Stimuliert wurde am Tag 4 fur 20 h. Am Tag 5 wurden nach 20 h
Stimulation das Medium abgesaugt, die Zellen zundchst mit HEPES-Puffer
gewaschen, dann 45 min in 1 ml HEPES-Puffer bei 37°C inkubiert und danach mit
0,32 puM [**C]L-Arginin fur 10 min versehen. Nach Zugabe von 1 pM A23187 erfolgte
fur weitere 15 min eine Inkubation bei 37°C. Dann wurden die Zellen auf Eis gestellt,
der HEPES-Puffer abgesaugt, 2 x mit 1 ml PBS gewaschen und 800 pl eiskalter
Ethanol 99% (v/v) zugegeben. Die Zellen wurden erst 30 min auf Eis geschuttelt
(Schittelzahl 100), dann 5 min bei 37 °C inkubiert, dann 10 min bei RT geschittelt
(Schittelzahl 100) und dann je 600 pl vom Ethanol-Zelliberstand in ein 2 ml ERG
Uberfiihrt. Dann wurden 1000 pl H,O auf die Zellen gegeben, 30 min geschiuttelt
(Schittelzahl 100), der gesamte Zelliberstand zu den 600 ul Ethanol in das 2 ml
ERG dazugegeben und die ERG zum Einrotieren Uber Nacht in einen Speed Vac
gestellt. Am nachsten Morgen wurden zum Pellet 35 pl H,O/MeOH (1:1) gegeben,
dann die ERG 5 min geschuttelt (Schittelzahl 200), anschlielBend 20 min in ein
Ultraschallbad gestellt und danach 5 min zentrifugiert (10000 x g). Vom Uberstand
wurden 20 pl in ein kleines ERG iiberfiuihrt, kurz zentrifugiert und der Uberstand auf
eine Polygram SIL N-HR DC-Platte aufgetragen. Die DC wurde im Laufmittel
Wasser/Chloroform/Methanol/Ammoniak 25% (1/0,5/4,5/2 v/viviv) 60 min laufen
gelassen, 30 min getrocknet, 3 h in einer Kassette auf einen Screen gelegt und dann
im Phosphoimmager ausgewertet.

Abweichende Versuchsdurchfiihrungen:

e Messung der basalen L-Citrullinproduktion: Hier wurde kein A23187
zugegeben, so dass die Reaktion 25 min nach Zugabe von [14C]L-Arginin
abgebrochen wurde. Die DC-Platte wurde 18 h auf den Screen gelegt.

e Hemmung der eNOS durch NG-Amino-L-Arginin (NGG): Nach 30 min
Inkubation mit HEPES-Puffer, wurden fur 15 min 200 uM NGG zugegeben,
die Zellen 2 x mit HEPES-Puffer gewaschen, auf die Zellen 1 ml HEPES-
Puffer gegeben, dann 0,32 uM [**C]L-Arginin zugegeben und wie oben
weiterverfahren.

1.7 Bestatigung der Methode durch Positivkontrollen/Hemmer

Um die Aussagekraftigkeit und Richtigkeit der Methode zu untermauern, wurden
Versuche mit Positivkontrollen PMA (Montecinos et al., 2000) und Vitamin C (Heller
et al., 1999) durchgefiihrt. Wie in gezeigt, konnte die basale eNOS Aktivitat
von PMA (2 nM, 20 h) signifikant (=3,5-fach), die A23187 stimulierte eNOS Aktivitat
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sowohl durch Vitamin C (100 pM, 5 h) als auch durch PMA (2 nM, 20 h) signifikant
erhoht werden (=1,8 / 2,2). Wie Abb. 20B zeigt ist dies auch optisch nach Detektion
im Phosphoimmager gut wahrnehmbar.
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Abb. 20: Messung der [14C]L-Citrullinproduktion nach Stimulation mit

Positivkontrollen. EA.hy926 Zellen wurden mit Vitamin C (100 uM / 5 h) oder mit
PMA (2 nM / 20 h) stimuliert. Die [**C]L-Citrullinproduktion wurde basal oder nach
Zugabe von A23187 gemessen. A: [14C]L-Citrullinproduktion in % von der basalen
bzw. A23187 behandelten Kontrolle. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte £ SD von
sechs (A23187 stimuliert) bzw. zwei (basal) unterschiedlichen Experimenten in
Triplikaten. Signifikanzen: * P< 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 nach ANOVA/Dunnet
Berechnung. B: Exemplarische DC-Platten nach Detektion im Phosphoimmager.
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2 DAF-2 Fluoreszenzassay zur Messung der endothelialen
NO-Freisetzung

2.1 Grund der Methodenentwicklung

Von entscheidender Bedeutung bei der Forschung auf dem Gebiet der eNOS ist,
dass man endothelial gebildetes NO mit einer zuverladssigen, einfachen und
sensitiven Methode messen kann. Eine Moglichkeit st die
Fluoreszenzspektroskopie, wobei nicht fluoreszierende Verbindungen mit dem NO-
Radikal zu einer fluoreszierenden Verbindung reagieren. Ein Fluoreszenzfarbstoff,
welcher zur NO-Detektion eingesetzt wird ist 4,5-Diaminofluoreszein (DAF-2) und
seine membrangéngie, lipophile Form 4,5-Diaminofluoreszeindiacetat (DAF-2 DA). In
Anwesenheit von O, reagiert es mit 2 mol NO zum Triazolofluoreszein (DAF-2T)
(Nakatsubo et al.,, 1998). Von der intrazellularen, endothelialen NO-Detektion mit
DAF-2 DA wurde in vielen Arbeiten Gebrauch gemacht (Navarro-Antolin et al., 2001),
(Nakatsubo et al., 1998;Goetz et al., 1999). Hingegen gibt es seit der ersten
Veroffentlichung der extrazellularen Messung von endothelialen NO mittels DAF-2 im
Jahr 1998 (Nakatsubo et al., 1998) nur eine weitere Publikationen mit Anwendung
dieser Methode (Bai et al., 2001). Die seltene Anwendung dieser Methode ist sehr
verwunderlich, da sie im Vergleich zu anderen NO-Detektionsmethoden (z.B. ESR-
Spektroskopie, Chemilumineszenz, NO-Elektrode) wesentlich einfacher wéare und vor
allem nur eine deutlich billigere apparative Laborausstattung erfordert. Auch uns
gelang es nicht, extrazellular NO aus EA.hy926 Zellen nach dem 1998
beschriebenen Protokoll (Nakatsubo et al., 1998) zu messen.

Die intrazellulare NO-Messung mittels DAF-2 DA wurde vor kurzem in Frage gestellt
(Broillet et al., 2001). Diese Gruppe behauptete, dass die Reaktion von DAF-2 zu
DAF-2T durch die Anwesenheit von zweiwertigen lonen wie ca* und Mg2+
beeinflusst wird. Da z.B. die intrazellulire Ca®*-Konzentration in Endothelzellen
durch externe Stimuli (z.B. Histamin, A23187, Bradikinin) stark verandert wird, ware
eine aussagekréftige NO-Messung mittels DAF-2 DA nicht mehr mdglich. Diese
Behauptung wurde allerdings kurz darauf von einer anderen Gruppe zuriickgewiesen
(Suzuki et al., 2002).

Zusammengefasst war die Ausgangssituation also: Intrazellular kann endotheliales
NO mittels DAF-2 DA mit einer apparativ aufwendigen und von manchen
angezweifelten Methode gemessen werden, wahrend die extrazellulare Messung
mittels DAF-2 unter den angegebenen Bedingungen methodisch fehlerhaft zu sein
scheint.
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Deshalb war es unser Ziel ein Protokoll zu entwickeln, bei der man mittels DAF-2
extrazellulares endotheliales NO messen kann. Diese Methode sollte folgende
Vorteile gegenuber der intrazellularen DAF-2 DA und sonstigen Methoden haben:

» Selektive NO-Messung, unabhangig von intrazellularen lonenkonzentrationen
(sind extrazellular durch vorherige PBS-Aquilibrierung gleich)

» Extrazellulares NO ist physiologisch bedeutender als intrazellulares: NO
vermittelt die meisten seiner physiologischen Wirkungen aul3erhalb der
Endothelzellen.

» Die extrazellulare endotheliale NO-Messung mittels DAF-2 ware die bisher
einzige Methode, die in ,normal* ausgestatteten Laboren (ein
Fluoreszenzmessgerat ist auf Grund seiner universalen Einsetzbarkeit meist
vorhanden) durchfuhrbar ist. Sowohl intrazellulare NO Messung mit DAF-2 DA
mittels konvokalem Fluoreszenzmikroskop, als auch die ESR-Spektroskopie
und Chemilumineszenzmessung und die elektrochemische Detektion
bendtigen zum einen extrem teure analytische Gerate, zum anderen sind
auch diese Methoden sehr stéranfallig (siehe A.3.2).

2.2 Zellvorbereitung

EA.hy926 Zellen wurden am Tag O mit 0,4 x 10° Zellen in 5 ml Medium pro Loch
in 6-Lochplatten ausgesat. Der DAF-2-Versuch wurde dann am Tag 5
durchgefuhrt.

2.3 Mechanismus der Reaktion von DAF-2 zu DAF-2T mittels NO

DAF-2 reagiert nicht direkt mit NO zu DAF-2T, sondern mit einem Oxidationsprodukt
von NO, dem starken Nitrosieragenz N,Os. Dies entsteht im Verlauf der Sauerstoff-
Oxidation von NO' zu NOy (. Aus Grinden der Vereinfachung wird im
nachfolgenden Text oftmals geschrieben: ,die Bildung von DAF-2T durch NO*.
22’zeigt die Reaktionsgleichung der Umsetzung von DAF-2 zu DAF-2T.

2NO + O > 2 NOy (1)
2NO' +2NO;y —» 2 N,O3 )

Abb. 21: Reaktion von NO" Mit O, (Kojima et al., 1998a)
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DAF-2 DAF-2T
(triazolofluorescein)

Abb. 22: Reaktionsgleichung der Umsetzung von DAF-2 in DAF-2T

2.4 Losungen

Das DAF-2 Reagenz (Alexis Biochemicals, Grunberg, Deutschland) wurde wie vom
Hersteller angegeben bei -20°C gelagert und erst unmittelbar vor Gebrauch in 0,1 M
Phosphatpuffer verdinnt. Der NO-Donor MAHMA.NONOate (NOC-9) wurde
ebenfalls von Alexis bezogen und vor Gebrauch in eiskalter 0,01 M NaOH geldst.

2.5 Optimierung verschiedener Versuchsparameter

251 DAF-2 Konzentration

Nachdem es uns nicht gelang, endotheliales NO unter den publizierten (Nakatsubo
et al., 1998;Bai et al., 2001) Bedingungen (DAF-2 10 uM) zu messen, stellten wir
folgende Uberlegung an:

Auch wenn sich DAF-2 und DAF-2T in Ihrer Fluoreszenzstarke sich erheblich
unterscheiden (bei Extinktion 492 nm ist die relative Fluoreszenz von DAF-2T =180 x
groer als die von DAF-2, siehe: (Kojima et al., 1998a), (Kojima et al., 1998b) sind
Ihre Absorptions- und Fluoreszenzmaxima beinahe identisch (Kojima et al., 1998a),
(Kojima et al., 1998b). Folglich beinhaltet eine DAF-2T Messung simultan auch eine
DAF-2 Messung. Diese Simultanmessung spielt in Systemen mit viel NO keine Rolle,
da das nicht mit NO abreagierte DAF-2 wegen der =180-fach starkeren Fluoreszenz
von DAF-2T vernachlassigt werden kann. Handelt es sich aber um ein System mit
extrem wenig NO-Generierung, wie bei Endothelzellen, kann diese
Simultanmessung storen. Reagiert beispielsweise nur 0,1 % der eingesetzten DAF-2
Menge mit NO zu DAF-2T ab, erhoht sich die Gesamtfluoreszenz rein rechnerisch
nur um 17 %, was kaum als signifikante Erh6hung nachweisbar ware.

Die Uberlegung war nun, dass bei niedrigen NO-Konzentrationen der prozentuale
Anteil an DAF-2, der zu DAF-2T reagiert, bei geringeren DAF-2 Konzentrationen
zunehmen musste und somit die Gesamtfluoreszenz starker ansteigen musste.

72



Methodenentwicklungen

Deshalb wurden zu A23187 stimulierten EA.hy926 Zellen unterschiedliche DAF-2
Konzentrationen (0,01 uM — 5 pM) gegeben und jeweils nach 5 min die Fluoreszenz
des PBS-Zelliberstand gemessen. Parallel wurde jeweils die Eigenfluoreszenz von
DAF-2 (0,01 uM — 5 pM) in PBS gemessen. Wie erwartet waren bei hoheren DAF-2
Konzentrationen (5 pM, 1 pM) die beiden Fluoreszenzwerte anndhernd gleich,
wahrend bei niedrigen DAF-2 Konzentrationen (0,01 puM, 0,1 uM) die Fluoreszenzen
des PBS-Zelluberstandes deutlich héher waren als die DAF-2 Eigenfluoreszenz

(Abb. 23).

Somit konnte die NO-Produktion von EA.hy926 Zellen mittels DAF-2 (0,01 uM, 0,1
uM) nachgewiesen werden. Fur alle weiteren Versuche wurde 0,1 uM DAF-2
eingesetzt, da hier die absoluten Fluoreszenzintensitaten etwas hoéher als bei DAF-2
0,01 uM sind, wodurch die Messfehler geringer werden. Insgesamt ist allerdings zu
bemerken, dass auch diese Methode nur knapp oberhalb der Detektionsgrenze liegt,
da die gemessenen Fluoreszenzwerte von 5-10 A.U. nur durch Einstellung aller
Gerateparameter auf die empfindlichsten Stufen erreicht werden konnten (siehe

CR.6).

