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Abkürzungsverzeichnis 
ACE  Angiotensin I-konvertierendes Enzym 
Act D  Actinomycin D 
AMP  Adenosinmonophosphat 
APS  Ammoniumpersulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
bp  Basenpaar(e) 
BSA  Rinderserumalbumin 
BVR  Biliverdinreduktase 
cAMP  cyclisches Adenosin-3’,5’-monophosphat 
cGMP  cyclisches Guanosin-3’,5’-monophosphat 
CHX  Cycloheximid 
CO  Kohlenstoffmonoxid 
CPPs  Caseinophosphopeptide 
dCTP  Desoxycytidintriphosphat 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
DTT  Dithiothreitol 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
EDRF  Endothelium derived relaxing factor 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
HO-1  Hämoxygenase-1 
HSP  Hitzeschockprotein 
kb  Kilobase 
LB-Medium Luria-Broth-Medium 
LDL  Low density lipoprotein 
L-NAME NG-Nitro-L-arginin-methylester 
L-NMMA NG-Monomethyl-L-arginin 
MAPK  Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 
Met-Met Methionyl-Methionin 
Met-Phe Methionyl-Phenylalanin 
Met-Tyr Methionyl-Tyrosin 
MOPS  3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 
NADPH Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat (reduzierte Form) 
NO  Stickstoffmonoxid 
NOS  NO-Synthase 
NSAIDs nichtsteroidale antiphlogistische Analgetika 
ODQ  1-H-(1,2,4)-Oxadiazol-(4,3a)quinoxalin-1-on 
PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PLB  Passive Lysis Buffer 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
PPi  Pyrophosphat 
PTIO  2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid 
RLU  Relative light units 
RNA  Ribonukleinsäure 
ROS  reaktive Sauerstoffspezies 
rpm  Rounds per minute 
SAM  S-Adenosylmethionin 
SSC  Natriumchlorid-Natriumcitrat-Lösung 
SDS  Natriumlaurylsulfat 
SDS-PAGE Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SEM  Standard error of mean 
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SOD  Superoxiddismutase 
TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
ZnBG  Zink-Bisglykolporphyrin
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1 Einleitung 

1.1 Atherosklerose 
Atherosklerose ist eine chronisch fortschreitende Gefäßerkrankung, die durch 
Ablagerungen von Lipiden und fibrösen Elementen in den großen Arterien charakterisiert 
ist. Dies führt zu Wandverhärtungen und -deformierungen mit Elastizitätsverlust und 
Verengung der Gefäße. Atherosklerotisch bedingte Herz-Kreislauf-Erkrankungen zählen 
in den westlichen Industrieländern zu den Haupttodesursachen. Als Risikofaktoren für 
die Entstehung einer Atherosklerose gelten neben Bluthochdruck und Hyperlipo-
proteinämie, Diabetes mellitus, Gicht, Übergewicht, körperliche Inaktivität und Rauchen 
(Ross 1995). Die genaue Ätiologie und der pathogenetische Verlauf dieser komplexen 
Stoffwechselstörung sind noch nicht endgültig geklärt. 
 

1.1.1 Atherogenese 
Nach der Response-to-injury-Theorie steht eine Schädigung des Endothels am 
Ausgangspunkt einer Atherosklerose (Ross et al. 1973). Die Endothelschäden, deren 
Ursachen metabolischer, entzündlicher oder mechanischer Natur sein können, führen 
zur so genannten endothelialen Dysfunktion. Die endotheliale Dysfunktion ist durch eine 
verminderte Aktivität oder Bioverfügbarkeit des endogenen Vasodilatators 
Stickstoffmonoxid (NO) gekennzeichnet. NO beeinflusst unter anderem die Adhäsion 
und Infiltration von Leukozyten, die Akivität von Thrombozyten und die Proliferation der 
glatten Muskelzellen (Nakaki et al. 1990; Kubes et al. 1991; de Graaf et al. 1992). Als 
Folge der Verletzung der Endothelzellschicht kommt es zu einer durch 
Wachstumsfaktoren bzw. Cytokine ausgelösten Wucherung (Proliferation) und 
Wanderung (Migration) von glatten Muskelzellen aus der mehrschichtigen Media in die 
Intima. Aufgrund der verringerten NO-Verfügbarkeit werden zusätzlich die Einwanderung 
und Einlagerung von Leukozyten und Thrombozyten begünstigt. Der allmähliche 
Gewebeumbau führt zu einer Gefäßlumenverengung. Einlagerungen von oxidiertem LDL 
verursachen die Bildung von so genannten Schaumzellen (foam cells), die im weiteren 
Verlauf Entzündungsreaktionen auslösen. Infolge dessen kommt es zur Bildung 
herdförmiger Gewebeveränderungen (Plaques), die charakteristisch für das 
mikroskopische Bild der Atherosklerose sind. Zusätzlich zur Stimulierung des 
entzündlichen Prozesses beeinflusst oxidiertes LDL die Vulnerabilität der 
atherosklerotischen Plaques in Richtung Ruptur. Aufgrund der initialen Schädigung der 
Endothelzellen wird der endothelialen Protektion bei der Prävention der Atherosklerose 
eine große Bedeutung beigemessen. 
Neuere Theorien gehen jedoch davon aus, dass ein endothelialer Defekt nicht zwingend 
vorhanden sein muss, sondern dass schon eine Aktivierung des Endothels ausreicht, um 
den nachfolgenden Sklerotisierungsprozess in Gang zu setzen. Bei der Lipoprotein-
induced-atherosclerosis-Hypothese wird in der oxidativen Modifizierung von LDL die 
eigentliche Ursache für die Initiierung des atherosklerotischen Geschehens gesehen 
(Witztum 1994). 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) scheinen jedoch bei beiden Theorien eine zentrale 
Rolle zu spielen. So wirken ROS direkt endothelschädigend und begünstigen das 
Entstehen einer endothelialen Dysfunktion (Harrison 1997). Weiterhin fördert die 
Sauerstoffradikal-vermittelte Lipidperoxidation durch Bildung von oxidiertem LDL die 
Atherogenese (Steinbrecher et al. 1990; Witztum et al. 1991). 
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1.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind Sauerstoffderivate, die sich durch eine extrem 
hohe Reaktivität auszeichnen (Halliwell et al. 1990). Die exzessive Produktion von ROS 
unter Ausschöpfung aller endogenen antioxidativen Mechanismen wird als oxidativer 
Stress bezeichnet. ROS und deren Nebenprodukte können zelltoxisch wirken, indem sie 
Nukleinsäuren, Proteine und Lipide oftmals irreversibel oxidieren (Stadtman et al. 1997). 
Oxidativer Stress wird mit der Pathogenese vieler Erkrankungen wie z.B. Morbus 
Alzheimer (Good et al. 1996; Smith et al. 1996), Bluthochdruck (Kumar et al. 1993), 
Atherosklerose (Steinbrecher et al. 1990; Witztum et al. 1991), Diabetes mellitus 
(Kubisch et al. 1994), Morbus Parkinson (Adams et al. 1991) und verschiedenen 
Krebsarten (Babbs 1990; Sun 1990) assoziiert. 
ROS können bei verschiedenen enzymatischen Reaktionen, z.B. durch die Xanthin-
Oxidase, die NAD(P)H-Oxidase, die NO-Synthase oder durch Peroxidasen in der Zelle 
gebildet werden. Dabei stellt die NAD(P)H-Oxidase die Hauptquelle der ROS-Bildung in 
den Gefäßen dar (Morita 2005). Eine weitere Quelle ist die mitochondriale Atmungskette 
(Shigenaga et al. 1994). 
Zu den Sauerstoffverbindungen mit ungepaarten Elektronen, den so genannten freien 
Radikalen, zählen das Superoxidanion (O2

-˙), das Hydroxylradikal (HO˙), das 
Stickstoffmonoxidradikal (NO˙) und Lipidradikale. Weitere Sauerstoffderivate wie 
Wasserstoffperoxid (H2O2), Peroxynitrit (ONOO-) oder hypochlorige Säure (HOCl) sind 
zwar keine freien Radikale, werden aufgrund ihrer oxidierenden Eigenschaften dennoch 
zu den ROS gezählt (Cai et al. 2000). Das äußerst reaktive Superoxidradikal findet sich 
in allen Sauerstoff-verbrauchenden Zellen. Durch Umsetzung mit Wasserstoffperoxid 
wird im Verlauf der Haber-Weiss-Reaktion das stärker reaktive Hydroxylradikal gebildet: 
 

O2
-˙ + H2O2 → O2 + OH- + HO˙     (1) 

 
Diese Reaktion wird hauptsächlich durch zweiwertiges Eisen (Fe2+) katalysiert (Leibovitz 
et al. 1980). Klinische Studien, die einen Zusammenhang zwischen hohen zellulären 
Eisenspiegeln und oxidativem Stress zeigen, unterstreichen die In-vivo-Relevanz der 
Haber-Weiss-Reaktion (Salonen et al. 1992; Kadiiska et al. 1995). 
Sauerstoffradikale sind in der Lage, physiologische Aufgaben im Organismus zu 
übernehmen. So spielen die in Macrophagen und neutrophilen Granulozyten gebildeten 
ROS eine wichtige Rolle innerhalb der unspezifischen zellulären Immunabwehr (Bellavite 
1988). In anderen Zelltypen (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen) wirken ROS in geringen 
Konzentrationen als Signalmoleküle (Finkel 1998; Kunsch et al. 1999). 
Reaktive Sauerstoffspezies sind aber auch an einer Vielzahl pathophysiologischer 
Prozesse beteiligt. So werden z.B. proatherogene Vorgänge wie Lipoproteinoxidation 
und endotheliale Apoptose durch ROS beeinflusst. Über eine Aktivierung von 
bestimmten Transkriptionsfaktoren können sie außerdem proinflammatorische 
Entwicklungen initiieren (Morita 2005). Darüber hinaus begünstigen sie die Entstehung 
einer endothelialen Dysfunktion. Superoxidradikale sind in der Lage, den endogenen 
Vasodilatator NO unter Bildung von Peroxynitrit zu inaktivieren. Eine verminderte NO-
Verfügbarkeit bzw. -Aktivität ist kennzeichnend für eine endotheliale Dysfunktion und 
scheint ein frühes Ereignis in der Atherogenese zu sein (Harrison 1997). 
Einige der Risikofaktoren für die Entstehung einer Atherosklerose wie z.B. 
Hyperglykämie, Bluthochdruck und Hyperlipidämie sind mit einer erhöhten ROS-Bildung 
assoziiert. So konnte gezeigt werden, dass erhöhte Glucose- und Angiotensin II-
Konzentrationen zu einer vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen führen 
(Rajagopalan et al. 1996; Christ et al. 2002). Oxidiertes LDL kann den Redoxstatus der 
Zelle teilweise durch ROS-Bildung ändern und stellt daher ein wichtiges prooxidatives 
Signalmolekül in der Pathogenese der Atherosklerose dar (Steinberg et al. 1989; 
Steinbrecher et al. 1990). So bewirkt oxidiertes LDL etwa eine Anlagerung von 
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Monozyten und glatten Muskelzellen an das Endothel, wodurch wiederum zahlreiche 
Mediatoren wie Cytokine und Wachstumsfaktoren sezerniert werden. Die erhebliche 
Beeinflussung des Stoffwechselgeschehens der Gefäßwand resultiert in einer 
Verdickung und Verhärtung der Arterienwand. 
Da oxidativer Stress im Allgemeinen und die Bildung von oxidiertem LDL im Besonderen 
wichtige Faktoren bei der Atherogenese darstellen, kommt der Gefäßadaption bzw.         
-protektion gegenüber diesen schädigenden Einflüssen eine bedeutende Funktion bei 
der Prävention atherosklerotischer Veränderungen zu. 
 

1.1.3 Endogene und exogene antioxidative Schutzmechanismen 
Aufgrund der hohen unspezifischen Reaktivität der Sauerstoffradikale sind aerobe 
Organismen auf antioxidative Schutzsysteme angewiesen. 
Der Organismus verfügt über verschiedene enzymatische Schutzmechanismen. Die 
Superoxiddismutase katalysiert die Disproportionierung von Superoxid zu Sauerstoff und 
dem weniger schädlichen Wasserstoffperoxid (Fridovich 1983): 
 

2O2
-˙ + 2H+ → O2 + H2O2     (2) 

 
Der Abbau von Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser erfolgt durch die 
hämhaltige Katalase: 
 

2H2O2 → O2 + 2H2O      (3) 
 
Weiterhin zählen auch die Proteine des Hämoxygenase-1/Ferritin-Systems zu den 
wichtigen antioxidativen Proteinen (siehe Kapitel 1.4). 
Nicht nur Enzyme, sondern auch Stoffe mit geringem Molekulargewicht können auf 
oxidierende Spezies einwirken und diese durch Interaktionen entgiften (Machlin et al. 
1987; Fang et al. 2002; Blokhina et al. 2003). Diese Verbindungen reagieren als 
Reduktionsmittel leicht mit oxidierenden Substanzen und schützen dadurch andere 
Moleküle vor Oxidation. Zu den niedermolekularen endogenen Antioxidanzien gehören 
Harnsäure, Coenzym Q, Liponsäure, Bilirubin, Glutathion und Carnosin. 
Zu den exogenen Antioxidanzien, die dem menschlichen Körper mit der Nahrung 
zugeführt werden müssen, zählen z.B. Vitamin C (Ascorbinsäure) und Vitamin E 
(Tocopherol) sowie Carotinoide und phenolische Verbindungen (z.B. Flavonoide). 
Vitamin C und E sind in der Lage, die Lipidperoxidation zu beeinflussen (Sato et al. 1990; 
Harris 1992). Zusätzlich ist Vitamin C am Abbau von Cholesterol zu Gallensäuren 
beteiligt und wirkt daher cholesterolsenkend (Ginter 1975). Aufgrund ihres antioxidativen 
Potenzials wird für beide Vitamine ein Einsatz zur Prophylaxe der Atherosklerose 
diskutiert. 
In den letzten Jahren gab es jedoch vermehrt Hinweise darauf, dass neben den 
„klassischen“ Antioxidanzien wie Vitamin C und Vitamin E auch andere 
Nahrungsbestandteile eine entscheidende Rolle bei der Prävention kardiovaskulärer 
Erkrankungen spielen. 
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1.1.4 Sekundärprävention durch mediterrane Diät 
Neben der medikamentösen Therapie der Atherosklerose und ihrer klinischen 
Konsequenzen gewinnen diätetische Maßnahmen zunehmend an Bedeutung. Eine 
ungünstige Konstellation der Lipidwerte ist ein wesentlicher Risikofaktor für die 
Entstehung einer Atherosklerose und einer koronaren Herzkrankheit. Die klassische 
kardioprotektive Diät ist daher fettarm und darauf ausgerichtet, den Cholesterolspiegel 
zu senken. Nach Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für Ernährung (DGE) soll 
der Fettanteil 30% der Energiezufuhr und der Anteil an gesättigten Fettsäuren 10% nicht 
überschreiten. Die Cholesterolaufnahme soll unter 300 mg/Tag liegen. Eine 
Verbesserung der Prognose nach einem kardiovaskulären Ereignis konnte damit jedoch 
nicht erreicht werden (de Lorgeril et al. 1997; Van Horn et al. 1997). Nach neueren 
Erkenntnissen scheint der Zusammenhang zwischen Ernährung und kardiovaskulären 
Erkrankungen komplexer zu sein, als bisher angenommen (Ulbricht et al. 1991). Die 
Beschränkung der diätetischen Maßnahmen auf die drei genannten Faktoren ist daher 
nicht ausreichend. 
Studien zur Sekundärprävention nach Myokardinfarkt konnten z.B. eine 70%ige 
Reduktion der Rückfallrate unter mediterraner Diät zeigen (Lyon Diet Heart Study)       
(de Lorgeril et al. 1994; Renaud et al. 1995; de Lorgeril et al. 1999). Die traditionelle 
mediterrane Ernährung beinhaltet viel Obst und Gemüse, viel Ballaststoffe, viel Fisch, 
dagegen aber wenig rotes Fleisch. Aufgrund der erhöhten Aufnahme von Obst und 
Gemüse werden dem Organismus unter anderem mehr Antioxidanzien wie Vitamin C 
und E sowie Polyphenole zugeführt. Polyphenole zeigen neben antioxidativen auch 
antithrombotische und entzündungshemmende Effekte. Sie vermindern die 
Plaquebildung in den Blutgefäßen und beugen damit der Atherosklerose vor (de Whalley 
et al. 1990; Fuhrman et al. 2001). Ballaststoffe dagegen haben direkt 
cholesterolsenkende Wirkungen und können somit die Plasma-Lipidwerte günstig 
beeinflussen (Glore et al. 1994; Anderson et al. 2000). Zusätzlich besitzen sie einen 
geringen blutdrucksenkenden Effekt (Streppel et al. 2005). Die in Pflanzensamen und 
Nüssen vorkommenden Phytosterine (z.B. Sitosterin), ebenfalls vermehrt aufgenommen 
unter mediterraner Diät, hemmen im Darm die Aufnahme des Nahrungscholesterols und 
senken dadurch den Cholesterolspiegel im Blut (Ling et al. 1995). Ein weiterer wichtiger 
Bestandteil der Diät ist der regelmäßige Verzehr von Seefisch. Mehrere Studien belegen, 
dass eine Diät reich an Seefisch das Risiko für plötzlichen Herztod signifikant senkt (Burr 
et al. 1989; Albert et al. 1998). Verantwortlich dafür könnte der hohe Gehalt an mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren, insbesondere Omega-3-Fettsäuren, sein. Omega-3-Fettsäuren 
sind in der Lage, den Serumgehalt an Triglyceriden zu verringern. Außerdem 
beeinflussen sie die Prostaglandinsynthese, hemmen die Thrombozytenaggregation und 
zeigen antiarrhythmische Effekte (Covington 2004). Möglicherweise sind auch 
Fischproteine bzw. kleinere Peptide an den protektiven Effekten beteiligt (Daviglus et al. 
1997). So scheint eine erhöhte Proteinaufnahme den Blutdruck in hypertensiven 
Individuen günstig zu beeinflussen (Stamler et al. 1996; Appel et al. 2005). Als 
Mechanismus für die Blutdrucksenkung und dem daraus resultierenden verringerten 
Risiko für kardiovaskuläre Krankheiten wird die gesteigerte Zufuhr von biologisch aktiven 
Aminosäuren und Peptiden diskutiert (Appel 2003; Elliott 2003). 
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1.2 Schwefelhaltige Aminosäuren und deren Derivate 
Aminosäuren gehören als Bausteine der Proteine und Peptide zu den wichtigsten 
organischen Stoffen der lebenden Zelle. Sie machen 70% der Trockenmasse aller Zellen 
aus. Neben dem Aufbau von Proteinen sind Aminosäuren auch an der Synthese anderer 
wichtiger Stoffe (z.B. Coenzyme, Gallensalze) beteiligt. Einige Aminosäuren besitzen 
eine große Bedeutung als Signalmolekül bzw. dessen Vorstufe oder als Metabolit im 
Zellstoffwechsel. 
Insbesondere die schwefelhaltigen Aminosäuren haben an der Regulierung und 
Aufrechterhaltung von verschiedenen zellulären Funktionen teil. Schwefelhaltige 
Aminosäuren nehmen aufgrund ihrer entscheidenden Rolle im Methylgruppen-
metabolismus Einfluss auf die Genregulation und die Zelldifferenzierung. Als 
niedermolekulare Thiole bzw. Thioether wirken sie in biologischen Systemen als 
Reduktionsmittel und sind somit direkt an der Homöostase des zellulären Redoxstatus 
beteiligt. Hinsichtlich ihrer zellprotektiven Eigenschaften sind sie daher von besonderem 
Interesse. So können sie aufgrund ihrer chelatierenden und radikalfangenden 
Eigenschaften antioxidativ wirken oder als Präkursor für antioxidativ wirksame 
Verbindungen fungieren. Die reaktiven Schwefelgruppen dieser Aminosäuren sind als 
konstitutive Bestandteile von Proteinen daher von wichtiger funktioneller Relevanz 
(Calabrese et al. 1998; Dickinson et al. 2002). 
 

1.2.1 L-Methionin 
L-Methionin gehört zu den für den Menschen essentiellen Aminosäuren und muss daher 
dem Körper mit der Nahrung zugeführt werden. Es stellt die Hauptquelle für Schwefel im 
Organismus dar. Beim L-Methionin ist im Gegensatz zum L-Cystein die Thiolgruppe 
methyliert und deswegen weniger reaktiv. 
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Abbildung 1: Strukturen schwefelhaltiger Aminosäuren bzw. deren Derivate. 
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L-Methionin ist als Methylgruppen-Donor unter anderem wichtig für die Biosynthese von 
Cholin, Adrenalin, Carnitin, Nukleinsäuren, Liponsäure und Taurin. Die stoffwechsel-
aktive Form von L-Methionin ist S-Adenosylmethionin (SAM). Im Verlauf des 
Metabolismus wird L-Methionin durch Übertragung einer Methylgruppe auf Homocystein 
regeneriert (Transmethylierung). Über den Weg der Transsulfuration ist L-Methionin eine 
wichtige Vorstufe für L-Cystein sowie für die endogenen Antioxidanzien Glutathion und 
Taurin (Abb. 2). 
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Abbildung 2: Metabolismus der schwefelhaltigen Aminosäuren in der Leber. Die Remethylierung des 
Homocysteins zu L-Methionin durch MethylTHF wird durch ein Coenzym vermittelt, das sich vom 
Vitamin B12 ableitet. Alternativ zu MethylTHF kann auch Betain als Methylgruppendonor fungieren; 
diese Reaktion verläuft dann Vitamin B12-unabhängig. Die Enzyme des Transsulfurationsweges sind 
Vitamin B6-abhängig. Unter physiologischen Bedingungen ist die Bildung von Cystathionin aus 
Homocystein irreversibel. Mit der Nahrung aufgenommenes L-Cystein kann L-Methionin nur im 
Transsulfurationsweg ersetzen, für alle anderen Reaktionen ist L-Methionin essentiell. 
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Mangel an L-Methionin führt zu schweren Leberschäden (Leberzirrhose, -verfettung). Es 
wird daher zur Behandlung von Lebererkrankungen und Vergiftungen mit hepatotoxisch 
wirkenden Substanzen (z.B. Paracetamol, Blei) eingesetzt (Kroger et al. 1997; Patra et al. 
2001). Zur Ansäuerung des Harns verwendet, soll L-Methionin vor Harnwegsinfektionen 
schützen. In Humanstudien konnte L-Methionin die schädlichen Wirkungen von Alkohol 
verringern, indem es den Acetaldehydspiegel senkte (Tabakoff et al. 1989). 
Bei Entzündungsprozessen trägt L-Methionin vermutlich über den aktiven Metaboliten 
SAM zur Modulierung des Immunsystems durch Downregulation präinflammatorischer 
Cytokine bei (Grimble 1994; McClain et al. 2002). Innerhalb von Proteinen wirken 
Methioninreste als starke Antioxidanzien und schützen das Gesamtprotein somit vor den 



Einleitung   12

schädigenden Einflüssen freier Sauerstoffradikale (Levine et al. 1996; Levine et al. 2000; 
Stadtman et al. 2002). In verschiedenen Modellen für oxidativen Stress konnte darüber 
hinaus gezeigt werden, dass auch die freie Aminosäure antioxidative Eigenschaften 
besitzt. So konnte L-Methionin die Lipidperoxidation verringern, den Glutathionspeicher 
wiederherstellen und Zellen vor Membranschäden schützen (Selvam et al. 1991; 
Slyshenkov et al. 2002). Tierversuche lassen ein antiatherosklerotisches Potenzial für   
L-Methionin vermuten (Seneviratne et al. 1999). 
 

