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Einleitung 1

1 Einleitung

Aminosauren sind als Bausteine der Proteine essentiell zur Aufrechterhaltung vitaler
Prozesse. Eine besondere Rolle im Zellmetabolismus spielen dabei kationische
Aminosauren, hier insbesondere L-Arginin und L-Ornithin (Barbul et al., 1995). So ist
Arginin, als semiessentielle Aminosaure an anabolischen Prozessen, wie Wachstum
(Anderson and Dobson et al., 1959), Proteinsynthese und Wundheilung (Barbul et
al., 1990; Kirk et al., 1993) beteiligt. AuBerdem ist L-Arginin durch die Metaboli-
sierung zu Harnstoff und L-Ornithin fir die Stickstoffbalance essentiell. Harnstoff
dient in der Haut als Moistruizer und L-Ornithin als Precursor fliir die Synthese der
proliferationsférdernden Proteine Kreatin und Polyamin (wie Spermin, Spermidine
und Putrescin). L-Arginin ist auBerdem ein Vorlaufer des Stickstoffmonoxids, das z.B.
fur die Regulation der kutanen Mikrozirkulation (Brovkovych et al., 1999; Figueroa et
al.,, 2001) von Bedeutung ist. Darlber hinaus ist es an der Freisetzung von
Wachstumshormonen aus der Hypophyse (Alba-Roth et al., 1988), Insulin aus dem
Pankreas (Apostol and Tayek, 2003) und Noradrenalin aus der Nebenniere beteiligt.
Weiterhin verbessert es die zellulare Immunantwort, tragt zur Bildung von T-
Lymphozyten bei und regt die Phagozytose an. All diese Effekte erfordern einen
Transport der Aminosaure in die Zelle. Zum Transport der kationischen Aminoséuren
L-Arginin, L-Ornithin und L-Lysin sind vier Transportsysteme (B%*; b%*; y*L und y*)
bekannt. Sie unterscheiden sich allerdings in ihrer Interaktion mit neutralen
Aminosduren und mit anorganischen Kationen. So ist fir B®*, das auch neutrale
Aminosauren transportieren kann, Na* erforderlich (Van Winkle et al., 1985). Das y"*-
System ist, wie auch b®* und y*L, Na*-unabhangig, kann aber im Gegensatz zu B®*
und b%* keine neutralen Aminosduren transportieren (Christensen und Antonioli,
1969). Stellt man y*L Natrium-lonen zur Verfligung, ist auch dieses Transportsystem
in der Lage neutrale Aminoséauren zu befdrdern (Devés et al., 1992). Etwa 60 - 80 %
der gesamten L-Arginin-Aufnahme in S&ugerzellen wird durch das &uBerst selektive
y*-System gewahrleistet. Der Transporter wird durch die CAT (cationic amino acid
transporter)-Proteine reprasentiert, die wiederum durch mindestens 4 Transkripte
codiert werden. Die Beobachtung, daB einige CAT-Isoformen gewebespezifisch
exprimiert werden und das ihre Konzentrationen in den jeweiligen Geweben je nach
Umgebungsbedingungen variieren legt nahe, daB der Transporter fir die

kationischen Aminosauren, zellspezifisch regulatorischen Prozessen unterliegt
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(MacLeod, 1996; MaclLeod and Kakuda, 1996). Bei einer krankhaft bedingten
Steigerung der L-Arginin-Aufnahme ware somit auch das Auftreten einer chronisch
entziindlichen Hautreaktion denkbar. Das Uberangebot an Arginin wiirde den beiden
Enzymen Arginase und Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) zur Verfligung stehen.
Eine Metabolisierung der Aminosaure durch die NOS zu Stickstoffmonoxid wirde zur
Auslésung und Unterhaltung immunologischer Prozesse flihren kénnen (Brittenden
et al.; 1997), wie sie beispielsweise bei Psoriasis und atopischer Dermatitis auftreten.
Hohe Konzentrationen an NO wirken dartiber hinaus antiproliferativ (zytotoxisch) und
fihren zur Zelldifferenzierung, wéahrend niedrige NO-Konzentrationen z.B. auf
Keratinozyten proliferationssteigernd wirken (Krischel et al., 1998).

Bei chronisch entzlindlichen Hautzustdnde mit und ohne Hyperproliferation kénnte
daher eine EinfluBnahme auf das y*-System, zu neuen Therapieansatzen flihren.

Zielstellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von kationischen Aminosauren und von
TH1-Zytokinen auf die Expression des y*-Systems in verschiedenen Hautzellen bzw.
in Hautgewebe untersucht. Insbesondere wurde folgenden Fragestellungen

nachgegangen:

1. Wird das y*-System in kutanen Zellen auf transkriptioneller und translationeller
Ebene exprimiert?

2. Welche Konzentrationen der verwendeten Substanzen wirken zytotoxisch?

3. Wie beeinflussen die kationischen Aminosduren L-Arginin und L-Ornithin die
Expression des y*-Systems in den untersuchten Zelltypen?

4. Beeinflussen TH1-Zytokine die Expression des y*-Systems?

5. Wie ist die Verteilung der Proteine hCAT1 und 2 innerhalb der Epidermis von
Hautgesunden und Psoriatikern?

6. Gibt es eine Veranderung im Expressionsmuster von hCAT1 und/ oder 2 bei einer
Psoriatikern?
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1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 L-Arginin-Stoffwechsel in der Haut

L-Arginin ist eine semi-essentielle, kationische Aminosaure, die zur Gruppe der
Diaminomonocarbonsduren zahlt. Die Aminosdure ist leicht wasserldslich, besitzt
glukoplastische Eigenschaften und wird von den meisten Saugern selbst
synthetisiert. Aus dermatologischer Sicht ist L-Arginin vor allem deshalb interessant,
da es neben der Protein- und Kreatinsynthese das Substrat zweier bedeutsamer
enzymatischer Reaktionen ist (Heys et al.; 1997). Einmal der Arginase-Reaktion, bei
der L-Arginin durch die Arginase zu Harnstoff und L-Ornithin umgesetzt wird
(Jenkinson et al.; 1994). Hierbei kommt dem L-Arginin als Harnstoffquelle eine
SchlUsselfunktion bei der Bildung und Aufrechterhaltung der epidermalen
Barrierefunktion zu und es bestimmt somit indirekt die Hydratation des Stratum
corneums entscheidend mit. AuBerdem dient L-Arginin als Ausgangssubstanz fir die
Bildung von L-Ornithin, welches seinerseits als Precursor der Polyaminsynthese gilt.
Polyamine (z.B. Spermidin, Spermin) spielen eine zentrale Rolle bei der Stimulation
der Zellproliferation, dem Gewebewachstum, der Differenzierung, der Angiogenese
und der Wundheilung (Williams-Asham et al., 1981). Zum anderen dient L-Arginin
als Substrat fiir die Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase-Reaktion. Hierbei wird aus der
Aminosaure katalytisch durch die NO-Synthase NO und L-Citrullin synthetisiert
(Feelisch et al.; 1996; Heys et al.; 1997; Lancaster et al.; 1996; McAllister et al.;
1997). Auf diesem Weg tragt L-Arginin durch die Generierung von NO zur Regulation
des hamo- und lymphovaskularen Systems bei (Brittenden et al.; 1997; Lancaster et
al.; 1996). Zu erwahnen seien hier vor allem die vasodilatorischen, die radikalischen
Eigenschaften und die Funktion von NO bei der Auslésung und Unterhaltung von
immunologischen Prozessen (Brittenden et al.; 1997). So tragt NO durch die Initiation
der Expression von Adhasionsmolekllen bei mikrovaskularen Endothelzellen
(McAllister et al.; 1997), die Verstarkung der Zytokinexpression aktivierter
Lymphozyten (Agner et al.; 1989; Kolitz et al.; 1991), und die Aktivierung und
Proliferationsstimulation von Lymphozyten (Brittenden et al.; 1996), Makrophagen
(Agner et al.; 1989), Eosinophilen und Mastzellen (Brittenden et al.; 1996) wesentlich
zu physiologischen und pathophysiologischen Entziindungsprozessen bei. Die hohe
Reaktivitat des Molekiils erklart die zytotoxische Wirkung hoher NO-Konzentrationen.

So entstehen bei der Reaktion mit Superoxiden die auBerst reaktiven Peroxynitrite
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(Lancaster et al.; 1996; McAllister et al.; 1997), die ein enorm oxidativ schadigendes
Potential gegenltber DNA, Proteinen und anderen zellularen Komponenten
aufweisen (Stefano and Magazine; 2001). Eine weitere wichtige Eigenschaft von NO
ist die Aktivierung der léslichen Guanylatcyclase durch Nitrosation. Die daraus
resultierende Erhdéhung des cGMP-Spiegels flhrt schlieBlich Uber eine Signal-
kaskade zu einer Inaktivierung kontraktiler Elemente der glatten GefaBwandmuskel-

zellen, was eine Vasodilatation zur Folge hat (Beck et al.; 1999).

1.1.2  Das y'-System

Das membranstandige y*-System spielt eine dominierende Rolle bei der Aufnahme
von L-Arginin in die Saugerzellen (Abbildung 1.1-1). So wird etwa 60-80% des
gesamten L-Arginintransportes tber dieses System gewéahrleistet. Es ist selektiv und
stereospezifisch und transportiert ausschlieBlich die L-chiralen Formen der
kationischen Aminosauren Arginin, Lysin und Ornithin. Der Transport der
Aminosaure L-Arginin kann durch die um dieses System konkurrierenden
Aminosauren L-Lysin und L-Ornithin als auch durch die NOS-Inhibitoren
L-Monomethyl-L-Arginin, L-N-(iminoethyl)ornithin, L-Canavanin und N-Nitro-L-Arginin

(A) SLCTA1-4

Abbildung 1.1-1 Schematische Darstellung der Verankerung der y*Transporter- Proteine in
der Membran.

inhibiert werden (DeGeorge et al., 1997). Der Transport ist unabhangig von Natrium
(Christensen and Antonioli; 1969), Kalium und vom pH-Wert (Collarani and Oxender;
1987). Das y*-System wird durch die CAT-Proteine reprasentiert, die wiederum beim
Menschen durch mindestens 4 Transkripte codiert werden, die Gene hCAT1-4. 1991
wurde als erstes Protein dieses Systems SLC7A1 (Kim et al., 1991; Wang et al.,
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1991) als Mitglied der solute carrier family 7 (SLC7) und murinen Rezeptor eines
ektropen Retrovirus identifiziert (REC1). Spater wurde dieser Rezeptor in mCAT-1,
fir Transporter kationischer Aminosauren in der Maus umbenannt. Weitere
Untersuchungen ergaben, daB der Transporter ein integrales Membranprotein mit 14
putativen, transmembranen Doméanen und intrazellularen NH,. und COOH-Termini
ist. Dieses Protein zeigte sich bei Knockout-Versuchen mit Mausmutanten essentiell
fir die Vitalitdt der Tiere, die ohne hCAT1-Protein kurz nach der Geburt starben
(Perkins et al., 1997). Um die Maus als Modellsystem flir den Menschen nutzen zu
kénnen, wurden die Gensequenzen miteinander verglichen. Dabei zeigte sich eine
absolute Ubereinstimmung beider Sequenzen von 86,5% (Closs et al., 1997).

Als eine Besonderheit codiert das Gen hCAT2 flir zwei Splicevarianten, die aus
einem primaren Transkript entstehen (Hoshide et al., 1996): der niedrigaffinen Form
hCAT2A (Closs et al., 1993) und der hochaffinen Form hCAT2B (Kakuda et al.,
1993). Die einzelnen Proteine werden Gewebe-spezifisch exprimiert und scheinen
dort auch unterschiedliche Aufgaben zu erfiillen. So wird hCAT2A hauptsachlich in
der Leber exprimiert (Closs et al., 1993) und hCAT2B vorwiegend in Makrophagen,
in denen das Protein, den flr die Aufrechterhaltung der NO-Produktion erforderlichen
Arginintransport unterhélt (Kakuda et al., 1999; Nicholson et al., 2001).

Zunachst ausschlieBlich in Rodentia beschrieben (lto et al., 1997; Hosokawa et al.,
1997; Hosokawa et al., 1999), konnte hCAT3 erst vor kurzem identifiziert werden. In
der Maus und in der Ratte wird CAT3 ausschlieBlich Neuronen-spezifisch exprimiert,
wahrend sich beim Menschen eine Expression in verschiedenen peripheren
Geweben, hauptsachlich im Thymus, aber auch in den Burkitt's Lymphomzellen, im
Uterus, Testes, Milchdriisengewebe, Gehirn, Ovarien und im Magen zeigt (Vekony et
al., 2001). Das letzte Gen, das als Mitglied des y*-Systems diskutiert wird, ist hCAT4.
Wie auch hCATS, ist es jedoch bislang kaum untersucht worden. Das Protein besitzt
13 transmembran durchspannende Doménen, funf N-Glykosylierungsstellen und 2
putative Proteinkinase C Phosphorylierungsstellen. Das Gen besitzt lediglich eine
Homologie von 38,5 % zu hCAT1 und 37,8 % zu hCAT2 und sein 2,4 kb groBes
Transkript wird im Gehirn, in den Testes und in der Placenta exprimiert (Sperandeo
et al., 1998).
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1.1.3 Psoriasis vulgaris vom Plaque-Typ als Modell inflammatorischer
Prozesse in der Haut

Die Psoriasis (Schuppenflechte) als chronisch-entziindliche Systemerkrankung mit
besonderer Prazipitation an Haut und gelenknahem Knochen wird heute als
autoimmunologisches Syndrom aufgefaBt. Es ist unbestritten, daB dem Erkrankungs-
bild eine genetische Disposition zu Grunde liegt, deren phanotypische Relevanz
durch externe Faktoren beeinfluBt werden kann. Atiopathogenetisch wird
mikrobiellen Antigenen (Streptokokkenspezies) eine besondere Bedeutung bei der
Initiation immunologischer Signalkaskaden zu geschrieben. Bisher ist letztlich
ungeklart, welche Genloci das molekulare Aquivalent der vererbbaren Disposition
darstellen. Dem Chromosomenabschnitten 1p; 1cen-g21; 3921; 4q; 6p21.3; 16q;
17q sowie 19q wird dabei eine besondere Bedeutung zu erkannt, wenn gleich auch
eine Vielzahl weiterer Genloci diskutiert werden. Fir die Auslésung der Erkrankung
scheinen jedoch verschiedene Provokations-/ Triggerfaktoren in Frage zu kommen,
wie z.B. mikrobielle Faktoren, Stress, Toxine, Verletzungen usw. Jedoch zeigen sich
56-97% der Erstmanifestation nach einer Streptokokkenangina. Daher wird vermutet,
daB Streptokokkentoxine periphere T-Zellen in Form von Superantigenen polyklonal
aktivieren und somit eine Immunantwort auslésen (Prinz, 2001). Da die
Peptidstruktur der Streptokokkenproteine (sog. M-Proteine) und die Spaltprodukte
der epithelialen Keratine, vor allem 6 und 17, eine enge Verwandtschaft aufweisen,
kdénnte es hier zu einer ,molekularen Mimikry“ kommen, die wahrend der bakteriellen
Infektion oder danach zur Psoriasis fuhrt (Hausmann et al., 1997). Verschiedene
Untersuchungen des zellularen Infiltrates in psoriatischen Lasionen haben gezeigt,
daB es zum Einwandern von zytotoxischen T-Zellen in die Epidermis und von Helfer-
T-Zellen in die obere Dermis kommt. Diese wiederum induzieren sekundére
Phanomene (Zytokinkaskaden). So bewirkt die Sekretion bestimmter Zytokine (INFy,
TNFa) eine erhebliche Steigerung der proliferativen Aktivitat von basalen
Keratinozyten (Prinz et al., 1994; Vollmer et al., 1994), wodurch das Phanomen der
Hyperkeratose zu erklaren ist. Die Keratinozytenneubildung ist hier von
normalerweise 28-30 d auf ca. 7 d verklrzt. Die reifen Zellen bilden auf der
Hautoberflache groBe Zellhaufen und formen die bekannten roten Plaques.

Da L-Arginin die Ausgangssubstanz zweier Produkte ist, deren Uber- bzw.