[0 DAF-2 Eigenfluoreszenz in PBS

[0 Fluoreszenz des PBS-Zelliiberstandes
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Abb. 23: DAF-2 Eigenfluoreszenz und Fluoreszenz des PBS-Zelliberstandes in
Abhéngigkeit der eingesetzten DAF-2 Konzentration. ECV304 Zellen wurden 5
min in PBS vorinkubiert, dann wurde 1 pM A23187 und die angegebenen DAF-2
Konzentrationen zugegeben und nach 5 min die Fluoreszenz gemessen. Parallel
wurde die DAF-2 Eigenfluoreszenz in PBS gemessen. Die Abbildungen zeigen die
Mittelwerte = SD von zwei unabhéngigen Experimenten in Triplikaten.
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2.5.2 Subtraktion der DAF-2 Eigenfluoreszens

Beziiglich der Methodenoptimierung stellten wir folgende Uberlegung an. Ware es
maoglich DAF-2 von der gemessenen Gesamtfluoreszenz abzuziehen ? Dies héatte
folgende Vorteile:

* Indirekt selektive Messung von DAF-2T. Nur DAF-2T interessiert, da dies mit der
NO-Menge korreliert.

e Durch Subtraktion der DAF-2 Eigenfluoreszenz werden bei zwei Proben mit
unterschiedlicher NO/DAF-2T Bildung die absoluten Unterschiede der
Fluoreszenzen grofRer. Dadurch kdnnten sensitiver Differenzen der NO/DAF-2T
Bildung nachgewiesen werden.

Die Subtraktion der DAF-2 Eigenfluoreszenz ist allerdings nur méglich, wenn durch
das endotheliale NO nahezu kein DAF-2 verbraucht wird. In diesem Fall wéare das im
Zelliberstand fluoreszierende nicht verbrauchte DAF-2 anndhernd konstant und
entsprache der DAF-2 Eigenfluoreszenz.

Darum sollte als nachstes der genaue DAF-2 Verbrauch bei A23187 stimulierten
EA.hy926 Zellen in 6-Lochplatten bestimmt werden. Dariiber hinaus sollte noch
ermittelt werden, bis zu welcher NO-Menge so wenig DAF-2 verbraucht wird, dass
man die DAF-2 Eigenfluoreszenz subtrahieren kann. Fir diese Fragen wurde
folgende Experimente durchgeflhrt:

» Erstellung einer Eichgeraden von DAF-2T in PBS

* Messung der Fluoreszenzen im Zelliberstand nach Zugabe von steigenden
Konzentrationen des NO-Donors NOC-9.

zeigt die Fluoreszenzintensititen von DAF-T (0,1-0,8 nM, Alexis-
Corporation) in PBS. zeigt die Fluoreszenzen in Zelliberstanden nach
Zugabe von steigenden Konzentrationen des NO-Donors NOC-9, wobei 1 mol NOC-
9 innerhalb von 5 min bei 37 °C in wassrigem Medium ca. 2 mol NO frei setzt (Keefer
et al., 1996).

Um den Verbrauch an DAF-2 auszurechnen wurde mit Hilfe der beiden Eichgeraden
die genaue stdchiometrische Reaktion von NO mit DAF-2 berechnet. Die Zugabe
von 200 nM NO ergab eine Fluoreszenz von 26,8 A.U. (Abb. 24B). [Abb. 24A weist
eine Fluoreszenz von 26,8 (A.U.) bei 0,44 nM DAF-2T auf. Folglich verbrauchten in
diesem System 200 nM NO nur 0,44 nM DAF-2. Das bedeutet nun, dass von den
eingesetzten 100 nM DAF-2 weniger als 1 % verbraucht wurden und somit noch
mehr als 99% der eingesetzten DAF-2-Menge im PBS-Zelluberstand vorliegen.
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Dieser Verbrauch an DAF-2 kann vernachlassigt und deshalb die DAF-2
Eigenfluoreszenz von der Gesamtfluoreszenz subtrahiert werden.

Die lineare Korrelation der gemessenen Fluoreszenzwerte mit den eingesetzten

NOC-9 Konzentrationen (bis 100 nM, Abb. 24B) untermauert, dass in diesem
Bereich die gebildete DAF-2T Menge mit der NO-Menge linear korreliert.

Auf Grund dieser Ergebnisse ist gezeigt, dass die Subtraktion der Eigenfluoreszenz
bei einem Einsatz von 0,1 uM DAF-2 und einer NO-Konzentration von <200 nM
madglich ist. Diese Bedingungen sind in allen folgenden Experimenten erfillt, da die
gemessene Fluoreszenz der Zelliberstande stets deutlich unter 26,8 (A.U.), also 200
nM NO war.

A B

60 y = 59,71x + 0,466 30 1 y =0,2714x - 0,2947
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Abb. 24: Eichgeraden von DAF-2T (A) und von der Fluoreszenzintensitat nach
Zugabe des NO-Donors NOC-9 auf PBS-Zelliberstande (B). A: Die Abbildung
zeigt die Mittelwerte +SD der gemessenen Fluoreszenz (A.U.) der angegebenen
DAF-2T Konzentrationen in PBS von einem Experiment in Vierfachbestimmung. B:
Fluoreszenzintensitat in PBS-Zelluberstanden (DAF-2 0,1 pM) in Abhangigkeit der
NO-Freisetzung von dem NO-Donor NOC-9. Die Zellen wurden 5 min mit 100 uM L-
Arginin in PBS vorinkubiert, dann wurde DAF-2 (0,1 uM) und die angegebenen NOC-
9 Konzentrationen zugegeben. Nach 5 minutiger Reaktion im Dunklen wurde die
Fluoreszenz gemessen. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte von sechs unabhangigen
Experimenten. Die DAF-2 (0,1 uM) Eigenfluoreszenz wurde jeweils abgezogen.
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2.6 Versuchsdurchfiuhrung

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie in der Publikation (Leikert et al., 2001)
dargestellt. In 6-Lochplatten mit 0,4 x 10° pro Loch ausgeséate EA.hy926 Zellen
wurden am Tag 4 20 h mit den Testsubstanzen stimuliert. Nach 20 h Stimulation
wurden die Zellen am Tag 5 2 x mit 1 ml PBS gewaschen, 5 min mit 100 uM L-
Arginin in PBS bei 37 °C inkubiert, dann wurden 1 puM A23187 und 0,1 uM DAF-2
zugegeben und die Zellen 5 min inkubiert (37°C, im dunklen). Dann wurde die
Fluoreszenz  des  Zelluberstandes in einer Glaskivette bei einer
Extinktionswellenlange von 491 nm und einer Absorptionswellenlange von 515 nm
mit einem Fluoreszenzspektroskop gemessen (RF 1501, Shimadzu, Japan). Die
Spaltbreite bei Extinktion und Absorption war je 10 nm und die Sensitivitat war auf
.Hoch" eingestellt. Parallel wurde 0,1 uM DAF-2 5 min mit 100 uM L-Arginin in PBS
(37°C, im dunklen) inkubiert und dann die DAF-2 Eigenfluoreszenz gemessen.

Abweichende Versuchsdurchfiihrungen:

¢ Messung der basalen NO-Freisetzung: Hier wird das obige Protokoll ohne
Zugabe von A23187 durchgefuhrt.

« Hemmung der NO-Freisetzung mit den eNOS-Hemmern NG-monomethyI-L-
Arginin  (NMMA) und NG-Amino-L-Arginin (NAA): NMMA wurde ab der
Inkubation mit L-Arginin (100 uM) zugegeben. NAA wurde 15 min vor dem
Waschen und dann noch mal ab der Inkubation mit L-Arginin (100 uM)
zugegeben.

2.7 Bestatigung der Methode durch Positivkontrollen/Hemmer

Um die Aussagekraftigkeit und Richtigkeit der Methode zu untermauern, wurden
Versuche mit Positivkontrollen PMA (Montecinos et al., 2000), dem Calciumionophor
A23187, sowie dem kompetitiven eNOS Hemmer L-NMMA (Alderton et al., 2001)
durchgefiihrt. Wie eindrucksvoll zeigt, erhdhte sowohl A23187 (1 pM) als
auch PMA (2 nM) die durch NO-vermittelte DAF-2T Fluoreszenz. Mit L-NMMA
konnte eine dosisabhéngige signifikante Hemmung der NO-vermittelten Fluoreszenz

erzielt werden Abb. 25B.

Diese Methode wurde in FEBS Letters 506 (2001) 131-134 veréffentlicht (Leikert et
al., 2001).
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Abb. 25: DAF-2 detektierte NO-Freisetzung von EA.hy926 Zellen nach PMA-
Behandlung in Abwesenheit oder Anwesenheit von A23187 und L-NMMA.

A: Die Zellen wurden entweder nicht behandelt (Co) oder mit PMA (2 nM) fur 18h
stimuliert. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 5 min in 100 uM L-
Arginin in PBS, wenn angegeben gleichzeitig noch mit 1 mM L-NMMA inkubiert.
Danach wurde, wenn angegeben A23187 (1 uM) zugegeben und dann DAF-2 (0,1
puM). Nach 5 minttiger Reaktion im Dunklen wurde die Fluoreszenz gemessen. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Experimenten in
Triplikaten. B: Die Zellen wurden 18h mit PMA (2 nM) stimuliert, mit PBS gewaschen
und 5 min mit L-Arginin (100 uM) und L-NMMA (1 mM) in PBS vorinkubiert. Danach
wurde A23187 (1 pM) und DAF-2 (0,1 pM) zugegeben und nach 5 minutiger
Reaktion wurde die Fluoreszenz gemessen. In B sind die Mittelwerte + SD von drei
Experimenten dargestellt. Signifikanzen: *** P <0,001 nach ANNOVA/Bonferroni
Berechnung.
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D. Ergebnisse

1 Ermittlung des optimalen Zellproliferationsgrads

1.1 Zeitabhangige Zellproliferation

Um alle Experimente bei einem vergleichbaren und mdéglichst physiologischen
Zellproliferationsgrad durchzufuhren, wurden Experimente zur Zellproliferation in
Abhangigkeit der Zellkultivierungszeit bei EA.hy926 Zellen durchgefiihrt. Wie
zeigt, proliferierten die Zellen unter den gewdahlten Bedingungen von Tag 1 bis Tag 4
stark und von Tag 4 bis Tag 6 nur noch schwach. Ab Tag 6 reduzierte sich die
Zellzahl bedingt durch sterbende Zellen. Auf Grund dieses Ergebnisses wurden alle
Experimente in dieser Arbeit in der langsamen Zellproliferationsphase von Tag 4 bis
Tag 5 durchgeftihrt, wobei am Tag 4 stimuliert und am Tag 5 die Zellaufarbeitung
durchgefthrt wurde.

Das Sterben der Zellen ab Tag 6 trat auf Grund von FKS-/Mediummangel ein und
konnte durch Zugabe von Medium am Tag 5 unterdrickt werden (Daten nicht
gezeigt).

2500 ~
2000 ~ T
1500
1000

500 -

Zellen pro 6-well (in Tsd)

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tag nach Aussaht

Abb. 26: Zeitabhangige Zellproliferation. EA.hy926 Zellen wurden am Tag 0 (400
Tsd/ well) ausgeséat und taglich die Anzahl der Zellen pro Well gez&hlt. Die Abbildung
zeigt die Mittelwerte +SD von drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten
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2 Einfluss von Knoblauch auf die eNOS

In zahlreichen klinischen Studien, Experimenten am Tier und in vitro
Untersuchungen wurden nicht tbereinstimmende Ergebnisse beziglich mdglicher
protektiver kardiovaskularer Eigenschaften des Knoblauchs gefunden (A.5.1). Diese
nicht Ubereinstimmende Ergebnisse betreffen auch die oft postulierten
gefaRerweiternden Eigenschaften des Knoblauchs (A.5.1). Um weitere Hinweise
bezuglich dieser potentiellen Eigenschaften zu erhalten, wurde in dieser Arbeit der
Einfluss von Knoblauch auf die eNOS in Endothelzellen untersucht.

2.1 Einfluss von Knoblauchextrakt auf den eNOS mRNA-Level

Um eine mogliche Langzeitwirkung von Knoblauchextrakt auf die eNOS zu
Uberprufen, wurde der konzentrationsabhangige Effekt von Knoblauchextrakt nach
20 h Stimulation auf die eNOS-mRNA in EA.hy926 Zellen mittels Northern Blot-
Analyse untersucht. Wie zeigt, hatte Knoblauchextrakt (0,01-10 mg/ml)
keinen Einfluss auf die eNOS mRNA-Menge im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen.
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Abb. 27: Einfluss von Knoblauchextrakt auf die eNOS mRNA: Zellen wurden
nicht behandelt (Co) oder 18 h mit Knoblauchextrakt (0,01 mg/ml — 10 mg/ml)
stimuliert. Nach RNA-Isolierung und Northern Blot-Analyse wurden die radioaktiven
Blots im Phosphoimmager ausgewertet (Material und Methoden). Die Abbildung
zeigt die Mittelwerte +SD von zwei unabhangigen Experimenten in Duplikaten.
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2.2 Einfluss von isolierten Knoblauchinhaltsstoffen, -Metaboliten

Der Effekt eines Vielstoffgemisches, wie des Knoblauchextraktes, auf ein Target
kann auf Grund gegensatzlicher Wirkungen der einzelnen Komponenten insgesamt
null sein. Aul3erdem unterliegen die schwefeligen Knoblauchextraktinhaltsstoffe im
Korper einem starken Metabolismus. Deshalb wurde der Effekt von isolierten
schwefelhaltigen Knoblauchextraktinhaltsstoffen (Diallyldisulfid, Ajoen, S-Allycystein)
und Metaboliten (Diallyldisulfid, Allylmercaptan) auf die eNOS untersucht.

2.2.1 Keine Wirkung auf die eNOS mRNA

EA.hy926 Zellen wurden 18 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Diallyldisulfid, S-Allylcystein und Ajoen stimuliert. zeigt représentative
Northern Blots nach Detektion mit dem Phosphoimmager. Man sieht, dass bei der
Positivkontrolle PMA die eNOS mRNA-Bande deutlich starker ist, wahrend
Diallyldisulfid und S-Allylcystein die eNOS-mRNA Bandenintensitat im Vergleich zu
den Kontrollzellen nicht erhéhen. In PAbb. 29]ist die relative eNOS mRNA Menge
nach Standardisierung auf B-Aktin dargestellt. Die Knoblauchextraktinhaltsstoffe
erhohten die eNOS mRNA nicht, wahrend die Positivkontrolle PMA (2 nM) eine ca.
2.3-fache Erhéhung bewirkte.

