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1 Einleitung und Zielsetzung

Mikrovaskulidre Endothelzellen bilden die Kontaktfliche zwischen zirkulierendem Blut
und umgebendem Gewebe. Sie stellen bei physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen eine wesentliche Komponente dar. So erfolgt die Initiation und Unterhaltung
von Entzlindungsreaktionen unter Beteiligung des Mikrogefafsystems (Swerlick et al.,
1991; Detmar et al., 1992; Swerlick and Lawley, 1993; Gille et al., 1997; Hoffmann et
al., 1999; Binion et al., 2000; Hoffmann et al., 2001). Einer der wohl bedeutendsten
Regulationsfaktoren der lymphovaskuldren Perfusion stellt neben der vegetativen
Innervation das Gas Stickstoffmonoxid (NO) dar. Dabei spielt die Modulation des
mikrovaskuldren Tonus und der vaskuldren Permeabilitit sowie die daraus resultierende
Vasodilation eine entscheidende Rolle (Kubes, 1995; Clough, 1999).

Im Hautorgan unterliegt die kutane Mikrozirkulation einer streng NO-vermittelten
Regulation unter Wirkung vasokonstriktiver und vasodilatativer Signale (Brovkovych et
al., 1999; Figueroa et al., 2001). Stickstoffmonoxid agiert dabei als ein autokriner und
parakriner Mediator bei der intra- und interzelluldren Kommunikation zwischen den
verschiedenen Zellsystemen in der Haut (Sirsj6 et al., 1996; Bruch-Gerharz et al., 1998;
Kellogg et al., 1999). Aufgrund seiner biochemischen Eigenschaften (kleines,
gasformiges Radikal) ist NO sowohl in regulatorische (z.B. Superoxid-Radikalfanger,
Aktivierung der Guanylatzyklase, Inaktivierung eingedrungener Pathogene etc.) als
auch in zytotoxische (z.B. Peroxynitritbildung, Zerstérung von Zink-Schwefel-Cluster,
Inaktivierung von Eisen-enthaltenden Enzymen, Inhibierung der Ribonukleotid-
Reduktase etc.) Mechanismen involviert (Bruch-Gerharz et al., 1998).

Die Generierung dieses multifunktionalen Signalmolekiils erfolgt iiber die NO-
Synthase-katalysierte Umsetzung von L-Arginin, wobei als zweites Reaktionsprodukt
L-Citrullin entsteht. Innerhalb der NO-Synthasen (NOS) werden drei Isotypen
unterschieden, die in der zell- und gewebespezifischen Regulation der Aktivitit und der
Expression differieren. Die endotheliale (eNOS) und die neuronale NOS (nNOS), die
konstitutiv exprimiert werden und geringe Mengen an NO freisetzen, stehen dem
induzierbaren Isoenzym (iNOS) gegeniiber, welches nach Stimulation mit Zytokinen
(z.B. IL-8, IFN-y, TNF-a, IL-1B), bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) oder

Neuropeptide induziert werden kann und fiir eine Produktion hoher NO-Mengen
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verantwortlich ist (Fukumoto et al., 1997; Bruch-Gerharz et al., 1998; Ormerod et al.,
1998; Hoffmann et al., 1999; Ahmed and van den Oord, 2000; Lee et al., 2000a).

Zu Storungen und Dysfunktionen der L-Arginin-vermittelten NO-Generierung, die das
Hautorgan betreffen, zdhlen unter anderem die Psoriasis (Schuppenflechte), bei der eine
verstiarkte Expression der NO-Synthase auftritt sowie die atopische Dermatitis, die
Kontaktdermatitis und der Lupus erythematodes. Der eingeschriankte Mechanismus der
Vasodilatation beim Raynaud’s-Phinomen, bei dem spasmenartige Uberreaktionen der
HautgefdBBe Durchblutungsstérungen verursachen, ist auf eine verminderte Arginin-
vermittelte NO-Generierung zuriickzufithren (Khan et al., 1997). Die UVB-induzierte
Erythembildung basiert auf eine erhohte NO-Produktion (Villiotou and
Deliconstantinos, 1995; Bunker et al., 1996; Romero-Graillet et al., 1996; Ormerod et
al., 1998, Stallmeyer et al., 1999; Weller, 1999; Ormerod et al., 2000; Sasaki et al.,
2000; Kagoura et al., 2001).

Um pathologischen Zustinden entgegenzuwirken, in denen eine Stérung des L-
Arginin/NO-Metabolismus im Hautgewebe zu Grunde liegen, wurden bereits
Therapiestrategien entwickelt, bei denen die NO-Produktion durch Stimulatoren sowie
Inhibitoren der Aktivitdt und der Expression bzw. durch NO-Donoren und NO-Fanger
moduliert wurde (Goldsmith et al., 1996; Bruch-Gerharz et al., 1998). Der Einsatz
solcher Wirkstoffe erfolgte lokal durch intradermale (Bull et al., 1996, Goldsmith et al.,
1996; Noon et al., 1996; Kellogg et al., 1999; Wallengren and Larsson, 2001) oder
intraarterielle (Coffman, 1994; Kellogg et al., 1998; Shastry et al., 2000) Injektion,
topisch (Orem et al., 1997; Ormerod et al., 2000; Figueroa et al., 2001), systemisch
(Uemura et al., 2000) oder oral (Khan et al., 1997; Frank et al., 1998; Frank et al., 1999;
Shi et al., 2000).

Zielstellung der Arbeit:

Hinsichtlich der Zellmorphologie und der Immunhistologie ist eine differente
Betrachtung von Makro- und Mikrogefdl3system notwendig. Dies trifft ebenfalls auf
eine Vielzahl von Regulationsmechanismen diverser Funktionsabldufe innerhalb des

Gefallsystems zu.



Einleitung und Zielsetzung 3

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zum L-Argininstoffwechsel

in humanen mikrovaskuldren Gefdlzellen. Dabei soll gekldart werden, ob und in

welchem Ausmall eine Modulation der L-Arginin-vermittelten NO-Generierung

festzustellen ist. Es sollen Substanzen in der Zellkultur von HDMEC getestet werden,

die in die verschiedenen Phasen des L-Argininstoffwechsels eingreifen, woraus sich

folgende Fragen fiir die Dissertationsarbeit ableiten:

1.

Fihrt eine Erhohung der extrazelluliren L-Argininkonzentation zu einer
gesteigerten NO-Freisetzung?
Wie gestaltet sich das toxische Potential dieser Aminosdure in einem

Konzentrations-Zeit-Profil?

. Tritt nach Applikation von hdheren L-Argininkonzentrationen eine Anderung des

Expressionsmusters der endothelialen und der induzierbaren NOS auf?

Kann die Supplemetierung von Ca®"-Ionen und des Cofaktors Tetrahydrobiopterin
die NOS-vermittelte NO-Generierung steigern?

Bewirken die um das y'-Transportsystem konkurrierenden kationischen
Aminoséduren L-Lysin und L-Ornithin eine Verringerung der NO-Produktion?
Welchen Effekt hat dabei die simultane Applikation von L-Arginin?

Wird durch Zugabe L-Arginin-haltiger Dipeptide die NOS-Aktivitidt und damit die

NO-Freisetzung beeinflusst?
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Das humane dermale mikrohimovaskulire System

Die Dermis und Subkutis sind von einem komplexen Blutgefiflsystem durchzogen.
Dabei erfolgt die Blutversorgung in der Haut iiber ein Zu- und Ableitungssystem, das
sich aus Arterien und Venen zusammensetzt sowie tiber das mikrovaskuldre GefaB3netz,
das sich in zwei horizontale Plexus, dem oberflichlichen (Grenzfliche zwischen
papillarer und retikuldrer Dermis) und dem tiefen (Grenze zwischen Dermis und
Subkutis, ca. 50 um Durchmesser) Plexus gliedert. Die zwischen beiden Plexus
liegenden Verbindungsgefdfie komplettieren das mikrovaskuldre Gefélnetz. Die bis an
die Epidermis reichenden Papillenspitzen der Dermis werden von vertikalen
Kapillarschleifen (17-26 um Durchmesser), ausgehend vom oberflichlichen Plexus,
durchzogen. Hauptsédchlich setzen sich beide horizontalen Plexus aus Arteriolen,
arteriellen und venodsen Kapillaren sowie postkapilliren Venolen zusammen. Letztere
stellen Hautgefdle mit dem groBten kumulativen Querschnitt dar, was die Funktion
eines Reservoirs ermoglicht. Die dort vorherrschende geringe Blutflussgeschwindigkeit
und die Diinnwandigkeit gewihrleisten die notwendige Interaktion zwischen Blutzellen
und Endothelium. Uber Beteiligung von Mediatoren konnen dadurch entziindliche
Reaktionen im Hautgewebe initiiert und unterhalten werden. Zu einem der wesentlichen
physiologischen Prozesse im Hautorgan, bei denen die duflerst dichte GefdlBversorgung
einen entscheidenden Beitrag leistet, z&hlt die Thermoregulation, wobei unter
bestimmten &ufBleren (Hitze) und inneren Bedingungen (Fieber) die Durchblutung der
Haut auf das 10-20fache gesteigert werden kann. Die Ableitung der Wérme erfolgt
dabei liber den oberflachlichen Plexus. Aulerdem wird die Haut {iber das Gefdl3system
mit Néhrstoffen und Sauerstoff versorgt (Detmar et al., 1992; Petzelbauer et al., 1993;
Gille et al., 1996; Fritsch, 1998; Braverman, 2000).

Der Innenraum der Blutgefile wird von Endothelzellen ausgekleidet. GroBBenmaBig
entspricht dies einer Gesamtfliche von ca. 6300 m? im Organismus. Aufgrund der
Lokalisation der Endothelzellen an der Grenzfliche zwischen flieBendem Blut und
Gewebe kommt diesen Zellen eine besondere Bedeutung zu. So tragen sie zum

Stoffaustausch bei, sind an der Regulation des Gefdtonus beteiligt und sind
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malgeblich in Wundheilungs- und Entziindungsprozesse involviert. Unter Mitwirkung
verschiedener Mediatoren (z.B. Zytokine, Neuropeptide) kommt es direkt oder indirekt
(z.B. Stickstoffmonoxid) zur Relaxation oder in Gegensatz dazu beispielsweise durch
Endotheline, die von Endothelzellen selbst sezerniert werden, zur Vasokonstriktion der
vaskuldren glatten Muskelzellen. Eine erhohte Gefdllpermeabilitét ist die Folge einer
Kontraktion der Endothelzellen, die durch Histamin, Leukotriene oder durch
proinflammatorische Zytokine (IL-1, TNFa) hervorgerufen werden kann. Eine
essentielle Vorraussetzung fiir diese hdmodynamischen Vorgidnge ist eine gesicherte
Kontaktaufnahme der Blutzellen mit den Endothelzellen. Hierbei wirken
Adhisionsmolekiile an der Zelloberfliche der Endothelzellen (P-Selektin, E-Selektin,
Integrine), die beispielsweise mit Leukozyten des zirkulierenden Blutes interagieren und
somit das Weiterleiten von physiologisch und pathologisch relevanten Signalen
gewihrleisten. Die dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen, insbesondere die der
postkapilldren Venen, stellen eine wichtige Zellpopulation in der Haut dar. Als
funktionelle Einheit zusammen mit Perizyten, glatten Muskelzellen, Makrophagen,
Mastzellen, T-Lymphozyten und dermalen dendritischen Zellen sind sie mafigeblich an
der Initialisierung und Unterhaltung entziindlicher Vorginge, an Gerinnungs- und
fibrinolytischen Prozessen, der Angiogenese (Gefdlneubildung), Tumorwachstum und
an der Metastasierung beteiligt. Hinsichtlich der Struktur des Endotheliums werden die
mikrovaskuldren Endothelzellen dem kontinuierlichen Typ zugeordnet. Das heil3t,
liickenlose Nachbarschaft zwischen den Zellen filir einen optimalen Stoffaustausch.
Hinsichtlich ihrer Bedeutung bei physiologischen und pathophysiologischen Vorgingen
miissen mikrovaskuldre Endothelzellen von Endothelzellen groBer Gefdlle
unterschieden werden. Das betrifft unter anderem das Wachstumsverhalten, die
Féahigkeit zur Tubenformation, das Sekretionsprofil bestimmter Prostaglandine, die
Expression und Regulation von Zelladhdsionsmolekiile und Leukozyten-,,homing
molekiile” (Ruszczak et al., 1990; Swerlick et al., 1991; Ades et al., 1992; Detmar et al.,
1992; Swerlick et al., 1992; Hewett and Murray, 1993 [Review]; Marui et al., 1993;
Petzelbauer at al., 1993; Swerlick and Lawley, 1993; Heckmann et al., 1994; Sepp et al.,
1994; Xu et al., 1994; Alberts et al., 1995; Frank et al., 1996; Gille et al., 1996; Gille et
al., 1997; Gupta et al., 1997; Mason et al., 1997; Chan et al., 1998; Fritsch, 1998;
Richard et al., 1998; Lee et al., 1999; Binion et al., 2000; Braverman, 2000).
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2.2 Biochemische und physiologische Eigenschaften von L-Arginin

L-Arginin (2-Amino-5-guanidovaleriansiure) stellt eine nicht-essentielle, kationische
Aminosdure dar und z&hlt wie auch Lysin und Histidin zur Gruppe der
Diaminomonocarbonsduren. In der Seitenkette trdgt Arginin eine zusétzliche basische
Gruppe (Abb. 1). Die Aminosdure ist leicht wasserloslich, hat glukoplastische
Eigenschaften und wird von den meisten Sdugern selbst synthetisiert. Dabei ist L-
Arginin ein Produkt des Harnstoffzyklus und wird aus L-Ornithin iiber L-Citrullin und
Argininosuccinat gebildet. AuBlerdem erfolgt die Bereitstellung dieser Aminosdure
durch die hydrolytische Spaltung Arginin-haltiger Peptide bzw. Proteine. Im Blut kann
die Konzentration an L-Arginin ca. 100 uM betragen. Die intrazelluldre L-Arginin-
Konzentration in Endothelzellen wird in der Literatur mit 0,1-1 mM angegeben (Arnal

et al., 1995; Bogle et al., 1996; Harrison, 1997).

H,N COOH

Abb. 1: Strukturformel von L-Arginin; Molekulargewicht 174,20 g/mol; Summenformel
C6H15N402.

Die Aufnahme von L-Arginin in die Zellen findet bei Sdugern iiber verschiedene,
unabhingig voneinander agierende Transportsysteme (y ', b*, y'L, B%") statt. Eine
dominierende Rolle spielt dabei das y'-System, iiber das ca. 60-80% des gesamten L-
Arginintransportes ablaufen. Das y'-System ist ein selektiver Transporter fiir
kationische Aminosduren, durch das neben L-Arginin auch L-Lysin und L-Ornithin die
Membran passieren. Weitere wesentliche Merkmale dieses Transportsystems sind die L-

Isomerspezifitit und die Na'-, Ca*’- sowie pH-Unabhingigkeit. Die Kontrolle der
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Transportaktivitit erfolgt iiber die Hyperpolarisation der Zellmembran, die durch
Offnung von Calzium-abhingigen Kaliumkanilen erzielt wird. Die molekulare
Identifikation des humanen Transporters erbrachte vier am Strukturaufbau beteiligte
Proteine: hCAT-1, hCAT-2A, hCAT-2B, hCAT-3, wobei die Expression der einzelnen
Proteine organ- bzw.- gewebespezifisch ist (Collarani and Oxender, 1987; Vam Winkle
et al., 1988; Segel et al., 1995; Christensen et al., 1996; Sobrevia et al., 1996; Stevens et
al., 1996; McDonald et al., 1997).

Intrazelluldr wird L-Arginin von verschieden Enzymsystemen als Substrat genutzt. Zum
einen wird die Aminoséiure als Precurser fiir Stickstoffmonoxid von NO-Synthasen tiber
Oxidationsreaktionen umgesetzt. Zum anderen metabolisiert die Arginase, das finale
Enzym des Harnstoffzyklus, L-Arginin zu Harnstoff und L-Ornithin. Letztere
Verbindung bildet die Vorstufe fiir Prolin, das in die Collagensynthese einflieft und fiir
Polyamine (Putrescin, Spermidin, Spermin), die wichtige Mediatoren des
Zellwachstums und der —differenzierung sowie der Proliferation darstellen. Aulerdem
steht L-Arginin als Stickstoffquelle fiir die Proteinbiosynthese zur Verfligung und stellt
einen essentiellen Cofaktor der Pyrimidinsynthese dar (Hassan and Milner, 1981,
Cynober, 1994; Ketteler et al., 1994; Roth et al., 1994; Hoshide et al., 1996; Sobrevia et
al., 1996; Avila-Chavez et al., 1997; Harrison, 1997; Kurz and Harrison, 1997; Deves
and Boyd, 1998; Selamnia et al., 1998; Jude et al., 1999; Abd-El-Aleem et al., 2000;
Dall’Asta et al., 2000; Ozmeric et al., 2000; Singh et al., 2000; Chang et al., 2001;
Colleluori and Ash, 2001).

2.3 NO-Synthasen

Die Umsetzung von L-Arginin zu Stickstoffmonoxid wird durch NO-Synthasen
katalysiert. Dabei agieren L-Arginin, molekularer Sauerstoff und NADPH als
Cosubstrate. Essentielle Cofaktoren fiir die NO-Generierung sind Flavinmononukleotid
(FMN), Flavinadenindinukleotid (FAD), Hame und Tetrahydrobiopterin (BHy).
Wihrend der Umsetzung der Aminoséure erfahrt das Guanidino-Stickstoffmolekiil eine
mehrschrittige-Elektronenoxidation bis zum Stickstoffmonoxid. NADPH iibertrégt

dabei zwei Elektronen zuerst auf Hame-gebundenes L-Arginin, wobei das Intermediat
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N®-hydroxy-L-Arginin entsteht. Bei dieser Reaktion wird ein Molekiil Sauerstoff (O,)
umgesetzt.  Ausgehend von  N%hydroxy-L-Arginin  erfolgt ein  weiterer
Oxidationsschritt. Dabei werden ein weiteres Elektron (NADPH) und ein Molekiil O,
verbraucht (Abb. 2).

HZI\I\% NH
NH
Oz\ﬁ HQO
1 NADPH
H,N COOH OH
L-Arginin Y
Con) /
NOS
FAD
FMN H,N COOH
N-Hydroxy-L-Arginin
) NADi/\A
N N=0
NH
Stickstoffmonoxid
H,N COOH
L-Citrullin
Abb. 2: Biosynthese von Stickstoffmonoxid aus L-Arginin (nach Nathan, 1992).

Die NOS-katalysierte NO-Generierung kann mit der folgenden Gleichung

zusammengefasst werden:

L-Arginin + 2 O, + 1,5 NADPH - L-Citrullin + NO + 1,5 NADP" + 2 H,0
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Die NO-Synthase stellt ein Homodimer dar, wobei jedes Monomer (130-160 kDa) am
N-terminalen Ende eine Hidme-Oxygenase-Domidne mit einer Bindungsstelle fiir L-
Arginin, BH4 und Hidme besitzt. Das C-terminale Ende reprédsentiert eine
Reduktaseeinheit mit einer Bindungsstelle fiir NADPH, FMN und FAD. Innerhalb der
NO-Synthasen werden drei Isotypen unterschieden, die in ihrer Regulation der Aktivitét
und der Expression differieren. Die Prasenz der einzelnen Isoenzyme ist zudem zell-,
gewebe- und artspezifisch. Hinsichtlich ihrer Expression steht der konstitutive (cNOS)
dem induzierbaren (iNOS bzw. NOS2) Isotyp gegeniiber. Permanent exprimiert werden
zum einen die endotheliale NO-Synthase (eNOS bzw. NOS3) und zum anderen die
neuronale NO-Synthase (nNOS bzw. NOS1). Beide Isotypen sind aulerdem dadurch
gekennzeichnet, dal die NO generierende Reaktion von der Anwesenheit des
Ca2+/Calmodulin-Komplexes (Ca**/CaM) abhingt. Anhand von molekularbiologischen
und histochemischen Untersuchungen wurde die eNOS unter anderem bereits in
Endothelzellen, epithelialen Zellen (z.B. Keratinozyten), Herzmyozyten, Blutplittchen
und neuronalen Zellen nachgewiesen. Die neuronale NOS ist auller im Hirngewebe und
in peripheren Nervenzellen auch in Muskelzellen lokalisiert. Die induzierbare Isoform
der NOS wurde erstmalig in Makrophagen nach Stimulation mit Endotoxinen und
Zytokinen detektiert, spdter auch in anderen Zelltypen, wie z.B. Hepatozyten, glatten
Muskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen. Zu solchen inflammatorischen
Zytokinen zdhlen unter anderem Interleukin 13 (IL-1f3), Tumornekrosefaktor o (TNF-
0). Eine Induktion der iNOS bewirken auBBerdem Interferon y (IFN-y) und bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) (Hibbs et al., 1992; Nathan, 1992; Pou et al., 1992; Werner-
Felmayer et al., 1993; Culcasi et al., 1994; Roth et al., 1994; Deliconstantinos et al.,
1995; Villiotou and Deliconstantinos, 1995; Baudouin and Tachon, 1996, Sakai et al.,
1996, Wang et al., 1996; Harrison, 1997; Michel and Feron, 1997; Bruch-Gerharz et al.,
1998; Babu and Griffith, 1998; Teng et al., 1998; Ahmed and van den Oord, 1999; Beck
et al., 1999; Frank et al., 1999; Hoffmann et al., 1999, Stallmeyer et al., 1999; Kubes,
2000; Sasaki et al., 2000; Govers and Rabelink, 2001; Heller et al., 2001; Rocha and
Guillo, 2001; Stefano and Magazine, 2001; van Hinsbergh, 2001). Die
unterschiedlichsten Lokalisationen im S&dugetierorganismus zeigt die Diversitit der
funktionalen NO-Generierung. Die Bedeutung der iiber die verschiedenen NOS-

Isotypen katalysierte NO-Freisetzung wird im folgenden Abschnitt ndher beschrieben.
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2.4 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist eines der Reaktionsprodukte des L-Argininmetabolismus
und wurde urspriinglich als ein ,endothelium-derived relaxing factor* (EDRF)
identifiziert. Aufgrund eines ungepaarten Elektrons trdgt dieses labile, kurzlebige
(Halbwertszeit t;» = 5-30 sec), gasformige Molekiil radikalischen Charakter. NO wurde
bereits in verschiedenen Zelltypen diverser Organsysteme nachgewiesen, wie dem
zentralen und peripheren Nervensystem, der Lunge, der Leber, dem
Gastrointestinaltrakt, den Blutgefdssen, dem Immunsystem und der Haut. Das Molekiil
agiert bei der inter- und intrazelluliren Kommunikation als ,,messenger molecule®. Die
Beteiligung von NO an einer Vielzahl physiologischer Prozesse spiegelt die Bedeutung
dieses Molekiils wider. So sind beispielsweise die komplexen Vorgidnge der
Vasodilation (GefdBerweiterung), der Neurotransmission, Peniserektion und der
intestinalen Peristaltik NO-vermittelt. Eine zentrale Rolle spielt Stickstoffmonoxid
zudem in der Immunabwehr, der Immunregulation und bei Autoimmunerkrankungen.
Hinzu kommt die Wirkung als zelluldres Toxin gegeniiber eingedrungenen Pathogenen
(Bakterien), Tumorzellen oder geschiadigten Zellen. Dem Signalmolekiil wird aulerdem
eine entscheidende Rolle bei den Vorgdngen der Wundheilung und der Angiogenese
zugeschrieben. Diese aufgezeigten, einen komplexen Bereich umfassenden
regulatorischen Funktionen von Stickstoffmonoxid kénnen nur bei physiologisch
optimalen Konzentrationen erfiillt werden. Hohe freigesetzte NO-Mengen wirken
zytotoxisch. So kann NO mit Eisen-Schwefel-enthaltenden mitochondrialen Enzymen
reagieren und sie dadurch inaktivieren. Die DNA- und Proteinsynthese kann ebenso
durch NO gehemmt werden. Die schnell ablaufende bimolekulare Reaktion von NO mit
Superoxid (O;") liefert ein weiteres, duBlerst reaktives Molekiil, das Peroxynitrit
(ONOO"). Diese Stickstoff-haltige Verbindung weist ein enormes oxidatives,
schidigendes Potential gegeniiber Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten, DNA,
subzelluldren Organellen und anderen Zellsystemen auf. (Beckman et al., 1990; Nathan,
1992; Busconi and Michel, 1993; Rubbo et al., 1994; Deliconstantinos et al., 1995;
Hirata et al.,, 1995; Jenkins et al., 1995; Villiotou and Deliconstantinos, 1995;
Deliconstantinos et al., 1996a; Goldsmith et al., 1996; Sakai et al., 1996; Salvemini et
al., 1996; Geiger et al., 1997; Harrison, 1997; Kurz and Harrison, 1997; Liaudet et al.,
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1997; Michel and Feron, 1997; Bruch-Gerharz et al., 1998; Brovkovych et al., 1999;
Clough, 1999; Frank et al., 1999; Jude et al., 1999; Suschek et al., 1999; Weller, 1999;
Ahmed and van den Oord, 2000; Frank et al., 2000; Goligorsky et al., 2000; Lee et al.,
2000(b); Rossi et al., 2000; Sasaki et al., 2000; Shi et al., 2000; Zanetti et al., 2000;
Galley et al., 2001; Saito et al., 2001; Stefano and Magazine, 2001).

