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Melnen Elieri und Liichen



Die Natur ist unerbittlich und unveranderlich,
und es ist ihr gleichgultig,
ob die verborgenen Grinde und Arten ihres Handelns
dem Menschen verstandlich sind oder nicht.

(Galileo Galilei)
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1 Einleitung

1.1 Protonenpumpeninhibitoren

Vor knapp 20 Jahren wurde mit Omeprazol der erste Protonenpumpeninhibitor (PPI) zur
Behandlung saureinduzierter Erkrankungen eingefihrt. Seither gelten die PPls mit einer
starken und lang anhaltenden Inhibition der Sauresekretion als Mittel der Wahl in der
Ulkus- und Gastritistherapie, bei der Behandlung von Refluxkrankheiten sowie zur
Eradikation von Helicobacter pylori (H. pylori) (Sachs et al. 1995; Stedman et al. 2000).

1.1.1 Eigenschaften der PPIs

Derzeit befinden sich mit Omeprazol, Esomeprazol, Pantoprazol, Lansoprazol und
Rabeprazol finf PPIs auf dem deutschen Arzneimittelmarkt. Alle PPls sind substituierte
Benzimidazolderivate. Als Prodrugs akkumulieren sie in den Parietalzellen des Magens.
In deren Canaliculi findet die saurekatalysierte Umlagerung zunachst Uber eine instabile
Spiro-Zwischenverbindung zur Sulfensaure und dann weiter unter Wasserabspaltung zur
Wirkform, einem Sulfenamid, statt (Abb. 1) (Sachs et al. 2007). Es kommt zu einer
selektiven, irreversiblen Hemmung der Protonenpumpe durch Ausbildung kovalenter
Disulfidbricken zwischen dem kationischen Sulfenamid und Cysteinresten an der ao-
Untereinheit der Hydrogen/Kalium-Adenosintriphosphatase (H'/K*-ATPase) (Sachs et al.
1995). Erst durch Neusynthese der H'/K’-ATPase kann der Mechanismus der
Saureproduktion regeneriert werden. Dies nimmt einen Zeitraum von ca. 50 Stunden in
Anspruch, wodurch eine lang anhaltende pH-Wert-Erhdhung im Magenlumen
gewahrleistet wird. Die PPIs binden bevorzugt an Cystein (Cys) 813 der H'/K*-ATPase
am luminalen loop zwischen den transmembranaren Domanen 5 und 6 (Abb. 2). Es
kdnnen aber auch weitere kovalente Bindungen mit anderen Cysteinresten eingegangen
werden. Dabei unterscheiden sich die einzelnen PPls in ihrer Praferenz. Pantoprazol
bindet auch an das benachbarte Cys 822, Omeprazol an Cys 892, wahrend Lansoprazol
und Rabeprazol beide an Cys 892 und Cys 321 binden (Besancon et al. 1997). Die
schwachen Basen werden bei einem in den Canaliculi vorherrschenden pH-Wert von 0,8
vornehmlich am Stickstoff des Pyridinringes protoniert. Alle PPIs besitzen einen pKs,-
Wert Kkleiner als 4,5 und muissen aufgrund ihrer Saureinstabilitat in einer
magensaftresistenten Arzneiform verabreicht werden (Stedman et al. 2000). Nach der
Applikation werden die lipophilen Substanzen im Duodenum resorbiert, auf dem Blutweg
im Organismus verteilt und gelangen so schliel3lich zu ihrem Wirkort, den Belegzellen
der Magenschleimhaut. Allgemein haben alle PPls kurze Halbwertzeiten und eine gute
orale Bioverflgbarkeit, welche unter den verschiedenen Substanzen z.T. leicht variiert.
Bei Omeprazol und Esomeprazol kann nach einer initialen Bioverfligbarkeit von 25% bis
40% ein Anstieg auf ca. 50% bis 70% nach funf Tagen verzeichnet werden. Die
Bioverfugbarkeit von Lansoprazol und Pantoprazol liegt konstant bei etwa 80% (Klotz
2005).
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ACTIVATION of PPls
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Abbildung 1: Saurekatalysierte Aktivierung der PPIs zur Wirkform (Abb. entnommen aus: Sachs et
al. 2007): Zunachst erfolgt die Protonierung des Pyridinringes, wodurch die Akkumulierung im
Canaliculus-Lumen begunstigt wird. Durch den in den Canaliculi vorherrschenden pH-Wert unter 1,0
erfolgt die Protonierung der Imidazolgruppe und der anschlieBende Ringschluss zur Spiro-
Zwischenverbindung (A1). Diese Spiro-Verbindung ist instabil und lagert sich zur Sulfensaure um. Die
Sulfensaure ist sehr thiophil und kann entweder eine kovalente Bindung mit der SH-Gruppe von
Cystein eingehen oder unter Wasserabspaltung zum Sulfenamid reagieren, welches ebenfalls
kovalent an Cystein bindet.

Gemein ist den PPls weiterhin die rasche hepatische Eliminierung, welche durch die
Cytochrom-P-450 Enzyme (CYP) CYP2C19 sowie zum geringeren Teil durch CYP3A4
katalysiert wird. Signifikante Unterschiede hinsichtlich des klinischen Wirkprofils bzw. des
saurereduzierenden Potentials der verschiedenen PPIls zeigen sich kaum (Verdu et al.
1994; Timmer et al. 1995; Hartmann et al. 1996; Florent et al. 1997; Tolman et al. 1997,
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Williams et al. 1998). Einige Studien lassen zwar einen Vorteil von Lansoprazol 30
mg/Tag gegenuber Pantoprazol 40 mg/Tag (Florent et al. 1997) sowie einen Vorteil von
Rabeprazol 20 mg/Tag gegenuber Omeprazol 20 mg/Tag (Wiliams et al. 1998)
vermuten. Um von einer signifikanten Uberlegenheit zu sprechen, sind jedoch weitere
Studien erforderlich. Eine Metaanalyse von Klok und Mitarbeitern deutet darauf hin, dass
sich die genannten Unterschiede v.a. durch die verschiedenen Einnahmedosen
begrinden lassen. Prinzipiell kann man davon ausgehen, dass bei identischer Dosierung
der einzelnen PPIs die Effektivitat einer pH-Wert-Erhdhung fur alle PPIs gleich ware
(Klok et al. 2003). In der Eradikationstherapie von H. pylori treten auch bei
unterschiedlichen Einnahmedosen keine signifikanten Unterschiede auf (Pipkin et al.
1998; Spinzi et al. 1998). Gesichert ist jedoch, dass die Prazole einen deutlichen Vorteil
bei der Therapie saurebedingter Erkrankungen gegenuber H;-Antihistaminika sowie den
haufig angewendeten Antazida aufweisen (Hawkey et al. 1993; Gisbert et al. 2001; Salas
et al. 2002).

HN HOOC |,

intra-
zellular

M1 M2 M3 M4 M5 Me M7, M8 M9  Mi0

luminal 9

o B9

o
1 Bindungsstellen fir PPIs
COOH

Abbildung 2: Struktur der H+/K+ATPase mit PPI-Bindungsstellen (Schubert-Zsilavecz et al. 2005):
Die H+/K+ATPase besteht aus einer a- und einer B-Untereinheit. In der a-Untereinheit, welche aus
10 transmembranaren Domanen (M1-M10) besteht, befindet sich das katalytische Zentrum. Die
kationische Wirkform der PPIs, das Sulfenamid, bindet bevorzugt an Cys 813 an der luminalen Seite
der H+/K+ATPase zwischen M5 und M6.

1.1.2 Pleiotrope Effekte der PPIs

In der Vergangenheit wurde mehrfach gezeigt, dass der deutliche Vorteil von Prazolen
bei der Behandlung von Ulzerationen und Refluxerkrankungen sowie in besonderem
Malie bei der Protektion der Magenschleimhaut gegenuber Schadigungen durch NSAIDs
(Nonsteroidal antiinflammatory drugs) nicht alleine mit der effektiven Saurehemmung
begriindet werden kann (Blandizzi et al. 1999; Natale et al. 2004; Pozzoli et al. 2007).
Saureunabhangige, gastroprotektive Effekte, denen vermutlich antioxidative,
radikalsenkende Wirkmechanismen zugrunde liegen, geraten zunehmend in den Fokus
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der Untersuchungen (Lapenna et al. 1996; Suzuki et al. 1996; Biswas et al. 2003).
Inwieweit es sich dabei um direkte oder indirekte antioxidative Effekte handelt sowie die
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen werden kontrovers diskutiert und
untersucht. Die Arbeitsgruppe um Wandall postulierte, dass Omeprazol die Aktivierung
und Degranulation von polymorphonuklearen Granulozyten (PMN) und somit deren Oy
Generation unterbinden kann, was auf antiinflammatorische Aktivitat schlieBen Iasst
(Wandall 1992). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Suziki und Mitarbeiter bei
Untersuchungen mit Lansoprazol, welche zeigten, dass auch Lansoprazol in der Lage
ist, die Akkumulation von Neutrophilen und somit eine Freisetzung toxischer Metabolite
zu inhibieren (Suzuki et al. 1995). Studien von Blandizzi und Mitarbeiter festigten die
These, dass die Effizienz der PPIs nicht ausschliel3lich im antisekretorischen
Wirkmechanismus begrundet liegt, sondern vielmehr verschiedene, gastroprotektive
Mechanismen fir die Uberlegenheit der PPls verantwortlich sind. Diese
gastroprotektiven Eigenschaften werden v.a. auf eine verminderte Lipidperoxidation und
Proteinoxidation sowie eine erhdhte Verfugbarkeit von sulfhydrylhaltigen Verbindungen
wie Glutathion zurtuckgefuhrt (Blandizzi et al. 1999; Natale et al. 2004; Blandizzi et al.
2005). In anderen Studien wird weniger der Einfluss auf die Glutathionspiegel, sondern
eine erhohte Aktivitat der Cu/Zn-Superoxiddismutase in den Vordergrund gestellt (Koch
et al. 2002; Koch et al. 2004). Kontrovers bleibt weiterhin die Rolle der Prostaglandine
bei der PPIl-vermittelten Gastroprotektion. Tsuji und Mitarbeiter konnten zeigen, dass
eine 14tagige, hochdosierte PPI-Gabe eine gesteigerte Cyclooxygenase (COX)-2-
Expression und Prostaglandinfreisetzung in der Rattenmukosa bewirkt (Tsuji et al. 2002).
Andere Arbeitsgruppen konnten in ihren Untersuchungen jedoch keinen Zusammenhang
zwischen PPI-Applikation und Prostaglandinsynthese feststellen (Natale et al. 2004;
Blandizzi et al. 2005). Weiterhin ist eine Hemmung der Translokation und Aktivierung
von NFkB (Nuclear Factor kB), die zu einer unterdrickten Produktion von Interleukin(IL)-
8 und somit zu einer verminderten Migration und Endotheladhasion von PMN fluhrt
(Handa et al. 2006), in der Diskussion. Als gesichert gilt, dass bei Ulzeration und
Gastriden neben dem erhdhten Sauretonus oxidative Gefallschadigungen eine
entscheidende Rolle in der Entzindungskaskade spielen (Vaananen et al. 1991,
Yamada et al. 1991; Davies et al. 1994; Bandyopadhyay et al. 2001). Prazole sind in der
Therapie saurebedingter Magenerkrankungen Mittel der 1. Wahl und zeigen einen
deutlichen Therapievorteil gegenuber anderen antisekretorischen Medikamenten auf. Die
Ursache dafur kdnnte, neben einer starken und lang anhaltenden Saurehemmung, die
Induktion antioxidativer und antiinflammatorischer Mechanismen sein. Es wird sowohl
von direkten als auch von indirekten Effekten ausgegangen, wobei die detaillierten
Zusammenhange und Regulationswege noch nicht vollstandig geklart sind (Biswas et al.
2003; Agnihotri et al. 2007).
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1.1.3 Omeprazol

Omeprazol (Abb. 3A) qilt als Leitsubstanz fir die Gruppe der PPIs und wurde nach
seiner Erstsynthese 1978 unter dem Namen Losec® 1988 auf dem europdischen
Arzneimittelmarkt zugelassen. Als der Klassenvertreter mit dem hdchsten
Erfahrungswert wird Omeprazol bei der Therapie von gastroésophagalen
Refluxerkrankungen (GERD), peptischen Ulzera und zur Eradikation von H. pylori in den
Standarddosierungen von 20 mg/Tag und 40 mg/Tag erfolgreich eingesetzt. Es ist wie
alle Substanzen dieser Klasse ein substituiertes Benzimidazol mit einem pKj, von 3,97.
Initial fallt die Bioverfligbarkeit von Omeprazol mit 25% bis 40% geringer aus als die der
meisten anderen PPIs. Einer nichtlinearen Kinetik folgend, steigt die Bioverfugbarkeit
nach etwa funf Tagen jedoch auf ca. 50% bis 70% an (Andersson et al. 1990; Tolman et
al. 1997). Die Metabolisierung erfolgt wie bei allen Prazolen hepatisch Uber verschiedene
CYP-450-Isoenzyme. Ein Teil der Verstoffwechselung erfolgt Uber CYP3A4 zu 3-
Hydroxymethyl- und Sulfonderivaten. GroRere Bedeutung hat jedoch der Abbau Uber
CYP2C19 2zu 5-Desmethyl- und insbesondere zu 5-Hydroxymethylderivaten.
Interessanterweise zeichnet sich die Metabolisierung von Omeprazol durch eine
stereoselektive Differenzierung aus. Das (S)-Enantiomer Esomeprazol wird vornehmlich
zum Sulfon- sowie zum 5-Desmethylderivat umgesetzt. Die Entstehung des 5-
Hydroxymehtylderivates durch CYP2C19 wird dagegen beim (R)-Enantiomer favorisiert
(Abeld et al. 2000). Prinzipiell ist Omeprazol (v.a. das (R)-Enantiomer) das Prazol,
welches am starksten durch CYP2C19 umgesetzt wird (Klotz 2005). Das Risiko fur
schwere unerwinschte Arzneimittelwirkungen ist allgemein als sehr gering einzustufen
(Stedman et al. 2000). Neben Hepatitis und Nephritis wurde flir Omeprazol ein
vermehrtes Auftreten von Sehstorungen diskutiert. Eine Kohortenstudie von Garcia
Rodriguez und Mitarbeitern verglich Omeprazol mit vier unterschiedlichen H,-
Antihistaminka. Dabei wurde kein erhdhtes Risiko von Omeprazol fir vaskulare oder
entzandliche Erkrankungen am Auge im Vergleich zu den untersuchten Antihistaminika
festgestellt (Garcia Rodriguez et al. 1996). Allgemein werden die Konsequenzen einer
anhaltenden Hypergastrinamie, als Gegenregulationsmechanismus einer konstanten pH-
Wert-Erniedrigung durch Prazole, diskutiert und bedurfen weiterer Untersuchungen
(Yeomans et al. 2000; Lamberts et al. 2001; Jensen 2006).
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Abbildung 3: Strukturen von Omeprazol (A) und Lansoprazol (B).
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1.1.4 Lansoprazol

Nach der erfolgreichen Markteinfihrung von Omeprazol folgten 1993 Pantoprazol und
Lansoprazol (Abb. 3B) als weitere Vertreter dieser Arzneistoffklasse. Das Grundgerust
ist auch hier ein Benzimidazol mit einer Sulfoxidstruktur. Durch die EinfUhrung von drei
Fluoratomen als Substituenten am Pyrdinring erhéht sich die Lipophilie von Lansoprazol
gegenuber Omeprazol. Der pK, Wert von 4,01 ist mit dem von Omeprazol vergleichbar.
Deutliche Unterschiede zeigen sich jedoch in der Kinetik. Einer Dosislinearitat folgend
liegt die Bioverfugbarkeit von Lansoprazol konstant zwischen 80-91% (Landes et al.
1995; Gerloff et al. 1996). Bei der Metabolisierung werden beide Enantiomere bevorzugt
durch CYP2C19 und nur in geringerem Male durch CYP3A4 abgebaut. Auch hier zeigt
sich eine stereoselektive Praferenz des CYP2C19-Enzyms, wobei es flr eine
vollstandige Klarung noch weiterer Studien bedarf. Die Arbeitsgruppe von Katsuki
postuliert z.B., dass eine stereoselektive Metabolisierung v.a. durch CYP3A4 vermittelt
wird (Katsuki et al. 2001). Aktuellere Studien lassen jedoch einen intensiveren Abbau
des (S)-Enantiomeres gegeniber dem (R)-Enantiomer durch CYP2C19 mittels
Hydroxylierung vermuten. Der Einsatz von reinem (R)-Lansoprazol ware demnach mit
einem hoheren klinischen Nutzen verbunden (Kim et al. 2003; Miura 2006).
Interessanterweise unterscheidet sich somit die Metabolisierung der jeweiligen (S)- und
(R)-Enantiomere von Omeprazol und Lansoprazol hinsichtlich ihrer Stereoselektivitat.
Lansoprazol wird bei der Therapie von peptischen Ulzerationen, Refluxerkrankungen
sowie zur Eradikation von H. pylori in den Standarddosierungen von 15 mg/Tag, 30
mg/Tag bzw. 60 mg/Tag erfolgreich eingesetzt. Das Wechselwirkungs- und
Nebenwirkungsprofil ist mit dem von Omeprazol vergleichbar, wobei die Datenlage ein
etwas geringeres Auftreten von Nephritis sowie von Sehstérungen aufzeigt (Stedman et
al. 2000).

1.2 Die Magenschleimhaut — Protektion und Schadigung
1.2.1 Schutzmechanismen der Magenschleimhaut

Aufgrund der physiologischen Funktion des Magens ist seine Schleimhaut einer Vielzahl
aggressiver Faktoren ausgesetzt. Dazu zahlen neben schadigenden Agenzien und
bakteriellen Keimen auch eine permanente Belastung mit stark unterschiedlichen pH-
Werten, Osmolaritats- und Temperaturbedingungen. Der Begriff Mukosabarriere
(,mucosal defense“) bezeichnet ein komplexes System aus protektiven Mechanismen
der Magenschleimhaut, welches einer Schadigung entgegen wirkt (Wallace et al. 1996).
Wallace und Granger postulieren verschiedene Komponenten, die im Zusammenspiel
die Protektion der Magenschleimhaut bewirken. Die erste Stufe dieses Netzwerkes
besteht in der Sekretion von Saure, Muzin, Bikarbonat, antibakteriellen Substanzen
(Immunoglobulinen und Lactoferrin) sowie von oberflachenaktiven Phospholipiden.
Sowohl die Saure als auch die zdhe Schleim-Bikarbonat-Schicht limitieren das
Eindringen von antigenem Material ins Intestinum. Oberflachenaktive Phospholipide
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halten die Oberflache hydrophob und fungieren gemeinsam mit Schleim und Bikarbonat
als Barriere der Epithelschicht gegentber der Salzsaure im Magenlumen.

Zweiter ,Schutzschild® ist das Oberflachenepithel, welches in der Lage ist, auf Stérungen
und Verletzung mit spontan aktivierbaren Mechanismen zur Selbstregeneration zu
reagieren. Dieser Prozess ist durch die Migration intakter Epithelzellen aus tieferen
Schichten gekennzeichnet (Paimela et al. 1995). Darlber hinaus unterliegt die
Epithelschicht, mit einer ,turnover® Zeit von 2-4 Tagen (Wallace et al. 1996), raschen
Erneuerungsmechanismen und zeigt eine aullergewdhnliche Widerstandsfahigkeit
gegenuber niedrigen pH-Werten (Sanders et al. 1985).

Dritter Abwehrmechanismus ist das als gastrale Mikrozirkulation bezeichnete
BlutgefalRsystem. Generell dient es zur Gewebeversorgung mit Nahrstoffen, Sauerstoff
und Bikarbonat. Ein durch Schadigung bedingter Riickstrom von aggressiven Faktoren in
den subepithelialen Raum resultiert in einer nerval vermittelten Beschleunigung des
mukosalen Blutflusses. Diese reaktive Hyperamie ermoglicht die Abpufferung der Saure,
den Abtransport von Toxinen und die Versorgung von Wundheilungsprozessen mit
Plasma (Holzer et al. 1986; Wallace et al. 1996).

Auch das mukosale Immunsystem dient der Mukosaprotektion. Mastzellen und
Makrophagen signalisieren das Eindringen von Antigenen und Endotoxinen und setzen
Mediatoren frei, welche eine lokale Entziindungsreaktion des Organismus hervorrufen.
Bei Verletzung bzw. Ulzeration der Magenschleimhaut wird ein weiterer
Schutzmechanismus aktiviert. Das geschadigte Gewebe induziert
Reparaturmechanismen, die durch Zellwachstum, Angiogenese neuer BlutgefalRe und
Re-Innervierung der Mukosa mit extrinsischen und intrinsischen Nerven gekennzeichnet
sind (Wallace et al. 2001).

Als wichtige Mediatoren mukosaprotektiver Prozesse fungieren die Prostaglandine. Zum
einen stimulieren sie die Sekretion von Schleim und Bikarbonat und sind an der
Regulation der gastralen Mikrozirkulation beteiligt, zum anderen kontrollieren sie die
Freisetzung von Entzindungsmediatoren und hemmen die Aktivierung und Adhasion
von Leukozyten sowie deren Migration in das Gefalkendothel der gastralen
Mikrozirkulation.

Ein weiterer Mediator mit Protektionsfunktion ist Stickstoffmonoxid (NO), das groftenteils
in Synergie mit den Prostaglandinen wirkt. NO stimuliert Uber eine Aktivierung der
I6slichen Guanylatzyklase die Produktion von Schleim und Bikarbonat und ist somit fr
die gastrale Mikrozirkulation von Relevanz (Lippe et al. 1992; Brown et al. 1993).
Dartber hinaus kann NO auch als Modulator von Wundheilungsprozessen, von
Entzindungsprozessen und der unspezifischen Immunabwehr agieren.

1.2.2 Die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies in der Pathogenese
gastroduodenaler Ulzerationen

Nach wie vor gilt bei der Entstehung von gastralen Ulzerationen und Refluxerkrankungen
das Diktum: ,no acid, no ulcer” (Syha et al. 2005). Allerdings lasst die Tatsache, dass bei
einer Vielzahl der Patienten mit gastralen Ulzerationen keine erhdhten Saurespiegel
auftreten, eine Beteiligung saureunabhangiger Faktoren in der Pathogenese
gastroduodenaler Ulzerationen vermuten (Biswas et al. 2003). Die Stérung des sensiblen
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Gleichgewichtes zwischen gastroprotektiven und aggressiven Faktoren wird heute
allgemein als Ursache fir die Ulkusentstehung angesehen. Im Gegensatz zur
Mukosabarriere ist das komplexe System an schadigenden Faktoren sowie ihr
Zusammenspiel noch nicht vollstandig geklart. Die deletare Wirkung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) auf die Magenmukosa scheint bei der Ausbildung von
Schleimhauterosionen und -lasionen durch NSAIDs oder durch die Besiedlung des
Magens mit H. pylori sowie in der Pathogenese von Stressulzerationen und
Refluxdsophagitiden von entscheidender Bedeutung zu sein (Langman et al. 1991; Das
et al. 1997; Jung et al. 2001; Oh et al. 2001b). Durch Pylorusverschluss oder Stress
induzierte Ulzerationen bei Ratten zeigten unveranderte bzw. verminderte Saurespiegel
(Hayase et al. 1986; Das et al. 1993). Die Applikation von Antazida schutzt
interessanterweise nicht vor der Entstehung eines Stressulkus (Cho et al. 1979).
Daruber hinaus wurden als signifikante Parameter einer Hydroxylradikal-induzierten
Membranschadigung bei Stressulzerationen erhdhte Lipidperoxidation, erhohte
Proteinoxidation sowie verminderte Glutathionspiegel beobachtet (Das et al. 1993; Das
et al. 1997; Das et al. 1998). Der verminderte Schutz der Mukosa durch die Hemmung
der Prostaglandinsynthese ist u.a. ausschlaggebend fur die Entstehung von NSAID-
induzierten Mukosaschadigungen. Des Weiteren ist die Entkopplung mitochondrialer
oxidativer Phosphorylierungen in dessen Folge es zu einer erhohten intestinalen
Permeabilitdt kommt (Somasundaram et al. 2000), der aggressive Angriff von
Gallensaure und Bakterien sowie die Aktivierung von Neutrophilen in der Pathogenese
von NSAID-bedingten Ulzerationen von entscheidender Relevanz. Eine kritische Rolle
nehmen dabei v.a. die aktivierten Neutrophilen ein, welche in das intestinale Gewebe
einfallen und dort schadigende ROS produzieren (Yamada et al. 1991; Basivireddy et al.
2002). Im Zusammenhang mit H. pylori-Infektionen konnte z.B. eine vermehrte ROS-
Produktion, eine Verminderung gastraler Antioxidantien und eine damit verbundene,
ausgepragte Gewebeschadigungen gezeigt werden (Jung et al. 2001). In Studien von
Wetscher und Mitarbeitern wurde der Beweis erbracht, dass Mukosaschaden bei
Refluxdsophagitis durch ROS vermittelt werden und die Gabe von verschiedenen
Radikalfangern 6sophagale Mukosalasionen verhindern kann (Wetscher et al. 1995a;
Wetscher et al. 1995b; Wetscher et al. 1995c). Daruber hinaus konnte in humanen
Studien vor kurzem gezeigt werden, dass gastrale Ulzerationen im Zusammenhang mit
Hydroxylradikal-vermittelten oxidativen Schadigungen der Membranlipide und -proteine
sowie verminderten Glutathionspiegeln stehen (Bhattacharjee et al. 2002). Das stark
reaktive Hydroxylradikal wird im Verlauf der Haber-Weiss-Reaktion durch Umsetzung
von Wasserstoffperoxid mit dem Superoxidradikal gebildet.

O," +H,05, — Oy + OH +HO (1)

Metallionen, v.a. zweiwertiges Eisen (Fe?*), katalysieren diese Reaktion (Leibovitz et al.
1980). Neben der zelltoxischen Wirkung von ROS durch z.T. irreversible Oxidation von
Nukleinsauren, Lipiden und Proteinen, spielen sie auch bei der unspezifischen zellularen
Immunantwort, bei Entzindungsprozessen und bei der Apoptose eine entscheidende
Rolle (Bellavite 1988; Stadtman et al. 1997; Morita 2005). Verschiedene Studien zeigten,
dass bei gastralen Ulzerationen, hervorgerufen durch Stress, Indomethacin, Ethanol und
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H. pylori, eine erhdhte Apoptoserate auftritt. Besondere Bedeutung haben in diesem
Zusammenhang oxidative Schadigungen der DNA durch ROS (Konturek et al. 1999; Fuiji
et al. 2000; Watanabe et al. 2000).

1.2.3 Gastrointestinale und kardiovaskulare Risiken von NSAIDs

Abgesehen von einer moglichen ROS-Beteiligung liegt die gastrointestinale Toxizitat der
NSAIDs v.a. in der Blockade der COX-1 und einer damit unterbundenen Synthese von
zytoprotektiven Prostaglandinen wie PGE; und Prostazyklin begrindet (Schoen et al.
1989; Soll et al. 1991; Wolfe et al. 1999). Der PGE,-Mangel bewirkt eine vermehrte
Magensaurebildung und eine verminderte Muzinproduktion. Schadigende Noxen kénnen
die Schleimhaut somit ungehindert angreifen. Dartber hinaus beeintrachtigt der Mangel
an vasodilatierendem Prostazyklin die mukosale Mikrozirkulation (Wolfe et al. 1999;
Hawkey et al. 2003).

Die unerwinschten Nebenwirkungen der NSAIDs auf die Magenmukosa fuhrten zur
Entwicklung selektiver Inhibitoren der bei Schmerz und Entzindungen vermehrt
exprimierten COX-2. Obwohl sich zunachst ein therapeutischer Vorteil der sogenannten
COXibe gegenuber den konventionellen, unselektiven COX-Inhibitoren vermuten lie
(Bombardier et al. 2000; Silverstein et al. 2000), ist heute sowohl deren gastrointestinale
Uberlegenheit als auch die Sicherheit und Unbedenklichkeit hinsichtlich kardiovaskularer
Risiken umstritten. Die CLASS-Studie (,,Celecoxib long term arthritis safety study”) zeigte,
dass der COX-2-Hemmer Celecoxib weniger haufig gastrointestinale Nebenwirkungen
verursachte als herkdbmmliche NSAIDs wie Ibuprofen. Allerdings wurden die
Schlussfolgerungen der CLASS-Studie von Juni und Mitarbeitern in Frage gestellt (Juni
et al. 2002). Bei Auswertung der Langzeitdaten (12 Monate) im Vergleich zu den 6
Monatsdaten der Studie war fir Celecoxib kein signifikanter gastrointestinaler Vorteil zu
beobachten. In der VIGOR-Studie betrug die Inzidenz von Ulzerationen und
gastrointestinalen Komplikationen bei Rofecoxib 2,1% gegenuber Naproxen mit 4,5%.
Schwere kardiovaskulare Ereignisse einschlielich Myokardinfarkt traten unter
Rofecoxibeinnahme jedoch haufiger auf als unter Naproxeneinnahme (Mukherjee et al.
2001) und fuhrten im Jahre 2004 zur Marktricknahme von Rofecoxib. In der CLASS-
Studie zeigten sich keine erhdhten kardiovaskularen Risiken. Dieser Unterschied
zwischen den beiden Studien konnte dadurch bedingt gewesen sein, dass bei der
VIGOR-Studie jegliche Einnahme von ASS ausgeschlossen war. Im Gegensatz hierzu
wurde den Studienteilnehmern in der CLASS-Studie die Einnahme von niedrig dosiertem
ASS erlaubt. Vergleiche von Rofecoxib und Celexocib mit Placebo zeigten fur beide
COXibe ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko (Mukherjee et al. 2001).

In jungerer Zeit wird zunehmend ein allgemein erhdhtes Herz-Kreislauf-Risiko unter
NSAID-Therapie diskutiert. Eine Metaanalyse von Kearney und Mitarbeitern entwirft ein
differenzierteres Bild hinsichtlich kardiovaskularer Risiken, die mit der Einnahme von
NSAIDs verbunden sind. COX-2-Inhibitoren zeigen entsprechend der Studie kein
hoheres Risiko als die konventionellen NSAIDs, mit der Ausnahme von Naproxen, das
nicht mit einem Anstieg von kardiovaskularen Ereignissen assoziiert zu sein scheint
(Kearney et al. 2006). Als Ursache fur die kardiovaskularen Risiken gilt u.a. die durch
den Prostazyklinmangel erhohte Natrium- und Wasserretention in der Niere, wodurch es
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zu Blutdruckerhéhung und Odembildung kommen kann (Rainsford 1999; Hawkey et al.
2003). Die Einnahme von gering dosiertem ASS (100-300 mg/Tag) gilt als Prophylaxe
gegenuber kardiovaskularen Komplikationen. Hier ist v.a. die effektive Hemmung der
Thromboxan A,-Synthese fur die praventive Wirkung verantwortlich. Allerdings scheint
jedoch bereits eine Dosis von 300 mg ASS/Tag das gastrointestinale Risiko zu erhéhen
(Weil et al. 1995). Eine Metaanalyse der US Preventive Service Task Force zeigt eine
Senkung der Haufigkeit von koronaren Herzkrankheiten um 28% unter ASS-Therapie fur
einen Einnahmezeitraum von 4-7 Jahren. Die Gesamtmortalitdt blieb jedoch
unbeeinflusst, was u.a. mit schwerwiegenden gastrointestinalen Ereignissen begrindet
wird. Insbesondere bei hospitalisierten Patienten mit NSAID-bedingten Blutungen liegt
die Mortalitatsrate bei 5-10% (Armstrong et al. 1987). Unter diesen Aspekten ist eine
zusatzliche Gabe von ASS zur Behandlung mit selektiven COX-2-Inhibitoren oder
herkdbmmlichen NSAIDs kritisch zu betrachten. Das Risiko fir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen wird zwar gemindert, jedoch scheint dies mit vermehrten
gastrointestinalen Komplikationen verbunden zu sein.

Eine pharmakologische Strategie, die sowohl gastroprotektiv ist als auch das Risiko
kardiovaskularer Ereignisse senkt, ware fur Patienten unter einer Dauermedikation mit
COX-Inhibitoren daher von grof3em Nutzen.

Eine Langzeitprophylaxe mit dem PG-Analogon Misoprostol beugt NSAID-induzierten
Gastriden und Ulzerationen sowie Magenblutungen vor. Die Patienten-Compliance ist
jedoch aufgrund der Nebenwirkungen wie Diarrhé und abdominaler Krampfe stark
eingeschrankt (Silverstein et al. 1995; Hawkey et al. 1998; Graham et al. 2002). H,-
Rezeptorantagonisten wie Ranitidin oder Famotidin haben moderat protektive Effektivitat
gegenuber NSAID-induzierten, duodenalen Ulzeration. Auf gastrale Ulzerationen, die
unter NSAID-Therapie von grof3erer Problematik sind, nehmen H,-Antagonisten keinen
signifikanten Einfluss (Swift et al. 1989; Simon et al. 1994; Taha et al. 1996).
Verschiedene Studien belegen den positiven Effekt einer praventiven PPI-Gabe fir
Patienten unter einer NSAID-Dauertherapie bei geringem Nebenwirkungsprofil und einer
damit verbundenen guten Patienten-Compliance (Ekstrom et al. 1996; Cullen et al. 1998;
Yeomans et al. 1998; Stupnicki et al. 2003; Lanas et al. 2006).