1.2.2 S-Adenosylmethionin 
S-Adenosylmethionin (SAM) stellt als reaktive Sulfoniumverbindung einen der 
wichtigsten Methylgruppendonoren im Zellstoffwechsel dar. Es wird aus L-Methionin 
durch Übertragung eines Adenosylrestes von einem Molekül ATP gebildet und kommt in 
praktisch allen Körpergeweben und -flüssigkeiten vor. SAM ist daher an vielen 
Methylierungsreaktionen beteiligt, z.B. an der Umwandlung von Noradrenalin zu 
Adrenalin, an der Inaktivierung von Noradrenalin durch Methylierung einer phenolischen 
OH-Gruppe, an der Synthese von Phospholipiden oder an der Bildung der aktiven Form 
des Zytostatikums 6-Mercaptopurin. Nach Abgabe der aktivierten Methylgruppe bleibt   
S-Adenosylhomocystein (SAH) zurück. Innerhalb von zwei Schritten kann SAH wieder in 
L-Methionin umgewandelt werden. Zunächst wird der Adenosinrest abgespalten, 
wodurch Homocystein entsteht. Mit Hilfe von N5-Methyl-Tetrahydrofolat wird die 
Thiolgruppe methyliert und somit L-Methionin regeneriert. Alternativ kann auch Betain als 
Methylgruppendonor fungieren (Abb. 2) (Finkelstein et al. 1988). 
SAM ist eine wichtige Vorstufe für die Bildung von L-Cystein. Außerdem ist es an der 
Biosynthese von Polyaminen (z.B. Spermin, Spermidin) beteiligt, die unter anderem eine 
essentielle Rolle in der Nukleinsäure- und Proteinbiosynthese sowie der Zellentwicklung 
spielen (Luk 1986; Higaki et al. 1994). 
Eine verminderte Fähigkeit zur Methylierung ist oftmals mit psychischen Erkrankungen 
wie Depressionen assoziiert. Für eine SAM-Supplementierung konnte ein 
antidepressiver Effekt gezeigt werden, der dem unter konventioneller Therapie 
vergleichbar ist. Durch Steigerung der Serotonin- und Dopaminaktivität im Gehirn kann 
SAM die Stimmung beeinflussen (Kagan et al. 1990). Weiterhin wird ein positiver Effekt 
von SAM bei entzündlichen, degenerativen Gelenkerkrankungen (Arthrosen) diskutiert. 
Es stimuliert die Synthese von Proteoglykanen in den Chondrozyten und wirkt 
analgetisch. Die durch SAM hervorgerufenen Effekte sind denen von nichtsteroidalen 
Antirheumatika ähnlich, werden jedoch besser toleriert, da SAM kaum gastrointestinale 
Nebenwirkungen zeigt (di Padova 1987). Ähnlich wie L-Methionin kann SAM die 
schädlichen Wirkungen von Alkohol verringern und wirkt präventiv gegen Leberzirrhose 
(Mato et al. 1999). 
In verschiedenen Studien konnten für SAM antioxidative und zellprotektive Effekte 
nachgewiesen werden. So ist es in der Lage, die Oxidation von LDL zu inhibieren. Als 
Mechanismen für die Zellprotektion werden die Stimulation der Glutathionsynthese und 
die Chelatierung von prooxidativen Fe2+-Ionen diskutiert (Evans et al. 1997; Mato et al. 
2002; Caro et al. 2004).  
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1.2.3 L-Cystein 
L-Cystein ist eine unentbehrliche Schwefelquelle für den Organismus und zählt zu den 
semiessentiellen Aminosäuren. Im Kindesalter ist eine Aufnahme mit der Nahrung 
notwendig. Später kann L-Cystein aus der essentiellen Aminosäure L-Methionin über 
Homocystein, das die SH-Gruppe beiträgt, und aus L-Serin, welches das Grundgerüst 
liefert, gebildet werden (Transsulfurationsweg). Dazu sind die Enzyme Cystathionin-β-
Synthase und Cystathionin-γ-Lyase erforderlich (Abb. 2). Serin- oder Methioninmangel 
hemmen folglich die Cysteinsynthese. Eine Inaktivität der Cystathionin-β-Synthase führt 
zu einer Hyperhomocysteinämie, einem unabhängigen Risikofaktor für die Entstehung 
einer Atherosklerose. Erhöhte Homocysteinkonzentrationen (> 15 µM) werden mit einer 
direkten toxischen Schädigung der Gefäßwand und einer gesteigerten 
Thromboseneigung in Verbindung gebracht (Harker et al. 1976; O et al. 1998). 
Aufgrund der freien Thiolgruppe können sich so genannte Disulfidbrücken zwischen den 
Schwefelatomen von zwei verschiedenen Cystein-Resten ausbilden. Diese Fähigkeit zur 
Bildung von Disulfidbrücken spielt eine wichtige Rolle bei der Faltung und Stabilisierung 
von Proteinen. 
L-Cystein ist der limitierende Faktor für die Synthese von Taurin und Glutathion (Abb. 2). 
Durch Oxidation der SH-Gruppe und anschließender Decarboxylierung entsteht die 
Aminosulfonsäure Taurin, die in hohen Konzentrationen in den meisten Geweben 
präsent ist. Taurin ist an der Konjugation der Gallensäuren, an Entgiftungsreaktionen, 
Membranstabilisierung und Osmoregulierung beteiligt (Chesney 1985). Als endogenes 
Antioxidans schützt es den Organismus vor den schädigenden Einflüssen reaktiver 
Sauerstoffspezies (Balkan et al. 2002). 
Weiterhin ist L-Cystein für die Biosynthese des Tripeptids Glutathion (GSH), das in der 
Leber aus L-Glutaminsäure, L-Cystein und L-Glycin gebildet wird, nötig. GSH kommt in 
fast allen lebenden Zellen in hoher Konzentration vor und stellt ein wichtiges endogenes 
Antioxidans dar (Bray et al. 1993). In Anwesenheit der Glutathionperoxidase wirkt GSH 
als Reduktionsmittel gegenüber zellschädigenden Peroxiden. Ferner bildet GSH unter 
dem Einfluss der Glutathion-S-transferase Konjugate mit elektrophilen Substanzen (z.B. 
Alkylantien) und trägt auf diese Weise zu deren Inaktivierung bei. Die entstandenen 
Konjugate werden teilweise hydrolysiert und können daher eliminiert werden. 
Genau wie L-Methionin zeigen L-Cystein, Taurin und Glutathion eine lipotrope Wirkung. 
Sie beschleunigen den Fettabbau in der Leber durch Cholinbildung, welches in der Lage 
ist, einer Leberverfettung durch Phosphatidsynthese vorzubeugen. 
L-Cystein kann Schwermetall-Ionen komplexieren, weshalb es unter anderem als 
Therapeutikum bei Kupfer-Vergiftungen eingesetzt wird. Aufgrund der Thiolgruppe ist die 
Aminosäure in der Lage, freie Radikale zu binden und wird daher zur Vorbeugung von 
Strahlenschäden verwendet. Sie wird normalerweise in der Form von N-Acetylcystein 
(NAC) verabreicht, da NAC stabiler ist und besser resorbiert wird. NAC wird auch zur 
symptomatischen Therapie von Husten eingesetzt. Durch Spaltung von Disulfid-
bindungen in den Mucoproteinen wird die Viskosität des Bronchialsekrets vermindert, 
welches dadurch leichter abgehustet werden kann. 
Verschiedene Studien belegen, dass L-Cystein ebenfalls wie L-Methionin sowohl 
eigenständig als auch in gebundener Form antioxidativ wirken kann (Chen et al. 2000; 
Rasilainen et al. 2002; Carageorgiou et al. 2004; Bourdon et al. 2005). In Versuchen mit 
hyperlipidämischen Ratten wirkte sich eine Verabreichung von L-Cystein positiv auf den 
Triglycerid- und Cholesterolspiegel aus (Kawasaki et al. 1998). Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass L-Cystein die Lipidperoxidation hemmt (Patterson et al. 1998). Diese 
Befunde deuten auf ein antiatherogenes Potenzial dieser Aminosäure hin. 
 
Die Mechanismen der zellprotektiven Wirkungen von schwefelhaltigen Aminosäuren und 
deren Derivate sind noch nicht vollständig aufgeklärt. Die chelatierende Funktion des 
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Schwefelrests oder ein direkter Radikalfang bieten nur teilweise eine Erklärung. So 
könnten indirekte, bislang unbekannte Prozesse an den antioxidativen Wirkungen von 
schwefelhaltigen Aminosäuren und deren Derivate beteiligt sein. 
 

1.3 Bioaktive Peptide 
Bioaktive Peptide entstehen durch enzymatische Proteolyse, z.B. während der 
Verdauung oder der Lebensmittelverarbeitung. Sie bestehen üblicherweise aus 2-20 
Aminosäuren und können in physiologisch relevanten Konzentrationen resorbiert werden. 
Als biologisch aktive Verbindungen, die innerhalb ihres Präkursorproteins inaktiv sind, 
können sie daher, ähnlich wie Hormone, verschiedene Körperfunktionen beeinflussen 
und regulieren. 
Zur Übersicht auch für die folgenden Kapitel siehe: Meisel 1997; Kitts et al. 2003; 
Korhonen et al. 2003; Meisel et al. 2003; FitzGerald et al. 2004; Vercruysse et al. 2005. 
 

1.3.1 Vorkommen 
Bioaktive Peptide sind sowohl in pflanzlicher als auch in tierischer Nahrung präsent. 
Milchproteine stellen zurzeit die Hauptquelle für diese bioaktiven Verbindungen dar. Da 
die biologisch aktiven Peptide auch während der Lebensmittelherstellung entstehen, sind 
sie ebenfalls in verschiedenen Milchprodukten wie z.B. Käse, Joghurt, Quark oder Molke 
zu finden. Aus Muskelproteinen von Nutztieren (Huhn, Schwein) konnten einige Peptide 
mit biologischer Aktivität gewonnen werden. Eine weitere wichtige Quelle sind 
Fischproteine. Viele bioaktive Peptide wurden z.B. aus Proteinhydrolysaten von 
Thunfisch, Sardinen oder Lachs isoliert. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass 
Invertebratenproteine (z.B. von der Auster) in der Lage sind, bioaktive Peptide zu liefern. 
Auch in pflanzlichen Proteinhydrolysaten (Reis, Soja, Getreide) waren einige biologisch 
aktive Peptidverbindungen enthalten. 
 

1.3.2 Wirkungen in biologischen Systemen 
Bioaktive Peptide können in vivo abhängig von ihrer Aminosäuresequenz 
unterschiedliche Effekte vorweisen. Oftmals zeigen sie dabei multifunktionelle 
Eigenschaften, indem sie mehr als eine der folgend aufgeführten Wirkungen initiieren 
(Korhonen et al. 2003). 
Die ersten bioaktiven Peptide wurden 1950 von Mellander erwähnt (Mellander 1950). Die 
so genannten Caseinophosphopeptide (CPPs) werden aus dem Casein der Milch 
gewonnen und sind in der Lage, lösliche Organophosphatsalze zu bilden. Diese können 
als Carrier für verschiedene Minerale wie z.B. Calcium und Magnesium sowie 
verschiedene Spurenelemente fungieren. In Form von löslichen Komplexen ist die 
Bioverfügbarkeit der Minerale deutlich verbessert, was in einer erhöhten Resorptionsrate 
resultiert. 
Peptide mit opioider Wirkung konnten unter anderem aus Milchprotein und Weizengluten 
isoliert werden. Sie werden aufgrund ihres exogenen Ursprungs und ihrer morphinartigen 
Wirkung als Exorphine bezeichnet. Sie können an Opioidrezeptoren als Agonisten oder 
Antagonisten wirken. Im Vordergrund steht natürlich die analgetische Wirkung. 
Nachgewiesen ist auch ein Effekt auf den Gastrointestinaltrakt: Durch Beeinflussung des 
intestinalen Elektrolyttransportes hemmen sie die Sekretion von Verdauungsenzymen. 
Außerdem reduzieren sie die Motilität des Magen-Darm-Trakts und wirken dadurch 
antidiarrhoisch. Ferner zeigen opioide Peptide Wirkungen auf das Nervensystem. 
Immunmodulierende Peptide stimulieren die Proliferation von Lymphozyten und die 
Phagocytose-Aktivität von Macrophagen. Außerdem regen sie die ROS-Bildung an, was 
zu einer Triggerung der unspezifischen Immunantwort führt. Diese Peptide werden vor 
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allem aus Casein, Reis- oder Sojaproteinen gewonnen. 
Weiterhin konnten Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften isoliert werden. Als 
Wirkmechanismus wird eine Veränderung der Bakterienmembran diskutiert, wodurch ein 
bakterizider Effekt zustande kommt. Die meist kationischen Peptide interagieren mit der 
negativ geladenen Phospholipidmembran und initiieren dadurch die Zelllyse. Diese 
Gruppe der bioaktiven Peptide sind in Fisch-, Milch- und Getreideproteinhydrolysaten zu 
finden. 
Vor einigen Jahren wurden antioxidativ wirksame Peptide aus Soja- und Milchproteinen 
isoliert. Diese Peptide können als direkte Radikalfänger, Chelatoren von Metallionen 
oder Sauerstoffquencher fungieren. Sie sind in der Lage sowohl die enzymatische als 
auch die nicht-enzymatische Lipidperoxidation zu hemmen. 
ACE-inhibitorische Peptide zeigen blutdrucksenkende Effekte, indem sie das Angiotensin 
I-konvertierende Enzym (ACE) hemmen. Sie sind bisher die am meisten untersuchte 
Klasse der bioaktiven Peptide und konnten unter anderem aus Milch-, Soja- und 
Getreideproteinen isoliert werden. Die wichtigste Quelle für ACE-hemmende Peptide 
stellen jedoch Fischproteine dar. 
Klassische ACE-Inhibitoren wie Captopril werden in der Literatur oftmals als antioxidativ 
beschrieben (Chopra et al. 1992; Hayek et al. 1998; van der Giet et al. 2002). Sowohl 
experimentelle als auch erste klinische (indirekte) Hinweise deuten darauf hin, dass 
ACE-Hemmer durch Reduktion der Angiotensin II-vermittelten Bildung von 
Sauerstoffradikalen langfristig zu einer Verbesserung der Endothelfunktion führen 
(Griendling et al. 1994; Rajagopalan et al. 1996). Ob einzig die Hemmung der 
Angiotensin II-Bildung an der antioxidativen Wirkung beteiligt ist, bleibt zu beweisen. 
Denkbar wäre, dass unter ACE-Hemmer-Therapie Proteine mit antioxidativer 
Stoffwechselleistung induziert werden, die die Zellen vor Schädigungen durch 
Sauerstoffradikale schützen. Da bioaktive Peptide oftmals pleiotrope Effekte zeigen 
(Korhonen et al. 2003), wäre eine Induktion antioxidativer Stoffwechselwege auch für 
ACE-inhibitorische Peptide durchaus denkbar. 
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Abbildung 3: Strukturen ACE-inhibitorischer Dipeptide im Vergleich zum klassischen ACE-Inhibitor 
Captopril. Methionyl-Tyrosin (Met-Tyr) und Methionyl-Penylalanin (Met-Phe) wurden aus dem 
Muskelfleisch von Sardinen isoliert (Matsufuji et al. 1994). 
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In Abbildung 3 sind beispielhaft ACE-inhibitorische Dipeptide im Vergleich zum 
klassischen ACE-Inhibitor Captopril dargestellt. Captopril ist ein Kondensationsprodukt 
aus 3-Mercapto-2-methylpropionsäure und der Aminosäure L-Prolin. 
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1.3.3 Ausblick 
Die potenziellen Anwendungsgebiete der bioaktiven Peptide ergeben sich aus ihren 
jeweiligen Wirkungen. Als Inhaltsstoffe in so genannten Functional Foods könnten sie 
aufgrund ihrer gesundheitsfördernden Eigenschaften von großem Nutzen sein. Für 
einige Verbindungen wäre sogar ein Einsatz als Arzneistoff mit definiertem 
pharmakologischem Effekt denkbar. Besonders für CPPs und ACE-inhibitorische Peptide 
scheint eine Verwendung in naher Zukunft nicht ausgeschlossen. 
Als diätetisches Supplement könnten CPPs zur Behandlung von Osteoporose verwendet 
werden. Verschiedene Studien zeigten, dass CPPs nicht nur die Calciumresorption 
verbessern, sondern auch die Knochenremineralisierung stimulieren. Daraus lässt sich 
auch die Antikaries-Wirkung der CPPs ableiten. Eine Anreicherung von Zahnpflege-
produkten mit CPPs wird daher als sinnvoll erachtet. Auf dem Gebiet der 
Säuglingsernährung werden CPPs bereits zur Humanisierung von Kuhmilch eingesetzt. 
Die Behandlung einer Hypertonie ist indiziert, um Folgeerkrankungen wie z.B. 
Atherosklerose zu verhindern. Neben den klassischen Behandlungsmethoden gewinnen 
in letzter Zeit auch bioaktive Verbindungen mit antihypertensiven Effekten zunehmend 
an Interesse. Für einige ACE-inhibitorische Peptide konnten sowohl in Tier- als auch 
Humanstudien signifikante blutdrucksenkende Effekte nachgewiesen werden (Matsufuji 
et al. 1995; Kawasaki et al. 2000; Sipola et al. 2001). ACE-inhibitorische Peptide stellen 
daher eine mögliche Alternative für die oftmals mit schweren Nebenwirkungen 
verbundenen konventionellen Therapieregime dar. 
Besonders die so genannten Zivilisationskrankheiten, zu denen unter anderem 
kardiovaskuläre Komplikationen, Krebs, Übergewicht und Osteoporose zählen, werden 
als Haupteinsatzgebiet von biologisch aktiven Peptiden gesehen. Bioaktive Peptide 
stellen daher einen viel versprechenden Ansatz zur Vorbeugung und Behandlung der 
genannten Krankheiten dar. Sie scheinen die Theorie, dass die Beziehung zwischen 
Ernährung und bestimmten Erkrankungen komplexer ist, zu bestätigen. 
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1.4 Das Hämoxygenase-1/Ferritin-System 
Die Hämoxygenase gehört zur Familie der Monooxygenasen. Das Enzym katalysiert mit 
Hilfe von NADPH und Sauerstoff die oxidative Spaltung des Protoporphyrins Häm. Häm 
ist der nach Abtrennung des Proteinanteils (Globin) verbleibende toxische Anteil des 
roten Blutfarbstoffs Hämoglobin. Die Funktion des Hämoglobins besteht darin, in den 
Erythrozyten molekularen Sauerstoff reversibel zu binden und zu transportieren. Auch 
am Transport von Kohlendioxid von den Geweben zur Lunge ist das Hämoglobin 
maßgeblich beteiligt. Täglich müssen 8-9 g Hämoglobin abgebaut und ersetzt werden. 
Dabei entstehen unter Katalyse der Hämoxygenasen Biliverdin sowie äquimolare 
Mengen an Kohlenmonoxid (CO) und freiem Eisen. Während Biliverdin sofort durch die 
Biliverdinreduktase (BVR) zu Bilirubin reduziert wird, steht das Eisen für eine 
Wiederverwendung zur Verfügung. 
 
 
 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Häm-Abbaus durch die Hämoxygenase. 
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Bis jetzt wurden drei Isoformen, Produkte unterschiedlicher Gene, der Hämoxygenase 
identifiziert. Die Hämoxygenase Typ 2 (HO-2, 36 kDa) wird konstitutiv exprimiert und ist 
vor allem im zentralen Nervensystem sowie in den Testis zu finden. Die Hämoxygenase 
Typ 3 (HO-3, 33 kDa) besitzt geringe katalytische Aktivität. Ihre physiologische Funktion 
ist noch nicht vollständig aufgeklärt, aber eine Beteiligung an der Bindung von Häm wird 
vermutet. Die induzierbare Hämoxygenase Typ 1 (HO-1, 32 kDa) kommt ubiquitär im 
Organismus vor und zählt zu den Hitzeschockproteinen. Unter physiologischen 
Bedingungen ist die Aktivität der Hämoxygenasen in der Milz am größten, da dort der 
Abbau der Erythrozyten stattfindet (Otterbein et al. 2000b; Morita 2005). 
 

1.4.1 Die induzierbare Hämoxygenase (HO-1) 
Die HO-1 wird nicht nur durch das natürliche Substrat Häm induziert, sondern auch 
durch eine Vielzahl strukturell stark unterschiedlicher Agenzien. Neben Hitzeschock und 
oxidativem Stress zählen UV-Licht, Schwermetalle, Endotoxine, Prostaglandine und 
inflammatorische Cytokine zu den wichtigsten Induktoren. Den genannten Induktoren ist 
gemein, dass sie in der Lage sind, reaktive Sauerstoffspezies zu generieren. Die HO-1 
scheint daher ein Enzym zu sein, das Zellen vor oxidativem Stress schützt. Aufgrund der 
unterschiedlichen Art der Induktoren wird spekuliert, dass die HO-1 auch eine 
Schlüsselrolle bei der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase spielt. Die 
Hämoxygenase wurde sowohl aus Bakterien als auch aus Pflanzen und Pilzen isoliert. 
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Sie stellt daher ein hochkonserviertes Enzym dar. Diese Befunde unterstreichen die 
Wichtigkeit der Hämoxygenase dahingehend, kritische Zellprozesse zu regulieren 
(Keyse et al. 1989; Choi et al. 1996; Otterbein et al. 2000b). 
Neben Stressfaktoren sind bisher nur wenige benigne Induktoren der HO-1 identifiziert 
worden. So kann eine Stimulierung der HO-1 ebenfalls zusätzliche therapeutische 
Effekte von verschiedenen Arzneistoffen wie z.B. Acetylsalicylsäure (ASS), 
Protonenpumpenhemmern (PPIs), NO-Donoren und Statinen vermitteln oder verstärken 
(Grosser et al. 2003; Grosser et al. 2004a; Grosser et al. 2004b; Lee et al. 2004; Berndt 
et al. 2005; Nascimento-Silva et al. 2005; Schröder 2005; Becker et al. 2006; Schröder 
2006). Die Induktion der HO-1 ist dabei in Abhängigkeit vom Zelltyp an der 
therapeutischen Wirkung des Arzneistoffs beteiligt. Die Metaboliten der HO-1 sind 
verantwortlich für die Vermittlung der Arzneistoffwirkungen und reproduzieren diese auch 
in dessen Abwesenheit. Bach bezeichnet die HO-1 daher als „therapeutic amplification 
funnel“, als einen therapeutischen Mediator und Verstärker antioxidativer, 
antiproliferativer und antiinflammatorischer Wirkungen von verschiedenen Substanzen 
(Bach 2005). 
 
 
 
 

 

Abbildung 5: Die HO-1 als therapeutischer Mediator und Verstärker antioxidativer, antiproliferativer 
und antiinflammatorischer Wirkungen von verschiedenen Substanzen nach Bach (Bach 2005). 
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1.4.1.1 Die HO-1 als protektives Protein 
Die induzierbare Hämoxygenase zählt aufgrund ihrer antiinflammatorischen, 
antiapoptotischen, antioxidativen und antiproliferativen Eigenschaften zu den wichtigsten 
protektiven Proteinen des Organismus. Der Schutz vor prooxidativen Agenzien durch 
Induktion oder Überexpremierung der HO-1 konnte in verschiedenen Zelltypen 
nachgewiesen werden (Choi et al. 1996; Motterlini et al. 1996). So führte eine 
Inhibierung der HO-1 zu einer vermehrten Lipidperoxidation (Ishikawa et al. 2001). Das 
HO-1-Protein konnte die durch TNFα-hervorgerufene Apoptose in Fibroblasten und 
Endothelzellen verhindern (Petrache et al. 2000; Soares et al. 2002; Sass et al. 2003). In 
vivo schütze es vor Transplantatabstoßung (Soares et al. 1998). Weitere Studien zeigten, 
dass die HO-1 die Zellproliferation regulieren und kontrollieren kann (Duckers et al. 2001; 
Durante 2003). Darüber hinaus wirkt das Protein modulierend auf inflammatorische 
Prozesse (Willis et al. 1996). Die zellprotektive Wirkung der HO-1 manifestiert sich dabei 
vor allem in vaskulärem Gewebe (Balla et al. 2003; Perrella et al. 2003). 
Eine Defizienz der HO-1 ist mit starken Wachstumsstörungen sowie hoher Anfälligkeit 
gegenüber oxidativem Stress verbunden. Darüber hinaus zählen Anämie, Gerinnungs-
störungen, Leuko- und Thrombozytose zum klinischen Erscheinungsbild. Es kommt zu 
Eisenablagerungen in Leber und Niere, die zur chronischen Entzündung der Organe 
führen. Verringerte Bilirubinspiegel und eine Hyperlipidämie begünstigen das Entstehen 
von Endothelschäden und einer schweren Atherosklerose (Yachie et al. 1999; 
Kawashima et al. 2002). 
Zusätzlich zum Abbau des prooxidativen und cytotoxischen Häms werden die 
protektiven Effekte der HO-1 hauptsächlich durch ihre Metaboliten vermittelt. 
Kohlenmonoxid ist ein potenter Vasodilatator und spielt neben NO eine wichtige Rolle 
bei der Regulierung des Gefäßmuskeltonus und der Plättchenaggregation. Es ist ebenso 
wie NO in der Lage, die lösliche Guanylatcyclase zu aktivieren und im zentralen 
Nervensystem als Neurotransmitter zu fungieren. Darüber hinaus zeigt CO 
antiinflammatorische und antiapoptotische Eigenschaften, indem es die Bildung 
proinflammatorischer Cytokine hemmt (Otterbein et al. 2000a; Sass et al. 2003). In vivo 
wirkt CO schützend gegen Hyperoxie-verursachte Lungenschäden und beugt 
atherosklerotischen Läsionen vor (Otterbein et al. 1999; Otterbein et al. 2003). Die 
genannten Effekte werden durch die antithrombotischen und antiproliferativen 
Eigenschaften von CO unterstützt (Maines 1997). 
Bilirubin wirkt in hohen Konzentrationen neurotoxisch und verursacht bei gestörtem 
Metabolismus Gelbsucht (Ikterus). Im physiologischen Konzentrationsbereich stehen 
jedoch die cytoprotektiven Eigenschaften des Bilirubins im Vordergrund, da es eines der 
stärksten endogenen Antioxidanzien darstellt. Die antioxidative Wirkung des Bilirubins 
manifestiert sich in einer direkten Neutralisierung von Sauerstoffradikalen sowie in einer 
Hemmung der Lipidperoxidation (McDonagh 1990). Nach neuesten epidemiologischen 
und klinischen Befunden kommt dem Bilirubin eine besondere Bedeutung als invers 
korreliertem, kardiovaskulärem Risikofaktor zu. Patienten, deren Plasma-Bilirubinspiegel 
im oberen Bereich des physiologischen Referenzintervalls liegen („high normal bilirubin 
levels“), haben im Vergleich zu Patienten mit „niedrig-normalen“ Bilirubinwerten ein 
signifikant verringertes koronares Risiko (Schwertner et al. 1994; Hopkins et al. 1996; 
Djousse et al. 2001). 
Die beim Häm-Abbau freigesetzten Eisenionen können als Katalysator für die Haber-
Weiss-Reaktion fungieren und somit die Bildung von Sauerstoffradikalen begünstigen. 
Die freien Eisenionen werden jedoch sofort vom Eisenspeicherprotein Ferritin gebunden, 
das simultan mit der HO-1 bzw. infolge einer HO-1-Induktion exprimiert wird (Eisenstein 
et al. 1991; Fogg et al. 1999). Ferritin zeigt demzufolge ebenfalls antioxidative 
Eigenschaften (Balla et al. 1992; Juckett et al. 1995). 
In der Gesamtheit ist davon auszugehen, dass die genannten cytoprotektiven Effekte der 



Einleitung   20

HO-1-Metaboliten zu einer antiatherosklerotischen Wirkung beitragen und eine 
bestehende Atherosklerose positiv beeinflussen (Siow et al. 1999; Morita 2005). 
 