Eine physiologisch besonders wichtige Reaktion von Stickstoffmonoxid ist die
Aktivierung der 16slichen Guanylatcyclase durch Nitrosation. Die daraus resultierende
Erhohung des Gehaltes an ¢cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) hat einen
weiteren Effekt auf die Aktivitdt anderer Proteine, wie die von cGMP-regulierten
Phosphodiesterasen, cGMP-abhingigen Proteinkinasen und von cGMP-regulierten
Ionenkandlen. Proteinkinasen, wie die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)
konnen auBBerdem durch NO selbst aktiviert werden und damit Signalkaskaden auslosen.
Eine Folge der durch den erhohten cGMP-Gehalt stattfindenden Prozesse ist eine
Inaktivierung der kontraktilen Elemente der glatten Muskelzellen der GefaBBwand, was
in einer Vasodilation resultiert (Roth et al., 1994; Bogle et al., 1996; Sirsj6 et al., 1996;
Geiger et al., 1997; Teng et al., 1998; Beck et al., 1999; Yamawaki et al., 1999).

Das in den verschiedensten Gewebetypen synthetisierte Stickstoffmonoxid wird in
kiirzester Zeit in seine stabilen Oxidationsprodukte, dem Nitrit (NO;") und dem Nitrat
(NOj3) umgewandelt. AuBlerdem konnen als weitere NO-Folgeprodukte NO,, N,Os,
Nitrosamine, Nitrosothiole (Nicht-Proteine) wund S-nitrosylierte Proteine im
umgebenden Milieu NOS-aktiver Zellen auftreten. (Hibbs et al., 1992; Nathan, 1992;
Roth et al., 1994; Villiotou and Deliconstantinos, 1995; Stefano and Magazine, 2001).
Unter bestimmten pathologischen Bedingungen, wie bei einem septischen Schock oder
der Psoriasis, ist die Unterbindung der gesteigerten NO-Freisetzung ein Ansatzpunkt
moglicher Therapiestrategien. So werden bereits diverse Inhibitoren der NO-Synthasen
eingesetzt, die einerseits selektiv flir die einzelnen Isotypen wirken konnen.
Andererseits greifen Vertreter der einzelnen Inhibitorklassen verschieden in die NO-
Generierung ein. In der Tabelle 1 sind einige Verbindungen als Beispiele aufgefiihrt, die
die NO-Synthese inhibieren (Nathan, 1992; Bull et al., 1996; Bunker et al., 1996;
Liaudet et al., 1997; Babu and Griffith, 1998; Clough, 1999; Huang et al., 2000;
Ormerod et al., 2000).
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Tab. 1: Beispiele fiir unterschiedlich wirksame Inhibitoren der NO-Synthasen (nach
Nathan, 1992).

Klasse Konstitutive NOS Induzierbare NOS
(cNOS) (iNOS)
Substratanaloga N®-Nitro-L-Arginin N®-Amino-L-Arginin
N-iminoethyl-L-Ornithin N®-Methyl-L-Arginin
N®-Amino-L-Arginin N®-Nitro-L-Arginin

N®-Methyl-L-Arginin
N®-Nitro-L-Arginin-Methylester

Flavoproteinbinder Diphenylen-lodonium Diphenylen-lodonium
Calmodulinbinder Calcineurin -
Trifluoroperazin
N-(4-Aminobutyl)-5-Chloro-2-
Naphthalensulfonamid
N-(6-Aminohexyl)-1-
Naphthalensulfonamid
Héam-binder Kohlenmonoxid Kohlenmonoxid
Tetrahydrobiopterin- 2,4-Diamino-6-
Inhibitoren Hydroxypyrimidin
Inhibitor der Induktion - Cortikosteroide
TGF-B-1, -2, -3

Interleukin-4
Interleukin-10
Makrophagen-
deaktivation-Faktor

Eine weitere Moglichkeit, die NO-Generierung einzuschrinken, besteht in der
Hemmung des L-Arginintransportes, so daBl die intrazellulire Verfiigbarkeit dieser
Aminosdure herabgesetzt ist. Zu solchen Inhibitoren zdhlen die kationischen
Aminosduren L-Ornithin und L-Lysin, die ebenso wie L-Arginin um das
Transportsystem konkurrieren, sowie L-Homoarginin. Die bekannten eNOS-Hemmer

NG-MonomethyI-L-Arginin (L-NMMA) und N®-Iminoethyl-L-Ornithin (L-NIO) wirken
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ebenfalls inhibierend auf den L-Arginintransport (Agner and Serup, 1989; Bogle et al.,
1996; Liaudet et al., 1997; Allman et al., 1998; Dolinska and Albrecht, 1998).
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3 Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien und Losungen

Acrylamid

Agarose
APS (Ammoniumpersulfat)
L-Arginin

L-Arginyl-L-Arginin
L-Arginyl-L-Leucin

Borsaure

Calciumchlorid (CaCly)

DEPC (Diethyl-pyrocarbonat)
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat
Dispase I (from Bacillus polymyxa)

DNA-Molekulargewichtsmarker VIII

Dynabeads (M-450)

Dynemic ET Terminator Cycle Sequence
Kit

Eisessig

EDTA

Endothelzell-Medium (EGM-MV); mit
bzw. ohne Phenolrot

Entwickler & Fixiererlosung (GBX
Developer & Fixer Twin Pack)

Eosin

Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum (FKS)

Gentamycin

D-Glukose

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Bachem Biochemica GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Bachem Biochemica GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Dynal., Oslo, Norwegen

Amersham Pharmacia Biotech, San
Francisco, Kalifornien, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Cellsystems, St. Katharinen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Glycerol (85%)
Glycin
Hanks’ Balanced Salts (HBSS)

High Pure RNA Isolation Kit

Hoechst 33258 Férbelosung
Isotonische Losung

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH;POy)
Keratinocyte-SFM (inkl. REGF, BPE)

L-Lysin

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
[3-Mercaptoethanol

Methanol p.a.
N-(1-Naphthyl)-ethylen-diamin-
dihydrochlorid

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl) reinst p.a.
Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumnitrit (NaNO3)
O’range G

L-Ornithin-HCI
PCR-Nukleotiden-Mix (ANTP)

Phosphorsdure
Ponceau-S-Losung

Protein-Assay Kit

Ready-To Go™ You-Kit (Mix-Beads

incl. dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Murine

Reverse Transkriptase)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

MoBiTec, Gottingen, Deutschland
Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefeld,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glicksklee Nestlé, Frankfurt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, San
Francisco, Kalifornien, USA
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Rinderserumalbumin (BSA)

(6R)-5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin-HCI
(BHa4)

Salzsdure (HCI) 37 %ig (purissimum)
SDS (Sodium dodecyl sulfat)
Sulfanilamid

Taq-Polymerase (incl. MgCl,-Puffer)

TEMED (N,N,N,N’-
Tetramethylethylendiamin)

TRIS

Trypsin/EDTA (0,05 %)
Tritium-Thymidin [*’H]Thymidin
Tween20

ECL-Western blotting detection reagents

Zitronensiure

Antikorper und Primer

Anti-human-eNOS, polyklonal
Anti-human-iNOS, polyklonal
Anti-PECAM-1 (CD31), monoklonal
Anti-Rabbit IgG, Peroxydase-konjugiert
Anti-von Willebrand (anti-vWF-FITC)

Goat-IgG-FITC
Primer (sense) und (antisense) fiir eNOS,

iNOS, GAPDH

Randomprimer (pd(N)s)

Zusammensetzung der Puffer

Elektrophoresepuffer

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Alexis Biochemicals, Griinberg,
Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Gibco Life Technologies GmbH,
Eggenstein, Deutschland

Biotrend Chemikalien GmbH, Kd&ln,
Deutschland

Serva Feinbiochemica, Heidelberg,
Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, San
Francisco, Kalifornien, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
R&D Systems, Abingdon, UK
Calbiochem, Canada

CellSystems Biotechnologie, St. Katharinen,
Deutschland

Caltag Laboratories, Burlingame, Kanada
Metabion Gesellschaft fiir angewandte
Biotechnologie mbH, Martinsried,
Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, San
Francisco, Kalifornien, USA

25 mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycin,
0,1% SDS
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Ladepuffer

Mc Ilvain Puffer

PBS-Puffer (phosphat buffered saline)

Puck/EDTA

Sammelgelpuffer (10%)
SDS-Probenpuffer

Szintillator

TBE-Puffer (10 x)

TBS-Puffer (10 %)

Trenngelpuffer
Tyrode-Eosin-Losung

Westernblotpuffer

3.2 Gerite und Hilfsmittel

Absorptionsreader (MTP-Photometer)

1 mM EDTA + 30% Glycerol + 1 Spatel-
spitze O’range G

Losung A: 0,1 M Zitronensédure

Losung B: 0,2 M Na,HPO4

8,6 ml Los. A + 10,4 ml Los. B, pH 5,5

8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g Na,HPO, +
0,2 g KH,PO4 x 2 H,O

ad 1000 ml A. bidest. pH 7,4 (mit 1 N
NaOH bzw. 1 N HCI)

0,4 g KCl + 8,0 g NaCl + 0,35 g NaHCO; +
1,0 g D-Glucose + 5 mg Phenolrot + 0,255 g
EDTA

ad 1000 ml A. bidest.

0,5 M Tris/HCI (pH 6,5), 0,8% SDS

5% Mercaptoethanol, 2,8% SDS, 14%
Glycin, 90 mM Tris ph 6,8, 0,1 %
Bromphenolblau

4,0 g 2,5-Diphenyloxazol + 0,1 g 1,4-bis-2-
(5-Phenyloxazolyl)-benzen

ad 1000 ml Toluol,

2-3 h kriftig schiitteln

500 mM TRIS + 500 mM Borséure +

20 mM EDTA

ad 1000 ml A. bidest., pH 8,2

0,1 M Tris pH 7,4, 1,54 M NaCl in A.
bidest.

1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,8% SDS
8gNaCl+0,2gKCl+0,2gCaCl,+0,1 g
MgCl, + 0,05 g NaH,PO4 + 1,0 g NaHCO;
+ 1,0 g Glucose + 0,625 g Eosin

ad 1000 ml A. bidest.

20 mM Tris pH 8,8, 150 mM Glycin, 0,02%
SDS, 20% Methanol

Labsystems iEMS Reader MF, Helsinki,

Finnland
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Software zum Absorptionsreader

Analysenwaage
Blot-Apparatur

Brutschrank

Cell-Harvester und Vakuum-Controller
Deckgliser

Durchlichtmikroskop
Durchfluficytometer (FACScan)
Software zum Durchflulzytometer

Elektrophoresekammer (incl. Gelschlitten)
[horizontal]
Elektrophorese-Apparatur [vertikal]

Eppendorf-Reaktionsgefalle
(1,5 ml, 0,7 ml)
Eppendorf-Zentrifuge

Falcon-Tubes
Fliissigkeitsszintillationszéhler

Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer
Fiillspatel
Gelblotting-Filterpaper (0,37 mm)

Gewebekulturflaschen und —schalen
(25-cm?, 75-cm?, 0 60 mm)
Glasfiberfilter

ImageMaster VDS

Sero Calc Vers. 4.0

Typ MC5_OCE, Sartorius AG, Géttingen,
Deutschland

Hoefer SemiPhor, Pharmacia Biotech, San
Francisco, Kalifornien, USA

Vitromat Mytron, Typ sbs-11,
Heiligenstadt, Deutschland

INCO 2 Memmert GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

INOTECH, ICH-110, Wohlen, Schweiz
VEB Ilmenau, Deutschland

Zetopan, Reichert AG Wien, Osterreich
Becton Dickinson, San Jose, USA
PASCAL 3.22 (Systemsoftware)

Lysis II Vers. 1.1

CellFit-Software Vers. 2.01.2

OWI Separation Systems, Porthmouth,
Niederlande

Hoefer, Amersham Pharmacia Biotech;
San Francisco, Kalifornien, USA
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland

EC 5402, Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, USA
WINSPECTRAL 1414 Liquid Scintillation
Counter, WALLAC-ADL-GmbH,
Freiburg, Deutschland

Faust GmbH, Halle, Deutschland

VEB Dentalfabrik Treeurt, Deutschland
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel,
Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Typ G-7, INOTECH, ICH-110, Wohlen,
Schweiz

Pharmacia Biotech, San Francisco,
Kalifonien, USA
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Kiihlzentrifuge

Software flir ImageMaster VDS

Kiivette (4,5 ml)

Laminarbox

Magnetriihrer

»Magnetic Particle Concentrator* (MPC)
Mikroskope

96er und 24er Mikroliterplatten (MTP)

Mikrowelle

Nitrocellulose Blotting Membran

pH-Meter

Pipetten

Prizionswaagen

Quarzkiivette (50 ul)

Rontgenfilm (FCW-Retina XBD 13 x 18

Schiittelgerdte

Biofuge primo R, Heraeus Instruments,
Gera, Deutschland

Pharmacia Biotech, San Francisco,
Kalifonien, USA
Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefeld,
Deutschland

HS 12, Heracus Instruments, Hanau,
Deutschland

MLW Riihrgerdatewerk Medingen, Sitz
Freital, Deutschland

Typ R3T Variomag Elektronoriihrer
Polyl5, Laborbedarf K.J. Werner GmbH,
Leipzig, Deutschland

Dynal, Oslo, Norwegen

Telaval 3, Carl Zeiss Jena, Deutschland
Olympus CK 2, Tokyo, Japan

Olympus BX50, Optical Co. GmbH,
Hamburg, Deutschland

Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Typ M 633, Samsung electronics GmbH,
Steinbach, Deutschland

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Digital pH-Meter pH 525,
Wissenschaftlich-Technische Werkstétten
GmbH, Weilheim, Deutschland
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland

Typ 870-13, G. Kern & Sohn, Albstadt,
Deutschland

UMC 5, Sartorius AG Goéttingen,
Deutschland

Typ Hellma, Novodirekt GmbH, Kehl,
Deutschland

B.W. Plus Rontgenvertrieb GmbH,
Kamp/Lintfort, Deutschland

Thys 2, MLW Labortechnik Ilmenau,
Deutschland Heidolph unimax 2010,
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Sterilfilter

Stromversorgungsgerite

SzintillationsmeBgefalle
Thermocycler
Ultraschallbad

UV-Tisch
UV-Vis-Spektrophotometer

VDS-Film fiir den ImageMaster

Vortex genie 2
Wasserbad

Zellcoulter

Zellsieb

Deutschland

IKA-Schiittler MTS2, IKA-Labortechnik
Janke & Kunkel GmbH & CoKG., Staufen,
Deutschland

Sartorius Minisat, steril, 600kPa max,
0,22 pm

Consort E835 OWI Separation Systems,
Portsmouth, Niederlande

EPS 600, Pharmacia Biotech, Schweden
Canberra-Packard GmbH, Dreieich,
Deutschland

Mastercycler 5330, Eppendorf-Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland
Sonorex Super RK 102 H, Bandlin
Elektronik, Berlin, Deutschland

Syngene

UV mini 1240, Shimadzu Corp., Japan
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Scientific Industries, USA

Thermostad B3-DC 1, Haake, Karlsruhe,
Deutschland

Beckman Coulter, Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

100 um, Becton Dickinson, NJ, USA

3.3 Isolierung und Kultivierung humaner dermaler mikrohimovaskulirer

Endothelzellen (HDMEC)

3.3.1 Isolierung von HDMEC

Humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen (HDMEC) wurden aus
Vorhautgewebe von 1 bis 10jdhrigen Spendern gewonnen. Die bereits bekannte
Methode von Hewett and Murray (1993) zur Isolierung von HDMEC wurde im Rahmen
dieser Arbeit etabliert und optimiert. Das Prinzip dieser Methode ist die
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immunomagnetische Separierung der mikrovaskuldren Endothelzellen mit Hilfe von
Mikrobeads  (Dynabeads), die mit  Antikorpern  gegen  zellspezifische
Oberflichenmolekiile beschichtet sind.

Bei den eingesetzten Mikrobeads handelte es sich um uniforme, superparamagnetische,
monodisperse, polymere Partikel aus dFe,O3; und Fe;0,, die eine Grofe von 4,5 um
haben. Diese wurden mit anti-PECAM-1 Antikérpermolekiilen (CD31) beschichtet, die
Endothelzellen-spezifisch binden. Dabei bilden sich Dynabead-Endothelzellkomplexe,
die durch den Einsatz eines ,,Magnetic Particle Concentrator’s® von der heterogenen
Zellsuspension separiert werden konnen. Auf eine solche Weise isolierte Zellen sind
lebensfahig, kultivierbar und fiir in vitro Versuche einsetzbar (Drancourt et al., 1992;

George et al., 1992; Leach et al., 1994).

Zum Anlegen der Primdrkultur wurden die nach der Exzision erhaltenen, ca. 2 cm?
groBen Hautstiicke in einer Transportlosung (25 pg Gentamycin in 5 ml SFM) bei 4 °C
bis zur Prdparation maximal fiir 4 h gelagert. Nachdem das subkutane Fettgewebe
mechanisch entfernt und die Haut in 5 X 5 mm grof3e Stiicke geschnitten wurde, erfolgte
eine Inkubation iiber Nacht bei 4 °C in einer sterilen Dispaseldsung I (2 mg/ml in HBSS
mit 25 pg Gentamycin). Die Hautstiicken wurden aus der Dispaselosung genommen, die
Epidermis mechanisch entfernt (Abb. 3) und das dermale Gewebe in einer sterilen

HBSS/Gentamycinldsung mit Hilfe von Pinzette und Schere zerkleinert.

Abb. 3: Hautgewebe vor und nach der Dispasebehandlung; (a.) komplettes Hautgewebe,
(b.) Epidermis, (c.) Dermis.

Anschlielend erfolgte eine 10 miniitige Inkubation in 2—5 ml 0,05% Trypsin/EDTA bei
37 °C, wobei die Losung mehrmals leicht geschiittelt wurde. Daran schlo3 sich die

Filtration der Zellsuspension durch ein Zellsieb (100 um Porengréfe) an. Um eine
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weiterfiihrende Trypsinaktivitit zu vermeiden, wurden 2 ml 5% FKS/HBSS zugegeben.

Nach einer 10miniitigen Zentrifugation bei 1500 U/min wurde der Uberstand entfernt,

das Zellpellet in 0,5 ml 5% FKS/HBSS resuspendiert und mit anti-CD31-beschichteten

Dynabeads leicht schiittelnd bei 4 °C fiir 20 min inkubiert.

Die Beschichtung der Dynabeads wurde zuvor folgendermallen durchgefiihrt:

1. 25 pl (entsprechen 107 Beads) in steriles 1,5 ml-Eppendorfgefif iiberfiihren

2. Reaktionsgefdl3 in den ,,Magnetic Particle Concentrator® (MPC) fiir 1 min stellen

3. Uberstand mit einer Pipette entfernen

4. Reaktionsgefal aus dem MPC nehmen, Dynabeads mit 0,5 ml 0,1% BSA/PBS
resuspendieren

5. Reaktionsgefal in den MPC fiir 1 min stellen

6. Schritte 3 bis 5 flinfmal wiederholen

7. Uberstand entfernen, ReaktionsgefdB aus dem MPC nehmen, in 2040 ul 0,1%
BSA/PBS resuspendieren und 2 pl anti-CD31-AK (2 ug/10’ Dynabeads) zugeben

8. Inkubation bei 4 °C und leichtem Schiitteln fiir 30 min

9. Reaktionsgefal fiir 1 min in den MPC stellen

10. Waschschritte wie Punkte 3 bis 5 dreimal wiederholen

11. Anti-CD31-beschichtete Dynabeads in 50 ul 0,1% BSA/PBS resuspendieren und bis

zum Gebrauch bei 4 °C lagern.

Im Anschluf3 an die Inkubation der Zellen mit den anti-CD31-beschichteten Dynabeads
erfolgte die Zellseparierung ebenfalls mit Hilfe des MPC, wobei das Reaktionsgefall mit
den Zellen und den Dynabeads so lange im MPC verblieb (ca. 2 bis 5 min), bis das
Pellet an der GefdBBwand sichtbar wurde. Hohe Mengen an herausgelostem Zellmaterial
verursachen eine starke Triibung. In diesem Fall muB3 die Verbleibdauer im MPC
verlingert werden. Nachdem sich ein klares Pellet gebildet hatte, wurde der Uberstand,
der siamtliche Zellen enthielt, die nicht mit den anti-CD31-beschichteten Dynabeads
komplexierten, mit einer Pipette entfernt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgefdll dem
MPC entnommen, das Pellet in 0,5 ml 5% FKS/HBSS resuspendiert und mittels MPC
fiinfmal mit 5% FKS/HBSS gewaschen. SchlieBlich wurden die separierten Zellen in
EGM-MV (mit 5% FKS, 50 pg/ml Gentamycin, 50 ng/ml Amphotericin-B, 1 pg/ml
Hydrocortison, 10 ng/ml hEGF, 12 pg/ml Rinderhirnextrakt) suspendiert und in 25-cm?-
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Kulturflaschen, gefiillt mit 5 ml EGM-MV, bei 37 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 90%
und in 5%iger CO,-Atmosphére kultiviert. Es wurden pro Hautprobe eine Kulturflasche
zum Anlegen der Primérkultur angesetzt, wobei eine adhdrente FEinzelschicht
(Monolayer) nach etwa 9 bis 11 Tagen erhalten werden konnte. Ein Mediumwechsel

fand jeden zweiten Tag statt.

