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1 Einleitung

1.1 Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktasehemmer

Fir kardiovaskulare Erkrankungen wie Atherosklerose, Angina pectoris und
Myokardinfarkt gilt ein erhéhter Cholesterolspiegel als entscheidender Risikofaktor
(Pedersen 1994). Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktasehemmer (HMG-CoA-
Reduktasehemmer) haben sich im letzten Jahrzehnt als effektive Therapeutika zur
Senkung des Cholesterolspiegels etabliert und sind Mittel der Wahl bei
Hypercholesterolamie (Jacobson 2007). Zu den momentan in Deutschland
zugelassenen HMG-CoA-Reduktasehemmern geh6ren Simvastatin, Lovastatin,
Atorvastatin, Fluvastatin, Pravastatin und Rosuvastatin. Vertreter aus dieser
Arzneistoffklasse werden auch als Statine und Cholesterolsynthesehemmer (CSE-
Hemmer) bezeichnet.

1.1.1  Wirkprinzip

Durch reversible und kompetitive Hemmung des Enzyms HMG-CoA-Reduktase
verhindern Statine die Umwandlung von HMG-CoA zu Mevalonsaure und
inhibieren somit die endogene Cholesterolproduktion (Abb. 1) (Lennernas 1997).
Als Substratanaloga reagieren sie mit dem aktiven Zentrum des Enzyms und
blockieren dadurch die Bindetasche fir HMG-CoA (Istvan 2002).

Acetyl-CoA
HMG-CoA
— Y
Mevalonsaure
1
1
4

Farnesylpyrophosphat — Geranylgeranylpyrophosphat

v

Cholesterol

Abbildung 1: Effekt von Statinen auf die Cholesterolbiosynthese




Einleitung

Die pharmakologische Wirkung von Statinen auf den Lipidstoffwechsel besteht in
einer dosisabhangigen Senkung des LDL-Cholesterols (low density lipoprotein,
19-60 %), einer moderaten Erhohung des HDL-Cholesterols (high density
lipoprotein, 5-10 %) und einer leichten Senkung der Triglyceride (22-45 %) (Jones
1998). Die Cholesterolbiosynthese wird vor allem in der Leber und nur zu einem
geringen Teil in der Peripherie gehemmt. Der intrazellulare Cholesterolabfall in
den Hepatozyten bewirkt eine Freisetzung von sterol regulatory element binding
proteins (SREBP), was im Nukleolus die Genexpression von LDL-Rezeptoren
aktiviert. Die erhdohte Anzahl an LDL-Rezeptoren auf der Hepatozytenoberflache
hat eine gesteigerte Resorption von LDL-Cholesterol-Partikeln aus dem Blut zur
Folge.

1.1.2 Pleiotrope Effekte

Statine werden nicht nur zur Behandlung der Hypercholesterolamie eingesetzt,
sondern finden auch bei der Primar- und Sekundarpravention koronarer
Herzkrankheiten (KHK) Anwendung. Der therapeutische Nutzen von Statinen ist
dabei nicht nur auf die cholesterolsenkende Wirkung zurtickzufihren. Vielmehr
wurden in verschiedenen Studien protektive Statineigenschaften beobachtet, die
unabhangig von der Cholesterolreduktion zu sein scheinen. Zu diesen als
pleiotrop bezeichneten Effekten gehdren eine verbesserte Endothelfunktion,
Verringerung von oxidativem Stress, Stabilisierung atherosklerotischer Plaques
sowie antiinflammatorische und antithrombotische Eigenschaften (Liao 2005; Leon
2013). Die protektiven Einflisse beziehen sich jedoch nicht nur auf das
kardiovaskulare System. Auch fur das Immunsystem, das ZNS und verschiedene
Organe wie z. B. die Nieren konnten pleiotrope Statinwirkungen beobachtet
werden (Cojocaru 2013).
Als Ursache der pleiotropen Effekte wird eine Beeinflussung der frihen Phase der
Cholesterolbiosynthese vermutet, wodurch die Bildung von Farnesylpyrophosphat
(FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) verhindert wird und als Folge
Isoprenylierungsschritte verschiedener Signalmolekile ausbleiben. Somit werden
kleine G-Proteine in ihrer Funktion und Membranassoziation gehemmt, da diese
eine Farnesylierung (Ras-Familie) und Geranylisierung (Rho-Familie) fur ihre
Wirkung benétigen. Weiterhin sind Isoprenoide fir die post-translationale
Modifikation von heterotrimeren G-Proteinen und Ham a erforderlich (Van Aelst
1997). Die Hemmung der Isoprenoidsynthese wird fur die meisten der pleiotropen
Statineffekte als Ursache diskutiert.
Ergebnisse von in vitro Studien, Tierexperimenten und klinischen Untersuchungen
ergaben eine Protektion des Gefal3systems als wichtigen pleiotropen Effekt der
Statine (O'Driscoll 1997; Wassmann 2002). Es konnte eine verbesserte
Endothelfunktion beobachtet werden, die vor allem auf die Beeinflussung der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) zurlckzufuhren ist. Durch Hemmung der
Geranylisierung von RhoA bewirken Statine eine Stabilisierung der eNOS-mRNA
und eine Steigerung der eNOS-Enzymaktivitat durch post-translationale
Aktivierung des PI3K/Akt-Weges (Phosphatidylinositol-3-Kinase) (Wassmann
2002). Die eNOS-AKktivitat wird zuséatzlich durch eine Statin-abhéngige Inhibition
von Caveolin-1, einem Negativregulator der eNOS, erhoht (Feron 2001). Eine
weitere endothelprotektive Statinwirkung ist die Inhibition des Vasokonstriktors
und Mitogens Endothelin-1 (Hernandez-Perera 1998). Interessanterweise konnte
eine verbesserte Endothelfunktion auch ohne Senkung des
Plasmacholesterolspiegels nachgewiesen  werden, was die These
cholesterolunabhangiger, pleiotroper Statineffekte unterstitzt (Liao 2005).
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Einleitung

Auch die antioxidativen Eigenschaften von Statinen und die damit verbundene
Reduktion von oxidativem Stress tragen zur verbesserten Endothelfunktion bei. In
Zellsystemen konnte eine verringerte Bildung von proatherosklerotisch wirkenden
Superoxidanionen und von oxidiertem LDL nachgewiesen werden (Giroux 1993).
Auch in vivo Studien belegen eine Senkung der Lipoproteinoxidation bei
Statintherapie (Aviram 1992; Girona 1999). In glatten Gefalimuskelzellen
verringerte Atorvastatin durch Reduktion der AT-1-Rezeptorexpression die
Angiotensin-ll-induzierte Sauerstoffradikalbildung. Zuséatzlich senken Statine die
Aktivitat der radikalbildenden NAD(P)H-Oxidase durch eine verringerte Expression
der Untereinheiten p22phox und Nox1 (Wassmann 2002; Violi 2013b).

Durch Hemmung von Entzindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-a), Nuclear factor-kappa B (NF-kB) und Interleukinen (IL-1(3, IL-6, IL-8)
kénnen Statine auch dem Entziindungsgeschehen entgegenwirken (Dichtl 2003;
Riad 2007). Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Enziindungsmarker, der mit dem
Risko KHK positiv korreliert (Rifai 2002). Zahlreiche in vivo Untersuchungen
belegen eine Reduktion des Plasmaanteils von CRP unter Statintherapie (Albert
2001; Ray 2005; Gortney 2007). Zu ihnen gehdren u. a. die Pravastatin
Inflammation/CRP Evaluation (PRINCE)-Studie, Cholesterol and Recurrent Events
(CARE)-Studie und Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study
(AFCAPS/TexCAPS). Zusatzlich wurde unter Statingabe eine Inhibition von
Matrix-Metalloproteasen beobachtet (Crisby 2001).

Antiatherosklerotische Eigenschaften zéhlen ebenfalls zu den pleiotropen
Statineffekten. Durch Erhohung des Kollagengehalts und Hemmung von Matrix-
Metalloproteasen stabilisieren Statine die fibrose Kappe atherosklerotischer
Plaques (Bellosta 1998; Libby 2003). Die Expression von Adhasionsmolekilen wie
z. B. VCAM (vascular cell adhesion molecule) und ICAM (intercellular adhesion
molecule) wird ebenfalls verringert (Tsiara 2003; Riad 2007).

Statine sind weiterhin in der Lage die Thrombusbildung zu senken und das
fibrinolytische Profil zu verbessern (Violi 2013a). Durch Steigerung der eNOS-
Aktivitat verringern sie die Thrombozytenaggregation (Wassmann 2002). Ein
weiterer Effekt ist die verminderte Produktion von Thromboxan A2, einem
prothrombotischen Mediator (Vaughan 2000). Auch die Expression des
Gewebefaktors (tissue factor), welcher die extrinsische Gerinnungskaskade
aktiviert, wird gesenkt (Aikawa 2001).

Die pleiotropen Effekte beschranken sich jedoch nicht nur auf das kardiovaskulare
System. Ein positiver Einfluss von Statinen wird u. a. bei Alzheimer Erkrankungen
vermutet (Barone 2013). Neben der Senkung des Cholesterolspiegels, welcher in
erhohter Form als Risikofaktor gilt, scheinen Statine zusatzlich Uber
cholesterolunabhangige Wege den Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen
(Wolozin 2000; Haag 2009). An neuronalen Primarkulturen sowie am Tier-Modell
konnten Statine die Bildung und die Akkumulation von B-Amyloid reduzieren
(Fassbender 2001). Weiterhin wurde in Gegenwart von Statinen der Abbau
extrazellularen R-Amyloids durch eine verstarkte Sekretion des Insulin-
abbauenden Enzyms (IDE) beobachtet (Tamboli 2010).

Des Weiteren sind fir Statine auch immunmodulatorische Eigenschaften
beschrieben, die zu einer Verbesserung des Zustands bei multipler Sklerose,
rheumatoider Arthritis, Lupus erythematodes und zu einer verringerten
OrganabstoRung nach Transplantationen fuhren (Steffens 2006; Soares 2007;
Cojocaru 2013).
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1.1.3 Simvastatin

Simvastatin ist das in Deutschland am haufigsten verschriebene Statin und wurde
deshalb als Untersuchungssubstanz aus der Gruppe der HMG-CoA-
Reduktasehemmer ausgewdahlt (Gerdemann 2008). Die Gewinnung von
Simvastatin erfolgt partialsynthetisch aus Lovastatin. Simvastatin besitzt eine
geschlossene Ringstruktur, wodurch es als Prodrug eingenommen wird.
Charakteristisches Merkmal von Statinen ist die 3,5-Dihydroxyheptansaure-
Struktur, die dem naturlichen Substrat HMG-CoA ahnelt. Die Hydrolyse zur aktiven
3,5-Dihydroxysaure-Form erfolgt durch unspezifische Esterasen in der Mukosa
und Leber. Simvastatin verfigt Uber einen hohen First-Pass-Effekt (65 %),
wodurch die Cholesterolsynthese hauptséachlich in den Hepatozyten gehemmt wird
(Stark 2003). Wie die meisten Statine wird es Uber CYP450-abhangige Systeme
(CYP3A4, CYP2C9) metabolisiert und zu aktiven Hydroxymetaboliten
umgewandelt. Die Elimination erfolgt hauptsachlich hepatisch (80 %) und nur zu
einem geringen Teil renal (Stark 2003).

HO HO (@] HO
H COOH
s T T
= . ®) . OH

SCoA

HMG-CoA Simvastatin (Prodrug) Simvastatinsaure (Wirkform)

Abbildung 2: Strukturformeln

1.2 Hamoxygenase

Die Hamoxygenase (HO, EC 1.14.99.3) katalysiert den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Hamabbaus (Gozzelino 2010). Ham
ist ein Tetrapyrrol, dessen vier Pyrrole Uber Methen-Briicken (a, B, v, 8) verknupft
sind. Nach Spaltung der a-Methen-Bricke durch die HO wird H&m b zu
aquimolaren Mengen an Kohlenstoffmonoxid (CO), freien Eisenionen und
Biliverdin 1Xa umgesetzt. Biliverdin IXa wird direkt im Anschluss durch die
Biliverdinreduktase in Bilirubin IXa umgewandelt (Abb.3).

Das HO-System wird ubiquitédr exprimiert und verfugt Gber drei Isoformen, die auf
verschiedenen Genen codiert sind: die induzierbare Isoform HO-1, die konstitutive
Isoform HO-2 und die zuletzt identifizierte Isoform HO-3. Eine charakteristische
Gemeinsamkeit ist die Kkatalytische Ham-Doméane, bestehend aus 23
Aminosauren, die auch als ,HO-Signature® bezeichnet wird (Chen 2000). Obwohl
alle Isoformen die gleiche biochemische Reaktion katalysieren, besitzen sie
Unterschiede in ihrer Struktur, ihrer Regulation und ihren biochemischen
Eigenschaften. Die HO-2 verfugt im Gegensatz zur HO-1 und HO-3 Uber zwei
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zusatzliche Ham-regulatorische Doménen, die ein konserviertes Cys-Pro-Motiv
enthalten (McCoubrey 1997a). Als funktionelle Konsequenz wird eine Beteiligung
an Ham-abhangigen Regulationsschritten vermutet, die unabhangig vom
Hamabbau sind. Uber die Bedeutung der dritten Isoform ist bislang am wenigsten
bekannt. Die HO-3 (33 kDA) konnte bisher nur im Rattengewebe nachgewiesen
werden und weist eine sehr geringe katalytische Aktivitat auf (McCoubrey 1997b).
Das Enzym besitzt eine hohe, ca. 90 %ige Homologiesequenz zur HO-2 und wird
auch als Produkt eines Pseudogens, abgeleitet vom HO-2-Transkript diskutiert
(Hayashi 2004).
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Abbildung 3: Hamoxygenase-Enzymreaktion

Schematische Darstellung des katalytischen Abbaus von Ham zu CO, Eisenionen (Fe?*)
und Biliverdin. Die Biliverdinreduktase (BVR) wandelt Biliverdin zu Bilirubin um. Modifiziert
nach Agarwal 2000. M-Methyl-, P-Propyl-, V-Vinylrest

Im menschlichen Organismus liegt die HO als ternarer Komplex vor. Gebunden an
die NADPH-Oxidase und Biliverdinreduktase ist sie in der mikrosomalen Membran
des endoplasmatischen Retikulums verankert (Ryter 2002). Beide Isoformen, HO-
1 und HO-2, kommen ubiquitdr im Organismus vor und werden jedoch abhangig
vom Gewebe unterschiedlich stark exprimiert. Die HO-1 ist aufgrund des
Erythrozytenabbaus vor allem in Milz und Leber vorzufinden. Die HO-2 wurde
dagegen vorrangig im Gehirn und in den Testes nachgewiesen (Ryter 2002).
Beide Isoformen unterscheiden sich neben ihrer Lokalisation auch hinsichtlich
ihres Molekulargewichts und ihrer Thermostabilitdt. Die HO-1 (32 kDA) ist im
Gegensatz zur HO-2 (33 kDa) thermostabil und gehort zur Familie der
Hitzeschockproteine. Insgesamt konnte zwischen den beiden Isoformen nur eine
43 %ige Homologie in ihrer Aminosduresequenz nachgewiesen werden. Die
Homologie zwischen verschiedenen Spezies ist hingegen relativ hoch. Die
Nukleotidsequenzen von Mensch, Ratte und Maus sind bei der HO-1 tber 80 %
und bei der HO-2 lber 90 % identisch (Maines 1997). Neben dem Vorkommen in
Saugetieren wird das HO-System auch in Pflanzen, Bakterien und Pilzen
exprimiert.
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1.2.1 Hamoxygenase-1

Das Hitzeschockprotein (HSP 32) HO-1 wurde erstmalig 1968 von Tenhunen
beschrieben (Tenhunen 1968). Neben der Kontrolle des basalen Hamabbaus,
wirkt die HO-1 auch als Regulator bei kurzfristigen Hamschwankungen. Das
Enzym verfigt im Gegensatz zur HO-2, deren einzige bekannte Stimuli Ham und
Glucocorticoide sind, Uber eine enorme Vielzahl von Induktoren (Weber 1994).
Neben dem natirlichen Substrat Ham wird die HO-1 vor allem durch Substanzen,
die zu erhéhtem Zellstress fuhren induziert. Typische Induktoren sind Endotoxine,
Schwermetalle, Hitzeschock, UV-Strahlung, Hypoxie, Wasserstoffperoxid und
inflammatorische Zytokine (Maines 1988; Choi 1996). Die hohe Anzahl an pro-
oxidativen Stimuli liel3 stets eine Schutzfunktion der HO-1 vor oxidativem
Zellstress vermuten, die jedoch aufgrund der Toxizitat der Verbindungen nicht
ausgenutzt werden konnte. In den letzten Jahren wurden allerdings vermehrt HO-
1-Induktoren bekannt, die nicht als Stressfaktoren gelten. Zu diesen benignen HO-
1-Induktoren zé&hlen die pflanzlichen Inhaltsstoffe Curcumin und Resveratrol sowie
Aminosauren (Balogun 2003; Grosser 2004b; Erdmann 2005; Hsieh 2008).
Weiterhin wurden einige Arzneistoffe als therapeutisch relevante HO-1-Induktoren
beschrieben: Acetylsalicylsaure, NO-Donoren und Protonenpumpenhemmer
(Oberle 2002; Grosser 2003; Berndt 2005; Becker 2006). Die protektive Wirkung
dieser Verbindungen soll dabei im Zusammenhang mit der HO-1-Induktion stehen
(Bach 2005).

1.2.2 HO-1-Defizienz

Neben der Bereitstellung freier Eisenionen fir die Erythropoese, ist die
Gewabhrleistung der Ham-Homdostase durch die HO von grof3er Bedeutung. In
den letzten Jahren erlangte das HO-System jedoch Uber seine hamabbauende
Funktion hinaus enorme Beachtung und entwickelte sich vom einfachen katabolen
Enzym zu einem entscheidenden Mediator der endogenen Zytoprotektion. Studien
mit Antisense- und Knockout-Modellen bewiesen eine zentrale Rolle der HO-1 bei
der Abwehr von oxidativem Stress. Unter Hypoxie gehaltene HO-1-defiziente
Mause zeigten oxidative Schaden der Kardiomyozyten sowie Infarkte im rechten
Ventrikel, die im Wildtyp ausblieben (Yet 1999). In einem Endotox&amie-Modell mit
ebenfalls HO-1-defizienten Mausen fihrte der verminderte oxidative Schutz zu
Leberzellnekrosen und einer erhohten Mortalitdt durch endotoxischen Schock
(Poss 1997b). Weiterhin wiesen HO-1-defiziente Tiere eine Eisenmangelanamie
mit verstarkter Eisenablagerung in Leber und Nieren auf, die zu oxidativen
Gewebeschaden und chronischer Entziindung der Organe fuhrte (Poss 1997a).
Auffallig ist, dass die HO-1 besonders stark im Plazentagewebe exprimiert wird.
Studien ergaben ein erhdhtes Risiko fir Schwangerschaftskomplikationen,
Fehlgeburten und Praeklampsie bei vorhandener HO-1-Defizienz in der Plazenta
(Wong 2012). Als Ursache werden eine gestorte Angiogeneseregulation, ein
verringerter Gewebeschutz und eine verminderte Relaxation der glatten
Muskulatur vermutet. 1999 konnte erstmalig bei einem Patienten eine HO-1-
Defizienz im Genom nachgewiesen werden. Der HO-1-Gensequenz fehlten im
maternalen Allel der komplette Bereich des Exon2 sowie zwei Nukleotide im
dritten Exonbereich des paternalen Allels. Der Gendefekt &ul3erte sich
phenotypisch in einer generalisierten Inflammation, intravaskularen Hamolyse,
Nephropathien, Endothelschdden und in pathologischen Verdnderungen im
Gerinnungsverhalten. Der Patient verstarb im Alter von sechs Jahren aufgrund
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intrakranieller Hamorrhagie (Koizumi 2007). Ein weiterer Fall wurde 2011 von
Radhakrishnan und Mitarbeitern beschrieben. Ein junges Madchen wies eine
generalisierte Inflammation, intravaskulare Hamolyse, chronische Nephritis und
Asplenie auf. Die diagnostizierte Symptomatik wurde ebenfalls auf eine genetisch
bedingte HO-1-Defizienz zurtickgefuhrt (Radhakrishnan 2011). Das Madchen
verstarb im Alter von 15 Jahren.

1.2.3 Komponenten der HO-Enzymreaktion und ihre funktionelle
Konsequenz

Die zytoprotektive Wirkung der HO-1 setzt sich zum einen aus dem Abbau von in
freier Form zytotoxischem Ham und zum anderen durch die schitzenden Effekte
der gebildeten Reaktionsprodukte CO und Bilirubin zusammen. Die Freisetzung
von Eisenionen bewirkt eine Induktion des Eisenspeicherproteins Ferritin, welches
ebenfalls protektive Eigenschaften aufweist. Die Zytoprotektion der HO-1 wird
somit malfgeblich durch die physiologischen Eigenschaften der einzelnen
Reaktionsprodukte vermittelt (Abraham 2008).

1.2.3.1 Ham

Das eisenhaltige Protoporphyrin IX, auch Ham b genannt, kann im Kérper in freier
Form oder gebunden an Proteine vorkommen. Es ist Bestandteil verschiedener
Proteine und Enzyme, die in ihrer Funktion stark variieren. Ham ist z. B. essenziell
fur die Bindung von Sauerstoff an Hamoglobin und Myoglobin. Als Bestandteil in
Zytochromen ist es an der Atmungskette und in Zytochrom P450-Systemen an
Metabolisierungsvorgdngen beteiligt. Weitere hambhaltige Verbindungen sind
Oxidasen, Peroxidasen, Oxygenasen und Signaltransduktionsenzyme, wie die
NO-Synthasen (NOS) und die l6sliche Guanylylzyklase (sGC). Im Gegensatz zu
der physiologischen Notwendigkeit besitzt Ham jedoch auch zytotoxische
Eigenschaften. In freier, ungebundener Form kommt es durch das hohe
Oxidationspotenzial zur vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen, die u. a. an
DNA- und Endothelschaden sowie der Lipidperoxidation beteiligt sind (Ryter
2000). Der Abbau von freiem Ham durch das HO-System ist somit ein essenzieller
Schutzmechanismus des Organismus.

1.2.3.2 Kohlenstoffmonoxid (CO)

CO wird hauptsachlich als Schadstoff und Atemgift betrachtet. Es besitzt im
Vergleich zu Sauerstoff eine 200-fach starkere Affinitdt zu Hamoglobin und kann
dadurch in hohen Konzentrationen zur Asphyxie fuhren. CO wird jedoch auch
endogen gebildet und wirkt, vergleichbar mit Stickstoffmonoxid (NO) als
Signaltransduktor (Ryter 2002). Der Hauptteil des endogenen CO (86 %) entsteht
innerhalb der katalytischen Hamdegradation. Der restliche Anteil wird u. a. durch
nicht-enzymatische Photo-, Auto- und Peroxidation organischer Verbindungen,
Bakterien und Xenobiotika gebildet (Weitz-Schmidt 2001; Abraham 2008; Gullotta
2013).

CO beeinflusst in erster Linie das vaskulare System, indem es als Aktivitator der
l6slichen Guanylylzyklase den cGMP-Spiegel erhdht. Basierend auf dieser
Stimulation bewirkt CO eine Hemmung der Thrombozytenaggregation, ist als
Vasodilator an der Regulation des Gefal3Bmuskeltonus beteiligt und hemmt die
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Proliferation glatter GefaBmuskelzellen (Furchgott 1991; Morita 1997; Durante
1998). Die Funktion als Neurotransmitter wird ebenfalls auf die Aktivierung der
l6slichen Guanylylzyklase zurlckgefuhrt (Verma 1993). Die beobachteten anti-
inflammatorischen und antiapoptotischen Eigenschaften von CO beruhen
hingegen auf der Hemmung proinflammatorischer Zytokine durch Modulation des
p38-MAPK-Signalweges (Ryter 2002). Von Vorteil ist die geringe Reaktivitat des
Gases, wodurch die unter NO beobachtete Bildung von hdchst reaktivem
Peroxynitrit und anderen Sauerstoffspezies ausgeschlossen werden kann. CO
besitzt deshalb aber auch eine geringere Affinitat zur I6slichen Guanylylzyklase
und ist somit weniger potent im Vergleich zu NO (Ryter 2002). Die Affinitat zur
Hamgruppe reicht jedoch aus, um mit anderen ham-haltigen Proteinen wie
Cytochrom P450-Enzymen, NO-Synthasen, NADPH-Oxidasen zu reagieren und
dadurch an Metabolisierungs-, Entziindungs- und Respirationsvorgangen beteiligt
zu sein (Guengerich 1975; Volpe 1975; Chen 2000; Contag 2001). Fur den
therapeutischen Nutzen von CO spielen in erster Linie die vaskular protektiven
und antiinflammatorischen Eigenschaften des HO-1-Produktes eine Rolle (Ryter
2013).

1.2.3.3 Bilirubin

Biliverdin, ein weiteres Produkt des katalytischen Hamabbaus, wird direkt im
Anschluss durch die Biliverdinreduktase in Bilirubin umgewandelt. Bilirubin besitzt
wie CO je nach Konzentration sowohl protektive als auch toxische Eigenschaften.
In pathophysiologischen Konzentrationen (> 340 pmol/l) fahrt Bilirubin zum
Kernikterus mit  neurotoxischen  Begleiterscheinungen. Leicht erhéhte
Serumbilirubinkonzentrationen werden bei  Neugeborenen hingegen als
physiologisch betrachtet. Bilirubin gehort zu den starksten endogenen
Antioxidantien. Sowohl albumin-gebundenes, konjugiertes als auch freies Bilirubin
kobnnen die Oxidation von LDL und anderen Lipiden verhindern, freie
Sauerstoffradikale binden und somit oxidativem Stress entgegenwirken (Hopkins
1996; Li 2007). Der beobachtete Schutz vor oxidativer Schéadigung ist mit der
Wirkung klassischer Antioxidantien wie Vitamin C, E und antioxidativ-wirkender
Enzyme wie der Superoxiddismutase vergleichbar bzw. Ubertrifft sie sogar
(Hopkins 1996; Chen 2004; Li 2007). Oxidierte Lipide und reaktive
Sauerstoffspezies sind an atherosklerotischen, inflammatorischen und
kardiovaskularen Krankheitsprozessen beteiligt. Basierend auf der antioxidativen
Wirkung von Bilirubin wurde somit eine mdgliche Schutzfunktion vor oxidativem
Stress und dessen pathophysiologischen Folgen vermutet. Tatsachlich konnte
eine Vielzahl von Studien einen umgekehrt proportionalen Zusammenhang
zwischen Serumbilirubinspiegel und Kkardiovaskuldren Ereignissen belegen
(Schwertner 1994; Hopkins 1996; Djousse 2001; Schwertner 2008). Moderat
erhohte Bilirubinspiegel (33 = 14 pmol/l) wurden mit einem verringerten
atherosklerotischen und kardiovaskularen Risiko assoziiert (Schwertner 2008).
Eine Meta-Analyse verschiedener Studien ergab eine 6,5 %ige Senkung
kardiovaskularer Erkrankungen bei einem Anstieg des Serumbilirubinspiegels von
1 pmol/l (Schwertner 2008). Ein zu geringer Bilirubinspiegel wurde von Mayer
sogar als selbststandiger kardiovaskularer Risikofaktor beschrieben (Mayer 2000).
Als Grenzwert wurde eine Serumbilirubinkonzentration von 10 pmol/l ermittelt
(Schwertner 2008).

Neben den antioxidativen Effekten wurden fir Bilirubin auch antiinflammatorische
und antiproliferative Eigenschaften beschrieben, die auf einer verringerten
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T-Zellaktivitat und verminderten Synthese pro-inflammatorischer Zytokine und
Entziindungsmediatoren beruhen (Chen 2000; Li 2007; Ryter 2007). Die damit
verbundene Immunsuppression kann z. B. bei Transplantationen und
Autoimmunerkrankungen von Vorteil sein, jedoch auch zur unerwinschten
septischen Begleiterscheinung bei bestehender Hyperbilirubinamie fihren (Chen
2000).

Insgesamt wird Bilirubin eine dem high-density-lipoprotein vergleichbare Funktion
als gefal3schitzender und antiatherogener Mediator zugeschrieben, der fur die
antioxidative Kapazitat des Korpers eine entscheidende Rolle spielt (Hopkins
1996; Mayer 2000). Die beschriebenen protektiven Effekte gelten fir leicht erhdhte
Serumbilirubinkonzentrationen im physiologischen Bereich und stellen nicht die
Toxizitat einer Hyperbilirubindmie in Frage.

1.2.3.4 Eisenionen und Ferritin

Das Spurenelement Eisen ist in ionischer Form essenzieller Bestandteil
verschiedener Kofaktoren und redoxabhangiger Enzyme, die u. a. in den
Transport und die Speicherung von Sauerstoff integriert sind. In freier Form
katalysieren Eisenionen (Fe?*) jedoch die Fenton-Reaktion und besitzen durch die
Beteiligung an der Hydroxylradikalbildung ein toxisches Potenzial. Als
Schutzfunktion des Korpers wird deshalb parallel zur Induktion der HO das
Eisenspeicherprotein Ferritin induziert (Eisenstein 1991). Die bei der HO-Reaktion
freigesetzten Eisenionen (Fe?*) werden direkt im Anschluss durch Ferritin oxidiert
(Fe®*), gespeichert und somit der Sauerstoffradikalbildung entzogen. Somit besitzt
Ferritin als antioxidatives Schutzenzym und Eisenspeicherprotein eine duale
Funktion (Harrison 1996).

1.2.4 Genregulation der Himoxygenase-1

Die HO-1 kann durch eine Vielzahl strukturell sehr unterschiedlicher Stimuli
induziert werden. Die hohe Diversitdt an HO-1-Induktoren ist bereits ein erster
Hinweis, dass die Genregulation des Enzyms Uber verschiedene Signalwege
vermittelt werden kann. Die Effekte der einzelnen Stimuli auf die HO-1 sind dabei
meist zell- und gewebespezifisch. Haufig an der HO-1-Genregulation beteiligt sind
die  Signalkaskaden der  mitogenaktivierten  Proteinkinasen = (MAPK),
Phosphatidylinositol-3-Kinase, Tyrosinkinasen, cAMP-abhéngige Proteinkinase A
(PKA), Proteinkinase C (PKC) und cGMP-abhéngige Proteinkinase G (PKG)
(Ryter 2002).

Die HO-1 ist ein hauptséchlich transkriptional reguliertes Enzym, dessen
regulatorische Elemente und Transkriptionsfaktoren der Promotorregion
zumindest teilweise bekannt sind (Paine 2010). In den letzten Jahren wurden auch
post-transkriptionale Mechanismen der HO-1-Genregulation beobachtet (Erdmann
2006; Hinkelmann 2010).