1.3 Das Hamoxygenase/Ferritin-System
1.3.1 Funktion und Isoformen der Hdmoxygenase

Der biologische Prozess der Hamdegradation und damit die Aufgabe, das Eisen aus
alternden roten Blutkdrperchen zu rezyklieren, wird im Organismus durch die
Hamoxygenase katalysiert. Ham nimmt einerseits als prosthetische Gruppe der
essentiellen Hamproteine wie Hamoglobin, Myoglobin, CYP 450, induzierbare NO-
Synthase sowie lbsliche Guanylatzyklase eine ubiquitare Schlisselrolle in
verschiedensten Enzymsystemen ein. Diese Proteine haben u.a. eine grolte Bedeutung
fur den Sauerstofftransport, bei Metabolisierungsprozessen sowie bei der
Signaltransduktion. Andererseits besitzt ungebundenes Ham stark prooxidative und
damit toxische Eigenschaften (Immenschuh et al. 2006). Die Hdmoxygenase vermittelt
mit Hilfe von NADPH und Sauerstoff die oxidative Spaltung des Protoporphyrins Ham zu
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Biliverdin sowie zu aquimolaren Mengen an Kohlenmonoxid (CO) und freiem Eisen
(Fe*). Im Anschluss wird Biliverdin im S&ugetierorganismus durch das zytosolische
Enzym Biliverdinreduktase (BVR) zu Bilirubin umgewandelt (Abb. 4). Das nur schwach
wasserlosliche Bilirubin wird zum Transport reversibel an Albumin gebunden, zur
Metabolisierung an Glucuronsaure konjugiert und schlielllich Uber die Galle
ausgeschieden. Gekoppelt an die Freisetzung des Ham-Eisens ist die Induktion des
Eisenspeicherproteins Ferritin (siehe Kapitel 1.3.4.).

vasodilatatorisch
antithrombotisch
entziindungshemmend

antiapoptotisch

Biliverdin antioxidativ
zytoprotektiv

................ »| Ferritin anthXIdatIV.
zytoprotektiv

Hamproteine

| Hémoxygenase|

Abbildung 4: Die Hdmoxygenase-Enzymreaktion. Schematische Darstellung der Hdmdegradation zu
Bilirubin, Kohlenmonoxid und freiem Eisen. (BVR: Biliverdinreduktase, CO: Kohlenstoffmonoxid)

Saugetier-Hamoxygenase ist ein membrangebundenes Enzym, das durch einen C-
terminalen hydrophoben Teil an der mikrosomalen Membran verankert ist (Yoshida et al.
1991). Ein Abbau dieser C-terminalen Sequenz resultiert in einem |6slichen, aber
katalytisch noch aktiven Enzym. Neben dem Vorkommen in hdheren Spezies, findet sich
die Hamoxygenase als losliches Protein auch in Cyanobakterien, Algen und hoheren
Pflanzen (Beale et al. 1984; Abraham et al. 1988; Cornejo et al. 1998; Davis et al. 1999).
Das limitierende Enzym des Hamkatabolismus gehort zur Familie der Monooxygenasen
und tritt in drei Isoformen auf, die alle Produkte unterschiedlicher Gene sind. Die
Signifikanz der Hamoxygenase-3 (HO-3, 33 kDa) ist noch nicht vollstandig geklart. Das
Protein wird zwar exprimiert, es zeigt jedoch keine oder nur geringe katalytische Aktivitat
und konnte bis jetzt ausschlieRlich im Rattenhirn identifiziert werden. Darlber hinaus
wird das HO-3-Gen als ein im Prozess der HO-2-Transkription entstandenes Pseudogen
diskutiert (Hayashi et al. 2004; Maines et al. 2005). Die Hamoxygenase Typ 2 (HO-2, 36
kDa) wird konstitutiv exprimiert und ist v.a. im zentralen Nervensystem und in den Testes
vorzufinden. Die zu den Hitzschockproteinen zahlende Hamoxygenase Typ 1 (HO-1, 32
kDa) ist durch eine Vielzahl von Stimuli induzierbar und kommt ubiquitar im Organismus
vor, mit der héchsten Konzentration in Milz und Leber (Unno et al. 2007). Da in der Milz
der Abbau der Erythrozyten stattfindet, kann man unter physiologischen Bedingungen
davon ausgehen, dass dort die Aktivitat der Hdmoxygenasen am groften ist (Otterbein
et al. 2000b; Morita 2005).
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1.3.2 Die HO-1-Produkte als Mediatoren protektiver Effekte

Abgesehen von ihrer primaren Aufgabe des Hamabbaus, scheint die HO-1 bei der
Bewaltigung zellschadigender Stresssituationen von entscheidender Bedeutung zu sein.
In den letzten Jahren konnten flr die HO-1 eine Vielzahl antioxidativer und zellprotektiver
Effekte gezeigt werden, die sich nicht allein mit der Degradation des prooxidativen,
zytotoxischen Hams begrinden lassen. Die antiinflammatorischen, antiapoptotischen,
antiproliferativen sowie antioxidativen Eigenschaften der HO-1 werden dabei durch ihre
Abbauprodukte CO, Biliverdin und Bilirubin sowie durch die substratspezifische Induktion
des Eisenspeicherproteins Ferritin vermittelt.

CO ist in hohen Konzentrationen ein Atemgift, das die Bindungsstellen fir Sauerstoff am
Hamoglobin blockiert und somit zum Tod durch Erstickung fiihren kann. Trotz seiner
Bedeutung als hoch toxisches Gas, konnte in vergangenen Jahren gezeigt werden, dass
die endogene CO-Freisetzung von entscheidender Relevanz bei korpereigenen
Regulationsmechanismen ist. In geringen Konzentrationen kann es wie NO uber die
Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase als potenter Vasodilatator agieren und somit
Einfluss auf die Regulierung des GefalBmuskeltonus nehmen (Morita et al. 1995).
Daruber hinaus zeigt CO neben der Funktion als Neurotransmitter im Nervensystem
(Snyder et al. 1998) auch antiinflammatorische Eigenschaften. Dies lasst sich zunachst
durch die Hemmung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1B) und der im Gegenzug
gesteigerten Produktion des antiinflammatorischen IL-10 erklaren. Hemmung der
Plattchenaggregation, verminderte Expression des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors Typ
1 (PAI-1) sowie antiapoptotische Eigenschaften, die in verschiedensten Zellmodellen
gezeigt werden konnten, sind weitere antiinflammatorische Wirkmechanismen von CO.
Die antiproliferativen Effekte von CO werden v.a. durch die Aktivierung der l6slichen
Guanylatzyklase sowie der p38-Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-Kinase, MAPK)
vermittelt (Otterbein et al. 2003a; Ryter et al. 2007). Als Summe dieser Eigenschaften
wird CO in vivo mit protektiven Effekten bei vaskularen Erkrankungen, Hyperoxie-
verursachten Lungenschaden, Transplantationen und Fibrose assoziiert (Otterbein et al.
2003b; Kim et al. 2005; Zhou et al. 2005).

Interessanterweise zeigt auch Bilirubin, als weiteres Stoffwechselprodukt des
Hamkatabolismus, ein Janusgesicht. Einerseits ist Bilirubin seit langer Zeit als potentiell
toxische Substanz bekannt, die im Serum Neugeborener akkumuliert und Gelbsucht
verursachen kann. Unkonjugiertes Bilirubin ist in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren und dort in hohen Konzentrationen neurotoxisch zu wirken (Kernikterus).
Andererseits macht Bilirubin den Hauptteil der antioxidativen Kapazitat im Serum aus,
was sich v.a. in einer direkten Neutralisation von Sauerstoffradikalen sowie in einer
Hemmung der Lipidperoxidation manifestiert (Stocker et al. 1987b; Wu et al. 1994).
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass ein inverser Zusammenhang zwischen dem
Anteil an zirkulierendem Bilirubin und der Entstehung von Arteriosklerose bzw.
koronaren Erkrankungen besteht. Verminderte physiologische Serumbilirubinspiegel
korrelierten dabei mit bekannten kardiovaskularen Risikofaktoren wie z.B. erhdhten LDL-
Werten. Im Gegensatz dazu konnten erhohte Bilirubinwerte mit einem vermehrten Anteil
an protektivem HDL-Cholesterol assoziiert werden (Schwertner et al. 1994; Hopkins et al.
1996). Darlber hinaus wurde fur Bilirubin auch eine antiinflammatorische Wirkung durch
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verringerte Expression proinflammatorischer Zytokine und anderer Entziindungsmarker
aufgezeigt (Maines et al. 2005; Ryter et al. 2007).

Freie Eisenionen (Fe®*), als weitere Abbauprodukte des Hams, katalysieren die Haber-
Weiss-Reaktion und forcieren somit die Bildung von ROS. Gekoppelt an die Induktion
der HO-1 ist die Expression eines weiteren Stressproteins, das Ferritinprotein. Dieses
Enzym besitzt die Fahigkeit, zytosolische Eisenionen zu binden und entzieht somit dem
Prozess der Sauerstoffradikalbildung einen essentiellen Katalysator. Als
Eisenspeicherprotein kann es somit im Organismus ebenfalls eine antioxidative Wirkung
entfalten (Balla et al. 1992a).

Zusammenfassend sind die Metabolisierungsprodukte der HO-1 von entscheidender
Bedeutung fir die Homobostase im Organismus. Im Vordergrund steht dabei die
Regulation oxidativer Stresssituationen.

1.3.3 Die induzierbare HO-1 - ein mdgliches Therapieprinzip?

Die Expression der induzierbaren HO-1 wird durch ihr Substrat Ham sowie eine Vielzahl
von prooxidativen Stimuli angeregt. Zu den strukturell stark unterschiedlichen Induktoren
zahlen neben Hitzeschock und oxidativem Stress u.a. Endotoxine, Schwermetalle, UV-
Licht, Hydrogenperoxid, Prostaglandine sowie inflammatorische Zytokine (Otterbein et al.
2000b). AuRerdem konnte eine Stimulierung der HO-1-Expression auch durch bestimmte
Arzneistoffe wie IL-10, Rapamycin, Acetylsalicylsaure, NO-Donoren und Statine gezeigt
werden (Grosser et al. 2003a; Grosser et al. 2004a; Grosser et al. 2004b; Bach 2005;
Schroder 2006). Bach postulierte 2005 das Modell der HO-1 als ,therapeutic
amplification funnel”, wobei das Enzym als Mediator und Verstarker der therapeutischen
Effekte diverser Arzneistoffe agiert. Der jeweilige Arzneistoff induziert die vermehrte
Expression des HO-1-Proteins zelltyp- und wirkungsabhangig. Die Produkte der HO-1
sind schliel3lich durch ihre antioxidativen, antiproliferativen, antiapoptotischen und
antiinflammatorischen Eigenschaften fiir die Vermittlung und die additive Unterstitzung
des therapeutischen Effektes verantwortlich (Bach 2005).

Das positive Zusammenspiel der katalytischen Endprodukte der HO-1 bei entzindlichen
Prozessen sowie bei kardiovaskularen Ereignissen konnte mit HO-1 Antisense- und
Knock-out-Modellen gezeigt werden (Yet et al. 2003). In einer Humanstudie von Funk
und Mitarbeitern wurde der Einfluss eines GT-Langen-Polymorphismus im humanen HO-
1-Promotor auf die HO-1-Induktion untersucht. Patienten mit einer klrzeren
Wiederholung der Dinukleotidsequenz antworten mit einer vermehrten HO-1-
Genexpression. Im  Vergleich der unterschiedlichen Genotypen hinsichtlich
kardiovaskularer Ereignisse, konnte fir die Gruppe mit einer vermehrten HO-1-
Expression ein vermindertes kardiovaskulare Risiko gezeigt werden (Funk et al. 2004).
Ahnliche Ergebnisse einer positiven Beeinflussung des Blutdruckes und ischdmischer
Herzerkrankungen durch eine vermehrte HO-1-Expression belegen Studien von Ono und
Mitarbeitern (Ono et al. 2003; Ono et al. 2004). Eine Studie von Lo und Mitarbeitern
untersuchte Magenkarzinom-Patienten im Vergleich zu gesunden Individuen hinsichtlich
des GT-Langen-Polymorphismus. Dabei fanden sich im HO-1-Promoter der
Karzinompatienten vermehrt langere GT-Wiederholungen (Lo et al. 2007). Daruber
hinaus konnte gezeigt werden, dass es bei Individuen mit einer verringerten HO-1-
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Expression haufiger zu TransplantatabstoRungen sowie zu Restenosen nach
Ballondilatation kommt (Schillinger et al. 2004). Vor diesem Hintergrund erscheint eine
pharmakologisch herbeigeflihrte Induktion des HO-1/Ferritin-Systems als denkbare
therapeutische Strategie zur Vermeidung und/oder unterstiitzenden Behandlung bei
Erkrankungen in deren Pathogenese ROS von Bedeutung sind.

1.34 Das Eisenspeicherprotein Ferritin

Elementares Eisen wird im Organismus zum Zellwachstum und zur Proliferation bendtigt.
Uberschiissiges freies Eisen wirkt allerdings prooxidativ und fordert als Katalysator der
Haber-Weiss-Reaktion die Bildung von ROS, welche die Hauptquelle fir oxidativen
Stress darstellen. Zentrale Bedeutung bei der Regulation und Kontrolle des
intrazellularen Eisenspiegels hat das ubiquitar vorkommende Eisenspeicherprotein
Ferritin (Theil 1990). Das Holoenzym wird aus 24 Untereinheiten, den so genannten H-
und L-Untereinheiten geformt. Diese sind Produkte verschiedener Gene mit
differenzierten Funktionen und variieren in ihrer Zusammensetzung je nach Gewebetyp
und Zellstatus. Aullerdem beeinflusst das Verhaltnis von H-und L-Untereinheiten die
Eigenschaften von Ferritin hinsichtlich der Fahigkeit, Eisen aufzunehmen, an der
Zellproliferation beteiligt zu sein und oxidativen bzw. zytokininduzierten Stress zu
reduzieren (Levi et al. 1994; Epsztejn et al. 1999; Theil 2003). Ferritin H zeigt
Ferroxidase-Aktivitat, indem es zweiwertiges Eisen (Fe®*) in seine reduzierte und damit
speicherfahige Form Uberfuhrt. Die L-Kette wird assoziiert mit der Strukturgebung des
Proteins und dem Aufbau des Eisenkerns. Das primar gebildete Apoferritin ist in der
Lage, bis zu 4500 Eisenatome zu binden (Orino et al. 2001; Wilkinson et al. 2006).

Von erhdhten Ferritinspiegeln wurde bei zahlreichen Erkrankungen, bei denen oxidativer
Stress von pathogenetischer Bedeutung ist (z.B. Ischamie, Arteriosklerose,
Krebserkrankungen, neurodegenerative Krankheiten), berichtet (Lin et al. 1996; Lin et al.
1997; Lin et al. 1998; Cozzi et al. 2000; Balla et al. 2007a; Balla et al. 2007b). Eine
vermehrte Ferritinsynthese scheint somit einen weiteren Schutzmechanismus gegenuber
oxidativer Gewebeschadigung darzustellen. Die Induktion des Stressproteins Ferritin ist
meist gekoppelt an die Induktion der HO-1, welche durch Offnung des Ham-
Porphyrinringes freies zweiwertiges Eisen (Fe?*) als Substrat fiir die Ferroxidase der H-
Untereinheit zur Verflgung stellt (Balla et al. 2005). Durch Versuche mit dem
Eisenchelator Desferoxamin konnte eine Eisen-abhangige Ferritininduktion gezeigt
werden (Oberle et al. 1998; Oberle et al. 1999). Allerdings lassen Studien von Balla und
Mitarbeitern mit dem HO-Aktivitatsinhibitor Zinn-Protoporphyrin-IX (SnPP) darauf
schliel3en, dass eine Erhohung der Ferritinexpression auch ohne eine vorhergehende
HO-1-Induktion mdéglich ist (Balla et al. 2005).

Tsuji und Mitarbeiter postulierten, dass die Expression des Ferritinproteins in
Abhangigkeit von oxidativem Stress transkriptionell und translationell reguliert werden
kann. Eine Aktivierung des Electrophile response element (EpRE) durch oxidative Stimuli
wie H»O, nimmt z.B. positiven Einfluss auf die Ferritin-mRNA-Synthese. Auf
translationeller Ebene spielen so genannte Iron regulatory proteins (IRPs) eine
entscheidende Rolle. Sie sind in der Lage, an Iron response elements (IRE) in der 5°
untranslated region (UTR) der Ferritin-mRNA zu binden und initieren so eine
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Translationsrepression (posttranslationelle Regulation). Freie Eisenionen sowie ROS
modulieren die Aktivitat der IRPs, wobei niedrige Eisenspiegel die IRPs stimulieren und
so eine Translationsinhibition von Ferritin bewirken (Tsuiji et al. 2000)

1.4 Regulationsmechanismen der HO-1-Induktion
14.1 Genregulatorische Proteine

Die HO-1-Transkription kann von einer grof3en Anzahl an Stimuli aktiviert werden. Dies
zeigt sich u.a. in dem Vorhandensein einer Vielzahl verschiedener response elements im
Bereich des HO-1 Promotors, welche die entsprechenden aktivierten
Transkriptionsfaktoren binden (Abb. 5) (Maines et al. 2005). Obwohl die Induktion der
HO-1 durch strukturell sehr unterschiedliche Agenzien erfolgen kann sowie gewebe- und
zellspezifisch auftritt, Iasst sich doch als allgemeiner Stimulus fur eine HO-1-Induktion
eine Anderung im zellularen Redoxstatus festlegen (Sikorski et al. 2004). Alam und Cook
definieren im Saugetierorganismus so genannte Stress-Response-Elements (StREs oder
auch AREs), die u.a. Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie
(Aktivator-Protein-1) (z.B. c-Jun, c-Fos), der Cap'n’Collar (CNC)-Familie (z.B. Nrf2)
sowie fur NFkB und HSF-1 (heat shock-factor) aufweisen (Alam et al. 2007).

Camosol NO, LPS IL-1B
TGF-B1, Ham, Zytokine, Schwermetalle LPS
15d-PGJ, Wachstumsfaktoren Prooxidanzien

Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung moglicher Regulationsmechanismen der HO-1-
Genexpression. Nahere Erlauterungen finden sich in Kapitel 1.4. (AP-1: Aktivator-Protein 1, HSF-1:
Heat shock-factor 1, IL-1B: Interleukin 1B, Keap-1: Kelch-like erythroid-derived CNC homology-
associating protein 1, LPS: Lipopolysacharid, MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase, NFkB: Nuclear
Factor kB, NO: Stickstoffmonoxid, Nrf2: NF-E2-related factor 2, 15d-PGJ,: 15-Deoxy-Delta-12,14-
Prostaglandin J,:, PI3K/Akt: Phosphatidylinositol-3-Kinasen/Akt, TGF-B1: Transforming growth factor
B 1, TRX: Thredoxin, TRXr: Thioredoxin-Reduktase)
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Bei Untersuchungen des (murinen) mHO-1-Promotors mit Luciferase-Reporter-
Konstrukten wurden zwei 5'distale Enhancer-Regionen, E1 und E2 identifiziert. In jeder
dieser Enhancer-Region wurden StREs mit Bindungsstellen fur AP-1 und Nrf2
klassifiziert (Alam 1994; Alam et al. 1995; Huang et al. 2000). Der humane HO-1-
Promotor enthalt dariber hinaus Sequenzen fur NFkB, AP-2 und IL-6 (Lavrovsky et al.
1994; Choi et al. 1996).

Der Transkriptionsfaktor HSF-1 hat eine untergeordnete Bedeutung, da die HO-1 zwar in
Ratten als Hitzeschockprotein (HsP32) identifiziert werden konnte, die HO-1-Protein-
bzw. -mRNA-Menge in verschiedenen humanen und murinen Zellkulturmodellen jedoch
keine Abhangigkeit gegenliber Temperaturerhdhung zeigte (Shibahara 1988; Shibahara
et al. 1989). Einzig in humanen Hep3B Hepatomazellen sowie in einer murinen Hepa-
Zelllinie konnte eine temperaturabhangige Adaption der HO-1-Expression gefunden
werden (Mitani et al. 1989; Alam et al. 2007).

NFkB ist ein induzierbarer, ubiquitdr vorkommender Transkriptionsfaktor, der unter
physiologischen  Bedingungen ein  wichtiger Regulator bei Immun- und
Entzindungsreaktionen ist. Das dimerische Protein besteht aus Proteinen der Rel-
Familie (RelA (p65), RelB, c-Rel, p52 und p50), die als Homo- oder Heterodimere den
funktionsfahigen Transkriptionsfaktor bilden. Die grofite Relevanz besitzt das
Heterodimer p50/p65. Unter Bedingungen der zellularen Homdostase liegt NFkB im
Zytoplasma in einer inaktiven, an seinen Inhibitor |kB assoziierten Form vor.
Entsprechende  Stimulationen  durch z.B. Zytokine, Stress, TNF-a oder
UV-Licht konnen die Degradation des IkB-Komplexes bewirken. Hierdurch wird
NFkB freigesetzt, in den Zellkern transloziert und kann dadurch zur Expression einer
Vielzahl von Genen flhren (Abb. 5). Somit werden grundlegende zellulare Prozesse wie
Proliferation, Apoptose, Zellwachstum und -differenzierung mafgeblich von NFkB
reguliert und beeinflusst (Thanos et al. 1995). Verschiedene Studien in unterschiedlichen
Gewebe- und Zelltypen konnten einen Zusammenhang zwischen Aktivierung von NF«B
z.B. durch LPS oder IL-18 und einer HO-1-Stimulierung zeigen (Kurata et al. 1996;
Bauer et al. 2000).

Nrf2 (NF-E2-Related Factor 2) gehort zur CNC-Familie von Transkriptionsfaktoren und
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation antioxidativer Gene (Moi et al. 1994).
Unstimuliert ist Nrf2 im Zytosol an Keap1 (Kelch-like erythroid-derived CNC homology-
associating protein 1), ein aktinbindendes Protein, komplexiert und somit inaktiv (Itoh et
al. 1999). Anregung durch oxidativen Stress oder Ungleichgewicht der
Redoxhomdostase zerstort den Komplex und gibt Nrf2 zur Translokation in den Zellkern
frei (Abb. 5). Dort dimerisiert Nrf2 mit einer kleinen Familie von Proteinen, bekannt als
Mafs (musculoaponeurotic fibrosarcoma) und bildet an der DNA basische Leucin-Zipper-
Strukturen (bZIP) aus (Marini et al. 1997). Neben einer direkten Uberexpression von Nrf2,
die zur Translokalisation in den Zellkern fuhrt (Kataoka et al. 2001), kann eine
Aktivierung von Nrf2 auch durch Interaktion mit CBP (cAMP-responsive element binding
protein)-Proteinen erfolgen (Katoh et al. 2001).

Verschiedene Studien bringen eine Aktivierung von Nrf2 in Zusammenhang mit einer
erhohten HO-1-Expression. So konnten Alam und Mitarbeiter zeigen, dass Ham die
Transkription des HO-1-Gens in renalen Epithelzellen (IRPTCs) durch Stabilisierung von
Nrf2 vermittelt (Alam et al. 2003). Curcumin, ein pflanzliches Antioxidans, erhéht durch
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Destruktion des Nrf2-Keap1-Komplexes die Bindungsfahigkeit von Nrf2 an die
entsprechende HO-1-Promotorregion (Balogun et al. 2003). Ein weiteres pflanzliches
Antioxidans, Carnosol, scheint die Expression des mHO-1-Promotors durch den
Phosphatidylinositol-3-Kinasen/Akt (PI3K/Akt) Signalweg und den Nrf2-
Transkriptionsfaktor zu regulieren (Martin et al. 2004).

Interessanterweise besitzt Nrf2 einen transkriptionellen Antagonisten. Der ebenfalls zu
den DbZIP-Proteinen gehdrende Transkriptionsfaktor Bach-1 interagiert als
Repressorprotein mit der Maf-Familie (MafK), bindet als Heterodimer an bestimmte Maf-
Regionen (MARES) im HO-1-Promotor und inhibiert so dessen Genexpression (Sun et al.
2002). Das Wechselspiel zwischen Transkriptionsaktivierung durch Nrf2 und die
Repression durch Bach-1 scheint einen wichtigen Stellenwert bei der Genregulation der
HO-1 einzunehmen und bedarf weiterer Untersuchungen (Abate et al. 2007).

Wie NFkB wurde AP-1 urspringlich als ein bestimmter Transkriptionsfaktor definiert.
Heute klassifiziert man damit ein Kollektiv dimerer Proteine, die durch intra- und
interfamilidre Assoziation zwischen Proteinen der Jun- und Fos-Familien gebildet werden
(Alam et al. 2007). Die AP-1-Proteine Jun und Fos sind Produkte so genannter
immediate-early-response Gene, die ebenfalls bZIP-Strukturen mit der DNA des
Zielenzyms ausbilden und regulatorisch in zelluldren Stresssituationen wirken (Bebien et
al. 2003). Im HO-1-Gen konnten mehrere AP-1-Bindungsstellen in verschiedenen
Spezies nachgewiesen werden. Eine funktionelle Abhangigkeit der HO-1-Transkription
von AP-1 ist naheliegend und wurde fir einige HO-1-induzierende Agenzien wie Arsen,
inflammatorische Mediatoren und andere Stimuli gezeigt. Z.B. konnte eine LPS
induzierte HO-1-Transkription in Makrophagen (RAW 264.7) in Zusammenhang mit
vorheriger AP-1-Aktivierung gebracht werden (Camhi et al. 1998). In einem weiteren
Zellmodell konnte gezeigt werden, dass in dominant-negativen Mutanten von c-Jun im
Gegensatz zum Wildtyp keine Induktion der HO-1 durch Arsenit maglich war (Elbirt et al.
1998). Darlber hinaus hatte eine Hemmung der AP-1-Aktivitdt in humanen
Endothelzellen eine verminderte HO-1-Induktion durch IL-1a, TNF- a und ANP zur Folge
(Terry et al. 1998; Kiemer et al. 2003).

1.4.2 Signaltransduktion der HO-1

Die unterschiedlichen HO-1-Induktoren regulieren die jeweiligen Transkriptionsfaktoren
haufig indirekt durch Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden. Diese Signalwege
stehen meist im Zusammenhang mit Phosphorylierungsprozessen oder Redoxreaktionen
bzw. beiden. Verschiedene Proteinkinasen wie z.B. die Kinasen A, G und C sowie
Tyrosinkinasen und Enzyme des PI3K/Akt-Signalweges scheinen u.a. bei der HO-1-
Genregulation von Bedeutung zu sein. Verschiedene Studien zeigten, dass v.a. die
MAP-Kinasen eine entscheidende Rolle dabei einnehmen (Ryter et al. 2006).
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1.4.2.1 MAP-Kinasen

MAP-Kinasen gehdren zur Superfamilie der Serin/Threonin-Proteinkinasen. Durch
Phosphorylierung von Proteinen an spezifischen Serin/Threonin-Resten regulieren sie im
Organismus Zellwachstum, -differenzierung, -proliferation und -apoptose. Darlber
hinaus reagieren sie auf verschiedene Umwelteinflisse wie z.B. Stress.

Die MAP-Kinasen-Kaskade ist in drei verschiedene Signalwege unterteilt, die jeweils
nach ihrer terminalen Kinase benannt werden. Dazu zahlen die extrazellular regulierte
Kinase (ERK), die c-Jun NH,- terminale bzw. stressaktivierte Kinase (JNK, SAPK) sowie
die p38 MAP-Kinase. Mediatoren fur die Anregung der ERK-Kaskade sind v.a.
Wachstumsfaktoren und IL-5. JNK und die p38 Kinase werden v.a. durch
stressabhangige Faktoren wie Hitzeschock, Entzindungen, Hyperosmolaritat und UV-
Strahlung induziert (Kietzmann et al. 2003).

Die Signalkaskade umfasst nach heutigen Kenntnissen drei "in Serie" geschaltete
Kinasen: Eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP-3K, auch: MAPKKK), eine MAP-
Kinase-Kinase (MAP-2K, auch MAPKK) und eine MAP-Kinase (MAPK). Die Aktivierung
erfolgt in dieser Reihenfolge durch Phosphorylierung von Tyrosin- und Threoninresten,
die sich in struktureller Nahe zueinander befinden. Man spricht hier auch von einer
Phosphorylierungskaskade. Wenn die MAP-Kinasen aktiviert sind, akkumulieren sie im
Zellkern, wo sie kerneigene Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und dadurch die
Transkription einer Vielzahl von Zielgenen regulieren.

Interessanterweise dienen Transkriptionsfaktoren wie AP-1, CNC-bZIP-Proteine (Nrf2)
und NFkB, welche in die Genregulation der HO-1 involviert sind, gleichzeitig als Targets
fur den MAP-Kinasen-Kaskadeweg (Alam et al. 2007). Aulzerdem konnte fir viele HO-1-
Stimulanzien gezeigt werden, dass sie auch eine oder mehrere MAP-Kinasen anregen.
Chemische Induktoren wie Arsen, Cadmium oder LPS koénnen alle drei Kaskaden
aktivieren (Ryter et al. 2007). Prinzipiell scheint der jeweilige MAP-Kinasenweg zur HO-
1-Induktion jedoch stark gewebe-, zell- und induktorspezifisch zu sein. Die Stimulierung
der HO-1-Expression durch Cadmium in humanen gastralen Krebszellen (MKN) zeigte
eine Abhangigkeit vom p38- und ERK-Weg (Liu et al. 2004). In humanen
Brustkrebszellen (MCF-7) hingegen war einzig p38 in die Aktivierungskaskade involviert
(Alam et al. 2000). DarlUber hinaus induzierte Arsen in Leberzellen vom Huhn (LMH) die
HO-1-Transkription Gber den ERK und p38 Signalweg (Elbirt et al. 1998). Kietzmann und
Mitarbeiter zeigten andererseits, dass die sonst flir eine HO-1-Induktion weniger
relevante JNK-Kinase eine Rolle bei der Arsen-vermittelten HO-1-Induktion in primaren
Rattenhepatozyten spielt (Kietzmann et al. 2003). Neben Schwermetallen gibt es eine
Vielzahl anderer Induktoren, die ihre Wirkung auf das HO-1-Gen via MAP-Kinasen
vermitteln, wobei sich ein Praferenz fur die Kinase p38 heraus kristallisiert. Dazu
gehdren u.a. NO-Donoren, 15d-PGJ,, TGF-B, Hypoxie, Curcumin, Quercetin und
Carnosol (Ryter et al. 2006).
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1.4.2.2 PI3K-Signalweg

PI3K ist eine ubiquitar vorkommende Phospholipidkinase, die aus einer regulatorischen
(p85) und einer katalytischen (p110) Untereinheit besteht. Diverse Stimuli wie
Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Insulin induzieren die Aktivierung der PI3K (Lawlor et
al. 2001). Die Effekte der PI3K sind vielfaltig. Durch Phosphorylierungen von
Membranphosphatidylinositol an der 3'OH-Position des Inositolringes kdnnen
Phosphatidylinositol-Phosphat  (PtdinsP, PIP), Phosphatidylinositol-3,4-Diphosphat
(PtdIns(3,4)P,, PIP2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PtdIns(3,4,5)P3, PIP3)
entstehen (Cantrell 2001). PIP3 kann u.a. die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-
Phosphat-abhangigen Kinase 1 (phosphatidylinositol 3-phosphate dependend kinase 1
(PDK1)) initiileren, die dann die Serin-/Threonin-Kinase Akt (Proteinkinase B) aktiviert
(Anderson et al. 1998). Weitere PI3K-vermittelte Kaskaden sind u.a. die Stimulierung der
atypischen Proteinkinase C (PKCC), der p70-S6-Kinase und der cytokine independent
survival kinase (CISK) sowie die Phosphorylierung der zu den rho-related 37 proteins
gehorenden GTPase Rac. Die Phophorylierung der glycogen synthase kinase 3 (GSK3)
wirkt inhibierend auf diese Kinase und fuhrt zur Aktivierung von Signalwegen, die
normalerweise durch GSK3 unterdrickt werden (Uberall et al. 1999; Cantrell 2001;
Cantley 2002).

Folge der verschiedenen Kaskadenwege ist die Induktion einer Vielzahl von Proteinen,
die eine Relevanz bei zellularen Schlisselfunktionen wie Wachstum, Proliferation,
Migration, Differenzierung, Uberleben und Adhasion aufweisen (,Survival Pathway*)
(Abb. 6).

Als mogliche Zielstruktur des PI3K-Signalweges (v.a. PI3K/Akt) wird u.a. die HO-1
diskutiert (Abb. 5). Mit Inhibitoren der p38 MAP-Kinase sowie der PI3K konnte die
Induktion der HO-1 durch 15d-PGJ; in humanen Lymphozyten unterbunden werden
(Alvarez-Maqueda et al. 2004). Stimulierung der PI3K/Akt-Signalkaskade durch NGF
(nerve growth factor) und Ham in neuronalen Zellen (PC12, SH-SY5Y) fuhrte zu einer
Nrf2-abhangigen Expression des HO-1-Gens (Nakaso et al. 2003; Salinas et al. 2003). In
einer Studie von Martin und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass die antioxidativen
Effekte von Carnosol z.T. tber die Aktivierung des PI3K-Signalweges vermittelt werden,
in dessen Folge es zur Aktivierung von Akt und Uberexpression der HO-1 kommt (Martin
et al. 2004). Abgesehen von der Wirkung auf die HO-1-Genregulation, scheint die PI3-
Kinase in ihrem Kaskadeweg auch andere Phase-lI-Enzyme wie NADPH-Quinon-
Oxireduktase in ihrer Expression zu beeinflussen (Lee et al. 2001). Verschiedene
Studien verdeutlichen aulerdem eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren Nrf2
(Nakaso et al. 2003; Salinas et al. 2003; Martin et al. 2004) und NF«B (Lin et al. 2007) an
der PI3K-abhangigen HO-1-Induktion. Wahrscheinlich dienen Nrf2 bzw. NFkB dabei als
Schaltstellen zwischen der PI3K-Kaskade und der Transkription der HO-1.