3.3.2 Subkultivierung und Passagierung von HDMEC

Zur Subkultivierung wurde das Kulturmedium entfernt und die adhédrenten
mikrovaskuldren Endothelzellen mehrmals mit PUCK/EDTA gespiilt. Danach wurden
2 ml (pro 25-cm*Kulturflasche) 0,05% Trypsin/EDTA zugegeben und fiir maximal
10 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 1 ml 5% FKS/HBSS
wurde die proteolytische Trypsinwirkung inaktiviert, woran sich eine Zentrifugation bei
1500 U/min fiir 10 min anschloB. Das erhaltene Zellpellet wurde in 1-2 ml EGM-MV
suspendiert und die Zellanzahl bestimmt. Hierflir wurden 50 pl der Zellsuspension mit
200 pl Thyrode-Eosinlosung (Vitalfarbung) gemischt (Verdiinnung 1:5), in eine Fuchs-
Rosenthal-Kammer gefiillt, die lebenden Endothelzellen in fiinf Gruppenquadraten
unter einem Lichtmikroskop ausgezdhlt, addiert und die Gesamtzellanzahl unter
Beriicksichtigung des Kammerinhaltes (X 1000), des Verdiinnungsfaktors und des
Suspensionsvolumens berechnet. Die Zellsuspension wurde anschliefend mit dem
entsprechenden Volumen an Kulturmedium ergénzt, um eine Konzentration von 1 Mio
Zellen pro ml zu erreichen. In Abhéngigkeit von den nachfolgenden Zellversuchen
wurden Zellen in 24er MTP mit einer Aussaatdichte von 10000 Zellen/1 ml oder in
Kulturschalen ([ 60 mm) bzw. Kulturflaschen (25 cm?) mit 0,16 Mio/5 ml angesetzt.
Die Passagierung erfolgte in 75-cm?-Kulturflaschen (1 Mio Zellen/20 ml), wobei
ebenfalls jeden 2. Tag ein Mediumwechsel stattfand. Nach 5—7 Tagen Wachstumsdauer
konnte eine konfluente Monolayer erhalten und fiir die nichste Passage genutzt werden.
Die Kultivierung erfolgte, wie bereits oben beschrieben, in EGM-MV bei 37 °C, einer
Luftfeuchtigkeit von 90% und einer 5%igen CO,-Atmosphire.

Fiir Zellversuche wurden die 1.-3. Passage verwendet.
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3.4 Charakterisierung von HDMEC
3.4.1 Flowcytometrische Bestimmung des von Willebrand Faktors

Die Identitdt und Reinheit einer Zellkultur kann nicht nur anhand von morphologischen
Kriterien, sondern auch anhand von bestimmten biochemischen Parametern festgestellt
werden. Um die Effizienz der Methode zur Separierung von humanen dermalen
mikrovaskuldren Endothelzellen unter Verwendung von anti-CD31-beschichteten
Dynabeads zu untersuchen, wurde der von Willebrand Faktor (Faktor VIII) als ein
weiterer charakteristischer Marker fiir Endothelzellen bestimmt (Jackson et al., 1990;
Ruszczak et al, 1990; Bull et al., 1991; George et al, 1992; Ades et al., 1992; Detmar et
al., 1992; Bernd et al., 1993; Swerlick and Lawley, 1993, Petzelbauer et al., 1993;
Heckmann et al., 1994; Xu et al., 1994; Cornelius et al., 1994; Jones, 1996; Gille et al.,
1996; Kluger et al., 1996; Gupta et al., 1997, Heckmann et al., 1997; Mason et al.,
1997; Chan et al., 1998; Richard et al., 1998).
Adhérente Zellen der Primarkultur wurden, wie bereits unter 3.3.2 beschrieben, mit
PUCK-EDTA gespiilt, mit 0,05% Trypsin-EDTA und 5% FKS/HBSS behandelt und
nach Bestimmung der Zellanzahl mit Hilfe eines Zellcoulters eine Zellsuspension mit
einer Konzentration von 1 Mio Zellen in 0,5 ml PBS-B (PBS, pH 7,4 + 1% BSA)
hergestellt und in Falcon-Tubes iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen
folgendermaf3en fiir die flowcytometrische Analyse prapariert:
1. Zentrifugation (3 min, 1250 U/min), Uberstand dekantieren, Zellpellet aufklopfen
Zugabe von 1 ml eiskaltem (-20 °C) Methanol (Fixierung)
. Zentrifugation (siche Punkt 1.)
. Zugabe von 1 ml PBS-B

2.

3

4

5. Zentrifugation (siehe Punkt 1.)

6. Zugabe von 1 ml PBS-T (PBS-B + 0,2% Tween20 v/v) (Permeabilisierung)

7. Zentrifugation (siehe Punkt 1.)

8. Zugabe von 10 pl vorverdiinnten Anti-human-vWF-FITC (1 pg/10 pl in PBS-B)
bzw. 10 ul Goat-IgG-FITC (Isotypkontrolle, Konzentration: 1 pug/10 pl)

9. 30 min Inkubation im Dunkeln

10. Waschen mit 1 ml PBS-B und Zentrifugation (siche Punkt 1.), 2x wiederholen
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11. Zugabe von 0,5 — 1 ml PBS und flowcytometrische Messung innerhalb 1 h.

Parallel zur Untersuchung des vWF in einer Primirkultur von gereinigten HDMEC
wurde eine Zellpopulation eingesetzt, die zuvor nicht mit anti-CD31-beschichteten
Dynabeads separiert wurden. Diese heterogene Population wurde identisch pripariert

und ebenfalls der flowcytometrischen Analyse zugefiihrt.

3.4.2 Mycoplasmentest

Die Zellkultur einzelner Passagen der isolierten HDMEC wurde stichprobenartig auf
Mycoplasmenfreiheit iiberpriift. Hierzu wurden die Zellen fiir 48-72 h auf sterilen
Deckglédsern, die in EGM-MV gefiillten Kulturschédlchen lagen, im Brutschrank bei
37 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 90% und einer 5%igen CO,-Atmosphédre kultiviert.
Die mit einzelnen Zellcluster bewachsenen Deckgldser wurden mit PBS gespiilt und
5 min mit 3 ml Fixierungslosung (Eisessig:Methanol = 1:3) fixiert. Der
Fixierungsvorgang wurde dreimal wiederholt. Nachdem die Deckgldser an der Luft
getrocknet waren, wurden diese 10 min mit einer Féarbelosung (0,1 pug/ml, Hoechst
33258) behandelt und nach zweimaligem Waschen mit A. bidest. auf Objekttrigern mit
1 Tropfen Mc Ilvain-Puffer gebettet. Dem schlo sich die Auswertung an einem

Fluoreszenzmikroskop an (Chen, 1977).

3.4.3 Untersuchung des Wachstumsverhaltens von HDMEC

Zur  weiteren  Charakterisierung  der  isolierten = HDMEC  wurde  das
Proliferationsverhalten bzw. die DNA-Syntheseleistung in Abhéingigkeit von der
Zeitdauer der Kultivierung untersucht. Als Marker fiir die Synthesephase des
Zellzykluses wurde der Einbau von radioaktiven [*H]Thymidins gemessen.

HDMEC wurden mit einer Zellaussaatdichte von 10000 Zellen/ml in 24er MTP
(1 mlwell) in EGM-MV im Brutschrank kultiviert. Nach verschiedenen

Kultivierungszeitrdumen (1. Tag — 7. Tag) wurde dem Kulturmedium jeweils einer 24er
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MTP radioaktives [*H]Thymidin (20 pl/well; 0,5 uCi) zugesetzt und 1 h im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium mittels Cell-Harvester aspiriert und
jedes well mit A. bidest. mehrmals gespiilt. Pro well wurden danach 200 pl 0,05%
Trypsin-EDTA zugegeben und fiir 10 min im Brutschrank inkubiert. Im Anschluf3 daran
wurden ebenfalls mittels Cell-Harvester die abgelosten Zellen aspiriert und auf bereits
ausgestanzte, angefeuchtete Glasfiberfilter iibertragen. Die MTP wurde mehrmals mit
A. bidest gespiilt, wobei auch das Spiilwasser den Filter passierte. Pro well wurde ein
Filter erhalten und in ein SzintillationsmeBgefdl tiberfiihrt. Nach dem Trocknen bei RT
wurde in jedes MeBgefdl 4 ml Szintillatorfliissigkeit gegeben und unter Mitfiihrung
zweier Leerwerte im Fliissigkeitsszintillationszdhler nach dem 3H-MefBprotokoll

vermessen.

3.5 Inkubationsschemata von potentiell NO-Synthase-modulierenden Substanzen

HDMEC der 1.-3. Passage wurden in Kulturschélchen (0 60 mm) kultiviert. Nach
Erreichen einer 70-80%igen Konfluenz (ca. 3 Tage) erfolgte die Inkubation mit den
verschiedenen Substanzen. Hierfiir wurde das Kulturmedium (EGM-MV) entfernt und
durch 3 ml Phenolrot-freies EGM-MV ersetzt, zu dem die geldsten Substanzen
zugegeben wurden:

L-Arginin wurde in Phenolrot-freiem Medium gelost und jeweils 300 upl der
entsprechenden  Konzentration pro  Kulturschdlchen  zugegeben, so  dal3
Endkonzentrationen von 5, 10, 25, 50 mM erreicht wurden. In der Kontrolle waren
0,5 mM L-Arginin enthalten, was der Basalkonzentration im Phenolrot-freien
Kulturmedium entspricht.

CaCl, wurde in Phenolrot-freiem EGM-MV geldst und 30 pl zur Zellkultur gegeben. Es
ergaben sich Endkonzentrationen von 1 mM und 2 mM.
(6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin x 2 HCI (BH4) wurde ebenfalls im Medium
gelost und jeweils 30 ul/3 ml eingesetzt. Supplementiert wurden jeweils 25 uM,
250 uM und 500 pM.

L-Ornithin-HCI und L-Lysin, gelost im Phenolrot-freiem Medium, wurden mit

Endkonzentrationen von 1 mM und 2 mM (je 30 pl) in der Zellkultur eingesetzt.
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Die Dipeptide L-Arginyl-L-Arginin und L-Arginyl-L-Leucin wurden im Phenolrot-
freien EGM-MYV gelost und die HDMEC jeweils mit 5, 10, 25 und 50 mM inkubiert.

Alle Losungen wurden frisch hergestellt und sterilfiltriert. Die Inkubation erfolgte iiber

einen Zeitraum von 24 h, 48 hund 72 h.

3.6 Bestimmung des Proliferationsverhaltens

Das toxische Potential der eingesetzten Substanzen sollte anhand des Einflusses auf das
Proliferationsverhalten der HDMEC untersucht werden. Als MaB fiir die Beeinflussung
der Zellteilungsfahigkeit wurde die Zellanzahl nach Behandlung mit den verschiedenen
Substanzen bestimmt.

Die adhérenten Zellen wurden trypsiniert und in 1 ml sterilem PBS suspendiert.
AnschlieBend wurde die Zellanzahl mit Hilfe eines Zellcoulters bestimmt. Dabei
wurden der Zellsuspension 100 pl entnommen, in einer Kiivette (4,5 ml Fiillvolumen)
mit 4 ml einer isotonischen Losung gemischt und dem Zéhlverfahren des Coulters
zugefiihrt. Unter Beriicksichtigung des Injektionsvolumens (0,5 ml), der Verdiinnung in
der isotonischen Losung (Verdiinnungsfaktor 41) und des Volumens der Zellsuspension

wurde die Zellanzahl berechnet.

3.7 Untersuchungen zur Beeinflussung des L-Arginin/NO-Metabolismus in

HDMEC

Nach erfolgter Inkubation der HDMEC mit den verschiedenen Substanzen wurde deren
EinfluB auf die NO-Produktion untersucht. Hierzu wurden zum einen die Aktivitét liber
die NO-Freisetzung und zum anderen die Expression von zwei NOS-Isotypen

analysiert.
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3.7.1 Bestimmung des Nitrit-Gehaltes nach Griess

Nitrit, ein stabiles Produkt von NO, wurde spectrophotometrisch mit der Griess-
Reaktion, einer etablierten Methode fiir die Analyse von Nitrit und Nitrat in fliissigen
Medien, bestimmt (Green et al., 1982; Arnal et al., 1995; Romero-Graillet et al., 1996;
Wang et al., 1996). Dabei bildet Nitrit in einer zweischrittigen Reaktion mit den beiden
Griessreagenzien ein Azoprodukt, das bei einer Wellenldinge von 540 nm ein
Absorptionsmaximum aufweist und somit photometrisch erfasst werden kann.

Dem Kulturmedium wurden 100 pl entnommen, in 96er MTP tiberfiihrt und mit 100 pl
Griess-Reagenz gemischt. Anschlieend wurde innerhalb 10 min die Extinktion bei
540 nm an einem Mikrotiterplattenphotometer bestimmt.

Griess-Reagenz

Griess 1 (1% Sulphanilamid in 5%ige Phosphorsaure)
Griess 2 (0,1% N-(1-Naphthyl)ethylendiamin in 5% Phosphorséure)

QGriess 1 : Griess 2 =1:1

Zuvor wurde eine Eichkurve mit Natriumnitrit im Konzentrationsbereich 0 — 50 uM in
phenolrotfreiem EGM-MV aufgenommen. Hierbei wurde der Verdiinnungsfaktor durch
die Zugabe von 1 Vol Griess-Reagenz beriicksichtigt. AuBerdem wurde die

Eigenabsorption des Mediums vom gemessenen Wert subtrahiert.

3.7.2 Analyse der Proteinexpression der NO-Synthasen mittels Westernblot-
Analyse

Dem Verfahren der Westernblot-Analyse liegt der Transfer von in einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine auf eine Nitrocellulosemembran und eine
anschlieBende  Antikorper-Erkennungsreaktion zugrunde. Die Auftrennung der
Proteingemische auf dem Polyacrylamidgel erfolgt mit hoher Trennschirfe. Die
Grundsubstanz des Geles, das Acrylamid, ist ein Monomer und bildet durch Zugabe

freier Radikale iiber ein Zweikomponenten-Redoxsystem (Ammoniumpersulfat und
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TEMED = N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin) in einer Kettenreaktion Polymere

aus, die zu einer Gelmatrix quervernetzt werden.

3.7.2.1 Zellaufschlufy

Die im Zellpellet befindlichen HDMEC (1 Mio) wurden in 100 pl SDS-Probenpuffer
(ohne Bromphenolblau) vollstindig resuspendiert und durch 10miniitiges Erhitzen bei
95 °C und 2 min Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nachdem die Suspension
(Rohextrakt) auf RT abgekiihlt war, wurde der Proteingehalt nach der Methode von
Lowry bestimmt und die Proben in der SDS-PAGE eingesetzt.

3.7.2.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Es wurden 10 pl des Rohextraktes mit A. bidest. ad 1 ml in einem Eppendorfgefdl3
vermischt und die Proben mit Hilfe des Protein-Assay-Kits fiir die Proteinbestimmung
vorbereitet:

1. Zugabe von 0,1 ml DOC-Losung (Natrium-deoxycholat, 1,5 mg/ml) zu den Proben
und zum Leerwert (1 ml A. bidest.)

Mischen und 10 min Inkubation bei RT

Zugabe von 0,1 ml Trichloressigsdure (72% w/v), mischen

Zentrifugation (5 min, 10000 U/min), Uberstand verwerfen

Pellet in 1 ml Lowryldsung 16sen und in Falcon-Rhrchen iiberfiihren

A O i

Eppendorfgefd3 mit 1 ml A. bidest. spiilen und ebenfalls zum Falcon-Réhrchen
geben, mischen

7. 20 min Inkubation bei RT

8. Zugabe von 0,5 ml Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagenz, mischen

9. 30 min Inkubation im Dunkeln bei RT

10. 200 pl in 96er well MTP iiberfithren und Vermessen der Extinktion bei 690 nm am
Mikrotiterplattenphotometer
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Zuvor wurde eine Proteineichkurve im Konzentrationsbereich 0 — 300 pg/ml mit

Rinderserumalbumin (BSA) aufgenommen.

3.7.2.3 Westernblot

Mit Hilfe der vertikalen Gelelektrophorese wurden die einzelnen Proteine in
Abhingigkeit von ihrer MolekiilgroBe aufgetrennt. Hierzu wurde dem aufgeschlossenen
Zellextrakt entsprechend soviel Volumen entnommen, da3 20 pg Protein in der SDS-
Gelelektrophorese eingesetzt wurden. Pro Geltasche eines 10%igen SDS-
Polyacrylamid-Geles wurden 30 pl aufgetragen, wobei mit SDS-Probenpuffer (mit
Bromphenolblau) aufgefiillt wurde.

SDS-Gel

Trenngel (10%): A. bidest. 5ml
Trenngelpuffer 2,5 ml
Acrylamid (38%) 2,5 ml
Temed S5ul
10% APS 75 ul

Sammelgel (5%): A. bidest. 2,5ml
Sammelgelpuffer 1 ml
Acrylamid (38%) 0,5 ml
Temed Sul
10% APS 36 ul

Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 60 —80 V.

Der Proteintransfer erfolgte im ,,Sandwich-Verfahren“, wobei eine Blot-Apparatur,
bestechend aus zwei Plattenelektroden eingesetzt wurde. Das SDS-Gel wurde
luftblasenfrei auf die Nitrocellulosemembran gelegt und diese zwischen sechs, in
Westernblot-Puffer eingeweichte Whatmanpapierlagen zwischen den Plattenelektroden

1 h bei 70 — 100 mA geblottet. Im AnschluB daran wurde die Membran mit 2%
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Ponceau-Losung gefdarbt, um den die Banden sichtbar zu machen. Nach mehreren
Waschschritten mit 1x TBS wurde die Nitrocellulosemembran {iber Nacht in einer
Blocking-Reagenz (1x TBS + 5% Trockenmilchpulver + 0,05% Natriumazid) bei
leichtem Schiitteln inkubiert. Danach wurde die Blocking-Reagenz entfernt und die
Membran mit dem primdren Antikorper (polyklonal Rabbit-anti-human eNOS bzw.
iNOS) 1:1000 (in 1x TBS + 5% Trockenmilchpulver + 0,05% Natriumazid) fiir 3 — 4 h
bei RT und leichtem Schiitteln inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 1x TBS
wurde die Membran mit den Sekunddrantikdrper dekoriert (Mouse-anti-Rabbit-IgG;
1:1000 in 1x TBS, 1 h bei RT). Nachdem mehrmals mit 1x TBS gewaschen wurde,
erfolgte die Detektion der spezifischen Proteinbanden mittels Chemilumineszenz iiber
die Peroxidaseaktivitit des Sekunddrantikorpers unter Benutzung des ,,Western blotting

analysis ECL-Systems* und anschlieBender Exposition auf einen Rontgenfilm.

3.7.3 Analyse der mRNA-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR

3.7.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus HDMEC erfolgte nach einem Standard-Protokoll
fiir Kulturzellen des ,,High Pure RNA Isolation Kit*:

In 200 ul PBS wurden 10° Zellen resuspendiert, anschlieBend mit 400 pl Lysepuffer
(4,5 M Guanidiniumchlorid, 50 mM Tris-HCI, 30% Triton[J X-100 (w/v), pH 6,6) gut

vermischt und die Probe folgendermallen weiterverarbeitet:

1. Probe auf den ,,High Pure Filter” eines Filtrationsgefdsses pipettieren

2. Zentrifugation (15 s bei 10000 U/min), Durchlauf verwerfen

3. Pro Probe 90 ul DNase-Inkubationspuffer (I M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10 mM
MnCl,, pH 7) mit 10 ul DNase 1 mischen und auf das ,,High Pure Filter* pipettieren

4. 15 min Inkubation bei RT

5. Zugabe von 500 pl Waschpuffer 1 (5 M Guanidiniumchlorid, 29 mM Tris-HCI,
pH 6,6 in Ethanol)
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6. Zentrifugation (15 s bei 10000 U/min), Durchlauf verwerfen, Filter-Tube ins gleiche
Auffanggefil} setzen

7. Zugabe von Waschpuffer 2 (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCIL, pH 7,5 in Ethanol)

8. Zentrifugation (sieche Punkt 6)

9. Zugabe von 200 pl Waschpuffer 2 und Zentrifugation (3 min bei 13000 U/min)

10. Filter-Tube in ein 1,5 ml-Eppendorfgefa3 setzen und RNA durch Zugabe von 50 —
100 pl Elutionspuffer und anschlieBender Zentrifugation (1 min bei 10000 U/min)

eluieren.

Die RNA-Ausbeute wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Die Reinheit der
isolierten RNA wurde anhand des Verhéltnisses ODygp : ODygo tiberpriift. Bis zur
weiteren Aufarbeitung wurde die RNA-Probe bei —20 °C gelagert.

3.7.3.2 ¢cDNA-Synthese

Die reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktionsanalyse erfolgte iiber die ,,two
step“~-Methode. Zuerst wurde die isolierte Gesamt-RNA unter Verwendung von
,Ready-To Go™ You-Prime First-Strand Beads* in ,.full-length® einzelstringige copy-
DNA (cDNA) umgeschrieben und danach mit spezifischen Primern in der PCR
amplifiziert. Fiir die Umschreibung der RNA in cDNA wurde die ,,Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MuLV)“-Reverse Transkriptase verwendet, die in den Beads
zusammen mit Puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP und RNase/DNase freiem BSA
enthalten war.

Entsprechend der berechneten Nukleinsidure-Konzentration anhand der OD,g0-Werte
wurde soviel Volumen der Probe entnommen, dal 4 pg in der cDNA-Synthese
eingesetzt wurden. Mit DEPC-behandeltem A. bidest wurde auf 32 ul aufgefiillt und die
RNA 10 min bei 65 °C denaturiert. Nach sofortiger Inkubation fiir 2 min auf Eis wurde
die RNA in die Reaktionsgefdsse mit den ,,First-Strand Beads* pipettiert, 1 ul Random-
Primer (pd(N)s) zugegeben und nach kurzem Mischen 1 h bei 37 °C inkubiert. Bis zum
Einsatz in den verschiedenen PCR-Reaktionen wurden die cDNA-Proben bei —20 °C

gelagert.
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3.7.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ziel der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1985) ist die selektive Vervielfaltigung
von bestimmten DNA-Abschnitten. Mit Hilfe von zwei chemisch synthetisierten
Oligonukleotiden (Primer), die zu den Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz
komplementir sind, wird der Bereich zwischen den Primern durch eine thermostabile
DNA-Polymerase dupliziert. Durch aufeinanderfolgende Zyklen der Denaturierung der
DNA-Stringe, Anlagerung der Primer (Annealing) und DNA-Synthese (Elongation)
wird eine exponentielle Vervielfachung des gewiinschten DNA-Fragments erreicht, da
jeder neugebildete Strang als Matrize fiir die Synthese eines weiteren Stranges genutzt
wird.

Der Reaktionsansatz fiir die durchgefiihrten PCR-Reaktionen erfolgte nach einem

Standardprotokoll:

Reagenzien Volumen Endkonzentration im 20 nul Reaktionsansatz
MgCl,-Puffer 2 ul 1,5 mM

dNTP 0,4 ul 0,2 mM

fwd Primer 0,5 ul 0,5 uM

rev-Primer 0,5 ul 0,5 uM

DEPC-H,0O 13,6 ul -

Tag-Polymerase 0,5 pl 0,625 U/20 pl

cDNA (Template) 3ul <0,2 png/20 ul

Die Reagenzien wurden in einem 0,7 ml-Reaktionsgefal vermischt, wobei die Zugabe
der Tag-Polymerase und der cDNA zum Schluf3 erfolgte. Dem schlof3 sich die
Amplifizierung der spezifischen DNA-Fragmente in einem Thermocycler nach

folgendem Protokoll an:
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Initial-Denaturierung 95 °C 3 min

Denaturierung 95°C 45 s N

Annealing 55 °C (eNOYS) 45s
63 °C (GAPDH) > 35 Zyklen
55 °C (iNOS)

Elongation 72 °C 1 min J

Finale Elongation 72 °C 7 min

Die in der PCR eingesetzten Primer (5° - 3°) basierten auf Veroffentlichungen von Sasa

and Michel (1995) und Teng et al. (1998):

eNOS: (for) CCAGCTAGCCAAAGTCACCAT
(rev) GTCTCGGAGCCATACAGGATT

INOS: (for) GAGGAAGTGGGCAGGAGAATG
(rev) GTAGTAGAAAGGGGACAGGAC

GAPDH: (for) GTGAAGGTCGGTGTGAACGGATTT
(rev) CACAGTCTTCTGAGTGGCAGTGAT.