1.2.4.1 Mitogenaktivierte Proteinkinasen

Die mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) gehdren zur Familie der
Serin/Threonin-Kinasen. Physiologisch sind sie an Proliferations- und
Differenzierungsschritten der Zelle beteiligt, kbnnen jedoch auch in unkontrollierter
Form zur Onkogenese beitragen. MAPK koénnen durch eine Vielzahl
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extrazellularer Stimuli wie z. B. die namensgebenden Wachstumsfaktoren
(Mitogene) aktiviert werden und vermitteln die Signalweiterleitung von der
Zelloberflache zum Zellkern (Campbell 1995). Der MAPK-Weg stellt eine
Phosphorylierungskaskade dar, in die mindestens drei hintereinander geschaltete
Kinasen integriert sind und entsprechend ihrer Aktivierungsreihenfolge als
MAPKKK, MAPKK und MAPK bezeichnet werden (Widmann 1999). Die
terminalen MAPK fuhren letztendlich zur Aktivierung der Zielstruktur, meist
Transkriptionsfaktoren, und liegen im Anschluss in dephosphorylierter Form zur
erneuten Aktivierung im Zytosol vor. Der MAPK-Weg wird in drei Hauptwege
unterteilt, die nach der jeweiligen terminalen Kinase benannt sind: extrazellular
regulierte Kinase (ERK), c-Jun N-terminale Kinase (JNK), auch als stressaktivierte
Proteinkinase (SAPK) bezeichnet, und p38-MAPK.

Die ERK-Kaskade beinhaltet verschiedene MAPK-Isoformen (ERK1-8), von denen
ERK1 und ERK2 am detailliertesten charakterisiert sind (Ramos-Nino 2002). Die
Aktivierung erfolgt hauptsachlich durch Wachstumsfaktoren, die eine Stimulation
von kleinen G-Proteinen z. B. Ras bewirken (Roux 2004). Durch duale
Phosphorylierung des Thr-Glu-Tyr-Motivs von ERK kénnen Transkriptionsfaktoren
wie Elk-1, c-fos und AP-1 aktiviert werden.

Der JNK-Weg umfasst hingegen nur drei terminale MAPK (JNK1-3) und wird
vorwiegend durch Zellstress und Zytokine induziert. Die Initialisierung wird meist
von den kleinen G-Proteinen Rac und Rho tbernommen. Charakteristisch ist die
duale Phosphorylierung des Thr-Pro-Tyr-Motivs in der Kinasedomane, durch die
Transkriptionsfaktoren wie EIk-1, c-Jun, AP-1 und ATF-2 beeinflusst werden
konnen (Campbell 1995).

Stimuli Wachstumsfaktoren Stressfaktoren, Zytokine
l l
G-Proteine Ras Rac, Cdc42, Rho
l l
MAPKKK Raf, Tpl2 Tpl2, MEKK, MLK, TAK, ASK, TAO
l Lol
MAPKK MEK1, MEK2 MKK7 MKK4 MKK3, MKK6

l |~ "\

MAPK ERK1, ERK2

l l l

Transkriptions- Elk-1, c-Fos, AP-1 Elk-1, c-Jun, Elk-1, ATF-2, Myc,
faktoren AP-1, ATF-2 Max, CHOP, IAP-1

Abbildung 4: Schematische Ubersicht des MAPK-Weges
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Die p38-MAPK wird ebenso wie JNK hauptsachlich durch Stressfaktoren und
Zytokine induziert, die zu einer Rac-Aktivierung fuhren. Die in vier Isoformen
auftretende p38-MAPK (p38a, B, 8, y) wird innerhalb des Thr-Gly-Tyr-Bereiches
phosphoryliert und kann die Transkriptionsfaktoren Elk-1, ATF-2, Myc, Max,
CHOP und IAP-1 aktivieren (Ono 2000).

Der MAPK-Weg ist der haufigste Signalweg innerhalb der HO-1-Genregulation
(Alam 2007). Verschiedene HO-1-Induktoren wie Arsenit, Cadmium und
Lipopolysaccharide (LPS) sind in der Lage, alle drei MAPK-Wege zu aktivieren.
Wird die Prasenz der drei MAPK-Wege untereinander verglichen, so spielt der
JNK-Weg eine untergeordnete Rolle in der HO-1-Genregulation (Han 1994;
Raingeaud 1995; Hambleton 1996; Elbirt 1998; Mrad 2012). Die meisten Stimuli
wie z. B. Quercetin, NO-Donatoren, oxidierte Phospholipide und Hypoxie
beeinflussen die HO-1-Genexpression Uber die Aktivierung des ERK- und p38-
MAPK-Weges (Ryter 2002; Kronke 2007; Yao 2007; Hsieh 2008). Fur andere
Induktoren ist wiederum nur einer der MAPK-Signalwege relevant, wie es z. B. fur
Curcumin der Fall ist, welches die HO-1 Uber den p38-MAPK-Weg aktiviert
(Balogun 2003; Rushworth 2006). Die fur die HO-1-Genexpression essenziellen
Signalwege kdnnen auch je nach Zelltyp variieren. In einer Krebszelllinie des
Magens wurden sowohl ERK als auch p38 fir die durch Cadmium induzierte HO-
1-Expression benotig, wogegen in Brustkrebszellen p38 ausreichte (Chang 2004;
Mrad 2012). Weiterhin wurden auch Spezies-spezifische Effekte beobachtet. So
beruhte die HO-1-Induktion von Natriumarsenit in Hepatozyten von Huhnern auf
einer Stimulierung von ERK und p38, wogegen in Rattenhepatozyten die MAPK
JNK und p38 essenziell waren (Elbirt 1998; Kietzmann 2003).

1.2.4.2 Phosphatidylinositol-3-Kinase und Akt

Die Phosphatidylinositol-3-Kinase-Familie (PI3K-Familie) besteht aus acht
strukturell verwandten Isoenzymen, die entsprechend ihrer Kkatalytischen
Untereinheiten in drei funktionelle Klassen | (la und Ib), Il und Il eingeteilt werden
(Tab. 1) (Cantley 2002). Am haufigsten beschrieben sind davon die Isoenzyme der
Klasse I, da sie in viele zellulare Prozesse integriert sind, sich durch extrazellulare
Stimuli aktivieren lassen und bei Fehlregulation zur Onkogenese beitragen.

Klasse katalytische regulatorische Aktivierung Produkte
Untereinheit Untereinheit
la p110a p85 RTK Ptdins-3,4,5-P3
p110B RAS PtdIns-3,4,-P2
p1103 PtdIns-3-P
Ib p110y p101 heterotrimere  PtdIns-3,4,5-P3
G-Proteine Ptdins-3,4,-P2
PtdIns-3-P
Il PI3KC2a RTK, Integrine PtdIns-3,4,-P>
PI3KC2p PtdIns-3-P
1l VSP34p PtdIns-3-P

Tabelle 1: Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-Familie
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Die PI3K gehort zur Familie der Phospholipidkinasen und katalysiert die
Phosphorylierung von Phosphatidylinositolen (Ptdins) der Zellmembran (Wymann
1998). Die Synthese der Mono-, Di- und Triphosphate erfolgt durch
Phosphorylierung der 3’OH-Position des Inositolrings. Die resultierenden Ptdins-
Phosphate besitzen eine second messenger Funktion und kénnen verschiedene
Proteine, die an zellularen Prozessen wie der Transkription, Proliferation,
Migration und Apoptose beteiligt sind, beeinflussen (Vanhaesebroeck 1999).

Eine Schlisselfunktion des PI3K-Weges nimmt die Serin/Threoninkinase Akt ein.
Akt, auch als Proteinkinase B (PKB) bezeichnet, besitzt eine charakteristische
Enzymstruktur, die sich aus einer zentralen katalytischen Doméane, einem C-
terminalen hydrophoben Motiv und einer N-terminalen Pleckstrin-homologen
Doméane (PH-Doméane) zusammensetzt. Die Aktivierung von Akt erfolgt durch
Bindung von PtdIns-3,4,5-P3 Uber die PH-Doméane und Phosphorylierung zweier
Aminosauren durch PDK1 (Thr308) und PDK2 (Ser473) (Vivanco 2002). Durch
Regulation weiterer Zielmolekile nimmt Akt Einfluss auf die Apoptose, den
Zellzyklus, die Proliferation und den Glucosestoffwechsel. Der PI3K-Weg kann
jedoch auch unabhéangig von Akt Zielstrukturen wie z. B. die Proteinkinase C, die
SGK (Serum- und Glucocorticoid-induzierbare Kinase) und kleine G-Proteine wie
Rac-1 und Cdc-42 aktivieren (Vanhaesebroeck 2000)

Der PI3K/Akt-Weg ist ein antiapoptischer ,Survival® Signalweg, der ebenfalls in die
Genregulation der zytoprotektiven HO-1 involviert sein kann. Erganzend zum
MAPK-Weg bildet er eine weitere wichtige Regulationseinheit, die fir folgende
HO-1-Induktoren essenziell ist: Ham, LPS, Nervenwachstumsfaktor, Carnosol, IL-
10 und 15d-PGJ2. (Nakaso 2003; Salinas 2003; Ricchetti 2004; Chung 2005).

PtdIns-2,3-P, —— PtdIns-2,3,4-P,

e

p85 \
PI3K Faeerr \

Thr308 Ser473
/, PN v
’ ’ 1 \
// /I \ \\
» ¥y < [ PH katalyt. regulator. -
PKC SGK Rac-1 Cdc-42 .,
// ,’ [}
’,'/ it : S
- 4 | e
A 4 v 'Y

Apoptose  Zellzyklus  Proliferation  Glucosestoffwechsel

Abbildung 5: Schematische Ubersicht des PI3K/Akt-Weges

Das Zusammenspiel zwischen PI3K/Akt- und MAPK-Signalweg, speziell der p38-
MAPK scheint in der HO-1-Genregulation eine besondere Rolle einzunehmen. In
Rattenphaochromozytomzellen (PC-12) konnte eine sowohl PI3K/Akt- als auch
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p38-abhangige HO-1-Induktion durch Carnosol beobachtet werden (Martin 2004).
Der chemische NADPH-Oxidase-Inhibitor AEBSF (4-(2-Aminoethyl)benzen-
sulfonylfluorid) bewirkte ebenfalls eine PI3K-Aktivierung, die im Anschluss uber
p38 zur HO-1-Induktion fuhrte (Wijayanti 2005). Auch der HO-1-Induktor 15d-PGJ2
bendtigte fur die HO-1-Expression in humanen Lymphozyten beide Signalwege
(Alvarez-Maqueda 2004).

1.2.4.3 Weitere Stoffwechselwege

Erganzend zu MAPK und PI3K/Akt wurden weitere Proteinkinasen identifiziert, die
in die HO-1-Regulation integriert sein kdnnen. Verschiedene Studien belegen eine
Funktion der Proteinkinase A (CAMP-abhangige Kinase, PKA) und Proteinkinase
G (cGMP-abhéngige Kinase, PKG) an der HO-1-Genexpression. In Endothelzellen
stimulierten oxidierte Phospholipide die HO-1 tUber PKA- und PKG-abhangige
Signalwege (Kronke 2003). Die Beteiligung von PKA und PKG an der HO-1-
Regulation konnte auch durch den Einsatz von cAMP bzw. cGMP bestéatigt
werden. Die Inkubation mit den cyclischen Nukleotiden und deren Analoga fuhrte
zu einer Induktion des HO-1-Enzyms in primaren Leberzellen, Endothelzellen und
Zellen der Nebennierenrinde (Immenschuh 2000; Polte 2000; Pomeraniec 2004).
Weiterhin kann die zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen gehodrende
Proteinkinase C (PKC) Bestandteil der HO-1-Genexpression sein wie es z. B. bei
den HO-1-Stimuli IL-1a, TNF-a und des Phorbolesters TPA (12-O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-acetat) der Fall ist (Kurata 1990; Terry 1999). In Kardiomyozyten
wurde die Hypoxie-induzierte HO-1-Expression ebenfalls tGber PKC vermittelt
(Kacimi 2000).

Die Aktivierung der HO-1 kann weiterhin an redoxabhangige Signalwege
gebunden sein. Das Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System reguliert u. a. den
Redoxstatus von Transkriptionsfaktoren wie Jun und Fos (Nikitovic 1998). Mithilfe
von Hemmstoff- und siRNA-Versuchen konnte eine Beteiligung des
Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktase Systems an der HO-1-Expression durch LPS,
IL-13 und 15-HPETE (15-Hydroperoxyeicosatetraensauren) nachgewiesen
werden (Wiesel 2000; Trigona 2006).

1.2.4.4 Regulatorische Promotorelemente und Transkriptionsfaktoren

Fur das HO-1-Gen konnten bislang vier regulatorische Abschnitte identifiziert
werden, die sich aus dem Basalpromotor, einer proximalen und zwei distalen
Enhancer-Regionen (E1, E2) zusammensetzen (siehe auch Abb. 7, Material und
Methoden). 28 Basenpaare upstream vom Transkriptionsstart befindet sich die
basale Promotorsequenz, an die sich der proximale Enhancer anschliel3t (Dennery
2000). Die beiden distalen Enhancer sind bei -4 kb (E1) und -10 kb (E2) lokalisiert
und stellen eine essenzielle Gensequenz fiur viele HO-1-Induktoren dar (Alam
1994; Inamdar 1996; Camhi 1998; Mrad 2012). Das HO-1-Gen verfligt innerhalb
dieser vier Bereiche Uber verschiedene Regulationselemente, welche als
Bindestellen far Transkriptionsfaktoren fungieren. Dominierendes
Regulationselement ist das Maf recognition element (MARE), welches meist in
mehreren Kopien vorliegt und auch als stress response element (StRE) oder
antioxidant response element (ARE) bezeichnet wird (Ryter 2002).
Transkriptionsfaktoren, die mit MARE reagieren, gehéren hauptséachlich zur AP-1-
Familie (Aktivatorprotein-1) und CNC-bzIP-Familie (Cap’'n’Collar-basic leucine
zipper). Die Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie sind Dimere, welche durch
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intra- oder interfamilidre Assoziation aus Vertretern von Jun (c-Jun, JunB, Jun D)
und Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra2) entstehen. Fur verschiedene Stimuli, zu denen
auch Arsenit, LPS, inflammatorische Zytokine und der Phorbolester TPA zahlen,
konnte eine AP-1-abhéngige HO-1-Induktion nachgewiesen werden (Alam 1992;
Camhi 1995; Terry 1998; Gong 2002). Die Aktivierung von Jun und Fos ist dabei
meistens lUber den MAPK-Signalweg reguliert (Abb. 4) (Elbirt 1998; Kyriakis 2001,
Weng 2003).

Zur Familie der CNC-bZip z&hlen die Transkriptionsfaktoren p45, Nrf-1, Nrf-2 und
Bach-1. Im Gegensatz zur AP-1-Familie bilden sie keine intrafamiliaren Dimere,
sondern heterodimerisieren Uberwiegend mit kleinen Maf-Proteinen wie MafF,
MafG und MafK (Motohashi 1997). Aus der CNC-bZip-Familie ist der
Transkriptionsfaktor Nrf-2 am h&ufigsten an der HO-1-Transkription beteiligt und u.
a. Bestandteil der HO-1-Induktion von Ham, Curcumin, Carnosol und
Cadmiumchlorid (Huang 2000; Balogun 2003; Mrad 2012). Die Cadmium-
abhangige HO-1-Induktion Uber Nrf-2 ist dabei an den p38-MAPK-Signalweg
gebunden (Alam 2000). Die Transkriptionsfaktoren der CNC-bZip-Familie wirken
jedoch nicht ausschlieB3lich induzierend auf die HO-1. Bach-1, ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor der CNC-bZip-Familie, gilt als bislang einziger
transkriptionaler Repressor des HO-1-Gens und liegt in aktivierter Form gebunden
an die MARE-Region vor.

Weitere regulatorische Promotorelemente sind die im humanen -4 kb Enhancer-
Bereich angeordneten Elemente cadmium responsive element (CdRE) und cAMP
responsive element (CRE). CRE ist die Zielstruktur fur den Transkriptionsfaktor
CREB (cAMP responsive element binding protein), der vor allem bei der HO-1-
Induktion durch oxidierte Phospholipide eine Rolle spielt. Die Aktivierung von
CREB ist dabei an Signalwege der PKA, PKC und MAPK gebunden (Kronke
2003).

murine HO-1-Gensequenz

esox/ HSEs EB‘OX AP-2
StRE StREStRE StRE _ C/EBP StRE CRE gyaT

C/EBP C/EBP StRE STAT
TATA

T |
- @ HREI @

I I (Pynn
-10kB -4kB +1
5 | ! 3
(GT)n
HRE
HNF1
AP-1 NRE GATAx
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CdRE HSE Ab-2.  AR-2
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IL-6 RE EBOX IL-6 RE EBOX
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NF-xB
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Abbildung 6: Regulatorische Domé&nen des murinen und humanen HO-1-Gens
(Ryter 2002)
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Schematische Darstellung der bekannten Regulationseinheiten innerhalb der -10 kb
Promotorregion des Maus- und humanen HO-1-Gens. AP, Aktivatorprotein; CdRE,
cadmium responsive element; C/EBP, CAAT/enhancer binding protein; CRE, cAMP
responsive element; Egrl, early growth response factor-1; Etsl, ets binding site; GATAX,
GATA binding proteins; (GT),, GT-rich repeat region; HNF1/4, hepatocyte nuclear factor
%; HRE, hypoxia responsive element; HSE, heat shock element; NF-kB, nuclear factor
kappa-B; NRE, negative regulatory element; (Pyr),, pyrimidine-rich region; SP-1,
specificity protein-1; STAT, signal transducer and activator of transcription; StRE, stress
response element; TATA, TATA box; USF, upstream stimulatory factor

Eine ausschlaggebende Rolle fur die Intensitat der HO-1-Expression spielt die im
proximalen Promotorbereich lokalisierte GT-reiche Doméne (~ -243/-198 bp).
Eine geringe Anzahl an GT-Wiederholungen (< 25) ist mit einer verstarkten HO-1-
Transkription verbunden. Als Konsequenz einer kurzen GT-Folge konnte ein
geringeres Risiko gegeniber kardiovaskularen Erkrankungen nachgewiesen
werden (Kaneda 2002; Dick 2005). Besonders bei Risikopatienten wie
Diabetikern, Rauchern und adipésen Menschen verstarkt sich die Auswirkung des
GTm-Langen-Polymorphismus  (Hsieh  2008). Auch die Gefahr einer
angiographischen Restenose steigt bei langerer Dinukleotid-Sequenz an
(Schillinger 2004; Hsieh 2008). Weiterhin wurde bei Transplantationspatienten mit
langer GTm)-Sequenz eine verstarkte Organabsto3ung beobachtet, die auf
atherosklerotischen Veradnderungen durch die verminderte HO-1-Produktion
zuruckgefuhrt wurde (Kronke 2007). Die Analyse der HO-1-Allelsequenz von
Krebspatienten ergab ebenfalls ein erhdhtes Erkrankungsrisiko (Magen-, Lungen-,
orales Plattenepithelkarzinom) bei hoher Anzahl an GT-Wiederholungen im
Genotyp (Chang 2004; Kikuchi 2005; Gelosa 2007). Als Ursache wird der
verringerte Schutz vor oxidativer Schadigung durch die verminderte HO-1-
Transkription diskutiert.
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Statine gelten als hoch effektive Arzneistoffe zur Senkung des
Cholesterolspiegels. lhre Fahigkeit kardiovaskulare Morbiditdt und Mortalitat zu
reduzieren, fuhrte zur Erweiterung des Indikationsbereiches, sodass sie zur
Pravention kardiovaskuléarer Ereignisse eingesetzt werden (Lim 2012).
Interessanterweise liel3 sich der beobachtete kardiovaskulare Schutz jedoch nicht
ausschlief3lich auf die Inhibition der Cholesterolbiosynthese zuriickfiihren. Eine
gleichintensive  Reduktion des Plasmacholesterolspiegels durch andere
cholesterolsenkende Arzneistoffe erbrachte nicht den erhofften Protektionseffekt
(Takemoto 2001). Zusatzlich trat bei Patienten mit Statintherapie die vaskulére
Schutzwirkung friher als erwartet ein (Bellosta 2000). Als Konsequenz wurden
pleiotrope Statineffekte vermutet, die ausschlaggebend an der kardiovaskularen
Protektion beteiligt sein sollen. In der Literatur wird vor allem der
endothelprotektive Charakter von Statinen beschrieben, der u. a. durch die
Erhéhung der Bioverfiigbarkeit von NO und die antioxidativen Eigenschaften von
Statinen vermittelt wird. (Mason 2003; Heeba 2009; Koh 2011).

Die HO ist ein zytoprotektiv wirkendes Enzym, welches an der Gewahrleistung der
Redoxhomoostase beteiligt ist. Durch ihre physiologische Funktion, bestehend aus
dem katalytischen Abbau von Ham unter Freisetzung von Bilirubin und CO, besitzt
die HO antiinflammatorische, antiapoptotische und antioxidative Eigenschaften
(Ishikawa 2003; Son 2013). Das Enzym kommt in drei Isoformen vor, wovon die
induzierbare Isoform HO-1 durch verschiedene exogene Stimuli reguliert werden
kann.

Zielstellung der vorliegenden Dissertation war die Uberprifung, inwieweit eine
Beeinflussung des HO-1-Stoffwechselweges zu den pleiotropen Effekten von
Statinen gehort. Als Referenzsubstanz wurde das in Deutschland am haufigsten
verordnete  Statin, Simvastatin  eingesetzt (Gerdemann 2008). Das
Hauptaugenmerk der Untersuchungen lag auf der Charakterisierung der
Simvastatin-abhéngigen HO-1-Induktion im Zellkultursystem einschlie3lich der
dazugehdrigen Signalwege. Im Anschluss galt es die gewonnen Daten auf ihre in
vivo Relevanz zu prifen.

1. Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion

Zunachst sollte der Frage nachgegangen werden, ob die HO-1 prinzipiell eine
Zielstruktur von Simvastatin in Endothelzellen darstellt. Die Untersuchung der
Simvastatin-abhangigen HO-1-Induktion sollte mithilfe der Western-Blot-Methode
auf translationaler und der Northern-Blot-Methode auf transkriptionaler Ebene
erfolgen.  Zusatzlich  sollten  Promotorstudien  Aufschluss  dber die
Transkriptionsaktivitdt des HO-1-Gens geben. Eine weitere Zielsetzung war die
Charakterisierung der antioxidativen Eigenschaften von Simvastatin und die
anschlieBende Analyse, ob diese in kausalem Zusammenhang mit der HO-1-
Induktion stehen.

2.  Mechanismen der HO-1-Genregulation

Als weiterer Schwerpunkt sollte der Mechanismus der Simvastatin-vermittelten
HO-1-Induktion charakterisiert werden. In der Literatur sind verschiedene
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Signalwege der HO-1 beschrieben, die je nach Stimuli variieren kénnen. Ob die
haufig beteiligten MAPK- und PI3K-Kaskaden oder die seltener integrierten PKA,
PKC, PKG und THRX bei der Simvastatin-abhangigen HO-1-Induktion eine Rolle
spielen, sollte mit Hemmstoffversuchen und einem Knockout-Modell untersucht
werden (Immenschuh 2000; Ryter 2002). Ein weiteres Ziel war der Nachweis
essenzieller HO-1-Promotorelemente durch den Einsatz von Deletionsmutanten.
Obwonhl die HO-1 ein hauptsachlich transkriptional reguliertes Enzym ist, werden
vereinzelt auch post-transkriptionale Mechanismen beschrieben. Inwieweit mRNA-
stabilisierende Prozesse die Simvastatin-abhangige HO-1-Induktion regulieren,
solite durch die Detektion des mRNA-Abbaus in Gegenwart eines
Transkriptionshemmers ermittelt werden. Sofern post-transkriptionale Signalwege
an der HO-1-Induktion beteiligt sind, sollten diese anschlieend mithilfe von
Hemmstoffen analysiert werden.

3. Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion in vivo

Die Relevanz der gewonnen Daten sollte nachfolgend durch in vivo Testungen an
einem Mausmodell Uberprift werden. Hierfir sollte die HO-1-Promotoraktivitét
transgener Mause nach einer Bolusdosis von Simvastatin bestimmt werden.
Inwieweit die Aktivitat der HO-1-Promotorregion mit dem organspezifischen Gehalt
an HO-1-mRNA Kkorreliert, galt es im Anschluss mithilfe real time RT-PCR zu
ermitteln. Darlber hinaus sollten Aussagen Uber die Enzymaktivitdt einzelner
Organe anhand gaschromatographischer Detektion des HO-Reaktionsproduktes
CO getroffen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Fur die Untersuchungen am Zellmodell wurden drei humane und zwei murine
Zelllinien verwendet. Humanen Ursprungs waren die Primarzellen HUVEC (human
umbelical vein endothelial cells) sowie die aus Nabelschnurvenen gewonnenen,
immortalisierten Endothelzelllinien ECV304 (ECACC 92091712) und EA.hy926.
Letztere wurden freundlicherweise von Dr. Cora-Jean S. Edgell (Departement of
Pathology and Laboratory Medicine, University of North Carolina at Chapel Hill,
NC, USA) zur Verfigung gestellt. Die tierischen Zelllinien NIH3T3 und MEF
(mouse embryonic fibroblasts) sind von Mauseembryonen abstammende
Fibroblastenzelllinien.

Die Dauerkulturen der einzelnen Zelllinien wurden in flissigem Stickstoff gelagert.
Die Kultivierung erfolgte in den jeweiligen Zellkulturmedien (Tab. 2) unter Zusatz
von fetalem Rinderserum (FBS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
bei 37° C, 5 % CO2und 95 % relativer Luftfeuchte in einem Inkubator. Die Medien
wurden zweimal pro Woche gewechselt.

Zusatzlich wurden genetisch veranderte Zellkulturen eingesetzt. Die verwendeten
NIH3T3-Zellen sind stabil mit einem HO-1-Luc-Reportergenkonstrukt transfiziert.
Das Transgen enthalt die 15 kb der 5 -flankierenden Region des murinen HO-1-
Gens gekoppelt an die Codierungssequenz des firefly-Luciferase-Gens (Hajdena-
Dawson 2003). Die komplett enthaltene Promotorregion setzt sich aus dem
Basalpromotor sowie zwei distalen und einem proximalen Enhancer zusammen
(Abb. 7). Die HO-1-Luciferase-NIH3T3-Zellen (HO-1-Luc-NIH3T3) wurden
freundlicherweise von Dr. Christopher H. Contag (Stanford University, Stanford,
CA, USA) zur Verfligung gestellt.

DE-2 DE-1 PEP
mHO15-Luc | | il
-10 kb -4 kb +1 kb

Abbildung 7: HO-1-Genkonstrukt in stabil transfizierten HO-1-Luc-NIH3T3-
Zellen (Hajdena-Dawson 2003)

Schematische Darstellung des HO-1-Luc-Expressionsvektors, bestehend aus 15 kb 5°-
regulatorischer Domé&ne des murinen HO-1-Gens gekoppelt an die codierende Sequenz
des Luciferase-Reportergens. P, Basalpromotor; PE, proximaler Enhancer; DE-1, distaler
Enhancer-1; DE-2, distaler Enhancer-2, Luc, Gensequenz der firefly-Luciferase

P38-defiziente MEF-Zellen, in denen die Isoform p38alpha dominant negativ
(p38a-MEF7) vorlag, wurden freundlicherweise von PD Dr. Stephan Immenschuh
(Institut fir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Justus-Liebig-
Universitat Giel3en) zur Verfugung gestellt. Fir ein optimales Wachstum wurden
dem Medium nicht essenzielle Aminoséauren (1 %) und Mercaptoethanol (0,05 %)
zugesetzt.
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Spezies Zelllinie Passage | Medium FBS (%)
Mensch HUVEC 1 DMEM 20
EA.hy926 63-81 DMEM+Glucose | 10
ECV304 3-16 Medium 199 10
Maus HO-1-Luc-NIH3T3 | 63-74 DMEM+Glucose | 10
p38 MEF** 7 3-7 DMEM 10

Tabelle 2: Passagedauer und Zellkulturmedien der verwendeten Zelllinien

3.2 Transgene HO-1-Luciferase-Mause

Weibliche, transgene FVB-Mause, welche als Expressionsvektor die upstream 5'-
regulatorische HO-1-Gensequenz von 15 kb, gekoppelt an das firefly-Luciferase-
Reportergen enthalten, wurden von dem Stanford Transgenic Animal Facility
Center (Stanford University, Stanford, CA, USA) bezogen (Sparrow 2001). Die
Haltung der Tiere erfolgte im Department of Comparative Medicine (Stanford
University, CA, USA) unter Berlcksichtigung des Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (Council 1996). Die Durchfihrung der Tierversuche wurde
vom Institutional Animal Care and Use Committee (Stanford University, Stanford,
CA, USA) zugelassen. Nahrung und Wasser standen ad libitum zur Verfigung.
Das Gewicht der sechs bis acht Wochen alten Mause lag zwischen 18,2 und 25,8

g.

3.3 Modell fur oxidativen Stress

Durch Inkubation von Zellen mit NADPH wird die membranstidndige NADPH-
abhangige Oxidase stimuliert Superoxidradikale zu bilden (1) (Griendling 2000;
Guzik 2000).

(1) NADPH + 202 — NADP* + H* + 202"

Die intrazellulare und extrazellulare Konzentration an Superoxidradikalen kann
mithilfe von Lucigenin-verstarkter Chemilumineszenz am Luminometer gemessen
werden (Tarpey 1999; Habeos 2008) und dient als Malistab fir die
Charakterisierung der antioxidativen Effekte einer Substanz.

3.3.1 Inkubationsprotokoll

Fur die Messung wurden Ea.hy926-Zellen in Zellkulturschalen mit sechs
Vertiefungen (wells) bis zur Konfluenz kultiviert. Das serumhaltige Medium wurde
24 Stunden vor der Inkubation gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Die
Bestimmung der genomischen Effekte erfolgte nach einer 24stindigen
Inkubationszeit mit verschiedenen Konzentrationen an Simvastatin. Fur die
Uberprifung eines mdoglichen HO-1-abhingigen Protektionseffektes durch
Simvastatin wurden die Zellen 15 Minuten mit dem HO-1-Hemmstoff Chrom-
Mesoporphyrin IX (CrMP) vorinkubiert. Zur Ernte wurde das Zellkulturmedium
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und kurz mit Trypsin/EDTA versetzt.
Durch Spulen mit PBS wurden die Zellen von den Zellkulturplatten geldst und
anschlielRend mit 200 uM NADPH und 50 pM Lucigenin fur 15 Minuten inkubiert.
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3.3.2 Bestimmung der Lucigenin-verstarkten Chemilumineszenz

Der Mechanismus fir die Entstehung der Chemilumineszenz bei der Reaktion von
Lucigenin (Bis-N-methylacridiniumnitrat) mit dem Superoxidradikal wird wie folgt
diskutiert:

(2) Luc®* + e — Luc™
(3) Luc™ + O2"" — Acridon + Licht

Das Lucigenin-Kation (Luc?*) nimmt zunachst ein Elektron auf und wird zum
Radikal reduziert (Luc'™) (2). Dieses reagiert mit dem Superoxidradikal zu einem
instabilen Dioxethan-Intermediat. Bei dessen Zerfall entsteht ein angeregtes
Acridon, welches beim Ruckfall in den Ruhezustand Licht emittiert (3) (Vasquez-
Vivar 1997; Tarpey 1999).Die Photonen wurden mithilfe eines Photomultipliers
ermittelt und als relative Lichteinheiten (RLU = relative light units) angegeben. Als
Detektionsgerat wurde das Luminometer Lumat LB 9507 (Berthold, Bad Wildbad)
entsprechend den Herstellerangaben verwendet.