2.2.2 Keine Wirkung auf die eNOS Aktivitat/ L-Citrullinbildung

Nachdem die getesteten Knoblauchextraktinhaltsstoffe keine Erh6éhung der eNOS
MRNA zeigten, sollte nun untersucht werden, ob sie die eNOS Aktivitat/L-
Citrullinproduktion steigern. Dazu wurden EA.hy926 Zellen 5 h mit Ajoen,
Diallyldisulfid und S-Allycystein (1, 10 uM) und Allylmercaptan (0,1-100 puM) stimuliert
und die eNOS Aktivitaten mittels dem L-Arginin/L-Citrullin  Umwandlungsassay
gemessen. Zusatzlich wurde 1 h mit Allylmercaptan (0,1-100 puM) stimuliert, um
einen eventuellen noch kurzzeitigeren Effekt zu testen. Keine der getesteten
Substanzen zeigte eine Erhohung der eNOS bedingten L-Citrullinproduktion (Abb. ]
30).

80



Ergebnisse

‘2 a***ﬂf‘ﬁ' '“—&an —*

g M-ﬂ-— eNOS — m

MRNA

PMA (0] 10 5 1 Co5010 5 1 0,1 Co

Diallyldisulfid (uM) S-Allylcystein (uUM)

Abb. 28: Northern Blots von EA.hy926 Zellen. Zellen wurden nicht behandelt (Co)
oder je 18 h mit PMA (2 nM) oder den angegebenen Konzentrationen Diallyldisulfid-
und S-Allylcystein stimuliert. Nach RNA-Isolierung und Northern Blot-Analyse wurden
die radioaktiven Gele im Phosphoimmager ausgewertet (Material und Methoden).
Die Abbildung zeigt zwei reprasentative Blots.
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Abb. 29: Relative eNOS mRNA Menge (standardisiert auf B-Aktin) nach
Stimulation mit isolierten Knoblauchinhaltsstoffen. EA.hy926 Zellen waren
unbehandelt (Co) oder 18 h mit den angegebenen Konzentrationen Diallyldisulfid,
Ajoen, S-Allylcystein oder mit PMA (2 nM) stimuliert. Die Abbildung zeigt Mittelwerte
+SD von zwei unabhéngigen Experimenten in Triplikaten (Diallyldisulfid, PMA) bzw.
von zwei unabhangigen Experimenten in Duplikaten (Ajoen, S-Allylcystein).
Signifikanzen: *** P <0,001 nach ANNOVA/Dunnett Berechnung.
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Abb. 30: Einfluss von Knoblauchextraktinhaltsstoffen auf die eNOS Aktivitat/L-
Citrullinbildung. EA.hy926 Zellen waren unbehandelt (Co) oder wurden 5 h bzw.
zusatzlich 1 h (Allylmercaptan) mit den Knoblauchextraktinhaltsstoffen stimuliert. Die
Abbildungen zeigen die Mittelwerte +SD der relativen L-Citrullinproduktion aus zwei
unabhangigen Experimenten in Duplikaten bzw. in Triplikaten (Allylmercaptan).
Gemessen wurde die L-Citrullinproduktion mittels dem L-Arginin/L-Citrullin
Umwandlungsassay (Methodenentwicklungen).
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3 Einfluss von Weil3dornblUten- und Blatterextrakt (WS1442)
auf die eNOS

In mehreren klinischen Studien, Tierexperimenten und in vitro Untersuchungen
wurden positive kardiovaskulare Effekte von WeilRdornextrakten festgestellt (.
Um einen Hinweis zu bekommen, ob diese Effekte eventuell tber die eNOS
vermittelt sind, wurde in dieser Arbeit die Wirkung des WeiRdornextraktes WS1442
auf die eNOS in Endothelzellen untersucht. Untersucht wurden der Langzeiteffekt
(20 h) von WS1442 und der Kurzzeiteffekt (15 min). Bei letzterem ist die
Stimulationsdauer vergleichbar wie in den Versuchen mit WS1442 am isolierten
Rattenaortenring, die eine Dilatation zeigten (.

3.1 Langzeiteffekt von WS1442 auf die eNOS Aktivitat/L-
Citrullinbildung

EA.hy926 Zellen wurden unterschiedlich lange (1 h, 5 h, 24 h, 38 h) mit
unterschiedlichen Konzentrationen WS1442 (0,1-10 pg/ml) stimuliert. Die eNOS
Aktivitat/L-Citrullinproduktion wurde mittels dem L-Arginin/L-Citrullinumwandlungs-
assay ermittelt. Wie zeigt, erhoht WS1442 weder zeit- noch
konzentrationsabhangig die eNOS bedingte L-Citrullinproduktion.

3.2 Kurzzeiteffekt von WS1442 auf die eNOS Aktivitat/L-
Citrullinbildung

Um den Kurzzeiteffekt von WS1442 auf die eNOS bedingte L-Citrullinproduktion zu
untersuchen, wurden die EA.hy926 Zellen 15 min mit WS1442 stimuliert. Die WS
1442-Zugabe erfolgte zeitgleich mit der Zugabe von A23187. zeigt, dass
WS1442 auf die eNOS L-Citrullinproduktion in EA.hy926 Zellen auch keinen
Kurzzeiteffekt hat. Die Erhéhung bei 0,1 pM WS1442 ist nicht signifikant und zum
anderen, wie zeigt, nur auf eine Erhdhung der [14C]L-Argininaufnahme
zurlickzufihren.
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Abb. 31: Langzeit Effekt von WS1442 auf die eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung.
EA.hy926 Zellen waren unbehandelt (Co) oder Uber die angegebenen Zeitrdume mit
den angegebenen Konzentrationen WS1442 stimuliert. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte £SD der relativen L-Citrullinproduktion von zwei unabhangigen
Versuchen in Triplikaten. Gemessen wurde die L-Citrullinproduktion mittels dem L-
Arginin/L-Citrullin Umwandlungsassay (Methodenentwicklungen).
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Abb. 32: Kurzzeiteffekt von WS1442 auf die eNOS Aktivitat/L-
Citrullinproduktion. EA.hy926 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 15 min mit den
angegebenen Konzentrationen WS1442 stimuliert. Die Stimulation erfolgte zeitgleich
mit der A23187 Zugabe. Die Abb. zeigt die Mittelwerte +SD der relativen L-
Citrullinproduktion von zwei unabhangigen Experimenten in Duplikaten. Es konnten
nach ANOVA/ Bonferroni Statistikberechnung keine Signifikanzen berechnet werden.
Gemessen wurde die L-Citrullinproduktion mittels dem L-Arginin/L-Citrullin
Umwandlungsassay (Methodenentwicklungen).
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4 Wirkung von Soja-Isoflavonen auf die eNOS

In der Vergangenheit bekréaftigten epidemiologische Studien und in vitro
Experimente, dass Soja-Isoflavone positive kardiovaskuldre Eigenschaften haben
(A.5.3). In der vorliegenden Arbeit solite an Endothelzellen untersucht werden, ob
diese beschriebenen Effekte eventuell in Zusammenhang mit einer eNOS
Beeinflussung stehen kdnnten.

4.1 Einfluss auf Promotoraktivitat

Zunachst wurde der Einfluss der Isoflavone auf die eNOS Promotoraktivitat in
ECV304 Zellen untersucht.

4.1.1 Zeitabhangige Steigerung

Zuerst wurde mit Genistein (10 uM) ein Zeitverlauf durchgeftihrt, um zu wissen wann
die maximalen Promotoraktivitatserhéhungen auftreten. Wie [Abb. 33]zeigt, steigt die
eNOS Promotoraktivitdat ab 1 h Stimulation mit Genistein kontinuierlich an und
erreicht ein Maximum (ca. 1,8-fach) nach 20 h Stimulation. Eine signifikante
Erh6éhung wurde ab 12 h Stimulation erreicht.

4.1.2 Dosisabhangige Steigerung

Nachdem der Zeitverlauf mit Genistein (10 puM) eine maximale eNOS Promotor-
aktivitatserhbhung nach 20 h Stimulation ergab, wurde diese Stimulationsdauer fur
den Konzentrationsverlauf aller Isoflavone (Genistein, Daidzein, Biochanin A, Equol,
Formononetin) gewahlt. ECV304 Zellen wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen (0,1 — 50 uM) der Isoflavone stimuliert. Die Ergebnisse sind in
34 dargestellt. Alle Isoflavone zeigten eine konzentrationsabhangige Steigerung der
eNOS Promotoraktivitat. Die maximale Erhhung wurde stets bei einer Konzentration
von 10 puM erreicht und betrug zwischen ca. 1,5-fach (Equol) und ca. 2,2-fach
(Biochanin). Mit Ausnahme von Equol verminderte sich bei allen Isoflavonen die
Promotoraktivitatserhhung bei 50 uM wieder etwas. Eine Toxizitat bei dieser
Konzentration kann aber ausgeschlossen werden. Die Positivkontrolle PMA (2 nM)
erhohte die Promotoraktivitdt um ca. das 2,0-fache.

4.2 Einfluss von Genistein auf die eNOS Proteinmenge

Nachdem die Isoflavone eine signifikante Erhdhung der eNOS Promotoraktivitat
bewirkten, sollte nun untersucht werden, ob sie auch das eNOS Protein
hochregulieren. Wegen des relativ groRen Zeitaufwands der Western Blot-Analyse
wurden diese Versuche nur mit Genistein, stellvertretend fir alle Isoflavone,
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durchgefthrt. EA.hy926 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen
Genistein (0,3-30 uM) 20 h stimuliert und dann wurde mittels Western Blot-Analyse
die eNOS Proteinexpression ermittelt. Wie [Abb. 37]A/B zeigt, beeinflusste Genistein
konzentrationsabhangig die eNOS Proteinkonzentration. Bei einer Konzentration von
1 uM trat eine statistisch signifikante Erh6hung (ca. 1,6-fach) auf, wahrend dann mit
steigender Genisteinkonzentration die eNOS Proteinexpression abnahm. Die
Positivkontrolle PMA erhoéhte signifikant (ca. 2,2-fach) das eNOS Protein.

4.3 Einfluss von Genistein und Daidzein auf die eNOS Aktivitat/
L-Citrullinbildung

Nachdem Genistein und Daidzein signifikant die eNOS Promotoraktivitdt und
Genistein 1 pM ebenfalls die eNOS Proteinexpression erhohten, sollte nun
untersucht werden ob Genistein und Daidzein die eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung
beeinflussen. Die Messung der L-Citrullinbildung erfolgte mittels dem L-Arginin/L-
Citrullin Umwandlungsassay.

Dazu wurde nach 18 h Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen Daidzein
und Genistein (jeweils 0,1, 1, 10, 50 pM) die A23187 stimulierte eNOS L-
Citrullinbildung in EA.hy926 Zellen gemessen. Wie zeigt, konnte Genistein
und Daidzein in keiner Konzentration die eNOS L-Citrullinbildung erhéhen. Um sicher
zu stellen, dass dieses ,negative® Ergebnis nicht durch die gewahlte
Stimulationsdauer (18 h) bedingt ist, wurde mit Genistein (1 uM , 10 pM) noch ein
Zeitverlauf ( 1, 16, 20, 24 h) durchgefiihrt. Doch wie in zu sehen, konnte
mit Genistein auch bei verschiedenen Stimulationszeiten keine erhdhte L-
Citrullinproduktion erzielt werden.

4.4  Einfluss von Genistein auf die eNOS abhangige NO-Bildung

Wie in den vorherigen Punkten beschrieben, konnte an EA.hy926 Zellen nach
Stimulation mit Genistein zwar eine erhohte eNOS Promotoraktivitdt und
Proteinexpression aber keine erhohte eNOS Aktivitat/L-Citrullinproduktion
nachgewiesen werden. Um dieses Phanomen zu untermauern, wurde nach der
Messung der L-Citrullinproduktion noch eine zweite Endpunktbestimmung, die NO-
Messung mittels DAF-2 durchgefihrt.