Unterproduktion maBgeblich zu dieser Proliferationsstérung beitragen (Williams-
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Asham et al., 1981; Brittenden et al., 1996), kénnte der Transport dieser Aminosaure
in die Zelle ein bedeutendes pathogenetisches Moment der Psoriasis sein. So kann
L-Arginin im kutanen Zellstoffwechsel sowohl in Harnstoff als auch in NO
umgewandelt werden (Heys et al., 1997; Jenkins et al., 1994). Beide Substanzen
sind aus dermatologischer Sicht von Bedeutung. So tragt Harnstoff als Moistruizer
maBgeblich zur Aufrechterhaltung der epidermalen Barriereschicht und NO zur
Regulation der kutanen Mikrozirkulation bei. Die Regulation des L-Arginin-
Transportes kénnte somit zu einem neuen therapeutischen Konzept bei der
Behandlung der Psoriasis fihren.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe, Deutschland

AEC Plus Substratlésung

Agarose
APS (Ammoniumpersulfat)
L-Arginin-HCI

BamHI Restriktionsendonuclease

Borsaure
Calciumchlorid
DEPC (Diethyl-pyrocarbonat)

Dinatriumhydrogenphosphat-2-
hydrat

Dispase | (aus Bacillus polymyxa)

Dynabeads (M-450)

Dynemic ET terminator Cycle
Sequence Kit

EDTA
Endothelzell-Medium (EGM-MV)

Entwickler- 6 Fixiererldsung (GBX
Developer & Fixer Twin Pack)

Eosin

Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FKS)

Gentamycin

D-Glukose (85 %)
Glycerol

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

VEB Laborchemie Apolda, Apolda, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Dynal, Oslo, Norwegen

Amersham Pharmacia Biotech, San Franscisco,
Kalifornien, USA

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Cellsystems, St. Katharinen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

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

Hanks’ Balanced Salt Solution
(HBSS)

High Pure Isolation Kit

Hoechst 33258 Farbelésung
Isotonische Lésung

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydrogenphosphat
(KH2POy)

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCly)
B-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumazid
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2POy)

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCC)s)

Natriumhydoxid (NaOH)
Orange G

L-Ornithin-HCI
PCR-Nukleotid-Mix (dNTP’s)

Ponceau-S-Ldsung
Protein-Assay-Kit

Rinderserumalbumin (BSA)

Salzsaure (HCI) 37%ig
SDS (sodium dodecyl sulfat)
SP6-Polymerase

Tag-Polymerase (+ MgCl.-Puffer)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

MoBiTec, Géttingen, Deutschland

Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefeld,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

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

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

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Apolda, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co.; Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Serva Electophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Apolda, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
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Tag-Polymerase (Advantage 2
Polymerase Mix)

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

TRIS
Trypsin/EDTA (0,05%)

Tween20
Ultramount EinschluBmedium

Western blotting detection

reagents

Zitronensaure

Antikdrper und Primer

Anti-human-hCAT1, polyklonal

Anti-human-hCAT2, polyklonal
Anti-human-hCAT4, polyklonal

Anti-PECAM-1 (CD31), monoklonal

Anti-Rabbit IgG, Peroxydase-
konjugiert

Anti-von Willebrand (anti-vWF-
FITC)

Goat-1gG-FITC

Primer (sense) und (antisense) flr
hCAT1, hCAT2, hCAT2a, hCAT2b,

hCAT3, hCAT4
Randomprimer (pd(N)e)

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg,
Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, San Franscisco,
Kalifornien, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Deutschland

Biocarta, Hamburg, Deutschland
Biocarta, Hamburg, Deutschland
R&D Systems, Abingdon, UK
Calbiochem, Ladolla, Kalifornien, US

CellSystems Biotechnologie, St. Katharinen,
Deutschland

Caltag Laboratories, Burlingame, Kanada

Metabion Gesellschaft flir angewandte
Biotechnologie mbH, Martinsried, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, San Francisco,
Kalifornien, USA
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2.1.2 Gebrauchslésungen

Blocking-Reagenz

Elektrophoresepuffer
Ladepuffer

Lysispuffer
Mc llvain Puffer

PBS-Puffer (phosphat buffered

saline)

PBS-B

PBS-T
Puck/EDTA

Sammelgelpuffer (10%)
SDS-Probenpuffer

TBE-Puffer (10 x)

TBS-Puffer (10 x)
Trenngelpuffer
Tyrode-Eosin-Lésung

Uptake-Puffer

Westernblotpuffer

1 x TBS + 5 % Trockenmilchpulver + 0,05 %
Natriumazid

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

1 mM EDTA + 30% Glycerol + 1 Spatelspitze
Orange G

0,2 % SDS; 0,2 M NaOH

Lésung A: 0,1 M Zitronensaure
Lésung B: 0,2 M Na;HPO4
8,6 ml Lés. A+ 10,4 ml Lés. B, pH 5,5

8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g NaoHPO,4 +
0,2 g KH2P04 x 2 Hgo

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

PBS, pH 7,4
1% BSA

PBS-B + 0,2 % Tween 20

0,4 g KCI + 8,0 g NaCl + 0,35 g NaHCO3 +
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

500 mM TRIS + 500 mM Borsaure + 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

8 g NaCl + 0,2 g KCI + 0,2 g CaCl, + 0,1

MgCl. + 0,05 g NaH-PO4 + 1,0 g NaHCO3 + 1,0
g Glucose + 0,625 g Eosin

ad 1000 ml A. bidest.

140 mM NaCl; 5 mM KCI; 0,9 mM CaCly; 1 mM
MgCly; 5,6 mM D-Glucose; 25 mM HEPES

pH 7,4

20 mM Tris pH 8,8; 150 mM Glycin, 0,02%
SDS, 20% Methanol
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2.1.3 Gerate und Gebrauchswaren

Absorptionsreader (MTP-
Photometer)

Absorptionsreader-Software

Analysenwaage

Blot-Apparatur fir Westernblot

Brutschrank

Cell-Harvester und Vakuum-
Controller
Deckglaser

Durchlichtmikroskop
DurchfluBzytometer (FACScan)
DurchfluBzytometer-Software

Elektrophoresekammer (incl.
Gelschlitten) [horizontal]

Elektrophorese-Apparatur [vertikal]

Eppendorf-ReaktionsgefaBe
(1,5 ml, 0,7 ml)

Eppendorf-Zentrifuge

Falcon-Tubes

Fllssigkeitsszintillationszahler

Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
Flllspatel
Gelblotting-Filterpaper (0,37 mm)

Gewebekulturflaschen und-schalen
(25-cm?, 75-cm?, O 60 mm)

Glasfiberfilter

Labsystems iEMS Reader MF, Helsinki,
Finnland

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 lImenau, Deutschland
Zetopan, Reichert AG Wien, Osterreich
Becton Dickinson, San Jose, USA

PASCAL 3.22 (Systemsoftware) Lysis Il 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
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ImageMaster VDS

Kahlzentrifuge

Software fur ImageMaster VDS

Kavette (4,5 ml)

Laminarbox

Magnetrihrer

Magnetic Particle Concentrator
(MPC)

Mikroskope

96er und 24er Mikrotiterplatten
(MTP)

Mikrowelle

Nitrocellulose Blotting Membran
pH-Meter

Pipetten

Prazionswaagen

Quarzkivette (50 pl)

Réntgenfilm (FCW-Retina XBD 13

x 18)

Schuttelgerate

Pharmacia Biotech, San Francisco, Kalifonien,
USA

Biofuge primo R, Heraeus Instruments, Gera,
Deutschland

Pharmacia Biotech, San Francisco, Kalifonien,
USA

Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefeld,
Deutschland

HS 12, Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

MLW RUhrgeratewerk Medingen, Sitz Freital,
Deutschland

Typ R3T Variomag® Elektronoriihrer Poly15,
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, Gottingen, Deutschland

Digital pH-Meter pH 525, Wissenschaftlich-
Technische Werkstatten GmbH, Weilheim,
Deutschland

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland

Typ 870-13, G. Kern & Sohn, Albstadt,
Deutschland
UMC 5, Sartorius AG Géttingen, Deutschland

Typ Hellma, Novodirekt GmbH, Kehl,
Deutschland

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

Thys 2, MLW Labortechnik limenau,
Deutschland Heidolph unimax 2010,
Deutschland
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Sterilfilter
Stromversorgungsgerate

SzintillationsmeBgefaBe

Thermocycler

Ultraschallbad

UV-Tisch
UV-Vis-Spektrophotometer
VDS-Film fir den ImageMaster

Vortex genie 2
Wasserbad

Zellcoulter

Zellsieb

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

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

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

2.1.4  Sterilisation von Lésungen und Geréaten

Hitze unempfindliche Lésungen und Gebrauchswaren wurden fir 30 min bei 120°C

und 10° Pascal autoklaviert, wahrend hitzeempfindliche L&sungen iiber einen

Sterilfilter mit 0,2 um PorengrdBe sterilfiltriert wurden.

2.1.5  Molekulargewichtsstandard

DNA-Langenstandards

DNA Molecular Weight Marker VI (0,15-2,1 kbp)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

DNA Molecular Weight Marker VIl (0,19-1,114
kbp) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
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Protein-Langensstandard High Molecular Weight Standard Mixture for SDS
Gel Electrophoresis SDS-6H (30-200 kDa)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

2.1.6 Art und Herkunft des verwendeten Probenmaterials

FiOr alle verwendeten menschlichen Materialien liegt die Zustimmung der Ethik-

Kommission vor.

Gewebeproben

FOr immunhistologische Untersuchungen wurden Exzisate Hautgesunder und
Psoriatiker verwendet. Die Praparate beider zu untersuchender Gruppen wurden aus
diagnostischen Grinden entnommen, in Paraffin eingebettet und retrospektiv in der
Histologischen Labor der Unipoliklinik fir Dermatologie und Venerologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg gelagert. Die Patienten hatten vor der Entnahme
unterschriftlich erklart, ihre Hautproben wissenschaftlichen Zwecken zur Verfigung
zu stellen. Aus insgesamt 7 Jahrgangen (1996-2002) wurden insgesamt 33 und 17
Praparate mit der eindeutigen Diagnose Psoriasis vulgaris verwendet bzw. 18 und 32
Praparate von Probanden mit klinisch unauffalligen Hautproben (lateraler Bereich der
peritumoralen Haut mit einem Sicherheitsabstand von 3 cm von exizidierten
Malignen Melanomen), die als Kontrollgruppe eingesetzt wurden. Als AusschluB-
kriterien fir die Psoriasisproben galten: vorhandene Begleiterkrankungen, Sekundar-
infektionen oder starke Endzindungsreaktionen. Weitere AusschluBkriterien fir
methodische Fehler waren: falsche Schnittebene, im Paraffinbléckchen kein
ausreichendes Material mehr vorhanden, histologisch eindeutige Psoriasis vulgaris-

Zuordnung nicht mdglich, Artefakte oder Schnittfehler.

Zelltypen
Far die RNA-Isolierung wurden zwei verschiedene Zelltypen verwendet, die (humane

dermale mikrovaskulare Endothelzellen/HDMEC und native Keratinozyten/NHEK) als
native Zelllinien frisch aus neonatalem Vorhautgewebe mehrerer Spender gewonnen
wurden. Eine dritte, eine permanente Zelllinie (HaCaT), wurde von Prof. N. E.
Fusenig, Deutsches Krebsforschungsinstitut Heidelberg Deutschland, zur Verfligung

gestellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Selektionierung und Kultivierung von humanen dermalen
mikrovaskularen Endothelzellen (HDMEC)

Zum Anlegen einer Priméarkultur von HDMEC wurden die nach der Exzision
erhaltenen ca. 2 cm? groBen Hautstiicke in einer Transportldsung (25 pug Gentamycin
in 5 ml SFM) bei 4°C bis zur Prgparation maximal 4 h gelagert. Nachdem das
subkutane Fettgewebe mechanisch entfernt und die Haut in 5 x 5 mm groBe Stiicke
geschnitten wurde, folgte eine Inkubation bei 4°C Uber Nacht in steriler Dispase-
l6sung | (2 mg/ml in HBSS geldst mit 25 ug Gentamycin). Am nachsten Tag wurden
die Hautstlicke der Lésung entnommen, die Epidermis mechanisch entfernt und das
dermale Gewebe in einer sterilen HBSS-Gentamycinldsung zerkleinert.
AnschlieBend folgte eine 10-mindtige Inkubation in 2-5 ml 0,05 % Trypsin/EDTA bei
37°C und eine Filtration der Zellsuspension durch ein Zellsieb (100 um PorengréBe).
Zur Inaktivierung des Trypsins wurden 2 ml 5 % FKS/HBSS zugegeben. Nach einer
10-minditigen 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 schittelnd bei 4°C far 20 min inkubiert. Im AnschluB folgte die
Zellseparierung mit Hilfe des ,Magnetic Particle Concentrator‘s (MPC), wobei das
Reaktionsgefa3 mit den Zellen und den Dynabeads solange im MPC blieb, bis sich
das Zellpellet an der GefaBwand gesammelt hatte und ein klarer Uberstand verblieb.
Dieser wurde verworfen und die Zellen mehrmals tber diese Prozedur mit 0,5 ml 5 %
FKS/HBSS gewaschen. SchlieBlich wurden die separierten Zellen in 5 ml EGM-MV
(mit 5 % FKS, 50 pg/ml Gentamycin, 50 ng/ml Amphotericin-B, 1 pg/ml
Hydrocortison, 10 ng/ml hEGF, 12 ug/ml Rinderhhypophysenextrakt) suspendiert und
in 25 cm?-Kulturflaschen bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 90 % und 5 % CO,-
Atmosphéare kultiviert. Eine adharente Einzelschicht konnte nach 9-11 Tagen
erhalten werden. Der Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.
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2.2.2 Selektionierung und Kultivierung von Keratinozyten

Die Selektionierung und Kultivierung von nativen humanen epidermalen
Keratinozyten (NHEK) erfolgte ebenfalls aus juvenilem Vorhautgewebe. Die
Vorbereitung der Hautstlicke bis hin zur Trennung der Epidermis von der Dermis
folgte der unter 2.2.1 beschriebenen Vorgehensweise, jedoch wurde anschlieBend
die Epidermis weiterverwendet. Diese wurde von der Dermis abgezogen und in
sterile Zentrifugationsréhrchen mit 2 ml Trypsin-EDTA Gberflhrt und bei 37°C fiir 20
min inkubiert. Alle 5 min wurde das Material mit einer Pipette resuspendiert. Durch
Zugabe von 10 ml des in PBS steril gelésten Sojabohnen-Trypsin-Inhibitors in einer
Endkonzentration von 10 mg/ml wurde die Trypsinierung gestoppt. Die Zellen wurden
anschlieBend mit 500 rpm bei RT 10 min zentrifugiert und das Zellpelett in 5 ml
Komplettmedium (25 pg/ml  Rinderhypophysenextrakt (BPE) und 0,2 ng/ml
rekombinanter epithelialer Wachstumsfaktor (rEGF)) aufgenommen und die Zellen
vorsichtig resuspendiert. Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden zur
Kultivierung 3x10° Zellen mit 12 ml Komplettmedium in eine T-75-Kulturflasche
tberimpft und bei 37°C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Kultivierung
der HaCaT-Keratinozyten fand unter denselben Bedingungen in DMEM-Medium
statt.

2.2.3  Flowzytometrische Bestimmung des von-Willebrand-Faktors

Die Identitdt und Reinheit einer Zellkultur kann nicht nur durch morphologische
Kriterien, sondern auch durch verschiedene biochemische Parameter festgestellt
werden. Zur Untersuchung der Effizienz der Methode zur Separierung von HDMEC
unter Verwendung anti-CD31-beschichteter Dynabeads wurde der von Willebrand
Faktor (Faktor VIII) als ein weiterer charakteristischer Marker flr Endothelzellen
bestimmt (Mason et al., 1996; Chan et al., 1998; Richard et al., 1998).

Adhéarente Zellen der unter 2.2.1 beschriebenen Methode wurden mit PUCK-EDTA
gespult, mit 0,05 % Trypsin-EDTA und 5 % FKS/HBSS behandelt und nach
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe eines Zellzdhlers (Z2, Coulter gmbH, Krefeld,
Deutschland) eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 1 Mio. Zellen in 0,5 ml
PBS-B hergestellt. AnschlieBend wurden die Zellen fir 3 min bei 1250 U/min in
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Falcon-Tubes zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Zellpellet aufgeklopft.
Durch die Zugabe von 1 ml eiskaltem Methanol wurden die Zellen fixiert und wieder
zentrifugiert. Nach Zugabe von je 1ml PBS-B bzw. PBS-T und Zentrifugation fir 3
min bei 1250 U/min wurden die Zellen fir 30 min im Dunkeln mit 10 pl anti-human-
VWF-FITC (0,1 pg/ul) bzw. 10 pl Goat-lgG-FITC (Negativkontrolle; 0,1 pg/ul)
inkubiert. Danach folgten zwei Waschschritte mit je 1 ml PBS-B und einer
Zentrifugation fir 3 min bei 1250 U/min. Das entstandene Zellpellet wurde schlieBlich

in 1 ml PBS resuspendiert und flowzytometrisch vermessen.

2.2.4  Mycoplasmentest

Mycoplasmen sind prokaryotische Mikroorganismen der altesten Entwicklungsstufe.
Im Gegensatz zu anderen Bakterien besitzen sie keine Zellwand und sind bei Tier
und Mensch als Erreger von Krankheiten bekannt. Sie gefdhrden die Vitalitat
kultivierter Zellen, kdnnen deren Morphologie verandern und beeinflussen nachhaltig
ihren Stoffwechsel. Um dies auszuschlieBen, wurden die Zellkulturen einzelner
Passagen der isolieten HDMEC, NHEK bzw. HaCaT stichprobenartig auf
Mycoplasmen Uberprift.

Hierzu wurden die Zellen flr 48-72 h auf sterilen Deckglésern, die in EGM-MV bzw.
DMEM gefiiliten Kulturschélchen lagen, im Brutschrank bei 37°C, einer
Luftfeuchtigkeit von 90 % und einer 5%igen CO.-Atmosphéare kultiviert. Die mit
einzelnen Zellclustern bewachsenen Deckglaser wurden mit PBS gespult und 5 min
mit 3 ml Fixierlésung (Eisessig:Methanol = 1:3) fixiert. Der Fixierungsvorgang wurde
dreimal wiederholt. Nachdem die Deckglaser an der Luft getrocknet waren, wurden
die Zellen 10 min mit 0,1 pg/ml Hoechst 33258 gefarbt und nach zweimaligem
Waschen mit Aqua bidest. mit 1 Tropfen Mc llvain-Puffer auf Objekttragern
eingebettet. Mit einem Fluoreszenzmikroskop erfolgte schlieBlich die optische

Auswertung (Chen, 1977). Bei positiven Befund wurden die Zellen verworfen.
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2.2.5 Vitalitatstest

Bei der Vitalfarbung mit Gentianaviolett (Triphenylfarbstoff) wurde die Lebendzellzahl
nach Noxenexponierung Uber das Anfarben des Gesamtproteins der lebenden Zellen
bestimmt. Die Differenzierung zwischen vitalen und avitalen Zellen konnte dabei
durch die Fahigkeit zur Adhérenz bei lebenden Zellen gewahrleistet werden. Nach
Applikation der verschiedenen Testsubstanzen und anschlieBender Inkubation
wurde das Medium aus den 48er Kulturplatten dekantiert und die toten Zellen dabei
mit verworfen. Die nachfolgende Zugabe von 400 pl Methanol pro Well diente der
Denaturierung bzw. der Fixierung der vitalen Zellen am Boden der Kulturplatte. Nach
20 min wurde das Methanol entfernt und die restlichen avitalen, nicht adharenten
Zellen vorsichtig mit Leitungswasser von den Wells heruntergespult. Danach wurden
200 pl 0,1%ige ethanolische Gentianaviolettlésung je Well aufgetragen und nach
einer Inkubationszeit von 10 min sorgfaltig dekantiert und ungebundener Farbstoff
abgewaschen. Um flr die Absorptionsmessung eine homogene Farblésung zu
erhalten, wurde im Anschluss je 200 ul 0,1 M Natriumcitratldsung zugegeben. Die
Messung der Absorption erfolgte bei 620 nm im Absorptionsreader.