In Negativ-Kontrollreaktionen = wurden anstelle der cDNA-Templates die
entsprechenden RNA-Proben (ohne vorherige cDNA-Synthese) eingesetzt.

Als eines der ,house keeping genes wurde die Expression der GAPDH-mRNA
(Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) in der PCR erfalit und fiir die
semiquantitative Auswertung herangezogen. Hierzu wurde die Intensitdt der einzelnen
Banden densitometrisch vermessen und jeweils das Verhiltnis eNOS/GAPDH bzw.
iINOS/GAPDH bestimmt (Bobadilla et al., 1999).

Nach Beendigung jeder PCR wurden die amplifizierten DNA-Fragmente (eNOS 354
bp, iNOS 294 bp, GAPDH 555 bp) auf 4 °C gekiihlt und iiber eine horizontale

Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt.
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3.7.3.4 Agarosegel-Elektrophorese

Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickrates bei allen pH-Werten
negativ geladen (Ibelgaufs, 1990). Diese FEigenschaft ist die Grundlage der
verschiedenen Methoden zur Gelelektrophorese. Sowohl DNA- als auch RNA-
Fragmente wandern in einem elektrischen Feld stets in Richtung Anode, und zwar um
so langsamer, je groBer sie sind. Visualisierbar werden im Gel aufgetrennte
Nukleinsduren durch eine Ethidiumbromidfiarbung. Dieses Basenanalogon interkaliert
in doppelstrangige Nukleinsdure-Molekiile, die dann im UV-Licht (254 nm — 300 nm)
durch ihre rot-orange Fluoreszenz sichtbar werden.

Die horizontale Agarosegel-Elektrophorese dient der Ergebnisauswertung verschiedener
Modifikationen von RNA und DNA (PCR, Restriktion usw.).

Zur Herstellung der Gele (1,5%ig) wurde Agarose in 0,5% TBE-Puffer durch Kochen in
der Mikrowelle gelost, abgekiihlt, 300 pg/l Ethidiumbromid zugegeben und in die
Gelschlitten gegossen. Nach vollstindigem Erhdrten des Gels wurden die Proben
(10 pul) mit 3 pl Ladepuffer gemischt und jeweils in die Geltaschen pipettiert. Die
Elektophoresekammer wurde an ein Stromversorgungsgerit angeschlossen und das Gel
bei 80 V ca. 2 h laufen gelassen. Die einzelnen DNA-Fragmente wurden iiber die
Fluoreszenz anhand der Ethidiumbromid-gefdarbten Banden in einem UV-Imager

identifiziert.

3.7.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die spezifischen PCR-Produkte wurden nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
mit Hilfe eines UV-Tisches aus dem Gel ausgeschnitten, wobei die Banden aufgrund
der Ethidiumbromidfarbung sichtbar waren. Diese Agaroseblockchen wurden durch ein
diinnes Filterpapier (Whatman-Papier) in ein Eppendorfgefall zentrifugiert (20 sec bei
13000 U/min). AnschlieBend wurde die aufgefangene DNA (50-100 ul) mit 1/10 Vol
7,5 M Natriumacetat und 3 Vol eiskaltem Ethanol (abs.) iiber Nacht bei- 20 °C gefillt,

dann abzentrifugiert und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen.



Materialien und Methoden 36

3.7.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens (Sanger et
al., 1977). Diese Methode basiert auf die Ermittlung von DNA-Sequenzen durch
kontrollierten Abbruch der DNA-Synthese. Nach einem Denaturierungsschritt der
doppelstrangigen DNA schlie3t sich die Anlagerung eines sequenzspezifischen Primers
an. Dann folgt eine Auffiillreaktion des Einzelstranges iiber die enzymatische Aktivitit
der DNA-Polymerase. Eine Limitierung der ddNTP’s hat statistische, basenspezifische
Kettenabbriiche zur Folge. Bei der nichtradioaktiven Sequenzierung sind diese mit vier
verschiedenen  Fluoreszenzfarbstoffen = kovalent  markiert. = Wihrend  der
gelelektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente in einem denaturierenden
Polyacrylamidgel erfolgt eine Anregung der vier Fluoreszenzfarbstoffe {iiber
Laserabtastung. Die emittierten Farbsignale werden {iber Filter in einen Photomultiplier
geleitet und anschliefend computergestiitzt in die entsprechende Nukleotidsequenz
iibersetzt.

Die aus dem Agarosegel eluierte und aufgereinigte DNA wurde in 11 pl A. bidest.

aufgenommen und in der anschlieBenden Sequenzreaktion folgendermaf3en eingesetzt:

8 ul ,,Dye Terminator Sequencing*“-Stocklosung
1 pl Primer (eNOS, iNOS oder GAPDH)
11 ul DNA (ca. 2 pg).

In einem Thermocycler fand die Sequenzreaktion nach folgendem Programm statt:

1 min 96 °C (Vordenaturierung)

30 sec 96 °C (Denaturierung)
15 sec 50 °C (Annaeling) 27 Zyklen
4 min 60 C° (Elongation)

4 min 60 °C (Elongation)

Nach Reaktionsende wurde die DNA mit 7 ul 2 M Natriumacetat und 68 pl Ethanol
(abs.) fiir 20 min auf Eis gefillt und anschlieBend fiir 15 min bei 13000 U/min und
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10 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 150 pl 70 %igen Ethanol gewaschen, nach
erneuter Zentrifugation luftgetrocknet und in 4 pl Formamid/EDTA-Puffer des
Dynemic ET  Terminator Cycle Sequence Kites aufgenommen. Die
gelelektrophoretische Analyse der Sequenzierung erfolgte auf einem ABI-Sequencer
733 (Applied Biosystems) im Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung (ZMG)

der Medizinischen Fakultat der Universitit in Halle.

3.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SigmaStat fiir
Windows. Unterschiede wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 betrug. Bei der Auswertung der Daten zur DNA-
Syntheserate kam der parameterfreie Kruskal-Wallis Test (One Way Analysis of
Variance on Ranks) zur Anwendung, der nicht normalverteilte Grundgesamteinheiten
miteinander vergleicht. Die Priifung der signifikanten Unterschiede der iibrigen
zellbiologischen und molekularbiologischen erfolgte mit dem Mann-Whitney (Rank

Sum) Test.
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4 FErgebnisse

4.1 Charakterisierung der isolierten HDMEC

Der Einsatz von Zellkulturen ist unverzichtbar, um biologische und biochemische
Vorginge zu untersuchen, die Regulation bestimmter Stoffwechselmechanismen zu
verstehen und derartige Abldufe unter pathophysiologischen Bedingungen zu kliren und
mogliche therapeutische Strategien zu entwickeln.

Studien an Endothelzellkulturen liefern einen entscheidenden Beitrag zum besseren
Verstidndnis der vaskuldren Biologie (Folkman and Haudenschild, 1980). Das
Endothelium ist in seiner Beschaffenheit duBBerst heterogen (Hewett and Murray, 1993).
Ein erheblicher Anteil der Endothelzellen ist im mikrovaskuldren GefdB3system prasent.
Bei der Isolierung und Kultivierung von mikrovaskuldren Endothelzellen ist vor allem
die Kontamination durch andere Zelltypen, wie Fibroblasten, Perizyten und glatten
Muskelzellen ein Problem (Hewett and Murray, 1993, Review). Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen wurde eine in der Literatur anerkannte Methode zur
Isolierung von humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen etabliert und in der
routineméfBigen Gewinnung dieser Zellen zum Zwecke von in vitro Studien angewandt.
Hewett and Murray (1993) entwickelten ein Verfahren, bei dem humane
mikrovaskuldre Endothelzellen durch eine immunomagnetische Separation mit Hilfe

von anti-PECAM-1 (CD31) beschichteten Magnetbeads isoliert wurden.

4.1.1 Zellausbeute und Reinheit der isolierten HDMEC

Unter Anwendung der Isolierungsmethode mit anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads
konnten erfolgreich humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen aus
Vorhautgewebe gewonnen werden. Die Primérkultur entstand stets aus gepoolten
Hautproben, wobei die Altersspanne der Spender zwischen 1 und 10 Jahren lag.

Die Primidrkultur der mikrovaskuldren Endothelzellen erreichte unter den in Tab. 2

aufgezeigten Wachstumsbedingungen nach 9 bis 11 Tagen eine vollstindige Konfluenz.
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Tab. 2: Effizienz der Isolierungsmethode fiir humane dermale mikrovaskulére
Endothelzellen aus Vorhautgewebe (Hewett and Murray, 1993) unter
Verwendung von anti-CD3 1-beschichteten Dynabeads.

Kulturbedingungen

Kulturmedium EGM-MV
Temperatur 37°C
Luftfeuchtigkeit 90%

CO, 5%
Mediumwechsel jeden 2. Tag
Konfluenz der Priméarkultur 911 Tage
Zellausbeute der Primérkultur pro Spenderhaut 1 -2 Mio
Maximale Subkulturen 6

Optimale Subkultur 2.

Die Bestimmung der Anzahl der trypsinierten, vereinzelten Zellen der Primérkultur
ergab eine Ausbeute von 1 bis 2 Mio Zellen pro Spenderhaut. Die Ausbildung einer
adhidrenten Monolayer wurde nicht durch die an den ,Starterzellen® haftenden
Dynabeads beeinflult. Am 3. Kulturtag (Abb. 4) war die Ausbildung einzelner
Zellcluster mit anhaftenden Dynabeads zu beobachten. Diese, aus teilungsfdahigen
Zellen bestehenden Cluster vergréBerten sich, so dall schlieBlich, wie in Abbildung 6
dargestellt, eine konfluente Monolayer entstand. Hierbei konnte ein homogener,
,Kopfsteinpflaster-ahnlicher* Zellrasen beobachtet werden, der charakteristisch fiir eine

Endothelzellkultur ist. Vereinzelt hafteten noch Dynabeads an Zellen.

Dvynabeads

Abb. 4: Primdrkultur von humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen
(HDMEC) in EGM-MV, 3 Tage, Separation mit anti-PECAM-1 beschichteten
Dynabeads; Vergroferung 10 x 20.
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Abb. 5: Primérkultur einer gemischten Zellpopulation in EGM-MV, 5 Tage, ohne
Separation mit anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads; VergroBerung
10 x 20.

Abb. 6: Konfluente Monolayer einer Primérkultur von humanen dermalen
mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) in EGM-MV, 10 Tage, Separation
mit anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads; (a.) VergroBerung 10 x 10
(b.) HDMEC mit anhaftenden Dynabeads (Pfeil), Vergroerung 10 x 40.

Versuche zur Subkultivierung mit den isolierten HDMEC lieferten das Ergebnis, daf3
bis zur 6. Subkultur kultiviert werden konnte, sich aber aufgrund der FACS-Analyse
zum von-Willebrand-Faktor, des morphologischen Bildes der Zellen und der
nachlassenden Teilungsfahigkeit die 2. Subkultur als optimal erwies.

Eine Zellkultur ohne vorherige Separation mit anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads
setzte sich, wie in Abbildung 5 zu sehen, aus verschiedenartigen Zelltypen zusammen.
Am 5. Tag der Kultivierung konnte beobachtet werden, dafl Fibroblasten-dhnliche
Zellen die Endothelzellpopulation iiberwuchsen. Die wenigen ausgebildeten

Endothelzellkomplexe vergroBerten sich nicht.
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4.1.2 FACS-Analyse des von Willebrand Faktors (vVWF)

Neben der typischen ,,cobblestone-like-Struktur (Kopfsteinpflaster) der Endothelzell-
Monolayer als morphologische Charakteristik zdhlt die Expression des intrazelluldr
lokalisierten von Willebrand Faktors (vVWF) zu einem immunologischen Kriterium, mit
dessen Hilfe Endothelzellen identifiziert werden konnen. Der vWEF, der ein 260 kDa
grofles Glykoprotein darstellt, bildet zusammen mit einem kleineren Eiweill einen
hochmolekularen Komplex, der in den Gerinnungsvorgang involviert ist (Jackson et al.,
1990; Kanitakis, 1998; Fukuchi et al., 2001).

Verschiedene Subkulturen von HDMEC, die durch die immunomagnetische Separation
mit Hilfe der anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads aus Vorhautgewebe gewonnen
wurden, wurden anschlieBend der flowzytometrischen Analyse zur Bestimmung des
vWF zugefiihrt.

Die Primarkultur der isolierten HDMEC (Abb. 7) zeigte deutlich die Expression des
vWF, wobei 97,08% * 0,8 der vermessenen Population vWF-positiv waren (Tab.3).
Auch in der 1. (Abb. 8) und 2. Passage (Abb. 9) der HDMEC konnte sehr gut dieser
Marker nachgewiesen werden. Der Anteil der positiven Zellen ergab sich, wie aus der
Tab. 3 zu entnehmen, aus 91,41% % 3,72 bzw. 95,14% + 2,78 der vermessenen

Gesamtpopulation.
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Abb. 7:

Abb. 8:
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Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vWF) an einer
Primérkultur von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 10 Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit anti-human

vWEF-FITC.
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Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vWF) an der 1.
Passage von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 7 Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit anti-human

vWEF-FITC.
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Abb. 9:

Abb. 10:
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Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an der 2.

Passage von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 7 Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit anti-human

vWEF-FITC.
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Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an der 3.

Passage von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 7 Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit anti-human

vWEF-FITC.
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Im Vergleich zur Endothelzellkultur, in der zuvor die Endothelzellen mit den
Dynabeads separiert wurden, sollte eine Kultur getestet werden, die eine
Mischzellkultur darstellte. Hierbei wurde nur bei 48,76% + 4,9 der Zellen ein positives
vWPF-Signal erhalten (Abb. 11). Ahnlich waren die Daten der FACS-Analyse der 3.
Passage der HDMEC. Nur in 53,41% + 2,00 der vermessenen Zellen konnte die
Expression des vVWF nachgewiesen werden (Abb. 10).
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Abb. 11: Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vWF) an einer

Primérkultur einer Mischzellpopulation, nach 10 Tagen Kultivierungsdauer in
EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit anti-human vWF —FITC.

Tab. 3: Quantitative Bestimmung des Anteils der vWF-positiven Zellen beziiglich der
vermessenen Gesamtpopulation in den verschiedenen Zellkulturen; Methode:
Flowzytometrische Analyse mit anti-human vWF-FITC; n = 3.

Anteil der vWF-positiven Zellen in der vermessenen Gesamtpopulation [%]

Primérkultur | Primirkultur 1.Passage 2.Passage 3.Passage
gemischte HDMEC HDMEC HDMEC HDMEC
Zellpopulation
48,76 £ 491 97,08 £ 0,83 91,41 £3,72 95,14 £ 2,78 53,41 £2,00
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4.1.3 Nachweis der Mycoplasmenfreiheit

Die verschiedenen Subkulturen der isolierten HDMEC wurden stichprobenartig auf
mogliche Mycoplasmenkontaminationen untersucht. Mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Hoechst 33258 wurde die DNA in den Zellkernen gefarbt und
durch Anregung mit UV-Licht im Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Die Abbildung 12
zeigt reprdsentativ eine Mycoplasmen-freie Endothelzellkultur, auf der die
fluoreszierenden Zellkerne dargestellt sind. Mycoplasmen-DNA, die als kleine,
fluoreszierende Punkte zwischen den Zellkernen sichtbar wiren, konnten nicht

nachgewiesen werden.

Abb. 12: Mycoplasmen-freie Kultur von HDMEC, 1. Passage, nach 3 Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV, Darstellung der fluoreszierenden Zellkerne
nach DNA-Férbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258.

4.1.4 Wachstumsverhalten der isolierten HDMEC

Um die isolierten HDMEC weiter zu charakterisieren und zu kléren, welcher Zeitpunkt
der Zellkultur optimal fiir beispielsweise Vitalitits- bzw. Toxizitidtsexperimente oder
Enzymaktivititsbestimmungen sind, wurde untersucht, wie sich die Teilungsfahigkeit
der Zellen gestaltete. Hierfiir wurde das Proliferationsverhalten der isolierten HDMEC
anhand der DNA-Syntheseleistung iiber den Einbau von radioaktiv markiertem
[*H]Thymidin wihrend der Synthesephase des Zellzyklusses niher untersucht und mit
einer Kultur aus kommerziell erhdltlichen HDMEC verglichen. Es wurde sichergestellt,
dal bei beiden Versuchsansitzen identische Kulturbedingungen herrschten. Es wurde

jeweils die 2. Subkultur verwendet. Bereits 24 h nach Zellaussaat erfolgte die erste
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Messung (= 1.Tag). Ein Mediumwechsel fand bis zum 7. Tag nicht statt, um

Wachstumsschiibe, verursacht durch das Zufiihren neuer Néhrstoffe, zu vermeiden.
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Abb. 13: Bestimmung der DNA-Syntheseleistung in isolierten HDMEC, 7 Tage

Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: [*H]Thymidineinbau; * p < 0,05 im
Vergleich zum Vortag, # im Vergleich zum 1.Tag; n = 24.

Die Abbildung 13 stellt die Ergebnisse zur DNA-Syntheseleistung in isolierten
HDMEC dar. Am ersten Tag nach Zellaussaat war die Anzahl an teilungsfahigen Zellen
noch gering, so dall wenig [3H]Thymidin eingebaut wurde. Am 2. Tag verdreifachten
sich die DPM-Werte, wobei dhnliche Daten am 3. und 4. Tag erhalten wurden. Der 5.
Tag stellte den Hohepunkt der DNA-Syntheseleistung dar. Die [°H]-DPM-Werte waren
etwa viermal so hoch wie am Vortag. Bereits am folgenden Tag fielen die Werte stark
ab. Am 7. Tag wurden dhnliche Werte verglichen mit den Tagen 2 — 4 erreicht.

Eine é&hnliche Tendenz der DNA-Syntheseleistung wurde bei den kommerziell
erhidltichen HDMEC beobachtet (Abb. 14). Auch hier stellt der 5. Tag ein
Proliferationsmaximum dar. Allerdings ist sowohl der Anstieg bis zum 5. Tag als auch
der danach einsetzende Abfall durch eher allmihliche Anderungen der DPM-Werte

gekennzeichnet.
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Abb. 14: Untersuchung der DNA-Syntheseleistung in kommerziell erhéltlichen HDMEC,

7 Tage Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: [*H]Thymidineinbau;
*p <0,05im Vergleich zum Vortag, # im Vergleich zum 1.Tag; n=12.

4.1.5 Bewertung der HDMEC-Isolation

Die Zellen des GefdBlsystems spielen eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl
physiologischer und pathologischer Prozesse, wie z.B. der Immunantwort, der
Wundheilung, Entziindung, Tumormetastasierung, der Angiogenese u.v.a. (Ades et al.,
1992; Detmar et al., 1992; Frank et al., 1996; Gupta et al., 1997; Fritsch, 1998; Richard
et al., 1998; Lee et al., 1999). Zur Klarung solcher Prozesse werden haufig Studien an
Zellkulturen aus makrovaskuliren Endothelzellen durchgefiihrt, die relativ einfach
und preiswert aus der Nabelschnur gewonnen und kultiviert werden kénnen (Ades et al.,
1992; Swerlick and Lawley, 1993). Dagegen steht allerdings die Tatsache, daf sich die
meisten pathophysiologischen Ereignisse auf der Ebene mikrovaskulirer
Endothelzellen abspielen. Bei Entziindungsprozessen beteiligte Zellen, wie
Lymphozyten, Neutrophile oder Monozyten miissen, bevor eine Reaktion im
parenchymalen Gewebe verschiedener Organe moglich ist, zuerst mit Zellen des
mikrovaskulidren Gefdflsystems interagieren (Swerlick et al., 1991; Marui et al., 1993).
Hinzu kommt, dal anhand einer Vielzahl von Studien nachgewiesen wurde, daf}

Endothelzellen der Makro- und Mikrogefdsse unterschiedlich stark in solche
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pathophysiologischen Prozesse involviert sind. Das betrifft unter anderem die
Prostaglandinsekretion, die = Expression,  Funktion und Regulation der
Zelladhdsionsmolekiile (cell adhesion molecules = CAM) auf der Zelloberfliche
(Swerlick et al., 1991; Swerlick et al., 1992; Hewett and Murray, Review 1993;
Swerlick and Lawley, 1993; Heckmann et al., 1994; Sepp et al., 1994; Swerlick et al.,
1994; Frank et al., 1996; Gille et al., 1996; Kluger et al., 1996; Swerlick et al., 1996;
Gille et al., 1997; Mason et al., 1997; Richard et al., 1998; Lindsey et al., 2000). Somit
stellt die Kultur aus mikrovaskulidren Endothelzellen verglichen mit einer Kultur aus
makrovaskularen Endothelzellen ein realitidtsnahes und bevorzugtes Modell zur Studie
solcher Vorginge dar (Ades et al., 1992; Hewett and Murray, 1993; Gupta et al., 1997).

Von mehreren Arbeitsgruppen wurden verschiedene Methoden zur Isolierung von
mikrovaskuldren Endothelzellen entwickelt. In Anlehnung an die Veroffentlichung von
Hewett and Murray (1993) wurden in der vorliegenden Untersuchungen anti-CD31-
beschichtete Dynabeads fiir eine immunomagnetische Separation zur Gewinnung von
humanen mikrovaskuldren Endothelzellen aus Hautgewebe eingesetzt. Hierbei konnten
homogene Kulturen aus humanen dermalen mikrovaskuliren Endothelzellen isoliert
und erfolgreich subkultiviert werden. Ein Vergleich des Phinotyps einer solchen
Zellkultur mit denen von anderen Autoren (Jackson et al., 1990; Ruszczak et al., 1990;
Ades et al., 1992; Richard et al., 1998) ergibt ein identisches mikroskopisches Bild.
Sehr heterogen war dagegen die Zellkultur, die zuvor nicht mit anti-CD31-beschichteten
Dynabeads inkubiert wurde. Die Identifizierung der verschiedenartigen Zelltypen einer
solchen Mischkultur wurde in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Es ist wahrscheinlich,
daB3 es sich bei einer solchen Mischzellpopulation um dermale Fibroblasten, Perizyten
und/oder glatten Muskelzellen handelte (Chan et al., 1998). Die Separation der HDMEC
iiber den Zelloberflichenmarker PECAM-1 stellte eine effiziente Methode zur
Isolierung von HDMEC dar. PECAM-1 (CD31) ist ein hoch spezifischer Marker fiir
Endothelzellen. Er ist ein 130 kDa Glykoprotein und wird konstitutiv von
Endothelzellen (ca. 10° Molekiile/Zelle) und einigen anderen Zellen, wie Monozyten
und Granoluzyten exprimiert. Ebenso ist er in Zellen makrovaskulidrer Gefédsse
(HUVEC) zu finden. Im Vergleich zum Ulex europaeus Agglutinin-1 (UEA-1) Lektin,
das hidufig als Marker fiir die Identifizierung von Endothelzellen benutzt wird, wird

CD31 nicht auf der Oberfliche von anderen epithelialen und mesothelialen Zellen
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exprimiert (Jackson et al., 1990; Hewett and Murray, 1993; Hewett and Murray,
Review, 1993). Folglich zeigt CD31 als Marker eine hohere Spezifitdt Afiir
Endothelzellen. Die Autoren Gupta et al. (1997) beschreiben eine weitere Methode zur
Isolierung von HDMEC aus Vorhautgewebe. Hierbei wurden Gewebekulturplatten,
beschichtet mit einem EN4-Antikorper eingesetzt. Die Effizienz ist mit der CD31-
Methode vergleichbar. Ein eher aufwendiges Verfahren zur Isolierung von HDMEC ist
die Aufreinigung iiber einen Percollgradienten, wobei die Zellsuspension in eine
Percoll-Losung gegeben wird und nach anschlieender Zentrifugation sich die HDMEC
aufgrund ihrer spezifischen Dichte in einem bestimmten Bereich des Percollgradienten
akkumulieren (Ruszczak et al., 1990; Detmar et al., 1992; Lee et al., 1992; Lynn et al.,
1994).

