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1 Einleitung 

1.1 Prostaglandine 
 
Die Geschichte der Prostaglandine begann 1930, als Kurzrok und Lieb die 
kontrahierende und relaxierende Wirkung von Samenflüssigkeit auf die glatte 
Muskulatur des Uterus beobachteten. Die erstmalige Isolierung einer Substanz, 
die sowohl diese Uterusaktivität als auch eine Blutdrucksenkung zeigte, gelang 
1935 von Euler und Goldblatt unabhängig voneinander. Die Bezeichnung 
Prostaglandin geht auf von Euler zurück, der den Hauptsyntheseort in der 
Prostatadrüse sah (Vergroesen et al. 1971). Obwohl sich diese Annahme später 
als falsch erwies, blieb die Bezeichnung dennoch bestehen. Erst etliche Jahre 
später konnte Bergström die chemische Struktur für 2 Prostaglandine aufklären, 
welche er nach ihrer Löslichkeit als PGE und PGF bezeichnete (Bergstrom et al. 
1962). In den Folgejahren konnten viele weitere Verbindungen identifiziert werden. 
 

1.1.1 Biochemie der Prostaglandine 

1.1.1.1 Nomenklatur, Struktur und Biosynthese 
 
Prostaglandine sind mehrfach ungesättigte, zyklische Fettsäuren mit 20 
Kohlenstoffatomen. Sie werden aus mehrfach ungesättigten Fettsäuren 
enzymatisch gebildet. Dabei entstehen aus Dihomo-γ-Linolensäure 
Prostaglandinderivate mit einer Doppelbindung in der Seitenkette, während aus 
Arachidonsäure (AA) und Eicosapentaensäure Verbindungen mit zwei bzw. drei 
Doppelbindungen in der Seitenkette entstehen (Weber et al. 1979). Diese 
Prostaglandin-Präkursorfettsäuren (Abb. 1) liegen gebunden in zellulären 
Membranen vor und werden durch Phospholipase A2 und lysosomale 
Phospholipasen freigesetzt (Vogt 1978).  
   

Dihomo-γ-Linolensäure Arachidonsäure Eicosapentaensäure

→ Prostaglandine der 1er Serie 
(z.B. PGE1)

→ Prostaglandine der 2er Serie 
(z.B. PGI2)

→ Prostaglandine der 3er Serie 
(z.B. PGE3)

Dihomo-γ-Linolensäure Arachidonsäure Eicosapentaensäure

→ Prostaglandine der 1er Serie 
(z.B. PGE1)

→ Prostaglandine der 2er Serie 
(z.B. PGI2)

→ Prostaglandine der 3er Serie 
(z.B. PGE3)

Abbildung 1: Prostaglandin-Präkursorfettsäuren. 
 
Die freigesetzten Fettsäuren werden durch zwei unterschiedliche Oxygenase-
Systeme zu biologisch aktiven Metaboliten verstoffwechselt. Durch eine 
Aktivierung der Lipoxygenase entstehen Leukotriene und Lipoxine, während die 
Cyclooxygenase (COX) Prostaglandine, Thromboxane (TX) und Prostacyclin 
(PGI2) bildet (Grimminger et al. 1991). Prostaglandine werden nicht im Gewebe 
gespeichert, sondern auf einen Reiz hin neu synthetisiert. Die einzige Ausnahme 
bildet dabei die Samenflüssigkeit, in der Prostaglandine gespeichert vorliegen. Die 
Aktivität des Prostaglandin-Systems wird durch extrazelluläre, hormonale, neurale 
und mechanische Reize sowie durch intrazelluläre Faktoren wie 
Ionenkonzentrationen und Enzymaktivitäten beeinflusst (Weber et al. 1979). 
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Am Beispiel der AA wird in Abb. 2 der weitere Syntheseweg schematisch 
dargestellt. Die COX katalysiert zwei Reaktionen, die die AA über PGG2 in PGH2 
überführt. Die entstehenden Endoperoxide sind sehr instabil. Anschließend kann 
PGH2 von nachgeschalteten Synthasen zell- bzw. gewebespezifisch zu den 
verschiedenen Prostaglandinen, PGI2 und Thromboxan A2 (TXA2) umgewandelt 
werden (Smith et al. 2000). Die Details zu den untersuchten Prostaglandinen 
werden unter 1.1.2 näher beschrieben. 
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Abbildung 2: Biosynthese der Prostaglandine. 
 
Die Nomenklatur der Prostaglandine erfolgt nach dem Substitutionsmuster am 
Cyclopentanring der gemeinsamen Grundstruktur Prostansäure (Abb. 3). Nach der 
Abkürzung PG werden die Buchstaben A bis J angefügt und die im Molekül 
enthaltenen Doppelbindungen als Suffix angegeben. Die Buchstaben G und H 
stehen für die Endoperoxide, der Buchstabe I für das bicyclische Enolethergerüst 
des Prostacyclins. Der griechische Index bei PGF weist auf die Stereochemie der 
Hydroxylgruppe an C-9 hin (Nelson 1974). 
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Abbildung 3: Struktur und Nomenklatur der Prostaglandine. 
 

1.1.1.2 Prostanoidrezeptoren 
 
Bislang sind acht Typen bzw. Subtypen von membranären 
Prostaglandinrezeptoren bekannt: der PGD-Rezeptor (DP), vier Subtypen des 
PGE-Rezeptors (EP1, EP2, EP3 und EP4), der PGF-Rezeptor (FP), der PGI-
Rezeptor (IP) und der TXA2-Rezeptor (TP). Alle sind G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren mit sieben transmembranären Bereichen und werden jeweils von 
verschiedenen Genen kodiert. Zusätzlich gibt es noch einige Varianten des EP3-, 
FP- und TP-Typs, welche sich jedoch nur an ihrem C-terminalen Ende 
unterscheiden (Narumiya et al. 2001). 
Tabelle 1 gibt eine kurze Übersicht über die Prostanoidrezeptoren und deren 
Liganden sowie die entsprechenden Signaltransduktionswege. Während DP, EP2, 
EP4 und IP zu einem rezeptorvermittelten cAMP-Anstieg führen und als 
„relaxierende“ Rezeptoren bezeichnet werden, bilden TP, FP und EP1 durch eine 
Ca2+-Freisetzung die Gruppe der sogenannten „kontrahierenden“ Rezeptoren. 
EP3 führt zu einer cAMP-Abnahme und wird als „inhibitorischer“ Rezeptor 
bezeichnet. Jedoch können sich diese Effekte durch die Konzentrationen oder die 
Struktur der Liganden ändern (Narumiya et al. 2001). 
Das Derivat d-PGJ2 (15-Deoxy-∆12,14-prostaglandin J2) bildet eine Ausnahme, wie 
unter 1.1.2.4 näher erläutert wird. 
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Rezeptortyp Rezeptorsubtyp Ligand Signaltransduktion 
DP  PGD2 cAMP ↑ 

EP EP1 PGE2, PGF2α, PGI2 Ca2+↑ 

 EP2 PGE1, PGE2 cAMP ↑ 

 EP3 PGE1, PGE2 cAMP ↑↓ 

 EP4 PGE1, PGE2 cAMP ↑ 

FP  PGF2α IP3+Ca2+ 

IP  PGI2, PGE1 cAMP ↑ 

TP  TXA2, PGH2 IP3+Ca2+ 

Tabelle 1: Prostaglandinrezeptoren (Coleman et al. 1994; Narumiya et al. 1999). 
 

1.1.1.3 Physiologische Funktionen der Prostaglandine 
 
Das Wirkspektrum der Prostaglandine ist sehr vielfältig. Am besten untersucht 
sind die Effekte von Prostaglandinen auf Entzündungsreaktionen sowie die 
Regulierung von Immunreaktionen. Sie sind sowohl an der Entstehung von Fieber 
(PGE2) als auch an der Erregung und Sensibilisierung von Schmerzrezeptoren 
beteiligt (PGE2, PGI2) (Davies et al. 1984; Simmons et al. 2004). Abhängig vom 
Auslöser, dem dominierenden Prostaglandinderivat und den vorherrschenden 
Prostaglandinrezeptoren können die Prostaglandine pro- aber auch 
antiinflammatorische Wirkungen zeigen (Tilley et al. 2001), z.B. kann d-PGJ2 
induzierte Entzündungen aufheben (Gilroy et al. 1999). PGE2 hemmt sowohl die 
IL-2- (Interleukin-2) und Interferon-γ-Produktion von T-Lymphozyten als auch die 
IL-1- (Interleukin-1) und TNF-α–Freisetzung (Tumornekrosefaktor α) aus 
Makrophagen. Neben dieser dämpfenden Wirkung auf das Immunsystem zeigt es 
aber auch stimulierende Effekte wie z.B. eine Induktion der B-
Lymphozytendifferenzierung (Simmons et al. 2004). 
Die Prostaglandine gehören zu den stärksten bekannten vasoaktiven Substanzen. 
Das am meisten in Endothelzellen produzierte Eicosanoid ist PGI2 (Moncada et al. 
1976a; Schrör 1985), aber auch PGE2, PGF2α und weitere Derivate konnten dort 
gefunden werden. PGE1 und PGI2 haben gefäßerweiternde Eigenschaften, 
während PGF2α vasokonstriktorisch und PGE2 sowohl vasodilatierend als auch 
vasokonstriktorisch wirken kann (FitzGerald et al. 1983). Weiterhin ist die 
hemmende Wirkung auf die Thrombozytenaggregation von PGE1 und PGI2 in 
Blutplättchen bekannt. PGE2 wirkt in physiologischen Konzentrationen aktivierend, 
in hohen Dosen jedoch hemmend. Der endogene Aktivator der 
Thrombozytenaggregation ist TXA2 und somit der Gegenspieler von PGI2 in der 
Regulation der Hämostase (Moncada et al. 1976b). 
Im Gastrointestinaltrakt haben PGE2, PGE1 und PGI2 cytoprotektive Effekte auf 
die Magenschleimhaut. Sie reduzieren die Magensäuresekretion und die 
Freisetzung von Entzündungsmediatoren und erhöhen sowohl die Schleim- und 
Bikarbonatausschüttung als auch den Blutfluss (Martin et al. 2006). 
Innerhalb der Niere gebildete Prostaglandine (u.a. PGI2, PGE2) beeinflussen den 
renalen Blutfluss, die Reninfreisetzung sowie den Wasser- und Elektrolythaushalt 
und sind wichtige Modulatoren der renalen Vasopressin-Wirkung (Weber et al. 
1979). 
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In der reproduktiven Physiologie spielt vor allem die uteruskontrahierende Wirkung 
von PGE2 und PGF2α eine Rolle. Weiterhin sind Prostaglandine auch an der 
Regulation der Ovulation und an vielen Phasen des Fortpflanzungsprozesses 
beteiligt (Lippert 1977). 
Den Prostaglandinen wird auch bei der Regulation der Kontraktion der glatten 
Muskulatur eine Funktion zugesprochen. Im Darm kommt es unter Einwirkung von 
Prostaglandinen der E-Serie zur Kontraktion. In der Lunge wirken PGE2 und PGI2 
bronchodilatierend, dagegen zeigen PGF2α und PGD2 kontrahierende 
Eigenschaften (Simmons et al. 2004). 
 
Wie diese kurze Zusammenstellung zeigt, sind Prostaglandinderivate in den 
verschiedensten Geweben an einer Vielzahl von physiologischen Wirkungen 
beteiligt. Im folgenden Kapitel wird näher auf die Bedeutung von Prostaglandinen 
beim Krankheitsbild der Atherosklerose eingegangen. 
 

1.1.1.4 Prostaglandine und Atherosklerose 
 
Atherosklerose ist eine chronisch-entzündliche Gefäßerkrankung, die durch 
Einlagerung von Lipiden und eine erhöhte Zellproliferationen in Gefäßen 
gekennzeichnet ist (Reiss et al. 2006). Es existieren verschiedene Hypothesen zur 
Entstehung der Atherosklerose. Eine gestörte Wechselwirkung zwischen 
Gefäßwand, bestehend aus Endothel- und glatten Muskelzellen, und Zellen des 
strömenden Blutes (Makrophagen, Thrombozyten) wird für die Entstehung und 
Progression atherosklerotischer Gefäßwandveränderungen als entscheidend 
angesehen (Ross 1986). In Folge atherosklerotischer Veränderungen kann es zu 
Myokardinfarkt, Schlaganfall oder peripherer arterieller Verschlußkrankheit (pAVK) 
kommen. Die Prostaglandine stehen aufgrund ihrer Beteiligung am 
Entzündungsgeschehen und ihre Rolle in der Hämostase direkt in Zusammenhang 
mit solchen Gefäßerkrankungen.  
 
Bereits lange vor der Manifestation atherosklerotischer Erkrankungen ist die 
Funktion des Endothels gestört. Daraus resultiert eine verminderte Freisetzung 
von vasodilatierendem NO (Stickstoffmonoxid) und PGI2. Im Rahmen einer 
endothelialen Dysfunktion kommt es zu einem gestörten Gleichgewicht zwischen 
vasokonstriktorischen Mediatoren (wie z.B. Endothelin-1, Thromboxan) und deren 
Gegenspielern (NO und PGI2). Diese beiden Mediatoren sind in der Lage, die 
Freisetzung von Endothelin-1 zu hemmen (Levin 1995). Die vom intakten Endothel 
freigesetzten Eicosanoide, wie PGE2 und PGI2, verhindern das Eindringen von 
LDL (low density lipoprotein) in Makrophagen, hemmen die Monozytenadhäsion 
auf der Endotheloberfläche und haben Einfluss auf die Proliferation der 
Gefäßmuskelzellen. Dadurch wirken sie proatherosklerotischen Effekten entgegen 
(Flavahan 1992; Pomerantz et al. 1995). Weiterhin gilt das Prostacyclin als 
potentester endogener Inhibitor der Plättchenaggregation (Vane et al. 1995). 
Neben diesen gefäßschützenden Wirkungen von PGI2 sind die Prostaglandine 
aber auch am vorherrschenden Entzündungsgeschehen beteiligt. Es gibt sowohl 
proinflammatorische als auch antiinflammatorische Prostaglandinderivate (Tilley et 
al. 2001). Interessant sind in diesem Zusammenhang auch Studien, die zeigen, 
dass eine Infusion von PGE1 die endotheliale Dysfunktion verbessern kann 
(Gardinali et al. 2001; Giannattasio et al. 2007). Für das PGI2-Analogon Iloprost 
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 PGI2. 

konnten in einer anderen Studie ebenfalls protektive Effekte auf das Endothel 
gezeigt werden (Mazzone et al. 2002). 
 
Oxidativer Stress bzw. reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind ebenfalls 
entscheidend an der Pathogenese von atherosklerotischen Erkrankungen beteiligt. 
Isoprostane sind eine Familie von isomeren Prostaglandinen, die als Folge einer 
durch freie Radikale katalysierten Lipidoxidation gebildet werden (Patrono et al. 
1997; Reiss et al. 2006). Für das 8-Isoprostan-PGF2α, welches bei pAVK-
Patienten mit erhöhtem Serumspiegel zu finden ist (Mueller et al. 2004), konnte 
eine Induktion der NADPH-Oxidase (Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat-
Oxidase) nachgewiesen werden (Muzaffar et al. 2004). Die NADPH-Oxidase stellt 
die Hauptquelle der ROS-Bildung in Gefäßen dar (Morita et al. 2005). ROS 
wiederum führen zur Bildung von Isoprostanen, wodurch sich ein Circulus vitiosus 
ergibt (Reiss et al. 2006). Infolgedessen kommt es zu einer verringerten Bildung 
von PGI2, das normalerweise als Gegenspieler über eine Hemmung der 
Plättchenaggregation und Leukozytenaktivierung fungiert. Durch die NADPH-
Oxidase kommt es zum Ungleichgewicht zwischen 8-Iso-PGF2α und PGI2, 
welches wiederum zu oxidativem Stress und Gefäßläsionen führt (Muzaffar et al. 
2004). Für das PGI2-Analogon Iloprost konnte jedoch eine Hemmung der NADPH-
Oxidase gezeigt werden, wodurch dieser Kreislauf unterbrochen werden kann 
(Muzaffar et al. 2004). Isoprostane könnten in Zukunft sowohl als Marker zur 
Diagnose von oxidativem Stress als auch für das Verständnis der Pathogenese 
der Atherosklerose ein interessantes Ziel sein (Aghajanian et al. 1997). 
 
Abgesehen von einer gestörten Endothelfunktion sowie dem schädigenden 
Einfluss von ROS zählt eine Dyslipidämie zu den pathogenetischen Risikofaktoren 
für atherosklerotische Gefäßkrankheiten. Überschüssiges LDL reichert sich in der 
Gefäßwand an und wird durch freie Radikale oxidiert. Infolge dessen kommt es 
zur Freisetzung verschiedenster Mediatoren, unter deren Einfluss zirkulierende 
Monozyten angelockt und zu Makrophagen ausdifferenziert werden. Diese 
Makrophagen nehmen das oxidierte LDL auf und entwickeln sich zu so genannten 
Schaumzellen („foam cells“). Eine Anreicherung dieser Schaumzellen in den 
glatten Muskelzellen erzeugt die ersten sichtbaren Läsionen der Gefäßwand, 
sogenannte Fettstreifen („fatty streaks“). Letztlich kommt es aufgrund dessen zur 
Bildung von atherosklerotischen Plaques (Lusis 2000; Reiss et al. 2006). Eine 
Dyslipidämie beeinflusst auch die Prostaglandinwirkungen. Es konnte gezeigt 
werden, dass modifiziertes LDL die Empfindlichkeit der Monozyten gegenüber den 
Prostaglandinen (PGE1, PGI2 und PGE2) herabsetzt und dadurch zu einem 
erniedrigten cAMP-Spiegel führt (Li et al. 1997). Weiterhin wurde für HDL (high 
density lipoprotein), im Gegensatz zu LDL, eine vermehrte endogene PGI2-
Bildung gefunden (Vinals et al. 1997). Da bei der Dyslipidämie jedoch die HDL-
Spiegel erniedrigt sind, fehlt hier der gefäßschützende Effekt von
 
Eine Diät, die reich an bestimmten ungesättigten Fettsäuren ist, kann die 
Produktion der verschiedenen Prostaglandinderivate beeinflussen (Belch et al. 
2000). So führte eine Gabe von γ-Linolensäure bei Mäusen zu einer gesteigerten 
PGE1-Synthese (Fan et al. 1992; Fan et al. 1997). Die von der AA abstammenden 
Prostaglandine spielen eine entscheidende Rolle bei inflammatorischen, 
autoimmunen und atherothrombotischen Krankheiten, dagegen konnten für das 
von der Dihomo-γ-Linolensäure abstammende PGE1 antiinflammatorische und 
gefäßerweiternde Eigenschaften nachgewiesen werden (Levin et al. 2002). In 
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einigen Studien konnte durch eine Veränderung des Nahrungsgehalts an 
ungesättigten Fettsäuren bzw. durch deren gezielte Supplementierung eine 
Verbesserung von verschiedenen entzündlichen Krankheiten erzielt werden (Belch 
et al. 2000). Einige der Wirkungen von PGE1 konnten in vivo ebenfalls durch Gabe 
seiner Vorstufen γ-Linolensäure oder Dihomo-γ-Linolensäure erzielt werden. So 
zeigten beide Vorstufen in Tiermodellen eine antiinflammatorische und 
gewebeschützende Wirkung (Zurier 1982). Weiterhin konnte eine Hemmung der 
Proliferation von Gefäßmuskelzellen beobachtet werden (Fan et al. 1997). Beim 
Menschen wurde ebenfalls ein antiinflammatorischer Effekt gefunden, der über 
eine Hemmung der Leukotrien-Synthese in Neutrophilen erklärt wurde (Johnson et 
al. 1997). Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch bisher nicht bekannt, da 
keine Anreicherung dieser PGE1-Vorstufen in den Membranen beobachtet werden 
konnte (Levin et al. 2002). 
 
Neben diesen antiinflammatorischen Effekten wurden in verschiedenen 
Untersuchungen auch andere protektive Wirkungen von PGE1 beobachtet. PGE1 
konnte vor einem Ischämie-Reperfusionsschaden in den unteren Extremitäten bei 
der Behandlung des akuten Aortensyndroms (Sako et al. 2006) schützen. Eine 
Aktivierung der Prostaglandinrezeptoren EP2 und EP4 kann neuronale Zellen vor 
Schäden durch β-Amyloid-Peptid-vermittelte Radikalbildung schützen (Echeverria 
et al. 2005). PGE1 bindet ebenfalls an diesen Rezeptoren. Über den EP2-
Rezeptor können außerdem anti-apoptoische Effekte der Prostaglandine vermittelt 
werden (Sugiura et al. 2007).  
 
Aufgrund dieser vielfältigen Verknüpfungen mit dem Krankheitsbild der 
Atherosklerose ist der Einsatz von Prostaglandinen zur Behandlung verschiedener 
vaskulärer Erkrankungen, wie z.B. der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit 
(pAVK), ein wichtiger therapeutischer Ansatzpunkt (Reiss et al. 2006).  
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1.1.2 Biosynthese, Wirkungen und therapeutischer Einsatz der 
untersuchten Prostaglandine 

 
In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zu den vasodilatierend 
wirkenden PGE1 und Iloprost sowie dem vasokonstriktorisch wirkenden PGF2α 
und dem therapeutisch nicht genutzten d-PGJ2 durchgeführt (Tab. 2). Das 
Hauptaugenmerk in dieser Arbeit wurde jedoch auf das PGE1 gerichtet. 
 
PGE1 
  
 

  
 
 
 
 

Iloprost           

                

PGF2α 

 

 

d-PGJ2 

 

Tabelle 2: Eingesetze Prostaglandinderivate. 
 

1.1.2.1 Alprostadil (PGE1) 
 
PGE1 wurde zu Beginn der 60er Jahre von Bergstroem und Mitarbeitern 
(Bergstroem et al. 1963) entdeckt. Die Biosynthese erfolgt aus Dihomo-γ-
Linolensäure (DGLA). DGLA wird analog zur AA durch Cyclooxygenierung in 
PGH1 überführt (Bergstroem et al. 1964; Van et al. 1964; Samuelsson 1965). Die 
initial gebildeten Endoperoxide PGG1 und PGH1 werden durch eine 
Prostaglandin-Endoperoxid-PGE1-Isomerase schließlich in PGE1 überführt 
(Samuelsson et al. 1978). Diese PGE1-Synthese konnte in vielen Geweben des 
Menschen nachgewiesen werden (Karim et al. 1967; Whorton et al. 1979). 
Während zunächst nur die Vasodilatation und eine Beeinflussung der 
Thrombozytenfunktion als Wirkeigenschaften des PGE1 betrachtet wurden, haben 
neuere Untersuchungen ein differenzierteres pharmakologisches Wirkprofil 
ergeben. Einen Überblick über die vielfältigen Wirkungen von PGE1 soll die 
nachfolgende, nicht vollständige Aufzählung in Tabelle 3 geben: 
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Wirkung auf Beispiele 
Gefäße Neben der Vasodilatation (Bergstrom et al. 1968; Wilkens et 

al. 1987) konnte eine Hemmung der Proliferation und 
Mitoseaktivität der glatten Muskulatur der Gefäßwand 
beobachtet werden (Dembinska-Kiec et al. 1980; Sinzinger 
1986). 
 

Fibrinolyse Im Gegensatz zur Blutgerinnung (Duboff et al. 1974) wird die 
Fibrinolyse durch PGE1 aktiviert (Crutchley et al. 1982). 
 
 

Thrombozyten PGE1 ist ein Inhibitor der Thrombozytenaktivierung (Bousser 
et al. 1972) und hemmt die Synthese von Thromboxan sowie 
weiterer Faktoren (Schrör et al. 1987; Fitscha et al. 1988). 
 

Erythrozyten Senkung der Blutviskosität durch erhöhte Verformbarkeit der 
Erythrozyten (Kury et al. 1974) und verminderte 
Erythrozytenaggregation beim Menschen (Rudofsky 1986). 
 

neutrophile 
Granulozyten 

Durch die Hemmung der Aktivierung von neutrophilen 
Granulozyten kommt es zu einer verminderten Sekretion 
toxischer Stoffwechselprodukte (u.a. Superoxidanionen, 
LTB4) (Ham et al. 1983; Schrör et al. 1987; Hecker et al. 
1990). 
 

Lipidstoffwechsel PGE1 hemmt die Induktion der LDL-Rezeptoraktivität sowie 
die Akkumulation von LDL und dessen Abbau (Krone et al. 
1985; Sinzinger et al. 1991). 
 

Stoffwechsel  Hemmung der katecholamininduzierten Lipolyse (Steinberg et 
al. 1963; Weeks et al. 1969), Beeinflussung des 
Glucosestoffwechsels (Leighton et al. 1985). 
 

Magen Steigerung der Mucus- und Hydrogencarbonatsekretion und 
Verminderung der Säurebildung (Dajani et al. 1989). 
 