2.2.6 Designen der AntikGrper

Da Antikérper gegen die Peptidsequenzen der einzelnen hCAT-Proteine (im Anhang)
bislang nicht kommerziell erhaltlich sind, wurden diese unter Berlicksichtigung der
potentiellen  Anwendungsmdglichkeiten zundchst designed (Tab.2-1) und
anschlieBend zur Herstellung an die Firmen Biocarta und Biermann in Auftrag
gegeben.

Die synthetisierten Peptide wurden jeweils zwei Kaninchen Uber 63 Tage alle 15
Tage intramuskuléar und subkutan injiziiert und parallel je ein Preimmunserum (2 ml)
entnommen. Zusatzlich wurden noch 2 Immunseren in 14-tdgigem Abstand
entnommen (je 15-20 ml). AnschlieBend wurde der Titer im Elisa-Test gegen das
Peptid bestimmt und die Seren gegen das Peptid bzw. Protein G gereinigt. Es war
jeweils eine Ausbeute von 10 — 20 mg Antikérper zu erwarten.
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2.2.7 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen (modifiziert nach Chomczynski und
Sacchi, 1987) wurde nach dem Standard-Protokoll fir Kulturzellen des ,High Pure
RNA Isolation Kit“ von Boehringer Mannheim durchgefihrt. Das Prinzip des Kits bzw.
dessen Spezifitdt beruht darauf, daB in Gegenwart eines chaotrophen Salzes
Nukleinsauren spezifisch an Glasfaser- oder Silica-Oberflachen gebunden werden.
Die Bindungsreaktion wird durch die Zerstérung der geordneten Struktur der
Wassermolekile und ihrer Wechselwirkung mit den geldsten Nukleinsduren
verursacht. Durch eine DNase | Verdauungsreaktion direkt auf dem Glasvlies werden
Reste von kontaminierender DNA abgebaut. Nach einfachen Waschschritten kann
die RNA frei von Begleitsubstanzen in Wasser eluiert werden.

Zur RNA-Isolierung wurden 10° Zellen in 200 pl sterilen PBS resuspendiert und in
400 pl Lysepuffer lysiert. Diese Probe wurde in ein High Pure Filter Tube pipettiert
und bei 10000 rpm flr 15 s zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und auf das
Glasvlies, welches nun die gelésten Nukleinsauren enthielt, ein Gemisch aus 90 pl
DNase-Inkubationspuffer und 10 ul DNase | gegeben und fir 15 min bei RT inkubiert.
Nach verschiedenen Waschschritten (je 500 ul Waschpuffer | und Il bzw. nochmals
mit 200 pl Waschpuffer Il) und Zentrifugationsschritten (jeweils 10000 rpm flr 15 s)

konnte die RNA gereinigt mit 50 pl Elutionspuffer vom Glasvlies eluiert werden.

2.2.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Aufgrund der Spektralcharakteristika ihrer Basen, die ein Absorbtionsmaximum bei
260 nm zeigen, absorbieren Nukleinsduren Licht zwischen einer Wellenlange von
250-270 nm. Um Verunreinigungen der RNA durch Proteine zu bestimmen, wird
auBerdem bei einer Wellenldange von 280 nm der Gehalt an Tyrosin- und
Tryptophanresten gemessen.

Die Konzentration der Nukleinsduren wurde nach folgender Formel berechnet:

Crna = ( E260 — E320) xf x C
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Crna = Konzentration der gemessenen Nukleinsaure in pg/ml
E260 = Extinktion der Nukleinsaure

Es20 = Nullwert

f = Verdlinnungsfaktor

C = Extinktionskoeffizient

Ein gemessener Absorptionswert von 1 bei 260 nm, bei einer Klvettenschichtdicke
von 1 entspricht etwa einer Konzentration von [nach dem Lambert-Beerschen-
Gesetz] :

50 pg/ml bei doppelstrangiger DNA

40 pg/ml bei RNA und

25 pug/ml bei DNA-Oligonukleotiden.

Der Quotient aus dem gemessenen Absorptionskoeffizienten bei 260 nm und 280 nm
gibt die Reinheit der Nukleinsaurelésung an. Bei sehr reiner RNA-L&sung liegt der
Quotient bei 1,9 und 2,0.

2.2.9 Modifikation von Nukleinsauren durch anabolische Enzyme

Eine gezielte Handhabung von geringen Mengen an Nukleinsauren im pmol bis fmol-
Bereich ist bislang nur mit enzymatischen Methoden zu erreichen. So ist es durch
verschiedene Enzyme mdoglich, geringe Mengen eines beliebigen Nukleinsdure-

fragments in ein sich autonomreplizierendes System umzuwandeln.

2.2.9.1 Reverse-Transkription (cDNA-Synthese)

Der reversen Transkription (Kogan et al., 1987) liegt eine Umschreibung von RNA in
komplementare DNA mit anschlieBender PCR zugrunde. Fir die Erststrangsynthese
wurde der Superscript™ 1I-RT-Kit von Invitrogen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
nach folgendem Standardprotokoll verwendet:

Schritt 1

0,5ug RNA

25 pmol Random Primer
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wurde flr 5 min bei 65°C inkubiert, um die RNA zu denaturieren. Danach wurden je
3,9 ul des Mastermixes zu jedem Ansatz hinzugegeben.

Mastermix

2 I 5 xPuffer
1y DTT

0,5 ul  dNTP

0,25yl  DEPC-Wasser
0,25 ul  Superscript Il

Der Ansatz wurde fir 10 min bei 20°C und anschlieBend fir 50 min bei 42°C
inkubiert. Danach konnte die cDNA in die Reaktion von 2.2.8.2 eingesetzt werden.

2.2.9.2 In-vitro-Transkription (RNA-Synthese)

Mit Hilfe eines spezifischen Enzyms aus phageninfizierten Bakterien, der SP6-
Polymerase, konnten die zuvor in einer PCR amplifizierten und tUber DNA-Elution
gereinigten cDNA-Fragmente der Gene hCAT1, 2b und 4 wieder in RNA
umgeschrieben werden, um dann in definierten Konzentrationen als Standard in
einer Real-Time-PCR eingesetzt zu werden. Die Primer, die zur Amplifikation dieser
Genstlcke eingesetzt wurden, wurden zuvor mit einer SP6-Teilsequenz designt, die
als Erkennungsregion fir die SP6-Polymerase dient.

Hierzu wurde folgender Ansatz erstellt:

13 ul  extrahierte cDNA
2 ul frNTP
2 ul 10 x Puffer

ul RNA sin Inhibitor
2 I SP6-Polymerase

und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.10 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Saiki et al., 1985) dient zur selektiven Vervielfaltigung von bestimmten
DNA-Abschnitten. Mit Hilfe von zwei chemisch synthetisierten Oligonukleotiden
(Primern), die zu den Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz
komplementér sind, wird der Bereich zwischen den Primern durch eine thermostabile
Polymerase dupliziert. Durch aufeinanderfolgende Zyklen der Denaturierung der
DNA-Strange, Anlagerung der Primer (Annealing) und DNA-Synthese (Elongation)
wird eine exponentielle Vermehrung des gewinschten DNA-Fragments erreicht, da
jeder neugebildete Strang als Matrize flur die Synthese eines weiteren Stranges

genutzt werden kann.

2.2.10.1 PCR an komplementéarer DNA

Zum Nachweis der Genexpression wurden je 100 ng der cDNA mit je 10 pmol/l
genspezifischem Primer 1 und 2, 100 uM dNTPs, 10 x Reaktionspuffer und 1 U Tag-
Polymerase in einem 25 pl Ansatz Uber 30 Zyklen in einem Thermocycler inkubiert.
Um jede PCR vorher zu etablieren, wurde immer von folgendem Standardprogramm
ausgegangen, um dann gegebenenfalls die Annealingtemperatur zu optimieren:

95°C 3 min Vordenaturierung

95°C 45 sec. Denaturierung

55°C 45 sec. Annealing 30 Zyklen
72°C 1 min Elongation

72°C 7 min Elongation

Uber eine geeignete Gelelektrophorese (2.2.11.1) wurde das Ergebnis auf seine

Spezifitat hin Gberprift.
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2.2.10.2 Real-Time-PCR

Mit der quantitativen Real-Time-PCR ist es mdglich, Uber die Fluoreszenzintensitat
eines in doppelstrangiger DNA interkalierenden Farbstoffes kontinuierlich die Menge
an Produkt, wahrend der PCR in vielen PCR-Ansatzen gleichzeitig zu messen. Die
Messung erfolgt am Ende jedes PCR-Zyklus bei einer Temperatur unterhalb der
Schmelztemperatur der Amplifikate. Dadurch erreicht man, daB nur das Produkt
doppelstrangig vorliegt und ein Fluoreszenzsignal aussendet. Je mehr Matrizen-DNA
am Anfang der Reaktion vorhanden ist, desto weniger PCR-Zyklen sind notwendig,
um den Punkt zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal signifikant héher ist als
der Fluoreszenzhintergrund. Dieser Punkt wird als Ci-Wert (Threshold-Cycle)
definiert und befindet sich immer in der exponentiellen Phase der Amplifikation. Uber
eine Standard-Kurve ist es méglich, aus dem Ci-Wert einer Probe die Konzentration
an spezifischer mRNA zu bestimmen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
quantitative Real-Time-PCR mit dem Rotorgene 2000-System der Firma LTF und
dem Fluoreszenzfarbstoff SyBrGreen durchgefiihrt. Die Fluoreszenzintensitat des in
doppelstrangige DNA interkalierenden SyBrGreen ist wesentlich hdéher als die des
freien SyBrGreen. Zur Kontrolle der Amplifikate wurden die Proben nach dem letzten
PCR-Zyklus in 0,5°C-Schritten von 50°C bis auf 95°C erhitzt und dabei gleichzeitig
die Fluoreszenzintensitat gemessen. Die erste Ableitung der Fluoreszenzintensitat
ergibt die Schmelzkurve, in der das spezifische Produkt als einheitlicher Peak
erscheinen sollte.

Anhand der Schmelzkurve kann die Messtemperatur optimiert werden. Sollten z.B.
Nebenpeaks durch Primerdimere auftreten, so muB die Messtemperatur hdher
gewahlt werden. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Rotorgene-Software
(Vers. 4.6). Neben der absoluten Quantifizierung Uber eine Standardkurve besteht
auch die Madglichkeit einer relativen Quantifizierung. Bei dieser komparativen
Auswertung kann aus der 2. Ableitung der Rohdaten und der mittleren
Amplifikationseffizienz aller Ansatze, der Startpunkte (take off point) jeder Reaktion
berechnet werden. Dieser Take off point definiert in Analogie zum Ci-Wert, wann das
Fluoreszenzsignal gréBer als der Hintergrund wird. Die Konzentrationsangabe erfolgt
dann relativ zu einer definierten Kontrollprobe. Die Amplifikationseffizienz der
einzelnen Proben sollte dabei nicht zu stark von der mittleren Effizienz abweichen.
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Fiar die Quantitative Real-Time-PCR wurde der QuantiTec-Reaktionskit (Qiagen)
benutzt. Dieser Kit enthalt eine HotSart-Tag-Polymerase, welche erst durch 15-
mindtige Inkubation bei 95°C aktiviert wird. Dadurch beginnt die Reaktion erst mit
dem Start der PCR.

8 ul  Ampuwa
8 ul 2 xQuantiTec-Fertigmix (Reaktionspuffer, INTPs, MgCl,, HotSart-Taq, stabilisiertes

SyBrGreen)
0,5 pl  Primer1 (0,5 uM Endkonz.)

0,5 upl  Primer2 (0,5 uM Endkonz.)
1 ul - Template

Die DNA wurde anschlieBend in folgendem Programm amplifiziert:

95°C 15 min Vordenaturierung
94°C 15s Denaturierung
60°C 30s Annealing
. 35 Zyklen
72°C 30s Elongation
77°C 15s Elongation
40°C 30s

50-99°C in 0,5°C Schritten erhitzen
auf 2°C herunterklihlen

2.2.11 Elektrophorese

Alle molekularbiologisch interessanten Molekule, d.h. Nukleinsduren und Proteine,
enthalten geladene oder ionisierbare Gruppen. Aufgrund ihrer Ladung kénnen sie
mittels Elektrophorese in einem elektrischen Feld gerichtet bewegt werden. Durch
die Wahl der gelbildenden Substanzen und der physikalischen Eigenschaften wird
ein ,Molekularsiebeffekt” erreicht, wodurch sich die Molekile aufgrund ihrer GréBe
bei gleicher Ladung unterschiedlich schnell im elektrischen Feld bewegen (Seyffert,
1998).
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2.2.11.1 Horizontale Agarosegel-Elektrophorese

Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Ruckgrates bei allen pH-Werten
negativ geladen (Ibelgaufs, 1990). Diese Eigenschaft von Nukleinsduren ist die
Grundlage der verschiedenen Methoden zur Gelelekirophorese. Sowohl DNA- als
auch RNA-Fragmente wandern in einem elektrischem Feld stets zur Anode, und
zwar umso langsamer, je langer sie sind. Visualisierbar werden im Gel aufgetrennte
Nukleinsauren durch Ethidiumbromidfarbung. Dieses Basenanalogon interkaliert in
doppelstrangige Nukleinsdure-Molekile, die dann im UV-Licht (254 nm — 300 nm)
durch ihre rot-orange Fluoreszenz sichtbar werden.

Die Horizontale Agarosegel-Elektrophorese dient der Ergebnistberprifung
verschiedener Modifikation von DNA und RNA (z.B. RNA-Isolierung, Real-Time-PCR,
PCR, cDNA-Synthese usw.). DNA-Proben laufen je nach erwarteter FragmentgroBe
in 1,2 bis 3%igen mit 300 pg/l Ethidiumbromid versetzten Agarosegelen bei
konstanter Spannung. Zur Herstellung der Gele wurde Agarose in 0,5 x TBE durch
Kochen gelést, abgeklihlt und in die Gelschlitten gegossen. Nach vollstdndigem
Erharten des Gels wurden die Proben mit 0,25 Vol. Ladepuffer gemischt und in die
Geltaschen pipettiert. Die Gele liefen ca. 1 h bei 80 V.

2.2.11.2 SDS-Gelelektrophorese

Die Ladung eines Proteins wird von der Anzahl geladener Aminosaurereste und
somit von der Aminosdurezusammensetzung bestimmt. Sie kann flar die
verschiedenen Aminosauren jedoch unterschiedlich sein und ist z.T. pH-Wert-
abhangig. Um dies zu umgehen, finden die meisten Proteinauftrennungen in einem
SDS-Gel statt. SDS besteht aus einer aliphatischen Kette von 12 C-Atomen mit einer
hydrophilen Sulfatgruppe. Diese Kette lagert sich entlang der Aminosaurekette der
Proteine an und bildet einen SDS-Protein-Komplex, dessen Oberflache nach auBBen
gerichtete, negative Sulfatgruppen aufweist. Somit wird die Eigenladung des Proteins
im  Vergleich zur negativen Gesamtladung des SDS-Proteinkomplexes
vernachlassigbar. Alle Proteine sind damit Uber ein konstantes Ladung/Masse-
Verhaltnis vergleichbar und die Mobilitdt des Proteins ist somit proportional zum
Logarithmus der relativen Molekilmasse.
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Flr eine optimale Auftrennung der um 70 kDa groBen Proteine wurden zunachst
zwei 10%ige Trenngele gegossen, welche sich aus 5 ml Wasser, 2,5 ml Trenngel-
puffer, 2,5 ml Acrylamid (38%); 5 ul TEMED und 75 pl APS (10 %)
zusammensetzten. Direkt nach dem GieBen wurde Isopropanol auf das Gel
gegeben, um eine glatte Oberflache zu erhalten. Nach vollstandiger Polymerisation
der Gele wurde das Isopropanol restlos entfernt und zwei 5%-ige Sammelgele (2,5
ml Wasser; 1 ml Sammelgelpuffer; 0,5 ml Acrylamid; 5 pl TEMED; 36 pl APS)
aufgegossen, in die jeweils zur Ausbildung von Probentaschen ein Kamm eingesetzt
wurde. Im AnschluB an die Polymerisation des Sammelgels konnte der Kamm
entfernt und die Elektrophoresekammer mit Laufpuffer geflllt werden. AbschlieBend
wurde je 20 pg Protein mit der entsprechenden Menge an SDS-Probenpuffer
aufgetragen, nachdem die Proben 3 min bei 95°C erhitzt worden waren. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte bei 120 V fir 2,5 h nach einer 20mindtigen
Einlaufzeit bei 80 V.

2.2.12 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Trennung spezifischer DNA-Einzelfragmente von anderen Fragmenten, Salzen
und/oder anderen Verunreinigungen, die in spateren Reaktionen (z.B. Sequenzier-
ung, Ligation usw.) stérend wirken kénnen, erfolgte Uber die Methode der DNA-
Elution mit Hilfe des ,MinElute Gel Extraction Kit“ von Qiagen.

Hierzu wurden die spezifischen, aufgetrennten Fragmente (2.2.11.1) in Form eines
Agarosebléckchens aus dem Gel ausgeschnitten und 3 Vol. des Puffers QG zu
einem Vol. des Gels gegeben. Um das Agarosegel zu l6sen, wurde dieses Gemisch
fir 10 min bei 50°C erhitzt. AnschlieBend wurde 1 Vol. Isopropanol hinzugegeben

und auf eine MinElute Saule des Kits aufgetragen und zentrifugiert.

2.2.13 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruchverfahrens (Sanger
et al., 1977). Diese Methode beruht auf der Ermittlung von DNA-Sequenzen durch
kontrollierten Abbruch der DNA-Synthese. Dazu wird doppelstrangige DNA

denaturiert, wodurch Uber Anlagerung eines sequenzspezifischen Primers und Uber
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die enzymatische Aktivitat der DNA-Polymerase ein Einzelstrang aufgeflllt wird. Eine
limitierte Zugabe von ddNTPs hat statistische, basenspezifische Kettenabbriiche zur
Folge. Bei der nichtradioaktiven Sequenzierung sind diese mit vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen kovalent markiert. Wahrend der gelelektrophoretischen
Auftrennung der Fragmente in einem denaturierenden Polyacrylamidgel erfolgt die
Anregung der vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe Uber Laserabtastung. Die
emittierten Farbsignale werden Gber Filter auf Photomultiplier geleitet und mit Hilfe
eines Computers in die entsprechende Nukleotidsequenz Ubersetzt. Die
entsprechende Sequenz wurde jeweils als Ausdruck des Chromatogramms und als
elektronische Datei erhalten.

