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1. Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein kurzlebiges Gas, welches in biologischen Systemen die
unterschiedlichsten Funktionen tbernehmen kann. Als physiologischer Mediator wurde NO
im Jahr 1987 d's,, Endothelium derived relaxing factor* (EDRF) entdeckt (Furchgott and
Vanhoutte, 1989; Ignarro et al., 1987). Allerdings besitzt es weit mehr Funktionenim
kardiovaskuldren System. Neben der Regulation des Geféfdtonus verhindert Stickstoff-
monoxid die Aggregation von Plattchen, inhibiert die Endothel zellapoptose und besitzt
Funktionen als Signaltransduktionsmolektil. Auf3erdem spielt NO eine Rolle in der Neuro-

transmission und ist ein zentraler Faktor fir die zelluldare Immunantwort.

1.1. Synthese und Funktionen von Stickstoffmonoxid (NO)

NO wird in Zellen aus L-Arginin synthetisiert. Dabel reagiert Sauerstoff mit L-Arginin zu
L-Citrullin und NO wird freigesetzt. Diese Reaktion wird von einem Enzym, der NO-
Synthase katalysiert (Nathan, 1992). Bis heute wurden drei verschiedene Isoformen der NO-
Synthasen in Saugetieren identifiziert (Nathan, 1992). Die induzierbare NO-Synthase (Typ Il
NOS), auch iNOS genannt, und die beiden konstitutiv exprimierten NO-Synthasen nNOS,
neuronale NO-Synthase (Typ | NOS) und eNOS, endotheliale NO-Snythase (Typ 111 NOS)
die hauptsachlich posttrandationell reguliert werden (Moncada et al., 1997; Nathan and Xie,
1994). Die C&?* unabhéngige iNOS (Nathan and Xie, 1994) kann NO in nanomolaren
Mengen synthetisieren. Diese induzierbare NOS wird z.B. durch bakterielle Toxine,
Interleukin-1 oder y-Interferon stimuliert. Wird NO in diesen hohen Konzentrationen
freigesetzt fungiert es als cytotoxisches Molekill, indem esin Zielzellen an Cu-Fe Proteine
bindet, wodurch Fe** und Cu®* - lonen freigesetzt werden. Dabei werden zusétzlich O, und
toxische OH' — Radikale generiert, die mit NO zu toxischen Molekilen reagieren kénnen, die
letztendlich zur Induktion des Zelltodes fuhren (Moncada and Higgs, 1993). Diese hohen,
pathophysiol ogischen Konzentrationen von NO kodnnen cytotoxische und pro-apoptotische
Effekte ausiiben (Fehsel et al., 1995; Kroncke et al., 1994; Nicoteraet a., 1997). Neben dem
oben beschriebenen Mechanismus kann ein Uberschuss an NO auch zum Energieverlust in
Zielzellen fuhren, indem der respiratorische Zyklus und die Glykolyse inhibiert werden.
Desweiteren kann NO direkt zu DNA-Strangbriichen und einer Akkumulation von p53 fuhren
(Messmer et a., 1994), und dadurch die Apoptose intiieren. Der grofte Teil der bisher
vorgestellten Effekte wurde in Macrophagen beschrieben.



Eine weitere bekannte Isoform der NO-Synthase ist die in Endothel zellen exprimierte
endotheliale NO-Synthase (eNOS). Fur die eNOS ist bekannt, dass sie konstitutiv exprimiert
ist und Ca’*-abhangig NO im pmol Bereich synthetisiert (Anggard, 1994). Neben dem C&’*-
abhangigen Mechanismus fiir die Regulation der eNOS wurde auch ein Ca®*-unabhéngiger
M echanismus entdeckt, bei dem die eNOS von der Proteinkinase AKT durch
Phosphorylierung aktiviert wird (Dimmeler et al., 1999a). Einer der wesentlichsten
Stimulatoren der eNOS ist die physiologische, laminare Schubspannung des Blutes (Busse
and Fleming, 1998). Die Applikation der laminaren Schubspannung in einem Zell-
kultursystem fuhrt zur Steigerung der eNOS Proteinexpression und der Freisetzung von NO.
Diese durch die eNOS gebildeten physiol ogischen Konzentrationen haben im Vergleich zu
den oben genannten cytotoxischen Konzentrationen im nmol Bereich vollig gegensétzliche
Effekte und sind essentiell fur die funktionelle Integritét des Endothels (Busse and Fleming,
1996; Zeiher, 1996). Das vom Endothel gebildete NO reagiert mit der Hamgruppe der
|6slichen Guanylatcyclase, wodurch es zu einer gesteigerten cGMP Produktion und zu einer
V asorelaxation kommt (Moncada and Higgs, 1993). Desweiteren inhibiert es die Adhésion
von Neutrophilen und die Expression von Proteinen, die fir Macrophagen chemotaktische
Eigenschaften besitzen (Niu et a., 1994; Zeiher et al., 1995).

Die essentielle Rolle der eNOS fuir die Endothelfunktion und die Gefal3um- und neubildung
wird durch Untersuchungen in eNOS -/- Mausen deutlich. Einer der ersten beschriebenen
Phanotypen der eNOS -/- war die Beobachtung, dass Knockout-Mause im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren einen Bluthochdruck entwickeln (Huang et a., 1995), d.h. dass das durch die
eNOS gebildete NO von zentraler Bedeutung fir die Regulation des Gefél3tonus ist. Neben
der Regulation des Gefél3tonus ist NO ein essentieller Faktor fur die durch Wachstums-
faktoren induzierte Angiogenese (Babaei et a., 1998; Papapetropoulos et a., 1997). Die
zentrale Rolle der eNOS bei der Angiogenese konnte durch eine Studie von Murohara et al .,
demonstriert werden. In diesem Mausmodell wurde durch eine operativ herbeigefihrte
Ischdmie die Angiogenese induziert. In eNOS -/- Mausen ist die Angiogenese im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen reduziert und kann auch nicht durch Applikation von Wachstumsfaktoren
verbessert werden (Muroharaet al., 1998). Die wichtige Funktion flr das Gefél3remodeling
nach Ligatur wurde ebenfallsin eNOS -/- Mé&usen gezeigt. Im Gegensatz zu den Wildtyp-
Mausen erfolgt bel den NO-defizienten Tieren eine paradoxe Zunahme der Wandstéarke, die
durch eine erhohte Proliferation der glatten Muskel zellen bedingt ist (Rudic et al., 1998), da
NO normalerweise die Proliferation von glatten Muskelzellen inhibiert. Diese Studien zeigen,

dass neben der zentralen Rolle fr die Regulation des Blutflusses NO ein essentieller Faktor



fur die normale Gefal3neu- und umbildung ist. Ein weiterer wichtiger Effekt von NO in
physiol ogischen Konzentrationen ist die Inhibition der Apoptose. Um diese Mechanismen
ndher aufzuzeigen soll im Folgenden zuerst die Signaltransduktion der Endothel zellapoptose

kurz erldutert werden.

1.2. Apoptose

Die Apoptose, oder auch programmierter Zelltod genannt, ist neben der Nekrose eine der
beiden bekannten Formen des Zelltodes. Bei der Apoptose kommt es zur Zellschrumpfung,
die Zelle |6st sich aus dem Zellverband und es kommt zu Membranabschnirungen. Auf3erdem
erfolgt eine Kondensation des Kernes und das Chromatin wird durch Endonukleasen in
definierte Fragmente gespalten (180 bp und Vielfache davon). Bei diesem Vorgang zerfallt
die Zelle in viele apoptotische Partikel, ohne dabel eine Entztindungsreaktion hervorzurufen
(Kerr et d., 1972). Die Apoptose wird von einem in der Evolution konservierten Programm
kontrolliert, dasin alen bekannten Zellen von Vertebraten identifiziert werden konnte
(Jacobson et al., 1997; Well et al., 1996). Der programmierte Zelltod ist fir die normale
embryonale Entwicklung und fur die Aufrechterhaltung der Homéostase von entscheidender
Bedeutung. Pathophysiologisch ist die Apoptose mdglicherweise bei der Entstehung der
Alzheimer Erkrankung, bei der Immunschwéche AIDS oder bei der Entstehung von Krebs
beteiligt (Duke et a., 1997).

Der wohl bekannteste Weg zur Induktion von Apoptose in Endothel zellen erfolgt Uber die
Familie der TNF- bzw. Fas-Rezeptoren. Nach Bindung des Rezeptoragonisten, d.h. TNFa an
den TNF-Rezeptor und Fas Ligand an den Fas-Rezeptor, kommt es zur Rekrutierung von
intrazellul&ren Proteinen zum death inducing signalling complex (DISC). Uber diesen
Komplex wird die Familie der Caspasen aktiviert. Der Name Caspasen setzt sich aus dem
Englischen cysteinyl aspartate — specific proteinases zusammen. Caspasen sind also
Cysteinproteasen die nach eine spezifischen Sequenz hinter der Asparaginsaure schneiden.
Die Caspasen sind in einer Kaskade organisiert, in der es nach Aktivierung z.B. der Caspase-8
durch Stimulation des TNF-Rezeptors zu einer Spaltung der nachfolgenden Caspasen kommt
bis am Ende die Caspase-3 aktiviert wird, die zentrale ausfiihrende Protease innerhalb des
apoptotischen Programms. Einige Substrate dieser Protease sind das DNA-Reparaturenzym
Poly-ADP-Ribosylpolymerase (PARP), welches nach Spaltung durch Caspase-3 inaktiviert
wird, oder z.B. der DNA-Fragmentierungsfaktor / Caspase aktivierte DNase (DFF/CAD) der
nach Abspaltung seines Inhibitors (ICAD) durch Caspase-3 aktiviert wird (Enari et al., 1998;
Liueta., 1997).



Ein welterer wichtiger Faktor fur die Entstehung von Apoptose in Endothelzellen und der
Entwicklung von Artherosklerose ist das oxidierte Low density Lipoprotein (oxLDL), ein pro-
atherogener Risikofaktor. Dieses oxLDL wird tber die Bindung an LOX-1 internalisiert und
bedingt eine Sensibilisierung von Endothel zellen gegeniiber Fas vermittelter Apoptose (Sata
and Walsh, 1998a; Sata and Walsh, 1998b) und induziert selber Apoptose (Dimmeler et al.,
19974).
Neben dem oben genannten Rezeptorvermittelten Signaltransduktionsweg kann in
Endothelzellen Apoptose auch durch hohe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
ausgel 0st werden.
In den letzten Jahren wurde durch verschiedene Arbeiten deutlich, das NO ein
zweischneidiges Schwert fur die Apoptose von Zellen ist (zur Ubersicht (Chung et al., 2001;
Dimmeler and Zeiher, 1997)). NO in hohen pathophysiologischen K onzentrationen kann
Apoptose in unterschiedlichen Zelltypen, wie z.B. Macrophagen, Neuronen oder Tumorzellen
induzieren. Dabel kann NO Uber mehrere Signaltransduktionswege eine Aktivierung des
Apoptoseprogrammes bewirken. Zum einen durch die Freisetzung von Cytochrome C und
einer daraus resultierenden Aktivierung der Caspasen (Chung et a., 2001), zum anderen Uber
die so genannten stress-aktivierten Kinasen p38 und c-Jun N-terminale Kinase (Jun et al.,
1999) oder aber Uber die Induktion von DNA-Strangbriichen (Messmer et al., 1994). Auf der
anderen Seite inhibiert NO in physiologischen Konzentrationen die Apoptose. (zur Ubersicht
siehe (Chung et a., 2001; Dimmeler and Zeiher, 1997)) . Diese Inhibition der Apoptose
erfolgt zum einen Uber ene transkriptionelle Regulation von anti-apoptotischen Genen und
uber cGMP-medierte Effekte. Ein grof3er Tell des anti-apoptotischen Effektes von NO beruht
jedoch auf der Inhibition von Caspasen durch S-Nitrosylierung des Cysteins im reaktiven
Zentrum der katalytischen Untereinheit (Dimmeler et al., 1997b; Li et al., 1997; Rossig et dl.,
1999; Tenneti et al., 1997). Mannick et al. konnten in einer Studie zeigen, dass nach
Inkubation von humanen T-Zellen mit dem pro-apoptotischen Faktor Fas-Ligand die
S-Nitrosylierung der Caspase-3 deutlich reduziert ist (Mannick et al., 1999). Dies |&asst
vermuten, dass es je nach in vivo Situation eine Balance zwischen S-Nitrosylierung und
Reduktion der S-Nitrosylierung gibt. Die S-Nitrosylierung und ihre Funktionen sind
Schwerpunkt des folgenden Abschnittes.



1.3. S-Nitrosylierung

In den ersten Abschnitten wurden die Effekte von NO in zelluléren Systemen beschrieben.
Diese verschiedenen intrazelluldren Wirkmechanismen von NO beruhen auf der immer grofier
werdenden Anzahl von Substraten in der Zelle, die mit NO reagieren kdnnen. Im wassrigen
Milieu gibt es verschiedene, stabile Verbindungen von NO, beruhend auf der Oxidationsstufe
des Stickstoffes: NO, NO" und NO'. Die wichtigsten Reaktionswege und die Reaktions-
partner von NO', NO" und NO' sollen im Folgenden naher erklart werden (Abb. 1).
Desweiteren werden die strukturellen und chemischen V oraussetzungen fir die wesentlichste

Modifikation von Proteinen und Peptiden durch NO, die S-Nitrosylierung, erlautert.

1.3.1. Reaktionswege von Stickstoffmonoxid

Die Reaktionswege von Stickstoffmonoxid sind zum einen abhangigen von der
Oxidationsstufe des Stickstoffs und zum anderen vom physi ol ogisch-chemischen Milieu. Fir
das Verstandnis der NO — Biochemie sind die verschiedenen Verbindungen, in denen NO
auftritt, von fundamentaler Bedeutung. NO-Radikal besitzt ein einzelnes Elektron in seinem
2p-1tOrbital. Durch Entfernung dieses Elektrons bildet sich das positivgel adene Nitrosonium
(NO"). Zugabe von einem Elektron bildet das Nitroxylanion (NO'). Diese drei
unterschiedlichen Verbindungen differieren deutlich in ihren Reaktionswegen. Fir NO sind
vom biologischen Standpunkt her gesehen die Reaktionen mit Nebengruppenmetall Zentren
und O,- Radikalen von Bedeutung (siehe Abb. 1.). Die physiologisch wichtigen Reaktionen
des NO' mit Metalionen finden an Metallionen-Zentren von Enzymen sowie an den Fe-lonen
der Ham-Proteine statt, wobel die Bindung von NO' zur Oxidation der komplexierten
Metallionen fiihren kann. NO' reagiert beispiel sweise mit dem Eisenion der Guanylatcyclase
unter Formation eines Nitrosyl-Eisenkomplexes. Dadurch kommt es zu einer Konformations-
anderung und Enzymaktivierung der 16slichen Guanylatcyclase und zu einer verstérkten
Bildung des second messenger cGMP (Murad, 1994). Ein zweites Zielprotein, welches durch
Bindung von NO" an eine H&m-Gruppe reguliert wird ist Cytochrom P450 (Takemuraet al.,
1999). Eine weiterer Komplex, der mit NO reagiert sind Eisen-Schwefel-Cluster wie z.B. bei
der Elektronen —Transportkette Komplex |, deren Funktion inhibiert wird (Clementi et al.,
1998).
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Abbildung 1. : Schema der wichtigsten Reaktionswege der unter schiedlichen Verbindungen von NO.

Die zweite wichtige Reaktion von NO' ist in wassriger Phase mit O, zu Peroxynitrit
(ONOQ). Dieser Reaktionsweg ist in vielen biologisch relevanten Prozessen beschrieben
worden. Wird Peroxynitrit protoniert kommt es zur Bildung von Hydroxylanion (OH") und
NO,. Die Bildung von OH" fihrt dann zur Oxidation von Tyrosinen, was die Inaktivierung
vieler Enzyme zur Folge hat, z.B. Tyrosin-Kinasen und Tyrosin-Phosphatasen. Ahnliches gilt
fr die durch NO; induzierte Nitrierung von aktiven Cysteinen. Daher fihrt die Entstehung
von OH™ und NO; aus protoniertem Peroxynitrit zu Gewebeschadigungen (Stamler et al.,
1992). Daes sich bei diesen Oxidations- und Nitrierungsreaktionen um irreversible Prozesse
handelt, kommt es durch hohe Konzentrationen von ONOQO' letztendlich zum Zelltod
(Bonfoco et al., 1995; Lin et al., 1995; Salgo et al., 1995). Jedoch besitzt ONOO' neben diesen
destruktiven Effekten auch die Fahigkeit in geringeren Konzentrationen indirekt als
Signaltransduktionsmol ekl zu wirken. In physiologischen Konzentrationen konnte in eéinem
Zellfreiensystem gezeigt werden, dass es lber die Reaktion von ONOO™ mit GSH zur Bildung
von GSNO kommt, welches wiederum Uber Freisetzung von NO die |6sliche Guanylatcyclase
aktiviert (Mayer et al., 1998).



Das Nitroxylanion reagiert zu N,O, welches dann mit einer Fe (111) Hamgruppe analog wie
NO' reagiert. Aul3erdem kann es reversibel mit Thiolen Uber die Zwischenform RSNOH zu
einer Sulfhydryloxidierung fuhren (Stamler et al., 1992).

Die Reaktivitdt von Nitrosonium NO” ist charakterisiert durch Additions- und
Substitutionsreaktionen mit Nucleophilen, so dass Nitrosierung sowohl fir Schwefel,
Stickstoff, Sauerstoff und Cysteine in wassriger Phase bekannt ist. Unter biologischen
Bedingungen reagiert NO mit Sauerstoff, es entsteht NO,. NO, reagiert dann mit einem
weiteren NO zu N,Os, welches al's priméres Intermediér das Nitrosonium NO™ doniert
(Stamler et al., 1992). NO" reagiert durch elektrophile Substitution mit aktiven Aromaten wie
z.B. dem Phenol. Eine weitere wesentliche Reaktion von NO™ ist die Nitrosierung von
Aminen und Thiolen, die beide hochreaktiv sind. Jedoch wird unter physiologischen
Bedingungen die Reaktion mit Thiolen bevorzugt, da basische Amine vor alem inihrer
protonierten, nicht reaktiven Form vorliegen (Stamler et al., 1992). Die Nitrosylierung von
reaktiven Cysteinen in Proteinen oder Peptiden durch NO* wird auch al's S-Nitrosylierung
bezeichnet. Bei der S-Nitrosylierung handelt sich im Gegensatz zu den zuvor erwahnten
Oxidations- und Nitrierungsreaktionen um eine reversible Reaktion. Da die S-Nitrosylierung
von Proteinen und Peptiden bedeutsam ist fir die intrazelluldre Signaltransduktion, soll im
Folgenden detailliert auf die Reaktion von NO mit freien SH-Gruppen in Proteinen und

Peptiden eingegangen werden.

1.3.2. Strukturelle Voraussetzungen fir eine S-Nitrosylierung

Bel der S-Nitrosylierung reagiert wie oben beschrieben NO mit einer freien SH-Gruppe.
Ermoglicht wird diese Reaktion durch die Elektronegativitét des Schwefels. Eine
Voraussetzung fir die Bindung von NO an die freie SH-Gruppe des Schwefelsist jedoch,
eine Erhdhung seiner Elektronegativitét durch eine bestimmte Umgebung von

sauren/basi schen Aminosauren (acid-base-motif). In der Primérstruktur wurde hierfir ein

K onsensus-Sequenzmotiv entwickelt, wobei sich die beiden wichtigsten Aminosauren,
namlich Aspartat (D) und Glutamat (E), an Position +1 befinden (Stamler et al., 1997)(siehe
Abb. 2).
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Abbildung 2: Konsensus-Sequenzmotiv fur die S-Nitrosylierung nach (Stamler et al., 1997)

An Position —1 sind bel vielen Zielproteinen ebenfalls saure oder basische Aminosauren,
wobei D,E, Lysin (K), Arginin (R), Histidin (H) abhangig von der direkten Umgebung
sowohl als Basen als auch als Sauren fungieren konnen (Stamler et al., 1997). Die Spezifitét
dieses Motivs konnte unter anderem anhand des NM DA -Rezeptors aus der Familie der
ionotropen Glutamatrezeptoren gezeigt werden. Er besitzt an Position 744 und 798 zwel
reaktive Cysteine, diein allen ionotropen Glutamatrezeptoren konserviert sind (Moriyoshi et
al., 1991). Allerdingsist nur der NMDA-Rezeptor sensitiv gegentber redox Verdnderungen
und NO. Vergleicht man die umgebenden Aminosauren der beiden Cysteine an Position 744
und 798 so zeigt sich, das nur die beiden Cysteine des NMDA-Rezeptors von

sauren/basi schen Aminosauren umgeben sind (Stamler et a., 1997). Die Modifikation des
NMDA-Rezeptors durch S-Nitrosylierung bewirkt eine Inhibierung seiner Aktivitét.

Neben diesen strukturellen Voraussetzung fur eine S-Nitrosylierung beztglich der
Priméarstruktur eines Zielproteins, konnte in einer neueren Arbeit gezeigt werden, dass auch
die Tertidrstruktur und die Aminosauren in naher raumlicher Umgebung die S-Nitrosylierung
beeinflussen. Fur die Methionin-Adenosyltransferase zeigten Mato et a ., dass saure/basische
Aminosauren in naher raumlicher Umgebung essentiell sind fur eine S-Nitrosylierungs-
reaktion (Perez-Mato et al., 1999). Im Falle der Methionin-Adenosyltransferase ist das
reaktive Thiol am Cystein 121 nicht von Aminosauren des Konsensus-Sequenzmotivs
umgeben. Bei diesem Protein befinden sich die fur die S-Nitrosylierung wichtigen
Aminosauren in naher raumlicher Umgebung des Cysteins. Das Cystein wird flankiert von
den Aminosauren Aspartat an Position 355 und Arginin an Position 357 und 363. Diese
Aminosauren bilden in der Faltung des Proteins eine dreidimensionale Tasche um das
reaktive Cystein, die aufgrund der chemischen Eigenschaften der sauren/basischen

Aminosauren, zu einer Erhdhung der Elektronegativitét des Schwefels fiihrt. Neben diesen
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biochemischen Notwendigkeiten beruht die Spezifitdt der S-Nitrosylierung von Proteinen
aber auch auf der lokalen Freisetzung von NO.

Mit Hilfe des acid base motif konnten anhand von Datenbankanal ysen eine sehr grof3e Zahl an
potentiellen Zielproteinen fir die S-Nitrosylierung identifiziert werden. In den letzten Jahren
ist eine immer grofder werdende Anzahl von Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen
beschrieben worden, die durch S-Nitrosylierung modifiziert werden. Einige Beispiele hiervon

sollen im folgenden Abschnitt ndher dargel egt werden.