EA.hy926 Zellen wurden 18 h mit Genistein (1, 10 uM) stimuliert und anschliel3end
wurde die NO-Produktion mit dem DAF-2 Assay gemessen. Wie Abb. 38|zeigt, hatte
Genistein auf die NO-Bildung keinen Einfluss.
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Abb. 33: Zeitabhangige Steigerung der eNOS Promotoraktivitdt nach
Stimulation mit Genistein 10 uM: ECV304 Zellen waren unbehandelt (Co) oder
verschieden lang (wie angegeben) mit Genistein (10 pM) stimuliert. Die
Promotoraktivitat wurde mittels Luciferase-Reportergen-Assay (Material und
Methoden) ermittelt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +SD der relativen eNOS
Promotoraktivitat von drei unabh&ngigen Experimenten in Triplikaten. Die statistische
Berechnung erfolgte mit ANOVA/Dunnett wobei * P<0,05, *** P<0,001 ist.
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Abb. 34: Konzentrationsabhangige Steigerung der eNOS Promotoraktivitat
nach Stimulation mit Isoflavonen. ECV304 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 18
h mit den angegebenen Konzentrationen der Isoflavone bzw. PMA (2 nM) stimuliert.
Die Promotoraktivitdt wurde mittels Luciferase-Reportergen-Assay (Material und
Methoden) ermittelt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +SD der relativen eNOS
Promotoraktivitat von drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten.
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A B
s — L-Citrulline — -
e
— L- Arginine —. . . .
Co 1pM  10pM  VitC 1uM  10uM PMA
Genistein (24h) Genistein (24h)

Abb. 35: Einfluss von Genistein auf die eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung.
EA.hy926 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 24 h mit Genistein (1 uM, 10 puM) und
den Positivkontrollen Vitamin C (100 pM) (A) bzw. und PMA (2 nM) (B) stimuliert. Die
Abbildungen zeigen je eine reprasentative DC nach Detektion im Phosphoimmager,
wobei in A die A23187 stimulierte und in B die basale eNOS Aktivitat/L-
Citrullinbildung detektiert wurde.
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Abb. 36: Einfluss von Genistein und Daidzein auf die eNOS Aktivitat/ L-
Citrullinbildung. Die Messung der A23187 stimulierten L-Citrullinproduktion wurde
durchgefuhrt wie in Methodenentwicklungen beschrieben. A: EA.hy926 Zellen waren
unbehandelt (Co) oder 18 h mit den angegebenen Konzentrationen von Genistein
und Daidzein stimuliert. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +SD der relativen L-
Citrullinproduktion aus drei unabhangigen Experimenten in Dublikaten. B: EA.hy926
Zellen waren unbehandelt oder zu unterschiedlichen Zeiten mit Genistein (1, 10 uM)
stimuliert. Abbildung B zeigt die Mittelwerte +SD der relativen L-Citrullinproduktion
aus zwei unabhangigen Experimenten in Duplikaten.
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Abb. 37: Konzentrationsabhéngiger Einfluss von Genistein auf die eNOS
Expression. EA.hy926 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 16 h mit Genistein (0,1-
10 uM) und PMA (2 nM) stimuliert. Nach Zelllyse wurde die eNOS mittels Western
Blot nachgewiesen (Material und Methoden). A. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte
+SD der relativen eNOS Proteinmenge von drei bzw. sieben (Genistein 1 uM)
unabhangigen Experimenten. Die statistische Analyse wurde mittels ANOVA/Dunnett
durchgefuhrt, wobei * P <0,05 und *** P< 0,001 ist. B: Die Abbildung zeigt einen
reprasentativen von insgesamt drei unabhéngig durchgefuhrten Western Blots.
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Abb. 38: Einfluss von Genistein auf die endotheliale NO-Bildung. EA.hy926
Zellen waren unbehandelt (Co) oder 20 h mit Genistein (1, 10 puM) stimuliert. Die NO-
Bildung wurde mit dem DAF-2 Assay gemessen (Methodenentwicklungen). Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte =SD der relativen NO-Bildung aus zwei
unabh&ngigen Experimenten in Triplikaten.
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5 Einfluss der Catechingerbstoffe des Grinen Tees EGC/
ECG auf die eNOS

Wie in beschrieben, konnten fur grinen Tee vor allem in in vitro Modellen
einige positive kardiovaskuldre Eigenschaften nachgewiesen werden. Welche
Inhaltsstoffe dafur verantwortlich sind, ist noch nicht geklart. Es gibt jedoch
Publikationen, die fur isolierte Derivate von Epicatechin positive kardiovaskulare in
vitro Eigenschaften, wie Vasodilatation beschreiben (A.5.4). Darum wurde in dieser
Arbeit der Einfluss der beiden Epicatechinderivate EGC und ECG auf die eNOS in
EA.hy926 Zellen untersucht.

5.1 Einfluss auf eNOS Promotoraktivitat

Zunachst wurde die Wirkung von ECG und EGC auf die eNOS Promotoraktivitat in
ECV304 Zellen untersucht. Dazu wurden die ECV304 Zellen 18 Stunden mit ECG
und EGC (je 1 und 10 pM) stimuliert und dann die Promotoraktivitdt mittels dem
Luciferase-Reportergen-Assay gemessen. Wie in dargestellt, hatten beide
Substanzen keine Wirkung auf die eNOS Promotoraktivitat.

5.2 Einfluss eNOS Aktivitat/ L-Citrullinbildung

Nachdem die Epicatechinderivate auf die Promotoraktivitat keine Wirkung zeigten,
sollte nun untersucht werden ob sie posttranskriptionell oder posttranslationell einen
Einfluss auf die eNOS ausiben. Dazu wurden EA.hy926 Zellen 20 h mit
verschiedenen Konzentrationen (0,1, 1, 10 uM) ECG und EGC stimuliert und danach
mittels des L-Arginin/L-Citrullin  Umwandlungsassays die L-Citrullinproduktion
gemessen. Das Ergebnis, welches in Abb. 39B dargestellt ist zeigt, dass beide
Substanzen die L-Citrullinproduktion nicht erhéhen konnten.
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Abb. 39: Einfluss der Catechingerbstoffe ECG/EGC auf die eNOS
Promotoraktivitat und eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung. ECV304 Zellen (A) bzw.
EA.hy926 Zellen (B) waren unbehandelt (Co) oder 18 h (A) bzw. 20 h (B) mit ECG
und EGC mit den angegebenen Konzentrationen stimuliert. A: Dargestellt ist das
Ergebnis der eNOS Promotoraktivitat, ermittelt mittels Luciferase-Reportergen-Assay
(Material und Methoden). Gezeigt sind die Mittelwerte £SD der relativen eNOS
Promotoraktivitdat aus zwei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. B: Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte £SD der relativen eNOS L-Citrullinbildung aus drei
unabhéngigen Experimenten in Triplikaten (ECG) bzw. zwei unabh&ngigen
Experimenten in Vierfachbestimmungen (EGC). Die L-Citrullinproduktion wurde mit
dem L-Arginin/L-Citrullin  Umwandlungsassay (siehe Methodenentwicklungen)
ermittelt.

6 Effekt von Rotwein(extrakten) und isolierten Inhaltsstoffen auf
die eNOS

Rotwein schmeckt nicht nur gut, sondern hat, wie in mehreren Studien und
experimentellen Arbeiten belegt, auch positive kardiovaskulare Effekte (. Nach
kurzfristiger Stimulation mit RWPE wurden u.a. im Modell des isolierten
Rattenaortenrings eine Vasodilatation verbunden mit erhéhter Produktion an NO und
cGMP gezeigt. Diese Ergebnisse legten nahe, dass die eNOS durch Rotwein bzw.
RWPE beeinflusst werden konnte.

In dieser Arbeit wurde nun untersucht, ob eine langfristige Stimulation mit Rotwein-
/IRWPE eine Wirkung auf die eNOS in Endothelzellen hat.
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6.1.1 Erhéhung der eNOS Promotoraktivitat

Zunachst sollte ermittelt werden, ob RWPE die Promotoraktivitat in ECV304 Zellen
beeinflusst. Dazu wurde zunéchst ein Zeitverlauf (1 h — 40 h) mit RWPE (600 pg/ml)
durchgefiihrt, um die optimalen Stimulationszeiten zu ermitteln. Wie in
dargestellt, erhohte sich die eNOS Promotoraktivitat ab einer Stimulationsdauer von
1 h, wurde signifikant hoher nach 8 h (ca. 1,4-fach) und erreichte ihr Maximum nach
40 h (ca. 2,8-fach).

Die folgenden Versuche zur konzentrationsabhangigen eNOS-Promotoraktivitat,
Proteinexpression, L-Citrullin- und NO-Produktion wurden alle nach 18 h
(Promotoraktivitat) bzw. 20 h (alle anderen) Stimulationszeit durchgefuhrt, da nach
dieser Zeit eine eindeutig signifikante Erhdhung der Promotoraktivitét eintrat.

Wie Abb. 40A zeigt, erhohte RWPE nach 20 h Stimulation konzentrationsabhangig
(100 — 600 pg/ml) die eNOS Promotoraktivtat, wobei die maximale Erhéhung (ca.
1,9-fach) bei 600 pg/ml war.
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Abb. 40: Konzentrations- und zeitabhangige Steigerung der eNOS
Promotoraktivitdt nach Stimulation mit RWPE. ECV304 Zellen wurden mit RWPE
stimuliert und die Promotoraktivitat mittels Luciferase-Reportergen-Assay (Material
und Methoden) ermittelt. A: Zellen waren unbehandelt (Co) oder 18 h mit RWPE
(100 pg/ml — 600 pg/ml) oder PMA (2 nM) stimuliert. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte +=SD der relativen eNOS Promotoraktivitat aus drei unabhangigen
Experimenten in Triplikaten. B: Zellen waren unbehandelt (Co) oder unterschiedlich
lange (1-40 h) mit RWPE (600 pg/ml) stimuliert. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte
+SD der relativen eNOS Promotoraktivitat aus einem Experiment in Triplikaten. Die
Signifikanzen wurden in A und B mit ANOVA/Dunnett berechnet, wobei * P <0,05, **
P <0,01 und *** P < 0,001 ist.
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6.1.2 Erhéhung der eNOS Proteinexpression

Nachdem die eNOS Promotoraktivitat nach RWPE Stimulation deutlich erhéht war,
sollte nun untersucht werden, ob nach RWPE-Exposition eine erhdhte eNOS
Proteinmenge vorliegt. Dies wurde durch Western Blot-Analyse an EA.hy926 Zellen
untersucht.

In der Tat steigerte die Stimulation mit RWPE (20 h) signifikant die eNOS
Proteinmenge. Die Steigerung war bei 400 pug/ml ca. 1,6-fach und bei 600 pug/ml ca.

1,9-fach (Abb. 41).
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Abb. 41: Erhdhung der eNOS Proteinsexpression durch RWPE. EA.hy926 Zellen
waren unbehandelt oder 20 h mit RWPE (100-600 pg/ml) oder mit PMA (2 nM)
stimuliert. Die Proteinbestimmung erfolgte mittels Western Blot (Material und
Methoden). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +SD der relativen eNOS
Proteinmenge aus sechs unabhangigen Experimenten. Der gezeigte Western Blot
stellt einen reprasentativen Blot aus sechs dar. Die Signifikanzen wurden mittels
ANOVA/Dunnett ermittelt, wobei * P <0,05 und *** P <0,001 darstellt.
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6.1.3 Erhéhung der eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung

Physiologisch vermittelt die eNOS ihre Wirkung Uber NO. Darum war die nachste
entscheidende Frage, ob die durch RWPE bewirkte erh6hte Proteinmenge sich auch
in einer erhdéhten L-Citrullin- und NO-Produktion niederschlagt. Dazu wurde zunéchst
die eNOS Aktivitat/L-Citrullinproduktion an EA.hy926 Zellen mittels dem L-Arginin/L-
Citrullin Umwandlungsassay ermittelt.

Wie [Abb. 42]zeigt, konnten 20 h Stimulation mit RWPE konzentrationsabhangig die
L-Citrullinproduktion erh6hen. Wie bei der eNOS Proteinerhdhung war auch die L-
Citrullinerh6hung ab 400 pg/ml signifikant (ca. 2,1-fach) und erreichte ein Maximum
bei 600 pug/ml (ca. 2,5-fach). Um zu zeigen, dass dieser Effekt eindeutig durch die
eNOS vermittelt ist, wurde den RWPE behandelten Zellen vor dem L-Arginin/L-
Citrullin - Umwandlungsassay der irreversible eNOS-Hemmer NAA (200 uM)
zugesetzt. NAA reduzierte die L-Citrullinproduktion sogar deutlich unter den Wert der
unbehandelten Kontrollen (Bbb. 42p). Damit konnte gezeigt werden, dass die
RWPE-vermittelte L-Citrullinproduktionsernéhung tber die eNOS vermittelt ist.

AulRerdem war von Interesse, ob die L-Citrullinproduktionsernbhung durch die
erhohte eNOS Proteinmenge, durch erhéhte eNOS Aktivitat oder durch eine erhdhte
L-Argininaufnahme in die Zellen bedingt ist. Die relative L-Argininaufnahme kann
mittels Vergleich der intrazellularen totalen Radioaktivitat (= [14C]L-Arginin+[14C]L-
Citrullin) bestimmt werden. Wie zeigt, bewirkte RWPE (100- 600 pg/ml)
keine Erhéhung der Gesamtradioaktivitat und somit der [14C]L-Argininaufnahme. Ob
die eNOS Aktivitat durch RWPE erhéht wird, konnte mit den verwendeten Methoden
nicht gepruft werden. Allerdings zeigte RWPE keinen Kurzzeiteffekt auf die eNOS
(Daten nicht gezeigt). Der Effekt trat wie die Steigerung der Promotoraktivitat und der
eNOS Proteinmenge erst nach ca. 10 h ein (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 42: Einfluss von RWPE auf eNOS die Enzymaktivitat/ L-Citrullinbildung (A)
und L-Argininaufnahme (B). EA.hy926 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 20 h
mit RWPE (100-600 pg/ml) stimuliert. Die A23187 stimulierte eNOS Aktivitat wurde
mittels dem  L-Arginin/L-Citrullin  Umwandlungsassay durchgefiihrt  (siehe
Methodenentwicklungen). Wo angegeben, wurde 15 min vor [14C]L-Argininzugabe
der irreversible eNOS Hemmer NAA (200 uM) zugegeben. A: Mittelwerte +SD der
relativen eNOS [14C]L-Citrullinbildung aus drei unabhangigen Experimenten in
Triplikaten. B: Mittelwerte +SD der relativen Summen aus [**C]L-Citrullin und [**C]L-
Arginin, bestimmt aus drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Die
dargestellte DC-Platte zeigt eine reprasentative Platte nach Auswertung im
Phosphoimmager. Die Signifikanzen wurden mittels ANOVA/Dunnett ermittelt, wobei
*** P <0,001 darstellt.

6.1.4 Erhéhung der eNOS abhéngigen NO-Bildung

Als nachstes sollte bestimmt werden, ob RWPE neben der L-Citrullin- auch die NO-
Produktion erhoht. Von allen in dieser Arbeit durchgefihrten in vitro Untersuchungen
ist die Bestimmung der eNOS bedingten NO-Produktion fur eventuelle
physiologische Folgen am Wichtigsten. Deshalb wurde der Einfluss von RWPE auf
die NO-Produktion bzw. die NO-Menge an zwei Endothelzelltypen, namlich an
EA.hy926 und an HUVECSs untersucht.