3.4 Western-Blot-Analyse

Das Western-Blot-Verfahren ist eine immunochemische Detektionsmethode fur
Proteine (Towbin 1979). Dazu wurden die Zellen nach der Inkubation lysiert, nach
Bradford quantifiziert und das Gesamtprotein mittels denaturierender
Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli 1970). AnschlieRend folgte der
Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran durch das Blotting-Verfahren. Fir
die Detektion der Proteine wurden spezifische Antikdrper unter Verwendung eines
Chemilumineszenz-Systems eingesetzt.

3.4.1 Inkubationsprotokoll

HUVEC- und ECV304-Zellen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von
100 mm ausgesat und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer
24stindigen Nuchternphase mit Medium ohne Serum erfolgte die Inkubation der
Zellen mit Simvastatin Uber die jeweils angegebenen Zeitraume. Danach wurden
die Zellen mit Trypsin/EDTA geerntet und in PMSF-haltigem Lysispuffer
resuspendiert. Als Positivkontrolle fir den Nachweis des HO-1-Proteins wurde
Cadmiumchlorid (10 pM, 24 Stunden) verwendet. Anisomycin (100 pM, 30
Minuten) diente bei der Phospho-MAPK-Detektion als Positivkontrolle.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (Bradford 1976)
mithilfe eines Kits der Firma Roth (Roti-Quant, Karlsruhe) durchgefuihrt. Der
Nachweis erfolgt photometrisch (A=595 nm) Uber eine Komplexbildung der
Proteine mit dem Farbstoff Coomassie-Brillantblau. Der Proteingehalt wurde
anschlieBend mithilfe einer Kalibriergeraden bestimmt, die sich aus den
Absorptionswerten der Standardproben von Rinderserumalbumin (12,5-200 pg/ml)
zusammensetzt.
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3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein eindimensionales
Trennverfahren, welches die Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer
MolekiilgroRe auftrennt. Das im Uberschuss zugesetzte SDS wird in Abhangigkeit
von dem Molekulargewicht des Proteins gebunden. Dadurch héngt die
Laufgeschwindigkeit des SDS-Protein-Komplexes in der Gelmatrix ausschlie3lich
von dem Molekulargewicht des Proteins ab.

Das Proteingemisch wurde mit 5-fach konzentriertem Ladepuffer und 2,5 M
Dithiotreitol (DTT) versetzt und anschlielend bei 95° C uber zehn Minuten
denaturiert. In Abhangigkeit des nachzuweisenden Proteins wurden folgende
Proteinmengen aufgetragen: 100 pg Protein fur HO-1, 40 ug Protein fur Phospho-
und Pan-MAPK. Bei der verwendeten Methode nach Lammli (Laemmli 1970)
werden die Proben zunédchst in einem Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid
konzentriert und anschlieBend im 15 %igen Trenngel separiert. Die vertikalen
Minigel-Elektrophoresekammern der Firma Biometra (Gottingen) wurden hierftr
mit Laufpuffer gefullt. Fur die Kontrolle des Molekulargewichts wurde ein Marker
(Peqglab, Erlangen) bestehend aus einem farbigen Proteingemisch mit definiertem
Molekulargewicht verwendet.

3.4.4 Proteintransfer durch Western-Blot

Der Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte nach dem
Tank-Blot-Verfahren. In einem vertikalen Puffertank (Eigenbau) wurden die
Proteine bei 80 mA und 4° C Uber Nacht auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond-
ECL; GE Healthcare, Freiburg) tbertragen. Die Transfereffizienz wurde anhand
des gefarbten Molekulargewichtsmarker Uberprift. Die Beladung der Gele wurde
mit Hilfe der Coomassie-Brilliantblau-Farbung kontrolliert (Sambrook 1989) und
fotografiert (Eagle Eye ll, Stratagene, Heidelberg).

3.45 Immunodetektion

Nach dem Transfer wurden die Membranen zur Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierungslésung
inkubiert. Der HO-1-Antikoérper wurde von der Firma Axxora (Grinberg) bezogen.
Die fur die Detektion der Phospho-MAPK und -Akt sowie Pan-MAPK und -Akt
verwendeten Antikdrper stammten von Cell Signaling (New England Biolabs,
Frankfurt). Die Verdinnung der Antikérper (Tab. 3) sowie der Inkubationsablauf
(Tab. 4) erfolgten nach den Herstellerangaben.

HO-1 Phospho-MAPK, Pan-MAPK,
Phospho-Akt, Pan-Akt

Priméarantikdrper 1:1000 in 1:2000 in

25 % Blockierungslosung | 95 % Tris/Tween

65 % Tris/Tween 5 % BSA (0,05 mg/ml)

10 % BSA (0,1 mg/ml)
Sekundarantikorper | 1:5000 in 1:2000 in

100 % Blockierungslosung | 100 % Blockierungslésung

Tabelle 3: Antikdrperlésungen

21




Material und Methoden

HO-1 Phospho-MAPK, Pan-MAPK,

Phospho-Akt, Pan-Akt
Waschschritt 1x5 min Tris/Tween-Puffer | 3x5 min Tris/Tween-Puffer
Primarantikorper 2h; RT Uber Nacht bei 4° C
Waschschritte 2x5 min Blockierungslosung | 3x5 min Tris/Tween-Puffer
Sekundarantikérper | 1:5000; 30 min; RT 1:2000; 1 h; RT
Waschschritte 2x5 min Blockierungslosung | 3x5 min Tris/Tween-Puffer

2x10 min Tris/Tween-Puffer

Tabelle 4: Inkubationsprotokoll der verwendeten Antikorper

Zur Detektion des Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorpers (Anti-Kaninchen
IlgG-HRP; Sigma, Taufkirchen) wurde der ECL-Plus-Detektions-Kit der Firma GE
Healthcare (Freiburg) eingesetzt. Die Peroxidase oxidiert das Substrat Lumigen
PS-3 zu einem Acridiniumester. Durch Reaktion mit Peroxiden entsteht eine
intensive Chemilumineszenz mit einem Emissionsmaximum bei 430 nm. Die
Chemilumineszenz kann durch die Exposition eines Autoradiographiefiims
(Hyperfiim ECL; GE Healthcare, Freiburg) mit der Membran nachgewiesen
werden. Die Expositionszeit lag bei 1-10 Minuten. Die densitometrische
Auswertung wurde mithilfe des Programms Quantity One Basic (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) durchgefihrt.

3.5 mRNA-Bestimmung mittels Northern-Blot-Analyse

Das Northern-Blot-Verfahren ist eine molekularbiologische Methode, die dem
qualitativen als auch quantitativen Nachweis von RNA dient (Alwine 1977). Die
aus dem Probenmaterial isolierte RNA wird zunéchst durch Gelelektrophorese
aufgetrennt. Anschliel3end werden die RNA-Molekiile aus der Gelmatrix auf eine
geeignete Tragerschicht (z. B. Nylonmembran) tUbertragen und durch Hitze fixiert.
Der Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen erfolgt durch Hybridisierung mit
geeigneten, markierten Gensonden. Als Sonden wurden Fragmente der
kodierenden Regionen des HO-1- und des 3-Aktin-Gens eingesetzt. Diese lagen
als Plasmid-DNA in Escherichia coli (E. coli) DH5-a-Kulturen vor.

3.5.1 Gewinnung der Sonden-DNA

Die transformierte E. coli DH5-a-Dauerkultur wurde zunéchst auf LB-Ampicillin-
Agarplatten (100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen und dber Nacht bei 37° C
aufbewahrt. Die verwendeten Plasmide enthielten alle ein Resistenzgen gegen
Ampicillin. Mit den Uber Nacht gewachsenen Bakterienkolonien wurden 50 mi
Hauptkultur (LB-Medium, 100 pg/ml Ampicillin) angeimpft. Nach ca. 10-12
Stunden bei 37° C und 80 rpm im Schittelinkubator erfolgte eine Zugabe von
Chloramphenicol (170 pg/ml), um die Replikationseffizienz zu erhéhen. Die Ernte
der Bakterien erfolgte am néchsten Tag durch Zentrifugation fir 10 Minuten bei
6000 rpm und 4° C. Die Pellets wurden entweder bei -20° C gelagert oder sofort
aufgeschlossen.

Die Plasmidisolation erfolgte mithilfe des Plasmid-Midi-Isolations-Kits der Firma
Qiagen (Hilden). Dieses System basiert auf einer modifizierten alkalischen Zelllyse
(Birnboim 1979), gefolgt von einer spezifischen DNA-Bindung an eine
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Anionenaustauschersaule unter geeigneten Salz- und pH-Bedingungen. Die
Isolation wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt.

Die Spaltung in die benottigten DNA-Fragmente erfolgte mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen (Tab. 5). Die DNA-Sonde fir die Detektion der HO-1-
RNA wurde uber die EcoR I-Schnittstellen isoliert und ist ein Restriktionsfragment
der HO-1 cDNA (Klon 2/10), welches urspringlich von Dr. Rex Tyrrell (School of
Pharmacy and Pharmacology, University of Bath, Bath, UK) zur Verfigung gestellt
wurde. FUr die Plasmidspaltung des kommerziell bezogenen B-Aktinfragments
(Firma Boehringer, Mannheim) wurden die Endonukleasen Nco | und Pst |
verwendet. Der Restriktionsansatz wurde gemald Produktinformationen tber zwei
Stunden bei 37° C inkubiert (Roche, Mannheim).

Gensonde GrolRe Restriktionsenzym
HO-1 (human) 1000 bp EcoR |
3-Aktin (human) 450 bp Nco |, Pst |

Tabelle 5: Gensonden

Die Sonden-DNA wurde nach dem Restriktionsverdau elektrophoretisch in einem
0,8 %igen TAE-Agarosegel (60 mV) uUber Nacht der Grol3e nach aufgetrennt. Zur
Visualisierung der DNA enthielt das Gel den Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
in einer Konzentration von 0,25 pg/ml. Fir die Identifikation der spezifischen DNA-
Fragmente im Gel wurde ein DNA-Standard (Invitrogen, Karlsruhe) definierter
GroRRe eingesetzt. Mithilfe von UV-Licht wurden die DNA-Banden detektiert und
mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten. Fir die Isolierung der DNA aus den
Gelbanden wurde der Gel-Extraction-Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet und
die Extraktion nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Bestimmung der
DNA-Konzentration erfolgte durch Messung der optischen Dichte am UV-
Spektrometer (Ultrospec 2000, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) bei 260
nm.

3.5.2 Inkubationsprotokoll

ECV304-Zellen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm
ausgesat und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer 24-stiindigen
Nuchternphase mit Medium ohne Serum erfolgte die Inkubation der Zellen mit
Simvastatin Uber die jeweils angegebenen Zeitrdume. Fur Hemmstoffexperimente
wurden die Zellen fur 20 Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor vorbehandelt.
Danach wurde die Inkubation mit Simvastatin fir acht Stunden fortgesetzt. Der
HO-1-Induktor Cadmiumchlorid (10 uM, acht Stunden) diente als Positivkontrolle.
Fur die Versuche zur RNA-Stabilitat wurden die Zellen fur sechs Stunden mit
Simvastatin (100 puM) vorinkubiert, um die Bildung von HO-1-mRNA anzuregen.
Anschliel3end wurden das Medium entfernt, die Zellen mit kaltem PBS gespuilt und
frisches Medium ohne Serum zugegeben. Nach einer 25-minitigen
Vorbehandlung mit dem Transkriptionshemmstoff Aktinomycin D (AD 1 pg/ml)
wurde die Inkubation mit Simvastatin (100 pM) fir zwei bis sechs Stunden
fortgesetzt. Die Applikation von Hemmstoffen erfolgte zeitgleich mit AD.

Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA geerntet, in kaltem PBS resuspendiert und
bei 7000 rpm fur zehn Minuten bei 4° C zentrifugiert. Die Pellets wurden im
Anschluss bei -80° C aufbewabhrt.
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3.5.3 RNA-Isolation

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Pellets wurde nach der Single-Step-
Methode (Chomczynski 1987) mithilfe des peqGOLD TriFast-Reagenz (Peqlab,
Erlangen) isoliert und erfolgte gemalR den Herstellerangaben. Das
gebrauchsfertige = Reagenz  besteht aus einer einphasigen Phenol-
Guanidinisothiocyanat-Losung, welche das Zellpellet lysiert ohne die RNA zu
spalten. Um die Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewahrleisten wurden die
Ansétze fur funf Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach Zugabe von
Chloroform und anschlieBender Zentrifugation trennte sich die Losung in drei
Phasen: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose, wassrige
Phase und eine dazwischen liegende Interphase. Die sich in der wassrigen Phase
befindende RNA wurde in einem neuen Eppendorfgefal durch Isopropanol gefallt.
Nach verschiedenen Zentrifugations- und Reinigungsschritten wurde die isolierte
Menge an Gesamt-RNA in DEPC-Wasser (20-35 pl) aufgenommen. Die Proben
wurden vor der Quantifizierung mindestens fur eine Stunde bei -80° C aufbewabhrt.

3.5.4 RNA-Quantifizierung und -Gelelektrophorese

Der Gesamtgehalt an RNA wurde mit einem UV-Spektrometer (Ultrospec 2000,
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) bei 260 nm bestimmt. AnschlieRend
wurden je 25 pg RNA mit 4-fach konzentriertem Ladepuffer versetzt und zehn
Minuten bei 60° C denaturiert. Die Auftrennung der RNA erfolgte in einem 1 %igen
Formaldehyd-Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen bei 16 V uber
Nacht (Rave 1979).

3.5.5 RNA-Transfer durch Northern-Blot

Mit der Methode des Northern-Blots kann RNA aus einem Agarosegel Uber
Vakuum-verstarkte Diffusion auf eine Nylonmembran transferiert werden. Zur
Dokumentation der Gelelektrophorese wurden die Gele zunéchst fotografiert
(Eagle Eye II, Stratagene, Heidelberg). Anschlielend folgten Waschschritte mit in
DEPC-Wasser gelostem NaOH (0,05 N), reinem DEPC-Wasser und
konzentriertem Transferpuffer (20x SSC). Mithilfe eines Vakuum-Blotters
(Biometra, Gottingen) erfolgte der 90-minitige Transfer der RNA auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Hybond N*; GE Healthcare, Freiburg). Die Fixierung der
RNA-Basen auf die Nylonmembran erfolgte in einem Inkubator (80° C, 30
Minuten).

3.5.6 Markierung der Sonden mit *?P-Desoxycytidintriphosphat

Die Sonden wurden mithilfe des Random Primed DNA Labeling Kits der Firma
Roche (Mannheim) markiert. Diese von Feinberg und Vogelstein entwickelte
Methode basiert auf der Hybridisierung eines Gemisches aller mdglichen
Hexanukleotid-Kombinationen mit dem zu markierenden Fragment (Feinberg
1983).

Die als Sonde verwendete doppelstrangige DNA (45 ng) wurde zunachst fir fanf
Minuten bei 95° C denaturiert und anschlieend mit dem Reaktionsgemisch
versetzt. Sobald sich ein Hexanukleotid aus dem Reaktionsgemisch als Primer an
den DNA-Strang binden kann, wird der komplementare Strang durch das Klenow-
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Fragment der DNA-Polymerase synthetisiert. Durch Zugabe von 32P-
Desoxycytidintriphosphat (*2P-dCTP, Hartmann Analytic, Braunschweig) und einer
Mischung der Ubrigen Nukleotide wurde der komplementare DNA-Strang als
radioaktiv markierte Sonde synthetisiert.

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37° C wurde die Reaktion durch
Zugabe von EDTA (0,2 M, pH 8) gestoppt und die nicht inkorporierten Nukleotide
wurden durch Zentrifugation des Reaktionsansatzes auf Quick Spin-
Saulen/Sephadex G50 (GE Healthcare, Freiburg) abgetrennt. Abschlie3end
erfolgte eine 5-minttige Denaturierung der doppelstrangigen Sonde bei 95° C.

3.5.7 Hybridisierung

Die Membranen wurden zunachst tUber zwei Stunden bei 65° C mit 100 pg/ml
Fisch-DNA enthaltender Hybridisierungslosung vorhybridisiert, um unspezifische
Bindungen der Sonde zu minimieren. AnschlielRend wurde die Haupthybridisierung
Uber 24 Stunden bei 65° C mit der jeweiligen Sonde in Hybridisierungslésung
durchgefuhrt. Danach wurden ungebundene Nukleotidreste durch Waschschritte
mit SSC (2x15 Minuten 2xSSC bei RT; 2x15 Minuten 0,5xSSC bei 65° C) von der
Membran entfernt.

3.5.8 Autoradiographische Detektion

Die Detektion der radioaktiven Strahlung erfolgte tber einen Autoradiographiefilm
(Kodak BioMax MS Film; Sigma, Taufkirchen), der tGber mindestens 24 Stunden
mit einem sogenannten Hyperscreen bei -80° C exponiert wurde. Dieser Schirm
absorbiert die Strahlung starker p-Strahler und gibt sie in Form von Licht wieder
ab, welches den Film schwarzt. Die densitometrische Auswertung wurde mithilfe
des Programms Quantity One Basic (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durchgefuhrt.

3.6 mMRNA-Bestimmung mittels real-time RT-PCR

Die Methode der PCR (polymerase chain reaction) dient der Vermehrung von
definierten Nukleotidsequenzen durch thermostabile DNA-Polymerasen. Im
Anschluss kénnen die amplifizierten DNA-Sequenzen durch Fluoreszenzreaktion
quantifiziert werden. Fur die organspezifische Detektion des HO-1-mRNA-Gehalts
von HO-1-Luc-Méausen wurde eine quantitative RT-PCR durchgefthrt, bei der die
cDNA-Synthese und real-time PCR in einem Schritt ablief (One-Step RT-PCR).
Die einzelnen Schritte der real-time RT-PCR wurden durch einen Thermozykler
(Mx3005P QPCR System, Stratagene, La Jolla, CA, USA) geregelt.

3.6.1 Orale Applikation

Die Einteilung der HO-1-Luc-M&use in Simvastatin- und Vehikel-behandelte
Kontrollgruppen erfolgte randomisiert. Es wurde einmalig eine Simvastatindosis
von 100 mg/kg KG oder das Vehikel (1:66,6 Tween20 in isotonischer NaCl-
Ldsung) peroral appliziert. Das Volumen betrug maximal 260 pl und wurde durch
eine 1,0 ml-Spritze mit stumpfer Kanile verabreicht. Die Inkubationszeit betrug
sechs Stunden.
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3.6.2 Gewebeaufbereitung

Nach dem Tod der Mause wurden Gehirn, Leber, Herz, Lunge, Milz und Nieren
entnommen. Die Organe wurden mit kaltem KPO4>-Puffer gespult und 100 mg
des Gewebes sofort in RNAlater-geflillte (Qiagen, Valencia, CA, USA)
Eppendorfgefal3e gelegt. Die Proben wurden utber Nacht bei 4° C aufbewahrt
bevor sie am darauf folgenden Tag dauerhaft bei -20° C gelagert wurden.

3.6.3 RNA-Isolation

Die RNA-Gesamtmenge des Gewebes wurde mithilfe des RNAeasy Plus Mini Kits
(Qiagen, Valencia, CA, USA) isoliert. Nach dem Auftauen der Proben wurden 20-
30 mg des Gewebes zerkleinert und in 600 pl B-Mercaptoethanol-haltigem RLT-
Puffer aufgenommen. FiUr die Homogenisierung wurde ein Ultraschallprozessor
(XL2000, Misonics, Farmingdale, NY, USA) verwendet. Die im Anschluss
folgenden Trennungs- und Reinigungsschritte wurden exakt nach dem Handbuch
der Firma Qiagen durchgefuhrt. Die isolierte RNA-Menge wurde zum Schluss mit
30 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.

3.6.4 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Gesamt-RNA wurde am UV-Spektrometer durch Absorptionsmessung (A=260
nm) bestimmt. Die Reinheit der Proben wurde anhand des Quotienten aus der
optischen Dichte bei 260 und 280 nm Uberprtft und war stets gréRer als 1,6.

3.6.5 CcDNA-Synthese

Fur die Amplifikation von RNA wird eine RNA-abhangige DNA-Polymerase
(Reverse Transkriptase) bendétigt, welche die RNA-Sequenz zundchst in cDNA
(complementary DNA) umschreibt. Die Reverse Transkriptase ist namensgebend
fur die RT-PCR. Das 3'-Poly(A)-Segment der mRNA dient dabei als
Hybridisierungspartner fir ein Oligo-(dT)-Fragment, an dessen 3'-Ende die
reverse Transkriptase starten kann. Es entsteht ein doppelstrangiger mRNA-DNA-
Hybrid. Die cDNA-Synthese lief bei einer Temperatur von 50° C tber 30 Minuten
im Thermozykler ab (Tab. 7).

3.6.6 PCR

Direkt nach der cDNA-Synthese folgte die PCR bestehend aus den Teilschritten
Denaturierung, Annealing und Elongation. Durch die anfangliche Denaturierung
liegen die Nukleotidsequenzen als Einzelstrange vor. Die zu amplifizierende
Zielsequenz wird durch zwei spezifische Oligonukleotide, sogenannten sense
(forward) und antisense (reverse) Primer (Tab. 6) begrenzt. Bei diesem als
Annealing bezeichneten Vorgang lagert sich einer der Primer an den einen Strang,
der andere an den komplementaren Strang der DNA-Matrize an. Im Anschluss
folgt die Elongation (DNA-Synthese). Die zu verlangernden 3"-Enden der Primer
sind aufeinander zuorientiert, sodass die DNA-Synthese zusammenfiihrend
verlauft. Durch den Einsatz der thermostabilen Tag-Polymerase konnte diese
Methode vollautomatisiert werden (Mullis 1987). Die neu synthetisierte DNA wird
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als Matrize fur weitere Amplifikationszyklen verwendet, wodurch eine
exponentielle Vermehrung der DNA-Sequenz stattfindet.

sense Primer (forward) antisense Primer (reverse)
HO-1 5-CCT-TCC-CGA-ACA-TCG-ACA- | 5-GCA-GCT-CCT-CAA-ACA-
GCC-3 GCT-CAA-3
3-Aktin | 5"-AAG-GAG-ATT-ACT-GCT-CTG- | 5-ACT-CAT-CGT-ACT-CCT-
GCT-CCT-A-3 GCT-TGC-TGA-T-3

Tabelle 6: Primersequenzen

Die verwendeten Primer wurden freundlicherweise von Dr. Stacy Burns-Guydish
und Dr. Hui Zhao (Department of Pediatrics, School of Medicine, Stanford
University, Stanford, CA, USA) zur Verfigung gestellt.

Die One-Step RT-PCR wurde in einer MicroAmp optischen 96-well-Platte unter
Gebrauch des QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kits (Qiagen, Valencia, CA)
durchgefiihrt. Die Verdinnung der Proben und des HO-1-mRNA-Standards
wurden so gewahlt, dass ein Volumen von 4 ul 40 ng Template-RNA entsprachen.
Der HO-1-mRNA-Standard wurde freundlicherweise von Dr. Hui Zhao
(Department of Pediatrics, School of Medicine, Stanford University, Stanford, CA,
USA) zur Verfugung gestellt. Als Negativkontrolle wurden 4 pl RNase-freies
Wasser verwendet. Das Gesamtvolumen betrug 25 pl pro well. Der
Reaktionsansatz (Tab. 8) wurde gemaf Tabelle 7 im Thermozykler inkubiert.

Schritt Temperatur | Dauer | Zyklen
Reverse Transkription | cDNA-Synthese 50° C 30 min 1
PCR initiale Denaturierung 95° C 15 min 1
Denaturierung 95° C 15 sek
Annealing 60° C 30 sek 40
Elongation 72° C 30 sek

Tabelle 7. Thermozyklus der cDNA-Synthese und der Amplifikation

Reagenzien Volumen (u)/well Endkonzentration
2xQuantiTectSYBRGreen | 12,5 1x

sense Primer 2,5 0,6 uM

antisense Primer 2,5 0,6 uM

QuantiTect RT Mix 0,25 0,25 pl/Reaktion
RNase-freies Wasser 3,25 -

Template-RNA 4,0 40 ng/Reaktion

Tabelle 8: Reaktionsansatz der real-time RT-PCR

3.6.7 Quantifizierung

Die gleichzeitige Quantifizierung der DNA-Menge wéahrend der PCR-Zyklen wird
als real-time PCR bezeichnet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | bindet an
doppelstrangige  DNA-Molekile, wodurch es zu einer detektierbaren
Fluoreszenzbildung kommt. Somit ist die Fluoreszenzemission proportional zu der
gebildeten Menge an PCR-Produkten. Ein weiterer Fluoreszenzfarbstoff ROX
diente als interne Kontrolle. Die Fluoreszenzemission von ROX ist unabhangig von
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der PCR-Reaktion, wodurch mdgliche SYBR Green I-Schwankungen korrigiert
werden konnen. Der organspezifische Gehalt an HO-1-mRNA wurde anhand der
Kalibriergeraden des HO-1-mRNA-Standards (Kopie/ug RNA) kalkuliert, gegen [3-
Aktin abgeglichen und als Vielfaches der Kontrolle dargestellt. Alle Proben wurden
3-fach bestimmit.

3.7 Bestimmung der Himoxygenase-Aktivitat

Die Messung der totalen Hamoxygenase-Aktivitdt (HO-Aktivitat) kann durch den
guantitativen Nachweis eines der Reaktionsprodukte erfolgen. In diesem Fall
wurde die CO-Produktion des Gewebes gaschromatographisch bestimmt. Die
Menge an nachgewiesenem CO korreliert mit der enzymatischen Aktivitat der HO.
CO kann auch auf anderem Weg z. B. durch Fotooxidation organischer
Verbindungen entstehen, weshalb alle Versuchsschritte mdglichst unter
Ausschluss von Licht durchgefuhrt wurden. Die HO-Aktivitat ergab sich
letztendlich aus der Differenz des Gesamtbetrages an gemessenem CO zu der
Menge an nicht durch HO gebildetes CO.

3.7.1 Orale Applikation

Die Einteilung der HO-1-Luc-Mause in Simvastatin- und Vehikel-behandelte
Kontrollgruppen erfolgte randomisiert. Es wurde einmalig eine Simvastatindosis
von 100 mg/kg KG oder das Vehikel (1:66,6 Tween20 in isotonischer NaCl-
Losung) peroral appliziert. Das Volumen betrug maximal 260 pl und wurde durch
eine 1,0 ml-Spritze mit stumpfer Kanule verabreicht. Die Inkubationszeit betrug 24
Stunden.

3.7.2 Gewebeaufbereitung

Nach dem Tod der Mause wurden Gehirn, Leber, Herz, Lunge, Milz und Nieren
entnommen. Die Messung der HO-Aktivitat erforderte 100-150 mg Gewebe,
welches mit kaltem KPOs>-Puffer gespilt wurde. Die Gewebeproben wurden
zerkleinert und im Anschluss mit einem Ultraschallprozessor (Modell XL2000,
Misonics, Farmingdale, NY, USA) im Eisbad homogenisiert. Vorversuche ergaben
ein Optimum der Zellzerstérung unter gleichzeitiger Schonung des HO-Enzyms
bei einer Prozessorintensitdt von 50 %. Die durch Ultraschall gewonnenen
Homogenisate wurden auf Eis gestellt und innerhalb einer Stunde vermessen.

3.7.3 Enzymreaktion

Als Substrat wurde das stabilere Methamalbumin anstelle von Hadm eingesetzt.
Der in 2 ml-Braunglasflaschchen (Vials) pipettierte Reaktionsansatz setzte sich
aus Gewebehomogenisat, Methamalbumin und NADPH zusammen (Tab. 9). Die
Detektion von basalem, bereits vorhandenem CO erfolgte durch den Austausch
des Substrates NADPH gegen inerten 0,1 M KPOs*-Puffer (20 pl). Pro
Versuchstier und Gewebe wurde der Gesamt-CO-Gehalt 3-fach und der basale,
nicht durch HO gebildete CO-Gehalt 2-fach bestimmt.
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Reagenzien Volumen/Flaschchen Einsatzkonzentration
Gewebehomogenisat 20 pl 0,1 mg Gewebe/ul
Methamalbumin 20 ul 150 uM
NADPH 20 pl 4,5 uM

Tabelle 9: Reaktionsansatz fur die Bestimmung der HO-Aktivitat

Die verschlossenen Vials wurden fur funf Minuten bei 37° C im Wasserbad
inkubiert und fur zwei Sekunden mit CO-freier Luft bei einer Flussrate von 200-300
ml/Minute gespult, um bereits vorhandenes CO zu entfernen. Die CO-freie Luft
entstand mithilfe eines Hopcalite-Katalysators (CuO/MnO) bei 120° C und wurde
Uber ein Zwei-Kanilensystem (Abb. 8) durch den Gummistopfen in das
Reaktionsgefald transportiert. Beim Entfernen des Zwei-Kanulensystems wurde
Uber die langere Nadel der Druck im Vial automatisch an den Atmospharendruck
angeglichen.

Die Enzymreaktion lief im Dunkeln bei 37° C im Wasserbad ab und endete nach
15 Minuten durch den Zusatz von 30 %iger (m/V) Sulfosalicylsaure (5 pl/Vial).