Tabelle 3: Übersicht über die Wirkungen von Alprostadil. 
 
Alprostadil (Prostavasin®) wird zur Behandlung der pAVK im Stadium III und IV 
nach Fontaine eingesetzt. Die anti-ischämische Wirkung ist wahrscheinlich sehr 
komplex und nicht limitiert auf eine direkte vasodilatierende Wirkung von PGE1. 
Zusätzlich zu den oben beschriebenen Wirkungen auf Blutfluss, Blutviskosität, 
Fibrinolyse, Plättchenaggregation und der antiinflammatorischen 
Neutrophilenhemmung, scheinen auch die Ergebnisse neuerer Studien zu der 
anti-ischämischen Wirkung beizutragen. In diesen Studien konnte gezeigt werden, 
dass PGE1 auch die Expression von Adhäsionsmolekülen, die Freisetzung von 
inflammatorischen Zytokinen sowie Bildung und Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren hemmt (Schrör et al. 2004). Im Prostavasin® liegt ein 
Komplex aus Alprostadil (PGE1) und Alfadex (α-Cyclodextrin) vor, der bei der 
Herstellung der Infusionslösung in seine Bestandteile dissoziiert. Die 
Pharmakokinetik der beiden Substanzen ist somit unabhängig von der 
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 1985). 

Komplexbildung im Lyophilisat (Schipper et al. 2005). 
Weiterhin wird Alprostadil (Minprog®) zur zeitweiligen Aufrechterhaltung des 
Ductus Arteriosus Botalli bei Neugeborenen mit angeborenem Herzfehler 
angewendet (van der Sijp et al. 1985). PGE1 ist außerdem zugelassen zur 
symptomatischen Behandlung der erektilen Dysfunktion (Muse®). In Deutschland 
wird das PGE1-Analogon Misoprostol zur Schleimhautprotektion heute nur noch in 
Kombination mit dem nichtsteroidalen antiphlogistischen Analgetikum (NSAID) 
Diclofenac (Arthotec®) vertrieben.  
Neben den therapeutisch genutzten Wirkungen zeigt Alprostadil noch eine Reihe 
weiterer interessanter Effekte. Verschiedene Studien konnten zum Beispiel 
antioxidative Eigenschaften von PGE1 zeigen. So reduzierte eine Vorbehandlung 
mit PGE1 z.B. die H2O2-induzierte Toxizität in retinalen Pigmentepithelzellen 
(Yamamoto et al. 1997).  
Interessant ist auch der Metabolismus von PGE1. PGE1 wird nach der i.v.-Gabe 
bei der ersten Lungenpassage zu 60-80% metabolisiert. Nach einer 
enzymatischen Oxidation und anschließender Reduktion entsteht der 
Hauptmetabolit 15-Keto-13,14-Dihydro-PGE1. Während dieser Ketometabolit nur 
geringe pharmakologische Wirkungen zeigt, entsteht anschließend aus dem 
Hauptmetaboliten eine im Vergleich zu PGE1 fast ebenso aktive Substanz: 13,14-
Dihydro-PGE1 (PGE0) (Simmet et al. 1988; Braun et al. 1991; Peskar et al. 1991). 

1.1.2.2 Iloprost (Prostacyclinanalogon) 
 
Das 1976 erstmals strukturell identifizierte PGI2 (Whittaker et al. 1976) entsteht 
durch das Enzym PGI-Synthase aus PGH2. Prostacyclin ist das Hauptprodukt des 
Prostaglandinstoffwechsels im Endothel (Moncada et al. 1976a) und der direkte 
Gegenspieler des vasokonstriktorischen und thrombozytenaggregierenden TXA2. 
In der VIGOR-Studie wurde ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Zwischenfälle 
unter Therapie mit Cyclooxygenase-2-Hemmern (COX-2-Hemmer) im Vergleich 
zu nichtselektiven COX-Hemmern festgestellt (Bombardier et al. 2000). Da die 
COX-1 v.a. für die Synthese von TXA2 und die COX-2 für die PGI2-Produktion 
verantwortlich ist, verschiebt eine selektive COX-2-Inhibition das Verhältnis der 
beiden Gegenspieler klar zugunsten des Vasokonstriktors und Plättchenaktivators 
TXA2 (Belton et al. 2000; Cheng et al. 2002). Dieses gestörte Gleichgewicht ist 
wahrscheinlich für die beobachteten Zwischenfälle verantwortlich. 
Das natürliche Prostacyclin besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit und ist chemisch 
instabil. Deswegen werden in der klinischen Anwendung bzw. beim 
experimentellen Arbeiten stabilere Derivate verwendet. Neben dem hier 
verwendeteten Iloprost (Ilomedin®) gibt es noch ein weiteres Analogon 
(Cicaprost). Iloprost unterscheidet sich von PGI2 strukturell dadurch, dass es am 
C16 eine Methyl-Gruppe trägt, in der 18-, 19-Stellung eine Dreifachbindung 
aufweist und dass der Enol-Sauerstoff durch eine Methen-Gruppe ersetzt wird. 
PGI2 bindet an dem spezifischen IP-Rezeptor und hydrolysiert in wässriger 
Lösung zu dem inaktiven Metaboliten 6-keto-PGF1α (Schrör
In seinen Wirkungen zeigt PGI2 große Ähnlichkeit zu PGE1, jedoch wird 
Alprostadil wegen der besseren Steuerbarkeit in der klinischen Anwendung meist 
bevorzugt (Marasini et al. 2004). Iloprost wird nicht sofort abgebaut und erreicht 
dadurch höhere Plasmaspiegel. Es wirkt weiterhin stärker 
plättchenaggregationshemmend und vasodilatierend als PGE1. Im Gegensatz zu 
PGE1 kommt es jedoch nicht zur Hemmung der Neutrophilenaktivierung und 
dadurch zu keiner Inhibition der Freisetzung von Sauerstoffradikalen und 
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981; Ney et al. 1989; Schultze 1990). 

. 2006).  

lysosomalen Enzymen (Fantone et al. 1
In Deutschland ist Ilomedin® für die Behandlung der schweren Thrombangiitis 
obliterans, einer entzündlichen Form der arteriellen Verschlusskrankheit mit 
hohem Amputationsrisiko, zugelassen. Seit September 2003 ist mit Ventavis® 
auch ein inhalatives Iloprost zur Behandlung der primären pulmonalen Hypertonie 
zugelassen. 

1.1.2.3 Prostaglandin F2α (PGF2α) 
 
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Prostaglandinderivaten wirkt das 
PGF2α vasokonstriktorisch auf glatte Muskelzellen. PGF2α kann über 2 
verschiedene Wege aus PGH2 gebildet werden: einmal direkt über eine Reduktion 
von PGH2 und zum anderen über eine Isomerisierung zu PGE2 mit 
anschließender Reduktion zu PGF2α (Weber et al. 1979). PGF2α bindet an den FP-
Rezeptor, von dem zwei Isoformen bekannt sind (Narumiya et al. 1999). 
Therapeutisch eingesetzt wird PGF2α (Dinoprost - Minprostin F2α®) aufgrund 
seiner uteruskontrahierenden Wirkung zur Auslösung eines Aborts. Das PGF2α-
Derivat Latanoprost (Xalatan®) wird zur Senkung des Augeninnendrucks beim 
Glaukom eingesetzt (Ishida et al

1.1.2.4 15-Deoxy-∆12,14-prostaglandin J2  (d-PGJ2) 
 
Das erst vor wenigen Jahren entdeckte d-PGJ2 entsteht nicht-enzymatisch durch 
Dehydrierung aus PGD2. Es unterscheidet sich von den anderen Prostaglandinen 
in einigen Punkten. So konnte für dieses Derivat bisher kein spezifisches 
Syntheseenzym und kein Rezeptor identifiziert werden (Scher et al. 2005). 
Während die herkömmlichen Prostaglandine an spezifischen 
Prostanoidrezeptoren der Zelloberfläche binden, müssen die PGD2-Metaboliten 
über einen aktiven, spezifischen Transporter in den Zellkern transportiert werden 
und binden dort an Zellkernrezeptoren (Narumiya et al. 1987). Therapeutisch 
eingesetzt wird dieses Derivat bisher nicht, jedoch zeigt d-PGJ2 einige 
interessante Wirkungen, auf die hier kurz eingegangen werden soll. 
Am besten untersucht sind die Effekte von d-PGJ2 auf den intrazellulären 
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR). Von diesem Zellkern-Rezeptor 
sind inzwischen mehrere Typen nachgewiesen worden. PPARs sind 
Transkriptionsfaktoren, die die Genexpression verschiedenster Enzyme 
beeinflussen können. d-PGJ2 wird als PPARγ-Ligand (Nosjean et al. 2002; Ide et 
al. 2003) und sogar als möglicher endogener Aktivator beschrieben (Cippitelli et al. 
2003). Andere Effekte des d-PGJ2 sind jedoch unabhängig von PPARγ und 
werden zum Teil über eine Hemmung von nuclear factor κB (NF-κB) oder über 
den Signalweg der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) vermittelt (Scher et 
al. 2005). 
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass d-PGJ2 eine Vielzahl von 
zellulären Prozessen beeinflussen kann (Berry et al. 2005). In Makrophagen zeigt 
d-PGJ2 antiinflammatorische Effekte über eine Sekretionshemmung 
verschiedenster Mediatoren, wie z.B. IL-6 und Tumornekrosefaktor α (TNF-α) 
(Ricote et al. 1998). Andere Studien zeigten Effekte auf die Zellproliferation 
(Chinery et al. 1999) oder Zelldifferenzierung (Forman et al. 1995). Auch wurden 
antivirale und antitumorale Eigenschaften beschrieben (Gong et al. 2002). 
 Für diese Arbeit aber von größtem Interesse waren Studien, die zeigen konnten, 
dass d-PGJ2 die antioxidative und cytoprotektive Hämoxygenase-1 (HO-1) 
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induzieren kann (Lee et al. 2003; Zhuang et al. 2003). Über den zugrunde 
liegenden Mechanismus der HO-1-Induktion wird jedoch noch kontrovers 
diskutiert. 
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1.2 Die Hämoxygenase 
 
Als zelluläre Antwort auf oxidativen Stress erfolgt eine transkriptionelle Aktivierung 
von Genen, deren Produkte als zellprotektive Proteine antioxidative 
Stoffwechselleistungen erbringen. Ein Überschuss an freiem Häm, welcher unter 
diesen Bedingungen aus Hämproteinen freigesetzt wird, spielt eine wichtige Rolle, 
da er die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale begünstigen kann. Einer Induktion 
des Häm-abbauenden Enzyms HO-1 kommt daher eine zentrale Rolle bei der 
Abwehr von oxidativem Stress zu (Immenschuh et al. 2000; Takahashi et al. 
2004). 
 

1.2.1 Konstitutive und induzierbare Isoformen der 
Hämoxygenase 

 
Die physiologische Funktion der Hämoxygenase ist die Wiedergewinnung von 
Eisen aus dem Hämoglobin alternder Erythrocyten sowie der Abbau anderer 
Hämproteine. Das Enzym katalysiert den Geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 
beim oxidativen Abbau von freiem Häm zu Biliverdin, Kohlenstoffmonoxid (CO) 
und Eisen (Wu et al. 2005). 
Die Hämoxygenase wird zu den Monooxygenasen gezählt und in drei bisher 
bekannte Isoformen unterteilt. Die drei Isoformen werden von verschiedenen 
Genen kodiert. Die Hämoxygenase-2 (HO-2, 36 kDa) ist eine konstitutive Form, 
die vor allem im zentralen Nervensystem und im Gefäßsystem, aber auch in 
anderen Geweben exprimiert wird. Die Bedeutung der Hämoxygenase vom Typ 3 
(HO-3, 33 kDa, konstitutiv) ist noch relativ unklar, da sie nur eine geringe 
katalytische Aktivität zeigt (Ryter et al. 2002). Von größtem Interesse ist jedoch die 
ubiquitär vorkommende HO-1 (32 kDa), da sie nicht nur durch ihr natürliches 
Substrat Häm, sondern auch durch eine ganze Reihe strukturell unterschiedlicher 
Substanzen induziert werden kann (Bach 2005).  
 

1.2.2 HO-1-Produkte und Ferritin 
 
Zusätzlich zum Abbau des prooxidativen und cytotoxischen Häm durch die 
Hämoxygenase können sowohl die HO-1-Produkte Biliverdin/Bilirubin und 
Kohlenstoffmonoxid sowie das Eisenspeicherprotein Ferritin zu einer 
antioxidativen und protektiven Wirkung beitragen (Sikorski et al. 2004). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Abbaus der Häm-Gruppe und 
Wirkungen der HO-1-Produkte. 
 
CO wurde in den letzten Jahren als wichtiger zellulärer Botenstoff 
wahrgenommen, der eine Vielzahl an Effekten ähnlich dem NO erfüllt. Seine 
physiologischen Effekte lassen sich über drei verschiedene Signalwege erklären 
(Slebos et al. 2003). Die gefäßerweiternde, plättchen- und 
proliferationshemmende Wirkung erfolgt über eine Aktivierung der löslichen 
Guanylatcyclase und einer vermehrten cGMP-Bildung (Morita et al. 1997; Cardell 
et al. 1998; Fujita et al. 2001). Eine Vasodilatation erfolgt möglicherweise auch 
über eine direkte Bindung von CO an Calcium-abhängige Kaliumkanäle (Wang et 
al. 1997). Die antiinflammatorischen und antiapoptotischen Eigenschaften entfaltet 
CO über eine Hemmung der Expression von proinflammatorischen Cytokinen 
(Otterbein et al. 2000a). Über eine mögliche Wechselwirkung mit anderen 
Hämproteinen (z.B. NADPH-Oxidase, iNOS (inducible nitric oxide synthase) oder 
COX) als drittem Weg herrscht bislang noch Unklarheit (Slebos et al. 2003). In 
vivo erwies sich CO als protektiv u.a. gegenüber Lungenschädigungen durch 
Hyperoxie (Otterbein et al. 1999) und gegenüber atherosklerotischen Läsionen 
nach Organtransplantationen (Otterbein et al. 2003). 
 
Das HO-1-Produkt Biliverdin, das bereits leichte antioxidative Eigenschaften 
aufweist, wird sofort durch die Biliverdinreduktase (BVR) in Bilirubin umgewandelt 
(Sheftel et al. 2007). Bilirubin ist in physiologischen Konzentrationen ein starkes 
endogenes Antioxidans, welches reaktive Sauerstoffradikale neutralisiert und die 
Lipidperoxidation hemmt. Dies konnte sowohl für die freie als auch für die an 
Albumin gebundene Form gezeigt werden (Stocker et al. 1987a; Stocker et al. 
1987b). In verschiedenen Studien wurde in vivo ein protektiver Effekt für Bilirubin 
gefunden. Im Tiermodell schützte ein erhöhter Bilirubin-Plasmaspiegel vor 
Hyperoxie-vermittelter oxidativer Schädigung (Dennery et al. 1995). Ebenso 
zeigten Patienten mit höheren Bilirubin-Plasmaspiegeln ein geringeres Risiko für 
kardiovaskuläre Erkrankungen (Schwertner et al. 1994; Hopkins et al. 1996; Mayer 
2000). Eine Beteiligung von Bilirubin an Immun- und Entzündungsreaktionen 
wurde ebenfalls nachgewiesen (Mayer 2000). Interessanterweise scheint die BVR 
nicht nur an der Synthese von Bilirubin aus Biliverdin, sondern auch an der 
Regulation der HO-1-Genexpression beteiligt zu sein (Maines 2005). 
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Die beim Hämabbau freigesetzten Eisenionen induzieren das 
Eisenspeicherprotein Ferritin. Ferritin ist ein ubiquitäres Protein, was aus 24 
leichten und schweren Ketten besteht und bis zu 4500 Eisenatome aufnehmen 
kann (Harrison et al. 1996). Als Apoferritin bindet es die freien intrazellulären 
Eisenionen und entzieht somit der Sauerstoffradikalbildung einen essentiellen 
Katalysator (Balla et al. 1992; Fogg et al. 1999). Die antioxidativen und 
cytoprotektiven Eigenschaften des Ferritins sind auf diesen Wirkmechanismus 
zurückzuführen. Die Stimulation der Ferritinexpression in Endothelzellen konnte in 
verschiedenen Studien vor oxidativer Schädigung schützen (Balla et al. 1992; 
Oberle et al. 1997; Oberle et al. 1999). An die Induktion der HO-1 ist somit noch 
die Bildung eines zweiten antioxidativ wirksamen Proteins gekoppelt. Eine 
Hemmung der HO-1-Induktion inhibiert auch die Ferritinsynthese (Sheftel et al. 
2007). Die Ferritinspiegel werden je nach intrazellulärem Eisengehalt über 
translationale Mechanismen reguliert (Zahringer et al. 1976; Aziz et al. 1986; Balla 
et al. 2003). In den letzten Jahren zeigten verschiedene Studien jedoch, dass die 
Ferritinexpression auch auf transkriptioneller Ebene geregelt werden kann. Dabei 
scheinen unterschiedliche Signalwege eine Rolle zu spielen (Torti et al. 2002), so 
konnte u.a. eine Beteiligung des Transkriptionsfaktor NF-κB (Pietsch et al. 2003) 
oder des second messengers cAMP (Bevilacqua et al. 1994; Faniello et al. 2002) 
nachgewiesen werden. Dies ist vor allem interessant, da beide ebenfalls an der 
Regulation der HO-1 beteiligt sind. 
 

1.2.3 HO-1 als protektives Protein und therapeutische 
Zielstruktur 

 
Die biologische Bedeutung der HO-1 als protektives Enzym konnte in einer 
Vielzahl von Studien in unterschiedlichen Geweben (u.a. Leber, Niere) gezeigt 
werden (Sikorski et al. 2004; Farombi et al. 2006). Von Interesse für diese Arbeit 
waren vor allem die Effekte der HO-1 auf vaskuläres Gewebe und ihre Bedeutung 
in der Pathogenese der Atherosklerose.  
 
Charakteristisch für Atherosklerose und verwandte Gefäßkrankheiten ist eine 
chronische Entzündung und erhöhter oxidativer Stress, welcher sich durch eine 
Anreicherung von Makrophagen sowie oxidierter Lipide in den betroffenen 
Gefäßen äussert (Wu et al. 2006). Eine Beteiligung der HO-1 an der antioxidativen 
Abwehr solcher atherosklerotischer Veränderungen konnte in mehreren Studien 
gezeigt werden. So führte eine erhöhte HO-1-Expression in Makrophagen zu einer 
verminderten NADPH-Oxidase-Aktivität, einem wichtigen Enzym bei der 
Entstehung von ROS (Taille et al. 2004). Weiterhin führte eine Überexpression 
von HO-1 zu einer verringerten ROS-vermittelten Apoptose in Endothelzellen 
(Abraham et al. 2003) sowie zu einer Hemmung der LDL-ausgelösten 
Monozytenwanderung ins Endothel (Ishikawa et al. 1997; Hayashi et al. 1999). 
Während Wildtypmäuse nach einer Gefäßverletzung mit einem erhöhten ROS-
Spiegel, einer vermehrten Bildung inflammatorischer Cytokine und einer 
Makrophageneinwanderung reagierten, wurden bei Mäusen mit überexprimierter 
HO-1 diese Veränderungen nicht gefunden (Morita et al. 2005). Mit HO-1-
defizienten Knockout-Mäusen konnte weiterhin gezeigt werden, dass ein Verlust 
der HO-1 zu einer beschleunigten Atherosklerose führt (Yet et al. 2003). Der erste 
Fall humaner HO-1-Defizienz bestätigte diese Befunde eindrucksvoll. Ein 6-
jähriger Junge zeigte als klinischen Befund eine Hyperlipidämie mit schwerer 
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Atherosklerose und Endothelschädigung sowie darüber hinaus 
Eisenablagerungen in Leber und Niere, starke Wachstumsstörungen, Leuko- und 
Thrombozytose (Yachie et al. 1999; Kawashima et al. 2002). In einer anderen 
Studie wurde der Einfluss eines GT-Längen-Polymorphismus im humanen HO-
Promotor auf die Stärke der HO-1-Induktion untersucht. Patienten mit einer 
kürzeren Wiederholung der Dinukleotidsequenz antworten mit einer stärkeren HO-
1-Genexpression. Infolgedessen konnte für diese Gruppe ein vermindertes Risiko 
für kardiovaskuläre Ereignisse (Funk et al. 2004; Ono et al. 2004), ein 
verminderter Blutdruck (Ono et al. 2003) und protektive Effekte nach 
Transplantationen (Exner et al. 2004) gegenüber den Patienten mit längerer 
(GT)n-Sequenz festgestellt werden. Insgesamt sind allerdings noch nicht alle 
Einzelheiten und Zusammenhänge vollständig aufgeklärt.   
 
Die HO-1 als induzierbares Protein gilt aufgrund ihrer gewebeschützenden 
Eigenschaften als potentielle Zielstruktur für Strategien zur Prävention von 
Atherosklerose (Immenschuh et al. 2006). Während die meisten bekannten HO-1-
Induktoren wie Hämin oder Schwermetalle aufgrund ihrer toxischen Wirkungen 
ungeeignet sind, konnte für einige als Arzneimittel eingesetzte Substanzen 
ebenfalls ein HO-1-induzierender Effekt gezeigt werden. Untersuchungen in 
unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass Aspirin und Statine in Endothelzellen die HO-
1-Genexpression induzieren und somit neben ihren bisher bekannten 
pharmakologischen Wirkungen zusätzliche antioxidative Wirkungen zeigen 
(Grosser et al. 2003; Grosser et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte 
untersucht werden, ob therapeutisch eingesetzte Prostaglandinderivate ebenfalls 
einen HO-1-vermittelten Zusatzeffekt bewirken können. 
 
Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt für eine therapeutische Bedeutung der 
HO-1 ist die nicht invasive Bestimmung des HO-1-Produkts CO zur Kontrolle des 
Krankheitsverlaufs bzw. Therapieerfolgs. CO lässt sich in der Ausatmungsluft bei 
Frühgeborenen mit Hyperbilirubinämie messen (Stevenson et al. 2001). Auch für 
andere Krankheiten wie z.B. Asthma bronchiale oder Diabetes mellitus zeigten 
Studien hierzu erste Erfolge (Horvath et al. 1998; Paredi et al. 1999; Otterbein et 
al. 2000b; Hayashi et al. 2004). Weiterhin kann eine Bestimmung der HO-1 beim 
Patienten auch über eine Bestimmung des Bilirubinspiegels oder des HO-1-
Proteins mit Hilfe eines ELISA im Serum erfolgen (Schipper et al. 2000).  
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1.3 Genregulation der HO-1 
 
Die an der Aktivierung des HO-1-Gens beteiligten Signaltransduktionswege sind 
sehr komplex und bisher nur teilweise aufgeklärt. Es konnte jedoch gezeigt 
werden, dass die Regulation des HO-1-Gens meist auf transkriptioneller Ebene 
stattfindet (Sikorski et al. 2004). Die Induktion der HO-1 durch ihr natürliches 
Substrat Häm, Stressfaktoren wie Endotoxine, Schwermetalle, UV-Licht, 
Hydrogenperoxid sowie inflammatorische Zytokine (Otterbein et al. 2000b) und 
verschiedenster Arzneistoffe wie Rapamycin, Aspirin, NO-Donoren und Statine 
(Bach 2005; Immenschuh et al. 2006) ist sowohl abhängig vom Zelltyp, der 
zellulären Umgebung und der Spezies als auch von der Intensität und Dauer der 
Stimulation (Prawan et al. 2005). Im Folgenden soll ein kurzer Überblick über die 
Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden gegeben werden, die an einer 
Expression der HO-1 beteiligt sein können. 
 

1.3.1 Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden mit Einfluss 
auf die HO-1-Genregulation 

 
Die complementary DNA (cDNA) des HO-1-Gen konnte sowohl für die Maus 
(Alam et al. 1994) und den Menschen (Yoshida et al. 1988) als auch für die Ratte 
(Muller et al. 1987) kloniert und sequenziert werden. Untersuchungen der HO-1- 
Promotorregion machten deutlich, dass die transkriptionelle Aktivität des HO-1-
Gens über verschiedene regulatorische Elemente gesteuert wird (Prawan et al. 
2005). Zu diesen regulatorischen Elementen zählen Bindungstellen für NF-κB, AP-
1/2 (Aktivator-Protein) (Alam et al. 1992; Lavrovsky et al. 1994), Nrf2 (NF-E2-
related factor 2) (Alam et al. 1999; Alam et al. 2000), HIF-1 (Hypoxia-inducible 
factor 1) (Lee et al. 1997; Jozkowicz et al. 2002), CREB (cAMP-response element-
binding protein) und MARE (Maf recognition element) (Kronke et al. 2003). 
Dagegen konnte für ein Hitzeschockelement keine Funktionalität im Menschen 
nachgewiesen werden, obwohl sich dessen Sequenz ebenfalls im humanen HO-1-
Gen wiederfindet (Shibahara et al. 1989).  
 