In der vorliegenden Arbeit konnten die isolierten HDMEC bis zur 6. Passage
subkultiviert werden (siche Tab. 2), wobei sich allerdings die 2. Passage als optimale
Kultur fiir weiterfiihrende Experimente erwies. Eine weitaus hohere Passagenanzahl (bis
zu 10) erreichten andere Arbeitsgruppen (Jackson et al., 1990; Ades et al., 1992; Lee et
al., 1992; Lynn et al, 1994). Das morphologische Bild unserer Zellkultur, die
nachlassende Teilungsfahigkeit und die immunologische Charakterisierung anhand des
von-Willebrand-Faktor erlaubten nicht eine solche ldnger andauernde Subkultivierung.
Die Identifizierung der HDMEC kann, dhnlich der Isolierung, liber verschiedene
zellspezifische Marker erfolgen. Die hier aus der Vorhaut isolierten HDMEC wurden
durch den Einsatz der anti-CD31-beschichteten Dynabeads bereits selektiert. Ferner war
die Kultur durch die Endothelzell-typische ,,cobblestone*“~-Morphologie gekennzeichnet.
Der intrazelluldr lokalisierte von-Willebrand-Faktor als spezifischer Marker fiir
Endothelzellen konnte mittels FACS-Analyse in der Primir- (97,08%), in der 1.
(91,41%) und 2. (95,14%) Subkultur nachgewiesen werden. In Cai et al. (1992),
Heckmann et al. (1994) und Chan et al. (1998) waren ebenfalls ca. 95% vWF positiv.
Der Anteil der vWF-positiven Zellen verringerte sich mit steigender Passagenzahl der
HDMEC und bei einer Kultur nach fehlender Selektion durch anti-CD31-beschichtete
Dynabeads. Offenbar verlieren die isolierten HDMEC im Laufe einer Langzeitkultur die
Fahigkeit, bestimmte Markerproteine zu exprimieren. Aullerdem wurde wihrend der
Zellisolierungsversuche beobachtet, da3 bei nachlassendem Proliferationsverhalten sich

die Morphologie der Zellkultur &nderte. Aus diesem Grund wurden fiir
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zellphysiologische Untersuchungen nur Kulturen eingesetzt, die aus proliferierenden
Endothelzellen bestanden.

Neben dem vWF als Endothelzell-spezifischen Marker haben Autoren die Expression
anderer Marker als Identifizierungsmerkmale herangezogen, beispielsweise den
Rezeptor fiir das fluoreszenzmarkierte acetylierte ,,low-density lipoprotein® (Dil-Ac-
LDL), PECAM-1 (CD31), E-Selektin (ELAM-1), Angiotensin-spaltendes Enzym
(ACE), CD36, UEA-1 (George et al., Mason et al., 1996, Heckmann et al., 1997).

Uber das Proliferationsverhalten kann basierend auf die Daten zum
[3H]Thymidineinbau ausgesagt werden, dall die DNA-Syntheseleistung in den isolierten
Endothelzellen durch eine anfingliche Lag-Phase , die bis zu 4 Tage andauern kann,
dann durch eine sprunghafte Steigerung gekennzeichnet war.

Die Ergebnisse der Isolierung und Kultivierung von humanen dermalen
mikrovaskulidren Endothelzellen aus Vorhautgewebe lassen die Schlussfolgerung zu,
daB3 das in dieser Arbeit angewandte immunomagnetische Verfahren unter Verwendung
von anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads geeignet ist, eine homogene, reine und
subkultivierbare Endothelzellkultur zu erhalten. Die Methode ist wenig zeit- und
kostenaufwendig und kann bei veridnderten Aufgabenstellungen beispielsweise durch
die Verwendung anderer Antikérper modifiziert und somit auf andere Zelltypen und

Markerproteine ausgerichtet werden.
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4.2 Untersuchungen zum Einflul verschiedener Substanzen auf den L-

Arginin/NO-Stoffwechsel in HDMEC

Ziel der Untersuchungen mit den hier eingesetzten physiologisch relevanten
Verbindungen war zu kldren, inwieweit eine Modulation der L-Arginin-vermittelten
NO-Generierung in humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen hervorgerufen
wird.

Zunichst wurde untersucht, welchen Effekt die Testsubstanzen auf die Teilungs- bzw.
Lebensfahigkeit der HDMEC ausiiben. Hierfiir wurden nach den verschiedenen
Inkubationszeitraumen (24 h, 48 h und 72 h) die Zellen trypsiniert und die Zellanzahl
bestimmt.

Die Beeinflussung der NO-Generierung wurde iiber eine Aktivititsbestimmung
untersucht, wobei die Freisetzung eines der Endprodukte (NO) der NOS-vermittelten
Oxidationsreaktion gemessen wurde. Mit Hilfe der Griess-Reaktion konnte der Gehalt
an  Nitrit, einem  stabilen = NO-Oxidationsprodukt, im  Kulturmedium
spektrophotometrisch bestimmt werden.

Zu den getesteten Verbindungen zdhlten zum einen die kationischen Aminosduren L-
Arginin, L-Ornithin und L-Lysin. Sie werden vorwiegend iiber den kationischen
Aminoséuretransporter (y'-Transporter) in die Zelle transportiert. Zum anderen wurde
untersucht, ob durch eine Erhdhung der extrazelluliren Ca**-Konzentration und durch
Zugabe des essentiellen Cofaktors Tetrahydrobiopterin die NO-Freisetzung, ergo die
Aktivitdt der NO-Synthase, moduliert werden kann.

Des weiteren sollte untersucht werden, ob die L-Arginin-enthaltenen Dipeptide L-
Arginyl-Arginin (L-Arg-Arg) und L-Arginyl-Leucin (L-Arg-Leu) einen Effekt auf die
Nitritakkumulation der HDMEC zeigen.

4.2.1 EinfluBl der verschiedenen Substanzen auf die Vitalitét

Humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen wurden in EGM-MV ca. 3 Tage in

Kulturschilchen ([ 60 mm) kultiviert, anschlieBend das Medium durch phenolrotfreies

EGM-MV (ohne Hydrocortison und Rinderhirnextrakt) ersetzt und mit den
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verschiedenen Substanzen fiir eine Zeitdauer von 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Durch
Bestimmung der Anzahl der trypsinierten Zellen mittels des Zellcoulters konnte der
Einfluf} der eingesetzten Substanzen auf die Teilungsfahigkeit von HDMEC untersucht

werden.

4.2.1.1 Einflufl von L-Arginin

Die kationische Aminosdure L-Arginin wurde in einem Konzentrationsbereich von
0,5 mM-50 mM als Endkonzentrationen getestet. Das verwendete EGM-MV enthielt
0,5 mM L-Arginin (Kontrolle).

Nach einer 24stiindigen Behandlung mit L-Arginin wirkten 50 mM toxisch (Abb. 15).
Die Zellanzahl reduzierte sich auf ca. 60% im Vergleich zur Kontrolle. Dieser toxische
Effekt war nach 48 h und 72 h weitaus deutlicher. Geringere Konzentrationen, wie
5 mM, 10 mM und 25 mM zeigten selbst bei 72stiindiger Inkubation keinen
hemmenden Einflufl auf die Anzahl teilungsfidhiger Endothelzellen. Bei 10 mM (48 h)
wurde ein leichter Anstieg (auf 115%) beobachtet.
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Abb. 15: EinfluB von L-Arginin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48, 72 h

Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Zellanzahlbestimmung
mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (0,5 mM
Basalkonzentration an L-Arginin im Medium); n = 3.
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Der Einfluss der verschiedenen L-Argininkonzentrationen kann aulerdem anhand der
verdnderten Zellmorphologie aufgezeigt werden. Nach der Supplementierung von 5, 10
und 25 mM L-Arginin war ein konfluenter intakter Zellrasen erkennbar. Diese
Beobachtung war nach allen Inkubationszeiten identisch. Die Abbildungen 16a und
16b, auf denen eine mikroskopische Darstellung einer Kontroll- und einer 10 mM-
behandelten Zellkultur abgebildet sind, zeigen reprdsentativ die Vertrdglichkeit der
HDMEC-Kultur gegeniiber L-Arginin. Der schiadigende Effekt von 50 mM L-Arginin,
der bereits nach 24 h auftrat und nach 72 h besonders deutlich war, ist in der Abbildung

17 zu sehen.

Abb. 16: HDMEC nach 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV mit (a.)
0,5 mM L-Arginin, (b.) 10 mM L-Arginin; VergroBerung 10 x 10.

Abb. 17: HDMEC nach 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV mit 50 mM L-

Arginin; Vergroferung 10 X 10.
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4.2.1.2 EinfluB von Ca*'Tonen

Durch Zugabe von CaCl, wurden dem Kulturmedium freie Ca’'Tonen zugesetzt und
somit die extrazelluldre Konzentration erhoht. Wie aus der Abbildung 18 zu entnehmen,
trat ein geringer proliferationssteigender Effekt bei 1 mM/ 24 h auf (109% vs.
Kontrolle). Nach 48 h/ 1 mM und 72 h/ 2 mM kam es zu einer geringfiigigen Reduktion
der Zellanzahl. Eine stirkere Beeinflussung der Proliferationsfahigkeit humaner
dermaler mikrovaskulirer Endothelzellen durch Supplementation von Ca**-Ionen wurde

iiber den gesamten Zeitraum nicht beobachtet.
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Abb. 18: EinfluB von Ca’'Tonen (CaCly) auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48,
72 h Inkubationszeit in  phenolrotfreiem EGM-MV;  Methode:
Zellanzahlbestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle;
n=3.
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4.2.1.3 Einflufl von Tetrahydrobiopterin

Als weitere biologisch wirksame Verbindung wurde Tetrahydrobiopterin (BH4), ein

essentieller Cofaktor der NO-

Synthase untersucht. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse

zum Einflull von BH4 auf die Lebendzellanzahl von HDMEC.

Eine Konzentration von 25 uM (24 h) hatte einen geringfiigigen positiven Effekt auf
HDMEC. Eine Behandlung der Endothelzellen mit hoheren BH4-Konzentrationen rief
eine Zellanzahlreduzierung hervor. So konnten bei 500 pM nur noch ca. 60% der

Zellanzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ermittelt werden. Dieser Befund

war nach 24 h, 48 h und 72 h identisch.
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Abb. 19: EinfluB von (6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (BH4) auf die Proliferation

von HDMEC, nach 24, 48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV;
Methode: Zellanzahlbestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur

Kontrolle; n = 3.
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4.2.1.4 Einflufl von L-Ornithin

Der Einflu von L-Ornithin auf die Proliferation humaner dermaler mikrovaskulérer
Endothelzellen ist in Abbildung 20 dargestellt.

Die kationische Aminosdure wirkte in keiner der verwendeten Konzentrationen toxisch
auf die HDMEC. Es kam zu keiner Reduktion der Zellanzahl. Vielmehr wurde nach
einer 24stiindigen Inkubation mit den Konzentrationen 0,5 mM und 2 mM (114% bzw.
108% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle) eine leichte Erhéhung der Zellanzahl
beobachtet. Dies trat ebenfalls nach 72 h bei 2 mM L-Ornithin ein (111%).
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Abb. 20: Einflul von L-Ornithin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48, 72 h

Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Zellanzahlbestimmung
mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.
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4.2.1.5 Einflufl von L-Lysin

Neben L-Ornithin wurde L-Lysin als weitere Aminosdure getestet, die ebenfalls iiber
das y'-Transportsystem von Endothelzellen aufgenommen wird.

Die Abbildung 21 zeigt, dal eine Konzentration von 0,5 mM nach 24 h (107%) und
nach 72 h (115%) zu einer Steigerung der Lebendzellanzahl im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle fiihrte. Ebenfalls einen solchen positiven Effekt hatten 1 mM/
72 h (115%) und 2 mM/ 72 h (117%). Die Inkubation mit 2 mM fiir 24 h zog eine
Verringerung (83%) der teilungsfihigen Zellen nach sich.
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Abb. 21: Einflul von L-Lysin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48, 72 h

Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Zellanzahlbestimmung
mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.
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4.2.1.6 Einfluf} des Dipeptides L-Arginyl-L-Arginin

Um erste Hinweise darauf zu erhalten, wie sich die Aufnahmeféhigkeit humaner
dermaler mikrovaskulidrer Endothelzellen fiir ein L-Arginin-enthaltenen Dipeptides
gestaltet und inwieweit das y'-Transportsystem darin involviert sein konnte, wurden die
Zellen mit L-Arginyl-L-Arginin (L-Arg-Arg) behandelt. Die Inkubation erfolgte wie in
den vorherigen Experimenten fiir 24, 48 und 72 h und in dem Konzentrationsbereich, in
dem bereits L-Arginin eingesetzt wurde.

Wie in der Abbildung 22 ersichtlich, zog eine Inkubation mit 10 mM/ 72 h eine geringe
(92%) und 50 mM/ 72 h (40%) eine starke Zellanzahlreduktion nach sich. Wurden
50 mM fiir 24 h zu den Endothelzellen gegeben, erhohte sich die Zellanzahl auf 130%.
Keine Anderung im Vergleich zur Kontrolle wurde bei 5 mM L-Arg-Arg nach 24, 48,
72 h und bei 50 mM nach 48 h beobachtet.
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Abb. 22: Einflu von L-Arginyl-L-Arginin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24,
48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Zellanzahl-
bestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.
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4.2.1.7 Einfluf} des Dipeptides L-Arginyl-L-Leucin

Neben dem Dipeptid L-Arginyl-L-Arginin wurde L-Arginyl-L-Leucin (L-Arg-Leu) an
HDMEC getestet (Abb. 23).

Eine toxische Wirkung trat iiber den gesamten Versuchszeitraum bei keiner der
verwendeten Konzentrationen auf. Eine 24stiindige Inkubation fithrte ab 10 mM zu
einer Erhohung (143%) der Zellanzahl. Eine dhnliche Tendenz wurde bei 25 mM
(128%) und bei 50 mM (117%) beobachtet. Die Werte fir 10 mM/ 72 h und
25 mM/ 72 h waren ebenfalls gegeniiber der unbehandelten Kontrolle erhdht.
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Abb. 23: Einflu} von L-Arginyl-L-Leucin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24,

48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Zellanzahl-
bestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.



Ergebnisse 60

4.2.2 NO-Freisetzung in HDMEC

Wie bereits zu Beginn im Abschnitt 4.2 beschrieben, wurde die NO-Synthase-Aktivitit
tiber die Akkumulation von Nitrit, einem stabilen Oxidationsprodukt von NO, mit der
Griess-Reaktion im zellfreien Kulturiiberstand nachgewiesen. Die Berechnung der
Nitritkonzentration erfolgte anhand einer Konzentrationsreithe mit NaNO,, wobei die
verschiedenen Konzentrationen in phenolrotfreiem EGM-MYV vorlagen (Abb. 24).

Es wurde ein Korrelationskoeffizient von R* = 0,9993 errechnet. Der Reaktionsansatz
und die Absorptionsmessung bei 540 nm erfolgte in 96er Mikrotiterplatten. Sowohl fiir
die Eichgerade als auch fiir die Berechnung der einzelnen Proben wurde jeweils die
Eigenabsorption des Mediums vom Messwert subtrahiert. Um Ergebnisse der
verschiedenen Testansitze einzelner Komplexe miteinander vergleichen zu konnen,
wurden die ermittelten Nitritkonzentrationen prozentual zur Kontrolle und bezogen auf

die Zellanzahl angegeben.
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Abb. 24: Konzentrationsreihe mit NaNQO, in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:

Griess-Reaktion nach Green et al., 1982; n = 6.
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4.2.2.1 Einflufl von L-Arginin

Durch Zufuhr von L-Arginin, dem natiirlichen Substrat der NO-Synthase, konnte bis zu
einer Konzentration von 25 mM keine Steigerung des Nitritgehaltes im Kulturmedium
der HDMEC im Vergleich zur Kontrolle (0,5 mM L-Arginin im EGM-MV)
nachgewiesen werden. Dieser Befund ist in Abbildung 25 dargestellt. Nach Applikation
von 50 mM L-Arginin, wurde eine Erhohung des Nitritgehaltes/Zellanzahl nach 24 h
(157%), nach 48 h (453%) und nach 72 h (368%) ermittelt.
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Abb. 25: Einflu} von L-Arginin auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach 24, 48, 72 h
Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Bestimmung des
Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-Reaktion; * p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle (0,5 mM Basalkonzentration an L-Arginin); n = 3.
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4.2.2.2 EinfluB} von Ca**-Ionen

Mit der Inkubation der HDMEC mit CaCl, sollten dem EGM-MV freie Ca”*'-Tonen
zugefiihrt werden, um die extrazellulire Ca®’-Konzentration zu erhéhen und damit eine
Anderung des intrazelluliren Ca’"-Spiegels zu erreichen, was zu einer
Aktivitétssteigerung der NO-Synthase (eNOS) fiihren konnte.

In der Abbildung 26 sind die Ergebnisse zu diesem Versuch dargestellt. Nur bei 2 mM
nach 72 h konnte ein geringer Anstieg des Nitritgehaltes/Zellanzahl (110%) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt werden. Nach einer 24- und
48stiindigen Inkubation mit der gleichen Konzentration an CaCl, und iiber den
gesamten Zeitrum der Behandlung mit 1 mM CaCl, konnte keine Anderung des

Nitritgehaltes mit der Griess-Reaktion nachgewiesen werden.
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Abb. 26: EinfluB von Ca**-Ionen (CaCl,) auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach 24,

48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Bestimmung
des Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-Reaktion; * p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle; n = 3.
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4.2.2.3 Einflufl von Tetrahydrobiopterin

Die Abbildung 27 zeigt den EinfluB von Tetrahydrobiopterin (BH4) auf die Nitrit-
Akkumulation in HDMEC.

Nach einer 24stiindigen Inkubation mit BH4 konnte eine dosisabhidngige Erhohung der
NO-Freisetzung beobachtet werden. Dabei wurden bei 25 uM 122% + 4.5, bei 250 uM
137% % 3,8 und bei 500 puM 208 + 1,7 des Nitritgehaltes im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ermittelt. Dagegen bewirkte nach 48 h und 72 h nur die
hochste Konzentration an Tetrahydrobiopterin (500 uM) eine Steigerung.
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Abb. 27: EinfluB von (6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (BHy4) auf die NO-Freisetzung

von HDMEC, nach 24, 48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV;
Methode: Bestimmung des Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-
Reaktion; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.
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4.2.2.4 Einflufl von L-Ornithin

L-Ornithin, ein L-Argininanalogon, wurde in einem Konzentrationsbereich von
0,5-2 mM eingesetzt. Es sollte untersucht werden, ob durch eine L-Ornithin-verursachte
Inhibierung des L-Arginineinstromes iiber das y -Transportsystem in die Zelle auch ein
Effekt auf die NO-generierende Enzymreaktion festzustellen ist. Zuerst wurden
verschiedene Konzentrationen an L-Ornithin beziiglich ihres Einflusses auf die
Nitritakkumulation in HDMEC getestet, was die Abbildung 28 darstellt.

Nach der Inkubation mit 0,5 mM konnte keine Anderung der NO-Freisetzung iiber den
gesamten Zeitraum festgestellt werden. Ahnlich verhielt es sich mit 1 mM L-Ornithin
nach 24 h und 48 h. Nach 72 h trat eine Verringerung (91%) des
Nitritgehaltes/Zellanzahl im Vergleich zur Kontrolle auf. Wurden 2 mM L-Ornithin
dem Medium zugesetzt, konnte durch die Griess-Reaktion eine signifikante Senkung
des Nitritgehaltes nachgewiesen werden. Nach 24 h wurden 89%, nach 48 h 92% und
nach 72 h 87% Nitrit, jeweils verglichen mit der Kontrolle, detektiert. Der inhibitorische
Effekt durch 2 mM war unabhingig von der Inkubationsdauer. Léngere

Behandlungszeiten als 24 h fiihrten zu keiner weiteren Senkung der NO-Freisetzung.
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Abb. 28: EinfluB3 von L-Ornithin auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach 24, 48, 72 h

Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV, Methode: Bestimmung des
Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-Reaktion; * p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle; n = 3.
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In einem weiteren Experiment sollte geklart werden, ob der inhibitorische Effekt von
2 mM L-Ornithin beziiglich der NO-Freisetzung durch den gleichzeitigen Zusatz von
5 mM L-Arginin reversibel ist. Die Abbildung 29 stellt die Ergebnisse zu diesem
Versuch dar.

Die durch 2 mM L-Ornithin hervorgerufene signifikante Abnahme des Nitritgehaltes
(89%) konnte durch L-Arginin egalisiert werden, so daBl der Kontrollwert der
unbehandelten Probe erreicht wurde. Dieser Effekt trat nach 24 h, 48 h und nach 72 h in
der Endothelzellkultur auf. Durch die alleinige Zugabe von 5 mM L-Arginin erhdhte
sich im Medium nicht der Gehalt an Nitrit.
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Abb. 29: Einflu} der gleichzeitigen Behandlung mit L-Ornithin (2 mM) und L-Arginin

(5 mM) auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach 24, 48, 72 h Inkubationszeit
in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Bestimmung des Nitritgehaltes im
Kulturmedium mit der Griess-Reaktion; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle;
# p < 0,05 im Vergleich zur L-Ornithin-behandelten Probe (0,5 mM
Basalkonzentration an L-Arginin im Medium); n = 3.
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4.2.2.5 Einflufl von L-Lysin

Parallel zu den L-Omnithinversuchen wurde L-Lysin als eine weitere, durch das y'-
System aufgenommene kationische Aminosidure in der Kultur humaner dermaler
mikrovaskuldrer Endothelzellen eingesetzt. Es wurden die gleichen Konzentrationen
wie bei L-Ornithin verwendet.

Die Abbildung 30 zeigt, dal nach 24 h nur 0,5 mM eine Verringerung (84%) der
Nitritkonzentration/Zellanzahl im Medium bewirkte. Nach einer Inkubationszeit von
48 h war keine Verminderung zu beobachten. Nach 72 h hatten sowohl 0,5 mM, 1 mM
als auch 2 mM einen hemmenden Einfluf auf die NO-Freisetzung. Es konnten hierbei

83%, 84% bzw. 76% der Nitritkonzentration im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen

werden.
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Abb. 30: Einflu} von L-Lysin auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach 24, 48, 72 h

Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Bestimmung des
Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-Reaktion; * p < 0,05 im
Vergleich zur Kontrolle; n = 3.

Ebenso wie im vorherigen Experiment mit L-Ornithin wurden HDMEC mit

2 mM L-Lysin und/oder 5 mM L-Arginin gleichzeitig inkubiert.