In den humanen Karzinom-Zelllinien HeLa und T24 ging einer HO-1-Induktion durch PDT
(Photodynamic therapy) eine Akkumulation von Nrf2 im Zellkern voraus. Dabei konnte
der Effekt der HO-1-Uberexpression durch parallele Inhibition der p38 MAP-Kinase
sowie der PI3K aufgehoben werden. Interessanterweise hatte Akt in diesem
Versuchsmodell keinen Einfluss auf die HO-1-Genregulation (Kocanova et al. 2007).
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Abbildung 6: Zusammenfassung der durch PI3K initiierten Hauptsignalwege. Modifiziert nach Cantley
et al. und Cantrell et al. (Cantrell 2001; Cantley 2002). Nahere Erlduterungen finden sich im Kapitel
1.4.2.2. (CISK: cytokine independent survival kinase, GSK3: glycogen synthase kinase 3, PDK1:
phosphatidylinositol 3-phosphate dependend kinase 1, PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase, PI(3,4)P2:
Phosphatidylinositol-3,4-Diphosphat,  PI(3,4,5)P3:  Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat, = PKC:
Proteinkinase C, p70S6K: p70-S6-Kinase)

1.4.2.3 Thioredoxin/Thioredoxin-Reduktase

Thioredoxin (TRX) ist ein Schlisselenzym fur die zellulare Redoxhomdostase und fur
das Zelliberleben. Es ist entscheidend an der Aktivierung redoxsensitiver
Transkriptionsfaktoren wie NFkB und AP-1 beteiligt. Wenn TRX durch die TRX-
Reduktase und NADPH in die reduzierte Form uUberfihrt wird, kann es inaktive
Transkriptionsfaktoren wie Jun oder Fos oxidieren (Watson et al. 2004). Dabei interagiert
TRX nicht direkt mit AP-1, sondern assoziiert vielmehr mit Ref-1 (redox effector factor 1),
welcher im weiteren Verlauf Cysteinreste von Jun und Fos oxidiert und somit ihnre DNA-
Bindungsaktivitat an die entsprechenden response elements in der Promotorregion des
Zielenzyms erhoht (Xanthoudakis et al. 1992; Hirota et al. 1997). Andere Studien
belegen, dass die Assoziation von TRX und Ref-1 im Zellkern auch eine erhdhte
Bindungsaktivitat von NFkB und in der weiteren Signalkaskade eine Phosphorylierung
von Akt bewirken kann (Malik et al. 2006). TRX ist im Zytosol lokalisiert, kann jedoch als
Antwort auf unterschiedliche prooxidative Stimuli in den Nukleus translozieren.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben in den vergangenen Jahren einen kausalen
Zusammenhang zwischen TRX-Stimulation und HO-1-Induktion postuliert. Z.B.
resultierte eine Inhibition der TRX-Reduktase in einer dosisabhangigen Minderung der
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durch die Entzindungsmediatoren IL-1B- und LPS-induzierten HO-1-Expression in
Ratten-Makrophagen (RAW) und glatten Aortenmuskelzellen der Ratte (RASMC)
(Wiesel et al. 2000). Andere Studien belegen, dass eine erhéhte TRX-Reduktase-
Aktivitat in Makrophagen redoxsensitive Transkriptionsfaktoren (AP-1, NFkB) der HO-1
und somit eine vermehrte HO-1-Expression anregt (Ejima et al. 2002; Mostert et al.
2003). Trigona und Mitarbeiter konnten einen Zusammenhang zwischen dem TRX/TRX-
Reduktasesystem und der HO-1-Expression in Endothelzellen (BAEC) wahrend
prooxidativer Belastung aufzeigen (Trigona et al. 2006). Zusammenfassend scheint eine
Vernetzung beider Systeme (TRX/HO-1) gegeben. Inwieweit und in welchem Ausmaf
diese Interaktion besteht, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.
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2 Problemstellung

PPIs wie Omeprazol und Lansoprazol stellen eine moderne Arzneistoffklasse zur
Behandlung von Ulkuskrankheiten, zur Eradikation von H. pylori sowie zur Pravention
und Therapie NSAID-bedingter Mukosaschadigungen dar. Verschiedene Studien zeigen,
dass PPIs nicht nur eine lang anhaltende Senkung der Saureproduktion im Magen
erzielen, sondern dartber hinaus auch direkt die Regeneration und den Schutz der
Magenschleimhaut fordern (Lapenna et al. 1996; Suzuki et al. 1996; Blandizzi et al.
1999). Oxidativem Stress wird in der Pathogenese von gastroduodenalen Ulzerationen
zunehmend eine entscheidende Bedeutung beigemessen (Rainsford 1999; Wolfe et al.
1999; Jung et al. 2001; Pohle et al. 2001; Kwiecien et al. 2003). Zusatzlich zu ihrer
effektiven antisekretorischen Wirkung kénnten die antiapototischen, antioxidativen und
antiinflammatorischen Eigenschaften der PPIs (Biswas et al. 2003; Blandizzi et al. 2005)
deren Uberlegenheit in der Ulkus- und Gastritistherapie bedingen. Die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen dieser PPI-Effekte sind jedoch noch nicht
vollstandig geklart. Diskutiert werden u.a. eine erhdhte Verfugbarkeit von reduziertem
Glutathion, erhdohte NO-Spiegel sowie direkte und indirekte antioxidative Effekte
(Murakami et al. 1996; Koch et al. 2002; Natale et al. 2004; Blandizzi et al. 2005). Ein
potenzieller Mechanismus kdnnte die Induktion antioxidativer Signalwege sein. In der
Literatur finden sich Hinweise, dass eine Gastroprotektion u.a. durch die Aktivierung des
zellprotektiv wirksamen HO-1-Gens vermittelt werden kann (Barton et al. 2003; Guo et al.
2003; Berndt et al. 2005).

Ziel der Arbeit war daher die Charakterisierung des HO-1/Ferritinsystems als
Targetstruktur und Mediator der zytoprotektiven Effekte von PPIls. Beispielhaft wurden
die PPls Omeprazol und Lansoprazol ausgewahlt.

1. Zunachst sollte der Frage nachgegangen werden, ob PPls den
HO-1-Stoffwechselweg in verschiedenen Zellsystemen stimulieren. Dabei wurden
Untersuchungen am mHO-1-Promotor sowie auf mRNA- und Proteinebene
durchgefuhrt. Endothelzellen und Makrophagen dienten als geeignete Modelle,
um zu zeigen, dass die Gastroprotektion unabhangig von der antisektretorischen
Wirkung ist. Sie verfligen nicht Uber eine H'/K'-ATPase (van Driel et al. 1995;
Jaisser et al. 1999; Franic et al. 2001), sind aber im Magengewebe flir die Blut-
und Nahrstoffversorgung sowie als zirkulierende Blutzellen fur die Immunabwehr
und bei Entzindungsprozessen von entscheidender Relevanz.

2. Gekoppelt an die Freisetzung des Ham-Eisens durch eine vermehrte HO-Aktivitat
ist die Expression eines zweiten antioxidativ wirksamen Stressproteins, das
Eisenspeicherprotein Ferritin (Theil 1987; White et al. 1988). Deshalb sollte
untersucht werden, ob eine Induktion der Ferritinsynthese durch PPls in
Endothelzellen und Makrophagen maglich ist.
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3. Experimente mit dem Transkriptionsinhibitor ~Actinomycin D und dem
Translationshemmer Cycloheximid sollten Aufschluss Uber die transkriptionelle
bzw. translationelle Regulation der HO-1-Induktion geben. In der Literatur werden
als mogliche Signaltransduktionswege fiir eine Aktivierung des HO-1-Gens u.a.
der NO-, TRX-, MAPK- sowie der PI3K-Stoffwechselweg beschrieben (Motterlini
et al. 1996; Durante et al. 1997; Elbirt et al. 1998; Ejima et al. 2002; Salinas et al.
2004; Ryter et al. 2006; Trigona et al. 2006). Durch Untersuchungen mit
verschiedenen Hemmstoffen dieser Signalkaskaden sollten erste Aussagen Uber
genregulatorische Mechanismen im Zusammenhang mit einer HO-1-Stimulierung
durch PPIs getroffen werden.

4. Ein weiteres Ziel der Arbeit war auRerdem die Charakterisierung maoglicher
funktioneller Konsequenzen der HO-1-Aktivierung. Dazu wurden radikalsenkende
Eigenschaften von PPIs in einem Zellkulturmodell fUr oxidativen Stress betrachtet.
Ein moglicher kausaler Zusammenhang zwischen einer HO-1-Stimulierung und
einer Senkung des ROS-Spiegels sollte durch zeitabhangige Betrachtung der
antioxidativen Effekte von Omeprazol sowie mit Hilfe des HO-1-Produktes
Bilirubin und eines spezifischen HO-Inhibitors untersucht werden.

5. AbschlieRend sollte in einer in vivo Studie gepruft werden, inwieweit eine im
Zellkulturmodell erzielte HO-1-Stimulierung in vivo reproduzierbar ist. Nach
intraperitonealer Injektion von Omeprazol wurde dazu die CO-Produktion in
verschiedenen Geweben der Versuchstiere als Indiz fur die in vivo HO-Aktivitat
bestimmt.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte bei 37°C, 5% CO,-Begasung und
95% relativer Luftfeuchte in einem Inkubator.

3.1.1 Kultivierung der Endothelzellen

Als etabliertes Modell fir Untersuchungen am Endothel (Suda et al. 2001) wurde die
humane Endothelzellline ECV 304 (ECACC 92091712) in den Passagen 3-14 verwendet.
Die Kultivierung erfolgte in Medium 199 unter Zusatz von 10% fetalem Kalberserum, 100
U/ml Penicilin und 100 pg/ml Streptomycin. Zweimal wdchentlich wurde das
Zellkulturmedium gewechselt.

3.1.2 Kultivierung der Makrophagen

Zur Untersuchung der Zytoprotektion gegenuber oxidativem Stress sowie fur Real time
RT-PCR, Western-Blot-Analysen und Aktivitdtsuntersuchungen wurde die Maus-
Makrophagen-Zelllinie J774 (ATCC TIB 67) in den Passagen 3-20 verwendet. Die Zellen
wurden in DMEM unter Zusatz von 10% fetalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle 2 Tage gewechselt.

3.1.3 Kultivierung der Mausfibroblasten

Zur in vivo Biolumineszenzmessung wurde die Mausfibroblastenzellline NIH3T3-HO-1-
luc in den Passagen 63-74 verwendet. Die mit dem vollstandigen 15kb mHO-1-Promotor,
welcher als Reportergen die Firefly-Luciferase enthalt, stabil transfizierten Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Christopher H. Contag (Stanford University, Stanford, CA,
USA) zur Verfigung gestellt. Die Kultivierung erfolgte in DMEM unter Zusatz von 10%
fetalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Zweimal
wochentlich wurde das Zellkulturmedium gewechselt.

3.14 Kultivierung der gastralen Epithelzellen

Als Modell fir Untersuchungen am Epithel der Magenschleimhaut dienten die humanen
gastralen Epithelzelllinien AGS (ATCC CRL 1739) und KATO-IIl (ATCC HTB 103). Beide
Zelllinien sind aus einem Adenokarzinom des humanen Magenepithels (human gastric
adenocarcinoma) isoliert worden.

Zur Kultivierung der Zelllinie AGS (Barranco et al. 1983) wurde Ham's F12
Zellkulturmedium unter Zusatz von 10% fetalem Kalberserum, 2 mM Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin eingesetzt. Die Zelllinie KATO-III (Sekiguchi et al.
1978) wurde in RPMI 1640 Zellkulturmedium unter Zusatz von 20% fetalem Kalberserum,
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4 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Ein Wechsel
des Zellkulturmediums erfolgte alle 2 Tage.

3.2 Versuchstiere

Zur Bestimmung der HO-Aktivitat in vivo wurden 6-8 Wochen alte, weibliche FVB-Mause
(Charles River Laboratories, Wilmington, DE, USA) mit einem Kdrpergewicht zwischen
20-26 g verwendet. Die Durchfuhrung der Tierversuche wurde durch das Institutional
Animal Care and Use Comittee at Stanford University zugelassen und entsprach dem
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals herausgegeben von der National
Academy Press (Washington D.C., USA, 1996) zur Tierhaltung und zum Tierschutz.
Nahrung stand bis 12 Stunden vor Versuchsbeginn und Wasser ganzzeitlich ad libitum
zur Verfugung.

3.3 Western-Blot-Analyse

Das Western-Blot-Verfahren ist eine immunochemische Methode zur Detektion von
Proteinen (Towbin et al. 1979). Dazu werden die Zellen nach der Inkubation lysiert und
das Gesamtprotein unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt (Laemmli 1970). Anschliel3end transferiert man die Proteine mit Hilfe eines
Tank-Blot-Verfahrens auf eine Nitrocellulosemembran. Die Detektion der Proteine erfolgt
mit spezifischen Antikdrpern unter Nutzung eines Chemilumineszenz-Systems.

3.3.1 Inkubationsprotokoll zur Western-Blot-Analyse

Die jeweiligen Zelllinien wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm
ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte ein Wechsel auf serumfreies Medium
fur 12-24 Stunden und eine Inkubation mit den Substanzen Uber die jeweils
angegebenen Zeitraume. Im Anschluss wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA geerntet, in
Lysispuffer resuspendiert und bei -20°C bis zur Bestimmung des Proteingehaltes
aufbewahrt.

3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Kits der Firma Roth
(Karlsruhe) und basiert auf der Methode nach Bradford (Bradford 1976). Dieser Methode
liegt eine Farbreaktion der Proteine mit dem Farbstoff Coomassie-Brillantblau zugrunde,
wobei Komplexe mit einem Absorptionsmaximum von 595 nm entstehen. Parallel zu den
Proben wurde eine Kalibriergerade mit Rinderserumalbumin (12,5-200 pg/ml) erstellt und
mit deren Hilfe der jeweilige Proteingehalt der Probe errechnet.
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3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei der eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die Proteine in
Gegenwart eines Uberschusses von SDS und Denaturierungsreagenzien ihrer GréRe
nach aufgetrennt. Durch Bindung der denaturierten Proteine an SDS in konstantem
Gewichtsverhaltnis erhalten diese eine negative Ladung. Da die Menge an gebundenem
SDS proportional zum Molekulargewicht der Polypeptide ist, werden die SDS-Protein-
Komplexe in der Gelmatrix entsprechend ihrer Molmasse aufgetrennt.

Bei dem verwendeten Gelelektrophorese-System nach Laemmli (Laemmli 1970) werden
die Proben zunachst in einer Sammelgelschicht konzentriert und anschliefend im
Trenngel aufgetrennt. In der vorliegenden Arbeit wurden Polyacrylamid-Konzentrationen
von 5% im Sammelgel und 15% im Trenngel verwendet.

Die Proteinproben (100 pg Protein fur HO-1, 20 ug fur Ferritin) wurden mit 5fach
konzentriertem Ladepuffer und 2,5 M DTT versetzt und tGber 10 min bei 95°C denaturiert.
Die Elektrophorese erfolgte in mit Laufpuffer gefullten, vertikalen Minigel-
Elektrophoresekammern von Biometra (Gottingen) bei 40V Uber 3-4 Stunden.

Als Marker diente ein gefarbtes Proteingemisch bekannter Molekulargewichtsgrofien
(Peglab, Erlangen).

3.34 Protein-Transfer (Western-Blot)

Mit Hilfe des Tankblot-Verfahrens wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten
Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond-ECL, GE Healthcare,
Freiburg) Ubertragen. Der Transfer erfolgte in einem vertikalen Puffertank (Eigenbau) bei
80 mA und 5°C uber Nacht. Anhand des Molekulargewichtsmarkers wurde die
Transfereffizienz Uberprift. Um eine gleichmaflige Beladung der Gele zu kontrollieren,
wurden diese nach dem Transfer mit Coomassie-Brillantblau angefarbt und mit dem
Image System FlexiE1500P (Eagle Eye ll, Stratagene, Heidelberg) fotografiert.

3.3.5 Detektion mit spezifischen Antikérpern

Nach dem Transfer der Proteine wurden die Membranen zur Maskierung unbesetzter
Bindungsstellen eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierungslosung (Tris-Puffer
mit 4% fettfreiem Trockenmilchpulver) versetzt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit
dem Primarantikdrper Uber die angegebenen Zeiten.

Antikorper Inkubationszeit | Inkubationslosung Hersteller

HO-1 2 Stunden 1:1000 in 25% Blockierungslésung, | Axxora,
65% Tris/Tween Grlnberg

Ferritin 2 Stunden 1:500 in 25% Blockierungslésung, | Sigma,
75% Tris/Tween Taufkirchen

Tabelle 1: Primarantikorper
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Nach zweimaligem 5minutigen Waschen mit Blockierungslosung wurden die Membranen
30 Minuten mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (Anti-Kaninchen IgG-
HRP; Sigma, Taufkirchen) inkubiert. Der Sekundarantikdrper fur das HO-1-Protein wurde
1:5000 in Blockierungslosung verdunnt. Fur das Ferritinprotein betrug die Verdunnung
1:2000. Es folgten verschiedene Waschschritte der Membranen mit Blockierungslosung
fur dreimal 5 Minuten und mit Tris/Tween-Puffer fir zweimal 10 Minuten.

Zur Detektion des gebundenen Sekundarantikérpers wurde der ECL-Plus-Detektions-Kit
der Firma GE Healthcare (Freiburg) eingesetzt. Die Peroxidase des Sekundarantikorpers
oxidiert das Substrat Luminol zu einem Acridiniumester. Durch Reaktion mit Peroxiden
entsteht eine intensive Chemilumineszenz mit einem Emissionsmaximum bei 430 nm.
Diese kann durch Exposition eines Autoradiographiefiims (Hyperfim ECL; GE
Healthcare, Freiburg) mit der Membran nachgewiesen werden. Die Expositionszeit lag
bei 1-10 Minuten. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms
Quantity One Basic (Bio-Rad, USA).

3.4 Northern-Blot-Analyse

Die Northern-Blot-Analyse beschreibt ein Verfahren zur Ubertragung und Fixierung der in
einer Gelelektrophorese aufgetrennten RNA auf eine geeignete Tragerschicht (z.B.
Nylonmembran). Durch anschlieBende Hybridisierung mit geeigneten, markierten
Gensonden konnen spezifische RNA-Sequenzen qualitativ und quantitativ nachgewiesen
werden (Alwine et al. 1977). Als Sonden wurden Fragmente der kodierenden Region des
jeweiligen Gens verwendet. Diese lagen als Plasmid-DNA in Eschericha coli DH5-a-
Kulturen vor.

3.4.1 Gewinnung und Isolierung von Plasmid-DNA

Zunachst erfolgte die Anzucht der entsprechenden Bakterien-Dauerkultur auf LB-
Ampicillin-Agarplatten (100 pg/ml Ampicillin) tber Nacht bei 37°C. In allen verwendeten
Plasmiden war ein Resistenzgen gegen Ampicillin vorhanden. Mit den gewachsenen
Kulturen wurden 50 ml Hauptkultur (LB-Medium, 100 pg/ml Ampicillin) angeimpft und bei
37°C und 80 rpm im Schuttelinkubator inkubiert. Zur Replikationsaktivierung des
Plasmids erfolgte nach 10-12 Stunden eine Zugabe von Chloramphenicol (170 pg/ml).
Nach weiteren 10-12 Stunden wurden die Bakterienkulturen durch Zentrifugation fur 10
Minuten bei 6000 rpm und 4°C geerntet.

Die Pellets wurden entweder bei -20°C gelagert oder direkt zur DNA-Isolierung mittels
des Plasmid-Midi-Isolations-Kits der Firma Qiagen (Hilden) eingesetzt. Dieses System
beruht auf einer modifizierten alkalischen Lyse (Birnboim et al. 1979), gefolgt von einer
spezifischen DNA-Bindung an eine Anionen-Austauscher-Saule unter geeigneten Salz-
und pH-Bedingungen. Die Isolation wurde entsprechend den Herstellerangaben
durchgefihrt.

Das verwendete EcoR I-Restriktionsfragment der HO-1-cDNA (Klon 2/10) wurde
freundlicherweise von Dr. Rex Tyrrell (School of Pharmacy and Pharmacology,
University of Bath, Bath, UK) zur Verfugung gestellt. Fur die Analyse des House-
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keeping-Gens [-Aktin fand das Fragment der Firma Boehringer (Mannheim)
Verwendung.

3.4.2 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen
Gensonde Grole Restriktionsendonuklease
HO-1 (human) 1000 bp EcoR |
B-Aktin 450 bp Nco I, Pst |

Tabelle 2: Gensonden und Restriktionsenzyme

Die bendtigten DNA-Fragmente wurden mit den jeweiligen Restriktionsendonukleasen
(siche Tabelle 2) aus den Plasmiden geschnitten. Die Inkubation des
Restriktionsansatzes erfolgte tber 2 Stunden bei 37°C gemal den Produktinformationen
der Firma Roche (Mannheim).

3.4.3 DNA-Gelelektrophorese und Fragmentisolierung

Zur Isolation wurde die DNA nach der Restriktion in einem 8%-igen TAE-Agarosegel der
GroRe nach aufgetrennt. Als Referenz diente ein Standard mit DNA-Fragmenten
definierter GroRe (Invitrogen, Karlsruhe). Des Weiteren enthielt das Gel Ethidiumbromid
in einer Konzentration von 0,25 pg/ml. Der Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen die
Basenpaare der DNA, dadurch wird sein Anregungsspektrum verandert und die
Fluoreszenz bei Anregung im ultravioletten Bereich stark erhoht. Nach der Visualisierung
im UV-Licht wurden die entsprechenden DNA-Banden mit einem Skalpell aus dem Gel
geschnitten. Mit dem Gel-Extraction-Kit der Firma Qiagen (Hilden) wurde die jeweilige
DNA aus den Gelstucken isoliert. Die Extraktion folgte den Angaben des Herstellers. Die
Bestimmung der DNA-Konzentration wurde am UV-Spektrometer (GE Healthcare,
Freiburg) durchgeflhrt.

344 Inkubationsprotokoll zur Northern-Blot-Analyse

ECV 304 Zellen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm ausgesat
und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach Inkubation mit Medium ohne Serum
fur 24 Stunden erfolgte die Inkubation der Endothelzellen mit den jeweiligen Substanzen
uber einen Zeitraum von 8 Stunden. Bei Hemmstoffexperimenten wurden die Zellen 20
Minuten mit den verschiedenen Inhibitoren vorbehandelt. Die Zellen wurden mit
Trypsin/EDTA geerntet und die Pellets bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

3.4.5 RNA-Isolierung

Basierend auf der Single-Step-Methode (Chomczynski et al. 1987) wurde die Gesamt-
RNA aus den Pellets mit Hilfe des peqGOLD TriFast-Reagenz (Peqglab, Erlangen) isoliert.
Das Reagenz besteht aus einem Phenol-Guanidinisothiocyanat-Gemisch. Durch
Aufschluss der Zellen werden die Zellkomponenten lysiert bzw. inaktiviert, ohne dass die
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RNA gespalten wird. Es folgt die Zugabe von Chloroform mit anschlielRender
Zentrifugation. Die Lésung trennt sich in eine organische und eine wassrige Phase. Die
RNA verbleibt ausschlielich in der wassrigen Phase und kann aus dieser durch Zugabe
von Isopropanol gefallt werden. Die Praparation der RNA erfolgte gemaR den
Herstellerangaben.

3.4.6 RNA-Gelelektrophorese

Zunachst wurde die RNA-Konzentration am UV-Spektrometer (GE Healthcare, Freiburg)
bestimmt. Im Anschluss wurden je 25 ug RNA mit 4fach konzentriertem Ladepuffer
(Formamid, Formaldehyd, 10x MOPS, 0,01 pg/ml Ethidiumbromid) versetzt und 10
Minuten bei 60°C denaturiert. Die Migration der RNA erfolgte in 1%-igen Formaldehyd-
Agarosegelen unter denaturierenden Bedingungen bei 16 V Uber Nacht (Rave et al.
1979). Zur Kontrolle der Lauffront diente ein Gemisch aus Bromphenolblau (0,25% m/V)
und Xylencyanol FF (0,25% m/V) als Farbmarker (Sigma, Taufkirchen).

3.4.7 RNA-Fixierung auf Nylon-Membranen durch Vakuum-Blotting

Die Methode des Vakuum-Blottens ist gekennzeichnet durch eine vakuumverstarkte
Diffusion der RNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran.

Zur Uberprifung der Gelelektrophorese wurden die Gele zunéchst mit dem Image
System FlexiE1500P (Eagle Eye IlI, Stratagene, Heidelberg) fotografiert. Es folgten
verschiedene Waschschritte (20 Minuten in DEPC-Wasser mit 0,05 N NaOH, 5 Minuten
mit DEPC-Wasser, zweimal 15 Minuten mit konzentriertem Transferpuffer (20xSSC)).
Mit Hilfe eines Vakuum-Blotters (Biometra, Goéttingen) wurde die RNA auf eine positiv
geladene Nylon-Membran (Hybond N*; GE Healthcare, Feiburg) transferiert (Transferzeit
1,5-2 Stunden). AnschlieRend erfolgte das so genannte baking durch 30mindtige
Lagerung der Membranen im Trockenschrank bei 80°C. Hierbei werden die RNA-
Molekule durch Ausbildung von Bindungen zwischen den Basen der RNA und den
positiv geladenen Aminogruppen der Nylonmembran auf der Membran fixiert.

3.4.8 Markierung von DNA-Sonden mit **P-Desoxycitidin-Triphosphat

Die Sondenmarkierung wurde mit Hilfe des Random Primed DNA Labeling Kits der
Firma (Roche) durchgefihrt. Diese von Feinberg und Vogelstein entwickelte Methode
basiert auf der Hybridisierung eines Gemisches aller mdglichen Hexanukleotid-
Kombinationen mit dem zu markierenden Fragment (Feinberg et al. 1983).

Zunachst wird die als Sonde einzusetzende doppelstrangige DNA (45 ng) fir 5 Minuten
bei 95°C denaturiert und anschliefend mit dem Reaktionsansatz versetzt. Die Ablaufe
sind wie folgt: Sobald ein Hexanukleotid aus dem Reaktionsgemisch als Primer an den
DNA-Strang binden kann, kommt es durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase
zur Synthese des Komplementarstranges. Durch Zugabe von 32P-Desoxycitidin-
Triphosphat (Hartmann Analytic, Braunschweig) und einer Mischung der Ubrigen
Nukleotide wird der komplementare DNA-Strang als radioaktiv markierte Sonde gebildet.
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Nach 30mindutiger Inkubation bei 37°C wird die Reaktion durch Zugabe von EDTA (0,2 M,
pH 8) gestoppt und die nicht inkorporierten Nukleotide durch Zentrifugation des
Reaktionsansatzes auf Quick Spin-Saulen/Sephadex G50 (GE Healthcare, Freiburg)
abgetrennt. AbschlieRend erfolgt eine Sminitige Denaturierung der doppelstrangigen
Sonde bei 95°C.

3.4.9 Vor- und Haupthybridisierung

Zur Sattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen Uber 2 Stunden
bei 65°C mit 100 pg/ml Fisch-DNA enthaltender Hybridisierungsldésung vorhybridisiert. Im
Anschluss folgte die Haupthybridisierung mit der jeweiligen Sonde uUber 24 Stunden bei
65°C.

3.4.10 Detektion und Quantifizierung

Nach der Hybridisierung Uber Nacht wurden die Membranen jeweils zweimal 15 Minuten
mit 2xSSC in DEPC-Wasser bei Raumtemperatur und 0,5xSSC in DEPC-Wasser bei
65°C gewaschen. Zur Vorauswertung der markierten Membranen erfolgte eine 2stlindige
Exposition einer Bildplatte des Fuji Bio-Imaging-Analysers BAS 1500 (Fuijifilm, Japan).
AnschlieBend wurde ein Autoradiographiefiim (Kodak BioMax MS Film; Sigma,
Taufkirchen) Uber 24-72 Stunden mit Hilfe eines Hyperscreens bei—80°C exponiert.
Dieser Schirm absorbiert die Strahlung starker 3-Strahler und gibt sie in Form von Licht,
welches den Film schwarzt, wieder ab. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit
Hilfe des Programms Quantity One Basic (Bio-Rad, USA).

3.5 Real time RT-PCR

Die Real time RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) ist ein
schnelles und vollautomatisiertes Verfahren zur Quantifizierung von mRNA-
Expressionsmengen. Dabei erfolgt im geschlossenen System die Amplifikation und
Produktdetektion sowie dessen Quantifizierung in einem Schritt (Higuchi et al. 1993;
Gibson et al. 1996; Heid et al. 1996). Fluoreszenzfarbstoffe oder Fluoreszenz-markierte
Sonden ermdglichen eine direkte Detektion der PCR-Produktakkumulation. Innerhalb
des PCR-Zyklus binden die Farbstoffe bzw. Sonden an die Ziel-DNA, wobei ein durch
eine Lichtquelle angeregtes Fluoreszenzsignal erzeugt wird. Dieses Signal korreliert
quantitativ mit der Menge an PCR-Produkt und kann Uber eine Software in Echtzeit (real
time) dargestellt werden. Bei der RT-PCR wird eine mRNA-Matrize mit Hilfe der
Reversen Transkriptase zunachst in cDNA umgeschrieben, bevor die PCR-Amplifikation
erfolgen kann. Wahrend sich die Two step PCR durch raumliche Trennung von
Transkription und Ampilfikation auszeichnet, erfolgen bei der One Step PCR beide
Reaktionen in einem Ansatz.
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3.5.1 Inkubationsprotokoll zur Real time RT-PCR

J774 Zellen wurden in Kulturschalen mit 6 Vertiefungen ausgesat und bis zum Erreichen
80%iger Konfluenz kultiviert. Im Anschluss erfolgte ein Wechsel auf serumfreies Medium
fur den Zeitraum von 12 Stunden sowie eine 6stindige Inkubation mit Lansoprazol. Bei
Hemmstoffexperimenten erfolgte eine 20minutige Vorinkubation mit dem jeweiligen
Inhibitor. Danach wurden die Zellen abgeschabt und die nach Zentrifugation erhaltenen
Pellets bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert.

3.5.2 RNA-Isolierung

Mit Hilfe des RNAeasy Plus Mini Kits (Qiagen, Valencia, CA, USA) erfolgte die Extraktion
der Gesamt-RNA-Menge nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip der RNA-Isolierung
beruht hierbei auf der Kombination von microspin Technologie und einer Siliciagel-
Membran, welche sich durch spezifische, selektive Bindungseigenschaften fur RNA
auszeichnet. Die Zellen wurden zunachst mit einem Guanidinisothiocyanat enthaltenden
Puffer lysiert und homogenisiert sowie RNasen und andere Zellkomponenten inaktiviert.
Die Zugabe von Ethanol gewahrleistet dabei eine angemessene Bindungsfahigkeit der
RNA an die RNA-bindende Membran und verhindert Kontaminationen. Die hochreine
RNA wurde schlief3lich mit 30 ul RNase-freiem Wasser aus der Membran eluiert.

3.5.3 Probenauftragung und Real time RT-PCR

Nach Gewinnung der RNA und spektrometrischer RNA-Konzentrationsbestimmung jeder
einzelnen Probe erfolgte die One step RT-PCR mit einem Quanti Tect SYBR Green RT-
PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) in einer Platte mit 96 Vertiefungen (well), wobei
jede Vertiefung eine Gesamtmenge von 40 ng RNA enthielt. Der verwendete
Cyaninfarbstoff SYBR Green 1 besitzt eine hohe Bindungsaffinitdt zu dsDNA. Durch
Interkalation zwischen die Basenpaare wird die Fluoreszenz des Cyaninfarbstoffs
1000fach verstarkt, was die Bestimmung der gebildeten DNA wahrend der PCR
ermaoglicht (Wittwer et al. 1997; Morrison et al. 1998). Das Ansetzen der PCR erfolgte auf
Eis, um vorzeitige Reaktionen der Polymerase zu verhindern. Die Durchfihrung der
einzelnen Schritte (Vorbereitung des Gemisches, Zugabe des Templates, Amplifizierung)
wurden raumlich getrennt durchgefuhrt, um die Entstehung falsch-positiver Ergebnisse
zu verhindern.

Komponenten Volumen pro Vertiefung (pl)
RNase-freies Wasser 3,25

HO-1 Primer (F) 2,5

HO-1 Primer (R) 25

2xQuanti Tect SYBR Green 12,5

RT-PCR Master Mix 0,25

Tabelle 3: Reaktionsansatz PCR
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Zu dem in Tabelle 3 angegebenen Reaktionsansatz wurden im Anschluss 4 pl
Negativkontrolle (RNase-freies Wasser), HO-1 Standard (HO-1-mRNA) oder die
jeweiligen Proben pipettiert. Der HO-1-mRNA-Standard wurde mit Riboprobe® In Vitro
Transcription System (Promega Corp., Madison, WI, USA) in dem Plasmidvektor pRC-
CMV-HO-1 synthetisiert und freundlicherweise von Dr. Hui Zhao (Department of
Pediatrics, School of Medicine, Stanford University, Stanford, CA, USA) zur Verfligung
gestellt. Das Endvolumen pro Vertiefung betrug 25 pl. Nach der Beladung der 96-well-
Platte und kurzer Zentrifugation (1 Minute) bei 1000 rpm erfolgte die Amplifizierung im
Thermozykler (Mx3005P QPCR System, Stratagene, La Jolla, CA, USA).
Zyklusbedingungen und verwendete Primer siehe Tabellen 4 und 5.

cDNA Synthese 30 Minuten bei 50°C
RT-Inaktivierung 15 Minuten bei 95°C
PCR-Zyklen (40x) 15 Sekunden bei 95°C

15 Minuten bei 60°C

30 Sekunden bei 72°C

Schmelzkurvenanalyse 30 Sekunden 65°C

30 Sekunden 95°C

Tabelle 4: Thermozyklen bei der PCR

Primer Sequenz bp

HO-1 (F) 5'-CCTTCCCGAACATCGACAGCC 3' 150
HO-1 (R) 5'-GCAGCTCCTCAAACAGCTCAA-3 150
B-Aktin (F) 5-AAGGAGATTACTGCTCTGGCTCCTA-3 149
B-Aktin (R) 5-ACTCATCGTACTCCTGCTTGCTGAT-3’ 149

Tabelle 5: Verwendete Primer

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 Verfugung gestellt. Die Analyse der Daten erfolgte mit der Opticon
Software (MJ Research, Waltham, MA, USA).

Die Anzahl an Kopien fir die HO-1-mRNA je Probe wurde anhand der Kalibriergeraden
des HO-1-mRNA-Standards (Kopie/ug RNA) kalkuliert, auf p-Aktin normiert und
dargestellt als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle.

3.6 Bestimmung der HO-Aktivitat durch  spektrometrische
Vermessung von Bilirubin

Im Zellsystem beruht die Bestimmung der totalen HO-Aktivitat auf dem enzymatischen
Abbau von Ham Uber die Zwischenstufe Biliverdin zu Bilirubin. Um eine vollstandige
Freisetzung der HO zu gewabhrleisten, werden die Zellen nach Inkubation und Ernte
zunachst aufgeschlossen. Durch Zugabe der entsprechenden Substrate sowie der
Biliverdinreduktase wird im zellfreien System NADPH-abhangig Bilirubin gebildet und
extrahiert. Die Menge an gebildetem, gelbfarbenem Bilirubin wird schlief3lich
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spektrometrisch vermessen und korreliert mit der enzymatischen Aktivitat aller HO-
Isoenzyme.

3.6.1 Inkubationsprotokoll zur Aktivitdtsbestimmung

Die jeweiligen Zelllinien (ECV 304, J774) wurden in Kulturschalen von 150 mm
Durchmesser ausgesat und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Anschliel3end
folgte ein Wechsel zu serumfreien Medium fur 12-24 Stunden sowie die Inkubation der
Zellen fur 12 Stunden mit den jeweiligen Substanzen. Danach wurden die Zellen in
kaltem PBS abgeschabt, in PBS-Mg-Puffer resuspendiert und bei -80°C aufbewahrt.

3.6.2 Aufarbeitung der Proben

Das schonende AufschlieRen der Zellen erfolgte durch dreimaliges Auftauen bei 37°C
und wieder Einfrieren mit Fllssigstickstoff, sowie einer 15sekindigen Nachbehandlung
im Ultraschallbad. Danach wurden die zellularen Bestandteile (10 Minuten bei 5000 rpm
und 4°C) abzentrifugiert und definierte Mengen des wassrigen Uberstandes fiir den
Reaktionsansatz sowie zur Proteinbestimmung nach Bradford verwendet.