1.4.1.2 Regulierung der HO-1 
Die an der Regulierung des HO-1-Gens beteiligten Stoffwechselwege sind sehr komplex 
und bisher nur zum Teil identifiziert. Die meisten Induktoren der HO-1 stimulieren die 
Transkriptionsrate des HO-1-Gens.  
So kann NO cGMP-unabhängig die HO-1-Synthese auf transkriptioneller Ebene 
induzieren (Motterlini et al. 1996; Durante et al. 1997). Durch Freisetzung von Häm aus 
Hämoproteinen kann NO die HO-1 über erhöhte Substratspiegel stimulieren (Lipton et al. 
1993). Weitere Studien mit verschiedenen NO-Donoren zeigten jedoch, dass eine 
Stabilisierung der HO-1-mRNA durch NO ebenfalls zur Induktion der HO-1-
Proteinsynthese beiträgt (Hartsfield et al. 1997; Bouton et al. 2000). Teilweise wird die 
Induktion der HO-1 aber auch durch die second messenger cGMP und cAMP vermittelt 
(Immenschuh et al. 1998; Polte et al. 2000). Außerdem wurde eine Beteiligung von 
mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) an der Induktion der HO-1 
nachgewiesen (Elbirt et al. 1998; Kietzmann et al. 2003). MAP-Kinasen sind z.B. an der 
NO-abhängigen HO-1-Induktion involviert (Buckley et al. 2003). Durch einen Stimulus 
aktivierte MAP-Kinasen können die Genexpression modulieren, indem sie 
Transkriptionsfaktoren aktivieren. Es konnten verschiedene regulatorische Elemente 
innerhalb der Promotorregion der HO-1 identifiziert werden, an die die aktivierten 
Transkriptionsfaktoren binden können. So existieren unterschiedliche Bindungsstellen 
(„responsive elements“) für Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFκB, Nrf2 und 
Aktivatorprotein-1 (AP-1) (Elbirt et al. 1999; Morita 2005). Zusammenhänge zwischen 
den einzelnen Signalwegen werden durch verschiedene Studien belegt (Ryter et al. 
2006). 
Zudem ist die Stärke der HO-1-Induktion nach Stimulation abhängig vom GT-Längen-
Polymorphismus im HO-1-Promotor. Bei Individuen mit kurzen GT-Wiederholungen wird 
die HO-1 stärker induziert. So konnten bei Patienten mit langen GT-Wiederholungen 
vermehrt Abstoßungsreaktionen nach Organtransplantationen aufgrund athero-
sklerotischer Veränderungen beobachtet werden. Dies wird in Zusammenhang mit der 
verminderten Fähigkeit zur HO-1-Synthese gebracht (Exner et al. 2004). 
 

1.4.2 Ferritin als antioxidatives Protein 
Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression eines 
zweiten antioxidativ wirksamen Stressproteins, des Eisenspeicherproteins Ferritin 
(Eisenstein et al. 1991; Fogg et al. 1999). Ferritin kommt ubiquitär im Körper vor und 
besteht aus 24 Polypeptiduntereinheiten, den so genannten H- und L-Untereinheiten. Die 
genaue Zusammensetzung variiert je nach Gewebetyp und Zellstatus. Die                     
H-Untereinheit besitzt eine Ferroxidaseaktivität, so dass Fe2+ zu Fe3+ oxidiert und 
dadurch in eine speicherungsfähige Form überführt wird. Die L-Untereinheit spielt eine 
entscheidende Rolle bei der Strukturgebung des Ferritinmoleküls und für den Aufbau des 
Eisenkerns (Levi et al. 1992). Als neu gebildetes Apoferritin bindet das Protein freie 
intrazelluläre Eisenionen. Dadurch wird dem Prozess der Sauerstoffradikalbildung ein 
essentieller Katalysator entzogen und die Entstehung der aggressiven Hydroxylradikale 
unterdrückt (Balla et al. 1992). Die antioxidativen und cytoprotektiven Eigenschaften des 
Ferritins sind auf diesen Wirkmechanismus zurückzuführen. Versuche mit dem 
Eisenchelator Desferoxamin zeigten, dass die Ferritininduktion Eisen-abhängig ist 
(Oberle et al. 1998; Oberle et al. 1999). 
Während an der HO-1-Synthese hauptsächlich transkriptionelle Mechanismen beteiligt 
sind, wird Ferritin vorwiegend translational reguliert (Zahringer et al. 1976; Aziz et al. 
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1986). Unter bestimmten Vorraussetzungen kann auch eine Stimulierung der 
Transkription der Ferritin-mRNA stattfinden (Cairo et al. 1985). Die Induktion der 
Ferritinproteinsynthese kann in Abhängigkeit vom Zelltyp durch NO aktiviert werden, 
möglicherweise über eine Interaktion mit cytosolischem Eisen (Oberle et al. 1997; Oberle 
et al. 1999). Weiterhin kann die Induktion des Ferritinproteins durch oxidativen Stress, 
Cytokine und second messenger wie cAMP reguliert werden (Torti et al. 2002). 
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2 Problemstellung 
Verschiedenen Nahrungsbestandteilen wird neben der nutritiven Bedeutung zunehmend 
eine funktionelle Relevanz bei der Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen wie 
Atherosklerose, Herzinfarkt oder Schlaganfall zugesprochen. Neben den bekannten 
Risikofaktoren (z.B. Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Übergewicht, Rauchen usw.) gilt 
oxidativer Stress als einer der kritischen Faktoren für eine chronische Schädigung des 
Endothels und damit für die Entstehung atherosklerotischer Gefäßerkrankungen (Ross 
1995; Lusis 2000). In den letzten Jahren gab es vermehrt Hinweise darauf, dass neben 
den „klassischen“ Antioxidanzien wie Vitamin C (Asplund 2002) und Vitamin E (Stephens 
et al. 1996) auch andere Nahrungsbestandteile wie Proteine oder freie Aminosäuren 
eine entscheidende Rolle bei der Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen spielen. 
Von besonderem Interesse im Hinblick auf ihre potenziellen antiatherogenen 
Eigenschaften sind kleinere Einheiten der Nahrungsproteine wie Di-/Tripeptide oder freie 
Aminosäuren, die über spezifische Transportsysteme in Endothelzellen gelangen können. 
Studien haben gezeigt, dass vor allem schwefelhaltige Aminosäuren und deren 
Stoffwechselprodukte wie z. B. L-Cystein, L-Methionin und S-Adenosylmethionin die 
Toleranz von verschiedenen Geweben gegenüber Sauerstoffradikalen und anderen 
proatherogenen Faktoren signifikant erhöhen (Selvam et al. 1991; Pisarenko 1996; 
Rasilainen et al. 2002; Slyshenkov et al. 2002; Caro et al. 2004). Hinsichtlich möglicher 
antiatherogener Effekte treten zunehmend auch bioaktive Peptide in den Fokus der 
Forschung. Insbesondere ACE-inhibitorische Peptide könnten zusätzlich zur 
Blutdrucksenkung, ähnlich wie klassische ACE-Inhibitoren, antioxidative Wirkungen 
zeigen (Korhonen et al. 2003; Vermeirssen et al. 2004). Die zugrunde liegenden 
molekularen Mechanismen der Cytoprotektion durch Aminosäuren und deren Derivate 
sind noch nicht geklärt. Neben einem direkten Radikalfang wird auch die gezielte 
Aktivierung antioxidativ wirksamer Proteine als potenzieller Mechanismus diskutiert. Als 
eines dieser antioxidativ wirksamen Proteine konnte die Hämoxygenase-1 (HO-1) 
identifiziert werden (Polte et al. 2002; Grosser et al. 2004c). 
 
Ziel der Arbeit war die Identifizierung von antioxidativ wirksamen Aminosäuren und 
Aminosäurederivaten und die Charakterisierung ihrer zellprotektiven Effekte. 
 
Zunächst sollte der Frage nachgegangen werden, ob schwefelhaltige Aminosäuren und 
deren Derivate die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen steigern und dabei 
ein katalytisch aktives Protein generieren. Unter zu Hilfenahme der Northern-Blot-
Technik wurde weiterhin untersucht, ob eine vermehrte mRNA-Bildung der HO-1-
Proteinexpression vorausgeht. Von Interesse war außerdem, ob sich eine Stimulierung 
der Transkription anhand von Genreporter-Versuchen bestätigen lässt. Durch Einsatz 
von Antioxidanzien und Hemmstoffen sollten erste Aussagen zur genregulatorischen 
Wirkung von Aminosäuren und deren Derivaten getroffen werden. 
 
Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression eines 
zweiten antioxidativ wirksamen Stressproteins, dem Eisenspeicherprotein Ferritin. Der 
wichtigste physiologische Stimulus der Ferritinsynthese ist freies Eisen (Theil 1987; 
White et al. 1988). Substanzen, die den Eisenstoffwechsel beeinflussen (z.B. über eine 
HO-1-Induktion), sind daher als potenzielle Stimulatoren der Ferritinsynthese anzusehen. 
Da Ferritin hauptsächlich auf translationaler Ebene reguliert wird, sollte untersucht 
werden, ob die Aminosäuren und deren Derivate auch die Proteinsynthese des Ferritins 
in Endothelzellen stimulieren. 
 
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung möglicher 
funktioneller Konsequenzen einer Induktion von Stressproteinen durch Aminosäuren und 
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deren Derivaten. Da reaktive Sauerstoffspezies in der Pathogenese der Atherosklerose 
eine entscheidende Rolle spielen (Ross 1995; Lusis 2000), sollten die verwendeten 
Substanzen hinsichtlich ihrer antioxidativen Wirkungen in einem Zellkulturmodell für 
oxidativen Stress untersucht werden. 
Ob ein kausaler Zusammenhang zwischen der Stimulation des HO-1-Stoffwechsels und 
einer Senkung der ROS-Bildung besteht, sollte durch Versuche mit dem HO-1-
Metaboliten Bilirubin und einem spezifischen HO-Inhibitor analysiert werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Zellkultur 
Als Modell für Untersuchungen am Endothel wurde die humane Endothel-Zelllinie 
ECV304 (ECACC 92091712) in den Passagen 3-15 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 bei 37ºC, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte in 
einem Inkubator kultiviert. Das Medium wurde zweimal wöchentlich gewechselt. 
 

3.2 Western-Blot-Analyse 
Beim Western-Blot-Verfahren werden 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 Membran. Die Detektion der 
Proteine erfolgt mit Hilfe spezifischer Antikörper. 
 

3.2.1 Inkubationsprotokoll zur Western-Blot-Analyse 
Die Endothelzellen 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 die jeweils angegebenen Zeiträume. Danach wurden die Zellen mit 
Trypsin/EDTA 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 (SDS-PAGE) 
Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt Proteine der 
Größe nach auf. Dabei binden die Proteine im Überschuss zugesetztes 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. 
Bei der verwendeten Methode nach Lämmli (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 Dithiotreitol versetzt und über 10 min bei 95ºC 
denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 V über 3-4 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. 
 
Antikörper Hersteller Inkubationszeit Lösung 
HO-1 Axxora, 

Grünberg 
2 Stunden 1:1000 in 25% Blockierungslösung, 

65% Tris/Tween, 10% BSA 
(0,1 mg/ml) 

Ferritin Sigma, 
Taufkirchen 

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

Tabelle 1: Verwendete Primärantikörper. 

 
Nach zweimaligem Waschen der Membranen für 5 Minuten mit Blockierungslösung 
folgte eine 30minütige Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper 
(Anti-Kaninchen IgG-HRP; Sigma, Taufkirchen). Die Verdünnung des Sekundär-
antikörpers 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. 
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 Northern-Blot-Analyse 
Für das Nothern-Blot-Verfahren wird aus Proben isolierte 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 (Alwine et al. 
1977). Als Sonden dienten Fragmente der kodierenden Regionen der entsprechenden 
Gene. Diese lagen als Plasmid-DNA in Eschericha coli DH5-α-Kulturen vor. 
 

3.3.1 Plasmidgewinnung und -isolierung 
Zunächst wurde ein Teil der entsprechenden Dauerkultur auf LB-Ampicillin-Agarplatten 
(100 µg/ml Ampicillin) ausgestrichen und über Nacht bei 37ºC aufbewahrt. Die 
verwendeten Plasmide enthielten alle ein Resistenzgen gegen Ampicillin. Mit den 
gewachsenen Kolonien wurden 50 ml Hauptkultur (LB-Medium, 100 µg/ml Ampicillin) 
angeimpft. Nach ca. 10-12 Stunden bei 37ºC und 80 rpm im Schüttelinkubator erfolgte 
eine Zugabe von Chloramphenicol (170 µg/ml), um die Replikation des Plasmids zu 
aktivieren. Die Ernte der Bakterien erfolgte am nächsten Tag durch Zentrifugation für 10 
Minuten bei 6000 rpm und 4ºC. Die Pellets wurden entweder bei -20ºC gelagert oder 
sofort aufgeschlossen. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Plasmid-
Midi-Isolations-Kits 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. 
 
Gensonde Größe Restriktionsenzym 
Hämoxygenase-1 (human) 1000 bp EcoR I 
β-Aktin (human) 450 bp Nco I, Pst I 
Tabelle 2: Verwendete Gensonden. 

 
Für die Analyse der HO-1-RNA wurde ein EcoR I-Restriktionsfragment der HO-1 cDNA 
(Klon 2/10) verwendet, welche freundlicherweise von Dr. Rex Tyrrell (School of 
Pharmacy and Pharmacology, University of Bath, Bath, UK) zur Verfügung gestellt wurde. 
Für die Analyse des House-keeping-Gens β-Aktin wurde ein kommerzielles Fragment 
der Firma Boehringer (Mannheim) verwendet. 
 

3.3.2 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
Die benötigten DNA-Fragmente wurden mit den entsprechenden Restriktions-
endonukleasen (s. Tabelle 1) aus den Plasmiden geschnitten. Der Restriktionsansatz 
wurde entsprechend den Produktinformationen über 2 Stunden bei 37ºC inkubiert 
(Roche, Mannheim). 
 

3.3.3 DNA-Gelelektrophorese und Fragmentisolierung 
Die Sonden-DNA wurde nach dem Restriktionsverdau in einem 0,8%-igen TAE-
Agarosegel der Größe nach aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA enthielt das Gel 
den Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,25 µg/ml. Als 
Referenz diente ein Standard mit DNA-Fragmenten definierter Größe (Invitrogen, 
Karlsruhe). 
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Mit Hilfe von UV-Licht wurden die DNA-Banden detektiert und mit einem Skalpell aus 
dem Gel geschnitten. 
Für die Isolierung der DNA aus den Gelbanden wurde der Gel-Extraction-Kit der Firma 
Qiagen (Hilden) verwendet und die Extraktion nach den Herstellerangaben 
vorgenommen. 
Die DNA-Konzentration wurde am UV-Spektrometer (Amersham, Freiburg) bestimmt. 
 

3.3.4 Inkubationsprotokoll zur Northern-Blot-Analyse 
Die Endothelzellen 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 die jeweils angegebenen Zeiträume. Bei Hemmstoffexperimenten 
erfolgte eine Vorbehandlung für 15 Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor, bevor die 
Inkubation mit den Substanzen für 8 Stunden fortgesetzt wurde. 
Für die Versuche zur RNA-Stabilität wurden die Zellen für 4 Stunden mit Cadmiumchlorid 
(10 µM) vorinkubiert. Anschließend wurde das Medium entfernt, die Zellen mit kaltem 
PBS gespült und frisches Medium ohne Serum zugegeben. Nach einer 15minütigen 
Vorbehandlung mit dem Transkriptionshemmstoff Actinomycin D (1 µg/ml) wurde die 
Inkubation mit den angegebenen Substanzen für 2 bis 6 Stunden fortgesetzt. 
Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA geerntet und die Pellets bei -80ºC gelagert. 
 

3.3.5 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 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 Präperation der RNA 
erfolgte gemäß den Herstellerangaben. 
 

3.3.6 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). 
 

3.3.7 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 mit 0,05 N NaOH, 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 
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der Nylonmembran durch Ausbildung von Bindungen zwischen den Basen der RNA und 
den positiv geladenen Aminogruppen der Nylonmembran. 
 

3.3.8 Markierung von DNA-Sonden mit 32P-Desoxycytidin-
Triphosphat 

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. 
 

3.3.9 Vor- und Haupthybridisierung 
Die 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. 
 

3.3.10 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 in DEPC-
Wasser bei 65ºC gewaschen. Danach folgte eine folgte eine zweistündige Exposition 
einer Bildplatte des Fuji Bio-Imaging Analysers BAS 1500 (Fujifilm, Japan). Diese aus 
Europium-Kristallen bestehenden Schirme ermölichen 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. 
 



Material und Methoden   29

3.4 Genreporter-Assay 
Beim Genreporter-Assay können Untersuchungen zur Expression von Genen und deren 
Regulation durchgeführt werden. Man kloniert dazu den zu untersuchenden Promotor 
vor ein so genanntes „Reportergen“ (z.B. Firefly-Luciferase), dessen Proteinaktivität 
leicht nachzuweisen ist. Die Aktivität des Proteins ist dabei proportional zur Aktivität des 
Promotors. Die „Reportergen“-Konstrukte (z.B. HO-1-Promotor + Luciferase-Gen) 
werden zunächst durch Transfektion in die Zellen gebracht. 
 

3.4.1 Plasmidgewinnung und -isolierung 
Die verwendeten Konstrukte lagen als Plasmid-DNA in Eschericha coli DH5-α-Kulturen 
vor. Zunächst wurden 50 ml LB-Medium (100 µg/ml Ampicillin) mit den entsprechenden 
Dauerkulturen angeimpft und über Nacht bei 37ºC und 80 rpm im Schüttelinkubator 
aufbewahrt. Die verwendeten Plasmide enthielten alle ein Resistenzgen gegen Ampicillin. 
Die Ernte der Bakterien erfolgte am nächsten Tag durch Zentrifugation für 10 Minuten 
bei 6000 rpm und 4ºC. Die Pellets wurden entweder bei -20ºC gelagert oder sofort 
aufgeschlossen. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des HiSpeed Plasmid-
Midi-Isolations-Kits der Firma Qiagen (Hilden). Die Isolation wurde entsprechend den 
Herstellerangaben durchgeführt. 
Die DNA-Konzentration wurde am UV-Spektrometer (Amersham, Freiburg) bestimmt. 
 
Promotor Herkunft Größe 
hHO-1 Mensch 4,5 kb 
mHO-1 Maus 4,045 kb 
Tabelle 3: Promotoren. 

 
 
 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der regulatorischen Domänen des Maus- und des humanen 
HO-1-Gens (Ryter et al. 2006). 
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Die 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. 
 

3.4.2 Transfektion 
Die Endothelzellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion in Zellkulturplatten mit 6 
Vertiefungen ausgesät. Die Transfektion wurde entsprechend den Herstellerangaben 
nach der Liposomen-Methode mit dem FuGene 6-Transfektionsreagenz (3 µl pro 
Vertiefung; Roche, Mannheim) durchgeführt. Dabei wurden 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 durch 
Endocytose in das Zellinnere. 
 

3.4.3 Inkubationsprotokoll zum Luciferase-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 24 Stunden 
mit den angegebenen Substanzen. 
 

3.4.4 Probenaufarbeitung und Luciferase-Assay 
Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit kaltem PBS gespült, mit 500 µl PLB 
(Promega, Mannheim; 1:5-Verdünnung in Ultra Pure Water) pro Vertiefung versetzt und 
für 15 Minuten bei Raumtemperatur geschüttelt. Das erhaltene Zelllysat wurde in Eppis 
überführt und für 1 Minute bei 20000 rpm und 4ºC zentrifugiert. Für die Messung der 
Luciferase-Aktivität wurden 20 µl des Zelllysat-Überstandes in 100 µl Luciferase-Assay-
Puffer (Promega, Mannheim) gegeben und in direktem Anschluss im Luminometer 
Lumat LB 9507 (Berthold, Bad Wildbad) für 10 Sekunden vermessen. 
Das Luciferase-Gen dient als „Reportergen“. Durch die Firefly-Luciferase wird Luciferin in 
Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Magnesium-Ionen oxidiert (4). Unter Bildung von 
Oxyluciferin wird dabei Licht der Wellenlänge 562 nm frei. 
 
 

Luciferase  
Luciferin + ATP + O2   Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Licht  (4) 
 Mg2+ 

 
 
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 (Proteinbestimmung 3.4.2) und 
korreliert mit der Aktivität des HO-1-Promotors. 
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3.5 Bestimmung der Hämoxygenase-Aktivität 
Der Assay zur 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 HO zu erreichen. Im 
zellfreien System wird dann NADPH-abhängig Bilirubin gebildet und anschließend 
extrahiert. Die Menge des extrahierten, gelbfarbenen Bilirubins wird am UV-
Spektrometer bestimmt und korreliert mit der enzymatischen Aktivität der HO. 
 

3.5.1 Inkubationsprotokoll zur Aktivitätsmessung 
Die 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 -80ºC gelagert. 
 

3.5.2 Probenaufarbeitung 
Die Zellen wurden durch mehrmaliges Auftauen und Einfrieren schonend 
aufgeschlossen. 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 (3.4.2). 
 

3.5.3 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. 
 
 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 4: 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. 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 
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Differenz der Absorptionen bei 464 nm und 530 nm errechnet und auf den Proteingehalt 
der Proben normiert. Die totale HO-Aktivität für jede Probe wurde als prozentuale 
Bilirubinbildung (pro mg Protein und pro Stunde) angegeben. 
 

3.6 Bestimmung freier Sauerstoffradikale 
Durch Inkubation von Zellen mit NADPH wird die NADPH-abhängige Oxidase stimuliert, 
Superoxidradikale zu bilden (5) (Griendling et al. 2000; Guzik et al. 2000). 
 
   NADPH + 2O2 → NADP+ + H+ + 2O2˙-    (5) 
 
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. 
 

3.6.1 Inkubationsprotokoll zur Sauerstoffradikalmessung 
Für die Messung wurden die Endothelzellen in Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen bis 
zur Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stündigen Inkubation mit serumfreiem Medium 
wurde zur Bestimmung genomischer Effekte anschließend über 24 Stunden mit den 
Substanzen vorinkubiert. Die Hemmstoffe ZnBG und L-NMMA wurden 15 Minuten vor 
den jeweiligen Substanzen zugesetzt. 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 Bilirubin erfolgte ohne 
Vorinkubation durch simultane Zugabe von Bilirubin und den Reagenzien zu den 
resuspendierten Zellen. 
 

3.6.2 Messung der Lucigenin-verstärkten Chemilumineszenz 
Für die Entstehung der Chemilumineszenz durch die Reaktion von Lucigenin (Bis-N-
methylacridiniumnitrat) mit dem Superoxidradikal wird folgender Mechanismus diskutiert. 
Das Lucigenin-Kation (Luc2+) nimmt zunächst ein Elektron auf und wird zum Radikal 
reduziert (Luc˙+) (6). Dieses reagiert mit dem Superoxidradikal zu einem instabilen 
Dioxethan-Intermediat. Bei dessen Zerfall entsteht ein angeregtes Acridon, welches beim 
Rückfall in den Ruhezustand Licht emittiert (7) (Vasquez-Vivar et al. 1997; Tarpey et al. 
1999). 
 