Der Amersham-Kit TS | stellte sich als besonders geeignet fiir die Sequenzierung
von PCR-Produkten heraus. Die Sequenzierungsreaktion wurde mit folgenden
Chemikalien durchgeflhrt:

8 ul ,Dye Terminator Cycle Sequencing“-Stocklésung
1 ul Primer (10 uM)
11 ul DNA (=1 ng)

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte im Mastercycler 5330 der Firma Eppendorf
nach folgendem Programm:

96°C 1 min Vordenaturierung

96°C 30 sec. Denaturierung

50°C 15 sec. Annealing 27 Zyklen
60°C 4 min Elongation

60°C 4 min Elongation

Nach AbschluB3 der Reaktion wurde die DNA mit 7 pl Natriumacetat (2 M) und 68 pl
Ethanolaps. fir 20 min auf Eis gefallt und anschlieBend fir 15 min bei 13000 rpm und
10°C pelletiert. Das Pellet wird mit 150 pl 70%-igem Ethanol gewaschen, wieder
zentrifugiert, luftgetrocknet und in 4 pul Formamid/EDTA-Puffer aufgenommen. Die
gelelektrophoretische Analyse der Sequenzierung erfolgte auf einem ABI-Sequencer
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733 der Firma Applied Biosystems im Zentrum fiar Medizinische Grundlagen-
forschung (ZMG) der Medizinischen Fakultat in Halle.

2.2.14 Proteinbestimmung

Far die Western Blot-Analyse und fir die Proteinbestimmung wurden 1 Mio. Zellen in
100 ul SDS-Probenpuffer resuspendiert durch 10minltiges Kochen bei 95°C und 3
min im Ultraschallbad aufgeschlossen. Nachdem die Suspension auf RT abgekinhlt
war, wurde der Proteingehalt nach der Methode von Lowry bestimmt. Dazu wurden
10 ul der jeweiligen Proben mit 990 pl Aqua dest. in einem Eppendorfgefal3
vermischt bzw. 1 ml Aqua dest. als Leerwert in ein Tube gegeben. Als nachstes
wurden 100 pl DOC-Lésung zu den Proben und dem Leerwert gegeben und fir 10
min inkubiert. Danach folgte die Proteinfallung mit 100 pl Trichloressigsaure (72 %)
und einer 5minitigen Zentrifugation bei 10000 U/min. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1 ml Lowryl6sung resuspendiert und in Falconréhrchen
uberfuhrt. Die EppendorfgefaBe wurden nochmals mit 1 ml Aqua dest. gespult und
ebenfalls in die Falconréhrchen gegeben und fir 20 min inkubiert. Als letzte
Substanz wurde 500 ml Folin und Ciocalteu’s Phenol Reagenz hinzugegeben, gut
gemischt und fir 30 min im Dunkeln inkubiert. 200 pl der Lésungen wurden
anschlieBend in 96er-well MTP Uberfihrt und die Extinktion bei 690 nm am
Mikrotiterplattenreader gemessen. Der Proteingehalt wurde Uber eine zuvor erstellte

Proteineichkurve mit im Kit enthaltenen Rinderserumalbuminstandards bestimmt.

2.2.15 Western Blot-Analyse

Wegen der Uberragenden Trennschéarfe werden Proteingemische auf Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt (2.2.11.2). Der hohe Vernetzungsgrad dieses Geltyps verhindert
einen effizienten Transfer der Proteine nach dem Vorbild des Southern-Transfers.
Aus diesem Grunde werden Proteine durch direkte Elektrophorese (Sandwich-
Verfahren) aus dem Gel auf Nitrocellulosefilter Gbertragen.

Dazu wurde das SDS-Gel luftblasenfrei auf eine Nitrocellulosemembran gelegt,
welche zuvor 1,5 min bei 600 W in Western Blot-Puffer erhitzt und fir 15 min

ausgekuhlt lassen wurde. Die Nitrocellulosemembran befand sich auf 3 in Western
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Blot-Puffer getrankten Whatmanpapieren. Nachdem das Gel aufgelegt war, wurde
dieses nochmals mit 3 getrdnkten Whatmanpapieren bedeckt. Alle drei Sandwich-
komponenten (Whatmanpapier, Gel, Nitrocellulosemembran) wurden auf eine GréBe
von 8,5 x 4,5 cm geschnitten. Der Deckel des Blotters wurde mit 1 kg beschwert und
ein Strom von 80 mA (entspricht ca. 1 mA/cm?® der Nitrocellulosemembran)
angeschlossen. Nach 1,5 h wurden die Markerbanden mit einem Kugelschreiber
nachgezeichnet und die Membran Gber Nacht in Blockingreagenz bei leichtem
Schitteln inkubiert, um alle potentiellen Bindungsstellen des Nitrocellulose-Filters
abzusattigen. Danach wurde das Blockingreagenz entfernt und die Membran mit der
primaren Antikérperlésung fir 2 h bei leichtem Schitteln inkubiert. Nach mehr-
maligem Waschen mit 1 x TBS wurde die Membran mit dem sekundaren Antikdrper
fur 1 h dekoriert (Anti-Rabbit 1gG, Heavy and Light Chain (Goat) Peroxidase
konjugiert). Um den stérenden Hintergrund zu entfernen wurden nochmals mehrere
Waschschritte mit 1 x TBS angeschlossen. Nach Abtropfen Uberschiissiger Flissig-
keit wurde die Membran 1 min mit 2 ml ECL-1 und -2-Gemisch inkubiert und jeweils
far 10 min mit einem Roéntgenfilm in einer Filmkassette exponiert. AnschlieBend

konnte der Film entwickelt und densitometrisch ausgewertet werden.

2.2.16 L-Arginin-uptake

Zur Messung der L-Arginin-Aufnahme in die Zelle wurden die préainkubierten
konfluenten Zellen zunachst zweimal mit uptake-Puffer gewaschen und fir 5 min mit
1 uCi [*H]-L-Arg in uptake-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen sofort auf
Eis gestellt, das Medium abgenommen und die Zellen dreimal mit eiskaltem uptake-
Puffer gespiilt, um das restliche nicht aufgenommene [*H]-L-Arg abzuwaschen.
Danach wurden die Zellen mit Hilfe eines Lysispuffers aufgebrochen, um den Inhalt
zusammen mit Scintillatorfflissigkeit in einem FlUssigkeitsszintillationszahler zu
messen. Zuvor wurde jedoch etwa "4 der zu vermessenden Proben fir eine
Proteinbestimmung abgenommen. Die Messung des radioaktiv markierte L-Arginins
erfolgte in einem WINSPECTRAL 1414 Liquid Scintillation Counter.
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2.2.17 Immunhistochemie (ABC-Methode)

Die verschiedenen Hautbiopsien wurden den Patienten entnommen und in Formalin
zur Untersuchung geschickt. Zum Schneiden der Proben wurden diese in Paraffin
eingebettet. Dazu wurde zuvor Uber eine aufsteigende Alkoholreihe den Préaparaten
Wasser entzogen, um sie flr das Paraffin zuganglich zu machen. Die Schnittdicke
der Proben betrug 5 um. Zur Fixierung wurden die Schnitte schlieBlich mit Poly-L-
Lysin auf industriell beschichtete Objekttrager geklebt und fir mind. 1 h bei 60°C im
Brutschrank inkubiert. Da in den folgenden Schritten im wassrigen Milieu gearbeitet
wurde, muBten die Praparate zunachst wieder entparaffiniert werden. Dies erfolgte
durch 2 x 10 min baden in Xylol und anschlieBenden Badern in einer absteigenden
Alkoholreihe bis hin zum Rotisol (jeweils 2 x 5 min). Es folgten verschiedenen
Vorbehandlungen, um die Schnitte optimal fir die Antikdrperbedeckung vorzu-
bereiten und unspezifische Bindungen zu blockieren. Als erstes die Neutralisierung
der Erythrozyten mit einer 30-minlitigen Inkubation eines Methanol-
Wasserstoffperoxid-Gemisches (200 ml Methanol + 6 ml 30%iges Wasserstoff-
peroxid) bei RT. Dieses Gemisch wurde anschlieBend mit Aqua dest. wieder
abgespult und die Praparate mit unterschiedlichen Behandlungen auf die Bindung
des Antikérpers vorbereitet. Die erste Mdglichkeit bietet eine Mikrowellenbehandlung.
Hier wurden die Schnitte in 10 mM kalten Citratpuffer (pH 6) gestellt und darin bei
600 W 4 x 5 min erhitzt, wobei nach jeder Phase wieder Puffer nachgeflllt wurde.
Danach folgte eine Abkihlphase von 20 min und ein Waschschritt in TBS. Als
nachstes ist ein Andauen mit verschiedenen Trypsinkonzentrationen mdglich. Dazu
wurden die Praparate mit 0,1 % bzw. 0,001 % Trypsinlésung fir 15 min bei 37°C
inkubiert, danach mit Leitungswasser und TBS gespiilt und zur weiteren Behandlung
in Coverplates und Sequenzerkammern eingespannt. Um die Bindung zu
unspezifischen EiweiBen zu blockieren, folgte eine 15-mindtige Inkubation mit 100 pl
Normal-Pferde-Serum (1:10) und Milchpulver. Als nachstes wurden jeweils 100 pl
des Primar-Antikdrpers in einer Verdinnung von 1:100 dazugegeben und bei 37°C
eine Stunde lang inkubiert. Danach wurden die Objekttrager mit PBS gespult. Als
nachstes wurden die Proben mit dem sekundaren Antikérper (anti-rabbit-1gG,
biotinyliert) versetzt, welcher die Bricke zum Avidin-Biotin-Komplex bildet, die
wiederum die Anlagerung des Indikatorfarbstoffs AEC (Amino-Ethyl-Carbazol)
erlaubt. Nach Zugabe des Brickenantikdrpers wurde fir 30 min bei RT inkubiert, mit



Material und Methoden 32

PBS der Avidin-Biotin-Komplex dazugeben (Vektor Elite ABC Kit; immer frisch 20 pl
Avidin + 1 ml PBS) und erneut fir 30 min bei RT inkubiert. Nun erfolgte die Farbung
mit dem AEC-Farbstoff, der an den Avidin-Biotin-Komplex bindet. Wieder wurde fiir
30 min bei RT inkubiert und anschlieBend mit Aqua dest. gespdlt. Zum SchluB folgte
die Gegenfarbung mit Hamalaun (1:4 in Aqua dest. verdinnt) fir ca. 10 s, um eine
Kontraststeigerung zu erreichen, und schlieBlich die Eindeckelung der Objekttrager

mit Glyceringelatine (Mounting-Medium von DAKO).

2.2.18 Bewertung der immunhistochemisch gefarbten Praparate

Das Vorkommen, die Lokalisation, die Verteilung und die Dichte des
Transportsystems des y*-Transporters (hCat-1) innerhalb der immunhistochemisch
angefarbten Praparate wurde mittels eines halbquantitativen Scores subjektiv mit
Hilfe eines Lichtmikroskops (Olympus BH2-RFCA) bei 200facher VergréBerung
eingeschatzt. Bei der Bewertung wurde hierzu die Rot-Intensitédt des Indikatorfarb-
stoffs des eingesetzten Antikdrpers als Anhaltspunkt genommen. Es wurden nur
Praparate in die Auswertung einbezogen, die keine Schnittartefakte aufwiesen, bei
denen das Praparat genlgend verwertbares Material enthielt und die adaquat
angefarbt waren. Als interne Qualitatskontrolle der erfolgreichen Farbung wurden die
Erythrozyten, die hCat-1 und -2 nicht exprimieren und somit nie eine Farbung zeigen,
und das Endothel im Korium (K), welches immer die groBte Farbintensitat zeigen
muBte, herangezogen.

Jede Gewebeprobe wurde in 10 einzelne Bildausschnitte (TAS) unterteilt, die
unabhangig voneinander bewertet wurden. Jeder Ausschnitt wurde nochmals vertikal
nach den interessierenden Strukturen in finf Abschnitte unterteilt. Beurteilt wurde die
Expression des y*-Systems jeweils innerhalb des Endothels im Korium (K), des
Stratum basale (StB), des unteren Anteils des Stratum spinosum (uStS), des oberen
Anteils des Stratum spinosum (0StS) und innerhalb des Stratum granulosum (StG).
Als MaB wurde das jeweils im Praparat "am starksten angefarbt vorkommende"
Endothel genommen und mit dem Faktor 5 (100 %-76 %) beurteilt. Abstufend dazu
wurde in "kraftige Farbung" (Faktor 4; 75 %-51 %), "deutliche Farbung" (Faktor 3; 50
%-26 %), "schwache Farbung" (Faktor 2; 25 %-1 %) und "keine Farbung" (Faktor 1; 0
%) unterschieden. Aus den 10 Werten pro Praparat und untersuchter Struktur wurde
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jeweils der Mittelwert gebildet, um die Fehlerwahrscheinlichkeit dieser subjektiven,

visuellen Bewertungsmethode zu minimieren.

2.2.19 Statistik

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SigmaStat fir
Windows. Zur Analyse von drei und mehr Stichproben (Behandlungsgruppen) aus
normalverteilten Populationen mit gleicher Varianz wurde die Varianzanalyse
angewandt. Da dabei lediglich ein Faktor in den unterschiedlichen Mittelwertgruppen
untersucht wurde, kam die einfache Varianzanalyse (one-way-ANOVA) zur
Anwendung. Hierbei wurden Zufallsstichproben mit unbekannter gemeinsamer
Varianz untersucht. Zum Vergleich von drei oder mehreren Gruppen mit Bezug auf
eine Kontrolle wurde der Bonferroni T-Test durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der Expression des y*-Systems in Keratinozyten und
HDMEC

3.1.1 Nachweis auf RNA-Ebene

Zum Nachweis der Transkription des y*-Systems in kutanen Zellen, wurden Primer

aus bereits veroffentlichten cDNA-Sequenzen der y*-Systemgene designt (Anhang)

und Uber die Firma Metabion hergestellt. Die Primer wurden anschlieBend in die
unter 2.2.10.1 beschriebene PCR mit cDNA aus den drei Zelltypen (HaCaT, NHEK

und HDMEC) eingesetzt.

1 HaCaT - hCAT1
2 NHEK - hCAT1
3 HDMEC- hCAT1
4 HaCaT - hCAT2
5NHEK - hCAT2
6 HDMEC- hCAT2

1 HaCaT - hCAT2A
2 NHEK - hCAT2A
3 HDMEC- hCAT2A

284 bp

Abbildung 3.1-1 Nachweis des y*-Systems Uber RT-PCR mit hCAT-1; -2-; 2A und 4-

spezifische Primern.

2

1 HaCaT - hCAT4
2 NHEK - hCAT4
3 HDMEC- hCAT4

25 bp
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HDMEC NHEK HaCaT

- 400 bp

- 243 bp

157 bp

Abbildung 3.1-2 Nachweis der hCAT2b-Isoform Uber einen BamHI-Verdau des 400 bp
hCAT2 PCR-Produktes.

1 Marker VI

2 HDMEC-RNA

3 NHEK-RNA

4 HaCaT-RNA

5 Negativkontrolle
6 genom. DNA

356 bp
186 bp

Abbildung 3.1-3 Nachweis von hCAT3 Uber eine RT-PCR.

Die amplifizierten Fragmente wurden in einem 1,5%igem Agarosegel aufgetrennt und
tber eine Ethidiumbromidfarbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Dabei zeigten
sich fur die Gene hCAT1, 2, 2A und 4 DNA-Fragmente in der zu erwartenden GréBe
(Abbildung 3.1-1). Dagegen konnte weder in Keratinozyten (NHEK, HaCaT) noch in
HDMEC fir hCAT3 ein Fragment amplifiziert werden (Abbildung 3.1-3). Zur
Validierung dieser Aussage wurde als Positivkontrolle genomische DNA denselben
Bedingungen (Primer, Zyklerprogramm usw.) unterworfen und dort ein Nukleinsaure-
Abschnitte fir hCAT3 nachgewiesen. Die erhaltenen Banden wurden schlieBlich aus
dem Agarosegel ausgeschnitten, eluiert und sequenziert. Bei einem Abgleich der
Sequenzdaten mit bereits bekannten Gensequenzen aus der Datenbank von NCBI
konnte mit einer Homologie von etwa 95 % eine Zuordnung der jeweiligen
Amplifikate zu hCAT1, hCAT2, hCAT2A, hCAT2B und hCAT4 erfolgen. Somit kann
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davon ausgegangen werden, daBB die designten Primer ausschlieBlich die
gewlnschten Genstlcke amplifizieren.

Der Nachweis der hCAT2b-Isoform erfolgte zunachst Gber einen BamHI-Verdau des
hCAT2-Amplifikates. Die Primer wurden hierfir so gewéhlt, daB3 sie eine Region
flankieren, in der hCAT2a und 2b innerhalb eines 125 bp groBen Bereiches nicht
homolog sind. Dieser nichthomologe Bereich schlieBt eine BamHI-Schnittstelle fur
hCAT2b, jedoch nicht fiir h\CAT2a ein. Uber den Nachweis der BamHI-Schnittstelle
mit einem BamHI-Verdau war somit indirekt auch der Nachweis der hCAT2b-Isoform
moglich (Abbildung 3.1-2).

3.1.2 Nachweis auf Proteinebene

Der Nachweis der Proteine hCAT1, 2 und 4 erfolgte mittels immunhistologischer
Farbung (2.2.17) von pathologisch unauffalligen Hautpraparaten mit spezifischen
hCAT-Antikdrpern. Zusatzlich wurden die Antikdrper zum Nachweis auch in einem
Western Blot eingesetzt. Bei dem jedoch nur ein Nachweis von hCAT1 und 4 mdglich
war. Fir die Darstellung des Proteinnachweises wurden hier nur die Bilder der
immunhistologischen Farbung ausgewahlt.