=
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| }
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= 1
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o} —Heizpatrone
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g Katalysator

I
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komprimierte Luft

Abbildung 8: Zwei-Kanulensystem fir das Entfernen von vorhandenem CO
(Appleton 1999)

3.7.4 Gaschromtographische CO-Detektion

Nach Ablauf der Enzymreaktion wurden die Proben auf Eis gelagert und die
gebildete CO-Menge gaschromatographisch bestimmt (Vreman 1988). Vor jeder
Messung wurde eine Kalibriergerade uber einen Bereich von 24 bis 120 pmol
(entsprichnt 50 bis 250 pl) Standardgas erstellt. Das Standardgas wurde
unmittelbar vor der Messung aus 20 pl reinem CO (99,9 % Matheson Gas
Products, Montgomeryville, Pennsylvania, USA) und 1000 pl CO-freier,
synthetischer Luft in einer Hamilton-Spritze hergestellt. Die chromatographische
Trennung erfolgte in einer Edelstahlsdule mit integriertem Molekularsieb (40-60
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mesh, Alltec Associates, Deerfield, IL, USA) bei 140° C. Die Vials waren Uber ein
Zwei-Kanulensystem  mit der  Gaschromatographie  verbunden. Die
Kanllensysteme fir das Entfernen von vorhandenem CO und fur die
gaschromatographische  Detektion  unterschieden sich  nur in  der
Stromungsrichtung der jeweiligen Gase (Abb. 9). Als Tragergas wurde
synthetische Luft mit einer FlieRgeschwindigkeit von 30 ml/Minute und einer
Injektionszeit von 15 Sekunden eingesetzt. Die Elutionszeit fur CO betrug 90
Sekunden.

Tragergas —y A
A— Verbindung zur GC
||T— 18G-Nadel (5 cm)

< >— Halterung

Gummistopfen
i @‘ &= Verschluss

—+— Gasphase
— 2ml-Vial

18G-Nadel (7 cm)

L Reaktionsmedium (60 pl)

Abbildung 9: Zwei-Kanulensystem fur die gaschromatographische CO-
Detektion (Appleton 1999)

Die CO-Bestimmung erfolgte mit einem reduzierenden Gasdetektor. 270° C
heiRes Quecksilberoxid (HgO) oxidiert CO zu CO:2 unter Freisetzung von
aguimolaren Mengen an Quecksilberdampf (Hg).

4) HgO + CO — CO2 + Hg?

Das entstandene Quecksilber wurde im Anschluss mithilfe eines UV-Photometers
durch Absorptionsmessung detektiert und in ein elektrisches Signal umgewandelt.
Die entstandene Peakflache ist in mVxSekunde angegeben. Uber die
Kalibriergerade lie3 sich die zugehoérige CO-Menge in pmol berechnen. Die
Sensitivitat der Methode betragt durch den hohen Absorptionskoeffizienten von Hg
1 pmol. Nicht durch HO gebildetes CO wurde durch die KPO4?-Kontrolle als
Doppelbestimmung erfasst und von der dazugehdérigen, 3-fach bestimmten Menge
an Gesamt-CO subtrahiert (5). Die HO-AKktivitat ist als pmol CO/h/mg Nassgewicht
angegeben und als Vielfaches zu den mit PBS-behandelten Kontrolltieren
dargestellt.

(5) HO-AKktivitat (nmol CO/h/mg Nassgewicht)

nmol ><60 min/h>< mi 8 1
1000 pmol  15min  mg Gewebe 0,02 ml

= Gesamt-CO — KPO4%-CO (pmol) x
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Die 15 Minuten entsprechen der Zeit fur die HO-Enzymreaktion mit einem
Probenvolumen von 0,02 ml.

3.8 Luciferase-vermittelte Chemilumineszenz

Die Fahigkeit von Lebewesen selbst oder mithilfe von Symbionten Licht zu
erzeugen, wird als Biolumineszenz bezeichnet. Die Biolumineszenz ist ein
Spezialfall der Chemilumineszenz. In der Gentechnik werden Lumineszenz-
Enzyme wie z. B. die firefly-Luciferase in Form von Reportergenen fur die Analyse
regulatorischer DNA-Sequenzen (Promotoren) eingesetzt (Mrad 2012). Das
Luciferase-Gen wird daflr vor die Promotorregion kloniert und in Abhéangigkeit
zum Promotor exprimiert. Charakteristisch ist die leichte Nachweisbarkeit des
Genproduktes, dessen Aktivitat mit der des Zielpromotors korreliert.

Der Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Promotorregion wurde sowohl in
transient und stabil transfizierten Zellsystemen als auch in transgenen M&usen
untersucht. Alle Genkonstrukte enthielten die firefly-Luciferase des
nordamerikanischen Gluhwirmchens (Photinus pyralis) als Reportergen. Das
Substrat Luciferin wird in Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Magnesium-
lonen durch die Luciferase oxidiert (6). Unter Bildung von Oxyluciferin wird dabei
Licht der Wellenlange 562 nm frei.

(6)

L Luciferase, Mg
Luciferin + ATP + O2 g

> Oxyluciferin + AMP + PP; + CO2 + Licht

3.8.1 Reportergen-Assay in stabil transfizierten Zellen

Fur den Einfluss von Simvastatin auf die 15 kb 5 -flankierende Promotorregion des
murinen HO-1-Gens, wurden stabil transfizierte HO-1-Luc-NIH3T3-Zellen
verwendet (Abb. 7).

3.8.1.1 Inkubationsprotokoll

Die stabil transfizierten Mausfibroblastenzellen wurden in 96-well-Platten ausgesat
und bis zu 80 %iger Konfluenz kultiviert. Nach einer 6-stiindigen Nichternphase in
Medium ohne Serum folgte die Inkubation mit Simvastatin (10 puM) Uber einen
Zeitraum von 1-24 Stunden. Der HO-1-Induktor Cadmiumchlorid (10 uM) wurde
als Positivkontrolle verwendet.

3.8.1.2 Luciferase-Assay

Das Inkubationsmedium wurde entfernt und 100 pl Luciferinlésung (300 pg/ml) pro
Vertiefung zugesetzt. Die Reportergenaktivitat wurde anhand der emittierten
Photonen lber eine sensitive CCD-Kamera (charged-coupled device, Model
C2400-32, Hamamatsu, Japan) funf Minuten detektiert. Die Messung lief unter
Ausschluss von Licht ab. Die Auswertung des Flux (emittierte Photonen/Sekunde)
erfolgte mit dem Programm Livinglmage 2.5 der Firma Xenogen (Alameda, CA,
USA). Die Ergebnisse wurden als Vielfaches der unbehandelten Kontrollzellen
dargestellt und korrelieren mit der Aktivitdt des HO-1-Promotors.
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3.8.2 Reportergen-Assay in transient transfizierten Zellen

Fir die transiente Transfektion von ECV304-Zellen wurde ein Genkonstrukt,
bestehend aus den upstream liegenden 4900 bp der humanen HO-1-
Promotorregion (hHO-1, Abb. 10) einschlieRlich codierendem Luciferase-
Reportergen verwendet. Weiterhin wurden Mutanten dieses hHO-1-Konstrukts
eingesetzt, welche Mutationen im CRE (cAMP-responsive element, Mutantel),
MARE (Maf recognition element, Mutante2) oder in beiden Bereichen (Mutantel1/2)
enthielten (Abb. 10) (Kronke 2003). Die humanen Konstrukte enthielten einen
pGL3-Grundvektor.

Das fur die p38a-defizienten MEF-Zellen sowie deren Wildtyp eingesetzte
Luciferase-Reportergenkonstrukt enthielt die proximalen 4045 bp der murinen HO-
1-Promotorregion. Der Grundvektor des murinen Konstrukts war pGL2. Alle
Genkonstrukte wurden freundlicherweise von Dr. Norbert Leitinger (Robert M.
Berne Cardiovascular Research Center, University of Virginia, VA, USA) zur
Verfligung gestellt.

1kb
-49kb -3,8kb
Sac | Xba | Bgl Il Hin Il EcoR | Pst1 Xho |
hHO-1 . | L1 1 1 Ly .
Exonl

\

/

CRE MARE
TGCTGCGTCATGTTTG TGCTGAGTCAC

MARE

Mutantel / \
TGCGTAGATCTGTTTG TGCTGAGTCAC

Mutante2 / CRE \
TGCTGCGTCATGTTTG TGCGTAGGTAC

Mutante1/2 / \

TGCGTAGATCTGTTTG TGCGTAGGTAC

Abbildung 10: Schematische Darstellung der humanen HO-1-
Reportergenkonstrukte

Abgebildet sind Wildtyp und Mutanten der hHO-1-Reportergenkonstrukte (hHO-1=Wildtyp;
CRE-Mutante = Mutantel, MARE-Mutante = Mutante2; CRE/MARE-Mutante =
Mutante1/2). Die Mutationen sind an der kursiven und hervorgehobenen Schreibweise der
veranderten Nukleotide zu erkennen.
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3.8.2.1 Transformation kompetenter Escherichia coli Zellen

Die bei -70° C gelagerten E. coli DH5-a-Kulturen wurden auf Eis aufgetaut. 100 pl
des Bakterienstamms wurden mit 1 pg Plasmid-DNA versetzt, sanft invertiert und
fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach folgte ein kurzer Hitzeschock fur 30
Sekunden im 42° C warmen Wasserbad mit anschlieRender 2-minitiger Lagerung
auf Eis. Nach Zusatz von 900 pl LB-Medium wurde das Gemisch fir eine Stunde
bei 37° C unter standigem Schitteln (225-250 rpm) inkubiert. Von der
transformierten DH5-a-Bakterienkultur wurden 10 ul auf einer LB-Ampicillin-
Agarplatte (100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37° C
aufbewahrt. Die verwendeten Plasmide enthielten alle ein Resistenzgen gegen
Ampicillin.

Von den Uber Nacht gewachsenen Bakterienkolonien wurde ein einzelner Klon
ausgewahlt und in 5 ml LB-Medium uberfuhrt. Nach weiterer Schuttelinkubation
(37° C, 80 rpm) uber Nacht wurden 900 pl transformierte E. coli-Kultur mit 100 pl
Glycerol als Dauerkultur bei -70° C eingefroren.

Der qualitative Transformationsnachweis erfolgte durch Spaltung der Plasmid-
DNA mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen (Tab. 11) und
anschlieBender elektrophoretischen Trennung. Die fur den Restriktionsverdau
benodtigten Enzyme und Puffer wurden von New England Biolabs (Frankfurt)
bezogen. Der Restriktionsansatz wurde nach Firmenangaben hergestellt und bei
37° C inkubiert.

Im Anschluss wurde das Restriktionsgemisch in einem 0,8 %igen TAE-Agarosegel
(60 mV) uber Nacht der Grof3e nach aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA
enthielt das Gel den Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration
von 0,25 pg/ml. Fur die ldentifikation der spezifischen DNA-Fragmente im Gel
wurde ein DNA-Standard (Invitrogen, Karlsruhe) definierter Gréf3e eingesetzt.
Mithilfe von UV-Licht wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht und fotografiert
(Eagle Eye I, Stratagene, Heidelberg).

Promotor | Organismus | Grole | Grundvektor | Restriktionsenzyme

hHO-1 Mensch 4900 bp pGL3 Kpn |, Sal |

mHO-1 Maus 4045 bp pGL2 Kpn |, Sal |

Tabelle 10: Promotorkonstrukte

3.8.2.2 Plasmidgewinnung und -isolierung

Fur die Plasmidgewinnung wurden 50 ml LB-Medium mit 10 ul der transformierten
Stammkultur angeimpft und bei 37° C im Schuttelinkubator (80 rpm) aufbewahrt.
Die Plasmidisolation wurde am darauffolgenden Tag mit Hilfe des Plasmid-Midi-
Isolations-Kits der Firma Qiagen (Hilden) durchgefiihrt. Dieses System basiert auf
einer modifizierten alkalischen Zelllyse (Birnboim 1979), gefolgt von einer
spezifischen DNA-Bindung an eine Anionen-Austauscher-Séule unter geeigneten
Salz- und pH-Bedingungen. Die Isolation wurde entsprechend den
Herstellerangaben durchgeftihrt. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte
am UV-Spektrometer (Ultrospec 2000, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
bei 260 nm.
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3.8.2.3 Transfektion

Als Transfektionsmittel wurde das aus mehreren Komponenten bestehende, nicht
liposomale FuGENEG6-Reagenz (Roche, Mannheim) verwendet. Das auf
Lipidbasis beruhende Reagenz bildet mit der negativ geladenen Plasmid-DNA
Komplexe, die durch Endozytose in die Zelle gelangen. Obwohl FUGENEG6 keine
Liposomen im eigentlichen Sinne bildet, wird es wie ein liposomales
Transfektionsmittel verwendet (Nagy 2006).

ECV304- und MEF-Zellen wurden zu 80 %iger Konfluenz in 6-well-Platten
ausgesat. Eine optimale Transfektionseffizienz wurde mit 3 ul FUGENE6 und 1,5
Hng Promotorplasmid pro Vertiefung erzielt. Entsprechend den Herstellerangaben
wurde das Transfektionsmittel mit 100 pl Antibiotika-freiem Medium fur flnf
Minuten bei RT inkubiert bevor das Promotorkonstrukt zugesetzt wurde. Nach
kurzem Vortexen und weiteren 15 Minuten Inkubation erfolgte dann die
tropfenweise Zugabe zu den Zellen. Die Transfektionszeit betrug 24 Stunden.

3.8.2.4 Inkubationsprotokoll

Das Transfektionsmedium wurde nach 24 Stunden entfernt und durch Medium
ohne Serum ersetzt. Nach einer Nuchternphase von vier Stunden wurden die
Zellen fur 18 Stunden mit Simvastatin inkubiert. Fir Hemmstoffexperimente
wurden die Zellen fur 25 Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor vorbehandelt.
Danach wurde die Inkubation mit Simvastatin fir 18 Stunden fortgesetzt. Als
Positivkontrolle wurde Cadmiumchlorid in einer Konzentration von 10 pM
eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug ebenfalls 18 Stunden.

3.8.2.5 Probenaufarbeitung und Luciferase-Assay

Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit warmen PBS gespilt, mit 600 pl
PLB (passive lysis buffer, Promega, Mannheim) pro Vertiefung versetzt und fir 15
Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Das erhaltene Zelllysat wurde in
EppendorfgefaRe Uberfihrt und fir zwei Minuten bei 14 000 rpm (4° C)
zentrifugiert. Fur die Messung der Luciferase-Aktivitat wurden 20 pl des
Uberstandes in 100 pl Luciferase-Assay-Puffer (Promega, Mannheim) gegeben
und direkt im Anschluss im Luminometer (Lumat LB 9507, Berthold, Bad Wildbad)
fur zehn Sekunden vermessen. Die emittierten Photonen sind als RLU angegeben
und auf den Proteingehalt der Proben (siehe Proteinbestimmung 3.4.2) normiert.
Die erhaltenen Ergebnisse korrelieren mit der Luciferase-Aktivitat und geben
dadurch Auskunft Uber die Aktivitat des HO-1-Promotors.

3.8.3 Reportergen-Assay mit HO-1-Luc-Mausen

Die in vivo Untersuchungen der HO-1-Promotorregion erfolgte mit transgenen HO-
1-Luc-Mausen, welche als Expressionsvektor die gesamte 5 -regulatorische HO-1-
Gensequenz (15 kb) gekoppelt an ein Luciferase-Reportergen enthielten
(McCaffrey 2003). Die HO-1-abhangige Luciferase-Expression wurde nicht-invasiv
anhand der Lichtfreisetzung bei der Metabolisierung des Substrats Luciferin
bestimmt. Photonenreiche Korperregionen weisen eine erhohte HO-1-
Promotoraktivitat auf.

34



Material und Methoden

3.8.3.1 Orale Applikation

Die Einteilung der HO-1-Luc-Mause in Simvastatin- und Vehikel-behandelte
Kontrollgruppen erfolgte randomisiert. Es wurde einmalig eine Simvastatindosis
von 100 mg/kg KG oder das Vehikel (1:66,6 Tween20 in isotonischer NaCl-
Losung) peroral appliziert. Das Volumen betrug maximal 260 pl und wurde durch
eine 1,0 ml-Spritze mit stumpfer Kanile verabreicht. Die Inkubationszeit betrug
sechs Stunden.

3.8.3.2 Luciferase-Assay

Fur die Biolumineszenz-Messung (bioluminescence imaging; BLI) wurde das in
vivo Imaging System 200 (IVIS) der Firma Xenogen (Alameda, CA, USA)
verwendet. Die basale HO-1-Promotoraktivitéat der transgenen Mause wurde zwei
Tage vor dem Versuch bestimmt. Die HO-1-Luc-Mause erhielten zehn Minuten vor
der Messung intraperitoneal Natriumpentobarbital (Nembutal, 50 mg/kg KG) und
Luciferin (150 mg/kg KG) (Hsu 2006). Die von den sedierten Mausen emittierten
Photonen wurden im IVIS Uber einen Zeitraum von funf Minuten detektiert. Die
Kalkulation des Flux (emittierte Photonen/Sekunde) erfolgte mit dem Programm
Livinglmage 2.5 der Firma Xenogen. Die Ergebnisse wurden als Vielfaches der
Basalstimulation dargestellt und gegen die Kontrolltiere normalisiert. Die Messung
wurde aus ventraler, lateraler und dorsaler Lage durchgefihrt.

3.9 Material

Axxora, Grlinberg HO-1-Antikorper, LY294002, NADPH,
ODQ, Ultra Pure Water, Wortmannin

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, Ultra Pure Water
USA

DIFCO Laboratories, Detroit (USA)  Trypton

European collection of Cell ECV304 (ECACC 92091712)
Cultures (ECACC), Wiltshire (UK)

GE Healthcare, Freiburg Dextransulfat, ECL Plus Detektionsreagenz,
Hyperfilm ECL, Nitrocellulosemembran
Hybond-ECL, Nylonmembran Hybond N*,
ProbeQuant G50 Mikrosaulen

Hartmann Analytic, Braunschweig 32p-dCTP

Invitrogen, Karlsruhe Agarose, DMEM, DNA-Standard,
Ethidiumbromid, FBS , Heringssperma
DNA-LG6sung, Medium 199, Mercapto-
ethanol, nicht essenzielle Aminoséuren
100x, PBS

Merck, Darmstadt Ethanol, Isopropanol, Kaliumchlorid,
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MSD Merck Sharp & Dohme GmbH,
Haar

New England Biolabs, Frankfurt am

Main

Peglab, Erlangen

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

TSI GmbH, Zeven

Kaliumhydrogenphosphat,
Magnesiumchlorid, Methanol,
Natriumhydrogenphosphat,
Natriumphosphat

Simvastatin

Akt-Antikorper, 10x Cell Lysis Buffer, Kpn I,
MAPK-Antikorper, Phospho-Akt-Antikorper,
Phospho-MAPK-Antikorper, Sal |

Protein-Marker 1V, peqGOLD TriFast

Luciferase-Assay-System, 5x PLB, pGL2-
Basisvektor, pGL3-Basisvektor

HiSpeed Plasmid Midi Kit, Plasmid Midi
Isolation Kit, Gel Extraction Kit, RNAeasy
Plus Mini Kit, QuantiTect SYBR Green RT-
PCR Kit

FUGENE 6 Transfektionsreagenz, Random
Primed DNA Labeling Kit,
Restriktionsenzyme

Bradford-Reagenz Roti-Quant, Chloroform,
Coomassie-Brillantblau, DEPC, DMSO,
EDTA, Essigsaure, Formaldehyd,
Formamid, Glycin, Hefeextrakt, LB-Agar,
MOPS, Natriumacetat, Natriumchlorid,
Natriumcitrat, Natriumhydroxid, Tween 20

Acrylamid

Aktinomycin D, Ampicillin, APS, B-Aktin-
Antikorper, BSA, Cadmiumchlorid,
Chloramphenicol, DDA, DNCB, DTT, Gel
Loading Solution Type 1, GF109203X,
Glycerol, GW9662, KT5720, KT5823, L-
NAME, Lucigenin, LY294002, Peroxidase-
gekoppelter Sekundarantikérper,
PD098059, PMSF, SB203580, SB202190,
Simvastatin, SP600125, TEMED, Triton-X
100, Trypsin/EDTA 10x,

Trockenmilchpulver
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3.10 Puffer, Losungen, Medien

3.10.1 Puffer und Lésungen

Blockierungslosung fur HO-1-Antikorper: 4 % fettfreies Trockenmilchpulver in Tris-
Puffer

Blockierungslésung fir Phospho-MAPK- und Pan-MAPK-Antikérper: 5 % fettfreies
Trockenmilchpulver in Tris/Tween-Puffer

Coomassie-Brillantblau-Losung: 2,5 g/l Coomassie-Brillantblau, 10 % Essigsaure,
45 % Methanol in demineralisiertem Wasser

Entfarber: 10 % Essigséaure, 45 % Methanol in demineralisiertem Wasser

1 %iges Formaldehyd-Agarosegel: 10 g/l Agarose, 10 % 10x MOPS in DEPC-
Wasser, vor dem Giel3en 17 % Formaldehyd zugeben

Hybridisierungslosung fir Northern-Blot-Analyse: 10 % Dextransulfat, 1 M NacCl,
1 % SDS in DEPC-Wasser, 100 pg/ml Fisch-DNA frisch zugeben

Ladepuffer fir SDS-PAGE: 100 mM Tris, 10 mM EDTA, 2 % SDS, 20 % Glycerol,
2,5 M DTT frisch zugeben

Ladepuffer fir RNA-Agarose-Gelelektrophorese: 400 upl Formamid, 140 pl
Formaldehyd, 80 pl 10x MOPS, 8 ul Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml), 3 pl Gel
Loading Solution

Laufpuffer fur DNA-Agarose-Gelelektrophorese: 1x TAE

Laufpuffer fur RNA-Agarose-Gelelektrophorese: 1x MOPS

Laufpuffer fur SDS-PAGE: 50 mM Tris, 384 mM Glycin, 0,1 % SDS

Lysispuffer zur Proteinisolation: 25 mM Tris, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 7,4
bei 37° C, 1 uM PMSF frisch zugeben

MOPS: 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0 bei 37° C

PBS: 138 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 8,1 mM
Natriumhydrogenphosphat, 1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat, pH 7,3 bei 37° C

PBS-Mg-Puffer: 100 mM Kaliumhydrogenphosphat, 4,3 mM Magnesiumchlorid,
pH 7,4 bei 37° C

PLB: 5x PLB 1:5 mit Ultra Pure Water verdiinnt

Sammelgel fur SDS-PAGE: 5% Acrylamid, 20 % Sammelgelpuffer, 1 % APS (0,1
g/ml), 0,1 % TEMED in bidestilliertem Wasser

Sammelgelpuffer: 334 mM Tris, 17 mM SDS, pH 6,8 bei 37° C
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SSC: 150 mM Natriumchlorid, 15 mM Natriumcitrat, pH 7,0 bei 37° C

0,8 %iges TAE-Agarosegel: 8 g/l Agarose in 1x TAE

TAE-Puffer: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 % Essigsaure, pH 8,0 bei 37° C
Transferpuffer fur Western Blot: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

Trenngel fur SDS-PAGE: 15 % Acrylamid, 20 % Trenngelpuffer, 1 % APS
0,1 g/ml), 0,1 % TEMED in bidestilliertem Wasser

Trenngelpuffer: 1 M Tris, 17 mM SDS, pH 8,8 bei 37° C
Tris-Puffer: 20 M Tris, pH 7,4 bei 37° C
Tris/Tween-Puffer fir HO-1-Detektion: 0,5 % Tween, 20 M Tris, pH 7,4 bei 37° C

Tris/Tween-Puffer fir Phospho-MAPK- und Pan-MAPK-Antikdrper: 0,1 % Tween,
20 M Tris, pH 7,4 bei 37° C

3.10.2 Substanzlésungen

Folgende Stammlésungen wurden in DMSO bei -20° C gelagert: Aktinomycin D
(1 mg/ml), DDA (10 mM), GW9662 (10 mM), KT5729 (2,5 mM), KT5823 (1 mM),
LY294002 (20 mM), ODQ (1 mM), PD098059 (22,5 mM), SB202190 (20 mM),
SB203580 (20 mM), SP600125 (45 mM), Wortmannin (10 mM).

Die Verdinnungen wurden mit PBS hergestellt.

Chloramphenicol wurde in reinem Ethanol geldst und als Stammlésung (34 mg/ml)
bei -20° C gelagert.

Luciferin (30 mg/ml) wurde mit steriler 0,9 %NaCl-Losung verdinnt.

Meth&dmalbumin (1,5 mM H&am/0,15 mM BSA) wurde wie folgt hergestellt: 9,9 mg
Hemin wurden in 2,5 ml 0,4 M NasPOas gelost, 100 mg BSA zugesetzt und das
Volumen auf 8 ml mit destilliertem Wasser erhdht. Der ph-Wert 7,4 wurde mit 1 M
HCI eingestellt bevor auf das Endvolumen von 10 ml mit destilliertem Wasser
aufgefullt wurde. Vor Gebrauch wurde die Stammlésung 1:10 mit 0,1 M KPQO4*-
Puffer verdinnt.

NADPH (4,5 mM) wurde aus 4,2 mg NADPH gelost in 1 ml 0,1 M KPO4?>-Puffer
hergestellt. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Natriumpentobarbital (Nembutal 50 mg/ml) wurde 1:10 mit steriler NaCl-Lésung
(0,9 %) verdinnt.

Simvastatin (20 mM) wurde durch alkalische Hydrolyse aus dem Simvastatinlakton
hergestellt. 8 mg Lakton wurden in 0,2 ml Ethanol und 0,3 ml NaOH (0,1 N) fur
zwei Stunden bei 50° C erhitzt. Nach Einstellen des pH-Wertes 7,2 wurde das
Volumen auf 1 ml mit destilliertem Wasser aufgefullt.
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Simvastatinldsung zur oralen Applikation: die Stammlésung setzte sich aus 20 mg
Simvastatin, 30 pl Tween20 und 1970 pl isotonischer Kochsalzlésung zusammen.

Vehikel fur die orale Applikation war eine Losung bestehend aus Tween20 und
isotonischer Kochsalzlésung im Verhaltnis 1:66,6.

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Substanzen in den entsprechenden
Mengen PBS geldst. Alle Losungen wurden am Versuchstag frisch hergestellt.

3.10.3 Medien

LB-Ampicillin-Agar: 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 170 mM Natriumchlorid, 15
g/l Agar, 100 mg/l Ampicillin, pH 7,5 bei 37° C

LB-Medium: 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 170 mM Natriumchlorid, 100 mg/I
Ampicillin, pH 7,5 bei 37° C

3.11 Statistik

Bei den Messungen der Chemilumineszenz und real time RT-PCR sind alle
Messdaten als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwerts (x £ SEM) von n=3-6
unabhangigen Experimenten angegeben. Die densitometrischen Daten der
Northern- und Western-Blot-Analysen basieren auf n=3-6 unabhangigen
Experimenten.

Fur die in vivo Untersuchungen zur Bestimmung der HO-Aktivitat, Biolumineszenz
und des mRNA-Gehalts wurden 3 unabhéngige Experimente durchgefihrt mit je
einem 1 Kontroll- (Vehikelapplikation) und 3 Versuchstieren (Substanzapplikation).
Zur Prufung auf signifikante Unterschiede zwischen Gruppen wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni’s multipler Vergleichstest angewendet.
Fur die Auswertung der in vivo Daten am Mausmodell wurde der zweiseitige t-Test
verwendet. Bei allen Experimenten wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05 als statistisch signifikant angesehen.

3.12 Kooperationen

Alle in vivo Daten sind wahrend der Auslandsaufenthalte in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. D. K. Stevenson, (Departement of
Pediatrics, School of Medicine, Stanford University, CA, USA) an der Stanford
University entstanden. Im Vordergrund standen vor allem die in vivo
Biolumineszenz-Messung der transgenen HO-1-Luc-Mause sowie die von Herrn
Dr. H. J. Vreman (Departement of Pediatrics, School of Medicine, Stanford
University, CA, USA) etablierte gaschromatographische CO-Detektion. Die
Bestimmung der organspezifischen HO-Aktivitdt wurde von Frau Dr. L. Muchova
und Herrn M. Hsu (Departement of Pediatrics, School of Medicine, Stanford
University, CA, USA) durchgefuhrt. Alle weiteren in vivo Daten sowie die
Untersuchung der Promotoraktivitat in stabil transfizierten NIH3T3-Zellen wurden
ebenfalls in den USA generiert.
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Material und Methoden

In Kooperation mit Herrn PD Dr. S. Immenschuh (Institut fur Klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin, Justus-Liebig-Universitat Giel3en) wurde
die Methode des Reportergen-Assays erlernt und zusammen mit Herrn Dr. S.
Schurger am Institut fir Pharmakologie in Halle etabliert. Die HO-1-
Promotorkonstrukte wurden urspringlich von Herrn Dr. N. Leitinger (Robert M.
Berne Cardiovascular Research Center, University of Virginia, VA, USA) zur
Verfigung gestellt. Die in HUVEC- sowie MEF-Zellen dargestellten Versuche
wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. S. Immenschuh u. a. von Frau Dr. N.
Wijayanti (Institut fr Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Justus-
Liebig-Universitat Giel3en) durchgeflhrt.
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4 Ergebnisse
4.1 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion

4.1.1 Antioxidative Effekte von Simvastatin in einem Modell fur
oxidativen Stress

Statinen werden neben ihren cholesterolsenkenden auch antioxidative und
zytoprotektive Eigenschaften zugesprochen (Shishehbor 2003; Davignon 2004b;
Greenwood 2007). Mithilfe eines Modells fur oxidativen Stress sollte dieses
Charakteristikum am Beispiel von Simvastatin in der Endothelzelllinie ECV304
Uberpruft werden.

In Entziindungsprozessen ist die membranstandige NADPH-Oxidase hochreguliert
und produziert vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Der unter
pathophysiologischen Umstanden erhodhte Sauerstoffradikalspiegel wurde durch
die Zugabe von NADPH simuliert. Die membranstandige NADPH-Oxidase
metabolisiert das Substrat NADPH unter Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). Die gebildeten ROS lassen sich mithilfe von Lucigenin-verstarkter
Chemilumineszenz in relativen Lichteinheiten (RLU) messen (Tarpey 1999;
Habeos 2008). Die Stimulation der ROS-Bildung durch NADPH in unbehandelten
Kontrollzellen wurde als maximal erreichbarer RLU-Wert (RLUmax) zu 100 %
gesetzt.

Endothelzellen wurden fir 24 Stunden mit Simvastatin inkubiert. Um direkte,
antioxidative Effekte von Simvastatin auszuschlieRen, wurden die Zellen vor der
Messung mit PBS gespllt. Die gemessenen relativen Lichteinheiten korrelieren
mit der Menge an reaktiven Sauerstoffspezies.
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Abbildung 11: Effekt von Simvastatin auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in
Endothelzellen

ECV304-Zellen wurden mit Simvastatin in verschiedenen Konzentrationen fir 24 h
inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n23 Einzelexperimenten.
* p<0,05 Simvastatin vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferronis multipler
Vergleichstest.
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In dem gewahlten Modell fir oxidativen Stress zeigt Simvastatin eine
konzentrationsabhangige Reduktion der gebildeten Menge an ROS. Bereits ab
einer Konzentration von 2,5 UM ist eine signifikante Verringerung der freien
Radikalmenge im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle detektierbar. In dem
gewahlten Konzentrationsbereich wird eine maximale Senkung des
Sauerstoffradikalspiegels (53 %) bei einer Konzentration von 10 uM Simvastatin
erreicht. Simvastatinkonzentrationen Uber 10 pM flhrten nicht zu einer
Verstarkung der radikalsenkenden Wirkung (nicht abgebildet).