   Luc2+ + e- → Luc˙+       (6) 
 
   Luc˙+ + O2˙- → Acridon + Licht     (7) 
 
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 Messung wurde mit dem Luminometer Lumat LB 9507 (Berthold, Bad Wildbad) 
entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. 
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3.7 Material 
Axxora, Grünberg HO-1-Antikörper, L-NMMA, NADPH, ODQ, 

PTIO, Ultra Pure Water 
 

Bachem, Weil am Rhein Methionyl-Methionin, 
Methionyl-Phenylalanin, Methionyl-Tyrosin 
 

DIFCO Laboratories, Detroit (USA) 
 

Trypton 

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

ECV304 (ECACC 92091712) 

Frontier Scientific, Carnforth (UK) 
 

ZnBG 
 

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

Hartmann Analytic, Braunschweig 32P-dCTP 
 

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-Puffer, PLB 

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

Roche, Mannheim FuGene 6, 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 
 

Serva, Heidelberg Acrylamid 
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Sigma, Taufkirchen Actinomycin D, Ampicillin, APS, Bilirubin, BSA, 
Cadmiumchlorid, Captopril, Chloramphenicol, 
Cycloheximid, DTT, Ferritin-Antikörper, 
Glucose-6-phosphat, Glucose-6-
phosphatdehydrogenase, Glycerol, Hämin, L-
Cystein, L-Methionin, L-NAME, Lucigenin, 
Peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper, 
PMSF, SAM, SOD, TEMED, Triton-X 100 
 

TSI GmbH, Zeven Trockenmilchpulver 
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3.8 Puffer, Lösungen und Medien 

3.8.1 Puffer 
PBS: 138 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 8,1 mM Natriumhydrogenphosphat, 
1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat, pH 7,3 bei 37ºC 
 
MOPS: 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0 bei 37ºC 
 
SSC: 150 mM Natriumchlorid, 15 mM Natriumcitrat, pH 7,0 bei 37ºC 
 
Tris-Puffer: 20 M Tris, pH 7,4 bei 37ºC 
 
Tris/Tween-Puffer: 0,5% Tween, 20 M Tris, pH 7,4 bei 37ºC 
 
TAE-Puffer: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1 % Essigsäure, pH 8,0 bei 37ºC 
 
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 37ºC 
 
Trenngelpuffer: 1 M Tris, 17 mM SDS, pH 8,8 bei 37ºC 
 
Ladepuffer für SDS-PAGE: 100 mM Tris, 10 mM EDTA, 2% SDS, 20% Glycerol, 2,5 M 
DTT 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 Magnesiumchlorid, pH 7,4 
bei 37ºC 
 

3.8.2 Lösungen 
0,8%-iges TAE-Agarosegel: 8 g/l Agarose in 1x TAE 
 
1%-iges Formaldehyd-Agarosegel: 10 g/l Agarose, 10% 10x MOPS in DEPC-Wasser, 
vor dem Gießen 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 
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Trenngel für SDS-PAGE: 15% Acrylamid, 20% Trenngelpuffer, 1% APS (0,1 g/ml), 0,1% 
TEMED in bidestilliertem Wasser 
 
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 
 

3.8.2.1 Substanzlösungen 
Methionyl-Tyrosin und Methionyl-Phenylalanin wurden in entsprechenden Mengen   
50%-iger Essigsäure gelöst und so verdünnt, dass die Endkonzentration an Essigsäure 
bei 0,05% im Inkubationsansatz lag. Zur weiteren Verdünnung der Essigsäurelösungen 
wurde PBS verwendet. 
 
Actinomycin D (1 mg/ml), ODQ (50 mM) und ZnBG (100 mM) wurden als 
Stammlösungen in DMSO bei -20ºC gelagert. Die Verdünnungen wurden mit PBS 
hergestellt. 
 
CHX wurde als Ready-Made-Lösung (100 mg/ml) gekauft. Die Verdünnungen wurden 
mit PBS hergestellt. 
 
Bilirubin (10 mM) und Hämin (1 mM) wurden mit 50 µl 2N NaOH angelöst und mit PBS 
bzw. PBS-Mg-Puffer verdünnt. 
 
Chloramphenicol wurde in reinem Ethanol gelöst und als Stammlösung (34 mg/ml) bei    
-20ºC gelagert. 
 
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Substanzen in den entsprechenden Mengen 
PBS gelöst. Alle Lösungen wurden am Versuchstag frisch hergestellt. 
 

3.8.3 Medien 
LB-Ampicillin-Agar: 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 170 mM Natriumchlorid, 15 g/l Agar, 
100 mg/l Ampicillin, pH 7,5 bei 37ºC 
 
LB-Medium: 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 170 mM Natriumchlorid, 100 mg/l Ampicillin, 
pH 7,5 bei 37ºC 
 

3.9 Statistik 
Bei den Messungen der HO-1-Promotor-Stimulation und der HO-Aktivität sowie der 
Chemilumineszenz sind alle Messdaten als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts  
(x ± SEM) von n=3-6 unabhängigen Experimenten angegeben. Die densitometrischen 
Daten der Northern- und Western-Blot-Analysen basieren auf n=3-6 unabhängigen 
Experimenten. 
Zur Prüfung auf signifikante Unterschiede zwischen Gruppen wurde eine Varianzanalyse 
(ANOVA) und Bonferroni’s multipler Vergleichstest angewendet. Eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. 



Ergebnisse   37

4 Ergebnisse 

4.1 Induktion der HO-1 auf Proteinebene 
Schwefelhaltige Aminosäuren und deren Derivate zeigen in oxidativen Stresssituationen 
protektive Eigenschaften. Neben direkten radikalfangenden oder chelatierenden Effekten 
könnten auch indirekte intrazelluläre Prozesse wie die Induktion von antioxidativen 
Proteinen an den zellprotektiven Wirkungen beteiligt sein. Als eines dieser antioxidativen 
Proteine konnte die Hämoxygenase-1 (HO-1) identifiziert werden. Eine Vielzahl von 
Studien belegt eine protektive Wirkung der induzierbaren Hämoxygenase sowohl in vitro 
als auch in vivo (Foresti et al. 1999). 
Mit Hilfe der Western-Blot-Technik sollte der Frage nachgegangen werden, ob 
schwefelhaltige Aminosäuren und deren Derivate zu einer vermehrten Proteinsynthese 
der HO-1 in der humanen Endothelzelllinie ECV304 führen. Dazu wurden die 
Endothelzellen 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 Konzentrationsabhängige Effekte auf die HO-1-
Proteinexpression 

Zunächst wurden die Endothelzellen mit L-Methionin (0,3-10 mM) inkubiert, was zu einer 
konzentrationsabhängigen Induktion des HO-1-Proteins führte (Abb. 7). Mit einer 
Konzentration von 1 mM war eine signifikante, etwa 5fache Induktion gegenüber der 
unbehandelten Kontrolle detektierbar. Die maximale Stimulation von durchschnittlich 
9,5fach wurde mit einer Konzentration von 5 mM erreicht. Eine Konzentration von 10 mM 
erbrachte keinen stärkeren Effekt. 
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Abbildung 7: Effekt von L-Methionin auf die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit L-Methionin (0,3-10 mM) 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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Darüber hinaus wurde der aktive Metabolit von L-Methionin, S-Adenosylmethionin (SAM), 
untersucht. 
SAM aktivierte die Expression des HO-1-Proteins konzentrationsabhängig (Abb. 8). 
Interessanterweise führten im Vergleich zu L-Methionin schon geringere Konzentrationen 
im Bereich von 10-500 µM zu einer Induktion des HO-1-Proteins. Die maximal 
erreichbare, durchschnittlich 4,3fache Stimulation zeigte sich bei einer Inkubation mit  
500 µM SAM. 
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Abbildung 8: Effekt von SAM auf die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit SAM (10-500 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 weitere schwefelhaltige Aminosäure wurde L-Cystein hinsichtlich eines 
stimulatorischen Effekts auf die HO-1-Proteinexpression untersucht. 
Eine Inkubation von Endothelzellen mit L-Cystein (0,1-5 mM) führte zu einer 
konzentrationsabhängigen Induktion des HO-1-Proteins (Abb. 9). Dabei führte L-Cystein 
ab einer Konzentration von 1 mM zu einer signifikanten Steigerung der HO-1-
Proteinexpression. Die maximale Stimulation von durchschnittlich 8,7fach wurde mit       
5 mM L-Cystein erreicht. 
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Abbildung 9: Effekt von L-Cystein auf die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit L-Cystein (0,1-5 mM) 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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Klassische ACE-Inhibitoren werden in der Literatur auch als antioxidativ beschrieben 
(Chopra et al. 1992; Hayek et al. 1998; van der Giet et al. 2002). Der zugrunde liegende 
Mechanismus ist jedoch nicht bekannt. Möglicherweise könnte eine Induktion antioxidativ 
wirksamer Proteine wie der HO-1 beteiligt sein. Im Folgenden sollte untersucht werden, 
ob eine Inkubation mit dem ACE-inhibitorischen Dipeptid Methionyl-Tyrosin (Met-Tyr) in 
Endothelzellen die Proteinexpression der HO-1 stimuliert. 
Eine Inkubation mit Met-Tyr (30-300 µM) über 24 Stunden stimulierte die 
Proteinexpression konzentrationsabhängig (Abb. 10). Bereits ab einer Konzentration von 
100 µM war eine signifikante, 4,3fache Induktion des HO-1-Proteins zu beobachten. Für 
die freie Aminosäure L-Methionin war eine zehnfach höhere Konzentration nötig, um 
einen in etwa gleich starken Effekt zu erzielen. Die maximale, 7,3fache Stimulation 
wurde mit einer Konzentration von 300 µM Met-Tyr erreicht. 
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Abbildung 10: Effekt von Met-Tyr auf die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit Met-Tyr (30-300 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. 

 
Das Dipeptid Met-Tyr scheint im Gegensatz zur freien Aminosäure L-Methionin die 
potentere Verbindung zu sein. 
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4.1.2 Zeitabhängige Effekte auf die HO-1-Proteinexpression 
Weiterhin wurde die Expression des HO-1-Proteins in Abhängigkeit von der Zeit 
untersucht. Die Endothelzellen wurden mit L-Methionin (10 mM), SAM (500 µM),           
L-Cystein (5 mM) bzw. Met-Tyr (300 µM) für 2 bis 24 Stunden inkubiert. 
Bereits nach 8stündiger Inkubation mit SAM, L-Cystein und Met-Tyr war eine signifikante 
Induktion der HO-1-Proteinexpression detektierbar. Eine signifikante Stimulation durch 
Inkubation mit L-Methionin war hingegen erst nach 10 Stunden zu beobachten. Für alle 
getesteten Substanzen erhöhte sich die Menge an gebildetem HO-1-Protein mit 
zunehmender Inkubationsdauer und erreichte ihr Maximum im betrachteten Zeitraum 
nach 24 Stunden (Abb. 11). 
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Abbildung 11: Zeitabhängiger Effekt von L-Methionin (A), SAM (B), L-Cystein (C) und Met-Tyr (D) 
auf die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen. 

Repräsentative Western-Blots aus n=3-6 Einzelexperimenten. ECV304-Zellen wurden 2-24 Stunden 
mit L-Methionin (10 mM), SAM (500 µM), L-Cystein (5 mM) oder Met-Tyr (300 µM) inkubiert.  
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In Tabelle 5 sind die densitometrischen Daten der zeitabhängigen Induktion des HO-1-
Proteins zusammengefasst. 
 
 KON 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 24 h 
L-Met 
(10 mM) 

1 1,85 ± 
0,36 

1,98 ± 
0,6 

2,42 ± 
1,01 

3,33 ± 
0,71 

4,55 ± 
0,87* 

6,93 ± 
0,88* 

SAM 
(500 µM) 

1 1,12 ± 
0,3 

1,55 ± 
0,17 

2,54 ± 
0,04 

2,73 ± 
0,39* 

2,81 ± 
0,49* 

3,91 ± 
0,42* 

L-Cys 
(5 mM) 

1 1,22 ± 
0,15 

1,57 ± 
0,12 

2,49 ± 
0,3 

2,53 ± 
0,4* 

2,65 ± 
0,32* 

6,07 ± 
0,88* 

Met-Tyr 
(300 µM) 

1 1,51 ± 
0,24 

1,83 ± 
0,31 

2,54 ± 
0,52 

4,17 ± 
0,7* 

4,69 ± 
0,91* 

5,3 ± 
0,79* 

Tabelle 5: Zusammenfassung der densitometrischen Daten der zeitabhängigen Induktion des HO-1-
Proteins.  

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. 

 

4.1.3 Effekte der freien Aminosäuren L-Methionin und L-Tyrosin im 
mikromolaren Konzentrationsbereich 

Um zu untersuchen, ob die Stimulation der HO-1-Proteinexpression durch das Dipeptid 
Met-Tyr auf einer Umwandlung zu den freien Aminosäuren beruht, wurden 
Endothelzellen über 24 Stunden mit L-Methionin (300 µM) und L-Tyrosin (300 µM) 
einzeln und in Kombination inkubiert. 
Eine Inkubation mit den freien Aminosäuren L-Methionin und L-Tyrosin sowohl einzeln 
als auch in Kombination zeigte im mikromolaren Bereich keinen induktiven Effekt auf die 
HO-1-Proteinexpression (Tab. 6). L-Methionin bewirkte zwar in einer Konzentration von 
300 µM einen deutlichen Anstieg der HO-1-Proteinmenge, welcher aber nicht signifikant 
war. 
 

KON Met-Tyr 
(300 µM) 

L-Met 
(300 µM) 

L-Tyr 
(300 µM) 

L-Met (300 µM) + 
L-Tyr (300 µM) 

1 7,26 ± 0,81* 2,37 ± 0,55 1,14 ± 0,31 0,91 ± 0,18 
Tabelle 6: Effekt von L-Methionin und L-Tyrosin sowohl einzeln als auch in Kombination im 
mikromolaren Konzentrationsbereich auf die HO-1-Proteininduktion im Vergleich zu Met-Tyr. 

Densitometrische Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit den angegebenen Substanzen 
(300 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. 

 
Diese Ergebnisse unterstreichen das bessere Dosis-Wirkungsverhältnis des Dipeptids 
Met-Tyr im Vergleich zur freien Aminosäure L-Methionin. Ein Synergieeffekt von            
L-Methionin und L-Tyrosin scheint ausgeschlossen zu sein. Die Befunde sprechen für 
eine verstärkte Wirkung von Aminosäuren, wenn sie in einer peptidischen Verbindung 
vorliegen, und decken sich mit ähnlichen Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen 
(Alabovsky et al. 1997; Kitts et al. 2003). Möglicherweise führen auch spezifische 
strukturelle Merkmale innerhalb des Dipeptids zu einer Verbesserung der Wirksamkeit. 
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4.1.4 Effekte von Captopril, Methionyl-Phenylalanin und Methionyl-
Methionin im mikromolaren Konzentrationsbereich 

Da Met-Tyr zu den als ACE-inhibitorisch charakterisierten bioaktiven Peptiden gehört, 
sollte untersucht werden, ob die Induktion der HO-1 ein Gruppeneffekt für ACE-
Inhibitoren darstellt. Im Vergleich zu L-Methionin erwies sich Met-Tyr als deutlich 
potenterer Induktor der HO-1, weshalb weitere Methionin-haltige Dipeptide in Bezug auf 
eine mögliche HO-1-Induktion getestet werden sollten. 
Eine 24stündige Inkubation von Endothelzellen mit dem klassischen ACE-Inhibitor 
Captopril und dem ACE-inhibitorischen Peptid Methionyl-Phenylalanin (Met-Phe) sowie 
dem Dipeptid Methionyl-Methionin (Met-Met) führte im mikromolaren Konzentrations-
bereich zu keiner signifikanten Induktion des HO-1-Proteins (Tab. 7). 
 

KON Met-Tyr 
(300 µM) 

Captopril 
(300 µM) 

Met-Phe 
(300 µM) 

Met-Met 
(300 µM) 

1 7,26 ± 0,81* 1,74 ± 0,22 1,15 ± 0,22 1,21 ± 0,19 
Tabelle 7: Effekt des ACE-Hemmers Captopril, des ACE-inhibitorischen Dipeptids Met-Phe und des 
Dipeptids Met-Met im mikromolaren Konzentrationsbereich auf die Induktion des HO-1-Proteins im 
Vergleich zu Met-Tyr. 

Densitometrische Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit den angegebenen Substanzen 
(300 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. 

 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die HO-1-Induktion durch Met-Tyr vermutlich 
unabhängig von der ACE-inhibitorischen Wirkung auftritt und für Met-Tyr spezifisch ist. 
 

4.1.5 Zusammenfassung 
L-Methionin, SAM, L-Cystein und Met-Tyr aktivieren die Expression des HO-1-Proteins in 
einer konzentrations- und zeitabhängigen Weise. Dabei sind die Verbindungen 
unterschiedlich starke Induktoren. Die Induktion durch SAM und Met-Tyr war schon bei 
deutlich geringeren Konzentrationen im mikromolaren Bereich detektierbar. 
Im Gegensatz dazu hatte eine Inkubation mit den freien Aminosäuren L-Methionin und  
L-Tyrosin (einzeln und in Kombination) im mikromolaren Bereich keinen induktiven Effekt 
auf die HO-1-Proteinexpression. Dieser Befund spricht für eine verstärkte Wirkung von 
Aminosäuren, wenn sie in einer peptidischen Bindung vorliegen, und deutet auf 
spezifische strukturelle Merkmale des Dipeptids hin. Diese Ergebnisse charakterisieren 
Met-Tyr in Konzentrationen, die im Bereich des IC50-Wertes (193 µM) für eine ACE-
Hemmung liegen, als den stärkeren Induktor der HO-1-Proteinexpression im Vergleich 
zur freien Aminosäure L-Methionin. 
Weitere ACE-inhibitorische Substanzen zeigten keine Effekte auf die HO-1-
Proteinbildung. Ebenso unwirksam waren andere Methionin-haltige Dipeptide. Diese 
Ergebnisse belegen, dass die Aktivierung der HO-1-Proteinexpression durch Met-Tyr 
nicht auf eine ACE-Hemmung zurückzuführen und für Met-Tyr spezifisch ist. 
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4.2 Induktion des Ferritinproteins 
Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression eines 
zweiten antioxidativ wirksamen Stressproteins, des Eisenspeicherproteins Ferritin 
(Immenschuh et al. 2000). 
Daher sollte der Frage nachgegangen werden, ob die getesteten Aminosäuren und 
deren Derivate neben einer vermehrten Expression des HO-1-Proteins auch zu einer 
Induktion des Eisenspeicherproteins Ferritin führen. Endothelzellen wurden mit den 
angegebenen Substanzen für 24 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte eine Western-
Blot-Analyse. 
 

4.2.1 Konzentrationsabhängige Induktion des Ferritinproteins 
Eine Inkubation von Endothelzellen mit L-Methionin (0,3-10 mM) führte zu einer 
konzentrationsabhängigen Induktion des Ferritinproteins (Abb. 12). Ab einer 
Konzentration von 3 mM war eine signifikante Induktion zu beobachten. Die maximale, 
3,9fache Stimulation wurde mit einer Konzentration von 10 mM L-Methionin erreicht. 
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Abbildung 12: Effekt von L-Methionin auf die Expression des Ferritinproteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit L-Methionin (0,3-10 mM) 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 Aminosäure L-Cystein (0,1-5 mM) zeigte ebenfalls nach 24 Stunden Inkubation 
einen induktiven Effekt auf die Ferritinproteinexpression (Abb. 13). Ab 1 mM L-Cystein 
war ein signifikanter Effekt detektierbar. Die höchste verwendete Konzentration von        
5 mM stimulierte die Ferritinproteinbildung durchschnittlich 4,6fach. 
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Abbildung 13: Effekt von L-Cystein auf die Expression des Ferritinproteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit L-Cystein (0,1-5 mM) 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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Das Dipeptid Met-Tyr erwies sich auch in Bezug auf die Induktion des Ferritinproteins im 
Vergleich zu L-Methionin als potentere der beiden Verbindungen. Bereits in einer 
Konzentration von 100 µM führte eine 24stündige Inkubation mit dem Dipeptid zu einer 
signifikanten Stimulation der Ferritinproteinexpression. Die mit 300 µM Met-Tyr maximal 
erreichbare, etwa 7,5fache Ferritinproteinbildung ist dabei deutlich stärker ausgeprägt als 
mit 10 mM L-Methionin (Abb. 14). Diese Ergebnisse unterstreichen die Befunde zur 
Induktion der HO-1-Proteinexpression. 
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Abbildung 14: Effekt von Met-Tyr auf die Expression des Ferritinproteins in Endothelzellen. 

Repräsentativer Western-Blot mit densitometrischer Auswertung. ECV304-Zellen wurden 24 Stunden 
mit Met-Tyr (30-300 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 Zeitabhängige Induktion des Ferritinproteins 
Für Ferritin wurde analog zur HO-1 die Proteinexpression in Abhängigkeit von der Zeit 
untersucht. Die Endothelzellen wurden für 4-24 Stunden mit L-Methionin (10 mM),         
L-Cystein (5 mM) oder Met-Tyr (300 µM) inkubiert. 
Bereits nach 8 Stunden war eine deutliche Induktion des Ferritinproteins zu erkennen. 
Die Menge an gebildetem Ferritinprotein erhöhte sich mit zunehmender 
Inkubationsdauer und erreichte ihr Maximum im betrachteten Zeitraum nach 24 Stunden. 
Eine signifkante Induktion des Ferritinproteins wurde bei allen Substanzen jedoch erst 
nach 24stündiger Inkubation erreicht (Abb. 15). 
 
 
 
A 

 
B 
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Abbildung 15: Zeitabhängiger Effekt von L-Methionin (A), L-Cystein (B) und Met-Tyr (C) auf die 
Expression des Ferritinproteins in Endothelzellen. 

Repräsentative Western-Blots aus n=3-6 Einzelexperimenten. ECV304-Zellen wurden 2-24 Stunden 
mit L-Methionin (10 mM), L-Cystein (5 mM) oder Met-Tyr (300 µM) inkubiert. 
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In Tabelle 8 sind die densitometrischen Daten der zeitabhängigen Induktion des 
Ferritinproteins zusammengefasst. 
 
 KON 4 h 6 h 8 h 10 h 24 h 
L-Met 
(10 mM) 

1 2,22 ± 
1,15 

2,37±  
1,52 

2,39 ± 
0,35 

3,8 ±  
0,61 

3,86 ± 
0,49* 

L-Cys 
(5 mM) 

1 0,76 ± 
0,16 

1,48 ± 
0,69 

2,43 ± 
0,42 

3,49 ±  
0 

3,96 ± 
0,55* 

Met-Tyr 
(300 µM) 

1 1,7 ±  
0,24 

2,42 ±  
0,4 

3,18 ±  
0,6 

3,6 ±  
1,55 

5,15 ± 
1,27* 

Tabelle 8: Zusammenfassung der densitometrischen Daten der zeitabhängigen Induktion des 
Ferritinproteins. 

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

 

4.2.3 Zusammenfassung 
L-Methionin, L-Cystein und Met-Tyr induzieren die Ferritinproteinexpression sowohl 
konzentrations- als auch zeitabhängig. Die Induktion von Ferritin erfolgte dabei im 
gleichen Konzentrationsbereich wie die HO-1-Induktion. Bei den höchsten eingesetzten 
Konzentrationen erfolgte eine signifikante Proteinbildung jedoch erst nach 24stündiger 
Inkubation. Das spricht für eine HO-1-abhängige Induktion des Ferritinproteins. 
Met-Tyr scheint auch in Bezug auf die Ferritinprotein-Bildung deutlich potenter als         
L-Methionin zu sein. 
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4.3 Induktion der HO-1 auf mRNA-Ebene 
Die HO-1 wird nicht nur durch ihr Substrat Häm induziert, sondern auch durch 
verschiedene andere Stimuli wie z.B. UV-Licht, Schwermetalle oder Hitzeschock. Die 
Stimulation des HO-1-Gens durch die meisten Induktoren wird dabei primär auf 
transkriptioneller Ebene reguliert (Shibahara et al. 1987; Alam et al. 1989; Takeda et al. 
1994). 
Mittels Northern-Blot-Analyse sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine 
Stimulation der mRNA-Bildung die Grundlage der vermehrten HO-1-Proteinsynthese ist. 
Dazu wurden die Endothelzellen 8 Stunden mit den angegebenen Substanzen inkubiert. 
Als Positivkontrolle diente eine Inkubation mit dem potenten HO-1-Induktor 
Cadmiumchlorid (10 µM, nicht dargestellt). 
 

4.3.1 Konzentrationsabhängige Induktion der HO-1-mRNA durch L-
Cystein und S-Adenosylmethionin 

Die Aminosäure L-Methionin (10 mM) sowie das bioaktive Dipeptid Met-Tyr (300 µM) 
zeigten in ihren höchsten eingesetzten Konzentrationen nach 8 Stunden Inkubation 
keinen induktiven Effekt auf die HO-1-mRNA-Bildung (Tab. 9). 
 

KON L-Met 
(10 mM) 

Met-Tyr 
(300 µM) 

1 1,14 ± 0,13 1,34 ± 0,25 
Tabelle 9: Effekt von L-Methionin und Met-Tyr auf die Expression der HO-1-mRNA in Endothelzellen. 

Densitometrische Auswertung. ECV304-Zellen wurden 8 Stunden mit L-Methionin (10 mM) oder Met-
Tyr (300 µM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 

 
 
Dagegen führte eine Inkubation der Endothelzellen mit L-Cystein zu einer 
konzentrationsabhängigen Induktion der HO-1mRNA im Bereich von 0,1-5 mM (Abb. 16). 
Mit einer L-Cystein-Konzentration von 1 mM war eine signifikante, 1,5fache Induktion 
gegenüber der unbehandelten Kontrolle feststellbar. Mit der höchsten eingesetzten 
Konzentration von 5 mM war im Durchschnitt eine 2,9fache Stimulation der mRNA-
Bildung zu erkennen. Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen zur Induktion der 
HO-1-Proteinexpression. 
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Abbildung 16: Effekt von L-Cystein auf die Expression der HO-1-mRNA in Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. ECV304-
Zellen wurden 8 Stunden mit L-Cystein (0,1-5 mM) 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 wurden die Endothelzellen mit SAM im Konzentrationsbereich von      
10-500 µM inkubiert. Schon ab 50 µM SAM wurde eine signifikante, durchschnittlich 
2,5fache Induktion der HO-1-mRNA gegenüber der unbehandelten Kontrolle detektiert. 
Die höchste verwendete Konzentration von 500 µM stimulierte die HO-1-mRNA-Bildung 
durchschnittlich 4,2fach (Abb. 17). Dieses Resultat steht im Einklang mit den 
Ergebnissen auf Proteinebene. 
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Abbildung 17: Effekt von SAM auf die Expression der HO-1-mRNA in Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. ECV304-
Zellen wurden 8 Stunden mit SAM (10-500 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. 