95



Effekt von Rotwein(extrakten) und isolierten Inhaltsstoffen auf die eNOS

Beide Endothelzellen wurden 20 h mit unterschiedlichen Konzentrationen RWPE
(EA.hy926: 100 — 600 pg/ml, HUVECs: 200 — 600 pg/ml) stimuliert. Die NO-
Produktion bzw. NO-Menge im Zelliberstand wurde mittels DAF-2 durch
Fluoreszenzdetektion bestimmt. zeigt, dass die NO-Produktion in
EA.hy926 Zellen nach RWPE-Stimulation anstieg (ca.1,7-fach bei 400 pg/ml und ca.
2,0-fach bei 600ug/ml). In HUVECs fuhrte RWPE ebenfalls zu einer signifikant
gesteigerten NO-Produktion (Abb. 43B). Hier stieg die NO-Menge bei 400 ug/ml auf
ca. das 2,0-fache und erreichte bei 600 pg/ml ca. das 3,0-fache. Bei beiden
Zelltypen konnte die RWPE bedingte NO-Produktionserhéhung durch den eNOS-
Hemmer NAA (200 uM) deutlich reduziert, bzw. bei EA.hy926 Zellen komplett
unterdrickt werden.

Diese auf zwei unterschiedlichen Zellarten identischen Ergebnisse untermauern
deutlich die Aussage, dass RWPE in Endothelzellen die eNOS bedingte NO-
Produktion erhdht.
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Abb. 43: RWPE erhdht die eNOS abhéangige NO-Produktion in Endothelzellen.
EA.hy926 Zellen (A) sowie HUVECs (B) waren unbehandelt (Co) oder 20 h mit
RWPE (100-600 pg/ml) stimuliert. Die NO-Produktion wurde mittels DAF-2 Assay
ermittelt (siehe Methodenentwicklungen). Wenn angegeben wurde, wie in
Methodenentwicklungen beschrieben, der irreversible eNOS Hemmer NAA (200 pM)
zugegeben. Die Abbildungen A und B zeigen die Mittelwerte £SD der relativen NO-
Produktion aus je drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. Die Signifikanzen
wurden mittels ANOVA/Dunnett ermittelt, wobei *** P <0,001 darstellt.
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6.2 Effekt von puren Rotweinen und ihren Polyphenolfraktionen

Nachdem RWPE einen deutlichen Effekt auf die eNOS und ihre NO-Produktion
zeigte, sollte(n) nun die wirksame(n) Substanz(en) des RWPE gefunden werden.

Da einerseits die vorhandenen Ressourcen des bisher verwendeten RWPE aus
Frankreich fur die langfristig bevorstehende praparative Analytik zu gering waren und
anderseits eine ,Rohstoffunabhangigkeit® angestrebt wurde, sollte ein eigener
wirksamer Rotwein zur Herstellung eines RWPE gesucht werden. Wenn ein
geeigneter Wein gefunden war, sollte dieser in grol3erem Malfistab in verschiedene
Fraktionen aufgetrennt werden. Die Fraktionen sollten dann auf eNOS-Wirksamkeit
getestet und chemisch analysiert werden: Langfristig sollten Antworten auf folgende
Fragen gefunden werden:

1. Welche Substanz bzw. Substanzklassen des Rotweins bzw. des RWPE sind fur
den Effekt verantwortlich ?

2. Zeigen alle Rotweine bzw. RWPEs den Effekt ?

3. Ist der Effekt abhangig von der Rotweinherkunft, der verwendeten Traubensorte,
der Weinlagerung in bestimmten Fassmaterial ?

4. Sind die fur den Effekt verantwortlichen Substanzen des RWPE genuin in der
Weintraube enthalten, oder entstehen sie erst wahrend der Weinherstellung ?

Angesichts der Tatsache, dass RWPE ein Vielstoffgemisch ist, welches viele
chemisch ahnliche Verbindungen enthélt, stellt vor allem die Findung der wirksamen
Substanz(en) eine extrem schwierige Aufgabe dar.

Die Suche nach einem wirksamen Rotwein wurde verbunden mit der Suche auf
Antworten zu den obigen Fragen 2 und 3, indem die getesteten Rotweine mdglichst
aus unterschiedlichen Regionen stammten und unterschiedliche Traubensorten und
Weinlagerung hatten. Ziel war es letztlich einen wirksamen Wein zu finden, und aus
diesem dann in groRerem Malistab verschiedene Fraktionen flr biologische Tests
und analytische Zwecke zu gewinnen.
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6.2.1 Einfluss von puren Rotweinen auf die eNOS Promotoraktivitat

Das Screening der Weine erfolgte mittels des Luciferase-Reportergen-Assays, da
mit diesem Testsystem im Vergleich zu den anderen Testen der grofdte
Probendurchsatz erzielt werden konnte.

Zur Messung der eNOS Promotoraktivitdt wurden ECV304 Zellen 18 h mit mehr als
30 Weinen stimuliert. Die Weinkonzentration auf den Zellen betrug 1/100 und 1/25.
[Abb. 44]zeigt den Einfluss von 21 Weinen auf die eNOS Promotoraktivitit. Wie man
sieht, erhdhten einige Weine (z.B. Nr.1, 9, 12, 21) die Promotoraktivitat relativ
deutlich, andere (z.B. Nr. 11, 20, 21) erhohten sie nur bei der niedrigeren
Konzentration und wieder andere (z.B. Nr. 10, 16, 18, 19, 22, 23, 25, 26, 30) zeigten
keinen Effekt.
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Abb. 44: Einfluss verschiedener Rotweine auf die eNOS Promotoraktivitat.
ECV304 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 18 h mit verschiedenen puren
Rotweinen (1/100 und 1/25) stimuliert. Die Promotoraktivitdt wurde mittels Luciferase
Reportergen Assay (Material und Methoden) bestimmt. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte +SD der relativen eNOS Promotoraktivitat aus einem Experiment in
Duplikaten.

Nach dem ersten Weinscreening wurde nun mit Weinen weitergearbeitet, die eine
unterschiedliche Aktivitdt im Luciferase-Reportergen-Assay zeigten. Es wurden
Weine ausgesucht, die bei beiden Konzentrationen relativ deutlich aktiv waren (Nr. 1,
9, 12), die in der tieferen Konzentration starker aktiv waren (Nr. 20, 21), die bei
beiden Konzentrationen sehr schwach aktiv waren (Nr. 27, 28, 29) und die gar nicht
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aktiv waren (Nr. 26, 30). Von diesen Weinen wurde, wie in Material und Methoden
beschrieben, mittels Chromatographie tber eine Polystyrolsaule eine Vorlauffraktion
(VF) und eine Polyphenolfraktion (PPF) gewonnen. Diese puren Weine und die aus
ihnen gewonnenen zwei Fraktionen wurden hinsichtlich ihnrer eNOS Promotoraktivitat
mittels Luciferase-Reportergen-Assay verglichen. Ziel war es herauszufinden, ob die
PPFs aller Rotweine aktiv sind, ob man von der Aktivitdt der puren Weine auf die
Aktivitat der Fraktionen schliel3en kann und ob die Aktivitat einer Fraktion zugeordnet
werden kann.

Dazu wurden ECV304 Zellen 18 h mit puren Weinen (1/100, 1/25) sowie der daraus
gewonnenen VF (1/100, 1/25 pg/ml, bzw. nur 1/50 ) und PPF (400, 600 pug/ml bzw.
nur 400 pg/ml) stimuliert. Das Ergebnis dieses Experimentes, welches in
dargestellt ist, beinhaltet mehrere interessante Aspekte:

 Die PPFs von 6 der 8 getesteten Weine rief relativ konzentrationsunabhangig
eine deutlich erhéhte Promotoraktivitat hervor (ca.1,6-fach bei Wein 27 bis 2,7-
fach bei Wein 9).

e Bei Wein 26 und 30 bedingte die PPF keine bzw. nur eine sehr geringe
Aktivitatserhéhung.

* Die VF erhohte die Aktivitat nur sehr gering (ca. 1,1-1,2-fach bei Wein 9, 12, 20,
27, 28, 29, 30) bzw. gar nicht (Wein 21 und 26).

» Die Aktivitatserhhung durch die puren Weine war generell sehr gering.

e Es konnte nur tendenziell aber nicht immer ein klarer Zusammenhang zwischen
der Aktivitdt der puren Weine und ihrer PPFs festgestellt werden. Zum Beispiel
wiesen die PPFs der Weine 20 und 21 eine ca. 2,1-fache Aktivitatssteigerung
auf, obwohl ihre puren Ausgangsweine kaum eine Aktivitatssteigerung zeigten.

Fur das weitere Prozedere musste geklart werden, welche Antworten dieses
Experiment auf die urspriinglich gestellten 4 Fragen (C gibt.

Die Frage 1 und 4 konnten mit diesem Experiment noch nicht beantwortet werden.

Was Frage 2 betrifft, kann man sagen, dass fast alle PPFs (Ausnahme: Nr. 26, 30)
diesen Effekt zeigten.

Die Punkte der Frage 3 konnten zum Teil, wenn auch nur eingeschrankt beantwortet
werden. Die Weinherkunft betreffend, konnte der Effekt nicht einem einzigen
Weinanbaugebiet zugeordnet werden, da die sieben aktivitatssteigernden Weine
sowohl aus verschiedenen Regionen Frankreichs (sechs Weine) als auch aus
Spanien (einer) waren. Anderseits waren die unwirksamen Weine nicht aus diesen
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beiden Regionen, sondern aus Deutschland und den USA. Was die verwendete
Traubensorte angeht, konnte der Effekt auch nicht einer Traube zugeordnet werden.
Die aktivitatssteigernden Weine enthielten z.B. 100% Merlot (Wein 21 und 29), 100
% Syrah (Wein 28), 100 % Cabernet Sauvignon (RWPE aus Frankreich). Anderseits
zeigte ein anderer Wein aus 100 % Cabernet Sauvignon (Wein 30 aus USA) keine
Aktivitatserhdhung.

6.2.2 eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung

Bevor mit der arbeitsaufwendigen weiteren Suche nach Antworten auf die vier
obigen Fragen begonnen wurde, sollte geklart werden, ob die ausgewahlten PPFs
auch die eNOS bedingte L-Citrullinbildung in EA.hy926 Zellen erh6hen.

Dazu wurden EA.hy926 Zellen 20 h mit den PPFs (400 , 600 pg/ml) der Weine 9, 21
und 28 stimuliert und die L-Citrullinproduktion mittels dem L-Arginin/L-Citrullin
Umwandlungsassay gemessen. Wie zeigt, erhohten die PPFs der drei
Weine neben der eNOS Promotoraktivitdt auch deutlich (stets > 2,0-fach) die L-
Citrullinbildung. Bei Wein 9 und 21 war die Steigerung der L-Citrullinproduktion
ahnlich grol3 wie die Promotoraktivitatssteigerung, bei Wein 28 war sie sogar grof3er.

Dieses Ergebnis bekraftigte, dass die ausgewahlten PPFs auf allen eNOS-Ebenen
einen Effekt zeigen und es somit Sinn macht, mit diesen Weinen und ihren
Fraktionen die arbeitsaufwendige Suche nach den wirksamen Substanzgruppen zu
starten.
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Abb. 45: Effekt von Weinen auf die eNOS Promotoraktivitat: Vergleich von
puren Weinen und ihren Vorlauf- und Polyphenolfraktionen. ECV304 Zellen
waren unbehandelt (Co) oder 20 h mit puren Weinen und den jeweils daraus
gewonnenen Polyphenol-freien Vorlauffraktionen (VF) und der Polyphenolfraktion
(PP-Fraktion) stimuliert. Die Promotoraktivitat wurde mittels Luciferase-Reportergen-
Assay bestimmt. Die Abbildungen zeigen die Mittelwerte +SD der relativen eNOS
Promotoraktivitat aus je einem Experiment in Triplikaten.
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Abb. 46: Vergleich der Erhdhung der eNOS Promotoraktivitdt und eNOS
Aktivitdt durch die PPFs verschiedener Weine. Zur Bestimmung der eNOS
Promotoraktivitat mittels Luciferase-Reportergen-Assay (Material und Methoden)
waren ECV304 Zellen unbehandelt (Co) oder 18 h mit den PPFs der drei Weine
stimuliert. Zur Bestimmung der eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung mittels des [**C]L-
Arginin/[“C]L-CitruIIin Umwandlungsassays (siehe Methodenentwicklungen) waren
EA.hy926 Zellen unbehandelt (Co) oder 20 h mit den PPFs der drei Weine stimuliert.
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +SD der relativen eNOS Promotoraktivitdt aus
drei unabhangigen Experimenten in Duplikaten sowie die Mittelwerte +SD der
relativen eNOS Aktivitat/ L-Citrullinbildung aus zwei unabhangigen Experimenten in
Duplikaten.

6.3 Beeinflussung der eNOS Promotoraktivitat durch unterschiedliche
Weinlagerung

Wahrend der Lagerung im Eichenfass l6st der Wein vor allem Tannine aus dem
Fassmaterial heraus, wodurch der Wein eine charakteristisch ,,schwere, vollmundige*
Eigenschaftaft bekommt. Tannine kénnten fur diese positiven kardiovaskularen
Eigenschaften des Weins mitverantwortlich sind. Deshalb sollte tGberpruft werden, ob
die Weinlagerung in unterschiedlichem Fassmaterial oder Tannine selbst die eNOS
in Endothelzellen beeinflussen.
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6.3.1 Kein Effekt durch unterschiedliches Fassmaterial

Um den Einfluss des Fassmaterials wahrend der Weinlagerung auf die eNOS zu
untersuchen, wurden drei Dornfelder-Weine von einem Winzer bezogen, der den
gleichen Wein unterschiedlich gelagert hatte (Stahlfass: Nr. 31, Holzfass: Nr. 32,
Eichenfass: Nr. 33). ECV304 Zellen wurden 18 h sowohl mit den drei puren Weinen
(1/100, 1/25) als auch mit ihren PPFs (300, 600 pg/ml) stimuliert und die eNOS
Promotoraktivitat mittels Luciferase-Reportergen-Assay gemessen. Wie
zeigt, steigerten die PPFs aller drei Weine die Promotoraktivitat, wobei die
Steigerung bei den drei Arten der Fasslagerung insgesamt ziemlich &hnlich war (1,7-
2.2-fach). Die puren Weine konnten alle keine Erh6hung der eNOS Promotoraktivitat
erzielen.