4.1.2 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Proteinexpression

Die zytoprotektive Wirkung von Simvastatin im Modell fir oxidativen Stress lasst
eine Aktivierung antioxidativer Mechanismen vermuten. Verschiedene endogene
Enzyme sind in der Lage zellularen Stress zu minimieren. Eine Vielzahl von
Studien belegt eine zytoprotektive Wirkung der induzierbaren HO-1 sowohl in vitro
als auch in vivo (Foresti 1999). Fur die Uberpriifung eines moglichen Effektes von
Simvastatin auf die HO-1-Translation wurde die Western-Blot-Methode gewahlt.
Primare humane Endothelzellen (HUVEC) sowie ECV304-Zellen wurden fiur 24
Stunden mit Simvastatin inkubiert.

a) Simvastatin (M)

I I
KON 30 100

S HO-1-Protein

- G °DH-Protein

b) Simvastatin (UM)

KON I 10 30 100 I

S S S W | 3 Aktin-Protein

> *

2 20] 16 17
[J]
§ 1,3
o 157
-
2
5 107
(]
©
5 ]
€ 05
=}
©
£

0.0°

KON | 10 30 100 |

Simvastatin (uM)

Abbildung 12: Effekt von Simvastatin auf die HO-1-Proteinexpression in HUVEC-
und ECV304-Zellen

a) HUVEC und b) ECV304 wurden 24 Stunden mit Simvastatin inkubiert. Dargestellt sind
reprasentative Western-Blots mit den dazugehtrigen Ladungskontrollen sowie die
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densitometrische Auswertung von b). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von
n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und
Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

Simvastatin zeigt sowohl in den Primérzellen als auch in der Zelllinie ECV304 eine
Induktion des HO-1-Proteins. In ECV304-Zellen erh6ht Simvastatin (100 puM) die
Proteinexpression um das 1,7-fache. Eine signifikante HO-1-Induktion tritt in der
endothelialen Zelllinie ab einer Konzentration von 30 pM ein. In den primaren
Endothelzellen (HUVEC) sind hohere Konzentrationen (100 uM) nétig, um eine
Induktion des HO-1-Proteins nachzuweisen.

4.1.3 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-mRNA-Expression

Die HO-1 wird in erster Linie als ein transkriptional reguliertes Enzym beschrieben
(Shibahara 1987; Kitamuro 2003; Mrad 2012). Verschiedene Stimuli der HO-1 sind
in der Lage durch Beeinflussung von Tranksriptionsfaktoren eine Stimulation der
HO-1-Promotorregion zu bewirken und dadurch zu einer Steigerung der
Transkriptionsrate und vermehrten mRNA-Produktion zu fuhren. Die Simvastatin-
bedingte Proteininduktion kdnnte somit Folge eines solchen transkriptorischen
Effektes sein. Mithilfe des radioaktiven Northern-Blots wurde deshalb die Wirkung
von Simvastatin auf die HO-1-mRNA untersucht.

Endothelzellen wurden fir acht Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von
Simvastatin inkubiert. Neben dem konzentrationsabhangigen Effekt wurde auch
der Einfluss der Inkubationszeit auf die mRNA-Expression untersucht. Dafur
wurden die Endothelzellen Gber einen Zeitraum von 2-12 Stunden mit 100 pM
Simvastatin versetzt.
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Abbildung 13: a) Konzentrations- und b) zeitabhéngiger Effekt von Simvastatin
auf die Expression der HO-1-mRNA in EVC304-Zellen

ECV304-Zellen wurden a) acht Stunden mit Simvastatin in verschiedenen
Konzentrationen bzw. b) mit Simvastatin (100 uM) Uber verschiedene Zeitraume inkubiert.
Dargestellt sind reprasentative Northern-Blots mit B-Aktin-Ladungskontrollen sowie die
densitometrische Auswertung von a). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM von
n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und
Bonferronis multipler Vergleichstest.

Simvastatin zeigt eine sowohl konzentrations- als auch zeitabhangige Stimulation
der HO-1-mRNA in ECV304-Zellen. Die maximale mRNA-Induktion wurde nach
einer Inkubationszeit von acht Stunden erreicht und war bei einer Konzentration
von 100 puM Simvastatin um das ca. 6-fache erhoht.

4.1.4 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Promotoraktivitat

Bei der transkriptional-regulierten Genexpression spielt die Beeinflussung der
Promotorregion eine wichtige Rolle. Mithilfe des Luciferase-Reportergen-Assays
konnte der Einfluss von Simvastatin auf den HO-1-Promotor untersucht werden.
Die in Abhangigkeit zur HO-1-Promotoreinheit exprimierte Luciferase kann dabei
photometrisch detektiert werden.
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Abbildung 14: Effekt von Simvastatin auf die hHO-1-Promotoraktivitat in transient
transfizierten ECV304-Zellen

ECV304-Zellen wurden transient mit einem humanen HO-1-Reportergenkonstrukt
transfiziert, welches die 5 -flankierenden 4900 bp der humanen HO-1-Promotorregion
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enthalt. Die Inkubationszeit betrug 18 h. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von
n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und
Bonferronis multipler Vergleichstest.

In Gegenwart von Simvastatin zeigt sich ein konzentrationsabhangiger Anstieg der
RLU im Vergleich zu den unbehandelten, transfizierten Kontrollzellen. Das
Maximum liegt bei einer 2,1-fachen Induktion wund wird bei einer
Simvastatinkonzentration von 25 pM erreicht. Stimulierende Effekte von
Simvastatin auf den pGL3 Grundvektor sind nicht vorhanden, wodurch die
gemessenen RLU der aktivierten HO-1-Promotorregion zugesprochen werden
konnen.

Neben der Beeinflussung der Promotoraktivitat in transient transfizierten Zellen
wurde auch der Effekt auf die gesamte 5 -flankierende Regulationseinheit des
murinen HO-1-Gens (15 kb) untersucht. Hierfir wurden stabil transfizierte HO-1-
Luc-NIH3T3-Zellen lber einen Zeitraum von 1-24 Stunden mit Simvastatin
inkubiert. Die Konzentration an Simvastatin betrug 10 uM. Im Anschluss wurde die
Luciferase-Aktivitat in Gegenwart von Luciferin bestimmt.
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Abbildung 15: Effekt von Simvastatin auf die mHO-1-Promotoraktivitat in stabil
transfizierten HO-1-Luc-NIH3T3-Zellen

HO-1-Luc-NIH3T3-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 1-24 Stunden mit Simvastatin
(10 pM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte * SEM von n23
Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und
Bonferroni’s multipler Vergleichstest

Simvastatin (10 pM) zeigt eine zeitabhangige Stimulation der murinen HO-1-
Promotorsequenz mit einem 1,5-fachen Maximum nach sechs Stunden
Inkubationszeit. Die Luciferaseaktivitdt wurde Uber die Detektion des Flux
(emittierte Photonen/Sekunde) bestimmt. Die Aktivitditen des Luciferase-Enzyms
und der HO-1-Promotorregion korrelieren miteinander.
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4.1.5 Stabilisierung der HO-1-mRNA durch Simvastatin

Simvastatin ist in der Lage sowohl die Promotorregion des HO-1-Gens zu
aktivieren als auch den mRNA-Gehalt der HO-1 zu erh6hen. Werden beide Effekte
miteinander verglichen, fallt auf, dass die Aktivierung der Promotorregion um das
2-fache erhoht wird (Abb. 15, 16), wogegen der Gehalt der HO-1-mRNA um das 6-
fach steigt (Abb. 13). Die relativ geringe Stimulation der HO-1-Promotorregion, im
Vergleich zu dem Gehalt an HO-1-mRNA, liel3 post-transkriptionale Prozesse
innerhalb der HO-1-Genregulation vermuten. Daher wurde im folgenden
Experiment der Effekt von Simvastatin auf die Stabilitat der HO-1-mRNA
untersucht.

Die Steigerung der basalen HO-1-mRNA erfolgte durch eine 6-stiindige
Vorinkubation mit Simvastatin. Eine weitere mRNA-Synthese wurde durch einen
Mediumwechsel und die Zugabe des Transkriptionsinhibitors Aktinomycin D (AD)
verhindert. Inwieweit eine mMRNA-Stabilisierung an der HO-1-Induktion von
Simvastatin beteiligt ist, wurde durch Beobachtung des mRNA-Abbaus untersucht.
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Abbildung 16: Effekt von Simvastatin auf die HWZ der HO-1-mRNA in ECV304-
Zellen

ECV304-Zellen wurden fur sechs Stunden mit Simvastatin (100 pM) vorinkubiert. Nach
Auswaschen der Substanzen erfolgte die Zugabe von AD (1 pg/ml) und 20 Minuten spater
die erneute Zugabe von Simvastatin (100 uM). Die Zellen wurden nach zwei, vier und
sechs Stunden geerntet. Abgebildet sind ein reprasentativer Northern-Blot mit -
Aktinabgleich sowie die densitometrische Auswertung der Gesamtversuche. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 AD +
Simvastatin vs. AD; einseitige ANOVA und Bonferroni’'s multipler Vergleichstest. Die
jeweiligen HWZ wurden aus der graphischen Abbildung bestimmt.
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Der Gehalt an HO-1-mRNA war in Gegenwart von Simvastatin nach vier und
sechs Stunden signifikant erhoht im Vergleich zu den unbehandelten AD-
Kontrollzellen. Der stabilisierende Effekt von Simvastatin wird auch durch die
verlangerte HWZ von 3,4 auf 5,7 Stunden deutlich.

41.6 Einfluss der HO-1 auf die antioxidativen Effekte von
Simvastatin

Simvastatin besitzt radikalsenkende Eigenschaften (Abb. 11) und ist auf3erdem in
der Lage das zytoprotektiv wirkende Enzym HO-1 (Abb.12, 13) zu induzieren.
Mithilfe eines HO-1-Inhibitors sollte nun untersucht werden, ob diese beiden
Effekte in kausalem Zusammenhang zueinander stehen. Die klassischen HO-
Inhibitoren sind Metalloporphyrine, die eine kompetitive Hemmung der HO
bewirken (Vreman 1996). Teilweise kdnnen jedoch auch andere Enzyme mit einer
Hamgruppe wie die NO-Synthase, Cytochrom-P450-Enzyme und die l8sliche
Guanylatzyklase beeinflusst werden (Grundemar 1997). Um diese Nebeneffekte
auszuschliel3en wurde der HO-Inhibitor Chrom-Mesoporphyrin IX (CrMP) gewahilt,
da er im Gegensatz zu anderen HO-Inhibitoren in Konzentrationen unter 5 pM
selektiv die HO-Aktivitat inhibiert und auch keine photochemischen Eigeneffekte
zeigt (Vreman 1993; Appleton 1999).
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Abbildung 17: Effekt des HO-1-Inhibitors CrMP auf die radikalsenkende Wirkung
von Simvastatin in Endothelzellen

ECV304-Zellen wurden mit CrMP (3 pM) fir 25 Minuten vorbehandelt und anschliel3end
fur 24 h mit Simvastatin inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3
Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin vs. Kontrolle (KON); # p<0,05 Simvastatin +
CrMP vs. Simvastatin; einseitige ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest.

Der HO-Inhibitor CrMP konnte die Simvastatin-bedingte Senkung des
Sauerstoffradikalspiegels teilweise aufheben. Der radikalsenkende Effekt von
Simvastatin bei einer Konzentration von 10 uM wurde in Gegenwart des HO-
Inhibitors CrMP zu ca. 50 % antagonisiert. Somit wird ein Teil der antioxidativen
Eigenschaften von Simvastatin Gber die HO-1 vermittelt.
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4.1.7 Zusammenfassung

In priméren Endothelzellen als auch in der Zelllinie ECV304 bewirkt Simvastatin
eine Erhéhung der HO-1-Proteinexpression. Simvastatin zeigt weiterhin eine zeit-
und konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-mRNA, die sowohl
transkriptional als auch post-transkriptional reguliert ist. Zum einen aktiviert
Simvastatin die Promotorregion des humanen HO-1-Gens (4,9 kb) sowie den 15
kb-Bereich der murinen Gensequenz, und zum anderen kommt es durch post-
transkriptionale mRNA-Stabilisierung zu einer Verlangerung der HWZ. Die fur
Simvastatin nachgewiesene Induktion der HO-1-Genexpression steht auf3erdem in
kausalem Zusammenhang mit der flir Simvastatin beschriebenen antioxidativen
Wirkung. Somit stellt Simvastatin einen potenten Induktor der HO-1 dar, dessen
antioxidativer Effekt teilweise Uber die Beeinflussung der HO-1 erklarbar ist.

4.2 Transkriptionale Mechanismen der HO-1-Genregulation

Die HO-1 ist ein in der Regel transkriptional reguliertes Enzym. Veranderungen in
der HO-1-Genexpression werden tberwiegend durch die Beeinflussung der HO-1-
Promotorregion erzielt. Eine wichtige Rolle spielen dabei Transkriptionsfaktoren,
welche mit der Promotorregion interagieren. Eine entscheidende Funktion kommt
dabei den upstream gelegenen Enhancerregionen E1 und E2 zu. Beide Bereiche
weisen verschiedene antioxidant response elements (ARE) auf, die auch als Maf
recognition element (MARE) bezeichnet werden und charakteristische Sequenzen
antioxidativer Gene darstellen (Nguyen 2003). Die Signalkaskaden, die
letztendlich Initiator der Genexpression sind, konnen je nach Stimuli variieren.
Haufig sind phosphorylierungsabhangige Mechanismen beschrieben, zu denen u.
a. der MAPK- und PI3K-Weg zahlt (Immenschuh 2000). Ziel der folgenden
Untersuchungen war es, den flr Simvastatin spezifischen Signalweg und die
dazugehdrigen Promotorelemente der HO-1-Induktion zu identifizieren.

4.2.1 Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Die MAPK-Kaskade ist fur eine Vielzahl von HO-1-Induktoren essenziell fur die
Enzymexpression (Elbirt 1998; Masuya 1998; Mrad 2012). Ob dies auch fur die
Simvastatin-vermittelte HO-1-Induktion zutrifft, sollte mithilfe von spezifischen
MAPK-Inhibitoren, Phospho-MAPK-Antikorpern sowie Versuchen in p38a-
defizienten Zellen tGberprift werden.

4.2.1.1 Einfluss von MAPK-Stoffwechselwegen auf die HO-1-mRNA-
Induktion

Fir die mRNA-Untersuchungen wurden spezifische, zellpermeable MAPK-
Inhibitoren eingesetzt. Der Hemmstoff PD098059 (2-Amino-3-Methoxyflavon)
verhindert die Aktivierung von ERK durch Blockade der vorgeschalteten MAPK-
Kinasen MEK1 und MEK2 (Alessi et al. 1995). Das Anthrapyrazolon-Derivat
SP600125 wurde fur die Hemmung der MAPK JNK eingesetzt. SP600125 bindet
kompetitiv an der ATP-Bindungstasche von JNK und senkt dadurch die
katalytische Aktivitat des Enzyms (Bennett et al 2001). Fur die Blockade der p38-
MAPK wurde das Pyridinylimidazol-Derivat SB203580 verwendet, welches
ebenfalls einen spezifischen ATP-kompetitiven Inhibitor darstellt (Lee et al. 1999).
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Abbildung 18: Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die Simvastatin-vermittelte
Induktion der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden nach 20-mindtiger Vorinkubation mit a) PD098059 (45 uM), b)
SP600125 (45 uM) oder ¢) SB203580 (45 uM) fur weitere acht Stunden mit Simvastatin
(100 pM) inkubiert. Dargestellt sind reprasentative Northern-Blots mit -
Aktinladungskontrollen sowie d) die densitometrische Auswertung. Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte £+ SEM von n23 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin + SB203580
vs. Simvastatin; einseitige ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest.

ECV304-Zellen wurden fur 20 Minuten mit dem jeweiligen MAPK-Inhibitor
vorbehandelt und anschlieBend mit Simvastatin inkubiert. Die auf HO-1-mRNA-
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Ebene beobachtete Maximalstimulation von Simvastatin nach 8 Stunden wurde
als Standardinkubationszeit gewéhlt (Abb. 13).

Der ERK-Hemmstoff PD098059 (45 pM) und der JNK-Hemmstoff SP600125
bewirkten eine durchschnittlich 25 bis 30-prozentige Senkung der mRNA-Menge,
die jedoch im Vergleich zu den Simvastatin-behandelten Kontrollzellen statistisch
nicht signifikant war. Die Blockade des p38-Signalweges mittels SB203580 (45
MM) reduzierte die mRNA-Stimulation durch Simvastatin signifikant um ca. die
Halfte (51,2 %).

4.2.1.2 Einfluss von Simvastatin auf die Aktivierung von MAPK

Die Aktivierung des MAPK-Weges erfolgt Uber hintereinander geschaltete
Phosphorylierungsschritte. Mithilfe von phospho-spezifischen Antikérpern kann auf
translationaler Ebene nachgewiesen werden, ob Simvastatin in der Lage ist MAPK
zu stimulieren. Die Aktivierungszeit des MAPK-Systems liegt in der Regel im
Minutenbereich. ECV304-Zellen wurden deshalb Gber einen Zeitraum von 15 bis
240 Minuten mit Simvastatin (100 pM) inkubiert. Im Anschluss wurde die
Phosphorylierung der terminalen MAPK mithilfe der Western-Blot-Methode
Uberpruft.

Der Nachweis der aktivierten Form von ERK1 (44 kDa) und ERK2 (42 kDa)
erfolgte mit einem phosphospezifischen p44/p42-(pT202/pY204)-Antikorper, der
mit dem aktivierten Threonin-Glutamat-Thyrosin-Motiv (TPEYP-Motiv) in der
Aktivierungsschleife von ERK reagiert (Samuel and Ellis 2002). JNK1 (46 kDa)
und JNK2 (54 kDa) wurden Uber das konservierte Threonin-Prolin-Tyrosin-
Aktivierungsmotiv (TP-P-YP-Motiv) nachgewiesen. Im aktiven Zustand ist diese
Struktur phosphoryliert und Uber einen spezifischen p46/p54-(pT183/pY185)-
Antikorper detektierbar. Fir den Aktivierungsnachweis der dritten terminalen
MAPK p38 (38 kDa) wurde die biphosphorylierte Threonin-Glycin-Tyrosin-Struktur
(TPGYP-Motiv, pT180/pY182), welche sich im aktiven Zentrum von p38 befindet,
nachgewiesen. Die Detektion der unphosphorylierten MAPK (Pan-MAPK) diente
als Ladungskontrolle.
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Simvastatin (100 uM)
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F
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Phospho-ERK1/2 | 1
+ 0,02 +0,17 | +0,47 | +0,66 | +0,98 + 0,36
Phospho-n38 1 1,02 1,03 1,18 1,75 * 1,83 * 16*
pho-p +004 | +006 | +008 |+03 |+021 |+016

Abbildung 19: Effekt von Simvastatin auf
ECV304-Zellen

die Phosphorylierung von MAPK in

Endothelzellen wurden Uber einen Zeitraum von 15 bis 240 Minuten mit Simvastatin (100
UM) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Anisomycin (100 uM; 30 Minuten) verwendet (nur
teilweise abgebildet). Dargestellt sind reprasentative Western-Blots mit den
dazugehorigen Ladungskontrollen sowie die densitometrische Auswertung. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin vs.
KON; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

Simvastatin ist in der Lage die MAPK ERK1/2 und p38 durch Phosphorylierung
des jeweiligen TXY-Motivs zu aktivieren. Die Aktivierung von ERK erfolgte nach 60
Minuten. Fur p38 betrug die Aktivierungszeit ebenfalls 60 Minuten. In dem
gewahlten Zeitraum von 15 bis 120 Minuten konnte keine Phosphorylierung von
JNK1/2 beobachtet werden.

4.2.1.3 Einfluss von
Promotoraktivitat

p38-Stoffwechselwegen auf die HO-1-

Simvastatin ist in der Lage den p38-Signalweg zu aktivieren (Abb. 19). Weiterhin
ist die Simvastatin-bedingte Induktion der HO-1-mRNA abhéngig von p38-
Stoffwechselwegen (Abb. 18). Basierend auf diesen Ergebnissen sollte nun
untersucht werden, ob die durch Simvastatin erhéhte HO-1-Promotoraktivitat
ebenfalls an p38 gebunden ist. Als Hemmstoffe der p38-MAPK wurden die
Pyridinylimidazol-Derivate SB203580 (20 uM) sowie SB202190 (1 uM) eingesetzt.
Der spezifisch und kompetitiv wirkende Inhibitor SB202190 bindet ebenso wie
SB203580 an der ATP-Bindungstasche des aktiven Zentrums von p38a und p38p
(Lee et al. 1999).

Fur die Charakterisierung des Einfluss von p38 auf die Stimulation der HO-1-
Promotoraktivitdt (Abb. 15) wurden die transient transfizierten Zellen fir 20
Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor vorbehandelt und dann mit Simvastatin
inkubiert.
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Abbildung 20: Effekt von p38-Inhibitoren auf die Simvastatin-vermittelte Induktion
der HO-1-Promotoraktivitat in ECV304-Zellen

ECV304-Zellen wurden transient mit einem humanen HO-1-Reportergenkonstrukt,
welches die proximalen 4900 bp der humanen HO-1-Promotorregion enthélt, transfiziert.
ECV304-Zellen wurden fir 18 Stunden mit Simvastatin (25 uM) inkubiert. Die Zugabe der
p38-Inhibitoren SB203580 (20 uM) und SB202190 (1 pM) erfolgte 20 Minuten vor der
Simvastatininkubation. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n23
Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin + Hemmstoff vs. Simvastatin; einseitige
ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest.

Beide p38-Hemmstoffe konnten die durch Simvastatin-bedingte Stimulation der
Luciferaseaktivitat um ca. die Halfte senken. In Gegenwart von SB202190 (1 uM)
verringerten sich die relativen Lichteinheiten auf 55,8 %. Der Hemmstoff
SB203580 (20 uM) bewirkte eine Reduktion auf 48,3 % im Vergleich zu den nicht
vorinkubierten Kontrollzellen. Die Stimulation der HO-1-Promotorregion durch
Simvastatin scheint demzufolge an p38-abhangige Signalwege gebunden zu sein.

Die MAPK p38 ist ein universell exprimiertes Signalmolekul, welches in den vier
Isoformen p38a, p38B, p385 und p38y vorkommt und an einer Vielzahl von
regulatorischen Prozessen in der Zelle beteiligt ist. Die Proteinkinase kann dabei
sowohl in Proliferations-, Differenzierungs- und Apoptosemechanismen integriert
sein als auch stressbedingt durch u. a. proinflammatorische Zytokine oder reaktive
Sauerstoffspezies aktiviert werden. Fur die Induktion der HO-1 ist vor allem eine
Beteiligung der Isoform p38a beschrieben. So konnten Immenschuh und
Mitarbeiter die Notwendigkeit von p38a fur die HO-1-Induktion in MEF-Zellen
nachweisen (Naidu 2009). Ebenso wurde durch extrazellulare Azidose in glatten
Muskelzellen der Aorta eine p38a-abhéngige Stimulation der HO-1 nachgewiesen
(Guan 2008).

Neben dem Einsatz spezifischer Inhibitoren kdnnen auch durch Knockout-Modelle
Regulationsschritte und mechanistische Zusammenhange untersucht werden. Der
Einsatz von p38a-defizienten MEF-Zellen (p38a-MEF'), in denen die Isoform
p38a Uberexprimiert dominant negativ vorlag, sollte als Kontrolle der bereits mit
p38-Antagonisten gewonnenen Daten dienen. Fir die Promotorstudien wurden in
Wildtyp- (p38-MEF**) und p38-defizienten MEF-Zellen die proximalen 4045 bp
des murinen HO-1-Promotors in Form eines Luciferase-gekoppelten
Reportergenkonstrukts transient transfiziert.
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Abbildung 21: Effekt von Simvastatin auf die HO-1-Promotoraktivitat in transient
transfizierten Wildtyp- und p38a-defizienten MEF-Zellen

p38-MEF** und p38-MEF" wurden transient mit dem murinen HO-1-
Reportergenkonstrukt transfiziert, welches die proximalen 4045 bp HO-1-Promotorregion
der Maus enthdlt. Die Inkubationszeit von Simvastatin betrug 18 Stunden. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin vs.
KON; # p<0,05 Simvastatin p38-MEF** vs. Simvastatin p38-MEF ; einseitige ANOVA und
Bonferronis multipler Vergleichstest.

In Wildtyp-MEF-Zellen (p38-MEF**) erh6hte Simvastatin die Promotoraktivitat um
das 7,5-fache im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. In p38-dominant
negativen MEF-Zellen (p38-MEF”) konnte ebenfalls ein signifikanter Anstieg der
Luciferase-Aktivitat in Gegenwart von Simvastatin beobachtet werden, der jedoch
deutlich geringer ausfiel (2-fach). Der Vergleich des Simvastatineffektes in
Wildtyp- und p38-defizienten Zellen ergab eine signifikant verringerte Luciferase-
Aktivitdt in der dominant-negativen Zelllinie, wodurch die mit p38-Inhibitoren
beobachteten Effekte bestatigt werden konnten. Eine Stimulation des pGL2-
Basisvektors war nicht vorhanden.

4.2.1.4 Einfluss von p38-Stoffwechselwegen auf die HO-1-
Proteininduktion

Nachfolgende Untersuchungen sollten Aufschluss dariber geben, ob p38-
abhangige Signalwege nicht nur fir die HO-1-Promotraktivitat und HO-1-mRNA-
Synthese essenziell sind, sondern ob sie auch flr die translationale Regulation der
HO-1-Proteinexpression bendtigt werden. Hierfir wurden Wildtyp- (p38-MEF**)
und p38a-dominant negative (p38-MEF”) MEF-Zellen mit Simvastatin fir 24
Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde mithilfe der Western-Blot-Methode das
HO-1-Protein detektiert.
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Abbildung 22: Effekt von Simvastatin auf die HO-1-Proteinexpression in Wildtyp-
und p38a-defizienten MEF-Zellen

p38-MEF** und p38-MEF" wurden 24 Stunden mit Simvastatin inkubiert. Dargestellt sind
reprasentative Western-Blots mit den dazugehérigen GAPDH-Ladungskontrollen von n=3
Einzelexperimenten.

Simvastatin stimuliert in einer Konzentration von 100 pM die HO-1-
Proteinexpression im Fibroblastenwildtyp. In p38a-defizienten MEF-Zellen konnte
bei gleicher Konzentration keine Induktion des HO-1-Proteins festgestellt werden,
sodass p38-abhangige Stoffwechselwege auch fur die Simvastatin-vermittelte HO-
1-Proteinexpression bendtigt werden.

4.2.2 Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und Akt

Eine weitere Phosphorylierungskaskade, die haufig in der HO-1-Genexpression
eine Rolle spielt, ist der Signalweg der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K).
Mithilfe eines Phospho-Akt-Antikdrpers sollte Uberprift werden, ob Simvastatin in
der Lage ist den PI3K/Akt-Weg zu aktivieren und inwieweit spezifische Inhibitoren
einen Einfluss auf die Simvastatin-abhangige HO-1-Expression haben.

4.2.2.1 Einfluss von PI3K/Akt-Stoffwechselwegen auf die HO-1-mRNA-
Induktion

Ein spezifischer PI3K-Inhibitor ist das synthetische Quercetinderivat LY294002 (2-
(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on), welches durch Blockade der
ATP-Bindungsstelle eine kompetitive Hemmung des Enzyms bewirkt (Vlahos
1994). Fir die Wirkung von LY294002 auf die Simvastatin-vermittelte HO-1-
MRNA-Induktion wurden ECV304-Zellen mit dem Inhibitor LY294002 vorinkubiert
und der mMRNA-Gehalt anschliel3end mit der Northern-Blot-Methode detektiert.

LY294002 (10 uM)

Simvastatin (UM) |

I I
KON 10 30 100 30 100

HO-1-mRNA

R-Aktin-mRNA
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Abbildung 23: Effekt des PI3K-Inhibitors LY294002 auf die Simvastatin-
vermittelte Induktion der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden nach 20-mindtiger Vorinkubation mit LY294002 (10 pM) far
weitere acht Stunden mit Simvastatin (100 pM) inkubiert. Dargestellt sind ein
reprasentativer Northern-Blot mit der dazugehdrigen Ladungskontrolle sowie die
densitometrische Auswertung der Gesamtexperimente. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin + LY294002 vs.
Simvastatin; einseitige ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest.

Die Simvastatin-bedingte HO-1-mRNA-Expression ist in Gegenwart des PI3K-
Inhibitors LY294002 verringert. Die densitometrische Auswertung der Experimente
ergibt eine 55 %ige Senkung des mRNA-Gehalts bei Co-Inkubation mit LY294002
im Vergleich zu den mit Simvastatin-behandelten Kontrollzellen.

4.2.2.2 Einfluss von Simvastatin auf die Aktivierung von Akt

Die Aktivierung von Akt erfolgt durch Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat und
dualer Phosphorylierung (Thr308, Ser473) durch PDK1 und PDK2. Diese
Stimulation kann durch phosphospezifische Antikérper auf translationaler Ebene
nachgewiesen werden. Die Aktivierungszeit liegt wie bei den MAPK im
Minutenbereich. ECV304-Zellen wurden deshalb tGber einen Zeitraum von 15 bis
240 Minuten mit Simvastatin (100 pM) inkubiert. Im Anschluss wurde die
Phosphorylierung von Akt mit einem phosphospezifischen Akt-Antikbrper gegen
Threonin308 (Thr308) tUberprift.

Simvastatin (100 puM)

KON 15 30 45 60 120 240

e ——— —— ey | Phospho-Akt-Protein
— S — — — — — — | AK-PrOLEIN

55



Ergebnisse

KON | 15 min | 30 min | 45 min | 60 min | 120 min | 240 min

1,18 1,16 1,3 1,87* | 2,63* 1,91*
+0,06 [(+005 |+0,08 | +0,18 | +0,74 +0,28

Phospho-Akt | 1

Abbildung 24: Effekt von Simvastatin auf die Phosphorylierung von Akt in
ECV304-Zellen

Endothelzellen wurden Uber einen Zeitraum von 15 bis 240 Minuten mit Simvastatin (100
M) inkubiert. Dargestellt sind ein reprasentativer Western-Blot mit der dazugehdrigen
Akt-Ladungskontrolle sowie die densitometrische Auswertung. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin + Hemmstoff vs.
Simvastatin; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

Die Aktivierungszeit betrug wie bei p38 und ERK 60 Minuten. Simvastatin ist somit
in der Lage durch Phosphorylierungsschritte Akt zu aktivieren.

