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1 Einleitung

1.1 Nichtsteroidale Antiphlogistika

1.1.1  Erwinschte und unerwinschte Wirkungen der klassischen NSAIDs

Vor mehr als 100 Jahren wurde Acetylsalicylsdure (ASS) als fiebersenkendes
Schmerzmittel und Entzindungshemmer in die Therapie eingefuhrt. Es folgten zahl-
reiche verwandte Substanzen, die heute die Arzneistoffgruppe der nichtsteroidalen
Antiphlogistika (NSAIDs, Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs) bilden. Erst 1971
konnte geklart werden, dass die Wirkung auf einer Hemmung der Cyclooxygenase
(Prostaglandin-H-Synthase) beruht, die Arachidonsaure in die Vorstufen der
Prostaglandine, des Thromboxans und des Prostacyclins tberfuhrt (Vane, 1971).
Prostaglandine sind sowohl an der Erregung und Sensibilisierung von Schmerzrezep-
toren als auch an der Entstehung von Fieber und entziindlichen Reaktionen beteiligt.
Daher wirken NSAIDs sowohl analgetisch als auch antipyretisch und antiphlogistisch.
Durch Eingriff in die Thromboxansynthese hemmen NSAIDs die Plattchenaggregation
und wirken antithrombotisch. Hier hat ASS die grof3te Bedeutung, da die
Cyclooxygenase der Thrombozyten durch Acetylierung irreversibel blockiert wird (Reilly
& FitzGerald, 1988).

NSAIDs gehéren zu den am haufigsten angewendeten Préparaten bei Schmerzen,
Migréane und Fieber sowie entziindlichen und degenerativen Gelenkerkrankungen. ASS
wird in niedriger Dosierung als Thrombozytenaggregationshemmer oftmals Uber Jahre
zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse eingenommen.

NSAIDs werden im Allgemeinen gut vertragen. Langer andauernde Therapien und die
Einnahme hdherer Dosen gehen jedoch mit einer Vielzahl unerwinschter Wirkungen
einher, die vor allem den Gastrointestinaltrakt und die Niere betreffen. Dabei kommt es
haufig zu dyspeptischen Beschwerden und an den Schleimhduten im
Gastrointestinaltrakt zu oberflachlichen Erosionen bis hin zu tiefer reichenden
Lasionen, die zu subepithelialen Blutungen und zur Bildung von Ulzera fihren kénnen.
Die Nierenfunktion wird durch verminderte Ausscheidung von Natriumionen und
Wasser gestort, was erhohten Blutdruck und Odembildungen hervorrufen kann
(Hawkey & Langman, 2003; Rainsford, 1999; Wolfe et al., 1999).

Schadigungen der Schleimhaut treten am haufigsten im Magen auf, doch auch der
Dianndarm kann betroffen sein (Bjarnason et al., 1993). Das Risiko NSAID-induzierter
Komplikationen steigt mit zunehmendem Alter, bei gleichzeitiger Einnahme von
Corticoiden oder Antikoagulanzien sowie bei gastrointestinalen Blutungen und Ulkus in
der Vorgeschichte. Ob das Geschlecht, Rauchen, Alkoholkonsum oder die Besiedlung
mit Helicobacter pylori eine Rolle spielen, ist noch nicht eindeutig geklart (Simon et al.,
1996; Wolfe et al., 1999). Die Storung der Nierenfunktion stellt einen besonderen
Risikofaktor bei Hypertonikern und herzinsuffizienten Patienten dar.

Nicht nur den erwiinschten, sondern auch den unerwiinschten Wirkungen der NSAIDs
liegt die systemische Hemmung der Prostaglandin-Synthese zugrunde. Daher konnten
sowohl die parenterale Gabe als auch die Synthese von Prodrugs oder die
Formulierung magenresistenter Manteltabletten die Magenvertraglichkeit der NSAIDs
nur geringfugig verbessern (Wolfe et al., 1999).
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1.1.2 Schutzmechanismen der Magenschleimhaut

Die Magenschleimhaut ist einer Vielzahl von potenziell schadigenden Agenzien ausge-
setzt. Dazu zéhlen insbesondere die Magenséaure, physiologische Detergenzien (z.B.
Gallensalze), Pepsine, bakterielle Produkte und exogene Substanzen wie Arzneistoffe
und Alkohol. Um einer Schadigung vorzubeugen, halt die Schleimhaut im
physiologischen Zustand ein komplexes System an protektiven Mechanismen aufrecht,
das als Mukosabarriere bezeichnet wird (Wallace & Granger, 1996).

Die erste Barriere besteht aus der Sekretion von Saure, Schleim und Bicarbonat. Die
Saure wirkt antibakteriell und verhindert die Ausbreitung mit der Nahrung aufgenom-
mener Keime. Die Schleimschicht schitzt vor mechanischen und enzymatischen
Angriffen und halt mit Hilfe der Pufferfunktion der Bicarbonationen einen pH-
Gradienten zwischen pH 7 in den Epithelzellen und pH 2 im Magenlumen aufrecht.

Als zweite Barriere dient die Epithelzellschicht. Die Intaktheit aller Zellmembranen und
interzellularen Schlussleisten des Oberflachenepithels ist essentiell fur die Integritat der
Mukosa. Im Fall einer Schadigung existieren rasch aktivierbare Mechanismen zur
Regenerierung des Epithels (Paimela et al., 1995).

Das als gastrale Mikrozirkulation bezeichnete Blutgefal3system halt einen dritten
Abwehrmechanismus aufrecht. Wenn durch eine Schadigung der Mukosa Saure und
andere aggressive Faktoren in den subepithelialen Raum eindringen, erfolgt durch
Aktivierung afferenter Sensornerven ein rapider Anstieg des Blutflusses. Diese reaktive
Hyperamie ermoglicht die Abpufferung der S&ure, den Abtransport toxischer
Substanzen und die Versorgung von Wundheilungsprozessen mit Plasma (Holzer &
Sametz, 1986; Wallace, 2001).

Ein vierter Abwehrmechanismus ist das mukosale Immunsystem bestehend aus
verschiedenen Zelltypen, die als WAachter fungieren. Insbesondere Mastzellen und
Makrophagen werden durch Antigene und Endotoxine aktiviert, setzen Mediatoren frei
und rufen dadurch eine lokale Entziindungsreaktion hervor.

Die flinfte und letzte Stufe der Abwehr wird aktiviert, wenn eine Ulzeration der Mukosa
entstanden ist. Unter diesen Umstanden werden Reparaturmechanismen induziert, die
das Zellwachstum, die Angiogenese neuer BlutgefalRe und die Re-Innervierung der
Mukosa koordinieren (Wallace & Ma, 2001).

Eine wichtige Mediatorfunktion zum Schutz der Mukosa besitzen die Prostaglandine.
Sie stimulieren die Sekretion von Schleim und Bicarbonat und regulieren die Durch-
blutung und den Gefaltonus der gastralen Mikrozirkulation (Hawkey & Rampton,
1985).

Auch die Entzindungsreaktion im Fall einer Aktivierung von Mastzellen und
Makrophagen in der Mukosa wird von Prostaglandinen kontrolliert. So werden die Frei-
setzung von Tumor Nekrose Faktor(TNF)-a und Interleukin-1 aus Makrophagen und
die Produktion des Chemotaxins Leukotrien B, in neutrophilen Granulozyten gehemmt.
Prostaglandine blockieren auRerdem die Freisetzung von Histamin, TNF-a und PAF
(Plattchen-aktivierender Faktor) aus Mastzellen (Wallace & Ma, 2001). Ebenso
hemmen sie die Expression von Adhasionsmolekilen und damit die Adhasion und
Aktivierung von Leukozyten und deren Migration in das Gefaliendothel der gastralen
Mikrozirkulation (Asako et al., 1992).

Als zweiter essentieller Mediator der Mukosa-Protektion fungiert Stickstoffmonoxid
(NO), das groRtenteils in Synergie mit den Prostaglandinen wirkt.
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1.1.3 Bedeutung von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid wird endogen durch die Familie der NO-Synthasen aus der Amino-
saure L-Arginin und molekularem Sauerstoff gebildet. Man unterscheidet bisher drei
Isoenzyme, die Produkte verschiedener Gene sind. Die konstitutiven NO-Synthasen
eNOS (endotheliale NOS) und nNOS (neuronale NOS) werden vorwiegend in Endo-
thelzellen und neuronalen Zellen exprimiert. Die induzierbare NO-Synthase (iINOS)
wird nach exogener Stimulation vor allem in Makrophagen, aber auch in Endothelzellen
und glatten Muskelzellen gebildet (Férstermann et al., 1994).

Wichtige physiologische Funktionen von Stickstoffmonoxid werden tber die Aktivierung
der l6slichen Guanylatcyclase vermittelt. Die Guanylatcyclase katalysiert die Bildung
von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) unter
Abspaltung von Pyrophosphat (Ignarro, 1999). Als second messenger ist cGMP in der
Lage, unter anderem Calcium-lonenkandle zu regulieren und sowohl
Phosphodiesterasen als auch Proteinkinasen zu aktivieren (Denninger & Marletta,
1999).

In Endothelzellen gebildetes NO ist wichtigster Regulator der Durchblutung und des
GefalRtonus. Als  Endothelium-derived relaxing factor (EDRF) vermittelt
Stickstoffmonoxid Uber Aktivierung der Guanylatcyclase die gefal3erweiternde Wirkung
des Acetylcholins (Ignarro et al.,, 1987). Durch Absenkung des intrazellularen
Calciumionen-Spiegels kommt es zur Relaxation der glatten GefaBmuskulatur und
damit zur GefalBerweiterung. Die endothelialen NO-Synthasen werden sowohl durch
eine Erhohung des Calciumspiegels als auch durch verschiedene vasoaktive
Substanzen (Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin, Thrombin u.a.) und Scherkrafte
aktiviert. Eine wichtige Rolle spielt die eNOS in den Endothelzellen der gastralen
Mikrozirkulation bei der Induktion der reaktiven Hyperamie. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Hemmung der NO-Synthase die hyperdmische Reaktion verhindert und so
zur Schleimhautschadigung fihrt (Lippe & Holzer, 1992).

Eine weitere physiologische Aufgabe von NO ist die Regulation der Thrombozyten-
funktion. NO hemmt deren Aggregation, die Adhdsion an Gefallwénde und die
Sekretion vasoaktiver Substanzen durch aktivierte Thrombozyten. Dadurch wirkt NO
antithrombotisch und hélt die Durchblutung aufrecht. Auch diese Effekte werden Uber
die Aktivierung der Guanylatcyclase vermittelt. (Lowenstein et al., 1994).

Die Epithelzellen der Magenschleimhaut bilden ebenfalls NO und tragen dadurch zur
physiologischen Integritdt der Mukosa bei. NO stimuliert Uber Aktivierung der
Guanylatcyclase die Produktion und Sekretion von Schleim (Brown et al., 1993).
Dartber hinaus stimuliert NO den Transport von Chloridionen aus dem Epithel in das
Lumen und damit die Sekretion von Flussigkeit. Eine gesteigerte Flissigkeitssekretion
vermindert die Adhéasion von Bakterien und verdinnt die Konzentration schadigender
Agenzien (Wallace & Miller, 2000). Im Duodenum tradgt NO auch zur Sekretion von
Bicarbonat bei (Holm et al., 1998).

Im zentralen und peripheren Nervensystem hat NO Bedeutung als Neurotransmitter,
der unabhangig von Synapsen Signale zwischen Zellen weiterleiten kann. So spielt NO
im zentralen Nervensystem nicht nur bei der Schmerzwahrnehmung sondern auch bei
der Auspragung von Neuronen, bei der Gedachtnisfunktion und bei Lernvorgangen
eine wichtige Rolle (Morris et al., 1992). Im peripheren Nervensystem reguliert NO als
Neurotransmitter der NANC(nicht adrenerg nicht cholinerg)-Neuronen die Peristaltik
des Gastrointestinaltrakts, insbesondere die direkte Relaxation der glatten Muskulatur
(Martin et al., 2001).

Durch iNOS-Enzyme gebildetes NO agiert als Modulator der Wundheilung, von
Entzindungsprozessen und der unspezifischen Immunabwehr.

Durch Stimulation der Angiogenese und der Kollagensynthese in Wundfibroblasten
beschleunigt Stickstoffmonoxid die Heilung von Wunden und damit auch von gastralen



10 1 Einleitung

Ulzera. Wahrend eine Hemmung der NOS die Heilungsprozesse verzdgert, tragen NO-
Donoren zur Heilung bei (Elliott et al., 1995; Schaffer et al., 1997). Auch eine gute
Durchblutung am Rande der Wunde ist fir die Heilung essentiell und wird durch NO
positiv beeinflusst (Martin et al., 2001).

In Abhangigkeit von der Konzentration kontrolliert Stickstoffmonoxid Cytokin-vermittelte
Entzindungsreaktionen. Eine konstante NO-Freisetzung durch konstitutive NO-
Synthasen stabilisiert Mastzellen und hemmt die Freisetzung von TNF-o und
Interleukinen aus Makrophagen (Wallace & Ma, 2001). NO verhindert aul3erdem die
Interaktionen von Leukozyten mit dem GefalRendothel. Es konnte gezeigt werden, dass
NO sowohl die Expression von -2 Adh&sionsmolekilen auf neutrophilen Granulozyten
als auch von P-Selektin auf Endothelzellen hemmte (Wallace & Miller, 2000). So fuhrte
eine Hemmung der NO-Synthase zur vermehrten Adhasion neutrophiler Granulozyten
(Kubes et al., 1991), wahrend NO-freisetzende Verbindungen die Adhasion der
Leukozyten hemmten (Kosonen et al., 1999).

Doch NO fungiert nicht nur als antiinflammatorischer Mediator. Bei der unspezifischen
Immunabwehr kommt es durch Cytokine und Endotoxine zur Aktivierung von
Makrophagen und Leukozyten. Diese Zellen produzieren dann neben reaktiven Sauer-
stoffspezies hohe Konzentrationen an NO, wodurch vermehrt proinflammatorische und
cytotoxische Effekte auftreten. Durch Interaktionen mit Metallionen und Thiolgruppen
modifizieren NO und durch Reaktion mit Superoxid entstandenes Peroxynitrit Proteine
und Nukleinsduren derart, dass sie eine cytotoxische Wirkung auf pathogene
Organismen und infizierte Zellen entfalten (Liew & Cox, 1991; Martin et al., 2001).

1.1.4 Entstehung einer NSAID-induzierten Schleimhautschadigung

Aufgrund ihres S&urecharakters rufen manche NSAIDs direkt topische Verletzungen
der Magenschleimhaut hervor. Im sauren Milieu des Magens liegen die schwachen
Sauren undissoziiert vor und kénnen so leicht durch die Schleimschicht und die Zell-
membranen des Epithels migrieren. Im Zellinneren dissoziieren sie aufgrund des
hoheren pH-Wertes, was zu einer Akkumulation von Protonen und damit zur
Zellschadigung fihrt. Die Migration in die Schleimschicht verringert zusatzlich deren
Hydrophobie, wodurch sich die Barrierefunktion verschlechtert (Schoen & Vender,
1989).

Schwerwiegender sind aber die systemischen Effekte der NSAIDs. Wird durch
Hemmung der Cyclooxygenase die Synthese der Prostaglandine in den Epithelzellen
reduziert, verringert sich die Produktion von Schleim und Bicarbonat, die Durchblutung
der Mukosa nimmt ab und die Epithelzellen werden in ihrer Proliferation gehemmt. Die
Mukosabarriere wird Uberwindbar. Sdure und andere aggressive Faktoren konnen die
Epithelschicht angreifen (Schoen & Vender, 1989; Whittle, 2003; Wolfe et al., 1999).
Schon geringe Dosen von NSAIDs reichen aus, die Prostaglandin-Synthese in der
Magenschleimhaut zu unterdriicken (Lee et al.,, 1994). Durch die Hemmung der
Thromboxan-Synthese und damit der Plattchenaggregation kdnnen NSAIDs Magen-
Darm-Blutungen verursachen und die Heilung bereits vorhandener Ulzera verzdgern
(Prichard et al., 1989).

Ein initialer Schritt der NSAID-induzierten Mukosaschadigung ist die Adhasion von
Leukozyten an das GefaRendothel der gastralen Mikrozirkulation. NSAIDs induzieren
durch Stimulation der Freisetzung proinflammatorischer Cytokine wie TNF-a eine
vermehrte Expression der Leukozyten-Adhasionsmolekille (Andrews et al., 1994;
Santucci et al.,, 1994). Dadurch wird die Durchblutung auf zweierlei Art und Weise
beeintrachtigt. Zum einen kdnnen sich durch vermehrte Adhésion von Leukozyten
Mikrothromben im Gefal3system bilden, was ischdmische Situationen hervorrufen und
zum Verschluss bis hin zur Ruptur der Gefal3e fihren kann. Zum anderen werden die
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Endothelzellen direkt geschadigt. Durch Adhasion aktivierte Leukozyten setzen
Proteasen und reaktive Sauerstoffspezies wie Superoxid frei. Reaktive
Sauerstoffspezies wirken cytotoxisch auf Endothelzellen, indem sie Lipidperoxidationen
in den Zellmembranen initieren sowie mit Proteinen und der DNA interagieren.
Sauerstoffradikale reagieren aul3erdem direkt mit NO, wodurch in den GefalRen ein
Mangelzustand entsteht (Wallace, 1997). Dass oxidativer Stress zur Schadigung der
Magenschleimhaut beitragt, konnten In-vivo-Studien belegen. Antioxidanzien und die
Infusion antioxidativer Enzyme wie Superoxiddismutase und Catalase entfalteten
protektive Wirkungen (Takeuchi et al., 1991; Vaananen et al., 1991).

Daruber hinaus aktivieren NSAIDs das mukosale Immunsystem und bewirken eine
vermehrte Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie Leukotrien B4, Histamin
und PAF aus aktivierten Makrophagen und Mastzellen. Diese sind nicht nur starke
Vasokonstriktoren sondern erhdhen auch die Permeabilitat der Epithelschicht und
konnen durch Chemotaxis weitere Immunzellen anlocken und aktivieren (Wallace,
1997).

1.1.5 Weiterentwicklungen von NSAIDs

Anfang der Neunzigerjahre wurde erkannt, dass es sich bei der Cyclooxygenase
(COX) um zwei unterschiedlich exprimierte Isoformen handelt (Fletcher et al., 1992;
Needleman & lIsakson, 1997). Man ging zunachst davon aus, dass die COX-1 als
konstitutiv exprimiertes Enzym die physiologische Bildung der Prostaglandin-Derivate
z.B. im Magen, in der Niere und in den Thrombozyten katalysiert, wéhrend die
Expression der COX-2 erst bei Schmerz- und Entziindungsreaktionen durch Cytokine
und Endotoxine induziert wird. Die klassischen NSAIDs sind Hemmstoffe beider Iso-
formen. Die Identifizierung der COX-2 fuhrte zur Suche nach selektiven Hemmstoffen,
die die erwinschten Wirkungen der NSAIDs hervorrufen und weniger gastrale und
renale Nebenwirkungen verursachen sollten (FitzGerald & Patrono, 2001; Mitchell &
Warner, 1999).

Die ersten Vertreter dieser als Coxibe bezeichneten Arzneistoffgruppe, Rofecoxib und
Celecoxib, kamen 1999 auf den Markt. Ihre verminderte ulzerogene Wirkung konnte in
der VIGOR- und der CLASS-Studie gezeigt werden, in denen die Coxibe das Risiko
fur gastrointestinale Komplikationen in etwa halbierten (Bombardier et al., 2000;
Silverstein et al., 2000).

In den letzten Jahren belegten allerdings immer mehr Studien, dass die COX-2 nicht
nur eine pathophysiologische Funktion besitzt. Das Enzym wird in der Niere, im Uterus
sowie im zentralen Nervensystem und in der Magenschleimhaut konstitutiv exprimiert.
Es spielt aulRerdem eine wichtige Rolle bei der Wundheilung (Zimmermann et al.,
1998). Coxibe beeinflussen die Nierenfunktion durch Retention von Natriumionen und
Wasser, erhéhen den Blutdruck und verursachen Odembildungen. Diese Effekte waren
durchaus mit denen A&quivalenter Dosen nicht-selektiver NSAIDs vergleichbar
(FitzGerald & Patrono, 2001; Hawkey & Langman, 2003). Die selektive Hemmung der
COX-2 verzogerte im Tiermodell ebenfalls die Heilung von Magenulzera (Mizuno et al.,
1997; Schmassmann et al., 1998).