Diese Ergebnisse bedeuteten, dass die Weinlagerung in unterschiedlichem
Fassmaterial keinen Einfluss auf die eNOS Promotoraktivitat hat.

6.3.2 Effekt von zugesetzten Tanninen und Eichenrindenextrakt auf die eNOS
Promotoraktivitat

Im vorherigen Punkt konnte gezeigt werden, dass die Eichenfasslagerung des
Rotweins keinen Einfluss auf die eNOS Promotoraktivitat hat. Um abzusichern, dass
Substanzen des Eichenfasses, wie Tannine, die eNOS nicht beeinflussen, wurde
untersucht, ob ein selbst hergestellter Eichenrindenfluidextrakt und ein in der
Weinindustrie dem Wein zugesetztes Tanningemisch (Tannivin®) eine Wirkung auf
die eNOS Promotoraktivitat haben. Tannivin® ist ein Pulver aus verschiedenen
Tanninen, hergestellt aus unterschiedlichen Hoélzern. Dieses Pulver wird den nicht in
Eichenfassern gelagerten Weinen oft zugesetzt, um den charakteristischen
Geschmack und die ,Schwere, Vollmundigkeit®* zu erzeugen, der durch die
Eichenfasslagerung entsteht.

ECV304 Zellen wurden 18 h mit dem Eichenrindenfluidextrakt (0,1-50 pl/ml) und
Tannivin® (1-100 pg/ml) stimuliert und die Promotoraktivitat mittels Luciferase-
Reportergen-Assay gemessen. Weder der Eichenrindenfluidextrakt noch das
Tanningemisch konnten die eNOS Promotoraktivitit erhéhen (Abb. 48).

Dieses Ergebnis untermauerte die obige Aussage, dass die RWPE Effekte auf die
eNOS unabhangig vom Fassmaterial wahrend der Weinlagerung sind. Somit konnte
obige Frage 4 (B.2}, was das Fassmaterial betreffend, klar mit nein beantwortet
werden.
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Abb. 47: Einfluss des Rotweinfassmaterials auf die eNOS Promotoraktivitat.
ECV304 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 18 h mit puren Weinen und den daraus
gewonnenen PPFs stimuliert. Die Weine waren identischen Ursprungs, wurden aber
dann unterschiedlich gelagert. Die Promotoraktivitait wurde mittels Luciferase-
Reportergen-Assay ermittelt (Material und Methoden) Die Abb. zeigt die Mittelwerte
+SD der relativen eNOS Promotoraktivitat aus einem Experiment in Triplikaten.
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Abb. 48: Kein Effekt durch Tannine und Eichenrindenfluidextrakt auf die eNOS
Promotoraktivitdt. ECV304 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 18 h mit dem
Tanningemisch Tannivin® (1-100 pg/ml) und einem Eichenrindenfluidextrakt (0,1-50
pg/ml) stimuliert. Die Promotoraktivitat wurde mittels Luciferase-Reportergen-Assay
gemessen (Material und Methoden). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte £SD der
relativen eNOS Promotoraktivitdt aus einem Experiment in Triplikaten (Tannivin®)
bzw. zwei unabhangigen Experimenten in Triplikaten (Eichenrindenfluidextrakt).
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6.4 Effekt von isolierten Rotweininhaltsstoffen

Um herauszufinden, welche Substanzen bzw. Substanzgruppen im RWPE fur die
Wirkung auf die eNOS verantwortlich sind (Frage 1), wurden einige ,verdachtige®
isolierte Rotweinpolyphenole auf ihre Wirkung getestet. Einerseits mag diese Suche
auf Grund der unzéhligen Rotweinpolyphenole etwas an die berihmte Suche der
Stecknadel im Heuhaufen erinnern, anderseits kann man zumindest diejenigen
Rotweinpolyphenole in die engere Auswahl einbeziehen, denen in friheren Arbeiten
eine gefalierweiternde Wirkung zugeschrieben wurde. Fir die drei in dieser Arbeit
auf ihre eNOS Wirkung getesteten Rotweinpolyphenole (Resveratrol, Delphinidin,
Quercetin) trifft dies zu (Flesch et al., 1998;Andriambeloson et al., 1998;Orallo et al.,
2002). Um ihre Wirksamkeitsmitbestimmung im RWPE zu untersuchen, wurden sie
in den Konzentrationen eingesetzt, in denen sie im RWPE (aus Frankreich) vorlagen:
Eine RWPE Konzentration von 400 pg/ml enthielt =<1 pM Resveratrol, =2,9 uM
Quercetin und =1,3 uM Delphinidin-3-glucosid (Konzentrationsangaben von Prof.
Cheynier). Darum wurden alle drei Substanzen mit 1 und 10 puM getestet.

6.4.1 eNOS Promotoraktivitat

Zur Bestimmung des Effekts auf die eNOS Promotoraktivitdt mittels Luciferase-
Reportergen-Assay wurden ECV304 Zellen 20 h mit den drei Polyphenolen
(Resveratrol, Delphinidin , Quercetin je 1 und 10 pM) stimuliert. zeigt, dass
Resveratrol bei beiden Konzentrationen eine signifikante Aktivitatssteigerung (ca.
1,35-fach bzw. 1,65-fach) bewirkte, wahrend Delphinidin und Quercetin die Aktivitat
nicht steigern.

6.4.2 eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung

Nachdem Resveratrol die Promotoraktivitdt erhdhte, sollte nun tberprift werden, ob
Resveratrol und die anderen Polyphenole die eNOS L-Citrullinproduktion steigern
konnen. Resveratrol bewirkte eine leichte (ca.1,17-1.25-fach), aber nicht signifikante
Erh6éhung, wahrend Delphinidin und Quercetin wiederum keinen Effekt zeigten (Abb. |
49B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Delphinidin und Quercetin auf keinen
Fall fur den eNOS-Effekt von RWPE verantwortlich sind. Resveratrol zeigte zwar auf
der eNOS Promotorebene einen Effekt, der aber auf der Ebene der L-
Citrullinproduktion nicht mehr signifikant war. Somit ist Resveratrol, wenn tberhaupt,
nur sehr gering an dem Effekt von RWPE beteiligt.
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Abb. 49: Einfluss von isolierten Rotweininhaltsstoffen auf die eNOS
Promotoraktivitat und eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung. ECV304 Zellen (A) bzw.
EA.hy926 Zellen (B) waren unbehandelt oder 18 h (A) bzw. 20 h (B) mit je 1 uM und
10 uM der Rotweininhaltsstoffe stimuliert. A. Die eNOS Promotoraktivitat wurde
mittels Luciferase-Reportergen-Assay durchgefihrt. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte £SD der relativen eNOS Promotoraktivitat (A) bzw. der eNOS bedingten
L-Citrullinbildung (B) aus je drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten. B. Die
Bestimmung der eNOS Promotoraktivitdt erfolgte mittels Luciferase-Reportergen-
Assay (Material und Methoden), die Messung der L-Citrullinbildung mittels dem L-
Arginin/L-Citrullin Umwandlungsassay (Methodenentwicklung). Die Signifikanzen von
A und B wurden mit ANOVA/Dunnett berechnet, wobei *** P <0,001 darstellt.
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7 Effekt von Fruchtextrakten auf die eNOS

Zur ldentifizierung der wirksamen Verbindungen im RWPE wurden verschiedene
Strategien verfolgt. Neben den oben dargestellten Suchmethoden Uuber die
Weinherkunft, Weinlagerung, Traubensorte, RWPE-Fraktionierung und ,verdéachtige
isolierte Rotweinpolyphenole” wurden auch die PPFs von Fruchtséaften untersucht.
Der Grund dafir liegt in der wesentlich einfacheren Polyphenol und vor allem
Anthocyaninzusammensetzung der Frichte im Vergleich zum RWPE. Frichte
enthalten oft z.B. nur einen oder wenige Anthocyanidingundtypen. Darum kdnnte
man, falls die PPF einer Frucht keinen Einfluss auf die eNOS zeigt, nach dem
Ausschlussprinzip ihre Anthocyane von der Liste der moéglichen wirksamen
Verbindungen im RWPE streichen.

711 Einfluss auf Promotoraktivitat

Von den in aufgelisteten Friichten stellte Herr Dr. Samtleben aus
Fruchtsaften jeweils die PPFs her. ECV304 Zellen wurden 18 h mit den PPFs (200,
500 pg/ml) stimuliert und dann wurde die Promotoraktivitdt mittels Luciferase-
Reportergen-Assay ermittelt. zeigt, dass die meisten PPFs keine Wirkung
auf die eNOS hatten. Lediglich die PPF der Roten Johannisbeere konnte die Aktivitat
relativ deutlich (ca. 1,35-fach) erhdhen. Zur Interpretation der Ergebnisse betreffend
der oft eingetretenden Erniedrigung der Promotoraktivitdt bei der hoheren PPF
Konzentration ist anzumerken, dass in diesen Fallen meist eine Zelltoxizitat
beobachtet wurde.
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Abb. 50: Effekt der PPF aus Fruchtsaften auf die eNOS Promotoraktivitat.
ECV304 Zellen waren unbehandelt (Co) oder 18 h mit den PPF (200 pg/ml, 500
pg/ml)  verschiedener Frichte stimuliert. Die Promotoraktivitat wurde mittels
Luciferase Assay (Material und Methoden) ermittelt. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte £SD der relativen eNOS Promotoraktivitat aus zwei Experimenten in
Duplikaten.
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E. Diskussion

1 Bestimmung der eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung mit dem L-
Arginin/L-Citrullin Umwandlungsassay

Die in dieser Arbeit durchgefihrte Weiterentwicklung des L-Arginin/L-Citrullin
Umwandlungsassays brachte entscheidende Verbesserungen im Vergleich zu
herkémmlich angewendeten Formen des Umwandlungsassays:

» Selektive und optisch Uberprifbare Detektion von [14C]L-Arginin und [14C]L-
Citrullin sowie moglicher anderer radioaktiver Produkte.

* Geringer Kosten- und Zeitaufwand verbunden mit einem im Vergleich zu
anderen Methoden in diesem Bereich relativ groRen zeitgleichen
Probendurchsatz (=30-40 Proben).

DarlUberhinaus ist positiv zu bewerten, dass dieser Assay an intakten Zellen
durchgefiihrt werden kann und dass eine ausreichend hohe Sensitivitat auch die
Messung der basalen L-Citrullinproduktion ermdglicht.

Ein Nachteil dieses Assays ist allerdings die Quantifizierung der Radioaktivitat
mittels Phosphoimmager. Die Radioaktivitat wird nicht wie bei der herkémmlichen
Methode (Trennung der Aminosauren mittels Anionenaustauscherséaule) mit dem [3-
Counter direkt gemessen, sondern indirekt Gber einen Screen. Dies ergibt eine
potentielle  Fehlerquelle. Ein  weiteres Problem der Messung mittels
Screen/Phosphoimmager ergab sich aus der extrem geringen Strahlungsreichweite
der [*C]-Strahlung. Liegen die Screens auf Grund von leichten Verbiegungen des
Screens oder leichten Unebenheiten der DC nicht auf allen Stellen der DC exakt
plan auf, ist der Abstand zwischen den strahlenden Aminosauren und dem Screen
nicht immer exakt gleich. Dies kann sich dann in erheblichen Unterschieden (bis zu
Faktor 2!) der im Phosphoimmager gemessenen Intensitaten wiederspiegeln.

Diese Messprobleme kénnen allerdings durch festes Einspannen des Screen/DC-
Sandwiches in der Kassette oder durch Beschwerung des Sandwiches weitgehend
beseitigt werden. AuRerst préazise Eichgeraden mit [14C] L-Arginin haben dies
bewiesen (Ergebnisse nicht gezeigt).
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2 Messung der eNOS bedingten NO-Produktion mittels des
DAF-2 Fluoreszenzassays

Die in dieser Arbeit weiterentwickelte Methode zur Messung von NO mittels DAF-2
ermdglicht die selektive und sensitive Messung von extrazellularem endothelialen
NO im biologischen Medium. Dies konnte durch Optimierung (geringere DAF-2
Konzentration, Subtraktion der DAF-2 Eigenfluoreszenz) einer von einer japanischen
Arbeitsgruppe publizierten Methode erreicht werden. Diese neue Methode ist nicht
zu teuer, relativ einfach, selektiv und sensitiv. Darum kénnte sie in vielen Labors als
akzeptable Methode zur Detektion von extrazellularem NO dienen.

Die Methode hat aber auch Nachteile: Wie in gezeigt, reagiert DAF-2 nicht
direkt mit NO zu DAF-2T, sondern mit dem starken Nitrosiereagenz N,Os. Dies
entsteht im Verlauf der Sauerstoff-Oxidation von NO' zu NO;". In welchem Ausmalf3
und mit welcher Geschwindigkeit NO' zu N,O3 oxidiert hangt von vielen Faktoren, wie
der Anwesenheit anderer Substanzen im Reaktionsgemisch ab. So kdnnen z.B.
Reduktionsmittel wie Vitamin C, Glutathion und Catecholamine (z.B. Dopamin,
Norepinephrin) die Reaktion von NO mit DAF-2 unterdriicken (Nagata et al., 1999).
Auch in unseren Experimenten konnten wir an EA.hy926 Zellen nach Stimulation mit
Vitamin C (100 pM, 5 h), trotzt einer gemessenen erhdhten L-Argininproduktion,
keine erhthte NO-Produktion mittels dem DAF-2-Assay detektieren. Auch nach
Zugabe eines NO-Donors zeigten die Vitamin C vorbehandelten Zellen eine deutlich
geringere DAF-2T Bildung (Daten nicht gezeigt). Grund dafur kénnte sein, dass
diese Reduktionsmittel die Oxidation von NO zu N,O3 verhindern bzw. einschranken.