Um die einzelnen Farbungen vergleichbar zu machen, wurde die eingesetzte
Methode jeweils in einer Antikdrper-Verdinnung von 1:100 durchgefthrt. Die
Farbung der Hautpraparate mit dem hCAT1-Antikérper zeigen im Querschnitt durch
die Epidermis eine besonders starke Farbung im Bereich des Stratum basale und im
Stratum granulosum. In der VergrdBerung (Abbildung 3.1-4 A) wird der Unterschied
der Farbung der Zellen im Stratum spinosum zu denen im Stratum basale deutlich.
Ausschnitt B, der Querschnitt von GeféBzellen, zeigt eine starke Farbung auch der
vaskularen und perivaskuldren Zellen. Die Erythrozyten zeigen dagegen keine
Expression des Proteins. Bei der Lokalisierung der hCAT2 und 4-Proteine, zeigte
sich vor allem eine Anfarbung im Stratum granulosum, die jedoch im Vergleich zur
hCAT1-Farbung wesentlich schwacher ausfiel.
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Stratum corneum —>

Stratum granulosum
Stratum basale

_ Basalmembran
Stratum spinosum

Keratinozyten

Abbildung 3.1-4 Immunhistochemische Farbung gesunder Probanden-Haut mit hCAT1-

Antikérper A) zeigt deutlich eine Farbung im Stratum germinativum. B) weist hCAT1 in
perivaskularen Zellen nach.

Stratum basale

Korium

Abbildung 3.1-5 Histochemische Farbung humaner Haut mit einem spezifischen Antikdrper
gegen hCAT2.
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Stratum corneum =~ - <« Stratum granulosum

Basalmembran —* ¥ \
o . -

~<—— Stratum basale

Stratum spinosum

Korium —>

Abbildung 3.1-6 Lokalisation des hCAT4-Proteins in humaner Haut.

3.2 Untersuchungen zur Expressionsstarke der y*-Transportergene

Zum Nachweis der y*-Transporter-Gene wurden je drei unabhangige Experimente
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich nach visueller Betrachtung (Abbildung 3.1-1) eine
scheinbar unterschiedliche Expressionsstarke der einzelnen Gene zueinander und
innerhalb der drei Zelltypen (HaCaT, NHEK und HDMEC). Um dies zu Uberpriifen
und um die Expressionsstarke quantifizieren zu kénnen, wurde zusatzlich eine PCR
unter Real-Time-Bedingungen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, daB hCAT1 in allen
drei Zelltypen etwa 10-140 mal starker als hCAT2 und 4 exprimiert wird (Abbildung
3.2-1). Eine besonders starke Expression zeigt sich bei der immortialisierten HaCaT-
Zelllinie. Hier ist die hCAT1-Expression etwa 3-5 mal so stark wie in den nativen
Zelltypen. In nativen Keratinozyten wird hCAT1 immerhin noch 2 mal mehr
transkribiert als in mikrovaskularen Endothelzellen. Die mRNA der Gene hCAT2b
und 4 wird in HaCaT zu gleichen Teilen synthetisiert und in nativen Keratinozyten
hCAT4 etwa 10 mal mehr als hCAT2b. In mikrovaskularen Endothelzellen liegt die
Wichtung der Synthese genau invers. Hier wird hCAT2b 10 mal starker als hCAT4

exprimiert.
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Abbildung 3.2-1  Quantitative Auswertung der hCAT-Genexpression Uber Real-
Time-PCR.

Die Untersuchungen zur Bestimmung des Verhéltnisses von hCAT2A zu 2B zeigen,
das hCAT2B etwa 2mal mehr in den Zellen exprimiert wird als die Splicevariante 2A.

~ 2500
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Abbildung 3.2-2 Quantifizierung des Verhaltnisses der hCAT2A-mRNA-Expression
zu 2B. hCAT2A in HaCaT wurde gleich 100% gesetzt.
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3.3 Untersuchungen zur in vitro Zytotoxizitat

Um sicherzustellen, daB die verwendeten kationischen Aminosauren und TH1-
Zytokine in einem nicht zytotoxischen Bereich eingesetzt wurden, erfolgte fir alle
Wirkstoffe zuvor ein Test mit der unter 2.2.5 beschriecbenen Methode. Die
Untersuchungsparameter (Zeit, Konzentration) wurden so gewahlt, daB3 sie sich in
einem fUr spatere Versuche relevanten Bereich befinden.

3.3.1 Toxizitat von L-Arginin-Hydrochlorid in NHEK

Nach 24 h zeigte sich im Vitalitatstest bis zur maximal applizierten Konzentration von
50 mM L-Arginin-Hydrochlorid kein Effekt auf die Lebensfahigkeit der NHEK. Erst
nach 48 h ab einer Konzentration von 25 mM wirkt L-Arginin-HCI auf native
Keratinozyten zytotoxisch. Dieser Befund zeigt sich durch eine 50%ige Abnahme der
vitalen Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Der Effekt wird
konzentrationsabhangig (bei 50 mM) und zeitabhangig (nach 24 h bei 25 mM )

verstarkt bis zu einer Abnahme der vitalen Zellen auf 20 % .

140
120 - -
==
100 Eﬁ_ T ¥
m24h

80 1 O48h

60 1 m72h
40 |

20 - £ L
. | a0
0 2 5 10 25 50 100

L-Ornithinkonzentration im mM

% der vitalen Zellen

Abbildung 3.3-1 Prozentualer Anteil vitaler nativer Keratinozyten nach Applikation
verschiedener Konzentrationen L-Arginin-Monohydrochlorid (0,5; 2; 5; 10; 15; 25 und
50 mM) nach 24 h; 48 h bzw. 72 h Einwirkung (* = signifikanter Unterschied zur
Kontrolle; p< 0,05; n = 6). Kontrolle gleich 100%.
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3.3.2  Toxizitat von L-Ornithin-Hydrochlorid in NHEK

Bei der Applikation von L-Ornithin-Hydrochlorid auf NHEK zeigt sich durch die
Abnahme der adhéarenten Zellen auf unter 20 % ab 50 mM bereits nach 24 h ein
deutlich zytotoxischer Effekt, der dem Ausmaf nach 48 h und 72 h entsprach.

140
120 |
100
80
60 |
40
20

O24h
048 h
H72h

* %

% der vitalen Zellen

0 2 5 10 25 50
L-Ornithinkonzentration im mM

Abbildung 3.3-2 Prozentualer Anteil vitaler nativer Keratinozyten nach Applikation
verschiedener Konzentrationen L-Ornithin-Monohydrochlorid (0,5; 2; 5; 10; 25 und 50;
100 mM) nach 24 h; 48 h bzw. 72 h Inkubation (* = signifikanter Unterschied zur
Kontrolle; p< 0,05; n = 6).

3.3.3  Toxizitat von TNFa, IL-13 und INFy in NHEK

Nach 24-stiindiger Inkubation der NHEK mit einem Cocktail aus je 250-2000 U/ml
TNFa, IL-1p und INFy konnte nur ein geringer Abfall, etwa 10 — 15 %, der vitalen
Zellen ab 1000 U/ml festgestellt werden. Nach weiteren 24 h sind schon ab 250 U/ml
etwa 30 % der Zellen tot. Erst ab 2000 U/ml sinkt die Zahl der vitalen Zellen um
weitere 30 %.
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Abbildung 3.3-3 Prozentualer Anteil vitaler nativer Keratinozyten nach Applikation
verschiedener Konzentrationen des TH1-Zytokincocktails (0; 250; 500; 1000; 1500
und 2000 U/ml) nach 24 h bzw. 48 h Inkubation (* = signifikanter Unterschied zur
Kontrolle; p< 0,05; n = 8).

3.3.4  Toxizitédt von TNFa, IL-13 und INFyin HDMEC

Die mikrovaskularen Endothelzellen reagieren recht unempfindlich auf die Gabe des
TH1-Zytokincocktails. Hier zeigt sich zwar schon nach 24 h ab 800 U/ml ein geringer
Abfall der vitalen Zellen von etwa 10 %, dieser Wert wird allerdings weder durch eine
langere Inkubationszeit noch durch héhere Konzentrationen wesentlich tGberschritten.

120 -
100 -

80 — — — O24h
60 - @48 h

40 -

% der vitaler Zellen

0 125 250 500 800 1000 2000
Zytokineinheit in U/ml

Abbildung 3.3-4 Prozentualer Anteil vitaler mikrovaskularer Endothelzellen nach
Applikation verschiedener Konzentrationen des TH1-Zytokincocktails (0; 125; 250;
500; 800; 1000 und 2000 U/ml) nach 24 h bzw. 48 h Inkubation (* = signifikanter
Unterschied zur Kontrolle; p< 0,05; n = 6).
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3.4 Regulation des y*-Systems durch kationische Aminosauren in
NHEK

Das y*-System transportiert Na*- und pH-unabhangig die L-chiralen Formen der
kationischen Aminosauren Arginin, Ornithin und Lysin. Da aus dermato-
therapeutischer Sicht die Verfligbarkeit vor allem der Aminosauren L-Arginin und L-
Ornithin interessant erscheint, sollten die folgenden Untersuchungen AufschluB3
darUber geben, ob diese Substanzen einen transkriptionellen bzw. translationellen
EinfluB auf ihren Transporter haben und somit ihre Bereitstellung in der Zelle selber
mitregulieren. Die Untersuchung zur transkriptionellen Beeinflussung wurden mit der
unter 2.2.10.2 beschriebenen Methode durchgefihrt. Die Methode 2.2.15 diente zur
Bewertung der Proteinsynthese des y"-Systems unter L-Arginin-HCI- bzw. L-Ornithin-
HCI-Einfluss. Fir das hCAT2-Protein konnte keine Auswertung gemacht werden, da
die Expression des Proteins offenbar sehr gering ist und Gber die Methode der

Western Blot Analyse nicht nachweisbar war.

3.4.1 EinfluB von L-Arginin auf die RNA-Expression

Uber einen Zeitverlauf von 24 bis 48 h zeigt sich keine signifikante Veranderung der
hCAT1-Expression durch die Gabe von L-Arginin-HCIl. Erst nach 72-stindiger
Inkubation mit 15 mM L-Arginin-HCI konnte die Expression des Gens um 70 %
gesteigert werden (Abbildung 3.4-1).

Die Expression von hCAT2b konnte nach 24 h durch L-Arg-HCI angeregt werden.
Hier kommt es bei der Gabe von 2 mM zu einem Anstieg auf 150 %. Bei Betrachtung
des gesamten Verlaufs ist jedoch eher ein Abfall zu beobachten, der sowohl zeitlich
(ab 72 h), als auch konzentrationsabhangig (ab 15 mM) zu beobachten ist
(Abbildung 3.4-2).

Die hCAT4-Expression wird durch die L-Chirale Form von Arg-HCL ausschlieBlich
negativ beeinfluBt. Bei 15 mM 24 h kommt es zu einer 50 % geringeren Expression
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, welche noch starker nach 48 h und 72 h,
zu beobachten ist. Nach 72-stiindiger Inkubation mit der Aminosaure kommt es
schon bei 10 mM zu einer Abnahme in der Syntheseleistung der hCAT4-mRNA.
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Abbildung 3.4-1 Quantitative Bestimmung der hCAT1-mRNA-Expression nach L-Arginin-
Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im

Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.4-2 Quantitative Bestimmung der hCAT2b-mRNA-Expression nach L-Arginin-
Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im

Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.4-3 Quantitative Bestimmung der hCAT4-mRNA-Expression nach L-Arginin-
Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle bezogen. (n=3, *=
p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle)

3.4.2 EinfluB von L-Arginin auf die Proteinbiosynthese

Auch auf Proteinebene hat L-Arginin-HCI ausschlieBlich nach 72 h bei 15 mM eine
Wirkung auf hCAT1. Die Proteinssynthese wird hier um etwa das 4 fache im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gesteigert (Abbildung 3.4-5). Fir hCAT4 zeigt
sich exklusiv nach 48 h bei 2 mM eine Abnahme der Translationsleistung auf 40 %
zum Kontrollwert. Fir hCAT4 konnte nach 72 h Kkeine Auswertung der
Proteinsynthese erfolgen, da hier die Expression zu schwach ist, um eine eindeutige
Zuordnung der spezifischen Bande im Western Blot machen zu kénnen.

12 345 6 7 8 9 10 111213 14 15

Abbildung 3.4-4 Rontgenfilm von elektrophoretisch aufgetrennten und markierten hCAT1-
Protein in NHEK nach L-Arginin-Applikation als Bsp. eines Western Blots.

1 Kontrolle 24 h 545 mM 24 h 9 25mM48h 1315 mM 72 h
25mM24 h 6 Kontrolle 48 h 1015 mM 48 h 1425 mM 72 h
315mM24 h 75mM48 h 11 Kontrolle 72 h 15 Kontrolle 24 h

4 25 mM 24h 8 Kontrolle 24 h 125 mM 72h
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Abbildung 3.4-5 Semiquantitative Auswertung der hCAT1-Protein-Expression nach L-
Arginin-Applikation. Die Werte wurden auf die Kontrolle 24 h bezogen. (n=3, *= p<0,05, im
Vergleich zur Kontrolle 24 h).
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Abbildung 3.4-6 Semiquantitative Auswertung der hCAT4-Protein-Expression nach L-
Arginin-Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05,
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).

3.4.3 EinfluB von L-Ornithin auf die RNA-Expression

Bei der Zugabe von L-Ornithin-HCI konnte Uber einen Zeitverlauf von 6 h bis 72 h
ausschlieBlich bei 2 mM 48 h ein geringer Abfall in der RNA-Expression von hCAT1
beobachtet werden, sonst konnten keine Veradnderung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle festgestellt werden (Abbildung 3.4-7). Die Untersuchungen
von hCAT2b und 4 zeigten wesentlich stérkere Effekte. So zeigte sich nach 24-
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72stindiger Inkubation mit 5 mM der Aminosaure eine Steigerung der hCAT2b
MRNA-Expression von 100 % - 150 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Abbildung 3.4-8). Auch fur hCAT4 war eine Steigerung um etwa 120 % ermittelbar.
Dieser Effekt wurde durch den Zusatz von 10 mM L-Ornithin nach 48 h erreicht und
konnte nach 72 h sogar auf 200 % gesteigert werden (Abbildung 3.4-9).
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L-Orn-Konzentration

Abbildung 3.4-7 Quantitative Auswertung der hCAT1-mRNA-Expression nach L-Ornithin-

Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.4-8 Quantitative Auswertung der hCAT2b-mRNA-Expression nach L-Ornithin-

Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.4-9 Quantitative Auswertung der hCAT4-mRNA-Expression nach L-Ornithin-

Applikation. Die Werte wurden auf die jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle)

3.4.4 EinfluB von L-Ornithin auf die Proteinbiosynthese

Insgesamt scheint L-Ornithin eher einen negativen Einflu auf die Proteinexpression
des y*-Systems zu besitzen. So zeigte sich flir hCAT1 ab 48 h bei unterschiedlich
eingesetzten Konzentrationen ein Abfall der spezifischen Proteinsynthese (Abbildung
3.4-10). Auch fur das hCAT4-Protein war nach 48 h ein Absinken der Synthese-
leistung zu verzeichnen. Lediglich nach 72 h bei einer Konzentration von 10 mM L-
Ornithin kam es zu einem geringen Anstieg in der Proteinexpression (Abbildung
3.4-11).
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Abbildung 3.4-10 Semiquantitative Auswertung der hCAT1-Protein-Expression nach L-
Ornithin-Applikation. Die Werte wurden auf die Kontrolle 24 h bezogen. (n=3, *= p<0,05, im
Vergleich zur Kontrolle 24 h).
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Abbildung 3.4-11 Semiquantitative Auswertung der hCAT4-Protein-Expression nach L-
Ornithin-Applikation. Die Werte wurden auf die Kontrolle 24 h bezogen. (n=3, *= p<0,05, im
Vergleich zur Kontrolle 24 h).
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3.5 Regulation des y*-Systems durch TH1-Zytokine

Vor allem spielen die mikrovaskularen Endothelzellen eine bedeutende Rolle in
inflammatorischen Prozessen. Die TH1-Zytokine sind vor allem bei Psoriasis-
patienten hochreguliert und lésen hier verschiedene inflammatorische Reaktionen
aus, die sich z.T. als Symptomatik der Psoriasis auBern. Die durchgefiihrten Unter-
suchungen sollten klaren, inwieweit das y*-System durch die Zytokine beeinfluBt
werden kann und somit an der Krankheitssymptomatik beteiligt sein kénnte.

3.5.1 EinfluB der Zytokine auf die mRNA-Expression des y*-Systems
in HDMEC

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden mit einem Zytokincocktail von jeweils 500
U/ml bzw. 800 U/ml TNFa, IL-13 und INFy 24 h und 48 h inkubiert, um anschlieBend
Uber Real-Time-PCR die Expression der einzelnen y*-Transportergene zu
untersuchen. Es zeigte sich, daB die mRNA-Synthese von hCAT1 und 4 etwa im
gleichen MaBe anstieg. Es war jeweils ein gleichmaBiger Anstieg Uber Zeit und
Konzentration zu sehen, der nach 48 h bei der Gabe von je 800 U/ml am gréBten war
(Abbildung 3.5-1; Abbildung 3.5-4). Fir hCAT2A und B zeigte sich ein wesentlich
deutlicheres Ergebnis. Hier war nach 24 h schon ein Anstieg auf das etwa 10-
35fache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu verzeichnen. Nach 48 h sankt
dieser Wert etwas ab, betrugt allerdings immer noch mehr als das 20fache des
Kontrollwertes (Abbildung 3.5-2; Abbildung 3.5-3). Zusatzlich wurde die Expression
des Gens hCATS3 untersucht, jedoch zeigte sich auch nach Zugabe der genannten
Zytokinkonzentration zu den angegebenen Zeiten keine Expression des hCATS-
Transkriptes (Daten werden nicht gezeigt).
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Abbildung 3.5-1 Quantitative Auswertung der hCAT1-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 800 U/ml TNFa, IL-13 und INFy. Die Werte wurden auf die
jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.5-2 Quantitative Auswertung der hCAT2a-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 800 U/ml TNFa, IL-13 und INFy. Die Werte wurden auf die
jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.5-3 Quantitative Auswertung der hCAT2b-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 800 U/ml TNFa, IL-13 und INFy. Die Werte wurden auf die
jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.5-4 Quantitative Auswertung der hCAT4-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 800 U/ml TNFa, IL-1B und INFy. Die Werte wurden auf die
jeweilige Kontrolle bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).

Vergleicht man die Expression von hCAT2b unter EinfluB der einzelnen Zytokine mit
dem des TH1-Zytokincocktails, so zeigte sich bei der Gabe von 800 U/ml Interferon y
eine Abnahme der Expressionsstarke im Vergleich zur Kontrolle. Fir TNFa und IL-13

war eine deutliche Zunahme zu verzeichnen, wobei diese fir IL-13 am starksten
ausfiel (Abbildung 3.5-5).
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Abbildung 3.5-5 quantitative Bewertung der hCAT2b-Expression unter EinfluB einzelner
Zytokine im Vergleich zum Zytokincocktail. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle).