Noch schwerwiegender scheint aber ein sich abzeichnendes kardiovaskuléares Risiko
der Coxibe zu sein (Mukherjee et al., 2001). So traten in der VIGOR-Studie unter
Rofecoxib-Therapie finfmal mehr Herzinfarkte auf als beim klassischen NSAID
Naproxen. Die CLASS-Studie zeigte hingegen keinen Unterschied in der Haufigkeit
kardiovaskularer Ereignisse zwischen Coxib und klassischen NSAIDs. Allerdings durfte
ASS als Thrombozytenaggregationshemmer eingenommen werden.

Eine Erklarung fur das erhdhte Risiko konnte die fehlende plattchenhemmende
Wirkung der Coxibe liefern. Coxibe verringern die Synthese des geféaRerweiternd und
antiaggregatorisch wirkenden Prostacyclins (PGl,) in den Gefallen. Die COX-1-
vermittelte Synthese des vasokonstriktiven und proaggregatorischen Thromboxans
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(TxA,) bleibt dagegen unbeeinflusst. Da Coxibe so das Gleichgewicht der funktionellen
Antagonisten PGI, und TxA, in Richtung des prothrombotischen TxA, verschieben
konnten, erhdhen sie moglicherweise das kardiovaskulare Risiko (Mitchell & Warner,
1999; Weir et al., 2003).

Welche Vor- und Nachteile eine langerfristige Therapie mit Coxiben gegeniber
klassischen NSAIDs mit sich bringt, muss noch in weiteren klinischen Studien geklart
werden. So kdnnte die gleichzeitige Gabe von ASS die kardiovaskularen Risiken der
Coxibe ausgleichen, bei langer andauernder Therapie aber auch deren
gastrointestinalen  Vorteile zunichte machen. Fir Patienten mit erhdhtem
kardiovaskuléaren Risiko, bestehender endothelialer Dysfunktion oder eingeschrankter
Nierenfunktion erscheint eine Therapie mit Coxiben bis jetzt folglich eher
problematisch.

Eine in den letzten Jahre entwickelte Alternative zu den klassischen NSAIDs und den
Coxiben stellen die NO-NSAIDs oder CINODs (COX-inhibiting Nitric Oxide Donators)
dar. Dabei handelt es sich um konventionelle NSAIDs wie ASS, Naproxen oder
Flurbiprofen, die eine  Stickstoffmonoxid-freisetzende  Nitrooxybutyl-  oder
Nitrooxymethylphenyl-Gruppe tragen (Keeble & Moore, 2002; Muscara & Wallace,
1999; Wallace et al., 1994).

1.2 NO-NSAIDs

1.2.1 NO freisetzende NSAIDs

Eine Vielzahl von Studien lasst vermuten, dass Stickstoffmonoxid die gastroprotektive
Funktion von Prostaglandinen unter einer Therapie mit COX-Hemmern Ubernehmen
kann. Daher wurde untersucht, wie sich die gleichzeitige Gabe von NO und NSAIDs
auf die Integritat der Mukosa auswirkt.

In diesen Studien schitzten spontan NO-freisetzende Verbindungen und organische
Nitrate wie Glyceroltrinitrat die Mukosa, indem sie die Durchblutung aufrecht hielten
und die Leukozyten-Adhésion am Gefaliendothel hemmten (Barrachina et al., 1995;
Kosonen et al.,, 1999; Lopez-Belmonte et al., 1993). Ebenso wurde die Heilung
gastraler Ulzera beschleunigt (Konturek et al., 1993). Konventionelle NO-Donoren
haben jedoch unerwiinschte systemische Wirkungen und die NO-Freisetzung verlauft
schnell und kurzzeitig. Dies fiihrte zur Entwicklung der NO-NSAIDs, in denen NO Uber
eine Esterbindung an ein NSAID gekoppelt ist, was zu einer langsameren und langer
andauernden NO-Freisetzung fuhrt (Elliott et al., 1995; Wallace et al., 1994).
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Abb. 1: Strukturen ausgewéhlter NO-NSAIDs

Die NO-NSAIDs zeigten in Tiermodellen akuter und chronischer Entziindungen
antiinflammatorische und antipyretische Wirkungen, die mit denen der NO-freien
Muttersubstanzen vergleichbar waren. Das NO-Derivat von Naproxen wirkte sogar
starker analgetisch als Naproxen selbst (Davies et al., 1997). Dartber hinaus hemmte
NO-Acetylsalicylsaure (NO-ASS) die Plattchenaggregation effektiver als ASS (Momi et
al., 2000). In allen Studien blieb der Gastrointestinaltrakt vor Schadigungen bewabhrt.
NO-NSAIDs verringerten weder die Durchblutung der Magenschleimhaut noch
induzierten sie Leukozyten-Adhasionsmolekile auf dem GefalRendothel. Auch Nieren-
funktion und Blutdruck wurden durch NO-NSAIDs nicht beeinflusst (Wallace et al.,
1994). Aulerdem wurde gezeigt, dass NO-NSAIDs die Heilung von Wunden und
bestehenden Magenulzera beschleunigten (Elliott et al., 1995; Muscara et al., 2000a).

Vor kurzem wurden die Ergebnisse der préklinischen Studien auch in den ersten
Humanstudien mit NO-ASS und NO-Naproxen bestatigt (Fiorucci et al., 2003; Hawkey
et al., 2003). So trat bei vierzig gesunden Freiwilligen nach 7 Tagen eine
dosisabhéngige Schéadigung der Magenschleimhaut durch ASS auf, wahrend die
Beeintrachtigungen durch NO-ASS um 90% reduziert waren. Die Behandlung mit NO-
ASS unterschied sich nicht signifikant von der mit Plazebo, obwohl das Ausmal3 der
Hemmung der COX-1 durch NO-ASS und ASS vergleichbar war (Fiorucci et al., 2003).
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In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob NO-NSAIDs in verschiedenen
Zellkulturmodellen Stickstoffmonoxid derart freisetzen, dass es zu Reaktionen mit NO-
sensitiven Enzymen wie der l6slichen Guanylatcyclase oder Bestandteilen anderer
Signalwege, z.B. Proteinkinasen, kommt. Besondere Aufmerksamkeit galt hierbei der
NO-abhangigen Induktion antioxidativer Proteine am Beispiel der Hamoxygenase-1,
deren zellprotektiven Effekte zum Wirkprofil der NO-NSAIDs beitragen kdnnten.

1.2.2  Zielstrukturen von Stickstoffmonoxid in biologischen Systemen

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein kurzlebiges, hochreaktives Radikal, das aufgrund seiner
Lipophilie frei durch Zellmembranen diffundieren kann. NO reagiert in biologischen
Systemen vor allem mit Thiol-Gruppen tragenden Molekilen und Proteinkomplexen,
die Redox-reaktive Metallionen beinhalten. Derartig strukturierte Proteine spielen
haufig eine Rolle als Enzyme, lonenkandle und Rezeptoren sowie Signalproteine und
Transkriptionsfaktoren.

Die Reaktion von NO mit solchen Metalloproteinen kann zur Aktivierung aber auch zum
Aktivitatsverlust von Enzymen fuhren. Hamoglobin und Enzyme wie Cytochrom P450
und die l6sliche Guanylatcyclase enthalten Redox-reaktive Metallionen in Form von
zweiwertigem Eisen, das in der prosthetischen Ham-Gruppe als Zentralatom fungiert
(Lancaster & Hibbs, 1990). So andert die l6sliche Guanylatcyclase durch Nitrosylierung
des Eisenatoms der HAm-Gruppe ihre Konformation und wird aktiviert (Ignarro, 1999).
Durch die Nitrosylierung der Ham-Gruppe bei den Cytochrom-P450-Enzymen kann es
zum Ham-Verlust und damit zur Inaktivierung kommen (Stamler et al., 1992).

Wahrend Stickstoffmonoxid mit Metallionen direkt unter Bildung von Nitrosyladdukten
reagiert, ist die Reaktion mit Thiol-Gruppen nur indirekt dem NO-Radikal zuzuordnen.
In Gegenwart von Sauerstoff findet zunéchst die Autooxidation von NO zu NO,
(Stickstoffdioxid) statt. Durch weitere Reaktionen von NO und NO, entsteht in einer
Gleichgewichtsreaktion N,O; (Distickstofftrioxid), das in vitro beispielsweise mit
Glutathion nahezu vollstandig zu S-Nitrosoglutathion reagiert (Wink et al., 1994).

Die S-Nitrosylierung hat ahnlich wie die Phosphorylierung von Proteinen die
Eigenschaft eines physiologischen Signals (Stamler, 1994). Wahrend z.B. G-Proteine
wie p21™° durch S-Nitrosylierung von Cysteinresten aktiviert werden, wird die Aktivitat
des NMDA-Rezeptors gehemmt. Einige Transkriptionsfaktoren, darunter AP-1 und
NFkB, tragen reaktive Thiolgruppen in der DNA-bindenden Region. Modifikationen
dieser Thiole kénnen die Bindungseigenschaften verdndern und damit zur Aktivierung
oder Inhibierung der Transkriptionsfaktoren fiihren (Lander et al., 1995a; Marshall et
al., 2000; Stamler, 1994).

1.2.3 NO als antioxidativer, antiapoptotischer und zellprotektiver Mediator

In den letzten Jahren konnte in einer Vielzahl von Studien gezeigt werden, dass
Stickstoffmonoxid in verschiedenen Zellmodellen fir oxidativen Stress eine protektive
Wirkung entfalten kann. Dabei wirkt NO nicht nur durch direkte Reaktionen sondern
auch Uber den second messenger cGMP und die Modulation von
Transkriptionsfaktoren.

Durch direkte Reaktion mit NO werden Sauerstoff- und Hydroxylradikale neutralisiert
und damit weiteren Reaktionen entzogen (Wink et al., 1999). Mit Superoxid (O;")
reagiert NO zu Peroxynitrit (ONOQ"), das ein starkes Oxidanz darstellt. In erster Linie
vermittelt diese Reaktion in vivo aber nicht Oxidationen, sondern fangt NO ab und
verhindert direkte Effekte, z.B. bei der Regulation des Blutdrucks (Furchgott &
Vanhoutte, 1989). Die Reaktion mit Superoxid hemmt aul3erdem die Haber-Weiss-
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Reaktion, in der aus Superoxid und Wasserstoffperoxid u.a. das hoch reaktive
Hydroxylradikal (HO") gebildet wird. Diese reaktive Sauerstoffspezies fuhrt durch
Lipidperoxidation und DNA-Strangbriiche zur Zellschadigung.

Dartber hinaus kann NO Radikal-abhdngige Lipidperoxidationen beenden, indem es
mit Lipid-Peroxo-Radikalen reagiert und dadurch die Radikalkettenreaktion terminiert
(Rubbo et al., 1994).

Zu den protektiven Effekten, die durch direkte Reaktion von NO vermittelt werden,
gehort auch die Hemmung von Caspase-Enzymen. Die Caspasen sind eine Familie
von Cystein-Proteasen, die mit dem Interleukin-13 konvertierenden Enzym (ICE)
verwandt sind. Man teilt sie in zwei Gruppen ein, die Caspase-1-dhnlichen und die
Caspase-3-ahnlichen Enzyme. Die Aktivierung der Caspase-3-Enzymfamilie ist eine
Hauptreaktion beim Cytokin-vermittelten apoptotischen Zelltod. In Endothelzellen
konnte mit Hilfe von NO-Donoren gezeigt werden, dass niedrige NO-Spiegel die
Caspasen 1 und 3 posttranslational durch S-Nitrosylierung inaktivierten und dadurch
die TNF-a induzierte Apoptose hemmten (Dimmeler et al., 1997; Fiorucci et al., 1999b).

Die antiapoptotische Wirkung von Stickstoffmonoxid wird in unterschiedlichen Zelltypen
aber nicht nur direkten Reaktionen zugeschrieben. In Hepatozyten konnte zusétzlich
zur Hemmung der Caspase-Aktivitat auch die Involvierung des second messengers
cGMP gezeigt werden (Kim et al.,, 1997c; Saavedra et al., 1997). Darlber hinaus
hemmte Stickstoffmonoxid apoptotische Prozesse in humanen Eosinophilen, B-
Lymphozyten, T-Lymphozyten und Endothelzellen Uber Induktion cGMP-abhangiger
Signalwege (Beauvais et al., 1995; Genaro et al., 1995; Oberle & Schrdder, 1997;
Polte et al., 1997; Sciorati et al., 1997; Shen et al., 1998). Allerdings wurde ebenfalls in
Endothelzellen und B-Lymphozyten sowie in Brustepithelzellen (MCF-7) gezeigt, dass
cGMP nicht an der antiapoptotischen Wirkung beteiligt war (Dimmeler et al., 1997; Kim
et al., 1998; Mannick et al., 1994).

Ein  Schwerpunkt der Erforschung zellschitzender Eigenschaften  von
Stickstoffmonoxid lag in den letzten Jahren auf der Induktion antioxidativer und
antiapoptotischer Proteine. Dabei belegen immer mehr Studien, dass die zellulare
Antwort auf oxidativen Stress vorrangig auf der Stufe der Transkription reguliert wird.
Die posttranslationale Modifikation von Transkriptionsfaktoren konnte dabei einen
wichtigen Mechanismus darstellen, Uber den zellulare Systeme Ver&nderungen im
Redox-Gleichgewicht registrieren (Marshall et al., 2000).

NO besitzt sowohl durch direkte Reaktionen mit Elementen von Transkriptionsfaktoren
als auch indirekt durch Stimulation bestimmter Signalwege die Eigenschaft, die
Expression von Proteinen zu regulieren. Hierzu zdhlen u.a. das antiapoptotische
Protein Bcl-2 (Ciani et al., 2002), die Superoxiddismutase (Frank et al., 1999; Sano et
al., 1997), das Eisenspeicherprotein Ferritin (Oberle et al., 1999) und mindestens zwei
Vertreter der so genannten Hitzeschockproteine, HSP70 und HSP32, fur die zell-
schitzende Eigenschaften beschrieben wurden (Kim et al., 1997b; Polte et al., 2000).
Die Induktion von Hitzeschockproteinen (heat shock proteins, HSP) schitzt Zellen nicht
nur vor Schadigungen durch Hitze sondern auch durch Cytokin-vermittelte Prozesse
und oxidativem Stress. So induzierte NO in Hepatozyten das HSP70 und schitzte
diese vor durch TNF-a- und Actinomycin-D-induzierter Apoptose (Kim et al., 1997b).
Das Hitzeschockprotein HSP32 mit einem Molekulargewicht von 32 kDa ist identisch
mit der HAmoxygenase Typ 1. Diese nimmt eine besondere Stellung als antioxidativ,
antiapoptotisch und antiinflammatorisch wirkendes Enzym ein.
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1.3 Die Hamoxygenase

1.3.1 Konstitutive und induzierbare Isoformen

Die Hamoxygenase gehdort zur Familie der Monooxygenasen. Das Enzym katalysiert
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt beim oxidativen Abbau des Hams zu
Biliverdin und &quimolaren Mengen an Kohlenstoffmonoxid (CO) und Eisen. Diese
Reaktion spielt eine wichtige Rolle bei der Wiedergewinnung des Eisens aus dem
Hamoglobin alternder Erythrozyten und beim Abbau anderer Hamproteine (Abb. 2).
Das lineare Tetrapyrrol Biliverdin wird im Folgenden sofort durch die Biliverdin-
Reduktase zu Bilirubin reduziert (Choi & Alam, 1996).

Bis heute wurden drei Isoformen der Hamoxygenase identifiziert, die Produkte unter-
schiedlicher Gene sind. Die Hamoxygenase Typ 2 (HO-2, 36 kDa) wird konstitutiv im
zentralen Nervensystem, in der Leber, Milz und im Gefal3system exprimiert. Die erst
vor kurzem identifizierte Hamoxygenase Typ 3 (HO-3, 33 kDa) wird ebenfalls
konstitutiv exprimiert. Sie besitzt jedoch nur eine geringe katalytische Aktivitat. lhre
zellulare Funktion ist noch weitgehend ungeklart. Die Hamoxygenase Typ 1 (HO-1) ist
die induzierbare, ubiquitar im Organismus vorkommende Isoform (Maines et al., 1986;
McCoubrey et al., 1997; Otterbein & Choi, 2000). Die HO-1 wird durch das natirliche
Substrat Ham und eine Vielzahl strukturell stark unterschiedlicher Agenzien induziert.
Neben Schwermetallen, Hormonen und Hitzeschock sind dies vor allem
Stickstoffmonoxid und verwandte Spezies sowie Agenzien, die oxidativen Stress
verursachen. Darunter sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS oder reactive oxygen
intermediates, ROI), Endotoxine, Cytokine wie TNF-a, UV-Licht, Natriumarsenit,
Hyperoxie und Glutathionmangel von besonderer Bedeutung (Choi & Alam, 1996;
Foresti & Motterlini, 1999; Hartsfield et al., 1997).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Abbaus der Ham-Gruppe. (BVR: Biliverdin-
Reduktase, CO: Kohlenstoffmonoxid, P = Propionatrest)
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1.3.2 Dieinduzierbare HO-1 und ihre Funktion als protektives Protein

In den letzten Jahren wurde fir die induzierbare Hamoxygenase eine Vielzahl von
protektiven Effekten in vitro und in vivo beschrieben. Die Induktion oder
Uberexprimierung des Enzyms schiitzte die unterschiedlichsten Zelltypen vor
Schadigung durch Prooxidanzien (Clark et al., 2000a; Inguaggiato et al., 2001;
Motterlini et al., 1996a; Polte et al., 2000). So vereint die HO-1 antiatherosklerotische
und antiapoptotische Eigenschaften (Brouard et al., 2000; Petrache et al., 2000; Siow
et al.,, 1999) mit einer antiinflammatorischen und Schmerz-modulierenden Wirkung
(Haider et al., 2002; Steiner et al., 2001; Wagener et al., 2001; Willis et al., 1996). Im
Speziellen schiitzte die HO-1 in vivo Transplantate vor der Abstol3ung (Soares et al.,
2001), die Niere vor toxischer Glomerulonephritis (Mosley et al., 1998) und bei
induzierter Rhabdomyolyse (Nath et al., 1992) sowie das Herz vor Schéadigung durch
Ischamie und Reperfusion (Yet et al., 2001). Dartber hinaus spielt das Enzym eine
entscheidende Rolle im Wachstum und bei der Angiogenese. Durch Regulation der
Synthese von Wachstumsfaktoren und der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung
kontrolliert die HO-1 Zellproliferation, Apoptose und Hypertrophie (Durante, 2003).

Die Bedeutung der Hamoxygenase Typ 1 in vivo zeigte sich an HO-1-defizienten
Knockout-Méausen. Kultivierte Fibroblasten dieser Mause produzierten hohe Spiegel an
freien Sauerstoff-Radikalen und zeigten starke Cytotoxizitat durch Prooxidanzien. Die
Gabe von Endotoxin verursachte in den Knockout-M&usen im Vergleich zu den
Kontrolltieren vermehrte Leberzellnekrose durch oxidative Schadigung und eine hdhere
Mortalitdt durch endotoxischen Schock (Poss & Tonegawa, 1997b). Darliber hinaus
entwickelten die Mause eine Eisenmangel-Anamie mit Eisenablagerung in Leber und
Niere, die zur chronischen Entziindung der Organe fiuhrte (Poss & Tonegawa, 1997a).
Die gleichen Befunde zeigte der erste klinische Fall humaner HO-1 Defizienz, der
dariiber hinaus u.a. unter starken Wachstumsstérungen, Hyperlipidamie mit schwer-
wiegender Atherosklerose und Endothelschadigung sowie Leuko- und Thrombozytose
litt (Kawashima et al., 2002; Yachie et al., 1999).