3.6.3 HO-Aktivitatsbestimmung

Hamin, ein Analogon des korpereigenen Hams, diente als Substrat fur die HO-
Isoenzyme. Glucose-6-phosphatdehydrogenase, Glucose-6-phosphat sowie NADPH
stellen ein NADPH-generierendes System dar, welches als Reduktionsmittel beim
enzymatischen Abbau des Hams zu Biliverdin wirksam wird. Als Quelle fur die
Biliverdinreduktase wurde der ultrazentrifugierte Uberstand von Rattenlebercytosol
verwendet.

gl je Reaktions- | Endkonzentration
ansatz
PBS-Mg-Puffer 290 MgCl; (0,2 mM),
PBS (100 mM)
Lebercytosol 110
Glucose-6-phosphatdehydrogenase (50 U/ml) 15 0,2 mM
Glucose-6-phosphat (20 mM) 50 2mM
Probe 400
Hamin (1 mM) 25 20 uM
B-NADPH (40 mM) 25 0,8 mM

Tabelle 6: Reaktionsansatz fir die HO-Aktivitdtsbestimmung

Entsprechend der Reihenfolge in Tabelle 6 wurde der Reaktionsansatz
zusammengegeben, gut gemischt und fur 1 Stunde im Dunkeln bei 37°C inkubiert. Zur
Extraktion des gebildeten Bilirubins wurden die Proben mit 800 pl Chloroform stark
gevortext. Um die LOsung in eine wassrige und eine organische Phase zu trennen,
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wurde nacheinander je 5 Minuten bei 3000 rpm und 5000 rpm zentrifugiert. Nach
Separation der organischen Phase mit dem extrahierten Bilirubin erfolgte die
Vermessung am UV-Spektrometer (Amersham, Freiburg) bei den Wellenlangen 464 nm
und 530 nm (Referenzwellenlange).

Die gebildete Menge an Bilirubin (Extinktionskoeffizient 40 mM™ cm™) wurde Uber die
Differenz der Absorption bei 464 nm und 530 nm errechnet (Motterlini et al. 1996) und
auf den Proteingehalt der Proben normiert. Die totale HO-Aktivitat je Probe wurde als
prozentuale Bilirubinbildung (pro mg Protein und pro Stunde) angegeben.

3.7 Bestimmung der HO-Aktivitat durch gaschromatographische
CO-Messung

Neben der spektrometrischen Vermessung des gebildeten Bilirubins kann die Aktivitat
der Hamoxygenasen auch Uber die gaschromatographische Bestimmung des
freigesetzten CO erfolgen (Vreman et al. 1988; Vreman et al. 2000). Die zugrunde
liegende Gleichung lautet wie folgt:

HO
Hamin + 6 NADPH + 3 O, —> Biliverdin + CO + Fe?* + 3 H,O + 3 NADP*(2)

Die spektrometrischen Bestimmung von Bilirubin ist z.T. problematisch. Zum Einen ist es
unter Verwendung eines Multienzymassays schwierig einheitliche Standardbedingungen
zu schaffen. Zum Anderen ist der Extinktionskoeffizienten von Bilirubin abhangig vom
verwendeten Auszugsmittel (Tenhunen et al. 1968; Lodola et al. 1979). Die
gaschromatographische Quantifizierung von CO bietet hier eine deutlich sensitivere und
besser reproduzierbare Methode (Vreman et al. 1999).

Nach der Tétung der Versuchstiere sowie der schnellen Gewebeentnahme werden die
Gewebeproben entsprechend aufgearbeitet, mit Substrat (Methamalbumin, NADPH)
versetzt und das gebildete CO im Luftraum der jeweiligen Probenflaschchen
gaschromatographisch bestimmt. Das freigesetzte CO, berechnet als nmol CO/h/mg
Nassgewicht Gewebe und normiert auf % HO-Aktivitat im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle, korreliert mit der HO-Aktivitat aller Isoenzyme.

3.7.1 Applikation der Substanzen

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere einer 12stindigen Nahrungskarenz unterzogen,
erhielten jedoch freien Zugang zu Trinkwasser. Zunachst erfolgte die randomisierte
Aufteilung der Versuchstiere in zwei Gruppen (2 Vehikel-behandelte Tiere und 3
Omeprazol-behandelte Tiere pro Versuchsreihe). Im Anschluss wurde das Gewicht der
Mause bestimmt und Vehikel (15%ige (V/V) Tween-20-Losung bei oraler Applikation bzw.
45%ige (m/V) Cyclodextrinldsung bei intraperitonealer Applikation) oder Omeprazol 120
pmol/kg KG orale bzw. intraperitoneale appliziert. Zugang zu Nahrung wurde danach
wieder ad libitum gewahrt. Nach 24 Stunden erfolgte die Tétung der Tiere sowie die
schnelle Gewebeentnahme, -aufarbeitung und Vermessung der Proben.
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3.7.2 Gewebepréaparation

Nach 24 Stunden wurden die Tiere getotet, Leber, Magen und Niere entnommen, mit
eiskaltem KPO4-Puffer gesplilt und wie folgt aufgearbeitet: 100-150 mg (Nassgewicht)
Gewebe wurde 1:10 mit KPO4-Puffer verdunnt und zerschnitten. Im Anschluss wurden
die Gewebeproben zum Aufschluss der Zellen sowie zum homogenieren der Probe mit
einer eisgekuhlten Mikrosonde (Modell XL2000, Misonics, Farmingdale, NY, USA) fur
einige Sekunden unter standiger Kuhlung ultraschallbehandelt. Im Anschluss wurden die
Proben auf Eis gelagert und innerhalb einer Stunde vermessen.

3.7.3 HO-Reaktion

Pro Versuchstier und Gewebe wurden 5 Probenflaschchen (2 ml Braunglasgefale)
angefertigt, je 3 zur Bestimmung der totalen CO-Freisetzung sowie 2 zur Bestimmung
der CO-Freisetzung aus HO-unabhangigen Quellen. Diese basale CO-Produktion kann
u.a. durch Fotooxidation organischer Verbindungen oder Lipidperoxidation entstehen. Mit
einer 1,0 ml Hamilton-Pipette wurde in alle Porbenflaschchen 20 pl des aufgearbeiteten
Gewebes (2 mg Nassgewicht) und 20 ul Methamalbumin (150 uM) sowie 20 ul NADPH
(4,5 mM) zum Start der Enzymreaktion oder 20 uyl KPO4-Puffer zur Kontrolle der basalen
CO-Produktion pipettiert und die Probenflaschchen luftdicht verschlossen. Zunachst
erfolgte eine 5minutige Inkubation im Wasserbad bei 37°C unter Ausschluss von Licht
und eine anschlieRende Reinigung der Proben fur 2 Sekunden mit CO-freier Luft, um
einheitliche Startbedingungen in jedem Probenflaschchen zu schaffen. Die CO-freie Luft
entstand mit Hilfe eines Hopcalite-Katalysators (CuO/MnO;) (Trace Analytical,
Muskegon, MI, USA) bei 120°C und wurde uber ein 2-Kanulensystem mit einer FluRrate
von 200-300 ml/Minute durch den Gummistopfen in das Reaktionsgefal® transportiert.
Nach weiterer Inkubation der Proben im Wasserbad fir 15 Minuten wurde die HO-
Enzymreaktion schliellich durch Zugabe von 5 pl 60%iger (m/V) Sulfosalicylsaure
gestoppt. Die Probenflaschchen wurden im Dunkeln auf Eis, bis zur Quantifizierung des
bei der Reaktion freigesetzten CO, aufbewahrt (Vreman et al. 1999).

3.74 CO-Quantifizierung

Die gaschromatographische Trennung des gebildeten CO erfolgte mit Hilfe eines
Molekularsiebes vom Typ 13X (40-60 Mesh) (Alltec Associates, Deerfield, IL, USA). Das
Molekularsieb war in eine Edelstahlsdule (68x%0,53 cm) integriert und wurde vom
Tragergas (synthetische Luft) mit einer Durchflussrate von 30 ml/min bei einer
Arbeitstemperatur von 140°C durchstromt. Die Injektionszeit des Tragergases betrug 15
Sekunden, die Elutionszeit fur CO 90 Sekunden. Die Bestimmungsgrenze fur CO lag bei
1 pmol. Das freigesetzte CO wurde mit einem reduzierenden Gasdetektor (Reduction
Gas Analyser (RGA2, Peak Laboratories, Mountain View, CA, USA)) bestimmt. Die
Quantifizierung erfolgt dabei durch die photometrische Bestimmung von
Quecksilberdampf, welches bei der Reduktion von Quecksilberoxid durch CO entsteht.
Die Menge an Quecksilberdampf ist der CO-Freisetzung der Gewebeproben proportional.
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270°C

HgO + CO — CO, + Hg 1 (3)

Die entsprechenden CO-peaks wurden in ein elektrisches Signal umgewandelt und als
Integrationsflache mit einem 10 mV Rekorder in mVx*s aufgezeichnet. Mit Hilfe einer
Kalibriergerade konnte die CO-Produktion in pmol ermittelt werden.

In der praktischen Durchfiihrung wurde zunachst vor jeder Gaschromatographie, durch
die Vermessung definierter CO-Volumen (50-250 ul entspricht 24-120 pmol CO), eine
CO-Standardgerade erstellt. Im Anschluss wurden die einzelnen Proben vermessen und
schliellich die Menge an freigesetztem CO als nmol/h/mg Nassgewicht Gewebe nach
folgender Gleichung berechnet.

HO-Aktivitat (nmol/h/mg Nassgewicht Gewebe) =
nmol y 60 min/ A y ml y 1
1000 pmol  15min  mg Gewebe 0,02 ml

Total — Basaler CO-Gehalt (pmol CO) x (4)

Die HO-Aktivitat wurde schliel3lich dargestellt als % HO-Aktivitat, wobei die mit Vehikel
behandelten Kontrolltiere zu 100% gesetzt wurden.

3.8 Bestimmung freier Sauerstoffradikale

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

NADPH + 20, — NADP* + H*+ 20," (5)

Die Konzentration von Superoxidradikalen ist der mit Lucigenin-verstarkten
Chemilumineszenz proportional und kann am Luminometer vermessen werden (Li et al.
1998; Tarpey et al. 1999). Somit kénnen v.a. extrazellulare Konzentrationen an
Superoxidradikalen bestimmt und Ruickschllisse auf potenziell antioxidativ wirkende
Substanzen gezogen werden (Kopprasch et al. 2003).

3.8.1 Inkubationsprotokoll zur Sauerstoffradikalmessung

Zur Bestimmung freier Sauerstoffradikale wurden Endothelzellen sowie Makrophagen in
Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen ausgesat. Nach Erreichen der Konfluenz wurde fur
12-24 Stunden mit Medium ohne Serum inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit
den verschiedenen Substanzen Uber die jeweiligen Zeitrdume, mit einer maximalen
Inkubationszeit von 24 Stunden. Zur Ernte wurde das Zellkulturmedium entfernt und mit
PBS gespult. Dann wurden die Zellen trypsinisiert (ECV 304) bzw. abgeschabt (J774).
Das Trypsin wurde nach kurzer Einwirkzeit entfernt und die Zellen in PBS resuspendiert.
Nach Zugabe von NADPH (100 uM bei ECV 304, 10 uM bei J774) und Lucigenin (50 uM
bei ECV 304, 5 uyM bei J774) zur Zellsuspension wurde der Reaktionsansatz tber einen
Zeitraum von 20 Minuten am Luminometer vermessen. Die Bestimmung der direkten



Material und Methoden 43

radikalfangenden Eigenschaften von Bilirubin erfolgte ohne Vorinkubation durch direkte
Zugabe von Bilirubin und den Reagenzien zu den resuspendierten Zellen.

3.8.2 Messung der Lucigenin-verstarkten Chemilumineszenz

Fur die Entstehung der Chemilumineszenz durch die Reaktion von Lucigenin (Bis-N-
methylacridiniumnitrat) mit dem Superoxidradikal wird folgender Mechanismus diskutiert.
Das Lucigenin-Kation (Luc®*) nimmt zunachst ein Elektron auf und wird zum Radikal
reduziert (Luc™) (6). 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 (7) (Vasquez-Vivar et al. 1997; Tarpey et al.
1999).

Luc® +e — Luc” (6)
Luc™ + O, — Acridon + Licht (7)

Mit Hilfe eines Photomultipliers kénnen die Photonen gezahlt werden. Als Rohdaten
erhalt man so genannte relative Lichteinheiten (RLU = relative light units), die aus den
direkt gezahlten Impulsen berechnet werden. Die Stimulation der ROS-Bildung durch
NADPH in unbehandelten Kontrollzellen wurde als maximal erreichbarer RLU-Wert
(RLUmax) zu 100% gesetzt.

Durchgefuhrt wurde die Messung mit dem Luminometer Lumat LB 9507 (Berthold, Bad
Wildbad) entsprechend den Herstellerangaben.

3.9 Untersuchungen zur Viabilitat — LDH-Assay

Zur Bestimmung der zytotoxischen Sensitivitat der Zellen wurde ein Viabilitatstest
durchgefuhrt. Die Zerstérung der Zytoplasmamembran der Zellen ist ein
morphologisches Charakteristikum der Zellnekrose. Sie flhrt zu einer Freisetzung von
zytoplasmatischen Bestandteilen, wie z.B. Enzymen, in das Zellkulturmedium von denen
die meisten schnell abgebaut werden. Eine Ausnahme bildet die Lactatdehydrogenase
(LDH), die auch auRerhalb der Zelle sehr stabil ist. Im LDH-Assay wird die Aktivitat des
Enzyms durch die Umsetzung eines Formazansalzes nachgewiesen. Dadurch kommt es
zu einem Farbumschlag des geldsten Salzes, der photometrisch quantifiziert werden
kann (Parks et al. 1979; Szekeres et al. 1981; Murphy et al. 1993).

3.9.1 Inkubationsprotokoll

Zur Bestimmung des nekrotischen Zelltodes wurden Endothelzellen oder Makrophagen
in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen bis zur Konfluenz kultiviert. Nach 12stindiger
Inkubation mit serumfreien Medium erfolgte die Inkubation mit den verschiedenen
Substanzen Uber die jeweiligen Zeitraume, wobei das Maximum bei 24 Stunden lag.
Nach 24 Stunden wurden 100 pl des Zelliberstandes abgenommen und in eine 96-well-
Platte Gberfuhrt.



Material und Methoden 44

3.9.2 Enzymreaktion

Es folgte eine Inkubation mit Natriumlactat, NAD", Jodtetrazolchlorid und Diaphorase.
Die aus den Zellen freigesetzte LDH setzt Natriumlactat mit NAD+ als Coenzym zu
Pyruvat um. Dabei entsteht NADH+H", wobei die Wasserstoffatome von der Diaphorase
zur Reduktion des Jodtetrazolchlorids eingesetzt werden. Die Extinktion des
Formazansalzes wurde nach 30minutiger Inkubation bei 490 nm und bei 630 nm als
Referenzwellenlange gemessen. Dabei ist die Intensitat der Rotfarbung proportional zu
der Zahl der lysierten Zellen (Szekeres et al. 1981).

3.10 Bestimmung der HO-1-Promotoraktivitat

Die HO-1-Promotoraktivitat wurde mit Hilfe von in vivo Biolumineszenzmessung (BLI =
bioluminescent imaging) in NIH3T3-HO-1-/luc-Zellen bestimmt. Die NIH3T3-Zellen sind
mit dem 15kb mHO-1-Promotor, in dessen downstream Region die Firefly-Luciferase als
Reportergen  lokalisiert ist, stabil transfiziert. Die NIH-3T3-Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Christopher H. Contag (Stanford University, Stanford, CA;
USA) zur Verfugung gestellt.

5 DE-2 DE-1 PEP 5
HO-1 fue | I 11 X
-10Kb -4Kb +1Kb

Abbildung 7: HO-1-luc-Expressionsvektor bestehend aus der vollstdndigen 15kb 5’-upstream
Regulationseinheit des mHO-1-Gens sowie des Firefly-Luciferase-Gens. (DE: distaler Enhancer, PE:
proximaler Enhancer, P: Promotor) (Hajdena-Dawson et al. 2003).

Die Aktivitat des Proteins, der Luciferase, gilt dabei als Index fur die Promotoraktivitat
des HO-1-Gens und kann nach Zugabe des Substrates Luciferin als Lichtemission
gemessen und quantifiziert werden (Hajdena-Dawson et al. 2003).

3.10.1 Inkubationsprotokoll BLI

Die NIH3T3-HO-1-luc-Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 96 Vertiefungen ausgesat.
Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen fur 8 Stunden mit Medium ohne Serum
inkubiert. Daran schloss sich die Inkubation mit den jeweiligen Substanzen Uber die
angegebenen Zeitrdaume an. FlUr Versuche mit potenziellen Hemmstoffen wurde 20
Minuten mit den Inhibitoren vorinkubiert.
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3.10.2 Probenaufarbeitung und in vivo BLI

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde das Medium von der Zellkulturschale
entfernt. Nach 5mindtiger Inkubation der Zellen mit Luciferin (300 ug/ml) erfolgte die
Bestimmung der Biolumineszenz Uber einen Zeitraum von 5 Minuten mit dem I/n Vivo
Imaging System (IVIS™, Xenogen Corp., Alameda, CA, USA). Dabei dient das
Luciferase-Gen als ,Reportergen®. Durch das Enzym, die Firefly-Luciferase, wird
Luciferin in Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Magnesium-lonen oxidiert. Unter
Bildung von Oxyluciferin wird dabei Licht der Wellenlange 562 nm frei.

Luciferase
Luciferin + ATP + O, ——— Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + Licht (8)
Mg**

Die gebildeten Photonen werden mittels der Livinglmage Software (Xenogen, Alameda,
CA, USA) in entsprechenden Farbintensitaten visualisiert und sind der Promotoraktivitat
der HO-1 proportional. Als Rohdaten erhalt man die Anzahl an Photonen/5 Minuten
(Zhang 2002).

3.11 Material

American Type Culture Collection J774 (ATCC TIB 67), AGS (ATCC CRL 1739),

(ATCC), Manassas, VA, (USA) KATO-III (ATCC CL 101)

Axxora, Grinberg, (Deutschland) LDH-Zytotoxizitat-Kit (TaKaRa), HO-1-
Antikorper, Ultra Pure Water, Wortmannin

BioSynth, Naperville, IL, (USA) Luciferin

Charles River Laboratories, FVB-Mause

Wilmington, DE, (USA)
DIFCO Laboratories, Detroit, MI, (USA) Trypton

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

Frontier Scientific, Carnforth, (UK) CrMP
GE Healthcare, Freiburg, Dextransulfat, ECL Plus Detektionsreagenz,
(Deutschland) Hyperfilm ECL, Nitrocellulosemembran

Hybond-ECL, Nylonmembran Hybond N+,
Quick Spin Saulen

Hartmann Analytic, Braunschweig, 2p_dCTP
(Deutschland)



Material und Methoden

46

Invitrogen, Karlsruhe, (Deutschland)

Merck, Darmstadt, (Deutschland)

Peqlab, Erlangen, (Deutschland)
Qiagen, Hilden, (Deutschland),
Qiagen, Valencia, CA, (USA)

Roche, Mannheim, (Deutschland)

Roth, Karlsruhe, (Deutschland)

Serva, Heidelberg, (Deutschland)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
(Deutschland)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, (USA)

Stanford University, Stanford, CA,
(USA)

Agarose, DNA-Standard, fetales Kalberserum,
Ethidiumbromid, Fisch-DNA, PBS,
Penicillin/Streptomycin, Trypsin/EDTA, Tris,
Zellkulturmedien

DMSO, Ethanol, Isopropanol, Kaliumchlorid,
Kaliumhydrogenphosphat, Magnesiumchlorid,
Methanol, Natriumhydrogenphosphat

Protein-Marker, TriFast-Reagenz

Plasmid Midi Isolation Kit, Gel Extraction Kit,
RNAeasy Plus Mini Kit, Quanti-Tect SYBR
Green RT-PCR Kit

Random Primed DNA Labeling Kit,
Restriktionsenzyme

Bradford-Reagenz, Chloroform, Coomassie-
Brillantblau, DEPC, DMSO, EDTA,
Essigsaure, Formaldehyd, Formamid, Glycin,
Hefeextrakt, LB-Agar, MOPS, Natriumacetat,
Natriumchloid, Natriumcitrat, Natriumhydroxid,
SDS

Acrylamid

Actinomycin D, Ampicillin, APS, Bilirubin,
Blaumarker, BSA, Cadmiumchlorid,
Chloramphenicol, Cycloheximid, DNCB, DTT,
Ferritin-Antikorper, Glucose-6-phosphat,
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase,
Glutamin, Glycerol, Hamin, Lansoprazol, L-
NAME, Lucigenin, LY 294002, NADPH,
Omeprazol, PD 098059, Peroxidase-
gekoppelter Sekundarantikérper, PMSF,
Ranitidin, SB 203580, SDS, SOD, SP 600125,
TEMED, Triton-X 100

BSA, Cyclodextrin (2-Hydroxypropyl-3-
cyclodextrin), Hamin, LY 294002, NADPH, PD
098059, SB 203580, SB 202190, SP 600125,
Tween 20, Wortmannin

NIH3T3-HO-1-luc-Zellen (Dr. Christopher H.
Contag) HO-1-Primer, B-Aktin-Primer, HO-1-
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Standard (Dr. Stacy Burns-Guydish und Dr.
Hui Zhao)

TSI GmbH, Zeven, (Deutschland) Trockenmilchpulver
3.12 Puffer, Losungen und Medien
3.12.1 Puffer

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

MOPS: 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0 bei 37°C
SSC: 150 mM Natriumchlorid, 15 mM Natriumcitrat, pH 7,0 bei 37°C
Tris-Puffer: 20 M Tris, pH 7,4 bei 37°C

Tris/Tween-Puffer: 0,5% Tween, 20 M Tris, pH 7,4 bei 37°C

TAE-Puffer: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 % Essigsaure, pH 8,0 bei 37°C
Laufpuffer fur DNA-Agarose-Gelelektrophorese: 1x TAE

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

Laufpuffer fur RNA-Agarose-Gelelektrophorese: 1x MOPS

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

Sammelgelpuffer: 334 mM Tris, 17 mM SDS, pH 6,8 bei 37°C
Trenngelpuffer: 1 M Tris, 17 mM SDS, pH 8,8 bei 37°C

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

Laufpuffer fur SDS-PAGE: 50 mM Tris, 384 mM Glycin, 0,1% SDS
Transferpuffer fir Western Blot: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol

PBS-Mg-Puffer: 100 mM Kaliumhydrogenphosphat, 4,3 mM Magnesiumchlorid, pH 7,4
bei 37°C
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3.12.2  Lésungen
0,8%-iges TAE-Agarosegel: 8 g/l Agarose in 1x TAE

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

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

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

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

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

Entfarber: 10% Essigsaure, 45% Methanol in demineralisiertem Wasser
Blockierungslosung: 4% fettfreies Trockenmilchpulver in Tris-Puffer

3.12.3 Substanzlésungen

Lansoprazol, Omeprazol, Ranitidin, Actinomycin D, LY 294002, Wortmannin, PD 098059,
SB 203580, SB 202190, SP 600125 und DNCB wurden in entsprechenden Mengen
DMSO gel6st und als Stammlésungen bei -20°C gelagert. Zur weiteren Verdinnung der
DMSO-Ldsung wurde PBS verwendet. Alle Losungen wurden am Versuchstag frisch
hergestellt.

Bei den in vivo-Studien zur gaschromatographischen HO-Aktivitatsbestimmung wurde
Omeprazol in einer 45%igen (m/V) Cyclodextrinlésung (0,45 g 2-Hydroxypropyl-3-

cyclodextrin in 1 ml sterilem Wasser) geldst.

CHX wurde als Ready-Made-Lésung (100 mg/ml) gekauft. Die Verdinnungen wurden
mit PBS hergestellt.

Bilirubin (10 mM), CrMP-Stammlésung (10 mM) und Hamin (1 mM) wurden mit 50 pl 2N
NaOH angel6st und mit PBS, sterilem Wasser bzw. PBS-Mg-Puffer verdinnt.

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

Luciferin (30 mg/ml) wurde in sterilem Wasser geldst.
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Methamalbumin (1,5 mM Hamin/0,15 mM BSA): 9,9 mg Hamin wurden in 2,5 ml 0,4 M
Naz;PO,4 geldst. AnschlieRend wurden 100 mg BSA zugegeben und das Volumen zu 8
ml mit destilliertem Wasser aufgeflllt. Letztlich erfolgte die Einstellung des pH-Wertes
auf einen Wert von 7,4 mit 1 M HCI und das Volumen wurde zu 10,0 ml mit destilliertem
Wasser erganzt.

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

3.12.4 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/l Ampicillin,
pH 7,5 bei 37°C

3.13 Statistik

Alle Daten der Biolumineszenz- und Chemilumineszenzmessung sowie der Real time
RT-PCR und der spektrometrischen HO-Aktivitatsbestimmung sind jeweils als Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwertes (x £ SEM) von n=2-6 unabhangigen Experimenten
angegeben. Die densitometrischen Daten der Northern- und Western-Blot-Analysen
basieren auf n=3-6 unabhangigen Experimenten. Bei den gaschromatographischen CO-
Messungen zur Bestimmung der HO-AKktivitat erfolgten 3 unabhangige Experimente mit
je 2 Kontroll- (Vehikelapplikation) und 3 Versuchstieren (Substanzapplikation).

Eine Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni’'s multipler Vergleichstest sowie der
Student’s unpaired t-test wurden angewendet zur Prifung auf signifikante Unterschiede
zwischen experimentellen Gruppen. Dabei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05 als statistisch signifikant angesehen.

3.14 Kooperationen

Die Real time RT-PCR Messungen in J774, die HO-1-Promotoraktivitatsbestimmung in
NIH-3T3-Zellen sowie die gaschromatographische CO-Detektion in Mausgeweben
wurden in einem zeitlich begrenzten Rahmen von insgesamt 5 Monaten an der Stanford
University (Stanford, CA, USA) durchgefihrt. Die entsprechenden Materialien, Zelllinien
und Gerate wurden freundlicherweise von Prof. David K. Stevenson (Department of
Pediatrics, School of Medicine, Stanford University, Stanford, CA, USA) zur Verfigung
gestellt.

Erste Untersuchungen zur Induktion der HO-1 auf mRNA-Ebene in Magenzellen
erfolgten in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Thorsten Pohle
(Universitatsklinikum Munster, Westfalische = Wilhelms-Universitat ~ Munster).
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4 Ergebnisse

4.1 Effekte auf die Transkription des HO-1 Gens

Aktuelle Studien zeigen protektive, antioxidative sowie antiinflammatorische
Eigenschaften fur PPls (Biswas et al. 2003; Blandizzi et al. 2005). Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind bisher nicht vollstandig geklart. Direkte radikalfangende
Eigenschaften sowie indirekte zellprotektive Wirkungen durch Induktion antioxidativer
Proteine sind denkbar. Eine Vielzahl von Studien belegt eine protektive Wirkung der
induzierbaren HO-1 sowohl in vivo als auch in vitro. Abgesehen von Studien mit
Antisense- und Knock-out-Modellen verdeutlichen Untersuchungen von Patienten mit
entsprechenden Gendefekten die zentrale Rolle der HO-1 bei der Abwehr von
oxidativem Stress (Immenschuh et al. 2000; Otterbein et al. 2000b; Ono et al. 2003;
Funk et al. 2004; Ono et al. 2004; Lo et al. 2007).

Da die Genaktivierung der HO-1 hauptsachlich auf transkriptioneller Ebene reguliert wird
(Maines et al. 2005; Ryter et al. 2006; Alam et al. 2007), sollte zunachst untersucht
werden, ob PPIs die Synthese der HO-1-mRNA sowie die HO-1-Promotoraktivitat in
unterschiedlichen Zellsystemen stimulieren.

Fur die Northern-Blot-Analyse wurden gastrale Epithelzellen und humane Endothelzellen
uber einen Zeitraum von 8 Stunden mit Lansoprazol oder Omeprazol inkubiert. Als
Positivkontrolle diente der potente HO-1-Induktor Cadmiumchlorid (CdCl;) (10 pM). Zum
Erstellen der Stammlésungen von Lansoprazol und Omeprazol wurde Dimethylsulfoxid
(DMSO) als Lésungsmittel verwendet. DMSO hatte eine maximale Konzentration von
1,67 pl/ml im Reaktionsansatz und zeigte in den eingesetzten Konzentrationen keine
Eigeneffekte. Zur Kontrolle einer einheitlichen Gelbeladung wurde ein Abgleich mit B-
Aktin vorgenommen.

Mit Hilfe der Real time RT-PCR wurden Untersuchungen zur Stimulation der
Transkription des HO-1-Gens durch Lansoprazol in Makrophagen durchgefiihrt. Hier
wurde zur Positivkontrolle an Albumin gebundenes Hamin (30 uM Methamoglobin, nicht
dargestellt) als natlrliches Substrat eingesetzt. Das verwendete Lésungsmittel DMSO
hatte eine maximale Konzentration von 0,3 uyl/ml im Reaktionsansatz und zeigte keine
Eigeneffekte. Die Ergebnisse wurden ebenfalls auf B-Aktin normiert.

Mit der nicht invasiven BLI-Methode wurden in stabil transfizierten Mausfibroblasten
Untersuchungen zur HO-1-Promotoraktivitat durchgefuhrt. Das BLI-Verfahren ermdglicht
eine  Bestimmung der Promotoraktivitit ohne das  Zellsystem  durch
Aufarbeitungsprozesse zu zerstéren sowie die Gewinnung einer Vielzahl von Daten in
kurzen Zeitraumen. Als Positivkontrolle diente ebenfalls Methamoglobin (30 uM, nicht
dargestellt). Das verwendete Lésungsmittel DMSO hatte eine maximale Konzentration
von 0,3 pl/ml im Reaktionsansatz und zeigte keine Eigeneffekte.
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4.1.1 Konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol
in gastralen Epithelzellen

Die Integritat der Epithelschicht des Magens ist mafigeblich an der Barrierefunktion der
Mukosa gegen aggressive Faktoren, wie z.B. ROS, beteiligt. Deswegen wurde zunachst
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Thorsten Pohle (Universitatsklinikum
Munster, Westfalische Wilhelms-Universitat Minster) untersucht, ob PPIs die HO-1 im
gastralen Epithel induzieren. Als Modell fur die Epithelzellschicht der Magenschleimhaut
dienten die humanen gastralen Zelllinien AGS und KATO-III. Diese wurden 8 Stunden
mit Lansoprazol (30-300 uM) inkubiert. Sowohl Lansoprazol (30-300 uM) als auch
Omeprazol (Daten nicht dargestellt) zeigten sich als potente Stimulatoren des HO-1-
Gens in gastralen Epithelzellen (Abb. 8) (Becker et al. 2006).

Lansoprazol (uM) cdcl,
kKoN | 30 100 300 'DMsSO (10 uM)

ﬂ HO-1-mRNA
A

Lansoprazol (uM) cdcl,
KON | 30 100 300 |DMSO(10 pM)

Abbildung 8: Effekt von Lansoprazol auf die Induktion der HO-1-mRNA in gastralen Epithelzellen.

Reprasentative Northern-Blots aus n=3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. AGS-Zellen (A) und
KATO-IlI-Zellen (B) wurden 8 Stunden mit Lansoprazol (30-300 uM) oder CdCl, (10uM) inkubiert.

4.1.2 Konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-mRNA durch
Lansoprazol und Omeprazol in Endothelzellen

Im Weiteren sollte die Unabhangigkeit der gastroprotektiven Eigenschaften von der
antisekretorischen Wirkung durch die Inkubation von Zellsystemen, die keinen Einfluss
auf die Magensaureproduktion nehmen, gepruft werden. Endothelzellen und
Makrophagen dienten daflr als geeignete Modelle, da sie einerseits im Magengewebe
fur die Blut- und Nahrstoffversorgung sowie als zirkulierende Blutzellen fir die
Immunabwehr und bei Entzindungsprozessen von entscheidender Bedeutung sind,
andererseits jedoch nicht Uber eine H*/K*-ATPase verfligen (Jaisser et al. 1999).

Beide PPIs fuhrten in Endothelzellen zu einer konzentrationsabhangigen Induktion der
HO-1-mRNA (Abb. 9). Dabei stimulierten Lansoprazol (5.6fach) und Omeprazol (6.9fach)
die HO-1-mRNA-Bildung ahnlich stark wie die Positivkontrolle CdCl, (5,3fach).
Lansoprazol zeigte bereits in geringerer Konzentration (30 pyM signifikant) eine starkere
Aktivierung der mRNA-Bildung als Omeprazol (100 uM signifikant). Ahnliche Ergebnisse
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konnten in einer weiteren humanen Endothelzelllinie (EAhy 926) detektiert werden (nicht
dargestellt).
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Abbildung 9: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die Induktion der HO-1-mRNA in
Endothelzellen.

Repréasentative Northern-Blots mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 8 Stunden
mit Lansoprazol (3—100 pM), Omeprazol (10-500 pyM) oder CdCl, (10 pM) inkubiert. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON);
einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.1.3 Effekte von Ranitidin und Lansoprazol auf die HO-1-mRNA in
Endothelzellen

Prazole sind Mittel der 1. Wahl zur Therapie von saurebedingten Erkrankungen und
zeigen u.a. bei der Abheilung von NSAID-induzierten Ulzerationen deutliche Vorteile
gegenuber H;-Antihistaminika (Singh et al. 2005). Die Induktion antioxidativer Gene, wie
die HO-1, konnten die gastroprotektiven, saureunabhangigen Effekte begrinden. Diese
These sollte in einem direkten Vergleich zwischen Lansoprazol und Ranitidin zur
Induktion der HO-1-mRNA gepruft werden. Das H;-Antihistaminikum Ranitidin hatte in
den Konzentrationsbereichen von 30 pyM bis 300 yM im Unterschied zu Lansoprazol
keinen Effekt auf die Transkription des HO-1-Gens (Abb. 10). Ahnliche Befunde konnten
auch auf Proteinebene und fir die HO-1-Promotoraktivitdt gezeigt werden (nicht
dargestellt). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die gastroprotektiven Effekte der
PPls im Zusammenhang mit einer Induktion der HO-1 stehen kdnnten.

Ranitidin (uM) Lansoprazol (uM)
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N w EN [6)] » ~
1

1% 1,02x  1,02x g 03x

1 - — =

0

KON [ 30 100 300 )| 10 30 100 |
Ranitidin (uM) Lansoprazol (uM)

Abbildung 10: Effekt von Lansoprazol und Ranitidin auf die Induktion der HO-1-mRNA in
Endothelzellen.

Reprasentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 8 Stunden
mit Lansoprazol (10-100 puM) oder Ranitidin (30-300 puM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte £ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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41.4 Konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-mRNA in Makrophagen

Die Bestimmung der Lansoprazol-induzierten HO-1-mRNA-Synthese in J774-Zellen
wurde mit Hilfe der Real time RT-PCR durchgefuhrt. Eine Inkubation von murinen
Makrophagen mit Lansoprazol (3-100 uM) Uber einen Zeitraum von 6 Stunden fuhrte zu
einer konzentrationsabhangigen Steigerung der HO-1-mRNA (Abb. 11). Dabei waren die
Konzentrationsbereiche fur signifikante Effekte mit denen in Endothelzellen identisch.
Allerdings blieb die Stimulierung mit einer maximalen 3fachen Induktion der HO-1-mRNA
unter den in Endothelzellen erzielten Effekten. Dies kdonnte sowohl in der geringeren
Inkubationszeit als auch in den verschiedenen Zellmodellen begrindet liegen.