1.3.3. Bekannte Zielproteine fur die S-Nitrosylierung

In einer kiirzlich publizierten Ubersichtsarbeit haben Stamler et a. die bis zu diesem
Zeitpunkt identifizierten Ziel proteine, deren Funktion durch S-Nitrosylierung modifiziert
wird, zusammengefasst (online supplemental (Stamler et al., 2001)). Diese Auflistung macht
deutlich, dass unter den aufgefiihrten Proteinen eine Reihe von unterschiedlichen Protein-
klassen als Zielproteine vertreten sind. Einige Beispiele aus dieser Auflistung sind in Tabelle

1 zusammengestel|t.

lonenkandle / Transporter

Anion exchanger-1 invivo Inhibition (Pawloski et al., 2001)

Proteinkinasen

INK invivo/invitro | Inhibition (Park et a., 2000)
c-Src invivo Aktivierung (Akhand et al., 1999)
EGF-Rezeptor invivo Inhibition (Estrada et a., 1997)

Transkriptionsfaktoren

) o o (Nikitovic et al., 1998;
AP-1;c-jun invitro Inhibition .
Tabuchi et a., 1994).
Signaltransduktionsmol ekl
p21"% invivo/invitro |Aktivierung | (Lander et al., 1997)

Tabelle 1: Auswahl bekannter Zielproteine fir die S-Nitrosylierung
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So sind z.B. lonenkand e, Transporter, Kinasen, Proteasen, Transkriptionsfaktoren und
Signaltransduktionsmolekiile als Zielproteine fur die S-Nitrosylierung beschrieben. Einige
von diesen sollen im folgenden néher vorgestellt werden. Unter den Transportern ist der
Anion exchanger 1 aufgefuhrt, bei dem es durch S-Nitrosylierung zu einem Export von NO,
das vom Hamogl obin freigesetzt wurde, aus dem Erythrozyten kommt, welches dann as
vasoaktives Molekul fungieren kann (Pawloski et al., 2001). In der Klasse der Kinasen sind
mehrere interessante Proteine im Sinne der Gefal3biologie zu erwadhnen. Zum einen die c-Jun
N-terminale Kinase, die durch S-Nitrosylierung an Cystein 116 inhibiert wird (Park et al.,
2000). Zum anderen konnte in Fibroblasten eine Aktivierung der c-Src Kinase durch NO
beschrieben werden (Akhand et a., 1999). Sowohl die c-Src Kinase als auch der EGF-
Rezeptor (Estrada et al., 1997), ein weiteres beschriebenes Zielprotein fur die
S-Nitrosylierung, besitzen wichtige Funktionen fir die Physiologie und Pathophysiologie von
Zellen des vaskuldren Systems (Griendling et al., 2000). Die immer deutlicher werdende
Rolle der S-Nitrosylierung als Signaltransduktionsmechanismus wird zusétzlich unterstiitzt
durch Studien, die eine S-Nitrosylierung von Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 oder c-jun
zeigen konnten (Nikitovic et a., 1998; Tabuchi et al., 1994). Fur AP-1 konnte gezeigt werden,
dass der anti-apoptotische Effekt von NO zum Teil auf einer Transaktivierung durch den
Transkriptionsfaktor AP-1 beruht (Melino et al., 2000). Die S-Nitrosylierung des
Signaltransduktionsmol ekilles p21 unterstreicht die Hypothese, dass S-Nitrosylierung ein
Signaltransduktionsmechanismus darstellt, da durch Bindung von NO an Cystein C118Sein
Guaninnukleotid Austausch erfolgt (Lander et al., 1997). Dieser Austausch bewirkt eine
Aktivierung von p21'® und somit eine Aktivierung der nachfolgenden Signaltransduktions-

wege wie z.B. dem MAP-Kinase Signaltransduktionsweg.

1.4. Antioxidative Systeme

Der intrazellulére Redox-Status, d.h. die Balance zwischen Reduktions- und
Oxidationsprozessen ist von fundamentaler Bedeutung fiir das Uberleben und die Funktion
der Zelle. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden von alen aeroben Organismen gebildet
und abgebaut. Die Modulation des Gle chgewichtes zwischen diesen beiden Reaktionen flihrt
entweder zur Bildung von niedrigen, physiologischen Konzentrationen die fir die normale
Zellfunktion benttigt werden, oder aber zur Bildung von hohen, pathophysiol ogischen Dosen
die einen oxidativen Stress, eine Induktion von A poptose oder cytotoxischen Effekten zur

Folge haben. In den vorherigen Abschnitten ist bereits auf die verschiedenen Effekte und
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Reaktionen von NO eingegangen worden. Diese Prozesse sind unter anderem abhangig von
dem intrazellul&ren Redox-Status. Auf der anderen Seiteist ein NO auch ein Regulator des
Redox-Status. Die bedeutenden ROS sind das Superoxidanion (O,"), Wasserstoffperoxide
(H20,), Hydroxyradikal (OH) und NO. Die intrazelluldren Quellen fir diese ROS sind unter
anderem die Elektrontransportkette, die Xanthin-Oxidase, die NADPH-Oxidase und die NO-
Synthase (zur Ubersicht siehe (Nordberg and Arner, 2001)).

Fur die Aufrechterhaltung des intrazellul&ren Redox-Status in Zellen werden so genannte
antioxidative-Systeme bendtigt. So verstoffwechseln die Superoxid-Dismutasen O, zu H,0,,
welches wiederum durch die Catalase und die Glutathion Peroxidase zu Wasser und O, weiter
abgebaut werden. Die beiden wichtigsten antioxidativen Systeme sind das Glutathion und das
Thioredoxin System.

1.4.1. Glutathion

Bel dem Glutathion System wird das Glutathion (GSH) al's Antioxidants verwendet. In der
Literatur wird die Rolle des Tripeptides GSH mit der Aminosaurefolge L-Glutaminsaure —
Cystein — Glycin fur den intrazellul&ren Redox-Status kontrovers diskutiert. Als Antioxidants
ist GSH in der Lage Disulfidbindungen zu freien SH-Gruppen zu reduzieren. H,O, wird z.B.
durch die Glutathionperoxidase zu Wasser reduziert. Dabei werden zwei Molekile GSH zu
GSSG oxidiert. Dabei entstehendes, oxidiertes Glutathion (GSSG) wird seinerseits von der
Glutathion Reduktase unter Verwendung des Reduktionséguivalentes NADPH wieder zu
GSH reduziert (siehe Abbildung 3). Die Glutathion Reduktase, ein dimerisches Flavoprotein,
ist das kritische Enzym fir den GSH Redox-Metabolismus (Becker et a., 1995). Glutathion
reduziert aul3erdem das Glutaredoxin, welches seinerseits verschiedene Substrate reduziert,
wie z.B. GSH-mixed Disulfid. Ein Beispiel dafr ist die Glutathionylierung, d.h. an eine SH-
Gruppe eines Cystein gebundenes GSH (Nordberg and Arner, 2001).
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Das Glutathion-System

2H,0
HZOZ
NADPH + H*
erre‘\ -
Reduktionsaquivalente fir: J GrXox GPx Glutathion Peroxidase
« Proteine GR Glutathion Reduktase
* GSH-mixed Disulfide Grx Glutaredoxin

* Niedermolekulare Verbindungen

Abbildung 3: Schema des Glutathion Systems nach Nordberg (Nordberg and Arner, 2001)

Zusétzlich ist bekannt, dass GSH mit NO zu GSNO reagieren kann und damit als Speicher
von NO dienen kann (Jiaet a., 1996; Kashiba et al., 1999). Diese S-Nitrosylierung von GSH
zu GSNO wurde lange Zeit als die zentrale Reaktion fur die Bioverfiigbarkeit von NO und als
intrazellulére Speicherform von NO angesehen.

1.4.2. Thioredoxin

Neben Glutathion gibt es noch al's weiteres wichtiges antioxidatives-System in Zellen das
Thioredoxin-System. Das Thioredoxin-System besteht aus zwei Oxidoreduktasen,
Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase (Holmgren, 1989; Nordberg and Arner, 2001). Die
Thioredoxin-Familie besteht aus drel Proteinen, Thioredoxin , Thioredoxin-2 und Sp-
Thioredoxin (Miranda-Vizuete et al., 2001; Spyrou et al., 1997; Taniguchi et al., 1996). Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit wird nur das Thioredoxin besprochen werden. Thioredoxin ist
ubiquitér in Saugetierzellen exprimiert (Holmgren, 1989). Die zentrale Rolle des
Thioredoxins wird an den Befunden deutlich, das der Phanotyp von Thioredoxin defizienten
Mausen embryonal letal ist (Matsui et a., 1996). Thioredoxin besitzt eine konservierte aktive
Domaéne mit der Aminosaureabfolge Cys-Gly-Pro-Cys wobei fur das Thioredoxin die

Cysteine an Position 32 und 35 lokalisieren. Diese aktive Doméne ist essentiell fir die redox-
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regul atorische Funktion der Thioredoxine (Holmgren, 1989). In Abbildung 4 ist schematisch
das Thioredoxin-System gezeigt. Thioredoxin reduziert Gber seine redox-regulatorische
Domane Disulfidbriicken von Proteinen und wird dabei selber oxidiert. Dieses oxidierte
Thioredoxin wird dann unter Verwendung von NADPH durch die Thioredoxin-Reduktase

wieder reduziert und somit in seiner aktiven Form regeneriert.

Thioredoxin-System

Subsimd ox

Substrat red
MADEH + H \x',_'ff
N
"\_____@ {SH]
S

Trs T e spdtain
Trefl Thicresaoin Mesusiase

Abbildung 4 : Schema des Thior edoxin-Systems nach Holmgren (Holmgren, 1989).

Zusatzlich zu seiner Funktion als Oxidoreduktase interagiert Thioredoxin mit anderen
Proteinen durch Bildung von Disulfidbriicken. Neben Bindung an die Ribonukleotid
Reduktase interagiert Thioredoxin mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren wie z.B. p53,
NFkB und AP-1 viaRef-1 (Hirota et al., 1997; Matthews et al., 1992; Reichard, 1993; Schenk
et a., 1994; Tanakaet al., 2001). Im Falle von NFkB erhoht Thioredoxin tber Reduktion
einer Disulfidbriicke in die das Cystein 62 involviert ist die DNA-Bindung (Matthews et al.,
1992). Aufl¥er dem besitzt Thioredoxin anti-apoptotische Effekte Gber Bindung der Apoptose-
regulierenden-Kinase 1 (ASK-1). Die pro-apoptotische Kinase ASK-1 wird durch Bindung
von Thioredoxin inhibiert (Saitoh et al., 1998). Die verschiedenen Funktionen von
Thioredoxin sind schematisch in Abbildung 5 zusammengefasst.
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Funktionen von Thioredoxin

JRX
TN

TRX
Redox-regulatorische

Domaéane
32 —SH/

35p--=SH

S Reduktion und Oxidation
2 von Proteinen

Bindung an reaktive Cysteine

und dadurch Modulation der

Proteinfunktion z.B. Inhibition
von ASK-1

v

Translokation in den Nucleus:
Bindung und Regulation von
Transkriptionsfaktoren

69 f==g E‘otentiglle
S-Nitrosylierung

Abbildung 5: Schema der Funktionen von Thioredoxin

Neben den bereits erwéhnten Cysteinen 32 und 35, die zusammen die redox-regulatorische
Domane bilden besitzt Thioredoxin ein weiteres Cystein an Position 69. Dieses Cystein 69
liegt innerhalb des oben erwadhnten K onsensus-Sequenzmotiv fur S-Nitrosylierung. Diese
Tatsache in Verbindung mit der Beobachtung, dass Thioredoxin in eéinemin vitro Assay in
der Lageist NO aus GSNO herauszul 8sen, |asst vermuten, dass Thioredoxin ein neues

Zielprotein fur die S-Nitrosylierung ist.
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Ziele der Doktor ar beit

NO ist ein wichtiger physiologischer Mediator in Endothel zellen und fir das Geféf3system.
Die Effekte von NO werden cGM P-abhangig und cGM P unabhéngig vermittelt. Einer der
wichtigsten cGM P-unabhangigen Mechanismen ist die S-Nitrosylierung. In den letzten Jahren
ist eine Vielzahl von Zielproteinen fur die S-Nitrosylierung entdeckt worden. Durch diese
gefundenen Proteine, deren Funktion durch S-Nitrosylierung modifiziert wird, wird deutlich,
dass S-Nitrosylierung die Funktion eines Signal transduktionsmechanismus Ubernimmt.

Der S-Nitrosylierung liegt die reversible Reaktion von NO mit freien SH-Gruppen zu Grunde.
Der Prozess der Denitrosylierung konnte erstmals in einer publizierten Studie von Mannick et
al. in humanen T-Zellen beschrieben werden (Mannick et al., 1999). Die Aufklarung der

M echanismen, die einer Regulation der Balance zwischen S-Nitrosylierung und
Denitrosylierung zu Grunde liegen, wiirde zu einem weiteren Verstandnis der Zellbiologie
von NO beitragen. Daher waren die Ziele dieser Arbeit:

e Etablierung der Nachweismethoden fir die S-Nitrosylierung.

* Identifizierung von Regulationsmechanismen fir die S-Nitrosylierung und
Denitrosylierung.

» Charakterisierung der Denitrosylierung und Identifizierung einer potentiellen
Nitrosylase.

» Untersuchung von neuen Zielproteinen fir die S-Nitrosylierung.
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2. Material und M ethoden

2.1. Molekularbiologische Arbeiten

2.1.1. cDNA Klonierung

Die Plasmide p17wt; p17 C163S und eNOS S1177D wurden in pcDNA 3.1. myc/His minus

mit CMV Promotor der Fa., Invitrogen kloniert und von Prof. S. Dimmeler freundlicherweise

zur Verfiigung gestellt. Die Plasmide TRXwt; TRX (C32/35S) und TRX (C69S) wurden in
pcDNA 4 Hismit CMV Promotor der Fa. Invitrogen kloniert und von Frau Dr. J. Haendeler

freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

2.1.2. Plasmidpr apar ation

Samtliche Plasmidpréparationen wurden mit Spin-, Mini-, oder Maxi- Plasmidpraparationen

der Fa. Quiagen durchgefihrt. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde
photometrisch bestimmt. Alsreine DNA wurde ein Quotient OD 260nm/OD2g0nm 1,6 — 1,8
angesehen.

2.1.3. RT-PCR
Die RT-PCR wurde mit Hilfe eines one-step-RT-PCR Systems der Fa. Gibco durchgefuihrt.

Die Primersequenzen fir die Alkoholdehydrogenase Typ | waren sense: 5'- acatgg cga acg
agg ttatca agt gca agg-3” und antisense: 5'- cct tgc act tga taa cct cgt tcg ccatgt-3°
Die PCR —Bedingungen sind nachfolgend aufgefuhrt:

1. Zyklus: 50°C fur 30 min (reverse Transkription)
2. Zyklus: 94°C fur 2min
3. Zyklus: 40 Zyklen:
i. 95°C30sec
ii. 55°C90sec
iii. 72°C60sec
Nach der RT-PCR wurden die Proben auf einem 1 % igen Agarosegel mit 2,5 pug/ ml
Ethidiumbromid aufgetragen. Der Laufpuffer war 0,5 x TBE. Anschliessend wurde mittels

Pol aroidkamera das Ergebnisse auf einem Transiluminator dokumentiert.
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2.2. Zdlkultur

2.2.1. Humane Nabelschnur Endothelzellen (HUVEC)

HUVEC wurden in Endothelzell Basalmedium (EBM) (Fa. Clonetics) mit 10 % fotalem
Kédberserum (FCS) der Fa. Gibco und folgenden Zusétzen der Fa. Clonetics kultiviert: 1
pg/ml Hydrocortison; 12 pg/ml Rinderhirnextract; 50 pg/ml Gentamycin; 50 ng/ml
Amphotericin B; 10 ng/ml epidermaler Wachstumsfaktor. Nach passagieren der Zellen mittels
Trypsinverdau wurden die Zellen fur 18 h kultiviert, bevor sie stimuliert und/oder transfiziert
wurden. HUVEC wurden mit Superfect (Fa. Quiagen) transfiziert, wobei 25 pl Superfect und
3 pg Plasmid — DNA fiir eine 60 mm Zellkulturschale (2,5 x 10° Zellen) verwendet wurden.
Die Transfektionseffizienz lag bei ca. 40-50 % transfizierter Zellen (Dimmeler et a., 1997b).
Fur die Versuche mit alternden HUVEC wurden HUVEC kontinuierlich bis zur Passage 15
passagiert. Dabei wurden 6x10° Zellen in einer T75 ZelIkulturflasche der Fa. Greiner
ausgebracht und bis zur 95 % Konfluenz gezogen. Danach wurden die Zellen passagiert und
»population doublings® (PD) mittels der Formel n=(logio F-l0gso 1)/0,301 berechnet. Dabel
entspricht n = population doublings, F = Zellzahl am Ende einer Passage und | Zellen dieam
Beginn einer Passage ausgebracht wurden. Die Dedifferenzierung wurde mit Hilfe einer
Immunfluoreszenzfarbung gegen von Willebrand Faktor (VWF) ausgeschlossen. In der
Passage 15 waren noch tber 90% der Zellen vVWF positiv.

2.2.2. Humane embryonale Nierenzellen (HEK 293)

HEK 293 Zellen wurden in DMEM — Medium mit Glutamax der Firma Gibco mit 10 % FCS
kultiviert. Nach passagieren mittels Trypsinverdau wurden die Zellen fir 18 h kultiviert. HEK
293 Zellen wurden mit Lipofectamin und Plus — Reagenz der Fa. Invitrogen nach
Herstellerangaben transfiziert, wobei 11 pl Lipofectamin, 8 ul Plus— Reagenz und 1,3 g
Plasmid — DNA fiir eine 60 mm Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) verwendet wurden. Die
Transfektionseffizienz lag bei ca. 80 % transfizierter Zellen (Haendeler et al., 2000).

2.2.3. Transfektion von Oligonukleotiden

Zur Transfektion von HUVEC (3,5 x 10° Zellen/60mm K ulturschale) mit Oligonukleotiden
wurden phosphothiolierte Sense- oder Antisense — Oligonukleotide gegen Thioredoxin: sense
5'- caagat ggt gaa gcagat cga-3” antisense 5 - tcg atc tgc ttc acc atc ttg-3” gegen
Alkoholdehydrogenase: sense 5 aca tgg cga acg agg tta tca agt gca agg 3 antisense 5° cct tgc
act tgataa cct cgt tcg ccatgt 3° verwendet. Je 5 pg Oligonukleotid wurde mit 5 pl
Lipofektamine und 200 pul RPMI — Medium (Fa. Invitrogen) pro Ansatz fir 30 min bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden dann unter serumfreien Bedingungen mit 2 ml
RPMI — Medium mit dem Transfektionsansatz fur 5h inkubiert. Anschlief3end wurden 3 ml
EBM —Medium mit 10 % FCS und allen Zusétzen zugegeben und fir weitere 18 h inkubiert.

2.2.4. Applikation von laminarer Schubspannung
HUVEC (3,0 x 10° Zellen/60mm Kulturschale) wurden in einem konischen

K egel plattenviskosimeter laminarer Schubspannung von 15 dynes/cm? fiir verschiedene
Zeitspannen ausgesetzt. Durch die gleichmal3ige Rotation des Konus im Kulturmedium
entsteht eine definierte laminare Schubspannung T, die in etwa den Stromungsverhatnissenin
mittel grof3en Gefalden entspricht. Die verwendeten Apparaturen wurden von Dr. R. Popp und
Prof. R. Busse (Universitét Frankfurt, Physiologie) freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2.3. Apoptosenachweis

2.3.1. DAPI - Farbung

Die Zellen wurden mit 4% Formalin fixiert, danach dreimal mit Phosphat gepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen und fir 15 min bei Raumtemperatur mit 4,6 Diamino-2-
Phenylindol (DAPI) inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen im Fluoreszenzmikroskop bei 486 nm analysiert und die Anzahl der apoptotischen

K erne bestimmit.

2.3.2. LacZ —Farbung

Die Zellen wurden mit einem Plasmid, das fur LacZ codiert, cotransfiziert und in 2%
Formalin mit 0,2% Glutaraldehyd fur 7 min fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen Uber Nacht mit Férbel 6sung inkubiert (0,1648 g/100 ml K3[Fe(Cn)g);
0,2112 g/100 ml K4[Fe(Cn)g]; 20mM MgCly; 0,1% x-gal; in PBS). Die apoptotischen Zellen
wurden im Phasenkontrast analysiert. Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden nur LacZ

positive, also blaugriin gefarbte Zellen verwendet.

2.3.3. Apoptosebestimmung mittels FACS

Die Apoptosebestimmung mittels FACS erfolgte mit Annexin V-PE und 7-Amino-
actinomycin (7AAD)-FITC Farbung nach Herstellerangaben der Firma Pharmingen. Annexin
V-PE ist ein Ca®* - abhangiges Phospholipid — bindendes Protein, das eine hohe Affinitét zu
an der Zelloberflache von apoptotischen Zellen exponierten Phosphatidylserinen hat. 7AAD-
FITC ist nur zellpermeabel, wenn die Mebranen geschédigt sind. Diesist ein Marker fir
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nekrotischen Zelltod. Daher wurden die apoptotischen Zellen als Annexin V-PE positiv und
TAAD-FITC negativ definiert.

2.4. Methoden zur Proteinanalyse

2.4.1. Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976)

800 ul H2O (Referenz) bzw. Probe (1:800 in H,0) wurden mit 200 ul Farbereagenz Biorad
(Fa. Biorad) versetzt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Adsorption bel A =595 nm bestimmt und die Proteinkonzentration mittels eine vorher mit
Rinderserum Albumin (BSA) hergestellten Eichkurve berechnet.

2.4.2. Proteinisolation aus Zdllen

Zellen wurden mit PBS gewaschen und in Ripa— Puffer (150mM NaCl, 1 % Nonidet-P-40,
0,5 % Deoxycholic acid, 0,1 % SDS und 50 mM Tris/HCI pH=8) fiur 30 min lysiert. Nach

Zentrifugation (20000 x g, fur 30 min, 4°C) wurde der Uberstand wie unter 2.4.1. beschrieben

auf seinen Proteingehalt bestimmit.