Fur diese weitgreifenden protektiven Effekte der HO-1 werden, neben dem Abbau des
prooxidativen und cytotoxischen Hams (Jeney et al., 2002; Vincent, 1989), vor allem
die katalytischen Produkte Kohlenstoffmonoxid (CO), freie Eisenionen sowie Biliverdin
und Bilirubin verantwortlich gemacht.

Kohlenstoffmonoxid besitzt eine mit NO vergleichbare Bedeutung als Neurotransmitter
im zentralen Nervensystem und ist ebenso in der Lage Uber Aktivierung der 16slichen
Guanylatcyclase den GefalRmuskeltonus und die Plattchenaggregation zu regulieren
(Foresti & Motterlini, 1999; Maines, 1997). Durch Hemmung der Expression
proinflammatorischer Cytokine besitzt endogen gebildetes CO entziindungshemmende
Eigenschaften (Otterbein et al., 2000). In Endothelzellen und Fibroblasten konnte eine
Hemmung der TNF-o-vermittelten Apoptose durch CO gezeigt werden (Brouard et al.,
2002; Petrache et al., 2000). Dartber hinaus schitzte CO in vivo gegen
Lungenschadigung durch Hyperoxie (Otterbein et al., 1999) und beugte
atherosklerotischen Lasionen vor, die bei chronischer Transplantatabstof3ung und
Ballondilatation von GefalRen vermehrt auftreten (Otterbein et al., 2003). Diese Effekte
wurden mit Hemmung der Aktivierung und Migration von Leukozyten und der
Proliferation von GefalRmuskelzellen in Verbindung gebracht.

Bilirubin wurde friher zumeist als cytotoxisches, lipidlosliches Abfallprodukt eingestuft,
das man in hohen Konzentrationen mit Gelbsucht und Hirnschéaden bei Neugeborenen
assoziierte. Doch Stocker et al. zeigten 1987 zum ersten Mal, dass Bilirubin in physio-
logischen Konzentrationen in vitro antioxidativ wirkt, indem es reaktive Sauerstoff-
spezies bindet und neutralisiert. In der Hemmung der Lipidperoxidation Ubertraf
Bilirubin sogar die antioxidativen Eigenschaften von o-Tocopherol und Vitamin C
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(Stocker et al., 1987). Durch Aktivierung der HO-2 endogen gebildetes Bilirubin
schitzte kultivierte Neuronen vor Wasserstoffperoxid-induzierter Schadigung. Der
Effekt konnte durch Inkubation mit Bilirubin in nanomolaren Konzentrationen
reproduziert werden (Dore et al., 1999). Wenn in HelLa-Zellen die Expression der
Biliverdin-Reduktase mit Hilfe von Antisense-Oligonukleotiden blockiert wurde, waren
erhdhte Spiegel von reaktiven Sauerstoffspezies und vermehrter apoptotischer Zelltod
feststellbar (Baranano et al., 2002). Die antioxidativen Eigenschaften des Bilirubins
wurden durch verschiedene Studien ex vivo und in vivo belegt. So konnte an isolierten
Rattenherzen ein kardioprotektiver Effekt sowohl durch Stimulation der HO-1 als auch
durch exogenes Bilirubin im Ischdmie-Reperfusions-Modell gezeigt werden (Clark et
al., 2000b). Dennery et al. stellten im Tiermodell einen protektiven Effekt erhdhter
Plasmaspiegel an unkonjugiertem Bilirubin gegen Hyperoxie-vermittelte oxidative
Schadigung fest (Dennery et al., 1995). Humanstudien zeigten bei Patienten mit
héherem Bilirubin-Plasmaspiegel ein geringeres Risiko fir eine koronare Herzkrankheit
(Hopkins et al., 1996; Mayer, 2000; Schwertner et al., 1994). Aul3erdem wurde das
Gilbert-Syndrom, eine benigne Hyperbilirubindmie, mit einem geringeren Risiko fur die
koronare Herzkrankheit in Zusammenhang gebracht (Vitek et al., 2002).

Durch Spaltung der Ham-Gruppe freigesetzte Eisenionen sind ein starker
physiologischer Induktor des Ferritins. Dieses Eisenspeicherprotein kommt ubiquitéar im
Kdrper vor. Die Regulation der Expression findet hauptsachlich auf translationaler
Ebene statt. In den letzten Jahren konnten verschiedene Studien zeigen, dass Ferritin
antioxidative und cytoprotektive Eigenschaften besitzt. Diese Wirkung ist hauptséachlich
darauf zuriickzufihren, dass Ferritin durch Speicherung des freien Eisens der Sauer-
stoffradikalbildung den Katalysator entzieht. So schitzte die Stimulation der
Ferritinexpression Endothelzellen vor oxidativer Schadigung (Balla et al., 1992; Oberle
& Schrdder, 1997; Oberle et al., 1999) und Ferritin-defiziente Zellen wiesen eine
gesteigerte Empfindlichkeit auf (Lin & Girotti, 1998).

Auch wenn in einigen Arbeiten die Effekte der HO-1 einzelnen Produkten zugeordnet
werden, so ist in der Gesamtheit davon auszugehen, dass die cytoprotektiven,
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Effekte der HO-1 aus einem Zusammen-
spiel aller katalytischen Produkte resultieren.

1.4  Genregulation der HO-1

1.4.1 Genregulation der HO-1 durch cGMP-abhé&ngige Signalwege

Welche Rolle der second messenger cGMP bei der Genregulation der HO-1 spielt,
wird in der Literatur kontrovers diskutiert und bedarf noch weiterer Klarung. In glatten
GefaBmuskelzellen ist die HO-1 durch NO-Donoren induzierbar. Lipophile, membran-
gangige cGMP-Analoga wie 8-Bromo-cGMP induzierten die HO-1 jedoch nicht
(Durante et al., 1997; Hartsfield et al., 1997). Ahnliche Ergebnisse ergaben Studien in
Hepatozyten (Kim et al., 1995) und Endothelzellen (Motterlini et al., 1996a). Auch der
selektive Guanylatcyclase-Hemmstoff ODQ blockierte sowohl in glatten GefalRmuskel-
zellen als auch in Nierenepithelzellen die Induktion der HO-1 durch NO nicht (Hartsfield
et al., 1997; Liang et al., 2000).

Im Gegensatz dazu zeigten Immenschuh et al. in primaren Hepatozyten eine Induktion
der HO-1 durch 8-Bromo-cGMP, die mit Hilfe von KT5823, einem spezifischen Hemm-
stoff der cGMP-abhangigen Proteinkinase G, blockiert werden konnte (Immenschuh et
al.,, 1998). AuRerdem gibt es Belege fir eine cGMP-abhdngige Induktion in
Endothelzellen. So waren die Effekte von NO-Donoren in bovinen Endothelzellen durch
den Guanylatcyclase-Hemmstoff ODQ hemmbar und konnten mit Hilfe lipophiler
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cGMP-Analoga reproduziert werden (Polte et al., 2000). Dariiber hinaus induzierte 8-
Bromo-cGMP die HO-1 in humanen Endothelzellen und in Nierenepithelzellen (Kiemer
et al., 2003; Polte et al., 2002).

1.4.2 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Proteinkinasen und Proteinphosphatasen sowie GTP-bindende Proteine sind
Bestandteile zahlreicher zellularer Signalwege. Unter den Proteinkinasen hat in den
letzten Jahren eine Familie von Serin/Threonin-Proteinkinasen, die so genannten
Mitogen-aktivierten-Proteinkinasen (MAP-Kinasen, MAPK) eine besondere Bedeutung
erlangt (Arbabi & Maier, 2002; Davis, 1993; Widmann et al., 1999).

Neben der namensgebenden Aktivierung durch bestimmte Wachstumsfaktoren
(Mitogene) konnte bisher gezeigt werden, dass MAP-Kinasen durch eine Vielzahl von
Stimuli aktiviert werden, die auch die Transkription der HO-1 induzieren. So fuhrte z.B.
die Inkubation von Zellen mit Phorbolestern, Cytokinen, UV-Licht, Hitzeschock, LPS
und Induktoren von oxidativem Stress zur Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen
(Elbirt et al., 1998).

Zu dieser Familie von Proteinkinasen zéahlen die extrazellular regulierte Kinase (ERK;
auch als p42/p44 bezeichnet), die c-Jun-N-terminale Kinase (IJNK; auch als Stress-
aktivierte Proteinkinase SAPK bezeichnet) sowie die p38 MAP-Kinase.
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Stimulus Wachstumsfaktoren Inflammatorische Cytokine, Serumstress
Stressfaktoren
G-Protein Ras (p21) Cdc42, Rho u.a. ?
MAPKKK Raf MEKK u.a. ?
MAPKK MKK1/2 MKK4/7 MKK3/6 MKK5
MAPK ERK1/2 (p42/p44) JNK p38 ERK5
Proliferation, Entziindung,
. Differenzierung, Apoptose, . .
e Entwicklung, Entwicklung, Proliferation
Apoptose Proliferation

Abb. 3: Die vier Hauptsignalwege der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen

Zur Aktivierung missen MAP-Kinasen an einem Threonin- und an einem Tyrosinrest
phosphoryliert werden. Der MAP-Kinase-Aktivator, der beide Phosphorylierungen
katalysiert, ist die so genannte MAP-Kinase-Kinase (MAPKK oder MKK). Diese wird
stimuliert durch eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK oder MEKK), die zuvor
durch ein GTP-bindendes Protein (z.B. Ras, Cdc42) aktiviert wurde (Davis, 1993).
Nach der Aktivierung dieser Kaskade wird das Signal durch Phosphorylierung
verschiedener cytoplasmatischer Proteine weitergeleitet. Darlber hinaus kdnnen die
Kinasen durch Translokation in den Zellkern genregulatorische Proteine wie z.B.
Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie (Activator-Protein-1), der TCF-Familie
(Ternary Complex Factors), CNC-bZIP-Proteine (Cap N Collar-Basic-Leucin-Zipper)
und STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription) aktivieren (Karin,
1995; Pearson et al., 2001; Yu et al., 2000). Auch eine Aktivierung des Transkriptions-
faktors NFkB (Nuclear-Factor kB) durch MAP-Kinasen wurde beschrieben (Carter et
al., 1999; Korus et al., 2002).
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Die MAP-Kinase ERK nimmt bei der Regulation von Zelldifferenzierungs- und
Zellproliferationsvorgéngen eine zentrale Rolle ein. Die Kinasen p38 und JNK werden
hauptsachlich durch verschiedene zellulare Stressformen aktiviert.

1.4.3 Aktivierung von MAP-Kinasen durch Stickstoffmonoxid

In humanen T-Zellen aktivieren Stickstoffmonoxid und chemisch verwandte Spezies
(NO,) das GTP-bindende Protein p21™. Dieses den ERK-Kinase-Signalweg
einleitende Protein wurde als essentiell fir die Aktivierung von NFxB beschrieben
(Lander et al.,, 1995a; Lander et al., 1995b). Weitere Studien zeigten, dass NO und
NOy in diesem Zelltyp die MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 aktivieren (Lander et al.,
1996).

Durch Inkubation mit dem NO-Donor Nitroprussid-Natrium (SNP) wurde in Nieren-
epithelzellen (HEK293) die Kinase JNK (Kim et al., 1997a) und in Makrophagen (RAW
264.7) die Kinase JNK und p38 aber nicht ERK aktiviert (Jun et al., 1999). In der
gleichen Makrophagen-Zelllinie wurde die LPS-induzierte Phosphorylierung von JNK
und p38 durch NO verstarkt und verlangert (Jacobs & Ignarro, 2003). Pfeilschifter und
Huwiler zeigten die Aktivierung der MAP-Kinase JNK durch verschiedene NO-Donoren
in glomeruldren Mesangial- und Endothelzellen (Pfeilschifter & Huwiler, 1996).
Ebenfalls in Mesangialzellen aktivierten NO-Donoren die MAP-Kinasen ERK1/2
(Callsen et al., 1998). In vaskuldren Endothelzellen wurden ERK1/2 durch Inkubation
mit SNP stimuliert (Parenti et al., 1998). Erst kirzlich wurde gezeigt, dass eine
Inkubation von primdren bovinen Endothelzellen (BAEC) mit dem NO-Donor
SperminNONOat die Phosphorylierung von ERK, JNK und p38 stimuliert. Dartber
hinaus stimulierte NO (ber einen ERK und p38 abhangigen Mechanismus die
Translokation des Transkriptionsfaktors Nrf2 in den Zellkern (Buckley et al., 2003).

1.4.4 Beteiligung von MAP-Kinasen an der Genregulation der HO-1

Bei der NO-abhangigen Induktion der HO-1 haben Buckley et al. in Endothelzellen eine
Beteiligung von MAP-Kinasen nachgewiesen. Spezifische Inhibitoren der MAP-Kinasen
p38 und ERK hemmten die Induktion der HO-1-Proteinexpression durch
SperminNONOat konzentrationsabhangig (Buckley et al., 2003). Chen und Maines
zeigten in HeLa-Zellen eine Beteiligung der Kinasen p38 und ERK, nicht aber JNK an
der Induktion der HO-1-mRNA durch spontane NO-Donoren (Chen & Maines, 2000).

In einigen Zellsystemen gibt es Belege fur eine Beteiligung von MAP-Kinasen an der
Induktion der HO-1-mRNA durch verschiedene Stressfaktoren. So war die HO-1-
Induktion durch Reoxygenierung nach Anoxie in Endothelzellen der Ratte (PAEC) von
der Aktivierung der MAP-Kinasen ERK, JNK und p38 abhangig (Zhang et al., 2002). In
humanen Brustepithelzellen (MCF-7) erfolgte eine Promotor-Konstrukt-Aktivierung
durch Cadmium Uber p38-abhangige Signalwege (Alam et al., 2000). Eine HO-1-
Promotor-Aktivierung in Hepatomzellen des Huhns (LMH) durch Cadmium, Arsenit und
Hitzeschock erforderte die Aktivitat der Kinasen ERK und p38, war aber von JNK
unabhangig (Elbirt et al., 1998). In Hepatozyten der Ratte wurde eine Abhangigkeit der
HO-1-Genexpression von JNK und p38 nachgewiesen (Kietzmann et al., 2003). In
humanen Endothelzellen war fur die HO-1-Induktion durch das kardiovaskulare
Hormon ANP (Atrial Natriuretic Peptide) die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK und
JNK erforderlich (Kiemer et al., 2003). Dariber hinaus wurde fur die HO-1-Induktion
durch die pflanzlichen Antioxidanzien Curcumin und Kaffeesaurephenetylester eine
Abhangigkeit vom MAP-Kinase-p38-Signalweg in Nierenepithelzellen der Ratte (NRK-
52E) gezeigt (Balogun et al., 2003).
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1.45 Genregulatorische Proteine mit Einfluss auf die HO-1-Promotorregion

Bisher konnten durch Untersuchungen am HO-1-Gen der Maus mit Hilfe von
Luciferase-Reporter-Konstrukten zwei 5° distale Enhancer-Regionen, E1 und E2 (auch
als SX2 und AB1 bezeichnet), identifiziert werden. Diese aktivieren die Transkription
als Reaktion auf verschiedene, zumeist oxidativen Stress auslésende Agenzien (z.B.
Ham, Cadmium, Phorbolester, Arsenit, H,O, und LPS). Jede dieser Enhancer-
Regionen enthalt Kopien so genannter Stress-Response-Elements (StRE), die u.a.
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie (z.B. c-Jun, c-Fos) und
CNC-bzIP-Proteine (z.B. Nrf2) enthalten (Alam et al., 1994; Alam et al., 1995; Huang
et al., 2000).

Die strukturell und funktionell ahnlichen Bindungsstellen der DNA humaner Zellen
werden meist als Antioxidant-Responsive-Elements (ARE) bezeichnet (Balogun et al.,
2003). Diese wurden nicht nur in der Promotorregion des HO-1-Gens (Alam et al.,
1999) sondern auch bei anderen antioxidativen Enzymen wie der y-Glutamylcystein-
Synthase (Wild et al., 1999) und der L- und H-Kette des Ferritins (Wasserman & Fahl,
1997) gefunden.

Neben DNA-Sequenzen, an die AP-1 und Nrf2 binden, wurden auch Bindungsstellen
fur AP-2, NFkB, Interleukin-6 und andere Transkriptionsfaktoren in der Promotorregion
der HO-1 gefunden (Choi & Alam, 1996; Lavrovsky et al., 1994).

Die Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie und Nrf2 haben gemeinsam, dass es sich
um basische Proteindimere handelt, die an der DNA Leucin-Zipper-Strukturen
ausbilden.

Aktivator-Protein-1  (AP-1) ist eine kollektive Bezeichnung fir dimerische
Transkriptionsfaktoren, die aus Jun-, Fos- oder ATF (Activating Transcription Factor)-
Proteinen bestehen. Die AP-1 Proteine Jun und Fos sind Produkte so genannter
immediate-early-response Gene, deren Transkription zur initialen zellularen Antwort
auf verschiedene Stressformen gehort (Bebien et al., 2003).

Eine Reihe von Studien zeigte die Abhangigkeit der HO-1-Induktion von AP-1-
Proteinen. So fuhrte die pharmakologische Hemmung der AP-1-Aktivitdt in humanen
Endothelzellen zu einer verminderten HO-1-Induktion durch IL-1a, TNF-a (Terry et al.,
1998) und ANP (Kiemer et al.,, 2003). Weiterhin verhinderten dominant-negative
Mutanten von c-Jun im Gegensatz zum Wildtyp die Arsenit-vermittelte Aktivierung des
HO-1-Promotors in Hepatomzellen (Elbirt et al., 1998). Auch in Makrophagen (RAW
264.7) stellte sich sowohl die durch LPS als auch die durch Hypoxie induzierte
Transkription des HO-1-Gens als AP-1-abhangig heraus (Cambhi et al., 1998; Lee et al.,
2000).

Das CNC-bzZIP-Protein Nrf2 (NF-E2-Related Factor 2) liegt im Cytosol an das Hemm-
protein KEAP1 assoziiert vor. Durch Prooxidanzien und elektrophile Agenzien wird
dieser Hemmmechanismus inaktiviert und Nrf2 in den Zellkern transloziert (Huang et
al., 2000; Itoh et al., 1999). Da das KEAP1-Protein viele Cysteinreste enthéalt, wird
vermutet, dass der Nrf2-KEAP1-Komplex als zellularer Sensor fur oxidativen Stress
fungiert (Itoh et al., 1999).

Nrf2 wird eine wichtige Rolle bei der Regulation antioxidativer Gene zugeordnet. Nrf2-
Deletionsmutanten  waren  wesentlich  empfindlicher  gegeniiber  oxidativer
Zellschadigung (Ishii et al., 2000) und exprimierten signifikant niedrigere
Konzentrationen antioxidativer Proteine bei Inkubation mit Prooxidanzien (Yu et al.,
2000). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass Nrf2 die HO-1-Induktion durch
Cadmium und andere Agenzien in diversen Zelltypen vermittelt (Alam et al., 1999;
Alam et al., 2000; He et al., 2001). Auch das pflanzliche Antioxidanz Curcumin bewirkte
in Nierenepithelzellen (NRK-52E) die Inaktivierung des Nrf2-KEAP1-Komplexes und
eine gesteigerte Nrf2-Bindung an den HO-1-Promotor (Balogun et al., 2003). Daruber
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hinaus aktivierte das natirliche Substrat der HO-1 deren Transkription in
Nierenepithelzellen durch Stabilisierung des Nrf2-Proteins (Alam et al., 2003).

Der Transkriptionsfaktor NFkB (Nuclear Factor xB) ist ein dimerisches Protein
bestehend aus Proteinen der Rel-Familie (p50, p65, p52, cRel und RelB). Vor allem
das p50-p65 Heterodimer ist an der Aktivierung der Trankskription verschiedener Gene
im Entziindungsgeschehen (u.a. TNF-a, ICAM-1, NOS2) beteiligt. Im inaktiven Stadium
liegt NFkB im Cytosol an das Hemmprotein IkB assoziiert vor. Verschiedene Stimuli,
darunter TNF-o, UV-Licht und H,O,, kdnnen die Degradation von IkB einleiten.
Dadurch wird NFkB freigesetzt und in den Zellkern transloziert (Thanos & Maniatis,
1995).