 

4.3.2 Zeitabhängige Induktion der HO-1-mRNA durch L-Cystein 
und S-Adenosylmethionin 

Weiterhin wurde die Bildung der HO-1-mRNA in Abhängigkeit von der Zeit untersucht. 
Die Endothelzellen wurden für die angegebenen Zeiträume mit den jeweiligen 
Substanzen inkubiert. 
 
L-Methionin (10 mM) und Met-Tyr (300 µM) zeigten im betrachteten Zeitraum (2-8 
Stunden) keinen induktiven Effekt auf die HO-1-mRNA-Bildung (Tab. 10). 
 
 KON 2 h 4 h 6 h 8 h 
L-Met (10 mM) 1 0,6 ± 0,19 0,58 ± 0,17 0,74 ± 0,22 1,14 ± 0,13 
Met-Tyr (300 µM) 1 0,87 ± 0,07 1,12 ± 0,16 1,35 ± 0,24 1,54 ± 0,31 
Tabelle 10: Zeitabhängiger Effekt von L-Methionin und Met-Tyr auf die Expression der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Densitometrische Auswertung. ECV304-Zellen wurden 2-8 Stunden mit L-Methionin (10 mM) oder 
Met-Tyr (300 µM) inkubiert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 
Einzelexperimenten. 

 
Im Gegensatz dazu war nach 4stündiger Inkubation mit 3 mM L-Cystein eine 1,63fache 
signifikante HO-1-mRNA-Bildung im Northern-Blot-Experiment detektierbar. Die mRNA-
Konzentration erhöhte sich mit zunehmender Inkubationsdauer und erreichte ihr 
Maximum im betrachteten Zeitraum nach 8 Stunden (Abb. 18). 
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Abbildung 18: Zeitabhängiger Effekt von L-Cystein auf die Expression der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. ECV304-
Zellen wurden 1-8 Stunden mit L-Cystein (3 mM) 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. 

 
 
 
Bereits nach einer 3stündigen Inkubation mit 500 µM SAM war eine signifikante, 
2,41fache Steigerung der HO-1-mRNA-Bildung zu beobachten. Die maximale mRNA-
Konzentration wurde im betrachteten Zeitraum ebenfalls nach 8 Stunden erreicht      
(Abb. 19). 
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Abbildung 19: Zeitabhängiger Effekt von SAM auf die Expression der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. ECV304-
Zellen wurden 1-8 Stunden mit SAM (500 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. 

 

4.3.3 Zusammenfassung 
Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die freie Aminosäure L-Cystein als auch der 
Methylgruppendonor SAM in der Lage sind, die Transkription des HO-1-Gens in 
Endothelzellen konzentrations- und zeitabhängig zu aktivieren. Dabei sind die 
Verbindungen unterschiedlich potent. Bereits die Inkubation mit 50 µM SAM führte zu 
einer signifikanten Induktion der HO-1-mRNA-Bildung. L-Cystein zeigte erst in einer 
Konzentration von 3 mM eine vergleichbar starke Stimulation. Die maximale Stimulation 
von durchschnittlich 4,2fach war mit 500 µM SAM zu erreichen. Dagegen fiel die 
maximale 2,9fache Induktion durch L-Cystein bei einer Konzentration von 5 mM deutlich 
geringer aus. Diese Ergebnisse charakterisieren SAM in physiologisch relevanter 
Konzentration von 500 µM als den stärkeren Induktor der HO-1-mRNA im Vergleich zu 
L-Cystein. 
Die freie Aminosäure L-Methionin und das ACE-inhibitorische Dipeptid Met-Tyr zeigten 
keine Effekte auf die HO-1-mRNA-Bildung. Das bedeutet, dass die L-Methionin- und 
Met-Tyr-vermittelte HO-1-Induktion anders reguliert wird als die Induktion durch             
L-Cystein und SAM. 
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4.4 Stabilisierung der HO-1-mRNA 
Trotz der deutlichen Proteininduktion bewirkten sowohl L-Methionin als auch Met-Tyr 
keine Induktion der HO-1 auf mRNA-Ebene (Tab. 9 und 10). Daher sollten die Effekte 
der beiden Substanzen auf die Stabilität der HO-1-mRNA untersucht werden. 
Einige Studien belegen, dass Aminosäuren bestimmte Säugetier-Gene post-
transkriptionell über eine Stabilisierung der mRNA regulieren (Rinehart et al. 1985; 
Kanamoto et al. 1987; Chen et al. 1992). Auch für endogenes NO, einem bekannten 
Induktor der HO-1, konnte eine solche post-transkriptionelle Komponente bei der 
Induktion der HO-1-Expression festgestellt werden (Hartsfield et al. 1997; Bouton et al. 
2000). 
 

4.4.1 Effekt von L-Methionin auf HO-1-mRNA-Stabilität 
Für den Versuch zur RNA-Stabilität wurden die Zellen für 4 Stunden mit Cadmiumchlorid 
(10 µM) vorinkubiert. Dadurch wurde ausreichend HO-1-mRNA gebildet. Anschließend 
erfolgte ein Wechsel des Mediums und die Endothelzellen wurden zeitgleich mit 
Aktinomycin D und L-Methionin (10 mM) für 2 bis 6 Stunden inkubiert. Aktinomycin D 
hemmt die Transkription, so dass keine neue mRNA nachgebildet werden kann. Die 
Induktion der HO-1-mRNA durch Cadmiumchlorid wurde zum Zeitpunkt Null als eins 
definiert. 
In den L-Methionin-behandelten Zellen ist der HO-1-mRNA-Gehalt im Vergleich zu den 
jeweiligen unbehandelten Aktinomycin D-Kontrollen höher. Der Abbau der HO-1-mRNA 
war für die Zeitpunkte 2 und 4 Stunden im Vergleich zu den unbehandelten    
Aktinomycin D-Kontrollen signifikant verringert (Abb. 20). Dies lässt auf eine 
Stabilisierung der HO-1-mRNA durch L-Methionin schließen. 
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Abbildung 20: Effekt von L-Methionin auf HO-1-mRNA-Stabilität in Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. ECV304-
Zellen wurden 4 Stunden mit CdCl2 (10 µM) vorbehandelt. Nach Auswaschen mit PBS wurde 15 
Minuten mit Actinomycin D-haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Im Anschluss folgte die Inkubation 
mit L-Methionin (10 mM) für 2-6 Stunden. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 
Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler 
Vergleichstest. 

 
 

4.4.2 Effekt von Methionyl-Tyrosin auf HO-1-mRNA-Stabilität 
Der Effekt von Met-Tyr (300 µM) auf die HO-1-mRNA-Stabilität wurde ebenfalls 
untersucht. Die Inkubation erfolgte analog zu der mit L-Methionin. 
Auch Met-Tyr bewirkte unter den gewählten Versuchsbedingungen eine Verlängerung 
der Halbwertszeit der HO-1-mRNA. Nach 4 und 6 Stunden war der HO-1-mRNA-Gehalt 
gegenüber den unbehandelten Aktinomycin D-Kontrollen signifikant höher (Abb. 21). Der 
Effekt der HO-1-mRNA-Stabilisierung trat schon bei Vorbehandlung der Endothelzellen 
mit 300 µM ein. Hingegen wurden 10 mM L-Methionin benötigt, um einen ähnlichen 
Effekt zu erzielen. Generell war nach einer 6stündigen Vorbehandlung mit Met-Tyr die 
Menge an detektierter HO-1-mRNA größer als bei L-Methionin. 
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Abbildung 21: Effekt von Met-Tyr auf HO-1-mRNA-Stabilität in Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot mit densitometrischer Auswertung und β-Aktin-Kontrolle. ECV304-
Zellen wurden 4 Stunden mit CdCl2 (10 µM) vorbehandelt. Nach Auswaschen mit PBS wurde 15 
Minuten mit Actinomycin D-haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Im Anschluss folgte die Inkubation 
mit Met-Tyr (300 µM) für 2-6 Stunden. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 
Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler 
Vergleichstest. 
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4.4.3 Effekt von L-Cystein auf HO-1-mRNA-Stabilität 
Obwohl die bisherigen Ergebnisse auf eine transkriptionelle Regulierung der HO-1-
Induktion durch L-Cystein deuten, sollte dennoch der Effekt von L-Cystein auf den HO-1-
mRNA-Gehalt nach Hemmung der Transkription untersucht werden. Die Inkubation mit 
L-Cystein (5 mM) erfolgte analog zu der mit L-Methionin. 
Eine Vorbehandlung der Endothelzellen mit L-Cystein bewirkte zwar eine geringe 
verlängerte Halbwertszeit der HO-1-mRNA im Vergleich zu den jeweiligen 
unbehandelten Aktinomycin D-Kontrollen, dieser Effekt war jedoch nicht signifikant (Tab. 
11). 
Diese Versuche demonstrieren, dass die L-Cystein-induzierte Genaktivierung der HO-1 
hauptsächlich transkriptionell und nicht post-transkriptionell reguliert wird. 
 

KON 2 h 
- 

2 h 
L-Cys 

4 h 
- 

4 h 
L-Cys 

6 h 
- 

6 h 
L-Cys 

1 0,64 ± 
0,09 

0,75 ± 
0,09 

0,36 ± 
0,06 

0,48 ± 
0,14 

0,33 ± 
0,12 

0,36 ± 
0,18 

Tabelle 11: Effekt von L-Cystein auf die Stabilität der HO-1-mRNA. 

Densitometrische Auswertung. ECV304-Zellen wurden 4 Stunden mit CdCl2 (10 µM) vorbehandelt. 
Nach Auswaschen mit PBS wurde 15 Minuten mit Actinomycin D-haltigem Zellkulturmedium inkubiert. 
Im Anschluss folgte die Inkubation mit L-Cystein (5 mM) für 2-6 Stunden. Die gezeigten Daten sind 
Mittelwerte ± SEM von n=3-6 Einzelexperimenten. 

 

4.4.4 Zusammenfassung 
Sowohl L-Methionin als auch Met-Tyr waren in der der Lage, die durch Cadmiumchlorid 
induzierte HO-1-mRNA nach Hemmung der Transkription durch Aktinomycin D zu 
stabilisieren. Eine Stabilisierung der HO-1-mRNA zeigte sich bereits mit 300 µM Met-Tyr, 
während ein ähnlicher Effekt erst mit 10 mM L-Methionin erreicht wurde. Diese 
Ergebnisse unterstreichen das bessere Dosis-Wirkungsverhältnis des Dipeptids Met-Tyr 
im Vergleich zur freien Aminosäure L-Methionin. 
Die Aminosäure L-Cystein hatte keine signifikanten Auswirkungen auf den HO-1-mRNA-
Gehalt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Induktion der HO-1 durch           
L-Cystein hauptsächlich auf transkriptioneller Ebene reguliert wird. 
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4.5 HO-1-Genregulation 
Die folgenden Versuche zur HO-1-Genregulation auf transkriptioneller Ebene wurden am 
Beispiel der Aminosäure L-Cystein durchgeführt. Weitere Hemmstoffexperimente finden 
sich in Kapitel 4.8.4. 
 

4.5.1 Einfluss von Sauerstoffradikalen 
Die HO-1 wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Agenzien induziert. Viele dieser 
Substanzen verursachen direkt oder indirekt oxidativen Stress (Choi et al. 1996; Foresti 
et al. 1999). 
Am Beispiel von L-Cystein wurde untersucht, ob die Genaktivierung der HO-1 von der 
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) abhängig ist. Die Superoxiddismutase (SOD) 
baut das Superoxidradikal zu Sauerstoff und dem weniger schädlichen Wasserstoff-
peroxid ab. 
Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit SOD (15 U/ml) vorinkubiert. Im Anschluss 
wurde die Inkubation mit L-Cystein (1-5 mM) über 8 Stunden fortgesetzt. 
Aus Abbildung 22 ist ersichtlich, dass eine Vorbehandlung mit SOD nur einen geringen 
Einfluss auf die HO-1-Induktion durch L-Cystein hatte. SOD zeigte keine Eigeneffekte. 
 

 
Abbildung 22: Effekt der SOD auf die L-Cystein-vermittelte Induktion der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit β-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen 
wurden 15 Minuten mit SOD (15 U/ml) vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit L-Cystein 
(1-5 mM) inkubiert. 

KON 1 3 5 3 5 -

SOD (15 U/ml)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

KON 1 3 5 3 5 -

SOD (15 U/ml)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

 
Diese Versuche demonstrieren, dass die L-Cystein-induzierte Genaktivierung der HO-1 
nicht durch ROS vermittelt wird. 
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4.5.2 Einfluss von NO-abhängigen Stoffwechselwegen 
In verschiedenen Zellmodellen für oxidativen Stress konnte für NO eine protektive 
Wirkung gezeigt werden (Yates et al. 1992; Wink et al. 1993; Struck et al. 1995). So ist 
NO nicht nur an der Inaktivierung von freien Sauerstoffradikalen beteiligt, sondern auch 
ein wesentlicher Induktor antioxidativer und antiapoptotischer Proteine wie z.B. der HO-1 
und des Ferritins (Motterlini et al. 1996; Oberle et al. 1997; Polte et al. 2000; Grosser et 
al. 2003). Die Induktion der HO-1 kann sowohl in Abhägigkeit von cGMP als auch cGMP-
unabhängig geschehen (Motterlini et al. 1996; Durante et al. 1997; Polte et al. 2000). 
Zunächst wurde mit Hilfe des direkten NO-Radikalfängers 2-Phenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid (PTIO) eine mögliche NO-Abhängigkeit der              
L-Cystein-vermittelten HO-1-mRNA-Induktion untersucht. Durch PTIO wird NO zu 
Stickstoffdioxid oxidiert, welches sofort mit einem weiteren NO-Radikal zu 
Dinitrogentrioxid reagiert (Akaike et al. 1996). Dadurch wird dem System NO entzogen. 
Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit PTIO (100 µM) vorbehandelt. Anschließend 
wurde 8 Stunden mit L-Cystein (1-5 mM) inkubiert. 
Bei Vorbehandlung der Endothelzellen mit PTIO war keine signifikante Hemmung der 
HO-1-Induktion zu beobachten (Abb. 23). PTIO besaß bei der angegebenen 
Konzentration keine Eigeneffekte auf die HO-1-mRNA-Bildung. 
 

 
Abbildung 23: Effekt von PTIO auf die L-Cystein-vermittelte Induktion der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit β-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen 
wurden 15 Minuten mit PTIO (100 µM) vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit L-Cystein 
(1-5 mM) inkubiert. 

KON 1 3 5 3 5 -

PTIO (100 µM)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

KON 1 3 5 3 5 -

PTIO (100 µM)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

 
 
 
Um eine Beteiligung von NO-Synthasen an der L-Cystein-abhängigen HO-1-mRNA-
Induktion zu untersuchen, wurde ein Inhibitor der NO-Synthase verwendet. Derivate des 
L-Arginin, die wie der NG-Nitro-L-arginin-methylester (L-NAME) am terminalen Guanidin-
Stickstoff substituiert sind, können die NO-Synthasen reversibel oder irreversibel 
inhibieren. L-NAME ist ein irreversibler Hemmer der NO-Synthasen (Moncada et al. 1993; 
Knowles et al. 1994). 
L-NAME (500 µM) wurde 15 Minuten vor der 8stündigen Inkuabtion mit L-Cystein         
(1-5 mM) zu den Endothelzellen gegeben. 
Bei Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem NOS-Inhibitor L-NAME war ebenfalls 
keine signifikante Hemmung der HO-1-Induktion erkennbar (Abb. 24). L-NAME zeigte in 
der verwendeten Konzentration keine Eigeneffekte. 
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KON 1 3 5 3 5 -

L-NAME (500 µM)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

KON 1 3 5 3 5 -

L-NAME (500 µM)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

 
Abbildung 24: Effekt von L-NAME auf die L-Cystein-vermittelte Induktion der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit β-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen 
wurden 15 Minuten mit L-NAME (500 µM) vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit  
L-Cystein (1-5 mM) inkubiert. 

 
 
 

4.5.3 Einfluss von cGMP-abhängigen Stoffwechselwegen 
Einige Studien zeigen, dass der second messenger cGMP an der NO-abhängigen 
Induktion der HO-1 beteiligt ist. So konnte eine Involvierung von cGMP über eine 
Aktivierung der Guanylatcyclase und der cGMP-abhängigen Proteinkinase G 
nachgewiesen werden (Immenschuh et al. 1998; Polte et al. 2000). 
Um den Einfluss von cGMP auf die HO-1-Induktion durch L-Cystein zu untersuchen, 
wurde ein Inhibitor der löslichen Guanylatcyclase verwendet. Der Hemmstoff 1-H-(1,2,4)-
Oxadiazol-(4,3a)quinoxalin-1-on (ODQ) ist selektiv für die durch NO aktivierbare lösliche 
Guanylatcyclase. Andere Nukleotid-Synthasen wie die membranständige Guanylat-
cyclase oder die Adenylatcyclase werden nicht beeinflusst (Brunner et al. 1996; Olson et 
al. 1997).  
Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit ODQ (10 µM) vorbehandelt und anschließend 
8 Stunden mit L-Cystein (3-5 mM) inkubiert. 
Aus Abbildung 25 ist ersichtlich, dass ODQ keinen Einfluss auf die L-Cystein-vermittelte 
HO-1-Induktion ausübte. ODQ zeigte keine Eigeneffekte. Das verwendete Lösungsmittel 
Dimethylsulfoxid (DMSO) hatte eine maximale Konzentration von 0,2 µl/ml im 
Inkubationsansatz. In dieser Konzentration zeigte DMSO keine Eigeneffekte. 
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KON 3 5 3 5 -

ODQ (10 µM)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - + + +

DMSOKON 3 5 3 5 -

ODQ (10 µM)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - + + +

DMSO

 
Abbildung 25: Effekt von ODQ auf die L-Cystein-vermittelte Induktion der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit β-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen 
wurden 15 Minuten mit ODQ (10 µM) vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit L-Cystein 
(3-5 mM) inkubiert. 

 

4.5.4 Einfluss des Transkriptionsblockers Actinomycin D 
Der Transkriptonshemmstoff Actinomycin D inhibiert die DNA-abhängige RNA-Synthese 
durch Interkalation in die DNA. Actinomycin D wurde eingesetzt, um zu untersuchen, ob 
für die L-Cystein-vermittelte HO-1-mRNA-Induktion eine De-novo-RNA-Synthese 
erforderlich ist. 
Endothelzellen wurden 15 Minuten mit Actinomycin D (1 µg/ml) vorbehandelt. Im 
Anschluss folgte eine Inkubation mit L-Cystein (1-5 mM) über 8 Stunden. 
Der Transkriptionsblocker hob die HO-1-Induktion durch L-Cystein nahezu vollständig 
auf (Abb. 26). Im Durchschnitt waren nur 10,7% der mRNA-Bildung feststellbar, die eine 
L-Cystein-Konzentration von 5 mM in nicht vorbehandelten Zellen stimulierte (Abb. 28). 
 

KON 1 3 5 3 5 -

Act D (1 µg/ml)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

KON 1 3 5 3 5 -

Act D (1 µg/ml)

L-Cystein (mM)

HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

 
Abbildung 26: Effekt des Transkriptionsblockers Actinomycin D (Act D) auf die L-Cystein-vermittelte 
Induktion der HO-1-mRNA in Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit β-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen 
wurden 15 Minuten mit Act D (1 µg/ml) vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit L-Cystein 
(1-5 mM) inkubiert. 

 
Dieses Ergebnis belegt, dass die HO-1-mRNA-Induktion durch L-Cystein abhängig von 
einer De-novo-RNA-Synthese ist und vermutlich auf transkriptioneller Ebene reguliert 
wird. 
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4.5.5 Einfluss des Translationsblockers Cycloheximid 
Der Proteinsynthese-Hemmstoff Cycloheximid (CHX) blockiert die Translation von 
mRNA am Ribosom. Mit Hilfe von CHX sollte untersucht werden, ob die Aktivierung der 
Transkription des HO-1-Gens eine De-novo-Synthese von Proteinen erfordert. 
Endothelzellen wurden 15 Minuten mit CHX (5 µg/ml) vorbehandelt. Anschließend folgte 
eine 8stündige Inkubation mit L-Cystein (1-5 mM). 
Bei Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem Translationsblocker Cycloheximid war 
ebenfalls eine signifikante Hemmung der HO-1-Induktion durch L-Cystein erkennbar, 
welche aber deutlich geringer ausgeprägt war als bei Verwendung des 
Transkriptionsinhibitors Actinomycin D (Abb. 27). Im Durchschnitt wurden nur noch 
50,7% der HO-1-mRNA gebildet, die L-Cystein in einer Konzentration von 5 mM in nicht 
vorbehandelten Zellen stimulierte (Abb. 28). 
 

 
Abbildung 27: Effekt des Translationsblockers Cycloheximid (CHX) auf die L-Cystein-vermittelte 
Induktion der HO-1-mRNA in Endothelzellen. 

Repräsentativer Northern-Blot aus n=3-6 Einzelexperimenten mit β-Aktin-Kontrolle. ECV304-Zellen 
wurden 15 Minuten mit CHX (5 µg/ml) vorbehandelt und anschließend für 8 Stunden mit L-Cystein 
(1-5 mM) inkubiert. 

KON 1 3 5 3 5 -

CHX (5 µg/ml)
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HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

KON 1 3 5 3 5 -

CHX (5 µg/ml)
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HO-1-mRNA

β-Aktin

- - - + + +

 
Dieses Ergebnis spricht für die Beteiligung von neu gebildeten Proteinen an der 
Genaktivierung der HO-1 durch L-Cystein. Die Notwendigkeit einer De-novo-Synthese 
lässt die Beteiligung so genannter Immediate-early-response-Gene vermuten. Dazu 
zählen beispielsweise Monomere des Transkriptionsfaktors AP-1, dessen Involvierung in 
die HO-1-Genaktivierung eine Reihe von Studien postuliert (Camhi et al. 1998; Elbirt et 
al. 1998; Terry et al. 1998; Kiemer et al. 2003). 
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4.5.6 Zusammenfassung 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Genaktivierung der HO-1 durch L-Cystein in 
Endothelzellen zeigen, dass die Transkription weder über den L-Arginin-NO-
Stoffwechsel noch durch ROS vermittelt wird. Der second messenger cGMP scheint bei 
der Induktion der HO-1-mRNA durch L-Cystein ebenfalls keine Rolle zu spielen. 
Die L-Cystein-vermittelte HO-1-mRNA-Induktion wurde nahezu komplett durch den 
Transkriptionsblocker Actinomycin D inhibiert. Der Proteinsynthese-Hemmstoff 
Cycloheximid blockierte ebenfalls die HO-1-mRNA-Expression, jedoch in einem 
geringeren Ausmaß als Actinomycin D. Diese Ergebnisse lassen auf eine Beteiligung 
von neu gebildeten Proteinen an der Genaktivierung der HO-1 durch L-Cystein schließen 
sowie eine transkriptionelle Regulierung der HO-1-mRNA-Expression vermuten. 
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Abbildung 28: Effekte der eingesetzten Modulatoren auf die L-Cystein-vermittelte Induktion der 
HO-1-mRNA in Endothelzellen. 

Densitometrische Auswertung. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SEM von n=3-6 
Einzelexperimenten. * p<0,05 Inkubation vs. Kontrolle (KON); einseitige ANOVA und Bonferroni’s 
multipler Vergleichstest. 
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4.6 Genreporter-Assay 
Da die Genaktivierung der HO-1 hauptsächlich auf transkriptioneller Ebene reguliert wird 
(Shibahara et al. 1987; Alam et al. 1989; Takeda et al. 1994), wurde der Einfluss von    
L-Cystein und SAM auf die Aktivität von HO-1-Reportergen-Konstrukten untersucht. 
Diese Konstrukte enthielten als Reportergen die Firefly-Luciferase und wurden zunächst 
transient in Endothelzellen transfiziert. 
 

4.6.1 Effekte am humanen HO-1-Promotor 
Auf die Transfektion der Endothelzellen mit dem hHO-1-Reportergen-Konstrukt folgte 
nach einer kurzen Nüchternphase die Inkubation mit L-Cystein (1-5 mM) oder SAM   
(100-500 µM) über 24 Stunden. Die im Anschluss gemessene Luciferase-Aktivität 
korreliert mit der Aktivität des hHO-1-Promotors. 
Sowohl die Inkubation mit L-Cystein als auch mit SAM führte zu einem 
konzentrationsabhängigen Anstieg der hHO-1-Promotor-Aktivität (Abb. 29). Für 5 mM   
L-Cystein konnte eine maximale 1,76fache Stimulation des hHO-1-Promotors im 
Vergleich zur basalen hHO-1-Promotor-Aktivität unbehandelter Zellen bestimmt werden. 
SAM führte bereits in einer Konzentration von 500 µM zu einer vergleichbar starken 
Stimulation (1,85fach). 
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Abbildung 29: Effekt von L-Cystein und SAM auf die Luciferase-Aktivität in hHO-1-Reportergen-
transfizierten Endothelzellen.  