Ergebnisse 67

Die Abbildung 31 zeigt, da3 eine alleinige Zugabe von 2 mM L-Lysin, wie bereits in
Abbildung 30 dargestellt, nach 48 h und nach 72 h eine Senkung des Nitritgehaltes im
Kulturmedium zur Folge hatte. Bei diesem Versuchsansatz war dieser Effekt deutlicher.
Nach 24 h konnte auch hier kein EinfluB} auf die NO-Freisetzung beobachtet werden.
Die inhibierende Wirkung von 2 mM L-Lysin konnte nach 48 h und nach 72 h durch die

simultane Applikation von 5 mM L-Arginin aufgehoben werden.
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Abb. 31: Einflu} der gleichzeitigen Behandlung mit L-Lysin (2 mM) und L-Arginin

(5§ mM) auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach 24, 48, 72 h Inkubationszeit
in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Bestimmung des Nitritgehaltes im
Kulturmedium mit der Griess-Reaktion; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle;
# p < 0,05 im Vergleich zur L-Lysin-behandelten Probe (0,5 mM
Basalkonzentration an L-Arginin im Medium); n = 3.

4.2.2.6 Einfluf} des Dipeptides L-Arginyl-L-Arginin

Im Kapitel 4.2.1.6 wurden bereits die Ergebnisse zum Einflul von L-Arg-Arg auf die
Vitalitit der HDMEC dargestellt. In Abbildung 32 sind die Daten zum
Nitritgehalt/Zellanzahl nach verschiedenen Inkubationszeiten mit dem Dipeptid
zusammengefasst.

Nach Zugabe von 5 mM L-Arg-Arg konnte nach 24 h und 48 h keine Anderung
festgestellt werden. Ahnlich verhielt es sich mit 10 mM /24 h und 50 mM /48 h. Eine
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leichte Verringerung des Nitritgehaltes wurde nach 48stiindiger Inkubation mit 10 mM
(90%) und nach 24stiindiger Inkubation mit 50 mM (77%) L-Arg-Arg mit der Griess-
Reaktion detektiert. Nach einer Substanzapplikation iiber 72 h deutete sich bei allen
eingesetzten Konzentrationen eine Erh6hung der NO-Freisetzung an, die bei 50 mM mit
einer deutlichen Erhohung des Nitritgehaltes auf 270% im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle nachweisbar war.
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Abb. 32: Einflu} von L-Arginyl-L-Arginin auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach
24, 48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Bestimmung des Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-Reaktion;
*p <0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.

4.2.2.7 Einfluf} des Dipeptides L-Arginyl-L-Leucin

Als weiteres Dipeptid wurde L-Arginyl-L-Leucin (L-Arg-Leu) getestet und sein Einfluf3
auf die NO-Generierung in HDMEC untersucht.

Wie der Abbildung 33 zu entnehmen, zeigte eine 48stiindige Inkubation mit allen
Konzentrationen keinen signifikanten Effekt. Ebenso verhielt es sich mit 5 mM/ 24 h.
Dagegen wurden bei 10 mM/ 24 h (65%), 25 mM/ 24 h (73%) und 50 mM/ 24 h (86%)
erniedrigte Nitritwerte/Zellanzahl im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen. Weniger

deutlich war der Effekt nach 72 h. So wurden bei 5 mM 87%, bei
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10 mM 79%, bei 25 mM 82% und bei 50 mM 94% der Nitritwerte verglichen mit der

unbehandelten Kontrolle ermittelt.

Zu einer Erhohung der NO-Freisetzung kam es bei keiner der eingesetzten

Konzentrationen.
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Abb. 33: Einflul von L-Arginyl-L-Leucin auf die NO-Freisetzung von HDMEC, nach
24, 48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Bestimmung des Nitritgehaltes im Kulturmedium mit der Griess-Reaktion;
*p <0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3.

4.2.3 EinfluB3 von L-Arginin auf die Proteinexpression der NOS

Der negative Befund des L-Arginineinflusses beziiglich der NO-Freisetzung sollte
durch Untersuchungen zum Expressionsprofil der NOS in humane dermale
mikrovaskuldre Endothelzellen komplettiert werden. Dabei lag der Schwerpunkt auf den
Nachweis der konstitutiv exprimierten endothelialen (eNOS) sowie der induzierbaren
NOS (iNOS).

Die Abbildungen 34a und 34b zeigen, daB HDMEC die Proteine fiir beide Isotypen der

NOS exprimieren, wobei die eNOS wesentlich stirker exprimiert wurde als die iNOS.
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Eine Zunahme der Proteinexpression durch 10 mM L-Arginin konnte nicht
nachgewiesen werden. Hohere Konzentrationen bewirkten ebenfalls keine

Expressionssteigerung.
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Abb. 34: Proteinexpression der (a) eNOS und (b) iNOS in HDMEC, 10 mM L-Arginin,
nach 24, 48 und 72 h Inkubationsdauer in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Westernblot, Kontrolle (K) mit 0,5 mM L-Arginin Basalkonzentration im
Medium; je 20 pg Protein, Molekulargewichte: eNOS (140 kDa), iNOS (130
kDa)

4.2.4 EinfluB3 von L-Arginin auf die mRNA-Expression der NOS

Parallel zu den Westernblotanalysen sollte mit Hilfe der RT-PCR die mRNA-
Expression der endothelialen und der induzierbaren NO-Synthasen (eNOS, iNOS) in
HDMEC untersucht werden. Ziel war zu kldren, ob auf Transkriptionsebene das
Substrat L-Arginin eine Anderung (Steigerung ?) der Expression der eNOS- und iNOS-
Gene bewirkt. Hierfiir wurden in der PCR genspezifische Primer eingesetzt, die eine
Vervielfiltigung der eNOS- bzw. iNOS-cDNA ermoglichten.

In Abbildung 35 ist eine reprdsentative RT-PCR fiir eNOS, iNOS und GAPDH
dargestellt. Die Ethidiumbromid-gefarbten PCR-Produkte wurden in einem 1,5%igen
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Agarosegel aufgetrennt und die Bandenintensitit der einzelnen Fragmente
densitometrisch ausgewertet und jeweils das Verhiltnis zu den GAPDH-Amplifikaten
errechnet. Die semiquantitative Auswertung ist in den Abbildungen 36 und 37
zusammengefasst. Es konnten die Transkripte der eNOS- und iNOS-mRNA
nachgewiesen werden. Eine Korrelation zwischen L-Argininkonzentration und mRNA-
Expression konnte fiir die endotheliale NOS nicht festgestellt werden (Abb. 36). Auch
lingere Inkubationszeiten fiihrten zu keiner Anderung. Dagegen konnte eine Zunahme
der Bandenintensitit der iNOS-PCR-Produkte nachgewiesen werden (Abb. 37). Nach
24 h war in den unbehandelten Zellen (Kontrolle mit 0,5 mM L-Arginin) eine geringe
Expression der iNOS-mRNA zu verzeichnen. Mit steigender L-Argininkonzentration
kam es zu einer Erhohung der Expression. Ein anderes Bild ergab sich nach einer
Inkubationsdauer von 48 h und auch nach 72 h. Hierbei waren keine

konzentrationsabhédngigen Veridnderungen der iNOS-mRNA-Expression festzustellen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

GAPDH (555 bp)

iNOS (294 bp)

eNOS (354 bp)
1-5 24h 6-9 48 h 10-13 72 h 14 bzw. 15
1 Kontrolle 6 Kontrolle 10 Kontrolle  Negativkontrolle
2 5mM 7 5mM 11 5SmM
3 10mM 8§ 10mM 12 10 mM
4 25mM 9 25mM 13 25mM
5 50mM
Abb. 35: EinfluB von L-Arginin auf die mRNA-Expression der eNOS und iNOS in

HDMEC, nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-
MV; Methode: RT-PCR mit spezifischen Primern; Negativkontrolle: anstelle
der cDNA als Template wurde DEPC-H,0 in der PCR eingesetzt; n = 3.
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Abb. 36: Semiquantitative Auswertung der RT-PCR-Produkte fiir eNOS, bezogen auf die

RT-PCR-Produkte von GAPDH; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
(0,5 mM L-Arginin Basalkonzentration im Medium); n = 3.
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Abb. 37: Semiquantitative Auswertung der RT-PCR-Produkte fiir iNOS, bezogen auf die

RT-PCR-Produkte von GAPDH; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
(0,5 mM L-Arginin Basalkonzentration im Medium); n = 3.

Anhand einer weiteren Negativkontrolle konnte sichergestellt werden, dafl die RNA, die

anschlieBend fiir die cDNA-Synthese genutzt wurde, keine DNA-Kontamination
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enthielt. Hierzu wurde in verschiedenen PCR-Ansitzen jeder Probe die cDNA durch
RNA eingesetzt. Dabei waren bei keiner der Proben PCR-Produkte mit den
entsprechenden Fragmentgrofen (555 bp, 294 bp, 354 bp) nachzuweisen. Somit wurde
gewihrleistet, dal die in der RT-PCR ermittelten Fragmente tatséchlich anhand der
cDNA bzw. der mRNA amplifiziert wurden (nicht abgebildet).

4.2.5 Sequenzanalyse der amplifizierten PCR-Produkte

Um zu gewiéhrleisten, dal} es sich bei den amplifizierten Fragmenten tatsachlich um die
Transkripte von eNOS, iINOS und GAPDH handelte, wurden diese auf einem ABI-
Sequencer 733  (Applied Biosystems) im Zentrum fliir Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultit der Universitit in Halle
sequenziert und die erhaltene Basensequenz mit der NCBI-Datenbank verglichen. Bei
allen drei analysierten Proben ergab die Auswertung der jeweiligen Sequenzen eine
alleinige Zuordnung mit hohen Homologien zu den publizierten eNOS-, iNOS- und
GAPDH-Sequenzdaten.
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5 Diskussion

5.1 L-Arginin

Stickstoffmonoxid (NO), in der Literatur auch als ,,endothelium-derived relaxing factor
(EDRF) bezeichnet (Girerd et al., 1990; Mugge et al., 1991), ist eines der
Abbauprodukte des L-Argininmetabolismus, in dem die NO generierenden Enzyme, die
NO-Synthasen (NOS) involviert sind. Es liegen eine Vielzahl von Studien vor, in denen
die Rolle von NO und der NO-Synthasen bei der Regulation zahlreicher Abldufe in der
Haut untersucht wurde (Bruch-Gerharz et al., 1996; Bull et al., 1996; Goldsmith et al.,
1996; Sersjo et al., 1996; Shimizu et al., 1997; Clough et al., 1998; Wenzel et al., 1999;
Joshi et al., 1999; Katugampola et al., 2000; Kane et al., 2001; Kagoura et al., 2001;
Minson et al., 2001; Rocha and Guillo, 2001; Wallengren and Larsson, 2001 etc.).

In der vorliegenden Arbeit wurden physiologisch relevante Verbindungen in humanen
dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen getestet und deren modulierender Einfluf3
beziiglich der L-Arginin-vermittelten NO-Generierung untersucht.

Zunichst wurde die nichtessentielle, kationische Aminosdure L-Arginin eingesetzt. In
der Zellkultur von HDMEC wurden L-Argininkonzentrationen bis 50 mM iiber eine
Zeitdauer von 24, 48 und 72 h in phenolrotfreiem EGM-MV (ohne Hydrocortison und
Rinderhirnextrakt) appliziert. Das verwendete Medium enthielt eine L-Arginin-
Basalkonzentration von 0,5 mM. Die NO-Freisetzung wurde iiber die Akkumulation
von Nitrit im Kulturiiberstand mit der Griess-Reaktion (Green et al., 1982) bestimmt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass bis 50 mM L-Arginin keine Anderung der NO-
Freisetzung auftrat. Die Autoren Arnal et al. (1995) testeten ebenfalls den Einflul von
extrazellulir zugefithrtem L-Arginin auf die NO-Freisetzung in Rinderaorta-
Endothelzellen. Sie konnten durch steigende Konzentrationen (0,01-10 mM) keine
Erhohung nachweisen. Dieser Befund geht mit unseren Ergebnissen zu dem L-
Argininversuch konform. Die Autoren um Girerd et al. (1990), Creager et al. (1992) und
Drexler et al. (1991) konnten dagegen beziiglich der coronalen Mikrozirkulation in vivo
an hypercholesteroldmischen Patienten sehr deutlich eine Erh6hung der NO-Freisetzung
sowie eine damit auftretende Vasodilation nach L-Argininapplikation aufzeigen. Nur

einen sehr schwachen positiven Befund hinsichtlich einer Endothelium-abhidngigen
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Vasodilatation durch L-Argininzugabe konnten andere Arbeitsgruppen in vitro
nachweisen (Cooke et al., 1991(a); Mugge et al., 1991). In einem in vivo System
konnten Wohlrab und Marsch (1999) eine vasoaktive Wirkung von L-Arginin
feststellen. Am CAM-Hiihnerei-Modell wurde mit Hilfe der Laser-Doppler-Fluxmetrie
die NO-vermittelte Vasodilatation im Ausmal3 und im zeitlichen Ablauf charakterisiert.
Es konnte dabei ein deutlicher konzentrationsabhidngiger vasodilatativer Effekt
beobachtet werden. Eine mogliche Modulation der NO-Produktion in vivo durch
Argininsupplementation stellte auch Harrison (1997) in einer Ubersichtsarbeit dar.

Der Zusammenhang zwischen Substratabhéngigkeit und extra- bzw. intrazelluldrer L-
Argininkonzentration ist nicht einfach zu erfassen. Es ist bekannt, daf3 in Endothelzellen
die NO-Generierung iiber die endotheliale NOS von einer ausreichenden und
kontinuierlichen L-Argininzufuhr abhingig ist (Aisaka et al., 1989; Cooke et al., 1991b;
Rossitch et al., 1991; Creager et al., 1992; Taylor and Poston, 1994; Devés and Boyd,
1998). Mehrere Arbeitsgruppen konnten anhand von Untersuchungen an Endothelzellen
einen Km-Wert fiir L-Arginin als Substrat fiir die NOS von 2-10 uM ermitteln (Arnal et
al., 1995; Bogle et al., 1996; McDonald et al., 1997; Kurz and Harrison, 1997; Closs et
al., 2000). Die intrazelluldre L-Argininkonzentration dagegen liegt in einem Bereich,
der 30-800fach iiber dem Km-Wert liegt. In Endothelzellen wurden Konzentrationen
von 0,1-0,8 mM L-Arginin nachgewiesen (McDonald et al., 1997). Somit scheint eine
Steigerung der NO-Produktion durch extrazelluldres L-Arginin gar nicht moglich.
Allerdings zeigten mehrere in vivo Studien, dall unter bestimmten physiologischen
Bedingungen tatséchlich eine Zunahme der NO-Freisetzung trotz des geséttigten
intrazelluldren Zustandes moglich ist. Dieses Phdnomen wird als ,,arginine paradox
bezeichnet (McDonald et al., 1997; Closs et al., 2000; Xiao et al., 2001). Auflerdem
wird diskutiert, daB3 eine mogliche Kompartimentierung des L-Arginins in der Zelle eine
Variation der intrazelluliren Konzentration nicht oder nur durch enorm hohe L-
Arginingaben erlaubt (Arnal et al., 1995).

Eine Modulation der NO-Produktion durch Anderung der extrazelluliren L-
Argininkonzentration konnte somit vor allem in vivo unter pathologischen
Bedingungen, wie z.B. Bluthochdruck oder bei Hypercholesteroldmie moglich sein, bei
denen kennzeichnend der intrazelluldre L-Argininspiegel stark gesenkt oder die

Aktivitit der NO-generierenden Enzyme verringert sind.
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Wir konnten zeigen, da3 50 mM L-Arginin neben der hohen NO-Freisetzung eine starke
Reduktion der Zellanzahl zur Folge hatte. Somit muf3 bei einer Konzentration von
50 mM von einem toxischen Effekt der Aminosdure ausgegangen werden, was sich in
einer Zellschidigung duBerte. Ob die beobachtete zellschidigende Wirkung von 50 mM
L-Arginin tatsdchlich ausschlieBlich auf eine erhohte NO-Produktion zuriickzufiihren
ist, ist fraglich. Allerdings ist bekannt, dal hohe NO-Konzentrationen zytotoxisch sind
(Busconi and Michel, 1993; Rubbo et al., 1994; Ioannidis et al., 1998; Suschek et al.,
1999). Der zellschiddigende Effekt von NO beruht auf sein Reaktionspotential als freies
Radikal ("NO). Die biologische Halbwertszeit wird mit t;» = 5-50 sec angegeben
(Knowles and Moncadas, 1993; Rubbo et al., 1994; Clough, 1999). Es kann mit Eisen-
Schwefel-enthaltenen mitochondrialen Enzymen reagieren (Hibbs et al., 1988) und die
DNA- und Proteinsynthese hemmen (Nathan, 1992). AuBBerdem kann eine Inhibierung
von Cytochrom P-450 (Wink et al., 1993), der Aconitase (Hibbs et al., 1988) und der
Lipoxygenase (Kanner et al., 1992) auftreten. Bedeutend fiir die zytotoxische Wirkung
ist ebenfalls die schnelle Reaktion von "NO mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wie
dem Superoxidanion (O,") zum Peroxynitrit (ONOO") und Peroxynitrosdure (ONOOH)
(Villiotou and Deliconstantinos, 1995; Jude et al., 1999; Lee et al., 2000), auch als
,reaktive nitrogen oxide species (RNOS) bezeichnet. Eine Folge dessen ist RNOS-
vermittelter Strel (Weller, 1999). So induziert Peroxynitrit eine Lipid- und
Proteinperoxydation (Radi et al., 1991a; Radi et al., 1991b; Bruch-Gerharz et al., 1998;
Lee et al.,, 2000a). Auch Kohlenhydrate (Beckman et al., 1990), DNA (King et al.,
1992) und subzelluldre Organellen (Radi et al., 1994) konnen durch Peroxynitrit
oxidativ geschiadigt werden.

Dem gegeniiber steht die physiologische Bedeutung von NO, freigesetzt in geringen
Mengen. Dabei agiert NO vor allem als inter- und intrazelluldres Signalmolekiil
beispielsweise bei der hdmodynamischen Regulation, der Wundheilung und der

Neurotransmission (Ketteler et al., 1994; Frank et al., 2000; Kaposzta et al., 2001).
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5.2 Ca*" Ionen

Die konstitutiv exprimierte NO-Synthase, zu der eNOS und nNOS zéhlen, ist unter
anderem durch ihre Abhingigkeit von der Verfiigbarkeit des intrazelluldren
Ca”"/Calmodulinkomplexes gekennzeichnet (Bogle et al., 1996; Bruch-Gerharz et al.,
1998; Govers and Rabelink, 2001). Eine Erhohung der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration hat eine vermehrte Ausbildung dieses Komplexes zur Folge und somit
eine Aktivierung der NO-Synthase (Deliconstantinos et al., 1995). In der Literatur
wurde bereits die Hormon-vermittelte Regulation der zytosolischen Ca**-Konzentration
beschrieben, wie zum Beispiel durch Bradykinin (Gosink and Forsberg, 1993), Estradiol
(Goetz et al., 1999), Serotonin (Bruning et al., 1993), VEGF (Papapetropoulos et al.,
1997) und Histamin (Kelm et al., 1993). Daten {iber eine mogliche Erhohung der
internen  Ca’-Konzentration durch exogene Zufuhr in humanen dermalen
mikrovaskulidren Endothelzellen sind nicht bekannt.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte durch Zugabe von 2 mM CaCl, zur
HDMEC-Kultur nach 48 h Inkubation eine 10%ige Zunahme des Nitritgehaltes im
Kulturmedium nachgewiesen werden, was auf eine gesteigerte Aktivitit des NO-
generierenden Enzyms (eNOS) schlieen ldsst. Die Autoren Shaul et al (1994)
beschrieben ebenfalls eine Aktivitétssteigerung der NOS in H411-humanen bronchialen
epidermalen Zellen, allerdings durch Zugabe von nur 0,5 mM CaCl,. Zudem war eine
Erhohung der Guanylylcyclase-Aktivitit zu beobachten. Das von diesem Enzym
generierte cGMP ist wiederum ein wichtiger Modulator der intrazelluldren Calzium-
Homaiostase (XU et al.,, 1994a). Wurde simultan mit EDTA, einem Ca2+-Chelator,
inkubiert, trat eine drastische Abnahme der Enzymaktivitit ein. Ebenfalls eine
verringerte NOS-Aktivitdt hatte in einem Enzymassay mit humanen Keratinozyten die
Abwesenheit von Ca®"-Ionen zur Folge (Baudouin and Tachon, 1996). Ziel der Studie
von Mugge et al. (1991) war durch eine Blockade der Calziumkanédle eine mogliche
Inhibierung der NO-Freisetzung. Allerdings konnten sie trotz der Abhéngigkeit der NO-
Generierung von der Verfiigbarkeit extrazelluldren Calziums keine Hemmung
feststellen. Eine Stimulation der NOS-Aktivitit (und der cGMP-Produktion) konnten
die Autoren Xu et al. (1997) durch Inkubation von Ratten-Pankreaszellen mit Ca*'-

mobilisierenden Agonisten erreichen. In der Ubersichtsarbeit von Harrison (1997) wird
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auBlerdem eine Steigerung der NO-Freisetzung im Endothelium durch Calzium-
Ionophoren, wie z.B. durch die Verbindung A23187 diskutiert. Ferner wurde in der
1993 publizierten Arbeit von Woll et al. gezeigt, daB3 Pteridin-Derivate, unter anderem
5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4), in humanen Monozyten die intrazellulédre Ca’'-
Konzentration signifikant erhohen. Folglich ist unter Beriicksichtigung unserer Daten
und der aufgefiihrten Publikationen davon auszugehen, daBl eine Modulation der
intrazelluldren Calziumkonzentration prinzipiell moglich ist, aber eine Zunahme des
Ca®'Influx in die Zellen durch alleinige Zugabe von CaCl, nicht oder nur sehr schwach

zu erreichen ist und somit keine effektive NOS-Aktivitétssteigerung moglich erscheint.