146 NO/cGMP und HO-1-regulatorische Proteine

Verschiedene Studien belegten Zusammenhange zwischen den einzelnen Signal-
wegen, die fur die Expression der HO-1 diskutiert werden. So wurde gezeigt, dass NO
Uber Guanylatcyclase- und Proteinkinase-G-abhangige Mechanismen in Fibroblasten
die MAP-Kinase p38 und in Mesangialzellen die MAP-Kinasen ERK1/2 aktiviert
(Browning et al., 2000; Callsen et al., 1998). Darlber hinaus sind Zusammenhange
zwischen cGMP-abhéangiger Genaktivierung und AP-1-Elementen nachgewiesen
worden (Gudi et al., 1996; Pilz et al., 1995). In Hepatozyten wurde das HO-1-Gen
durch cGMP lber das so genannte cAMP-Response/AP-1-Element aktiviert
(Immenschuh et al., 1998). Erhdhte cGMP-Spiegel und eine konstitutiv aktive Mutante
der cGMP-abhangigen Proteinkinase (PKG) aktivierten in Fibroblasten die MAP-Kinase
JNK und dariiber die AP-1-Aktivitat (Soh et al., 2001).
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2 Problemstellung

Die regelméRige Einnahme klassischer NSAIDs kann durch Hemmung der
Prostaglandin-Synthese schwerwiegende Nebenwirkungen im Gastrointestinaltrakt und
eine Funktionsstérung der Niere verursachen. Die Folgen sind dyspeptische
Beschwerden, Erosionen der Mukosa bis hin zu Magen-Darm-Ulzera und ein erhdhtes
kardiovaskulares Risiko durch Anstieg des Blutdrucks (Hawkey & Langman, 2003;
Rainsford, 1999; Wolfe et al., 1999).

Erkenntnisse dariber, dass endogen gebildetes NO und die Prostaglandine
synergistisch protektive Wirkungen in der Magenschleimhaut mediieren und exogen
zugefuhrtes NO die bei Hemmung der COX fehlenden Prostaglandine ersetzen kdnnte,
fuhrte zur Entwicklung NO-freisetzender NSAIDs (Wallace et al., 1994). Die NO-
NSAIDs oder CINODs (COX-inhibiting Nitric Oxide Donators) sind klassische saure
NSAIDs, deren Carboxylgruppe mit einer NO-freisetzenden Nitrooxybutyl- oder
Nitrooxymethylphenyl-Gruppe verestert ist (Keeble & Moore, 2002; Muscara &
Wallace, 1999).

Protektive Effekte der NO-NSAIDs im Gastrointestinaltrakt, in der Niere und im
kardiovaskularen System lassen eine Beteiligung antioxidativer und zellschiitzender
Stoffwechselwege an den noch nicht vollstandig geklarten Wirkmechanismen vermuten
(Cirino, 2003; Wallace et al., 2002).

Ziel der Arbeit war eine Charakterisierung von NO-NSAIDs als NO-Donoren im
Zellkulturmodell. Dabei sollte zundchst der Frage nachgegangen werden, ob NO-
NSAIDs Stickstoffmonoxid derart freisetzen, dass es zu Reaktionen mit NO-sensitiven
Strukturen wie der ldslichen Guanylatcyclase kommt. Die Bestimmung des
intrazellularen cGMP-Spiegels bei Aktivierung dieses Enzyms kann als sensibler
Marker fur die NO-Freisetzung dienen (Bennett et al., 1989). Dartber hinaus sollte
untersucht werden, ob NO-NSAIDs und organische Nitrate wie GTN Uber gemeinsame
Stoffwechselwege bioaktiviert werden.

Besondere Aufmerksamkeit sollte der NO-abhangigen Induktion antioxidativer Proteine
am Beispiel der Hamoxygenase-1 gelten. Die antioxidativen, antiinflammatorischen
und cytoprotektiven Effekte einer Induktion des HO-1-Stoffwechsels wurden sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt und konnten einen Teil des Wirkprofils der NO-NSAIDs
erklaren (Foresti & Motterlini, 1999; Immenschuh & Ramadori, 2000).

Die HO-1 ist durch spontane NO-Donoren unter anderem in Endothelzellen,
GefaBmuskelzellen und Nierenepithelzellen induzierbar (Durante et al., 1997; Liang et
al.,, 2000; Polte et al.,, 2000). Einige Studien zeigen allerdings, dass bestimmte
Prostaglandine die HO-1 induzieren oder bei einer Induktion synergistisch wirken
(Chen et al., 2002a; Koizumi et al., 1995). Daher sollte geprtft werden, ob NO-NSAIDs
die HO-1 induzieren, obwohl sie ein duales Wirkprinzip besitzen: NO-NSAIDs setzen
NO erst durch enzymatische Spaltung frei und stellen gleichzeitig potente Hemmstoffe
beider Isoenzyme der Cyclooxygenase und damit der Prostaglandin-Synthese dar.

Mit Hilfe der Northern-Blot-Technik sollte der Frage nachgegangen werden, ob
verschiedene NO-NSAIDs die Transkription der HO-1 in Endothelzellen aktivieren.
Weiterhin wurde untersucht, ob eine vermehrte mRNA-Bildung zu einer gesteigerten
Proteinexpression der HO-1 fiihrt.

Von Interesse war aul3erdem, ob die NO-abhangige Aktivierung des
cGMP/Guanylatcyclase-Systems den genregulatorischen Wirkungen der NO-NSAIDs
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zugrunde liegt oder ob andere NO-aktivierbare Signaltransduktionswege wie die
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen eine Rolle spielen.

Um die protektiven Wirkungen im Magen nadher zu beschreiben, sollte betrachtet
werden, ob NO-NSAIDs auch in gastralen Epithelzellen die mRNA- und Protein-
Synthese der HO-1 stimulieren.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung direkter oder
indirekter antioxidativer Eigenschaften der NO-NSAIDs.

Da reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in der Pathogenese der NSAID-induzierten
Schadigung der Magenschleimhaut eine entscheidende Rolle spielen, sollte untersucht
werden, ob NO-NSAIDs in einem Zellkulturmodell fiir oxidativen Stress antioxidative
Wirkungen zeigen. Dieses Modell sollte sowohl fir gastrale Epithelzellen als auch fir
Endothelzellen angewandt werden.

Ob ein Zusammenhang zwischen der Stimulation des HO-1-Stoffwechsels und einer
Senkung des ROS-Spiegels besteht, sollte durch Versuche mit dem HO-1-Metaboliten
Bilirubin und einem spezifischen Inhibitor der HO-1-Aktivitat untersucht werden.
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3 Methoden und Material

3.1 Zellkultur

Die verschiedenen Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.1.1  Kultivierung der Nierenepithelzellen

Fur die Bestimmung des intrazellularen cGMP-Spiegels wurde die Nierenepithel-
Zelllinie LLC-PK-1 vom Schwein (porcine kidney epithelial cells; ATCC CL 101)
verwendet. Die Zellen wurden in Ham's F12 Zellkulturmedium mit 20% DMEM,15%
fetalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Das
Zellkulturmedium wurde alle 3 Tage gewechselt.

3.1.2  Kultivierung der Endothelzellen

Fur die Northern-Blot-Untersuchungen wurde die humane Endothel-Zelllinie ECV 304
(ECACC 92091712) in den Passagen 3-9 verwendet. Die Kultivierung der Endothel-
zellen erfolgte in Medium 199, das 10% fetales Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin enthielt. Das Zellkulturmedium wurde alle 3 Tage gewechselt.

Fur die Western-Blot-Analysen wurden primare vaskulare Endothelzellen aus der
Schweineaorta (porcine aortic endothelial cells, PAE) der Passagen 2-4 eingesetzt. Die
Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) unter Zusatz von 15%
fetalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Ein
Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle 2 Tage.

3.1.3  Kultivierung der gastralen Epithelzellen

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

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

Die LLC-PK-1-Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 6 Vertiefungen (wells) bis zur
Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stindigen Nichternphase in Medium ohne Serum
folgte eine Inkubation Gber 15 Minuten mit Zellkulturmedium, das zusétzlich 0,5 mM
des Phosphodiesterase-Hemmstoffes IBMX enthielt (Polte et al.,, 2000). Bei
Vorinkubation mit Hamoglobin (20 uM) oder SOD (15 U/ml) wurden diese ebenfalls
zugesetzt. Fir den Vergleich der Bioaktivierung von Glyceroltrinitrat und NO-Naproxen
wurde Uber 5 Stunden mit der jeweiligen Substanz vorinkubiert. Danach wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und ebenfalls tber 15 Minuten mit IBMX-haltigem
Zellkulturmedium inkubiert.

Im Anschluss folgte die Hauptinkubation der Zellen mit NO-Naproxen, Glyceroltrinitrat,
oder SIN-1 tber 15 Minuten.

Nach der Inkubation wurde der Zelliberstand abgesaugt und die Zellen mit 500 pl
Ethanol, der bei 60°C im Trockenschrank abgedampft wurde, auf den Platten fixiert
(Friedl et al., 1985). AnschlieRend wurden 500 pl Wasser pro Well zugegeben und die
Zellkulturschalen bei —80°C eingefroren. Durch wiederholtes Auftauen und Einfrieren
wurden die Zellen lysiert und die cyclischen Nukleotide freigesetzt. Nach Zentrifugation
wurde der Uberstand aliquotiert (Hinz & Schroder, 1998).

Die Bestimmung des cGMP-Spiegels erfolgte mit einem Enzymimmonoassay-Kit
(Maxey et al., 1992; Pradelles et al., 1989) entsprechend den Angaben der Hersteller-
firma Cayman Chemical (Alexis, Griunberg). Freigesetztes cGMP der Proben
konkurriert mit an Acetylcholinesterase gekoppeltem cGMP um Bindungsstellen an
spezifischen cGMP-Antikorpern, die auf dem Boden einer Mikrotiterplatte mit 96
Vertiefungen immobilisiert sind. Nach Inkubation Uber 18 Stunden wurden die Platten
gewaschen und die Acetylcholinesterase-Aktivitat mit Hilfe von Ellmanns Reagenz
bestimmt. Das Enzym katalysiert die Bildung von 5-Thio-2-nitrobenzoesaure, deren
Extinktion bei 412 nm vermessen werden kann. Die Konzentration an freiem cGMP ist
der gemessenen Extinktion umgekehrt proportional.
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3.3 Northern-Blot-Analyse

Fur das Northern-Blot-Verfahren wird aus Proben isolierte RNA zunachst mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend werden die Molekile aus der Gelmatrix
auf eine geeignete Tragerschicht (z.B. Nylonmembran) Ubertragen und fixiert. Durch
Hybridisierung mit geeigneten, markierten Gensonden koénnen spezifische RNA-
Molekiile sowohl qualitativ als auch quantitativ nachgewiesen werden (Alwine et al.,
1977).

3.3.1 Gewinnung und Isolierung der Sonden

Als Sonden dienten Fragmente der kodierenden Regionen der entsprechenden Gene.
Diese lagen als Plasmid-DNA in Escherichia coli DH5-a-Kulturen vor. Die Plasmid-
DNA wurde mit Hilfe des Plasmid-Midi-Isolation-Kits der Firma Qiagen (Hilden) isoliert.
Dieses System basiert auf einer modifizierten alkalischen Zelllyse (Birnboim & Doly,
1979), gefolgt von einer spezifischen DNA-Bindung an eine Anionen-Austauscher-
Saule unter geeigneten Salz- und pH-Bedingungen. Die Isolation erfolgte entsprechend
den Herstellerangaben.

Gensonde GroRRe Restriktion
Hamoxygenase-1 human 1000 bp EcoR |
B-Aktin human 450 bp Nco | / Pst |

Tabelle 1: Gensonden

3.3.2 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die bendétigten DNA-Fragmente wurden mit den entsprechenden Restriktionsendo-
nukleasen (s. Tabelle 1) aus den Plasmiden geschnitten. Der Restriktionsansatz
wurde entsprechend den Produktinformationen tber 1 Stunde bei 37°C inkubiert
(Roche, Mannheim).

3.3.3 DNA-Gelelektrophorese und Fragmentisolierung

Die Sonden-DNA wurde nach der Restriktionsspaltung in einem 0,8%-igen Agarosegel
der GroRBe nach aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA enthielt das Gel den
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,25 pg/ml. Als
Referenz diente ein Standard mit DNA-Fragmenten definierter Grosse (Promega,
Mannheim).

Mit Hilfe von UV-Licht wurden die DNA-Banden detektiert und mit einem Skalpell aus
dem Gel geschnitten.

Fur die Isolierung der DNA aus den Gelbanden wurde der Gel Extraction Kit der Firma
Qiagen (Hilden) verwendet und die Extraktion nach den Herstellerangaben
vorgenommen.
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3.3.4 Inkubationsprotokoll zur RNA-Isolierung

Die entsprechenden Zellen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 100
mm ausgesat und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stiindigen
Inkubation mit Medium ohne Serum erfolgte die Inkubation der Zellen mit den
Substanzen uber 8 Stunden. AnschlieRend wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA
geerntet und die Pellets bei —80°C gelagert.

3.3.5 RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA aus den Zellpellets wurde nach der Single-Step-Methode
(Chomczynski & Sacchi, 1987) mit Hilfe des TRIZOL-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe)
isoliert. Das Reagenz besteht aus einem Phenol-Guanidinisothiocyanat-Gemisch. Die
Zellen werden aufgeschlossen und Zellkomponenten geldst, ohne dass die RNA
gespalten wird. Nach Zugabe von Chloroform und anschlieBender Zentrifugation trennt
sich die Ldsung in eine wassrige und eine organische Phase. Die RNA verbleibt
ausschlieflich in der wassrigen Phase, aus der sie mit Isopropanol geféllt werden
kann. Die Praparation der RNA erfolgte gemaR den Herstellerangaben.

3.3.6 RNA-Gelelektrophorese

Die RNA-Konzentration wurde am UV-Spektrometer (Amersham, Freiburg) bestimmt.
Anschlieend wurden je 25 pg RNA mit 4fach konzentriertem Ladepuffer (Formamid,
Formaldehyd, 10x MOPS, 0,01 pg/ml Ethidiumbromid) versetzt und 10 Minuten bei
60°C denaturiert. Die Auftrennung der RNA erfolgte in 1%-igen Formaldehyd-Agarose-
gelen unter denaturierenden Bedingungen (Rave et al., 1979; Sambrook et al., 1989).
Als Referenz diente ein Standard mit RNA-Fragmenten definierter Gréf3e (Sigma,
Taufkirchen).

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

Mit der Methode des Vakuum-Blottens kann RNA aus einem Agarosegel Gber Vakuum-
verstarkte Diffusion auf eine Nylonmembran transferiert werden.

Zur Dokumentation der Gelelektrophorese wurden die Gele zunachst fotografiert.
AnschlieRend 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, Géttingen) erfolgte der
90minutige Transfer der RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond N*;
Amersham, Freiburg). Danach wurden die Membranen fir 30 Minuten bei 80°C in
einem Trockenschrank gelagert. Dieses so genannte baking fixiert die RNA-Molekile
auf der Nylonmembran durch Ausbildung von Bindungen zwischen den Basen der
RNA und den positiv geladenen Aminogruppen der Nylonmembran.
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3.3.8  Markierung von DNA-Sonden mit *P-Desoxycytidin-Triphosphat

Die Sonden wurden mit Hilfe des Random Primed DNA Labeling Kits der Firma Roche
(Mannheim) markiert. Diese von Feinberg und Vogelstein (Feinberg & Vogelstein,
1983) entwickelte Methode basiert auf der Hybridisierung eines Gemisches aller
moglichen Hexanukleotid-Kombinationen mit dem zu markierenden DNA-Fragment.
Die als Sonde einzusetzende doppelstrangige DNA wird zunéchst fir 5 Minuten bei
95°C denaturiert. Sobald ein Hexanukleotid des Reaktionsgemisches als Primer an
den DNA-Strang binden kann, wird der komplementédre Strang durch das Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase synthetisiert. Durch Zugabe von *P-Desoxycytidin-
Triphosphat (Amersham, Freiburg) und einer Mischung der tbrigen Nukleotide wird der
komplementére DNA-Strang als radioaktiv markierte Sonde gebildet.

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten werden die nicht inkorporierten Nukleotide
durch Zentrifugation des Reaktionsansatzes auf Quick Spin Saulen, Sephadex G50
(Amersham, Freiburg), abgetrennt.

3.3.9  Vor-und Haupthybridisierung

Die Membranen wurden zunachst Gber 2 Stunden bei 65°C mit 100 pg/ml Fisch-DNA
enthaltender Hybridisierungslosung (10% Dextransulfat, 1 M NaCl, 1% SDS in DEPC-
Wasser) vorhybridisiert, um unspezifische Bindungen der Sonde zu minimieren.
AnschlieBend wurde die Haupthybridisierung Uber 24 Stunden bei 65°C mit der
jeweiligen Sonde in Hybridisierungslésung durchgefiihrt.

3.3.10 Detektion, Quantifizierung und Beladungskontrolle

Nach der Haupthybridisierung wurden die Membranen zunachst jeweils zweimal 15
Minuten mit 2x SSC in DEPC-Wasser bei Raumtemperatur und 0,5x SSC in DEPC-
Wasser bei 65°C gewaschen. Danach folgte eine zweistiindige Exposition einer Bild-
platte des Fuji Bio-Imaging Analysers BAS 1500 (Fujifilm, Japan). Diese aus Europium-
Kristallen bestehenden Schirme ermdglichen eine erste Auswertung der markierten
Membranen.

AnschlieRend wurde ein Autoradiographiefilm (Amersham, Freiburg) Uber 24 Stunden
mit Hilfe eines so genannten Hyperscreens bei -80°C exponiert. Dieser Schirm
absorbiert die Strahlung starker p-Strahler und gibt sie in Form von Licht wieder ab,
das den Film schwarzt. Die densitometrische Auswertung wurde mit Hilfe des
Programms Tina 2.0 (Raytest GmbH, Straubenhardt) durchgefihrt.

Die Membranen wurden im Anschluss an die Detektion mit 0,1% SDS in DEPC-
Wasser gewaschen, um die gebundenen Sondenmolekile zu entfernen. Anschliel3end
folgte eine zweite Hybridisierung mit einer B-Aktin-Gensonde. Die RNA dieses
Haushaltsproteins diente als Kontrolle fiir die gleichmafige Beladung der Gele.



3 Methoden und Material 31

3.4 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 (Lammli, 1970).
AnschlieBend transferiert man die Proteine mit Blotting-Verfahren auf eine Membran.
Die Detektion der Proteine erfolgt mit Hilfe spezifischer Antikorper.

3.4.1 Inkubationsprotokoll zur Western-Blot-Analyse

Die Zellen wurden in Kulturschalen mit einem Durchmesser von 100 mm ausgeséat und
bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stiindigen Inkubation mit
Medium ohne Serum wurden die Zellen mit den Substanzen Uber weitere 24 Stunden
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA geerntet und in Lysispuffer
(Tris, EDTA, 1% Triton X-100, 1 uM PMSF) resuspendiert.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976) mit
Hilfe eines Kits der Firma Bio-Rad (Munchen) vorgenommen. Hierbei bilden Proteine
Komplexe mit dem  Farbstoff = Coomassie-Brilliantblau, die  Gber ihr
Absorptionsmaximum bei 595 nm photometrisch quantifiziert werden kénnen. Der
Proteingehalt wird anschlieRend lber eine Kalibriergerade berechnet, die parallel zu
den Proben mit Rinderserumalbumin (12,5 — 200 pug/ml) erstellt wurde.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt Proteine
der GroRe nach auf. Dabei binden die Proteine im Uberschuss zugesetztes SDS und
erhalten eine negative Ladung. Da diese zu ihrem Molekulargewicht proportional ist,
werden die SDS-Protein-Komplexe in der Gelmatrix der Molmasse nach aufgetrennt
(Sambrook et al., 1989).

Bei der verwendeten Methode nach Lammli (Lammli, 1970) werden die Proben
zunachst in einem Sammelgel mit 5% Polyacrylamid konzentriert und anschlieRend im
15%igen Trenngel aufgetrennt. Es wurden vertikale Minigel-Elektrophoresekammern
von Biometra (Goéttingen) verwendet.