2.4.3. Immunpr azipitation

Zellextrakte, die, wie unter 2.4.2. beschrieben, gewonnen wurden, wurden fir die

Immunprazipitation verwendet. Dabel wurden 500 pg Gesamtprotein (1 pg/pl Konzentration)

und 2-5 pg Antikorper gegen das zu préazipitierende Protein Uber Nacht bei 4°C unter
Schitteln inkubiert. Nach Zugabe von Protein A/G plus Agarose (Fa. Santa Cruz) wurden di

e

Proben firr weitere 2 h bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden die Proben bei 6000

x g fur 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach dreimaligem Waschen mit
Ripa— Puffer wurden die Pelletsin 25 ul 5 x Probenpuffer (0,3125 M TrispH 6,8, 10 %
SDS, 50 % Glycerin, 250 mM DTT, 0,05 % Bromphenolblau) versetzt und auf einer SDS —
PAGE (2.4.5.) aufgetrennt.

2.4.4. Fallung von Proteinen mit Aceton

Zur Falung von Proteinen mit Hilfe von Aceton wurden die Probe mit 2 Vol Aceton
eisgekuhlt versetzt und danach fur mindestens 1 h bei —20°C inkubiert. Danach wurden die
Proben furr 30 min bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und

die Proben in einem adéquaten V olumen Lysispuffer wieder aufgenommen.
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2.4.5. Auftrennung von Proteinen mittels SDS Polyacrylamid-Gelektrophor ese
(Laemmli, 1970)

Durch SDS Polyacrylamidgel el ektrophorese (SDS — PAGE) kdnnen komplexe

Protei ngemi sche nach ihrem Mol ekul argewicht aufgetrennt werden. Die Aufldsung des Geles
hangt dabei vom Gelvernetzungsgrad ab, der durch den Gehalt an Acrylamid/Bisacrylamid
bestimmt wird. Zwei speziell angefertigte Glasplatten werden durch einen Spacer getrennt
und in eine Giessapparatur eingespannt (Mini Protean Il cell, Fa. Biorad). Die Trenngell6sung
(1,5M Tris/HCI pH 8,8; 0,4 % SDS mit APS + TEMED) wird mit der gewuinschten Menge
Arcrylamid/Bisacrylamid versetzt und eingefillt und mit 0,1 % SDS Uberschichtet. Nach
Polymerisation wird das SDS entfernt und die Sammelgellésung (0,5 M Tris/HCI pH 6,8; 0,4
% SDS mit APS + TEMED) eingefuillt und der Probenkamm eingesetzt. Die Proteinproben
werden mit /5 Vol. 5 x Probenpuffer versetzt und fir 2 min bei 95°C gekocht. Nach
Zentrifugation bei 13000 x g fur 1 min werden die Proben auf das Gel geladen. Als
Laufpuffer wird 0,25 M Tris; 0,96 M Glycin und 1 % SDS verwendet.

2.4.6. Transfer von Proteinen (Western Blot)

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS — PAGE kénnen Proteine mittels Western Blot
auf eine PVDF — Membran (Immobilon P, Millipore, Eschborn) transferriert und somit
immobilisiert werden. Die PVDF — Membran wird zuerst fur 5 sec in 100 % Methanol
angefeuchtet und dann fir 2 min in H,O gewassert. Danach wird die Membran in
Transferpuffer (0,05 M Tris; 0,38 M Glycin; 0,05 % SDS; 20 % Methanol fur Proteine > 60
kDa; 25 mM Tris; 0,19 M Glycin; 20 % Methanol fur Proteine < 60 kDa) aquilibriert. Das
Gel, die vorbehandelte Membran und 6 Whatmann 3MM Papiere werden in Transferpuffer
aquilibriert und luftblasenfrei zwischen ,, Scotch pads* eingeklemmt und in eine mit Puffer
geflllte Transferapparatur der Fa. Biorad eingehéngt. Der Transfer erfolgte je nach
ProteingrofRe fur 1 — 2 h bei 80 Volt oder bei 35 Volt Uber Nacht.

2.4.7. Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine

Alle Schritte wurden auf einem HS 250 basic Schiittler der Fa. IKA, Staufen durchgefihrt.
Nach dem wie unter 2.4.6. beschriebenen Transfer wurden die Membranen fir 1hin TBST
(50 mM Tris/HCI pH 8; 150 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 0,02% Tween 20) mit 5%
Rinderserumalbumin (BSA) oder Magermilchpulver inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Danach erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen priméren
Antikorpern gegen das nachzuweli sende Protein (anti-Thioredoxin Fa. Pharmingen 1:500 1%
Milchpulver TBST; anti-xpress Fa. Invitrogen 1:500 1% Milchpulver TBST; anti-myc Fa.
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Santa Cruz 1:250 1% Milchpulver TBST; anti-Tubulin Fa. NeoMarkers 1:1000 1%
Milchpulver TBST; anti-eNOS Fa. Signaltransduction 1:500 1% Milchpulver TBST; anti-p21
Fa. Pharmingen 1:500 1% Milchpulver TBST alle Uber Nacht bei 4°C) zu den angegebenen
Bedingungen. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurden die Membranen mit einem
Peroxidase gekoppeltem sekundér Antikorper fur 1h bel Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fir 15 min mit TBST erfolgte der Nachweis mit dem kommerziell
erworbenem ECL — System der Fa. Amersham, Freiburg. Nach Belichtung wurden die ECL -

Filme der Fa. Amersham in einem Agfa Curix 60 entwickelt.

2.4.8. Immunfluor eszenzfarbung

Zum Nachweis der Lokalisation von Proteinen in Zellen wurden Immunfluoreszenzféarbungen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fur 15 min bei Raumtemperatur mit 4 %
Paraformaldehyd (in PBYS) fixiert. Nach Permeabilisierung und Blockierung von
unspezifischen Bindungstellen mit 0,3 % Triton X-100; 5 % Pferdeserum und 3 % BSA fir
15 min bel Raumtemperatur wurden die Zellen mit den entsprechenden primaren Antikorpern
in den angegebenen Verdinnungen inkubiert (Maus anti-Xpress Fa. Invitrogen 1:50;
Kaninchen anti-vWF Fa. Oncogene 1:50). Nach dreimaligem Waschen fir 5 min wurden die
Zellen mit einem sekundaren Antikérper mit der gewlinschten konjugierten Fluoreszenz
inkubiert (Esel gegen Maus RhodamineRedX Fa. Jackson Immunoresearch 1:300; Esel gegen
Kaninchen FITC Fa. Jackson Immunoresearch 1:100) Zur Farbung der Kerne wurde, wie
unter 2.3.1. beschrieben, verfahren. Anschliessend wurden die Praparate mit Fluoromount
Medium (Dianova) eingebettet. Die Visualisierung erfolgte mittel s Fluoreszenzmikroskop

und digitaler Kamera der Fa. Zeiss (Axiovert M100; Axiocam; Axivison Software).

2.5. Methoden zum Nachweisder S-Nitrosylierung

2.5.1. Detektion der S-Nitrosylierung mittels I mmunfluor eszenz

Zum Nachweis der S-Nitrosylierung mittels Immunfluoreszenz wurde ein kommerziell
erhdltliches Antiserum gegen Nitrosocysteine der Fa Alexis, Griinberg verwendet. Dieses
Antiserum detektiert sdmtliche intrazelluldren Nitrosocysteine. Die Zellen wurden wie unter
2.4.8. beschrieben fixiert und mit 0,3 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Als
Negativkontrolle wurden die Zellen mit 0,8 % HgCl, in PBS fir 30 min bel 37°C inkubiert,

wobei ale 6 min die Lésung erneuert wurde. Zum Blockieren von unspezifischen Bindungen
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wurden die Zellen mit 5% Pferdeserum und 3% BSA fur 15 min inkubiert. Anschliessend
wurden die Zellen mit anti-Nitrosocystein Antiserum (1:100 in PBS) fur 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit einem
fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikérper (Ziege gegen Kanninchen—FITC Fa. Jackson
Immunoresearch 1:100 in PBS) fur 40 min bel 37°C. Nach Anféarben der Zellkerne wie unter
2.3.1. wurden die Farbungen in Mounting Medium (Fa Dianova, Hamburg) im
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert M 100, mit Digitalkamera Axiocam, sowie AXiovision

Software Fa Zeiss, Goéttingen) analysiert und dokumentiert.

2.5.2. Nachweisder S-Nitrosylierung in Zellextrakten mittels Saville— Griess Assay

Der Nachwies des Gesamtgehaltes an S-nitrosylierten Verbindungen in Zellen erfolgte mittels
einem modifizierten Saville — Griess Assay. Die Zellen wurden in Griess Lysispuffer (50 mM
Tris/HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 5 mM KCI; 1% Nonidet —P40; 1 mM Phenylmethylsulfonyl
Fluorid; 1 mM Bathocuproinedisulfonic acid; 1 mM Diethylenetriaminepenta-acetic acid; 10
mM N-ethylmaleimid) fir 15 min auf Eislysiert und danach bei 15000 x g fur 15 min bei 4°C
zentrifugiert. Der Proteingehalt des Uberstandes wurde wie unter 2.4.1. beschrieben
bestimmt. 100 pg des Lysates wurde mit 1% Sulfanilamid und 0,1 % N-(1-naphthyl)-
ethylenediamin in der An- oder Abwesenheit von 3,75 mM p-chloromercuribenzosulfonic
acid oder 2,5 mM CuCl; fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Gehalt an S
nitrosylierten Verbindungen wurde photometrisch bel 540 nm bestimmt. Die Berechnung
erfolgte anhand einer mit GSNO als Standard definierten Eichkurve.

2.5.3. Nachweis der S-Nitrosylierung immunpr azipitierter Proteine (DAN — Assay)

Zellen wurden wie unter 2.4.2. beschrieben lysiert und zentrifugiert. Danach wurden 500 ug
Gesamtprotein mit dem jeweiligen Antikorper Uber Nacht bei 4°C auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Nach Inkubation der Proben mit 30 pl einer A/G Protein plus
Agarose Losung fur mindestens 1 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler wurden die Proben
bei 3500 rpm fur 3 min bei 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden zweimal mit Lysispuffer und
danach zweimal mit PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschen wurden die Pelletsin 500 pl
PBS resuspendiert und fur 30 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur mit 200 uM HgCl, und
100 pM 2,3-diamino-naphthalene (DAN — Reagenz) inkubiert und 100 mM NaOH
zugegeben. Das gebildete fluoreszierende Triazol wurde bel einer Anregung von 375 nm und
einer Emission von 450 nm in einem Fluorometer gemessen. Als Negativkontrolle wurde der
jeweilige Antikorper alleine gemessen und das resultierende Fluoreszenzsignal als

unspezifisches Signal abgezogen.

25



2.5.4. Nachweisder S-Nitrosylierung mittels Western Blot (Biotin switch method)

Zum Nachweis der S-Nitrosylierung mittels Western Blot wurden die Zellen in HENS Puffer
(25 mM HEPES pH 7,7; 0,1 mM EDTA; 0,01 mM Neocuproine; 1% SDS) fur 20 min lysiert
und danach fir 15 min bel 20000 x g bei 4°C zentrifugiert. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration (siehe 2.4.1.) wurden 800 g Gesamtprotein fir 20 min bei 50°C unter
Schitteln mit 20 mM Methyl-Methanthiosulfat (MMTS) inkubiert. In diesem Schritt werden
alle freien SH-Gruppen durch Methylierung maskiert. Uberschiissiges MM TS wurde durch
Acetonféllung (siehe 2.4.4.) aus den Lysaten entfernt. Nach Resuspendieren der Pelletsin
HENS Puffer wurden die Lysate mit 0,4 mM N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3'-(2’ -
pyridyldithio)propionamide (Biotin-HPDP) und 1 mM Ascorbat fur 1 h bel Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Bei dieser Reaktion wird spezifische die S-Nitrosylierung aufgel 6st
und Biotin-HPDP reagiert mit der entstandenen freien SH-Gruppe, so dass an der Stelle des
Stickstoffmonoxid ein Biotinrest eingebaut wurde. Die Proben wurden dann wie unter 2.4.5
und 2.4.6. beschrieben auf einer SDS-Page aufgetrennt, wobel der Probenpuffer kein DTT
enthielt, und auf eine PVDF-Membran transferiert, wobel samtlich Schritte im Dunkeln
durchgefthrt wurden. Der Nachwels der S-nitrosylierten Proteine erfolgte dann mittels einem
HRP-konjugiertem Streptavidin der Fa. Amersham, Freiburg nach Herstell erangaben.

2.6. In vitro Assays

2.6.1. Invitro S-Nitrosylierung von Proteinen

Fur die S-Nitrosylierung in vitro wurden die Proteine oder Peptide fur 1-2 h bei 37°C mit 100
MM PAPANONOate (NOC-15) der Fa. Alexis, Grinberg inkubiert. Diese Substanz ist ein
NO’ generierender NO-Donor mit einer Halbwertszeit von 74 min bel 37°C und pH 7,4. Um

Uberschiissiges NOC-15 aus den Proben zu entfernen wurden die Proben in ein Centricon der

Fa. Millipore, geladen und dreimal mit ausreichendem V olumen Puffer gewaschen.

2.6.3. Bestimmung freier SH-Gruppen mit DTNB

Die Bestimmung freier SH-Gruppen wurde mit einem Uberschul? von 5,5 Dithiobis(2-
Nitrobenzoat) (DTNB; 1 mM in Aceton) durchgefiihrt. Nach Titration mit einem Uberschuld
DTNB wurden die freien SH-Gruppen spektrophotometrisch bei 412 nm nachgewiesen. Die
Berechnung erfolgte mit dem zugehtrigen Extinktionskoeffizienten: 13600 M™* cm™ (Ellman,
1959).
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2.6.4. Nachweisvon TRX-Aktivitat mittels NADPH-Oxidation im Zellextrakt

Nach Transfektion wurden die Zellen wie unter 2.5.2. beschrieben in Griess-Puffer lysiert.

Zur Messung der TRX-Aktivitét wurden 70 pl des Zell-Lysates mit 140 mU
Thioredoxinreduktase und 450 nM NADPH inkubiert. Die NADPH Oxidation wurde mittels
Photometer bei 340 nm Uber 2 min alle 30 Sekunden aufgezeichnet. Die TRX-AKktivitét wurde
nach Bestimmung des Proteingehaltes (siehe 2.4.1.) mit der folgenden Formel berechnet:
(OD2-0OD1)/T2-T1)/mg Protein. OD= optische Dichte; T=Zeit inmin

2.6.5. Nachweisder TRX-Aktivitat mit aufgereinigtem Protein

Die Plasmide TRXwt, TRX (C32/35S) und TRX (C69S) wurden in den pcDNA4/His Vektor
der Fa. Invitrogen kloniert. Dieser Vektor enthalt zwischen dem Xpress-tag und der
jeweiligen TRX Segquenz eine Aminosaureabfolge, die es ermdglicht mittels dem Enzym
Enterokinase das X press-tag von dem Fusionsprotein abzuspalten. Die Plasmide TRXwt,
TRX (C32/35S) und TRX (C69S) wurden in HEK 293 Zellen tiberexprimiert. Nach Lyse der
Zellen mit RIPA-Puffer wurde eine Immunprézipitation mit anti-X press Antikorper
durchgefihrt (siehe 2.4.3.). Die Immunprazipitate wurden zweimal mit RIPA-Puffer und
zweima mit PBS gewaschen. Danach wurden die Prézipitate mit 2U Enterokinase der Fa.
Invitrogen fur 16 h bei 37°C inkubiert. Die Enterokinase wurde mittels EK -away-resin der Fa.
Invitrogen nach Herstellerangaben entfernt. Der Uberstand, der aufgereinigtes TRXwt bzw.
TRX (C32/35S) oder TRX (C69S) enthielt, wurde dann fur 2 h mit 100 uM NOC-15 bei 37°C
inkubiert. Um Uberschiissiges NOC-15 aus den Proben zu entfernen wurden die Proben in ein
Centricon der Fa. Millipore geladen und dreimal mit ausreichendem Volumen Puffer
gewaschen.

Uberschiissiges NOC-15 wurde mittels Centricon entfernt.

Die TRX-Aktivitdt wurde dann wie unter 2.6.4. beschrieben gemessen. Um den Gehalt an
aufgereinigtem Protein zu bestimmen, wurden 70 pl des Assay-Gemisches fir den
Immunoblot mit anti TRX Antikorper verwendet. Die Blots wurden densitometrisch
analysiert und die TRX-AKktivitét pro densitometrischem Unit berechnet.

2.6.6. Bestimmung desintrazelluléaren GSH Spiegels

Nach der Inkubation mit 10 uM Butyl-N-sulfoximine (BSO) fur 18 h wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und dann mit 800 ul 1% Sulfosalycilsaure Uberschichtet und fir 2
min bei -80°C schockgefroren. Die resultierenden Lysate wurden bei 15.000 x g fir 5 min bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort mit Tris-EDTA Puffer (20 mM Tris-HCI pH
7,4; 1 mM EDTA) und Dithiobis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) bei Raumtemperatur fur 10
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min inkubiert. Die optische Dichte der Proben wurde bei 412 nm photometrisch bestimmt.
Die Pellets wurden in Lysispuffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,32 M Sucrose; 5 mM EDTA;
1% Triton, ImM Phenylmethylsulfonyl Fluoride) fur 30 min auf Eis lysiert und danach 10
min bei 15.000 xg zentrifugiert. Die Proteinkonzentration der Probe wurde bestimmt (siehe
2.4.1.) und der GSH-Spiegel pro mg Protein berechnet.

2.6.7. Gdlfiltration mit Sephadex G25

Zellen wurden mit Griess-Puffer lysiert und die Proteinkonzetration bestimmt. In eine 1 ml
Insulinspritze wurde Uber eine ca5 mm dicke Glaswolle-Schicht 1 ml Sephadex G-25 Saule
(50:50 Vol.) gepackt. Diese Saule wurde dann mit Griess-Puffer &quilibriert und mit 500 pg
Zellextrakt beladen. Protein S-NO mit einem Molekulargewicht > 5 kDawurde von S-NO
Verbindungen mit einem Molekulargewicht < 5 kDa durch entsalzen mit 150 mM NaCl
getrennt. Der Gehalt an S-nitrosylierten Verbindungen wurde mittels Saville-Griess Assay
(2.5.2.) bestimmt.

2.6.8. Bestimmung der Caspase-3 ahnlichen Aktivitat in Zellextrakten

Die Zellen wurden in 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,32 M Sucrose; 1 % Triton X-100, 2 mM
DTT,5mM EDTA; 1 mM PMSF; 1 ug/ml Aprotinin; 1 pg/ml Leupeptin fir 15 min auf Eis
lysiert und bei 15.000 xg fur 15 min bei 4°C zentrifugiert. Caspase-3 dhnliche Aktivitat wurde
in einem Assaypuffer (50 mM HEPES pH 7,5; 10% Sucrose; 100 mM NaCl; 0,1 % Chaps; 2
mM DTT; 1 mM PMSF; 10 ug/ml Aprotinin; 10 pg/ml Leupeptin) in den erhatenen
Uberstanden durch proteolytische Spaltung des fluorogenen Substrates 7-Amino-4-Coumarin
(AMC)-DEVD im Fluorometer mit einer Anregung von 380 nm und einer Emission von 460
nm gemessen. Der Proteingehalt der Proben wurde bestimmt und die Aktivitét alsrelative

Fluoreszenzintensitét x mg Protein™ x min™ berechnet.

2.7. Detektion von reaktiven Sauer stoffspezies

Lebende Zellen wurden zur Aufnahme des Detektionsreagenz mit 20 uM 2°,7
Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (H,DCF-DA) fur 30 min inkubiert (Molecular Probes).
Danach wurden die Zellen mittels Trypsinverdau abgel 0st. Die Reaktion wurde mit 10% FCS
in PBS gestoppt, die Zellen bei 800 x g fur 10 min sedimentiert. Nach entfernen des
Uberstandes wurden die Zellen in PBS resuspendiert und mittels FACS-Analyse gemessen.
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2.8. Detektion der S-Nitrosylierung eines synthetischen Peptides mittels

FPLC

Die Detektion der S-Nitrosylierung des synthetischen Peptides erfolgte mittels einer FPLC

Akta Explorer der Fa. Amersham, Freiburg unter folgenden Bedingungen:

Saule:
Wellenlange 1:
Wellenlange 2:
Puffer A:
Puffer B:

Start Konz:
Flulrate:
Aquilibrierung:
Empty loop:

Waschen der Saule:

Elutionsgradient:

SOURCE 5 RPC ST 4.6/150
280 nm

215 nm

10 mM Ammoniumacetat in 2% Acetonitril pH 7,0
70% Acetonitril

0,0 (%B)

1,00 (ml/min)

5 Saulenvolumen (CV) Puffer A
5mi

1Ccv

0-100 % Puffer B
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweisder S-Nitrosylierung

Zum Nachweis der S-Nitrosylierung von intrazelluléren Proteinen mussten zuerst einige

Methoden etabliert werden, dieim Folgenden ndher erlautert werden.

3.1.1. Nachweisder S-Nitrosylierung mittels | mmunfluor eszenzfarbung

Der erste Nachweis der S-Nitrosylierung erfolgte mittel s Immunfluoreszenzfarbung von
HUVEC (siehe 2.5.1.). Bei dieser Methode wurde ein anti-S-Nitrosocystein Antiserum
verwendet. Dieses Antiserum wurde durch Immunisierung von Kaninchen mit
S-nitrosyliertem Rinderserumal bumin gewonnen und erkennt intrazelluldres S-nitrosyliertes
Cystein a's Epitop. Durch Inkubation mit einem FITC-konjugiertem anti-Kaninchen

Antikorper wurde die Féarbung visualisiert (siehe Abb. 6).

anti-S-Nitrosocystein DAPI merge
(FITC)

o . . .
o . . .
- - . -

Abbildung6:  Nachweisder S-Nitrosylierung mittels Immunfluor eszenzfarbung
HUVEC wurden basal, oder mit 1 mM L-NMMA fir 18 h behandelt und wie unter 2.5.1. beschrieben

fixiert und mit einem anti S-Nitrosocystein Antiserum immunfluoreszenzgeférbt. Die linke Spalte
zeigt die Farbung von S-nitrosylierten Proteinen, die durch FITC-konjugierten Sekundarantikérper
sichtbar gemacht wurde. Die mittlere Spalte zeigt die Farbung der Kerne mittels DAPI und die rechte
Spalte den merge der beiden vorherigen. Als Negativkontrolle wurden die Zellen nach Fixierung fur
30 min bei 37°C mit 0,8 % HgCl, inkubiert. Ein reprasentatives Bild ist gezeigt.
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Als Negativkontrolle wurden die fixierten Zellen fir 30 min mit 0,8 % HgCl, in PBS bei
37°C inkubiert. Zweiwertige Nebengruppenmetalle wie z.B. Quecksilber fuhren spezifisch zu
einer Dissoziation der S-Nitrosylierung, wodurch NO vom Cystein abgespalten wird. Wiein
Abb. 6 zu erkennen, kommt es durch Inkubation mit Quecksilberchlorid zu einem
vollstéandigen Verlust des Fluoreszenzsignales. Weiterhin konnte die Spezifitéat der Farbung
durch Inkubation mit dem NO-Synthase Inhibitor L-NMMA bestétigt werden. Inkubation von
HUVEC mit 1 mM L-NMMA fir 48 h bewirkte eine deutliche Reduktion der
Fluoreszenzintensitét, d.h. Inhibiton der NO-Synthese fur 48 h fihrt zu einer Reduktion an
S-nitrosylierten Verbindungen. In sémtlichen Versuchen, bel denen L-NMMA fir 48 h
eingesetzt wurde erfolgte die Gabe einer 2. Dosis L-NMMA nach 24 h.