3.5.2 EinfluB der TH1-Zytokine auf die L-Arginin-Aufnahme in
HDMEC

Nachdem je 5 Schalchen HDMEC 24 h mit 800 U/ml eines Zytokincocktails (TNFa,
IL-1B und INFy) und je 5 Schélchen mit reinem EGM-MV inkubiert wurden, konnte ein
L-Arginin-uptake wie unter 2.2.16 beschrieben durchgefiihrt werden. Dabei zeigte
sich eine signifikante Zunahme der intrazelluldren L-Arginin-Konzentration der mit
TH1-Zytokinen behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Abbildung 3.5-6).
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Abbildung 3.5-6 L-Arginin-uptake in HDMEC nach 24-stiindiger Inkubation mit je 800 U/ml

TNFa, II-1B und INFy im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. n=5; p<0,05, one way
ANOVA.

3.5.3 Regulation des y*-Systems durch TH1-Zytokine in NHEK

In nativen Keratinozyten zeigten die TH1-Zytokine einen eher negativen EinfluB auf
die RNA-Expression des y*-Systems. So zeigte sich nach 48 h fiir alle drei
untersuchten y*-Transportergene ein Abfall der RNA-Expression. Jedoch war auch
hier nach 24 h ein deutlicher Anstieg der hCAT2b mRNA zu erkennen, der die
Kontrolle um das 3fache Ubertreffen konnte.
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Abbildung 3.5-7 Quantitative Auswertung der hCAT1-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 1000 U/ml TNFa, IL-13 und INFy. Die Werte wurden auf die
Kontrolle 24 h bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.5-8 Quantitative Auswertung der hCAT2b-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 1000 U/ml TNFa, IL-13 und INFy. Die Werte wurden auf die
Kontrolle 24 h bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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Abbildung 3.5-9 Quantitative Auswertung der hCAT4-mRNA-Expression nach Applikation
von jeweils 500 U/ml bzw. 1000 U/ml TNFa, IL-13 und INFy. Die Werte wurden auf die
Kontrolle 24 h bezogen. (n=3, *= p<0,05, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle).
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3.6 Immunhistologischer Vergleich von hCAT1- und 2-Expression
in Hautbiopsien von Psoriatikern und Hautgesunden

Immunhistochemisch gefarbte Hautbiopsien Hautgesunder und Psoriatiker sollten die
Verteilung des hCAT1-(n=18 bzw. 32) und 2-(n=32 bzw. 17) Proteins innerhalb der
einzelnen Hautschichten zeigen und Auskunft Gber eine mégliche Veranderung der
Proteinexpression bei psoriatischer Erkrankung im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe geben. Die Praparate wurden mit der unter 2.2.17 beschriebenen
Methode gefarbt und visuell am Mikroskop ausgewertet. Die Bewertung des Scores
wurde nach folgenden Kriterien vorgenommen:

1 keine Farbung (0 %)

2 schwache Farbung (1 %-25 %)

3 deutliche Farbung (26 %-50 %)

4 kraftige Farbung (51 %-75 %)

5 starke Farbung (76 %-100 %).
Dabei wurden je 10 Felder pro Proband fir die einzelnen Epidermisschichten nach
dem angegebenen Score bewertet, gemittelt und der Mittelwert als ein Ereignis
betrachtet. Die einzelnen Ereignisse wurden schlieBlich in einer Kontingenztabelle
erfaBt. Eine statistische Auswertung mit dem x?-Test konnte nicht vorgenommen
werden, da jeweils fur mehr als 20 % der Félle die Haufigkeit 0 auftrat. Zur
Verdeutlichung der Ergebnisse wurden die Werte zusatzlich in einem
Saulendiagramm  dargestellt. Dazu wurden die Einzelereignisse einer
Punktebewertung unterzogen: 1 Punkt flir Score 1, 2 Punkte flr Score 2 usw. Die
Summe der Punkte fir die jeweilige Hautschicht, Hautzustand und Protein wurde ins
Verhaltnis zur jeweiligen Praparatmenge n gesetzt und in einer Saule dargestellt.
Es zeigte sich, daB hCAT1 in Hautgesunden vor allem im mikrovaskularen
GefaBendothel des tieferen Unterhautgewebes und im Stratum granulosum
exprimiert wird. Eine schwéachere Farbung zeigte sich im Stratum basale und im
oberen bzw. unteren Stratum spinosum. Bei psoriatischen Hautbiopsien wird hCAT1
hauptsachlich im mikrovaskuldren GefédBendothel des tieferen Unterhautgewebes
exprimiert. Die Farbung des Antikérpers nimmt ab hier, mit nach oben kommender
Hautschicht, stetig ab und zeigt seine geringste Anfarbung im Stratum granulosum.
(Abbildung 3.6-2).
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Abbildung 3.6-1 Histologische Farbung mit hCAT1-Antikérper A) von psoriatischer und B)
von gesunder Haut.

StG Stratum granulosum

oStS | oberes Stratum spinosum

uStS | unteres Stratum spinosum

StB Stratum basale

K mikrovaskulares GefaBendothel im Korium

Tabelle 3-1 Abklrzungsverzeichnis der Epidermisschichten.

Psoriasis - hCAT1

Hautschicht

corewert /SW 1 2 3 4 5 Z*SW/(Nps./Nges)
StG 7 20 6 0 0 36
oStS 0 30 3 0 0 38
uSts 0 21 12 0 0 43
StB 0 1 29 3 0 55
K 0 0 0 15 18 82
n= 33
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Gesund - hCAT1

Hautschicht

corewert /SW 1 2 3 4 5 Z*SW/(Nges./Nges.)
StG 0 0 0 6 12 84
oStS 0 2 15 1 0 53
uStS 0 2 14 2 0 54
StB 0 1 9 7 1 62
K 0 0 0 5 13 85
n=18

Tabelle 3-2 Kontingenztabellen zur Bewertung der Proteinverteilung von hCAT1 in gesunder

und psoriatischer Haut.
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Abbildung 3.6-2 Immunhistologischen Befund
gesunder im Vergleich zu Psoriatikern.
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Die Auswertung der mit hCAT2-Antikdrper gefarbten Praparate ergab eine insgesamt

schwéachere Farbung der psoriatischen Praparate im Vergleich zu den Kontroll-

Biopsien. Die Verteilung des hCAT2-Proteins innerhalb der einzelnen Epidermis-

Schichten ist in beiden Ereignisgruppen sehr homogen, so kommt es bei den

Psoriatikern zu einer Schwankung von etwa 26 % und bei den Gesunden sogar nur

zu etwa 12 %.
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Abbildung 3.6-3 Histologische Farbung mit hCAT2-Antikérper von psoriatischer Haut A) in

der Epidermis B) im Langsschnitt einer Venole.

Psoriasis — hCAT2

Hautschicht

corewert /SW 2 Z*SW/(Nps./Nps.)
Esc 0 0 3 7 7 72
StB 3 6 5 2 1 43
uSts 2 11 4 0 0 36
oStS 2 11 4 0 0 36
StG 0 5 9 3 0 49
n=17
Gesund — hCAT2
Hautschicht

corewert(SW) 2 Z*SW/(Nges./Nps.)
Esc 0 0 0 4 28 83
StB 0 0 1 24 7 71
uSts 0 0 0 26 6 71
oStS 0 1 1 24 6 70
StG 0 0 0 9 23 80
n= 32

Tabelle 3-3 Kontingenztabellen zur Bewertung der Proteinverteilung von hCAT2 in gesunder

und psoriatischer Haut.
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Abbildung 3.6-4 Darstellung der Punktwerte fir die mit hCAT2-Antikérper gefarbten
Praparate.
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4 Diskussion

4.1 Wird der y*-Transporter in Hautzellen exprimiert und gibt es

Unterschiede in der Expression der einzelnen Komponenten?

Zur Untersuchung des y*-Systems muBte zunachst der Nachweis in den als
Modellsystem verwendeten Hautzelltypen und schlieBlich an Hautbiopsien erfolgen.
Es ist bekannt, daB das y*-System im Menschen durch die CAT-Proteine prasentiert
werden, die wiederum durch mindestens vier Gene (hCAT1-4) codiert werden. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte der Nachweis des y*-Transporters auf mRNA-Ebene,
tber eine RT-PCR fir die von hCAT1-, 2-, 2A-, 2B- und 4-Transkripte in HaCaT,
NHEK und HDMEC, wahrend hCAT3 in diesen Zellen nicht exprimiert wurde. Uber
eine Sequenzierung der erhaltenen Amplifikate und einem Sequenzabgleich in der
Datenbank des National Center of Biotechnology Information (NCBI) lieBen sich die
erhaltenen Produkte eindeutig den gewinschten Genen zuordnen. Da die Zellen,
aus denen die RNA fir den Gennachweis gewonnen wurde, keinen bekannten
StreBfaktoren ausgesetzt wurden, kann davon ausgegangen werden, daB die Gene
in diesen Zellen konstitutiv transkribiert werden. Dies stellt zumindest fur hCAT2A
eine Besonderheit dar. Bislang konnte eine konstitutive Expression fiir diesen
Transportersubtyp nur in Hepatozyten und Muskelzellen nachgewiesen werden. In
vielen anderen Zelltypen wurde erst eine de novo Expression nach
inflammatorischen Stimuli beobachtet (Kawahara et al., 2001; Closs et al., 1997).
Diese konstitutive Expression von hCAT2 in NHEK, HaCaT und HDMEC konnte
kirzlich auch von Schnorr et al. (2003) bestatigt werden. Eine nahere Betrachtung
der Expressionsstarke der einzelnen Transkripte Uber eine Real-Time-PCR zeigte,
daB hCAT1 in HaCaT und nativen Keratinozyten sowie mikrovaskularen
Endothelzellen 10-140 mal starker exprimiert wird als die vier anderen Transkripte.
Das laBt darauf schlieBen, daB hCAT1 der Hauptsubtyp des y*-Systems in diesen
Zellen ist. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen stitzen diese Vermutung. So
wird hCAT1, auBer in der Leber, ubiquitar exprimiert, hCAT2, 3 und 4 hingegen nur
in einigen Geweben (Devés and Boyd, 1998), wie Leber, Gehirn, Thymus usw.
Knockout-Maus-Versuche zeigten, daB homozygote CAT1-knockout Mause am
ersten Tag der Geburt sterben, 25% kleiner sind als der Wildtyp und an schwerer

Anamie leiden, wahrend heterozygote Mause phéanotypisch keine Abnormalitaten
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aufweisen (Perkins et al., 1997). Homozygote CAT2-Knockout-Mausmutanten sind
hingegen vital und fertil (Nicholson et al., 2001). Die nahezu normale Entwicklung der
homozygoten CAT1-Knockout-Mausmutanten bis zur Geburt wird nur durch die
funktionelle Kompensation durch CAT3, welches zu diesem Zeitpunkt noch ubiquitar
exprimiert wird, in Mausembryonen und -féten gewahrleistet. Nach der Geburt wird
dieses in Rodentia jedoch ausschlieBlich im Gehirn exprimiert (Nicholson et al.,
1998), so daB es kompensatorisch nicht mehr fungieren kann. Dieser Befund ist
allerdings mit dem beim Menschen nicht zu vergleichen, da hCAT3 ein anderes
Expressionsmuster als mCAT3 aufweist. So wird hCAT3 hauptsachlich in peripheren
Gewebe, wie Thymus, Testes, Ovarien, Milchdriisen usw. exprimiert und nur gering
in einigen Hirnregionen (Vekony et al., 2001).

Eine weitere Besonderheit der Expressionsstarken zeigt sich im Vergleich von
hCAT2 und 4 in den untersuchten nativen Zellen. So wird hCAT2B in HDMEC 10 mal
starker als hCAT4 exprimiert, in NHEK ist dieser Befund genau invers. Dieses
Ergebnis 1aBt eine besondere Funktion dieser Subtypen beim L-Arginin-Transport
vermuten. Es ist bekannt, daB sowohl mikrovaskuldre Endothelzellen als auch
hCAT2b in inflammatorische Prozesse maBgeblich involviert sind, wobei als
Verbindungsfaktor hier Stickstoffmonoxid fungiert. So erfolgt die Initiation und
Unterhaltung von Entzindungsreaktionen unter der Beteiligung des MikrogefaB-
systems (Swerlick et al., 1993), wobei NO als autokriner und parakriner Mediator bei
der intra- und interzellularen Kommunikation zwischen verschiedenen Zellsystemen
der Haut agiert (Bruch-Gerharz et al.,, 1998). Versuche mit zytokinaktivierten
Makrophagen aus CAT2"-Mausen zeigten eine 92%ige Reduktion in der NO-
Produktion und eine 95%ige Reduktion der L-Arginin-Aufnahme. Da dieser Befund
weder auf die iINOS-Proteinexpression noch auf die iINOS-Aktivitat zurlickzufihren
war, wurde geschlussfolgert, daB zur Aufrechterhaltung der NO-Produktion der
Arginintransport Gber CAT2 erforderlich ist. Diese Ergebnisse und die Erkenntnis,
daB hCAT2B als zweitstarkster Subtyp in HDMEC exprimiert wird, lassen den Schluf3
zu, daB hCAT2B in inflammatorische Prozesse involviert sein kann. In NHEK
hingegen scheint es eher eine untergeordnete Rolle zu spielen. Inwieweit hCAT4 flr
die L-Arginin-Aufnahme in Keratinozyten essentiell ist, kann nur spekuliert werden,
da es fir hCAT4 bislang keinerlei funktionelle Untersuchungen gibt. Der Vergleich
der Expression der beiden SpleiBvarianten von hCAT2 zeigt, daB hCAT2B scheinbar
bevorzugt gebildet wird. So spielt hCAT2A in HaCaT und nativen Keratinozyten
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wahrscheinlich eher eine untergeordnete Rolle. In HDMEC wird hCAT2A zumindest
noch halb so stark wie hCAT2B exprimiert und Ubersteigt damit die Expression von
hCAT2B der Keratinozyten mindestens um das Doppelte. Auch Gber CAT2A gibt es
nur wenig Informationen. Man geht davon aus, daB der niedrigaffine hCAT2A-
Transporter hauptsachlich in der Leber exprimiert wird (Closs et al., 1993) und somit
in anderen Zellen funktionell keine bzw. eine untergeordnete Rolle spielt. In dieser
Arbeit konnte jedoch erstmals nachgewiesen werden, daB auch hCAT2A
extrahepatisch und zwar in Hautzellen (HaCaT, NHEK und HDMEC), konstitutiv
exprimiert wird.

Auf Proteinebene war mit den zur Verflgung stehenden Methoden (Western Blot,
Immunhistochemie) leider keine exakte Quantifizierung der Synthese des y*-Systems
moglich. So konnte hCAT2 im Western Blot nicht nachgewiesen werden, da die
Expression dieses Proteins zu gering flr die Sensitivitait des Tests war. Die
Ergebnisse der RNA-Untersuchungen lassen sich jedoch dahingehend interpretieren,
daB hier hCAT1 ebenfalls am starksten synthetisiert wird und somit auch auf
Proteinebene als Hauptsubtyp fungiert. Uber die immunhistochemische Anfarbung
gesunder Haut mit spezifischen Antikérpern konnte zusétzlich eine Aussage Uber die
Verteilung der einzelnen Transporterproteine getroffen werden. Es zeigte sich, daB
hCAT1 vor allem im Stratum granulosum, Stratum basale und im perivaskularen
Bereich der BlutgeféaBe gebildet wird (Abbildung 3.1-5). Im Stratum granulosum sind
die Keratinozyten jedoch durch DNA-Fragmentierung und Endonucleaseaktivitat
gekennzeichnet (McCall et al., 1991). In dieser Zellschicht wird die Differenzierung
vom lebenden Keratinozyten zum toten Korneozyten abgeschlossen. Diese Tatsache
hatte eher die Vermutung zugelassen, daB in dieser Schicht der Transporter kaum
bzw. nicht mehr als in den anderen Oberhautschichten exprimiert wird. Da das
Stratum granulosum jedoch eine sehr kompakte Epidermisschicht ist und somit die
Zellen sehr dicht beieinander liegen, kénnte es sich hier um eine artifizielle
Quantifizierung handeln. Das heiBt durch die Anh&aufung vieler Zellen auf kleinem
Raum kann der Eindruck entstehen das in dieser Schicht der Transporter starker
exprimiert wird. Dagegen erscheint nicht verwunderlich, daB der Transporter in den
beiden anderen Bereichen vermehrt synthetisiert wird. So ist die Verfligbarkeit von L-
Arginin in diesen Zellschichten essentiell. Zum einen ist es erforderlich fir die
Neubildung der Keratinozyten im Stratum basale als Precursor fiir die Polyamine
Putrescin, Spermidin und Spermin. Diese sind essentiell flr die Zellproliferation,
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indem sie DNA binden und die Genexpression durch Anderungen in der
Chromatinstruktur beeinflussen (Marton et al., 1987). Zum anderen wird L-Arginin
durch die NOS zu L-Citrullin und NO metabolisiert, wobei das radikalische NO durch
die Initiation der Expression von Adhasionsmolekilen bei mikrovaskuléaren
Endothelzellen (McAllister et al.; 1997) wesentlich zu physiologischen und patho-
physiologischen Entziindungsprozessen beitrdgt. HCAT2 und 4 werden, Uberein-
stimmend mit den RNA-Ergebnissen, im Gewebeschnitt wesentlich schwacher
angefarbt als hCAT1. Beide Proteine zeigen eine sehr gleichmaBige Verteilung in der
Epidermis, jedoch ist hier eine genaue Quantifizierung durch die geringe

Expressionsstarke schwer vorzunehmen.

Fazit : HCAT1 ist der Hauptsubtyp des y*-Systems in HDMEC und NHEK.
Die differente Expression der Subtypen hCAT2b und 4 in den genannten
Zelltypen spricht fur eine unterschiedliche funktionelle Bedeutung.

4.2 Haben kationische Aminosauren einen EinfluB auf die

Expression des y*-Transporters?