Die Proben (20-100 pg Protein) wurden mit 5fach konzentriertem Ladepuffer (0,1 M
Tris-HCI, 0.01 M EDTA, 2% SDS, 2% Glycerol) und 2,5 M Dithiotreitol versetzt und
Uber 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 V Uber 3-4
Stunden in den mit Laufpuffer (50 mM Tris-HCI, 384 mM Glycin, 0,1% SDS) gefullten
Gelkammern. Als Molekulargewichtsmarker diente ein gefarbtes Proteingemisch
bekannter Molekulargewichtsgré3en (Gibco, Mannheim).



32 3 Methoden und Material

3.4.4 Protein-Transfer durch Western-Blot

Das Proteinmuster des Gels wurde mit Hilfe des Tankblot-Verfahrens in einem
vertikalen Puffertank (Eigenbau) auf eine Nitrocellulosemembran (Biometra, Géttingen)
Ubertragen. Der Transfer erfolgte bei 100 mA und 5°C Uber 14-16 Stunden. Hierbei
diente der vorgefarbte Molekulargewichtsmarker zur Kontrolle der Transfereffizienz
(Sambrook et al., 1989). Zur Kontrolle der Beladung wurden die Gele nach dem
Transfer mit Coomassie-Brilliantblau angefarbt und fotografiert (Silhavy et al., 1984).

3.45 Detektion mit spezifischen Antikdrpern

Nach dem Transfer wurden die Membranen zur Abséttigung unspezifischer Bindungs-
stellen fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Blockierungslésung (Tris-Puffer mit 4%
fettfreiem Trockenmilchpulver) inkubiert. AnschlieBend folgte die Inkubation mit dem
Erstantikdrper Uber 2 Stunden (Shibahara et al., 1985).

Antik6rper | Inkubationszeit |Ldsung Hersteller

HO-1 2 Stunden 1:1000 in 25% Blockierungslosung, |Alexis,
65% Tris/Tween, 10% BSA (0,1|Grinberg
mg/ml)

Tabelle 2: Erstantikdrper

Nach zweimaligem Waschen der Membranen mit Blockierungslosung folgte die
30mindtige Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper (Anti-
Kanninchen 1gG-HRP; Sigma, Taufkirchen). Im Anschluss wurden die Membranen
dreimal 5 Minuten mit Blockierungslésung und zweimal 10 Minuten mit Tris-Puffer (mit
0,5% Tween) gewaschen.

Zur Detektion der gebundenen Zweitantikbrper wurde der ECL-Plus-Detektions-Kit der
Firma Amersham (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 Autoradiographiefiims (Hyperfilm ECL; Amersham, Freiburg) mit der
Membran nachgewiesen werden. Die Expositionszeit lag bei 1-10 Minuten.
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3.5 Bestimmung freier Sauerstoffradikale

Durch Inkubation von Zellen mit NADPH wird die NADPH-abhangige Oxidase
stimuliert, Superoxidradikale zu bilden [1] (Griendling et al., 2000; Guzik et al., 2000).

NADPH + 20, - NADP* + H* + 20,~ (1]

Die Konzentration an Superoxidradikalen kann mit Hilfe von Lucigenin-verstarkter
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 lasst sich an diesem Modell deren Auswirkung auf
die intrazellulare und extrazellulare Konzentration an Superoxidradikalen bestimmen.

3.5.1 Inkubationsprotokoll zur Sauerstoffradikalmessung

Fur die Messung wurde die jeweilige Zelllinie in Zellkulturschalen mit 6 Vertiefungen bis
zur Konfluenz kultiviert. Nach einer 24stiindigen Inkubation in Medium ohne Serum
wurde zur Bestimmung genomischer Effekte anschlieRend tUber 24 Stunden mit den
Substanzen vorinkubiert. Der Hemmstoff SnPP wurde 15 Minuten vor den NO-NSAIDs
zugesetzt. AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA geerntet. Nach Zentrifugation Gber 5 Minuten bei
4°C wurden die Zellpellets in PBS resuspendiert und mit 100 uM NADPH und 50 uM
Lucigenin fur 10 Minuten inkubiert. Die Bestimmung direkter, substanzspezifischer
Effekte erfolgte ohne Vorinkubation durch simultane Zugabe der Substanzen und
Reagenzien zu den resuspendierten Zellpellets.

3.5.2 Messung der Lucigenin-verstarkten Chemilumineszenz

Fur die Enstehung der Chemilumineszenz durch die Reaktion von Lucigenin (Bis-N-
methylacridiniumnitrat) mit dem Superoxidradikal wird folgender Mechanismus
diskutiert. Das Lucigenin-Kation (Luc®*) nimmt zunachst ein Elektron auf und wird zum
Radikal reduziert (Luc™*) [2]. Dieses reagiert mit dem Superoxidradikal zu einem
instabilen Dioxethan-Intermediat. Bei dessen Zerfall entsteht ein angeregtes Acridon,
welches beim Ruckfall in den Ruhezustand Licht emittiert [3] (Tarpey et al., 1999;
Vasquez-Vivar et al., 1997).

Luc?t + e- — Luct [2]

Luc* + O, — Licht + Acridon (3]

Die Photonen kdnnen mit Hilfe eines Photomultipliers gezéhlt werden. Als Rohdaten
erhalt man so genannte relative Lichteinheiten (RLU = relative light units), die aus den
direkt gezahlten Impulsen berechnet werden.

Die Messung wurde mit dem Luminometer Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Wildbad)
entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.
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3.6 Material

Alexis Deutschland, Grinberg

American Type Culture Collection
(ATCC)

Amersham, Freiburg

AstraZeneca, Sddertélje,
Schweden

Aventis, Frankfurt/Main

Bio-Rad, Miinchen

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

Gibco, Eggenstein

Invitrogen, Karlsruhe

Merck

MSD Deutschland, Haar

NicOx, Sophia Antipolis,
Frankreich

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Roche, Penzberg

cGMP-EIA-Kit, HO-1-Antikorper, ODQ, SNAP,
SnPP

AGS (ATCC CRL 1739), KATO-IIl (ATCC HTB
103), LLC-PK-1 (ATCC CL 101)

Dextransulfat, ECL Plus Detektionsreagenz,
#p.dCTP, Quick Spin Saulen

AZD3582 (NO-Naproxen)

SIN-1

Bradford-Reagenz

ECV 304 (ECACC 92091712)

Agarose, fetales Kalberserum, Fisch-DNA, PBS,
Penicillin/Streptomycin, SDS, Trypsin/EDTA, Tris,

Protein-Marker, Trizol-Reagenz

Ethanol, Isopropanol

Rofecoxib

NCX 4016 (NO-ASS), Acetylsalicylsaure
NCX 2216 (NO-Flurbiprofen), Flurbiprofen

DNA-Standard

Plasmid Midi Isolations Kit, Gel Extraktions Kit

Random Primed DNA Labeling Kit,
Restriktionsenzyme
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Roth, Mannheim

Schwarz Pharma AG, Monheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Chloroform, DEPC, DMSO, EDTA, Formaldehyd,
Formamid, MOPS, Natriumacetat,
Natriumchlorid, Natriumcitrat, Polyacrylamid

GTN

8-Br-cGMP, Bilirubin, CdCl,, Cycloheximid, DTT,
Ethidiumbromid, Glutamin, Hamoglobin, IBMX,
KT5823, Lucigenin, NAC, NADPH, Naproxen,
PD098059, PMSF, RNA-Standard, SB203580,
SOD, SP600125, Triton-X 100, Zellkulturmedien
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3.7 Substanznummern der NO-NSAIDs

Die verwendeten NO-NSAIDs werden in der Literatur zum Teil mit ihren Substanz-
nummern der Herstellerfirma NicOx (Sophia Antipolis, Frankreich) bezeichnet. NO-
Naproxen tragt zusatzlich eine Nummer, die vom Lizenznehmer AstraZeneca
(Sodertélje, Schweden) stammt (s. Tabelle 3).

NO-NSAID NicOx-Bezeichnung AstraZeneca-
Bezeichnung
NO-ASS NCX 4016 -
NO-Flurbiprofen NCX 2216 -
NO-Naproxen HCT 3012 AZD3582

Tabelle 3: Substanznummern

3.8 Puffer und Substanzlésungen

3.8.1 Puffer

PBS: 138,0 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 8,1 mM
Natriumhydrogenphosphat, 1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat, pH 7,3 bei 37°C

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

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

Laufpuffer fir RNA-Agarose-Gelelektrophorese: 1x MOPS

Ladepuffer fir Polyacrylamid-Gelelektrophorese: 0,1 M Tris, 0.01 M EDTA, 2% SDS,
20% Glycerol

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

Lysispuffer zur Proteinisolation: 25 mM Tris, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 7,4 bei
37°C.
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3.8.2 Substanzlésungen

NO-Naproxen, NO-ASS, NO-Flurbiprofen, Naproxen, ASS und Flurbiprofen wurden in
entsprechenden Mengen DMSO geldst und so vorverdiinnt, dass die Endkonzentration
an DMSO bei 1 yl/ml im Inkubationsansatz lag. Zur weiteren Verdinnung der DMSO-
Losungen wurde PBS verwendet. Alle Losungen wurden am Versuchstag frisch
hergestellt.

Die cGMP-Analoga wurden in PBS geldst und als Stammldsung (10 mM) bei -20°C
gelagert.
Die Verdinnungen wurden mit PBS hergestellt.

SnPP und ODQ wurden als Stammlésungen (20 bzw. 50 mM) in DMSO bei -20°C
gelagert. Die Verdiinnungen wurden mit PBS hergestellit.

GTN wurde als Stammlésung (44 mM) in DMSO bei 4-8°C gelagert. Die Verdiinnungen
wurden mit PBS hergestellt.

CHX wurde als ,Ready Made® L6sung (10 mg/ml) gekauft. Die Verdinnungen wurden
mit PBS hergestellt.

IBMX wurde am Versuchstag in DMSO (50 mM) gelést und in PBS auf die Einsatz-
konzentration 5 mM verdinnt.

Hamoglobin, Bilirubin, SIN-1, Lucigenin und NADPH wurden frisch in den
entsprechenden Mengen in PBS geldst.
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3.9 Statistik

Bei den Messungen der cGMP-Stimulation und der Chemilumineszenz sind alle
Messdaten als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (x £+ SEM) von n
unabhangigen Experimenten angegeben. Die videodensitometrischen Daten der
Northern-Blot-Analysen basieren auf n = 3-6 unabhangigen Experimenten.

Zur Prifung auf signifikante Unterschiede zwischen Gruppen wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni’s multipler Vergleichstest angewendet. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit P von o < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4  Ergebnisse

4.1  Charakterisierung von NO-Naproxen als NO-Donor im
Zellkulturmodell

4.1.1  Effekte von NO-Naproxen auf den cGMP-Spiegel

Als sensibler Marker fiir die NO-Freisetzung einer Substanz kann die Bestimmung des
intrazellularen cGMP-Spiegels dienen. Die Nierenepithelzelllinie LLC-PK-1 ist ein
etabliertes  Zellkulturmodell  fir Untersuchungen zur  Aktivierung des
cGMP/Guanylatcyclase-Systems durch organische Nitrate (Bennett et al., 1989; Hinz &
Schrdder, 1998; Schroder & Schror, 1990).

In diesem Modell sollte am Beispiel des NO-Naproxens untersucht werden, ob NO-
NSAIDs im Zellversuch Stickstoffmonoxid derart freisetzen, dass es zu einer Reaktion
mit NO-sensitiven Strukturen wie der ldslichen Guanylatcyclase kommt.
LLC-PK-1-Zellen wurden 15 Minuten mit dem Phosphodiesterase-Hemmstoff IBMX
(0,5 mM) vorbehandelt. Im Anschluss wurde weitere 15 Minuten mit NO-Naproxen (1-
30 uM) inkubiert. Die Inkubation von LLC-PK-1-Zellen mit NO-Naproxen fiihrte zu
einem konzentrationsabhéngigen Anstieg des cGMP-Spiegels. Es konnten bis zu
27fach hohere Konzentrationen im Vergleich zum basalen cGMP-Spiegel
unbehandelter Zellen bestimmt werden. Unter den gleichen Bedingungen hatte
Naproxen keinen Effekt auf die cGMP-Bildung (Abb. 4).
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Abb. 4: Effekt von NO-Naproxen auf die cGMP-Bildung in Nierenepithelzellen.
LLC-PK-1-Zellen wurden 15 Minuten mit IBMX vorbehandelt. Im Anschluss wurde 15 Minuten mit NO-Naproxen
(1-30 pM) oder Naproxen (30 pM) inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten.
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Das freie NO-Radikal reagiert mit Superoxid rasch zu Peroxynitrit. Die
Superoxiddismutase (SOD) baut Superoxid zu Wasserstoffperoxid und molekularem
Sauerstoff ab. Dadurch verlangert sich bei Vorbehandlung der Zellen mit SOD die
Halbwertszeit des freien NO-Radikals (Gryglewski et al., 1986).

Eine 15mindtige Vorinkubation mit SOD (15 U/ml) verstarkte die cGMP-Stimulation
durch NO-Naproxen um etwa 100 %. Durch Vorbehandlung der Zellen mit Hamoglobin
lassen sich hingegen freie NO-Radikale abfangen und NO-vermittelte Effekte
blockieren (Martin et al., 1988). Hamoglobin (20 uM) senkte den cGMP-Spiegel nahezu
auf den Basalwert unbehandelter Zellen (Abb. 5). Beide Substanzen hatten keine
Eigeneffekte auf den cGMP-Spiegel.

Diese Versuche verdeutlichen, dass die Erhéhung des cGMP-Spiegels ursachlich auf
die Freisetzung von NO zurtckzufihren ist.
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Abb. 5: Effekt von Superoxiddismutase (SOD) und Hamoglobin (HB) auf die cGMP-

Stimulation durch NO-Naproxen.

LLC-PK-1-Zellen wurden 15 Minuten mit SOD (15 U/ml) oder HB (20 pM) vorbehandelt. Im Anschluss wurde 15
Minuten mit NO-Naproxen (10 pM) inkubiert.

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

4.1.2 Einfluss einer Vorinkubation mit NO-Donoren auf die cGMP-Stimulation

Uber welche Stoffwechselwege NO-NSAIDs bioaktiviert werden, ist noch nicht
bekannt. Durch Vorbehandlung von LLC-PK-1-Zellen mit Glyceroltrinitrat (GTN) sollte
untersucht werden, ob NO-NSAIDs und organische Nitrate durch die gleichen Enzym-
systeme verstoffwechselt werden.
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Abb. 6: Effekt einer Vorinkubation mit Glyceroltrinitrat (GTN) auf die anschliel3ende

Inkubation mit GTN oder NO-Naproxen.

LLC-PK-1-Zellen wurden 5 Stunden mit GTN (0,1-1 uM) vorbehandelt. Nach Auswaschen mit PBS wurde 15 Minuten
mit IBMX-haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Im Anschluss folgte die Inkubation mit GTN (100 pM) oder NO-Naproxen
(100 uM) Uber weitere 15 Minuten.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (-), einseitiger ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten.
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Abb. 7: Effekt einer Vorinkubation mit NO-Naproxen auf die anschlieBende Inkubation

mit GTN oder NO-Naproxen.

LLC-PK-1-Zellen wurden 5 Stunden mit NO-Naproxen (10-30 uM) vorbehandelt. Nach Auswaschen mit PBS wurde 15
Minuten mit IBMX-haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Im Anschluss folgte die Inkubation mit GTN (30 uM) oder NO-
Naproxen (30 uM) tber weitere 15 Minuten.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (-), einseitiger ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten.
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Eine Vorbehandlung der Zellen mit GTN (0,1-1 pM) Uber 5 Stunden schwachte die
cGMP-Stimulation einer sich anschlieBenden Inkubation mit NO-Naproxen oder GTN
signifikant ab (Abb. 6). Ebenso reduzierte eine Vorbehandlung mit NO-Naproxen (10-
30 pM) den Anstieg der cGMP-Konzentration durch eine sich anschlieRende
Inkubation mit GTN oder NO-Naproxen (Abb. 7). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Freisetzung von NO aus NO-Naproxen und organischen Nitraten wie GTN
uber gemeinsame Stoffwechselwege verlauft.

Zur Bestatigung dieses Ergebnisses wurde der Einfluss einer spontan NO-
freisetzenden Verbindung untersucht. Der NO-Donor SIN-1 (3-Morpholinosydnonimin)
ist der aktive Metabolit des Koronartherapeutikums Molsidomin und setzt NO
unabhangig von enzymatischer Spaltung frei. Durch Ringoffnung geht SIN-1 in SIN-1A
Uber, aus dem sich NO spontan abspaltet (Feelisch, 1998; Polte et al., 1997).

Im Gegensatz zu NO-Naproxen und GTN blieb die cGMP-Stimulation durch SIN-1 (10
UM) bei Vorinkubation der Zellen mit GTN, NO-Naproxen oder SIN-1 selbst
unbeeinflusst (Abb. 8).
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Abb. 8: Effekt einer Vorinkubation mit GTN, SIN-1 oder NO-Naproxen auf die

anschliel3ende Inkubation mit SIN-1.

LLC-PK-1-Zellen wurden 5 Stunden mit GTN (1 pM), SIN-1 (10 uM) oder NO-Naproxen (10 uM) vorbehandelt. Nach
Auswaschen mit PBS wurde 15 Minuten mit IBMX-haltigem Zellkulturmedium inkubiert. Im Anschluss folgte die
Inkubation mit SIN-1 (10 uM) Uber weitere 15 Minuten.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (-), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten.
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4.1.3 Zusammenfassung

NO-Naproxen verhalt sich im Zellkulturmodell als NO-Donor. Innerhalb von 15 Minuten
stimuliert NO-Naproxen konzentrationsabhangig einen Anstieg des cGMP-Spiegels in
LLC-PK-1-Zellen. Kontrollversuche mit Naproxen und Vorbehandlung der Zellen mit
SOD und Hamoglobin belegen, dass der Effekt dem freigesetzten NO-Radikal
zuzuschreiben ist.

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass NO-Naproxen uber Stoffwechselwege
bioaktiviert wird, die auch an der Metabolisierung organischer Nitrate wie
Glyceroaltrinitrat beteiligt sind.
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4.2  Induktion der Hamoxygenase-1 durch NO-NSAIDs in
Endothelzellen

4.2.1 Konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-mRNA durch NO-NSAIDs

Die zellprotektiven Wirkungen von NO-NSAIDs in oxidativen Stresssituationen lassen
eine Beteiligung antioxidativer Proteine vermuten. Eine Vielzahl von Studien belegt
eine protektive Wirkung der induzierbaren Hamoxygenase sowohl in vitro als auch in
vivo (Foresti & Motterlini, 1999). Die bisherigen Ergebnisse charakterisieren die NO-
NSAIDs als NO-Donoren im Zellkulturmodell. Die HO-1 ist durch NO-Donoren
induzierbar und schitzt Endothelzellen vor Schadigung durch oxidativen Stress
(Motterlini et al., 1996a; Polte et al., 2000).

Mittels Northern-Blot-Analyse sollte der Frage nachgegangen werden, ob NO-NSAIDs
die Transkription des HO-1-Gens in der humanen Endothelzelllinie ECV 304 aktivieren.
Dazu wurden die Endothelzellen 8 Stunden mit NO-Naproxen, NO-Flurbiprofen oder
NO-Acetylsalicylsaure (NO-ASS) inkubiert.
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Abb. 9: Effekt von NO-Naproxen auf die HO-1-mRNA in Endothelzellen.

(A) Reprasentativer Northern Blot mit -Aktin-Kontrolle, (B) Densitometrische Auswertung. ECV-304-Zellen wurden 8
Stunden mit NO-Naproxen (1-100 pM), DMSO (1 pl/ml) oder CdCl, (10 uM) inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 4-6 Einzelexperimenten.