Induktion der HO-1-mRNA

KON |_3 10 30 50 100 ] DMSO
Lansoprazol (uM)

Abbildung 11: Effekt von Lansoprazol auf die Induktion der HO-1-mRNA in Makrophagen.

Real-time RT-PCR abgeglichen auf B-Aktin. J774-Zellen wurden 6 Stunden mit Lansoprazol
(3—=100 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=2 Einzelexperimenten.
* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.1.5 Effekte von Lansoprazol und Omeprazol am murinen HO-1-Promotor

Nach einer Inkubation der NIH3T3-HO-1-/luc-Zellen mit Lansoprazol (10, 50 yM) oder
Omeprazol (30, 100 uM) Uber einen Zeitraum von 2-24 Stunden erfolgte die Messung
der Luciferase-Aktivitat, welche mit der Aktivitdt des mHO-1-Promotors korreliert. Dabei
wurde sowohl eine zeit- als auch eine konzentrationsabhangige Steigerung der
Promotoraktivitat mit beiden PPIs erzielt (Abb. 12, Tab. 7). Das Maximum einer 2fachen
Stimulierung zeigte sich fur 100 yM Omeprazol im betrachteten Zeitraum nach 24
Stunden (Abb. 12B, Tab. 7). Mit Lansoprazol konnten ahnlich starke Effekte bereits in
einer Konzentration von 50 uM beobachtet werden (Abb. 12A, Tab. 7).
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KON 2h 4h 6h 8h 24h

10
500
A Lansoprazol (uM)
150
KON 2h 4h 6h 8h 24h
|
500 30
B Omeprazol (uM)

150

Abbildung 12: Reprasentative BL-Aufnahmen von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) in stabil
transfizierten Mausfibroblasten.

NIH3T3-Zellen, stabil transfiziert mit dem 15kb mHO-1-luc-Promotor, wurden mit Lansoprazol
(10, 50 pM) oder Omeprazol (30; 100 uM) 2-24 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde die Aktivitat
der Firefly-Luciferase nach Zugabe von Luciferin mittels in vivo Imaging bestimmt. Gezeigt sind
reprasentative BL-Aufnahmen von n=3 Versuchsreihen pro Einzelexperiment. Alle BL-Aufnahmen
wurden gemessen als Photonen/5 Minuten.

2h 4h 6h 8h 24h
KON - - - - 1,00+
0,02
Lansoprazol (10uM) 0,99+ 1,14+ 1,25+ 1,44+ 1,68+
0,03 0,04 0,06 0,05* 0,07*
Lansoprazol (50uM) 1,12+ 1,281 1,41+ 1,541 2,22+
0,04 0,05* 0,05* 0,03* 0,06*
Omeprazol (30uM) 1,07+ 1,28+ 1,34+ 1,42+ 1,69+
0,05 0,06 0,07* 0,07* 0,08*
Omeprazol (100uM) 1,21+ 1,331 1,44+ 1,511 1,99+
0,06 0,11* 0,07* 0,09* 0,09*

Tabelle 7. Zeitabhangiger Effekt von Lansoprazol und Omeprazol auf die HO-1-Transkriptionrate in
stabil transfizierten Mausfibroblasten.

NIH3T3-Zellen, stabil transfiziert mit dem 15kb mHO-1-luc-Promotor, wurden mit Lansoprazol
(10; 50 yM) oder Omeprazol (30; 100 uM) 2-24 Stunden inkubiert. AnschlielRend wurde die Aktivitat
der Firefly-Luciferase nach Zugabe von Luciferin mittels in vivo Imaging bestimmt. Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte £+ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON);
einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.1.6 Zusammenfassung

Eine Stimulierung des HO-1-Gens durch PPIs konnte in unterschiedlichen Zellsystemen
sowie mit unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der HO-1-Transkriptions-
aktivierung beobachtet werden. Lansoprazol und Omeprazol waren in der Lage, die
MRNA-Menge durchschnittlich auf das 5,6 bzw. 6,9fache in Endothelzellen zu steigern.
Ranitidin zeigte im Unterschied zu Lansoprazol keinen Einfluss auf die Stimulierung der
HO-1-mRNA. Dieser Befund unterstutzt die These, dass eine Induktion der HO-1 den
gastroprotektiven Effekten der PPIs zugrunde liegen kdnnte. Da die PCR-Experimente in
einem zeitlich begrenzten Rahmen durchgefuhrt wurden, konnte eine Erhéhung der HO-
1-mRNA hier nur fur Lansoprazol gezeigt werden. Allerdings flhrte die Inkubation von
NIH3T3-HO-1-luc-Zellen mit Omeprazol und Lansoprazol zur Aktivierung des mHO-1-
Promotors in Mausfibroblasten, was darauf deutet, dass auch Omeprazol in der Lage ist,
die HO-1-mRNA-Menge in anderen murinen Zelllinien zu erhdhen. Mit Hilfe der
Promotoraktivitadtsbestimmung Uber einen Zeitraum von 2-24 Stunden konnte neben
einer Konzentrationsabhangigkeit ein zeitabhangiger Effekt auf die Transkription der
HO-1 verdeutlicht werden (Abb. 12, Tab. 7). Lansoprazol zeigte sich in allen
Untersuchungen zur HO-1-Transkription als das potentere der beiden Prazole.

4.2 HO-1-Induktion auf Proteinebene

Mit Hilfe der Western-Blot-Technik sollte der Frage nachgegangen werden, ob die
erhohte Transkription der HO-1 durch PPIs auch eine vermehrte HO-1-Proteinsynthese
zur Folge hat. Dazu wurden humane Endothelzellen (ECV 304) und murine
Makrophagen (J774) mit den angegebenen Substanzen in verschiedenen
Konzentrationen bzw. zu unterschiedlichen Zeitpunkten inkubiert und anschlieend
wurde eine Western-Blot-Analyse durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente in jedem
Experiment der bekannte HO-1-Induktor CdCl; (10 uM, nicht dargestellt).

4.2.1 Konzentrationsabhangige Effekte auf die Induktion des HO-1-Proteins in
Endothelzellen

Humane Endothelzellen wurden zunachst mit Lansoprazol (10-100 uM) und Omeprazol
(30-300 pM) inkubiert. Dabei war sowohl flr Lansoprazol als auch fur Omeprazol eine
konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-Proteinexpression detektierbar (Abb. 13).
Mit beiden PPIs konnte eine maximale knapp 3fache Stimulation der
HO-1-Proteinsynthese gegentber den unbehandelten Kontrollen erreicht werden.
Lansoprazol zeigte jedoch insgesamt eine starkere Potenz zur Induktion des
HO-1-Proteins, da das Maximum der Stimulation bereits bei 100 pyM erreicht wurde.
Hohere Substanzkonzentrationen konnten die Proteinbildung nicht steigern (nicht
dargestellt). Signifikante Effekte von Lansoprazol waren ab einer Konzentration von 50
MM zu beobachten (Abb. 13A). Bei Omeprazol hingegen konnten signifikante Effekte erst
in einer Konzentration von 100 uM sowie eine maximale Stimulation erst mit 300 uM
erzielt werden (Abb. 13B).
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Das verwendete Losungsmittel DMSO hatte eine maximale Konzentration von 1 pl/ml im
Reaktionsansatz und zeigte in diesem und den folgenden Experimenten zur HO-1-
Proteininduktion keine Eigeneffekte (Abb. 13B).
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Abbildung 13: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die Induktion des HO-1-Proteins in
Endothelzellen.

Reprasentative Western-Blots mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 8 Stunden
mit Lansoprazol (10-100 pM) oder Omeprazol (30-300 pM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.2.2 Zeitabhangige Effekte auf die Induktion des HO-1-Proteins in
Endothelzellen

Weiterhin wurde der Effekt von Lansoprazol und Omeprazol auf die HO-1-
Proteininduktion in Endothelzellen in Abhangigkeit von der Zeit untersucht. Dazu wurden
die Zellen Uber einen Zeitraum von 4-24 Stunden mit der jeweiligen Substanz inkubiert.
Als Kontrolle (KON) dienten Zellen, die Uber 24 Stunden anstelle von PPls mit
Nuchternmedium behandelt wurden. Fur beide PPls konnte eine zeitabhangige
Stimulierung der Proteinexpression gezeigt werden (Abb. 14). Eine signifikante
Aktivierung der Proteinsynthese konnte fir 100 yM Lansoprazol und 300 yM Omeprazol
nach einer 8stindigen Inkubationszeit detektiert werden. Interessanterweise sind fir
Lansoprazol und Omeprazol unterschiedliche Effekte bei der zeitabhangigen HO-1-
Proteininduktion zu beobachten. Wahrend Lansoprazol im Vergleich zu Omeprazol in
einer geringeren Konzentration bis zu 12 Stunden starkere Effekte erzielte, fihrte eine
langere Inkubationszeit (24 Stunden) bei Lansoprazol zu keiner weiteren Steigerung der
HO-1-Proteinsynthese (Abb. 14A und C). Omeprazol (300 uM) erreichte hingegen erst
nach 24stindiger Inkubation das Maximum an Stimulation im betrachteten Zeitraum
(Abb. 14B und C).
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Abbildung 14: Effekt von Lansoprazol und Omeprazol auf die Induktion des HO-1-Proteins in
Endothelzellen.

Repréasentative Western-Blots (A, B) mit densitometrische Auswertung (C). ECV304-Zellen wurden 4-
24 Stunden mit 100 yM Lansoprazol oder 300 yM Omeprazol inkubiert. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte £ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.2.3 Konzentrationsabhangige Effekte auf die Induktion des HO-1-Proteins in
Makrophagen

Makrophagen zeigen eine hohe NADPH-Oxidase-Aktivitat und gelten daher als eine
Hauptquelle fir ROS im Organismus (Griendling et al. 2000; Jankov et al. 2003; Cathcart
2004). DarlUber hinaus spielen sie als Funktionseinheit des mukosalen Immunsystems
eine entscheidende Rolle im Entzindungsgeschehen und scheinen besonders bei
inflammatorischen Prozessen bedeutende Produzenten der HO-1 zu sein (Kampfer et al.
2001; Yachie et al. 2003). Vor diesem Hintergrund sollte der Frage nachgegangen
werden, ob eine Induktion des antioxidativen HO-1-Proteins durch PPIs auch in
Makrophagen moglich ist. Dazu wurden murine Makrophagen (J774) Uber einen
Zeitraum von 8 Stunden mit Lansoprazol (5-100 pM) und Omeprazol (10-300 pM)
inkubiert. Lansoprazol konnte eine signifikante Steigerung der HO-1-Proteinexpression
bereits ab einer Konzentration von 50 uM erzielen (Abb. 15A). Als Maximum wurde eine
2,5fache Steigerung der HO-1-Expression gegenuber den unstimulierten Kontrollzellen
mit 100 pM Lansoprazol detektiert. Starkere Effekte konnten auch mit hoheren
Substanzkonzentrationen nicht erreicht werden (300uM, nicht dargestellt). Omeprazol
konnte in einer Konzentration von 100 pM die HO-1-Proteinsynthese &ahnlich stark
induzieren (2,2fach), bei geringeren Konzentrationen waren allerdings keine signifikanten
Effekte zu beobachten. Im Gegensatz zu Lansoprazol konnte mit 300 yM Omeprazol
eine weitere Steigerung der HO-1-Expressionsrate provoziert werden (Abb. 15B).
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Abbildung 15: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die Induktion des HO-1-Proteins in
Makrophagen.

Reprasentative Western-Blots mit densitometrischer Auswertung. J774-Zellen wurden 8 Stunden mit
Lansoprazol (5-100 uM) oder Omeprazol (10-300 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte
+ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA
und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.2.4 Zusammenfassung

Lansoprazol und Omeprazol aktivieren die HO-1-Proteinexpression konzentrations- und
zeitabhangig in humanen Endothelzellen. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in
Makrophagen und gastralen Epithelzellen (Becker et al. 2006) erzielt werden.
Lansoprazol zeigte sich dabei als das potentere der beiden Prazole. Hinsichtlich der
Effektivitdt und Intensitat zur Proteininduktion traten in den verschiedenen Zellmodellen
kaum Unterschiede auf.

4.3 Untersuchungen zur Viabilitat

Hohere  Substanzkonzentrationen  oder langere Inkubationszeiten  konnten
moglicherweise eine toxische Wirkung haben. Um nekrotische Zellprozesse
auszuschlieRen, wurde ein LDH-Assay durchgefihrt. Die LDH-Freisetzung qilt als
Marker fur den nekrotischen Zelltod (Decker et al. 1988). Nach Inkubation der Zellen fur
2-24 Stunden mit beiden PPIs, erfolgte die Bestimmung der LDH-Freisetzung im
Zelluberstand durch photometrische Vermessung des gebildeten Formazansalzes. Die
Intensitat der Rotfarbung ist dabei proportional zu der Zahl der lysierten Zellen (Szekeres
et al. 1981). Die Absorption der unbehandelten Kontrollzellen wurde 1 gesetzt.
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4.3.1 Effekte von Omeprazol und Lansoprazol auf die Viabilitat von
Endothelzellen

Bis zu einer Inkubationszeit von 10 Stunden zeigten beide PPls in der maximal
verwendeten Konzentration von 500 pM in Endothelzellen keine erhdhte LDH-
Freisetzung (Abb. 16). Nach 24 Stunden Inkubationszeit ist bei Lansoprazol eine
signifikante LDH-Freisetzung zu beobachten. Deshalb wurde in den Experimenten der
vorliegenden Arbeit eine maximale Inkubationszeit von 12 Stunden mit 500 uyM
Lansoprazol in Endothelzellen nicht Gberschritten.
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Abbildung 16: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die LDH-Freisetzung in

Endothelzellen.

ECV304-Zellen wurden 2-24 Stunden mit Omeprazol (500 uM) oder Lansoprazol (500 uM) behandelt.
Nach 24 Stunden wurde im Zelliberstand die LDH-Freisetzung gemessen. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten.* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.3.2 Effekte von Omeprazol und Lansoprazol auf die Viabilitat von
Makrophagen

Bei Lansoprazol wurde nach 24stiindiger Inkubation mit 100 uM ein signifikanter Anstieg
der LDH-Freisetzung in Makrophagen beobachtet (Abb. 17A). Aus diesem Grund wurden
Makrophagen in der vorliegenden Arbeit maximal Uber einen Zeitraum von 12 Stunden
mit 100 pM Lansoprazol inkubiert. Omeprazol zeigte in den verwendeten
Konzentrationen (100, 300 uM) keine vermehrte LDH-Freisetzung in Makrophagen (Abb.
17B).
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Abbildung 17: Effekt von Lansoprazol (A) oder Omeprazol (B) auf die LDH-Freisetzung in
Makrophagen.

J774-Zellen wurden 2-24 Stunden mit Omeprazol (100-300 yM) und Lansoprazol (30-100 uM)
behandelt. Nach 24 Stunden wurde im Zelliberstand die LDH-Freisetzung gemessen Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten.* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle
(KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.3.3 Zusammenfassung

Sowohl in Makrophagen als auch in Endothelzellen zeigte sich bis zu einer
Inkubationszeit von 12 Stunden fur die maximal verwendeten Konzentrationen von
Lansoprazol und Omeprazol keine Zellnekrose. Eine signifikante Erhdhung der LDH-
Freisetzung wurde fur Lansoprazol nach einer 24stliindigen Inkubationszeit beobachtet.
In Makrophagen wurde eine erhdhte LDH-Freisetzung durch Lansoprazol bereits in
geringeren Konzentrationen (100 uM) im Vergleich zu den Endothelzellen (500 uM)
detektiert. Dies lasst darauf schlieRen, dass Makrophagen ein, im Hinblick auf toxische
Substanzeffekte, sensibleres Zellsystem sind. Aufgrund dieser Ergebnisse kann
Zellnekrose durch mogliche toxische Effekte der PPIs in hohen Konzentrationen fir die,
in dieser Arbeit gewahlten Untersuchungsbedingungen ausgeschlossen werden.

4.4 HO-Aktivitat im Zellsystem

Mittels spektrometrischer Bestimmung der gebildeten Bilirubinmenge sollte untersucht
werden, ob die Induktion der HO-1-Transkription und -Translation durch PPIs auch zu
einem katalytisch aktiven Enzym fuhrt. Nach einer 12stindigen Inkubation in
Endothelzellen oder in Makrophagen wurde die enzymatische Aktivitdt der HO durch
Bilirubinmessung im zellfreien System bestimmt. Hierbei wird die Gesamtaktivitat der
Isoenzyme ermittelt. Allerdings stellt die HO-1 das einzig induzierbare Isoenzym dar. Als
Positivkontrolle diente Hamin (10 puM, nicht dargestellt), welches als Ham-Analogon
ahnlich dem naturlichen Substrat in der Lage ist, die HO zu aktivieren. Das verwendete
Losungsmittel DMSO hatte eine maximale Konzentration von 1,67 pl/ml im
Reaktionsansatz und zeigte in den eingesetzten Konzentrationen keine Eigeneffekte.
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441 Effekt auf die HO-Aktivitat in Endothelzellen

Die Inkubation der Endothelzellen mit Lansoprazol (50-500 uM) und Omeprazol
(30-500 uM) fuhrte mit zunehmender Konzentration zu einer Steigerung der HO-Aktivitat
(Abb. 18). Lansoprazol konnte die Bilirubinmenge um bis zu 66% gegenuber den
unbehandelten Kontrollzellen erhohen. Signifikante Effekte zeigten sich im Unterschied
zur Proteininduktion jedoch erst bei Konzentrationen ab 300 pM (Abb 18A).
Interessanterweise konnte mit Omeprazol eine signifikante Aktivitatserhohung bereits bei
einer Konzentration von 100 uM erzielt werden. Im Unterschied zur Transkriptions- und
Translationsebene fuhrte Omeprazol im Vergleich zu Lansoprazol bereits in geringeren
Konzentrationen (300 uM) zu einer starkeren HO-Aktivitatssteigerung (Abb. 18B).
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Abbildung 18: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die HO-Aktivitat in Endothelzellen.

ECV304-Zellen wurden 12 Stunden mit Lansoprazol (50-500 yM) oder Omeprazol (30-500 pM)
inkubiert. Nach anschlieBender Ernte und enzymatischer Reaktion wurde die Menge an gebildetem
Bilirubin bestimmt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten.
* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.4.2 Effekt auf die HO-Aktivitat in Makrophagen

Die Inkubation von Makrophagen mit Lansoprazol (10-100 uM) Uber einen Zeitraum von
12 Stunden flhrte zu einer signifikanten Stimulierung der Bilirubinbildung (Abb. 19). Die
Aktivitat der HO konnte bei einer Substanzkonzentration von 100 yM maximal um 54%
gegenuber den unbehandelten Kontrollzellen gesteigert werden. Die Ergebnisse von
LDH-Tests (Abb. 16 und 17) verdeutlichen, dass es sich bei Makrophagen im Vergleich
zu Endothelzellen um ein sensibleres Zellsystem handelt. Um eine mogliche
Stressinduktion auszuschlieBen, wurden keine hoheren Substanzkonzentrationen
verwendet.
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Abbildung 19: Effekt von Lansoprazol auf die HO-Aktivitat in Makrophagen.

J774-Zellen wurden 12 Stunden mit Lansoprazol (10-100 uM) inkubiert. Nach anschlieRender Ernte
und enzymatischer Reaktion wurde die Menge an gebildetem Bilirubin bestimmt. Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte £+ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten.* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON);
einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.4.3 Zusammenfassung

Die Induktion der HO-1-Proteinsynthese durch Lansoprazol und Omeprazol fuhrte in
Endothelzellen und Makrophagen zu einem katalytisch aktiven Enzym. Im Unterschied
zu den Effekten auf die Transkription und Translation zeigte sich Lansoprazol hier nicht
als das potentere Prazol.

4.5 Ferritininduktion auf Proteinebene

Das Eisenspeicherprotein Ferritin gilt neben der als antioxidativ beschriebenen HO-1 als
weiteres induzierbares zytoprotektives Enzym. Die Synthese von Ferritin ist u.a.
abhangig vom Gehalt an freiem Eisen (Fe?*). Da zweiwertiges Eisen ein Abbauprodukt
des Hamkatabolismus darstellt, ist an eine HO-1-Induktion meist eine erhdhte
Ferritinexpression gekoppelt (Tsuji et al. 2000; Balla et al. 2007b). Unter diesem Aspekt
sollte sowohl in Endothelzellen als auch in Makrophagen untersucht werden, ob eine
Induktion des Ferritinproteins durch PPls moglich ist. Dazu wurden die Zellen Uber
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verschiedene Zeitraume inkubiert und mit Hilfe der Western-Blot-Analyse auf eine
konzentrations- und zeitabhangige Induktion der Ferritinsynthese gepruft.

45.1 Zeitabhangige Induktion des Ferritinproteins in Endothelzellen

Eine vermehrte Ferritinsynthese erscheint haufig im Tandem mit einer HO-1-Induktion.
Deshalb sollte zunachst der Einfluss von PPls auf die Ferritinbildung in Abhangigkeit von
der Zeit untersucht werden. Mit 100 yM Lansoprazol und 300 uM Omeprazol konnte im
Inkubationszeitraum von 24 Stunden eine deutliche Zeitabhangigkeit der
Ferritinexpression aufgezeigt werden (Abb. 20). Als Kontrolle dienten Zellen, die tUber 24
Stunden anstelle von PPIs mit Nuchternmedium behandelt wurden. Die Menge an
gebildetem Ferritinprotein erhdhte sich im Gegensatz zur HO-1-Proteininduktion bei
beiden PPIs mit zunehmender Inkubationsdauer und erreichte im betrachteten Zeitraum
nach 24 Stunden ihr Maximum (Abb. 20C).

In der maximalen Konzentration von 1 pl/ml im Reaktionsansatz zeigte DMSO in diesem
und den folgenden Experimenten zur Ferritinproteininduktion keine Eigeneffekte (Abb.
21B).
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Abbildung 20: Effekt von Lansoprazol und Omeprazol auf die zeitabhangige Induktion des
Ferritinproteins in Endothelzellen.

Reprasentative Western-Blots mit densitometrische Auswertung. ECV304-Zellen wurden 4-24
Stunden mit Lansoprazol (100 yM) oder Omeprazol (300 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.5.2 Konzentrationsabhangige Induktion des Ferritinproteins in
Endothelzellen

Aufgrund der Daten zur zeitabhangigen Ferritininduktion wurden fur die Endothelzellen
langere Inkubationszeiten gewahlt. Eine 24stindige Inkubation der Zellen mit
Lansoprazol (10-100 upM) wund Omeprazol (10-300 pM) flhrte zu einer
konzentrationsabhangigen Induktion des Ferritinproteins (Abb. 21). Lansoprazol (100 uM)
(Abb. 21A) zeigte mit einer maximalen 3,6fachen Stimulation eine etwas hdhere
Effektivitat auf die Ferritinsynthese als Omeprazol, welches die Expression in einer
Konzentration von 300 uM im Durchschnitt um das 3fache steigern konnte (Abb. 21B).
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Abbildung 21: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die Induktion des Ferritinproteins in
Endothelzellen.

Reprasentative Western-Blots mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden
mit Lansoprazol (10-100 uM) oder Omeprazol (10-300 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.5.3 Induktion des Ferritinproteins in Makrophagen

Analog zum HO-1-Protein wurde die Ferritininduktion durch PPls in einem zweiten
Zellkulturmodell untersucht. Fur beide PPIs konnten auch in Makrophagen eine
konzentrationsabhangige Induktion der Ferritinsynthese beobachtet werden. Lansoprazol
zeigte sich hier ebenfalls als starkerer Induktor und konnte die Expressionsrate in einer
Konzentration von 100 uM durchschnittlich auf das 3fache steigern (Abb. 22A). Mit 300
MM Omeprazol konnte maximal eine Verdopplung der Proteinsynthese erzielt werden
(Abb. 22B). Aufgrund von Viabilitdtsuntersuchungen (Abb. 17) betrug die Inkubationszeit
in Makrophagen allerdings nur 12 Stunden. Dies konnte die leicht geringeren
Expressionsraten im Vergleich zu Endothelzellen erklaren.
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Abbildung 22: Effekt von Lansoprazol (A) und Omeprazol (B) auf die Induktion des Ferritinproteins in
Makrophagen.

Reprasentative Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. J774 wurden 12 Stunden mit
Lansoprazol (5—-100 pM) oder Omeprazol (10-300 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte
+ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA
und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

45.4 Zusammenfassung

Lansoprazol und Omeprazol fuhren zu einer konzentrations- und zeitabhangigen
Induktion des Ferritinproteins in Endothelzellen. Dabei waren die fiir die Stimulierung der
Ferritinproteinbildung erforderlichen Konzentrationen mit denen der HO-1-Proteinbildung
identisch. Dass eine signifikante Erhohung der Ferritinsynthese erst nach 24 Stunden
erreicht wird, belegt eine HO-1-abhangige Ferritininduktion. In Makrophagen konnte
ebenfalls eine konzentrationsabhangige Aktivierung der Ferritinsynthese durch
Lansoprazol und Omeprazol erzielt werden. Als Maximum der Inkubationszeit wurden 12
Stunden gewahlt, da in Makrophagen bei langeren Inkubationszeiten eine
Stressinduktion nicht auszuschlief3en war (Abb. 17). Die geringere Inkubationszeit erklart
die etwas schwacheren Effekte auf die Ferritinproteinbildung im Vergleich zu
Endothelzellen, welche v.a. fir Omeprazol beobachtet wurden. Lansoprazol induziert die
Expression des Ferritinproteins ahnlich stark wie in Endothelzellen und scheint somit
auch bei der Ferritininduktion etwas potenter als Omeprazol zu sein.
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4.6 HO-1-Genregulation

Die Induktion der HO-1 wird durch die meisten Induktoren primar auf transkriptioneller
Ebene reguliert (Sikorski et al. 2004; Alam et al. 2007). Welche
Regulationsmechanismen bei der Stimulation des HO-1-Gens durch PPls
moglicherweise von Bedeutung sind, sollte mit verschiedenen Hemmstoffexperimenten
geklart werden. Die Untersuchungen zur HO-1-Genregulation wurden, abgesehen vom
Einfluss durch ROS, exemplarisch mit Lansoprazol durchgefihrt.

4.6.1 Einfluss des Transkriptionsblockers Actinomycin D und des
Translationblockers Cycloheximid

Actinomycin D (Act D) inhibiert durch Interkalation in die DNA die Transkription zu RNA.
Versuche mit Act D sollten klaren, ob fur die Lansoprazol-vermittelte HO-1-mRNA-
Induktion eine De-novo-RNA-Synthese erforderlich ist. Dazu wurden die Endothelzellen
einer 20mindtigen Vorinkubation mit Act D (1 ug/ml) unterzogen. AnschlieRend erfolgte
die Inkubation mit 100 uM Lansoprazol Uber einen Zeitraum von 8 Stunden.

Die Lansoprazol-vermittelte HO-1-mRNA-Bildung konnte mit dem Transkritpionsinhibitor
Act D fast vollstandig aufgehoben werden. In Anwesenheit von Act D war die durch
Lansoprazol stimulierte HO-1-mRNA-Synthese gegenlber unbehandelten Kontrollzellen
im Durchschnitt um 90% herabgesetzt (Abb. 23).

Abgesehen von einer De-novo-RNA-Synthese kénnte auch eine De-novo-Synthese von
Proteinen Einfluss auf die Stimulierung des HO-1-Gens durch Lansoprazol nehmen.
Diese Frage sollte mit Hilfe von Cycloheximid (CHX) beantwortet werden. CHX ist ein
Proteinsynthese-Hemmstoff, der die Translation von mRNA an Ribosomen blockiert.

Die Endothelzellen wurden 20 Minuten mit CHX (5 ug/ml) vorbehandelt. Im Anschluss
daran folgte die Inkubation mit 100 uM Lansoprazol fur 8 Stunden.

Eine Vorinkubation mit CHX verminderte die Lansoprazol-vermittelte mRNA-Bildung im
Durchschnitt um 55% (Abb. 23). Act D und CHX zeigten keine Eigeneffekte.
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Abbildung 23: Effekt des Transkriptionsblockers Actinomycin D (Act D) und des Translationsblockers
Cycloheximid (CHX) auf die HO-1-mRNA-Induktion durch Lansoprazol in Endothelzellen.

Reprasentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle (A) und
densitometrischer Auswertung (B). ECV304-Zellen wurden 20 Minuten mit Akt D (1 pg/ml) oder CHX
(5 pg/ml) vorbehandelt und anschlieRend 8 Stunden mit Lansoprazol (100 pM) inkubiert. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs.
Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

Die Ergebnisse zeigen, dass die HO-1-mRNA-Induktion durch Lansoprazol von einer De-
novo-mRNA-Synthese abhangt und vermutlich transkriptionell reguliert wird. Daruber
hinaus sprechen die Befunde mit dem Translationsinhibitor CHX fur die Beteiligung von
neu gebildeten Proteinen an der Genaktivierung durch Lansoprazol. Die Abhangigkeit
einer HO-1-Stimulierung von einer De-novo-Proteinsynthese lasst die Beteiligung von
kurzlebigen Peptiden mit einer schnellen furn over Rate vermuten. Monomere der
Transkriptionsfaktoren AP-1 (Jun und Fos) zahlen z.B. zu diesen Immediate-early-
response-Genen. |hre Bedeutung bei der HO-1-Induktion wurde bereits in einer Reihe
von Studien diskutiert (Cambhi et al. 1998; Elbirt et al. 1998; Terry et al. 1998; Kiemer et
al. 2003).

46.2 Einfluss von ROS

Die Expression der induzierbaren HO-1 wird im Organismus u.a. als Reaktion auf
oxidativen Stress angeregt (Choi et al. 1996; Otterbein et al. 2000b). Da die PPIs im
Zellmodell z.T. in relativ hohen Substanzkonzentrationen verwendet wurden, sollte
uberprift werden, ob die Induktion der HO-1 unabhangig von oxidativem Stress erfolgt.
Dies wurde mit Hilfe der Superoxiddismutase (SOD) untersucht.

Die SOD katalysiert in eukaryotischen Zellen die Umwandlung von Superoxidradikalen
zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid. Das gebildete Wasserstoffperoxid wird Uber
Katalasen zu Sauerstoff und Wasser disproportioniert. Im Anschluss an eine 20min(tige
Vorinkubation der Endothelzellen mit SOD (15 U/ml) erfolgte die Hauptinkubation mit
Lansoprazol (30-100 uM) oder Omeprazol (100-500 uM) Uber einen Zeitraum von 8
Stunden. Die ausschlieRlich mit PPIs und nicht mit SOD-behandelten Zellen wurden fur
die Auswertung jeweils 100% gesetzt.
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Die Vorbehandlung mit SOD zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Induktion der
HO-1-mRNA durch PPIs (Abb. 24). Eigeneffekte von SOD wurden nicht detektiert.

Diese Befunde verdeutlichen, dass Superoxidradikale bei der Stimulierung des HO-1-
Gens durch Lansoprazol und Omeprazol in den verwendeten Konzentrationsbereichen

keine Bedeutung haben.
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Abbildung 24: Effekt der SOD auf die HO-1-mRNA-Induktion durch Lansoprazol (A) und Omeprazol
(B) in Endothelzellen.

Reprasentative Northern-Blots mit densitometrischer Auswertung und B-Aktin-Kontrolle. ECV 304-
Zellen wurden 20 Minuten mit SOD (15 U/ml) vorbehandelt und anschlieBend 8 Stunden mit
Lansoprazol (30-100 uM) oder Omeprazol (100-500 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte £ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige
ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.



Ergebnisse 72

4.6.3 Einfluss des TRX/TRX-Reduktasesystems und NO-abhangiger
Stoffwechselwege

TRX hat sich in jingster Zeit ebenso wie die HO-1 als antioxidatives Protein etabliert. Als
intrazellularer Redoxregulator kontrolliert TRX u.a. den Redoxstatus von AP-1 und NF-
kB (Watson et al. 2004; Malik et al. 2006), welche relevante Transkriptionsfaktoren der
HO-1-Genakativierung darstellen (Alam et al. 2007). Neuere Studien deuten auf einen
moglichen kausalen Zusammenhang zwischen TRX-Stimulation und HO-1-Induktion
(Wiesel et al. 2000; Ejima et al. 2002; Mostert et al. 2003; Trigona et al. 2006).

Der Einfluss des TRX/TRX-Reduktasesystems auf die HO-1-Genaktivierung durch PPls
sollte am Beispiel von Lansoprazol mit dem TRX-Reduktase Inhibitor DNCB (1-Chlor-
2,4-Dinitrobenzen) untersucht werden. DNCB ist ein potenter und irreversibler Inhibitor
der TRX-Reduktase, welcher die SH-Gruppe der TRX-Reduktase alkyliert (Arner et al.
1995).

Die Endothelzellen wurden zunachst 20 Minuten mit DNCB (0,1 pM) vorbehandelt. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation mit Lansoprazol (30-100 yM) fur 8 Stunden. DNCB
zeigte keinen Einfluss auf die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol (Abb. 25
und 27).

Die Ergebnisse lassen keine Beteiligung des TRX/TRX-Reduktasesystems an der PPI-
vermittelten HO-1-Genaktiverung vermuten. Eigeneffekte von DNCB wurden nicht
detektiert.
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Abbildung 25: Einfluss des TRX-Reduktase Inhibitors DNCB auf die Induktion der HO-1-mRNA
durch Lansoprazol in Endothelzellen.

Reprasentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit (3-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen
wurden 20 Minuten mit DNCB (0,1 uyM) vorbehandelt und anschlielRend 8 Stunden mit Lansoprazol
(30-100 pM) inkubiert.

NO ist ein potenter Induktor der HO-1 (Lipton et al. 1993; Motterlini et al. 1996). Die
Genaktivierung kann sowohl in Abhangigkeit von cGMP als auch cGMP unabhangig
verlaufen (Motterlini et al. 1996; Durante et al. 1997; Polte et al. 2000b). Abgesehen von
einer Induktion der HO-1 durch direkte NO-Donatoren (SIN-1, PETN) ist eine Aktivierung
der endogenen NO-Bildung z.B. durch ASS moglich (Durante et al. 1997; Oberle et al.
2002; Grosser et al. 2003a).