Der Transport der kationischen Aminosaure L-Arginin Uber das y*-System kann
durch verschiedene Faktoren beeinfluBt werden. So wird der Transport durch einen
UberschuB an den, um den Transport konkurrierenden kationischen Aminoséuren (L-

hCAT1 hCAT2 bzw. 2b hCAT4
L-Arg + + -
RNA
L-Orn + ++ ++
L-Arg + MD -
Protein
L-Orn - MD +

Tabelle 4-1 Zusammenfassung der Ergebnisse von 3.4. ++ stark erhdhte Expression; +

erhbhte Expression; = keinen EinfluB; - geringere Expression; MD missing data.
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Ornithin und L-Lysin) sowie durch verschiedene L-Argininanaloga (z.B. L-
Monomethyl-L-Arginin, L-N-(iminoethyl)ornithin, L-Canavanin und N-Nitro-L-Arginin)
gehemmt (DeGeorge et al.,, 1997). Die Aktivitdt des y*-Transporters wird
wahrscheinlich spannungsabhangig Uber die Hyperpolarisation der Zellmembran
gesteuert (Segel et al., 1995; Sobrevia et al., 1996). Die Offnungen kalziumab-
héngiger Kaliumkanale fihrt zu einer Hyperpolarisation und zum verstarkten Influx
von L-Arginin Uber das y*-System. Die Aktivitdt kann also grundsatzlich durch die
Konzentration der, um den Transporter konkurrierenden Aminosauren beeinfluft
werden. Kénnen diese Aminodauren jedoch auch die Expression ihres eigenen
Transporters induzieren? Bekannt ist, daB in Sdugerzellen an die Abnahme der
Aminosaureverfigbarkeit eine Abnahme der Proteinsynthese (Pain et al., 1994), der
mRNA-Stabilitdt und der Gentranskriptmenge gekoppelt ist (Marten et al., 1994). Die
Inhibierung der Proteinsynthese erfolgt durch die Phosphorylierung des Translations-
faktors elF-2 (Scorsone et al., 1987). Hefezellen kénnen diesen Effekt bei totaler
bzw. teilweiser Entleerung kompensieren, indem sie die Transkription von Genen, die
in die Aminosaurebiosynthese involviert sind, aktivieren (Laine et al., 1994). Man
vermutet, daB S&ugetiere, ahnlich wie Hefen, auch Kontrollmechanismen besitzen,
um auf dieses Phdnomen kompensatorisch zu reagieren (Laine et al., 1994). Es
zeigte sich, daB es bei einem Aminosaurenentzug zur Stabilititserhéhung von
Aminosauren-mRNA kommt (Gong et al., 1991). Eine andere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, daB es durch die Aminosaurelimitierung zu einer Anhaufung von CAT1-
MRNA in kultivierten C6 Gliom- und Nierenzellen kommt (Hyatt et al., 1997). Die
Akkumulation der mRNA wurde schlieBlich auf die Erhéhung der mRNA-
Halbwertszeit zurlckgefihrt, wodurch es fiir das System mdglich wurde, vermehrt
CAT1-Protein und somit auch vermehrt den kationischen Transporter zu bilden
(Aulak et al., 1999).

Somit ist auch denkbar, daB ein EinfluB auf die Synthese des Transporters durch
Zugabe kationischer Aminosauren erfolgen kann. Es zeigte sich, daB in nativen
Keratinozyten bei der Zugabe von L-Arginin vor allem eine Steigerung von hCAT1
und hCAT2 und zu einer Abnahme von hCAT4 beobachtet werden kann. Im
Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse bei der L-Ornithin-Substitution, welches auf
die hCAT1-Expression keinen bzw. einen negativen EinfluB hat und auf die Synthese
der beiden Subtypen hCAT2b und 4 einen stark positiven EinfluB zeigt. Es konnte
demonstriert werden, daf3 sowohl L-Ornithin als auch L-Arginin einen EinfluB auf alle
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drei untersuchten Transportergene bzw. —proteine besitzen. Nach Gabe eines
absoluten Uberangebots von 15 mM L-Arginin konnte nach 72 h eine Erhéhung der
hCAT1-Expression sowohl auf RNA-, als auch auf Proteinebene um etwa 70 %
erreicht werden. Fir hCAT2b zeigte sich schon nach 24 h durch den annahernd
physiologischen Wert von 2 mM L-Arginin ein Anstieg um 50 %. Auch die
Arbeitsgruppe um deNigris konnte zeigen, daB es durch die Gabe von L-Arginin
maoglich ist, die Genexpression zu steigern. Es zeigte sich eine Erhdhung der eNOS-
Expression sowohl in vitro als auch in vivo (de Nigris et al., 2003). Da die Proteine
hCAT1 und 2 mit den Isoenzymen der NOS assoziiert sind, hCAT1 mit eNOS
(McDonald et al., 1997) und hCAT2b mit iINOS (Manner et al., 2003), wére eine
Erhdhung der hCAT-Expression durch L-Arginin physiologisch sinnvoll. Durch den
vermehrten Einstrom von L-Arginin und die direkte Beladung der NOS ware auch
eine Erhéhung der NO-Produktion méglich. Man sollte zun&chst annehmen, daf
eine Steigerung der NO-Produktion durch extrazellulares L-Arginin theoretisch nicht
moglich ist, da ein Kn-Wert von L-Arginin als Substrat fir die NOS von 2-10 uM
ermittelt wurde (Arnal et al., 1995; Bogle et al., 1996; Kurz and Harrison, 1997) und
die intrazellulare L-Argininkonzentration in einem Bereich liegt, der 30-800 mal tber
diesem Kn-Wert liegt (McDonald et al., 1997). Dennoch wurde in verschiedenen in
vivo Studien eine Zunahme der NO-Freisetzung unter bestimmten physiologischen
Bedingungen trotz des gesattigten intrazellularen Zustandes nachgewiesen. Dieses
Phanomen wird als arginine paradox bezeichnet (Closs et al., 2000; Xiao et al.,
2001). Eine Erklarung sollte die direkte Beladung der eNOS mit NO Uber hCAT1
geben. McDonald et al. (1997) konnten zeigen, daB beide Proteine Uber einen
Calveolarkomplex verbunden sind, der diesen Vorgang ermdéglicht. Da NO auch als
freies Radikal auftritt, besitzt es ein hohes Reaktionspotential und reagiert mit
verschiedenen Enzymen (Hibbs et al., 1988). Es kann schlieBlich auch die DNA-und
Proteinsynthese hemmen (Nathan et al., 1992). Die vermutete Steigerung der NO-
Synthese kdnnte somit die zeit- und konzentrationsabhangige Verminderung der
hCAT2b und 4-Expression erklaren. Warum hCAT1 davon unbeeinflusst bleibt, kann
nur spekulativ betrachtet werden. Denkbar ware, daB auch hier eine mRNA-
Stabilisierung eintritt, um die Grundversorgung der Zelle mit L-Arginin auch in
StreBsituationen aufrechtzuerhalten. Da L-Arginin nicht nur als Precursor fir NO
fungiert, sondern auch fir viele andere Mediatoren, Regulatoren, Modulatoren usw.,
ist es essentiell fir das Uberleben der Zelle bzw. auch fiir einen programmierten
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Zelltod. HCAT1 ware als Hauptkomponente somit fir die Basisversorgung der Zelle
mit L-Arginin in jeder Situation mitverantwortlich, wohingegen hCAT2 und 4
speziellere Aufgaben wahrnehmen kénnten. Auch daB hCAT1 in allen untersuchten
Zelltypen 10 - 140fach starker exprimiert wird als hCAT2 und 4 und daB es zu einer
unterschiedlichen Bevorzugung der Nebenkomponenten hCAT2b und 4 in HDMEC
und NHEK kommt (Recker et al., 2003), spricht fir diese Vermutung.

Die Untersuchungen zur Beeinflussung des Transporters durch L-Ornithin zeigen,
daB es nach 48 h durch die L-Ornithingabe zu einer Abnahme der hCAT1-
Proteinsynthese kommt, die hCAT2b und 4-Expression wird dagegen auf mRNA-
Ebene durch diese Aminosaure stark geférdert. Auch hier zeigt sich, daB die
einzelnen y*-Transporterproteine/gene durch L-Ornithin unterschiedlich beeinfluBbar
sind. Warum diese Gene, auf zwei kationische Aminosauren, mit &ahnlicher
chemischer Struktur und vergleichbaren physikochemischen Eigenschaften, invers
reagieren bleibt unklar. Das Ergebnis spricht jedoch dafiir, daB hCAT1 als L-Arginin-
Basistransportkomponente und hCAT2 sowie 4 als ,Spezialtransportsubtyp*
fungieren. Auch Closs et al. (1997) vermuten eine spezifische Rolle flir mCAT-2B in
L-Arginin-abhangigen Prozessen, wie die NO- oder Polyaminsynthese. Wenn
hCAT2B wirklich fur die Bereitstellung der Precursor verantwortlich ist, lieBe sich
damit der hohe Anstieg der mRNA-Syntheseleistung von hCAT2b erklaren. Fr
hCAT4 ware eine ahnliche Funktion denkbar. Die Abnahme der Proteinsynthese von
hCAT1 und 4 nach 48 h durch L-Ornithin reguliert sich bei beiden Proteinen nach
weiteren 24 h wieder auf Basislevel bzw. auf gesteigerte Produktion um 200%. Die
Abnahme der hCAT-Produktion zeigt sich jedoch nur auf Proteinebene. Daher kann
davon ausgegangen werden, daB die Regulierung posttranskriptional erfolgt.
Scheinbar muB sich das System erst auf die hyperphysiologische L-Ornithingabe
adaptieren. Es ist bekannt, daB3 es durch L-Ornithin zum einen zu einer kompetitiven
Hemmung des L-Arginintransports in die Zelle (Inoue et al., 1993) und zum anderen
zu einer Inhibierung der Arginase | (Reczkowski et al., 1994) kommt. Die Zelle
reagiert also auf das Uberangebot an L-Ornithin mit einem Stop von verschiedenen
Funktionen, die zur Neubildung von L-Ornithin fihren. Somit kann vermutet werden,
daB auch eine Blockierung der Proteinsynthese des Transporters von L-Ornithin und
des Precursors von L-Arginin bewirkt wird. Da L-Ornithin auch der Precursor fiir die
Polyamine Putrescin, Spermin und Spermidin ist und diese vor allem
Differenzierungs- und Proliferationsprozesse unter L-Ornithinverbrauch beeinflussen,
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ist es denkbar, daB sich das System nach einiger Zeit erholt und die Proteinsynthese
wieder auf den Ausgangswert reguliert. Die Bedeutung von L-Lysin im Hautorgan ist
bisher nicht untersucht worden. Da sich aber in anderen Zelltypen keine Hinweise
auf eine flr die in dieser Arbeit relevante Schliisselfunktion ergeben haben, wurden
hier die L-Lysin-abhangigen Effekte nicht untersucht.

Fazit: Sowohl L-Arginin als auch L-Ornithin beeinflussen die Expression des y'-
Systems auf mMRNA- und Proteinebene, und regulieren somit Uber feedback-

Mechanismen ihren eigenen Transport.

4.3 Haben TH1-Zytokine EinfluB auf den y*-Transporter?

Die kationische Aminosaure L-Arginin spielt als gemeinsames physiologisches
Substrat der NOS und der Arginase (Mori and Gotoh, 2000) eine zentrale
Schlisselrolle in verschiedenen epidermalen Funktionen der menschlichen Haut. Als
semiessentielle Aminosaure ist der Transport von L-Arginin in die Zelle fir die
meisten Zelltypen absolut erforderlich. Dadurch kommt es zu einer gewissen
Abhéangigkeit der L-Arginin metabolisierenden Enzyme vom L-Arginin-Influx
vermittelnden y*-Transporter (Nicholson et al., 2001). In verschiedenen Geweben
wurde gezeigt, daB die Expressions- und Aktivitits-Beeinflussung des y*-
Transporters einen regulatorischen Eingriff in die NO- und Harnstoff-Synthese
ermdglicht (Irie et al., 1997). Vor allem die Regulation der NOS-Aktivitat ist wichtig fur
die Hauthomeostase. So wird durch deren Produkt NO die Proliferation,
Differenzierung, Wundheilung und die Genexpression in der menschlichen Haut
beeinfluBt (Bruch-Gerharz et al., 1998). Es zeigte sich, daB es durch TH1-Zytokine in
Makrophagen zu einer gesteigerten NO-Produktion kommt und daB fir die NO-
Produktion vor allem die hCAT2 vermittelte L-Arginin-Aufnahme essentiell ist (Bruch-
Gerharz et al., 1998). Spatere Versuche mit CAT2”-Knockout-Mausmutanten
untermauerten diese These. So zeigten zytokinaktivierte Makrophagen der Mutanten
eine 92%ige Abnahme der NO-Produktion und eine 95%ige Reduktion der L-Arginin-
Aufnahme. Da sowohl die iINOS-Proteinexpression als auch die iNOS-Aktivitat
uneingeschrankt waren, konnte man die Inhibierung der NO-Produktion auf den
CAT2-Verlust zurtickfihren (Nicholson et al., 2001). Die Manipulation der CAT2-
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Transportfunktion wird heute sogar als mdgliche therapeutische Modulation der
INOS-Aktivitat diskutiert (Manner et al., 2003), da beide Proteine scheinbar in
direktem Zusammenhang stehen (MaclLeod et al., 1996). Um diese Befunde im
Hinblick auf die epidermale Fehlfunktion der Psoriasis zu untersuchen, wurden zwei
Zelltypen ausgewahlt, die maBgeblich in diese Prozesse involviert sind: die
Keratinozyten als Symptomtrager der Hyperkeratose und Zytokin-Reaktor und die
mikrovaskuldren Endothelzellen als Expressionssort verschiedener Zytokine (IL-1,
TNFa u.a.) (Geiser et al., 1999)., Adhasionsmolekiile und Wachstumsfaktoren (z.B.
VEGF). Beide Zelltypen wurden mit einem Cocktail aus den TH1-Zytokinen, TNFa,
IL-1B und INFy inkubiert. Dabei zeigten bereits die Toxizitatsuntersuchungen, daB die
mikrovaskuldren Endothelzellen unempfindlicher auf hohe Konzentrationen und
lange Behandlungszeiten reagieren als native Keratinozyten. In weiteren in vitro
Untersuchungen, in denen auf Mediatorenebene eine Entzindung durch den
Zytokincocktail simuliert wurde zeigte sich, daB auch hier insbesondere die
mikrovaskularen Endothelzellen mit einer erhdhten Expression des y*-Transporters
reagieren. Es kommt nicht nur zu der vermuteten Hochregulation der hCAT2-mRNA,
sondern zusatzlich zu einer vermehrten hCAT1-mRNA-Expression (Abbildung 3.5-1).
Somit konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine Zytokin-abhangige Steigerung
der hCAT1-mRNA-Synthese in HDMEC nachgewiesen werden, obwohl diese Zellen
schon im Ruhezustand diese Transporterkomponente in hohem MaBe exprimieren.
Ahnliche Ergebnisse konnte auch die Gruppe von Schnorr et al. (2003) mit HaCaT-
Keratinozyten erzielen. Fiir hCAT4 zeigte sich prozentual die gleiche Steigerung wie
fur hCAT1, allerdings auch nur in HDMEC. In nativen Keratinozyten scheinen die
proinflammatorischen Zytokine, zumindest im nicht toxischen Bereich, keinen Einfluf3
auf die hCAT1 bzw. 4 mRNA-Expression zu haben. Dagegen kommt es in NHEK zu
einer 3,5fachen Steigerung der hCAT2B mRNA, die auch durch Schnorr et al. (2003)
bestatigt werden konnte. Schnorr et al. (2003) untersuchten auch die hCAT2 mRNA-
Expression in HDMEC und konnten dort keinen Unterschied im Vergleich zu NHEK
feststellen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch eine nochmals um
den Faktor 10 gesteigerte Expression von hCAT2B im Vergleich zu nativen
Keratinozyten. Fir hCAT2A lieB sich immerhin noch eine dreifache Steigerung
demonstrieren (Recker et al., 2003). Die Diskrepanz der Ergebnisse in beiden
Arbeitsgruppen ist durch die verschiedenen Methoden zur Quantifizierung der
erhaltenen PCR-Produkte zu erklaren. Schnorr et al. (2003) werteten die Produkte
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densitometrisch nach Durchfiihrung einer semiquantitativen PCR aus. Allerdings
kénnen damit nur geschatzte Werte ermittelt werden. Jedes PCR-Produkt ist
wahrend seiner Amplifikation einer Logarithmusfunktion unterworfen, die je nach
gegebenen Bedingungen variiert. Zur Quantifizierung der Produkte muB man diese
wahrend der PCR in einer log-Phase erfassen. Die semiquantitative PCR limitiert
sich durch eine vorgegebene Zyklenzahl und somit kann der logarithmische Verlauf
der PCR nicht erfasst werden. Die in dieser Arbeit angewandte Real-Time-PCR l6st
dieses Problem, indem alle 7 s wahrend der Annealing-Phase eine Messung der
gewonnenen DNA-Menge vorgenommen wird. Dadurch ist eine genaue Aufzeich-
nung des Kurvenverlaufs der durchgefiihrten PCR in Echtzeit und eine relative und
absolute Quantifizierung der Amplifikate méglich.