3.1.2. Nachweis der S-Nitrosylierung mittels Saville-Griess Assay

Um den Gehalt an S-nitrosylierten Verbindungen in Zellen quantifizieren zu kénnen wurde
ein modifizierter Saville-Griess Assay eingesetzt. Bei diesem modifizierten Assay werden
zunéchst wie unter 2.5.2. beschrieben Zellextrakte hergestellt. Diese Zellextrakte wurden
dann in Anwesenheit oder Abwesenheit von Kupferchlorid (CuCl,) oder p-
Chloromercuribenzosulfonic acid (PCMBS) mit Sulfanilamid und N-(1-naphthyl)-
ethylenediamine fir 20 min bel Raumtemperatur inkubiert. Hierbei kommt es wiederum
durch das zweiwertige Nebengruppenmetall zu einer spezifischen Freisetzung von NO aus
den S-nitrosylierten Molekilen. Dieses freigewordene NO reagiert dann in wassriger Losung
Zu NOy, das dann mit Sulfanilamid und N-(1-naphthyl)ethylenediamine zu einem Diazo-
farbstoff reagiert. Dieser Farbumschlag lasst sich bei 540 nm photometrisch bestimmen und
guantifizieren. Die optische Dichte der Probe ohne CuCl, bzw. PCMBS wurde jewells as
Background der Messung abgezogen, da sie den in der Probe enthaltenen basalen Anteil an
NOx reprasentiert. Die Quantifzierung erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve, die mit reinem
GSNO als Standard erstellt wurde.Wie in Abbildung 7 zu sehen liegt der Gehalt an
S-nitrosylierten Verbindungen in HUVEC basal bei 20,12 + 1,59 nmol/mg Protein. Dies kann
durch Inhibition der NO-Synthase mit L-NMMA erst nach 48 h signifikant reduziert werden.
Nach 18 h hingegen war kein Effekt auf die S-Nitrosylierung in HUVEC zu ermitteln. Dies
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Abbildung 7 : Nachweisder S-Nitrosylierung mittels Saville-Griess Assay
HUVEC wurden fir die angegebenen Zeitraume mit 1 mM L-NMMA inkubiert und der S-NO Gehalt,
wie unter 2.5.2. beschrieben, mittels Saville-Griess Assay quantifiziert. Die Mittelwerte wurden bestimmt
+ SE.M. * p<0,01 n=4.

zeigt, dass S-Nitrosylierung unter physiologischen Bedingungen in HUVEC sehr stabil ist und
eine Halbwertszeit > 18 h besitzt. Mittels des modifizierten Saville-Griess Assays lasst sich
spezifisch der Gehalt an S-nitrosylierten Verbindungen in Zellextrakten bestimmen.

3.1.3. Nachweis der S-Nitrosylierung mit Hilfe des DAN - Assay

Wie unter 3.1.2. beschrieben &8sst sich mittels des Saville-Griess Assays der Gehalt an
S-nitrosylierten Verbindungen nachweisen. Um nun die S-Nitrosylierung eines spezifischen
Proteins nachzuwei sen, wurde der unter 2.5.3. beschriebene DAN-Assay verwendet. Hierbel
wurden zuerst die gewunschten Ziel proteine mit Hilfe der entsprechenden Antikorper
immunprazipitiert (siehe 2.4.3.) Nach Immunprazipitation wurde der an Agarose Beads
gekoppelte Antikorper-Protein-Komplex in PBS resuspendiert. Diesist notwendig, da SDS
und andere im Lysispuffer enthaltene Substanzen mit den nachfolgenden Reaktionen
interferieren. Durch die Zugabe von 100 uM HgCl, wird spezifisch NO aus der S-NO
Verbindung freigesetzt, welches dann nach Zugabe von 100 uM 2,3-Diamino-Naphthalen
(DAN —Reagenz) zu einem fluoreszierenden Triazol reagiert. Dieses Triazol wird dann mit
einer Anregung von 375 nm und mit einer Emission von 450 nm in eéinem Fluorometer
nachgewiesen. Wie in Abbildung 8 gezeigt, wurde diese Methode mit einem bekannten
Zielprotein fur S-Nitrosylierung der katalytischen Untereinheit p17 der Caspase-3
durchgefuhrt. Basal zeigt sich eine S-Nitrosylierung von p17wt durch die endogene NO-
Synthase. Durch Cotransfektion mit einem konstitutiv aktiven eNOS - Konstrukt (eNOS
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S1177D), das eine vermehrte NO-Freisetzung bewirkt (Dimmeler et a., 1999a), kann die
S-Nitrosylierung signifikant erhéht werden.

307
2571
201
151

101

**

m

p17 p17 wt p17 C163S
eNOS(S1177

Fluoreszenzintensitat/mg Protein

Abbildung 8 : Nachweisder S-Nitrosylierung mittels DAN-Assay
HUVEC wurden wie unter 2.2.1. beschrieben mit pl7wt/lacZ cotransfiziert bzw. mit p17wt/eNOS(S1177D)
oder mit p17 C163S/1acZ cotransfiziert und die S-Nitrosylierung 18 h nach Transfektion, wie unter 2.5.3.
beschriebem, mittels DAN-Assay bestimmt. Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M., *p<0,05, n=3-4
gegen Kontrolle; **p<0,01, n=4 gegen Kontrolle.

Die katalytische Untereinheit wird an dem Cystein 163 S-nitrosyliert. Durch Austausch der
Aminosaure Cystein gegen Serin ist diese Stelle nicht mehr fur eine S-Nitrosylierung
zuganglich. Die Aminosaure Serin ist von der Struktur &hnlich aufgebaut wie das Cystein,
jedoch befindet sich an der Stelle der SH-Gruppe fur die S-Nitrosylierung bei dem Serin eine
OH-Gruppe, so dass keine S-Nitrosylierung mehr stattfinden kann. Der Austausch des
Cysteins 163 zu Serin bewirkte eine signifikante Reduktion des Fluoreszenzsignales. Diese
Daten zeigen, dass sich mittels des DAN-Assays die S-Nitrosylierung eines spezifischen
Zielproteins nachweisen | &sst.

3.1.4. Detektion der S-Nitrosylierung mit Hilfe des Wester n-Blots (Biotin switch method)
Die Detektion der S-Nitrosylierung mit Hilfe des Western-Blots (Biotin switch method)

besitzt im Vergleich zu den oben beschriebenen Methoden den Vorteil, dass eine Vielzahl an
Proteinen gleichzeitig auf ihre S-Nitrosylierung untersucht werden kann. Das in der

Immunfluoreszenz verwendete Antiserum kann nicht im Western-Blot verwendet werden, da
die S-Nitrosylierung wahrend der SDS-Gelelektrophorese nicht stabil ist. Diese von Jaffrey et
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a publizierte Methode benttigt einige chemische Modifikation der Proteine im Zellextrakt,

die im Folgenden kurz erlautert werden sollen.
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Abbildung 9 : Schematische Dar stellung der Biotin switch method fur die Detektion der S-Nitrosylierung mittels
Western-Blot.

In einem ersten Schritt missen sémtliche im Zellextrakt enthaltenen freien SH-Gruppen durch
eine Methylierungsreaktion maskiert werden. Zu diesem Zweck werden die Proben mit 20
mM Methyl-Methanthiosulfat (MMTS) unter Schiitteln bei 55°C fir 20 min. inkubiert. Bel
diesem Schritt ersetzt eine Methylgruppe (CH3) den Wasserstoff der SH-Gruppe

(siehe Abb. 9). Uberschiissiges MM TS wird dann durch Acetonféllung der Proteine aus dem
Extrakt entfernt (2.4.4.). In einem zweiten Schritt wird durch Inkubation der Extrakte mit 1
mM Ascorbat das NO der S-NO Gruppe durch ein Wasserstoffatom ersetzt, wodurch eine
freile SH-Gruppe an der Stelle der S-Nitrosylierung entsteht. Diese reagiert dann mit dem
Thiol spezifischen Reagenz N-[6-(Biotinamido)hexyl]-3'-(2 -pyridyldithio)propionamid
(Biotin-HPDP), das in einer finalen Konzentration von 400 uM zugesetzt wird (siehe Abb.10
a). Nach diesen Modifikationen werden die Proben dann unter nicht reduzierenden
Bedingungen (siehe 2.5.4.) auf einer SDS-Page aufgetrennt und mittels Western-Blot auf
einer PV DF-Membran immobilisiert. Da das Biotin-HPDP Reagenz mit einem Biotinrest
konjugiert ist, kénnen nun die S-nitrosylierten Proteine mittels HRP-konjugiertem

Streptavidin und dem ECL-Reagenz nachgewiesen werden. Zur Etablierung und



Verifizierung dieser Methode wurden verschiedene Kontrollen mit Zellextrakten von HUVEC
durchgefhrt.
a) b)
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Abbildung 10 : Detektion der S-Nitrosylierung mittelsder biotin switch method
a) HUVEC wurden wie unter 2.5.4. beschrieben lysiert und aufgearbeitet. In Spur eins wurde die Methode
ohne MM TS-Inkubation durchgefiihrt und in Spur 2 ohne Biotin-HPDP (HPDP). Die verwendeten
Konzentrationen von Biotin-HPDP sind zu den anderen Spuren angegeben. Die Detektion erfolgte mit HRP-
konjugiertem Streptavidin und dem ECL-System (siehe 2.4.7.). Ein représentativer Blot ist gezeigt.
b) HUVEC wurden basal oder nach 48 h Inkubation mit 1 mM L-NMMA lysiert und aufgearbeitet. Die
Detektion mittels biotin switch method erfolgte wie unter 2.5.4. beschrieben. Ein reprasentativer Blot ist
gezeigt (n=3).

In der ersten Spur des Western-Blots in Abbildung 10 awurde die Methode ohne das
methylierende Reagenz MM TS durchgefihrt. Dies fihrte zu einem unspezifischen
Bandenmuster auf Grund der Bindung von Biotin-HPDP an samtliche freie SH-Gruppen. Im
Vergleich zu den anderen Spuren mit MMTS Inkubation, ist daher ein deutlich
unterschiedliches Bandenmuster zu erkennen (Abb. 10 a, erste Spur gegen die Spuren drei,
vier und funf). Die Spezifitéat des Biotin-HPDP-Reagenz ist in der zweiten Spur verdeutlicht,
da es ohne Inkubation dieses Reagenz nicht zu einem Signal kommt. Weiterhin besitzt das
HRP-konjugierte Streptavidin keine sichtbare unspezifische Bindung auf Zellextrakt (Spur

sechs). Zur Optimierung der Methode wurden unterschiedliche Mengen an Zellextrakt und
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zwel Konzentrationen des Biotin-HPDP-Reagenz eingesetzt. Die Spuren drei, vier und funf
zeigen, dass die optimalen Bedingungen fur einen spezifischen Nachweis der
S-Nitrosylierung mittels der biotin switch method bei Verwendung von 300 g Zellextrakt
und einer finalen Konzentration von 400 uM Biotin-HPDP vorliegen (Abb. 10 a). Zur
Uberpriifung der Methode wurden HUVEC furr 48 h mit 1 mM L-NMMA inkubiert und die
S-Nitrosylierung mittels biotin switch method im Vergleich zu unbehandelten Zellen
detektiert. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der Anzahl an S-nitrosylierten Proteinen,
da die ECL-Signale schwéacher waren (Abb. 10 b). Diese Daten machen deutlich, dass mittels

der biotin switch method S-Nitrosylierung im Western-Blot nachgewiesen werden kann.

3.1.5. Identifizierung der S-nitrosylierten Molektlein Endothelzellen

Das niedermolekulare Thiol Glutathion ist ein Tripeptid bestehend aus den Aminosauren
L-Glutaminsaure — Cystein — Glycin und wird als ein wichtiger Faktor fir die Regulation des
intrazelluldren Redoxstatus angesehen (Andreoli et al., 1986; Suttorp et al., 1991), weil esein
reaktives Cystein besitzt. GSH kann S-nitrosyliert werden und fhrt somit zur Bildung von
GSNO (Jiaet d., 1996; Kashiba et al., 1999). Daher sollte die Bedeutung von GSH fir die
S-Nitrosylierung und der Anteil von GSNO am Gesamtgehalt der S-nitrosylierten Molekile

in Endothel zellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde ein Inhibitor fiir die de novo
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Abbildung 11: Bedeutung von GSH fiir die S-Nitrosylierung in Endothelzellen
a) HUVEC wurden mit 10 uM BSO fiir 18 h inkubiert und der GSH Spiegel bestimmt (siehe 2.6.6.). Die
Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,01 n=3-4 gegen Kontrolle.
b) HUVEC wurden mit 10 uM BSO fur 18 h inkubiert und der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess Assay
bestimmt (siehe2.5.2.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + SE.M. n=3-4.

Synthese des GSH, Butyl-N-sulfoximine (BSO), eingesetzt. HUVEC wurden fur 18 h mit 10
UM BSO inkubiert und danach die intrazelluléren GSH Spiegel wie unter 2.6.6. beschrieben
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bestimmt. Inkubation von HUVEC mit BSO fir die angegebenen Zeitraume flhrte zu einer

Reduktion des GSH Spiegels auf 36,45 % + 16,3 % des Normalwertes (siehe Abb. 11 a)).

Um zu untersuchen, ob GSH bzw. GSNO e nen wesentlichen Einfluss auf den Gesamtgehalt

an S-Nitrosylierung in Endothel zellen besitzen, wurde die de novo Synthese von GSH mit

dem Inhibitor BSO blockiert und der Gehalt an S-Nitrosylierung quantifiziert. Der Gehalt an

S-nitrosylierten Verbindungen in Zellextrakten wurde mittels des Saville-Griess Assays
bestimmt (2.5.2.). Wiein Abb. 11 b) zu erkennen, fuhrte die Inhibition der GSH de novo

Synthese mit BSO und somit die Senkung des GSH-Spiegels in Endothelzellen nicht zu einer

Reduktion der S-nitrosylierten Verbindungen. Dieser erste Hinweis darauf, dass GSH bzw.
GSNO quantitativ keine grof3e Bedeutung fir den Gesamtgehalt an S-nitrosylierten
Verbindungen in Endothelzellen besitzen, sollte im Folgenden durch Gelfiltration weiter
untersucht werden. Fir die Gelfiltration wurde wie unter 2.6.7. beschrieben eine Sephadex

G25 — Saule hergestellt, mit Hilfe derer man Verbindungen mit einem Molekulargewicht von

kleiner als 5 kDavon Verbindungen mit héherem Molekulargewicht trennen kann. Zu diesem

Zweck wurden Zellextrakte von HUVEC auf Sephadex G25 Saulen geladen und mit einem
Puffer mit niedriger Salzkonzentration eluiert.
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Abbildung 12: I dentifizierung der S-nitrosylierten Molekulein Endothelzellen
HUVEC wurden wie unter 2.5.2. beschrieben lysiert und die Zellextrakte Uber Sephadex G25 Saulen
aufgetrennt (siehe 2.6.7.) und der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess Assay bestimmt (siehe 2.5.2.). Die
Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. n=3.

Das erhaltene Eluat enthielt die Verbindungen mit einem Molekulargewicht <5 kDaund
wurde auf seinen Gehalt an S-nitrosylierten Verbindungen untersucht. Nachfolgend wurde
mit einem Puffer mit hohen Salzkonzentrationen die restlichen Verbindungen mit einem
Molekulargewicht > 5 kDa eluiert und mittels Saville-Griess Assay der Gehalt an

S-nitrosylierten Verbindungen quantifiziert. Abbildung 12 zeigt, dass weniger als 5 % der
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S-nitrosylierten Verbindungen ein Molekulargewicht von < 5 kDa besitzen und Uber 95 % der
S-nitrosylierten Verbindungen grof3er als 5 kDa sind.
Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass GSNO einen sehr geringen Anteil, wohingegen

Proteine den grofdten Anteil an S-nitrosylierten Molekilen in Endothelzellen ausmachen.

3.2. Einfluss von laminarer Schubspannung auf die S-Nitrosylierung

Der wichtigste physiologische Stimulus zur Bildung von NO durch die eNOS ist die laminare
Schubspannung (Busse and Fleming, 1998). Esist bekannt, dassin HUVEC durch
Applikation von laminarer Schubspannung fir 24 h (siehe 2.2.4.) die eNOS mMRNA
Expression 2-3 fach erhoht wird (Uematsu et al., 1995). Zusétzlich wird Uber den PI-3 Kinase
Signaltransduktionsweg die eNOS durch Applikation von laminarer Schubspannung verstarkt

phosphoryliert und es kommt somit zu einer verstarkten Bildung von NO (Dimmeler et al.,

1999a).
- - - -
o - - -
24 h
Schubspannung

DAPI anti S-Nitrosocystein merge
(FITC)

Abbildung 13: Einfluss der laminaren Schubspannung auf die S-Nitrosylierung in Endothelzellen
HUVEC wurden wie unter 2.2.4. beschrieben der laminaren Schubspannung fir 24h exponiert und die
S-Nitrosylierung mittels Immunfluoreszenzfarbung detektiert (2.5.1.). Die linke Spalte zeigt die Farbung der
Kerne mittels DAPI. Die mittlere Spalte zeigt die Farbung von S-nitrosylierten Proteinen, visualisiert mit
einem FITC-konjugierten Sekundérantikérper. Die rechte Spalte zeigt den merge der beiden
Fluoreszenzfarbungen. Als Negativkontrolle wurden die Zellen nach Fixierung fir 30 min bei 37°C mit
0,8 % HgCl, inkubiert. Eine reprasentative Aufnahme ist gezeigt.
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Abbildung 14: Laminar e Schubspannung erhéht den Gesamtgehalt an S-Nitrosylierung in Endothelzellen
HUVEC wurden fur die angegebenen Zeitpunkte laminarer Schubspannung ausgesetzt (2.2.4.) und mit
1 mM L-NMMA inkubiert und der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess Assay bestimmt (2.5.2.). Die
Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *P<0,05, n=3 gegen Kontrolle.

Aus diesem Grund wurde der Effekt von laminarer Schubspannung auf die S-Nitrosylierung
in HUVEC untersucht. In einem ersten Ansatz wurden HUVEC fir 24 h laminarer
Schubspannung ausgesetzt, fixiert und die S-Nitrosylierung mit Hilfe der
Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen (2.5.1.). Die Exposition von HUVEC mit laminarer
Schubspannung fir 24 h resultierte in einem deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitét
(siehe Abb. 13), d.h. Exposition mit laminarer Schubspannung fur 24 h fuhrt zur Erhéhung
von S-nitrosylierten Verbindungen. Um den Effekt der laminaren Schubspannung auf den
S-NO Gehalt in Endothel zellen zu quantifizieren, wurde der Saville-Griess Assay
durchgefiihrt. Wiein Abb. 14 zu sehen, kommt es zu einer signifikanten Erhéhung des
Gehaltes an S-nitrosylierten Proteinen von 20,34 + 0,69 nmol/mg Protein auf 23,73 + 0,99
nmol/mg Protein im Vergleich zu statischen Kontrollen. Dieser Effekt der laminaren
Schubspannung ist abhéngig von der NO-Synthese, da durch gleichzeitige Inkubation mit
dem NOS — Inhibitor L-NMMA der Anstieg der S-Nitrosylierung kompl ett aufgehoben
wurde. Untersuchungen an einem spezifischen, bekannten Zielprotein fir S-Nitrosylierung,
der katalytischen Untereinheit p17 der Caspase-3, die in HUVEC Uberexprimiert wurde,
ergaben, dass im DAN-Assay das Fluoreszenzsignal signifikant erhdht war im Vergleich zu
statischen Kontrollen (9,73 = 0,63 vs. 15,85 + 2,45 (Abb. 15). Diese Daten zeigen, dass

laminare Schubspannung zur Erhéhung des Gesamtgehaltes von S-nitrosylierten
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L aminare Schubspannung erhéht die S-Nitrosylierung von p17wt in HUVEC

HUV EC wurden mit p17wt transfiziert und flr die angegebenen Zeitpunkte laminarer Schubspannung
ausgesetzt (2.2.4.) und die S-Nitrosylierung von p17wt mittels DAN-Assay bestimmt (2.5.3.) Die Mittelwerte
wurden bestimmt + S.E.M., *p<0,05 n=4 gegen Kontrolle. Verbindungen und zu einer verstérkten

S-Nitrosylierung von spezifischen Zielproteinen fhrt.

3.3. Einflussvon Zéellalterung auf die S-Nitrosylierung in Endothelzellen

In dem vorangegangenem Kapitel wurde ein physiologischer M echanismus beschrieben, der

Uber einen Langzeiteffekt zu einer Erhdhung des Gehaltes an S-nitrosylierten Verbindungen
in Endothel zellen fuhrt. Um zu untersuchen, ob die Reduktion der NO-Synthese unter

physiol ogischen Bedingungen die S-Nitrosylierung beeintréchtigt, wurden Versuche an

alternden Endothel zellen durchgefihrt. Hintergrund fir diesen experimentellen Ansatz sind

Daten, die auf eine Reduktion der NO-Freisetzung im Alter hinweisen (Luscher and Noll,
1995; Tschudi et a., 1996; Zeiher et al., 1993). Daher sollte untersucht werden, ob die
Zéellaterung von Endothel zellen einen Einfluss auf den Gehalt an S-Nitrosylierung hat.

Passage PDL
2 9
8 27
9 29 — . e enos
10 32
L — p21
11 35
9 27 29 32 35 37 39 42 PDL
12 37
13 39
14 42
Abbildung 16: Expression der eNOS und von p21 in alternden HUVEC

HUVEC wurden fiir die angegebenen Zeitraume kultiviert und die Expression der eNOS und von p21 mittels
Western Blot untersucht (2.4.7.) Ein représentativer Blot ist gezeigt (n=4). HUVEC mit der PDL 42 wurden
auf Expression des von Willebrand Faktor mit |mmunfluoreszenzfarbung untersucht (2.4.8.). Ein
reprasentatives Bild ist gezeigt.
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Als Modellsystem wurden HUVEC bis zur Passage 15 kultiviert und die ,, population
doublings* (PDL) berechnet. In Abbildung 16 ist eine Tabelle der PDL zur jeweiligen
Passage angegeben.