Um eine Beteiligung NO-abhangiger Stoffwechselwege an der PPIl-vermittelten HO-1-
Stimulierung zu priifen, wurde der irreversible NO-Synthaseninhibitor N-Nitro-L-arginin-
methylester (L-NAME) verwendet (Moncada et al. 1993; Knowles et al. 1994).
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Zunachst erfolgte eine 20mindtige Vorinkubation mit L-NAME (0,5; 1 mM), an die sich
eine 8stlndige Inkubation der Endothelzellen mit Lansoprazol (30; 50 uM) anschloss.

Ein signifikanter Effekt auf die mit Lansoprazol erhéhte HO-1-mRNA-Expression durch
Vorbehandlung mit L-NAME war nicht detektierbar (Abb. 26 und 27). L-NAME zeigte
keine Eigeneffekte.

Dieser Versuch demonstriert, dass sich die PPIl-vermittelte HO-1-Stimulierung nicht
durch eine Aktivierung endogener NO-Synthasen begriinden Iasst.
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Abbildung 26: Einfluss des NO-Synthaseninhibitors L-NAME auf die Induktion der HO-1-mRNA
durch Lansoprazol in Endothelzellen.

Reprasentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen
wurden 20 Minuten mit L-NAME (0,5-1 mM) vorbehandelt und anschlieRend 8 Stunden mit
Lansoprazol (30, 50 M) inkubiert.
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Abbildung 27: Effekte der eingesetzten Modulatoren auf die Lansoprazol-vermittetelte Induktion der
HO-1-mRNA in Endothelzellen.

Densitometrische Auswertung. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte *+ SEM von n=3-6
Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s
multipler Vergleichstest.
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4.6.4 Einfluss des PI3K-Stoffwechselweges

Der PI3K-Signalweg wird in letzter Zeit zunehmend mit der transkriptionellen
Regulierung der antioxidativen HO-1 in Zusammenhang gebracht (Martin et al. 2004;
Salinas et al. 2004; Kocanova et al. 2007; Lin et al. 2007). Anhand unterschiedlicher
Methoden sowie in verschiedenen Zellsystemen sollte untersucht werden, ob der PI3K-
Stoffwechselweg bei der HO-1-Genaktivierung durch PPIs eine Rolle spielt.

In der Literatur werden mit LY294002 und Wortmannin zwei selektive und zellpermeable
Inhibitoren der PI3K beschrieben (Arcaro et al. 1993; Vlahos et al. 1994). Beide
Hemmstoffe unterbinden die Kinaseaktivitat der PI3K und verhindern somit die
intrazellulare Akkumulation von PI(3,4)P2 bzw. PI(3,4,5)P3 (Adi et al. 2001). LY294002
ist ein synthetisches Derivat des Flavonoids Quercetin. Wortmannin kann als
mikrobielles Produkt aus verschiedenen Penicillium Arten gewonnen werden. Beide
inhibieren die PI3K spezifisch an der ATP-Bindungsposition der Kinase. Wortmannin
hemmt das Enzym irreversibel, wahrend bei LY294002 eine kompetitive
Enzymhemmung vorliegt.

4.6.4.1 Northern-Blot-Analyse

Zunachst sollte der Einfluss des PI3K-Signalweges auf die PPIl-vermittelte
HO-1-Genaktivierung mit Hilfe des Northern-Blot-Verfahrens untersucht werden. Dazu
wurden die Endothelzellen 20 Minuten mit LY294002 (5-50 pM) oder Wortmannin (0,01-
0,1 uM) vorbehandelt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit 50 yM Lansoprazol tber
8 Stunden.

Die Vorinkubation mit LY294002 fUhrte in Abhangigkeit von der Hemmstoffkonzentration
zu einer Inhibition der HO-1-mRNA-Induktion durch 50 uM Lansoprazol (Abb. 28A und
C). Eine signifikante Minderung der HO-1-mRNA-Menge konnte bereits mit 5 pM
LY294002 erzielt werden. Eine maximale Inhibition um durchschnittlich 49% konnte mit
50 uM LY294002 erreicht werden (Abb. 28C). Im Gegensatz zu LY294002 zeigte
Wortmannin in den Konzentrationen von 0,01 yM und 0,1 yM keinen Einfluss auf die
Lansoprazol-vermittelte HO-1-mRNA-Synthese (Abb. 28B und C). Eine Steigerung der
Wortmanninkonzentration erbrachte ebenfalls keinen Effekt auf die HO-1-Induktion durch
Lansoprazol (nicht dargestellt).

Eigeneffekte von LY294002 und Wortmannin wurden in diesem und den folgenden
Experimenten nicht detektiert.
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Abbildung 28: Einfluss der PI3K-Inhibitoren LY294002 (A) und Wortmannin (B) auf die Induktion der
HO-1-mRNA durch Lansoprazol in Endothelzellen.

Reprasentative Northern-Blots aus n=3-6 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle (A und B) und
densitometrischer Auswertung (C). ECV304-Zellen wurden 20 Minuten mit LY294002 (5-50 uM) oder
Wortmannin (0,01-0,1 pM) vorbehandelt und anschlieBend 8 Stunden mit Lansoprazol (50 uM)
inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten.
* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.6.4.2 Real time RT-PCR

Da der PI3K-Hemmstoff LY294002 im Northern-Blot-Verfahren einen signifikanten
Einfluss auf die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol in Endothelzellen zeigte,
sollte der Effekt des Inhibitors zusatzlich auch in Makrophagen mittels Real time RT-PCR
untersucht werden. Die Makrophagen wurden nach einer Vorinkubation mit 25 yM
LY294002 fur 6 Stunden mit 50 yM Lansoprazol behandelt.

Mittels Real time RT-PCR konnte auch in Makrophagen ein signifikanter Einfluss des
PI13K-Inhibitors LY294002 (25 pM) auf die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol
gezeigt werden (Abb. 29).
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Abbildung 29: Einfluss des PI3K-Inhibitors LY294002 auf die Induktion der HO-1-mRNA durch
Lansoprazol in Makrophagen.

Real time RT-PCR abgeglichen auf B-Aktin. J774-Zellen wurden 20 Minuten mit LY294002 (25 uM)
vorbehandelt und anschlieRend 6 Stunden mit Lansoprazol (50 uM) inkubiert. Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte + SEM von n=2 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON);
# p<0,05 Inkubation vs. Inkubation + Hemmstoff; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler
Vergleichstest.

4.6.4.3 HO-1-Promotoraktivitat

Mit Hilfe von BL-Messungen sollte der Einfluss der PI3K-Inhibitoren Wortmannin und
LY294002 auf die Lansoprazol-vermittelte HO-1-Promotoraktivitat bestimmt werden.

Die NIH3T3-HO-1-luc-Zellen wurden 20 Minuten mit LY294002 (5-25 uM) oder
Wortmannin (0,01-0,1 uM) vorbehandelt und anschlielend fir 24 Stunden mit 30 yM
Lansoprazol inkubiert. Vergleichbar mit den Ergebnissen im Northern-Blot-Verfahren
konnte ein signifikanter Einfluss von LY294002 (5-25 pM) auf die Aktivierung des mHO-
1-Promotors durch Lansoprazol detektiert werden. Dabei inhibierte LY294002 die HO-1-
Promotoraktivitat mit fast identischer Wirkstarke wie im Northern-Blot-Verfahren.
Wortmannin zeigte, wie schon bei der Northern-Blot-Analyse, keinen Effekt auf die
Lansoprazol-vermittelte HO-1-Promotoraktivitat (Abb. 30).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei kirzerer Inkubationszeit (8 Stunden) bzw. héherer
Lansoprazolkonzentration (50 uM) erzielt (nicht dargestellt).
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Abbildung 30: Einfluss der PI3K-Inhibitoren LY294002 (A) und Wortmannin (B) auf die durch
Lansoprazol erhdhte Luciferase-Aktivitat in  stabil transfizierten  Mausfibroblasten  mit
zusammenfassender Auswertung der BL-Daten (C).

NIH3T3-Zellen, stabil transfiziert mit dem 15kb mHO-1-luc-Promotor, wurden nach 20minutiger
Vorinkubation mit LY294002 (5-25 uM) oder Wortmannin (0,01; 0,1 uM) fir 24 Stunden mit
Lansoprazol (30 uM) behandelt. AnschlieRend wurde die Aktivitat der Firefly-Luciferase nach Zugabe
von Luciferin mittels in vivo Imaging bestimmt. Gezeigt sind reprasentative BL-Aufnahmen von n=3
Versuchsreihen pro Einzelexperiment. Alle BL-Aufnahmen wurden gemessen als Photonen/5 Minuten.
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £ SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs.
Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

Sowohl in Endothelzellen als auch in Makrophagen zeigte sich ein signifikanter Einfluss
des PI3K-Hemmstoffes LY294002 auf die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol.
Daruber hinaus wurde die Lansoprazol-vermittelte HO-1-Promotoraktivitat in NIH3T3-
Zellen vergleichbar stark durch LY294002 inhibiert. Interessanterweise konnte mit einem
zweiten PI3K-Hemmestoff, Wortmannin, keine Inhibition der HO-1-Transkription bzw. der
HO-1-Promotoraktivitat detektiert werden. Die Ergebnisse mit LY294002 lassen eine
Beteiligung des PI3K-Signalweges an der PPI-vermittelten HO-1-Induktion vermuten. Die
gegensatzlichen Effekte der beiden Hemmstoffe kdnnten auf Unterschiede hinsichtlich
des Signalweges downstream von PI3K deuten (Adi et al. 2001).
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4.6.5 Einfluss des MAP-Kinasen-Stoffwechselweges

Der MAP-Kinasen-Signalweg hat als Schaltstelle zwischen extrazellularen Stimuli und
der Induktion der HO-1 besondere Bedeutung erlangt (Maines et al. 2005). Zahlreiche
Studien dokumentieren eine Aktivierung der HO-1 Uber den MAP-Kinasen-
Stoffwechselweg (Elbirt et al. 1998; Alam et al. 2000; Kietzmann et al. 2003; Liu et al.
2004). Welcher der drei Hauptwege die HO-1-Expression vermittelt, scheint sowohl zell-
als auch induktorabhangig zu sein (Ryter et al. 2006). Wahrend der zu p38 und JNK
fuhrende Signalweg v.a. durch inflammatorische Zytokine und diverse Stressfaktoren
stimuliert wird, sind an der Aktivierung der ERK vorwiegend Wachstumsfaktoren beteiligt.
Um den Einfluss von MAP-Kinasen auf die HO-1-Genaktivierung durch PPIs zu
untersuchen, wurden fir die Kinasen p38, JNK und ERK jeweils spezifische,
zellpermeable Inhibitoren verwendet.

4.6.5.1 Northern-Blot-Analyse

Mittels Northern-Blot-Analyse wurde zunachst der Einfluss des ERK-Inhibitors PD098059
auf die durch Lansoprazol induzierte HO-1-mRNA-Bildung bestimmt. PD098059
verhindert die Phosphorylierung und somit die Aktivierung der MAP-Kinase ERK durch
spezifische Inhibition der vorgeschalteten MAP-Kinase-Kinase (Alessi et al. 1995).

Die Endothelzellen wurden 20 Minuten mit 10 uM PD098059 vorbehandelt und
anschlieBend mit Lansoprazol (30-100 pM) inkubiert. Die Konzentration von 10 yM
PD098059 wurde von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich zur Inhibition der
Phosphorylierung von ERK verwendet und schien daher als geeignet (Dudley et al. 1995;
Langlois et al. 1995; Zhang et al. 2002). PD098059 zeigte keinen Einfluss auf die HO-1-
mRNA-Bildung durch Lansoprazol (Abb. 31A und 32). Hoéhere PD098059-
Konzentrationen (45 uM) konnten die Lansoprazol-vermittelte HO-1-Induktion ebenfalls
nicht vermindern (nicht dargestellt). Eigeneffekte von PD098059 traten nicht auf. Die
Versuche lassen vermuten, dass die MAP-Kinase ERK bei der HO-1-Genaktivierung
durch PPIs keine Bedeutung hat.

Darlber hinaus sollte eine mogliche Beteiligung der Kinase JNK an der HO-1-Induktion
durch PPIs mittels Northern-Blot-Verfahren untersucht werden. Das Anthrapyrazolon-
Derivat SP600125 ist ein selektiver Hemmstoff der Kinase JNK. Er inhibiert ATP-
kompetitiv und reversibel die JNK-Kinasen 1 und 2 mit deutlich geringerer inhibitorischer
Potenz (300fach) fir ERK2, p38b und einigen weiteren Kinasen (Bennett et al. 2001).
Nach einer 20minutigen Vorinkubation der Endothelzellen mit 10 yM SP600125 erfolgte
eine Inkubation mit Lansoprazol (30-100 pM) Uber 8 Stunden. Mit einer Konzentration
von 10 yM SP600125 konnte in anderen Studien eine selektive JNK-Hemmung gezeigt
werden (Davies et al. 2000; Bennett et al. 2001; Kiemer et al. 2002; Heo et al. 2004). Die
Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol konnte mit SP600125 nicht gemindert
werden (Abb. 31B und 32). Eine hohere Hemmstoffkonzentration (45 uM) zeigte
ebenfalls keinen Einfluss auf die Lansoprazol-vermittelte HO-1-Genaktivierung (nicht
dargestellt). Eigeneffekte fur SP600125 wurden nicht detektiert.
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Abbildung 31: Einfluss des ERK-Inhibitors PD098059, des JNK-Inhibitors SP600125, sowie der p38-
Inhibitoren SB203580 und SB202190 auf die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol in
Endothelzellen.

Reprasentative Northern-Blots aus n=3-6 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen
wurden 20 Minuten mit den verschiedenen Inhibitoren vorbehandelt und anschlieRend 8 Stunden mit
Lansoprazol (30-100 pM) inkubiert.

Eine bedeutende Rolle bei der HO-1-Genaktivierung scheint v.a. die terminale MAP-
Kinase p38 einzunehmen (Ryter et al. 2006). Unter diesem Aspekt sollte mit den
spezifischen p38 Kinase-Hemmstoffen SB203580 und SB202190 ein eventueller
Einfluss auf die Lansoprazol-vermittelte HO-1-Induktion untersucht werden. Die
Pyridinylimidazol-Derivate hemmen die katalytische Aktivitat der a- und B-lsoformen
ebenfalls durch kompetitive Bindung an die ATP-Bindungsstelle (Frantz et al. 1998;
Kankaanranta et al. 1999).

Die Endothelzellen wurden zunachst fir 20 Minuten mit SB203580 (10-30 uM) oder
SB202190 (0,1-10 uM) vorbehandelt. Die verwendeten Konzentrationsbereiche schienen
aufgrund verschiedener Studien mit dhnlichen Hemmstoffkonzentrationen geeignet zu
sein (Kankaanranta et al. 1999; Alam et al. 2000; Chen et al. 2000; Liu et al. 2004).
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AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit 50 yM Lansoprazol Uber 8 Stunden. Eine
signifikante  Verminderung der HO-1-mRNA-Menge =zeigte sich bei einer
Hemmstoffkonzentration von 30 yM SB203580, geringere SB203580-Konzentrationen
konnten die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol nur geringfiigig herabsetzen
(Abb. 31C und 32). SB202190 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Lansoprazol-
vermittelte HO-1-Genaktivierung (Abb. 31D und 32). Beide MAP-Kinasen-Hemmstoffe
zeigten keine Eigeneffekte.
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Abbildung 32: Effekte der eingesetzten MAP-Kinasen-Inhibitoren auf die Lansoprazol-vermittelte
Induktion der HO-1-mRNA in Endothelzellen (densitometrische Auswertung).

Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs.
Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

4.6.5.2 HO-1-Promotoraktivitat

Zusatzlich sollte der Einfluss der MAP-Kinase p38 auf die HO-1-Promotoraktivierung
durch Lansoprazol mit Hilfe von BL-Messungen gepruft werden. Dazu wurden wie bei
der Northern-Blot-Analyse die beiden MAP-Kinasen-Hemmstoffe SB203580 und
SB202190 verwendet.

Die NIH3T3-HO-1-luc-Zellen wurden zunachst 20 Minuten mit SB203580 (10-30 uM) und
SB202190 (0,1-1 uM) vorbehandelt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit 30 uM
Lansoprazol Uber 24 Stunden.

Im Unterschied zu den Ergebnissen der Northern-Blot-Analyse in Endothelzellen konnten
beide p38-Kinase-Hemmstoffe in NIH3T3-Zellen keinen signifikanten Einfluss auf die
durch Lansoprazol gesteigerte HO-1-Promotoraktivitdt nehmen (Abb. 33).
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Abbildung 33: Einfluss der MAP-Kinase p38-Inhibitoren SB203580 (A) und SB202190 (B) auf die
durch Lansoprazol erhohte Luciferase-Aktivitdt in stabil transfizierten Mausfibroblasten mit
zusammenfassender Auswertung der BL-Daten (C).

NIH3T3-Zellen, stabil transfiziert mit dem 15kb mHO-1-luc-Promotor, wurden nach 20minutiger
Vorinkubation mit SB203580 (10-30 uM) oder SB202190 (0,1; 1 uM) fir 24 Stunden mit Lansoprazol
(30 uM) behandelt. AnschlieRend wurde die Aktivitat der Firefly-Luciferase nach Zugabe von Luciferin
mittels in vivo Imaging bestimmt. Gezeigt sind reprasentative BL-Aufnahmen von n=3 Versuchsreihen
pro Einzelexperiment. Alle BL-Aufnahmen wurden gemessen als Photonen/5 Minuten. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON);
einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.

Inwieweit der p38-MAP-Kinase-Signalweg an der Lansoprazol-vermittelten Aktivierung
des HO-1-Gens beteiligt ist, konnte mit den bisher durchgefihrten Versuchen nicht
zufriedenstellend geklart werden. Zwar fuhrte eine Vorinkubation der Endothelzellen mit
dem p38-Hemmstoff SB203580 in einer Konzentration von 30 uM zu einer signifikanten
Senkung der HO-1-mRNA-Menge, allerdings ist die Spezifitdt des Inhibitors in dieser
Konzentration bereits eingeschrankt. (Cuenda et al. 1995; Davies et al. 2000). Eine
zumindest partielle Involvierung anderer Stoffwechselwege kann daher nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Gegen eine Beteiligung der stressaktiven Kinase p38 sprechen
die Ergebnisse der HO-1-Promotoraktivitat in Mausfibroblasten sowie die Ergebnisse mit
einem weiteren p38-Kinasehemmestoff SB202190.
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4.6.6 Zusammenfassung

Die Induktion der HO-1-mRNA durch Lansoprazol konnte durch den
Transkriptionsinhibitor Act D fast vollstandig aufgehoben werden. Der
Translationsblocker CHX flhrte ebenfalls zu einer signifikanten Inhibition der
HO-1-mRNA-Synthese. Dies beweist eine transkriptionelle Regulierung der
HO-1-Genaktivierung durch Lansoprazol. Dartber hinaus lassen die Ergebnisse mit dem
Translationshemmer CHX auf die Notwendigkeit einer De-novo-Proteinsynthese
schlie3en.

Die Untersuchungen mit der SOD zeigen, dass die HO-1-Induktion durch Lansoprazol
bzw. Omeprazol nicht Gber Superoxidradikale vermittelt wird.

Die Aktivierung endogener NO-Synthasen bei der Lansoprazol-vermittelten HO-1-
Induktion sowie eine Beteiligung des TRX/TRX-Reduktasesignalweges sind ebenfalls
unwahrscheinlich.

Die Experimente mit spezifischen MAP-Kinasen-Inhibitoren schlielen einen Einfluss der
p38-MAP-Kinase auf die Lansoprazol-vermittelte HO-1-Genaktiverung nicht aus. Die
MAP-Kinasen JNK und ERK scheinen im Gegensatz dazu, keine Bedeutung fur die PPI-
aktivierte HO-1-mRNA-Synthese zu haben.

Die Untersuchungen mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 lassen eine Involvierung des
PI3K-Signalweges bei der Lansoprazol-vermittelten HO-1-Induktion vermuten.
Kontrovers sind die Ergebnisse mit einem zweiten PI3K-Inhibitor, Wortmannin, welcher
keinen Einfluss auf die HO-1-Genaktiverung durch Lansoprazol zeigte. Dies lasst
Mechanismen zur HO-1-Stimulierung durch Lansoprazol weiter downstream von PI3K
vermuten (Adi et al. 2001).

4.7 Charakterisierung antioxidativer Effekte von PPIs in einem
Modell fir oxidativen Stress

Die Bestimmung der Chemilumineszenz ist eine mogliche Methode, um die Produktion
von ROS in verschiedenen Zellsystemen zu untersuchen (Li et al. 1998). Verantwortlich
fur die Entstehung von ROS in vaskuléren Zellen und Monozyten ist v.a. die NADPH-
Oxidase (Griendling et al. 2000). Wahrend die intrazellulare ROS-Bildung einen
endogenen Schutzmechanismus gegenuber infektiosen Keimen darstellt, ist die
extrazellulare ROS-Freisetzung an Gewebeschadigungen bzw. an inflammatorischen
Prozessen beteiligt (Kopprasch et al. 2003).

Inwieweit die PPls als funktionelle Konsequenz der HO-1-Induktion antioxidative
Eigenschaften aufweisen, sollte in einem Modell fur oxidativen Stress untersucht werden.
Dazu wurde die ROS-Konzentration nach Stimulation mit NADPH durch die Messung der
Lucigenin-verstarkten Chemilumineszenz am Luminometer bestimmt (Li et al. 1998;
Tarpey et al. 1999; Li et al. 2001). Die Chemilumineszenz wurde als RLU gemessen. Die
ROS-Freisetzung in NADPH-stimulierten unbehandelten Kontrollzellen wurde als
maximal erreichbarer RLU-Wert (%RLUnax) zu 100% gesetzt.
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4.7.1 Konzentrationsabhangiger Effekt von Lansoprazol und Omeprazol
in Endothelzellen

Zunachst sollte der Einfluss von PPls auf die ROS-Bildung in Endothelzellen untersucht
werden. Nach 8stundiger Inkubation der Endothelzellen wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, um direkte, radikalsenkende Substanzeffekte auszuschlieBen. Danach
erfolgte die Inkubation der Zellen mit NADPH (100 uM) und Lucigenin (50 uM) und die
anschlielende Bestimmung der Chemilumineszenz in vier Zyklen (zu je 5 Minuten) Uber
einen Zeitraum von 20 Minuten. Das Maximum an ROS-Bildung der 20mindtigen
Messung wurde zu 100% gesetzt.

Lansoprazol und Omeprazol konnten die Menge an ROS in Endothelzellen
konzentrationsabhangig und signifikant vermindern (Abb. 34). Eine
Lansoprazolkonzentration von 100 uM erbrachte eine ca. 20%ige Senkung des ROS-
Spiegels im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Omeprazol erzielte &ahnliche
radikalsenkende Effekte erst in einer hdheren Konzentration von 300 uM. Das
verwendete Losungsmittel DMSO hatte eine maximale Konzentration von 0,3 pl/ml im
Reaktionsansatz und zeigte keine Eigeneffekte.
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Abbildung 34: Effekt von Lansoprazol und Omeprazol auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in
Endothelzellen.

ECV304-Zellen wurden 8 Stunden mit Lansoprazol (10-100 yuM) oder Omeprazol (30-100 uM)
inkubiert. Nach anschlieflender Ernte wurden die Zellen mit PBS resuspendiert und mit NADPH
(100 yM) und Lucigenin (50 uM) versetzt. Die Chemilumineszenz, gemessen als RLU, wurde Uber
einen Zeitraum von 20 Minuten bestimmt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6
Einzelexperimenten.* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s

multipler Vergleichstest.
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4.7.2 Konzentrationsabhangiger Effekt von Lansoprazol und Omeprazol
in Makrophagen

Da Makrophagen besonders im angeregten Zustand eine hohe NADPH-Oxidase-
Aktivitat aufweisen und somit zu den wichtigsten ROS-Produzenten (v.a. Superoxid-
Anion) im Organismus zahlen (Splettstoesser et al. 2002; Jankov et al. 2003; Cathcart
2004), eignen sie sich hervorragend fur Untersuchungen im oxidativen Stressmodell.
Daruber hinaus lasst sich eine Lucigenin-vermittelte Chemilumineszenz in Makrophagen
bereits bei einer Lucigeninkonzentration von 5 yM detektieren. Dies konnte in eigenen
Experimenten signifikant gezeigt werden und wird in der Literatur bestatigt (Kopprasch et
al. 2003). Die geringere Lucigeninkonzentration hat den Vorteil, dass ein durch Lucigenin
verursachter Redoxzyklus und damit eine zusatzlich Superoxidanionen-Produktion
ausgeschlossen werden kann (Li et al. 1998; Kopprasch et al. 2003).

Beide Prazole fuhrten nach einer Inkubation Uber 8 Stunden zu einer signifikanten
Reduktion detektierbarer ROS in Makrophagen (Abb. 35). Interessanterweise treten
signifikante Effekte fur beide PPls in deutlich geringeren Konzentrationen als in
Endothelzellen auf. Bereits bei einer Konzentration von 3 yM Lansoprazol ist die starkste
Verminderung der ROS-Bildung detektierbar. Konzentrationen tber 10 pM fihrten zu
keiner weiteren Senkung des ROS-Spiegels (Abb. 35A).

Omeprazol folgte im Gegensatz zu Lansoprazol einer konzentrationsabhangigen
Reduktion der ROS-Bildung im untersuchten Konzentrationsbereich. Signifikante Effekte
zeigten sich bereits bei einer Konzentration von 10 yM (Abb. 35B). Allerdings wurde bei
hdéheren Omeprazolkonzentration (300 uM, nicht dargestellt) ebenfalls ein leichter
Anstieg der ROS-Freisetzung beobachtet. Die maximale Radikalsenkung um
durchschnittlich 30% wurde mit 100 yM Omeprazol erreicht.

Da das verwendete Ldsungsmittel DMSO als Hydroxylradikalfanger und damit als
direktes Antioxidans fungieren kann (Yu et al. 1994; Bruck et al. 1999; Wakata et al.
2001), wurde in diesem Assay der Effekt des Losungsmittels in allen verwendeten
Verdunnungen untersucht. DMSO zeigte keine Eigeneffekte auf die NADPH-induzierte
Radikalbildung (Abb. 35C).
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Abbildung 35 Effekt von Lansoprazol (A), Omperazol (B) und dem verwendeten Lésungsmittel DMSO
(C) auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in Makrophagen.

J774-Zellen wurden 8 Stunden mit Lansoprazol (1-100 pM), Omeprazol (3-100 uM) oder DMSO in den
entsprechenden Verdinnungen (3,3X1O'3—3,3X10'5) inkubiert. Nach anschlieRender Ernte wurden die
Zellen mit PBS resuspendiert und mit NADPH (10 pM) und Lucigenin (5 pM) versetzt. Die
Chemilumineszenz, gemessen als RLU, wurde Uber einen Zeitraum von 20 Minuten bestimmt. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten.
* p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.7.3 Zeitabhangiger Effekt von Omeprazol in Makrophagen

Um direkte antioxidative Effekte der Substanzen auszuschliel3en, wurden die Zellen bei
der Ernte mit PBS gewaschen. AuRerdem sollte durch die Inkubation der Makrophagen
uber einen Zeitraum von 0-24 Stunden eine Zeitabhangigkeit der Radikalsenkung
untersucht werden. Zum Zeitpunkt 0 wurde Omeprazol direkt zur Zellsuspension
gegeben. Als Kontrolle dienten Zellen, die Uber 24 Stunden anstelle von PPls mit
Nuchternmedium behandelt wurden. Bis zu einer Inkubationszeit von 10 Stunden war
eine zeitabhangige Abnahme der ROS-Bildung durch 100 uM Omeprazol gegenlber den
unbehandelten Zellen detektierbar (Abb. 36). Eine direkte Zugabe von Omeprazol zur
Zellsuspension hatte keinen signifikanten Einfluss auf die ROS-Bildung. Nach 6stundiger
Inkubation war eine signifikante Senkung des ROS-Spiegels detektierbar. Das Auftreten
von radikalsenkenden Effekten nach langeren Inkubationszeiten spricht fir eine
vorausgegangene Synthese antioxidativer Gene. Nach 24 Stunden wurde ein Anstieg im
ROS-Spiegel verzeichnet. Dies konnte eventuell durch eine Stresssituation fur die
Makrophagen bei langeren Inkubationszeiten und einer damit vermehrten
Superoxidanion-Produktion bedingt sein. Nekrotische Zellschadigungen aufgrund
moglicher toxischer Substanzeffekte konnten mit Hilfe von Viabilitdtsuntersuchungen
allerdings ausgeschlossen werden (Abb. 17B)
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Abbildung 36: Zeitabhangiger Effekt von Omeprazol auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in
Makrophagen.

J774-Zellen wurden 0-24 Stunden mit Omeprazol (100 uM) inkubiert. Nach anschlieRender Ernte
wurden die Zellen mit PBS resuspendiert und mit NADPH (10 uM) und Lucigenin (5 uM) versetzt. Die
Chemilumineszenz, gemessen als RLU, wurde Uber einen Zeitraum von 20 Minuten bestimmt. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs.
Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest.
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4.7.4 Einfluss des HO-1-Produktes Bilirubin in Makrophagen

Das HO-Produkt Bilirubin ist in besonderem Mal3e fir die antioxidativen Effekte der HO-1
verantwortlich (Stocker et al. 1987b; Stocker et al. 1990). Deshalb sollte mit Hilfe von
Bilirubin analysiert werden, ob eine HO-1-Uberexpression die zytoprotektiven
Eigenschaften der PPIs erklaren kdnnte.

Dazu wurden die Makrophagen bis zur Konfluenz kultiviert und wie unter 3.8.1
beschrieben geerntet. AnschlieBend erfolgte eine direkte Zugabe von Bilirubin
(0,1-30 pM), NADPH (10 pM) und Lucigenin (5 pM) und die Messung der
Chemilumineszenz Uber einen Zeitraum von 20 Minuten.

Bilirubin flhrte in Makrophagen 2zu einer direkten, konzentrationsabhangigen
Verminderung des ROS-Spiegels (Abb. 37). Signifikante Effekte wurden bereits in einer
Konzentration von 0,1 uM erzielt. In einer Konzentration von 30 uM konnte der ROS-
Spiegel fast vollstandig gesenkt werden.
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Abbildung 37: Effekt von Bilirubin auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in Makrophagen.

J774-Zellen wurden geerntet, mit PBS resuspendiert und mit Bilirubin (0,1-30 uM), NADPH (10 pM)
und Lucigenin (5 pM) versetzt. Die Chemilumineszenz, gemessen als RLU, wurde {ber einen
Zeitraum von 20 Minuten bestimmt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n=3-6
Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s
multipler Vergleichstest.

475 Einfluss eines HO-Inhibitors auf die antioxidativen Effekte der PPIs in
Makrophagen

Das Auftreten von radikalsenkenden Effekten erst nach mehrstindiger Inkubation mit
anschlieBendem Auswaschen der Substanzen deutet auf die Aktivierung antioxidativer
Stoffwechselwege hin. Ob eine HO-1-Induktion flr die indirekten, antioxidativen Effekte
der PPIs verantwortlich sein kdnnte, sollte in weiteren Versuchen mit dem HO-
Aktivitatsinhibitor Chrom-Mesoporphyrin IX (CrMP) untersucht werden. CrMP hat
gegenuber anderen HO-Aktivitatsinhibitoren den Vorteil, dass es unter einer
Konzentration von 5 pM keinen Einfluss auf die NO-Synthasen oder die ldsliche
Guanylatzyklase hat und somit selektiv auf die HO wirkt. Dartber hinaus zeigt es im
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Vergleich zu anderen HO-Aktivitatsinhibitoren keine photochemische Eigenaktivitat
(Appleton et al. 1999).

Um zu prifen, ob die PPls ihre antioxidativen Effekte Uber eine HO-1-Induktion
vermitteln, wurden die Makrophagen 20 Minuten mit CrMP vorbehandelt. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit Lansoprazol oder Omeprazol Uber 8 Stunden und die
Vermessung der Proben wie bereits beschrieben.

Mit CrMP (3 pM) konnten die antioxidativen Effekte von Lansoprazol und Omeprazol
signifikant und vollstéandig inhibiert werden (Abb. 38A und B). CrMP zeigte in der
verwendeten Konzentration keine Eigeneffekte. Diese Ergebnisse bestatigen den
vermuteten kausalen Zusammenhang zwischen den antioxidativen Effekten der
eingesetzten PPIs und einer HO-1-Aktivierung.
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Abbildung 38: Einfluss des HO-Inhibitors CrMP auf die Reduktion der NADPH-induzierten ROS-
Bildung durch Lansoprazol (A) und Omeprazol (B).

J774-Zellen wurden 20 Minuten mit CrMP (3 puM) vorbehandelt und anschlieBend 8 Stunden mit
Lansoprazol (10-30 uM) oder Omeprazol (50-100 uM) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Zellen geerntet, mit PBS resuspendiert und mit NADPH (10 pM) und Lucigenin (5 pM) versetzt. Die
Chemilumineszenz, gemessen als RLU, wurde Uber einen Zeitraum von 20 Minuten bestimmt. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs.
Kontrolle (KON); # p<0,05 Inkubation vs. Inkubation + Hemmstoff; einseitige ANOVA und Bonferroni’s

multipler Vergleichstest.
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4.7.6 Zusammenfassung

Lansoprazol und Omeprazol zeigten in einem Modell fir oxidativen Stress eine
Verminderung der Sauerstoffradikal-Konzentration gegenliber unbehandelten Kontrollen.
Diese Befunde wurden sowohl in Endothelzellen als auch in Makrophagen detektiert.
Dass die antioxidativen Effekte erst nach langeren Inkubationszeiten sowie nach
Auswaschen der Substanzen auftraten, unterstreicht eine Beteiligung indirekter,
antioxidativer Stoffwechselwege bei der Vermittlung der radikalsenkenden Eigenschaften
der PPlIs.

Das HO-Produkt Bilirubin wirkte im Modell fur oxidativen Stress als starkes, direktes
Antioxidans und war in der Lage, die ROS-Bildung fast vollstandig zu hemmen. Das
Ergebnis bestatigt, dass dieses HO-Produkt unter den gewahlten Bedingungen als
Mediator der radikalsenkenden Effekte fungieren kann.

Versuche mit dem selektiven HO-Aktivitatsinhibitor CrMP dokumentieren einen kausalen
Zusammenhang zwischen der HO-1-Induktion durch Lansoprazol und Omeprazol und
deren antioxidative Wirkung im Zellmodell.

4.8 CO-Produktion in verschiedenen Geweben der Maus nach
Omeprazolapplikation

In einem in vivo Modell zur HO-Aktivitat sollte der Frage nachgegangen werden, ob die
in vitro Ergebnisse mit PPIs in vivo reproduzierbar sind. Die gaschromatographische
Vermessung des durch die HO freigesetzten CO bietet eine spezifische und sensitive
Methode zur Bestimmung der HO-Aktivitdt. Die Unabhangigkeit von entsprechenden
Enzymsystemen stellt gegenuber der spektrometrischen Vermessung des Bilirubins
einen grofRen Vorteil dar (Vreman et al. 1988).