Diese Phanomene miussen deshalb bei Anwendung dieser Methode beachtet
werden. Das heil3t: Will man die NO Produktion von Endothelzellen nach Stimulation
mit der Substanz X mittels DAF-2 messen, muss erst gepruft werden ob diese
Substanz X auf die Reaktionskette von NO - N,O3/DAF-2 - DAF-2T einen Einfluss
hat. Dies erfolgt z.B. dadurch, dass man die Zellen mit der Substanz X stimuliert und
dann Uberprift, ob nach Zugabe eines NO-Donors auf stimulierte Zellen und
Kontrollzellen die DAF-2T Fluoreszenzveréanderung gleich oder unterschiedlich ist.
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3 Keinen Einfluss auf die eNOS in Endothelzellen haben:
Knoblauchextrakt, isolierte Knoblauchextraktinhaltsstoffe,
Weildornextrakt (WS1442) und ECG/EGC des griinen Tees.

Bei all den in der Uberschrift aufgelisteten Extrakten und Naturstoffen schien es
durch Ergebnisse friherer Arbeiten sehr naheliegend, dass sie die eNOS
beeinflussen kdnnen.

Knoblauchextrakt bewirkte in in vitro und in vivo Versuchen u.a. eine erhohte NO-
Produktion an isolierten Blutplattchen (Das et al., 1995) und eine Blutdrucksenkung
sowie Nitrat/Nitrit Exkretionserh6hung bei Ratten, denen durch dauerhafte Gabe des
NOS-Hemmers L-NAME eine kunstliche Hypertonie gesetzt wurde (Pedraza-
Chaverri et al., 1998). Mit WS1442 und anderen Weil3dornextrakten konnte nach
kurzzeitiger Stimulation am Modell des mit Phenylephrin kontrahierten
Rattenaortenrings eine signifikante Dilatation und cGMP-Erhéhung erzielt werden.
Diese Effekte konnten durch NOS-Hemmer ausgeblockt werden (Chen et al.,
1998;Kim et al., 2000). Eine Kurzzeitstimulation mit den Catechingerbstoffen des
Grinen Tees bewirkte in diesem Modell &hnliche Effekte (Huang et al., 1998).
AulRerdem erhohte eine kurzfristige Gabe von WS1442 im perfundierten Rattenherz
den Koronarfluss signifikant. Auch dieser Effekt konnte mit NOS-Hemmern
unterdrickt werden (Koch and Chatterjee, 2000).

All diese Extrakte und Naturstoffe zeigten in unseren Endothelzellmodellen keinen
Einfluss auf die eNOS Promotoraktivitat und die eNOS Aktivitat/L-Citrullinbildung.

Folgende Griinde kénnten daflr verantwortlich sein:

1. Alle obigen Effekte wurden an anderen Modellen bzw. Zellen erzielt. Sowohl das
Modell des mit Phenylephrin kontrahierten Rattenaortenring als auch das Modell
der nach L-NAME-Gabe hypertonen Mause stellte einen pathophysiologischen
Zustand dar. Die physiologische vaskulare Homoostase ist nicht mehr gegeben
und die eNOS konnte deshalb auf den gesetzten Stimulus anders reagieren als
in unserem Modell der ,gesunden“ Endothelzellen. Abgesehen davon sind
unsere Endothelzellen menschliche ventsen Nabelschnurendothelzellen, welche
durch Hybridisierung mit Krebszellen immortalisiert wurden. Es ist nicht sicher,
dass diese immortalen Zellen exakt die gleichen Eigenschaften wie
Endothelzellen im lebenden Organismus aufweisen. Sie kdnnen sich z.B. in der
Expression mancher Gene unterscheiden (Takahashi et al., 1990;Edgell et al.,
1983). Darliberhinaus wurden obige Versuche oft an Aorten und nicht an Venen
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Keinen Einfluss auf die eNOS in Endothelzellen haben: Knoblauchextrakt,
isolierte Knoblauchextraktinhaltsstoffe, Weil3dornextrakt (WS1442) und ECG/EGC
des griinen Tees.

durchgefuhrt. Auch dies ist bei der Interpretation der unterschiedlichen
Ergebnisse zu beachten.

2. Die obigen Effekte sind bis auf die im Modell der hypertonen Maus reine
Kurzzeiteffekte (1-5 min Stimulation). Wenn sie tber die eNOS vermittelt waren,
mussten sie durch posttranslationelle Enzymaktivierung bedingt sein. In unseren
Versuchen wurden stets (Ausnahme Weil3dorn: hier zuséatzlich kurze
Stimulationsdauer) die Langzeiteffekte (5-20 h) getestet. Wenn die
posttranslationellen Effekte nach Langzeitstimulation nicht auftreten, ist die
physiologische Bedeutung der Kurzzeiteffekte aus zwei Griinden sehr fraglich:
Zum einen ist eine nur kurzfristig erhéhte NO-Produktion physiologisch wenig
interessant. Zum anderen dirfte der Stimulus, um den Kurzzeiteffekt Gberhaupt
erzielen zu kénnen, auch nur kurzzeitig (wenige Minuten) im Plasma vorhanden
sein. Allerdings durfte es im Falle einer Arzneimitteltherapie aul3ert schwierig
sein, einen Stimulus mit einer so kurzen Halbwertszeit zu finden, geschweige
denn therapeutisch effektiv einzusetzen.

3. Die Zusammensetzung von pflanzlichen Extrakten kann stark schwanken und
hangt vor allem von folgenden Faktoren ab: verwendete Stammpflanze/
Drogenteil, Drogenanbaubedingungen (Boden, Dingung, Klima), Zeitpunkt der
Ernte, Lagerung und Trocknung der Droge sowie vom
Extraktherstellungsverfahren. Dieser Punkt muss bei der Interpretation und dem
Vergleich unserer Ergebnisse mit den bisher publizierten Ergebnisse besonders
bei den Knoblauchextrakten aber auch in geringerem Umfang, trotz der guten
Standardisierung, beim WS1442 beachtet werden.

4. Bei in vivo Applikation von Extrakten werden viele Extraktinhaltsstoffe z.B. n der
Leber metabolisiert. Dadurch kann ein Extrakt im Plasma ein ganz anderes
Substanzspektrum als in vitro im Zelliberstand aufweisen.

5. Die meisten Effekte, welche durch die obigen Extrakte und Naturstoffe in
friheren Publikationen gezeigt wurden, kénnten auch Uber eine erhdhte NO-
Bioverfuigbarkeit begriindet sein. Dies wurde in unseren Versuchen nicht
Uberpruft.
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4 Wirkung von Soja-Isoflavonen auf die eNOS

Generell konnte in epidemiologischen Studien bei sojareicher Ernahrung eine
reduzierte Arterioskleroserate nachgewiesen werden (Barnes, 1998). Isoflavone
erzeugten eine akute Vasodilatation im Modell des isolierten Rattenaortenrings
(Mishra et al., 2000) und in Experimenten am menschlichen Unterarm (Walker et al.,
2001). Diese Effekte konnten jeweils mit einem NOS-Hemmer ausgeblockt werden.
Deshalb war es naheliegend, dass diese Effekte tiber die eNOS vermittelt sind.

In unseren Experimenten steigerten die untersuchten Isoflavone nach 18 h
Stimulation signifikant die eNOS Promotoraktivitat. Genistein bewirkte zudem in der
Konzentration 1 pM eine eNOS Proteinerhéhung. Allerdings hatte Genistein und
Daidzein auf die eNOS bedingte Produktion an L-Citrullin und NO keinen Einfluss.
Das bedeutet, dass nach unseren Ergebnissen die Isoflavonen trotz der Erhéhung
der eNOS Proteinmenge keinen physiologischen Effekt vermitteln.

Die Diskrepanz der publizierten Daten zu unseren lasst sich mit den abweichenden
Versuchsmodellen bzw. Zellen und den unterschiedlichen Stimulationszeiten
erklaren (siehe EB] Grund 1 und 2).

Welche Griinde gibt es, dass Genistein (stellvertretend fir die Isoflavone) in unseren
Experimenten unterschiedliche Ergebnisse auf den verschiedenen Ebenen der
eNOS zeigt ?

e Die Promotoraktivitdt wurde an ECV304 Zellen gemessen, wahrend alle anderen
Experimente an EA.hy926 Zellen durchgefuhrt wurden. Auch hier sind eventuell
unterschiedliche Eigenschaften der beiden Endothelzelltypen zu beachten (siehe
EB] Grund 1).

 Die Isoflavone koénnten eine beschleunigte eNOS mRNA-Degradation
verursachen und somit konnte der Effekt der gesteigerten Transkription egalisiert
werden.

* Die Isoflavone kdnnten posttranslationell die eNOS Enzymaktivitat reduzieren,
wodurch sich die erhohte eNOS Proteinmenge nicht in einer gesteigerten
Produktion an L-Citrullin und NO niederschlagen wirde.
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5 Wirkung von RWPE auf die eNOS

In mehreren Publikationen wurde gezeigt, dass Kurzzeitstimulation mit RWPE im
Modell des mit Phenylephrin kontrahierten Rattenaortenrings eine Vasodilatation und
Erhéhung an cGMP bedingt. Diese Effekte konnten mit NOS-Hemmern rickgéangig
gemacht werden (Stoclet, 2001). Erst kurzlich (Marz 2002) wurde gezeigt, dass die
langfristige = RWPE-Futterung an L-NAME-hypertonen Ratten, zu einer
Blutdrucksenkung und Erhéhung der NO-Synthase Aktivitat in Aortenhomogenaten
fuhrte (Bernatova, | et al., 2002).

In unseren Experimenten an Endothelzellen bedingte die RWPE-Langzeitstimulation
(18-20 h) eine signifikante Erhéhung der eNOS Promotoraktivitdit, eNOS
Proteinmenge und eNOS bedingten Produktion an L-Citrullin und NO. Dagegen
konnte nach Kurzzeitstimulation (15 min) keine Erhéhung der eNOS bedingten L-
Citrullinproduktion gemessen werden.

Die in der Literatur beschriebenen Kurzzeiteffekte konnten in unserem
Endothelzellmodell nicht gesehen werden. Erklarungen hierfir sind die
unterschiedlichen Versuchsmodelle und Zellen sowie die nicht gewéhrte gleiche
RWPE-Zusammensetzung (siehe EE Grinde 1, 3).

Der am Modell der hypertonisierten Ratte gezeigte Langzeiteffekt von RWPE
(Bernatova, | et al., 2002) konnte wie in unserem Zellmodell durch eine nach
Langzeitstimulation (20 h) erh6hte eNOS-bedingte NO-Produktion bedingt sein.

Des weiteren stellt sich die Frage, ob die gezeigte eNOS-bedingte Steigerung der
NO- und L-Citrullinproduktion in der Tat auf transkriptionellen Effekten beruht. Da in
dieser Arbeit keine Untersuchungen zur posttranslationellen Regulierung der eNOS
durchgeftihrt wurden, kann diese Frage nicht eindeutig beantwortet werden.
Allerdings weisen die folgenden zwei Tatsachen darauf hin, dass der RWPE
wahrscheinlich nicht Gber posttranslationelle Effekte vermittlet:

* Erstens trat eine signifikant erhdhte L-Citrullinproduktion erst nach ca. 10 h
RWPE-Stimulation auf (Daten nicht gezeigt). Dies entspricht in etwa dem
Zeitverlauf der Promotoraktivierung. Dagegen setzt eine Steigerung der eNOS
Aktivitat Uber die bis jetzt bekannten posttranslationellen Wege (z.B.
Phosphorylierung, Protein-Proteininteraktionen) in der Regel schon nach
wenigen Minuten ein (Garcia-Cardena et al., 1998;Garcia-Cardena et al.,
1997;Scotland et al., 2002).
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*  Zweitens unterstitzt folgender Versuch diese These: EA.hy926 Zellen wurden
mit RWPE stimuliert und danach zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 1, 2, 4,
8, 20 h) das Medium mit RWPE abgenommen. Nach Waschen mit PBS wurde
den Zellen jeweils bis zum Versuchsstart (also 19, 18, 16, 12 und 0 h) normales
Medium (ohne RWPE) gegeben. Das Ergebnis (Daten nicht gezeigt): Die nur 1 h
stimulierten Zellen zeigten nach 20 h schon 80 % der L-Citrullinproduktion
derjenigen Zellen, die 20 h stimuliert waren und ca. 170 % der unbehandelten
Kontrollzellen. Die nur 2 h stimulierten zeigten schon fast 95 %. Das bedeutet,
eine nur 2 stindige Stimulation reicht aus, um 20 h spater anndhernd den
gleichen Effekt wie nach 20 h kontinuierlicher Stimulation zu erzielen. Auch dies
spricht fur eine transkriptionelle und nicht fir eine posttranslationelle
Beeinflussung der eNOS durch RWPE.

6 Wirkung von Beeren- und Fruchtextrakten auf eNOS

Was bringt das Ergebnis der Fruchtsafte fur die Suche nach den wirksamen
Verbindungen im RWPE ?

Zunachst ist zu sagen, dass alle getesteten Friichte reichlich Anthocyane enthalten.
Diese leiten sich von drei Anthocyanidin-Grundtypen (Pelargonidin, Cyanidin und
Delphinidin) ab. Von diesen Grundtypen leiten sich wiederum durch z.B. Veretherung
einer phenolischen OH-Gruppe zu einer Methoxygruppe weitere Aglyka ab. Diese
sind z.B. Malvidin = Delphinidin-3°,5-dimethylether und Paeonidin = Cyanidin-
3 'methylether (Schweppe, 1993).

Einige Frichte enthalten ausschlie3lich bzw. vorwiegend nur ein Anthocyanidin-
grundtyp. Schwarzer Holunder enthalt z.B. nur Cyanidinglykoside (Schweppe, 1993).
Wenn eine solche Frucht keine Promotoraktivitdtserhohung zeigt, hatte man ein Indiz
dafur, dass diese Glykoside bzw. Aglyka wahrscheinlich nicht wirksam sind.

Wider den Erwartungen bewirkten die getesteten Fruchtsaft-PPFs allerdings bis auf
die PPF des Saftes der schwarzen Johannisbeere keine Erhdéhung der eNOS
Promotoraktivitat. Auch diese PPF erhohte die Promotoraktivitdt nur schwach (ca.
1,3-fach).