1.3.1.1 Transkriptionsfaktoren 
 
AP-1 ist ein basisches Proteindimer, das an der DNA Leucin-Zipper-Strukturen 
ausbildet. In verschiedenen Studien konnte eine Abhängigkeit der HO-1-Induktion 
von AP-1 gezeigt werden. Die durch Lipopolysaccharid (LPS) und Hypoxie 
induzierte HO-1-Genexpression in Makrophagen ist AP-1-vermittelt (Camhi et al. 
1998; Lee et al. 2000). Auch konnte in humanen Endothelzellen durch eine 
Hemmung von AP-1 eine verminderte HO-1-Induktion gezeigt werden (Terry et al. 
1998). Da eine AP-1-vermittelte HO-1-Induktion durch das antioxidative N-
Acetylcystein abgeschwächt wird, scheinen ROS in diesem Signalweg eine 
wichtige Rolle zu spielen (Camhi et al. 1998).  
 
An der gleichen Sequenz, an der AP-1 bindet, liegt auch die Bindungsstelle für 
Nrf2. Diese Sequenz zählt zu den antioxidant response elements (ARE)) (Alam et 
al. 1999). Nrf2 wird eine wichtige Rolle in der Regulation antioxidativer Gene 
zugeordnet. Eine Beteiligung von Nrf2 an der HO-1-Induktion durch verschiedene 
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Substanzen wie Häm, Cadmium oder auch d-PGJ2 konnte in verschiedenen 
Studien gezeigt werden (Alam et al. 1999; Alam et al. 2003; Kim et al. 2004). 
Interessant an der Nrf2-Aktivierung ist auch das Zusammenspiel mit CREB 
binding protein (CBP) (Katoh et al. 2001). CBP ist als Coaktivator auch für die 
CREB-vermittelte HO-1-Transkription wichtig. Auf den Transkriptionsfaktor CREB 
wird im Abschnitt 1.3.1.3 noch näher eingegangen.  
 
Ein weiterer Transkriptionsfaktor ist NF-κB, der an der Regulation verschiedenster 
Gene, die z.B. bei der Immunantwort und bei Entzündungen eine Rolle spielen, 
beteiligt ist (Alam et al. 2007). Dass eine Aktivierung der Transkription des HO-1-
Gens auch durch NF-κB erfolgt, konnte u.a. für die LPS-induzierte HO-1-
Expression in Makrophagen gezeigt werden (Wijayanti et al. 2004).  
 

1.3.1.2 Vorgeschaltete Signalkaskaden 
 
Verschiedene intrazelluläre Enzyme sind an der zellulären Signalkaskade beteiligt. 
Als Antwort auf einen externen Anreiz greifen sie gezielt an Transkriptionsfaktoren 
an und führen zu einer Regulierung der Genexpression. Unter diesen 
vorgeschalteten Signalkaskaden spielen für die Regulation der HO-1 vor allem die 
MAPK eine Rolle. Aber auch über andere Signalwege wie Proteinkinase A (PKA), 
Proteinkinase C (PKC) und Phosphoinositid-3´-Kinase (PI3K) erfolgt eine 
Regulierung der HO-1-Genexpression (Prawan et al. 2005). 
 
Die Familie der MAPK hat in den letzten Jahren eine bedeutende Rolle in der 
Genregulation der HO-1 erlangt (Alam et al. 2007). Diese Gruppe von 
Proteinkinasen kann noch unterteilt werden in die extrazellulär regulierte Kinase 
(auch ERK oder p42/p44 genannt), die c-Jun-N-terminale Kinase (bezeichnet als 
JNK oder stressaktivierte Proteinkinase SAPK) sowie die p38-MAPK. Diese drei 
Hauptwege können jeweils noch weiter aufgeschlüsselt werden. Eine 
Signalübertragung erfolgt über diverse Phosphorylierungsschritte der 
verschiedenen an der MAPK-Kaskade beteiligten Module. Die endständige 
aktivierte MAPK phosphoryliert schließlich das Target (Transkriptionsfaktor) und 
kann über diesen Weg eine Vielzahl von Genen regulieren (Kyriakis et al. 2001). 
Während für den Transkriptionsfaktor AP-1 eine direkte Phosphorylierung über die 
MAPK-Kaskade gezeigt werden konnte (Kyriakis et al. 2001; Yang et al. 2003), 
erfolgt eine Aktivierung von Nrf2 und NF-κB  indirekt über zwischengeschaltete 
Schritte (Zipper et al. 2003; Shen et al. 2004). Eine Beteiligung von einer oder 
mehreren MAPK an der HO-1-Induktion konnte in einer Vielzahl von Studien 
gezeigt werden (Übersicht in Alam et al. 2007). 
 
Zur Gruppe der PKC gehören verschiedene Enzyme, die sich durch ihre 
Aktivierbarkeit durch Kofaktoren wie Calcium, Phospholipide (z.B. 
Phosphatidylserin) und Diacylglycerol (DAG) auszeichnen (Nishizuka 1995). Auch 
für die PKC konnte eine Beteiligung an der Induktion der HO-1 durch TNFα, IL-1β 
und oxidierte Phospholipide in Endothelzellen gezeigt werden (Terry et al. 1998; 
Kronke et al. 2003). Auf die Rolle der PKA wird unter 1.3.2 eingegangen. 
 
Die PI3K wird über externe Stimuli aktiviert und phosphoryliert die 
Phosphoinositide. Das gebildete PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) ist 
wiederum an der Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt, auch Proteinkinase B 
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(PKB) genannt, beteiligt (Cantley 2002). Der PI3K/Akt Signalweg kontrolliert u.a. 
intrazelluläre ROS-Spiegel über eine Regulation der HO-1 (Prawan et al. 2005). 
Für die Simvastatin-induzierte HO-1-Expression konnte mit Hilfe spezifischer 
Hemmstoffe eine Beteiligung von PI3K/Akt gezeigt werden (Lee et al. 2004). Auch 
bei der d-PGJ2-induzierten Aktivierung der HO-1 scheint der Signalweg über 
PI3K/Akt abzulaufen (Kim et al. 2004; Liu et al. 2004). Eine Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors Nrf2 über PI3K/Akt konnte in einer Studie für die Cadmium-
vermittelte HO-1-Induktion gezeigt werden (Nakaso et al. 2003). 
 
Ein Zusammenspiel der einzelnen Signalwege wurde weiterhin in verschiedenen 
Studien dargestellt (Immenschuh et al. 1998a; Soh et al. 2001; Ryter et al. 2006). 
 

1.3.2 Genregulation der HO-1 durch cAMP-abhängige 
Signalwege und CREB 

 
Der Transkriptionsfaktor CREB, der ebenfalls an der Regulation des HO-1-Gens 
beteiligt ist, soll hier näher betrachtet werden. Eine Erhöhung intrazellulärer cAMP-
Spiegel durch eine Vielzahl von Hormonen und anderen extrazellulären Stimuli 
(u.a. Prostaglandine) führt zu einer Aktivierung der cAMP-abhängigen PKA (Lalli 
et al. 1994). Die PKA enthält in ihrer inaktiven Form zwei katalytische (k) und zwei 
regulatorische (r) Untereinheiten. Sobald jedoch cAMP an die jeweilige 
Bindungsstelle der r-Untereinheit bindet, ändert sich die Konfirmation der r-
Strukturen und der k2r2-Komplex dissoziiert. Die freien, katalytisch aktiven k-
Untereinheiten wandern in den Nukleus, wo sie Transkriptionsfaktoren 
phosphorylieren können (Karin et al. 1995). 
Die aktivierte PKA beeinflusst auch die Funktion von Transkriptionsfaktoren, die 
an DNA-Sequenzen der Promotorregion von cAMP-induzierbaren Genen binden. 
Die meisten dieser Gene enthalten ein oder mehrere CRE (Comb et al. 1986; 
Montminy et al. 1986; Borrelli et al. 1992). Der erste gefundene 
Transkriptionsfaktor der an CRE bindet, war das CREB (Hoeffler et al. 1988). 
CREB wird durch die cAMP-abhängige PKA an Serin-133 phosphoryliert, erfährt 
eine Konformationsänderung und wird dadurch aktiviert. Anschließend kann er an 
Genen binden, die CRE-Motive in ihrem Promotorbereich aufweisen (Lalli et al. 
1994), und die Expression dieser Gene erhöhen. Zusätzlich werden jedoch einige 
Kofaktoren wie CBP benötigt (Chrivia et al. 1993). 
Solche CRE wurden auch in den HO-1-Promotorregionen verschiedener Spezies 
gefunden (Muller et al. 1987; Kronke et al. 2003). Anhand der Abbildung 5 ist 
ersichtlich, dass ein cAMP-response element sowohl im humanen als auch im 
murinen HO-1-Promotor vorhanden ist.  
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Abbildung 5: Schematische Übersicht der regulatorischen Domänen des murinen 
und humanen HO-1-Gens (Ryter et al. 2006). 
 
Eine cAMP-vermittelte HO-1-Induktion konnte in Rattenhepatozyten (Immenschuh 
et al. 1998b), in humanen Endothelzellen (Kronke et al. 2003) und in glatten 
Gefäßmuskelzellen (Durante et al. 1997) durch verschiedene Substanzen gezeigt 
werden. Es gibt jedoch auch Studien, die das Gegenteil zeigen (Sardana et al. 
1985; Alam et al. 1989). In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob 
Prostaglandine eine HO-1-Induktion hervorrufen und ob diese über die 
Signaltransduktionskaskade cAMP - PKA - CREB - CRE abläuft. 
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2 Problemstellung 
 
Die pAVK ist durch atherosklerotische Schädigungen der großen Gefäße sowie 
durch eine gestörte Mikrozirkulation charakterisiert. In der Therapie werden seit 
vielen Jahren vasoaktive Prostaglandine verwendet. Zahlreiche prospektive 
randomisierte Studien gegen Placebo oder andere vasoaktive Substanzen 
dokumentieren die Überlegenheit von PGE1 bei der inoperablen pAVK im Stadium 
III und IV (Gruß et al. 2001). Der Wirkmechanismus von Prostaglandinen ist 
komplex und nicht auf eine gefäßerweiternde Wirkung beschränkt. Zusätzlich zu 
den bekannten Wirkungen auf Blutfluss, Blutviskosität, Fibrinolyse, 
Plättchenaggregation und der antiinflammatorischen Neutrophilenhemmung 
(Schrör et al. 2004) wurden für PGE1 in verschiedenen Studien direkte 
cytoprotektive Eigenschaften nachgewiesen. In Untersuchungen am isolierten 
Schweineherz konnte eine kardioprotektive Wirkung gezeigt werden (Mentz et al. 
1988). Ebenso wurden solche Effekte auch in anderen Organen wie der Niere 
(Sketch et al. 2001) oder der Leber (Sugawara et al. 1998) beschrieben. Weiterhin 
verbesserte eine Infusion mit Alprostadil die endotheliale Dysfunktion bei 
Patienten mit systemischer Sklerose (Giannattasio et al. 2007). Aufgrund dieser 
gewebeschützenden Eigenschaften, seiner Zulassung zur Behandlung der pAVK 
und der günstigeren pharmakokinetischen Eigenschaften gegenüber Iloprost 
wurde das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit auf PGE1 gerichtet.  
Die beobachteten protektiven Eigenschaften lassen eine mögliche Beteiligung 
antioxidativer Proteine vermuten. Dies wird durch verschiedene Studien bekräftigt, 
die für das Prostaglandinderivat d-PGJ2 einen Einfluss auf die HO-1-Expression 
zeigen konnten (Koizumi et al. 1995; Zhuang et al. 2003; Kim et al. 2004). 
Während die Effekte von d-PGJ2 auf das antioxidativ wirksame HO-1-Protein gut 
untersucht sind, gibt es für andere Prostaglandinderivate bisher nur sehr wenige 
Studien, die zum Teil noch widersprüchliche Ergebnisse liefern. So wird PGE2 von 
Chen und Mitarbeitern als potentieller Induktor der HO-1 beschrieben wird (Chen 
et al. 2002a), jedoch zeigte es in anderen Untersuchungen keinen Effekt auf die 
HO-1-Expression (Koizumi et al. 1995). Auch für die klinisch verwendeten 
Prostaglandine Alprostadil und Iloprost fehlen in dieser Hinsicht aussagekräftige 
Daten. 
Da die bisherigen Studien keine eindeutigen Aussagen erlauben, sollten in der 
vorliegenden Arbeit die Effekte von therapeutisch genutzten 
Prostaglandinderivaten, vor allem von PGE1, auf die Expression der HO-1 in 
verschiedenen Zellsystemen untersucht werden.  
 
Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden: 
 
Induzieren Prostaglandinderivate das antioxidative HO-1/Ferritin-System? 
Zunächst sollte die Frage geklärt werden, ob PGE1 und andere 
Prostaglandinderivate die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen 
steigern können. Diese Untersuchungen sollten darüber Aufschluss geben, ob es 
sich um einen Gruppeneffekt verschiedener Prostaglandine handelt oder ob nur 
bestimmte Derivate zu einer Induktion der HO-1 führen. Um eine zellspezifische 
Reaktion auszuschließen, wurde das Experiment in verschieden Zelltypen 
durchgeführt.  
Mit Hilfe von Genreporter-Assays und der Northern-Blot-Analyse wurden die 
Effekte auf die HO-1 ebenso auf transkriptioneller Ebene analysiert. 
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Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression 
von Ferritin. Es sollte daher auch der Effekt von PGE1 auf die Ferritinsynthese 
untersucht werden. 
 
Welche funktionellen Auswirkungen hat die Induktion des HO-1/Ferritin-
Systems? 
Eine Messung der HO-Aktivität sollte aufzeigen, ob es sich bei dem gebildeten 
Protein um ein katalytisch aktives Enzym handelt. In einem Modell für oxidativen 
Stress sollte die antioxidative Wirkung von PGE1 untersucht und mit den Effekten 
des HO-1-Produkts Bilirubin verglichen werden. 
 
Über welche molekularen Mechanismen wird die HO-1-Expression 
vermittelt?  
Am Beispiel von PGE1 sollte der Mechanismus der HO-1-Genregulation 
untersucht werden. PGE1 wird in der Literatur als potenter Aktivator der 
Adenylatcyclase beschrieben (Stein et al. 1983; Kirtland 1988). Daher sollte 
zunächst der intrazelluläre cAMP-Spiegel nach Inkubation mit den verwendeten 
Substanzen gemessen werden. 
In früheren Studien konnte für den second messenger cAMP eine Beteiligung an 
der HO-1-Induktion gezeigt werden (Durante et al. 1997; Immenschuh et al. 
1998b; Polte et al. 1998). Außerdem wurden in den HO-1-Promotorsequenzen 
verschiedenster Spezies CRE identifiziert (Muller et al. 1987; Kronke et al. 2003). 
Es sollte deshalb die Beteiligung eines cAMP-abhängigen Signalweges an der 
HO-1-Induktion durch PGE1 mit Hilfe von unterschiedlichen Inhibitoren auf 
translationaler und transkriptioneller Ebene untersucht werden. Darüber hinaus 
sollte im Genreporter-Assay mit Hilfe von Deletionskonstrukten eine Abhängigkeit 
der HO-1-Induktion vom CRE nachgeprüft werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Zellkultur 
 
Die verschiedenen Zelllinien wurden bei 37°C, 5% Kohlenstoffdioxid (CO2) und 
95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. 
 

3.1.1 Kultivierung der Endothelzellen 
 
Als Modell für Untersuchungen am Endothel wurde die humane Endothelzelllinie 
ECV304 (ECACC 92091712) in den Passagen 3-14 verwendet (Suda et al. 2001). 
Die Zellen wurden in Medium 199 unter Zusatz von 10% fetalem Kälberserum, 
100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin in einem Inkubator kultiviert. Das 
Medium wurde zweimal wöchentlich gewechselt. 
Als zweite Endothelzelllinie wurden immortalisierte Zellen aus humanen 
Nabelschnurvenen (EA.hy 926) in den Experimenten verwendet. Die Kultivierung 
erfolgte in DMEM + Glucose unter Zusatz von 10% fetalem Kälberserum, 100 U/ml 
Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. Der Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. 
 

3.1.2 Kultivierung der Makrophagen 
 
Als Modell für Untersuchungen an Blutzellen wurde die murine 
Makrophagenzelllinie J774 verwendet. Die Kultivierung erfolgte in DMEM + 
Glucose unter Zusatz von 10% fetalem Kälberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 
µg/ml Streptomycin. Der Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. 
 

3.1.3 Kultivierung der Nierenepithelzellen 
 
Zur Bestimmung der cyclischen Nukleotide wurde zusätzlich die 
Nierenepithelzelllinie LLC-PK-1 vom Schwein (porcine kidney epithelial cells, 
ATCC CL 101) verwendet. Die Zellen wurden in Ham`s F12 Zellkulturmedium mit 
20% DMEM, 15% fetalem Kälberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml 
Streptomycin kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle 3 Tage gewechselt. 
 

3.1.4 Kultivierung der stabil transfizierten NIH3T3-Zellen 
 
Für die Untersuchungen zur transkriptionellen Aktivität mit Hilfe des 
Biolumineszenz-Imaging-Verfahrens (BLI) wurden NIH3T3-Zellen verwendet, 
welche stabil mit einem murinen 15kB HO-1-Reportergenkonstrukt transfiziert sind 
(Hajdena-Dawson et al. 2003). Die embryonalen Fibroblasten der Maus wurden in 
DMEM unter Zusatz von 10% fetalem Kälberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 
µg/ml Streptomycin kultiviert. 
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3.2 Western-Blot-Analyse 
 
Beim Western-Blot-Verfahren werden die zu untersuchenden Proteine mit 
immunochemischen Methoden detektiert (Towbin et al. 1979). Dazu werden die 
Zellen nach der Inkubation lysiert und das Gesamtprotein mittels 
Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli 1970). Anschließend transferiert man die 
Proteine mit Blotting-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran. Die Detektion der 
Proteine erfolgt mit Hilfe spezifischer Antikörper. 
 

3.2.1 Inkubationsprotokoll zur Western-Blot-Analyse 
 
Endothelzellen wurden in Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm 
ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stündigen 
Inkubation mit Medium ohne Serum erfolgte die Inkubation der Zellen mit den 
Substanzen über die jeweils angegebenen Zeiträume. Danach wurden die Zellen 
mit Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA) bzw. durch Abschaben geerntet und 
in Lysispuffer resuspendiert. 
 

3.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (Bradford 1976) 
mit Hilfe eines Kits der Firma Roth (Karlsruhe) vorgenommen. Hierbei bilden 
Proteine Komplexe mit dem Farbstoff Coomassie-Brillantblau, die über ihr 
Absorptionsmaximum bei 595 nm photometrisch quantifiziert werden können. Der 
Proteingehalt wird anschließend über eine Kalibriergerade berechnet, die parallel 
zu den Proben mit Rinderserumalbumin (12,5-200 µg/ml) erstellt wurde. 
 

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese trennt Proteine der Größe 
nach auf. Dabei binden die Proteine im Überschuss zugesetztes 
Natriumlaurylsulfat (SDS) und erhalten dadurch eine negative Ladung. Da diese 
zu ihrem Molekulargewicht proportional ist, werden die SDS-Protein-Komplexe in 
der Gelmatrix der Molmasse nach aufgetrennt (Sambrook 1989). 
Bei der verwendeten Methode nach Laemmli (Laemmli 1970) werden die Proben 
zunächst in einem Sammelgel mit 5% Polyacrylamid konzentriert und 
anschließend im 15%-igen Trenngel aufgetrennt. Es wurden dabei vertikale 
Minigel-Elektrophoresekammern von Biometra (Göttingen) verwendet. 
Die Proben (100 µg Protein für HO-1, 20 µg Protein für Ferritin) wurden mit 5fach 
konzentriertem Ladepuffer und 2,5 M Dithiothreitol (DTT) versetzt und über 10 min 
bei 95ºC denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 V über 4-5 Stunden in den 
mit Laufpuffer gefüllten Gelkammern. Als Molekulargewichtsmarker diente ein 
gefärbtes Proteingemisch bekannter Molekulargewichtsgrößen (Peqlab, 
Erlangen). 
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3.2.4 Proteintransfer durch Western-Blot 
 
Das Proteinmuster des Gels wurde mit Hilfe des Tankblot-Verfahrens in einem 
vertikalen Puffertank (Eigenbau) auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond-ECL; 
GE Healthcare, Freiburg) übertragen. Der Transfer erfolgte bei 80 mA und 5ºC 
über Nacht. Hierbei diente der vorgefärbte Molekulargewichtsmarker zur Kontrolle 
der Transfereffizienz. Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung wurden die Gele 
nach dem Transfer mit Coomassie-Brillantblau angefärbt und photographiert. 
 

3.2.5 Detektion mit spezifischen Antikörpern 
 
Nach dem Transfer wurden die Membranen zur Absättigung unspezifischer 
Bindungsstellen für eine Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierungslösung 
inkubiert. Anschließend folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper über die 
angegebenen Zeiten. 
Nach zweimaligem Waschen der Membranen mit Blockierungslösung folgte eine 
30minütige Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper 
(Anti-Kaninchen IgG-HRP; Sigma, Taufkirchen). Die Verdünnung des 
Sekundärantikörpers betrug 1:5000 für das HO-1-Protein bzw. 1:2000 für das 
Ferritinprotein in Blockierungslösung. Im Anschluss wurden die Membranen 
dreimal 5 Minuten mit Blockierungslösung und zweimal 10 Minuten mit 
Tris/Tween-Puffer gewaschen. 
 
Antikörper Inkubationszeit Lösung Hersteller 
HO-1, primär 2 Stunden 1:1000 in 

25% Blockierungslösung 
und 75% Tris/Tween 

Axxora, 
Grünberg 

Ferritin, primär 1 Stunde 1:500 in  
25% Blockierungslösung 
und 75% Tris/Tween 

Sigma, 
Taufkirchen 

Anti-Kaninchen 
IgG, sekundär 

30 Minuten 1:5000 (HO-1) 
1:2000 (Ferritin) 
in Blockierungslösung 

Sigma, 
Taufkirchen 

Tabelle 4: Eingesetzte Antikörper. 
 
Zur Detektion des gebundenen Sekundärantikörpers wurde das ECL-Plus-
Detektions-Kit der Firma GE Healthcare (Freiburg) eingesetzt. Die Peroxidase 
oxidiert das Substrat Lumigen PS-3 zu einem Acridiniumester. Durch Reaktion mit 
Peroxiden entsteht eine intensive Chemilumineszenz mit einem 
Emissionsmaximum bei 430 nm. Diese kann durch die Exposition eines 
Autoradiographiefilms (Hyperfilm ECL; GE Healthcare, Freiburg) mit der Membran 
nachgewiesen werden. Die Expositionszeit lag bei 1-10 Minuten. Die 
densitometrische Auswertung wurde mit Hilfe des Programms Quantity One Basic 
(Bio-Rad, USA) durchgeführt. 
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3.3 Genreporter-Assay 
 
Mit einem Genreporter-Assay kann man die transkriptionelle Aktivität von 
Promotoren messen. Weiterhin können mit diesem Assay auch Aussagen über die 
Regulation des Gens getroffen werden. Dazu wurden die HO-1-Promotoren in ein 
Reporterplasmid kloniert, welches die Expression einer Luciferase unter Kontrolle 
des Promotors ermöglicht. Die Luciferase als „Reportergen“ wurde ausgewählt, da 
sie eine viel höhere Sensivität zeigt als andere „Reportergene“ (Mülhardt 2006). In 
Zellen, die mit diesem Reporterplasmid transfiziert worden sind, ist die Luciferase-
Aktivität daher proportional zur Aktivität des klonierten Promotors. Um Aussagen 
über die Regulation von Genen zu treffen, kann die Promotorsequenz verändert 
werden. Es können z.B. bestimmte Sequenzen auf dem Promotor „ausgeknockt“ 
werden. Eine weitere Möglichkeit ist die Kotransfektion von Expressionsplasmiden 
für verschiedene Transkriptionsfaktoren (Alam et al. 1990). 
 

3.3.1 Konstruktion von Reporterplasmiden 
 
Die verschiedenen Konstrukte für die HO-1-Promotorstudien wurden 
freundlicherweise von PD Dr. Stephan Immenschuh (Institut für Klinische Chemie 
und Pathobiochemie, Justus-Liebig-Universität Gießen) zur Verfügung gestellt. Die 
Plasmid-DNA lag mit bekannter Konzentration als Lösung vor. 
 
Promotorkonstrukt Größe Herkunft Kontrollplasmid 

mHO4045 4,045 kB Maus pGL2 basic 

hHO4.5luc 4,5 kB Human pGL3 basic 

hHO4.9luc 4,9 kB Human pGL3 basic 

hHO4.9luc_M1 4,9 kB Human pGL3 basic 

hHO3.8luc 3,8 kB Human pGL3 basic 

Tabelle 5: HO-1-Promotorkonstrukte. 
 