4.2.2.3 Einfluss von PI3K/Akt-Stoffwechselwegen auf die HO-1-
Promotoraktivitat

Fur die Untersuchung der HO-1-Promotoraktivitat hinsichtlich des PI3K/Akt-Weges
wurde neben dem Hemmstoff LY294002 auch Wortmannin eingesetzt, welches
mit der katalytischen p110a-Untereinheit interagiert und PI3K irreversible hemmt.
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Abbildung 25: Effekt von PI3K-Inhibitoren auf die Simvastatin-vermittelte
Induktion der HO-1-Promotoraktivitat in ECV304-Zellen

ECV304-Zellen wurden transient mit dem humanen HO-1-Reportergenkonstrukt
transfiziert, welches die proximalen 4900 bp der humanen HO-1-Promotorregion enthalt.
Die Inkubationszeit von Simvastatin betrug 18 Stunden. Die Zugabe der PI3K-Inhibitoren
Wortmannin (10 nM) und LY294002 (10 pM) erfolgte 20 Minuten vor der
Simvastatininkubation. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n23
Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin + Hemmstoff vs. Simvastatin; einseitige
ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest.

Sowohl LY294002 als auch das Pilzgift Wortmannin antagonisieren den
stimulierenden Effekt von Simvastatin auf die HO-1-Promotorregion. Die durch
Simvastatin-induzierte Luciferase-Aktivitdt wurde bei beiden PI3K-Inhibitoren um
ca. 50 % verringert.

56



Ergebnisse

4.2.3 Weitere Stoffwechselwege und Regulationselemente

Die HO-1-Genexpression kann Uber verschiedene Transduktionswege aktiviert
werden. Neben den Phosphorylierungskaskaden der MAPK und PI3K/Akt spielen
je nach Stimuli u. a. die Proteinkinase A, C, G sowie das
Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System fur die HO-1-Induktion eine Rolle
(Wiesel 2000; Wijayanti 2005; Kocanova 2007; Lee 2008). Ob diese Enzyme auch
an der Signalvermittlung durch Simvastatin beteiligt sind, wurde mit spezifischen
Inhibitoren auf MRNA-Ebene untersucht. Mithilfe mutierter Reportergenkonstrukte
sollten die Bereiche der HO-1-Promotorregion nachgewiesen werden, die fur die
Simvastatin-vermittelte Promotoraktivierung essenziell sind.

4.2.3.1 Adenylatcyclase und Proteinkinase A

Der second messenger cAMP wird durch die Adenylatcyclase (AC) gebildet und
besitzt wichtige Funktionen fur den Stoffwechsel und die Genexpression in der
Zelle. Die Proteinkinase A (cCAMP-abhangige Kinase, PKA) wird als Zielstruktur
von cAMP aktiviert und ist ebenfalls ein bedeutendes Transduktionsmolekul
zellularer Vorgange. In den vergangenen Jahren konnten diverse Arbeitsgruppen
eine cAMP-Abhangigkeit sowie eine Beteiligung der PKA an der HO-1-Induktion
nachweisen (Durante 1997; Kronke 2003; Grosser 2004c).
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Abbildung 26: Effekt des AC-Inhibitors a) DDA und b) PKA-Inhibitors KT5720 auf
die Simvastatin-vermittelte Induktion der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden nach 20-minutiger Vorinkubation mit a) DDA bzw. b) KT5720 fir
weitere acht Stunden mit Simvastatin (100 uM) inkubiert. Dargestellt sind repréasentative
Northern-Blots mit der dazugehorigen Ladungskontrolle von n23 Einzelexperimenten.

Inwieweit die Simvastatin-abhangige HO-1-Induktion ebenfalls tber cAMP-
abhangige Signalwege reguliert wird, sollte mithilfe des AC-Inhibitors 2'5'-
Dideoxyadenosin (DDA) und des PKA-Inhibitors KT5720 untersucht werden. DDA
bewirkt eine kompetitve Hemmung der AC, indem es als Agonist mit der
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Adenosin-Bindestelle reagiert (Florio 1983; Johnson 1989). Die PKA wird durch
den spezifischen Hemmstoff KT5720 ebenfalls kompetitiv inhibiert (Kase 1987).

Die Endothelzellen ECV304 wurden mit dem jeweiligen Hemmstoff vorinkubiert
und im Anschluss mit Simvastatin versetzt. In dem gewahlten
Konzentrationsbereich konnte weder in Gegenwart des AC-Inhibitor DDA noch
des PKA-Inhibitor KT5720 ein Einfluss auf die Simvastatin-abhéngige Induktion
der HO-1-mRNA nachgewiesen werden.

4.2.3.2 Guanylatcyclase und Proteinkinase G

Die Guanylatcyclase (GC) katalysiert die Bildung des second messengers cGMP,
der in der Lage ist die Proteinkinase G (cGMP-abhangige Kinase, PKG) zu
aktivieren. Verschiedene Studien belegen eine Beteiligung cGMP-abhangiger
Signalwege an der HO-1-Induktion (Immenschuh 1998; Polte 2000; Polte 2002).
Mithilfe von ODQ, einem Inhibitor der l6slichen GC (sGC) und KT5823, einem
PKG-Inhibitor, sollte die Bedeutung cGMP-abhangiger Mechanismen fur die
Simvastatin-vermittelte HO-1-Induktion untersucht werden (Kase 1987; Garthwaite
1995). Die Inhibition der ham-haltigen sGC durch ODQ erfolgt durch Oxidation des
Zentralions Fe?* (Zhao 2000). Der PKG-Hemmstoff KT5823 reagiert mit der ATP-
Bindungsstelle der katalytischen Untereinheit und verhindert somit eine weitere
Aktivitat des Enzyms (Burkhardt 2000).

a) oDQ ( uM)

Simvastatin (100 uM)
I I

KON 0,1 1 10 10
R - TRNA
b) KT5823 (uM)
Simvastatin (100 pM) !
HO-1-mRNA

Abbildung 27: Effekt des Guanylatcyclase-Inhibitors a) ODQ und des PKG-
Inhibitors b) KT5823 auf die Simvastatin-vermittelte Induktion der
HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden nach 20-minutiger Vorinkubation mit a) DDA bzw. b) KT5720 fur

weitere acht Stunden mit Simvastatin (100 uM) inkubiert. Dargestellt sind reprasentative
Northern-Blots mit der dazugehorigen Ladungskontrolle von n23 Einzelexperimenten.

Die Induktion der HO-1-mRNA durch Simvastatin konnte durch den sGC-Inhibitor
ODQ nicht antagonisiert werden. Interessanterweise bewirkte jedoch der PKG-
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Inhibitor KT5823 bei einer Konzentration von 10 uM eine Verringerung der mRNA-
Expression.

4.2.3.3 Proteinkinase C

Fur verschiedene Induktoren wie z. B. TNF-a und IL-1a konnte eine Beteiligung
der Proteinkinase C (PKC) an der HO-1-Expression nachgewiesen werden (Terry
1999). Das Bisindolylmaleimid GF109203X ist ein selektiver, kompetitiver Inhibitor,
der mit der katalytischen Untereinheit der PKC reagiert (Toullec 1991).

GF109203X (M)

Simvastatin (100 puM)

KON 0,01 0,1 1 10 10
]

Abbildung 28: Effekt des PKC-Inhibitors GF109203 auf die Simvastatin-
vermittelte Induktion der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden nach 20-minutiger Vorinkubation mit GF109203 fir weitere acht
Stunden mit Simvastatin (100 uM) inkubiert. Dargestellt ist ein reprasentativer Northern-
Blot mit der dazugehdérigen Ladungskontrolle von n=3 Einzelexperimenten.

Der PKC-Inhibitor GF109203X zeigte ab einer Konzentration von 10 uM eine
Verringerung der Simvastatin-vermittelten Induktion der HO-1-mRNA.

4.2.3.4 Thioredoxin/Thioredoxinreduktase System

Die HO-1 ist ein ROS-sensitives Enzym, dessen Induktion auch Uber redox-
abhangige Signalwege reguliert werden kann. Verschiedene Studien konnten eine
Beteiligung des intrazellularen Redoxsystems der Thioredoxin/
Thioredoxinreduktase an der HO-1-Induktion nachweisen (Trigona 2006).

DNCB (uM)
Simvastatin (100 puM)

KON 0,1 1 10 100
HO-1-mRNA

R-Aktin-mRNA

Abbildung 29: Effekt des TRX-Reduktase-Inhibitors DNCB auf die Simvastatin-
vermittelte Induktion der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden nach 20-minitiger Vorinkubation mit DNCB fur weitere acht

Stunden mit Simvastatin (100 uM) inkubiert. Dargestellt ist ein reprasentativer Northern-
Blot mit der dazugehdrigen Ladungskontrolle von n=3 Einzelexperimenten.
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Durch Hemmung des TRX/TRX-Reduktase-Systems mithilfe des spezifischen
Hemmstoff DNCB  (1-Chlor-2,4-Dinitrobenzen)  sollte  ein maoglicher
Zusammenhang zur Simvastatin-abhéangigen HO-1-Induktion untersucht werden.
DNCB alkyliert die SH-Gruppe der TRX-Reduktase und bewirkt dadurch eine
irreversible Hemmung des Enzyms (Arner 1995). Entsprechend den anderen
Hemmstoffversuchen wurden die Endolthelzellen ECV304 mit DNCB vorinkubiert
und nach 20 Minuten fir weitere acht Stunden mit Simvastatin versetzt. Nach
Bestimmung des HO-1-mRNA-Gehalts konnte keine Veranderung der HO-1-
MRNA-Expression Gegenwart des Thioredoxinreduktase-Inhibitors DNCB
beobachtet werden.

4.2.3.5 Regulationselemente der Promotorregion

Verschiedene Studien belegen eine Beteiligung der Promotorelemente CRE und
MARE an der Genregulation des HO-1-Enzyms (Kitamuro 2003; Kronke 2003).
Mithilfe von Mutanten des humanen HO-1-Promotorkonstrukts (hHO-1-4,9 kb)
sollte die Rolle von CRE und MARE in der Simvastatin-abhéngigen
Promotorstimulation untersucht werden.

Die Promotorstudien ergaben eine Beteiligung von MARE an der Aktivierung der
humanen HO-1-Promotorregion durch Simvastatin. Mutationen im CRE-Bereich
(Mutantel) hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Promotoraktivitat. Bei
gleichzeitiger Mutation von MARE und CRE (Mutantel1/2) wurde zwar numerisch
die geringste Promotoraktivitat detektiert, jedoch konnte kein signifikanter
Unterschied zur Promotoraktivitat der reinen MARE-Mutante (Mutante2)
festgestellt werden.

Induktion der Luciferase-Aktivitat (%)

I=CRE @ =MARE 0 . . . . .

hHO-1 H—4 Luc H —
-4,9 kb

Mutante1/2 IX—X Luc H _—1 58,3 *

Abbildung 30: Effekt von Simvastatin auf die hHO-1-Promotoraktivitat in transient
transfizierten ECV304-Zellen

(WM §2) uneiseaws

ECV304-Zellen wurden transient mit einem Reportergenkonstrukt, welches die 5'-
flankierenden 4900 bp der humanen HO-1-Promotorregion (hHO-1) enthalt, transfiziert.
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Weiterhin wurden Konstrukte eingesetzt, die Mutationen im CRE (Mutantel), MARE
(Mutante2) sowie in beiden Bereichen (Mutantel/2) aufwiesen. Nach 18-stlndiger
Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet, lysiert und in Gegenwart von Luciferin
vermessen. Die Stimulation von 25 pM Simvastatin auf die Promotoraktivitdt des
gesamten hHO-1-Konstrukts (4900 bp) wurde 100% gesetzt (siehe Abb. 15). Die
Ergebnisse wurden auf den Proteingehalt abgeglichen. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3 Einzelexperimenten. * p<0,05 Simvastatin hHO-1 vs.
Simvastatin Mutante; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.2.4 Zusammenfassung

Eine wichtige Rolle in der Simvastatin-vermittelten HO-1-Induktion scheint die p38-
MAPK einzunehmen. Neben der Aktivierung von p38 durch Simvastatin konnte
eine Senkung des Gehalts an HO-1-mRNA sowie der Promotoraktivitat durch p38-
Inhibitoren beobachtet werden. Versuche mit p38a-defizienten Zellen bestétigten
diese Ergebnisse. Die Induktion des HO-1-Proteins war im Wildtyp signifikant
hoher als in der p38a-defizienten Zelllinie.

Eine geringere Bedeutung scheinen dagegen die MAPK ERK und JNK
einzunehmen. Simvastatin war zwar in der Lage ERK zu aktivieren, jedoch besteht
anscheinend kein kausaler Zusammenhang zur HO-1-Induktion, da der ERK-
Inhibitor PD098590 die Simvastatin-induzierte mRNA-Expression nicht signifikant
senken konnte. Fur JNK konnte weder eine Proteinaktivierung noch ein
signifikanter Inhibitoreinfluss auf die Simvastatin-abhangige HO-1-Genexpression
nachgewiesen werden.

Neben der p38-MAPK scheint auch der PI3K/Akt-Weg ein weiterer Bestandteil der
HO-1-Genregulation durch Simvastatin zu sein. Simvastatin flhrte zu einer
Aktivierung von Akt auf Proteinebene. Zuséatzlich konnten PI3K-Inhibitoren die
Simvastatin-abhéangigen Effekte auf die HO-1-Genexpression antagonisieren.
Untersuchungen weiterer potentieller Transduktionswege mithilfe von spezifischen
Inhibitoren ergaben eine mogliche Beteiligung der PKC und PKG an der
Simvastatin-abhéngigen HO-1-Induktion. Weiterhin konnte durch den Einsatz von
Mutanten des humanen HO-1-Promotors in Promotorstudien die regulatorische
Einheit MARE als wichtiges Element fir die transkriptionale Aktivierung der HO-1-
Promotoraktivitat identifiziert werden.

4.3 Post-transkriptionale Mechanismen der HO-1-Genregulation

Statine sind in der Lage durch mRNA-stabilisierende Effekte nicht nur die HO-1 zu
beeinflussen, sondern auch andere Zielstrukturen zu regulieren. Eine
Verlangerung der mRNA-HWZ konnte u. a. fur die eNOS, iNOS und
knochenmorphogenetische Proteine durch Statine nachgewiesen werden (Laufs
1998; Hu 2006; Habara 2008). Zu den Signalkaskaden, die haufig in die
Stabilisierung von mRNA involviert sind, gehéren u. a. der MAPK- und PI3K-Weg
sowie die PKC (Winzen 1999; Lasa 2000; Cao 2007). Auch Stickstoffmonoxid-
abhangige Schritte der HWZ-Verlangerung sind bekannt. In humanen
Fibroblastenzellen konnte unter direkter Einwirkung von NO die HO-1-mRNA
stabilisiert werden (Bouton 2000). Auch in humanen Gefal3muskelzellen wurde
unter Exposition mit NO-Donoren eine HWZ-Verlangerung der HO-1-mRNA
beobachtet. (Hartsfield 1997). Ziel der folgenden Untersuchungen war es, den
Mechanismus fiur die Simvastatin-vermittelte Stabilisierung der HO-1-mRNA (siehe
Abb. 16) zu identifizieren.
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4.3.1 Einfluss von NO-Stoffwechselwegen auf die HO-1-mRNA-
Stabilitat

Um Stickstoffmonoxid (NO) als mdglichen Botenstoff der Simvastatin-bedingten
HO-1-mRNA-Stabilisierung auszuschlieBen, wurde die NO-Synthase (NOS) durch
den Hemmstoff N©-Nitro-L-arginin-methylester (L-NAME) blockiert (Rees 1990). L-
NAME ist ein am terminalen Guanidin-Stickstoff substituiertes Argininderivat und
bewirkt eine kompetitive Hemmung der NOS.

Fir die Untersuchung der simvastatin-vermittelten HWZ-Verlangerung wurden die
Endothelzellen ECV304-Zellen fur 20 Minuten mit dem Hemmstoff L-NAME
vorinkubiert.
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Abbildung 31: Effekt des NO-Synthasehemmestoffes L-NAME auf die Simvastatin-
vermittelte HWZ-Verlangerung der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden fir sechs Stunden mit Simvastatin (100 pM) vorinkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium gewechselt, AD (1 pg/ml) und L-NAME (1 mM) zu gegeben
sowie 20 Minuten spater Simvastatin (100 pM). Die Zellen wurden nach zwei, vier und
sechs Stunden geerntet. Abgebildet sind ein reprasentativer Northern-Blot nach sechs
Stunden Inkubationszeit mit 3-Aktinabgleich sowie die densitometrische Auswertung des
mRNA-Abbaus. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n23
Einzelexperimenten; einseitige ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest. Die
jeweiligen HWZ wurden aus der graphischen Abbildung bestimmt.

In Gegenwart des NO-Synthasehemmers L-NAME konnte zu den untersuchten
Zeitpunkten kein signifikanter Unterschied des HO-1-mRNA-Abbaus im Vergleich
zu den Kontrollzellen beobachtet werden. Die HWZ bei Simvastatininkubation
ohne Hemmstoff betrug 5,7 Stunden und in Gegenwart des Inhibitors L-NAME 6,5
Stunden.
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4.3.2 Einfluss von p38-Stoffwechselwegen auf die HO-1-mRNA-
Stabilitat

Eine Vielzahl von Studien belegt eine p38-Beteiligung an der post-
transkriptionalen Stabilisierung von mRNA. Die p38-MAPK ist u. a. essenziell fur
die mRNA-Stabilisierung der COX-2 (Ridley 1998), IL-6 (Miyazawa 1998) und
TNF-a, (Brook 2006). Fur die Untersuchung, ob der p38-Signalweg in die
Stabilisierung der HO-1-mRNA durch Simvastatin involviert ist, wurde der
Hemmstoff SB203580 verwendet.
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Abbildung 32: Effekt des p38-MAPK-Inhibitors SB203580 auf die Simvastatin-
vermittelte HWZ-Verlangerung der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden fur sechs Stunden mit Simvastatin (100 pM) vorinkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium gewechselt, AD (1 pg/ml) und SB203580 (20 uM) zu
gegeben sowie 20 Minuten spater Simvastatin (100 uM). Die Zellen wurden nach zwei,
vier und sechs Stunden geerntet. Abgebildet sind ein reprasentativer Northern-Blot nach
sechs Stunden Inkubationszeit mit (3-Aktinabgleich sowie die densitometrische
Auswertung des mRNA-Abbaus. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n23
Einzelexperimenten; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. Die
jeweiligen HWZ wurden aus der graphischen Abbildung bestimmit.

Die Co-Inkubation mit dem p38-Inhibitor SB203580 zeigte keine signifikante
Veranderung auf den Verlauf des mRNA-Abbaus im Vergleich zu den mit
Simvastatin-behandelten Kontrollzellen. In Gegenwart des p38-Inhibitors war die
Halfte der HO-1-mRNA nach 6,3 Stunden abgebaut. Die HZW fur die mit
Simvastatin-behandelten Kontrollzellen betrug 5,7 Stunden.
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4.3.3 Einfluss von PI3K/Akt-Stoffwechselwegen auf die HO-1-mRNA-
Stabilitat

Der PI3K-Weg ist Bestandteil der HO-1-mRNA-Induktion durch Simvastatin (Abb.
23). Inwieweit die Verringerung des mRNA-Gehalts in Gegenwart des PI3K-
Inhibitors LY294002 ausschlief3lich auf Transkriptionsablaufe zu beschranken ist
oder ob auch post-transkriptionale Prozesse beteiligt sind, sollte am
Stabilitatsmodell untersucht werden.
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Abbildung 33: Effekt des PI3K-Inhibitors LY294002 auf die Simvastatin-
vermittelte HWZ-Verlangerung der HO-1-mRNA

ECV304-Zellen wurden fir sechs Stunden mit Simvastatin (100 pM) vorinkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium gewechselt, AD (1 pg/ml) und LY294002 (10 pM)
zugegeben sowie 20 Minuten spater Simvastatin (100 pM). Die Zellen wurden nach zwei,
vier und sechs Stunden geerntet. Abgebildet sind ein reprasentativer Northern-Blot nach
sechs Stunden Inkubationszeit mit [(-Aktinabgleich sowie die densitometrische
Auswertung des mRNA-Abbaus. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n2=3
Einzelexperimenten. * p<0,05 AD + Simvastatin vs. AD + Simvastatin + LY294002;
einseitige ANOVA und Bonferronis multipler Vergleichstest. Die jeweiligen HWZ wurden
anhand der graphischen Abbildung bestimmt.

Der PI3K-Inhibitor LY294002 antagonisiert die stabilisierende Wirkung von
Simvastatin auf die HO-1-mRNA. Bei Blockade des PI3K-Weges (HWZ 3,9
Stunden; Abb. 33) entspricht der mRNA-Gehalt nach sechs Stunden in etwa der
AD-Kontrolle (HWZ 3,4 Stunden Abb. 16), sodass der stabilisierende Effekt von
Simvastatin (HWZ 5,7 Stunden Abb. 16, 33) nahezu vollstandig aufgehoben
wurde.
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4.3.4 Zusammenfassung

Die fur p38 haufig beschriebene Beteiligung an der mRNA-Stabilisierung konnte
fur die Simvastatin-vermittelte HWZ-Verlangerung der HO-1-mRNA nicht bestétigt
werden. In Gegenwart des p38-Inhibitor SB203580 wurde keine Veranderung im
Abbau der HO-1-mRNA beobachtet, sodass p38-abhangige Mechanismen
verstarkt auf translationaler und transkriptionaler Ebene (siehe 4.2.1.2.-4.) der
Simvastatin-vermittelten HO-1-Induktion eine Rolle zu spielen scheinen. Auch der
NO-Synthasehemmers L-NAME zeigte keinen Einfluss auf HO-1-mRNA-Stabilitat
in Gegenwart von Simvastatin.
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Abbildung 34: Zusammenfassung der Inhibitoreffekte auf die Simvastatin-
vermittelte Stabilisierung der HO-1-mRNA

Dargestellt ist die densitometrische Auswertung der Wirkung von LY294002 (10 pM),
SB203580 (20 uM) und L-NAME (1 mM) auf die HO-1-mRNA-Stabilisierung durch
Simvastatin (100 uM) nach 6 h Inkubationszeit. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte +
SEM von n23 Einzelexperimenten. * p<0,05 AD + Simvastatin vs. AD; # * p<0,05 AD +
Simvastatin vs. AD + Simvastatin + LY294002; einseitige ANOVA und Bonferroni’s
multipler Vergleichstest.

Die mechanistischen Untersuchungen ergaben jedoch eine Beteiligung des PI3K-
Weges an den post-transkriptionalen Simvastatineffekten. Die stabilisierende
Wirkung von Simvastatin auf die HO-1-mRNA war in Gegenwart des PI3K-
Inhibitors LY294002 signifikant verringert im Vergleich zu den mit Simvastatin-
behandelten Kontrollzellen. Somit scheint der Signhalweg der PI3K/Akt sowohl fur
die transkriptionale als auch post-transkriptionale HO-1-Regulation durch
Simvastatin eine wichtige Rolle zu spielen. Die densitometrischen Auswertungen
der einzelnen Inhibitoreffekte auf den HO-1-mRNA-Abbau sind in Abb. 34
zusammenfassend dargestellt. Der HO-1-mRNA-Gehalt nach 6-stindiger
Vorinkubation mit Simvastatin wurde als Bezugswert 100 % gesetzt.
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4.4 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion in vivo

Fur die Uberprufung der in vivo Relevanz der bisherigen Ergebnisse wurde an
einem Mausmodell die Wirkung von Simvastatin auf die HO-Enzymaktivitat sowie
HO-1-mRNA untersucht. Der Einsatz transgener HO-1-Luc-Mause ermoglichte
zusatzlich eine Charakterisierung des Simvastatineffektes auf die HO-1-
Promotoraktivitdt in verschiedenen Korperregionen. Basierend auf bereits
publizierten Dosierungsschemen von Simvastatin im Mausmodell wurde eine
Bolusdosis von 100 mg Simvastatin/kg KG gewahlt (Eckert 2001; Park 2003; Hsu
2006).

441 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Promotoraktivitat im
Mausmodell

Mithilfe des in vivo Imaging System (IVIS) kénnen zellulare und genetische
Aktivitdten am lebenden Organismus durch Biolumineszenz-Messung (BLI)
untersucht werden. Transgene HO-1-Luc-M&use bilden in Abhangigkeit zur HO-1-
Promotorregion das Lumineszenz-Enzym Luciferase, dessen Aktivitat mit einem
IVIS detektiert werden kann.

Fur die Untersuchung mdoglicher Effekte von Simvastatin auf die HO-1-
Promotoraktivtat erhielten die transgenen Mause einmalig einen peroral
applizierten Bolus von 100 mg Simvastatin/kg KG. Nach 6 Stunden erfolgte die
intraperitoneale Gabe des Substrats Luciferin und die Messung der
Photonenemission. Die  M&use wurden fur die Aufnahmen  mit
Natriumpentobarbital sediert. Die Grundstimulation an HO-1-Promotoraktivitat
wurde zwei Tage vor Versuchsdurchfiihrung erfasst.
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Abbildung 35: Effekt von Simvastatin auf die HO-1-Promotoraktivitat in HO-1-
Luc-Mausen

HO-1-Luc-Mause erhielten peroral eine Dosis von 100 mg Simvastatin/kg KG. Nach sechs
Stunden wurde Luciferin (150 mg/kg KG) und Natriumpentobarbital (50 mg/kg KG)
intraperitoneal appliziert. Die Photonenemission der sedierten Mause wurde Uber einen
Zeitraum von funf Minuten im IVIS gemessen. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen
des in vivo BLI aus dorsaler, lateraler und ventraler Lage. Die Ergebnisse des
angegebenen Messbereiches sind als Vielfaches der Basalstimulation dargestellt und
gegen die Kontrolltiere normalisiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3
Kontrolltieren und n=8 Simvastatin-behandelten Tieren. * p<0,05 Simvastatin vs. KON;
zweiseitiger, ungepaarter t-Test.
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Im oberen Abdomen sowie im sinistrolateralen Bereich der transgenen Mause
konnte eine signifikante ca. 1,5-fache Erhéhung der HO-1-Promotoraktivitdt nach
Simvastatingabe festgestellt werden. Im Thorax-, Dorsum- und Kopfbereich waren
hingegen keine signifikanten Unterschiede der HO-1-Promotoraktivitat im
Vergleich zu den Vehikel-behandelten Kontrolltieren nachweisbar.

4.4.2 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-mRNA-Induktion im
Mausmodell

Die im oberen Abdomen und im sinistrolateralen Bereich detektierte HO-1-
Promotorstimulation nach Simvastatingabe liel3 eine erh6hte HO-1-Trankskription
in dieser Kdrperregion vermuten. Im Anschluss an das in vivo BLI wurde deshalb
der organspezifische Gehalt an HO-1-mRNA mittels real time RT-PCR bestimmit.
Die Gewebeentnahme erfolgte sechs Stunden nach oraler Simvastatinapplikation
(100 mg/kg KG).
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Abbildung 36: Organspezifischer Effekt von Simvastatin auf die HO-1-mRNA-
Induktion im Mausmodell

HO-1-Luc-Mause erhielten peroral eine Dosis von 100 mg Simvastatin’/kg KG. Die
Inkubationszeit betrug sechs Stunden. Der HO-1-mRNA-Nachweis erfolgte mithilfe real
time RT-PCR. Die Ergebnisse wurden gegen [3-Aktin-mRNA abgeglichen und gegen die
Kontrolltiere normalisiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3
Kontrolltieren und n26 Simvastatin-behandelten Tieren (Herz n=6; Lunge, Leber, Gehirn,
Milz, Niere n=8). * p<0,05 Vehikel-behandelte Kontrolltiere vs. Simvastatin-behandelte
Tiere; zweiseitiger, ungepaarter t-Test.

Im Vergleich zu den Vehikel-behandelten Kontrolltieren konnte in Milz, Leber und
Lunge ein signifikanter Anstieg des HO-1-mRNA-Gehalts nach Simvastatingabe
beobachtet werden. Der starkste Effekt einer 2-fach erhdhten mRNA-Expression
war im Herzgewebe detektierbar.
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4.4.3 Einfluss von Simvastatin auf die HO-Aktivitat im Mausmodell

Fur die Klarung, ob der nachgewiesene Anstieg der HO-1-mRNA und HO-1-
Promotoraktivitat auch mit einer erhdhten Enzymaktivitat korreliert, wurde das
Reaktionsprodukt CO gaschromatographisch detektiert. Die Inkubationszeit von
Simvastatin (100 mg/kg KG) wurde hierfir auf 24 Stunden erhoht, bevor die
Gewebeentnahme erfolgte. Fur die Detektion von nicht enzymatisch-gebildetem
CO wurde das HO-Substrat NADPH gegen einen KPO4?-Puffer ausgetauscht.
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Abbildung 37: Organspezifische Effekte von Simvastatin auf die HO-Aktivitat im
Mausmodell (Hsu 2006)

HO-1-Luc-Mause erhielten peroral eine Bolusdosis von 100 mg/kg KG Simvastatin. Die
Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Die HO-Gesamtaktivitdt wurde durch
gaschromatographische Detektion von CO (pmol CO/h/mg KG) bestimmt und gegen die
Kontrolltiere normalisiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3
Kontrolltieren und n=9 Simvastatin-behandelten Tieren (Herz n=9; Lunge, Leber, Gehirn,
n=11). * p<0,05 Vehikel-behandelte Kontrolltiere vs. Simvastatin-behandelte Tiere;
zweiseitiger, ungepaarter t-Test.

Im Vergleich zu den Vehikel-behandelten Kontrolltieren konnten im Lungen- und
Herzgewebe ein signifikanter Anstieg der HO-Gesamtaktivitdt nach
Simvastatingabe beobachtet werden, wobei die hdchste Enzymaktivitat (1,7-fach)
im Herzgewebe zu beobachten war (Hsu 2006). Im Gehirn und in der Leber waren
hingegen keine signifikanten Aktivitdtsunterschiede zu den vehikel-behandelten
Kontrolltieren nachweisbar.