Eine Dedifferenzierung der Zellen wurde durch Immunfluoreszenzférbung mit von
Willebrand Faktor (VWF) ausgeschlossen. Wiein Abb. 16 zu erkennen sind noch tber 90 %
der HUVEC in Passage 14 positiv fur den von Willebrand Faktor. Nach dieser Passage
kommt es zu einer raschen Dedifferenzierung und zu einem Verlust des VWF, so dass der
Versuch zu diesem Zeitpunkt beendet wurde. Als erster Schritt wurde nun die
Proteinexpression der eNOS in aternden Endothel zellen untersucht.Es zeigte sich, dassin
alternden HUVEC die Expression der eNOS signifikant im Vergleich zu jungen
Endothelzellen reduziert ist. Im Gegensatz dazu konnte eine verstérkte Expression des
Z€lzyklusinhibitors p21 in aternden Endothel zellen beobachtet werden (Abb. 16).Um eine
Aussage Uber den S-NO Gehalt in alternden HUVEC treffen zu kdnnen, wurden Zellextrakte
aus denselben Passagen, die fur den Western-Blot eingesetzt wurden mit Hilfe des Saville-
Griess Assays analysiert. Abbildung 17 zeigt das der Gehalt an S-nitrosylierten Proteinen in
alternden HUVEC auf 40 % im Vergleich zu jungen HUVEC reduziert ist. Diese Reduktion
erfolgte sehr rapide ab Passage 8 (PDL 27) und ist ab Passage 10 (PDL 32) auf einem
konstant niedrigen Niveau.

30 1
25 1
20 1
15 1 * % * *

10 1

S-NO Gehalt [nmol/mg Protein]

5 10 15 20 25 30 35 40
PDL
Abbildung 17: Reduktion des S-NO Gehaltesin alternden HUVEC

HUVEC wurden fr die angegebenen Zeitraume kultiviert und der S-NO Gehalt wurde mittels Saville-Griess
Assay bestimmt (2.5.2.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,05 n=4 gegen PDL 9
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Die Beobachtung, dass in alternden Endothelzellen die Proteinexpression der eNOS und der
S-NO Gehalt im Vergleich zu jungen Endothel zellen drastisch reduziert sind (siehe Abb
16/17), lasst die Schlussfolgerung zu, dass somit auch die Bioverfligbarkeit von NO stark
vermindert ist.

Da unterschiedliche Studien gezeigt haben, dass durch NO tber die S-Nitrosylierung von
Caspasen Apoptose von Endothelzellen inhibiert werden kann (Dimmeler et al., 1997b; Li et
al., 1997; Rossig et al., 1999) sollte im Folgenden der Effekt von Altern und die damit
verbundene Reduktion der Bioverfligbarkeit von NO auf die Sensitivitéat gegentiber dem pro-
apoptotischen Stimulus TNFa und dem pro-atherosklerotischen Faktor oxLDL untersucht
werden. Fir beide Stimuli ist bekannt, dass sie Apoptose in jungen HUVEC induzieren
konnen und desweiteren im kardiovaskularen System fur die Entstehung von Erkrankungen
von Bedeutung sind.

*
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Abbildung 18: In alternden HUVEC ist die Sensitivitat gegentiber TNFa- und oxL DL -induzierter Apoptose er hoht.
HUVEC wurden fur die angegebenen Zeitrdume kultiviert und mit 100 ng/ml TNFa oder 10 pg/ml oxLDL fiir 18h inkubiert.
Die Apoptose wurde mittels DAPI-Farbung nachgewiesen (2.3.1.) Die Mittelwerte wurden bestimmt + SEE.M.
*p<0,01 vs TNFa PDL 9 oder oxLDL PDL 9, n=4.

Die basale Apoptoserate in alternden Endothel zellen blieb im Verlauf der Kultivierung
unverandert (siehe Abb. 18). Inkubation mit dem pro-apoptotischen Stimulus TNFa fihrte zu
einer drastischen Zunahme der Apoptose ab PDL 35 im Vergleich zu PDL 9. Selbiger Verlauf
konnte fir den pro-atherosklerotischen Faktor oxL DL beobachtet werden (siehe Abb. 18).
Diese Zunahme der Apoptosesensitivitét gegentiber den beiden Stimuli, TNFa und oxLDL,
trat nach der Reduktion des S-NO Gehaltes in alternden Endothelzellen auf. Gleichzeitig
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konnte eine Zunahme der Caspase-3 dhnlichen Aktivitét (2.6.8.) nach Stimulation mit TNFa

und oxLDL gemessen werden (Abb. 19).

Um zu untersuchen, ob die Reduktion der Bioverfugbarkeit von NO einen entscheidenden

Antell an der erhdhten Sensitivitdt gegentiber den beiden Stimuli TNFa/oxLDL besitzt wurde

mittels Inkubation mit dem NO-Donor SNP exogenes NO zugegeben.
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Abbildung 19: TNFa/oxL DL-induzierte Caspase-3 dhnliche Aktivitét ist in alternden HUVEC erhoht

HUVEC wurden fiir die angegebenen Zeitraume kultiviert und fir 18 h mit 100 ng/ml TNFa oder
10 pg/ml oxLDL inkubiert. Die Caspase-3 dhnliche Aktivitdt wurde gemessen (2.6.8.) Die Mittelwerte
wurden bestimmt + S.EE.M. *p<0,01 gegen TNFa PDL 9; **p<0,01gegen oxLDL PDL9 n=5.
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Abbildung 20: Exogenes NO inhibiert die TNFa induzierte Apoptose

HUVEC wurden fur die angegebenen Zeitraume kultiviert und fur 18 h mit 100 ng/ml TNFa oder mit
100 ng/ml TNFa und 10 uM SNP inkubiert. Die Apoptose wurde mittels DAPI-Férbung bestimmt (2.3.1.)
Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,01 gegen TNFa PDL 9; **p<0,01 gegen TNFa PDL 42,

n=5.
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In Abbildung 20 ist zu sehen, dass Zugabe von 10 uM SNP die Apoptose in jungen und in

alternden HUVEC komplett inhibiert.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass nach der Reduktion des S-NO Gehaltes und der
damit einhergehenden geringeren Bioverflgbarkeit von NO eine Erhéhung der Sensitivitét

gegenlber pro-apoptotischen Stimuli erfolgt.

3.4. Charakterisierung einer Denitrosylierung

In den vorangegangenen Abschnitten wurden sowohl Mechanismen, die eine Erhéhung sowie
ein Reduktion der S-Nitrosylierung in Endothelzellen zur Folge haben, nachgewiesen. Ein
untersuchtes spezifisches Zielprotein fur die S-Nitrosylierung ist die katalytische Untereinheit
p17 der Caspase-3. Diese im apoptotischen Programm zentrale Protease wird durch Bindung
des NO an der SH-Gruppe des Cysteines im reaktiven Zentrum inhibiert. Die Stimulation des
Fas-Rezeptors fuhrte in humanen T-Zellen zu einer Aufhebung der S-Nitrosylierung der p17
Untereinheit der Caspase-3 (Mannick et a., 1999). Daher sollte die Frage geklart werden, ob
pro-apoptotische und pro-atherosklerotische Faktoren wie TNFa oder oxLDL einen éhnlichen
Einflufld auf die S-Nitrosylierung in Endothelzellen besitzen. Neben dem spezifischen
Zielprotein der Caspase-3 sollte vor allem der Effekt von TNFa und oxLDL auf den
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Abbildung 21: Reduktion der S-Nitrosylierung in HUVEC durch TNFa
HUVEC wurden mit 100 ng/ml TNFa inkubiert und die S-Nitrosylierung mittels Immun-
fluoreszenzfarbung nachgewiesen (2.5.1.). Die obere Reihe zeigt die Farbung der Kerne mittels DAPI. In
der mittleren Reihe ist S-nitrosyliertes Protein gezeigt, visualisiert mit FI TC-konjugiertem
Sekundérantikorper. Als Negativkontrolle wurden fixierte Zellen mit 0,8 % HgCl, fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Eine reprasentative Abbildung ist gezeigt.



Gesamtgehalt an S-nitrosylierten V erbindungen untersucht werden, um der Fragestellung
nachzugehen, ob neben diesem Zielprotein weitere Proteine durch diese Stimuli denitrosyliert
werden. Durch Immunfluoreszenzféarbung konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von
Endothelzellen mit 100 ng/ml TNFa fir 18 h zu einer deutlichen Reduktion der
Fluoreszenzintensitét im Vergleich zu Kontrollzellen fuhrt (Abb. 21).

Die Beobachtung, dass Inkubation mit TNFa eine Reduktion des S-NO Gehaltesin
Endothelzellen zur Folge hat, wurde mittels des Saville-Griess Assays quantifiziert.
Abbildung 22 a) zeigt, dass es zeitabhangig sowohl nach Inkubation mit TNFa al's auch mit
oxLDL zu einer signifikanten Reduktion des S-NO Gehaltes in Endothel zellen kommt.
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Abbildung 22: TNFa- und oxL DL -induzierte Reduktion des S-NO Gehaltes
a) HUVEC wurden fir die angegebenen Zeitréume mit 100 ng/ml TNFa oder 10 pg/ml oxLDL inkubiert und
der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess Assay nachgewiesen (2.5.2.). Die Mittelwerte wurden bestimmt
+ S.E.M. *p<0,05 n=3-4 **p<0,01 n=3-4 gegen Kontrolle
b) HUV EC wurden fur die angegebenen Zeitpréume mit 1 mM L-NMMA inkubiert und der S-NO Gehalt,
wie unter 2.5.2. beschrieben, mittels Saville-Griess Assay quantifiziert. Die Mittelwerte wurden bestimmt
+ SE.M. * p<0,01 n=4.

Zusétzlich konnte durch die Inkubation mit 1 mM L-NMMA fir 18 h bzw. 48 h
ausgeschlossen werden, dass die Reduktion des S-NO Gehaltes auf einer Reduktion der eNOS
Aktivitét oder verminderten Proteinexpression beruht. Die Reduktion des S-NO Gehaltes
erfolgte innerhalb von 18 h, wobei die Inhibition der eNOS erst nach 48 h einen Effekt auf
den S-NO Gehalt zeigte (Abb. 22 b). Diese ersten Hinweise, dass eine Denitrosylierung von
Proteinen auftritt, sollten anhand der katalytischen Untereinheit p17 der Caspase-3 néher

untersucht werden. Da esin Endothel zellen nach Stimulation mit TNFa zu einer Erhéhung

45



der Caspase-3 dhnlichen Aktivitdt kommt, war die Frage, ob es analog zu den Ergebnissen
von Mannick et al., in humanen T-Zellen auch in HUVEC zu einer Reduktion der
S-Nitrosylierung von p17 kommt. In Abbildung 23 wurde Uberexprimiertes p17
immunprazipitiert und die S-Nitrosylierung mittels DAN-Assay bestimmt (2.5.3.). Inkubation
mit TNFa fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der S-Nitrosylierung von pl7 im Vergleich

zu unbehandelten Kontrollen.
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Abbildung 23: TNFa induziert Denitrosylierung von p17wt
HUVEC wurden mit p17wt transfiziert und 18 h mit 100 ng/ml TNFa inkubiert. Danach wurde die
S-Nitrosylierung der immunprézipitierten Proteine mittels DAN-Assay bestimmt (2.5.3.) Die Mittelwerte
wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,01 n=4 gegen Kontrolle

Neben dieser Denitrosylierung des spezifischen Zielproteins p17 wurde mit Hilfe der biotin
switch method (2.5.4.) der Effekt von TNFa auf die S-Nitrosylierung von unterschiedlichen

Proteinen untersucht.
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Abbildung 24: TNFa-induzierte Denitrosylierung detektiert mittels biotin switch method
HUVEC wurden fir 18 h mit 100 ng/ml TNFa inkubiert. Danach wurde die S-Nitrosylierung mittels
biotin switch method im Western Blot nachgewiesen (2.5.4.). Ein représentativer Western Blot ist gezeigt.
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Nach Inkubation von Endothelzellen mit TNFa kommt es zu einer deutlichen Abnahmen der
S-Nitrosylierung. Neben einigen Banden die nach TNFa Inkubation ein schwécheres Signal
im Western Blot im Vergleich zu Kontrollzellextrakten aufwiesen, waren andere Banden gar
nicht mehr nachzuweisen (Abb. 24 mit Pfeilen markierte Banden). Als
Gleichladungskontrolle wurde der Blot mit einem anti INK Antikérper inkubiert, einem
bekannten Zielprotein fir die S-Nitrosylierung. Durch die Inkubation mit TNFa kommt es
also zu einer quantitativen und qualitativen Denitrosylierung von unterschiedlichen

Zielproteinen in Endothel zellen.

3.5. Identifizierung einer potentiellen Nitrosylase

Ein welteres Ziel dieser Arbeit war es, neben der Charakterisierung der
S-Nitrosylierung/Denitrosylierung, den Mechanismus der Denitrosylierung néher zu
untersuchen. Die in den vorangegangenen Abschnitten erhobenen Daten zeigten, dass
S-Nitrosylierung in vivo eine sehr stabile Verbindung ist mit einer Halbwerstzeit > 18 h. Auf
der anderen Seite erfolgte die Reduktion des S-NO Gehaltes nach Stimulation von
Endothelzellen mit TNFa, oxLDL oder H,O, innerhalb von 18 h. Diese Daten lassen den
Schluss zu, dass eine Denitrosylierung moglicherweise durch die Aktivierung bzw. Induktion
eines Enzyms erfolgt, dass NO aus der S-NO Bindung herausl 6st. Die Strategie zur
Identifizierung einer potentiellen Nitrosylase, sowie erste Ergebnisse werden in den folgenden
Abschnitten dargestellt.

3.5.1. Rolle der Alkoholdehydrogenase Typ | in Endothelzellen

Eine Arbeit von Liu et al. zeigte, dass die Alkoholdehydrogenase Typ | (ADH) in der Lageist
GSNO und zu einem geringen Tell auch Protein S-NO Verbindungen zu reduzieren (Liu et
al., 2001). Daher wurde in ersten Experimenten die Rolle der ADH in Endothelzellen
untersucht. Zu diesem Zweck wurden Antisense Oligonukleotide gegen ADH in
Endothelzellen transfiziert und die mMRNA Spiegel mittels RT-PCR (2.1.3.) bestimmt.
Abbildung 25 zeigt, dass die ADH in Endothel zellen exprimiert wird, und dass die mMRNA
Spiegel durch Transfektion von Antisense Oligonukleotiden drastisch reduziert werden.
Desweiteren wurde der Gesamtgehalt der S-nitrosylierten Molekile nach Transfektion von

Antisense Oligonukleotiden mittels des Saville-Griess Assays quantifiziert.
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Abbildung 25: Bedeutung der ADH fiir den S-NO Gehalt in HUVEC
HUVEC wurden fir 18 h mit 5ug Sense oder Anti-sense Oligonukleotiden transfiziert (2.2.3.) und die
MRNA Spiegel mit RT-PCR (2.1.3.) oder der S-NO Gehalt basal oder nach Stimulation mit 100 ng/ml
TNFa mittels Saville-Griess-Assay bestimmt (2.5.2.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M n=4.

Die Transfektion von Antisense Oligonukleotiden besitzt keinen signifikanten Effekt auf den
Gesamtgehalt an S-nitrosylierten Verbindungen in Endothel zellen (siehe Abb. 25). Dies legt
die Vermutung nahe, dass die ADH in Endothelzellen nicht die potentielle Nitrosylase fur
Proteineist.

3.5.2. Aufbau eines synthetischen Peptides als Substrat

Zur Identifizierung einer potentiellen Nitrosylase bietet sich die Verwendung eines
synthetischen Peptides an, da ein Peptid mehrere Vorteile besitzt: esist sehr rein, kannin
vitro S-nitrosyliert werden und aufgrund seiner Struktur sollte ein kurzes Peptid als Substrat

fur eine potentielle Nitrosylase dienen kénnen.
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Abbildung 26: Schematische Dar stellung des synthetischen Peptides.
Die Aminoséuren sind im Buchstabencode dargestellt. Im Kasten ist das K onsensus-Sequenzmotiv fur die

S-Nitrosylierung nach Stamler dargestellt (Stamler et al., 1997).
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Wie unter 1.3.2. beschrieben gibt es ein Konsensus-Sequenzmotiv fur die S-Nitrosylierung.
Anhand dieses Motivs wurde die Aminosaureabfolge fur das synthetische Peptid entwickelt,
das in Abbildung 26 schematisch dargestellt ist. Um zusétzlich zu den Aminosaurenin
direkter Umgebung des reaktiven Cysteines analog zu dem acid base motif von Perez-Mato et
a., (Perez-Mato et a., 1999) eine evtl. Faltung des Peptides mit einzubeziehen, wurden nach
einem neutralen Stretch mit Valin ein Prolin eingefligt, das von seiner Struktur her einen so
genannten Knick bilden kann. Diesem Prolin folgt ein Stretch mit Leucin (L), um dann die
beiden sauren, hydrophoben Aminosauren (D,E) einzufligen, die die Elektronegativitét des
Schwefels am reaktiven Cystein erhthen sollen. Zur Aufreinigung und Detektion des Peptides
wurden am Aminoterminus zwel Biotin-Reste angefiigt. Das so konstruierte Peptid sollte in
vitro S-nitrosylierbar und a's Substrat fur die Identifizierung einer potentiellen Nitrosylase
geeignet sein. Das Peptid mit dieser Sequenz wurde von der Fa. Affina, Berlin synthetisiert
und auf seine Reinheit getestet.

3.5.3. In vitro S-Nitrosylierung des Peptides
In einem ersten Schritt wurde das Peptid in vitro mit NOC-15 fur 1h bei 37°C inkubiert und

die S-Nitrosylierung mit unterschiedlichen Methoden detektiert. Zur Uberpriifung der
Effizienz der S-Nitrosylierung wurden die freien SH-Gruppen mittels DTNB bestimmt.
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Abbildung 27: In vitro S-Nitrosylierung des Peptides und Bestimmung der freien SH-Gruppen
Das Peptid wurde basal oder mit 100 uM NOC-15 fir 1 h bei 37°C inkubiert.
a) Die S-Nitrosylierung des Peptids bzw.des mit NOC-15 behandelten Peptids wurde mittels Saville-Griess
Assay bestimmt (2.5.2.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,05 n=3 gegen Peptid.
b) Die freien SH-Gruppen wurden mit DTNB bestimmt. Die Mittelwerte wurden bestimmt £ SE.M.
*p<0,01 n=3 gegen Peptid.
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Abbildung 27 zeigt, dass mit Hilfe des Saville-Griess Assays eindeutig eine S-Nitrosylierung
des Peptides nachgewiesen werden konnte. Gleichzeitig waren weniger freie SH-Gruppen im
Vergleich zu unbehandeltem Peptid zu detektieren. Dies zeigt dass 1 mol / 2,5 mol SH-
Gruppen unter den verwendeten Bedingungen S-nitrosyliert werden.

Eine zweite Methode zur Detektion der S-Nitrosylierung des Peptidesist die , reversed phase
chromatography*. Abbildung 28 zeigt die charakteristischen Elutionspeaks des Peptides
(markiert mit Pfeilen) bei den verwendeten Bedingungen auf einer Source 5RPC ST 4.6/150
Saule. Der Laufpuffer war zusammengesetzt aus 10 mM Ammoniumacetat in 2% Acetonitril
und der Elutionspuffer war 70% Acetonitril (Puffer B).
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Abbildung 28: Detektion der S-Nitrosylierung des Peptides mittels FPLC
Peptid bzw. mit NOC-15 inkubiertes Peptid wurden auf eine FPLC der Fa. Amersham geladen und die
Elutionscharakteristika bel UV 215 nm aufgezeichnet (2.8.). Ein représentatives Experiment ist gezeigt. Die

Pfeile markieren die spezifischen Elutionspeaks.

Wiein der Abbildung 28 zu erkennen ist, gibt es einen deutlichen Elutionspeak bei 26,87 min,
das entspricht 37 % Puffer B. Wird das Peptid mit NOC-15 wie oben beschrieben behandelt,
kommt es zu einer deutlichen Verschiebung des Elutionspeaks auf 27,72 min, das entspricht
38,6 % Puffer B. Dies zeigt, dass auch mittels FPLC die S-Nitrosylierung des Peptides
nachgewiesen werden kann. Damit sich das Peptid als Substrat fUr die Identifizierung einer

potentiellen Nitrosylase eignet, muss die S-Nitrosylierung reversibel sein. Die Reversibilitét
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der S-Nitrosylierung wurde durch Zugabe eines Uberschuss an reduzierendem DTT getestet.

Nach Inkubation mit 100 uM NOC-15 fur 1 h bel 37°C wurde 1 mM DTT zugegeben und
nach 10 Minuten Inkubation die S-Nitrosylierung mittels FPLC detektiert.
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Abbildung 29: Die S-Nitrosylierung des Peptidesist reversibel

Peptid mit 100 uM NOC-15 inkubiert bzw. Peptid mit 100 UM NOC-15 und 1mM DTT inkubiert wurde auf

eine FPLC der Fa. Amersham geladen und die Elutionscharakteristika bei UV 215 nm aufgezeichnet
(2.8.). Ein représentatives Experiment ist gezeigt. Die Pfeile markieren die spezifischen Elutionspesks.

Abbildung 29 zeigt, dass es nach Inkubation mit 1 mM DTT zu einer Verschiebung des
Elutionspeaks von 27,99 min (38,9 % Puffer B) zurtick auf 26,5 min (36,6 % Puffer B)
kommt. Dies bedeutet, dass die S-Nitrosylierung des Peptides durch Inkubation mit eéinem

Uberschuss an DTT wieder aufgehoben werden kann.

3.6. Thioredoxin ein neues Zielprotein fur die S-Nitrosylierung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von neuen Zielproteinen fir die
S-Nitrosylierung. Zu diesem Zweck wurde eine Datenbankanal yse mit Hilfe des bereits
erwdhnten Konsensussequenzmotives fir die S-Nitrosylierung durchgefihrt. Diese

Datenbankanal yse ergab, dass es 922 potentielle humane Zielproteine mit einer
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Konsensussequenz gibt. Eines dieser Proteine ist das Thioredoxin (TRX). Nikitovic et al.,
konnten zeigen, dassin vitro GSNO durch das TRX System gespalten wird, wodurch GSH
und NO freigesetzt werden (Nikitovic and Holmgren, 1996). Da TRX zudem eine zentrale
Rolle fur das Redox-Gleichgewicht in verschiedenen Zelltypen spielt (Nordberg and Arner,
2001) und in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass GSH/GSNO keine entscheidende
Rolle fur den Gehalt an S-Nitrosylierung in Endothelzellen besitzt, sollte im folgenden
untersucht werden, ob TRX S-nitrosyliert wird, und welche Effekte eine mdgliche

S-Nitrosylierung auf seine Funktion besitzt.