5.3 Tetrahydrobiopterin

Eine gemeinsame Eigenschaft der drei bekannten NOS-Isoformen (eNOS, iNOS,
nNOS) ist die Abhidngigkeit der NO-Generierung von der Verfiigbarkeit von
Tetrahydrobiopterin (BH4) (Dudesek et al., 2001). BHy stellt einen essentiellen aktiven
Cofaktor der NOS dar (Milstien and Katusic, 1999; Heitzer et al., 2000; Shinozaki et al.,
2000). AuBerdem bildet BHs eine wichtige Komponente aromatischer Aminosiure-
Hydrolasen, wie z.B. der Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophan-Hydrolase (Dudesek
et al., 2001; Laursen et al., 2001; Sumi-Ichinose et al., 2001; Yoshida et al., 2001).
Beziiglich der Funktionsfdhigkeit der NO-Generierung durch die NO-Synthase ist eine
optimale intrazelluldre Konzentration von Tetrahydrobiopterin entscheidend (Heller et
al., 2001; Katisic, 2001). Die Bedeutung von BHy4 in der Rolle als Cofaktor der NOS
kann neben der bekannten NO-Katalyse (Transfer von Elektronen) folgendermafllen
beschrieben werden:
1.) BH4 stabilisiert durch seine Bindung an die NO-Synthase den aktiven
Dimerenzymkomplex,
2.) es erhoht als allosterischer Effektor die Substratbindungsfahigkeit (L-Arginin),
3.) es bt einen Einfluf} auf die Calzium-abhidngige NO-Produktion (Erh6hung der
intrazelluldren Ca2+-K0nzentration) aus (Woll et al., 1993; Shinozaki et al.,

2000; Walter et al., 2000; Heller et al., 2001; Katusic, 2001).
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Eine Verminderung des intrazelluldiren BH4-Spiegels, verursacht durch eine gestorte
BHs-Synthese, resultiert in einer verminderten Freisetzung des vasodilatatorisch
wirkenden Stickstoffmonoxids (NO) und aufgrund der fehlgesteuerten Enzymfunktion
der NO-Synthase zu einer gesteigerten Generierung von reaktiven Sauerstoff-Spezies,
wie Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid (Milstien and Katusic, 1999; Heitzer et
al., 2000; Tiefenbacher et al., 2000; Laursen et al., 2001; Marinos et al., 2001;
Tiefenbacher, 2001; Vasquez-Vivar et al., 2001). Pathophysiologische Symptome einer
solchen gestorten Endothelzellfunktion treten bei Hypercholsteroldmie, Hyperglykdmie,
Diabetes mellitus, Bluthochdruck und Atherosklerose auf (Heitzer et al., 2000; Jiang et
al., 2000; Tiefenbacher et al., 2000; Walter et al., 2000; Gori et al., 2001; Katusic, 2001;
Laursen et al.,, 2001; Tiefenbacher, 2001). Auch {ibermiBiger Zigaretten- und
Alkoholkonsum verursachen eine Stérung der Vasomotion aufgrund der verminderten
NO-Generierung (Higman et al., 1996; Ueda et al., 2000; Sun et al., 2001). Es gibt
bereits verschiedene Ansdtze von Therapien, diese Dysfunktion der Endothelzellen zu
beheben, die die Zufuhr von NO-Donoren, L-Arginin als Substrat, Antioxidantien etc.
einschlieBen (Katusic. 2001). Aktuelle Arbeiten zeigen, dal unter anderem die
Supplementation des Cofaktors Tetrahydrobiopterin selbst einen therapeutischen Effekt
aufweist. So konnten Shinozaki et al. (2000) in Aortagefdssen von Insulin-resistenten
Ratten zeigen, dal3 eine orale BHs-Applikation die Endothelium-abhéngige gestorte
Vasodilation wiederherstellt und den ROS-vermittelten Stre vermindert. Eine
Erhohung der gestorten NO-Freisetzung durch exogenes BHy in vivo wurde auch bei
Patienten mit Typ II Diabetes mellitus (Heitzer et al., 2000); bei Rauchern (Ueda et al.,
2000); bei atherosklerotischen Patienten (Walter et al., 2000); bei Hypercholesteroldmie
(Laursen et al., 2001); bei Patienten mit einer mikrovaskuliren Herz-Kranzstorung
(Setoguchi et al., 2001) beschrieben sowie in tierexperimentellen Untersuchungen von
den Autoren um Sun et al. (2001) in cerebralen Arteriolen von Alkohol-gefiitterten
Ratten; Yu et al. (2001) in mikrovaskuliren Endothelzellen von diabetischen
Rattenaugen. Ferner wurde durch Behandlung mit Sepiapterin, einer Vorstufe des
Tetrahydrobiopterins, die Endothelium-abhingige Dysfunktion behoben. Diesen Effekt
konnten Meininger et al. (2000) in Endothelzellen von diabetischen Ratten und
Tiefenbacher et al. (2000) in Herzkranzgefdssen von Atherosklerose-Patienten zeigen.

Eine gekoppelte Therapie mit L-Arginin/BH; war bei der Behandlung von
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atherosklerotischen Maus-Aortagefassen bereits erfolgreich (Jiang et al., 2000).
Interessant war die in vitro-Studie von Schwartz et al. (2001), in der Ratten-
Herzmyozyten ebenfalls mit BHs (0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM) inkubiert wurden und
konzentrationsabhdngig die mRNA-Expression von CAT-2 (cationic amino acid
transport protein des y Transporters) erhoht war und somit der L-Arginintransport
moduliert werden konnte. Ein weiterer Ansatzpunkt einer mdglichen Therapie zur
Behebung der verminderten NO-Freisetzung konnte die Gabe von Vitaminen sein.
Heller et al. (2001) demonstrierten in ihrer Arbeit, dal L-Ascorbinsdure in
physiologisch  relevanten = Konzentrationen (100 pM) den intrazelluldren
Tetrahydrobiopterinspiegel in Nabelschnurendothelzellen erhdhten, allerdings nicht
aufgrund einer Stimulation der BH4-Synthese, sondern vielmehr durch eine chemische
Stabilisierung des Molekiils. Eine Erhohung der Verfligbarkeit von Tetrahydrobiopterin
durch Folsdureapplikation und damit verbunden eine Steigerung der NO-Produktion
zeigten Gori et al. (2001). In einer in vivo Studie wurde durch eine
Nitroglycerinbehandlung an gesunden Probanden eine gestorte NOS-Funktion,
verursacht durch eine verminderte BHs-Bioverfiigbarkeit, simuliert und infolgedessen
erhohter oxidativer Stre8 hervorgerufen. Eine anschlieende Folsduretherapie bewirkte
eine Regeneration der reduzierten BHs-Form, und somit konnte die funktionale
Interaktion zwischen Tetrahydrobiopterin und der NO-Synthase wiederhergestellt
werden.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal exogen zugefiihrtes
Tetrahydrobiopterin eine Stimulation der NO-Freisetzung von humanen dermalen
mikrovaskulidren Endothelzellen verursachte. Die Zellen wurden hierbei iiber 72 h mit
25 uM, 250 uM und 500 uM BHy inkubiert. Nach der 24stiindigen Applikation wurde
eine konzentrationsabhingige Zunahme des Nitritgehaltes im Kulturmedium
nachgewiesen, wihrend nach 48 h nur bei 250 uM und 500 uM und nach 72 h nur noch
bei 500 uM die NO-Generierung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhéht war.
Das ldsst die Schlussfolgerung zu, dal HDMEC in der Lage waren, zum einen den
exogen zugefiihrten Cofaktor der NOS in die Zelle zu transportieren und zum anderen
dadurch die NOS-Aktivitit zu steigern. Dieser konzentrationsabhingige Effekt der
Stimulation liel mit zunehmender Inkubationsdauer nach. Eine mdgliche Erklarung

hierfiir konnte sein, da die von uns kultivierten HDMEC selbst einen geringen
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intrazelluldren BH4-Spiegel aufweisen, so dal} eine extrazelluldre Zufuhr eine Erh6hung
der intrazelluliren Konzentration und folglich eine zunehmende NO-Produktion
bewirkte. Nach 48 h und nach 72 h war anscheinend durch den erhéhten BH4-Verbrauch
dessen Gehalt in der Zelle so gering, daf3, wie bereits ohne BH4-Applikation, nur eine
geringe NO-Generierung moglich war. Katusic (2001) diskutierte in seiner Arbeit, daf3
bereits Studien an kultivierten Endothelzellen eine Stimulation der eNOS-Aktivitit
durch Erhohung des BHy-Levels zeigten (Werner-Felmayer et al., 1993). Rosenkranz-
Weiss et al. (1994) demonstrierten, daBl der BH4-Gehalt in frisch isolierten
Endothelzellen (Nabelschnur-EZ) signifikant hoéher war als in kultivierten
Endothelzellen. Diese Zellkultur-bedingte Abnahme erkldren die Autoren damit, daf3
anscheinend eine Ungleichgewicht zwischen BH4-Efflux und intrazelluldre Speicherung
im Laufe der Kultivierung entsteht (Gross et al., 2000). In unseren Zellversuchen wurde
die 2. Passage eingesetzt, also keine frisch isolierten Zellen. Es konnte gezeigt werden,
daB3 eine Modulation der NO-Synthase-Aktivitdt in HDMEC in vitro durch exogenes
BH, erreicht wurde. Hinsichtlich des toxischen Potentials des durch die stimulierte
Enzymaktivitdt vermehrt freigesetzte Stickstoffmonoxid muf natiirlich beriicksichtigt
werden, daBl eine Zunahme der NO-Produktion eine Verringerung teilungsfdhiger
Zellen, in unseren Versuchen auf 60%, bewirkte.

Im Gegensatz zu den bisher aufgefiihrten Daten einer positiven Modulation der NOS-
Aktivitdt liber Tetrahydrobiopterin wird auch eine Hemmung der Verfligbarkeit dieses
Cofaktors als mogliche Therapie diskutiert. Bei Patienten mit der Pigmentstérung
Vitiligo wurde eine Uberproduktion von Tetrahydrobiopterin in Melanozyten und somit
eine vermehrte NO-Freisetzung nachgewiesen. Als mogliche Therapeutika konnten
NOS-Inhibitoren, NO-Finger oder auch Inhibitoren der BHs-Synthese eingesetzt
werden (Schallreuter et al., 1994; Rocha and Guillo, 2001). So hemmen Glycocorticoide
die GTP-Cyclohydrolase, eines der BH4-Syntheseenzyme (Johns et al., 2001). Bune and
Cook (1996) konnten durch die Verbindung 2,4-Diamino-6-hydroxypyrimidin (DAHP)
die de novo Synthese von BH4 hemmen.

Marinos et al. (2001) diskutieren neben der gesteigerten NO-Produktion einen anderen
Aspekt der Wirkung von Tetrahydrobiopterin. Die Autoren konnten zeigen, dafl eine

Zufuhr von BHj, Sepiapterin und/oder NO-Donoren die Proliferation von
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mikrovaskuldren Herz-Kranz-Ratten-Endothelzellen erhéhten und somit die gestorte

Angiogenese bei Diabetes mellitus-Patienten beheben konnten.

5.4 L-Ornithin und L-Lysin

Die von uns eingesetzten kationischen Aminosduren L-Arginin, L-Ornithin und L-Lysin
werden in Siugetierzellen iiber das y'-System (,,cationic amino acid transport system®)
in die Zelle transportiert (Rhodes et al., 1996; Deves and Boyd, 1998). Auch der Efflux
dieser Aminosiuren aus die Zelle erfolgt primér iiber den membranstindigen y'-
Transporter (White et al., 1982; White and Christensen, 1982). Die Regulation des
Transportes dieser Aminosduren ist von entscheidender Bedeutung fiir diverse
Biosynthesen, wie zum Beispiel die von Stickstoffmonoxid, Creatin, Carnitin und
Polyaminen (Avila-Chavez, 1997; Selamnia et al., 1998).

In der Arbeit wurde in einer Kultur von HDMEC untersucht, ob die um das y'-System
konkurrierenden kationischen Aminosduren L-Lysin und L-Ornithin einen Einfluf} auf
die NO-Generierung ausiiben, was auf einen inhibierenden Effekt beziiglich der
intrazelluldren L-Argininverfligbarkeit hinweisen wiirde. Dabei konnte gezeigt werden,
daB3 2 mM L-Ornithin nach den Inkubationszeiten 24 h, 48 h und 72 h eine geringe, aber
doch signifikante Abnahme des Nitritgehaltes/ Zellanzahl in humanen dermalen
mikrovaskuldren Endothelzellen zur Folge hatten. Die Zugabe von 0,5 mM und 1 mM
zeigte keine bzw. geringe Wirkung auf den Nitritgehalt. Wurden die Zellen gleichzeitig
mit 2 mM L-Ornithin und 5 mM L-Arginin coinkubiert, wurde die durch L-Ornithin
verursachte Inhibierung der NO-Freisetzung aufgehoben. Dieser Effekt trat nach allen
Inkubationszeiten auf. Parallel zu diesen Versuchen mit L-Ornithin wurde L-Lysin in
der Endothelzellkultur eingesetzt, wobei sich beziiglich der NO-Freisetzung eine
dhnliche Tendenz ergab, das heifit: Verringerung des Nitritgehaltes durch L-Lysin
(2 mM) und durch gleichzeitige Applikation beider Aminosduren (L-Lys + L-Arg)
wieder ein Ansteigen auf Kontrollniveau.

Die Autoren Bogle et al. (1992a) konnten in Versuchen mit einer Zelllinie von
Mausmakrophagen ebenfalls einen inhibitorischen Einflul von L-Lysin und L-Ornithin

auf die NO-Synthese feststellen. Ein mit unseren Ergebnissen vergleichbares Resultat
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erzielten auch Closs et al. (2000). Durch zellbiologische Untersuchungen an einer
Makrophagenzelllinie zeigten die Autoren nach einer Inkubation mit 2 mM L-Lysin
eine Reduktion der NO-Generierung und durch Supplementierung mit 2 mM L-Arginin
eine normalisierte NO-Synthese. Ferner wurde in einer 1997 publizierten
Veroffentlichung von Liaudet et al. die Aminosdure L-Lysin als ein potentieller
natiirlicher Inhibitor beziiglich einer NO-Uberproduktion, wie bei einem endotoxischen
Schock, diskutiert. Eine solche durch L-Lysin und L-Ornithin verursachte verringerte
NO-Freisetzung ist auf einen hemmenden Effekt dieser Aminosduren auf den L-
Arginin-Transport in die Zelle zuriickzufiihren. Mehrere publizierte ,,uptake“-Studien
belegen diesen Sachverhalt (Vasta et al., 1995; Bogle et al., 1992b; Bogle et al., 1996;
Cendan et al., 1996; Wayte et al., 1996; Liaudet et al., 1997; Dolinska and Albrecht,
1998; Hammermann et al., 1999; Closs et al., 2000; Xiao et al., 2001). Die Autoren
konnten neben einem verringerten L-Arginininflux eine damit einhergehende Abnahme
der intrazelluliren L-Argininkonzentration nachweisen. Somit steht der Zelle im
Vergleich zu Normalbedingungen weniger intrazelluldres L-Arginin fiir diverse
Stoffwechselvorginge, wie unter anderem fiir die NO-Synthese durch die NO-
Synthasen, zur Verfligung.

Ein Isoenzym der NO-Synthase, die endotheliale NOS (eNOS) ist wie das y'-
Transportsystem membrangebunden (Bogle et al., 1996). Es wird sogar eine mogliche
Co-Lokalisation von eNOS und einem Protein des Transporters (CAT1) diskutiert, was
eine optimale Substratversorgung des NO-generierenden Enzyms ermoglicht
(McDonald et al., 1997, Xiao et al., 2001). Die Autoren schlussfolgerten dies aufgrund
von immunohistochemischen Analysen an Schweine-Pulmonararterien-Endothelzellen
(PAEC) mit spezifischen Antikdrpern gegen diese Proteine. Ebenfalls die Hypothese
einer Co-Lokalisation vertreten Closs et al. (2000). Die Autoren vermuten, daB} in
aktivierten Makrophagen die induzierbare NO-Synthase (iNOS) durch eine Komplex-
bildende Einheit mit einem anderen Transporterprotein (CAT-2B) eine NO-Generierung
gewihrleistet wird. Durch solche Co-Lokalisationen kommt es zur Bildung von
sogenannten zelluldren Mikrodoménen, in denen andere L-Argininkonzentrationen
vorzufinden sind als im tibrigen Zytoplasma. Wird nun die extrazelluldre Konzentration
an anderen kationischen Aminosduren, wie L-Ornithin und L-Lysin erhdht, transportiert

das y'System diese bevorzugt, was dazu fiihrt, daB aufgrund der Lokalisation von CAT-
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Proteinen und NOS die Versorgung mit dem NOS-Substrat L-Arginin eingeschréankt ist.
Eine verminderte NO-Generierung ist dann die Folge. Eine vermehrte L-
Argininsupplementierung kann den Zustand eines bevorzugten L-Arginintransportes
wiederherstellen.

Publizierte Arbeiten anderer Autoren zeigen zu unseren Ergebnissen abweichende
Daten. Escobales et al. (2000) konnten in Untersuchungen an vaskuldren glatten
Muskelzellen keinen Effekt von 5 mM L-Lysin beziiglich der NO-Produktion
nachweisen. Die Autoren erkldren diesen Befund damit, dafl die NO-Synthese demnach
unabhingig vom L-Arginintransport erfolgt. Zu einem &hnlichen Resultat kamen
Allman et al. (1998). Die Autoren wiesen in vivo (Schaf) nach, da3 die Applikation von
L-Lysin (500 mg/kg) keine Senkung des Nitratgehaltes im Serum verursachte und

demnach durch L-Lysin die NO-Produktion nicht beeinflusst wurde.

5.5 L-Arginyl-L-Arginin und L-Arginyl-L-Leucin

Der Einsatz der L-Arginin-enthaltenen Dipeptide L-Arg-L-Arg und L-Arg-L-Leu sollte
erste Hinweise dahingehend liefern, ob humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen
diese als Substrat flir die NO-Generierung nutzen kénnen. Dem miisste ein moglicher
Transport in die Zelle vorausgehen, um intrazelluldr dem Stoffwechsel zur Verfiigung
zu stehen.

Es wurde bereits in vivo am CAM-Hiihnerei-Modell gezeigt, dall das Dipeptid L-Arg-L-
Arg eine vasoaktive Wirkung aufweist, und zwar zeitlich verzogert im Vergleich zur
alleinigen Applikation von L-Arginin (Mitteilung von J. Wohlrab). Dieser
vasodilatorische Effekt kann auf eine erhohte NO-Freisetzung in den Gefédssen des
Chorion-Allantois-Membran zuriickgefiihrt werden.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 eine Inkubation {iber
72 h mit dem Dipeptid eine Erhdhung der NO-Freisetzung in HDMEC hervorrief,
allerdings erst bei einer Konzentrationen von 50 mM. Geringere Konzentrationen hatten
keinen EinfluB auf den Nitritgehalt. Dies konnte die Schlussfolgerung zulassen, daf3
Endothelzellen das Dipeptid als L-Argininquelle fiir die NO-Synthese nutzen. Dennoch

konnte in den Untersuchungen keine konzentrationsabhédngige Korrelation zwischen L-
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Arg-L-Arg und Nitritgehalt ermittelt werden. Notwendige Voraussetzung fiir eine
mogliche Eingliederung in den zelluldren Stoffwechsel ist die Aufnahme des Dipeptides
in die Zelle. Denkbar wire eine extrazellulire Hydrolyse des Dipeptides. Diese
mogliche Verwertung von extern zugefiihrten Peptiden diskutieren Su and Austic
(1998). Die einzelnen Aminosduren werden dann nach der extrazelluldren
hydrolytischen Spaltung iiber die bekannten Aminosduretransporter von der Zelle
aufgenommen. Neben dem aus zwei L-Argininmolekiilen bestehenden Dipeptid wurde
L-Arginyl-L-Leucin untersucht. Dieses Dipeptid fiihrte vor allem bei 10 mM, 25 mM
und 50 mM nach 24 h bzw. 72 h zu einer Verringerung der NO-Freisetzung in HDMEC.
Die Autoren Su and Austic (1998) untersuchten ebenfalls den Einflufl des Dipeptid auf
die NO-Produktion, hier aber an einer Makrophagen-Zelllinie (Huhn). Sie konnten eine
verringerte Effektivitit des Dipeptides im Vergleich zu L-Arginin beziiglich der
Substratverwertung durch die NOS feststellen. Mit Hilfe von ,,uptake“-Studien zeigten
sie, da3 L-Argininyl-L-Leucin und auch L-Leucinyl-L-Arginin den Transport von L-
Arginin in die Zelle inhibierten, was zu einer verringerten Substratverfiigbarkeit von L-
Arginin fiir die NO-Synthase fiihrte.

Ein weiteres Dipeptid, L-Tyrosyl-L-Arginin (Kyotorphin), ist bekannt als endogenes
Neuropeptid, das im Gehirn synthetisiert wird und wie viele andere Neuropeptide in der
Aufrechterhaltung und Regulation des vaskuldren Tonus in der peripheren Zirkulation
involviert ist (Bull et al., 1996; Arima et al., 1997). Von Arima et al. (1997) konnte
nachgewiesen werden, daf3 dieses Dipeptid durch spezifische Peptidasen aufgespalten
und schlieBlich L-Arginin als Substrat fiir die neuronale NO-Synthase genutzt werden
kann.

Die Autoren Uemura et al. (2000) publizierten Daten, die ebenfalls eine Modulation der
NO-Generierung durch L-Arginin-enthaltene Peptide belegen. Sie testeten Heptamere
aus L-Arginin bzw. D-Arginin in Venentransplantaten einerseits beziiglich ihres
Einflusses auf die NO-Freisetzung und andererseits hinsichtlich ihres
Translokalisationsvermdgens durch die Cytoplasma- und Kernmembran. In
Endothelzellen (vaskuldr) und in vaskuldrem Gewebe konnten sie eine Konzentrations-
und Zeitabhingigkeit der Translokalisation durch die Membran feststellen, wobei dieser
Prozess unter Energieverbrauch ablduft. Somit steht das Heptamer-Peptid intrazellulér

als Substrat fiir die NOS zur Verfiigung, was sich in einem deutlichen Anstieg der NO-
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Freisetzung zeigte. Interessant war auflerdem, daB3 die Autoren nach intraluminaler
Applikation ein sehr gutes Penetrationsvermdgen in die GefdBwand nachweisen
konnten, wobei sie weniger den polykationischen Charakter dafiir verantwortlich
machten, sondern vielmehr die Wirkung der Guanidiniumgruppe des Arginins. Die
Autoren diskutieren aufgrund dieser Befunde einen mdglichen therapeutischen Einsatz
solcher kurzkettigen L-Argininpolymere bei vaskuldren Storungen, die durch eine
verringerte intrazellulire Verfiigbarkeit von L-Arginin hervorgerufen werden. Fiir
kationische, langkettige argininhaltige Peptide (Poly-L-Arginin) wird eher ein
hemmender EinfluB} auf den L-Arginintransport und die NO-Generierung beschrieben.
Neben Poly-L-Arginin inhibierte in Experimenten mit Rattenmakrophagen auch Poly-
L-Lysin die L-Argininaufnahme (Hammermann et al. ,1999). Solche kationischen
Peptide werden beispielsweise von Eosinophilen sezerniert und spielen unter anderen
eine Rolle in der Pathogenese von Bronchialasthma (Hammermann et al., 1999). Auch
aktivierte Leukozyten setzen kationische Peptide frei und tragen zur Regulation des
vaskularen Tonus bei (Kinoshita and Katusic, 1997). Ferner ist im Plasma eine hohe
Konzentration an Aminoséduren, Di- und Oligopeptide zu finden, die als Proteine mit der
Nahrung aufgenommen und hydrolisiert werden und im Verdauungstrakt {iber
entsprechende Transporter der Biistensaummembran (,,brush border membrane®) in die

Blutbahn gelangen (Thamotharan et al., 1997, Fei et al., 2000).

5.6 eNOS- und iNOS-Expression

Unter Verwendung von genspezifischen Primern konnte mittels RT-PCR neben der
mRNA der endothelialen auch die der induzierbaren NOS-Isoform in humanen
dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen nachgewiesen werden. Die Regulation der
Transkription der iNOS (und der anderen Isoformen) in Endothelzellen ist nicht
vollstindig geklirt (Kolyada and Madias, 2001). Bereits 1999 zeigte die Arbeitsgruppe
von Hoffmann et al. (1999) die Expression der iNOS in HDMEC, allerdings nach
Stimulation mit proinflammatorischen Cytokinen (IFN-y, TNF-a) und dies erst nach
einer ldngeren Behandlungsdauer (48 h, 72 h). Dabei hatte vor allem die simultane

Applikation von IFN-y+TNF-a eine verstarkte iNOS-Expression zur Folge. In fritheren
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Studien anderer Arbeitsgruppen wurde die Expression der induzierbaren NOS in
mikrovaskuldren Ratten- und Rinderendothelzellen untersucht und nachgewiesen
(Chakravarthy et al., 1995; Ungureanu-Longrois et al., 1995; Geiger et al., 1997).