Die Promotorsequenzen waren in kommerziell erhältliche Plasmide (Promega, 
Mannheim) kloniert. Die Plasmide enthielten als Reportergen die Luciferase des 
nordamerikanischen Leuchtkäfers (Photinus pyralis) und zusätzlich ein 
Resistenzgen gegen Ampicillin (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Kontrollplasmide (Promega, Mannheim). 
 

3.3.2 Transformation von kompetenten Zellen 
 
Die kompetenten Zellen vom Typ E.coli Stamm DH-5α wurden auf Eis aufgetaut. 
Pro Ansatz wurden zu 100 µl Bakteriensuspension 1 bis 5 µl entsprechender 
Plasmid-DNA pipettiert. Nach einer 30minütigen Inkubation auf Eis erfolgte ein so 
genannter Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad für 20 Sekunden. Nach erneut 
zwei Minuten auf Eis wurde 900 µl warmes LB-Medium (Luria-Broth-Medium) 
zugegeben und der Ansatz für eine Stunde bei 37°C im Bakterienschüttler 
inkubiert. Im Anschluss wurden 10 µl der Bakteriensuspension direkt auf eine 
Ampicillin-haltige Agarplatte ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C über 
Nacht. Am nächsten Morgen wurde mit einer sterilen Impföse eine Kolonie 
aufgenommen und in 50 ml LB-Medium mit Ampicillin überführt. Der Ansatz wurde 
über Nacht bei 37°C im Bakterienschüttler inkubiert. 
 

3.3.3 Mini- und Midipräparation von Plasmid-DNA 
 
Die Ernte der Bakterien erfolgte am nächsten Tag durch Zentrifugation für 10 
Minuten bei 6000 rpm und 4ºC. Die erhaltenen Pellets wurden entweder bei -20ºC 
gelagert oder sofort aufgeschlossen. Mini- und Midipräparation unterschieden sich 
nur in der Menge der eingesetzten Bakterienkultur und der Menge der 
verwendeten Lösungen. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des 
HiSpeed Plasmid Midi Isolation Kit der Firma Qiagen (Hilden). Dieses System 
basiert auf einer modifizierten alkalischen Zelllyse (Birnboim et al. 1979), gefolgt 
von einer spezifischen DNA-Bindung an eine Anionen-Austauscher-Säule unter 
geeigneten Salz- und pH-Bedingungen. Die Isolation wurde entsprechend den 
Herstellerangaben durchgeführt. Anschließend erfolgte noch eine 
Konzentrationsbestimmung der vorliegenden Plasmidlösung am UV-Spektrometer 
(Amersham, Freiburg). 
 

3.3.4 Identifikation durch Restriktionsverdau 
 
Zur Überprüfung, ob das Plasmid ein bestimmtes Insert enthielt, wurde das 
Plasmid mit einem oder zwei Restriktionsenzymen geschnitten. Der 
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Restriktionsansatz wurde entsprechend den Angaben des Herstellers (Roche, 
Mannheim) hergestellt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der verdauten 
Plasmide in einem ethidiumbromidhaltigen 0,8%-igen TAE-Agarosegel (Tris-
Acetat-EDTA-Puffer-Agarosegel) erfolgte eine Beurteilung der erhaltenen 
Fragmentlängen unter UV-Licht gegenüber einem DNA-Standard definierter 
Größe (Invitrogen, Karlsruhe). Zum Vergleich wurden die entsprechenden 
ursprünglichen DNA-Plasmide und Kontrollplasmide ebenso behandelt. 
 

3.3.5 Transfektion 
 
Endothelzellen wurden in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen bis zur 70%-igen 
Konfluenz kultiviert. Die Transfektion wurde nach der Liposomen-Methode mit 
dem FuGene6-Transfektionsreagenz (Roche, Mannheim) durchgeführt. Dabei 
wurden entsprechend den Herstellerangaben 3 µl FuGene6 und 1,5 µg 
Promotorplasmid pro Vertiefung eingesetzt. Aus den negativ geladenen 
Nukleinsäuren und den synthetisch hergestellten, positiv geladenen Liposomen 
bildet sich ein Komplex, der auf die Zellen gebracht wird und mit der Zellmembran 
fusioniert. Der Komplexinhalt gelangt dabei durch Endocytose in das Zellinnere. 
 

3.3.6 Inkubationsprotokoll zum Genreporter-Assay 
 
Nach einer 24stündigen Transfektion wurden die Zellen für 6 bis 8 Stunden mit 
Medium ohne Serum inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation der Zellen 
über 18 Stunden mit den angegebenen Substanzen. Bei Hemmstoffexperimenten 
erfolgte eine Vorbehandlung für 20 Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor, bevor die 
Inkubation mit den Substanzen für 18 Stunden fortgesetzt wurde. 
 

3.3.7 Probenaufarbeitung und Luciferase-Assay 
 
Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit kalter Phosphat-gepufferter 
Salzlösung (PBS) gespült. Nach Entfernung des PBS wurden die Zellen mit 500 µl 
Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega, Mannheim; in einer 1:5 Verdünnung mit 
Ultra Pure Water) pro Well versetzt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur 
geschüttelt. Das erhaltene Zelllysat wurde anschließend in ein Reaktionsgefäß 
überführt und für eine Minute bei 20000 rpm und 4°C zentrifugiert. Für die 
Messung der Luciferase-Aktivität wurden 20 µl des Zelllysat-Überstandes in 100 µl 
vorgelegtes Luciferase-Assay-Reagenz (Promega, Mannheim) gegeben und in 
direktem Anschluss im Luminometer Lumat LB 9507 (Berthold, Bad Wildbach) für 
10 Sekunden vermessen. 
 
Das Luciferase-Enzym des Leuchtkäfers Photinus pyralis (firefly luciferase) ist ein 
monomeres Protein (62 kDa), das keiner posttranslationalen Prozessierung 
unterliegt. Die Luciferase katalysiert die Umsetzung von Luciferin in Gegenwart 
von Magnesium-Ionen und ATP zu Luciferyl-AMP, das in einem weiteren Schritt 
unter Freisetzung von Licht der Wellenlänge 562 nm oxidiert wird (de Wet et al. 
1987): 
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Luciferase + Luciferin + ATP + Mg2+  Luciferase . Luciferyl-AMP + PPi 
  
Luciferase . Luciferyl-AMP + O2  Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO2 + Licht 
 
Liegt ein Substratüberschuss vor, ist die Stärke der emittierten Lichtblitze 
proportional der Luciferase-Aktivität und damit ein Maß für die Promotoraktivität. 
Die Photonen können mit Hilfe eines Photomultipliers gezählt werden. Als 
Rohdaten erhält man so genannte relative Lichteinheiten (RLU = relative light 
units), die aus den direkt gezählten Impulsen berechnet werden. Die so 
gemessene Luciferase-Aktivität wurde auf den Proteingehalt der Proben normiert. 
 

3.4 Biolumineszenzmessung (BLI) 
 
Mit dem BLI kann man die transkriptionelle Aktivität des zu untersuchenden HO-1-
Promotors in lebenden Zellen messen. NIH3T3-Zellen wurden stabil mit einem 
15kB HO-1-Promotorkonstrukt, welches die ganze Länge des HO-1-Promotors der 
Maus und eine Luciferase als Reportergen enthält, transfiziert. Die Aktivität des 
Proteins, der Luciferase, gilt dabei als Index für die Promotoraktivität des HO-1-
Gens und kann nach Zugabe des Substrates Luciferin als Lichtemission 
gemessen und quantifiziert werden (Alam 1994; Hajdena-Dawson et al. 2003).  
 

-10kB                         -4kB                   +1kB

DE-2                         DE-1              PE   P

lucHO-1-luc15

-10kB                         -4kB                   +1kB

DE-2                         DE-1              PE   P

lucHO-1-luc15

 
Abbildung 7: HO-1-luc15-Konstrukt des murinen HO-1-Gens (Hajdena-Dawson 
et al. 2003). 
DE = distal enhancer, PE = proximal enhancer, P = Promotor, luc = Reportergen 
 
Nach erfolgter Inkubation mit den entsprechenden Substanzen können die 
entstehenden Lichtquanten direkt als ein Maß für die transkriptionelle Aktivität des 
HO-1-Promotors gemessen werden. Der Unterschied zum Genreporter-Assay 
besteht darin, dass hier lebende Zellen vermessen werden können. 
Die NIH-3T3-Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Christopher H. Contag 
(Stanford University, Stanford, CA; USA) zur Verfügung gestellt und die Versuche 
von Frau Apothekerin Stephanie Schulz  an der Stanford University (School of 
Medicine, Department of Pediatrics, Stanford, CA, USA) durchgeführt. 
 

3.4.1 Inkubationsprotokoll BLI 
 
Die NIH3T3-HO-1-luc-Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 96 Vertiefungen 
ausgesät. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen für 8 Stunden mit 
Medium ohne Serum inkubiert. Daran schloss sich die Inkubation mit den 
jeweiligen Substanzen über die angegebenen Zeiträume an. 
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3.4.2 Probenaufarbeitung und in vivo BLI 
 
Nach der Inkubation wurde das Medium von der Zellkulturschale entfernt. Nach 
5minütiger Inkubation der Zellen mit Luciferin (300 µg/ml) erfolgte die Bestimmung 
der Biolumineszenz über einen Zeitraum von 5 Minuten mit dem In Vivo Imaging 
System (IVISTM, 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-Ionen oxidiert. Unter Bildung 
von Oxyluciferin wird dabei Licht der Wellenlänge 562 nm frei. 
 

                Luciferase 
Luciferin + ATP + O2                          Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 

Mg2+ 

 
Die gebildeten Photonen werden mittels der LivingImage Software in 
entsprechenden Farbintensitäten visualisiert und sind der Promotoraktivität der 
HO-1 proportional. Als Rohdaten erhält man die Anzahl an Photonen/5 Minuten 
(Zhang et al. 2002). 
 

3.5 Northern-Blot-Analyse 
 
Für das Northern-Blot-Verfahren wird aus Proben isolierte Ribonukleinsäure 
(RNA) zunächst mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Anschließend werden die 
RNA-Moleküle aus der Gelmatrix auf eine geeignete Trägerschicht (z.B. 
Nylonmembran) übertragen und fixiert. Durch Hybridisierung mit geeigneten, 
markierten Gensonden können spezifische RNA-Moleküle sowohl qualitativ als 
auch quantitativ nachgewiesen werden. Als Sonden dienen Fragmente der 
kodierenden Regionen der entsprechenden Gene (Alwine et al. 1977).  
 

3.5.1 DNA-Sonden 
 
Für die Analyse der HO-1-mRNA wurde ein EcoR I-Hind III-Restriktionsfragment 
der HO-1-cDNA verwendet, welches freundlicherweise von PD Dr. Stephan 
Immenschuh (Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie, Justus-Liebig-
Universität Gießen) zur Verfügung gestellt wurde (Shibahara et al. 1985; 
Immenschuh et al. 2003). Aufgrund der hohen Homologie reagiert die cDNA der 
Ratte auch mit den entsprechenden DNA-Sequenzen der Maus und kann daher 
für die Northern-Blot-Analyse verwendet werden (Bauer et al. 2003). 
Für die Analyse des House-keeping-Gens β-Aktin wurde ein kommerzielles 
Fragment der Firma Boehringer (Mannheim) verwendet. 
 
Gensonde Größe Restriktion 

Hämoxygenase-1 rat 883 bp EcoR I / Hind III 

β-Aktin human 450 bp Nco I / Pst I 

Tabelle 6: Verwendete DNA-Sonden. 
 



Material und Methoden       37

 
3.5.2 Inkubationsprotokoll zur Northern-Blot-Analyse 
 
Makrophagen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm 
ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stündigen 
Inkubation mit Medium ohne Serum erfolgte die Inkubation der Zellen mit den 
Substanzen über 12 Stunden. Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA geerntet und 
die Pellets bei -80ºC gelagert. 
 

3.5.3 RNA-Isolierung 
 
Die Gesamt-RNA aus den Pellets wurde nach der Single-Step-Methode 
(Chomczynski et al. 1987) mit Hilfe des peqGOLD TriFast–Reagenz (Peqlab, 
Erlangen) isoliert. Das Reagenz besteht aus einem Phenol-Guanidinisothiocyanat-
Gemisch. Die Zellen werden aufgeschlossen und die Zellkomponenten gelöst, 
ohne dass die RNA gespalten wird. Nach Zugabe von Chloroform und 
anschließender Zentrifugation trennt sich die Lösung in eine wässrige und eine 
organische Phase. Die RNA verbleibt ausschließlich in der wässrigen Phase, aus 
der sie mit Isopropanol gefällt werden kann. Die Präparation der RNA erfolgte 
gemäß den Herstellerangaben. 
 

3.5.4 RNA-Gelelektrophorese 
 
Die RNA-Konzentration wurde am UV-Spektrometer (Amersham, Freiburg) 
bestimmt. Anschließend wurden je 25 µg RNA mit 4fach konzentriertem 
Ladepuffer versetzt und 10 Minuten bei 60ºC denaturiert. Die Auftrennung der 
RNA erfolgte in 1%-igen Formaldehyd-Agarosegelen unter denaturierenden 
Bedingungen bei 16 V über Nacht (Rave et al. 1979). 
 

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

 
Mit der Methode des Vakuum-Blottens kann RNA aus einem Agarosegel über 
Vakuum-verstärkte Diffusion auf eine Nylonmembran transferiert werden. 
Zur Dokumentation der Gelelektrophorese wurden die Gele zunächst 
photographiert. Anschließend wurden sie 20 Minuten in DEPC-Wasser 
(Diethylpyrocarbonat-Wasser) mit 0,05 N Natriumhydroxid, 5 Minuten in reinem 
DEPC-Wasser und zweimal 15 Minuten in konzentriertem Transferpuffer (20x 
SSC) gewaschen. Mit Hilfe eines Vakuum-Blotters (Biometra, Göttingen) erfolgte 
der 90minütige Transfer der RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran 
(Hybond N+; GE Healthcare, Freiburg). Danach wurden die Membranen für 30 
Minuten bei 80ºC in einem Trockenschrank gelagert. Dieses so genannte baking 
fixiert die RNA-Moleküle auf der Nylonmembran durch Ausbildung von Bindungen 
zwischen den Basen der RNA und den positiv geladenen Aminogruppen der 
Nylonmembran. 
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3.5.6 Markierung der DNA-Sonde mit  

32P-Desoxycytidintriphosphat 
 
Die Sonden wurden mit Hilfe des Random Primed DNA Labeling Kits der Firma 
Roche (Mannheim) markiert. Diese von Feinberg und Vogelstein entwickelte 
Methode basiert auf der Hybridisierung eines Gemischs aller möglichen 
Hexanukleotid-Kombinationen mit dem zu markierenden Fragment (Feinberg et al. 
1983) 
Die als Sonde einzusetzende doppelsträngige DNA (45 ng) wird zunächst für 5 
Minuten bei 95ºC denaturiert und anschließend mit dem Reaktionsgemisch 
versetzt. Sobald ein Hexanukleotid aus dem Reaktionsgemisch als Primer an den 
DNA-Strang binden kann, wird der komplementäre Strang durch das Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase synthetisiert. Durch Zugabe von 32P-
Desoxycytidin-Triphosphat (Hartmann Analytic, Braunschweig) und einer 
Mischung der übrigen Nukleotide wird der komplementäre DNA-Strang als 
radioaktiv markierte Sonde gebildet. 
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37ºC 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-Säulen/Sephadex 
G50 (GE Healthcare, Freiburg) abgetrennt. Abschließend erfolgt eine 5minütige 
Denaturierung der doppelsträngigen Sonde bei 95ºC. 
 

3.5.7 Vor- und Haupthybridisierung 
 
Die getrockneten Membranen wurden zunächst über 2 Stunden bei 65ºC mit 100 
µg/ml Fisch-DNA enthaltender Hybridisierungslösung vorhybridisiert, um 
unspezifische Bindungen der Sonde zu minimieren. Anschließend wurde die 
Haupthybridisierung über 24 Stunden bei 65ºC mit der jeweiligen Sonde in 
Hybridisierungslösung durchgeführt. 
 

3.5.8 Detektion, Quantifizierung und Beladungskontrolle 
 
Nach der Haupthybridisierung wurden die Membranen zunächst jeweils zweimal 
15 Minuten mit 2x SSC in DEPC-Wasser bei Raumtemperatur und 0,5x SSC 
(Natriumchlorid-Natriumcitrat-Lösung) in DEPC-Wasser bei 65ºC gewaschen. Im 
Anschluss folgte eine zweistündige Exposition einer Bildplatte des Fuji Bio-
Imaging Analysers BAS 1500 (Fujifilm, Japan). Diese aus Europium-Kristallen 
bestehenden Schirme ermöglichen eine erste Auswertung der markierten 
Membranen. 
Anschließend wurde ein Autoradiographiefilm (Kodak BioMax MS Film; Sigma, 
Taufkirchen) über 24 Stunden mit Hilfe eines so genannten Hyperscreens bei        
-80ºC exponiert. Dieser Schirm absorbiert die Strahlung starker β-Strahler und gibt 
sie in Form von Licht wieder ab, das den Film schwärzt. Die densitometrische 
Auswertung wurde mit Hilfe des Programms Quantity One Basic (Bio-Rad, USA) 
durchgeführt. 
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3.6 Bestimmung der cyclischen Nukleotide 

3.6.1 Inkubationsprotokoll zur Bestimmung von cAMP/cGMP 
 
Die jeweils verwendeten Zellen wurden in 35 mm Kulturschalen bis zur Konfluenz 
kultiviert und anschließend mit 900 µl Medium ohne Serum inkubiert. Das Medium 
enthielt zusätzlich 500 µM des Phosphodiesterase-Hemmstoffes IBMX (3-Isobutyl-
1-methylxanthin). Nach 15 min im Trockenschrank bei 37°C wurden die Zellen mit 
den entsprechenden Prostaglandinderivaten inkubiert und wiederum für 15 min bei 
37°C in den Trockenschrank gegeben. Das Endvolumen betrug 1 ml. 
 

3.6.2 Probenaufarbeitung 
 
Nach der Inkubation wurde der Überstand entfernt und die Reaktion durch Zugabe 
von unvergälltem Ethanol (96%) gestoppt (Friedl et al. 1985). Der Alkohol wurde 
bei 60°C im Trockenschrank vollständig abgedampft. Der Rückstand wurde 
anschließend in 250 µl Wasser aufgenommen, bei -80°C eingefroren und bei 
Raumtemperatur wieder aufgetaut, um die Zellen zu lysieren und so eine 
vollständige Freisetzung der cyclischen Nukleotide zu erreichen. Dieser Einfrier-
Auftau-Zyklus wurde dreimal durchgeführt. Abschließend wurde kurz zentrifugiert 
und der Überstand zur weiteren Durchführung aliquotiert (Hinz et al. 1998). 
 

3.6.3 Enzymimmunoassay (EIA) 
 
Der cAMP-Gehalt der Proben wurde mit einem EIA-Kit von Cayman (Ann Arbor, 
USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt (Pradelles et al. 1989; Maxey 
1992). Hierbei handelt es sich um eine kompetitive Bestimmungsmethode. Bei 
diesem Test sind auf einer 96-well-Mikrotiterplatte spezifische cAMP-Antikörper 
immobilisiert, um deren limitierte Bindungsstellen freies, aus dem Zellüberstand 
gewonnenes und an Acetylcholinesterase-gekoppeltes cAMP konkurrieren. Nach 
Beendigung der Reaktion wurden die ungebundenen Reagenzien ausgewaschen. 
Die Acetylcholinesterase-Aktivität wurde mit Ellmanns Reagenz bestimmt. Dabei 
katalysiert das Enzym die Bildung von 5-Thio-2-nitrobenzoesäure, deren 
Extinktion bei 412 nm vermessen werden kann. Die Extinktion ist der 
Konzentration an freiem cAMP umgekehrt proportional. Eine Kalibrierung erfolgte 
mittels eines vom Hersteller mitgelieferten Standards (0,05-500 pmol/l). 
Die Bestimmung von cGMP (cyclisches Guanosin-3’,5’-monophosphat) erfolgte 
auf gleiche Art und Weise mit einem entsprechenden EIA-Kit von Cayman (Ann 
Arbor, USA). 
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3.7 Bestimmung der Hämoxygenase-Aktivität 
 
Die Bestimmung der totalen HO-Aktivität beruht auf der enzymatischen 
Umwandlung von Häm über Biliverdin zu Bilirubin. Dazu werden die Zellen nach 
der Inkubation aufgeschlossen, um eine vollständige Freisetzung der 
Hämoxygenase zu erreichen. Im zellfreien System wird dann NADPH-abhängig 
Bilirubin gebildet und anschließend extrahiert. Die Menge des extrahierten, 
gelbgefärbten Bilirubins wird am UV-Spektrometer bestimmt und korreliert mit der 
enzymatischen Aktivität der HO. 
 

3.7.1 Inkubationsprotokoll zur Aktivitätsmessung 
 
Endothelzellen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 150 mm 
ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stündigen 
Inkubation mit Medium ohne Serum erfolgte die Inkubation der Zellen mit den 
Substanzen über 24 Stunden. Danach wurden die Zellen mit kaltem PBS 
abgeschabt, in PBS-Mg-Puffer resuspendiert und bei -80°C eingefroren und 
gelagert. 
 

3.7.2 Probenaufarbeitung 
 
Die Zellen wurden durch dreimaliges Auftauen (bei 37°C im Wasserbad) und 
Einfrieren (mit flüssigem Stickstoff) schonend aufgeschlossen. Dadurch wird eine 
vollständige Freisetzung der Hämoxygenase erreicht. Nach einer 15sekündigen 
Nachbehandlung im Ultraschallbad wurde der Zellschrott durch Zentrifugation (10 
Minuten bei 4000 rpm und 4ºC) abgetrennt. Für den Reaktionsansatz wurden 400 
µl des Überstandes verwendet. Anschließend folgte eine Proteinbestimmung nach 
Bradford. 
 

3.7.3 HO-Aktivitätsbestimmung 
 
Als Substrat für die HO wurde Hämin als Analogon des körpereigenen Häms 
verwendet. Glucose-6-phosphatdehydrogenase, Glucose-6-phosphat und NADPH 
stellen ein NADPH-generierendes System dar, welches als Reduktionsmittel beim 
enzymatischen Abbau des Häms zum Biliverdin wirksam ist. Als Quelle für die 
Biliverdinreduktase wurde der ultrazentrifugierte Überstand von Rattenlebercytosol 
verwendet (Erdmann et al. 2005). 
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 Pro Probe 
PBS-Mg-Puffer 290 µl 
Lebercytosol 110 µl 
Glucose-6-phosphatdehydrogenase (50 U/ml) 15 µl 
Glucose-6-phosphat (20 mM) 50 µl 
Probe 400 µl 
Hämin (1 mM) 25 µl 
β-NADPH (40 mM) 25 µl 

Tabelle 7: Reaktionsansatz für die HO-Aktivitätsbestimmung. 

 
Der Reaktionsansatz wurde gut gemischt und für 1 Stunde bei 37ºC inkubiert. Um 
das gebildete Bilirubin zu extrahieren, wurden 800 µl Chloroform zu den Proben 
gegeben und anschließend stark gevortext. Nach mehrmaliger Zentrifugation (5 
Minuten bei 3000 rpm bzw. 5000 rpm, Raumtemperatur) trennt sich die Lösung in 
eine wässrige und eine organische Phase (Motterlini et al. 1996). Die Vermessung 
der organischen Phase mit dem extrahierten Bilirubin erfolgte am UV-
Spektrometer (Amersham, Freiburg) bei den Wellenlängen 464 nm und 530 nm 
(Referenzwellenlänge). 
Die gebildete Menge an Bilirubin (Extinktionskoeffizient 40 mM-1 cm-1) wurde über 
die Differenz der Absorptionen bei 464 nm und 530 nm errechnet und auf den 
Proteingehalt der Proben normiert. Die HO-Aktivität für jede Probe wurde als 
relative Bilirubinbildung (pro mg Protein und pro Stunde) zur Kontrolle angegeben. 
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3.8 Bestimmung freier Sauerstoffradikale 
 
Durch Zugabe von NADPH zu den Zellen wird die NADPH-abhängige Oxidase 
stimuliert, Superoxidradikale zu bilden (Griendling et al. 2000; Guzik et al. 2000b). 
 
  NADPH + 2O2 → NADP+ + H+ + 2O2˙

- 
 
Die Konzentration an Superoxidradikalen kann mit Hilfe von Lucigenin-verstärkter 
Chemilumineszenz am Luminometer gemessen werden (Li et al. 1998; Tarpey et 
al. 1999). Durch Vorbehandlung oder direkte Inkubation der Zellen mit potenziell 
antioxidativ wirkenden Substanzen lässt sich an diesem Modell deren Auswirkung 
auf die intrazelluläre und extrazelluläre Konzentration an Superoxidradikalen 
bestimmen. 
 