444 Zusammenfassung

Fur die Uberprifung der in vivo Relevanz der bisherigen Ergebnisse wurde die
Wirkung von Simvastatin an einem Mausmodell untersucht. Transgene HO-1-Luc-
Mause erhielten eine perorale Bolusdosis von 100 mg Simvastatin/kg KG.
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Promotoruntersuchungen der transgenen Mause zeigten eine Stimulation der HO-
1-Promotoraktivitdt im oberen Abdomen und im sinistrolateralen Bereich. Die
organspezifische Detektion des HO-1-mRNA-Gehalts ergab eine erhohte
Expression in Milz, Leber, Lunge und Herz. Weiterhin wurde die HO-Aktivitat
mithilfe gaschromatographischer CO-Detektion bestimmt. Nach Simvastatingabe
konnte eine Erhohung der totalen Enzymaktivitdt in der Lunge und im Herz
beobachtet werden. Die in vitro nachgewiesene HO-1-Induktion von Simvastatin
konnte somit auch in vivo bestatigt werden.
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5 Diskussion

5.1 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion

In  den Industrielandern zahlen kardiovaskulare Erkrankungen zu den
Hauptursachen von Morbiditat und Mortalitat, wobei vor allem atherosklerotische
Gefallveranderungen fir die Mehrzahl der Todesfélle verantwortlich sind (Lusis
2000). Ein erhohter Cholesterolspiegel, speziell von LDL-Cholesterol, gilt dabei als
unabhéngiger Risikofaktor fur die Entstehung von KHK. Fur die Therapie der
Hypercholesterinamie sind Statine aufgrund ihrer hohen Effektivitat und ihres
Sicherheitsprofils Mittel der Wahl (Baigent 2005). Ihr Anwendungsbereich
beschrankt sich jedoch nicht nur auf die Pathogenese einer Hypercholesterinamie.
Verschiedene Studien belegen eine Senkung des Risikos gegenuber KHK sowohl
bei Patienten mit erhéhtem als auch normalem Cholesterolspiegel (Cannon 2006).
Die zunachst skeptisch betrachtete These, Statine konnten neben ihrem
cholesterolsenkenden Haupteffekt weitere protektive Wirkungen zeigen,
entwickelte sich seit der Sixth World Conference on Clinical Pharmacology and
Therapeutics (1996 in Buenos Aires) zunehmend zu einem wissenschaftlich
anerkannten  Faktum (Davignon 2004a). Der klinische Nutzen der
cholesterolunabhangigen, pleiotropen Statineffekte lief3 sich sowohl fir die Primér-
als auch Sekundarpréavention kardiovaskularer Ereignisse bestéatigen (Takemoto
2001; Heeba 2009). Entscheidend ist dabei, dass Statine atherogenen Prozessen
entgegenwirken indem sie den oxidativen Stress senken und zur
Endothelprotektion beitragen. Die kardiovaskulare Funktionsfahigkeit wird
zusatzlich durch eine verstarkte Angiogenese, verringerte ischdmische Belastung,
Stabilisierung atherosklerotischer Plaques und Mobilisierung von endothelialen
Progenitorzellen verbessert (Davignon 2004a).

Korpereigene Dysbalancen des Lipidstoffwechsels konnen die Entstehung
atherosklerotischer Veranderungen fordern. Ein  Mangel an endogenen
Schutzmechanismen kann den Krankheitsverlauf zusatzlich beschleunigen (Ross
1993). Sowohl Tierversuche als auch Humanstudien ergaben ein erhohtes
proatherosklerotisches Risiko bei einer verminderten HO-1-Expression bzw. HO-1-
Defizienz (Durante 2011; Grochot-Przeczek 2013). Begriindet wurde dies mit der
verringerten Freisetzung des Vasodilatators CO und des Antioxidanz Biliverdin,
welches im Anschluss in das potentere Bilirubin umgewandelt wird (Hoekstra
2003). Als Umkehrschluss wurde vermutet, dass sich bei einer atherosklerotischer
Diathese eine HO-1-Stimulation protektiv auf das kardiovaskulare System
auswirkt. Auch die bei Atherosklerosepatienten beobachtete Verringerung der NO-
Sensibilitat konnte durch die HO-1l-abhangige CO-Freisetzung kompensiert
werden. Fir die Stimulation der HO-1 steht prinzipiell eine Vielzahl von Induktoren
zur Verfiigung, von denen jedoch aufgrund ihrer Toxizitat nur eine geringe Anzahl
therapeutisch relevant ist. Verschiedene Ubereinstimmende Charakteristika von
HO-1 und Statinen, wie z. B. antioxidative, antiproliferative, immunsuppressive
und antiatherosklerotische Eigenschaften, ergaben die Vermutung, dass Statine
Induktoren der HO-1 darstellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte die HO-1 als Zielstruktur von Simvastatin
nachgewiesen werden. In endothelialen Primarzellen und in der Zelllinie ECV304
induzierte  Simvastatin die HO-1-Proteinsynthese. Weiterhin  stimulierte
Simvastatin die HO-1-mRNA zeit- und konzentrationsabhangig mit einem 6-fachen
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Maximum nach acht Stunden Inkubationszeit. Inwieweit der erhdhte Gehalt an
HO-1-mRNA mit einer gesteigerten Transkriptionsaktivitat korreliert, sollte mithilfe
von Promotorstudien untersucht werden. In ECV304-Zellen wurden die proximalen
4,9 kb der humanen HO-1-Promotorregion transient eingebracht. Der zuné&chst
konzentrationsabhangige Anstieg erreichte jedoch nur ein 2-faches Maximum. Die
geringe Steigerung der Promotoraktivitat im Vergleich zum Gesamtgehalt an HO-
1-mRNA kann entweder auf das Fehlen von Schlusselstrukturen im 4,9 kb HO-1-
Konstrukt oder auf post-transkriptionale Mechanismen zurtickgefiihrt werden. Die
daraufhin durchgefuhrten Reporterstudien in stabil transfizierten NIH3T3-Zellen,
welche die gesamte HO-1-Promotorregion enthielten, ergaben vergleichbare
Promotorstimulationen, sodass die HO-1-Transkriptmenge nicht allein Gber die
Promotoraktivitat reguliert wird. Folglich wurde eine Erh6hung der HO-1-mRNA-
Stabilitat als Simvastatineigenschaft vermutet. Die HO-1 ist ein hauptséachlich
transkriptional reguliertes Enzym, bei dessen Genexpression post-transkriptionale
Wege seltener in der Literatur beschrieben sind (Ryter 2002; Ali 2009). Einige
Studien sind jedoch bekannt, in denen eine gesteigerte Transkriptiontsrate und die
MRNA-Stabilisierung den Gesamtgehalt an HO-1-mRNA ausmachen (Leautaud
2007). Ein typischer Induktor, der uber transkriptionale und post-transkriptionale
Mechansimen die HO-1 beeinflusst, ist NO (Bouton 2000). In geringerem Umpfang
sind auch CdCl2 und H202 in der Lage die HWZ der HO-1-mRNA zu verlangern
(Leautaud 2007). Der dipeptidische Induktor Met-Tyr scheint sogar ausschlief3lich
Uber post-transkriptionale Mechanismen die HO-1-Genexpression zu regulieren
(Erdmann 2006). Fur die Uberpriifung, ob post-transkriptionale Mechanismen
auch an der Genregulation beteiligt sind, wurde der Transkriptionshemmer AD
eingesetzt. Durch Blockierung der mRNA-Synthese kann der zeitliche Verlauf des
MRNA-Abbaus beobachtet werden. Die vermutete post-transkriptionale
Stabilisierung der HO-1-mRNA durch Simvastatin konnte bestatigt werden. Die
HWZ der HO-1-mRNA wurde in Gegenwart von Simvastatin von 3,4 auf 5,7
Stunden verlangert. Demzufolge scheint Simvastatin zu den HO-1-Stimulatoren zu
gehoren, die sowohl die Transkriptionsrate erhdohen als auch die HO-1-
Genexpression Uber post-transkriptionale Mechanismen regulieren. Inwieweit
diese Eigenschaft charakteristisch fur alle Statine ist, misste noch gepiift werden,
da F. Ali und Mitarbeiter in humanen Endothelzellen trotz HO-1-Induktion keine
stabilisierenden Effekte von Atorvastatin auf die HO-1-mRNA nachweisen konnten
(Ali 2009). Eine Erklarung konnten unterschiedliche Induktionsmechanismen
aufgrund der verschiedenen Zellsysteme sein. Verschiedene Studien belegen,
dass trotz gleichem Stimulus sowohl die HO-1-Stimulation als auch der
Mechanismus zellabhangig sein kann (Hsu 2006; Mouawad 2013). So konnte in
NIH3T3 Zellen die HWZ unter NO-Préposition Uber das 6-fache verlangert
werden, wogegen in HelLa- und HepG2-Zellen zwar die HO-1 induziert wurde,
jedoch der mRNA-stabilisierende Effekt vollstandig ausblieb (Leautaud 2007).
Zusatzlich sollte in Erwé&gung gezogen werden, dass Statine neben ihren
gruppenspezifischen Gemeinsamkeiten auch individuelle Unterschiede besitzen,
sodass je nach Arzneistoff verschiedene Induktionswege im gleichen Zellsystem
maoglich waren (Jones 1998; Wierzbicki 2003; Kim 2012).

Eine Beeinflussung der HO-1-Genexpression durch Simvastatin konnte auch von
anderen Arbeitsgruppen bestatigt werden. T.-S. Lee und Mitarbeiter beobachteten
sowohl in humanen als auch murinen GefalBmuskelzellen eine Simvastatin-
abhangige Erhohung der HO-1-Proteinexpression. Nach intraperitonealer
Applikation von Simvastatin wurde in glatten Gefal3muskelzellen von Mausen
ebenfalls ein Anstieg der HO-1-Proteinmenge beobachtet (Lee 2004). In
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Endothelzellen, abstammend aus Rinderaorten und der Makrophagen-Zelllinie
THP-1, wurde hingegen keine Proteininduktion durch Simvastatin nachgewiesen.
Dies steht im Gegensatz zu den beobachteten Effekten der Arbeitsgruppe um J.-
C. Chen, welche in Makrophagen (RAW264.7) eine signifikante Erhdhung des
HO-1-Proteingehalts durch Simvastatin feststellten. Eine mégliche Ursache fur die
unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten die verschiedenen Zellsysteme sein. Die
Effekte von HO-1-Induktoren sind stark zelltypspezifisch, wodurch die in der
Literatur zu findenden Angaben bezlglich der HO-1-Induktion je nach Zelltyp
variieren. Eine weitere Begrindung der unterschiedlichen Resultate ware die
verwendete Simvastatinkonzentration. Bei einer Konzentration von 30 uM
Simvastatin wurde in der Endothelzelllinie ECV304 ein signifikanter Proteinanstieg
nachgewiesen. Die gleiche Konzentration wird von der Arbeitsgruppe von J.-C.
Chen fur die Simvastatin-abhangige HO-1-Induktion in RAW264.7 Makrophagen
angegeben (Hsieh 2008). Die von T.-S. Lee und Mitarbeitern verwendete
Simvastatinkonzentration betrug hingegen 10 pM. Um in vitro HMG-CoA-
Reduktase-abhéngige und -unabhangige Statineffekte zu erzielen, werden meist
Konzentrationen im mikromolaren Bereich bendtigt (Weitz-Schmidt 2002). Die in
vivo gemessenen Plasmakonzentrationen einer Statintherapie liegen hingegen im
nanomolaren Bereich (Bellosta 2004). Die Abweichung der
Konzentrationsangaben konnte an der hoéheren Sensibilitdt von Lebewesen im
Vergleich zu immortalisierten Zellsystemen liegen. Somit musste mithilfe von in
vivo Studien Uberpruft werden, ob die in Zellkultur gewonnenen Ergebnisse auch
in vivo nachweisbar sind. So konnte z. B. die zunachst in vitro im mikromolaren
Konzentrationsbereich festgestelllte Verringerung der Monozytenadh&sion durch
Statine in vivo mit Plasmakonzentrationen im nanomolaren Bereich bestatigt
werden (Weitz-Schmidt 2002). Als Ursache fir die verringerte in vivo
Konzentration wurde diskutiert, ob Zelladhasion und Migration unter dynamischen
Bedingungen mdoglicherweise eine hohere Empfindlichkeit gegeniber Statinen
besitzen als unter statischen in vitro Gegebenheiten. Weiterhin wurde in vivo ein
starkerer cholesterinsenkender Effekt beobachtet, der wahrscheinlich im
Zusammenhang mit der antiadhasiven Wirkung steht (Weitz-Schmidt 2002).

Neben Simvastatin sind auch andere Vertreter aus der Statingruppe in der Lage
die HO-1 zu induzieren (Kwok 2012; Mrad 2012; Mouawad 2013). Sowohl
Lovastatin als auch Atorvastatin und Rosuvastatin stimulieren die Protein- und
MRNA-Synthese der HO-1 in Endothelzellen (Grosser 2004a; Grosser 2004b).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in Makrophagen eine HO-1-Induktion durch
Lovastatin, Fluvastatin, Pravastatin, Simvastatin, Mevastatin und Atorvastatin
nachweisen (Chen 2006; Hsieh 2008; Mouawad 2013). Auch in priméaren
Endothelzellen (HUVEC) zeigte Atorvastatin eine Stimulation der HO-1-
Genexpression (Ali 2007). Somit scheint die Induktion des protektiven HO-1-
Enzyms ein Klasseneffekt der Statine zu sein. Fur andere cholesterolsenkende
Arzneistoffklassen wurde diese Wirkung bislang nicht nachgewiesen. Einzig in
einer Studie von Kronke und Mitarbeitern, welche die Wirkung von Peroxisom-
Proliferator-aktivierten-Rezeptoragonisten (PPAR-Agonisten) auf die HO-1-
Induktion untersuchten, konnte der Cholesterolsenker Fenofibrat (PPAR-a-
Agonist) bei einer Konzentration von 200 pM die HO-1-Proteinmenge erhdhen
(Kronke 2003). Der in der Verdéffentlichung abgebildete Western-Blot ist jedoch die
einzige Darstellung der HO-1-Induktion durch Fibrate. Fir alle weiteren
Untersuchungen der Studie wurde anstelle von Fenofibrat der PPAR-a-Agonist
WY14643 ausgewadhlt, welcher jedoch keine Zulassung als Arzneimittel besitzt.
Eigene  Untersuchungen ergaben, dass Gemfibrozil, ein  weiterer
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cholesterolsenkender PPAR-a-Agonist, keinen Einfluss auf die HO-1-
Genexpression in ECV304-Zellen ausiubt (Daten nicht abgebildet). Somit missten
weitere Untersuchungen folgen, um eine eindeutige Aussage Uber die Effekte von
Fenofibrat und anderen PPAR-a-Agonisten auf die HO-1-Genexpression treffen zu
kénnen. Bis dahin besteht jedoch die These, dass die fiir Statine nachgewiesene
HO-1-Stimulation mal3geblich an dem hohen Therapieerfolg der Arzneistoffklasse
beteiligt ist. Statine reduzieren als einzige Arzneistoffklasse aus der Gruppe der
Cholesterolsenker sowohl die kardiovaskulare als auch die Gesamtmortalitat
(Bucher 1999). Sie besitzen den starksten cholesterolsenkenden Effekt, der
jedoch nicht allein fir den therapeutischen Nutzen einer Statintherapie
verantwortlich zu sein scheint (Studer 2005). Chironi und Mitarbeiter konnten in
einer Dyslipidamiestudie zeigen, dass Statin-behandelte Patienten eine signifikant
geringere Intima-Media-Dicke der Arteria carotis aufwiesen im Vergleich zur
Fibrat-behandelten Patientengruppe (Chironi 2005). Die Unterschiede in der
Intima-Media-Dicke, welche bei einem Wert =2 1 mm den Risikofaktor eines
Myokardinfakts um das 2 bis 4-fache erhdht, standen nicht im Zusammenhang mit
der Senkung des LDL-Cholesterolspiegels. Eine randomisierte und placebo-
kontrollierte Doppelblindstudie, welche die Effekte von Atorvastatin und
Gemfibrozil bei chronischen Nierenerkrankungen vergleicht, ergab nur bei
Atorvastatin eine verbesserte Elastizitat der kleinen Blutgefal3e (Dogra 2007). In
einer weiteren Studie konnte nachgewiesen werden, dass Statine, jedoch nicht
Fibrate das Thromboembolierisiko im vendsen Gefal3system senken (Lacut 2004).
PPAR-a-Agonisten wie Gemfibrozil, Fenofibrat und Benzofibrat scheinen jedoch
ebenfalls protektive Eigenschaften zu besitzen, die ergdnzend zu der
cholesterolsenkenden Wirkung auftreten und weitestgehend auf die vielseitigen
Funktionen der PPAR zuriickzufihren sind (Simpson 1985; Staels 1998).
Interessanterweise wurde sogar eine Beteiligung von PPAR an den pleiotropen
Statineffekten beobachtet (Paumelle 2007). Yano und Mitarbeiter konnten mit
siRNA-Versuchen zeigen, dass eine Statin-abhangige COX-2-Aktivierung und
folgende 15d-PGJ2-Synthese zu einer Aktivierung von PPAR-a und PPAR-y fuhrte
(Yano 2007). Sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen ergaben eine
Beteiligung von PPAR-a an der antiinflammatorischen Statinwirkung im LPS-
induzierten Entzindungsmodell (Paumelle 2006). In Makrophagen wurde
weiterhin eine PPAR-y-abhéngige Expression des HDL-Rezeptors ABCA-1
beobachtet (Argmann 2005). Fiur die HO-1-Induktion von Simvastatin scheint
PPAR-y jedoch weniger von Bedeutung zu sein, da Hemmstoffversuche mit dem
PPAR-y-Inhibitor GW9662 keine Verdnderung in der HO-1-Genexpression
ergaben (Daten nicht gezeigt).

Die Vielzahl an strukturell unterschiedlichen HO-1-Induktoren lasst neben der
Funktion des Hamabbaus weitere lebenswichtige Funktionen des Enzyms u. a. zur
Gewahrleistung der Zellhomdostase vermuten (Choi 1996). Bei der Suche nach
therapeutisch relevanten HO-1-Induktoren sollte jedoch beachtet werden, dass
eine HO-1-Stimulation verschiedene Ursachen haben kann. Zum einen kann sie
eine endogene Reaktion auf Stress und zum anderen einen therapeutischen
Schutz bei pathologischen Ablaufen darstellen. Um zu Uberprifen, inwieweit die
Simvastatin-abhéngige HO-1 durch oxidativen Stress verursacht ist, wurden
ECV304-Zellen mit 1 mM NAC fir 20 Minuten vorinkubiert. Die Ergebnisse des
Gehalts an HO-1-mRNA nach acht Stunden Inkubationszeit mit 100 uM
Simvastatin allein und in Anwesenheit von NAC ergaben keinen signifikanten
Unterschied (Daten nicht gezeigt). Somit scheint eine Freisetzung von freien
Sauerstoffspezies nicht die Ursache fir die HO-1-Induktion zu sein. Ebenso
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ergaben Toxizitatstests mit LDH und Kristallviolett keine messbaren nekrotischen
und apoptotischen Veranderungen. Sowohl makro- als auch mikroskopisch waren
keine Unterschiede zwischen Simvastatin-behandelten und Kontrollzellen
erkennbar.

Kann eine stressbedingte HO-1-Stimulation bei therapeutisch relevanten
Induktoren ausgeschlossen werden, wird die Effektivitat des Therapeutikums
durch einen zusatzlichen physiologischen Faktor beschrankt. Nicht jede HO-1-
Induktion fuhrt zwangslaufig zu einem Konzentrationsanstieg an CO und
Biliverdin/Bilirubin. Nur das Vorhandensein von ausreichend Ham als Substrat
gewahrleistet die enzymatische Synthese der protektiven Reaktionsprodukte CO
und Biliverdin/Bilirubin. Demzufolge kénnte sich der Einsatz von HO-1-Induktoren
besonders bei Krankheitsbildern mit erhéhtem H&mgehalt, wie z. B. bei
hamorrhagischem Apoplex, positiv auswirken (Giannopoulos 2012). Neben der
Zytoprotektion durch den Hamabbau basiert der Haupteffekt einer HO-1-Induktion
jedoch vorrangig auf dem Schutz vor oxidativer Schadigung. In einem Modell fur
oxidativen Stress konnte flir Simvastatin eine Senkung der gebildeten ROS-
Menge ab einer Konzentration von 2,5 uM nachgewiesen werden. Die maximale
antioxidative Wirkung von ca. 50 % wurde bei 10 pM Simvastatin erreicht. Fir die
Uberprifung, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen radikalsenkendem und
HO-1-stimulierendem Statineffekt besteht, wurde eine Vorbehandlung mit dem
HO-Inhibitor CrMP durchgefihrt. Die antioxidative Simvastatinwirkung konnte in
Gegenwart des HO-Inhibitors Uber die Halfte reduziert werden, sodass eine
Induktion der HO-1 zumindest teilweise Voraussetzung fur die antioxidativen
Eigenschaften von Simvastatin ist. Die trotz CrMP verbleibende Radikalsenkung
konnte auf die Beeinflussung des NAD(P)H-Oxidasesystems durch Simvastatin
zuriickzufiihren sein. Statine verhindern die Bildung von Superoxidanionen durch
eine verringerte Expression der Untereinheiten p47phox und NOX2 (Wagner
2000; Al-Shabrawey 2008). Weiterhin inhibieren Statine die Isoprenylierung der
Untereinheit p21 Rac. Interessanterweise wurde sogar nach Absetzen von
Statinen eine endotheliale Dysfunktion beobachtet, die auf eine verstarkte
Aktivierung des NADP(H)-Oxidasesystems durch Rac-1 zurickgefihrt wurde
(Greenwood 2007). Neben der Beeinflussung der NAD(P)H-Oxidase wurde auch
eine erhdhte SOD- und Katalaseaktivitat beobachtet (Davignon 2004b).

5.2 Transkriptionale Mechanismen der HO-1-Genregulation

Die Regulation von Enzymen und anderen endogenen Effektoren kann uber
verschiedene Signalwege vermittelt sein. Das Wissen Uber diese mechanistischen
Ablaufe ist Grundlage, um physiologische sowie pathophysiologische Reaktionen
zu verstehen. Erst dadurch kann eine exakte und effiziente Arzneimitteltherapie
ermoglicht werden. In der HO-1-Genregulation scheinen vor allem
phosphorylierungsabhangige Signalwege beteiligt zu sein, von denen vorrangig
die MAPK, aber auch Akt/PI3K-, PKA-, PKC- und PKG-abhangige Mechanismen
eine Rolle spielen.

Fur die Untersuchung der MAPK-Signalwege wurden Hemmstoffversuche
durchgefuhrt und die Kinaseaktivierung auf translationeller Ebene gepruft.
Simvastatin war zwar in der Lage ERK zu aktivieren, jedoch besteht anscheinend
kein kausaler Zusammenhang zur HO-1-Induktion, da der ERK-Inhibitor
PD098590 keine signifikante Senkung der Simvastatin-induzierten mMRNA-
Expression bewirkte. Ein weiterer ERK-Inhibitor UO126 konnte ebenfalls den
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Simvastatineffekt nicht antagonisieren (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
decken sich mit den Untersuchungen von T.-S. Lee und Mitarbeitern. In glatten
GefalBmuskelzellen von Rattenaorten fuhrte Simvastatin zwar zu einer
Phosphorylierung von ERK, jedoch blieb die HO-1-Proteinstimulation in
Gegenwart des ERK-Hemmstoffs PD098059 ebenfalls unbeeinflusst (Lee 2004).
Untersuchungen von J.-C. Chen und Mitarbeitern ergaben hingegen eine
Verringerung der HO-1-Proteininduktion durch PD098059 in Makrophagen (Hsieh
2008). Es wurde jedoch anstelle von Simvastatin Lovastatin eingesetzt und auch
die Zelllinie variierte. Der MAPK-Weg JNK scheint ebenfalls nicht fir die HO-1-
Induktion durch Simvastatin notwendig zu sein, da weder der JNK-Hemmstoff
SP600125 die HO-1-Genexpression verringerte, noch Simvastatin in der Lage war
JNK zu aktivieren. Auch diese Ergebnisse konnten im Nachhinein durch andere
Arbeitsgruppen bestatigt werden (Lee 2004; Hsieh 2008). Die meisten Stimuli
induzieren die HO-1 Uber p38-abhangige Signalwege (Ryter 2002). Die
vorwiegend an Entzindungsprozessen beteiligte p38-Kaskade ist somit von den
MAPK der wichtigste Signalweg in der Genregulation des antiinflammatorischen
Enzyms. Auch Simvastatin scheint ein Vertreter der p38-abhangigen HO-1-
Induktoren zu sein. Der am haufigsten eingesetzte p38-Inhibitor SB203580
verringerte sowohl die mRNA-Expression als auch die Promotoraktivitat der HO-1
nach Simvastatininkubation. SB203580 inhibiert die Isozyme p38a- und p38p,
deren ICso bei 50 nM und 500 nM liegen (Davies 2000). Eine Inhibierung von
PKBa, GSK3p (Glykogensynthasekinase-3f) und LCK (Lymphocyte-specific
protein tyrosine kinase) durch SB203580 kann ausgeschlossen werden, weil dies
erst bei einer 100 bis 500-fachen Uberschreitung der ICso beobachtet wurde
(Davies 2000). Ab einer Konzentration von 10 pM wird jedoch mit einer
zusatzlichen Beeinflussung von PDK1 gerechnet. Die fir die Versuche gewahlte
Inhibitorkonzentration lag Uber 10 pM, weshalb ein weiterer p38-Hemmstoff
SB202190 und p38a-defiziente MEF-Zellen eingesetzt wurden, um falsch positive
Ergebnisse ausschlielen zu kénnen. Der inhibierende Effekt auf die HO-1-
Transkription konnte auch in Gegenwart des Hemmstoffs SB202190 reproduziert
werden. Die mit p38a-defizienten MEF-Zellen gewonnen Daten bestatigen
ebenfalls, dass p38 ein essenzieller Bestandteil fir die Simvastatin-abhangige
HO-1-Aktivierung ist. So konnte nur im MEF-Wildtyp eine HO-1-Proteinexpression
nachgewiesen werden. Ebenso war die Promotoraktivitat in p38a-defizienten
MEF-Zellen deutlich geringer als im Wildtyp. Die Defizienz der p38-MEF-Zellen
bezog sich ausschliel3lich auf die a-Isoform. Inwieweit auch andere p38-Isoformen
eine Rolle in der Simvastatin-abh&ngigen HO-1-Induktion spielen, kann aus diesen
Versuchen nicht abgeleitet werden. Hierfir konnten Versuche mit
Uberexprimierten dominant negativen p38B3, p38y- und p38s-Zellen weiteren
Aufschluss geben. Insgesamt lasst sich jedoch zusammenfassend festhalten,
dass die Untersuchungen der MAPK-Signalwege eine Beteiligung von p38 an der
Simvastatin-vermittelten HO-1-Genexpression ergaben und diese Ergebnisse im
Einklang mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen stehen (Lee 2004;
Hsieh 2008).

In den letzten Jahren konnte vermehrt ein Zusammenspiel zwischen der MAPK-
und PI3K/Akt-Kaskade in der HO-1-Regulation nachgewiesen werden. HO-1-
Stimulatoren wie Carnesol, AEBSF, 15d-PGJz, Kahweol, Rosmarinsdure und
Nikotin bendétigten fur eine HO-1-Induktion sowohl p38 als auch PI3K/Akt (Alvarez-
Maqueda 2004; Martin 2004; Wijayanti 2005; Hwang 2008; Lee 2008). Somit lag
die Frage nahe, ob der PI3K/Akt-Weg flr Simvastatin ein ebenso essenzieller
Transduktionsweg ist. Zunachst wurde in Gegenwart des PI3K-Hemmstoffs

76



Diskussion

LY294002 eine Verringerung der Simvastatin-abhangigen HO-1-Transkription
festgestellt. LY294002 besitzt eine ICso von 1,2 pM und wird als selektiver PI3K-
Inhibitor angegeben (Vlahos 1994). Als zusatzlicher Nachweis wurde ein weiterer
PI3K-Hemmstoff eingesetzt. Der Simvastatin-abhangige Einfluss auf die HO-1-
Promotoraktivitdt konnte durch den PI3K-Inhibitor Wortmannin in &hnlichem
Umfang wie durch LY294002 antagonisiert werden. Als Aktivierungskontrolle des
PI3K/Akt-Weges wurde die Enzymform Phospho-Akt nach 45 Minuten
Simvastatinexposition  detektiert. Die Ergebnisse waren konform  mit
Untersuchungen der Arbeitsgruppe von T.-S. Lee. Simvastatin aktivierte in glatten
GefalBmuskelzellen der Rattenaorta die PI3K/Akt-Kaskade. Ebenso liel3 sich die
HO-1-Proteininduktion durch LY294002 reduzieren (Lee 2008). Eine weitere
Studie konnte in humanen Epithelzellen des Auges ebenfalls PI3K/Akt-abhangige
Signalwege fur die HO-1-Induktion durch Simvastatin nachweisen (Kim 2012).
Somit stellt die PI3K/Akt-Kaskade neben p38 einen weiteren Signalweg der
Simvastatin-abhéngigen HO-1-Induktion dar. Im Anschluss kdnnten nun Versuche
folgen, die Aufschluss uber die Reihenfolge der Aktivierung geben d. h. welcher
Transduktionsweg sich upstream und downstream befindet. S. Immenschuh und
Mitarbeiter untersuchten fur die AEBSF-abhangige HO-1-Induktion mithilfe eines
p38-abhangigen pGal4-CHOP-Konstrukts die Aktivierungsreihenfolge von p38 und
PI3K. Durch Zusatz von p38- und PI3K-Inhibitoren konnte eine vorangehende
PI3K-Aktivierung als Voraussetzung fur die Stimulation des p38-Signalweges
nachgewiesen werden (Wijayanti 2005).