Wie unter 3.7.1 beschrieben, wurden die Versuchstiere (FVB Mause) randomisiert in
Kontrollgruppe und PPI-Gruppe unterteilt. AnschlieRend erfolgte die dem Korpergewicht
(KG) angepasste Omeprazol- bzw. Vehikelgabe als Einmaldosis fur den Zeitraum von 24
Stunden. Nach Gewebeentnahme und -praparation sowie Zugabe der Substrate
Methamoglobin und NADPH, wurde die HO-Aktivitat in den entsprechenden Geweben
anhand der gebildeten CO-Menge in einem dicht verschlossenen Reaktionsgefa®
gaschromatographisch bestimmt. Die HO-Aktivitdt wurde bestimmt als nmol/h/mg
Nassgewicht Gewebe und dargestellt als %HO-Aktivitat, wobei die mit Vehikel
behandelten Kontrolltiere zu 100% gesetzt wurden (siehe Kapitel 3.7.).

4.8.1 Orale Applikation von Omeprazol

Zunachst wurde ein oraler Applikationsweg getestet, wobei Omeprazol mit Hilfe eines
Ldsungsvermittlers (Tween-20) in 0.9% Kochsalzlésung geldst wurde. In verschiedenen
Organen (Leber, Niere, Magen und Lunge) erfolgte die gaschromatographische
Bestimmung der CO-Freisetzung als Indiz fur die Aktivitat der HO. Durch orale Gabe von
Omeprazol wurde statt der erwarteten Erhéhung der HO-Aktivitat eine signifikante
Verminderung der HO-Aktivitat in der Leber gemessen. Tendenziell zeichnete sich ein



Ergebnisse 90

ahnlicher Verlauf auch im Magen und Gehirn ab. In der Niere dagegen konnte eine
marginale, nicht signifikante Erhéhung der CO-Produktion detektiert werden (Abb. 39).
Ursache fur den unerwarteten Effekt ist mdglicherweise die vorzeitige
protonenkatalysierte Umlagerung von Omeprazol bei der ersten Magenpassage, wobei
verschiedene Nebenprodukte entstehen. Diese Nebenprodukte koénnten die HO-1
inhibieren. Denkbar ist aul’erdem, dass bestimmte Biotransformationsprodukte eine
Inhibition der HO bewirken. Diese These wird durch die Tatsache gestutzt, dass v.a. im
Biotransformationsorgan, der Leber, eine signifikante Inhibition detektierbar war.

150 - O Kontrolle
B Omeprazol (120 pmol/kg KG)

100 { L T T l

50

% HO-Aktivitat

Leber Magen  Gehirn Niere

Abbildung 39: Effekt von Omeprazol auf die Gewebe-HO-Aktivitat nach oraler Gabe.

Omeprazol (120 ymol/kg KG) oder Vehikel (15%ige (V/V) Tween-20-Lésung) wurden oral appliziert.
Nach 24 Stunden erfolgte die Gewebeentnahme und —aufarbeitung. Im Anschluss wurde die totale
HO-Aktivitat in Leber, Magen, Gehirn und Niere durch Messung der CO-Freisetzung (nmol/h/mg
Nassgewicht Gewebe) bestimmt und dargestellt als Anderung der HO-Aktivitat im Vergleich zu den
mit Vehikel behandelten Kontrolltieren. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=3
(Kontrolltieren) bzw. n=4 (Leber), n=3 (Magen), n=4 (Gehirn) und n=4 (Niere) mit Omeprazol (120
pmol/kg KG) behandelten Versuchstieren. * p<0,05 Omeprazol behandelt vs. Kontrolle; Student’s
unpaired t-test.

4.8.2 Intraperitoneale Applikation von Omeprazol

In den Experimenten zur intraperitonealen Omeprazol-Applikation wurde eine 45%ige
(m/V) Cyclodextrinlésung als Losungsvermittler verwendet. Die reine Cyclodextrinldsung
(Kontrolltiere) sowie die Omeprazollésung wurden den Mausen in die Bauchhole
appliziert. Dieser Applikationsweg erschien im Hinblick auf das Unterbinden einer
vorzeitigen protonenkatalysierten Umlagerung von Omeprazol zum zyklischen
Sulfenamid als sinnvoll.

Im veranderten Versuchsmodell konnte eine signifikante Erhéhung der HO-Aktivitat im
Magen festgestellt werden (Abb. 40). Die bei oraler Omeprazol-Gabe gemessene
Hemmung der HO-Aktivitat in der Leber, konnte nach intraperitonealer Gabe nicht
beobachtet werden. Alle weiteren getesteten Organe =zeigten keine signifikanten
Veranderungen der HO-Aktivitat, wobei sich in der Niere jedoch die Tendenz einer HO-
Hemmung abzeichnete.
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Abbildung 40: Effekt von Omeprazol auf die Gewebe-HO-Aktivitdt nach intraperitonealer Gabe.

Omeprazol (120 ymol/kg KG) oder Vehikel (45%ige (m/V) Cyclodextrinldsung) wurden intraperitoneal
appliziert. Nach 24 Stunden erfolgte die Gewebeentnahme und —aufarbeitung. Im Anschluss wurde
die totale HO-Aktivitat in Leber, Magen und Niere durch Messung der CO-Freisetzung (nmol/h/mg
Nassgewicht Gewebe) bestimmt und dargestellt als Anderung der HO-Aktivitat im Vergleich zu den
mit Vehikel behandelten Kontrolltieren. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n=6
(Kontrolltieren) bzw. n=9 (Leber), n=7 (Magen) und n=8 (Niere) mit Omeprazol (120 ymol/kg KG)
behandelten Versuchstieren. * p<0,05 Omeprazol behandelt vs. Kontrolle; Student’s unpaired t-test.

4.8.3 Zusammenfassung

Die bereits im Zellsystem gezeigte Induktion der HO-1 konnte im Zielorgan der PPls,
dem Magen, in mehreren unabhangigen in vivo Experimenten nach intraperitonealer
Gabe bestatigt werden. Nach 24stindiger Omeprazolapplikation erfolgte ein signifikanter
17%iger Anstieg der HO-Aktivitat gegenuber den mit Vehikel behandelten Kontrolltieren.
In anderen Geweben wurden keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrolltieren
detektiert. In der Niere zeigte sich eine Tendenz zur Verminderung der HO-Aktivitat.
Anlass zur Diskussion gibt ebenfalls die signifikante Senkung der CO-Produktion in der
Leber bei oraler Arzneistoffgabe. Da diverse Metabolite von Omeprazol starke
Inhibitoren von CYP2C19 darstellen (Ko et al. 1997), ware eine HO-Inhibition durch
bestimmte Biotransformationsprodukte ebenfalls denkbar.
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5 Diskussion

Entzundliche und peptische Erkrankungen des Magens sind in der Bevolkerung weit
verbreitet. Stress, Rauchen, Ubergewicht und UbermaRige, fettreiche Erndhrung bei
gleichzeitiger Unterbindung von physiologischen Regenerationsmechanismen des
gereizten Magenepithels fuhren zur Schadigung und zum Funktionsverlust der Mukosa
(Kato et al. 1992; Johnsen et al. 1994; Rosenstock et al. 2003). Als wichtigste
pathogenetische Faktoren flr die Ausbildung von Entziindungen und Geschwiren des
Magens gelten heute Infektionen mit dem Bakterium H. pylori sowie eine NSAID-
Dauertherapie (Arroyo et al. 2004). Asymptomatische endoskopische Magen-Darm-
Ulzera sind bei bis zu 40% der Patienten, die regelmaRig NSAIDs einnehmen,
dokumentiert. Dyspeptische Beschwerden im oberen Gastrointestinaltrakt treten bei bis
zu 60% der NSAID-Anwender auf (Stalnikowicz et al. 1993; Singh et al. 1996; Wolfe et al.
1999). H. pylori-Infektionen finden sich in 70% aller Falle eines Magengeschwdurs (Ulcus
ventriculi) und 95% aller Falle eines Zwodlffingerdarmgeschwirs (Ulcus duodeni)
(Caspary et al. 1996; Howden et al. 1998).

Besonders die durch NSAIDs induzierten gastralen Schleimhautschadigungen werden
neben der Hemmung der Prostaglandinsynthese auch auf prostaglandinunabhangige
Prozesse wie Entkopplung oxidativer Phosphorylierungen, Veranderungen mukosaler
Zellum- und -abbauprozesse sowie Aktivierung von Neutrophilen und deren erhohte
endotheliale Adhasion zurtckgefuhrt (Wallace 2001; Hawkey et al. 2003). Zunehmend
wird der Involvierung von ROS bei der Entstehung gastrointestinaler Erkrankungen, im
Besonderen bedingt durch H. pylori-Infektionen, Stress oder einer Dauermedikation mit
NSAIDs, eine entscheidende Bedeutung beigemessen (Blandizzi et al. 1999; Halliwell et
al. 2000; Jung et al. 2001; Oh et al. 2001a; Kwiecien et al. 2003). Ein ungehinderter
Angriff von aggressiven Sauerstoffradikalen auf die Magenschleimhaut forciert die
Entstehung oxidativer Gewebeschadigungen. Bei gleichzeitiger Stérung der
Mukosabarriere, z.B. durch den Mangel an protektiven Prostaglandinen, kommt es zu
oberflachlichen Erosionen, wodurch die Magensaure ungehindert wirken kann. Im
weiteren Verlauf entstehen tiefere La&sionen, die zu subepithelialen Blutungen,
Entzindungen der Mukosa und Ulzerationen fuhren (Rainsford 1999; Wolfe et al. 1999;
Pohle et al. 2001; Hawkey et al. 2003; Whittle 2003).

Eine antioxidative Intervention zur Behandlung von Ulkuserkrankungen sowie zur
Protektion der Mukosa bei einer Dauermedikation mit NSAIDs konnte additiv zu einer
Saurereduktion und der Minderung aggressiver Faktoren fur die Magenmukosa einen
moglichen Therapievorteil bringen. Denkbare Strategien waren sowohl der Einsatz
direkter Antioxidantien als auch die Stimulierung endogener, antioxidativer
Stoffwechselwege.

In der vorliegenden Arbeit konnten die PPIs Lansoprazol und Omeprazol als potente
Aktivatoren der antioxidativen HO-1 in gastralen Epithelzellen sowie in Endothelzellen
und Makrophagen charakterisiert werden. Endothelzellen und Makrophagen gelten als
Zellsysteme mit hoher HO-1-Expression und -Aktivitat (Wang et al. 1998; Orozco et al.
2007). Die PPIs werden nach oraler Gabe zunachst im Darm resorbiert und dann mit
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dem Blutkreislauf an ihren Wirkort, die Protonenpumpe in den Parietalzellen des
Magens, transportiert. Der Magen ist mit einer Vielzahl von Blutgefalien innerviert, die
v.a. fir die gastrale Mikrozirkulation von Bedeutung sind. Makrophagen sind im
Entzindungsgeschehen und bei der ersten Immunabwehr sowohl in der Magenmukosa
als auch im systemischen Kreislauf von entscheidender Relevanz. Die untersuchten
Zellsysteme sind somit neben den gastralen Zellen mogliche physiologische Targets von
PPls. Daruber hinaus sollte die Unabhangigkeit der gastroprotektiven Eigenschaften von
der antisekretorischen Wirkung durch Untersuchung von Zellmodellen, die nicht Uber
eine H'/K*-ATPase verfiigen (Jaisser et al. 1999), gezeigt werden.

Lansoprazol und Omeprazol stimulierten im mikromolaren Konzentrationsbereich die
Promotoraktivitdt des mHO-1-Promotors in NIH3T3-Zellen konzentrations- und
zeitabhangig. In gastralen Epithelzellen, Endothelzellen und Makrophagen induzierten
sie eine konzentrationsabhangige Steigerung der HO-1-mRNA. Die Aktivierung der HO-
1-Transkription bewirkte eine vermehrte Expression des HO-1-Proteins. Untersuchungen
zur  HO-Aktivitat beweisen, dass diese erhdhten  Transkriptions- und
Translationsprozesse schlieRlich zu einem katalytisch aktiven Enzym fihren.

Die betrachteten PPIs waren hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Induktion des
HO-1-Gens unterschiedlich potent. Besonders auf transkriptioneller Ebene zeigte sich
Lansoprazol als der starkere Induktor. Eine signifikante Stimulierung der mHO-1-
Promotoraktivitdit um das 1,4fache konnte bereits in einer Konzentration von 10 yM
Lansoprazol und bei einer Inkubationszeit von 8 Stunden erreicht werden. Diese
Konzentration  befindet sich im oberen Bereich der physiologischen
Plasmakonzentration, welche abhangig ist von der Applikationsform, der Dosis und den
unterschiedlichen Metabolisierungstypen. In einer Studie von Andersson und
Mitarbeitern betrugen die physiologischen Plasmakonzentration nach einwdchiger oraler
Lansoprazol-Einnahme (30mg/Tag), je nachdem ob es sich um einen poor oder
extensive Metabolisierer handelte, zwischen 2,2 -5,6 uM (Andersson et al. 1998). Hohere
Plasmakonzentrationen, bei einer Gabe von 60 mg Lansoprazol am Tag oder nach
intravendser Applikation, sind denkbar (Yacyshyn et al. 2002). Fir Omeprazol konnte
z.B. nach intravendéser Gabe eine Plasmakonzentration von bis zu 20 uM detektiert
werden (Cederberg et al. 1993). Omeprazol aktivierte den mHO-1-Promotor mit
vergleichbarer Starke in einer Konzentration von 30 uM. Langere Inkubationszeiten
bewirkten bei beiden PPIs eine weitere Steigerung der HO-1-Promotoraktivitat. Eine
Verdopplung der Aktivitatsrate konnte mit 50 uM Lansoprazol und 100 yM Omeprazol
nach 24 Stunden erreicht werden. Ahnliche Befunde wurden mit Hilfe des Northern-Blot-
Verfahrens in humanen Endothelzellen detektiert. Signifikante Induktionen konnten mit
30 uM Lansoprazol und 100 uM Omeprazol erreicht werden. Insgesamt bewirkten beide
PPIs eine deutliche Steigerung der HO-1-mRNA-Menge in Endothelzellen auf das 5,6 bis
6,9fache. Die Potenz von PPIls zur HO-1-Induktion verdeutlicht auch der Vergleich mit
der internen Positivkontrolle, dem Schwermetall CdCl,, welches die HO-1-mRNA-
Bildung auf das 5,3fache steigerte. In Makrophagen erhdéhte 100 uM Lansoprazol die
HO-1-mRNA-Menge, quantifiziert mit Hilfe der Real time RT-PCR, um das 3fache. Da
bei der Aktivierung des mHO-1-Promotors eine deutliche Zeitabhangigkeit detektiert
wurde, koénnten die etwas schwacheren Induktionen der HO-1-mRNA in Makrophagen
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zumindest z.T. in der kurzeren Inkubationszeit von 6 Stunden bei der Real time RT-PCR
begrundet liegen.

Die HO-1-Proteinmenge konnte mit 100 uM Lansoprazol und 300 yM Omeprazol in
Endothelzellen im Durchschnitt um das 3fache gesteigert werden. Die identische
Steigerung der Proteinmenge bei geringerer Substanzkonzentration bestatigt
Lansoprazol auch bei der HO-1-Proteinexpression als das potentere der beiden Prazole.
Die Effekte in Makrophagen waren mit denen in Endothelzellen vergleichbar.

Die Induktion der HO-1 durch Lansoprazol und Omeprazol resultierte in einem
katalytisch aktiven Enzym, gemessen als erhdhte Bilirubinspiegel im Zelllysat. Die nach
Stimulation erzeugte Bilirubinmenge betrug das 1,7fache des basal gebildeten Bilirubins
in unstimulierten Zellen. Im Gegensatz zur mMRNA- und Proteinebene, waren mit 300 yM
Omeprazol (170%) hohere Bilirubinspiegel detektierbar als mit 300 yM Lansoprazol
(144%). Moglicherweise erschwert die Verwendung von exogen zugegebenen
Enzymsystemen bei dieser Methode (Glucose-6-phosphatdehydrogenase,
Biliverdinreduktase isoliert aus Rattenleberzytosol) die Gewahrleistung einheitlicher
Standardbedingungen im Vergleich zu Protein-, mRNA- und Promotoraktvitats-
bestimmungen. Ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Enzyme konnte eventuell
zu Aktivitatsverlusten fuhren.

Darlber hinaus zeigte sich Lansoprazol besonders auf transkriptioneller Ebene deutlich
potenter. Lansoprazol besitzt durch die Einfihrung einer Trifluorethoxy-Gruppe an
Position C-4 des Pyridinringes eine hdhere Lipophilie als Omeprazol. Dies spiegelt sich
in einem schlechteren Losungsverhalten von Lansoprazol in hydrophilen Lésungsmitteln
wider (Wasserloslichkeit nach Firmenangaben: Lansoprazol 0,97 mg/l; Omeprazol 82,3
mg/l). Im Zellsystem liegt bei einem pH-Wert von 7,4 die unprotonierte, membrangangige
Arzneiform vor, eine Dissoziation beginnt erst bei pH-Werten zwischen 4-6 (Stedman et
al. 2000). Durch die hohere Lipophilie besitzt Lansoprazol eine bessere
Membrangangigkeit, was zu einem schnelleren intrazellularen Anfluten von Lansoprazol
fuhren kdnnte. Bei langeren Inkubationszeiten (12 Stunden fur HO-Aktivitat) kdnnte die
beschleunigte Passage durch Zellmembranen von Lansoprazol gegeniber Omeprazol
einen geringeren Einfluss auf die Intensitat der HO-1-Induktion im Vergleich zu den
klrzeren Inkubationszeiten bei Western- und Northern-Blot-Analysen haben. Diese
Vermutung bestatigen die Daten zur zeitabhangigen Induktion des HO-1-Proteins.
Wahrend Lansoprazol das Maximum der Stimulation bereits nach 12 Stunden erreichte,
nach 24 Stunden allerdings einen sinkenden HO-1-Proteinspiegel aufzeigte, konnte
Omeprazol die Proteinsynthese kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
steigern. Eine weitere denkbare Erklarung der kontroversen Effekte von Lansoprazol und
Omeprazol hinsichtlich HO-1-mRNA-Menge und -Enzymaktivitadt ware eine Interaktion
zwischen dem HO-1 und HO-2-Protein, wodurch es insgesamt zu einer verminderten
HO-Aktivitat kommt. Die beiden Isoformen der HO sind Produkte unterschiedlicher Gene.
Obwohl die HO-1 vornehmlich in der Milz und die HO-2 im Gehirn exprimiert wird, sind in
den meisten Geweben beide Isoenzyme vorzufinden (Vincent et al. 1994; Barlow et al.
1999; Dennery et al. 2003). Weng und Mitarbeiter konnten eine Komplexbildung
zwischen beiden HO-Isoformen zeigen, wodurch es zur Blockierung der Ham-
Bindungstasche und infolgedessen zu einer verminderten HO-Aktivitat kommt. Die
Autoren vermuten hinter diesem Mechanismus eine Art negative Ruckkopplung zur



Diskussion 95

Limitierung der HO-Aktivitat (Weng et al. 2003). Wahrend flr eine moderate HO-
Aktivitatserhohung protektive Effekte gezeigt werden konnten (Vile et al. 1994), gilt eine
Aktivitatserhéhung um das 5fache als schadigend fir den Organismus (Suttner et al.
1999a; Suttner et al. 1999b). Da auch in Endothelzellen beide HO-Isoformen exprimiert
werden (Marks et al. 1997), konnte eine Induktion der HO-1 durch die potenten PPls in
hdheren Substanzkonzentration eine HO-Komplexbildung bewirken.

Prinzipiell deuten die Ergebnisse zur Induktion der HO-1 auf mRNA- und Proteinebene
sowie die Anwesenheit eines katalytisch aktiven Enzyms auf einen Klasseneffekt der
PPls. Ergebnisse mit Pantoprazol, die ebenfalls eine vermehrte HO-1-Proteinsynthese
zeigen (Daten nicht dargestellt), unterstlitzen diese Vermutung. Die Untersuchungen in
verschiedenen Zellsystemen demonstrieren aul’erdem, dass die PPIl-vermittelte HO-1-
Stimulierung auf transkriptioneller, translationeller und katalytischer Ebene nicht
zelllinienspezifisch ist.

Nach wie vor fuhrt die gastrointestinale Toxizitat von NSAIDs bei zahlreichen Patienten
mit chronischen Schmerzzustanden, welche eine Dauertherapie mit COX-Inhibitoren
bendtigen, zu Magenschleimhautschadigungen (Hawkey et al. 2003).

Mit der Entwicklung selektiver Inhibitoren der bei Schmerz und Entziindungen vermehrt
exprimierten COX-2, sollte der gastroprotektive Effekt der konstitutiven COX-1 erhalten
bleiben. Die sogenannten Coxibe beeinflussen die Thromboxan-Biosynthese in den
Thrombozyten nicht, fuhren allerdings zu einer Hemmung der COX-2-vermittelten
Prostazyklin-Biosynthese im Endothel. Das sensible Gleichgewicht wird zugunsten des
Thromboxan A, verschoben, was ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko bedingt (Cheng
et al. 2002). Nach der Marktricknahme von Rofecoxib und Valdecoxib ist heute die
Sicherheit und Unbedenklichkeit von Coxiben, in jingerer Zeit auch von konventionellen
NSAIDs, hinsichtlich kardiovaskularer Risiken umstritten (McGettigan et al. 2006; Motsko
et al. 2006; Hennekens et al. 2008).

PPIs wie Pantoprazol, Lansoprazol oder Omeprazol gelten als effektive und gut tolerierte
Arzneistoffe, um den Magen und das Duodenum bei einer NSAID-Medikation vor
Schadigungen zu schutzen. Dabei zeichnen sie sich sowohl in der Primar- und
Sekundarpravention als auch bei der Therapie NSAID-induzierter Ulzerationen durch
antisekretorische Effizienz sowie durch eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber anderen
Behandlungs- bzw. Praventionsstrategien aus (Chan 2007; Chan et al. 2007). In
verschieden klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Omeprazol-Gabe von
20 mg/Tag Patienten unter einer NSAID-Dauermedikation im Vergleich zu Placebo
effektiv und signifikant vor gastralen oder duodenalen Ulzerationen schutzt (Ekstrom et
al. 1996; Cullen et al. 1998). Andere Studien vergleichen die Gabe von PPls mit
Misoprostol bei NSAID-Dauertherapie. Dabei zeigten sich mit Pantoprazol endoskopisch
signifikant weniger gastrointestinale Lasionen im Vergleich zu Misoprostol 400ug/Tag
(Stupnicki et al. 2003). Bei der Abheilung von Ulzerationen schien das PG-Derivat in
einer hoheren Dosierung (800 ug/Tag) ahnlich erfolgreich wie Omeprazol (20 oder 40
mg/Tag), allerdings ist eine Langzeitanwendung von Misoprostol 800 pg/Tag aufgrund
erhohter Nebenwirkungen kritisch zu betrachten (Hawkey et al. 1998). Ranitidin (300
mg/Tag) blieb im Rahmen der ASTRONAUT-Studie (,Acid Supression Trial: Ranitidine
vs. Omeprazol for NSAID-Associated Ulcer Treatment‘) hinter der Effektivitat von
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Omeprazol (20 oder 40 mg/Tag) beziglich der Abheilung von Ulzerationen zurick
(Yeomans et al. 1998).

Diese Studien weisen darauf hin, dass der Vorteil von PPls bei NSAID-induzierten
Mukosaschadigungen nicht ausschliellich in einer effizienten antisekretorischen Wirkung
begrindet liegt. Sowohl mit einem potenziell protektiven PG-Derivat als auch mit
konventionellen, antisekretorischen Arzneistoffen konnte die Effektivitdt der PPls nicht
erreicht werden. Blandizzi und Mitarbeiter konnten unter einer NSAID-Therapie erhdhte
Malondialdehyd- und verminderte Glutathionspiegel als Indiz fur oxidative
Gewebeschadigungen nachweisen. Sie begriinden die Uberlegenheit der PPIs mit der
Induktion protektiver Mechanismen, die unabhangig von der Saureinhibition sind
(Blandizzi et al. 2005). Andere Arbeitsgruppen postulieren fir PPls ebenfalls
antioxidative, antiapoptotische und antiinflammatorische Eigenschaften (Suzuki et al.
1995; Natale et al. 2004; Agnihotri et al. 2007; Pozzoli et al. 2007).

Die in dieser Arbeit gezeigte Induktion, der als antioxidativ, antiproliferativ,
antiapoptotisch und antiinflammatorisch beschriebenen HO-1 (Stocker et al. 1987b;
Otterbein et al. 2003a; Maines et al. 2005; Ryter et al. 2007), konnte die beobachteten
Eigenschaften der PPls teilweise erklaren. Eine Gastroprotektion durch PPIs kdnnte
zumindest z.T. durch die Eigenschaften der HO-1-Produkte vermittelt werden und
scheint unabhangig von der antisekretorischen Wirkung zu sein. Dafiir sprechen die
Ergebnisse zur Stimulierung der HO-1 in Zellsystemen, welche nicht Gber eine H/K’-
ATPase verfugen.

Die physiologischen Plasmakonzentrationen von Lansoprazol und Omeprazol betragen
je nach Applikationsweg und Metabolisierer (extensive oder poor) 2-3x10° bis 1-2x107°
mol/l (Lind et al. 1986; Aoki et al. 1991; Cederberg et al. 1993; Li et al. 2004). In der
Literatur ist die Datenlage hinsichtlich der Konzentrationsbereiche, bei denen eine
saureunabhangige Gastroprotektion im Vordergrund steht, z.T. kontrovers. Wahrend
Biswas und Mitarbeiter protektive PPI-Effekte flr geringere, als die zur Sdurehemmung
erforderlichen Konzentrationen postulieren (Biswas et al. 2003), zeigten Blandizzi und
Mitarbeiter, dass fur die PPIl-vermittelte Gastroprotektion im Durchschnitt EDso-Werte
erforderlich sind, die das 3-4fache der EDsy-Werte flir eine entsprechende
Saurehemmung  betragen  (Blandizzi et al. 1999). Kurzfristig  erhdhte
Gewebekonzentrationen durch Arzneistoff-Anreicherung in der Magenmukosa sind
ebenfalls denkbar. Eine HO-1-Induktion durch Lansoprazol oder Omeprazol in den
untersuchten Konzentrationsbereichen kdnnte somit eine klinische Relevanz aufweisen.
Der H,-Antagonist Ranitidin zeigte in Humanstudien keinen signifikanten Einfluss auf
NSAID-bedingte gastrale Ulzerationen (Yeomans et al. 1998). Das Ausbleiben einer HO-
1-Aktivierung durch Ranitidin deutet ebenfalls auf die Involvierung der HO-1 als Mediator
der pleiotropen PPI-Eigenschaften hin.

Eine Stérung der Mukosaintegritat, verursacht durch ein Ungleichgewicht zwischen
aggressiven Faktoren und Protektionsmechanismen, kann zu einer akuten
Entzindungssituation fuhren. Wichtigste Mediatoren einer akuten Inflammation sind IL-
18 und TNFa. Diese bedingen die Infiltration von Neutrophilen in das entzindete
Gewebe. Die Neutrophilen bilden vermehrt Superoxidanionen, welche mit
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Membranproteinen und —lipiden interagieren (Wallace et al. 2001). Die ROS schadigen
die Zellmembran, fihren im weiteren Verlauf zu einer Destruktion der zellularen Proteine
und schliel3lich zum Absterben der nicht mehr funktionsfahigen Zellen.

Das HO-1-Produkt CO gilt als Modulator inflammatorischer Prozesse. CO kann durch
eine verminderte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-1B bei
gleichzeitiger vermehrter Produktion des antiinflammatorischen IL-10 erfolgreich in die
Entzindungskaskade intervenieren (Willis et al. 1996; Otterbein et al. 2000a; Ryter et al.
2007). Die Eigenschaften von CO, eine Plattchenaktivierung und —aggregation sowie die
Expression von PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) in Makrophagen zu
unterbinden, unterstlitzen zusatzlich dessen antiinflammatorische Wirkung (Otterbein et
al. 2003a).

Neben oberflachlichen Membranschadigungen und Stérungen der intrazellularen
Homdoostase bedingt der Angriff von ROS DNA-Fragmentationen und somit die Induktion
apoptotischer Prozesse in den mukosalen Zellen. Das HO-1-Produkt CO vermittelt
neben antiinflammatorischen und vasodilatorischen auch antiproliferative und
antiapoptotische Effekte (Otterbein et al. 2003a). Exogenes CO inhibierte die TNFa-
initiierte Apoptose in Mausfibroblasten und Endothelzellen (Brouard et al. 2000; Petrache
et al. 2000). Abgesehen von einer antioxidativ bedingten Mukosaprotektion, scheint v.a.
die antiapoptotische und antiinflammatorische Wirkung der PPls von entscheidender
Relevanz bei der Heilung und Pravention gastraler Lasion (Wallace et al. 2001; Biswas
et al. 2003; Handa et al. 2006).

Kritischer Aspekt fur eine Mukosaschadigung ist auRerdem eine inflammatorisch-
bedingte Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten. Deren Aggregation bewirkt
Thrombenbildung und ischamische Zustande in der gastralen Mikrozirkulation. Das
vasodilatierende CO kann diesem Prozess durch Regulation des Tonus der glatten
GefaBmuskulatur und Hemmung der Plattchenaggregation entgegen wirken. Ahnlich wie
NO entfaltet CO seine gefalyrelaxierende Wirkung Uber die Aktivierung der I6slichen
Guanylatzyklase (Ryter et al. 2007). In einer Arbeit von Naseri und Mitarbeitern konnten
Omeprazol und Lansoprazol in einer Konzentration von 30 — 300 uM eine Relaxation
isolierter humaner Arterien induzieren. Mechanismen zur Regulation der intrazellularen
Ca*-Konzentration werden vermutet (Naseri et al. 2006). Die in dieser Studie
verwendeten Substanzkonzentrationen konnten in der vorliegenden Arbeit eine HO-1-
Induktion bewirken. Denkbar ware somit auch CO als Mediator der vasodilatierenden
Wirkung.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die antioxidativen Effekte von
Omeprazol zu einer Hemmung der Lipid- und Proteinperoxidation fuhren und somit die
Membranstruktur stabilisieren und eine funktionell aktive Zelle aufrechterhalten (Biswas
et al. 2003; Kuroda et al. 2006; Pozzoli et al. 2007). Eine Mukosaprotektion wird auch fur
zahlreiche andere antioxidative Substanzen wie Melatonin, Vitamin E, PBN oder
Desferroxamin beschrieben (Das et al. 1997; Bandyopadhyay et al. 2000). Bilirubin ist
ein potentes endogenes Antioxidans (Stocker et al. 1987b; Ryter et al. 2007). Zahlreiche
in vitro Studien demonstrieren den direkten protektiven Effekt von Bilirubin gegentber
oxidativ-induzierter Zytotoxizitat (Wu et al. 1991; Clark et al. 2000; Baranano et al. 2002).
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Der Nutzen einer HO-1-Induktion bei gastraler Gewebeschadigung konnte bereits fir
NO-NSAIDs, die eine magenschonendere Alternative gegenuber konventionellen
NSAIDs darstellen, im Zellkulturmodell gezeigt werden (Berndt et al. 2005).

Des Weiteren finden sich in der Literatur Hinweise auf eine vermehrte Expression der
HO-1 bei H. pylori-Infektionen, Gastriden und Ulzerationen. Die Aktivierung der HO-1
konnte dabei einen endogenen Protektionsmechanismus gegenlber den zytotoxischen
und inflammatorischen Schadigungen der Mukosa darstellen (Barton et al. 2003; Guo et
al. 2003; Ameriso et al. 2005). So konnte in einer in vivo Studie an Ratten von Guo und
Mitarbeitern gezeigt werden, dass die HO-1- und COX-2-Expression in der Phase des
Heilungsprozesses, die ca. 3 Tage nach der Induktion des Ulkus einsetzte, signifikant
erhoht war (Guo et al. 2003). Die Wundheilung koénnte zum einen durch die
antiinflammatorische und antioxidative Wirkung der HO-1-Mebolite und zum anderen
durch die HO-1-induzierte Endothelzellaktiverung, -proliferation und —angiogenese,
gefordert werden (Deramaudt et al. 1998; Brouard et al. 2000; Guo et al. 2003). Zu
ahnlichen Beobachtungen kamen Barton und Mitarbeiter bei einer Humanstudie von
Patienten mit H. pylori positiver oder negativer Gastritis, sowie aktiver oder inaktiver
Colitis ulcerosa bzw. Morbus Chron. Eine erhdhte HO-1-Expression konnte v.a. in den
entzindeten Bereichen des Magengewebes und Kolons beobachtet werden (Barton et
al. 2003). Auch eine Studie von Ameriso und Mitarbeitern belegt eine vermehrte
HO-1-Expression in H. pylori positiven Patienten. Die erhohte HO-1-Expression wird von
den Autoren v.a. hinsichtlich einer mdglichen Stabilisierung von H. pylori-assoziierten
atherosklerotischen Plaques diskutiert (Ameriso et al. 2005). Eine jungere Studie von Lo
und Mitarbeitern |asst daruber hinaus einen moglichen protektiven Effekt einer
vermehrten HO-1-Expression im Hinblick auf die Entstehung von Magenkarzinomen
vermuten (Lo et al. 2007).

Haufig ist eine vermehrte Expression der HO-1 an die Aktivierung eines weiteren
antioxidativ wirksamen Stressproteins, das Ferritin, gekoppelt (Eisenstein et al. 1991;
Fogg et al. 1999). Lansoprazol und Omeprazol fiuhrten zu einer konzentrations- und
zeitabhangigen Induktion des Ferritinproteins in Endothelzellen und Makrophagen. Die
Konzentrationsbereiche fur eine vermehrte Ferritinexpression Kkorrelierten mit den
Substanzkonzentrationen fur eine HO-1-Induktion. Allerdings waren fur signifikante
Stimulationen des Ferritinproteins im  Vergleich zum HO-1-Protein langere
Inkubationszeiten erforderlich. Maximale Syntheseraten konnten in Endothelzellen nach
24 Stunden und in Makrophagen nach 12 Stunden erzielt werden. Zur signifikanten
Induktion des HO-1-Proteins kam es in beiden Zellsystemen bereits nach 8 Stunden. Die
langeren Inkubationszeiten fur die Ferritininduktion sprechen fir eine Kopplung des
HO-1-/Ferritinsystems unter den gewahlten Bedingungen. Begrindet wird dies in der
Literatur damit, dass die Induktion von Ferritin v.a. die Folge einer HO-1-Aktivierung und
einer damit verbundenen Beeinflussung des Eisenstoffwechsels ist. Die Freisetzung des
Ham-Eisens durch die katalytisch aktive HO-1 wirkt dabei als Stimulus fur die Synthese
des Eisenspeicherproteins Ferritin (Balla et al. 1992b).