3.8.1 Inkubationsprotokoll zur Sauerstoffradikalmessung 
 
Die Endothelzellen wurden in Zellkulturschalen mit 6 Vertiefungen bis zur 
Konfluenz kultiviert und anschließend für 24 Stunden mit Medium ohne Serum 
inkubiert. Zur Bestimmung der genomischen Effekte wurde über 24 Stunden mit 
den entsprechenden Prostaglandinderivaten vorinkubiert. Zur Ernte wurde das 
Zellkulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und für eine Minute mit 
Trypsin/EDTA versetzt. Durch Spülen mit PBS wurden die Zellen von den 
Zellkulturplatten gelöst. Anschließend wurde die Zellsuspension mit 100 µM 
NADPH und 50 µM Lucigenin für 20 Minuten inkubiert. Die Bestimmung der 
direkten radikalfangenden Eigenschaften von Alprostadil und Bilirubin erfolgte 
ohne Vorinkubation durch simultane Zugabe der Substanzen und der Reagenzien 
zu den resuspendierten Zellen. 
 

3.8.2 Messung der Lucigenin-verstärkten Chemilumineszenz 
 
Der Mechanismus für die Entstehung der Chemilumineszenz durch die Reaktion 
von Lucigenin (Bis-N-methylacridiniumnitrat) mit dem Superoxidradikal wird wie 
folgt diskutiert: 
 
  Luc2+ + e-  Luc.+ 
   
  Luc.+ + O2

.-  Acridon + Licht 
 
Das Lucigenin-Kation (Luc2+) nimmt zunächst ein Elektron auf und wird zum 
Radikal reduziert (Luc˙+)  Dieses reagiert mit dem Superoxidradikal zu einem 
instabilen Dioxethan-Intermediat. Bei dessen Zerfall entsteht ein angeregtes 
Acridon, welches beim Rückfall in den Ruhezustand Licht emittiert (Vasquez-Vivar 
et al. 1997; Tarpey et al. 1999). Die Photonen können mit Hilfe eines 
Photomultipliers gezählt werden. Als Rohdaten erhält man so genannte relative 
Lichteinheiten (RLU = relative light units), die aus den direkt gezählten Impulsen 
berechnet werden. Es wird dabei auf die Kontrolle (Zellen ohne Vorinkubation) 
normalisiert. Die Messung erfolgte mit dem Luminometer Lumat LB 9507 
(Berthold, Bad Wildbad) entsprechend den Herstellerangaben. 
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3.9 Material 

 
 
American Type Culture Collection, 
Manassas (USA) 

J774 (ATCC TIB 67) 
 
 

Axxora, Lörrach HO-1-Antikörper, Iloprost, NADPH, PGE1, 

Ultra Pure Water 
 

DIFCO Laboratories, Detroit (USA) 
 

Trypton 

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

ECV304 (ECACC 92091712) 

GE Healthcare, Freiburg Dextransulfat, ECL Plus Detektionsreagenz, 
Hyperfilm ECL, Nitrocellulosemembran 
Hybond-ECL, Nylonmembran Hybond N+, 
Quick Spin Säulen 
 

Hartmann Analytic, Braunschweig 32P-dCTP 
 

IBL, Hamburg cAMP ELISA Kit, cGMP ELISA Kit 
 

Invitrogen, Karlsruhe Agarose, DNA-Standard, fetales 
Kälberserum, Ethidiumbromid, Fisch-DNA, 
PBS, Penicillin/Streptomycin, SDS, 
Trypsin/EDTA, Tris, Zellkulturmedien 
 

Merck, Darmstadt Ethanol, Isopropanol, Kaliumchlorid, 
Kaliumhydrogenphosphat, 
Magnesiumchlorid, Methanol, 
Natriumhydrogenphosphat 
 

Peqlab, Erlangen Protein-Marker, TriFast-Reagenz 
 

Promega, Mannheim 
 

Luciferase-Assay-System, PLB, pGL3-
Vektoren 
 

Qiagen, Hilden HiSpeed Plasmid Midi Isolation Kit, Plasmid 
Midi Isolation Kit, Gel Extraction Kit 
 

Roche, Mannheim FuGene6, Random Primed DNA Labeling 
Kit, Restriktionsenzyme 
 

Roth, Karlsruhe Bradford-Reagenz, Chloroform, 
Coomassie-Brillantblau, DEPC, DMSO, 
EDTA, Essigsäure, Formaldehyd, 
Formamid, Glycin, Hefeextrakt, LB-Agar, 
MOPS, Natriumacetat, Natriumchloid, 
Natriumcitrat, Natriumhydroxid, Tween 20 
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Schwarz Pharma, Monheim Alprostadil 

 
Serva, Heidelberg Acrylamid 

 
Sigma, Taufkirchen Ampicillin, APS, Bilirubin, BSA, 

Cadmiumchlorid, Captopril, 
Chloramphenicol, Cycloheximid, db-cAMP, 
15-deoxy-delta-12,14-prostaglandin J2, 
DDA, DTT, Ferritin-Antikörper, Glucose-6-
phosphat, Glucose-6-
phosphatdehydrogenase, Glycerol, Hämin, 
IBMX, KT5720, KT5823, Lucigenin, 
Peroxidase-gekoppelter 
Sekundärantikörper, PGF2α, PMSF, , SOD, 
TEMED, Triton-X 100 
 

TSI GmbH, Zeven Trockenmilchpulver 
 

 

3.10 Puffer, Lösungen und Zellkulturmedien 
 

3.10.1 Substanzen 
 
Bilirubin (10 mM) und Hämin (1 mM) wurden mit 50 µl 2N NaOH angelöst und mit 
PBS bzw. PBS-Mg-Puffer verdünnt. 
DDA (10 mM), IBMX (50 mM), KT5720 (3,5 mM), KT5823 (4 mM), PGE1 (10 mM) 
und PGF2α (10 mM) wurden als Stammlösungen in DMSO bei -20ºC gelagert. 
Iloprost und d-PGJ2 lagen als Lösung vor. Die Verdünnungen wurden mit PBS 
hergestellt. 
Soweit nicht anders angegeben wurden die Substanzen in den entsprechenden 
Mengen PBS gelöst. Alle Lösungen wurden am Versuchstag frisch hergestellt.  
 

3.10.2 Puffer 
 
PBS 138 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 8,1 mM 

Natriumhydrogenphosphat, 1,5 mM Kaliumhydrogen-
phosphat, pH 7,3 bei 37ºC 
 

MOPS 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0 
bei 37ºC 
 

SCC 150 mM Natriumchlorid, 15 mM Natriumcitrat, pH 7,0 bei 
37ºC 
 

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 
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TAE-Puffer 40 mM Tris, 1mM EDTA, 0,1% Essigsäure, pH 8,0 bei 

37°C 
 

Laufpuffer für  
DNA-Agarose-
Gelelektrophorese 
 

1x TAE 

Ladepuffer für  
RNA-Agarose-
Gelelektrophorese 
 

400 µl Formamid, 140 µl Formaldehyd, 80 µl 10x MOPS, 
8 µl Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) 

Laufpuffer für  
RNA-Agarose-
Gelelektrophorese 
 

1x MOPS 

Lysispuffer  
zur Proteinisolation 

25 mM Tris, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 7,4 bei 
37ºC, 1 µM 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 für  
SDS-PAGE 

100 mM Tris, 10 mM EDTA, 2% SDS, 20% Glycerol, 
2,5 M DDT frisch zugeben 
 

Laufpuffer für  
SDS-PAGE 
 

50 mM Tris, 384 mM Glycin, 0,1% SDS 

Transferpuffer  
für Western Blot 
 

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol 

PBS-Mg-Puffer 100 mM Kaliumhydrogenphosphat, 4,3 mM Magnesium-
chlorid, ph 7,4 bei 37°C 

 

3.10.3 Lösungen 
 
TAE-Agarosegel (0,8%) 8 g/l Agarose in 1x TAE 

 
Formaldehyd-Agarosegel 
(1%) 
 

10 g/l Agarose, 10% MOPS in DEPC-Wasser, vor 
dem Gelgießen 17% Formaldehyd zugeben 

Hybridisierungslösung  
für Northern-Blot-Analyse 
 

10% Dextransulfat, 1 M NaCl, 1% SDS in DEPC-
Wasser, 100 µg/ml Fisch-DNA frisch zugeben 

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

Trenngel für SDS-PAGE 15% Acrylamid, 20% Trenngelpuffer, 1% APS 
(0,1 g/ml), 0,1 % TEMED in bidestilliertem Wasser 
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Coomassie-Brillantblau-
Lösung 

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

Entfärber 10% Essigsäure, 45% Methanol in demineralisiertem 
Wasser 
 

Blockierungslösung 4% fettfreies Trockenmilchpulver in Tris-Puffer 
 

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

 
 

3.11 Statistik 
 
Bei den Messungen zur cAMP-/cGMP-Stimulation, der Promotorstudien, der 
Chemilumineszenz und der HO-Aktivität sind die Messdaten als Mittelwert ± 
Standardfehler des Mittelwerts (x ± SEM) von n unabhängigen Experimenten 
angegeben. Die densitometrischen Daten der Northern- und Western-Blot-
Analysen basieren auf n=3-6 unabhängigen Experimenten.  
Die Prüfung auf signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Versuchsgruppen 
wurde unter Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von α = 0,05 mittels des t-
Tests nach Student für unverbundene Stichproben geprüft. Beim Vergleich 
mehrerer Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni`s 
multipler Vergleichstest angewendet. Dabei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit 
P für α < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Induktion auf translationaler Ebene 

4.1.1 Induktion der HO-1 auf translationaler Ebene 
 
Mit Hilfe der Western-Blot-Technik wurde untersucht, ob Prostaglandinderivate zu 
einer verstärkten Synthese des HO-1-Proteins führen. Dazu wurden die 
verwendeten Zelllinien mit den angegebenen Substanzen für 24 Stunden inkubiert 
und anschließend eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. Als Positivkontrolle 
diente der HO-1-Induktor Cadmiumchlorid (10 µM, nicht dargestellt). 

4.1.1.1 Konzentrationsabhängiger Effekt von PGE1 auf die HO-1- 
Proteinexpression 

 
Zunächst wurde der Effekt von PGE1 auf die HO-1-Proteinexpression in der 
Endothelzelllinie ECV304 untersucht. PGE1 induzierte die HO-1 ab einer 
Konzentration von 0,01 µM signifikant gegenüber der unbehandelten Kontrolle 
(Abb. 8). Die maximale Stimulation wurde mit der höchsten eingesetzten 
Konzentration von 1 µM erzielt.  

 
 

Abbildung 8: Effekt von PGE1 auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 
Stunden mit PGE1 (10-5-1 µM) 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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Weiterhin wurden die Effekte auf eine andere Endothelzelllinie sowie auf 
zirkulierende Blutzellen, als endothel-unabhäniges Modell untersucht, um eine 
Zelllinienspezifität auszuschließen. Sowohl in der Endothelzelllinie EA.hy 926 als 
auch in murinen Makrophagen (J774) führte PGE1 zu einer 
konzentrationsabhängigen Zunahme der HO-1-Proteinexpression. 
 
Das Prostaglandinderivat PGE1 führte ab einer Konzentration von 0,01 µM zu 
einer signifikanten Steigerung der HO-1-Proteinexpression in den EA.hy 906. Die 
absoluten Induktionen waren hier etwas höher als in den ECV304-Zellen. Bei einer 
Konzentration vom 1 µM PGE1 kam es in ECV304-Zellen zu einer 5,2fachen 
Induktion (Abb. 8), während es in den EA.hy 926 zu einer 8,1fachen Steigerung 
kam (Abb. 9).  
 

 

Abbildung 9: Effekt von PGE1 auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. EA.hy 926-Zellen wurden 24 
Stunden mit PGE1 (10-5-1 µM) 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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In Makrophagen führte die Vorbehandlung mit 1 µM PGE1 zu einer maximalen 
Stimulation von 4,3fach  (Abb. 10). Damit konnte gezeigt werden, dass sich eine 
Induktion des HO-1-Proteins durch PGE1 nicht auf Endothelzellen beschränkt. 
 

 

Abbildung 10: Effekt von PGE1 auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Makrophagen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. J774-Zellen wurden 24 Stunden 
mit PGE1 (10-5-1 µM) 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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4.1.1.2 Konzentrationsabhängige Effekte von Iloprost auf die HO-1- 
Proteinexpression 

 
Als weiteres Prostaglandinderivat wurde das PGI2-Analogon Iloprost ausgewählt 
und hinsichtlich eines stimulatorischen Effektes auf die HO-1-Proteinexpression 
untersucht. Bereits ab einer Konzentration von 0,01 µM war auch hier eine 
signifikante Induktion des HO-1-Proteins detektierbar. Ein Vergleich der beiden 
Prostaglandinderivate PGE1 und Iloprost zeigte keine signifikanten Unterschiede. 
Bei einer Inkubationsdauer von 24 Stunden und einer eingesetzten Konzentration 
von 1 µM führte das PGE1 zu einer 5,2fachen Induktion in Endothelzellen (Abb. 8). 
Iloprost zeigte unter gleichen Bedingungen eine 4,8fache Erhöhung der HO-1-
Proteinexpression (Abb. 11). 
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Abbildung 11: Effekt von Iloprost auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 
Stunden mit Iloprost (10-5-1 µM) 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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4.1.1.3 Konzentrationsabhängige Effekte von weiteren 
Prostaglandinderivaten auf die HO-1- Proteinexpression 

 
Um zu klären, ob es sich bei der Stimulation der HO-1-Proteinexpression um 
einen Gruppeneffekt der Prostaglandine handelt, wurden weitere Derivate 
untersucht.  
 
Ein Vertreter der von mehreren Autoren als Induktor der HO-1 beschrieben wird, 
ist d-PGJ2 (Koizumi et al. 1995; Lee et al. 2003; Zhuang et al. 2003). Dies konnte 
auch in dem hier verwendeten Zellsystem bestätigt werden. Signifikante Effekte 
wurden jedoch erst ab einer Konzentration von 0,1 µM beobachtet. Bei einer 
Konzentration von 1 µM erwies d-PGJ2 sich jedoch als gleich starker Induktor 
gegenüber PGE1 (Abb. 12).  
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Abbildung 12: Effekt von d-PGJ2 auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 
Stunden mit d-PGJ2 (10-5-1 µM) 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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Als weiterer Vertreter wurde das vasokonstriktorische Prostaglandinderivat PGF2α 
untersucht. PGF2α zeigte jedoch in allen eingesetzten Konzentrationen keine 
signifikante Steigerung der HO-1-Proteinexpression (Abb. 13).  
 

 

Abbildung 13: Effekt von PGF2α auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 
Stunden mit PGF2α (10-3-1 µM) 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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4.1.2 Zeitabhängigkeit der Proteininduktion 
 
Am Beispiel von PGE1 (1µM) wurde außerdem die Zeitabhängigkeit der HO-1-
Proteinexpression in Endothelzellen und Makrophagen untersucht. In beiden 
Zelllinien wurde eine Abhängigkeit der HO-1-Proteinexpression von der Zeit 
gefunden. Signifikante Effekte auf die HO-1-Proteinexpression zeigten sich in 
Makrophagen bereits nach 8 Stunden (Abb. 15), in Endothelzellen hingegen erst 
nach einer Inkubationsdauer von 18 Stunden (Abb. 14). In beiden Zelllinien 
erhöhte sich die Menge an gebildetem HO-1-Protein mit zunehmender 
Inkubationsdauer und erreichte das Maximum im betrachteten Zeitraum nach 24 
Stunden. Nach dem gewählten Zeitraum wurde keine weitere Erhöhung der HO-1-
Proteinexpression festgestellt (Daten hier nicht dargestellt).  

 
 

Abbildung 14: Zeitabhängiger Effekt von PGE1 auf die Expression des HO-1-
Proteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 4-24 
Stunden mit PGE1 (1 µM) 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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Abbildung 15: Zeitabhängiger Effekt von PGE1 auf die Expression des HO-1-
Proteins in Makrophagen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. Makrophagen J774 wurden 4-24 
Stunden mit PGE1 (1 µM) 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 Induktion des Ferritinproteins 
 
Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression 
des Ferritinproteins, um in einer Art antioxidativer Folgereaktion freies Eisen 
schnell und effektiv zu binden (Balla et al. 2003). Das Eisenspeicherprotein Ferritin 
ist somit ebenfalls ein antioxidatives Stressprotein. Am Beispiel von PGE1 sollte 
geklärt werden, ob es neben einer vermehrten HO-1-Proteinexpression auch zu 
einer verstärkten Ferritinproteinbildung kommt. Hierzu wurden verschiedene 
Zelllinien mit PGE1 über einen Zeitraum von 24h inkubiert und danach eine 
Western-Blot-Analyse durchgeführt. 
 
In Endothelzellen konnte eine konzentrationsabhängige Induktion des 
Ferritinproteins gezeigt werden. Bereits ab einer Konzentration von 0,01 µM 
induzierte PGE1 das Ferritinprotein signifikant, bei einer Konzentration von 1 µM 
war das Maximum erreicht (Abb.16). Diese Ergebnisse sind mit der Induktion des 
HO-1-Proteins vergleichbar.  
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Abbildung 16: Effekt von PGE1 auf die Expression des Ferritinproteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 
Stunden mit PGE1 (10-5-1 µM) 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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Die Ergebnisse in der zweiten Endothelzelllinie, EA.hy 926, sind nahezu identisch 
mit den Ergebnissen in ECV-304. Die absoluten Induktionen des Ferritinproteins 
waren im Vergleich zu den ECV304-Zellen etwas höher. Signifikante Erhöhungen 
zeigten sich ebenfalls ab einer Konzentration von 0,01 µM PGE1 (Abb. 17). 
In Makrophagen induzierte das Prostaglandinderivat PGE1 ebenfalls die 
Ferritinproteinexpression. Hier konnten jedoch signifikante Unterschiede erst ab 
einer Konzentration von 1 µM festgestellt werden (Abb. 18). 
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Abbildung 17 : 
Endothelzellen. 

Repräsentativer We en wurden 24 
Stunden mit PGE  ± SEM von n=3-6 
Einzelexperi VA und Bonferroni’s 
multipler Vergleichstest.

Abbildung 18: Effekt von PGE1 auf die Expression des Ferritinproteins in 
Makrophagen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. Makrophagen J774 wurden 24 
Stunden mit PGE1 (10-5-1 µM) 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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4.1.4 Zusammenfassung 
 
Auf translationaler Ebene konnte gezeigt werden, dass die Prostaglandinderivate 
PGE1, Iloprost und d-PGJ2 das HO-1-Protein konzentrationsabhängig induzieren. 
Dies konnte sowohl in verschiedenen Endothelzellen als auch in Makrophagen 
dargestellt werden. Ein zellspezifischer Effekt konnte somit ausgeschlossen 
werden. Die verschiedenen Verbindungen erwiesen sich dabei als ähnlich potent.  
 
Im Gegensatz dazu zeigte PGF2α jedoch keine Effekte auf die HO-1-
Proteinexpression. Dies deutet darauf hin, dass es sich nicht um einen 
Gruppeneffekt der Prostaglandine handelt, sondern dass die einzelnen Derivate 
über unterschiedliche Wirkungen verfügen. 
 
Weiterhin konnte für PGE1 exemplarisch gezeigt werden, dass die HO-1-
Proteinbildung auch zeitabhängig ist, und je nach verwendeter Zelllinie signifikante 
Änderungen nach 8 bzw. 18 Sunden eintreten. 
 
Mit PGE1 konnte darüber hinaus die konzentrationsabhängige Induktion des 
Eisenspeicherproteins Ferritin in verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden.  
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4.2 Induktion auf transkriptioneller Ebene 
 
Um zu zeigen, dass eine erhöhte transkriptionelle Aktivität die Grundlage der 
vermehrten HO-1-Proteinsynthese ist, wurden Promotorstudien mit verschiedenen 
HO-1-Promotorkonstrukten, Biolumineszenzmessungen in lebenden Zellen und 
Northern-Blot-Analysen durchgeführt. 
 

4.2.1 Promotorstudien 
 
Mit Hilfe von HO-1-Reportergenkonstrukten sollte eine Induzierbarkeit der HO-1 
auch auf transkriptioneller Ebene gezeigt werden. Endothelzellen wurden mit den 
entsprechenden HO-1-Promotorkonstrukten transient transfiziert. Nach einer 
kurzen Nüchternphase, erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden 
Prostaglandinderivat über 18 Stunden. Die im Anschluss gemessene Luciferase-
Aktivität korreliert mit der Aktivität des HO-1-Promotors. 
 
Auf die gleiche Art und Weise wurden auch die Kontrollplasmide ohne 
Promotorinsert gegenüber den verwendeten Substanzen untersucht. Dadurch 
konnte ausgeschlossen werden, dass Effekte unabhängig vom HO-1-Promotor für 
die Induktion verantwortlich sind. Alle Prostaglandinderivate zeigten keine Effekte 
auf die Luciferase-Aktivität der verwendeten Kontrollplasmide pGL2 und pPGL3 
(nicht dargestellt). 
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4.2.1.1 Effekte von PGE1 auf humane HO-1-Promotorkonstrukte 
 
Zunächst wurde der Effekt von PGE1 auf ein humanes Promotorkonstrukt mit der 
Länge von 4500 bp untersucht. Im Reportergenversuch bewirkte die Inkubation 
mit PGE1 (10 µM) eine 2,5fache Erhöhung der Transkriptionsrate des HO-1-Gens 
gegenüber der unbehandelten Kontrolle. Eine signifikante Steigerung der 
Transkriptionsrate konnte ab einer Konzentration von 1 µM PGE1 gezeigt werden 
(Abb. 19). 
 
 
 

Abbildung 19: Effekt von PGE1 auf die Luciferase-Aktivität in hHO4.5luc-
Reportergen-transfizierten Endothelzellen. 

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden die ECV304-Zellen für 18 Stunden mit PGE1 
(0,01-10 µM) 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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Bei den Promotorstudien mussten insgesamt höhere Konzentrationen als bei der 
Western-Blot-Analyse eingesetzt werden. Dies lässt sich möglicherweise zum 
einen über eine herabgesetzte Empfindlichkeit der Zellen durch die 
Transfektionsschritte, zum anderen aber auch über die verwendeten Konstrukte 
erklären. Da es sich nicht um die komplette Promotorsequenz der HO-1 handelt, 
können eventuell auch noch andere Sequenzen zu einer Aktivierung und 
Erhöhung der Transkriptionsrate beitragen. 
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4.2.1.2 Effekte von PGE1 auf murine HO-1-Promotorkonstrukte 
 
In den Experimenten zur HO-1-Proteinexpression wurden neben humanen 
Endothelzellen auch murine Makrophagen eingesetzt. Daher sollten die Effekte 
von PGE1 auch auf einen Maus-HO-1-Promotor untersucht werden. Hierzu wurde 
ein Promotorkonstrukt von 4045 bp verwendet. Eine Inkubation mit PGE1 führte zu 
einer konzentrationsabhängigen Steigerung der HO-1-Promotor-Aktivität. Eine 
maximale und signifikante Erhöhung der Transkriptionsrate wurde mit der 
höchsten eingesetzten Konzentration (10 µM) erzielt (Abb. 20).  
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Abbildung 20: Effekt von PGE1 auf die Luciferase-Aktivität in mHO4045-
Reportergen-transfizierten Endothelzellen. 

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden ECV304-Zellen für 18 Stunden mit PGE1 
(0,1-10 µM) 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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4.2.1.3 Vergleich der Effekte verschiedener Prostaglandine auf den 
humanen HO-1-Promotor 

 
Analog zu den Western-Blot-Analysen wurde anschließend untersucht, ob die 
verschiedenen Prostaglandinderivate die HO-1-Promotoraktivität beeinflussen. 
Hierzu wurde ein humanes HO-1-Promotorkonstrukt der Länge 4.9 kB verwendet.  
 
Sowohl PGE1, Iloprost und d-PGJ2 waren in der Lage die HO-1-Promotor-Aktivität 
signifikant zu erhöhen, während PGF2α keine Induktion zeigte. Dies bestätigt die 
Ergebnisse aus der Western-Blot-Analyse. Jedoch zeigte sich im Genreporter-
Assay d-PGJ2 als potentere Verbindung. Während die Inkubation mit PGE1 zu 
einer 2,0fachen und mit PGI2 zu einer 1,8fachen Erhöhung der Transkriptionsrate 
führte, steigerte d-PGJ2 die Luciferase-Aktivität um das 4,7fache. Es induzierte die 
HO-1-Promotoraktivität damit sogar stärker, als das als Positivkontrolle 
verwendete CdCl2. Dies könnte darauf hinweisen, dass die Induktion des HO-1-
Promotors durch d-PGJ2 über andere Signalwege reguliert wird als bei PGE1 und 
Iloprost. 
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Abbildung 21: Effekt von verschiedenen Prostaglandinderivaten auf die 
Luciferase-Aktivität in hHO4.9luc-Reportergen-transfizierten Endothelzellen. 