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden die ECV304-Zellen 24 Stunden mit L-Cystein 
(1-5 mM) und SAM (100-500 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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4.6.2 Effekte am Maus-HO-1-Promotor 
Der Einfluss von L-Cystein und SAM auf die HO-1-Promotoraktivität wurde auch für 
einen HO-1-Promotor murinen Ursprungs untersucht. Die Transfektion, die Inkubation 
und die anschließende Bestimmung der Luciferase-Aktivität erfolgten analog zu denen 
mit dem humanen HO-1- Reportergen-Konstrukt. 
Eine Inkubation mit L-Cystein bzw. SAM führte zu einer konzentrationsabhängigen 
Steigerung der mHO-1-Promotor-Aktivität (Abb. 30). Bei der höchsten eingesetzten       
L-Cystein-Konzentration von 5 mM zeigte sich eine 1,98fache Aktivierung des mHO-1-
Promotors. Bereits bei einer Konzentration von 500 µM SAM war der signifikante Effekt 
einer 1,97fachen Stimulation der mHO-1-Promotor-Aktivität mit dem von L-Cystein        
(5 mM) vergleichbar stark ausgeprägt. 
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Abbildung 30: Effekt von L-Cystein und SAM auf die Luciferase-Aktivität in mHO-1-Reportergen-
transfizierten Endothelzellen.  

Nach Transfektion und kurzer Nüchternphase wurden die ECV304-Zellen 24 Stunden mit L-Cystein 
(1-5 mM) und SAM (100-500 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. 

 
 

4.6.3 Zusammenfassung 
Sowohl L-Cystein als auch SAM waren in der Lage, die Luciferase-Aktivität und somit 
auch die HO-1-Promotor-Aktivität für Reportergen-Konstrukte, die einen HO-1-Promotor 
enthielten, konzentrationsabhängig zu steigern. SAM erwies sich wiederum als potentere 
der beiden Verbindungen. Die Stärke der durchschnittlichen Induktion des humanen und 
murinen HO-1-Promotors durch 500 µM SAM war in etwa der durch 5 mM L-Cystein 
vergleichbar. 
Die Erhöhung der HO-1-Promotor-Aktivität unterstreicht die bisherigen Ergebnisse 
hinsichtlich der Induktion des HO-1-Gens auf Transkriptionsebene durch L-Cystein und 
SAM. 
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4.7 Bestimmung der HO-Aktivität 
Durch die Bestimmung der HO-Aktivität sollte untersucht werden, ob eine 24stündige 
Inkubation mit Aminosäuren neben der HO-1-Proteininduktion auch zu einem katalytisch 
aktiven Enzym in Endothelzellen führen kann. Am Beispiel von L-Methionin und             
L-Cystein wurde die enzymatische Aktivität der HO im zellfreien System durch Messung 
der Bilirubin-Bildung bestimmt. 
 

4.7.1 Effekt von L-Methionin auf die HO-Aktivität 
Die Endothelzellen wurden 24 Stunden mit L-Methionin vorinkubiert und anschließend 
geerntet. Die Aufarbeitung und Bestimmung der Bilirubin-Menge erfolgte wie unter 
3.5.2/3 beschrieben. Als Positivkontrolle des Systems wurde bei jeder 
Aktivitätsbestimmung auch Hämin (10 µM) getestet. Als Häm-Analogon ist Hämin in der 
Lage, die HO zu aktivieren (Ergebnisse nicht dargestellt). 
Zunehmende Konzentrationen von L-Methionin (5-20 mM) führten zu einer gesteigerten 
HO-Aktivität (Abb. 31). Eine signifikante Erhöhung der Bilirubin-Menge um ca. 40% im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen war jedoch erst bei einer L-Methionin-
Konzentration von 20 mM zu beobachten. 
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Abbildung 31: Effekt von L-Methionin auf die HO-Aktivität. 

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit L-Methionin (5-20 mM) 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. 

 
 
Das eine signifikante Aktivierung der HO erst bei sehr hohen L-Methionin-
Konzentrationen detektierbar war, liegt vermutlich an dem unvermeidlichen 
Sensitivitätsverlust der Ex-vivo-Messung im zellfreien System. Die durch L-Methionin 
induzierte HO wird während der komplexen Aufarbeitung des Zelllysats möglicherweise 
nicht vollständig wiedergewonnen. 
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4.7.2 Effekt von L-Cystein auf die HO-Aktivität 
Als weitere Aminosäure wurde L-Cystein untersucht. Die Endothelzellen wurden mit      
L-Cystein (1-5 mM) über 24 Stunden inkubiert. Die Aufarbeitung und Inkubation zur 
Messung der Bilirubin-Spiegel wurde wie bei dem vorausgegangenen Versuch mit         
L-Methionin durchgeführt. 
Auch eine 24stündige Vorbehandlung mit L-Cystein führte konzentrationsabhängig zu 
einer Steigerung der HO-Aktivität (Abb. 32). Bereits bei einer Konzentration von 3 mM 
war eine signifikante Erhöhung der Bilirubin-Menge im Vergleich zu den Kontrollzellen 
detektierbar. Interessanterweise war die Stimulation der Bilirubin-Bildung durch 3 mM   
L-Cystein vergleichbar stark ausgeprägt wie durch 20 mM L-Methionin (40%ige 
Steigerung der HO-Aktivität). Bei der höchsten eingesetzten Konzentration von 5 mM    
L-Cystein war eine durchschnittlich 68%ige Steigerung der Bilirubin-Bildung und somit 
der HO-Aktivität messbar. 
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Abbildung 32: Effekt von L-Cystein auf die HO-Aktivität. 

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit L-Cystein (1-5 mM) 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. 

 
 

4.7.3 Zusammenfassung 
L-Methionin und L-Cystein führten in Endothelzellen zu einer Steigerung der HO-Aktivität. 
Die Effekte waren konzentrationsabhängig, wobei L-Cystein als der stärkere Aktivator 
der HO auftrat. Bereits mit 3 mM L-Cystein zeigte sich eine signifikante Aktivierung der 
HO, die erst mit 20 mM L-Methionin vergleichbar stark ausfiel. Die maximale HO-
Aktivierung von durchschnittlich 168% war mit 5 mM L-Cystein zu erreichen. 
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4.8 Untersuchungen zur Cytoprotektion in einem Modell für 
oxidativen Stress 

Parallel zur Charakterisierung der genomischen Effekte der Aminosäuren und deren 
Derivate wurden auch die möglichen funktionellen Konsequenzen einer Induktion von 
Stressproteinen untersucht. Dabei wurden die antioxidativen Eigenschaften der 
Testsubstanzen in einem Modell für oxidativen Stress bestimmt. 
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. 2000; Guzik et al. 
2000). Die NADPH-abhängige Oxidase zählt neben der Xanthin-Oxidase zu den im 
Entzündungsgeschehen hochregulierten Enzymen, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
produzieren (Terry et al. 1998). 
Die Konzentration an ROS lässt sich mit Hilfe von Lucigenin-verstärkter 
Chemilumineszenz am Luminometer messen (Li et al. 1998; Tarpey et al. 1999). Die 
Chemilumineszenz wurde in relativen Lichteinheiten (RLU) bestimmt. Die Stimulation der 
ROS-Bildung durch NADPH in unbehandelten Kontrollzellen wurde als maximal 
erreichbarer RLU-Wert (RLUmax) zu 100% gesetzt. 
 

4.8.1 Antioxidative Effekte von Aminosäuren und deren Derivaten 
in Endothelzellen 

Um den Einfluss der Induktion antioxidativer Proteine wie der HO-1 durch Aminosäuren 
und deren Derivate zu untersuchen, wurden die Endothelzellen mit L-Methionin sowie 
dessen biologisch aktive Form SAM 24 Stunden vorinkubiert. Die Zellen wurden mit PBS 
gewaschen, um eventuelle direkte, radikalfangende Substanzeffekte auszuschließen. 
Anschließend wurden die resuspendierten Zellen mit NADPH (100 µM) und Lucigenin 
(50 µM) 20 Minuten inkubiert und vermessen. 
Nach 24stündiger Vorinkubation der Endothelzellen reduzierte L-Methionin den ROS-
Spiegel konzentrationsabhängig (Abb. 33). Mit einer L-Methionin-Konzentration von      
10 mM zeigte sich eine signifikante Reduktion detekierbarer ROS um etwa 20% im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Mit 20 mM L-Methionin waren nur noch 
etwa 70% des ROS-Spiegels detektierbar, den NADPH in nicht-vorbehandelten Zellen 
stimulierte. 
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Abbildung 33: Effekt von L-Methionin auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit L-Methionin (5-20 mM) 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. 

 
 
Interessanterweise führte eine 24stündige Vorinkubation mit SAM (10-50 µM) schon im 
mikromolaren Konzentrationsbereich zu einer signifikanten Reduktion der 
Superoxidbildung. Erste Effekte waren ab 10 µM SAM sichtbar. Die maximal erreichbare 
Radikalsenkung um durchschnittlich 33% wurde mit 50 µM SAM erreicht (Abb. 34). 
Höhere Konzentrationen erbrachten keine weitere Reduktion der ROS-Spiegel (ohne 
Abbildung). 
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Abbildung 34: Effekt von SAM auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit SAM (10-50 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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Eine 24stündige Vorinkubation mit dem bioaktiven Peptid Met-Tyr senkte die ROS-
Spiegel in Endothelzellen ebenfalls konzentrationsabhängig nach Stimulation der 
Superoxidbildung mit NADPH (Abb. 35). Im Vergleich zur freien Aminosäure L-Methionin 
führten schon geringere Konzentrationen im Bereich von 30-300 µM zu einer 
signifikanten Reduktion der ROS-Spiegel. Bei der höchsten eingesetzten Konzentration 
von 300 µM Met-Tyr war eine etwa 35%ige Reduktion des ROS-Spiegels zu beobachten. 
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Abbildung 35: Effekt von Met-Tyr auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in Endothelzellen. 

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit Met-Tyr (10-300 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. 

 
 
Auch im Modell für oxidativen Stress zeigten die freien Aminosäuren L-Methionin und    
L-Tyrosin allein oder in Kombination im mikromolaren Konzentrationsbereich (300 µM) 
keine signifikanten Effekte (Tab. 12). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den 
Beobachtungen zur HO-1-Proteinexpression. Sie heben die Bedeutung der peptidischen 
Bindung bei der spezifischen Wirkung von Met-Tyr hervor bzw. deuten auf bestimmte 
strukturelle Merkmale des Dipeptids hin. 
 
 
NADPH-KON Met-Tyr 

(300 µM) 
L-Met 

(300 µM) 
L-Tyr 

(300 µM) 
L-Met (300 µM) + 
L-Tyr (300 µM) 

100,0 ± 0,82 71,52 ± 1,86* 100,3 ± 3,03 98,34 ± 2,38 96,7 ± 3,17 
Tabelle 12: Effekt von L-Methionin und L-Tyrosin einzeln und in Kombination im mikromolaren 
Konzentrationsbereich auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in Endothelzellen im Vergleich zu Met-
Tyr. 

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit den angegebenen Substanzen (300 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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Nach einer Vorinkubation der Endothelzellen mit dem klassischen ACE-Inhibitor 
Captopril (300 µM) und dem ACE-inhibitorischen Peptid Met-Phe (300 µM) sowie dem 
Dipeptid Met-Met (300 µM) konnten keine signifikanten Effekte auf die ROS-
Konzentration beobachtet werden (Tab. 13). Dieser Befund deckt sich mit den 
Ergebnissen zur Induktion des HO-1-Proteins und unterstreicht die spezifische Wirkung 
von Met-Tyr unabhängig von einer ACE-Hemmung. 
 
 

NADPH-KON Met-Tyr 
(300 µM) 

Captopril 
(300 µM) 

Met-Phe 
(300 µM) 

Met-Met 
(300 µM) 

100,0 ± 0,82 72,41 ± 1,83* 95,17 ± 4,91 97,05 ± 1,55 96,98 ± 1,89 
Tabelle 13: Effekt des ACE-Hemmers Captopril, des ACE-inhibitorischen Dipeptids Met-Phe und des 
Dipeptids Met-Met im mikromolaren Konzentrationsbereich auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in 
Endothelzellen im Vergleich zu Met-Tyr.  

ECV304-Zellen wurden 24 Stunden mit den angegebenen Substanzen (300 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. 

 
 

4.8.2 Einfluss des HO-1-Metaboliten Bilirubin 
Um eine mögliche Beteiligung der HO-1 an den antioxidativen Effekten der getesteten 
Substanzen zu analysieren, wurde der Einfluss des HO-1-Metaboliten Bilirubin auf die 
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Endothelzellen untersucht. 
Die für die HO-1 beschriebene antioxidative Wirkung wird vor allem dem Metaboliten 
Bilirubin zugeschrieben. Eine Reihe von Studien charakterisieren Bilirubin in vitro und in 
vivo als direktes Antioxidans (Stocker et al. 1987; Dore et al. 1999; Clark et al. 2000). 
Die Endothelzellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert und wie unter 3.6.1 beschrieben 
geerntet. Anschließend wurden die Zellen mit NADPH (100 µM), Lucigenin (50 µM) und 
Bilirubin (1-100 µM) 20 Minuten inkubiert und vermessen. 
Bilirubin wirkte in Endothelzellen konzentrationsabhängig antioxidativ. Ab 10 µM 
eingesetzter Konzentration war eine signifikante Reduktion des ROS-Spiegels 
festzustellen. Eine Bilirubin-Konzentration von 100 µM reduzierte die ROS-Bildung 
nahezu vollständig. Der ROS-Spiegel wurde um 85% im Vergleich zu unbehandelten, 
NADPH-stimulierten Zellen annähernd auf das Niveau nicht-stimulierter Kontrollzellen 
gesenkt (Abb. 36). 
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Abbildung 36: Direkter Effekt von Bilirubin auf die NADPH-induzierte ROS-Bildung in 
Endothelzellen. 

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. 

 
 

4.8.3 Einfluss eines Hämoxygenase-Inhibitors auf die antioxidative 
Wirkung der getesteten Substanzen 

Da die antioxidative Wirkung bei allen getesteten Substanzen erst nach einer 
24stündigen Inkubation mit anschließendem Auswaschen auftrat, kann die 
Radikalsenkung nicht allein auf einem direkten radikalfangenden Substanzeffekt beruhen. 
Die Ergebnisse sprechen für eine Stimulation antioxidativer Stoffwechselwege. 
Mit Zink-Bisglykolporphyrin (ZnBG) steht ein selektiver Hemmstoff der Hämoxygenase 
zur Verfügung (Appleton et al. 1999). Durch Vorbehandlung der Endothelzellen mit 
ZnBG sollte der Frage nachgegangen werden, ob die antioxidativen Effekte der unter 
4.8.1 getesteten Substanzen ursächlich auf eine Induktion der HO-1 zurückzuführen sind. 
Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit ZnBG (1 µM) vorbehandelt und anschließend 
mit L-Methionin (20 mM), SAM (500 µM) oder Met-Tyr (300 µM) über 24 Stunden 
inkubiert. 
Die Versuche mit ZnBG zeigen eine signifikante Aufhebung der antioxidativen Effekte 
von L-Methionin, SAM und Met-Tyr in Endothelzellen durch Hemmung der HO-Aktivität 
(Abb. 37). Diese Ergebnisse belegen eindeutig einen kausalen Zusammenhang 
zwischen der HO-1-Induktion und den beobachteten antioxidativen Effekten von 
Aminosäuren bzw. bioaktiven Peptiden. 
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A 
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Abbildung 37: Einfluss des HO-Inhibitors ZnBG und des NOS-Inhibitors L-NMMA auf die Reduktion 
der NADPH-induzierten ROS-Bildung durch L-Methionin (A), SAM (B) und Met-Tyr (C). 

ECV304-Zellen wurden 15 Minuten mit ZnBG (1 µM) bzw. L-NMMA (30-300 µM) vorbehandelt und 
anschließend 24 Stunden mit L-Methionin (20 mM), SAM (500 µM) oder Met-Tyr (300 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); # p<0,05 Inkubation vs. 
Inkubation + Hemmstoff; einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. 
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4.8.4 Einfluss eines NO-Synthase-Inhibitors auf die antioxidative 
Wirkung der getesteten Substanzen 

Weiterhin wurde der Einfluss von NO, einem potenten Induktor der HO-1, an der           
L-Methionin- und Met-Tyr-vermittelten zellprotektiven Wirkung untersucht. Ein reversibler 
Inhibitor der NO-Synthase (L-NMMA) wurde eingesetzt, um eine Beteiligung von NO-
Synthasen an der antioxidativen Wirkung von L-Methionin und Met-Tyr zu prüfen. 
L-NMMA (30-300 µM) wurde 15 Minuten vor der 24stündigen Inkubation mit L-Methionin 
(20 mM) bzw. Met-Tyr (300 µM) zu den Endothelzellen gegeben. 
Der radikalsenkende Effekt von L-Methionin und Met-Tyr wurde durch NOS-Hemmung 
mit L-NMMA komplett aufgehoben (Abb. 37). Diese Ergebnisse deuten auf eine 
Beteiligung von Stickstoffmonoxid an der L-Methionin- und Met-Tyr-abhängigen 
Radikalsenkung hin.  
 

4.8.5 Zusammenfassung 
Sowohl L-Methionin und dessen biologisch aktive Form SAM als auch das bioaktive 
Dipeptid Met-Tyr zeigten in einem Zellkulturmodell für oxidativen Stress indirekte 
antioxidative Wirkungen. Nach 24stündiger Vorinkubation mit anschließendem 
Auswaschen reduzierten die Aminosäuren und deren Derivate den Anstieg der 
Sauerstoffradikal-Konzentration bei Stimulation der NADPH-Oxidase. Wiederum 
erwiesen sich SAM und Met-Tyr als die potenteren der getesteten Verbindungen. 
 
Eine Inkubation mit den freien Aminosäuren L-Methionin und L-Tyrosin (einzeln und in 
Kombination) im mikromolaren Bereich zeigte keinen Effekt im Zellkulturmodell für 
oxidativen Stress. Diese Befunde unterstreichen die bisherigen Ergebnisse für das 
bioaktive Dipeptid Met-Tyr. 
 
Eine 24stündige Inkubation von Endothelzellen mit dem klassischen ACE-Inhibitor 
Captopril und dem ACE-inhibitorischen Peptid Met-Phe sowie dem Dipeptid Met-Met 
führte zu keiner signifikanten Reduktion der ROS-Spiegel in NADPH-stimulierten Zellen. 
Der antioxidative Effekt von Met-Tyr scheint unabhängig von seiner ACE-inhibitorischen 
Wirkung aufzutreten und für dieses Dipeptid spezifisch zu sein. 
 
Der HO-1-Metabolit Bilirubin zeigte im Modell für oxidativen Stress 
konzentrationsabhängige antioxidative Effekte. Dieser Befund dokumentiert, dass HO-1-
Metaboliten unter den gewählten Bedigungen als Mediatoren der erzielten Effekte in 
Frage kommen. 
 
Mit Hilfe des Hämoxygenase-Inhibitors ZnBG konnte ein kausaler Zusammenhang 
zwischen der HO-1-Induktion durch Aminosäuren bzw. deren Derivate und deren 
antioxidative Wirkungen festgestellt werden. 
 
Versuche mit dem NOS-Inhibitor L-NMMA lassen vermuten, dass die HO-1-induzierten 
antioxidativen Wirkungen von L-Methionin und Met-Tyr über eine Aktivierung des          
L-Arginin-NO-Stoffwechselwegs vermittelt werden. 
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5 Diskussion 
Reaktive Sauerstoffspezies sind an der Entstehung einer Vielzahl von Erkrankungen des 
Herz-Kreislauf-Systems beteiligt. Neben Atherosklerose, myokardialer Ischämie und 
Herzinsuffizienz, wird oxidativer Stress heute als pathogener Faktor bei verschiedenen 
Krebsarten, Autoimmun- und neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert. Einigen 
Nahrungsbestandteilen wird zusätzlich zur nutritiven Bedeutung zunehmend eine 
funktionelle Relevanz bei der Prävention kardiovaskulärer Erkrankungen zugesprochen. 
Insbesondere in den Mittelmeerländern kommen aufgrund der dort vorherrschenden 
Ernährungsweise im Vergleich zu Nord- und Mitteleuropa Herz-Kreislauf-Erkrankungen 
bedeutend seltener vor. Die traditionelle mediterrane Kost ist besonders reich an 
Seefisch und an pflanzlichen Lebensmitteln wie Brot, Teigwaren, Gemüse, Salat, 
Hülsenfrüchte, Obst und Nüssen. Dem gegenüber steht ein geringer Verzehr von rotem 
Fleisch. Ein moderater Genuss von Wein ist ebenfalls ein Charakteristikum der 
mediterranen Lebensweise. Im Rahmen der Lyon Diet Heart Study konnte unter 
mediterraner Diät eine ca. 70%ige Reduktion der Todesrate bei Patienten mit koronarer 
Herzkrankheit gezeigt werden (de Lorgeril et al. 1994; Renaud et al. 1995; de Lorgeril et 
al. 1999). Die kardio- und gefäßprotektive Wirkung der Diät wird der erhöhten Zufuhr von 
Vitaminen, Ballaststoffen, ungesättigten Fettsäuren und sekundären Pflanzenstoffen 
zugeschrieben. Auch Proteine bzw. kleinere Peptide können an den protektiven Effekten 
beteiligt sein (Daviglus et al. 1997). 
Freie Aminosäuren, bioaktive Peptide ebenso wie Proteinhydrolysate tierischen und 
pflanzlichen Ursprungs haben in einer Vielzahl von Testsystemen antioxidative und 
damit potenziell antiatherogene Eigenschaften gezeigt (FitzGerald et al. 2000; Rival et al. 
2001; Takenaka et al. 2003). Insbesondere schwefelhaltige Aminosäuren und deren 
Stoffwechselprodukte üben über bisher nicht vollständig identifizierte Mechanismen 
zellprotektive Effekte aus (Selvam et al. 1991; Pisarenko 1996; Rasilainen et al. 2002; 
Slyshenkov et al. 2002; Caro et al. 2004). 
Im Hinblick auf mögliche zellschützende Eigenschaften gewinnen auch bioaktive Peptide 
zunehmend an Interesse. Bioaktive Peptide sind sowohl in pflanzlicher als auch in 
tierischer Nahrung zu finden. Sie entstehen während der Verdauung oder der 
Lebensmittelherstellung, können resorbiert werden und in vivo unterschiedlichste 
Wirkungen zeigen. In Abhängigkeit von ihrer Aminosäuresequenz können sie z.B. 
opioidartig, immunmodulatorisch, antioxidativ oder antihypertensiv wirken (Meisel 1997; 
Kitts et al. 2003; Korhonen et al. 2003; Meisel et al. 2003; FitzGerald et al. 2004; 
Vercruysse et al. 2005). Oftmals zeigen bioaktive Peptide dabei pleiotrope Eigenschaften. 
Peptide, die z.B. aus dem Casein gewonnen wurden, zeigten immunmodulatorische, 
opioidartige und ACE-inhibitorische Effekte. Einige Peptide mit opioider Wirkung konnten 
zusätzlich über eine ACE-Hemmung antihypertensiv wirken (Korhonen et al. 2003). Auch 
für endogene Antioxidanzien wie Glutathion (Glutamyl-cysteinyl-glycin) und Carnosin   
(β-Alanyl-histidin) konnten zumindest in vitro ACE-inhibitorische Effekte nachgewiesen 
werden (Hou et al. 2003). Umgekehrt werden klassische ACE-Inhibitoren in der Literatur 
auch als antioxidativ beschrieben (Chopra et al. 1992; Hayek et al. 1998; van der Giet et 
al. 2002). 
Über die genauen Mechanismen der antioxidativen Wirkungen von Aminosäuren und 
ihren Derivaten sowie von Oligopeptiden ist bislang nur wenig bekannt. Neben einem 
direkten Radikalfang und einer Chelatierung von Metallionen wird auch die gezielte 
Aktivierung endogener antioxidativer Mechanismen als potenzielles Wirkprinzip diskutiert. 
 
In der vorliegenden Arbeit sollten daher die protektiven Wirkungen der schwefelhaltigen 
Aminosäuren L-Methionin, S-Adenosylmethionin (SAM) und L-Cystein in Abhängigkeit 
von der Induktion und Aktivierung zellschützender Proteine untersucht werden. Die 
Untersuchungen konzentrierten sich dabei auf die antioxidativ wirksamen Proteine 
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Hämoxygenase-1 (HO-1) und Ferritin. 
 
Mit Hilfe der Western-Blot-Analyse wurde die Induktion der HO-1- und Ferritin-
Proteinsynthese untersucht. Die Aminosäuren L-Methionin, L-Cystein und SAM 
stimulierten die Expression des HO-1-Proteins in Endothelzellen sowohl konzentrations- 
als auch zeitabhängig. Die getesteten Aminosäuren waren dabei unterschiedlich potent. 
SAM zeigte bereits im mikromolaren Konzentrationsbereich signifikante Induktionen des 
HO-1-Proteins. 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit früheren Befunden, die belegen, dass die HO-1 
eine mögliche Zielstruktur für Aminosäuren bzw. kleinere Peptide darstellt. Das atriale 
natriuretische Peptid (ANP), bestehend aus 28 Aminosäuren, konnte cGMP-abhängig 
das HO-1-Protein in Epithelzellen induzieren. Als Folge dessen kam es zu einer 
Verminderung der cytotoxischen Wirkung von Cyclosporin A (Polte et al. 2002). Die 
Aminosäure L-Alanin stimulierte die HO-1-Proteinexpression in Endothelzellen. Als 
mögliche funktionelle Konsequenz der vermehrten HO-1-Bildung reduzierte L-Alanin die 
endotheltoxische Wirkung von Wasserstoffperoxid (Grosser et al. 2004c). Weitere 
Ergebnisse belegen, dass die Aminosäurederivate Acetylcarnitin (Calabrese et al. 2005) 
und Betain (Lordnejad et al. 2001) sowie verschiedene Taurin-Derivate (Olszanecki et al. 
2004) ebenfalls die Expression des HO-1-Gens beeinflussen können. In Tierversuchen 
induzierte die Aminosäure Glutamin die HO-1 im Darm von Ratten, was mit einer 
Protektion des intestinalen Gewebes gegenüber endotoxischen bzw. Strahlenschäden 
einherging (Uehara et al. 2005; Giris et al. 2006). 
Jüngere Studien zeigen, dass auch andere Naturstoffe in der Lage sind, die HO-1 zu 
induzieren. Zu den bekannten Verbindungen gehören vorwiegend Polyphenole 
pflanzlichen Ursprungs wie z.B. Kaffeesäurephenethylester (Scapagnini et al. 2002), 
Curcumin (Motterlini et al. 2000; Hill-Kapturczak et al. 2001; Balogun et al. 2003), 
Carnosol (Martin et al. 2004) und Resveratrol (Juan et al. 2005). Weiterhin konnten 
Allylsulfide (Chen et al. 2004; Gong et al. 2004), die charakteristischen Inhaltsstoffe der 
Allium-Arten (Knoblauch, Bärlauch usw.), sowie Gerbstoffe (Choi et al. 2002) als 
natürlich vorkommende Induktoren der HO-1 identifiziert werden. Einige der genannten 
Verbindungen werden unter mediterraner Diät vermehrt zugeführt. 
 