Die Inkubation der Endothelzellen mit NO-Naproxen fihrte 2zu einer
konzentrationsabhangigen Induktion der HO-1-mRNA im Bereich von 10-100 pM (Abb.
9). Mit einer NO-Naproxen-Konzentration von 30 uM war eine signifikante, 2,8fache
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Induktion gegeniber der unbehandelten Kontrolle feststellbar. Mit der hochsten
eingesetzten Konzentration von 100 uM war im Durchschnitt eine 4,2fache Stimulation
der mRNA-Bildung zu erkennen. Hohere Konzentrationen erbrachten keine weitere
Steigerung (ohne Abb.). Als Kontrolle diente eine Inkubation mit dem HO-1-Induktor
Cadmiumchlorid (CdCl,, 10 uM). NO-Naproxen wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO)
gelost. Die maximale DMSO-Konzentration lag bei 1 pl/ml im Inkubationsansatz. In
dieser Konzentration zeigte DMSO keine Eigeneffekte.

Im Gegensatz dazu hatte eine Inkubation mit Naproxen im Konzentrationsbereich bis
300 uM keinen induktiven Effekt auf die HO-1-mRNA-Bildung (Abb. 10).

.,.4-.0.5_.-““....“ HO-1
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Abb. 10: Effekt von Naproxen auf die HO-1-mRNA in Endothelzellen.
Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 8 Stunden
mit Naproxen (3-300 pM), DMSO (1 ul/ml) oder CdCl, (10 pM) inkubiert.

Daruber hinaus wurden die Endothelzellen mit NO-ASS im Konzentrationsbereich von
10-300 pM inkubiert. Erst ab 100 uM NO-ASS war eine signifikante, durchschnittlich
2,2fache Induktion der HO-1-mRNA gegenuber der unbehandelten Kontrolle
detektierbar. Die héchste verwendete Konzentration von 300 uM stimulierte die HO-1-
MRNA-Bildung durchschnittlich 4,1fach (Abb. 11). Noch hohere Konzentrationen
erbrachten keine weitere Steigerung (ohne Abb.).

Acetylsalicylsaure (ASS) hatte im Konzentrationsbereich von 300 uM bis 1000 uM
keinen Effekt auf den HO-1-mRNA-Spiegel (Abb. 11A).
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Abb. 11: Effekt von NO-ASS und Acetylsalicylsdure (ASS) auf die HO-1-mRNA in
Endothelzellen.

(A) Reprasentativer Northern Blot mit -Aktin-Kontrolle, (B) Densitometrische Auswertung. ECV-304-Zellen wurden 8
Stunden mit NO-ASS (10-300 uM) oder ASS (300-1000 uM) inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 4-6 Einzelexperimenten.

Als weiteres NO-NSAID wurde NO-Flurbiprofen untersucht. Auch NO-Flurbiprofen
aktivierte die Transkription des HO-1-Gens (Abb. 12). Interessanterweise fiihrten im
Vergleich zu den anderen untersuchten NO-NSAIDs schon geringe Konzentrationen im
Bereich von 0,3-30 uM zu einer Induktion der HO-1-mRNA. Hohere Konzentrationen
erbrachten keine starkere Stimulation (ohne Abb.). Die maximal erreichbare,
durchschnittlich 1,9fache Stimulation mit 30 pM NO-Flurbiprofen war deutlich geringer
ausgepragt als bei den Vergleichssubstanzen NO-Naproxen und NO-ASS.

Flurbiprofen hatte im gleichen Konzentrationsbereich keinen induktiven Effekt auf die
HO-1-mRNA-Bildung (Abb. 13).
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Abb. 12: Effekt von NO-Flurbiprofen auf die HO-1-mRNA in Endothelzellen.

(A) Reprasentativer Northern Blot mit B-Aktin-Kontrolle, (B) Densitometrische Auswertung. ECV-304-Zellen wurden 8
Stunden mit NO-Flurbiprofen (0,3-30 pM) inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 4-6 Einzelexperimenten.
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Abb. 13: Effekt von Flurbiprofen auf die HO-1-mRNA in Endothelzellen.

Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 8 Stunden
mit Flurbiprofen (0,3-30 uM), DMSO (1pl/ml) oder CdCl, (10 uM) inkubiert.
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4.2.2  Zeitabhangige Induktion der HO-1-mRNA durch NO-ASS

Am Beispiel von NO-ASS wurde auf’erdem die Bildung der HO-1-mRNA in
Abhangigkeit von der Zeit verfolgt. Die Endothelzellen wurden mit NO-ASS (300 puM)
inkubiert.

Bereits nach 4 Stunden Inkubation war HO-1-mRNA im Northern-Blot-Experiment
detektierbar. Die mRNA-Konzentration erh6hte sich mit zunehmender Inkubations-
dauer und erreichte ihr Maximum im betrachteten Zeitraum nach 8 Stunden (Abb. 14).

o — Sl HO-1

KON 1 2 3 4 6 8|Zeit(h)

NO-ASS (300 pM)

-----.. B-Aktin

Abb. 14: Zeitverlauf der HO-1-mRNA-Induktion durch NO-ASS in Endothelzellen.

Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden bis zu 8
Stunden mit NO-ASS (300 puM) inkubiert.
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4.2.3 Konzentrationsabhéngiger Effekt von NO-NSAIDs auf die HO-1-
Proteinexpression

Mit Hilfe der Western-Blot-Technik sollte der Frage nachgegangen werden, ob die
Stimulation der mRNA-Bildung zu einer vermehrten Proteinsynthese der HO-1 fuhrt.
Primare Endothelzellen (PAE) wurden 24 Stunden mit NO-Naproxen oder NO-ASS
inkubiert.

A W — HO-1 Protein

KON 100 300

NO-Naproxen (uM)

B - — HO-1 Protein
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Abb. 15: Effekt von NO-Naproxen (A) und NO-ASS (B) auf die Expression des HO-1-

Proteins in Endothelzellen.
(A) Endothelzellen (PAE) wurden 24 Stunden mit NO-Naproxen (100-300 pM) inkubiert. (B) Endothelzellen (PAE)
wurden 24 Stunden mit NO-ASS (100-300 pM) inkubiert. Reprasentative Western Blots aus n = 3 Einzelexperimenten.

Aus Abb. 15 ist ersichtlich, dass die NO-NSAIDs die Expression des HO-1-Proteins
konzentrationsabhangig stimulierten.

Dabei fuhrte NO-Naproxen in einer Konzentration von 100 uM zu einer signifikanten
Steigerung der HO-1-Proteinexpression. Die dreifach héhere Konzentration zeigte
keinen starkeren Effekt (Abb. 15A). Dieses Resultat steht in Einklang mit den
Ergebnissen auf transkriptioneller Ebene.

Auch NO-ASS stimulierte die HO-1-Proteinexpression. Wie auf mRNA-Ebene hatte
eine Konzentration von 300 uM den stérksten Effekt (Abb. 15B).
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4.2.4 Effekt des COX-2-Hemmers Rofecoxib

Zu den Weiterentwicklungen der NSAIDs gehéren auch die selektiven Hemmstoffe der
COX-2, die Coxibe. Eine Charakterisierung des Wirkprofils der NO-NSAIDs sollte
daher auch einen Vergleich mit Coxiben einschlielen. Der COX-2-Hemmer Rofecoxib
wurde unter gleichen Bedingungen wie die NO-NSAIDs untersucht.

Eine Inkubation humaner Endothelzellen mit Rofecoxib tber 8 Stunden hatte keinen
Effekt auf die Transkription des HO-1-Gens (Abb. 16). Dieses Ergebnis belegt
zusammen mit den Untersuchungen mit NO-freien NSAIDs die Unabhangigkeit des
Effektes von einer Hemmung der Cyclooxygenase.

" ..
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Abb. 16: Effekt von Rofecoxib auf die HO-1-mRNA in Endothelzellen.
Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 8 Stunden
mit Rofecoxib (10-300 pM), DMSO (1pl/ml) oder CdCl; (10 uM) inkubiert.

4.2.5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass NO-NSAIDs die Transkription des HO-1-Gens in
Endothelzellen konzentrations- und zeitabhéngig aktivieren. Die Stimulation der
MRNA-Bildung fuhrt zu einer konzentrationsabhé&ngigen Expression des HO-1-
Proteins.

Dabei sind die Verbindungen unterschiedlich potent. Bereits bei Inkubation mit 10 uM
NO-Flurbiprofen oder NO-Naproxen war HO-1-mRNA detektierbar. Die Induktion durch
NO-Flurbiprofen erreichte ihr Maximum schon bei einer Konzentration von 30 uM und
fiel im Vergleich mit den anderen NO-NSAIDs mit 1,9facher Stimulation deutlich
geringer aus. Die maximale Stimulation von durchschnittlich 4,2fach war mit 100 uM
NO-Naproxen zu erreichen. NO-ASS zeigte erst in Konzentration von 300 uM eine
vergleichbar starke Stimulation. Diese Ergebnisse charakterisieren NO-Naproxen in
physiologisch relevanter Konzentration von 100 uM als den starksten Induktor der HO-
1-mRNA im Vergleich zu NO-ASS und NO-Flurbiprofen.

Auch in Western-Blot-Experimenten zeigte sich bereits mit 100 pM NO-Naproxen eine
Stimulation der HO-1-Proteinexpression, die erst mit 300 uM NO-ASS vergleichbar
stark ausfiel.

Die NO-freien Muttersubstanzen zeigten keine Effekte auf die HO-1-mRNA-Bildung.
Ebenso unwirksam war der selektive COX-2-Hemmer Rofecoxib. Diese Ergebnisse
belegen, dass die Aktivierung der Transkription ursachlich auf die Freisetzung von NO
zuriickzufuhren ist, nicht auf die Hemmung der COX-Isoenzyme.
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4.3 Induktion der Himoxygenase-1 durch NO-NSAIDs in
gastralen Epithelzellen

Die vorhergehenden Versuche zeigen eine Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs in
Endothelzellen. Diese Effekte kdnnen sowohl im kardiovaskuldren System als auch in
der gastralen Mikrozirkulation von Bedeutung sein. Im Folgenden sollte die Wirkung
von NO-NSAIDs in der Magenschleimhaut nédher untersucht werden.

Die Integritat der Epithelschicht ist maRRgeblich an der Barrierefunktion der Mukosa
beteiligt. Mit Hilfe von Northern- und Western-Blot-Analyse wurde der Frage
nachgegangen, ob NO-NSAIDs die HO-1 auch im gastralen Epithel induzieren. Als
Modell fur die Epithelschicht der Magenschleimhaut dienten die humanen gastralen
Epithelzelllinien AGS und KATO-III.

4.3.1 Konzentrationsabhangige Induktion der HO-1-mRNA am Beispiel von
NO-ASS

Die gastrale Epithelzelllinie KATO-III wurde 8 Stunden mit NO-ASS im Konzentrations-
bereich von 30-300 uM oder mit ASS (300 pM) inkubiert.
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Abb. 17: Effekt von NO-ASS und ASS auf die HO-1-mRNA in gastralen Epithelzellen.
(A) Reprasentativer Northern Blot mit B-Aktin-Kontrolle, (B) Densitometrische Auswertung. KATO-III-Zellen wurden 8
Stunden mit NO-ASS (30-100 uM) oder ASS (300 uM) inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 4-6 Einzelexperimenten.
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Auch in gastralen Epithelzellen stimulierte NO-ASS die Transkription des HO-1-Gens.
Die HO-1-mRNA war ab einer NO-ASS-Konzentration von 100 uM detektierbar. Eine
signifikante, durchschnittlich 5,3fache Induktion der HO-1-mRNA gegeniber den
unbehandelten Kontrollzellen war mit 300 M NO-ASS feststellbar. ASS (300 pM) hatte
keinen Effekt auf die HO-1-mRNA (Abb. 17).

4.3.2 Konzentrationsabhéangiger Effekt von NO-NSAIDs auf die HO-1-
Proteinexpression

Dartber hinaus wurde untersucht, ob eine Inkubation mit NO-NSAIDs in gastralen
Epithelzellen die Proteinexpression der HO-1 stimuliert. Die gastrale Epithelzelllinie
AGS wurde 24 Stunden mit NO-Naproxen (30-1000 uM) oder NO-ASS (100-300 uM)
inkubiert.

Die Inkubation mit NO-Naproxen stimulierte die Proteinexpression
konzentrationsabhangig. Die maximale Stimulation ist mit einer Konzentration von 100
UM errreicht. Die zehnfach hdhere Konzentration erbrachte keine weitere Steigerung
(Abb. 18A).

Auch NO-ASS steigerte die Expression des HO-1-Proteins. Dabei ist die maximale
Stimulation mit einer Konzentration von 100 pM moglich. Durch die dreifach hdhere
Konzentration wurde die Proteinexpression nicht mehr starker aktiviert (Abb. 18B).

A — — HO-1 Protein
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Abb. 18: Effekt von NO-Naproxen (A) und NO-ASS (B) auf die Expression des HO-1-

Proteins in gastralen Epithelzellen.
(A) AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit NO-Naproxen (30-1000 pM) inkubiert. (B) AGS-Zellen wurden 24 Stunden mit
NO-ASS (100-300 uM) inkubiert. Reprasentative Western Blots aus n = 3 Einzelexperimenten.
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4.4  HO-1-Genregulation durch NO-NSAIDs

44.1 Einfluss von Sauerstoffradikalen

Die HO-1 wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Agenzien induziert. Viele dieser
Substanzen verursachen direkt oder indirekt oxidativen Stress (Choi & Alam, 1996;
Foresti & Motterlini, 1999). Auch mit dem starken Oxidanz Peroxynitrit, das aus
Reaktion von NO mit Superoxid entsteht, wurde eine Induktion der HO-1 in Endothel-
zellen gezeigt (Foresti et al., 1999).

Es wurde untersucht, ob die Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs von der
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) oder der Reaktion zu Peroxynitrit abh&ngig
ist. N-Acetylcystein (NAC) ist eine Vorstufe des endogenen, antioxidativ wirkenden
Glutathions. NAC wirkt neutralisierend auf Sauerstoffradikale und inhibierte auch die
Induktion der HO-1 durch Peroxynitrit in Endothelzellen (Foresti et al., 1999).
Endothelzellen wurden 15 Minuten mit NAC (10 mM) vorbehandelt und anschliel3end 8
Stunden mit NO-ASS (300 uM) inkubiert.

Aus Abb. 19 ist ersichtlich, dass NAC in einer Konzentration von 10 mM Kkeinen
Einfluss auf die HO-1-Induktion durch NO-ASS hatte. In der verwendeten
Konzentration zeigte NAC keine Eigeneffekte.

- - — HO-1
- + o+ NAC (10 mM)
KON 300 300 - NO-ASS (M)

Abb. 19: Effekt des Antioxidanz NAC auf die HO-1-mRNA-Induktion durch NO-ASS in

Endothelzellen.

Repréasentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit NAC (10 mM) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-ASS (300 uM) wurde die Inkubation uber 8 Stunden fortgesetzt.

Die Superoxiddismutase (SOD) baut Superoxid ab und verhindert dadurch die
Reaktion mit NO zu Peroxynitrit (Gryglewski et al., 1986).

Endothelzellen wurden 15 Minuten mit SOD (15 U/ml) vorbehandelt. Im Anschluss
wurde die Inkubation mit NO-Naproxen (30 uM) Uber 8 Stunden fortgesetzt.

Die Vorbehandlung mit SOD hatte keinen Einfluss auf die HO-1-Induktion durch NO-
Naproxen (Abb. 20). SOD zeigte keine Eigeneffekte.

Diese Versuche demonstrieren, dass die NO-NSAID-induzierte Genaktivierung der
HO-1 durch NO und nicht durch ROS oder Peroxynitrit vermittelt wird.
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Abb. 20: Effekt der SOD auf die HO-1-mRNA-Induktion durch NO-Naproxen in

Endothelzellen.

Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit SOD (15 U/ml) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-Naproxen (30 pM) wurde die Inkubation Uber 8 Stunden
fortgesetzt.

4.4.2 Einfluss von cGMP-abhéangigen Stoffwechselwegen

Wesentliche physiologische Wirkungen von NO werden Uber eine vermehrte Bildung
von cGMP durch Aktivierung der loslichen Guanylatcyclase vermittelt. Als second
messenger spielt cGMP eine wichtige physiologische Rolle bei der Regulation von
Calcium-lonenkanalen und Aktivierung von Phosphodiesterasen und Proteinkinasen
(Denninger & Marletta, 1999; Waldman & Murad, 1987). Welche Rolle cGMP bei der
NO-vermittelten Induktion der HO-1 spielt, ist noch nicht geklart. Einige Studien zeigen,
dass cGMP nicht an der HO-1-Induktion durch spontane NO-Donoren beteiligt ist
(Hartsfield et al., 1997; Liang et al., 2000). Andere belegen eine Involvierung von
cGMP durch Aktivierung der Guanylatcyclase und der cGMP-abhangigen
Proteinkinase G (Immenschuh et al., 1998; Polte et al., 2000).

Ob cGMP im gleichen Zellkulturmodell wie die NO-NSAIDs die Transkription des HO-1-
Gens aktiviert, wurde mit Hilfe des lipophilen, membrangéngigen cGMP-Analogons 8-
Bromo-cGMP (8-Br-cGMP) untersucht. Die Endothelzellen wurden 8 Stunden mit 8-Br-
cGMP (30-1000 uM) inkubiert. Als Kontrolle diente der HO-1-Induktor CdCl, (100 uM).
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Abb. 21: Effekt von 8-Br-cGMP auf die HO-1-mRNA in Endothelzellen.
Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 8 Stunden
mit 8-Br-cGMP (30-1000 uM) oder CdCl; (10 uM) inkubiert.

Die Inkubation mit 8-Br-cGMP hatte keinen Einfluss auf die Transkription des HO-1
Gens in Endothelzellen (Abb. 21).
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Zusétzlich wurde der Einfluss eines Inhibitors der l6slichen Guanylatcyclase auf die
HO-1-Induktion durch NO-NSAIDs untersucht. Der Hemmstoff 1H-(1,2,4)-
Oxadiazol(4,3a)quinoxalin-1-on (ODQ) ist selektiv fir die durch NO aktivierbare
l6sliche Guanylatcyclase. Andere Nukleotid-Synthasen wie die membranstandige
Guanylatcyclase oder die Adenylatcyclase werden nicht beeinflusst (Brunner et al.,
1996). Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit ODQ (10 uM) vorbehandelt.
Anschlieend wurde 8 Stunden mit NO-Naproxen (30-100 pM) inkubiert.

Aus Abb. 22 ist ersichtlich, dass ODQ keinen Einfluss auf die NO-Naproxen-vermittelte
HO-1-Induktion ausubte.

- —— HO-1
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Abb. 22: Effekt von ODQ auf die HO-1-mRNA-Induktion durch NO-Naproxen in
Endothelzellen.

Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit ODQ (10 pM) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-Naproxen (30-100 uM) wurde die Inkubation Uber 8 Stunden
fortgesetzt.

Darlber hinaus wurde eine Beteiligung der cGMP-abhéngigen Proteinkinase G (PKG)
untersucht. Proteinkinasen phosphorylieren Proteine und sind dadurch an der
Aktivierung genregulatorischer Proteine beteiligt. Um eine mdgliche Beteiligung der
PKG an der HO-1-Induktion zu untersuchen, wurde der spezifische Hemmstoff KT5823
verwendet (Immenschuh et al., 1998). Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit
KT5823 (1 puM) vorbehandelt und anschlieBend 8 Stunden mit NO-ASS (100-300 pM)
inkubiert.

Der PKG-Inhibitor hatte keine Effekt auf die Induktion der HO-1 durch NO-ASS (Abb.
23).

Die Versuche mit 8-Br-cGMP, ODQ und KT5823 in Endothelzellen zeigen, dass die
HO-1-Induktion durch NO-NSAIDs von cGMP als Mediator unabhangig ist.



56 4 Ergebnisse

ad € -.-. HO-1
+ +

.- + KT5823 (1 pM)
KON 30 100 300 100 300 - NO-ASS (uM)

Abb. 23: Effekt des PKG-Inhibitors KT5823 auf die HO-1-mRNA-Induktion durch NO-
ASS in Endothelzellen.

Repréasentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit KT5823 (1 pM) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-ASS (30-300 pM) wurde die Inkubation tUber 8 Stunden
fortgesetzt.

4.4.3 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 pg/ml) vorbehandelt. AnschlieRend
folgte eine 8stiindige Inkubation mit NO-ASS (100-300 pM).