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden ECV304-Zellen für 18 Stunden mit PGE1, 
Iloprost, PGF2α und d-PGJ2 (jeweils 10 µM) 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 Biolumineszenz-Assay 
 
Zusätzlich zu den Promotorstudien in transient transfizierten Zellen wurde ein 
Biolumineszenz-Assay durchgeführt. Im Unterschied zu den Reportergen-Assays 
werden hierbei stabil transfizierte Zellen verwendet, welche den kompletten HO-1-
Promotor der Maus enthalten. Weiterhin handelt es sich im Biolumineszenz-Assay 
um lebende Zellen, die vermessen werden. Es wurden exemplarisch die 
konzentrations- und zeitabhängigen Effekte von PGE1 auf die HO-1-
Transkriptionsrate in NIH3T3-HO-1-luc Zellen untersucht. Eine erhöhte 
Promotoraktivität wird über eine steigende Farbintensität in den Wells, gegenüber 
der unbehandelten Kontrolle, direkt sichtbar. Die Auswertung erfolgte mit der 
LivingImage Software (Xenogen, Alameda, CA, USA). 
Ein signifikanter Anstieg der HO-1-Transkription konnte bereits nach 4 Stunden 
beobachtet werden. Die Luciferase-Aktivität, als ein Maß der Promotor-Aktivität, 
war hingegen nach 24 Stunden wieder vollständig aufgehoben. Mit steigender 
Konzentration an PGE1 konnte auch eine zunehmende Aktivität des HO-1-
Promotors festgestellt werden. Die maximale Biolumineszenz konnte nach 6 
Stunden bei einer Konzentration von 10 µM detektiert werden. Mit Hilfe dieses 
Assays konnte eine Zeitabhängigkeit auch auf transkriptioneller Ebene gezeigt 
werden. Die unterschiedlichen Zeiträume bis zur maximalen Induktion im 
Vergleich zum Genreporter-Assay lassen sich über die verwendeten Zelllinien und 
die direkte Messung erklären.  
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Abbildung 22: Effekt von PGE1 auf die Luciferase-Aktivität in stabil transfizierten 
NIH3T3-HO-1-luc-Zellen. 

Repräsentatives Biolumineszenzimage mit densiometrischer Auswertung. Nach kurzer 
Nüchternphase wurden die NIH3T3-HO-1-luc-Zellen 2-24 Stunden mit PGE1 (1-10 µM) 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 Induktion der HO-1 auf mRNA-Ebene 
 
Zur Bestätigung der Ergebnisse aus den Promotorstudien und des 
Biolumineszenz-Assays wurde am Beispiel des PGE1 ausserdem eine Northern-
Blot-Analyse durchgeführt. Mit Hilfe der Northern-Blot-Analyse kann eine 
vermehrte HO-1-mRNA-Bildung nachgewiesen werden. 
Das Prostaglandinderivat PGE1 zeigte eine konzentrationsabhängige Induktion 
der HO-1-mRNA in Makrophagen. Weiterhin führte die höchste eingesetzte 
Konzentration zur maximalen Stimulation der HO-1-mRNA-Bildung. Diese 
Befunde stimmen mit den Ergebnissen der Promotorstudien und den Versuchen 
zur HO-1-Proteinexpression überein. 
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Abbildung 23: Effekt von PGE1 auf die Expression der HO-1-mRNA in 
Makrophagen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. J774-
Zellen wurden 12 Stunden mit PGE1 (10-1-10 µM) 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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4.2.4 Zusammenfassung 
 
In den durchgeführten Promotorstudien erhöhten die Prostaglandine PGE1, 
Iloprost und d-PGJ2 die Aktivität des untersuchten HO-1-Promotors signifikant. 
Von diesen Derivaten erwies sich d-PGJ2 als der stärkste Induktor. In Analogie zu 
den Western-Blot-Analysen erhöhte PGF2α die Promotoraktivität nicht.  
 
Am Beispiel des PGE1 konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich die Aktivierung 
nicht auf den humanen HO-1-Promotor beschränkt, sondern dass auch die Aktiviät 
eines murines HO-1-Reportergenkonstruktes erhöht wird. Eine Zeitabhängigkeit 
der Induktion wurde mit Hilfe des Biolumineszenz-Assays in lebenden Zellen 
dargestellt. Auch auf Ebene der HO-1-mRNA wurde eine Steigerung der 
Expression beobachtet. 
 
Diese Befunde belegen eindeutig, dass eine Inkubation mit Prostaglandinderivaten 
nicht nur zu einer gesteigerten HO-1-Proteinbildung führt, sondern auch die 
translationale Aktivität beeinflusst. 
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4.3 Funktionelle Untersuchungen 
 
Zusätzlich zu den Untersuchungen auf molekularer Ebene sollten auch die 
funktionellen Auswirkungen der beobachteten HO-1-Induktion untersucht werden. 
Mit Hilfe der HO-Aktivität sollte geklärt werden, ob nach Inkubation mit 
Prostaglandinen ein katalytisch aktives HO-1-Enzym gebildet wird. Weiterhin 
wurde in einem Zellkulturmodell für oxidativen Stress untersucht, ob die 
Prostaglandine über das induzierte HO-1-Protein auch antioxidative Effekte 
zeigen.  
 

4.3.1 Effekt von PGE1 auf die Hämoxygenase-Aktivität 
 
Nach Inkubation von Endothelzellen mit PGE1 wurde eine konzentrations-
abhängige Steigerung der HO-Aktivität gemessen. Die Bestimmung erfolgte über 
eine Bilirubinmessung im zellfreien System (Motterlini et al. 1996) wie unter 3.7 
beschrieben. Die gemessenen Bilirubinkonzentrationen wurden auf die 
unbehandelte Kontrolle normalisiert. Ein signifikanter Effekt konnte bereits ab 
einer Konzentration von 0,1 µM beobachtet werden. Das Maximum mit 2facher 
Induktion zeigte sich bei der Inkubation mit 1 µM PGE1. 
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Abbildung 24: Effekt von PGE1 auf die HO-Aktivität in Endothelzellen 

ECV304-Zellen wurden 12 Stunden mit PGE1 (10-4-1 µM) 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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4.3.2 Effekte in einem Modell für oxidativen Stress 
 
In einem Zellkulturmodell für oxidativen Stress wurde die indirekte und direkte 
antioxidative Wirkung von PGE1 untersucht. Die pathophysiologische Situation 
erhöhter Sauerstoffradikal-Spiegel wurde durch Inkubation von Endothelzellen mit 
NADPH hervorgerufen. Dadurch wird die NADPH-abhängige Oxidase zur 
Superoxid-Bildung angeregt (Griendling et al. 1994; Guzik et al. 2000a). Die 
NADPH-abhängige Oxidase zählt neben der Xanthin-Oxidase zu den im 
Entzündungsgeschehen hochregulierten Enzymen, die reaktive Sauerstoffspezies 
(ROS) produzieren (Terry et al. 1998).  
 
Am Luminometer lässt sich mit Hilfe von Lucigenin-verstärkter Chemilumineszenz 
die Konzentration an ROS als RLU messen (Li et al. 1998; Tarpey et al. 1999). Die 
Stimulation der ROS-Bildung durch NADPH in unbehandelten Kontrollzellen wurde 
als maximal erreichbarer RLU-Wert (RLUmax) zu 100% gesetzt. 
 

4.3.2.1 Einfluss des HO-1-Produkts Bilirubin 
 
Die für die HO-1 beobachtete antioxidative Wirkung wird vor allem dem HO-1-
Produkt Bilirubin zugeschrieben. Eine Reihe von Studien charakterisieren Bilirubin 
in vitro und in vivo als direktes Antioxidans (Stocker et al. 1987b; Dore et al. 1999). 
Clark und Mitarbeiter konnten die cytoprotektiven Wirkungen des Bilirubins 
gegenüber oxidativen Stress zeigen (Clark et al. 2000). Dieser Befund sollte unter 
den gewählten Versuchsbedingungen bestätigt werden. 
 
Endothelzellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert, geerntet und mit PBS 
gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit NADPH (100 µM), Lucigenin (50 
µM) und Bilirubin (1-100 µM) 20 Minuten inkubiert und am Luminometer 
vermessen. 
Bereits ab einer eingesetzten Bilirubinkonzentration von 10 µM konnte eine 
signifikante Reduktion der NADPH-induzierten ROS-Spiegel gezeigt werden. Bei 
einer Konzentration von 100 µM war eine fast vollständige Reduktion der ROS-
Bildung festzustellen (Erdmann et al. 2005). 
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Abbildung 25: Direkter Effekt des HO-Produkts Bilirubin auf die NADPH-
induzierte ROS-Bildung in Endothelzellen (Erdmann et al. 2005). 

ECV304-Zellen wurden geerntet, in PBS resuspendiert und mit Bilirubin (1-100 µM), NADPH (100 
µM) und Lucigenin (50 µM) 20 Minuten inkubiert und vermessen. 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. 

 

4.3.2.2 Antioxidative Eigenschaften von PGE1 
 
Eine 18stündige Vorinkubation mit dem Prostaglandinderivat PGE1 senkte die 
NADPH-induzierte ROS-Bildung konzentrationsabhängig. Bereits ab einer 
Konzentration von 0,1 µM konnte ein signifikanter Rückgang der ROS-Spiegel 
gezeigt werden. Bei der höchsten eingesetzten Konzentration wurde eine 30%ige 
Reduktion der ROS-Bildung beobachtet (Abb. 26). Da die antioxidative Wirkung 
nach einer 18stündigen Inkubation mit anschließendem Auswaschen auftrat, lässt 
die Radikalsenkung indirekte antioxidative Effekte vermuten. 
 
Dies konnte in einem weiteren Versuch bestätigt werden. Bei direkter Zugabe von 
PGE1 wurde keine signifikante Reduktion der NADPH-induzierten ROS-Spiegel 
beobachtet (Abb. 27). Die Ergebnisse sprechen daher für eine Stimulation 
antioxidativer Stoffwechselwege. 
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Abbildung 26: Effekt von PGE1 auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in 
Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden 18 Stunden mit PGE1 (0,01-10 µM) inkubiert. Im Anschluss wurden die 
Zellen geerntet, in PBS resuspendiert und mit NADPH (100 µM) und Lucigenin (50 µM) 20 Minuten 
inkubiert und vermessen. 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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Abbildung 27: Direkter Effekt von PGE1 auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung 
in Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden geerntet, in PBS resuspendiert und mit PGE1 (0,01-10 µM), NADPH (100 
µM) und Lucigenin (50 µM) 20 Minuten inkubiert und vermessen. 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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4.3.3 Zusammenfassung 
 
PGE1 führte in Endothelzellen zu einer gesteigerten HO-Aktivität. Die Effekte 
waren konzentrationsabhängig. Eine signifikante Erhöhung konnte ab einer 
Konzentration von 0,1 µM beobachtet werden. 
 
Das HO-1-Produkt Bilirubin zeigte in einem Zellkulturmodell für oxidativen Stress 
direkte antioxidative Wirkungen. Diese Effekte waren ebenfalls 
konzentrationsabhängig.  
 
PGE1 reduzierte den Anstieg der Sauerstoffradikalbildung 
konzentrationsabhängig. In den Konzentrationsbereichen, in denen eine 
gesteigerte HO-Aktivität gemessen wurde, wurden auch die antioxidativen Effekte 
festgestellt. Hieraus lässt sich schließen, dass Bilirubin unter den gewählten 
Bedingungen als Mediator der PGE1-Effekte in Frage kommt und somit die 
Induktion der HO-1 für die antioxidative Wirkung verantwortlich sein könnte. 
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4.4 Molekulare Mechanismen der HO-1-Induktion durch 
Prostaglandinderivate 

 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die untersuchten Substanzen sowohl die 
HO-1-Proteinexpression erhöhen als auch die transkriptionelle Aktivität der HO-1 
steigern, sollte im Folgenden der Mechanismus der HO-1-Induktion durch die 
Prostaglandinderivate untersucht werden.  
 

4.4.1 Messung der cyclischen Nukleotide cAMP und cGMP 
 
Eine Vielzahl der Prostaglandinwirkungen wird über den second messenger cAMP 
vermittelt. Eine Messung der intrazellulären cAMP-Spiegel sollte aufzeigen, ob 
dieses cyclische Nukleotid nach Stimulation mit Prostaglandinderivaten auch in 
den bisher verwendeten Zelllinien vermehrt gebildet wird.  
Da sowohl cAMP als auch cGMP als mögliche Induktoren der HO-1 diskutiert 
werden (Durante et al. 1997; Polte et al. 2000), sollte der Effekt von 
Prostaglandinen auf die Bildung beider cyclischer Nukleotide untersucht werden.   
 

4.4.1.1 Bestimmung der intrazellulären cAMP-Spiegel nach Stimulation 
mit PGE1 

 
Der cAMP-Gehalt der Proben wurde mit einem Enzymimmunoassay (EIA) 
(Cayman, Ann Arbor, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. 
Zunächst wurde die Bestimmung des cAMP-Gehalts in der Endothelzelllinie 
ECV304 durchgeführt. Erwartungsgemäß zeigte sich eine 
konzentrationsabhängige Zunahme der cAMP-Bildung. Nach Inkubation mit PGE1 
(10 µM) wurde eine 3,3fache Erhöhung des cAMP-Spiegels gegenüber dem 
Basalwert gefunden. Signifikante Steigerungen traten bereits in geringeren 
Konzentrationen auf (Abb. 28). 
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Abbildung 28: Effekt von PGE1 auf die Bildung von cAMP in Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden 15 Minuten mit PGE1 (10-3-10 µM) inkubiert und anschließend wurde mit 
einem EIA die Menge an cAMP 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. 

 
Wie in den Western-Blot-Analysen wurden als Model für zirkulierende Blutzellen 
Makrophagen verwendet. Die resultierenden Ergebnisse entsprechen denen in 
Endothelzellen, jedoch wurden hier höhere relative Induktionen gefunden. Bei 
einer eingesetzten Konzentration von 10 µM PGE1 kam es zu einer 8,1fachen 
Erhöhung des cAMP-Spiegels (Abb. 29). 
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Abbildung 29: Effekt von PGE1 auf die Bildung von cAMP in Makrophagen. 

J774-Zellen wurden 15 Minuten mit PGE1 (10-3-10 µM) inkubiert und anschließend wurde mit 
einem EIA die Menge an cAMP 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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Zusätzlich wurden die Versuche in LLC-PK-1 Nierenepithelzellen wiederholt. Die 
Ergebnisse sind vergleichbar mit denen in Endothelzellen und Makrophagen. 
PGE1 führte zu einer konzentrationsabhängigen Zunahme der cAMP-
Konzentrationen. 
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Abbildung 30: Effekt von PGE1 auf die Bildung von cAMP in Nierenepithelzellen. 

LLC-PK-1-Zellen wurden 15 Minuten mit PGE1 (10-3-10 µM) inkubiert und anschließend wurde mit 
einem EIA die Menge an cAMP 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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4.4.1.2 Bestimmung der intrazellulären cAMP-Spiegel nach Stimulation 
mit Iloprost 

 
Auch für das PGI2-Derivat Iloprost wurden die intrazellulären cAMP-Spiegel nach 
entsprechender Inkubation in Makrophagen bestimmt. Mit einer PGI2-
Konzentration von 0,1 µM war eine signifikante, 5,5fache Induktion gegenüber der 
unbehandelten Kontrolle feststellbar. Mit der höchsten eingesetzten Konzentration 
von 10 µM war im Durchschnitt eine 10,4fache Stimulation zu erkennen (Abb. 31).  
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Abbildung 31: Effekt von Iloprost auf die Bildung von cAMP in Makrophagen. 

J774-Zellen wurden 15 Minuten mit Iloprost (10-3-10 µM) inkubiert und anschließend wurde mit 
einem EIA die Menge an cAMP 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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4.4.1.3 Bestimmung der intrazellulären cAMP-Spiegel nach Stimulation 
mit anderen Prostaglandinderivaten 

 
Für die beiden anderen Prostaglandinderivate wurden ebenso die intrazellulären 
cAMP-Spiegel bestimmt. Weder PGF2α (Abb. 32 A) noch d-PGJ2 (Abb. 32 B) 
zeigten einen signifikanten Effekt auf die intrazelluläre cAMP-Bildung. 
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Abbildung 32: Effekt von PGF2α (A) und d-PGJ2 (B) auf die Bildung von cAMP in 
Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden 15 Minuten mit den Prostaglandinderivaten PGF2α (A) und d-PGJ2 (B)  
(10-2-10 µM) inkubiert und anschließend wurde mit einem EIA die Menge an cAMP 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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4.4.1.4 Bestimmung der intrazellulären cGMP-Spiegel nach Stimulation 
mit PGE1 

 
Im Folgenden sollte ein weiteres cyclisches Nukleotid untersucht werden. Die 
Bestimmung der cGMP-Spiegel erfolgte mit einem EIA in Nierenepithelzellen. 
Diese Zelllinie ist etabliert zur Untersuchung zellulärer Mechanismen der cGMP-
Bildung, da sie verhältnismäßig große Mengen an löslicher Guanylatcyclase und 
eNOS enthält (Bennett et al. 1989). Es sollte daher in diesen Zellen neben der 
cAMP- auch die cGMP-Bildung nach Inkubation mit Prostaglandinen gemessen 
werden. 
Es zeigte sich jedoch bei keiner der verwendeten Konzentrationen eine 
signifikante Erhöhung der cGMP-Spiegel in Nierenepithelzellen, so dass davon 
ausgegangen werden kann, dass PGE1 keine Effekte auf eine cGMP-Bildung 
ausübt (Abb. 33). Die Versuche wurden in Endothelzellen wiederholt. Auch in 
diesen Zellen konnte keine Erhöhung der cGMP-Spiegel beobachtet werden 
(Daten hier nicht gezeigt). 
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Abbildung 33: Effekt von PGE1 auf die Bildung von cGMP in Nierenepithelzellen. 

LLC-PK-1-Zellen wurden 15 Minuten mit PGE1 (10-3-10 µM) inkubiert und anschließend wurde mit 
einem EIA die Menge an cGMP 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 eines cAMP-Analogons auf die HO-1-Induktion 
 

4.4.2.1 Effekt von db-cAMP auf die HO-1-Proteinexpression 
 
Mit Hilfe des cAMP-Analogons N6,2′-O-Dibutyryladenosine-3′,5′-cyclic 
monophosphat (db-cAMP) sollte der Frage nachgegangen werden, ob die HO-1-
Induktion durch cAMP vermittelt wird. Für cAMP ist eine spezifische 
Bindungsstelle („cAMP response Element“) in der Promotorregion des HO-1-Gens 
bekannt (Choi et al. 1996; Immenschuh et al. 1998a; Wijayanti et al. 2005). Aus 
diesem Grund wurde der Effekt von db-cAMP auf die endotheliale HO-1-
Proteinexpression und auf ein HO-1-Promotorkonstrukt untersucht. 
 
Endothelzellen wurden für 24 Stunden mit db-cAMP (0,1-100 µM) inkubiert. Das 
cAMP-Analogon erhöhte konzentrationsabhängig die HO-1-Proteinexpression. Bei 
einer Konzentration von 100 µM wurde die Bildung des HO-1-Proteins um das 
2,6fache gegenüber der unbehandelten Kontrolle gesteigert. Dieses Ergebnis 
steht im Einklang mit früheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe in 
Endothelzellen der Rinderpulmonalarterie (Polte et al. 1998). 
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Abbildung 34: Effekt von db-cAMP auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 
Stunden mit db-cAMP (10-1-100 µM) 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. 

 
Darüber hinaus wurde der Effekt von db-cAMP auch in Makrophagen untersucht. 
Eine Inkubation mit dem cAMP-Analogon führte ebenfalls zu einer 
konzentrationsabhängigen Steigerung der HO-1-Proteinkonzentration (Abb. 35).  
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Abbildung 35: Effekt von db-cAMP auf die Expression des HO-1-Proteins in 
Makrophagen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. Makrophagen J774 wurden 18 
Stunden mit db-cAMP (10-1-100 µM) 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. 

 

4.4.2.2 Effekt von db-cAMP auf die Aktivität des HO-1-Promotors 
 
Im Folgenden sollte der Einfluss von cAMP auf die HO-1-Transkription untersucht 
werden. Die hHO4.9luc-Reportergen-transfizierten Zellen wurden mit db-cAMP 
(10-200 µM) über 18 Stunden inkubiert. Die im Anschluss gemessene Luciferase-
Aktivität korreliert mit der Aktivität des hHO-1-Promotors. Bei einer Konzentration 
von 200 µM konnte eine signifikante 1,43fache Stimulation der HO-1-
Promotoraktivität beobachtet werden.  
 
Mit Hilfe dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass das cAMP-Analogon 
db-cAMP sowohl auf translationaler als auch auf transkriptioneller Ebene die HO-
1-Induktion beeinflusst. Die Effekte des cAMP-Analogons db-cAMP waren jedoch 
schwächer ausgeprägt als bei den cAMP-bildenden Prostaglandinen. Dies lässt 
sich zum einen durch eine nicht vollständige Membrangängigkeit des Analogons 
erklären. Daher sind hier, im Gegensatz zu dem intrazellulär gebildetem cAMP 
durch die Prostaglandine, im Zellinneren niedrigere cAMP-Spiegel zu erwarten. 
Ein weiterer Grund könnte eine Beteiligung zusätzlicher Mechanismen an der HO-
1-Induktion durch die Prostaglandine sein. 
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Abbildung 36: Effekt von db-cAMP auf die Luciferase-Aktivität in hHO4.9luc-
Reportergen-transfizierten Endothelzellen. 

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden die ECV304-Zellen 24 Stunden mit db-cAMP 
(10-200 µM) 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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4.4.3 Einfluss eines Inhibitors der Adenylatcyclase auf die HO-1-
Induktion durch PGE1 

 
Um die Rolle von cAMP bei der PGE1-induzierten HO-1-Induktion zu bestätigen, 
wurden weitere Experimente mit dem Adenylatcyclase-Inhibitor 2`5`-
Dideoxyadenosin (DDA) durchgeführt. Dieser zellpermeable Hemmstoff wurde in 
einer Konzentration von 5 bis 10 µM verwendet (Maurice et al. 1990; Shoshani et 
al. 2000). 
 

4.4.3.1 Einfluss von DDA auf die PGE1-induzierte HO-1-
Proteinexpression 

 
Mit dem Adenylatcyclase-Hemmstoff DDA konnte ein signifikanter Rückgang der 
PGE1-induzierten HO-1-Proteinexpression in Makrophagen gezeigt werden. Im 
Western-Blot konnte jedoch nur die geringere Konzentration von 5 µM DDA 
eingesetzt werden, da bei höheren Konzentrationen Eigeneffekte des Hemmstoffs 
auftraten. Dadurch lässt sich auch die nicht vollständige Hemmung erklären (Abb. 
37). 
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Abbildung 37: Einfluss von DDA auf die PGE1-induzierte HO-1-Proteinexpression 
in Makrophagen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. Makrophagen J774 wurden 20 
Minuten mit DDA (5 µM) vorbehandelt und anschließend über 18 Stunden mit PGE1 (10 µM) 
inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 
*): p < 0,001; PGE1 vs. KON, einseitige ANOVA und Bonferroni`s multipler Vergleichstest. 
#): p < 0,05; PGE1 vs. PGE1 + DDA, t-Test nach Student. 
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4.4.3.2 Einfluss von DDA auf die PGE1-induzierte HO-1-Promotor-
Aktivität 

 
Neben einer Reduktion der PGE1-induzierten HO-1-Proteinexpression führte DDA 
zu einer fast vollständigen Aufhebung der PGE1-induzierten HO-1-
Promotoraktivität. Mit einer Konzentraion von 10 µM PGE1 wurde eine 2,1fache 
HO-1-Promotor-Aktivität gemessen, während diese nach Vorbehandlung mit DDA 
bei nur noch 1,2fach lag. Der Inhibitor DDA zeigte in den Promotorstudien keine 
signifikanten Eigeneffekte. 
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Abbildung 38: Einfluss von DDA auf die PGE1-induzierte Luciferase-Aktivität in 
hHO4.9luc-Reportergen-transfizierten Endothelzellen. 