In der HOPE-Studie konnte gezeigt werden, dass eine Langzeittherapie mit einem ACE-
Hemmer die Prognose von Patienten verbessert, bei denen kardiovaskuläre 
Riskofaktoren oder eine manifeste Atherosklerose vorlagen (Yusuf et al. 2000). Als 
zugrunde liegender Mechanismus wird eine Verbesserung der Endothelfunktion 
diskutiert. ACE-Hemmer inhibieren nicht nur die Bildung des Vasokonstriktors 
Angiotensin II, sondern auch den Abbau des Vasodilatators Bradykinin. Bradykinin 
entfaltet seine vasodilatatorische Wirkung über die endotheliale Freisetzung von NO, 
EDHF (endothelium derived hyperpolarisation factor) und Prostacyclin (Zhang et al. 1997; 
Chen et al. 2003). Neben ihrer blutdrucksenkenden Wirkung weisen klassische ACE-
Inhibitoren auch ein antioxidatives Potenzial auf (Chopra et al. 1992; Hayek et al. 1998; 
van der Giet et al. 2002). So hemmen sie die Angiotensin II-induzierte Aktivierung der 
gefäßständigen NAD(P)H-Oxidase. Dadurch wird die Inaktivierung von NO durch 
Sauerstoffradikale verhindert und so dessen Bioverfügbarkeit gesteigert. Ob auch eine 
Induktion von Proteinen wie HO-1 und Ferritin, die die Zellen vor Schädigungen durch 
Sauerstoffradikale schützen, zur antioxidativen Wirkung von ACE-Hemmern beiträgt, ist 
noch ungeklärt. 
Viele Studien belegen, dass ACE-inhibitorische Peptide nach oraler Gabe resorbiert 
werden und anschließend signifikant den Blutdruck senken (Matsufuji et al. 1995; 
Kawasaki et al. 2000; Sipola et al. 2001). Ähnlich wie klassische ACE-Inhibitoren 
könnten sie antioxidative Wirkungen zeigen. 
Das ACE-inhibitorische Dipeptid Methionyl-Tyrosin (Met-Tyr), das aus dem Muskelfleisch 
von Sardinen isoliert wurde (Matsufuji et al. 1994), erwies sich als potenter Induktor der 
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HO-1 in Endothelzellen. Bereits eine Konzentration von 100 µM führte nach 24stündiger 
Vorinkubation zu einer signifikanten, 4,3fachen Induktion des HO-1-Proteins. Im 
Gegensatz dazu war eine zehnfach höhere Konzentration von L-Methionin nötig, um 
einen in etwa gleich starken Effekt zu erzielen. Die maximale Stimulation der HO-1-
Proteinexpression wurde mit einer Konzentration von 300 µM erreicht. Im Vergleich zur 
freien Aminosäure L-Methionin zeigte Met-Tyr ein deutlich besseres Dosis-
Wirkungsverhältnis. Eine Inkubation der Endothelzellen mit den freien Aminosäuren      
L-Methionin und L-Tyrosin sowohl einzeln als auch in Kombination zeigte in 
Konzentrationen von 300 µM keinen signifikanten induktiven Effekt auf die HO-1-
Proteinbildung. Eine Metabolisierung des Dipeptids zu den freien Aminosäuren und ein 
anschließender Synergieeffekt von L-Methionin und L-Tyrosin scheinen daher 
ausgeschlossen zu sein. 
Die Befunde sprechen für eine verstärkte Wirkung von Aminosäuren, wenn sie in einer 
peptidischen Verbindung vorliegen, und decken sich mit ähnlichen Beobachtungen 
anderer Arbeitsgruppen (Alabovsky et al. 1997; Ririe et al. 2000; Takenaka et al. 2003). 
Das antioxidativ wirkende Dipeptid Carnosin bespielsweise kann sowohl in vitro als auch 
in vivo die Lipidperoxidation und die oxidative Modifizierung von Proteinen hemmen. Die 
freien Aminosäuren β-Alanin und L-Histidin hingegen zeigten keine antioxidativen 
Wirkungen. Die Autoren dieser Studie wiesen daher der Peptidbindung eine relevante 
Funktion für die antioxidative Aktivität von Carnosin zu (Nagasawa et al. 2001). 
Möglicherweise tragen auch spezifische strukturelle Merkmale innerhalb des Dipeptids 
Met-Tyr zu einer Verbesserung der Wirksamkeit bei. 
 
Freie Aminosäuren werden durch gruppenspezifische Aminosäure-Transporter im Darm 
resorbiert. Als eine der essentiellen Aminosäuren wird L-Methionin üblicherweise im 
größten Ausmaß aufgenommen (Webb 1990). Die in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten Mengen von L-Methionin stimmen mit Plasmaspiegeln überein, die nach 
erhöhter Aufnahme von L-Methionin bzw. Methionin-reichen Diäten erzielt werden 
können (van Guldener et al. 1999). Ein Teil des L-Methionins aus der Nahrung wird in   
L-Cystein umgewandelt (Transsulfuration, Abb. 2). Die Versorgung des Körpers mit 
adäquaten Mengen an schwefelhaltigen Aminosäuren ist für eine normale Funktion 
besonders wichtig. Ratten, die mit proteinarmer Diät gefüttert wurden, zeigten einen 
verringerten Glutathion-Gehalt in Lunge und Leber sowie eine größere Anfälligkeit 
gegenüber oxidativen Einflüssen. Eine Anreicherung der proteinarmen Diät mit              
L-Methionin oder L-Cystein wirkte vorbeugend gegen oxidative Schäden. Es kam zu 
einer Normalisierung der Glutathionmengen (Deneke et al. 1983; Fanburg et al. 1988; 
Hunter et al. 1994). Glutathion, das in bestimmten Zellkompartimenten in 
Konzentrationen von bis zu 10 mM vorliegen kann (Schafer et al. 2001), übernimmt im 
Körper auch die Funktion eines Cystein-Speichers. Extrazelluläres L-Cystein ist relativ 
instabil und wird daher von den meisten Zellen schnell aufgenommen, um entweder in 
Form von Glutathion gespeichert oder in Proteine eingebaut zu werden. Die in den 
Versuchen verwendeten L-Cystein-Mengen liegen im Bereich der intrazellulären            
L-Cystein-Konzentrationen, die für den ersten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der 
Glutathionsynthese erforderlich sind (Lu 1999). 
Exogen zugeführtes SAM ist stabil gegenüber den Verdauungsenzymen und kann daher 
intakt resorbiert werden. Jedoch ist die Bioverfügbarkeit verringert, da SAM einem 
großen First-pass-Effekt unterliegt (Kaye et al. 1990). Ungeachtet dessen belegen 
Studien, dass SAM nach oraler Gabe antiinflammatorische und analgetische Wirkungen 
zeigt (Stramentinoli 1987). Die SAM-Konzentrationen, die in der vorgelegten Arbeit in 
den Versuchen verwendet wurden, stimmen mit Konzentrationen überein, die unter 
physiologischen Bedingungen die Cystathionin-β-Synthase aktivieren (Finkelstein et al. 
1975). 
Peptide können im Darm parazellulär oder transzellulär resorbiert werden. So werden 
30-50% des Stickstoffbedarfs durch Resorption von kleinen Peptiden gedeckt. Dabei ist 
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die Resorbierbarkeit umgekehrt proportional zur Kettenlänge (Roberts et al. 1999). 
Dennoch werden kleine Peptide schneller aufgenommen als freie Aminosäuren (Gardner 
1982; Webb 1990). Große wasserlösliche Peptide werden parazellulär durch die tight 
junctions zwischen den Enterozyten resorbiert. Eher fettlösliche Peptide sind in der Lage, 
durch transzelluläre Diffusion die Darmbarriere zu überwinden. Für größere Protein-
fragmente besteht weiterhin die Möglichkeit der Endocytose. Für Di- und Tripeptide 
stehen außerdem spezifische Peptidtransporter (z.B. PepT1 und PepT2) zur Verfügung 
(Leibach et al. 1996; Yang et al. 1999). Sowohl Tier- als auch Humanstudien belegen, 
dass ACE-inhibitorische Peptide nach oraler Gabe intakt resorbiert werden können. 
Anschließend entfalten sie in vivo ihre blutdrucksenkenden Effekte (Matsufuji et al. 1995; 
Kawasaki et al. 2000; Sipola et al. 2001). Die verwendeten Met-Tyr-Konzentrationen 
lagen im Bereich des IC50-Wertes (193 µM) für eine ACE-Hemmung (Matsufuji et al. 
1994). 
 
Parallel zur Charakterisierung der genomischen Effekte von Aminosäuren und deren 
Derivaten wurden auch die möglichen funktionellen Konsequenzen einer Induktion von 
Stressproteinen untersucht. Dabei wurden die cytoprotektiven Eigenschaften am Beispiel 
von L-Methionin, SAM und Met-Tyr in einem Modell für oxidativen Stress bestimmt. 
Unter Verwendung eines Lucigenin-vermittelten Chemilumineszenz-Assays wurde die 
Wirkung der Testsubstanzen auf die NADPH-induzierte Sauerstoffradikalbildung 
gemessen. Die radikalmindernde Wirkung wurde erst nach mehrstündiger Vorinkubation 
und Auswaschen der Substanzen beobachtet und kann daher nicht die Folge eines 
direkten radikalfangenden Effekts der Substanzen sein. Dies deutet darauf hin, dass 
indirekte intrazelluläre Prozesse an der antioxidativen Wirkung beteiligt sind.  
Eine Minderung der Radikalbildung wurde ebenfalls erzielt, wenn eine direkte Inkubation 
mit dem HO-1-Produkt Bilirubin durchgeführt wurde. Daher könnten unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen die Metaboliten der HO-1, insbesondere jedoch 
Bilirubin, als Mediatoren der antioxidativen Wirkungen der Aminosäuren und deren 
Derivate fungieren. Der protektive Effekt Bilirubins im gewählten Testsystem zeigte sich 
im Bereich physiologischer Konzentrationen. Die eingesetzten Konzentrationen lagen 
dabei im oberen Referenzintervall für Bilirubin-Plasmaspiegel, die sich in Humanstudien 
als präventiver Faktor für die koronare Herzkrankheit zeigte (Mayer 2000). 
Mit Hilfe des selektiven HO-Hemmstoffs ZnBG konnte ein kausaler Zusammenhang 
zwischen der antioxidativen Wirkung von L-Methionin, SAM und Met-Tyr und der HO-1-
Induktion durch diese Substanzen festgestellt werden. Zumindest ein Teil der 
radikalsenkenden Wirkungen von L-Methionin, SAM und Met-Tyr wurde durch den 
Hemmstoff aufgehoben. Zudem war in allen untersuchten Testsystemen (HO-1-/ 
Ferritinexpression, HO-Aktivität, Radikalreduktion) die Konzentrationsabhängigkeit der 
Substanzeffekte nahezu identisch, was ebenfalls eine kausale Verknüpfung vermuten 
lässt. 
Zur Aufklärung der molekularen Mechanismen der beobachteten Radikalsenkung 
wurden Experimente mit einem spezifischen Hemmstoff des L-Arginin-NO-
Stoffwechselwegs durchgeführt. Sowohl die L-Methionin- als auch die Met-Tyr-
abhängige Radikalsenkung wurden durch den NOS-Inhibitor L-NMMA nahezu 
vollständig inhibiert. Da die HO-1 und auch Ferritin als funktionell relevante 
Zielstrukturen von NO identifiziert werden konnten (Durante et al. 1997; Oberle et al. 
1997), ist es wahrscheinlich, dass die antioxidativen Effekte von L-Methionin und Met-Tyr 
auf einer NO-abhängigen Induktion des HO-1/Ferritin-Systems beruhen. 
 
Im Modell für oxidativen Stress erwies sich Met-Tyr im Vergleich zu L-Methionin 
ebenfalls als potentere Verbindung. Die freien Aminosäuren L-Methionin und L-Tyrosin 
(einzeln und in Kombination) zeigten unter den Versuchsbedingungen keinen Effekt auf 
die NADPH-vermittelte ROS-Bildung. 
Da L-Methionin alleine ein schwacher Induktor der HO-1 und in peptidischer Verbindung 
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deutlich potenter ist, wurden neben Met-Tyr weitere Methionin-haltige Dipeptide wie 
Methionyl-Methionin (Met-Met) und Methionyl-Phenylalanin (Met-Phe) untersucht. 
Außerdem sollte getestet werden, ob die Induktion der HO-1 ein Gruppeneffekt für ACE-
Inhibitoren darstellt. Eine Inkubation von Endothelzellen mit dem ACE-inhibitorischen 
Peptid Met-Phe, welches ebenfalls aus Sardinen isoliert wurde (Matsufuji et al. 1994), 
und dem klassischen ACE-Inhibitor Captopril sowie dem Dipeptid Met-Met führte zu 
keiner Reduktion der NADPH-vermittelten Radikalbildung im Vergleich zu Met-Tyr. Ein 
vergleichbar negatives Ergebnis zeigte sich auch in Bezug auf die Induktion des HO-1-
Proteins. 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die HO-1-Induktion durch Met-Tyr unabhängig 
von der ACE-inhibitorischen Wirkung auftritt und für dieses Dipeptid spezifisch ist. 
 
Da sich die C-terminalen Aminosäuren der beiden getesteten ACE-inhibitorischen 
Dipeptide nur durch eine phenolische OH-Gruppe unterscheiden, stellt sich die Frage, 
warum Met-Tyr im Gegensatz zu Met-Phe in der Lage ist, die Proteinexpression der   
HO-1 zu induzieren. Hinsichtlich der ACE-inhibitorischen Aktivität postulierten Cheung 
und Mitarbeiter, dass Dipeptide mit C-terminalem Tyrosin-Rest effektiver als Dipeptide 
mit C-terminalem Phenylalanin-Rest sind (Cheung et al. 1980). Dies trifft für die in dieser 
Arbeit untersuchten Dipeptide nicht zu. Die in vitro für eine ACE-Hemmung bestimmte 
IC50-Konzentration von Met-Phe ist mit 44,7 µM geringer als die von Met-Tyr (193 µM) 
(Matsufuji et al. 1994). Oftmals korrelieren die in vitro bestimmte ACE-inhibitorische 
Aktivität (als IC50) und die in vivo gezeigten antihypertensiven Effekte jedoch nicht 
miteinander. Diese Diskrepanz kann zunächst durch eine unterschiedliche Bioverfüg-
barkeit der bioaktiven Peptide nach oraler Gabe erklärt werden. Um in vivo wirken zu 
können, müssen die ACE-inhibitorischen Peptide intakt resorbiert werden. Suetsuna und 
Mitarbeiter fanden heraus, dass Dipeptide mit C-terminalem Tyrosin-Rest nach oraler 
Gabe den systolischen Blutdruck in hypertensiven Ratten länger anhaltend senkten als 
Dipeptide mit C-terminalem Phenylalanin-Rest. Dipeptide mit C-terminalem 
Phenylalanin-Rest führten zwar zu einer schnellen Blutdrucksenkung, welche aber von 
kürzerer Dauer war (Suetsuna 1998). Viele Verbindungen zeigen in vivo eine stärkere 
blutdrucksenkende Wirkung, als ihre in vitro bestimmte ACE-inhibitorische Aktivität 
vermuten lässt (Fujita et al. 1999; Vermeirssen et al. 2004). Es gibt vermehrt Hinweise 
darauf, dass bioaktive Peptide zusätzlich zur ACE-Hemmung auch durch andere Effekte 
antihypertensiv wirken können, wie z.B. durch Inhibierung der Chymase (Yamamoto et al. 
1999) oder durch Stimulierung der Prostaglandin-Synthese (Furushiro et al. 1993). Durch 
eine HO-1-Induktion gebildetes CO könnte ebenfalls zur Vasodilatation und somit zur 
Blutdrucksenkung beitragen (Coceani 2000). Die HO-1-Induktion durch Met-Tyr scheint 
aufgrund der vorliegenden Daten unabhängig von der ACE-inhibitorischen Wirkung 
aufzutreten. Dennoch könnten spezifische strukturelle Merkmale innerhalb des Dipeptids, 
die relevant für eine ACE-Hemmung sind, auch für die zusätzliche antioxidative und 
zellprotektive Wirkung verantwortlich sein. 
Im Vergleich zu synthetischen ACE-Inhibitoren wie Captopril (IC50 = 6 nM) sind die 
bioaktiven Peptide trotz geringerer ACE-inhibitorischer Aktivität in vivo ebenso potent 
hinsichtlich ihrer blutdrucksenkenden Effekte (Suetsuna 1998; Vermeirssen et al. 2004). 
Als mögliche Gründe werden eine höhere Gewebeaffinität und eine langsamere 
Eliminierung der Peptide im Gegensatz zu synthetischen Verbindungen diskutiert (Fujita 
et al. 1999). Außerdem könnten wie bereits erwähnt auch andere Mechanismen neben 
einer ACE-Hemmung zur Blutdrucksenkung beitragen (Furushiro et al. 1993; Yamamoto 
et al. 1999; Wu et al. 2001). 
Trotz ihrer effektiven blutdrucksenkenden Wirkung zeigen die bioaktiven Peptide keine 
Nebenwirkungen (FitzGerald et al. 2000). Da im Gegensatz dazu die Therapie mit ACE-
Hemmern oftmals mit schweren Nebenwirkungen verbunden ist (Reizhusten, 
Hautausschläge, Angioödeme usw.), eröffnen ACE-inhibitorische Peptide 
möglicherweise Alternativen bei der Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen. 
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Die Induktion der HO-1 war für L-Methionin und L-Cystein auch auf der Ebene der 
katalytischen Aktivität messbar. Nach Inkubation mit den Testsubstanzen kam es im 
Zelllysat zur vermehrten Bildung von Bilirubin, einem HO-Produkt mit nachgewiesener 
antioxidativer Wirkung. Allerdings waren signifikante Effekte erst mit höheren 
Konzentrationen erreichbar. L-Methionin zeigte sogar erst ab 20 mM einen signifikanten 
Anstieg der HO-Aktivität. Verantwortlich dafür könnte der unvermeidliche Verlust der 
Sensitivität bei dieser Ex-vivo-Messung der spezifischen Enzymaktivität im zellfreien 
System sein. Die induzierte HO kann nicht vollständig während der komplexen 
Aufarbeitung des Lysats aus den intakten Zellen isoliert werden (Motterlini et al. 1996). 
 
Die Freisetzung von CO ist ein weiterer Stoffwechselweg - neben Bilirubin-Bildung und 
Ferritin-Induktion - über den die HO-1 zellprotektive Effekte vermitteln kann. CO kommt 
aufgrund seiner vasodilatierenden, antiinflammatorischen und antiapoptotischen 
Eigenschaften eine zentrale Bedeutung bei der Vermittlung vasoprotektiver Effekte zu 
(Maines 1997; Coceani 2000; Otterbein et al. 2000b). 
Unnikrishnan und Mitarbeiter konnten für L-Methionin eine antiinflammatorische Aktivität 
nachweisen (Unnikrishnan et al. 1990). Die zugrunde liegenden Mechanismen waren 
jedoch nicht bekannt. Eine vermehrte CO-Bildung aufgrund einer L-Methionin-
vermittelten HO-1-Induktion könnte daher die antiinflammatorische Wirkung erklären. 
Durch HO-1 endogen gebildetes CO entfaltete im Tiermodell eine schmerzhemmende 
Wirkung (Steiner et al. 2001). Eine Stimulation der HO-1 in Endothelzellen, die mit dem 
HO-1-Gen transfiziert waren, bewirkte eine Abnahme der Cyclooxygenase-Aktivität. 
Infolge dessen wurde die Bildung von Schmerz-vermittelnden Prostaglandinen verringert 
(Haider et al. 2002). SAM stimuliert die Synthese von Proteoglykanen in den 
Chondrozyten und wirkt analgetisch. Es könnte daher bei entzündlichen, degenerativen 
Gelenkerkrankungen (Arthrosen) eingesetzt werden. Die zugrunde liegenden 
Mechanismen der Analgesie sind bisher noch nicht geklärt. Die HO-1-vermittelte Bildung 
von CO könnte für die analgetische Wirkung von SAM verantwortlich sein. Die Induktion 
der HO-1 durch SAM könnte auch eine Erklärung für die bessere Verträglichkeit von 
SAM im Vergleich zu den nichtsteroidalen Antirheumatika bieten. SAM zeigte im 
Gegensatz zu den nichtsteroidalen Antirheumatika kaum gastrointestinale 
Nebenwirkungen (di Padova 1987; Konig 1987; Maccagno et al. 1987; Soeken et al. 
2002). 
Im Vergleich zu L-Methionin ist SAM die potentere Verbindung sowohl in Bezug auf die 
Induktion des HO-1-Proteins als auch in Bezug auf die radikalsenkenden Eigenschaften. 
Die SAM-vermittelten Effekte waren bereits im mikromolaren Konzentrationsbereich 
detektierbar. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass SAM als Sulfoniumverbindung 
reaktiver als L-Methionin ist. Möglicherweise trägt auch der Adenosinrest zur verstärkten 
Wirkung von SAM bei. In der Medizin wird Adenosin als Antiarrhythmikum eingesetzt 
(Nagelhout 1992; Wilbur et al. 1997). Es wirkt vasodilatatorisch, vermutlich über eine 
gesteigerte NO- und Prostaglandin-Synthese (Marshall 2000; Ray et al. 2002; Wierema 
et al. 2005), und hemmt die Thrombozytenaggregation (Paul et al. 1990; Kitakaze et al. 
1991). Bei Entzündungen wird Adenosin vermehrt freigesetzt und kann über 
Purinozeptoren antiinflammatorisch wirken (Kowaluk 1998; Linden 2006; Rogachev et al. 
2006). Adenosin scheint die entzündungshemmenden Wirkungen von Ketamin und 
Methotrexat zu vermitteln (Cronstein et al. 1994; Mazar et al. 2005). Außerdem gibt es 
erste Hinweise darauf, dass Adenosin in der Lage ist, eine HO-1-Induktion in 
Macrophagen zu bewirken. Dadurch könnte Adenosin ebenfalls zur Regulierung von 
Entzündungsprozessen beitragen (Haschemi et al. 2005). 
 
Die in vielen biologischen Systemen beschriebene Kopplung von HO-1- und 
Ferritinexpression konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. L-Methionin, 
L-Cystein und Met-Tyr führten sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig zu einer 
Stimulierung der Ferritinsynthese. Die Induktion des Ferritinproteins erfolgte dabei im 
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gleichen Konzentrationsbereich wie die Induktion des HO-1-Proteins. Allerdings war eine 
signifikante Stimulation erst nach 24stündiger Vorbehandlung mit den jeweiligen 
Substanzen zu beobachten. Daraus lässt sich schließen, dass die Stimulierung der 
Ferritinsynthese durch L-Methionin, L-Cystein und Met-Tyr hauptsächlich die Folge einer 
HO-1-Induktion sowie der daraus resultierenden Beeinflussung des Eisenstoffwechsels 
ist. 
Das Dipeptid Met-Tyr war auch in Bezug auf die Ferritinprotein-Bildung deutlich potenter 
als die freie Aminosäure L-Methionin. 
Ferritin wird vorwiegend auf translationaler Ebene reguliert (Zahringer et al. 1976), wobei 
der wichtigste physiologische Stimulus der Ferritinsynthese freies Eisen ist (Theil 1987; 
White et al. 1988). In Anwesenheit von Eisen wird die in Monosomen gespeicherte 
Ferritin-mRNA in Form von Polysomen gebunden und verstärkt translatiert (Rogers et al. 
1987). Die Translation wird ermöglicht, indem freies cytosolisches Eisen an das 
endogene Repressorprotein (iron responsive protein, IRP) bindet. Das IRP dissoziiert 
daraufhin von der Ferritin-mRNA und führt somit zur Initiation der Translation (Leibold et 
al. 1992). 
Neben einer Aktivierung eisengenerierender Prozesse (HO-1-Induktion) können aber 
auch andere Mechanismen an der Ferritin-Induktion beteiligt sein. So kann die Induktion 
der Ferritinproteinsynthese in Abhängigkeit vom Zelltyp durch NO aktiviert werden (Kim 
et al. 1995; Yee et al. 1996). Dabei wird eine Interaktion von NO mit cytosolischem Eisen 
diskutiert. NO ist in der Lage freies und proteingebundenes Eisen zu binden (Henry et al. 
1991; Cooper 1999). Darüber hinaus kann es den Eisenmetabolismus und die zelluläre 
Eisenaufnahme beeinflussen (Mulero et al. 1999). Über eine Erhöhung des freien 
zellulären Eisenspiegels könnte NO daher die Ferritintranslation stimulieren. In der 
vorliegenden Arbeit konnte zumindest für L-Methionin und Met-Tyr eine NO-Beteiligung 
an den protektiven Effekten nachgewiesen werden. Daher könnten die zuvor genannten 
Mechanismen zumindest teilweise zur L-Methionin-/Met-Tyr-induzierten Ferritinsynthese 
beitragen. 
Weiterhin sind L-Methionin und L-Cystein in der Lage, Metallionen zu chelatieren 
(Quinlan et al. 1998; Bourdon et al. 2005). Es wäre daher denkbar, das L-Methionin und 
L-Cystein als Eisenkomplexe mit dem Repressorprotein interagieren und so die 
Dissoziation des IRP von der Ferritin-mRNA beschleunigen.  
 