Fir die Induktion eines Gens wird ein Zusammenspiel aus mehreren Signalwegen
und Botenstoffen, vergleichbar mit einem Netzwerk benétigt. Im Rahmen der
Simvastatin-abhéngigen Charakterisierung der HO-1-Genregulation wurden
deshalb auch andere, fir die HO-1 relevante Signalwege untersucht. Erganzend
zu p38 und PI3K/Akt benotigt z. B. Rosmarinsaure cAMP/PKA-abhéngige Schritte
fur die HO-1-Induktion in dopaminergen Nervenzellen (Lee 2008). Der NO-Donor
Nitroprussid-Natrium induziert die HO-1 ebenfalls tber eine Kombination aus
MAPK- und PKA-abhéngigen Mechanismen (Kim 2006). FUr Simvastatin konnte
jedoch keine PKA-Beteiligung fur die HO-1-Induktion nachgewiesen werden, da
sowohl der cAMP-Hemmstoff DDA als auch der PKA-Hemmstoff KT5720 keinen
Einfluss auf die HO-1-mRNA-Expression ausiubten. Experimente mit KT5720 in
glatten GefaBmuskelzellen der Rattenaorta ergaben ebenfalls keine Verringerung
der HO-1-Proteininduktion in Gegenwart von Lovastatin (Hsieh 2008). Auch eine
Beeinflussung des intrazellularen cAMP-Spiegels wurde fur Simvastatin bisher
nicht beobachtet (van Nieuw Amerongen 2000). Anders verhalt es sich mit dem
cGMP-Gehalt. Statine sind in der Lage die intrazellulare cGMP-Menge zu erhéhen
(Salinas 2004). cGMP und dessen Analoga stellen des Weiteren Induktoren der
HO-1 dar (Immenschuh 1998; Polte 2000). Somit lag die Vermutung nahe, dass
cGMP/PKG-abhangige Signalwege an der HO-1-Genexpression durch
Simvastatin beteiligt sein kénnten. Auf mRNA-Ebene wurde deshalb die Wirkung
des sGC-Hemmstoffs ODQ und des PKG-Hemmstoffs KT5823 auf die
Simvastatin-abhangige HO-1-Induktion untersucht. In Gegenwart des PKG-
Hemmestoffs KT5823 konnte eine Inhibition der HO-1-Transkription beobachtet
werden. Uberraschenderweise blieb der HO-1-mRNA-Gehalt in Anwesenheit des
SGC-Inhibitors ODQ unverandert im Vergleich zu den Simvastatin-behandelten
Kontrollzellen. Unter physiologischen Bedingungen entsteht cGMP durch
Hydrolyse von Guanosin-5-triphosphat (GTP) zu cGMP und Pyrophosphat.
Katalysiert wird diese Reaktion durch Guanylylzyklasen (GC), welche
unterschieden werden kénnen in l6sliche GC (sGC) und membrangebundene GC
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(pGC). Der Hemmstoff ODQ inaktiviert nur das Isozym sGC, wodurch die cGMP-
Bildung durch pGC weiterhin gewéhrleistet ist und im Anschluss zu einer PKG-
Aktivierung fihren kann. Fur Statine waren sGC-abhangige Schritte jedoch eher
vorstellbar, da Statine zu einer verstarkten Freisetzung der klassischen sGC-
Aktivatoren CO und NO fuhren. Die Wahrscheinlichkeit einer cGMP-Freisetzung
durch pGC kann dadurch jedoch nicht ausgeschlossen werden. Des Weiteren
bestdande die Moglichkeit, dass die Basalaktivitdit von PKG fur eine Statin-
abhangige HO-1-Induktion bereits ausreichend ist. Diese Uberlegung ergab sich
fur T.-S. Chen und Mitarbeiter aus den inhibierenden Effekten von ODQ und
KT5823 auf die Lovastatin-abhangige HO-1-Induktion, da keine Verdnderung des
cGMP-Spiegels nachgewiesen werden konnte (Hsieh 2008). Eine weitere
Erklarung der unterschiedlichen Effekte von ODQ und KT5823 kdnnte eine cGMP-
unabhangige PKG-Stimulation durch Phosphorylierung sein, wie es z. B. in
Anwesenheit des Phorbolester PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) beobachtet
wurde (Chu 1998; LaFevre-Bernt 1998; Hou 2003). Eine entscheidende Funktion
nimmt dabei die PKC ein, deren Gegenwart essenziell fir die PKG-Stimulation
durch PMA ist. Interessanterweise ergaben Hemmstoffversuche mit der héchsten
Konzentration des PKC-Inhibitors GF109023X (10 uM) eine Verringerung der
Simvastatin-abhangigen HO-1-mRNA-Induktion. Inwieweit ein Zusammenspiel von
PKC und PKG zur HO-1-Expression fuhrt, misste jedoch durch weitere Versuche
noch gepruft werden. Betrachtet man die Spezifitat von KT5823, so besitzt der
Hemmstoff fur PKG eine ICsovon 2,5 nM (Kase 1987). In htheren Konzentrationen
sinkt die Spezifitdt und eine zusatzliche Hemmung von PKC (ICso 4 uM) und PKA
(ICs0 10 pM) ist mdglich (Valenti 2003). Der auf die HO-1-Expression inhibitorisch
wirkende KT5823-Effekt konnte erst bei einer Konzentration von 10 pM
beobachtet werden. Der PKC-Hemmstoff GF109203X (ICso 0,02 pM) inhibierte
ebenfalls erst ab einer Konzentration von 10 pM die HO-1-Induktion und
beeinflusst in diesem Konzentrationsbereich bereits andere Proteinkinasen
(Toullec 1991). Somit kénnten die beobachteten Inhibitionseffekte von KT5823
und GF109203X auch durch die Inhibition anderer Enzyme verursacht sein. Fur
eine sichere und zufriedenstellende Aussage bezuglich der Bedeutung von PKG
und PKC fir die Simvastatin-abhangige HO-1-Transduktion sind weitere
Untersuchungen notwendig.

In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass vor allem Transkriptionsfaktoren der
CNC-bZip-Familie am Schutz vor oxidativem Stress beteiligt sind. Die an MARE
bindenden Transkriptionsfaktoren Nrf-1 und Nrf-2 konnten als wichtige Mediatoren
fur die Induktion zytoprotektiver Enzyme wie der Glutathion-S-Transferase,
NADPH-Quinon-Oxidoreduktase, Glutamatcysteinligase und Aldo-Keto-Reduktase
nachgewiesen werden (ltoh 1997; Venugopal 1998; Mrad 2012). Die MARE-
Sequenz ist auch Bestandteil des HO-1-Gens und kann durch Heterodimere der
CNC-bZip-Familie und Dimere der AP-1-Familie aktiviert werden. Die meist in
mehreren Kopien vorliegende MARE-Region gilt als haufige Regulationseinheit
von HO-1-Stimulatoren. Auch fir die Simvastatin-vermittelte Erhdhung der HO-1-
Promotoraktivitdt konnte eine Abhangigkeit von MARE festgestellt werden.
Promotorstudien mit MARE-Mutationen in der HO-1-Promotorregion ergaben eine
verringerte Promotoraktivitat im Vergleich zum Genkonstrukt mit nativer HO-1-
Promotorsequenz. Interessanterweise konnten weder Lovastatin noch Simvastatin
ein Reportergenkonstrukt aktivieren, welches als codierende Sequenz drei Kopien
von MARE (entspricht 3xStRE) enthielt (Grosser 2004b). Mdgliche Griinde
konnten die Notwendigkeit weiterer MARE-Kopien oder zusatzlicher HO-1-
Genbereiche fur die Aktivierung sein. Andere Arbeitsgruppen bestatigten hingegen
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die beobachtete Beteiligung von MARE an der HO-1-Induktion durch Statine. So
ergaben Untersuchungen mit Atorvastatin eine Aktivierung von sechs
verschiedenen MARE-Bereichen innerhalb der HO-1-Promotorregion (Kwok
2012). Weiterhin konnte in zwei Studien festgestellt werden, dass Simvastatin die
HO-1 mithilfe des Transkriptionsfaktors Nrf-2 aktiviert, welcher u. a. an die MARE-
Region bindet (Habeos 2008; Hsieh 2008).

Ein weiteres regulatorisches Promotorelement ist CRE, welches wie MARE im -4
kb Enhancer-Bereich angeordnet ist und u. a. fur die HO-1-Induktion durch
oxidierte Phospholipide essenziell ist (Kronke 2003). Reportergenexperimente mit
CRE-Mutation im HO-1-Promotor ergaben, dass fur die Simvastatin-abhangige
HO-1-Stimulation in ECV304-Zellen die CRE-Gensequenz anscheinend nicht
erforderlich ist.

5.3 Post-transkriptionale Mechanismen der HO-1-Genregulation

Der mRNA-Gehalt einer Zelle wird nicht nur durch die Transkriptionsrate sondern
auch durch den Abbau festgelegt. Der mRNA-Abbau reguliert daher, wie schnell
sich nach verdnderter Transkription wieder ein steady state bildet oder wieviel
Zielprotein letztendlich codiert wird (Wang 2002). Die Stabilitat der mRNA wird
dabei durch Interaktion von Strukturelementen (cis-Elemente) und RNA-bindenden
Proteinen (trans-Elemente) bestimmt. Die Halbwertzeit einer mRNA kann stark
variieren und ist durch verschiedene Faktoren wie Zytokine, Hormone,
Temperaturanderungen, aber auch durch &uf3ere Einflisse wie Hypoxie,
Gewebeschaden und virale Infekte beeinflussbar. Eine Deregulation der mRNA-
Stabilitat kann zu einer erhdhten Akkumulation an mRNA und codierendem
Protein fuhren, das wiederum Bestandteil von Krankheitsbildern wie Alzheimer,
Neoplasie und Thalassamie sein kann (Guhaniyogi 2001). Somit bietet das
Wissen Uber post-transkriptionale Vorgange eine Mdglichkeit, Krankheitsablaufe
besser zu verstehen und dementsprechend zu therapieren.

Die Untersuchung des mRNA-Abbaus mithilfe von Transkriptionshemmern ist eine
haufig angewandte und wissenschaftlich anerkannte Methode, die jedoch auch
ihre Nachteile besitzt. Durch die Toxizitat der Verbindungen kdnnen trotz niedriger
Konzentrationen keine physiologischen Bedingungen gewahrleistet werden.
Alternative Untersuchungsmethoden z. B. mit radioaktiv-markierten Nukleosiden
(pulse-chase Methode) weisen zwar eine geringere Toxizitat auf, aber auch diese
Verfahren besitzen Nachteile (Ross 1995). So besteht bei der pulse-chase
Methode die Schwierigkeit, die zur Verfligung gestellten radioaktiven Nukleoside
ausschlief3lich in der pulse-Phase in die RNA einzubauen. Teilweise kbnnen auch
durch RNA-Katabolismus bereits eingebaute radioaktive Nukleotide erneut zur
Verfigung stehen. Somit werden Transkriptionshemmer weiterhin fir die
Charakterisierung des mRNA-Abbaus z. B. bei Stabilitatsuntersuchungen der HO-
1-mRNA unter Exposition von CdClz2, NaAsO2, Methylmethansulfonat (MMS) und
NO als Standardvariante verwendet (Leautaud 2007). Verschiedene
Mechanismen kdnnen dabei der mRNA-Stabilisierung zugrunde liegen. Der HO-1-
Induktor MMS verzégert den HO-1-mRNA-Abbau vor allem durch Regulierung
friher Deadenylierungsstadien. NO stabilisiert die HO-1-mRNA hingegen durch
Hemmung der Deadenylierungsendphase, indem es die Kirzung des Poly(A)-
Schwanzes zwischen 30-50 Nukleotiden stoppt. Statine kdnnen den NO-
Stoffwechsel durch Steigerung der eNOS-Aktivitat beeinflussen, indem sie die
MRNA des Enzyms stabilisieren und somit die Bioverfigbarkeit von NO erhéhen
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(Wassmann 2002). Somit lag die Vermutung nahe, dass die mRNA-stabilisierende
Statinwirkung Gber NO vermittelt sein konnte. Die Beobachtung des HO-1-mRNA-
Abbaus unter Zusatz des spezifischen NOS-Inhibitors L-NAME ergab jedoch
keinen Unterschied im zeitlichen Verlauf der HO-1-mRNA-Degradierung im
Vergleich zu den Simvastatin-behandelten Kontrollzellen. Auch in Gegenwart des
NOS-Hemmstoffs N®-Monomethyl-L-arginin (L-NMMA) blieb der Gehalt an HO-1-
MRNA unverédndert (Daten nicht abgebildet). Somit scheint NO nicht an dem
Mechanismus der Simvastatin-abhéngigen HO-1-mRNA-Stabilisierung beteiligt zu
sein. Fur die Aktivierung des eNOS-Systems durch Statine, in die mRNA-
stabilisierende Mechanismen integriert sind, konnte eine PI3K/Akt-Abhangigkeit
festgestellt werden (Kureishi 2000). Der PI3K/Akt-Signalweg ist auch
entscheidend fur die transkriptionale HO-1-Induktion bei Simvastatinexposition.
Die daraufhin durchgefiihrten Stabilitdtsuntersuchungen in Gegenwart des PI3K-
Inhibitors LY294002 ergaben eine deutliche Verringerung des stabilisierenden
Simvastatineffektes auf die HO-1-mRNA (Hinkelmann 2010). Somit konnte die
PI3K/Akt-Kaskade als ein mechanistischer Bestandteil der post-transkriptionalen
HO-1-Regulation von Simvastatin nachgewiesen werden. Die Vermutung, dass
der héaufig an post-transkriptionalen Prozessen beteiligte MAPK-Signalweg p38
auch fur die HO-1-HWZ-Verlangerung durch Simvastatin entscheidend ist, liel
sich nicht bestatigen. Der p38-Inhibitor SB203580 konnte die Statin-abh&ngige
HO-1-mRNA-Stabilisierung nicht antagonisieren.

5.4 Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion in vivo

Verschiedene Studien mit Antisense- und Knockout-Modellen sowie Kklinische
Untersuchungen des HO-1-Promotorpolymorphismus konnten eine essenzielle
Funktion der HO-1 fir die antioxidative Abwehr nachweisen (Chen 2002; Otterbein
2003; Yet 2003). Gerade im vaskularen Bereich tragen oxidative und
inflammatorische Vorgénge zur Entstehung von Gefallerkrankungen wie
Atherosklerose bei (Ridker 2014). Der Einsatz eines HO-1-Induktors, wie z. B.
Simvastatin ware somit eine zu prufende Therapiemoéglichkeit fir die
Unterstitzung von Krankheitsablaufen, bei denen oxidative und entzindliche
Prozesse eine Rolle spielen. Im Zellkulturmodell konnten Statine bereits als HO-1-
Induktoren nachgewiesen werden (Grosser 2004a; Grosser 2004b; Hsieh 2008).
In vivo Daten liegen hingegen nur begrenzt vor. Lee und Mitarbeiter konnten nach
intraperitonealer Simvastatinapplikation eine HO-1-Induktion in der Tunica media
von Mauseaorten nachweisen (Lee 2004). Weiterhin stellten sie fest, dass die HO-
1-Induktion das proinflammatorische Ausmald des Stressors LPS reduziert. Die
HO-1-Protektion beschrankt sich jedoch nicht nur auf den vaskuléaren Bereich. Das
Enzym wird ubiquitar exprimiert, sodass auch fir andere Gewebe wie Leber,
Lunge, Herz und Nervensystem HO-1-Effekte nachgewiesen werden konnten
(Ryter 2002). An einem Mausmodell wurde deshalb geprift, inwieweit die
gewonnenen Zellkulturdaten eine in vivo Relevanz besitzen und in welchem
Gewebe Simvastatin zu einer HO-1-Induktion fuhrt. In transgenen HO-1-Luc-
Mausen konnte nach Simvastatinexposition eine HO-1-Promotorstimulation im
oberen abdominalen und im sinistrolateralen Bereich nachgewiesen werden. Im
Thorax sowie im dorsalen und zerebralen Bereich blieb die HO-1-Promotoraktivitat
unverandert. Zur né&heren Charakterisierung der Simvastatin-abhéngigen HO-1-
Wirkung wurden im Anschluss einzelne Organe auf ihren HO-1-mRNA-Gehalt
untersucht. Die beim in vivo BLI im oberen Abdomen nachgewiesene Stimulierung
der HO-1-Promotoraktivitat konnte in einer erhéhten mRNA-Expression der Leber
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wiedergefunden werden. Der mRNA-Gehalt des Lungengewebes war ebenfalls
erhoht im Vergleich zu den Vehikel-behandelten Kontrolltieren. Dies steht im
Gegensatz zu der Lumineszenzmessung, da in der Thoraxregion keine signifikant
erhbhte Promotoraktivitat nachgewiesen werden konnte. Eine mogliche Ursache
konnte eine geringere Sensivitat der BLI-Methode im Vergleich zur real time RT-
PCR sein. Der detektierbare Flux hangt u. a. von dem zu durchdringenden
Gewebe ab. Untersuchungen ergaben, dass pro Zentimeter Gewebe die
Lichtintensitdt um das 10-fache reduziert wird, wobei die Beschaffenheit des
Gewebes zusétzlich eine Rolle spielt (Contag 2001). Eine Lungenentnahme und
anschlielendes BLI kdnnte den Emissionsverlust zwar reduzieren, jedoch ware
eine Bestimmung des mRNA-Gehalts im Anschluss an das BLI nicht mehr
maoglich, da die Messung das Gewebe austrocknet. Untersuchungen des
sinistrolateralen Bereichs ergaben ebenfalls eine Stimulierung der HO-1-
Promotoraktivitdt, welche durch einen erhdhten mRNA-Gehalt in den Organen
Herz und Milz bestatigt werden konnte. Im Herzgewebe wurde insgesamt der
starkste Anstieg der HO-1-Transkripionsrate (2-fach) beobachtet. Sowohl im
renalen als auch im zerebralen Gewebe blieb der HO-1-mRNA-Gehalt
unverandert im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese Daten sind konform mit den
BLI-Ergebnissen des Dorsums und der Kopfregion. Zuséatzliche Untersuchungen
zur Enzymaktivitat, welche von Mark Hsu und Dr. Lucie Muchova an der Stanford
University durchgefuhrt wurden, ergaben eine erhdhte HO-Aktivitat von Lunge und
Herz nach Simvastatinapplikation. Die starkste katalytische Aktivitdt konnte, wie
auf transkriptionaler Ebene, im Herzgewebe (1,7-fach) nachgewiesen werden. Die
HO-Aktivitat des Gehirns und der Leber wurde hingegen nicht beeinflusst. Fur die
Organe Milz und Nieren wurden keine Aktivitatsuntersuchungen durchgefihrt.
Somit konnten erste in vivo Untersuchungen am Mausmodell eine Simvastatin-
abhangige Aktivierung des HO-1-Systems auch auferhalb des vaskularen
Systems belegen. Die in vivo Ergebnisse sind jedoch als préliminare Daten zu
verstehen und sollten in erster Linie als Screening fur weitere Untersuchungen
dienen. Die Inkubationszeit wurde deshalb auf 24 Stunden beschrankt und eine
Simvastatinkonzentration von 100 mg/kg KG gewahlt. Die Wahl der
Boluskonzentration orientierte sich an bereits publizierten Studien und lag
aufgrund der Einmalgabe oberhalb der therapeutischen Dosis (Eckert 2001; Park
2003). Im Anschluss an die 24h-Experimente wurden Langzeituntersuchungen
durchgeflihrt, die ebenfalls eine Beeinflussung des HO-1-Systems durch Statine
bestétigten. Starker an das therapeutische Regime angepasst, erhielten FvB-
M&ause taglich dber einen Zeitraum von eins, zwei oder drei Wochen 5 mg
Atorvastatin  oder Rosuvastatin/kg KG intraperitoneal appliziert. Sowohl
Atorvastatin als auch Rosuvastatin erhghten die HO-Aktivitat und den CO-Gehalt
im Herzgewebe (Muchova 2007). Auch die antioxidative Kapazitat des kardialen
Bereiches wurde durch beide Statine positiv beeinflusst. Ebenso stiegen die
Spiegel von Carboxyhdmoglobin und Plasmabilirubin an. Ein erhdhter
Plasmabilirubinspiegel aufgrund von Lebertoxizitat durch chronische Statingabe
konnte nach Uberpriifung der Leberenzyme ausgeschlossen werden. Im Vergleich
zur praliminaren Studie mit Bolusapplikation wurde nach dem 3-wdchigen
Dosisregime nur eine sehr geringe HO-1-Resonanz der untersuchten
Gewebearten festgestellt. Einzig im Herzgewebe und nicht mehr im pulmonalen
Bereich konnte eine signifikant erhohte HO-Aktivitat nachgewiesen werden. Das
Studiendesign naherte sich zwar durch die Konzentration von 5 mg Statin/kg KG
und das langere Dosisregime humanen Therapierichtlinien, dennoch lag die
gewahlte Statinkonzentration um das ca. 5-fache oberhalb der humanen Dosis.
Muchova und Mitarbeiter begriinden die therapeutisch abweichende Konzentration
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mit der kirzeren Anwendungsdauer, welche fur den Versuch auf drei Wochen
beschrankt war und beim Menschen Jahre betragt. In einer weiteren Studie mit
Ratten als Versuchstiere konnte durch die Gabe von Simvastatin eine induzierte
pulmonale Hypertonie um 20 mm Hg gesenkt werden, (Zhang 2011). Die Tiere
erhielten Uber einen Zeitraum von vier Wochen taglich 2 mg Simvastatin/kg KG.
Der Simvastatineffekt war dabei an das HO-System gebunden, da die zusatzliche
Gabe eines HO-Inhibitors den Effekt antagonisierte.

Werden verschiedene Studien hinsichtlich der Wirkung von Statinen auf die HO-1
verglichen, so wird deutlich, dass sowohl das jeweilige Statin als auch die
Gewebeart eine entscheidende Rolle fiir die HO-1-Induktion spielen. Wird z. B. der
Einfluss von Simvastatin, Lovastatin, Rosuvastatin und Atorvastatin nach
Bolusapplikation auf die HO-Aktivitdt im murinen Lebergewebe betrachtet, so
konnte nur fur die lipophileren Statine Simvastatin und Lovastatin eine Steigerung
der katalytischen Aktivitat beobachtet werden (Hsu 2006). Fir die weniger
lipophilen Verbindungen Atorvastatin und Rosuvastatin wurde keine hepatische
Enzymaktivierung nachgewiesen. Als mogliche Ursache wurde der hohe First-
Pass-Effekt diskutiert. Simvastatin und Lovastatin werden als Prodrugs
verabreicht, die in der Leber erst in ihre Wirkform umgewandelt werden. Weiterhin
diffundieren Simvastatin und Lovastatin als lipophile Substanzen besser durch die
Hepatozytenmembran als Atorvastatin und Rosuvastatin. Einheitlich scheint
hingegen die Statinwirkung auf die kardiale und pulmonale Enzymaktivitat zu sein.
Alle Statine erhdhten die HO-Aktivitat im Herz und in der Lunge, wobei Lovastatin
mit einer 2,25-fachen Aktivitatssteigerung das Maximum darstellt. Im zerebralen
Bereich stimulierten alle Statine aul3er Simvastatin die Enzymaktivitdt. Somit
konnte weiterhin untersucht werden, ob die HO-1 bei verschiedenen zerebralen
Erkrankungen von Relevanz ist und moglicherweise ein Bindeglied darstellt. Im
neuronalen System wird die HO-1 u. a. als Schutzenzym unter pathologischen
Bedingungen wie Hypoxie und zerebraler Ischdmie induziert. Untersuchungen an
transgenen HO-1-Uberexprimierenden Mausen ergaben nach ischamischem
Apoplex eine verringerte zerebrale Schadigung im Vergleich zum Wildtyp
(Panahian 1999). Als Ursache fur die geringeren Folgeschaden konnte ein
konstitutiv erhohter neuronaler cGMP-Spiegel, eine Inhibition der nuklearen
Lokalisation des p53-Proteins und eine verstéarkte antioxidative Wirkung durch die
HO-1-Uberexpression festgestellt werden. Auch bei Demenzerkrankungen wie
Alzheimer wurde in ersten in vivo Studien ein Nutzen von Statinen beobachtet, der
u. a. auf die Senkung der Amyloid-B-Synthese durch eine verringerte
Cholesterolbildung  zuruckgefuhrt  wurde (Sparks 2005). Aber auch
cholesterolunabhangige Mechanismen scheinen eine Rolle zu spielen, da das
Demenzrisiko in Gegenwart von Statinen, jedoch nicht durch andere
Cholesterolsenker, reduziert werden konnte (Jick 2000). Weiterhin konnte an
Hunden durch die Applikation von 80 mg Atorvastatin/d nach 14,5 Monaten die
Fehlerrate im Lernverhalten signifikant gesenkt werden. Die Verbesserung der
kognitiven Fahigkeiten wurde dabei mit einem Anstieg des zerebralen HO-1-
Levels in Verbindung gebracht (Butterfield 2011). Die Lipophilie, die u. a. fur die
Uberwindung der Blut-Hirnschranke entscheidend ist, scheint dabei kein
begrenzendes Kriterium zu sein, da der protektive Effekt bei allen Statinen
beobachtet wurde (Haag 2009). Haag und Mitarbeiter fihrten pharmakokinetische
Eigenschaften und mdgliche Transportmechanismen als Ursache an.

Durch die antioxidave und zytoprotektive Wirkung des HO-1-Systems ist ein
vielseitiger Einsatz von HO-1-Induktoren denkbar. Somit kbnnte bei Erkrankungen
mit HO-Defizienz wie es z. B. im pulmonalen Bereich bei Lungenkrebs, Asthma,
bronchopulmonarer Dysplasie und idiopathischer pulmonarer Fibrose der Fall ist,

82



Diskussion

eine gezielte HO-1-Aktivierung zur Verbesserung des Krankheitsverlaufs flihren
(Sadikot 2004; Raval 2010; Constantin 2012). Bei der organspezifischen HO-1-
Induktion sollte jedoch beachtet werden, dass die unter Lipidtherapie festgestellte
Effizienz einzelner Statine nicht zwangslaufig mit der Intensitat der pleiotropen
Eigenschaften korreliert (Koh 2011). Somit masste individuell untersucht werden,
welches Statin fur den jeweiligen Wirkungsbereich am effektivsten ist. In der
CURVES-Studie wurden Atorvastatin, Simvastatin, Lovastatin, Fluvastatin und
Pravastatin bezugliches ihrer LDL-Cholesterol- und Gesamtcholesterol-senkenden
Eigenschaften verglichen (Jones 1998). Fur Atorvastatin lie3 sich die starkste
Wirkung auf den Cholesterolspiegel nachweisen. Anders verhalt es sich bei der
Beeinflussung des HO-1-Systems, wo fiur Atorvastatin geringere Effekte
beobachtet wurden im Vergleich zu anderen Statinen(Dulak 2005).

Wenn auch in unterschiedlicher Intensitat konnte fur alle Statine eine
Beeinflussung des HO-1-Systems nachgewiesen werden (Li 2007; Ferrandiz
2008; Hinkelmann 2010; Kwok 2012). Somit koénnte das HO-1-System
mitverantwortlich ~ fir  die  cholesterolunabhangige,  antioxidative  und
endolthelprotektive Wirkung von Statinen sein. Inwieweit sich diese pleiotrope
Eigenschaft von Statinen gezielt fur therapeutische Zwecke nutzen lasst, musste
in weiteren Studien untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung einer moéglichen HO-1-
Induktion als pleiotrope Eigenschaft von Statinen. Fiur die Untersuchungen wurde
Simvastatin als Beispielsubstanz ausgewabhilt.

1. Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion

Simvastatin konnte als potenter Induktor der HO-1 nachgewiesen werden. Der
Arzneistoff stimuliert dabei nicht nur die HO-1-Proteinbiosynthese in Primar- und
Endothelzellen, sondern fungiert auch als Aktivator der HO-1-Transkription. Die
Transkriptionssteigerung erfolgt durch Anregung der HO-1-Promotorregion und
Induktion der HO-1-mRNA-Synthese in Abhéngigkeit von der Konzentration und
der Zeit. Interessanterweise korreliert die verhéaltnisméaRig geringe HO-1-
Promotoraktivitat nicht mit dem detektierten mRNA-Gehalt, sodass zuséatzliche
post-transkriptionale Mechanismen vermutet und bestatigt werden konnten.
Simvastatin stabilisiert die HO-1-mRNA und verlangert dadurch die HWZ um 2,6
Stunden. Somit wird der HO-1-mRNA-Gehalt durch Simvastatin zum einen direkt
Uber transkriptionale Mechanismen und zum anderen Uber den verzbgerten
MRNA-Abbau reguliert.

Inwieweit die gewonnenen Erkenntnisse mit einer funktionellen Konsequenz
verbunden sind, wurde in einem Zellkulturmodell flr oxidativen Stress Uberpruft.
Die unter Simvastatinexposition beobachtete Radikalsenkung konnte in
Gegenwart des HO-1-Inhibitors CrMP antagonisiert werden. Somit steht die
Induktion der HO-1 in kausalem Zusammenhang mit den antioxidativen
Eigenschaften von Simvastatin.

2.  Mechanismen der HO-1-Genregulation

Simvastatin ist in der Lage die Transduktionswege der MAPK ERK, p38 und der
PI3K in Endothelzellen zu aktivieren. Fir die Regulierung der Simvastatin-
abhangigen HO-1-Expression konnten jedoch nur die MAPK p38 und die PI3K als
essenzielle Bestandteile nachgewiesen werden. Spezifische Inhibitoren von p38
und PI3K antagonisierten die Induktion der HO-1-mRNA und die HO-1-
Promotoraktivierung. Der Einsatz Uberexprimierter dominant negativer p38a-MEF-
Zellen bestatigt die Ergebnisse. Die im Wildtyp beobachtete Induktion der HO-1-
Proteinbiosynthese blieb in der p38a-defizienten Zelllinie aus.

Des Weiteren ergaben Untersuchungen mit Deletionsmutanten von HO-1-
Promotorkonstrukten eine essenzielle Funktion der Regulationseinheit MARE fur
die Simvastatin-abhangige HO-1-Promotoraktivierung. Mutationen innerhalb der
CRE-Region bewirkten hingegen keine Veranderung der HO-1-Promotoraktivitét,
so dass dieses Element nicht in die HO-1-Genregulation von Simvastatin involviert
zu sein scheint.

Mechanistische Untersuchungen der HO-1-mRNA-Stabilitat konnten die haufig
beschriebene Beteiligung der MAPK p38 an mRNA-stabilisierenden Vorgangen fur
Simvastatin nicht bestatigen. Auch NO-abhangige Prozesse wurden als post-
transkriptionale Signalwege ausgeschlossen. Notwendig hingegen scheint die
Funktion von PI3K zu sein, da in Gegenwart eines PI3K-Inhibitors die HWZ der
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Zusammenfassung

HO-1-mRNA um 1,8 Stunden verkirzt wurde. Der PI3K-Signalweg fungiert somit
transkriptional und post-transkriptional als bedeutender Bestandteil der
Simvastatin-abhéngigen HO-1-Induktion.

3. Einfluss von Simvastatin auf die HO-1-Induktion in vivo

Erste in vivo Untersuchungen am Mausmodell belegen den Einfluss von
Simvastatin auf die HO-1-Genexpression. An transgenen HO-1-luc-Mausen
konnte nach Simvastatinapplikation eine erhdohte HO-1-Promotoraktivitat im
oberen abdominalen und sinistrolateralen Bereich festgestellt werden.
Anschlieende mRNA-Untersuchungen ergaben eine organspezifische HO-1-
Induktion in der Leber, Lunge, Milz und im Herz. Zusatzlich wurde durch
gaschromatographische Detektion des HO-Produktes CO eine gesteigerte
katalytische HO-Aktivitat im Herz- und Lungengewebe nachgewiesen.

Zusammenfassend konnte die HO-1-Induktion als pleiotrope Eigenschaft von
Simvastatin nachgewiesen, molekularbiologische Mechanismen identifiziert und
ein Zusammenhang zur antioxidativen Statinwirkung hergestellt werden. Dem HO-
System wird eine zentrale Rolle bei der Gefal3protektion zu geschrieben, so dass
ein Teil der cholesterolunabhangigen in vivo Wirkungen von Simvastatin dariber
vermittelt sein kénnte. Weitere Studien sollten sich an diese Untersuchungen
anschlieBen, um das therapeutische Potential einer HO-1-Induktion durch
Simvastatin beurteilen zu kénnen und das Indikationsspektrum méglicherweise zu
erweitern.
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