3.7.1. Der Gehalt an S-Nitrosylierungist abhéngig von der TRX Expression

Um zu untersuchen, ob TRX S-nitrosyliert wird, wurde zuerst TRX mittels einer
Plasmidtransfektion in HUVEC Uberexprimiert (2.2.1.). Dieses Plasmid codiert fir ein
Fusionsprotein von TRX mit einem Xpress tag (TRXwt) (sehe 2.1.1.) daseine
Identifizierung des Uberexprimierten Proteins mit Hilfe eines anti-X press Antikorpers
ermoglicht. In einem ersten Ansatz wurde die S-Nitrosylierung in TRXwt transfizierten
Endothelzellen mittels Co- immunfluoreszenzfarbung mit einem anti-S-Nitrosocystein
Antiserum und einem anti-X press Antikorper nachgewiesen (2.5.1.). Wiein Abbildung 30 zu
sehen fuhrt die Uberexpression von TRXwt in HUVEC zu einer deutlichen Verstarkung des
Fluoreszenzsignalesim Vergleich zu den benachbarten untransfizierten Zellen, was fur eine
Erhohung des S-NO Gehaltesin diesen Zellen spricht.

Bel gleichzeitiger Blockade der NO-Synthese durch L-NMMA war keine Verstéarkung des

Fluoreszenzsignales im Vergleich zu untransfizierten Zellen zu beobachten (Abb. 30)
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Abbildung 30: Nachweis der S-Nitrosylierung mittels | mmunfluor eszenzfarbung
HUVEC wurden mit TRXwt transfiziert und mit 1 mM L-NMMA inkubiert. Nach 18 h wurde die

TRXwt +
L-NMMA

TRXwt +
Hg C|2

S-Nitrosylierung mittel s mmunfluoreszenzfarbung mit einem anti-S-Nitrosocystein Antiserum und die
Expression des TRXwt mit einem anti-X press Antikorper nachgewiesen (2.5.1.). Die linke Spalte zeigt
S-nitrosyliertes Protein visualisiert mit einem FITC-konjugierten Sekundarantikorper. Die zweite Spalte von
links zeigt die Expression des TRXwt visualisiert mit einem Texas-Red-konjugierten Sekundérantikorper.
Die dritte Spalte von links zeigt die Farbung der Kerne mittels DAPI. Die rechte Spalte ist der merge aus den
drei Fluoresezenzbildern. Als Negativkontrolle wurden fixierte Zellen mit 0,8 % HgCl, fur 1 h bei 37°C
inkubiert. Eine représentative Abbildung ist gezeigt.

Zusatzlich konnten die Daten der Immunfluoreszenzfarbung mit Hilfe des Saville-Griess
Assays (2.5.2.) quantitativ bestatigt werden. Uberexpression von TRXwt fiihrt zu einer
signifikanten Erhéhung des S-NO Gehaltes (siehe Abb. 31). Inhibition der NO-Synthese
durch Inkubation mit 1 mM L-NMMA hob diesen Effekt vollsténdig auf. Dies zeigt, dass es
sich hierbel um die de novo S-Nitrosylierung des tUberexprimierten TRXwt handelt. Die
Spezifitét dieses Effektes, konnte durch gleichzeitige Inkubation mit einem Uberschuss an
Arginin gezeigt werden, da es hier zu einer stéchiometrischen Verdrangung des Inhibitors
durch das eigentliche Substrat kommt. Wie in Abbildung 31 zu sehen, fiihrte Uberexpression
von TRXwt unter diesen Bedingungen wiederum zu einem signifikanten Anstieg des S-NO
Gehaltes auf 24,43 £+ 2,76 nmol/mg Protein. Der Western Blot zeigt den Nachweis der

Expression von TRXwt mit Hilfe des Xpress Antikorpers.
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Abbildung 31: Uberexpression von TRXwt erhoht den S-NO Gehalt in HUVEC
a) HUVEC wurden mit Leerplasmid (LP) und TRXwt transfiziert und entweder mit 1 mM L-NMMA oder
1 mM L-NMMA und 10 mM Arginin inkubiert. Nach 18 h wurde der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess

Assay (2.5.2.) quantifiziert. Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,05, n=3 gegen TRXwt +

L-NMMA **p<0,01 gegen LP n=3.

b) HUVEC wurden mit LP und TRXwt transfiziert und die Expression 18 h nach Transfektion mit Xpress
Antikorper und die Gleichladung mit Tubulin Antikorper nachgewiesen.

Da Uberexpression von TRXwt zu einer signifikanten Erhdhung des S-NO Gehaltes fiihrte,

wurde im néchsten Ansatz der Effekt einer reduzierten TRX Proteinexpression durch

Transfektion von Antisense Oligonukleotiden untersucht. Transfektion von Antisense

Oligonukleotiden (2.2.4.) reduzierte drastisch die Proteinexpression von TRX in

Endothelzellen (32 b). Gleichzeitig verminderte sich der Gesamtgehalt an S-nitrosylierten

Proteinen deutlich von 11,88 + 0,17 nmol/mg Protein auf 3,42 + 3,56 nmol/mg Protein.

(Abb. 323).
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Abbildung 32: Der S'NO Gehalt in HUVEC ist abhangig von der TRX Proteinexpression
a) HUVEC wurden mit TRX sense bzw. antisense Oligonuklectiden transfiziert (2.2.4.) und fir 24 h
inkubiert. Danach wurde der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess Assay (2.5.2.) quantifiziert. Die Mittelwerte
wurden bestimmt £ S.E.M. *p<0,01 n=3 gegen sense Oligonukleotide.
b) HUVEC wurden mit TRX sense bzw. antisense Oligonukleotiden transfiziert (2.2.4.) und fir 24 h
inkubiert. Die Proteinexpression wurde mit anti-TRX Antikdrper und die Gleichladung mit Tubulin

Antikorper nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass der Gehalt an S-Nitrosylierung in HUVEC

abhangig von der TRX Proteinexpression ist.

3.7.2. TRX wird an Cystein 69 S-nitrosyliert
Nachdem gezeigt werden konnte, dass der S-NO Gehalt in Endothel zellen von der

Proteinexpression von TRX abhangig ist, sollte im Folgenden untersucht werden, ob TRX
selber S-nitrosyliert wird. Dazu wurden HUV EC entweder unbehandelt oder nach Inkubation
fur 48 h mit verschiedenen NO-Synthase Inhibitoren lysiert und die S-Nitrosylierung mittels
DAN-Aassay gemessen.
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Abbildung 33: NO-Synthase Inhibitoren fiihren zu einer reduzierten S-Nitrosylierung von TRX
HUVEC wurden mit ImM L-NMMA, 100 uM L-NAME, 100 uM L-NAG oder 100 pM D-NAG fir 48 h
inkubiert und die S-Nitrosylierung von TRX nach Immunprazipitation mittels des DAN-Assays
gemessen (2.5.3.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,01, n = 4-6 gegen Kontrolle.
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Hierzu wurde wie unter 2.5.3. beschrieben endogenes TRX immunprazipitiert und die
S-Nitrosylierung des endogenen immunprazipitierten Proteins bestimmt (siehe 2.5.3.). In
Abbildung 33 ist zu sehen, dass endogenes TRX unter basalen Bedingungen in
Endothelzellen S-nitrosyliert wird. Hemmt man nun die NO-Synthese fir 48 h kommt es zu
einer deutlichen Reduktion des Fluoreszenzsignales bel allen drei Inhibitoren (Abb. 33).
Inkubation mit dem inaktiven Isomer von L-Nitroarginin (L-NAG), D-Nitroarginin (D-NAG)
besal’ hingegen keinen Effekt auf die S-Nitrosylierung von endogenem TRX (Abb. 33).

Der néchste Schritt war nun das Cystein zu identifizieren, an dem TRX S-nitrosyliert wird.
TRX besitzt ein Cystein an Position 69, welches innerhalb des K onsensus-Sequenzmotivs fir
S-Nitrosylierung liegt (siehe Abb. 34 Schema). Dieses Cystein an Position 69 wurde zu Serin
mutiert (TRX (C69S)), so dass bei diesem Konstrukt TRX nicht mehr an Cystein 69
nitrosyliert werden kann. Desweiteren besitzt TRX auch an Position 32 und 35 je ein Cystein.
Diese beiden Cysteine bilden zusammen die redox-regulatorische Doméane, mit der TRX
neben seiner Funktion als intrazellul&rer Redox-Regulator einige andere bekannte Funktionen
austibt (siehe Abschnitt 1.4.). Die Cysteine 32 und 35 der redox-regulatorischen Doméne sind
reaktive Cysteine, die potentiell Ziel fur eine S-Nitrosylierung sein kénnten. Daher wurde
auch ein Konstrukt hergestellt, bei dem die Cysteine 32 und 35 (TRX (C32/35S)) gegen Serin
ausgetauscht wurden.

TRXwt, TRX (C32/35S) und TRX (C69S) wurden in HUVEC Uberexprimiert und die
S-Nitrosylierung nach Immunprazipitation mit Hilfe des DAN-Assays quantifiziert.
Abbildung 34 b) zeigt, dass sowohl TRXwt als auch TRX (C32/35S) S-nitrosyliert werden, da
sie ein deutliches Fluoreszenzsignal im DAN-Assay zeigen. Hingegen zeigt das Konstrukt
TRX (C69S) kein Fluoreszenzsignal im DAN-Assay. Dies |asst die Schlussfolgerung zu, dass
Cystein 69 die S-Nitrosylierungsstelle in TRX ist. Eine vergleichbare Immunprézipitation der
unterschiedlichen Konstrukte wurde durch Western Blot Analyse nachgewiesen (Abb.34 a).
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Abbildung 34: TRX wird an Cystein 69 S-nitrosyliert
a) HUVEC wurden mit TRXwt, TRX (C69S) und TRX (C32/35S) transfiziert, lysiert und mit anti-Xpress
Antikorper immunprézipitiert. Eine vergleichbare |mmunprazipitation wurde mit anti-X press Antikorper im
Immunoblot nachgewiesen.
b) HUVEC wurden mit TRXwt, TRX (C69S) und TRX (C32/35S) transfiziert und die S-Nitrosylierung nach
Immunprézipitation mit anti-Xpress Antikdrper mittels DAN-Assay (2.5.3.) nachgewiesen. Die
Fluoreszenzsignale der Leerplasmid transfizierten Zellen wurden a's Background abgezogen und die
Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,01 n=4 gegen TRXwt
¢) Ein Schema des humanen TRX ist gezeigt.

Weiterhin wurden der Gesamtgehalt an S-Nitrosylierung nach Transfektion von TRXwt,
TRX(C69S) und TRX(C32/35S) mittels Saville-Griess Assay quantifiziert. Im Gegensatz zum
DAN-Assay, bei dem die S-Nitrosylierung eines immunprazipitierten Proteins gemessen

wird, kann mittels Saville-Griess Assay der Einflul? der unterschiedlichen Konstrukte auf den
Gesamtgehalt an S-nitrosylierten Verbindungen in Endothel zellen bestimmt werden.
Abbildung 35 macht deutlich, dass es nach Transfektion von TRX (C32/35S) oder TRXwt zu
einer signifikanten Steigerung des S-NO Gehaltes in Endothel zellen kommit.
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Abbildung 35: Erhéhung des S-NO Gehaltes durch TRX ist abhangig von Cystein 69
HUVEC wurden mit Leerplasmid (LP), TRXwt, TRX (C69S) und TRX (C32/35S) transfiziert und nach 18 h
der S-NO Gehalt mittels Saville-Griess Assay quantifiziert (2.5.2.). Die Mittelwerte wurden bestimmt
+ SE.M. *p<0,05 n=3-5gegen LP.

Die Erhéhung des S-NO Gehaltes durch TRX ist also unabhangig von seiner redox-
regulatorischen Domaéne, die bei dem TRX (C32/35S) Konstrukt zerstort ist (Abb. 35) Die
Tatsache, dass Uberexpression von TRX (C69S) nicht zu einer signifikanten Erhéhung des
S-NO Gehaltes in Endothelzellen im Vergleich zu Leerplasmid (LP) transfizierten Zellen
fUhrte, untermauert zusétzlich, dass TRX tatsachlich an Cystein 69 S-nitrosyliert wird.

3.7.3. S-Nitrosylierung an Cystein 69 ist wichtig fur die Reduktaseaktivitat von
TRX in Endothelzellen.

Alsein zentraler Redoxregulator und wichtige Oxidoreduktase besitzt TRX eine redox-
regulatorische Doméane, die von den Cysteinen an Postion 32 und 35 gebildet wird. TRX kann
Uber diese redox-regulatorische Doméne reaktive Sauerstoffspezies (ROS), z.B. O;-
Radikale, an den Cysteinen 32 und 35 binden und dadurch inaktivieren. Um nun der
Fragestellung nachzugehen, ob die S-Nitrosylierung von TRX an Cystein 69 die redox-

regul atorische Kapazitdt von TRX verstérken kann, wurden Endothelzellen mit LP und den
Konstrukten TRXwt, TRX (C69S) und TRC (C32/359) transfiziert und die Formation von
ROS untersucht. Mittels des Fluoreszenzfarbstoffes 2, 7" Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat
(H2DCF-DA) lassen sich in lebenden Zellen die Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies
nachweisen. 18 h nach Transfektion von HUVEC mit LP, TRXwt, TRX (C69S) und TRX
(C32/35S) wurden die Zellen mit Ho.DCF-DA beladen und danach mittels FACS analysiert
(siehe2.7.).
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Abbildung 36: M essung der reaktiven Sauer stoffspezies
HUVEC wurden mit Leerplasmid (LP), TRXwt, TRX (C69S) und TRX (C32/35S) transfiziert und nach 18 h
die Formation von reaktiven Sauerstoffspezies ermittelt (2.7.1.). Der Mittelwert wurde bestimmt + S.EE.M.
*p<0,01, n = 4-5 gegen TRXwt; **p<0,05, n = 4-5 gegen TRX (C69S). Eine verglei chbare Expression der
Konstrukte wurde durch einen Western Blot mit anti-X press Antikorper und die Gleichladung mit einem

Tubulin Antikdrper nachgewiesen.

Uberexpression von TRXwt fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der mittleren
Fluoreszenzintensitét im Vergleich zu Leerplasmid (LP) transfizierten Zellen (Abb. 36).
Dieser inhibitorische Effekt von TRXwt auf die Formation von ROS ist bei TRX (C69S)
transfizierten Zellen deutlich reduziert. Diese Daten geben erste Hinweise darauf, dass die
S-Nitrosylierung an Cystein 69 wichtigist fur die Aktivité von TRX in Endothel zellen.
Uberexpression des TRX (C32/35S) Konstruktes zeigte eine erhéhte Formation von ROS
sowohl gegeniiber TRXwt, al's auch gegentiber TRX (C69S) und LP (Abb. 36). Diese Daten
bestétigen bereits bekannte Befunde, dass die redox-regulatorische Doméne essentiell fir die
Funktion des TRX als Oxidoreduktase ist.

Um nun die Reduktaseaktivitdt von TRX quantifizieren zu kdnnen, wurde wie unter 2.6.4.
beschrieben eine in vitro- Messung mittels NADPH-Oxidation durchgefihrt. Hierzu wurden
HUVEC mit den unterschiedlichen Konstrukten transfiziert und die Zellextrakte mit der
rekombinanten, aufgereinigten TRX-Reduktase und NADPH inkubiert, um so das TRX —
TRX-Reduktase — System in vitro zu rekonstituieren (siehe Abb. 4). Die Aktivitat wurde hier
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durch die zeitabhéngige Oxidation des Reduktionsdguivalentes NADPH bei 340 nmim
Photometer gemessen und als A OD340nm/A min/ mg Protein ermittelt. Abb. 37 zeigt, dassin
Zellextrakten von TRXwt transfizierten Zellen eine eindeutige Reduktaseaktivitét

nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 37: Messung der TRX-AKktivitat in Zellextrakten
HUVEC wurden mit TRXwt und TRX (C69S) transfiziert und mit ImM L-NMMA inkubiert und nach 18 h
wurde die TRX Aktivitét bestimmt (2.6.4.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,05, n = 3-5
gegen TRX wt.

Diese Reduktaseaktivitét konnte durch Inkubation mit dem NO-Synthase Inhibitor L-NMMA
signifikant reduziert werden (Abb. 37). In TRX (C69S) transfizierten Zellen konnte jedoch
nur eine Reduktaseaktivitdt gemessen werden, die auf ein @hnliches Niveau reduziert war, wie
diemit L-NMMA TRXwt transfizierten HUVEC. Ausserdem konnte L-NMMA die TRX-
Aktivitét in TRX (C69S) transfizierten Zellen nicht weiter senken. Diese Daten zeigen, dass
die S-Nitrosylierung an Cystein 69 wichtig ist fir die Reduktaseaktivitdt von TRX.

Um nun den Effekt einer S-Nitrosylierung von TRXwt im Vergleich zu dem TRX (C69S)
Konstrukt direkt zeigen zu konnen, wurden HUVEC mit TRXwt und TRX (C69S) transfiziert

und die Uberexprimierten Proteine wie unter 2.6.5. beschrieben aufgereinigt.
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Abbildung 38: Nachweis von aufgereinigtem TRX
HUVEC wurden mit TRXwt und TRX (C69S) transfiziert und die aufgereinigten und Enterokinase
behandelten Protein mittels Immunoblot mit anti-TRX Antikorper nachgewiesen. Ein représentativer Blot ist
gezeigt. Die obere Bandeist TRX mit Xpresstag. Nach Inkubation mit Enterokinase ist das aufgereinigte
TRX ohne Xpressbel 14 kDa detektierbar.

Diese aufgereinigten Proteine wurden dann fir einen in vitro Assay verwendet, um die
Reduktaseaktivitat zu bestimmen. Die Abspaltung des Proteins vom Xpress tag mittels
Enterokinase wurde durch einen Immunoblot bestétigt (Abb. 38).
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Abbildung 39: Nachweis der TRX-Aktivitét mit aufgereinigtem Protein
HUVEC wurden mit TRXwt und TRX (C69S) transfiziert und die aufgereinigten Proteine mit 100 uM
NOC-15 inkubiert und die TRX Aktivitét bestimmt (2.6.5.). Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M.

*p<0,05 n=3.

Durch Inkubation von aufgereinigtem TRXwt mit 100 uM des NO-Donors NOC-15 konnte
eine deutliche Steigerung der Reduktaseaktivitat von TRXwt erzielt werden. Inkubation von
TRX (C69S) mit NOC-15 zeigte im Gegensatz dazu keinen Effekt auf die Reduktaseaktivitét
(Abb. 39). Diese Daten untermauern zusétzlich, dass die S-Nitrosylierung von TRX an
Cystein 69 wichtig fur seine Reduktaseaktivitét ist. Der Austausch der Aminoséure Cystein
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69 gegen Serin konnte jedoch auch die Tertidrstruktur des Proteins so verandern, dass allein
dadurch die Reduktaseaktivitét reduziert sein konnte. Abb. 39 zeigt, dass die basalen
Aktivitdten von TRXwt und TRX (C69S) nahezu identisch sind. Dies lésst die
Schlussfolgerung zu, dass durch den Austausch des Cysteins 69 gegen Serin keine
Veranderung der Tertiarstruktur von TRX erfolgt. AlsKontrolle fir die Spezifitét dieses
Assays wurde aufgereinigtes TRX (C32/35S) eingesetzt, mit dem wie zu erwarten keine
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Diese Daten zusammengefasst
zeigen, dass die S-Nitrosylierung von TRX an Cystein 69 wichtig ist fir die Reduktase-
aktivitat in Endothel zellen.

3.7.4. S-Nitrosylierung von Cytein 69 und die Reduktase Doméne sind wichtig fur die

anti-apoptotische Funktion von TRX

TRX besitzt neben seiner Funktion als Redoxregulator auch anti-apoptotische Funktionen in
unterschiedlichen Zelltypen (Andoh et al., 2002; Baker et al., 1997; Freemerman and Powis,
2000; Nordberg and Arner, 2001; Saitoh et al., 1998). Fur Endothelzellen waren weder anti-
apoptotische Effekte beschrieben noch die Rolle von Stickstoffmonoxid fur diese anti-
apoptotische Funktion von TRX beschrieben. Aus diesem Grunde wurden HUVEC mit
Leerplasmid(LP)/LacZ, TRXwt/LacZ, TRX (C69S)/LacZ und TRX (C32/35S)/LacZ
cotransfiziert und mit TNFa fur 18 h inkubiert oder nach Preinkubation von 1mM L-NMMA
mit TNFa fur 18h inkubiert. Die Apoptose wurde wie unter 2.3.2. beschrieben bestimmit.
TNFa induzierte in LP transfizierten Zellen 14% Apoptose, diein TRXwt transfizierten
Zellen komplett inhibiert wurde (Abb. 40).