Der Translationsblocker hob die HO-1-Induktion durch NO-ASS nahezu vollstéandig auf
(Abb. 24). Im Durchschnitt waren nur 12,6% der mRNA-Bildung feststellbar, die eine
NO-ASS-Konzentration von 300 uM in nicht-vorbehandelten Zellen stimulierte (Abb.
28).
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Abb. 24: Effekt des Translationsblockers CHX auf die HO-1-mRNA-Induktion durch
NO-ASS in Endothelzellen.

Repréasentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit CHX (5 pg/ml) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-ASS (30-100 pM) wurde die Inkubation tber 8 Stunden
fortgesetzt.

Dieses Ergebnis spricht fir die Beteiligung von neu gebildeteten Proteinen an der
Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs. Das HO-1-Gen wird also nicht durch
direkte Interaktion von NO mit der DNA aktiviert. Die Notwendigkeit einer De-novo-
Synthese lasst die Beteiligung so genannter immediate-early-response Gene
vermuten. Dazu zdhlen beispielsweise Monomere des Transkriptionsfaktors AP-1,
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dessen Involvierung in die HO-1-Genaktivierung eine Reihe von Studien postuliert
(Camhi et al., 1998; Elbirt et al., 1998; Kiemer et al., 2003; Terry et al., 1998).

4.4.4  Einfluss von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen

Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass NO in verschiedenen Zelltypen
Bestandteile von MAP-Kinase-Signalwegen aktiviert (Jun et al., 1999; Kim et al.,
1997a; Lander et al., 1996; Pfeilschifter & Huwiler, 1996).

Auch fir die NO-abhangige Induktion der HO-1 wurde eine Beteiligung von MAP-
Kinasen demonstriert (Buckley et al., 2003; Chen & Maines, 2000).

Ausgehend von diesen Befunden wurde untersucht, ob MAP-Kinasen an der
Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs in Endothelzellen beteiligt sind.

Fur die Kinasen p38, JNK und ERK sind spezifische, zellpermeable Inhibitoren
erhaltlich. Das Pyridinylimidazol-Derivat SB203580 ist ein spezifischer Hemmstoff der
MAP-Kinase p38. Durch kompetitive Bindung an die ATP-Bindungsstelle wird die
katalytische Aktivitat der Kinase gehemmt (Lee et al., 1999).

Endothelzellen wurden 15 Minuten mit SB203580 (45 uM) vorbehandelt. Im Anschluss
folgte eine Inkubation mit NO-ASS (100-300 uM) tber 8 Stunden.
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Abb. 25: Effekt des p38-Hemmstoffs SB203580 auf die HO-1-mRNA-Induktion durch
NO-ASS in Endothelzellen.

Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit SB203580 (45 pM) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-ASS (100-300 pM) wurde die Inkubation tber 8 Stunden
fortgesetzt.

Der p38-Inhibitor SB203580 hob den Effekt von NO-ASS auf die HO-1-mRNA
weitgehend auf (Abb. 25). Im Durchschnitt waren nur 17,7% der mRNA-Bildung
feststellbar, die NO-ASS in einer Konzentration von 300 uM in nicht-vorbehandelten
Zellen stimulierte (Abb. 28). SB203580 zeigte in der verwendeten Konzentration keine
Eigeneffekte. Dieses Ergebnis belegt eine Beteiligung der MAP-Kinase p38 an der HO-
1-Induktion.

Die MAP-Kinasen p38 und JNK werden Uber gemeinsame Stoffwechselwege aktiviert
(Abb. 3). Daher wurde auch eine Beteiligung der Kinase JNK an der HO-1-Induktion
durch NO-ASS untersucht. Das Anthrapyrazolon-Derivat SP600125 ist ein spezifischer
JNK-Inhibitor. SP600125 ist ebenfalls ein ATP-kompetitiver Hemmstoff der
katalytischen Aktivitat, der im Zellkulturmodell dosisabhangig die Phosphorylierung von
c-Jun hemmt (Bennett et al., 2001).
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Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit SP600125 (45 pM) vorbehandelt und tber
weitere 8 Stunden mit NO-ASS (100-300 uM) inkubiert.

Die Vorbehandlung mit SP600125 hob die HO-1-Induktion durch NO-ASS nahezu
vollstandig auf (Abb. 26). Im Vergleich zu den nicht-vorbehandelten Zellen stimulierte
NO-ASS in einer Konzentration von 300 pM die HO-1-mRNA-Bildung nur um
durchschnittliche 11,8% (Abb. 28).
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Abb. 26: Effekt des INK-Hemmstoffs SP600125 auf die HO-1-mRNA-Induktion durch
NO-ASS in Endothelzellen.

Représentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit B-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit SP600125 (45 pM) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-ASS (100-300 uM) wurde die Inkubation tber 8 Stunden
fortgesetzt.

Wahrend der zur Aktivierung von p38 und JNK fiihrende Signalweg vorwiegend durch
inflammatorische Cytokine und verschiedene Stressfaktoren stimuliert wird, sind an der
Aktivierung der MAP-Kinase ERK vor allem Wachstumsfaktoren beteiligt. Mit
PD098059 existiert auch fir diesen Signalweg ein spezifischer Inhibitor. Im
Unterschied zu den anderen Substanzen ist PD098059 kein kompetitiver Hemmstoff
und interferiert weder mit ATP noch mit der Substratbindung. PD098059 beeinflusst
nicht die MAP-Kinase ERK selbst, sondern blockiert spezifisch die MAP-Kinase-
Kinase, die ERK phosphoryliert.

Wiederum wurden die Endothelzellen 15 Minuten mit PD098059 (45 uM) vorbehandelt
und anschliel3end 8 Stunden mit NO-ASS (100-300 uM) inkubiert.
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Abb. 27: Effekt des ERK-Hemmstoffs PD098059 auf die HO-1-mRNA-Induktion durch
NO-ASS in Endothelzellen.

Repréasentativer Northern Blot aus n = 3 Einzelexperimenten mit 3-Aktin-Kontrolle. ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten
mit PD098059 (45 uM) vorbehandelt. Nach Zugabe von NO-ASS (100-300 pM) wurde die Inkubation tUber 8 Stunden
fortgesetzt.
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Bei Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem ERK-Inhibitor PD098059 war ebenfalls
eine signifikante Hemmung der HO-1-Induktion durch NO-ASS erkennbar (Abb. 27).
PD098059 zeigte in der verwendeten Konzentration keine Eigeneffekte.

Die Hemmung war aber deutlich geringer ausgepragt als bei Verwendung der p38- und
JNK-Inhibitoren. Im Durchschnitt wurden noch 59,2% der HO-1-mRNA gebildet, die
NO-ASS in einer Konzentration von 300 UM in nicht-vorbehandelten Zellen stimulierte
(Abb. 28). Diese Hemmversuche fuhren zu der Annahme, dass die MAP-Kinase ERK
bei der NO-NSAID-induzierten Genaktivierung der HO-1 auch eine Rolle spielt, die
Bedeutung der p38- und JNK-Kinasen scheint aber wesentlich gré3er zu sein.
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Abb. 28: Effekte von CHX und MAP-Kinase-Inhibitoren auf die HO-1-mRNA-Induktion
durch NO-ASS in Endothelzellen.

Densitometrische Auswertung.
*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten.

445 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs
in Endothelzellen zeigen, dass die Transkription durch NO-vermittelte Effekte und nicht
durch ROS oder Peroxynitrit induziert wird.

Der second messenger cGMP scheint bei der Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs
nicht beteiligt zu sein.

Mit Hilfe des Translationsblockers CHX konnte gezeigt werden, dass die
Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs eine De-novo-Synthese von Proteinen
erforderte.

Die Experimente mit spezifischen Inhibitoren von MAP-Kinase-Signhalwegen belegen
eine Involvierung der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK bei der Induktion der HO-1
durch NO-NSAIDs. Vor allem die Stress-aktivierten Kinasen p38 und JNK scheinen
eine bedeutende Rolle zu spielen.
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4.5 Effekte der NO-NSAIDs in einem Modell fur oxidativen
Stress

In einem Zellkulturmodell fiir oxidativen Stress wurde untersucht, ob NO-NSAIDs direkt
oder indirekt antioxidative Wirkungen zeigen.

Dabei wurden Endothelzellen oder gastrale Epithelzellen mit NADPH inkubiert,
wodurch die NADPH-abhédngige Oxidase zur Superoxid-Bildung angeregt wird
(Griendling et al., 2000; Guzik et al.,, 2000). Die NADPH-abhangige Oxidase z&hlt
neben der Xanthin-Oxidase zu den im Entzindungsgeschehen hochregulierten
Enzymen, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produzieren (Terry et al., 1998).

Die Konzentration an ROS lasst sich mit Hilfe von Lucigenin-verstarkter
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 (RLU,ax) zu 100% gesetzt.

45.1 Effekt von NO-Naproxen in Endothelzellen

Endothelzellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert. Nach der Ernte wurden die Zellen in
PBS resuspendiert und mit NO-Naproxen (3-300 uM) sowie NADPH (100 pM) und
Lucigenin (50 uM) inkubiert.
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Abb. 29: Direkter Effekt von NO-Naproxen auf die NADPH-abhangige Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies in Endothelzellen.

ECV-304-Zellen wurden geerntet, in PBS resuspendiert und mit NO-Naproxen (3-300 uM) oder DMSO (1ul/ml), NADPH
(200 uM) und Lucigenin (50 uM) 10 Minuten inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.

Die Konzentration an ROS wurde durch direkte Zugabe von NO-Naproxen
konzentrationsabhangig reduziert. Bereits in einer Konzentration von 3 uM verringerte
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NO-Naproxen den ROS-Spiegel im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant. Bei
Inkubation mit einer NO-Naproxen-Konzentration von 300 uM war nur etwa 50% der
ROS-Bildung detektierbar, die in den unbehandelten Kontrollzellen durch NADPH
stimuliert wurde.

NO-Naproxen wurde in DMSO geldst. Die verwendete DMSO-Konzentration (1 pl/ml)
zeigte keinen signifikanten Effekt (Abb. 29).

Stickstoffmonoxid neutralisiert Sauerstoff- und Hydroxylradikale durch direkte
Reaktionen. Mit Superoxid reagiert NO direkt zu Peroxynitrit. Diese Reaktion hemmt
die Haber-Weiss-Reaktion, in der sich aus Superoxid und Wasserstoffperoxid unter
anderem das hoch reaktive Hydroxylradikal bildet (Wink et al., 1999). Damit ware die
antioxidative Wirkung NO-freisetzender NSAIDs durch direkte Neutralisation von
Sauerstoffradikalen erklarbar.

Die Ergebnisse zur Induktion der HO-1 zeigen auch indirekte, potenziell antioxidative
Wirkungen der NO-NSAIDs.

Um den Einfluss der Induktion antioxidativer Proteine wie der HO-1 durch NO-NSAIDs
zu untersuchen, wurden die Endothelzellen mit NO-Naproxen oder Naproxen 24
Stunden vorinkubiert. Durch die kurze Halbwertszeit und die hohe Reaktivitdt von NO
in biologischen Medien sind direkte neutralisierende Wirkungen durch freie NO-
Radikale nach 24 Stunden nicht mehr zu erwarten.

Die Zellen wurden mit PBS ausgewaschen und geerntet. Im Anschluss wurden sie
resuspendiert und mit NADPH (100 uM) und Lucigenin (50 uM) 10 Minuten inkubiert.
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Abb. 30: Effekt von NO-Naproxen und Naproxen auf die NADPH-abhéngige Bildung

reaktiver Sauerstoffspezies in Endothelzellen.

ECV-304-Zellen wurden 24 Stunden mit NO-Naproxen (100-300 pM) oder Naproxen (100-300 pM) vorinkubiert. Im
Anschluss wurde geerntet, in PBS resuspendiert und mit NADPH (100 uM) und Lucigenin (50 pM) 10 Minuten inkubiert.
*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.
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Auch nach 24stundiger Vorinkubation der Endothelzellen reduzierte NO-Naproxen den
ROS-Spiegel konzentrationsabhangig (Abb. 30). Mit einer NO-Naproxen-Konzentration
von 300 uM zeigte sich eine signifikante Reduktion detektierbarer ROS um etwa 30 %
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Die Vorinkubation der
Endothelzellen mit Naproxen zeigte keine signifikanten Effekte auf die Konzentration
an ROS.

45.2 Effekte von NO-NSAIDs in gastralen Epithelzellen
Das Modell fur oxidativen Stress wurde ebenfalls fir die gastrale Epithelzelllinie

KATO-III verwendet. Die Inkubationen erfolgten analog zu denen in Endothelzellen mit
NO-Naproxen oder Naproxen bzw. NO-ASS oder ASS.
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Abb. 31: Effekt von NO-Naproxen und Naproxen auf die NADPH-abhéngige Bildung

reaktiver Sauerstoffspezies in gastralen Epithelzellen.

KATO-IlI-Zellen wurden 24 Stunden mit NO-Naproxen (30-300 puM) oder Naproxen (100-300 pM) vorinkubiert. Im
Anschluss wurde geerntet, in PBS resuspendiert und mit NADPH (100 uM) und Lucigenin (50 uM) 10 Minuten inkubiert.
*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.

*: P < 0,05; NO-Naproxen (300 uM) vs. Naproxen (300 uM), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichs-
test. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.

Auch in gastralen Epithelzellen senkte eine Vorinkubation mit NO-Naproxen Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden die ROS-Spiegel bei Stimulation der Superoxidbildung mit
NADPH konzentrationsabhangig (Abb. 31). Erste Effekte wurden ab einer
Konzentration von 30 puM sichtbar. Eine signifikante Reduktion des ROS-Spiegels im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen zeigte sich bereits ab einer
Konzentration von 100 uM. Bei der héchsten eingesetzten Konzentration von 300 uM
NO-Naproxen war der signifikante Effekt einer etwa 30%igen Reduktion des ROS-
Spiegels mit dem in Endothelzellen vergleichbar ausgepragt. Mit Naproxen zeigten sich
keine signifikanten Effekte.
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Abb. 32: Effekt von NO-ASS und ASS auf die NADPH-abhéngige Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies in gastralen Epithelzellen.

KATO-III-Zellen wurden 24 Stunden mit NO-ASS (10-100 puM) oder ASS (30-100 pM) vorinkubiert. Im Anschluss wurde
geerntet, in PBS resuspendiert und mit NADPH (100 pM) und Lucigenin (50 uM) 10 Minuten inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.

*: P < 0,05; NO-ASS (100 pM) vs. ASS (100 uM), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.

Deutlichere Effekte zeigten sich bei Vorbehandlung der KATO-III-Zellen mit NO-ASS
oder ASS. Bereits ab 30 uM NO-ASS wurde die Konzentration an ROS signifikant um
etwa 30% im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen reduziert. Mit einer
Konzentration von 100 uM NO-ASS waren nur noch etwa 40% des ROS-Spiegels
detektierbar, den NADPH in nicht-vorbehandelten Zellen stimulierte (Abb. 32).

45.3 Einfluss des HO-1-Metaboliten Bilirubin

Um eine mogliche Beteiligung der HO-1 an den antioxidativen Effekten der NO-
NSAIDs zu analysieren, wurde der Einfluss des HO-1-Metaboliten Bilirubin auf die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in den verwendeten Zelltypen untersucht.

Die HO-1 wird als antioxidatives Enzym beschrieben (Foresti & Motterlini, 1999; Polte
et al., 2000). Die antioxidative Wirkung wird dabei vor allem dem Metaboliten Bilirubin
zugeordnet. Eine Reihe von Studien charakterisierte Bilirubin in vitro und in vivo als
direktes Antioxidanz (Clark et al., 2000b; Dore et al., 1999; Stocker et al., 1987).

Die jeweiligen Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert, geerntet und in PBS
resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit NADPH (100 pM), Lucigenin (50
(M) und Bilirubin 10 Minuten inkubiert.
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Abb. 33: Effekt von Bilirubin auf die NADPH-abhangige Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies in Endothelzellen.

ECV-304-Zellen wurden geerntet, in PBS resuspendiert und mit Bilirubin (1-100 pM), NADPH (100 pM) und Lucigenin
(50 uM) 10 Minuten inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.

Bilirubin wirkte in Endothelzellen konzentrationsabhéngig antioxidativ. Ab 10 uM
eingesetzter Konzentration war eine signifikante Reduktion des ROS-Spiegels festzu-
stellen. Eine Bilirubin-Konzentration von 100 puM reduzierte die ROS-Bildung bei
Stimulation der NADPH-Oxidase um 90% im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb.
33). Damit wurde der ROS-Spiegel anndhernd auf das Niveau nicht-stimulierter
Kontrollzellen gesenkt.

Der Einfluss einer Inkubation mit Bilirubin wurde auch in den gastralen Epithelzellen
untersucht. Auch in diesem Zellmodell wirkte Bilirubin antioxidativ (Abb. 34). Bereits ab
einer Konzentration von 0,3 pM zeigte sich ein signifikanter Effekt auf den ROS-
Spiegel. In der héchsten verwendeten Konzentration senkte Bilirubin die Konzentration
an ROS bei Stimulation der NADPH-Oxidase um etwa 80% im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 34: Effekt von Bilirubin auf die NADPH-abhangige Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies in gastralen Epithelzellen.

KATO-III-Zellen wurden geerntet, in PBS resuspendiert und mit Bilirubin (1-100 uM), NADPH (100 uM) und Lucigenin
(50 uM) 10 Minuten inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die gezeigten
Daten sind Mittelwerte + SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.

454  Einfluss eines Hamoxygenase-Inhibitors auf die antioxidative Wirkung
der NO-NSAIDs

Die signifikanten Effekte der NO-NSAIDs auf die Konzentration an freien
Sauerstoffradikalen bei 24stindiger Vorbehandlung der jeweiligen Zelllinie sprechen
fur eine Stimulation antioxidativer Stoffwechselwege. Die bisherigen Ergebnisse
zeigen, dass NO-NSAIDs die HO-1 in beiden untersuchten Zelltypen induzieren. Auch
der HO-1-Metabolit Bilirubin zeigte bereits in niedrigen Konzentrationen signifikante
antioxidative Effekte.

Mit Zinn-Protoporphyrin IX (SnPP) steht ein selektiver Hemmstoff der Hamoxygenase
zur Verfugung (Foresti et al., 1999; Petrache et al., 2000; Polte et al., 2000). Durch
Vorbehandlung der Endothelzellen mit SnPP sollte der Frage nachgegangen werden,
ob die antioxidativen Effekte der NO-NSAIDs urséchlich auf die Induktion der HO-1
zurtickzufuhren sind.

Die Endothelzellen wurden 15 Minuten mit SnPP (10 pM) vorbehandelt und
anschlieend mit NO-Naproxen oder NO-ASS Uber 24 Stunden inkubiert. Die
Aufarbeitung und Inkubation zur Messung der ROS-Spiegel wurde wie bei den voraus-
gegangenen Versuchen durchgefihrt.
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Abb. 35: Einfluss des Hamoxygenase-Inhibitors SnPP auf die Reduktion der NADPH-

abhangigen ROS-Bildung durch NO-Naproxen (A) und NO-ASS (B).

ECV-304-Zellen wurden 15 Minuten mit SnPP vorbehandelt und anschlieRend 24 Stunden mit NO-Naproxen (300 uM)
oder NO-ASS (300 puM) inkubiert. Im Anschluss wurde geerntet, in PBS resuspendiert und mit NADPH (100 pM) und
Lucigenin (50 uM) 10 Minuten inkubiert.

*): P < 0,05; Inkubation vs. Kontrolle (KON), einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.

": P < 0,05; NO-NSAID vs. NO-NSAID + SnPP, einseitiger ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM von n = 3-6 Einzelexperimenten in separaten Zellkulturschalen.

Die Versuche mit SnPP zeigen eine signifikante Aufhebung des NO-NSAID-induzierten
Effekts in Endothelzellen durch Hemmung der HO-1-Aktivitat. Diese Ergebnisse
belegen eindeutig einen kausalen Zusammenhang zwischen der HO-1-Induktion durch
NO-NSAIDs und deren antioxidativer Wirkung bei Inkubation von Endothelzellen Gber
24 Stunden.
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455 Zusammenfassung

NO-NSAIDs zeigten in einem Zellkulturmodell fur oxidativen Stress direkte und
indirekte antioxidative Wirkungen. Sowohl bei direkter Zugabe als auch nach
24stundiger Vorinkubation mit anschlie@endem Auswaschen reduzierten NO-NSAIDs
den Anstieg der Sauerstoffradikal-Konzentration bei Stimulation der NADPH-Oxidase.