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden ECV304-Zellen 20 Minuten mit DDA (10 µM) 
vorbehandelt und anschließend 24 Stunden mit PGE1 (10 µM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind 
Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 
*): p < 0,001; PGE1 vs. KON, einseitige ANOVA und Bonferroni`s multipler Vergleichstest. 
#): p < 0,05; PGE1 vs. PGE1 + KT 5720, t-Test nach Student. 
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4.4.4 Einfluss von Proteinkinase-Inhibitoren auf die HO-1-
Induktion 

 
Das cAMP kann spezifisch die PKA aktivieren. Proteinkinasen wiederum können 
Proteine phosphorylieren und somit nachgeordnete Prozesse steuern (Tasken et 
al. 1997; Immenschuh et al. 1998b). Um eine mögliche Beteiligung der PKA an der 
HO-1-Induktion zu untersuchen, wurde ein spezifischer PKA-Inhibitor, KT5720, 
verwendet. Zum Vergleich wurde ebenfalls ein spezifischer Hemmstoff der cGMP-
abhängigen PKG getestet (Gudi et al. 1996; Immenschuh et al. 1998a). 
Endothelzellen wurden jeweils 20 Minuten mit den Proteinkinase-Inhibitoren 
vorinkubiert, bevor die eigentliche Inkubation mit PGE1 erfolgte. 

4.4.4.1 Einfluss von Proteinkinase-Inhibitoren auf die PGE1-induzierte 
HO-1-Promotoraktivität 

 
Während der PKA-Inhibitor die PGE1-induzierte HO-1-Promotor-Aktivität nahezu 
vollständig aufhob, konnte der PKG-Inhibitor KT5823 die Induktion nicht signifikant 
senken. Die geringe Hemmung der PGE1-induzierten Luciferase-Aktivität durch 
KT5823 könnte sich durch unspezifische Effekte des Inhibitors erklären lassen. 
Beide Inhibitoren besaßen in den verwendeten Konzentrationen keine 
Eigeneffekte auf die Luciferase-Aktivität. 
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Abbildung 39: Einfluss von Proteinkinase-Inhibitoren auf die PGE1-induzierte 
Luciferase-Aktivität in hHO4.9luc-Reportergen-transfizierten Endothelzellen. 

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden die ECV304-Zellen 20 Minuten mit KT5720 
(0,3 µM) bzw. KT5823 (1 µM) vorbehandelt und anschließend 18 Stunden mit PGE1 (10 µM) 
inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 
*): p < 0,001; PGE1 vs. KON, einseitige ANOVA und Bonferroni`s multipler Vergleichstest. 
#): p < 0,05; PGE1 vs. PGE1 + KT 5720, t-Test nach Student. 
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4.4.4.2 Einfluss eines PKA-Inhibitors auf die PGE1-induzierte HO-1-

Proteinexpression 
 
Da die Untersuchungen zur Promotoraktivität eine Beteiligung der PKA erwarten 
lassen, sollte dies auch auf Proteinebene dargestellt werden. Auch im Western-
Blot konnte durch eine Vorinkubation mit dem PKA-Inhibitor KT5720 eine fast 
vollständige Hemmung der PGE1-induzierten HO-1-Proteinexpression in 
Endothelzellen gezeigt werden.  
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Abbildung 40: Einfluss des PKA-Inhibitors KT5720 auf die PGE1-induzierte HO-1-
Proteinexpression 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 20 
Minuten mit KT5720 (0,3 µM) vorbehandelt und anschließend über 18 Stunden mit PGE1 (10 µM) 
inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 
*): p < 0,05; PGE1 vs. KON, einseitige ANOVA und Bonferroni`s multipler Vergleichstest. 
#): p < 0,05; PGE1 vs. PGE1 + DDA, t-Test nach Student. 
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4.4.5 Beteiligung von CRE an der HO-1-Signalkaskade 
 
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass PGE1 zu einer 
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktor CREB führt (Thomas et al. 1995; 
Castano et al. 2003). Das aktivierte CREB-Protein ist ein Genaktivator für Gene 
mit CRE im Promotorbereich (Lalli et al. 1994). Ein solches CRE-Element konnte 
auch im HO-1-Promotor gefunden werden (Immenschuh et al. 1998a; Kronke et 
al. 2003). 
 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Aktivierung der HO-1-Promotor-
Aktivität über ein CRE reguliert wird. Hierzu wurden verschiedene humane HO-1-
Reportergenkonstrukte verwendet (Abb. 41). Die Inkubation und Aufarbeitung 
erfolgte wie unter 3.3 beschrieben.  
Zunächst wurde der Effekt von PGE1 auf das Promotorkonstrukt hHO4.9luc 
untersucht. Hier zeigte sich eine signifikante 1,7fache Erhöhung der Luciferase-
Aktivität. Bei der Verwendung eines zweiten Konstrukts (hHO4.9luc_M1), welches 
eine Mutation innerhalb des CRE (Kronke et al. 2003) beinhaltet, wurde die 
Aktivierung der HO-1-Promotoraktivität vollständig aufgehoben (Abb. 42).  
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Abbildung 41: hHO-Promotorkonstrukte (Kronke et al. 2003) 

 
Ein vergleichbarer Effekt zeigte sich auch bei einem dritten HO-1-
Promotorkonstrukt der Länge 3.8kB, welches aufgrund der kürzeren Sequenz kein 
CRE mehr enthält. Hier konnte ebenfalls keine gesteigerte Luciferase-Aktivität 
beobachtet werden (Abb. 42).  
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Abbildung 42: Effekt von PGE1 auf die Luciferase-Aktivität in hHO-Reportergen-
transfizierten Endothelzellen. 

Nach der Transfektion wurden ECV304-Zellen 18 Stunden mit PGE1 (10 µM) inkubiert. Die 
gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 
*): p < 0,001; PGE1 vs. KON, einseitige ANOVA und Bonferroni`s multipler Vergleichstest. 
#): p < 0,05; PGE1 vs. PGE1 + DDA, t-Test nach Student. 

 

4.4.6 Zusammenfassung 
 
Für PGE1 und Iloprost wurde in den verwendeten Zellen eine 
konzentrationsabhängie Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel beobachtet. 
Dagegen hatten d-PGJ2 und PGF2α in den eingesetzten Konzentrationen keine 
Effekte auf die cAMP-Akkumulation. Eine Inkubation mit PGE1 zeigte keinen Effekt 
auf die intrazellulären cGMP-Spiegel. 
 
Das HO-1-Gen konnte sowohl auf translationaler als auch auf transkriptioneller 
Ebene durch das cAMP-Analogon db-cAMP induziert werden. 
 
Die PGE1-induzierte HO-1-Proteinexpression konnte mit dem Adenylatcyclase-
Inhibitor DDA und dem PKA-Inhibitor KT5720 nahezu vollständig aufgehoben 
werden. Auch in den Promotorstudien wurde ein signifikanter Rückgang der 
PGE1-induzierten Luciferase-Aktivität durch die Inhibitoren DDA und KT5720 
gefunden. Dagegen konnte mit dem PKG-Inhibitor KT5823 keine signifikante 
Senkung der HO-1-Promotor-Aktivität beobac
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Eine Abhängigkeit der HO-1-Induktion vom CRE konnte in den abschließenden 
Promotorstudien mit Hilfe von verschiedenen Konstrukten dargestellt werden, so 
dass eine nahezu durchgängige Signalkaskade für die PGE1-vermittelte HO-1-
Induktion beschrieben werden konnte: PGE1 erhöht über eine Aktivierung der 
Adenylatcyclase die intrazellulären cAMP-Spiegel und dadurch die Aktivität der 
PKA. Durch diesen cAMP-abhängigen Signalweg kommt es schließlich über ein 
CRE in der Promotorsequenz zur Aktivierung des HO-1-Gens. 
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5 Diskussion 
 
Nach der Entdeckung von PGE1 durch Bergström (Bergstrom et al. 1962) und der 
Erstanwendung durch Carlson (Carlson et al. 1968) stand zunächst dessen 
Wirkung auf die Plättchenfunktion im Mittelpunkt der pathophysiologischen und 
therapeutischen Überlegungen. Erst die umfangreiche klinische Anwendung bei 
Patienten mit pAVK sowie die Bemühungen die Therapieformen zu optimieren und 
Näheres über den Wirkmechanismus zu erfahren, führten zu einer wesentlichen 
Erweiterung des Wissenstandes (Sinzinger 1988). Eine Übersicht der bisher 
bekannten Wirkungen zeigt Tabelle 3. Neuere Studien bestätigen die gute 
Wirksamkeit von Prostaglandinderivaten im fortgeschrittenen Stadium der pAVK 
(Creutzig et al. 2004; Heidrich 2006). Der Wirkmechanismus von Prostaglandinen 
ist jedoch komplex und immer noch nicht vollständig aufgeklärt (Weiss 2003; 
Gensch et al. 2007). 
Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die beobachteten protektiven Wirkungen von 
PGE1 und anderer Prostaglandinderivate (Tilley et al. 2001; Mazzone et al. 2002; 
Echeverria et al. 2005; Sako et al. 2006). Es sollte untersucht werden, ob diese 
Verbindungen eine Induktion und Aktivierung von zellschützenden Proteinen wie 
HO-1 und Ferritin bewirken. Die HO-1 wird in der Literatur als 
antiinflammatorisches, cytoprotektives und antiatherogenes Protein beschrieben 
(Otterbein et al. 2000b; Abraham et al. 2003; Bach 2005; Immenschuh et al. 2006) 
und könnte über seine Produkte Bilirubin und Carbonmonoxid zum 
therapeutischen Nutzen der Prostaglandine beitragen. Die Untersuchungen 
erfolgten in Endothelzellen und Makrophagen, da beide Zellsysteme unmittelbar 
an der der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt sind. Makrophagen als Model 
für zirkulierende Blutzellen zeichnen sich durch eine hohe NADPH-Oxidase- 
Aktivität aus und gelten daher als eine Hauptquelle für ROS im Organismus 
(Griendling et al. 2000; Cathcart 2004). 
 
Die Induktion der HO-1-Proteinsynthese durch Prostaglandinderivate wurde mit 
Hilfe der Western-Blot-Technik untersucht. Das PGE1-Derivat Alprostadil 
induzierte das HO-1-Protein konzentrations- und zeitabhängig sowohl in der 
Endothelzelllinie ECV304 als auch in der Makrophagenzelllinie J774. Auch für 
Iloprost und d-PGJ2 konnte eine konzentrationsabhängige Induktion der HO-1 
gezeigt werden. Keine Effekte zeigte jedoch PGF2α, welches über andere 
Prostaglandinrezeptoren wirkt. Eine erhöhte Expression der HO-1 könnte daher 
Bestandteil des Wirkprofils der drei Prostaglandinderivate Alprostadil, Iloprost und 
d-PGJ2 sein.  
 
Signifikante Induktionen wurden auf translationaler Ebene bereits im nanomolaren 
Bereich festgestellt. Diese Konzentrationen liegen damit innerhalb des 
tatsächlichen Konzentrationsbereich, der nach einer Infusion mit PGE1 beim 
Menschen erreicht wird (Cawello et al. 1995). Für die Untersuchungen zum 
Mechanismus wurden höhere Konzentrationen verwendet, die aber noch innerhalb 
des für Prostaglandine in Zellkulturuntersuchungen üblichen 
Konzentrationsbereichs liegen (Krone et al. 1985; Jozkowicz et al. 2002; Zhuang 
et al. 2003; Kim et al. 2004; Echeverria et al. 2005). Selbst in der höchsten 
eingesetzten Konzentration wurden keine toxischen Effekte beobachtet. Dies 
wurde sowohl lichtmikroskopisch als auch mit Hilfe von LDH-Assays (Daten nicht 
dargestellt) bestätigt.  
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tion 

-BP ist daher ein wichtiger Sensor und Regulator für den Eisengehalt 

er Ferritinsynthese als Konsequenz einer vorgeschalteten HO-1-Induktion.  

kriptionelle 

Die in verschiedenen Studien beschriebene Kopplung von Ferritin- und HO-1-
Expression konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden (Eisenstein et 
al. 1991; Fogg et al. 1999). Während eine Erhöhung der Ferritinsynthese durch 
second messenger wie cAMP (Torti et al. 2002) oder cAMP-abhängige 
Schilddrüsenhormone (Chazenbalk et al. 1990) gut untersucht ist, konnte mit Hilfe 
von PGE1 erstmalig eine konzentrationsabhängige Steigerung der 
Ferritinsynthese durch Prostaglandine gezeigt werden. Die Induktion des 
Ferritinproteins erfolgte dabei im gleichen Konzentrationsbereich wie die Induk
des HO-1-Proteins. 
Die Regulation der Ferritin-Expression findet vorwiegend auf translationaler Ebene 
statt (Zahringer et al. 1976). Das aus dem Hämabbau durch die HO-1 freigesetzte 
Eisen verhindert die Bindung des endogenen Repressorproteins IRE-BP (iron-
responsive element-binding protein) an das iron-responsive element (IRE) des 
Ferritintranskripts (Klausner et al. 1993). Die RNA-Bindungsfähigkeit des IRE-BP 
ist direkt abhängig von der freien cytosolischen Eisenkonzentration. Bei niedrigen 
Eisen-Spiegeln hat das IRE-BP eine hohe Affinität zu IRE, bei einem Überangebot 
an Eisen bindet es jedoch nicht mehr am IRE (Haile et al. 1989). Das cytosolische 
Protein IRE
der Zelle. 
Neben dieser translationalen Regulierung über den Gehalt an freiem Eisen, gibt es 
jedoch auch Hinweise auf eine transkriptionelle Aktivierung des Ferritingens. Als 
möglicher Mediator wird der Botenstoff cAMP beschrieben (Chazenbalk et al. 
1990; Bevilacqua et al. 1997; Faniello et al. 1999). Eine Aktivierung des 
Ferritinpromotors durch cAMP erfolgt über Bbf (B site binding factor). Bbf ist nicht 
mit dem Transkriptionsfaktor CREB identisch, benötigt aber als Cofaktor ebenfalls 
CBP sowie p300 (Bevilacqua et al. 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte eine 
Erhöhung der cAMP-Spiegel durch PGE1 gezeigt werden. Gegen eine 
transkriptionelle Aktivierung sprechen jedoch unsere Beobachtungen, dass auch 
d-PGJ2, ein Prostaglandin ohne Effekte auf intrazelluläre cAMP-Spiegel, zu einer 
erhöhten Ferritinexpression führt (Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus konnte 
eine vermehrte Ferritinsynthese erst nach 24 Stunden beobachtet werden (Daten 
nicht gezeigt). Diese Tatsache spricht ebenfalls für eine translationale Aktivierung 
d
 
Für PGE1 konnte neben der gesteigerten HO-1-Proteinexpression auch eine 
gesteigerte transkriptionelle Aktivität des HO-1-Gens gezeigt werden. Mit Hilfe von 
verschiedenen Reportergenkonstrukten wurde sowohl beim humanen als auch 
beim murinen HO-1-Promotor eine erhöhte Aktivität nach Behandlung mit PGE1 

beobachtet. Dies lässt vermuten, dass bei beiden Spezies die Regulation der HO-
1-Expression über vergleichbare Signalwege abläuft. Die Promotorsequenzen 
unterscheiden sich in einigen Punkten (Abb. 5), besitzen aber auch identische 
regulatorische Domänen wie z.B. das CRE (Ryter et al. 2006). Beim Vergleich 
verschiedener PG-Derivate wurde am humanen HO-1-Promotor eine deutlich 
stärkere Induktion durch das cAMP-unabhängige d-PGJ2 beobachtet. Dies deutet 
darauf hin, dass die Effekte dieses Derivats über andere Signalwege vermittelt 
werden. Dagegen erwiesen sich die cAMP-Stimulatoren PGE1 und Iloprost als 
gleichwertige Induktoren. PGF2α zeigte keine Effekte auf die HO-1-
Promotoraktivität. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen auf 
translationaler Ebene. Die Ergebnisse für PGE1 konnten auch in nicht-
endothelialen Zellen bestätigt werden. So wurde in Makrophagen eine gesteigerte 
HO-1-mRNA-Expression beobachtet. Ebenso erhöhte PGE1 die trans
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ährend der komplexen Aufarbeitung des Lysats erklären (Motterlini et al. 1996).  

a Folge einer 
irekten Neutralisierung oder Bindung von Sauerstoffradikalen sind. 

ine Aktivierung CO/cGMP-abhängiger Signalwege 
ynergistisch verstärkt werden. 

HO-1-Aktivität im Biolumineszenz-Imaging in lebenden NIH3T3-Zellen. 
Zusätzlich zu den Untersuchungen zum Expressionsverhalten der HO-1 wurde 
auch der Effekt von PGE1 auf die endotheliale HO-Aktivität betrachtet. Mit diesem 
Versuch kann nachgewiesen werden, ob ein katalytisch aktives HO-Enzym 
vermehrt gebildet wird. Nach Stimulation mit PGE1 wurde die Enzymaktivität über 
eine Bestimmung des HO-Produkts Bilirubin gemessen. Dabei ergab sich ein 
ähnliches Ergebnis wie bei der HO-1-Proteinexpression. PGE1 erhöhte die HO-
Aktivität ab einer Konzentration von 0,1 µM signifikant. Die benötigten 
Konzentrationen lagen im Vergleich zur HO-1-Proteinexpression etwas höher. 
Dies lässt sich über einen partiellen Sensibiltätsverlust der Hämoxygenase
w
 
In einem Zellkulturmodell für oxidativen Stress wurde die funktionelle Auswirkung 
einer Induktion des antioxidativen HO-1-Gens untersucht. Dabei wird die 
pathophysiologische Situation von oxidativem Stress erzeugt, indem die NADPH-
Oxidase durch Zugabe von NADPH zur Superoxid-Radikalbildung anregt wird 
(Griendling et al. 2000). Erdmann und Mitarbeiter fanden für das HO-1-Produkt 
Bilirubin nach direkter Zugabe eine starke Senkung der Radikalbildung. Dies lässt 
vermuten, dass die antioxidativen Effekte der HO-1 über deren Produkte wie z.B. 
Bilirubin vermittelt werden können. Der protektive Effekt des Bilirubins im 
gewählten Testsystem wurde im Bereich physiologischer Konzentrationen 
gefunden (Erdmann et al. 2005). Nachdem bereits durch die Bestimmung der HO-
Aktivität gezeigt werden konnte, dass PGE1 über seine Wirkung auf das HO-
System auch die Bilirubin-Konzentration erhöht, wurde im nächsten Schritt die 
antioxidative Wirkung einer Inkubation mit PGE1 getestet. Es konnte hierbei eine 
konzentrationsabhängige Senkung der NADPH-induzierten ROS-Spiegel 
beobachtet werden. Diese Radikalsenkung trat nicht bei direkter Zugabe des 
Prostaglandinderivates auf, sondern wurde erst nach mehrstündiger Vorinkubation 
mit anschließendem Auswaschen der Substanz beobachtet. Dies lässt darauf 
schließen, dass die protektiven Effekte von PGE1 über komplexe Prozesse wie 
z.B. die Induktion des HO-1-Systems vermittelt werden und nicht etw
d
 
Neben den antioxidativen, zellprotektiven Effekten der Ferritininduktion und 
Bilirubinbildung werden auch dem CO als weiterem HO-1-Produkt protektive 
Eigenschaften zugeordnet. CO und PGE1 zeigen eine Vielzahl an identischen 
Wirkungen. Beide Substanzen haben gefäßerweiternde, plättchen- und 
proliferationshemmende Eigenschaften. Bei CO werden diese Eigenschaften vor 
allem über eine Aktivierung der löslichen Guanylatcyclase und cGMP vermittelt 
(Morita et al. 1997; Cardell et al. 1998; Fujita et al. 2001). Viele Effekte von PGE1 
werden dagegen über cAMP geregelt. Weiterhin zeigen sowohl CO als auch PGE1 
antiinflammatorische Eigenschaften. So konnte eine Hemmung der Freisetzung 
des proinflammatorischen TNF-α für beide Substanzen nachgewiesen werden 
(Otterbein et al. 2000a; Schrör et al. 2004). Denkbar ist, dass die PGE1-
vermittelten zellprotektiven Effekte neben der cAMP-Stimulation auch durch eine 
Induktion der HO-1 und durch e
s
 
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch eine mögliche Beteiligung der HO 
an den cytoprotektiven Effekten des PGE1-Derivats Misoprostol im 
Gastrointestinaltrakt. Prostaglandine regulieren viele gastroprotektive Funktionen 



Diskussion      88

 

 belegt, kann aber auf 
er Basis der hier gezeigten Ergebnisse vermutet werden. 

icher Signalweg für die HO-1-Induktion in Endothelzellen aufgezeigt 
erden. 

und Stoffwechselwege. Sie stimulieren die Schleim- und Bikarbonatsekretion, 
erhöhen den mukosalen Blutfluss, verbessern die Resistenz der gastralen 
Ephitelzellen gegenüber Schäden durch verschiedene Mediatoren und 
unterdrücken die Adhäsion von Leukozyten (Martin et al. 2006). Verletzungen der 
Magenschleimhaut entwickeln sich, wenn das Gleichgewicht zwischen 
magenschützenden und aggressiven Faktoren gestört ist. Solche aggressiven 
Faktoren können Stress, NSAIDs oder Heliobacter pylori-Infektionen sein. Der 
Mechanismus der Schleimhautschädigung ist bis heute noch nicht vollständig 
aufgeklärt, man vermutet aber u.a. eine Beteiligung von ROS (Biswas et al. 2003). 
Die antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften der HO-1 und ihrer 
Produkte könnten daher einer Magenschädigung entgegenwirken (Becker et al. 
2004). Es gibt zwar bisher nur wenige Studien zur Regulation und Funktion der 
HO-1 in gastrointestinalem Gewebe, für Vitamin C konnte allerdings bereits eine 
Beteiligung der HO-1 am Schutz der Magenschleimhaut gezeigt werden (Becker 
et al. 2003). Weiterhin gibt es auch Hinweise darauf, dass eine Hochregulierung 
der HO-1 zu einer verbesserten Ulkusheilung im Rattenmodell beitragen kann 
(Guo et al. 2003). Auch Protonenpumpenhemmer und NO-freisetzende NSAIDs 
induzieren HO-1-abhängige gastroprotektive Effekte (Berndt et al. 2005; Becker et 
al. 2006). Ob eine vermehrte HO-1-Expression auch zur gastroprotektiven 
Wirkung von Misoprostol (PGE1) beiträgt, ist bislang nicht
d
 
Die HO-1-Produkte können an der Vermittlung von Arzneistoffwirkungen beteiligt 
sein. Es wurden bisher einige, strukturell sehr unterschiedliche Arzneistoffe 
gefunden, die über eine Induktion der HO-1 einen zusätzlichen therapeutischen 
Effekt erzielen. Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass Aspirin 
und Statine in Endothelzellen die HO-1-Genexpression induzieren (Grosser et al. 
2003; Grosser et al. 2004). Weiterhin konnte dargestellt werden, dass eine 
Induktion der HO-1 ein neuartiger Wirkmechanismus ist, der ursächlich an den 
protektiven Effekten von NO-NSAIDs in der Magenschleimhaut (Berndt et al. 
2005) und an der protektiven Wirkung des ACE-inhibitorischen Dipeptids Met-Tyr 
im kardiovaskulären System (Erdmann et al. 2006) beteiligt ist. Die hier erhobenen 
Befunde fügen zu dieser Gruppe auch die Prostaglandinderivate Alprostadil und 
Iloprost hinzu. Nach Bach ist die Induktion der HO-1 dabei in Abhängigkeit vom 
Zelltyp an den zusätzlichen therapeutischen Wirkungen des jeweiligen Arzneistoffs 
beteiligt. Bach bezeichnet die HO-1 daher als einen therapeutischen Mediator und 
Verstärker antioxidativer, antiproliferativer und antiinflammatorischer Wirkungen 
von verschiedenen Substanzen (Bach 2005). Genauso vielfältig wie die Induktoren 
der HO, sind auch die beteiligten Transkriptionsfaktoren und Signalwege die zu 
einer Aktivierung führen (Alam et al. 2007). Es sollte daher am Beispiel von PGE1 
ein mögl
w
 
Durch die Bindung von Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wird die 
membranständige Adenylatcyclase aktiviert und es kommt zu einer Erhöhung der 
intrazellulären cAMP-Spiegel (Bourne et al. 1974). Eine Aktivierung der 
Adenylatcyclase durch PGE1 konnte in verschiedenen Studien beschrieben 
werden (Dailey et al. 1988; Maldonado et al. 1991). Im Rahmen dieser Arbeit 
sollte nun untersucht werden, ob Prostaglandinderivate in den verwendeten 
Zellsystemen ebenfalls zu einer Stimulation der cAMP-Bildung führen. Für die 
Derivate PGE1 und Iloprost wurde erwartungsgemäß eine 
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ten Konzentrationen keinen Einfluss auf die cAMP-Akkumulation 
 Endothelzellen. 

eteiligung von cAMP am Signalweg der 
GE1-vermittelten HO-1-Induktion hin. 

iver Proteine 
erfolgt (Polte et al. 1998; Polte et al. 2000). 

konzentrationsabhängige Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel in 
Endothelzellen und Makrophagen gefunden. Dagegen hatten d-PGJ2 und PGF2α 
in den eingesetz
in
  