Obwohl NHEK als auch HDMEC in der Haut lokalisiert sind, erflllen sie
unterschiedliche Funktionen, die auch Unterschiede im Expressionsmuster
bestimmter Gene und Unterschiede in der Art der Metabolisierung verschiedener
Substanzen (wie L-Arginin) erwarten lassen. Native Keratinozyten bauen zu 90 % die
Epidermis auf, die die Barriere zwischen Organismus und Umwelt darstellt. Um diese
Barriere aufrechtzuerhalten, ist eine standige Akquisition von L-Arginin erforderlich,
welches durch die Arginase zu Harnstoff metabolisiert wird. Diese Aufgabe ist stetig
zu erfullen und kann durch hCAT1 als Hauptkomponente des y*-Transporters in
NHEK (Recker et al., 2003) abgedeckt werden. BekanntermaBen kann L-Arginin in
Keratinozyten auch zu NO umgewandelt werden, welches in geringen Mengen
proliferationssteigernd auf diese Zellen wirkt (Krischel et al., 1998). Da Keratinozyten
scheinbar nicht in der Lage sind, L-Arginin intern zu recyceln (Crounse and
Rothberg, 1961; Ratner, 1973), ist eine standige Aufnahme der kationischen
Aminosaure in die Zelle essentiell, um die Barrierefunktion und die Proliferation
aufrechtzuerhalten. Dies wird durch eine hohe Basisexpression des L-Arginin-
transporters gewahrleistet. Anders ist die Situation bei Endothelzellen, welche L-
Arginin aus L-Citrullin zurickgewinnen kénnen (Hecker et al., 1990). Diese Zellen
kleiden die GefaBe aus, durch die der Organismus mit Warme, Hormonen u.v.a.
wichtigen Faktoren und Substanzen versorgt wird. Unstimuliert ist fir die Erflllung
ihrer Aufgaben weder Harnstoff noch NO in groBen Mengen nétig. Der daflr
erforderliche Precursor kann ausreichend U{ber das vorhandene y*-System
gewonnen werden. So zeigten Expressionsstudien an unstimulierten, menschlichen

mikrovaskularen Endothelzellen eine geringe Basisexpression der eNOS, eine
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geringe NO-Produktion und keinerlei Hinweise auf eine Colokalisation der eNOS mit
Caveolin-1 (Dye et al., 2003) und somit keine direkte Verbindung zwischen eNOS
und hCAT1. Eine Steigerung der NO-Produktion in Endothelzellen ist jedoch durch
das proinflammatorische LPS mdéglich (Closs et al., 1999), was sich durch eine
gesteigerte L-Arginin-Aufnahme erklaren wirde. In der vorliegenden Arbeit konnte
die Steigerung der Transportleistung durch proinflammatorische Zytokine
demonstriert werden: Zum einen durch die Expressionsstudie von hCAT2A und B,
welche durch die TH1-Zytokine um das 10 bzw. 3fache in ihrer mRNA-Synthese
stiegen, und zum anderen durch die Uptake-Untersuchungen, welche einen
signifikanten Anstieg der L-Arginin-Aufnahme in die Zelle zeigen. All diese
Ergebnisse sprechen fir eine veranderte Genexpression in mikrovaskularen
Endothelzellen, ausgeldst durch proinflammatorische Zytokine. Die Genexpression
von hCAT2 wird scheinbar Uber mindestens zwei Transkriptionsfaktoren reguliert. So
kommt es zwar durch TNFa und IL-1p3, einzeln verabreicht, zu einem Anstieg der
hCAT2b-mRNA-Expression, jedoch nicht durch INFy (Abbildung 3.5-5). Der Effekt
der einzelnen Zytokine ist auch nicht Additiv. So ergibt die Summe der
Einzelereignisse einen geringeren Anstieg der Expressionsleistung als der
Superadditive Mix der Zytokine. Es ist bekannt, daB TNFa und IL-13 jeweils einzeln
Uber eine Signalkaskade NF-KappaB aktivieren kénnen (Neish et al., 1992). Als man
die Promotorregion des iINOS Gens der Maus (Lowenstein et al., 1993), des
Menschen (Zhang et al., 1996) und der Ratte (Eberhardt et al., 1996) charak-
terisierte, konnte man mehrere Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren, unter
anderem auch fir NF-KappaB, nachweisen. In Ratten— und Mausmakrophagen
reichte NF-KappaB allein nicht aus, war aber essentiell fir die Induktion von iINOS
(Sherman et al., 1993; Xie et al., 1994; Ding et al., 1995; Kim et al., 1995; Xie et al.,
1997). Der direkte Zusammenhang zu CAT2B gelang, als man eine simultane
Induktion von iINOS und eine Hochregulation von CAT2b in Ratten-Alveolarmakro-
phagen ereichte (Hammermann et al., 2000). Diese Gruppe konnte auBerdem zwei
NF-KappaB Bindungsstellen in der teilweise aufgeklarten CAT2-Promotorsequenz
der Maus identifizieren (Hammermann et al., 2000; Finley et al., 1995; Quandt et al.,
1995), so daB eine Transkriptionsregulation von hCAT2A und B in HDMEC
zumindest unter Beteiligung von NF-KappaB sehr wahrscheinlich ist. In den
Signaltransduktionweg von INFy ist jedoch IRF-1 (Shuai et al., 1992; Silvennoinen et

al., 1993) und nicht NF-KappaB involviert. Scheinbar missen beide Transkriptions-



Diskussion 72

faktoren in eine synergistische Interaktion treten, da sie in der Summe mehr
erreichen als allein. Eine solche Kooperation konnte z.B. fir die iINOS Gentrans-

kription gezeigt werden (Saura et al., 1999).

Fazit: Es kommt zu einer synergistisch transkriptionellen Regulation von hCAT1 und
2 durch die TH1-Zytokine TNFa, IL-1B und INFy vor allem in mikrovaskuléren
Endothelzellen. Dies spricht fir ein unterschiedliches Expressionsmuster des

y*-Transporters in nativen Keratinozyten und mikrovaskularen Endothelzellen.

4.4 Spielt der y*-Transporter eine Rolle in der Pathogenese der

Psoriasis?

Klrzlich konnten verschiedene Zusammenhange gefunden werden, die fir eine
Involvierung des L-Arginintransporters (y*-Transporter) in die abnormale Proliferation
der Keratinozyten, welche entscheidend flir die Pathogenese der Psoriasis zu sein
scheint, sprechen. So werden in psoriatischen Hautlasionen die beiden L-Arginin
metabolisierenden Enzyme Arginase 1 und iINOS sowohl auf transkriptioneller als
auch auf translationeller Ebene Uberexprimiert. Es zeigte sich, daB Arginase 1 durch
TH2- und INOS durch TH1- Zytokine hochreguliert werden (Bruch-Gerharz et al.,
2003). Da beide Enzyme auf ihr gemeinsames Substrat L-Arginin angewiesen sind,
erscheint ein Zusammenhang zu dem L-Arginin-vermittelnden Transporter y* sehr
wahrscheinlich. Immunhistochemische Farbungen von Hautbiopsien Hautgesunder
und Psoriatiker sollten dartber einen Einblick vermitteln. Aufgrund der Inhomogenitéat
der histologischen Phanomene konnte nur ein Vergleich innerhalb der jeweiligen
Diagnosegruppe erfolgen und somit nur eine Aussage zur Verteilung der
Transportersubtypen in der jeweiligen Gruppe getroffen werden. Die Ergebnisse
(Abbildung 3.6-2) zeigen in der hCAT1- und 2 Féarbung vor allem Unterschiede
zwischen mikrovaskuldarem GefaBendothel und Keratinozyten des Stratum
granulosum, wahrend in Biopsien Hautgesunder hCAT1 in beiden Hautschichten
gleich stark exprimiert wird. Dieser Unterschied im Expressionsmuster zwischen
mikrovaskularen Endothelzellen und nativen Keratinozyten findet sich auch in vitro
(Recker et al., 2003). Dort zeigen Endothelzellen auf die proinflammatorischen TH1-

Zytokine eine wesentlich starkere Reaktion als Keratinozyten (Recker et al., 2003).
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Da methodisch in den Biopsien kein housekeeping Bereich definiert werden konnte,
ist ein quantitativer Vergleich letztlich nicht méglich. Anhand der in vitro Daten lassen
die in vivo erhaltenen Ergebnisse jedoch eher auf einen Anstieg der hCAT1- und 2-
Synthese im mikrovaskuldaren GeféaBendothel als auf einen Abfall im Stratum
granulosum schlieBen. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnten auf mRNA-
Ebene in Biopsien psoriatischer Lasionen keinen EinfluB der Erkrankung auf die
hCAT2-Expression nachweisen (Bruch-Gerharz et al., 2003). Da diese Unter-
suchungen jedoch nicht auf Proteinebene bzw. auch nicht fir hCAT1 weitergeflihrt
wurden, bieten die hier gewonnenen Ergebnisse erstmals einen Hinweis auf eine

direkte Involvierung des y*-Transporters in die Psoriasis-Pathogenese.

Fazit: Es gibt Hinweise, daB die Expression des y*-System in psoriatischer Haut

verandert ist.

4.5 Haben die aufgeftihrten Erkenntnisse eine klinische Relevanz
oder EinfluB auf zukinftige Therapien? (Ausblick)

Da es sich bei den durchgefihrten molekularbiologischen Untersuchungen um
Grundlagenforschung handelt, bieten diese noch keine Option fiir einen konkreten
therapeutischen Ansatz. Es lassen sich aber durchaus verschiedene Hypothesen
formulieren, die hinsichtlich der Entwicklung therapeutischer Strategien von Interesse
sein kénnten. So wurden verschiedene Regulationsméglichkeiten fir den Transporter
gezeigt. AuBerdem zeigten sich Unterschiede im Expressionsmuster in
unterschiedlichen Zelltypen und es gibt erste Hinweise auf einen direkten
Zusammenhang zwischen Transporter und pathogenetischer Ablaufe bei der
Psoriasis. Zudem ist interessanterweise, die positionelle Klonierung der Gene, die
bei der atopische Dermatitis involviert sind, (Beyer et al., 2000; Bradley et al., 2002)
und die chromosomale Einordnung der y*-Transportergene (Albritton et al., 1992;
Bowcock et al., 1993) bereits erfolgt. Durch einen Datenbankabgleich im Map Viewer
von NCBI bzw. OMIM (Tabelle 4-3; Tabelle 4-3) fanden sich sowohl das atopische
Dermatitis-Gen ATOP5 als auch das SLC7A1-Gen (hCAT1) auf dem langen Arm des
Chromosoms 13 im Bereich 12-14 lokalisiert. Ob es sich um ein und dasselbe Gen
handelt, ist zur Zeit noch nicht bekannt. Eine vollstandige genetische Entschlissel-
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ung und der Sequenzvergleich des ATPD 5-Gens und SLC7A1-Gens sollten einen
Aufschluss Uber die Homologie beider Gene geben und SLC7A1 als putatives

Kanditatengen flr die atopische Dermatitis ein- bzw. ausschlieBen.

LocusLink LocusID: 6541

Symbol: SLC7A1

Description: solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y*

system), member 1
Position: 13q12-q14

Tabelle 4-2 Darstellung von SLC7A1/hCAT1 auf Chromosom 13.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/sts.cqi?uid=30502

LocusLink LocusID: 117188
Symbol: ATOD5
Description: Dermatitis, atopic, 5
Position: 13g12-q14

Tabelle 4-3 4-4 Darstellung von ATPD5/ ATODS auf Chromosom 13.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/sts.cqi?uid=46452
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Abbildung 4.5-1 Darstellung des humanen Chromosoms 13. Die Klammer markiert den
Bereich der SLC7A1- und ATPD5-Lokalisation.

Folgeuntersuchungen sollten auch beachten, daB das y*-System eine sehr zentrale

Rolle im Zellstoffwechsel spielt, so daB dessen Beeinflussung bzw. Regulation
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EinfluB auf mehrere Systeme hat. Die Strategie, NOS-Inhibitoren bzw. y*-
Transporthemmer fir die Therapie der Psoriasis (Ormerod et al., 2000) bzw.
atopischer Dermatitis (Tsukumo et al., 1999) einzusetzen, erscheint aussichtsreich

und muB insbesondere in Bezug auf das y'-System weiter untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

1. Aminosauren sind als Bausteine der Proteine essentiell zur Aufrechterhaltung
vitaler Prozesse. Eine besondere Rolle im Zellmetabolismus der Haut spielen
dabei kationische Aminosauren, hier insbesondere L-Arginin und L-Ornithin. So
ist Arginin, als semiessentielle Aminosaure an anabolischen Prozessen, wie
Wachstum, Proteinsynthese und Wundheilung beteiligt. AuBerdem ist L-Arginin
durch die Metabolisierung zu Harnstoff und L-Ornithin fir die Stickstoffbalance
essentiell. Harnstoff dient in der Haut als Moistruizer und L-Ornithin als
Precursor flir die Synthese der proliferationsférdernden Proteine Kreatin und
Polyamin (wie Spermin, Spermidin und Putrescin). All diese Effekte erfordern
den Transport der Aminos&uren in die Zelle. Der in tierischen Zellen zu 60-80%
durch den y*-Transporter gewahrleistet wird.

2.  Verschiedene zellbiologische und molekularbiologische Methoden, wie Real-
Time-PCR, Western Blot-Analysen, Immunhistologische Untersuchen und
Uptake-Messungen sollten einen Einblick in die Expression und Regulation des
y*-Transporters in kutanen Zellen (mikrovaskuldre Endothelzellen und native
Keratinozyten) geben.

3. Da zu Beginn der vorliegenden Arbeit keine Erkenntnisse Uber das y*-System
an mikrovaskularen Endothelzellen und nativen Keratinozyten vorhanden
waren, wurde dieses zunachst Uber seine Transkripte in NHEK, HaCaT und
HDMEC nachgewiesen. Dabei zeigten sich durch RT-PCR und Western Blot-
Analysen, daB3 die Subtypen hCAT1, 2A, 2B und 4 sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene konstitutiv exprimiert werden. hCAT3 hingegen wird weder in
Keratinozyten noch in mikrovaskularen Endothelzellen konstitutiv bzw.
induzierbar durch Zytokine exprimiert.

4.  Eine quantitative Analyse der PCR-Produkte durch Real-Time-PCR ergab, daf
hCAT1 in den untersuchten Zelltypen 10-140 mal starker als hCAT2A, B und 4
exprimiert wird. Weiterhin zeigt die quantitative Auswertung einen Unterschied
in der Grundexpression von hCAT2b und 4 in NHEK und HDMEC. In HDMEC
wird hCAT2b 10 mal starker als hCAT4 exprimiert und in NHEK ist die
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Expression von hCAT4 10 mal starker als die von hCAT2b. Die Quantifizierung
der hCAT2-Spliceformen ergab eine etwa zweimal so hohe Expression von
hCAT2B im Vergleich zu 2A.

5. Die Inkubation der Zelltypen den zu transportierenden Aminosauren L-Arginin
und L-Ornithin sowie mit den proinflammatorischen Zytokinen TNFa, IL-13 und
INFy in HDMEC und NHEK und eine anschlieBende Quantifizierung der Gen-
bzw. Proteinsynthese des y*-Transporters sollte einen Einblick geben, ob und
inwieweit das Transportsystem in diesen Zellen regulierbar ist.

6. Dabei zeigte sich, daB in NHEK L-Arginin die Expression von hCAT1 hoch und
die von hCAT2 bzw. 2B und hCAT4 herunter reguliert wird. Durch die Gabe von
L-Ornithin zeigte sich ein inverses Bild. Hier wird die Synthese von hCAT1
verringert und die von hCAT2/2B und hCAT4 erhéht.

7.  Die Zytokine TNFa, IL-1B und INFy induzieren die Synthese von hCAT2a und b
in HDMEC sehr stark und in NHEK jedoch nur gering. Dabei kommt es in
HDMEC zu einer 30fach starkeren Expression als in der unbehandelten
Kontrolle. Auf die Expression der anderen y*-Systemgene haben die Zytokine
nur einen geringen EinfluB. AuBerdem beeinflussten TH1-Zytokine die
hCAT2B-Expression in HDMEC Uberadditiv.

8.  Transportuntersuchungen der L-Arginin-Aufnahme in Zytokin-behandelten
HDMEC sollte die Funktionsfahigkeit der hCAT2-Transporter induzierten
Expression beweisen. Was durch eine verstarkte Aufnahme von L-Arginin in
die Zelle bestatigt werden konnte.

9. Immunhistologische Untersuchungen an psoriatischen und gesunden
Hautbiopsien sollten einen direkten Zusammenhang zwischen y*-Systems und
Psoriasissymptomatik herstellen. Durch den Nachweis eines verandertes
Expressionsmuster von hCAT1 und 2 in der erkrankten Haut konnte dieser

belegt werden.
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10.

Uber einen Datenbankabgleich konnte das Gen hCAT1 in einen méglichen
Zusammenhang mit einem fir die atopische Dermatitis assoziierten Gen
(ATPD5) gebracht werden. Beide Gene sind in dem chromosomalen Abschnitt
13q12-q14 lokalisiert.
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NACHWEIS
mRBNA Protein
hCAT1
hCAT1
hCAT2 (A/B) hCA'I|'12C(£_:_|; IHC)
— hCATS3
hCAT4

EXPRESSIONSSTARKE

T

hCAT1 als Hauptkomponente; Verhéltnis hCAT1/hCAT2 bzw. 4

100:1 10:1 10:1
hCAT2 & 4 als Nebenkomponente; Verhaltnis hCAT2/hCAT4
1:1 1:2 2:1
Verhaltnis hCAT2A/hCAT2B
1:2 1:2 1:2
HDMEC
L-Arg-HCL L-Orn-HCL INFy, TNFa, IL-18 l

*ab 25 mM - ab 50 mM ab 250 U/ml nicht zytotoxisch zw.
nach 48 h nach 24 h nach 48 h 24-48 h & 0-2000 U/m
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Regulation der Expression

Kationische Aminosauren

14

Verteilung von hCAT1 und 2 innerhalb der einzelnen Hautschichten
Veranderungen im Expressionsmuster von hCAT1 und 2 bei einer Psoriasis

hCAT1 hCAT2
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Anhang

Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

hCAT1 (For)

5GATTTAGGTGACACTATAGAATACATCTGCTTCATCGCCTACTT’3

5TAGCAGTCCATCCTCAGCCATG’3

hCAT2 (For)

5TTGCAACAACTGGTGAAG’3

(
(Rev)
(
(

Rev)

5TTCAGGTCAAACAGAAAGG’3

hCAT2b(For)

5GATTTAGGTGACACTATAGAATACCCCAATGCCTCGTGTAATCT’S

5TGCCACTGCACCCGATGATAAAGT’3

5’ACCCTGATGATGCCTTACTACC’3

5’CCATCCTCTGCCATCGCGTAG’3

SGATTTAGGTGACACTATAGAATACATGGTGGGCTCGGGTCTCTA’3

5TGCGGATGCTGTGGCTGAAC’3

Sequenzen der verwendeten Antikdrper

hCAT1- | (C)QMLRRKVVDCSREETRLSR-30 |(NP003036.1, XP 007137.1, P30825)

hCAT2-| RDENNEEDAYPDNVHAAAEEK-611 | (CAT2-BAA06271.1(D29990, 52569,

CTR2_HUMAN)

hCAT4- | GYGIRHSKENQRELPGLN-585 (HUMAN CAT4-043246

CTR4_HUMAN in Swiss Prot)
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