Dieser anti-apoptotische Effekte von TRX wurden durch gleichzeitige Inhibition der NO-
Synthese mittels L-NMMA partiell aufgehoben. In TRX (C69S) transfizierten Zellen war
ebenfalls der anti-apoptotische Effekt von TRX partiell aufgehoben, wobei Inhibition der NO-
Synthase keine weitere Reduktion aufwies (Abb. 40). Dies zeigt, das der anti-apoptotische
Effekt von TRX partiell abhangig von NO und der S-Nitrosylierung an Cysteine 69 it. In
TRX (C32/359) transfizierten Zellen wurde die TNFa induzierte Apoptose ebenfalls nur
teilweise inhibiert. Im Gegensatz zu TRX (C69S) transfizierten Zellen wurde bei
gleichzeitiger Blockade der NO-Synthese der anti-apoptotische Effekt von TRX (C32/35S)
kompl ett aufgehoben. Diese Daten geben erste Hinwelse, dass sowohl die S-Nitrosylierung an
Cysteine 69 als auch die redox-regulatorische Doméane (C32/C35) partiell fur den anti-
apoptotischen Effekt von TRX verantwortlich sind.
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Abbildung 40: Die anti-apoptotische Funktion von TRX ist abhéngig von NO und der redox-regulatorischen Doméne
HUVEC wurden mit LP; TRXwt; TRX (C69S); TRX (C32/35S) und LacZ cotransfiziert und mit 100ng/ml
TNFa bzw. 1mM L-NMMA fir 18 h inkubiert und die Apoptoserate bestimmt (2.3.2.) Die Mittelwerte
wurden bestimmt + S.E.M., *p< 0,05 gegen LP+TNFa n=7 **p<0,05 gegen LP+TNFa+L-NMMA n=7

Um diese Daten weiter zu untermauern wurden HUVEC mit LP, TRXwt, TRX (C69S) und
TRX (C32/359) transfiziert und H,O, induzierte Apoptose durch Annexin V-PE Bindung im
FACS nachgewiesen. H,O, induzierte in LP transfizierten Zellen einen 2,5 fachen Anstieg der
Apoptose, der durch Gabe von exogenem NO (10 uM des NO-Donors SNP) komplett
inhibiert werden konnte (Abb. 41). In Analogie zu den Daten in Abb. 40 inhibierte TRXwt die
H,0, —-induzierte Apoptose vollstandig. Zugabe von exogenem NO hatte keinen zusétzlichen
protektiven Effekt. Durch Uberexpression von TRX C69S konnte die Apoptose nur partiell
inhibiert werden und Inkubation mit dem NO-Donor SNP reduzierte nicht zusétzlichen die
Apoptose. Bei Uberexpression von TRX (C32/35S), das weiterhin S-nitrosyliert werden kann,
konnte jedoch durch Gabe von exogenem NO die H,O,-induzierte Apoptose wieder
vollstéandig inhibiert werden (Abb. 41).
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Abbildung 41: Die anti-apoptotische Funktion von TRX ist abhangig von NO und der redox-regulatorischen Domane.
HUVEC wurden mit TRXwt, TRX (C69S), TRX (C32/35S) transfiziert und mit 200 uM H,O, und 10 pM SNP fiir 18 h
inkubiert und die Apoptoserate bestimmt (2.3.3.) Die Mittelwerte wurden bestimmt + S.E.M. *p<0,05, n=6, **p<0,05, n=6
#p<0,05 gegen LP+H202 n=6

Diese Daten zeigen, dass der anti-apoptotische Effekt von TRX sowohl von der redox-
regul atorischen Doméne an Cystein 32/35 als auch von der S-Nitrosylierung an Cystein 69
abhangig ist.



4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte mit Hilfe unterschiedlicher Methoden gezeigt werden, dass es
Regulationsmechanismen fir die S-Nitrosylierung bzw. Denitrosylierung in Endothelzellen
gibt. Dabei konnte mittels Immunfluoreszenzfarbung und dem Saville-Griess Assay eine
Regulation des Gesamtgehaltes an S-nitrosylierten Moleklen und mittels DAN-Assay und
der biotin switch method eine Regulation von spezifischen Zielproteinen deutlich gemacht
werden. Dass die S-Nitrosylierung nicht nur ein Mechanismus ist, der auf Endothelzellen
beschrankt ist, zeigen Befunde von anderen Arbeitsgruppen. So konnte die Relevanz der
S-Nitrosylierung sowohl fir neuronale Zellen, as auch fr eine Vielzahl anderer Gewebe und
Zé€lltypen wie z.B. Macrophagen, T-Zellen und Muskelzellen gezeigt werden (Gow et al.,
2002; Jaffrey et al., 2001; Mannick et al., 1999; Stamler et al., 2001; Sun et al., 2001). In
dieser Arbeit wurden die Studien jedoch auf Endothelzellen beschrankt.

4.1. Identifizierung der S-nitrosylierten Molekllein Endothelzellen

Nach Etablierung der verschiedenen Methoden zum Nachwels der S-Nitrosylierung, sollten
zuerst die S-nitrosylierten Molekile in Endothel zellen identifiziert werden. Das Tripeptid
Glutathion (GSH) ist Bestandteil eines antioxidativen Systemes, dessen Rolle fur die
Regulation des Redox-Status kontrovers diskutiert wird. GSH selber kann S-nitrosyliert
werden, wodurch GSNO entsteht. Diese Bildung von GSNO wurde lange Zeit als die zentrale
Reaktion fUr die Bioverfugbarkeit von NO angesehen. Diein dieser Arbeit erhobenen Daten
zeigen alerdings deutlich, dass in Endothelzellen GSH bzw. GSNO keine grof3e Bedeutung
fur den S-NO Gehalt und damit fur die intrazellulére Bioverfugbarkeit von NO besitzen.
Diese Befunde sind in Ubereinstimmung mit Daten von Eu et al. die fir Macrophagen zeigen
konnten, dass der gréfite Teil an S-nitrosylierten Molekilen Proteine sind (Eu et al., 2000a).
Auf der anderen Seite zeigten Lipton et a. dass GSNO als Vorlaufer von S-Nitrosocysteinyl
Glycin eine wichtige Rolle fir die Kontrolle der Atemfrequenz zu besitzen scheint (Lipton et
al., 2001). In deoxygeniertem Blut, wie es z.B. unter Hypoxie Bedingungen vorkommt,
reagiert GSH zu GSNO (Lipton et al., 2001). Lipton et al. postulieren, dass dieses GSNO als
Signalmolekll lokal am nucleus tractus solitarius enzymatisch zu Nitrosocysteinyl Glycin
gespalten wird und somit zu einer Erhdhung der Atemfrequenz fihrt. Diese erhohte
Atemfrequenz wiederum bedingt eine erhdhte Sauerstoffaufnahme und trégt somit zu einer
Reduktion der Hypoxie bel (Lipton et al., 2001). Zusammenfassend wird klar, dass zwischen

der Funktion und Bedeutung von GSH intrazellulér in Endothel zellen und extrazelluldr im

65



Gefél3system deutlich unterschieden werden muss. Diein dieser Arbeit beschriebenen
Effekte beziehen sich alle auf intrazellul&re Reaktionen in Endothel zellen, bei denen die
S-Nitrosylierung von GSH keine grof3e Bedeutung besitzt.

4.2. Regulation der S-Nitrosylierung durch laminare Schubspannung

Die laminare Schubspannung a's physiologisch wichtigster Stimulus zur Bildung von NO
durch die eNOS (Busse and Fleming, 1998) besitzt eine wichtige Funktion fir die
Gefanbiologie. Esist bekannt, dass atherosklerotische Lasionen préferentiell an Bifurkationen
der Gefal3e und in Regionen mit turbulentem Fluss auftreten (Glagov et a., 1988; Ku et al.,
1985). Im Gegensatz dazu konnte in zahlreichen Studien der atheroprotektive Effekt der
laminaren Schubspannung in vitro und in vivo gezeigt werden (zur Ubersicht siehe (Traub and
Berk, 1998)). Einige dieser Effekte der laminaren Schubspannung werden tUber NO vermittelt.
Die Inhibition der TNFa- oder oxLDL- induzierten Apoptose durch laminare Schubspannung
ist z.B. einer dieser Effekte (Dimmeler et al., 1996; Dimmeler et al., 1999b). Das verstéarkt
gebildete NO kénnte Uber S-Nitrosylierung von Proteinen al's moglichen Singaltransduktions-
mechanismus wirken. Daher sollte der Effekt der laminaren Schubspannung auf die
S-Nitrosylierung in Endothel zellen untersucht werden. Applikation von laminarer
Schubspannung fur 24 h erhéhte signifikant den Gehalt an S-nitrosylierten Molekilen in
Endothelzellen. Dieser Effekt ist abhéngig von der NO-Synthese, da durch gleichzeitige Gabe
des NO-Synthase Inhibitors L-NMMA die Zunahme vollstandig blockiert werden konnte.
Zusétzlich dazu konnte auch eine verstérkte S-Nitrosylierung der Caspase-3 Untereinheit p17
nachgewiesen werden. Da S-Nitrosylierung der Caspase-3 am reaktiven Cystein im
katalytischen Zentrum zur Inhibition der Enzymaktivitat fuhrt (Dimmeler et al., 1997b;
Réssig et al., 1999), kdnnten diese Daten unter anderem den anti-apoptotischen Effekt der
laminaren Schubspannung auf biochemischer Basis erklaren. Diese Hypothese wird zusétzlich
durch Daten unterstiitzt, bei denen die Caspase-3 dhnliche Aktivitét durch Applikation von
laminarer Schubspannung unter Kontrollniveau reduziert wird (Dimmeler et al., 1997b).

Ein bekanntes Ziel protein, das durch S-Nitrosylierung reguliert wird ist die GTPase p21'®,
S-Nitrosylierung von p21" fiihrt zu einem Austausch von GDP zu GTP und zu einer
Aktivierung der Proteine die durch p21"® modifiziert werden. Fir Endothelzellen konnte
durch eine verstarkte S-Nitrosylierung von p21® zum Beispiel die Aktivierung des RAF,
MEK und ERK 1/2 MAP-kinase Signaltransduktionsweges eine Rolle spielen, da durch
ERK 1/2 z.B. Transkriptionsfaktoren wie SP-1 und AP-1 reguliert werden, die fir einige
Effekte der laminaren Schubspannung wichtig sind.
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Neben p21" konnte auch eine verstarkte S-Nitrosylierung der Tyrosinkinase c-Src von
Bedeutung sein, die unter anderem durch S-Nitrosylierung reguliert werden kann. In
unterschiedlichen Studien wurde eine Involvierung der c-Src Kinase in die Signaltransduktion
von laminarer Schubspannung gezeigt werden (Davis et a., 2001; Okudaet al., 1999; Traub
and Berk, 1998). Dievon Daviset al., gezeigte Stabilisierung der eNOS mRNA Expression
nach Applikation von laminarer Schubspannung tber einen c-Src abhangigen Mechanismus
lasst Raum zu Spekulationen Uber ein Feedback von NO Uber c-Src-Aktivierung und eNOS
MRNA Regulation (Davis et a., 2001). Welitere fir die Signaltransduktionsweiterleitung der
laminaren Schubspannung wichtige Zielproteine sind verschiedene Inonenkanéle, vor alen
Dingen der L-type Ca®* - Kanal oder der store operated Ca?* - Kanal, die fiir die Funktion
von Endothelzellen von Bedeutung sind (zur Ubersicht siehe (Nilius and Droogmans, 2001)).
Diessind nur einige Beispiele, Uber die ein erhdhter Gehalt an S-nitrosylierten Verbindungen
in die Signaltransduktion der laminaren Schubspannug involviert sein kdnnte. Neben diesem
Mechanismus, der Uber einen Langzeiteffekt die S-Nitrosylierung in Endothelzellen reguliert,
war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, Mechanismen zu identifizieren, die zu einer Reduktion

der S-Nitrosylierung in Endothelzellen fuhren.

4.3. Zellalterung reduziert die S-Nitrosylierung in Endothelzellen

Mit Hilfe eines Zellkulturmodelles, bei dem HUVEC kontinuierlich passagiert wurden,
sollten die Effekte des Alterns auf die S-Nitrosylierung untersucht werden. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass es wahrend des Alterns von HUVEC zu einer Reduktion der
Proteinexpression der eNOS kommt und diese verminderte eNOS Proteinexpression mit
einem auf fast 40% reduzierten S-NO Gehalt einhergeht. Diese Reduktion des S-NO Gehaltes
fuhrt basal zu keiner Anderung der Apoptoserate in Endothelzellen. Allerdingsist die
Sengitivitdt gegentber dem pro-apoptotischen Stimulus TNFa und dem pro-atherogenen
Stimulus oxLDL nach Reduktion des S-NO Gehaltes drastisch erhoht. Ein moglicher

M echanismus, Uber den die erhdhte Caspase-3 ahnliche Aktivitét und die erhdhte
Apoptoserate zu erkléaren ist, konnte die reduzierte Bioverfugbarkeit von NO sein. Wie schon
in den vorherigen Abschnitten beschrieben, inhibiert NO die Caspase-3 Aktivitét durch
S-Nitrosylierung des aktiven Zentrums (Dimmeler et al., 1997b; Haendeler et al., 1997,
Rossig et al., 1999). Daher konnte es sein, dass alternde Endothel zellen nicht mehr in der
Lage sind ausreichend NO nach Stimulation mit TNFa bzw. oxLDL fur die Inhibition der

Caspase-3 zu rekrutieren. In bereits publizierten Arbeiten konnte eine verminderte
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Proteinexpression der eNOS auch in alternden Ratten und atherosklerotischen Gefal3en
gezeigt werden (Chou et al., 1998; Wilcox et al., 1997). Zusétzlich zu der reduzierten eNOS
Proteinexpression konnte ein vermehrtes Auftreten von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
speziell des Superoxidanions O, fur die verringerte Bioverfugbarkeit fir NO verantwortlich
sein (Kerr et al., 1999; White et al., 1994). Eine Quelle fur die Produktion von O, kénnte eine
entkoppelte eNOS sein (Ozaki et a., 2002). Zusétzlich gibt esimmer mehr Hinweise, dass es
Uber eine Entkopplung der Atmungskette der Mitochondrien im Altern zu einer verstarkten
Produktion von O," kommt (Finkel and Holbrook, 2000; K okoszka et al., 2001). Ausserdem
konnte kuirzlich gezeigt werden, dass esim Alter zu einer verstérkten Bildung von
Peroxynitrit (ONOQO") kommt (van der Loo et al., 2000). Da die Reaktionsgeschwindigkeit
von NO und O, zu ONOO™ 1000 fach schneller ist als von NO mit Proteinen oder Peptiden,
konnte natdrlich ein Grund fur eine reduzierte Bioverfligbarkeit von NO die vermehrte
Bildung von ONOO' sein. Jedoch war es méglich auch in aternden HUVEC die TNFa- und
oxLDL-induzierte Apoptose durch exogenes NO zu inhibieren. Dies zeigt, dassin diesem
System die Bildung von ONOO™ wenn Uberhaupt, nur einen geringen Einfluf3 auf die
Reduktion der Bioverflgbarkeit von NO in alternden Endothel zellen hat. Die biologische
Relevanz der in dieser Arbeit erhobenen Befunde konnte durch einein vivo Studie an
Primaten gezeigt werden. Asai et al., untersuchten 13 junge mannliche Makaken und 9 alte
mannliche Makaken. Interessanterweise stellten sie keine Zunahme der Atherosklerose fest
(Asai et d., 2000). Deutlich wurde alerdings, dass die Acetylcholin induzierte endothel -
abhangige Geféldrelaxation bel dliteren Primaten verringert war. Zwar konnte keine vermehrte
Atherosklerose, wohl aber eine verstérkte Apoptose in den Gefél3en gezeigt werden. Die
daraus resultierende erniedrigte Anzahl an Endothel zellen machen die Autoren fir die
verminderte endothel-abhangige Acetylcholin Antwort verantwortlich (Asai et a., 2000). In
den letzten Jahren hat sich mehr und mehr die Hypothese etabliert, dass vor der Entwicklung
der Atherosklerose die Entstehung der endothelialen Dysfunktion auftritt (zur Ubersicht siehe
(Ross, 1999; Rossig et al., 2001)). Im Geféldsystem zirkulierende Risikofaktoren wie z.B.
TNFa und oxLDL kdnnten durch die reduzierte Bioverfligbarkeit von NO im Alter durch eine

erhdhte Apoptosesensitivitét zu der hoheren Inzidenz der Atherosklerose beitragen.

4.4. TNFa- und oxL DL -induzierte Denitrosylierung in Endothelzellen

In einem in vitro Modell fir das Altern konnte Uber einen langeren Zeitraum eine Reduktion
der eNOS Proteinexpression und dadurch eine Reduktion des Gesamtgehaltes an

S-Nitrosylierung in Endothel zellen gezeigt werden. Die 1999 von Mannick et al., erschienene
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Studie konnte jedoch zeigen, dass die S-Nitrosylierung der Caspase-3 nach Stimulation von
humanen T-Zellen mit Fas-Liganden akut reduziert ist (Mannick et al., 1999). Durch
zahlreiche Studien der letzten Jahre wird immer deutlicher, dass S-Nitrosylierung ein
Signaltransduktionsweg mit vergleichbaren Charakteristika wie die Phosphorylierung ist. In
dieser Arbeit konnte demonstriert werden, das innerhalb von 18 h Stunden der Gehalt an
S-nitrosylierten Molektlen in Endothelzellen deutlich reduziert ist. Dies konnte sowohl fiir
den Gesamtgehalt an S-nitrosylierten Verbindungen mit Hilfe des Saville-Griess Assays, als
auch fur spezifische Ziel proteine mittels des DAN-Assay und der biotin switch method
gezeigt werden. Diese Reduktion der S-nitrosylierten Moleklle kdnnte durch einer reduzierte
eNOS Proteinexpression oder NO Bioverfligbarkeit nach Stimulation von HUVEC mit TNFa
oder oxLDL begrindet sein, da gezeigt werden konnte, dass die eNOS mRNA Stabilitdt nach
TNFa Stimulation reduziert ist (Alonso et a., 1997). Die Daten dieser Arbeit sprechen jedoch
gegen einen solchen Mechanismus, da Inhibition der NO-Synthese erst nach 48 h zu einer
deutliche Reduktion des S-NO Gehaltes fuihrte. Die Halbwertszeit der S-Nitrosylierung ist
also > 24 h. Somit kann ein reduzierter eNOS mMRNA-Spiegel innerhalb dieses Zeitraumes
nicht fir eine Reduktion der S-Nitrosylierung verantwortlich sein. Diesist in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Mannick et al., die ebenfalls erst nach tiber 24 h
Blockade der NO-Synthase eine reduzierte S-Nitrosylierung der Caspase-3 beobachten
konnten (Mannick et al., 1999). Die Beobachtung, dass die Reduktion des S-NO Gehaltes
innerhalb von 18 h nach Stimulation mit TNFa oder oxLDL erfolgte, |&3t vermuten, dassein
aktiver Prozess der Denitrosylierung vorliegt. Durch die biotin switch method konnte eine
Denitrosylierung von einer Vielzahl von Zielproteinen in unterschiedlicher Starke
nachgewiesen werden. Es handelt sich aso nicht nur um eine quantitative Denitrosylierung,
sondern auch um eine qualitative Denitrosylierung. Diese Daten unterstreichen weiter, dass
S-Nitrosylierung die Funktion von Proteinen reguliert, da es nicht zu einer generellen
Reduktion von alen S-nitrosylierten Proteinen kommt. Wie konnte eine aktive
Denitrosylierung induziert werden? Ein moglicher Mechanismus wére die Induktion eines
Enzyms, welches NO aus der S-Nitrosylierung |6st. In Bakterien sind Systeme bekannt, die
sowohl konstitutiv as auch induzierbar NO aus S-NO Verbindungen |6sen (Hausladen et al .,
1996). Fur Eukaryoten wurde erst kirzlich ein Enzym entdeckt, das NO aus GSNO 10st (Liu
et a., 2001). Diese NADH abhéngige Formaldehyd Dehydrogenase oder auch Alkohol
Dehydrogenase Typ | (ADH Typ I) besitzt eine hohe Spezifitét fir GSNO und nur sehr
geringe Aktivtat gegentiber Protein-SNO Verbindungen (Liu et al., 2001). Die Aktivitét dieser
GSNO Reduktase ist NADH abhangig und zwar in einer Stoichometrie von NADH zu GSNO
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von 1:1 (Liu et a., 2001). Neben RAW 264.7 Zellen konnte eine Aktivitdt auch in anderen
Geweben und in SVEC4-10 Endothelzellen der Maus nachgewiesen werden (Liu et al., 2001).
Dies l&sst die Hypothese zu, dass es einen Mechanismus fur die Denitrosylierung gibt.
Anhand der der Studie von Liu et al. im Vergleich zu den Daten dieser Arbeit kann man
vermuten, dassin HUVEC potentiell eine oder mehrere Nitrosylasen vorhanden sein konnten,
die durch Stimuli wie z.B. TNFa oder oxLDL -induziert werden kdnnen und zu einer
Reduktion der S-Nitrosylierung von Proteinen fuhren.

Neben dieser potentiellen Aktivierung eines enzymatischen Prozesses konnten allerdings auch
hohe Mengen an ROS fur eine Reduktion der S-Nitrosylierung verantwortlich sein. Fir TNFa
konnte gezeigt werden, dass die Induktion der Apoptose zum Teil Uber eine Erhdhung der
ROS erfolgt (Goossens et al., 1995; Schulze-Osthoff et al., 1992). Diese erhthten ROS
koénnten dann zu einer Oxidation der SH-Gruppe und somit zu einem Verlust der
S-Nitrosylierung fuhren. Diese Hypothese scheint aber eher unwahrscheinlich, da durch
Inkubation mit dem Antioxidans N-Acetylcystein keine Inhibition der TNFa-induzierten
Reduktion der S-Nitrosylierung erfolgte (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe). Somit
scheint die Erhéhung der Mengen an intrazellularen ROS nicht fir die Denitrosylierung
verantwortlich zu sein. Theoretisch kénnten auch zweiwertige Nebengruppenmetalle eine
Denitrosylierung bewirken, jedoch gibt es fir einen solchen VVorgang in Zellen keine
experimentellen Daten, die eine erhdhte Frei setzung solcher reaktiver Nebengruppenmetalle
zeigt. Zusammengefasst ist die Aktivierung einer potentiellen Nitrosylase die

wahrscheinlichere Hypothese fir den Mechanismus einer Denitrosylierung.

4.5. Regulation der S-Nitrosylierung/ Denitrosylierung in Endothelzellen

Fasst man die bisher diskutierten Daten dieser Arbeit zusammen, so wird klar, dass esin vivo
in Endothel zellen eine kontrollierte Regulation der S-Nitrosylierung bzw. Denitrosylierung
gibt. Neben der physiologischen Regulation der S-Nitrosylierung Giber Langzeitmechanismen
wie z.B. die Erhdhung durch laminare Schubspannung bzw. die Reduktion durch das Altern
von Endothelzellen gibt es auch eine akute Regulation der S-Nitrosylierung mit Stimuli, die
fr die Pathophysiologie z.B. der endothelialen Dysfunktion von Bedeutung sind (siehe
Abbildung 42)
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Abbildung 42: Schema zur Regulation der S-Nitrosylierung und Denitrosylierung in Endothelzellen.

Diese Daten geben einen weiteren Einblick in die Regulationsmechanismen fir die
S-Nitrosylierung bzw. Denitrosylierung und machen deutlich, dass es sich hierbel um einen
Signaltransduktionsweg handelt, der spezifisch reguliert wird. Die Identifizierung einer
potentiellen Nitrosylase und weiterer Zielproteine wirde zu einem genaueren Verstéandnis des

Einflusses fur intrazellulére V organge beitragen.