In mehreren Studien konnte eine Beteiligung des second messengers cAMP an 
der Induktion der HO-1 nachgewiesen werden (Durante et al. 1997; Immenschuh 
et al. 1998b; Kronke et al. 2003). Mit dem zellgängigen cAMP-Analogon db-cAMP 
konnte in glatten Gefäßmuskelzellen eine Induktion der HO-1 auf Protein- und 
mRNA-Ebene sowie eine erhöhte HO-Aktivität aufgezeigt werden (Durante et al. 
1997). Eine Rolle spielt cAMP auch bei der Induktion der HO-1 durch α-MSH (α-
melanocortin-stimulating-hormon) in Makrophagen (Lam et al. 2005). Weiterhin 
konnte sowohl im HO-1-Promotor der Ratte (Immenschuh et al. 1998a; 
Immenschuh et al. 1998b) als auch beim Menschen (Kronke et al. 2003) ein CRE 
identifiziert und für die cAMP-vermittelte HO-1-Induktion verantwortlich gemacht 
werden. Das C-reaktive Protein (CRP), das als Marker für kardiovaskuläres Risiko 
dient und an der Progression der Atherosklerose beteiligt ist, zeigt ein genau 
gegensätzliches Verhalten. In humanen Makrophagen erniedrigte CRP sowohl 
den cAMP-Gehalt als auch die Expression der HO-1 (Singh et al. 2006). Eine 
Beteiligung von cAMP an der Transduktionskaskade der HO-1-Aktivierung konnte 
in der vorliegenden Arbeit eindeutig belegt werden. Zum einen wurde mit dem 
Adenylatcyclase-Inhibitor DDA die Induktion der HO-1 durch PGE1 vollständig 
gehemmt. Zum anderen erwies sich das cAMP-Analogon db-cAMP als potenter 
HO-1-Induktor. Dies deutet auf eine B
P
 
Einem weiteren Botenstoff, dem cGMP, wird ebenfalls eine Beteiligung an der HO-
1-Induktion zugeschrieben. In Endothelzellen wurde cGMP als wichtiger Mediator 
für die Regulation der HO-1 beschrieben (Polte et al. 2000). Vergleichbare 
Ergebnisse zeigen auch Untersuchungen in Rattenhepatozyten (Immenschuh et 
al. 1998a) oder Studien zur ANP-vermittelten HO-1-Induktion (Polte et al. 2002; 
Kiemer et al. 2003). Der second messenger cGMP gilt auch als Hauptmediator der 
physiologischen Effekte von NO. Durch Bindung von NO an die prosthetische 
Hämgruppe der löslichen Guanylatcyclase wird diese aktiviert und daraufhin 
vermehrt cGMP gebildet. Anschließend kommt es über eine Aktivierung von 
Proteinkinasen zu einer NO-vermittelten Vasodilatation (Murad et al. 1987; 
Waldman et al. 1987). Die Regulation der HO-1-Induktion durch cGMP kann über 
verschiedene Wege erfolgen. Neben einer direkten Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 durch cGMP (Pilz et al. 1995), konnte auch eine 
mögliche Beteiligung der PKG an der cGMP-abhängigen HO-1-Induktion gezeigt 
werden (Immenschuh et al. 1998a). Eine andere Möglichkeit der HO-1-Regulation 
durch NO/cGMP liegt in der Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels durch 
die cGMP/PDE (Phosphodiesterase) III-vermittelte Hemmung des cAMP-Abbaus 
(Maurice et al. 1990). Polte et al. beobachteten in Endothelzellen, dass eine 
Induktion der HO-1 durch NO direkt über cGMP und indirekt durch eine sekundäre 
Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel erfolgt. Außerdem wirkten cAMP-
Analoga und der Adenylatcyclase-Aktivator Forskolin unter diesen Bedingungen 
endothelprotektiv. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die NO-abhängige 
Endothelprotektion über eine cAMP-induzierte Erhöhung antioxidat
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Eine Beteiligung von cGMP an der PGE1-induzierten HO-1-Genexpression konnte 
aber in den vorliegenden Untersuchungen zum Wirkmechanismus von PGE1 nicht 
nachgewiesen werden. Die intrazellulären cGMP-Spiegel blieben unter dem 
Einfluss von PGE1 unverändert. Ebenso konnte durch einen Inhibitor der PKG 
keine Aufhebung der HO-1-Induktion erreicht werden. 
 
Eine Vielzahl an Hormonen und Neurotransmittern vermitteln ihre Effekte nach 
Aktivierung einer oder mehrerer Isoformen der Adenylatcyclase über cAMP. Das 
cAMP-Signal wird anschließend über eine Aktivierung der PKA weitergeleitet und 
verstärkt (Beavo et al. 2002; Meja et al. 2004). Das freigesetzte cAMP bindet an 
der regulatorischen Untereinheit der PKA und führt zu einer Dissoziation des 
inaktiven Holoenzyms. Die beiden freigesetzten, katalytisch aktiven k-
Untereinheiten wandern in den Zellkern und können dort verschiedene Targets 
phosphorylieren (Francis et al. 1999). Umgekehrt verbinden sich die 
Untereinheiten bei Abnahme der cAMP-Konzentration zu einem inaktiven Enzym. 
Der Abbau von cAMP erfolgt dabei über verschiedene PDE (Meja et al. 2004). Da 
es inzwischen aber auch einige Berichte gibt, die cAMP-vermittelte Effekte 
unabhängig von einer Aktivierung der PKA beschreiben (Martin et al. 2001; Beavo 
et al. 2002), sollte die Beteiligung der PKA am HO-1-Signalweg untersucht 
werden. Mit Hilfe des spezifischen PKA-Inhibitor KT5720 konnte eine Beteiligung 
der cAMP-abhängigen Proteinkinase an der PGE1-vermittelten HO-1-Induktion 
nachgewiesen werden. Bei einer Vorbehandlung der Zellen mit KT5720 konnte 
sowohl auf Proteinebene als auch in den Promotorstudien eine Hemmung der HO-
1-Induktion gezeigt werden. Diese Ergebnisse lassen eine Beteiligung der 
Proteinkinase A an der PG-vermittelten HO-1-Genexpression vermuten. 
 
Diese cAMP-vermittelten PKA-Signale können nach Erreichen des Zellkerns 
zahlreiche Gene durch unterschiedliche Transkriptionsfaktoren regulieren (Daniel 
et al. 1998; Mayr et al. 2001). Sowohl der PKA-Komplex als auch die r-
Untereinheiten können wegen ihrer Größe nicht in den Nukleus eintreten, so dass 
nur die katalytisch aktiven Untereinheiten über passive Diffusion in den Zellkern 
gelangen (Meinkoth et al. 1990; Harootunian et al. 1993). Diese phosphorylieren 
dort Transkriptionsfaktoren wie das CREB. Das CREB mit basischer Leucin-
Zipper-Domäne liegt im Zellkern in inaktiver Form vor, wird aber durch die 
katalytische Untereinheit der PKA am Serin-Rest 133 phosphoryliert und dadurch 
aktiviert (Gonzalez et al. 1989). Das phosphorylierte CREB wiederum bindet 
zusammen mit dem Co-Aktivator CBP an CRE-Sequenzen des Zielgens (Chrivia 
et al. 1993). Das p300, ein dem CBP sehr ähnliches Protein, wurde lange als 
weiterer Cofaktor gesehen. Untersuchungen in p300-defizienten Mäusen haben 
jedoch gezeigt, dass es für die CREB-abhängige Aktivierung der Genexpression 
nicht erforderlich ist (Yao et al. 1998).  
 
Eine cAMP-vermittelte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktor CREB durch 
PGE1 konnte von verschiedenen Autoren in anderen Zusammenhängen gezeigt 
werden (Thomas et al. 1995; Chin et al. 1996; Castano et al. 2003) und wurde 
daher in der vorliegenden Arbeit nicht wiederholt. 
 
In Rattenhepatozyten konnte Immenschuh für ein CRE/AP-1 Element eine 
Beteiligung an der HO-1-Signalkaskade nachweisen (Immenschuh et al. 1998a). 
Weiterhin wurde eine funktionelle CRE-Sequenz auch im humanen HO-1-
Promotor identifiziert (Kronke et al. 2003). Um die Aktivierung des humanen HO-1-
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Promotors durch PGE1 hinsichtlich einer Beteiligung von CRE zu untersuchen, 
wurden Konstrukte verschiedener Länge bzw. mit einer Mutation innerhalb des 
CRE verwendet. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass eine Stimulation des HO-
1-Promotors über das CRE erfolgt. 
 
Die Untersuchungen dieser Arbeit zu dem möglichen Mechanismus der PGE1-
vermittelten HO-1-Induktion werden in folgendem Schema noch einmal 
zusammengefasst: 
 

KT5720

G-Protein-gekoppelter
Prostanoidrezeptor

PGE1
extrazellulär

intrazellulär

Plasmamembran

Adenylatcyclase

ATP cAMP

PKAinaktiv PKAaktiv

CREB

CRE Hämoxygenase-1

CBP

CREBphosphoryliert

Zellkern

DDA

hHO4.9luc_M1

KT5720

G-Protein-gekoppelter
Prostanoidrezeptor

PGE1
extrazellulär

intrazellulär

Plasmamembran

Adenylatcyclase

ATP cAMP

PKAinaktiv PKAaktiv

CREB

CBP

CREBphosphoryliert

Zellkern

CRE Hämoxygenase-1

DDA

hHO4.9luc_M1

 
Abbildung 43: Schematische Darstellung des Signalweges der HO-1-Induktion 
durch PGE1. 
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Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen am Beispiel des PGE1 eindeutig, dass 
eine Erhöhung der cAMP-Spiegel und eine Aktivierung cAMP-abhängiger 
Signalwege zu einer Induktion der HO-1-Genexpression führen. 
 
Das Prostacyclinderivat Iloprost erhöhte ebenso wie PGE1 den cAMP-Spiegel und 
verhielt sich auch sehr ähnlich im Bezug auf die HO-1-Induktion, so dass davon 
ausgegangen werden kann, dass auch die PGI2-vermittelte HO-1-Genaktivierung 
über die vorgeschlagene Kaskade abläuft. Dies wurde aber im Rahmen dieser 
Arbeit nicht näher untersucht. 
Anders verhält es sich mit dem Cyclopentenon-Derivat d-PGJ2. Es ist in einer 
Vielzahl von Veröffentlichungen als potenter Induktor der HO-1 beschrieben (Lee 
et al. 2003; Liu et al. 2004; Zhang et al. 2004). Über den zugrunde liegenden 
Mechanismus wird aber noch kontrovers diskutiert. Einige Autoren beschreiben d-
PGJ2 als endogenen Liganden für PPARγ (Jiang et al. 1998; Ricote et al. 1998), 
während andere argumentieren, die Haupteffekte seien über eine Hemmung des 
Transkriptionsfaktor NF-κB (Straus et al. 2000; Cernuda-Morollon et al. 2001) oder 
über eine Regulierung der MAP-Kinasen (Hortelano et al. 2000; Relic et al. 2004) 
vermittelt. Die Effekte von d-PGJ2 auf die HO-1-Genxpression scheinen jedoch 
unabhängig von PPARγ zu sein (Wayman et al. 2002). Von Koizumi wird sogar ein 
spezifisches Prostaglandin response element in dem HO-1-Promotor der Ratte 
postuliert (Koizumi et al. 1995). Auch scheint die spezielle Struktur mit der α,β-
ungesättigten Ketongruppe eine wichtige Rolle zu spielen (Straus et al. 2001). 
Hierzu sind in Zukunft jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig.  
Wie PGE1 induzierte d-PGJ2 in den hier verwendeten Endothelzellen die HO-1-
Proteinexpression. Auf transkriptioneller Ebene erwies sich d-PGJ2 gegenüber 
PGE1 als stärkerer Induktor der HO-1. Diese grundlegenden Unterschiede lassen 
sich möglicherweise dadurch erklären, dass PGE1 an der Zelloberfläche an 
spezifischen Rezeptoren bindet und über die cAMP-Kaskade seine Wirkungen 
entfaltet. Dagegen wird d-PGJ2 aktiv in den Zellkern transportiert und bindet dort 
an nukleären Rezeptoren (Koizumi et al. 1995). Dies wurde auch durch die 
Beobachtung unterstützt, dass die d-PGJ2 vermittelte HO-1-Stimulation im 
Gegensatz zur HO-1-Induktion durch PGE1 unabhängig von cAMP stattfindet. Ein 
weiterer Unterschied besteht hinsichtlich der Struktur. d-PGJ2 zeichnet sich durch 
eine α,β-ungesättigte Ketonstruktur aus, die sehr empfänglich für nukleophile 
Additionsreaktionen mit Thiolen ist (Atsmon et al. 1990). In einer Studie konnte die 
d-PGJ2-induzierte HO-1-Genexpression durch das Thiolantioxidans N-
Acetylcystein und das thiolreduzierende DTT gehemmt werden. Dagegen zeigten 
andere, nicht thiolhaltige Substanzen wie Vitamin C und E keine hemmenden 
Effekte. Es wurde daher angenommen, dass eine Induktion der HO-1 durch d-
PGJ2 über eine Oxidation von zellulären Thiolstrukturen stattfindet, wenn auch 
nicht bekannt ist, um welche Strukturen es sich im Detail handelt (Liu et al. 2004). 
Die biologische Funktion von d-PGJ2 und sein potenzieller therapeutischer Nutzen 
muss noch weiter erforscht werden (Scher et al. 2005). Es soll an dieser Stelle nur 
darauf hingewiesen werden, dass z.B. in Makrophagen, die eine bedeutende Rolle 
bei chronisch-entzündlichen Gefäßerkrankungen wie Arteriosklerose spielen, hohe 
Konzentrationen an d-PGJ2 gefunden wurden (Shibata et al. 2002). In einer 
anderen Studie konnte gezeigt werden, dass d-PGJ2 über eine Induktion der HO-1 
in Nierenzellen therapeutische Ansatzpunkte zur Behandlung von entzündlichen 
Nierenerkrankungen liefern könnte (Zhang et al. 2004).  
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Das Prostaglandinderivat PGF2α scheint dagegen keine Effekte auf die HO-1-
Genexpression zu haben. Dies spricht dafür, dass es sich bei den zuvor 
genannten Effekten auf die HO-1 nicht um einen Gruppeneffekt aller 
Prostaglandine handelt, sondern eine Aktivierung der HO-1 durch Prostaglandine 
über unterschiedliche Mechanismen vermittelt wird. 
 
In verschiedenen Untersuchungen erwies sich die HO-1 aufgrund ihrer protektiven 
Eigenschaften als interessante Zielstruktur. So konnte u.a. in einer Studie gezeigt 
werden, dass Patienten durch einen speziellen GT-Längen-Polymorphismus im 
humanen HO-Promotor mit einer geringeren HO-1-Aktivität und dadurch mit einem 
höheren Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse reagieren (Funk et al. 2004; Ono et 
al. 2004). Weiterhin scheint die HO-1 auch eine wichtige Rolle während der 
Schwangerschaft zu spielen. So führte bei schwangeren Frauen eine verminderte 
HO-1-Expression am Uterus zu einem erhöhten Risiko für eine Präeklampsie 
(Bainbridge et al. 2005). Auch der erste Fall einer humanen HO-1-Defizienz 
bestätigte diese Befunde eindrucksvoll. Ein 6-jähriger Junge zeigte als klinischen 
Befund eine Hyperlipidämie mit schwerer Atherosklerose und Endothelschädigung 
(Yachie et al. 1999; Kawashima et al. 2002). Deshalb zielen therapeutische 
Strategien darauf, durch einen moderaten Anstieg der HO-1-Expression, einen 
günstigen Einfluss auf die genannten Krankheiten zu erzielen. Die meisten der 
bekannten HO-1-Induktoren, wie zum Beispiel Cadmiumchlorid, eignen sich 
jedoch nicht zum therapeutischen Einsatz (Schröder 2005; Immenschuh et al. 
2006). Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch PGE1 als potenter HO-1-Induktor 
charakterisiert werden. Die Induktion der HO-1 ist ein neuartiger 
Wirkmechanismus, der zusätzlich zu den bekannten Prostaglandineffekten, zur 
therapeutischen Wirksamkeit bei atherosklerotischen Gefäßveränderungen 
beitragen könnte. 
 
In zahlreichen Studien konnten die protektiven Eigenschaften einer 
Überexprimierung der HO-1 auch nach Organtransplantationen nachgewiesen 
werden (Katori et al. 2002; Camara et al. 2005). Durch eine erhöhte Expression 
der HO-1 kann einerseits das Überleben des Transplantats gesteigert werden 
(Soares et al. 1998; Soares et al. 2001), zum anderen unterdrückt die HO-1 beim 
Empfänger die T-Zellaktivierung und –proliferation, welche eine wichtige Rolle bei 
der Transplantatabstoßung spielen (Choi et al. 2004; Pae et al. 2004; Yamashita 
et al. 2006). Protektive Eigenschaften bei Transplantationen wurden auch für 
PGE1 gefunden. Eine Vorbehandlung mit PGE1 führte z.B bei Rattenlebern zu 
einer erhöhten Viabilität der Transplantate (Itasaka et al. 1999). Diese Effekte 
wurden auch in einem Modell für Lungentransplantation gefunden. Diese Studie 
zeigte weiterhin, dass die bessere Transplantatakzeptanz nicht über eine 
gefäßerweiternde Wirkung sondern über cAMP vermittelt wird (Naka et al. 1996). 
Ob die cytoprotektiven Eigenschaften von PGE1 in diesen Modellen zumindest 
zum Teil in einer Induktion der HO-1 begründet liegen, müssen jedoch weitere 
Untersuchungen zeigen. 
 
Interessanterweise könnte man sich eine erhöhte HO-1-Expression auch in der 
therapeutischen Diagnostik zu Nutzen machen. Dabei könnte die HO-1 als 
wertvoller diagnostischer Parameter für ein Ansprechen der Patienten auf eine 
Behandlung mit PGE1 herangezogen werden. Beim Vergleich mehrerer klinischer 
Studien zur pAVK konnte gezeigt werden, dass nicht alle Patienten auf eine 
Therapie mit Alprostadil ansprechen (Creutzig et al. 2004). Die Methodik zur  
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HO-1-Bestimmung beim Patienten, z.B. durch Messung des HO-1-Proteins mit 
Hilfe eines spezifischen ELISA im Plasma, ist bekannt und verfügbar (Schipper et 
al. 2000). Da nur für solche Patienten, die mit einer erhöhten HO-1-Expression auf 
eine Alprostadil-Therapie antworten, ein therapeutischer Nutzen erwartet werden 
kann (Chen et al. 2002b; Yet et al. 2003), wäre eine Voraussage der HO-1-
Sensitivität gegenüber einer solchen Behandlung durch genomische Analysen 
oder die Mikrochip-Array-Technik sehr nützlich. Dies könnte zur Optimierung der 
Therapie genutzt werden. Durch eine Bestimmung solcher sensitiven Patienten 
vor Behandlungsbeginn könnte ein wichtiger Schritt in Richtung einer 
personalisierten Arzneimitteltherapie gemacht und dadurch zu einer signifikanten 
Reduktion der Therapiekosten beigetragen werden. Hierzu sind aber noch weitere 
Untersuchungen notwendig, um die beobachteten Effekte in vivo zu bestätigen. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass das 
Prostaglandinderivat PGE1 und das Prostacyclinanalogon Iloprost die 
antioxidativen Proteine HO-1 und Ferritin induzieren. Die Induktion erfolgt über 
eine Erhöhung der cAMP-Spiegel unter Beteiligung von der Proteinkinase A und 
dem Transkriptionsfaktor CREB. Die cytoprotektiven, antioxidativen und 
vasodilatatorischen Eigenschaften der HO-1 und ihrer Stoffwechselprodukte 
könnten einen zusätzlichen therapeutischen Nutzen bei der Behandlung 
inflammatorischer Prozesse, wie der arteriellen Verschlusskrankheit und 
Atherosklerose, mit Prostaglandinderivaten haben. 
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6 Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Alprostadil (PGE1) und anderer 
Prostaglandinderivate auf die Expression von Genen mit zellprotektiver Funktion 
(HO-1, Ferritin) untersucht.  
 
Das Prostaglandinderivat PGE1 konnte die HO-1 auf Proteinebene in 
verschiedenen Endothelzelllinien und in Makrophagen induzieren. Diese Effekte 
waren sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig. 
 
Das Prostacyclinanalogon Iloprost und das Prostaglandinderivat d-PGJ2 zeigten 
ebenso eine konzentrationsabhängige Induktion des HO-1-Proteins. Dagegen 
wurden für das Prostaglandinderivat PGF2α keine Effekte auf die HO-1-
Proteinexpression gefunden, so dass nicht von einem Gruppeneffekt der 
Prostaglandine gesprochen werden kann. 
 
Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression 
eines zweiten antioxidativ wirksamen Stressproteins, des Eisenspeicherproteins 
Ferritin. In verschiedenen Zelllinien führte eine Vorbehandlung mit PGE1 auch zu 
einer Zunahme der Ferritinproteinexpression. 
 
Mit Hilfe von Promotorstudien konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte 
transkriptionelle Aktivität die Grundlage für die vermehrte HO-1-Proteinsynthese 
ist. Während PGE1, PGI2 und d-PGJ2 die Transkription des HO-1-Gens erhöhten, 
konnten für PGF2α wie schon auf translationaler Ebene keine stimulierenden 
Effekte nachgewiesen werden. Für PGE1 wurden die Ergebnisse sowohl mit Hilfe 
einer in vivo-Biolumineszenzmessung der Promotoraktivität als auch auf mRNA-
Ebene bestätigt. 
 
Durch die Bestimmung der HO-Aktivität konnte gezeigt werden, dass eine 
24stündige Inkubation mit PGE1 zur Bildung eines katalytisch aktiven Enzyms in 
Endothelzellen führt.  
 
Inwieweit sich die PGE1-vermittelte HO-1-Induktion funktionell als antioxidative 
Schutzwirkung manifestiert, wurde in einem Zellkulturmodell für oxidativen Stress 
untersucht. Eine direkte Zugabe von PGE1 zeigte keinen Einfluss auf die ROS-
Spiegel. Im Gegensatz dazu reduzierte eine 24stündige PGE1-Vorinkubation mit 
anschließendem Auswaschen die NADPH-induzierte Superoxidradikalbildung 
signifikant. Für das HO-1-Produkt Bilirubin konnte im gleichen Modell ebenfalls 
konzentrationsabhängige, antioxidative Effekte gezeigt werden, was darauf 
schließen lässt, dass Bilirubin als Mediator der antioxidativen PGE1-Effekte 
fungieren kann. 
 
Das cyclische Nukleotid cAMP ist ein wichtiger Botenstoff für Prostaglandin- 
vermittelte Effekte. Es wurden daher die intrazellulären cAMP-Spiegel nach 
Behandlung mit den entsprechenden Prostaglandinderivaten bestimmt. Für PGE1 
und Iloprost konnte in den verwendeten Zelllinien eine konzentrationsabhängige 
Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel gezeigt werden. Dagegen erhöhten d-
PGJ2 und PGF2α in den eingesetzten Konzentrationen die cAMP-Konzentrationen 
nicht. 
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Ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Botenstoff cAMP und der Induktion 
der HO-1 durch PGE1 konnte in abschließenden Untersuchungen dargestellt 
werden. Zunächst konnte gezeigt werden, dass ein membrangängiges Analogon 
des cyclischen Nukleotids cAMP sowohl die HO-1-Proteinexpression als auch die 
HO-1-Promotoraktivität erhöht. Unter Verwendung von spezifischen Inhibitoren der 
Adenylatcyclase (DDA) und der Proteinkinase A (KT5723) konnte die PGE1-
vermittlelte HO-1-Induktion nahezu vollständig aufgehoben werden. Dies spricht 
für eine Beteiligung der cAMP-abhängigen Proteinkinase A an der HO-1-
Genregualtion durch PGE1. Mit Hilfe von Deletionsmutanten konnte die 
Beteiligung eines CRE bei der PGE1-induzierten Aktivierung des HO-1-Promotors 
festgestellt werden.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass PGE1 ein potenter Aktivator des HO-
1/Ferritin-Systems ist. Während sich auch die Derivate d-PGJ2 und PGI2 als 
potente Induktoren erwiesen, zeigte PGF2α keine Effekte. Die Induktion der HO-1 
über eine cAMP-abhängige Kaskade durch PGE1 ist ein hier erstmalig 
beschriebener Signalweg. Neben den bekannten vaskulären Effekten stellt die hier 
beschriebene HO-1-Induktion eine neuartige Wirkqualität cAMP-stimulierender 
Prostaglandine dar. Die zellprotektiven und antioxidativen Eigenschaften der HO-1 
könnten einen zusätzlichen therapeutischen Nutzen bei der Therapie der 
arteriellen Verschlusskrankheit, aber auch bei anderen inflammatorischen 
Prozessen wie Atherosklerose bedeuten.  
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