Die Folgerung aus diesen Ergebnissen ist, dass wahrscheinlich Anthocyanine keine
Erhbhung der eNOS Promotoraktivitdit bewirken. Dies gilt allerdings nur
eingeschréankt, da es theoretisch moglich ware, dass die PPFs der Fruchtsafte
andere Substanzen enthalten, welche die Promotoraktivitat reduzieren. Somit wére
im Falle einer Promotoraktivitatssteigerung der Anthocyane der Gesamteffekt gleich
null.
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7 Magliche wirksame Inhaltsstoffe(gruppen) im RWPE

Langfristiges Ziel unserer Arbeitsgruppe ist es die/den Inhaltsstoff(e) im RWPE zu
identifizieren, welche/welcher fir die Wirkung auf die eNOS verantwortlich ist/sind.

In dieser Arbeit konnten die wirksamen Bestandteile des RWPE (noch) nicht ermittelt
werden. Allerdings konnten durch Testung von Reinsubstanzen des RWPE einige
Substanzen fur die Wirksamkeit ausgeschlossen werden. Dartberhinaus wurden
Frucht-/Drogenextrakte untersucht, die jeweils hohe Anteile an RWPE-
charakteristischen Inhaltsstoffen(gruppen) enthalten. Durch die Ergebnisse der
Langzeitstimulationen (18-20 h) mit Reinsubstanzen und Extrakten konnten folgende
Hinweise Uber eventuell wirksame und vor allem unwirksame Bestandteile des
RWPE gewonnen werden:

» Die oft ,verdachtigten Rotweinpolyphenole Delphinidin und Quercetin haben
keinen Einfluss auf die eNOS.

* Die im Rotwein enthaltenen Polyphenole Epicatechin und Rutin (Ergebnisse nicht
gezeigt) haben keinen Einfluss auf die eNOS.

* Resveratrol (oft als gefaRprotektive Komponente von RWPE beschrieben) hat in
diesen Konzentrationen ebenfalls keinen oder nur einen &auferst geringen
Einfluss auf die eNOS. Allerdings enthalt RWPE weitere Stilbenderivate. Falls
diese ebenfalls leicht aktiv waren, konnten die Stilbenderivate insgesamt
zumindest wirksamkeitsmitbestimmend sein.

 Die Ergebnisse der PPFs der Fruchtextrakte indizieren, dass Anthocyane
wahrscheinlich nicht an der Wirkung beteiligt sind.

» Die Ergebnisse der unterschiedlichen Weinlagerung legen nahe, dass die
Tannine im RWPE wahrscheinlich keinen Einfluss auf die eNOS haben.

« Flavonoidreiche Drogenextrakte wie WS1442 und ein Ginkgoextrakt (Ergebnis
nicht gezeigt) hatten keinen Einfluss auf die eNOS. Dies indiziert, dass
wahrscheinlich ubiquitar vorkommende Flavonoide nicht fur die Wirkung des
RWPE verantwortlich sind.

* Eine auf 57,8 % (m/m) oligomere-Procyanide angereicherter Extrakt, der aus aus
WS1442 fraktioniert wurde (Chatterjee et al., 1997), hatten keinen Einfluss auf
die eNOS. Dies indiziert, dass oligomere Procyanidine im RWPE wahrscheinlich
nicht zu der Wirkung beitragen.

Diese Hinweise kénnen beim weiteren Prozedere der Suche nach den aktiven
Verbindungen hilfreich sein.
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F. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Einfluss von Drogenextrakten und
Naturstoffen auf die endotheliale NO-Synthase (eNOS) in humanen Endothelzellen
(Primarkulturen und Zelllinien). Insbesondere wurde dabei ihr Einfluss auf den
verschiedenen zellularen Ebenen (Transkription, Proteinexpression, NO-Synthese)
untersucht.

Da es in dieser Arbeitsgruppe die erste Arbeit auf dem Gebiet der eNOS war,
mussten zun&chst Methoden etabliert und entwickelt werden, mit denen die eNOS
auf den verschiedenen zellularen Ebenen detektiert werden kann. Etabliert wurden
ein Luciferase-Reportergen-Assay zur Messung der eNOS Promotoraktivitat, eine
Northern Blot-Methode zur Bestimmung der eNOS-mRNA und eine Western Blot-
Methode zur Messung der eNOS Proteinmenge. Entwickelt wurden ein L-Arginin/L-
Citrullin  Umwandlungsassay zur Bestimmung der eNOS-bedingten L-Citrullin-
produktion und ein DAF-2 Fluoreszenzassay zur Messung der eNOS-bedingten NO-
Produktion.

Getestet wurden Extrakte und Naturstoffe, bei denen bereits positive kardiovaskulare
Eigenschaften wie Vasodilatation bekannt bzw. in der Diskussion waren.

Keinen Einfluss auf die eNOS hatten:

* Knoblauchextrakte und schwefelhaltige Knoblauchextraktinhaltsstoffe
* Der Weil3dornbliten- und Blatterextrakt WS1442
» Die Catechinderivate Epicatechin-3-gallat und Epigallocatechin-3-gallat

» Die Rotweinpolyphenole Delphinidin, Quercetin, Epicatechin und Rutin

Dagegen konnten Isoflavone der Sojabohne, wie Genistein, Daidzein, Formononetin,
Biochanin A und Equol die eNOS Promotoraktivitat konzentrationsabhangig erhéhen.
Genistein (stellvertretend fir alle Isoflavone im Western Blot getestet) erhdhte auch
die eNOS Proteinmenge. Allerdings bewirkte Genistein, trotzt der Erhdhung der
Proteinmenge, keine Erhéhung der eNOS abhangigen Bildung an L-Citrullin und NO.

Positive Ergebnisse brachten die Tests mit einem Rotweinpolyphenolextrakt
(RWPE). Dieser Extrakt erhohte signifikant die NO-Produktion in den beiden
getesteten Endothelzellarten (EA.hy926 Zellen und HUVECS). Um den molekularen
Mechanismus der NO-Produktionserh6hung durch RWPE aufzuklaren, wurden
verschiedene Ebenen der eNOS Regulation untersucht. Dabei konnte in dieser
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Arbeit zum ersten mal gezeigt werden, dass RWPE sowohl die eNOS
Promotoraktivitat als auch die eNOS Proteinexpression erhoht.

Die nachste Frage war, ob die NO-Produktionserh6hung kausal mit der gemessenen
Transkriptionserh6hung zusammenhangt. Zeitabhangige Untersuchungen auf den
verschiedenen Ebenen der eNOS Regulation ergaben &hnliche Ergebnisse mit einer
signifikant messbaren Beeinflussung stets nach ca. 10 h. Dies deutet darauf hin,
dass RWPE die eNOS-abhangige NO-Produktion tber eine Erhéhung der eNOS
Transkription/Translation erhdht. Allerdings konnte dies auf Grund fehlender
Experimente Uber eine posttranslationelle eNOS Beeinflussung nicht eindeutig
bewiesen werden.

Abschliel3end sollte mit der Suche nach den wirksamen Bestandteilen im RWPE
begonnen werden. Auch wenn im Verlauf dieser Arbeit die wirksamen Verbindungen
noch nicht gefunden wurden, konnten zumindest einige Substanzen als
wirksamkeitsbestimmend oder -mitbestimmend ausgeschlossen werden. Neben
einigen nicht wirksamen Rotweinpolyphenolen (Delphinidin, Rutin, Quercetin,
Epicatechin) geben die durchgefihrten Experimente Hinweise darauf, dass auch
Anthocyane, Tannine wund oligomere Procyanidine unwirksam sind. Das
Stilbenderivat Resveratrol, welches oft als eine kardiovaskular aktive Komponente im
Rotwein angesehen wird, hatte nur einen sehr geringen und auf der Ebene der NO-
Produktion nicht signifikanten Effekt auf die eNOS.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit ein Modell zur Messung von Einflissen
auf die eNOS aufgebaut. Von den getesteten Extrakten und Naturstoffen
beeinflusste nur RWPE signifikant die eNOS. Es konnte erstmalig gezeigt werden,
dass RWPE in Endothelzellen nach Langzeitstimulation (20 h) die eNOS
Transkription, eNOS Expression und eNOS bedingte NO-Produktion erhdht. Dieses
Ergebnis ist physiologisch auf3erst interessant. Denn bisher bekannte, die eNOS
Expression erhohende Substanzen (z.B: Ostradiol, Cyclosporin A, Insulin,
Phorbolester, Wasserstoffperoxid, Staurosporin, Angiotensin II) sind auf Grund ihrer
vielseitigen physiologischen/toxischen Wirkungen therapeutisch zur Prophylaxe und
Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen kaum einsetzbar.

Die Aufgabe zukunftiger Arbeiten wird es sein, die Wirkung von RWPE in vivo zu
untersuchen und die fiur die Wirkung verantwortlichen Bestandteile des RWPE zu
finden.
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G. Anhang

1 Abklrzungen

A.U. Arbitary Units

% (m/m) Massenprozent

% (v/v) Volumenprozent

UM mikro molar (10

Abb. Abbildung

AMPK AMP-aktivierte-Proteinkinase

APS Ammoniumperoxydisulfat

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BH4 5, 6, 7, 8-Tetrahydrobiopterin

bp Basenpaare

Bq Bequerel (Zerfalle pro Sekunde)

CaM Calmodulin

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure
cGMP zyklisches Guanosin-3',5 -monophosphat
Co Kontrolle

cpm Zahler pro Minute (counts per minute)
cRNA komplementare Ribonukleinséure

DAF-2 4,5-diaminofluorescein

DAF-2DA 4,5-diaminofluoresceindiacetat

DAF-2T Triazolofluorescein

DMEM Dulbecco's Modified Essential Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol (threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol
ECG Epicatechin-3-gallat

ECL Verstarkte Chemilumineszenz

EDTA Ethylendiamin-N", N°, N, N -tetraessigsaure
EGG Epigallocatechin-3-gallat

eNOS Endotheliale NO-Synthase
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Abkirzungen

ERG
EtBr
EtOH
FAD
FKS
fM
FMN
GDP
GTP

H20,
Ham
HbO,
HDL
Hsp90
ICAM
INOS
kDa

LB

LDL
L-NAA
L-NAME
L-NMMA
L-NNA
LPS
MeOH
metHB
MKR
mM
MOPS
MRNA
NaAc

Eppendorfreaktionsgefal}
Ethidiumbromid
Ethanol
Flavin-adenin-dinukleotid
Fotales Kalberserum
fento molar (10™%)
Flavinmononukleotid
Glyoxal-DMSO-Phosphat
Guanosin-5-triphosphat

Stunde

Wasserstoffperoxid

Eisen Protoporphyrin IX
Oxyhé&moglobin
High-lipodensity-protein
Hitzeschock Protein 90
Intrazellulares Adhasionsmolekdl
Induzierbare NO-Synthase

Kilo Dalton

Liter

Luria-Bertani
Low-lipodensity-protein
N®-Amino-L-Arginin
N®-Nitro-L-Argininmethylester
N®-Nitro-monomethyl-L-Arginin
N®-Nitro-L-Arginin
Lipopolysaccharid

Methanol

Methamoglobin

Multiple Klonierungsregion

milli molar (10°°)
3-(N-Morpholino)propansulfonséure
messenger RNA

Natriumacetat
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NADPH
NaOH
nM
nNOS
NO
NO
NO"
NO,
NOs
nt

Oy
O3

oD
OONO
PAA
PAGE
PBS
PKA
PKC
PKG
PMA
PP
PPF
PVDF
RNA
RNasen
rpm
rRNA
RT
RWPE
SD
SDS
sec

Nikotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat
Natriumhydroxid

nano molar (10°)

Neuronale NO-Synthase
Stickstoffmonoxidradikal
Nitroxylat-Anion

Nitrosyl-Kation
Stickstoffdioxidradikal

Nitrat

Nukleotid

Superoxid

Ozon

Optische Dichte

Peroxynitrit

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase G
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Probenpuffer

Polyphenolfraktion
Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinsaure

Ribonukleasen

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Ribosomale RNA

Raumtemperatur
Rotweinpolyphenolextrakt
Standardabweichung vom Mittelwert
Natriumdodecylsulfat

Sekunde
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Alphabetische Firmenliste

sGC Ldosliche Gunanylylcyklase

SSC Natriumchlorid/Natriumcitratpuffer

STE Natriumchlorid, Tris, EDTA-Puffer

STET Natriumchlorid, Tris, EDTA-Puffer mit Triton X-100
TBE Tris, Borat, EDTA-Puffer

TBS-T Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween
TEMED N°, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
TNFa Tumor-Nekrose-Faktor a

totRNA Totale RNA

U Unit

UTP Uridin-5"-triphosphat

VCAM Vaskulares Zelladhasionsmolekdl

VEGF vaskular endothelial groth factor

VF Vorlauffraktion

2 Alphabetische Firmenliste

Amersham Buchler GmBH & Co KG, Braunschweig, Deutschland
Alexis Biochemicals, Grinberg, Deutschland

Beckman Instruments GmbH, Minchen, DEUTSCHLAND
Becton Dickinson, San Jose, CY, USA

Bio Whittaker Bioproducts, Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland
Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

Eastman Kodak Company, New York, USA

Eppendorf, Maintal, Deutschland

Fluka Chemikalien AG, Deisenhofen, Deutschland

Fuji Film, Tokio, Japan

Gibco/BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
Greiner, Wurzburg, Deutschland

Heraeus Instruments, Minchen, Deutschland
Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland

Munchner Medizin Mechanik GmbH, Minchen, Deutschland
NEN"™ Life Science Products, Boston, USA

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

PESKE, Aindling-Pichl, Deutschland

Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg, Deutschland
Promega, Heidelberg, Deutschland

Promo Cell, Europa

Quiagen, Hilden, Deutschland

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland
Schleicher & Schill GmbH, Dassel, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland
Transduction Laboratories, Hamburg, Deutschland
Uni Equip, Minchen, Deutschland

Wallac, Turku, Finnland
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