4.6. Strategie zur ldentifizierung einer potentiellen Nitrosylase

Diein Abschnitt 3.6.1. gezeigten Daten zeigen, dass die Alkohol Dehydrogenase Typ | in
HUV EC keine entscheidende Rolle fir den S-NO Gehalt spielt. Mittels Antisense
Transfektion konnten die mRNA Spiegel deutlich reduziert werden. Da es keinen spezifischen
Antikorper fur die ADH Typ | gibt, konnte die Proteinexpression nicht kontrolliert werden,
allerdings sollte bei dem deutlichen Effekt auf die mRNA Spiegel innerhalb von 18 h auch ein
Effekt auf die Proteinexpression vorhanden sein. Unter der Hypothese, dassdie ADH Typ |
einen Einfluss auf den Gehalt an S-nitrosylierten Proteinen besitzt, sollte nach Antisense
Transfektion ein deutlicher Effekt auf den S-NO Gehalt zu beobachten sein. Die Experimente
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zeigen aber deutlich, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen Sense und Antisense
transfizierten Zellen gibt. Da die hohe Spezifitét dieses Enzyms beztiglich GSNO bekannt ist
(Liu et a., 2001) und in den hier verwendeten HUVEC GSNO nur einen sehr geringen Anteil
an dem Gesamtgehalt der S-nitrosylierten Molekile besitzt, ist eine Beteiligung der ADH Typ
| an der Regulation des S-NO Gehaltes sehr unwahrscheinlich. Die Verwendung von Peptiden
zur Untersuchung von z.B. Phosphatasen oder anderen Enzymen hat sich in den letzten Jahren
als eine sehr reproduzierbare und technisch gute Methode erwiesen. Die Vorteile eines
solchen Systems sind die hohe Reinheit des Substrates, und seine gute Detektionsmoglichkeit.
In Abschnitt 3.5.2. wurde ausfuhrlich der Aufbau dieses Peptides besprochen und die
Experimente zeigen deutlich, dass das verwendete Peptid in vitro reproduzierbar S-nitrosyliert
werden kann. Diese S-Nitrosylierung ist reversibel und kann mit mehreren Methoden
nachgewiesen werden. Der néchste Schritt ware nun eine Nitrosylaseaktivitdt mittels des
synthetischen, S-nitrosylierten Peptides a's Substrat in Zellextrakten von stimulierten HUVEC
nachzuweisen. Erste vorlaufige Experimente zeigen, dass diese Aktivitét detektierbar ist.
Somit kénnte dann nach Bestétigung dieser ersten Versuche eine Aufreinigung der
Zellextrakte mittels unterschiedlicher chromatographischer Schritte erfolgen, an deren Ende
die Identifizierung einer potentiellen Nitrosylase stehen kdnnte. Die Identifizierung einer
potentiellen Nitrosylase und die Kenntnisihrer Struktur bzw. ihrer Regulation wirde ein
besseres Verstandnis der Regulation des Aquilibriums zwischen S-Nitrosylierung und
Denitrosylierung zulassen. Desweiteren wirde es neue Mdglichkeiten fir die Entwicklung

spezifischer Pharmaka ermdglichen, die die Bioverfigbarkeit von NO erhohen.

4.7. TRX ein neues durch S-Nitrosylierung reguliertes Protein

Durch verschiedene Methoden konnte in dieser Arbeit die S-Nitrosylierung von Thioredoxin
(TRX) an Cystein 69 nachgewiesen werden. Zusétzlich zeigte sich, dass der SSNO Gehalt in
Endothelzellen abhéngig ist von der Proteinexpression von TRX. Das Cystein 69 liegt
innerhalb einer Konsensus-Sequenz fur S-Nitrosylierung und unterstreicht damit die Theorie
des acid/base Motives. Eine S-Nitrosylierung der anderen beiden reaktiven Cysteine an
Position 32 und 35 konnte in HUVEC nicht nachgewiesen werden. Esist jedoch nicht
auszuschliessen, dass durch sensitivere Methoden, wie z.B. Massenspektometrie noch weitere
Cysteine detektiert werden kdnnen, die S-nitrosyliert sind. Eine Limitation der
Massenspektometrie ist allerdings, dass sehr hohe Proteinmengen bendtigt werden, dadie

M assenspektrometrie nur am aufgereinigten, S-nitrosylierten Protein moglich ist. Des

weiteren ist es sehr schwierig unter aeroben Bedingungen, die S-Nitrosylierung des Proteins
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wahrend der Aufreinigung fur die Massenspektrometrie zu erhalten. Daher wird fir die

M assenspektrometrie meist das Protein zuerst aufgereinigt und dann in vitro S-nitrosyliert.
Dies hat jedoch wiederum den Nachteil, dass unter diesen nicht physiol ogischen Bedingungen
es zur falschpositiven S-Nitrosylierung von reaktiven Cysteinen kommen kann. Die in dieser
Arbeit mittels DAN-Assay erhobenen Daten zeigen hingegen die wichtige Funktion der
S-Nitrosylierung von Cystein 69 in Zellen unter physiologischen Bedingungen, dabel dieser
Methode in vivo,also in Zellen, S-nitrosyliertes Protein immunprazipitiert und gemessen wird.
Zur Entfaltung der vollen antioxidativen Kapazitdt von TRX in Endothelzellenist eine
S-Nitrosylierung an Cystein 69 notwendig. Sowohl die Messung der reaktiven
Sauerstoffspezies, as auch die TRX — Aktivitétsmessungen zeigen, dass der Verlust einer
S-Nitrosylierung an Cystein 69 eine Reduktion der TRX-Aktivitat bedingt. Ausserdem wurde
mittels aufgereinigtem TRX in einem in vitro Assay gezeigt, dass NO in einem zellfreien
System durch Bindung an Cystein 69 die TRX-Aktivitét erhoht, und dass die basale Aktivtat
von TRX wt und TRX (C69S) keine Unterschiede aufweist. Auch wenn dies kein direkter
Beweisist, dass der Austausch des Cystein 69 gegen Serin keinen Effekt auf die
Tertidrstruktur und somit auf die Reduktase-Aktivitét besitzt, so sind dies doch starke

Hinweise, die gegen eine solche Veréanderung sprechen.

100% 50% 09 | TRX-Aktivitat
TRX TRX TRX

(07 Oy o.- O,
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Abbildung 43: Schema zur Regulation der Reduktas-Aktivitat von TRX durch S-Nitrosylierung an Cystein 69.
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In Abbildung 43 ist der Effekt einer S-Nitrosylierung von TRX auf die Reduktase-Aktivitét
und den damit verbundenen Effekt auf die Menge an intrazelluléren ROS schematisch
dargestellt.

Esist bekannt, dass ROS in Endothel zellen Apoptose induzieren konnen (Abello et al., 1994;
Bayraktutan et a., 2000; Chandra et al., 2000; Dimmeler and Zeiher, 2000). Neben der
Funktion als antioxidatives System sind auch anti-apoptotische Funktionen von TRX bekannt
(Baker et a., 1997). Die bisher in der Literatur beschriebenen anti-apoptotischen Funktionen
von TRX wurden Uber die redox-regulatorische Doméane vermittelt. Zum einen reduziert TRX
Uber die redox-regulatorische Doméane ROS und inhibiert dadurch Apoptose (Mitsui et al.,
1992; Nakamuraet al., 1994). Zum anderen bindet Trx tUber die Cysteine 32 und 35 z.B. die
pro-apoptotische Kinase ASK-1 und inhibiert so ihre Aktivitét (Saitoh et al., 1998).

Dass die redox-regul atorische Doméane essentiell flr eine anti-apoptotische Funktion von
TRX igt, konnte in einer Leukdmie Zell-Linie nachgewiesen werden, in denen ein redox-
inaktives TRX Uberexprimiert wurde (Freemerman and Powis, 2000).

In Endothel zellen war zu Beginn dieser Arbeit noch keine Funktion von TRX fir die
Regulation der Apoptose beschrieben. In dieser Arbeit konnte aufgeklart werden, dass sowohl
die redox-regulatorische Doméane als auch die S-Nitrosylierung an Cystein 69 partiell fir den
anti-apoptotischen Effekt von TRX verantwortlich sind. Die Blockade der NO-Synthese
bewirkte keine zusétzliche Reduktion der anti-apoptotischen Kapazitét von TRX (C69S).
Interessanterweise wurde durch Blockade der NO-Synthese bei Uberexpression von TRX
(C32/35S) der anti-apoptotische Effekt komplett aufgehoben und vis versa konnte durch Gabe
von exogenem NO bel diesem Konstrukt die vollstandige anti-apoptotische Kapazitat wieder
hergestellt werden. Daraus folgt, dass die Inhibition der Apoptose durch TRX in
Endothelzellen von seiner redox-regulatorischen Doméne und der S-Nitrosylierung an
Cystein 69 abhangig ist. Dass dies ein spezifischer Effekt fir NO produzierende Zellenist,
wird deutlich, dain HEK 293 Zellen, die kein endogenes NO produzieren, die TNFa/CHX
induzierte Apoptose durch TRX (C69S) genau wie bei TRX wt komplett inhibiert wird
(Haendeler et al., 2002). In diesen Zellen wird der anti-apoptotische Effekt also ausschliefdich
Uber die redox-regulatorische Doméne vermittelt. Der zugrunde liegende M echanismus fur
die Apoptoseinhibition von TRX Uber die S-Nitrosylierung an Cystein 69 kann tber zwei
unterschiedliche Phénome erklart werden. Zum einen konnte die Reduktase-Aktivitét
abhangig sind von der S-Nitrosylierung an Cystein 69 und zum anderen TRX als
Transnitrosylierungmolekil von Bedeutung sein. Die Tatsache, dass die Transfektion mit

Antisense Oligonukleotiden gegen TRX einen so drastischen Effekt auf S-nitrosylierte
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Molektile besitzt, lasst Raum fur die Spekulation, dass dieses Protein entscheidend ist fur die
S-Nitrosylierung von anderen Ziel proteinen. Fir GSNO wurden Transnitrosierungsreaktionen
disskutiert (Chiueh and Rauhala, 1999; Tsikas et al., 1999), d.h GSNO kodnnte die Funktion
eines Transportmolekils fir NO tbernehmen. Da wie beschrieben GSNO in HUVEC jedoch
nur eine geringe Rolle fir die S-Nitrosylierung spielt, wére TRX ein Kandidat fur diesen
Mechanismus. Die S-Nitrosylierung der Caspasen z.B. konnte tber TRX vermittelt sein, oder
aber TRX stabilisiert die S-Nitrosylierung dieser Proteine Uber das Cystein 69. Erste
Hinwelise, dass diese Hypothese zutreffen konnte, wurde durch Co-immunprézipitation von
Caspase-3 mit TRX erhalten (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe). In HUVEC erfolgt also
tatséchlich eine Interaktion zwischen Caspase-3 und TRX. Inwiefern diese Bindung einen
Einfluss auf die S-Nitrosylierung und damit die Inhibition der Caspase-3 hat muss in weiteren
Studien geklart werden.

Das TRX-System ist eines der wichtigen antioxidativen-Systeme neben dem Glutathion-
System zur Regulation des intrazellul&ren Redox-Status (Nordberg and Arner, 2001). Die
Tatsache, dass die Aktivitét dieses Systems in Endothel zellen abhangig ist von NO, zeigt
einen neuen Mechanismus, wie NO mit der Signaltransduktion von ROS interagiert,
zusétzlich zu den bekannten Reaktionen zwischen NO und O, . Dass die Regulation des
intrazellularen Redox-Status wichtig sein konnte fir die Spezifitét der S-Nitrosylierung lassen
Experimente anhand des Cal cium-Kanal/Ryanodine Rezeptor (RyR1) vermuten. Im
Skelettmuskel konnte fir diesen Rezeptor gezeigt werden, dass die Regulation seiner
Funktion durch S-Nitrosylierung nur unter bestimmtem Sauerstoffpartialdruck (pO.)
stattfindet (Eu et al., 2000b). Physiologischer pO, kontrolliert den Redox-Status bei 6-8 von
50 Thiolen einer RyR1 Untereinheit, so dass nur unter diesen Bedingungen ein einzelnes
Cystein durch NO S-nitrosyliert werden kann (Eu et al., 2000b). Fir Hamoglobin konnte
gezeigt werden, dass durch S-Nitrosylierung des Anion-Exchangers 1, der in der Membran
von roten Blutzellen lokalisiert ist, es zu einer Konformationsanderung des Hamoglobinsin
den deoxygenierten Zustand kommt. Dies bedingt den Transfer einer NO-Gruppe durch die
Membran und fihrt somit zur Gefél3relaxation (Pawloski et a., 2001). In diesen beiden Fallen
ist der physiologische Sauerstoffpartialdruck eine Voraussetzung fir die S-Nitrosylierung der
Zielproteine.

Im Falle des TRX handelt es sich aber um ein neues Konzept, da S-Nitrosylierung an Cystein
69 eine Erhohung der Reduktase-Aktivitét bedingt und somit die Konzentration von reaktiven
Sauerstoffspezies reguliert. Das heisst in diesem System ist die S-Nitrosylierung
Voraussetzung fir die Modulation der ROS-Spiegdl. Fir die Entfaltung der vollsténdigen
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Reduktaseaktivitdt in NO-bildenden Zellen ist eine S-Nitrosylierung von TRX an Cystein 69
notwendig. Diese S-Nitrosylierung von TRX an Cystein 69 zusammen mit der redox-

regul atorischen Doméne (Cysteine 32 und 35) sind wichtig fur die anti-apoptotische Funktion
von TRX in Endothelzellen. Dadurch wurden in dieser Arbeit bedeutende Funktionen von
TRX fir die Biologie der Endothel zelle identifiziert.

4.8. Ausblick

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass in Endothelzellen die S-Nitrosylierung von Proteinen
durch unterschiedliche Mechanismen reguliert werden. Auf der einen Seite erfolgt Uber die
laminare Schubspannung eine Erhdéhung der eNOS Proteinexpression- und aktivitét und somit
subsequent durch die vermehrte Freisetzung von NO eine Erhéhung der S-Nitrosylierung tber
einen langfristigen Zeitraum. Auf der anderen Seite konnten auch Mechanismen identifiziert
werden, die zu einer Reduktion der S-Nitrosylierung in Endothel zellen fihren, sowohl Uber
einen langfristigen Zeitraum bel dem in vitro Modell des Alterns, als auch bei einer akuten
Denitrosylierung nach Stimulation mit dem pro-apoptotischen TNFa und dem pro-
atherogenen oxLDL. Diese Befunde unterstreichen, dass die Modifikation der Proteinfunktion
durch S-Nitrosylierung in Endothelzellen ein spezifisch regulierter Prozessist. Dass dies nicht
nur fir Endothelzellen zutrifft, sondern auch in anderen Zelltypen von Bedeutung ist wurde in
einer kiirzlich publizierten Ubersichtsarbeit von Stamler et al. ausfihrlich beschrieben
(Stamler et a., 2001). Die Tatsache, dass der Gesamtgehalt an S-Nitrosylierung nach
Applikation von laminarer Schubspannung signifikant erhoht ist, und eine Reihe von
Signaltransduktionsmol ekilen durch S-Nitrosylierung modifiziert werden, geben Raum zur
Spekulation, inwiefern dieser Mechanismus fur die Signaltransduktion der laminaren
Schubspannung von Bedutung ist. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um dieser
Fragestellung nachzugehen und die Zusammenhange zwischen S-Nitrosylierung und den
Effekten der laminaren Schubspannung aufzuklaren.

Die reduzierte Proteinexpression der eNOS, sowie die damit einhergehende Reduktion des
S-NO Gehaltes in alternden HUV EC zusammen mit Befunden aus tierexperimentellen
Studien, zeigt, dass im Altern die Bioverfugbarkeit von NO deutlich reduziert ist. Genauere
Untersuchungen sind aber notwendig um die Zusammenhange der Regulation dieser
Bioverflgbarkeit von NO zu verstehen. Jedoch wére dies ein interessanter Ansatzpunkt fir
die Verbesserung klinischer Parameter mittels geeigneten, pharmakol ogischen Substanzen. In
diesem Zusammenhang ware auch die Indentifizierung einer oder mehrerer potentieller
Nitrosylasen von Interesse, da die Regulation der Aktivitét eines solchen Enzymes
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entscheidenden Einfluld auf die Bioverfugbarkeit von NO und die Biologie der Endothelzelle
haben konnte.

Die ldentifizierung von TRX als neues Zielprotein fur die S-Nitrosylierung und die damit
verbundene wichtige Funktion in Endothelzellen unterstreicht die enge Verkniipfung von NO,
ROS und Apoptose fur die Biologie dieser Zellen. Da die S-Nitrosylierung von TRX wichtig
fUr die anti-apoptotische Funktion und die vollstandige Entfaltung der redox-regulatorischen
Kapazitéat von TRX ist, wére es interessant zu wissen, welchen Einfluf3 unterschiedliche
Konzentrationen von ROS auf die Regulation von TRX haben. Eine Regulation von TRX
durch ROS in Endothelzellen ist anzunehmen, dain Fibroblasten eine Induktion der TRX
Expression durch UV-Strahlung gezeigt werden konnte (Didier et a., 2001). Behandlung von
Zellen mit UV-Strahlung fihrt zur Bildung von erhéhten Mengen an ROS, so dass diese
Befunde fur eine Regulation von TRX durch ROS sprechen.

Alle diese Studien konnten zu einem weiteren Versténdnis der Regulation und Funktion der

S-Nitrosylierung al's Signal transduktionsmechanismus beitragen.
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5. Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein kurzlebiges Gas, welches in biologischen Systemen
verschiedene Funktionen Ubernehmen kann. Abhéngig von der Konzentration ist NO ein
zweischneidiges Schwert beziiglich seiner biologischen Effekte, da esin hohen Dosen pro-
apoptotisch und in physiologischen Dosen anti-apoptotisch wirkt. Das von der eNOSin
Endothelzellen gebildete NO ist ein wichtiger Faktor fir die Geféldrelaxation, ein anti-
inflammatorisches Mol ekl ein zentraler Faktor fir die Angiogenese und esinhibiert die
Apoptose. Die reversible Modifikationen der Funktion von Ziel proteinen durch
S-Nitrosylierung ist ein Mechanismus, wie NO seine Effekte mediert. In den letzten Jahren
sind eine Vielzahl von Zielproteinen entdeckt worden, deren Funktion durch S-Nitrosylierung
modifiziert werden, die deutlich machen, dass S-Nitrosylierung die Funktion eines
Signaltransduktionsmechani smus tbernimmt. Dain humanen T-Zellen zum erstenmal auch
eine Denitrosylierung beobachtet werden konnte, sollten in dieser Arbeit Mechanismen, die
der Balance zwischen S-Nitrosylierung und Denitrosylierung zu Grunde liegen, untersucht
werden. Dafir wurden zunéchst Methoden zum Nachweis der S-Nitrosylierung etabliert. Zum
einen zur Quantifizierung der S-Nitrosylierung in Endothelzellen der modifizierte Saville-
Griess Assay und der DAN-Assay und zum anderen zur qualitativen Analyse der
S-Nitrosylierung die biotin switch method. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch
Stimulation der NO-Freisetzung mittels Applikation von laminarer Schubspannung der Gehalt
an S-Nitrosylierung in HUVEC erhéht wird und auch die katalytische Untereinheit der
Caspase-3 pl7, ein bekanntes Zielprotein, verstérkt S-nitrosyliert wird. In einem in vitro
Modell des Alterns konnte gezeigt werden, dass einhergehend mit der Reduktion der
Proteinexpression der eNOS auch der Gehalt an S-Nitrosylierung, und damit die
Bioverflgbarkeit von NO, reduziert ist. Nach Inkubation mit dem pro-apoptotischen TNFa
und dem pro-atherogenen oxL DL konnte eine drastische Zunahme der Apoptosesensitivitét
von aternden HUVEC gegentiber diesen Stimuli beobachtet werden. Diese Ergebnisse
unterstreichen die zentrale Rolle der Bioverfiigbarkeit von NO fiir das Uberleben der
Endothelzelle. Zusétzlich konnte eine Denitrosylierung nach Inkubation von Endothel zellen
mit TNFa oder oxLDL nach 18 h nachgewiesen werden. Durch Analyse mittels der biotin
switch method wurde deutlich, dass dabei nicht nur der Gesamtgehalt an S-nitrosylierten
Molekillen reduziert wird, sondern auch spezifische Ziel proteine in unterschiedlicher Starke
denitrosyliert werden. Diese Daten machen deutlich, dass es sich bel der S-Nitrosylierung um
einen differentiell regulierten Signaltransduktionsmechanismus handelt.
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine Strategie zur Identifizierung einer potentiellen
Nitrosylase entwickelt, bel dem ein synthetisches, in vitro S-nitrosyliertes Peptid als Substrat
verwendet wird.

Weiterhin sollten neue Zielproteine fur die S-Nitrosylierung identifiziert werden. Tatséchlich
konnte ein neues Zielprotein fur die S-Nitrosylierung, die Oxidoreduktase Thioredoxin
identifiziert werden. Thioredoxin wird ubiquitdr in S8ugetierzellen exprimiert undist ein
essentieller Faktor fur die Aufrechterhaltung des intrazelluldren Redox-Status. Mit den
Cysteinen an Position 32 und 35 besitzt Thioredoxin eine redox-regulatorische Domane, die
essentiell fir seine Funktion al's Oxidoreduktase ist. Neben seiner Funktion als Redox-
Regulator, kann Thioredoxin Transkriptionsfaktoren wie z.B. Nfk-B aktivieren und Uber die
redox-regul atorische Doméne die pro-apoptotische Kinase ASK-1 binden und inhibieren. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Thioredoxin an Cystein 69 S-nitrosyliert wird und
dass der Gehalt an S-nitrosylierten Molektilen von der Proteinexpression des Thioredoxin
abhangt. Desweiteren ist die S-Nitrosylierung von Thioredoxin in Endothel zellen wichtig fir
die Entfaltung seiner vollstandigen Reduktaseaktivitét. Fir die zum erstenmal in
Endothelzellen gezeigte anti-apoptotische Funktion von Thioredoxin wird sowohl die
S-Nitrosylierung an Cystein 69 als auch die redox-regulatorische Domane benétigt. Durch
diese Experimente konnte eine neue wichtige Funktion von Thioredoxin fir NO-
produzierende Zellen beschrieben werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die S-Nitrosylierung in
Endothelzellen ein Signaltransduktionsmechanismus ist, der sowohl durch protektive, als
auch durch pathophysiologische Stimuli spezifisch reguliert wird. Die weitere
Charakterisierung dieser Vorgange kénnte einen tieferen Einblick in die Biologie und
Funktion der Endothelzelle geben. Zusétzlich konnte durch das neue Zielprotein Thioredoxin
die direkte Verknipfung von NO mit dem Redox-Status der Zelle und die zentrale Rolle von
Thioredoxin fur den Gehalt an S-Nitrosylierung in Endothelzellen gezeigt werden.
Identifizierung weiterer Regul ationsmechanismen fur die S-Nitrosylierung konnte ein
genaueres Verstandnis dieses Wirkmechanismus von NO und somit eine bessere Protektion

des Endothel zellmonolayers in den Geféllen ermdglichen.
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