Zusammenfassend konnte eine Aktivierung des HO-1/Ferritinsystems Bestandteil des
Wirkprofils der PPIs sein und einen bislang unbekannten Wirkmechanismus,
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gekennzeichnet durch antioxidative, antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte,
darstellen.

Zahlreiche Studien belegen ein antioxidatives Potenzial der PPls (Suzuki et al. 1995;
Lapenna et al. 1996; Koch et al. 2002; Fornai et al. 2005; Simon et al. 2006). Direkte
(Lapenna et al. 1996; Biswas et al. 2003) sowie indirekte (Koch et al. 2004; Blandizzi et
al. 2005; Agnihotri et al. 2007) radikalfangende Eigenschaften scheinen dabei eine Rolle
zu spielen. Von Interesse in der vorliegenden Arbeit waren, neben der Charakterisierung
der HO-1 als Zielstruktur der PPIls, mdgliche funktionelle Konsequenzen einer PPI-
vermittelten HO-1-Aktivierung. Inwieweit sich die genomischen Effekte von Lansoprazol
und Omeprazol als antioxidative Schutzwirkung manifestieren, wurde in einem
Zellkulturmodell fiur oxidativen Stress untersucht. Monozyten sowie die Zellen des
vaskularen Systems reagieren auf die Freisetzung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren bei inflammatorischen Prozessen u.a. mit der Aktivierung der
NADPH-abhangigen Oxidase, wodurch vermehrt Superoxidanionen gebildet werden
(Griendling et al. 2000).

Mittels eines Chemilumineszenz-Assays wurden die Wirkungen von Lansoprazol und
Omeprazol auf die NADPH-induzierte Sauerstoffradikalbildung in Endothelzellen und
Makrophagen bestimmt. Dabei wurde die pathophysiologische Situation des oxidativen
Stresses durch direkte Zugabe von NADPH, welches die NADPH-abhangige Oxidase
zur Superoxidradikalbildung stimuliert, hervorgerufen. Signifikante radikalsenkende
Effekte konnten fur Lansoprazol und Omeprazol in beiden Zellsystemen nach
mehrstindigen Inkubationen detektiert werden.

Da Makrophagen zu den wichtigsten ROS-Produzenten (v.a. Superoxid-Anion) im
Organismus zahlen und eine antioxidative Intervenierung bei inflammatorischen sowie
atherosklerotischen Erkrankungen von therapeutischem Nutzen sein konnte (Gerrity
1981b; Gerrity 1981a; Lessner et al. 2002; Splettstoesser et al. 2002; Tiwari et al. 2007),
galten sie besonders im Modell fur oxidativen Stress als geeignetes Zellsystem. Eine
signifikante Reduktion der NADPH-induzierten Radikalbildung konnte in Makrophagen im
Vergleich zu Endothelzellen bereits in geringeren Konzentrationen erzielt werden.
Sowohl Omeprazol als auch Lansoprazol vermittelten signifikant-radikalsenkende Effekte
in Makrophagen bereits in physiologisch relevanten Konzentrationenbereichen (3-10 pM),
ahnliche Effekte konnten in Endothelzellen erst in hdoheren Substanzkonzentrationen
(100-300 pM) beobachtet werden. Eine antioxidative Wirkung nach mehrstindigen
Vorinkubationen und Auswaschen der Substanzen spricht gegen einen direkten
Radikalfang durch PPIs und deutet auf indirekte signaltransduzierende Prozesse, wie die
Aktivierung von Stressproteinen, hin. Obwohl eine geringfligige Abnahme der
Radikalbildung bereits nach direkter Zugabe von Omeprazol zu verzeichnen war,
konnten signifikante Senkungen erst nach 6stundiger Inkubationszeit detektiert werden.
Das Maximum der Radikalsenkung bei einer Inkubationszeit von 8 Stunden spricht
ebenfalls fur die Stimulierung antioxidativer Stoffwechselwege. Kontrovers ist allerdings
der Radikalanstieg in Makrophagen nach 24 Stunden. Mit Hilfe eines LDH-Assays
konnten nekrotische Zellprozesse durch mogliche toxische Effekte von 100 uM
Omeprazol im betrachteten Zeitraum ausgeschlossen werden.
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Eine Kausalitdt zwischen einer HO-1-Induktion und der beobachteten antioxidativen
Wirkung von PPls verdeutlichen Untersuchungen mit dem HO-1-Produkt Bilirubin sowie
mit dem selektiven HO-Aktivitatsinhibitor CrMP. Bilirubin wird als eines der starksten
endogenen Antioxidantien beschrieben. So konnten Stocker und Mitarbeiter zeigen, dass
Bilirubin das antioxidative Potenzial von Vitamin E gegenuber Lipidperoxidation
uberschreitet (Stocker et al. 1987a; Stocker et al. 1987b). In der vorliegenden Arbeit
konnte die direkte Inkubation der Makrophagen mit Bilirubin die NADPH-induzierte
Radikalbildung fast vollstandig aufheben. Bilirubin koénnte somit im gewahlten
Untersuchungsmodell Mediator der mit PPIs detektierten antioxidativen Effekte sein.
Eine signifikante Radikalsenkung wurde bereits im Bereich physiologischer
Bilirubinserumspiegel erzielt (Normwerte flir Serumbilirubin ~5-17 yM (Stocker et al.
1987a)). Wobei allerdings beachtet werden muss, dass der Grofteil des Bilirubins im
Serum an Albumin konjugiert vorliegt (Sedlak et al. 2004). In der Literatur finden sich
zahlreiche Hinweise, dass moderat erhdhte Serumbilirubinspiegel positive Auswirkungen
auf Krankheiten haben, die im Zusammenhang mit oxidativen Stress stehen. In einer
Humanstudie von Hopkins und Mitarbeitern zeigte sich ein leicht erhdhter Bilirubinspiegel
von 12,4 + 8,1 yM im Vergleich zu 8,9 £ 6,1 yM als praventiv gegenuber dem Auftreten
von koronarer Herzerkrankungen (Hopkins et al. 1996). Zu ahnlichen Ergebnissen
kamen Djousse und Mitarbeiter bei der Auswertung der Framingham Offspring Study
(Djousse et al. 2001; Djousse et al. 2003). Erhdhte Bilirubinspiegel von ~15,4 uM
gegenuber Patienten mit Bilirubinspiegeln von ~8,6 uyM waren assoziiert mit einem
verminderten Risiko fur Herzinfarkt und andere kardiovaskulare Ereignisse. Andere
Studien lassen auch einen positiven Effekt von erhdhten Bilirubinwerten bei
Krebserkrankungen vermuten (Vitek 2005). Zum Beispiel wurden bei Patienten mit
einem Kolonkarzinom verminderte Bilirubinspiegel (11,5 pM) gegenuber gesunden
Kontrollpatienten (13,3 pM) beobachtet (Ko et al. 1994).

Neben den Ergebnissen mit dem HO-1-Produkt Bilirubin, zeigen Versuche mit dem
selektiven HO-Aktivitatsinhibitor CrMP einen direkten Zusammenhang zwischen der PPI-
vermittelten HO-1-Induktion und der antioxidativen Wirkung der Substanzen. Mit dem
spezifischen Hemmstoff konnte die Lansoprazol- bzw. Omeprazol-vermittelte
Radikalsenkung vollstandig aufgehoben werden. Dies bestatigt eine Verknipfung
zwischen HO-1-Aktivierung und den indirekten antioxidativen Effekten der getesteten
Prazole.

Die HO-1-Induktion durch PPlIs lie sich mittels gaschromatographischer Bestimmung
der CO-Produktion in verschiedenen Geweben auch in vivo nachweisen. Die Menge an
freigesetztem CO korreliert bei dieser Methode mit der HO-Aktivitat der jeweiligen
Gewebe. Eine erhohte HO-Aktivitat konnte nach intraperitonealer Omeprazolapplikation
(120 pmol/kg KG) im Magenkorpus beobachtet werden.

Die intraperitoneal verabreichte Dosis von 120 pmol/kg KG orientierte sich an anderen in
vivo Studien, in denen antioxidative Effekte fur Omeprazol gezeigt werden konnten
(Blandizzi et al. 1995; Koch et al. 2002; Naseri et al. 2006). Im Magengewebe kam es zu
einer signifikanten Steigerung der HO-Aktivitat. Diese Ergebnisse bestatigten die HO-1
als moglichen Mediator der gastroprotektiven Effekte von PPls in vivo. In weiteren
getesteten Geweben hatte Omeprazol keinen signifikanten Einfluss auf die HO-Aktivitat.
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Interessant ist allerdings eine tendenzielle Minderung der HO-Aktivitat in der Niere. In
Kombination mit den aktivitdtssenkenden Effekten in der Leber, die nach einer oralen
Applikation von Omeprazol erzielt wurden, ist auch eine Inhibition der HO durch
bestimmte Omeprazolmetabolite denkbar. Durch orale Gabe von Omeprazol in einer
nicht-magensaftresistenten Formulierung erfolgt bereits bei der ersten Magenpassage
die Zerstorung der Prodrug-Struktur. Die Metabolisierung in der Leber Gber CYP3A4 und
CYP2C19 flhrt zu den entsprechenden Desmethyl-, Hydroxymethyl- und
Sulfonderivaten (Abb. 41). DeNagel und Mitarbeiter konnten Azalanstat, ein
Imidazoldioxolan, als Inhibitor der HO-1-Aktivitat identifizieren (Denagel et al. 1998).
Untersuchungen von Kinobe und Mitarbeitern konnten weitere Imidazoldioxolane als HO-
Inhibitoren mit z.T. unterschiedlicher Praferenz fur HO-1 oder HO-2 klassifizieren (Abb.
41) (Kinobe et al. 2006). Strukturelle Gemeinsamkeiten von diversen HO-Inhibitoren und
dem Omeprazolmolekil, welche sich u.a. in der Umsetzung durch CYP3A-Enzyme
zeigen, lasst eine mogliche Inhibition der HO durch bestimmte Omeprazolmetabolite
vermuten. Weitere in vivo Experimente mit verschiedenen Applikationswegen und
Omeprazolmetaboliten waren vor dem Hintergrund interessant, dass mit Omeprazol bzw.
bestimmten Metabolisierungsprodukten sowohl eine Inhibition als auch eine Stimulierung
der HO-1 erzielt werden kénnte.

Chemische Struktur der HO-Inhibitoren IC5 ICs Struktur Omeprazolmetabolite
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Abbildung 41: Chemische Struktur und inhibitorische Potenz verschiedener HO-Inhibitoren nach
Kinobe et al. (Kinobe et al. 2006) im Vergleich zur chemischen Struktur der drei identifizierten
Omeprazolmetabolite (Abeld et al. 2000).

Abgesehen von Ham als Substrat und somit klassischem Induktor der HO-1 haben
unterschiedliche Studien gezeigt, dass das HO-Gen durch eine Vielzahl anderer Stimuli
wie UV-Irradiation, Endotoxine, Schwermetalle und Oxidanzien wie Hydrogenperoxid
induziert werden kann (Keyse et al. 1989; Vile et al. 1993; Maeshima et al. 1996). Als
gemeinsamer Mechanismus der HO-1-Akivierung dieser und einiger anderer Induktoren
gilt die Fahigkeit, ROS zu generieren. Um direkten oder indirekten Stress bei der
Aktivierung des HO-1-Gens durch PPIs auszuschlielen, wurden Endothelzellen
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gleichzeitig mit PPls und SOD behandelt. Der Organismus besitzt verschiedene
Enzymsysteme, welche ROS abfangen und ihre destruktive Wirkung auf Membranlipide,
Proteine und Nukleinsduren unterbinden. Ein solcher endogener Schutzmechanismus ist
die Superoxiddismutasereaktion. Die SOD katalysiert dabei den Abbau von
Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff. Eine Vorinkubation der
Endothelzellen mit SOD konnte die PPIl-vermittelte HO-1-mRNA-Synthese nicht
signifikant vermindern. Die erzielten Ergebnisse deuten auf eine von oxidativem Stress
unabhangige Induktion des HO-1-Gens durch Lansoprazol und Omeprazol hin.

Durch den Transkriptionsinhibitor Act D sowie den Translationshemmer CHX wurde die
Lansoprazol-vermittelte Synthese der HO-1-mRNA nahezu vollstandig bzw. teilweise
inhibiert. Diese Befunde belegen eine transkriptionelle Regulierung der PPI-induzierten
HO-1-Genexpression. Auflerdem geben sie einen Hinweis darauf, dass die HO-1-
Aktivierung nicht durch direkte Interaktion von Lansoprazol mit der DNA induziert wird.
Vielmehr scheint eine innerhalb kurzer Zeit stimulierbare De-novo-Synthese von
Proteinen fur die PPI-vermittelte HO-1-Induktion von entscheidender Relevanz zu sein.
Als Peptide mit kurzer Halbwertzeit, die Einfluss auf die Aktivierung des HO-1-Gens
nehmen, wurden in den letzten Jahren v.a. die Trankriptionsfaktoren Nrf2 und AP-1
diskutiert (Alam 1994; Alam et al. 1995; Huang et al. 2000). Speziesabhangig wurden
daruber hinaus in der Promotorregion des HO-1-Gens Bindungsstellen fur AP-2, NFkB
sowie fur Interleukin- und Prostaglandinderivate gefunden (Lavrovsky et al. 1994;
Koizumi et al. 1995; Choi et al. 1996).

Die Beteiligung bestimmter Transkriptionsfaktoren an der HO-1-Genexpression durch
PPls lasst aullerdem eine Involvierung intrazellularer Signalkaskaden vermuten. Welche
Signaltransduktionswege dabei in Frage kommen konnten, sollte mit verschiedenen
Hemmestoffexperimenten untersucht werden.

Ein wichtiger Signaltransmitter im kardiovaskularen, neuronalen und gastralen System ist
das endogen durch die NO-Synthasen aus der Aminosaure L-Arginin und molekularem
Stickstoff gebildete Gas NO. Eine Vielzahl von Studien postuliert NO als potenten
Induktor der HO-1 (Motterlini et al. 1996; Durante et al. 1997; Immenschuh et al. 1998;
Polte et al. 2000a). Abgesehen von der HO-1-Induktion durch direkte NO-Donoren ist
auch eine indirekte Stimulierung der HO-1 Uber die Aktivierung der endogenen NO-
Synthasen moglich (Grosser et al. 2003b).

Die Familie der NO-Synthasen bilden drei verschiedene Isoenzyme, welche Produkte
unterschiedlicher Gene sind. Vorwiegend in Endothelzellen und neuronalen Zellen
werden die konstitutiven NO-Synthasen eNOS (endotheliale NO-Synthase) und nNOS
(neuronale NO-Synthase) exprimiert. Die Bildung der iNOS (induzierbare NO-Synthase)
wird nach exogener Stimulation v.a. in Makrophagen, Endothelzellen und glatten
Muskelzellen initiiert (Forstermann et al. 1994). Die Epithelzellen der Magenschleimhaut
sind ebenfalls zur NO-Bildung befahigt. NO ist ein essentieller Mediator mukosaler
Sekretions- und Protektionsmechanismen, indem es die Durchblutung der Mukosa
aufrecht erhalt, die Aggregation von Leukozyten und Thrombozyten unterbindet sowie
die Sekretion von Schleim, Flussigkeit und Bikarbonat fordert (Wallace et al. 2001). Als
Modulator der Wundheilung, von Entzindungsprozessen und der unspezifischen
Immunabwehr kann NO die Heilung gastraler Ulzerationen beschleunigen (Elliott et al.
1995; Schaffer et al. 1997; Martin et al. 2001). Eine Gastroprotektion durch vermehrte
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NO-Bildung konnte in einer Studie von Hsu und Mitarbeitern gezeigt werden (Hsu et al.
2005). Zytoprotektive Effekte von NO-Naproxen durch Induktion der antioxidativen HO-1
wurden von Berndt und Mitarbeitern im Zellkulturmodell nachgewiesen (Berndt et al.
2005). Die Studienlage hinsichtlich einer vermehrten NO-Bildung unter PPI-Gabe ist
kontrovers. Agnihotri und Mitarbeiter beobachteten im Tiermodell nach Applikation von
Lansoprazol (90 ymol/kg KG) zwar erhdhte Nitrit-Spiegel in der gastralen Mukosa, in der
Leber konnten allerdings keine Anderungen der Nitrit-Spiegel detektiert werden
(Agnihotri et al. 2007). In Tierstudien anderer Autoren lieBen sich keine veranderten
NO,-Spiegel in der sekretorischen Flissigkeit des Magenlumens feststellen (Natale et al.
2004). Blandizzi und Mitarbeiter konnten in ihren Untersuchungen Kkeinen
Zusammenhang zwischen den protektiven Effekten von Lansoprazol (90 umol/kg KG)
gegenuber einer Ethanol-HCl-induzierten Mukosaschadigung und einer moglichen NO-
Bildung nachweisen (Blandizzi et al. 1999). Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse
von Murakami und Mitarbeitern, die nach Lansoprazolapplikation (10 und 30 mg/kg KG)
erhdohte NO-Spiegel und einen erhdhten mukosalen Blutfluss sowie eine Unterbindung
der Lansoprazol-vermittelten Gastroprotektion durch den NO-Synthaseninhibitor L-
NAME beobachteten (Murakami et al. 1996).

Mit Hilfe des NOS-Hemmstoffes L-NAME sollte geklart werden, ob die Lansoprazol-
induzierte HO-1-Genexpression mdglicherweise durch NO vermittelt wird. Die in der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen in Endothelzellen lassen keine
Involvierung des L-Arginin-NO-Stoffwechsels bei der Induktion des HO-1-Gens durch
PPIs vermuten.

In den letzten Jahren wird in der Literatur zunehmend ein Zusammenhang zwischen den
antioxidativen Enzymen HO-1 und TRX diskutiert (Wiesel et al. 2000; Ejima et al. 2002;
Trigona et al. 2006). TRX st als intrazelluldarer Redoxregulator an
Protektionsmechanismen, Zellwachstum und —proliferation (Mustacich et al. 2000) sowie
der Aktivierung von redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF«B beteiligt
(Wiesel et al. 2000; Ejima et al. 2002; Mostert et al. 2003). Interessanterweise sind beide
Transkriptionsfaktoren auch in die Transkriptionskontrolle des HO-1-Gens involviert
(Alam et al. 2007). Das Glutathionreduktase-/Glutathionsystem stellt ein weiteres
physiologisches Redoxsystem dar. Dabei sorgt die Reduktase, ahnlich dem TRX/TRX-
Reduktasesystem, unter Verwendung von NADPH als Reduktionsmittel fur die
Regeneration der Thiolgruppe an den Cysteinresten, welche fur das antioxidative
Potenzial verantwortlich ist (Mustacich et al. 2000; Nkabyo et al. 2002). Eine erhohte
Verfugbarkeit von reduziertem Glutathion unter PPI-Gabe wurde in Tierexperimenten
beobachtet (Koch et al. 2002; Natale et al. 2004; Blandizzi et al. 2005). Interaktionen mit
der TRX/TRX-Reduktase als weiteres Thiol-Redoxsystem waren denkbar. Zur Prifung
dieser These wurde der spezifische TRX-Reduktasehemmstoff DNCB verwendet. Mit
einer Konzentration von 0,1 yM kann eine vollige Inhibition der TRX-Reduktase erzielt
werden (Arner et al. 1995). Auf die Lansoprazol-vermittelte Aktivierung der
HO-1-Transkription hatte DNCB in dieser Konzentration jedoch keinen Einfluss. Eine
Beteiligung des TRX/TRX-Reduktasesystems an der Lansoprazol-vermittelten
HO-1-Induktion scheint aufgrund der vorliegenden Ergebnisse unwahrscheinlich.
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Der MAP-Kinase-Signalweg wird in der Literatur als einer der ersten Signalwege in
Zusammenhang mit einer Induktion der HO-1 durch verschiedene extrazellulare Stimuli
beschrieben. Die MAP-Kinasen bilden einen Ast der Insulin IGF-1 (Insulin-like-growth
factor 1) Signalkaskaden, wobei die drei MAP-Kinasen-Familien JNK, ERK und p38
sowohl untereinander als auch mit anderen Serin/Threonin-Proteinkinasen in
Wechselwirkung treten konnen (Maines et al. 2005). JNK und p38 werden hauptsachlich
durch diverse Stressfaktoren aktiviert und nehmen Einfluss auf die Apoptose und die
Zellproliferation sowie das Entzindungsgeschehen. Die Anregung der Kinase ERK
erfolgt hauptsachlich durch Wachstumsfaktoren und spielt eine Rolle bei der Regulation
von Zelldifferenzierungs- und Zellproliferationsprozessen. Kurzlich wurde in einer Studie
von Yeo und Mitarbeitern eine mogliche Interaktion von PPls mit dem MAP-Kinasen-
Signalweg beschrieben. In primdren humanen Endothelzellen konnte die H. pylori-
vermittelte Aktivierung der Kinase ERK durch PPIs gemindert bzw. die Phosphorylierung
von ERK 1/2 inhibiert werden (Yeo et al. 2006). Die Aktivierung bzw. Inhibition der MAP-
Kinasen ist stark gewebe-, zell- und induktorspezifisch. So kdnnen Mitglieder der MAP-
Kinasen-Familie in verschiedenen Zelltypen durch den gleichen Stimulus sowohl aktiviert
als auch inhibiert werden (Chen et al. 2000). Inwieweit die PPIs in der Lage sind, Uber
die Anregung der MAP-Kinasen-Kaskade eine HO-1-Induktion zu vermitteln, sollte mit
spezifischen Hemmstoffen der unterschiedlichen MAP-Kinasen untersucht werden. Die
MAP-Kinasen ERK und JNK scheinen aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nicht an
der HO-1-Genregulation durch PPIs beteiligt zu sein. Welchen Einfluss die terminale
Kinase p38 auf die PPI-vermittelte HO-1-Aktivierung nimmt, konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht zufriedenstellend geklart werden. Gegen eine Involvierung der p38 MAP-
Kinasen sprechen die Ergebnisse in Mausfibroblasten. In diesem Zellsystem konnten
beide p38 MAP-Kinaseinhibitoren die Stimulierung des mHO-1-Promotors durch PPls
nicht hemmen. Im Unterschied dazu, konnte mit dem Hemmstoff SB203580 in einer
Konzentration von 30 pM eine signifikante Inhibition der HO-1-mRNA-Bildung in
Endothelzellen erzielt werden. Allerdings ist die Spezifitdt von SB203580 fur p38 in
Konzentrationsbereichen Gber 10 uM bereits eingeschrankt. Die ICsy-Werte fur die a-
und B-Isoformen der p38-Kinase betragen 50 nM und 500 nM. Bei einer 10fach héheren
Hemmstoffkonzentration konnen bereits Interaktionen mit PDK1 auftreten. Eine
Minderung bzw. Hemmung der Aktivitdt von LCK (Lymphocyte-specific protein tyrosine
kinase), GSK3B oder Akt ist in SB203580-Konzentrationsbereichen moglich, welche die
ICs0-Werte flr p38 um das 100-500fache Uberschreiten (Davies et al. 2000; Wang et al.
2007). Der zweite p38 Hemmstoff SB202190 wurde nur bis zu einer maximalen
Konzentration von 10 yM verwendet. Wechselwirkungen mit anderen Kinasen sind in
dieser Konzentration vernachlassigbar (Davies et al. 2000). Da sich allerdings in
Endothelzellen auch bei geringeren Hemmstoffkonzentrationen von SB203580 eine
tendenzielle Abnahme der Lansoprazol-induzierten HO-1-mRNA-Menge detektieren liel3,
ist eine zumindest partielle Beteiligung des p38-MAP-Kinasen-Signalweges an der PPI-
vermittelten HO-1-Aktivierung nicht ausgeschlossen. Eine signifikante Verminderung der
Lansoprazol-vermittelten HO-1-Genaktivierung durch hohere Konzentrationen von
SB203580 konnte eventuell in einem Verlust an Spezifitit und damit in der
Beeinflussung anderer Signalwege, wie z.B. der PI3K/Akt-Kaskade, begriindet liegen.
Diese These wird durch die Ergebnisse mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 gestutzt. Eine
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Interaktion beider Signalkaskaden wurde bereits von verschiedenen Autoren postuliert
(Alvarez-Maqueda et al. 2004; Kocanova et al. 2007) und ware daher denkbar. Ob
andere Isoformen der p38 an der HO-1-Genaktivierung durch PPIs beteiligt sind, musste
in weiteren Experimenten geklart werden.

AbschlieRend wurden Untersuchungen zur moglichen Beteiligung des PI3K-Signalweges
an der PPIl-induzierten HO-1-Expression durchgefuhrt. Die PI3K vermittelt, v.a. Uber die
Aktivierung der Serin-/Threoninkinase Akt, antiapoptische Effekte (Salinas et al. 2003;
Arruda et al. 2004). Daruber hinaus fuhrt die Aktivierung der PDK1 zur Phosphorylierung
von p70SK, CISK und PKC(, welche an Zellwachstum, -Uberleben und verschiedenen
zellularen Reaktionskaskaden beteiligt sind (siehe Kapitel 1.4.2.2 und Abb. 6) (Cantley
2002). Zunehmend finden sich in der Literatur Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen
dem PI3K-Signalweg und der HO-1-Genexpression. Dabei wird sowohl eine PI3K-
abhangige Stimulierung der HO-1-Expression (Martin et al. 2004; Kocanova et al. 2007;
Lin et al. 2007) als auch eine gegenseitige positive Beeinflussung in der Vermittlung
zytoprotektiver Effekte diskutiert (Brunt et al. 2006). Die Aktivierung der HO-1 Uber den
PI3K-Weg ist durch verschiedene Stimuli mdglich. Sowohl pro-oxidative (Kang et al.
2002; Brunt et al. 2006) als auch antioxidative Substanzen (Martin et al. 2004) sowie
diverse andere Induktoren (Kocanova et al. 2007; Lin et al. 2007) wurden als Aktivatoren
des PI3K-Signalweges in der Literatur beschrieben. In verschiedenen Studien wurde
eine Interaktion der PI3K-Kaskade mit den Transkriptionsfaktoren Nrf2 (Martin et al.
2004; Brunt et al. 2006) und NF«xB (Kang et al. 2002; Lin et al. 2007) aufgezeigt. Dabei
bewirkt deren Translokation in den Zellkern und Bindung an bestimmte AREs in der
Promotorregion des HO-1-Gens eine vermehrte HO-1-Transkription.

Mit den spezifischen PI3K-Hemmstoffen LY294002 und Wortmannin wurde in der
vorliegenden Arbeit eine mogliche Beteiligung der PI3K-Kaskade an der HO-1-Induktion
durch Prazole untersucht. Eine signifikante Minderung der Lansoprazol-induzierten HO-
1-mRNA-Synthese sowie der Promotoraktivitit um 40-50% in Endothelzellen,
Makrophagen und Mausfibroblasten durch LY294002 deutet auf eine Relevanz des
PI3K-Signalweges bei der PPIl-vermittelten HO-1-Expression hin. Im Gegensatz dazu
zeigte Wortmannin keine Effekte auf die HO-1-mRNA-Menge bzw. -Promotoraktivitat.
Obwohl beide Hemmstoffe in den verwendeten maximalen Konzentrationen eine fast
vollstandige Inhibition der PI3K erzielen (Arcaro et al. 1993; Powis et al. 1994; Vlahos et
al. 1994; Davies et al. 2000), unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer Potenz, andere
Kinasen bzw. downstream Mediatoren des PI3K-Weges (siehe Kapitel 1.4.2.2 und Abb.
6) zu beeinflussen (Davies et al. 2000; Adi et al. 2001). Adi und Mitarbeiter postulierten,
dass LY294002 die p70S6K bereits in Konzentration von 10-25 pyM fast vollstandig
inhibiert, wahrend zur Hemmung von Akt deutlich hdhere Konzentrationen von 150-200
MM erforderlich sind. Daruber hinaus scheinen der jeweilige Stimulus und der Zelltyp fur
die inhibitorische Potenz der beiden Hemmstoffe fur Akt und p70SK ebenfalls von
Bedeutung zu sein (Davies et al. 2000; Adi et al. 2001). Eine Involvierung des PI3K-
Signalweges ist somit trotz der ausbleibenden Inhibition durch Wortmannin denkbar,
wobei v.a. downstream-Mediatoren der PI3K-Kaskade Einfluss auf die PPI-vermittelte
HO-1-Expression nehmen koénnten. Die Proteinkinase Akt wird in drei Isoformen
exprimiert. Unterschiede hinsichtlich der Inhibition einzelner Isoformen waren daher
ebenfalls denkbar. Untersuchungen von Davies und Mitarbeitern zeigten, dass



Diskussion 106

LY294002 in einer Konzentration von 50 uM auch mit anderen Kinasen wie der Casein-
Kinase 2 (CK2) und GSK3p sowie, im Unterschied zu Wortmannin, verstarkt mit Akt 1
interagieren kann. Interessanterweise zeigt der MAP-Kinase-Hemmstoff SB203580
ahnliche inhibitorische Potenz flir GSK3B wie LY294002 und flhrt auRerdem bereits in
geringeren Konzentrationen (10 pM) zur partiellen Inhibition von Akt 1 (Davies et al.
2000). Um die Frage nach madglichen Signaltransduktionswegen, welche die HO-1-
Induktion durch PPIs vermitteln, abschlieRend zu klaren, mussten weitere Experimente
durchgefuhrt werden.

Zusammenfassend charakterisieren die Ergebnisse  dieser  Arbeit das
HO-1/Ferritinsystem als Zielstruktur von PPls in vitro und in vivo. Ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Induktion der protektiven HO-1 und antioxidativer Effekte
von PPIs konnte in einem Modell fur oxidativen Stress gezeigt werden. Dass sich eine
vermehrte HO-1-Genexpression in einem katalytisch aktiven Enzym manifestiert, weist
auf die HO-1 als Mediator der pleiotropen Effekte von PPIls hin. Dieser Mechanismus
kénnte neben der potenten Saurehemmung die Uberlegenheit der Prazole bei
Ulkuserkrankungen und Gastriden erklaren. Es ist wahrscheinlich, dass die
prophylaktische bzw. gleichzeitige Gabe von Prazolen das gastrointestinale Risiko einer
Dauertherapie mit NSAIDs sowohl durch die stark antisekretorische Wirkung als auch
durch die Induktion antioxidativer und antiinflammatorischer Stoffwechselwege mindert.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von PPIs als mogliche Aktivatoren
des HO-1-/Ferritinsystems.

Omeprazol und Lansoprazol sind potente Induktoren der HO-1 in verschiedenen
Zellsystemen. Die Aktivierung des HO-1-Stoffwechselweges ist unabhangig von der
Protonenpumpenhemmung und zeigt sich auf transkriptioneller und translationeller
Ebene sowie in Form eines katalytisch aktiven Enzyms.

Beide PPIs flhren in Makrophagen und Endothelzellen zu einer konzentrations- und
zeitabhangigen Induktion des Eisenspeicherproteins Ferritin.

Die PPI-vermittelte HO-1-mRNA-Synthese wird transkriptionell reguliert. Dies zeigen
Befunde mit dem Transkriptionsblocker Act D sowie die konzentrations- und
zeitabhangige Stimulierung des mHO-1-Promotors durch PPls in Mausfibroblasten.

Ergebnisse mit dem Proteinsynthesehemmer CHX deuten auf eine mdgliche Beteiligung
von neu gebildeten, kurzlebigen Proteinen an der PPIl-vermittelten Genaktivierung der
HO-1 hin.

Durch Verwendung von SOD konnte gezeigt werden, dass die vermehrte Synthese der
HO-1-mRNA durch PPIs nicht tber ROS vermittelt wird.

Eine mdgliche Involvierung von NO- oder TRX-abhangigen Stoffwechselwegen an der
Aktivierung der HO-1-Expression durch PPls kann aufgrund von
Hemmstoffexperimenten mit L-NAME und DNCB ausgeschlossen werden.

Spezifische Inhibitoren der MAP-Kinasen JNK und ERK zeigen keine Effekte auf die
Genaktivierung der HO-1 durch PPlIs. Die Ergebnisse mit spezifischen p38-MAP-Kinase-
Hemmstoffen schlieBen eine mogliche Bedeutung der p38 Kinase an der PPI-
vermittelten HO-1-Induktion nicht aus. Eine alleinige Regulationskontrolle Uber den p38
MAP-Kinasen-Signalweg scheint allerdings unwahrscheinlich.

Der PI3K-Hemmstoff LY294002 hemmt die Lansoprazol-induzierte HO-1-mRNA-
Synthese und -Promotoraktivitat signifikant. Diese Ergebnisse deuten auf eine
Beteiligung der PI3K-Signalkaskade an der HO-1-Genaktivierung durch PPls hin.
Untersuchungen mit Wortmannin, einem weiteren PI3K-Hemmstoff, lassen vermuten,
dass dabei besonders Mediatoren downstream von PI3K von Bedeutung sind.

Omeprazol und Lansoprazol zeigen in einem Modell fur oxidativen Stress indirekte
antioxidative Effekte. Dass die radikalsenkende Wirkung der PPls eine funktionelle
Konsequenz der HO-1-Stimulierung darstellt, belegen die Ergebnisse mit dem
HO-1-Produkt Bilirubin und dem HO-Aktivitdtshemmer CrMP.
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Im Tiermodell erhéht Omeprazol nach intraperitonealer Gabe die HO-Aktivitat im
Zielorgan, dem Magen, signifikant.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen die Aktivierung antioxidativer und
antiinflammatorischer Stoffwechselwege durch PPls in vitro und in vivo. Die Induktion
des HO-1-/Ferritinsystems konnte die pleiotropen Effekte der PPls erklaren und neben
der antisekretorischen Wirkung zu einer verstarkten Gastroprotektion beitragen.

Die vorliegenden Ergebnisse mit FVB-Mausen belegen eine HO-1-Aktiverung in vivo.
Interessant waren weiterfihrende Untersuchungen mit verschiedenen PPI-Metaboliten
unter dem Aspekt, dass sowohl eine HO-1-Stimulierung als auch eine Inhibition in
Abhangigkeit von der chemischen Struktur denkbar ware. Da PPIs in der Therapie meist
uber einen Zeitraum von 4-6 Wochen eingesetzt werden, ware eine in vivo
Langzeitstudie sinnvoll.

Darlber hinaus kann die vorliegende Arbeit den Signalweg der HO-1-Aktivierung durch
PPIs nicht vollstandig klaren. Weitere Experimente, wie z.B. die Detektion
phosphorylierter Kinasen sowie Untersuchungen hinsichtlich einer mdglichen mRNA-
Stabilisierung durch PPIs waren denkbar.
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