Als wichtige Signaltransmitter, insbesondere im kardiovaskulären System, gelten die 
beiden endogen gebildeten Gase NO und CO. Es gibt jedoch vermehrt Hinweise darauf, 
dass außer NO und CO auch Schwefelwasserstoff (H2S) zur Gruppe der gasförmigen 
Botenstoffe zu zählen ist (Abe et al. 1996; Navarra et al. 2000; Beltowski 2004). 
Endogenes H2S wird aus L-Cystein in Abhängigkeit von Vitamin B6 durch die Enzyme 
Cystathionin-β-Synthase (CBS) und Cystathionin-γ-Lyase (CSE) gebildet (Abb. 2). CBS 
ist für die H2S-Bildung im Gehirn verantwortlich, CSE generiert H2S vorwiegend im 
kardiovaskulären System. Unter physiologischen Bedingungen wird H2S kaum 
akkumuliert und zeigt daher auch keine toxischen Effekte. Die physiologischen H2S-
Konzentrationen im Gehirn werden mit 50-160 µM angegeben, aber auch im vaskulären 
Gewebe kann H2S in messbaren Mengen (ca. 46 µM) produziert werden (Wang 2002). 
H2S scheint eine funktionelle Rolle im kardiovaskulären System einzunehmen. 
H2S interagiert direkt mit den glatten Gefäßmuskelzellen, indem es cGMP-unabhängig 
KATP-Kanäle öffnet. Es kommt zur Vasorelaxation und somit zur Blutdrucksenkung (Zhao 
et al. 2001). Außerdem hemmt es die Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen (Leffler 
et al. 2006). Verringerte H2S-Level in Patienten mit Hyperhomocysteinämie könnten an 
der Entstehung einer Atherosklerose beteiligt sein. Erhöhte Homocystein-Spiegel werden 
oftmals durch Mutationen im CBS-Gen hervorgerufen, welches unter anderem für die 
Bildung von H2S verantwortlich ist (Wang 2002; Beltowski 2004). 
H2S interagiert auch mit den anderen Gastransmittern. So war der H2S-Gehalt nach 
Gabe von NO-Donoren erhöht, da NO die CSE-Expression induziert (Zhao et al. 2001). 
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In den glatten Gefäßmuskelzellen der Lunge war H2S in der Lage, die Expression der 
HO-1 zu induzieren und dadurch die CO-Bildung zu steigern (Qingyou et al. 2004). 
Neben L-Cystein dient SAM ebenfalls als Präkursor für die H2S-Bildung (Wang 2002). 
Auch L-Methionin könnte über den Weg der Transsulfuration als Vorstufe für H2S 
fungieren. In Zusammenhang mit den Ergebnissen von Qingyou und Mitarbeitern wäre 
es daher denkbar, dass L-Methionin, L-Cystein und SAM H2S-abhängig die HO-1 
induzieren. Ob H2S an endothelprotektiven Wirkungen durch Induktion der HO-1 beteiligt 
ist, müsste durch Experimente z.B. mit CBS/CSE-Hemmstoffen eingehender untersucht 
werden. 
 
Neben gefäßschützenden Wirkungen könnten L-Cystein und SAM auch gastroprotektive 
Effekte vermitteln. So konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass L-Cystein 
die Heilung von Wunden und bestehenden Magenulzera beschleunigt (Szabo 1984; 
Salim 1992a; Salim 1992b). SAM minderte in Tierversuchen eine Ethanol-induzierte 
Magenschädigung (Gutierrez-Cabano 1989). Die molekularen Wirkmechanismen der 
Gastroprotektion durch L-Cystein und SAM sind allerdings noch nicht vollständig geklärt. 
Die Induktion der HO-1 wird nicht nur mit endothelprotektiven, sondern auch mit 
gastroprotektiven Effekten in Zusammenhang gebracht (Becker et al. 2003; Berndt et al. 
2005; Becker et al. 2006). Daher könnte eine Induktion der HO-1 zur gastroprotektiven 
Wirkung von L-Cystein und SAM beitragen. 
15-35% aller Ulkus-Krankheiten werden durch nichtsteroidale antiphlogistische 
Analgetika (NSAIDs) verursacht (Tenenbaum 1999). NSAIDs werden zur Behandlung 
von Schmerzen und Entzündungen eingesetzt. Die Blockade der Prostaglandinsynthese 
durch Hemmung der Cyclooxygenasen (COX-1/2) führt zur analgetischen und 
antiinflammatorischen Wirkung der NSAIDs. Eine Langzeiteinnahme wird jedoch mit 
erhöhter gastrointestinaler Blutungsneigung und/oder der Entwicklung von Magen-Darm-
Ulzera assoziiert. Die gastrotoxischen Wirkungen der NSAIDs werden unter anderem der 
verringerten Synthese von magenschützenden Prostaglandinen zugeschrieben (Schoen 
et al. 1989; Soll et al. 1991; Wolfe et al. 1999). Die Entwicklung von magenschonenden, 
dennoch effektiven NSAIDs ist daher von besonderem Interesse. NO-NSAIDs, die 
sowohl NO freisetzen als auch die COX inhibieren, stellen eine Alternative zu den 
konventionellen NSAIDs dar. NO fungiert als Mediator von gastroprotektiven Effekten, 
indem es die Durchblutung der Mukosa aufrechterhält, die Aggregation der Leukozyten 
und Thrombozyten hemmt sowie die Sekretion von Schleim, Flüssigkeit und Bicarbonat 
stimuliert. Darüber hinaus beschleunigt NO die Heilung von Ulzera und schützt die 
Epithelzellen vor direkter Schädigung durch prooxidative Agenzien (Wallace et al. 2000). 
Außerdem ist NO ein wichtiger endogener Induktor des zellprotektiven Enzyms HO-1 
(Yee et al. 1996; Polte et al. 2000). Im Zellkulturmodell induzierte aus NO-Naproxen 
freigesetztes NO die HO-1 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene. Die NO-freie 
Muttersubstanz bewirkte keinen induktiven Effekt auf die HO-1 (Berndt et al. 2005). 
Galanakis und Mitarbeiter zeigten, dass Amidderivate konventioneller NSAIDs (wie z.B. 
Diclofenac, Indometacin) mit L-Cysteinethylester antiinflammatorisch und antioxidativ 
wirkten. Diese kombinierte Wirkung resultierte in einer verringerten gastrointestinalen 
Toxizität. Teilweise wirkten die derivatisierten Verbindungen sogar stärker 
antiinflammatorisch als die Muttersubstanzen. Die Autoren schrieben die verstärkte 
entzündungshemmende Aktivtät der antioxidativen Wirkung der freien Thiolgruppe des 
L-Cysteinrests zu (Galanakis et al. 2004). In Verbindung mit den hier präsentierten Daten, 
könnte auch eine Induktion des HO-1/Ferritin-Systems, vermittelt durch den                   
L-Cysteinrest, für die antioxidativen sowie die stärkeren antiinflammatorischen 
Wirkungen der derivatisierten NSAIDs verantwortlich sein. Underivatisierte NSAIDs wie 
Diclofenac und Indometacin beispielsweise sind nicht in der Lage, das HO-1/Ferritin-
System zu induzieren (Oberle et al. 1998; Grosser et al. 2003). 
 
L-Cystein und SAM waren in der Lage zusätzlich zur Proteinexpression auch die 
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Transkription des HO-1-Gens sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig zu 
stimulieren. 
Im Gegensatz dazu bewirkten L-Methionin und Met-Tyr keine Induktion der HO-1 auf 
Transkriptionsebene. Dieser Befund lässt auf unterschiedliche Regulationsmechanismen 
der L-Methionin-/Met-Tyr-vermittelten HO-1-Induktion einerseits und der L-Cystein-/SAM-
abhängigen HO-1-Induktion andererseits schließen. Untersuchungen mit dem 
Transkriptionsblocker Actinomycin D und L-Methionin bzw. Met-Tyr zeigten eine 
Stabilisierung der mRNA bei Vorstimulierung der HO-1 mit Cadmiumchlorid. 
Die Induktion der HO-1 durch endogenes NO involviert auch post-transkriptionelle 
Prozesse wie z.B. die Stabilisierung der HO-1-mRNA (Hartsfield et al. 1997; Bouton et al. 
2000). Sowohl für die L-Methionin- als auch für die Met-Tyr-vermittelte ROS-Senkung 
konnte eine NO-Abhängigkeit festgestellt werden. Eine NO-abhängige Stabilisierung der 
HO-1-mRNA könnte daher die L-Methionin- bzw. Met-Tyr-induzierte HO-1-
Proteinexpression erklären. Außerdem gibt es bereits Hinweise darauf, dass einige 
Aminosäuren über eine Stabilisierung der mRNA an der Regulation von diversen 
Säugetiergenen beteiligt sind (Rinehart et al. 1985; Kanamoto et al. 1987; Chen et al. 
1992). Einige Peptide und größere Proteine weisen ebenfalls mRNA-stabilsierende 
Effekte auf (Boado 1995; Tong et al. 1998; Brennan et al. 2001). Das RNA-bindende 
Protein HuR ist beispielsweise in der Lage, die mRNA der NOS, der COX-2 sowie der 
löslichen Guanylatcyclase zu stabilisieren (Rodriguez-Pascual et al. 2000; Kloss et al. 
2003; Sengupta et al. 2003). 
Die Aminosäure L-Cystein hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Stabilität der 
HO-1-mRNA. Die L-Cystein-induzierte Genaktivierung der HO-1 scheint daher 
hauptsächlich transkriptionell und nicht post-transkriptionell reguliert zu werden. 
 
Eine Vielzahl der Induktoren der HO-1 verursachen direkt oder indirekt oxidativen Stress. 
Daher stellte sich die Frage, ob die L-Cystein vermittelte HO-1-Induktion auf einer 
vermehrten Bildung freier Sauerstoffradikale beruht. Durch Vorbehandlung der 
Endothelzellen mit SOD konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der Transkription 
des HO-1-Gens durch L-Cystein nicht durch Sauerstoffradikale stimuliert wird. Diese 
Ergebnisse lassen eine stressfreie Induktion der HO-1 durch L-Cystein vermuten. 
 
Atherosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen gehen meist mit einem relativen Mangel 
an NO einher, entweder aufgrund einer verminderten Bioverfügbarkeit oder aufgrund 
einer eingeschränkten Biosynthese. Die endogene Bildung von NO aus der Aminosäure 
L-Arginin wird durch die Enzymfamilie der NO-Synthasen (NOS) katalysiert (Palmer et al. 
1989). Als wichtiges Signalmolekül ist NO an vielen biochemischen Prozessen des 
Körpers beteiligt, insbesondere im kardiovaskulären System. Dabei existieren zwei 
prinzipielle Wirkmechanismen, durch die NO die Signaltransduktion steuern und seine 
Wirkungen entfalten kann. Durch Reaktion mit Metallionen in Molekülen (z.B. 
Guanylatcyclase) oder Nitrolysierung von Thiolresten in Proteinen (z.B. Transkriptions-
faktoren) kann NO die Aktivität dieser Verbindungen modulieren. NO ist die potenteste 
bekannte endogene gefäßerweiternde Substanz. Darüber hinaus hemmt es die 
Thrombozytenaggregation, die Leukozytenadhäsion, die Proliferation der glatten 
Gefäßmuskelzellen sowie die endotheliale Apoptose (Nakaki et al. 1990; Kubes et al. 
1991; de Graaf et al. 1992). Neben einer direkten Inaktivierung von ROS (Beckman et al. 
1996), kann NO antioxidative Wirkungen auch durch Induktion cytoprotektiver Gene 
entfalten. Eine Vielzahl von Studien belegen, dass NO ein wesentlicher Induktor der  
HO-1-Transkription ist (Durante et al. 1997; Hartsfield et al. 1997). So konnte z.B.      
NO-Naproxen im Gegensatz zu Naproxen die Synthese der HO-1-mRNA in 
Endothelzellen induzieren. Als mögliche funktionelle Konsequenz der HO-1-Induktion 
reduzierte NO-Naproxen die NADPH-vermittelte Bildung von freien Sauerstoffradikalen 
nach mehrstündiger Vorinkubation (Berndt et al. 2005).  
Der second messenger cGMP ist der Hauptmediator der physiologischen Effekte von NO. 
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Durch Anbindung von NO wird die lösliche Guanylatcyclase aktiviert und daraufhin 
vermehrt cGMP gebildet. Durch Aktivierung von Proteinkinasen ist cGMP in der Lage die 
vasodilatierenden Eigenschaften von NO zu vermitteln (Murad et al. 1987; Waldman et al. 
1987). 
Inwieweit die L-Cystein-induzierte HO-1-Transkription durch NO vermittelt wird, wurde 
mit Hilfe des NOS-Hemmstoffs L-NAME und des NO-Radikalfängers PTIO untersucht. 
Unter Verwendung von ODQ, einem selektiven Inhibitor der löslichen Guanylatcyclase, 
wurde untersucht, ob die HO-1-Induktion durch L-Cystein cGMP-abhängig verläuft. Die 
Ergebnisse der Untersuchungen zur Genaktivierung der HO-1 durch L-Cystein in 
Endothelzellen zeigen, dass die Transkription weder über den L-Arginin-NO-
Stoffwechsel noch durch cGMP vermittelt wird. 
 
Als weiterer möglicher Signaltransduktionsweg für eine HO-1-Induktion wird die MAP-
Kinase-Kaskade diskutiert. MAP-Kinasen sind als Serin/Threonin-Proteinkinasen 
Bestandteil zahlreicher zellulärer Signalwege. Es werden drei MAPK-Familien 
beschrieben: die extrazellulär regulierte Kinase (ERK), die c-Jun-N-terminale Kinase 
(JNK) und die p38-MAPK. JNK und p38 werden hauptsächlich durch Stressfaktoren 
aktiviert. Sie spielen eine Rolle im Entzündungsgeschehen, bei der Apoptose und bei der 
Zellproliferation. Im Gegensatz dazu wird die ERK überwiegend durch 
Wachstumsfaktoren stimuliert und ist daher an der Regulation von Zelldifferenzierungs- 
und Zellproliferationsvorgängen beteiligt. Durch Phosphorylierung können die MAP-
Kinasen Transkriptionsfaktoren und regulatorische Proteine aktivieren (Kyriakis et al. 
2001). Die Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren in der Promotorregion des HO-1-
Gens werden allgemein als responsive elements (RE) bezeichnet (siehe Abb. 6). So 
wurden unter anderem DNA-Sequenzen, an die AP-1, AP-2, Nrf2, NFκB, IL-6 und 
weitere Transkriptionsfaktoren binden können, in der Promotorregion der HO-1 gefunden 
(Lavrovsky et al. 1994; Choi et al. 1996; Ryter et al. 2006). Die MAP-Kinasen der 
einzelnen Familien können miteinander interagieren, so dass die Genregulierung über 
den MAPK-Weg oftmals sehr komplex ist. Interessanterweise sind bestimmte Stimuli, die 
die Transkription der HO-1 induzieren können, auch an der Aktivierung der MAP-Kinasen 
beteiligt. Dazu gehören vor allem Stressfaktoren wie UV-Licht, Hitzeschock, oxidativer 
Stress, proinflammatorische Cytokine und Wachstumsfaktoren (Elbirt et al. 1998; Ryter 
et al. 2006). Die Induktion der HO-1 in Endothelzellen durch Statine wird vermutlich 
ebenfalls durch MAP-Kinasen vermittelt (Chen et al. 2006). Das atriale natriuretische 
Peptid induzierte die HO-1 in Endothelzellen über JNK- und ERK-abhängige Signalwege 
(Kiemer et al. 2003). Ob die L-Cystein-vermittelte HO-1-Induktion über die MAP-Kinase-
Kaskade reguliert wird, müsste durch weiterführende Experimente z.B. mit spezifischen 
Hemmstoffen genauer untersucht werden. 
 
Ergebnisse aus neueren Studien identifizieren H2S als Mediator im kardiovaskulären 
System und als potenten Induktor der HO-1 (Wang 2002; Qingyou et al. 2004). H2S wird 
unter physiologischen Bedingungen aus L-Cystein gebildet. Daher könnte ebenso H2S 
an der Stimulierung der HO-1 durch L-Cystein beteiligt sein. Durch welche Mechanismen 
H2S das HO-1-System modulieren könnte, ist allerdings noch unklar. Es besteht jedoch 
eine Verbindung zwischen H2S-vermittelten Effekten, anderen als der HO-1-Induktion, 
und einer Aktivierung von MAP-Kinasen (Yang et al. 2004a; Yang et al. 2004b). 
 
Die L-Cystein-vermittelte Induktion der HO-1-mRNA wurde sowohl durch den 
Transkriptionsblocker Actinomycin D als auch durch den Translationshemmer 
Cycloheximid nahezu vollständig bzw. teilweise aufgehoben. Diese Beobachtungen 
demonstrieren, dass die HO-1-Genexpression auf der Ebene der Transkription reguliert 
wird, gleichzeitig aber auch eine De-novo-Synthese von Proteinen erfordert. Die 
Notwendigkeit von neu gebildeten Proteinen an der Genaktivierung der HO-1 lässt die 
Beteiligung von Transkriptionsfaktoren oder anderer Peptide mit kurzer Halbwertszeit 
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vermuten. Verschiedene Studien postulieren z.B. die Involvierung von AP-1 (Kiemer et al. 
2003) und Nrf2 (Balogun et al. 2003) an der HO-1-Genaktivierung. 
 
Sowohl L-Cystein als auch SAM waren in der Lage, die Aktivität des humanen HO-1-
Promotors konzentrationsabhängig zu steigern. Die Erhöhung der HO-1-Promotor-
Aktivität unterstreicht die bisherigen Ergebnisse hinsichtlich der Induktion des HO-1-
Gens auf Transkriptionsebene durch L-Cystein und SAM. Die genauen Mechanismen 
sowie die verantwortlichen Mediatoren bzw. Transkriptionsfaktoren müssen jedoch noch 
festgestellt werden. 
Die Steigerung der Promotoraktivität durch L-Cystein und SAM ist dabei nicht auf das 
humane HO-1-Gen beschränkt. Mit Hilfe eines Reportergen-Konstrukts, das einen Maus-
HO-1-Promotor enthielt, konnte nachgewiesen werden, dass L-Cystein und SAM auch 
die HO-1-Promotor-Aktivität dieser Spezies steigern können. 
 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass schwefelhaltige Aminosäuren, deren 
Derviate und bioaktive Dipeptide über eine Aktivierung des HO-1/Ferritin-Systems 
antioxidative und endothelprotektive Effekte induzieren können. Die Induktion des      
HO-1/Ferritin-Systems durch Nahrungsbestandteile wie Aminosäuren oder bioaktive 
Peptide stellt einen zellprotektiven Signalweg dar, der klinische Bedeutung bei der 
Prävention oder Therapie von Atherosklerose und anderen durch oxidativen Stress 
verursachten Erkrankungen erlangen könnte. 
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6 Zusammenfassung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung genomischer Effekte von 
antioxidativ wirksamen Aminosäuren (insbesondere schwefelhaltigen Aminosäuren) und 
von Oligopeptiden mit ACE-inhibitorischen Eigenschaften. Dabei sollte die Expression 
von Genen mit zellprotektiver Funktion (Hämoxygenase-1, Ferritin) unter dem Einfluss 
der verwendeten Substanzen in Endothelzellen untersucht werden. 
 
Die schwefelhaltigen Aminosäuren L-Methionin, L-Cystein und SAM konnten die HO-1 
auf Proteinebene sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig induzieren. Die Induktion 
der HO-1 durch L-Methionin und L-Cystein war auch auf Ebene der katalytischen 
Aktivität messbar. 
 
Das Dipeptid Methionyl-Tyrosin (Met-Tyr) induzierte die Proteinexpression der HO-1 in 
Abhängigkeit von der Konzentration und der Zeit. Die freien Aminosäuren L-Methionin 
und L-Tyrosin waren unter diesen Bedingungen wirkungslos. Dieser Befund spricht für 
eine spezifische Funktion der peptidischen Bindung und struktureller Merkmale des 
Dipeptids bei der HO-1 Induktion. Andere ACE-inhibitorische Substanzen (Captopril, 
Methionyl-Phenylalanin) und Methionin-haltige Dipeptide (Methionyl-Methionin) ließen 
die Proteinexpression der HO-1 unbeeinflusst. Diese Ergebnisse dokumentieren, dass 
die Aktivierung der HO-1-Expression für Met-Tyr spezifisch ist und nicht mit den ACE-
inhibitorischen Eigenschaften dieses Dipeptids zusammenhängt. 
 
Gekoppelt an die Freisetzung des Häm-Eisens durch die HO-1 ist die Expression eines 
zweiten antioxidativ wirksamen Stressproteins, des Eisenspeicherproteins Ferritin.        
L-Methionin, L-Cystein und Met-Tyr führten zu einer konzentrations- und zeitabhängigen 
Steigerung der Ferritinproteinsynthese. 
 
L-Cystein und SAM waren in der Lage, die Transkription des HO-1-Gens ebenfalls 
konzentrations- und zeitabhängig zu stimulieren. L-Methionin und Met-Tyr bewirkten 
keine Induktion der HO-1-mRNA. Jedoch konnte für diese beiden Substanzen eine 
Stabilisierung der HO-1-mRNA nachgewiesen werden. 
 
Untersuchungen zur Genaktivierung der HO-1 durch L-Cystein ergaben, dass diese nicht 
über reaktive Sauerstoffspezies induziert wird. NO/cGMP-abhängige Signalwege sind 
ebenfalls nicht an der L-Cystein-abhängigen HO-1-Induktion beteiligt. 
 
Unter Verwendung des Translationsblockers Cycloheximid und des Transkriptions-
blockers Actinomycin D konnte die L-Cystein-vermittelte HO-1-mRNA-Induktion 
gehemmt werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von neu gebildeten 
Proteinen an der Genaktivierung der HO-1 durch L-Cystein sowie auf eine 
transkriptionelle Regulierung der HO-1-mRNA-Expression hin. Diese Ergebnisse 
konnten anhand von Genreporter-Versuchen bestätigt werden. Sowohl L-Cystein als 
auch SAM waren in der Lage, die HO-1-Promotor-Aktivität konzentrationsabhängig zu 
steigern. 
 
Funktionelle Konsequenzen der beobachteten genomischen Effekte wurden an einem 
Zellkulturmodell für oxidativen Stress untersucht. Vorinkubationen mit L-Methionin, SAM 
und Met-Tyr führten nach mehreren Stunden und Auswaschen der Substanzen zu einer 
Hemmung der ROS-Bildung (indirekte antioxidative Wirkung). Der radikalfangende Effekt 
von Met-Tyr trat unabhängig von dessen ACE-inhibitorischer Wirkung auf und war für 
dieses Dipeptid spezifisch. 
Im gleichen Modell zeigte der HO-1-Metabolit Bilirubin konzentrationsabhängige 
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antioxidative Effekte. Dieses Ergebnis zeigt, dass HO-1-Metaboliten unter den gewählten 
Bedingungen als Mediatoren der getesteten Substanzen fungieren können. 
Mit Hilfe des HO-Inhibitors ZnBG konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen der  
HO-1-Induktion durch L-Methionin, SAM und Met-Tyr und deren indirekten antioxidativen 
Wirkungen festgestellt werden. 
Weitere Hemmstoffexperimente deuten auf eine Beteiligung von Stickstoffmonoxid, 
einem bekannten Induktor der HO-1, an der L-Methionin- bzw. Met-Tyr-abhängigen 
Radikalsenkung hin. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen verschiedenen schwefelhaltigen Aminosäuren und 
dem ACE-inhibitorischen Dipeptid Met-Tyr eine Funktion als Aktivatoren antioxidativer 
und antiinflammatorischer Stoffwechselwege zu. Die Induktion des HO-1/Ferritin-
Systems durch die getesteten Nahrungsbestandteile ist ein hier erstmalig beschriebener 
Signalweg, der ursächlich an den protektiven Effekten der einzelnen Substanzen im 
kardiovaskulären System beteiligt sein könnte. Die Befunde lassen auf ein 
antiatherogenes Potenzial der untersuchten Nahrungsbestandteile schließen und 
unterstreichen die Bedeutung diätetischer Maßnahmen bei der Prävention der 
Atherosklerose und anderer inflammatorischer Prozesse. 
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