Keine NO-Freisetzung durch die NOS trotz Applikation pro-entziindlicher Agenzien
wurde in menschlichen Aorta-Endothelzellen (MacNaul and Hutchinson, 1993), in einer
menschlichen vaskuldren Endothelium-abgeleiteten Hybrid-Endothelzelllinie EA.hy
926 (Schoedon et al., 1993) und in menschlichen Nabelschnur-Endothelzellen (Werner-
Felmeyer et al., 1993) detektiert. Den komplexen Mechanismus der Induktion der iNOS
in menschlichen Zellen und Geweben zu charakterisieren, ist schwierig. Neben der
Bereitstellung von NOS-Enzymmolekiilen, die durch die regulierte Proteinbiosynthese
gewihrleistet wird, ist die Verfiigbarkeit der an der NO-Generierung beteiligten
essentiellen Cofaktoren (BH4, FAD, FMN) und Substrate (L-Arginin, molekularer
Sauerstoff, NADPH) von entscheidender Bedeutung (Weinberg et al., 1995; Govers and
Rabelink, 2001). Im Zusammenhang mit der Modulation der Enzymaktivitit wurde
bereits diskutiert, dal in vitro im Laufe der Zellkultivierung eine Limitation von
Tetrahydrobiopterin (BH4) auftreten kann. Diesen Aspekt beriicksichtigen ebenfalls
Fuchs et al. (1993), nachdem sie in menschlichen Makrophagen nur eine geringe NOS-
Aktivitit beobachten konnten.

In unseren Untersuchungen an der Zellkultur wurde durch Applikation des natiirlichen
Substrates L-Arginin (5-25 mM) eine Zunahme der iNOS-mRNA-Expression in
HDMEC nachgewiesen. Nach lédngeren Inkubationszeiten bewirkte eine
Konzentrationssteigerung der Aminosdure keine Erhohung der iNOS-Transkription in
den behandelten Zellen. Die konzentrationsabhéngige Stimulation der iNOS-Expression
nach 24 h hitte auch eine Steigerung der NO-Freisetzung nach Supplementierung von
L-Arginin vermuten lassen. Allerdings konnte im Kulturmedium kein erhéhter
Nitritgehalt nach Behandlung mit 5-25 mM L-Arginin (24 h) nachgewiesen werden.
Wie bereits im vorherigen Abschnitt aufgefiihrt, kann eine Erkldrung fiir eine fehlende
Steigerung der NO-Produktion trotz vermehrter mRNA-Expression darin bestehen, dafl
anscheinend die Bedingungen fiir eine optimale Enzymkatalyse in der Zellkultur nicht
bzw. nicht ausreichend gegeben sind. So konnten wir beispielsweise durch Applikation

des Cofaktors BHs zu HDMEC nach 24 h eine konzentrationsabhéngige Steigerung der
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NO-Produktion nachweisen, was tatsdchlich auf eine reduzierte Verfiigbarkeit dieses
Cofaktors unter Zellkulturbedingungen schlief3en ldsst.

Die Autoren um Binion et al. (1998) untersuchten die iNOS-Expression in humanen
intestinalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HIMEC) und humanen Nabelschnur-
Endothelzellen. Sie stimulierten die Zellen mit TNF-0+LPS. Uberraschenderweise
detektierten sie anhand von RT-PCR-Analysen in zwei von fiinf untersuchten HIMEC-
Populationen auch in unbehandelten Proben ein iNOS-Amplifikat, wogegen die
makrovaskulidren Nabelschnur-Endothelzellen trotz Inkubation mit TNF-0+LPS keine
INOS-mRNA exprimierten. Die Autoren diskutierten als mdgliche Erkldrung fiir diesen
Sachverhalt ebenfalls die Zellkulturbedingungen. Anscheinend haben die
makrovaskulidren GefdBzellen die Féhigkeit der iNOS-Expression im Zuge der
Passagierung verloren (Rosenkranz-Weiss et al., 1994; Bonman et al., 1997; Kaku et al.,
1997). Eine mogliche altersbedingte Reduktion der Expression der NOS in
Endothelzellen (HUVEC) war auflerdem Gegenstand der Untersuchungen von
Hoffmann et al. (2001), allerdings nicht die der iNOS, sondern der endothelialen NOS.
Dabei wurde festgestellt, dal mit zunehmender Passagenanzahl (bis 14) die endotheliale
NO-Produktion sinkt.

Die physiologische Rolle von NO und die Regulation der Expression der NO-Synthase-
Isoenzyme in den verschiedenen Zelltypen der Haut war neben der Studie von
Hoffmann et al. (1999) auch Forschungsschwerpunkt anderer Arbeitsgruppen. So
verglichen Sasaki et al. (2000) UVB-bestrahlte Keratinozyten (Maus) mit unbestrahlten
Zellen. Sie detektierten dabei liberraschenderweise in den unbehandelten Zellen deutlich
eine iNOS-Bande, wéhrend die UVB-Bestrahlung zu einer verringerten Expression
filhrte. Demnach ist die Herkunft der untersuchten Zellen innerhalb einer Zellspezies
von entscheidender Bedeutung (Sasaki et al., 2000). Vergleichbar mit unseren Befunden
beziiglich der gefundenen iNOS-mRNA in mikrovaskuldren Endothelzellen sind die
Daten von Thuringer et al. (2000). Die Autoren demonstrierten die Prisenz von sowohl
eNOS als auch iNOS-mRNA unabhingig vom Kulturstadium und einer Stimulation.
Von Sasaki et al. (2000) abweichende Befunde zur iNOS-Expression waren die
publizierten Daten von Romero-Graillet et al. (1996); Sirsjo et al. (1996); Weller (1997)
und Kuhn et al. (1998). Beispielsweise setzte die Arbeitsgruppe um Sirsjo et al. (1996)
gesunde und Psoriasis-geschidigte Hautbiopsien in RT-PCR-Analysen ein. Auflerdem
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wurden kultivierte Keratinozyten mit IL-1B3+TNF-a stimuliert. In den unbehandelten
Zellen bzw. den nicht erkrankten Hautarealen konnten sie jeweils keine iNOS-Bande
detektieren.

Eine aus dermalem Gewebe gewonnene Zellpopulation setzten Wang et al. (1996) ein,
um unter anderem die Expression der induzierbaren NOS zu untersuchen. Durch
Variation der cDNA-Mengen in der PCR konnten sie in humanen Fibroblasten iNOS-
Transkripte erhalten, und zwar unabhédngig von einer Stimulation mit
proinflammatorischen Cytokinen.

In einer Ubersichtsarbeit von Bruch-Gerharz et al. (1998) werden die verschiedenen
Regulationsmechanismen der iNOS-Expression zusammengefasst. Wiahrend fiir die
inflammatorischen und immunvermittelten Stimulanzien IFN-y, TNF-a und IL-1f
(Nathan and Xie, 1994) eine Induktion der iNOS-Genexpression beschrieben wurde,
zdhlen Glycocorticosteroide, Cyclophiline und Retinoide, aber auch TGF-3, IL-4 und
IL-10 (Becherel et al., 1995; Pinsky et al., 1995) zu solchen Faktoren, die die
Transkription hemmen oder verringern.

Daten iiber eine mogliche konzentrationsabhingige Steigerung der iNOS-Transkription
durch die Aminosdure L-Arginin als natiirliches NOS-Substrat, wie wir sie nachweisen
konnten, wurden bisher nicht publiziert.

Neben der induzierbaren NOS wurde in HDMEC die endotheliale Isoform des Enzyms
untersucht. Die endotheliale NO-Produktion trdgt entscheidend zur Aufrechterhaltung
wichtiger physiologischer Vorginge, wie zum Beispiel der Vasodilation bei und
reguliert dadurch den lokalen Blutfluf (Binion et al., 1998; Bruch-Gerharz et al., 1998).
Wir konnten zeigen, dal humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen die eNOS-
mRNA exprimierten. Die Transkription war weder zeit- noch konzentrationsabhéngig
beziiglich des Substrates L-Arginin. Andere Arbeitsgruppen testeten an Endothelzellen
den Effekt verschiedener Stimulanzien auf die eNOS-mRNA-Expression. Dabei
konnten Binion et al. (1998) an humanen intestinalen mikrovaskuldren Endothelzellen
(HIMEC) und makrovaskulidren Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) zeigen, dal3 die
eNOS-mRNA nicht durch Cytokine (TNF-a) und LPS-Stimulation beeinflulbar war.
Andere Daten iiber eine Anderung der eNOS-mRNA nach Inkubation mit Zytokinen
bzw. LPS deuten dagegen auf einen modulierenden Effekt hin. MacNaul and

Hutchinson (1993) beschrieben eine ,,down‘“-Regulation der eNOS-Expression in
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humanen Aorta-Endothelzellen (AOEC) nach Inkubation mit verschiedenen Zytokinen
(IL-1B, TNF-a, IFN-y) + LPS. Daneben zeigten sie eine Induktion der iNOS in
ebenfalls untersuchten humanen glatten Aorta- Muskelzellen. Sie erkldren diesen
Sachverhalt mit der Fahigkeit vaskuldren Gewebes, unter bestimmten
inflammatorischen Bedingungen die NO-Generierung durch die eNOS des Endothelium
dann auf die iNOS vermittelte NO-Produktion der Muskelzellen umzuschalten.

Die Applikation von diversen Zytokinkombinationen testeten aullerdem Kaku et al.
(1997) an vaskuldren Rinder-Aorta-Endothelzellen, wobei hier allerdings eine Erh6hung
der eNOS-mRNA nach Zytokinstimulation beobachtet wurde.

Eine transkriptionale und posttranslationale Regulation der eNOS-Expression durch
Wasserstoffperoxid untersuchten Grant et al. (2000) an Rinder-Aorta-Endothelzellen.
Als Resultat konnten sie mittels Northernanalysen eine konzentrations- und
zeitabhéngige Korrelation zwischen H>O, und eNOS-mRNA erhalten. Neben einem
steigernden Einflu von H,O, auf die Transkription erhoht die Verbindung auch die
Stabilitdt der eNOS-mRNA, was zu einer vermehrten Prasenz von mRNA-Molekiilen in
der Zelle fiihrt.

Als physikalischer Stimulator der eNOS-Expression wurde von Deliconstantinos et al.
(1996b) UVB-Bestrahlung eingesetzt. Dabei zeigten Endothelzellen (Rinderaorta-
Endothelzellen) eine vermehrte eNOS-Expression nach 100 mJ/cm’. Der Versuch
belegte die Aussage, dal die UV-vermittelte NO-Generierung und die damit
einhergehende Vasodilation Schliisselereignisse einer Erythembildung in der Haut
darstellen.

Eine Steigerung der eNOS-Expression in Rinder-Aorta-Endothelzellen durch oxidierte
Linolsdure (13-Hydroperoxyoctadecadiensdure, 13-HPODE) konnten Ramasamy et al.
(1998) nachweisen. Hintergrund ihrer Arbeit war die bereits von Hirata et al. (1995)
aufgezeigte stimulierende Wirkung von geringkonzentriertem oxidierten LDL beziiglich
der eNOS-mRNA-Expression, wogegen hohe Konzentrationen eine Abnahme zur Folge
hatten. Auch die Inkubation der Endothelzellen mit 13-HPODE (bis 20 uM, 24 h) fiihrte
zu einer konzentrationsabhingigen Erhohung der eNOS-mRNA. Dabei konnte zum
einen eine Steigerung der Transkriptionsrate der eNOS-Gene und zum anderen eine
Erhohung der eNOS-mRNA-Stabilitit und damit der Halbwertszeit, dhnlich wie bei
H,0; durch 13-HPODE, nachgewiesen werden.
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Unter natiirlichen physiologischen Bedingungen erfolgt die Regulation der eNOS-
Expression durch verschiedene Faktoren. Aufgrund der funktionalen Lokalisation der
Endothelzellen als Auskleidung der Mikro- und Makrogefdsse sind die Zellen
permanent dem mechanischen Reiz des zirkulierenden Blutes ausgesetzt. Dieser auf das
Endothelium wirkende Reiz wird auch als ,,shear stress®“ bezeichnet und kann iiber
sogenannte ,,shear stress“-vermittelte Elemente eine Hochregulation der eNOS-
Expression verursachen. Auflerdem wirken unter anderem Estrogen und Insulin
stimulierend auf die Transkription der eNOS-Gene, wihrend Erythropoietin oder
Sauerstoffmangel einen hemmenden Effekt zeigen. Einen regulatorischen Einflufl auf
die Expression iibt auch NO selbst aus. Durch einen sogenannten negativen ,,feedback®-
Mechanismus greift das Molekiil regulierend in die eNOS-Expression iiber einen
cGMP-vermittelten Proze8 ein. Die Tatsache, daB eine Diskrepanz zwischen
exprimierter eNOS-mRNA, daraus synthetisierter eNOS-Proteinmolekiile und der
Enzymaktivitdt besteht, ldsst auf einen komplexen Regulationsmechanismus schlieen.
Von groBler Bedeutung ist dabei neben der Regulation auf Ebene der Transkription auch
die posttranskriptionale Expressionskontrolle. Die intrazellulire Anzahl von mRNA-
Molekiilen ergibt sich aus dem Verhiltnis von Gentranskription und mRNA-Abbau.
Wie bereits aufgefiihrt, konnen verschiedene biochemische Verbindungen die
Halbwertszeit der eNOS-mRNA verldngern, indem die Stabilitidt erh6ht wird, wie zum
Beispiel durch VEGF. An der eNOS-mRNA-Degradation beteiligte Faktoren sind
dagegen unter anderem TNF-a, LPS oder Sauerstoffmangel. Ferner erfolgt auf co- und
posttranslationaler Ebene eine Modifikation der eNOS-Proteine, was zur
Gewdhrleistung von Stabilitdt und Aktivitdt fithrt. Durch die kovalente Anlagerung
einer Myristoylgruppe an die Glycingruppe des NH,-Endes sind die Voraussetzungen
fiir die Eingliederung in die Plasmamembran gegeben. Mutationen an der Myristoyl-
,site” konnten zeigen, daB3 diese Modifizierung des eNOS-Proteins essentiell fiir die
membranstidndige Lokalisation und fiir die Aktivitit des Enzyms ist. FEine
posttranslationale Regulation erfolgt iiber eine Palmitoylation an zwei Cysteinen (15,
26) des NH,-Terminus, was die Assoziation des eNOS-Protein in der Membran

stabilisiert (Govers and Rabelink, 2001).
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6 Zusammenfassung

Einen Teilkomplex der vorliegenden Arbeit umfafite die Etablierung einer Methode zur
Isolierung von humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen aus Vorhautgewebe.
Basierend auf das von Hewett and Murray (1993) beschriebene Verfahren wurden zur
immunomagnetischen Separation anti-CD31-beschichtete Dynabeads eingesetzt, die
eine Selektion der Endothelzellen innerhalb der isolierten Mischpopulation vor der
Zellaussaat ermoglichen sollte. Dabei konnte eine homogene und subkultivierbare
Kultur aus mikrovaskuldren Endothelzellen erhalten werden, die anhand von
ausgewdhlten Merkmalen als solche identifiziert wurden. Die Zellen zeigten in der
eindimensionalen Kultur die typische ,,cobblestone“-Struktur. Die Daten der
flowzytometrischen Analyse zum von-Willebrand-Faktor belegten aulerdem, dal} es
sich um eine reine Endothelzellkultur handelte. Anhand von Proliferations- und
Wachstumsuntersuchungen stellte sich die 2. Passage als optimal heraus, wobei der 5.
Kulturtag ein Proliferationsmaximum darstellte. Es kann ausgesagt werden, dafl die
angewandte Methode zur Isolierung von humanen dermalen mikrovaskuldren
Endothelzellen fiir die routineméfige Gewinnung zum Zwecke von in vitro Studien

eingesetzt werden kann.

Einen zweiten Komplex bildeten Untersuchungen zum L-Arginin/Stickstoffmonoxid-
Metabolismus in HDMEC. Als Ziel stand eine Modulation der NO-Generierung, um
mogliche Anhaltspunkte flir vasodilatorische oder vasokonstriktive Effekte als
eventuelle Therapiestrategien zu erhalten.

Die Aktivitit der NO-Synthasen wurde anhand des Nitritgehaltes im Kulturiiberstand
mit der Griess-Reaktion bestimmt. Dabei wurde zum einen L-Arginin, das natiirliche
Substrat der NOS und zum anderen die Cofaktoren Ca*" und Tetrahydrobiopterin
hinsichtlich ihres Einflusses auf die NOS-Aktivitét eingesetzt.

Die externe Zugabe der Aminosdure L-Arginin fiihrte bis 25 mM (24 h, 48 h, 72 h) zu
keiner Anderung des Nitritgehaltes. Die Applikation von 50 mM war zytotoxisch. Da
keine konzentrationsabhéngige Korrelation beziiglich der NO-Freisetzung festgestellt

werden konnte, ist davon auszugehen, daB3 die zellschddigende Wirkung weniger auf
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den drastischen Anstieg von NO zuriickzufiihren war, sondern da3 vielmehr die hohe
Konzentration zytotoxisch wirkte.

Durch Supplementierung von CaCl, (Ca®") konnte nur mit 2 mM (72 h) eine geringe
Steigerung der NO-Freisetzung erreicht werden. Nach den anderen Inkubationszeiten
(24 h, 48 h) und nach Zugabe von 1 mM (24 h, 48 h, 72 h) wurde keine Erh6hung des
Nitritgehaltes detektiert.

Die Zufuhr von Tetrahydrobiopterin fiihrte nach einer 24stiindigen Inkubation zu einer
konzentrationsabhdngigen Zunahme der NO-Produktion. Nach 48 h und 72 h wurde nur
noch mit 500 uM BH4 ein erhohter Nitritgehalt im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle nachgewiesen.

Neben L-Arginin wurden die kationischen Aminosduren L-Lysin und L-Ornithin an
HDMEC getestet. Diese Aminosduren konkurrieren um das y -Transportsystem. Es
konnte gezeigt werden, dal jeweils durch 2 mM eine Abnahme der NO-Freisetzung
auftrat, was auf einen hemmenden Effekt von L-Ornithin bzw. L-Lysin beziiglich des L-
Arginintransportes zurlickzufiihren war. Durch Coapplikation von 2 mM L-Lysin +
5 mM L-Arginin bzw. 2 mM L-Ornithin + 5 mM L-Arginin konnte dieser Effekt
aufgehoben und der Nitritgehalt der Kontrolle erreicht werden. Weiterfithrende
Untersuchungen, die vor allem ,,uptake‘-Studien mit den Aminosduren einschlieen,
sollen den bereits diskutierten Transportmechanismus und seine Regulation in HDMEC
untermauern.

Erste Hinweise auf einen modulierenden Einflu3 von Dipeptiden hinsichtlich der NO-
Produktion wurden durch Untersuchungen mit L-Arginyl-L-Arginin und L-Arginyl-L-
Leucin erhalten. Es stellte sich heraus, da L-Arg-L-Arg die NO-Generation nicht
beeinflusste. Die hochste eingesetzte Konzentration fiihrte zwar zu einem drastischen
Anstieg des Nitritgehaltes, doch war auch ein zellschiddigender Effekt des Dipeptides
deutlich zu beobachten. Die Inkubation mit L-Arg-L-Leu rief keine steigernde NO-
Freisetzung hervor. Es wurde sogar eine verminderte NO-Generierung festgestellt.
Durch Anwendung molekularbiologischer Methoden (Westernblot- und RT-PCR)
wurde in HDMEC die Expression der endothelialen und der induzierbaren NO-Synthase
untersucht und nachgewiesen. Die Transkription der iNOS-Gene wurde dabei
konzentrationsabhéngig durch L-Arginin (bis 25 mM; 24 h) positiv beeinflusst. Eine
Anderung der eNOS-Expression durch L-Arginin trat nicht auf.
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Somit kann zusammengefalit werden, dal unter in vitro-Bedingungen eine Modulation
der NO-Produktion in humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (Zellkultur)
vor allem iiber eine Aktivitdtssteigerung moglich erscheint und Hinweise darauf liefert,
in welchen Ausmal} eine Vasodilation gefordert bzw. gehemmt werden kdnnte und

somit zelluldre Dysfunktionen behoben werden konnten.
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1:

Strukturformel von L-Arginin; Molekulargewicht 174,20 g/mol;
Summenformel CgH5N4O». 6

Biosynthese von Stickstoffmonoxid aus L-Arginin (nach Nathan, 1992).
8

Hautgewebe vor und nach der Dispasebehandlung; (a.) komplettes
Hautgewebe, (b.) Epidermis, (c.) Dermis. 21

Primérkultur von humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen
(HDMEC) in EGM-MV, 3 Tage, Separation mit anti-PECAM-1
beschichteten Dynabeads; VergroBerung 10 x 20. 39

Primérkultur einer gemischten Zellpopulation in EGM-MV, 5 Tage, ohne
Separation mit anti-PECAM-1 beschichteten Dynabeads; Vergroferung
10 x 20. 40

Konfluente Monolayer einer Primérkultur von humanen dermalen
mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) in EGM-MV, 10 Tage,
Separation mit anti-PECAM-1  beschichteten Dynabeads; (a.)
VergroBerung 10 x 10 (b.) HDMEC mit anhaftenden Dynabeads (Pfeil),
Vergroflerung 10 x 40. 40

Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an einer
Primérkultur von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 10
Tagen Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit
anti-human vWF-FITC. 42

Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an der
1. Passage von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 7
Tagen Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit
anti-human vWF-FITC. 42

Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an der
2. Passage von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 7
Tagen Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit
anti-human vWF-FITC. 43

Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an der
3. Passage von isolierten, mit Dynabeads separierten HDMEC, nach 7
Tagen Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit
anti-human vWF-FITC. 43
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Abb. 11:
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12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

Flowzytometrische Analyse des von-Willebrand-Faktors (vVWF) an einer
Primérkultur ~ einer =~ Mischzellpopulation, nach 10  Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: FACS-Analyse mit anti-
human vWF-FITC. 44

Mycoplasmen-freie Kultur von HDMEC, 1. Passage, nach 3 Tagen
Kultivierungsdauer in EGM-MV, Darstellung der fluoreszierenden
Zellkerne nach DNA-Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst
33258. 45

Bestimmung der DNA-Syntheseleistung in isolierten HDMEC, 7 Tage
Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode: [3H]Thyrnidineinbau;
*p < 0,05 im Vergleich zum Vortag, # im Vergleich zum 1.Tag; n = 24.

46

Untersuchung der DNA-Syntheseleistung in kommerziell erhéltlichen
HDMEC, 7 Tage Kultivierungsdauer in EGM-MV; Methode:
[3H]Thymidineinbau; * p < 0,05 im Vergleich zum Vortag, # im
Vergleich zum 1.Tag; n=12. 47

EinfluB von L-Arginin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48,
72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Zellanzahlbestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle (0,5 mM Basalkonzentration an L-Arginin im Medium); n = 3.

52

HDMEC nach 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV mit (a.)
0,5 mM L-Arginin, (b.) 10 mM L-Arginin; VergroBBerung 10 % 10. 53

HDMEC nach 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV mit
50 mM L-Arginin; Vergroferung 10 x 10. 53

Einflu von Ca®'Tonen (CaCly) auf die Proliferation von HDMEC, nach
24, 48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Zellanzahlbestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle; n = 3. 54

EinfluB von (6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (BH4) auf die
Proliferation von HDMEC, nach 24, 48, 72 h Inkubationszeit in
phenolrotfreiem EGM-MV; Methode: Zellanzahlbestimmung mittels
Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; n = 3. 55

Einflu3 von L-Ornithin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48,
72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Zellanzahlbestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle; n = 3. 56
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29:

Einflu8 von L-Lysin auf die Proliferation von HDMEC, nach 24, 48, 72 h
Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV; Methode:
Zellanzahlbestimmung mittels Coulter; * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle; n = 3. 57

Einflul von L-Arginyl-L-Arginin auf die Proliferation von HDMEC,
nach 24, 48, 72 h Inkubationszeit in phenolrotfreiem EGM-MV;
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