Der HO-1-Metabolit Bilirubin zeigte im gleichen Modell konzentrationsabhéngige
antioxidative Effekte. Dieser Befund dokumentiert, dass HO-1-Metabolite unter den
gewahlten Bedingungen als Mediatoren der NO-NSAID-Effekte in Frage kommen.

Mit Hilfe des H&amoxygenase-Inhibitors SnPP konnte schlieBlich ein kausaler
Zusammenhang zwischen der HO-1-Induktion durch NO-NSAIDs und deren
antioxidativen Wirkungen festgestellt werden.
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5 Diskussion

NSAIDs gehoren weltweit zu den am haufigsten verschriebenen Medikamenten und
den gangigsten, frei verkauflichen Praparaten. Der langerfristige Einsatz von NSAIDs
zur Behandlung entzindlicher Erkrankungen ist jedoch vor allem durch
gastrointestinale Komplikationen und eine Stérung der Nierenfunktion eingeschrankt
(Wallace, 1997). Bei etwa 15-30% der Patienten, die regelmé&fRig NSAIDs einnehmen,
lassen sich endoskopisch Magen-Darm-Ulzera feststellen. Dyspeptische Beschwerden
im oberen Gastrointestinaltrakt treten sogar bei bis zu 60% der NSAID-Anwender auf
(Laine, 2003). Dariiber hinaus erhéhen NSAIDs den Blutdruck und beeinflussen die
Wirksamkeit antihypertensiver Therapien. Fiur Herz-Kreislauf-Patienten mit chronisch
entziindlichen Erkrankungen mangelt es bisher jedoch an wirksamen, weniger
riskanten Alternativen.

Die Einnahme von NSAIDs hat sich als Therapie auch zur Pravention kardiovaskulérer
Ereignisse etabliert. ASS blockiert bei niedrig dosierter (75-100 mg/Tag), regelmafiger
Einnahme effektiv die TxA,-Synthese durch irreversible Hemmung der COX-1 in den
Thrombozyten. In den meisten Geweben bleibt die Bildung der Prostaglandine
unbeeinflusst, allerdings nicht im Magen. Eine kirzlich veréffentlichte Metaanalyse der
US Preventive Services Task Force betrachtete funf klinische Studien, in denen ASS
zur Vorbeugung kardiovaskularer Erkrankungen Uber 4-7 Jahre eingenommen wurde.
Die zusammengefassten Daten dieser Studien zeigen, dass ASS das Risiko fiir eine
koronare Herzkrankheit um 28% senkte. Die Gesamtmortalitdt blieb allerdings
unbeeinflusst. Dies wird unter anderem den gastrointestinalen Komplikationen
zugeschrieben. Insbesondere bei é&lteren Patienten tragt die Haufigkeit
gastrointestinaler Blutungen signifikant zur Gesamtmortalitat bei (Fiorucci & Del
Soldato, 2003; Hayden et al., 2002).

Diese Nebenwirkungen limitieren den Nutzen der NSAIDs als hochwirksame,
therapeutisch wertvolle Arzneistoffgruppe. In den letzten Jahren wurden daher
verschiedene Strategien verfolgt, die gastrale Toxizitat der NSAIDs zu verringern. Der
Einsatz von Prodrugs, Magenséaure-resistenten Manteltabletten oder Formulierungen,
die den Arzneistoff langsam freisetzen, konnte die gastralen Nebenwirkungen nicht
signifikant reduzieren (Wolfe et al., 1999). Eine andere Strategie ist die gleichzeitige
Gabe von NSAIDs und Misoprostol. Dieses Prostaglandin-Derivat soll bei Hemmung
der COX-1 in der Mukosa fehlende Prostaglandine ersetzen. In der MUCOSA-Studie
reduzierte Misoprostol signifikant das Auftreten gastrointestinaler Komplikationen bei
der gleichzeitigen Einnahme von NSAIDs (Silverstein et al., 1995). Allerdings treten
auch unter dieser Therapie eine Reihe von Nebenwirkungen auf. Dazu zahlen
Krampfe, dyspeptische Beschwerden und bei etwa 11% der Patienten in der
MUCOSA-Studie eine Diarrhd. Auf Grund eines relativ hohen Kosten-Nutzen-
Verhaltnisses wird die prophylaktische Gabe von Misoprostol daher oftmals in Frage
gestellt (Wallace, 1997).

Zu den weiteren Strategien gehért die Begleittherapie mit Hemmstoffen der
Sauresekretion wie Histamin-(H,)-Rezeptorantagonisten oder Protonenpumpen-
Hemmern. Die H,-Rezeptorantagonisten senken das Risiko fur gastrale Ulzera nicht
effektiv. Dartber hinaus kdnnen sie die Warnsymptome schwerer gastrointestinaler
Komplikationen maskieren. Protonenpumpen-Hemmer dagegen fordern die Heilung
NSAID-induzierter Ulzera und reduzieren das Risiko flr gastrale Blutungen. Aul3erdem
mindern sie dyspeptische Beschwerden (Hawkey & Langman, 2003). Da
Protonenpumpen-Hemmer in der Regel gut vertraglich sind, wird deren prophylaktische
Gabe bei Risikopatienten zusatzlich zur NSAID-Therapie empfohlen (Laine, 2003).
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Die 1999 auf den Markt gekommenen Coxibe sollten die Anspriche an sicherere
NSAIDs in der Schmerz- und Rheumatherapie erfilllen und die zusatzliche Gabe eines
Protonenpumpen-Hemmers Uberflissig machen. Coxibe hemmen selektiv die bei
Schmerz und Entziindung induzierte COX-2. Die konstitutiv exprimierte COX-1 in der
Magenschleimhaut wird jedoch nicht beeinflusst (FitzGerald & Patrono, 2001; Mitchell
& Warner, 1999). Das belegen Kklinische Studien, in denen das Risiko flr
gastrointestinale Komplikationen um 50% gesenkt war (Bombardier et al., 2000;
Silverstein et al., 2000). Doch auch die Coxibe sind nicht frei von unerwinschten
Wirkungen. Die COX-2 wird nicht nur durch proinflammatorische Mediatoren induziert,
sondern auch konstitutiv exprimiert. Durch Hemmung von COX-2-Enzymen in der
Niere erhohen Coxibe den Blutdruck und verursachen Odembildungen (Hawkey &
Langman, 2003). Die Hemmung der COX-2 beeintrachtigt die Wundheilung und
verzdgert die Heilung von Magenulzera (Mizuno et al., 1997; Schmassmann et al.,
1998). Bei Hypertonie, Herzinsuffizienz oder eingeschrankter Nierenfunktion ist die
Therapie mit Coxiben daher mit dem gleichen Risiko verbunden wie der Einsatz
klassischer NSAIDs.

Da Coxibe die COX-1 in den Thrombozyten per se nicht beeinflussen, besitzen sie
nicht die positiven antithrombotischen Eigenschaften klassischer NSAIDs. Im Gegenteil
scheinen Coxibe das kardiovaskulare Risiko eher zu erhéhen (Mukherjee et al., 2001).
Die VIGOR-Studie bestatigte die gastrointestinale Sicherheit des Coxibs Rofecoxib,
belegte aber auch ein fiinffach héheres Herzinfarktrisiko im Vergleich zum klassischen
NSAID Naproxen (Bombardier et al., 2000). Die CLASS-Studie mit Celecoxib lasst sich
dahingehend deuten, dass dieses Risiko durch die Begleittherpie mit ASS vermeidbar
ist (Silverstein et al., 2000). Eine gleichzeitige Einnahme von ASS kodnnte jedoch
langfristig die gastrointestinalen Vorteile zunichte machen. Bei alteren, multimorbiden
Patienten stellt sich daher die Frage, ob eine Schmerztherapie mit Coxiben Uberhaupt
sinnvoll ist.

Die Entwicklung gastroprotektiver NSAIDs ist nach wie vor von gro3em medizinischem
Interesse. Die neueste Weiterentwicklung von NSAIDs sind die dual wirkenden NO-
NSAIDs. Diese kombinieren die Hemmung beider COX-Isoenzyme mit einer
kontrollierten Freisetzung von Stickstoffmonoxid (Keeble & Moore, 2002).

In der Magenschleimhaut endogen gebildetes NO wirkt mit den Prostaglandinen
synergistisch protektiv. Eine Reihe von Studien bestatigt, dass NO bei Hemmung der
COX die Funktion der Prostaglandine Gibernehmen kann. Durch Dilatation der Gefal3e
halt NO die Durchblutung der Mukosa aufrecht. Am GefalRendothel hemmt NO die
Adhasion und Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten. NO stimuliert zusatzlich
die luminale Sekretion von Schleim, Flissigkeit und Bicarbonat. Aul3erdem kann NO
sowohl Endothel- als auch Epithelzellen direkt vor Schadigung durch prooxidative oder
proapoptotische Agenzien schitzen (Wallace & Miller, 2000).

Die gleichzeitige Applikation von NO-Donoren und NSAIDs schitzte im Tiermodell die
Mukosa und beschleunigte die Heilung gastraler Ulzera (Barrachina et al., 1995;
Konturek et al., 1993; Kosonen et al., 1999; Lopez-Belmonte et al., 1993). Eine
epidemiologische Studie belegte darlber hinaus, dass bei Einnahme konventioneller
NO-Donoren das gesteigerte Risiko gastrointestinaler Blutungen durch niedrig dosierte
ASS deutlich geringer ist (Lanas et al., 2000). Spontan NO-freisetzende Verbindungen
und organische Nitrate wie GTN eignen sich jedoch nicht zur Praventionstherapie. Sie
setzen NO schnell und kurzzeitig frei und haben dadurch fir diese Indikation
unerwinschte blutdrucksenkende Effekte.

NO-NSAIDs sind saure NSAIDs, deren Carboxylgruppe mit einer NO-freisetzenden
Gruppe (z.B. Nitrooxybutyl-, Nitrooxymethylphenyl-Gruppe) verestert ist. NO wird aus
diesen Verbindungen enzymatisch abgespalten. Die Freisetzung erfolgt daher
langsamer und dauert l&anger an als bei konventionellen NO-Donoren. Im Tiermodell
verlief die NO-Freisetzung aus NO-NSAIDs mit niedriger Rate Gber mehrere Stunden.
Die Nitratkonzentrationen im Plasma und der Anstieg der cGMP-Konzentration in
Thrombozyten lagen deutlich unter den mit organischen Nitraten wie GTN erreichten
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Konzentrationen (Muscara et al., 2001). In der kontrollierten Freisetzung kdnnte auch
die Begrindung dafir liegen, warum NO-NSAIDs den systemischen Blutdruck nicht
beeinflussen. Im Tiermodell erfolgte keine Blutdrucksenkung durch die Gabe von NO-
NSAIDs. Nur bei experimentell hervorgerufener Hypertension senkten NO-NSAIDs den
Blutdruck (Muscara et al.,, 2001; Wallace et al., 1994). Auch in den ersten
Humanstudien wurde der Blutdruck durch NO-NSAIDs nicht beeinflusst (Fiorucci et al.,
2003; Hawkey et al., 2003).

Da NO-NSAIDs aus zwei aktiven Gruppen bestehen, setzt sich das Wirkprofil aus
COX-abhangigen und NO-vermittelten Effekten zusammen. Einige der
antiinflammatorischen, analgetischen und antithrombotischen Wirkungen sind nicht mit
hoéheren Konzentrationen der Muttersubstanzen zu erreichen und daher eindeutig der
NO-Freisetzung zuzuschreiben (Wallace et al., 2002). Die molekularen
Wirkmechanismen der NO-NSAIDs sind allerdings noch nicht vollstandig geklart.

Bisher konnte gezeigt werden, dass einige der Effekte Uber die NO-abhangige
Aktivierung der léslichen Guanylatcyclase und die gesteigerte Bildung des second
messengers cGMP vermittelt werden.

Uber diesen Signalweg dilatieren NO-NSAIDs lokal BlutgefaRe und halten die Durch-
blutung von Geweben aufrecht. So schiitzen NO-NSAIDs nicht nur Magen und Niere
vor ischamischer Schadigung, neuere Studien zeigen auch eine kardioprotektive
Wirkung.

In der vorliegenden Arbeit konnte NO-Naproxen als potenter Aktivator des
cGMP/Guanylatcyclase-Systems charakterisiert werden. Die verwendeten LLC-PK-1-
Zellen stellen ein etabliertes Modell fir Untersuchungen an diesem System dar
(Bennett et al., 1989; Hinz & Schroder, 1998; Schroder & Schror, 1990). NO-Naproxen
stimulierte in LLC-PK-1-Zellen die cGMP-Bildung konzentrationsabhéangig bis zu
27fach Uber den Basalspiegel. Untersuchungen mit Superoxiddismutase (SOD) und
Hamoglobin belegen, dass die Steigerung des cGMP-Spiegels urséchlich auf die Frei-
setzung von NO zuriickzufihren ist. Die SOD wirkt neutralisierend auf Superoxid, das
mit NO zu Peroxynitrit reagiert (Wink et al.,, 1999). Die Vorbehandlung mit SOD
verdoppelte den Effekt von NO-Naproxen auf die cGMP-Bildung. Hamoglobin fungiert
als NO-Radikalfanger und hob den Effekt von NO-Naproxen nahezu vollstandig auf.
Welche Enzymsysteme die Abspaltung von NO aus den NO-NSAIDs katalysieren,
bedarf noch der Klarung. Eine Vorinkubation der LLC-PK-1-Zellen mit GTN Uber 5
Stunden fiihrte zur konzentrationsabhéngigen Downregulation der NO-Freisetzung
sowohl aus GTN als auch aus NO-Naproxen. Ebenso war bei einer Vorinkubation mit
NO-Naproxen die NO-Freisetzung aus GTN und NO-Naproxen selbst konzentrations-
abhangig reduziert. Diese Kreuzempfindlichkeit zwischen NO-Naproxen und GTN gibt
einen Beleg daflr, dass beide Verbindungen ber gleiche Stoffwechselwege
bioaktiviert werden. Dies steht in Einklang mit einer NO-ASS-Studie im gleichen
Modellsystem (Grosser & Schréder, 2000). Fir organische Nitrate wie GTN konnte
eine Beteiligung von Cytochrom-P450-Enzymen gezeigt werden, die somit auch fir die
Bioaktivierung der NO-NSAIDs in Frage kommen. (Schréder, 1992; Yuan et al., 1997).
Chen et al. identifizierten klrzlich eine mitochondriale Aldehyd-Dehydrogenase, die zur
NO-Freisetzung aus GTN beitragt und auch bei der Bioaktivierung der NO-NSAIDs
eine Rolle spielen kdnnte (Chen et al., 2002b).

NO-NSAIDs wirken ebenfalls Gber den Mediator cGMP antithrombotisch. So besitzt
NO-ASS durch den dualen Wirkmechanismus starkere antithrombotische
Eigenschaften als ASS (Momi et al., 2000). In der initialen Phase der Entstehung einer
Thrombose spielen aktivierte Monozyten und Makrophagen eine entscheidende Rolle.
Diese Zellen bilden TxA, und exprimieren den tissue factor (Gewebethromboplastin,
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Faktor Ill). AulRerdem setzen sie proinflammatorische Cytokine, Chemotaxine und
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei.

Eine Reihe von Studien untersuchte den Wirkmechanismus von NO-ASS als
antithrombotischem Agenz. NO-ASS hemmte die TxA,-Bildung, die Aktivitat des tissue
factors und die Freisetzung von TNF-o und IL-6 in LPS-stimulierten Monozyten Uber
einen NO- und cGMP-abhangigen Mechanismus. ASS hatte hingegen keine
signifikanten Effekte (Minuz et al., 2001). Darlber hinaus inhibierte NO-ASS die
Plattchenadhasion und —aggregation bei Stimulation mit Thrombin. Auch dieser Effekt
ist der Freisetzung von NO zuzuschreiben, da er mit Hemmung der COX nicht erreicht
werden kann (Lechi et al., 1996).

Bei inflammatorischen Prozessen kommt es zu einer vermehrten Adhé&sion und
Aktivierung von Leukozyten am Gefal3endothel. Dies kann zum thrombotischen
Verschluss der Gefalle fihren. AulBerdem setzen aktivierte Leukozyten ROS und
Proteasen frei und schadigen die Endothelschicht direkt (Wallace, 1997). An
kultivierten Endothelzellen konnte eine Hemmung dieser Prozesse durch NO und
cGMP gezeigt werden (Kosonen et al., 1999). Auch NO-NSAIDs reduzierten in vitro die
Leukozyten-Adhasion (Wallace et al., 1999). Als Mechanismus wird eine verminderte
Expression von Adhasionsmolekilen diskutiert. Inwiefern der Effekt von einer
gesteigerten cGMP-Bildung abhangt, ist noch nicht eindeutig geklart (Wallace et al.,
2002).

Einige der antiinflammatorischen und antiapoptotischen Eigenschaften der NO-NSAIDs
sind direkten, cGMP-unabhangigen Effekten von Stickstoffmonoxid zuzuordnen. Als
Wirkmechanismus wird die Hemmung einer Enzymfamilie von Proteasen, der
Caspasen, postuliert.

Eine direkte Inhibierung der Caspase-Enzyme durch S-Nitrosylierung konnte mit NO-
Donoren in Endothelzellen und Hepatozyten demonstriert werden (Dimmeler et al.,
1997; Kim et al., 1997c). Am besten untersucht ist die NO-vermittelte Hemmung von
Caspase-1 und Caspase-3. Die Caspase-1 ist das IL-1p-konvertierende Enzym,
dessen Expression vor allem im Entziindungsgeschehen hochreguliert wird. Die
Caspase-3 ist eine so genannte Effektor-Caspase der Apoptose und als solche
entscheidend am Zelltod durch proapoptotische Stimuli beteiligt (Kim et al., 1997c).

Im Tiermodell konnten Fiorucci et al. zeigen, dass die orale Gabe von ASS, Naproxen
und Flurbiprofen eine zeit- und dosisabhangige Schadigung der Magenschleimhaut
induzierte. Diese stand mit einer gesteigerten Apoptoserate und Aktivitat von Caspase-
Enzymen im Zusammenhang. NO-NSAIDs verursachten hingegen keine Schadigung
der Mukosa und hemmten die Aktivitat der Caspase-1 und -3. (Fiorucci et al., 1999a;
Fiorucci et al., 1999b). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch mit NO-Flurbiprofen in
kultivierten Magenzellen (Johal & Hanson, 2000). AufRerdem wurde nachgewiesen,
dass NO-NSAIDs durch Hemmung der Aktivitdt von Caspase-1 und -3 Endothelzellen
vor TNF-a-induzierter Apoptose schitzen (Fiorucci et al., 1999b). Eine Hemmung der
Caspase-1 konnte auch in LPS-stimulierten Monozyten gezeigt werden. Sie stellt einen
COX-unabhangigen, entziindungshemmenden Mechanismus der NO-NSAIDs dar
(Fiorucci et al., 2000).

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen am Beispiel des NO-Naproxens klar, dass NO-
NSAIDs als potente intrazellulare NO-Donoren fungieren und damit in der Lage sind,
die oben beschriebenen NO- bzw. cGMP-sensitiven Signalwege zu aktivieren.

Diese Arbeit beschéaftigt sich auBerdem mit einem weiteren moglichen
Wirkmechanismus der NO-NSAIDs. Es konnte gezeigt werden, dass NO-NSAIDs
durch intrazelluléare Freisetzung von NO die HO-1 in Endothelzellen induzieren.
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In den letzten Jahren untersuchte eine Reihe von Studien die HO-1-Induktion durch
Stickstoffmonoxid in den unterschiedlichsten Zelltypen. In Endothelzellen stimulierten
spontan NO-freisetzende Verbindungen die Proteinexpression und Enzymaktivitat der
HO-1 (Motterlini et al., 1996a; Polte et al., 2000). In GefalRmuskelzellen erfolgte mit
spontanen NO-Donoren eine konzentrations- und zeitabh&ngige Stimulation der
Transkription des HO-1-Gens (Durante et al., 1997; Hartsfield et al., 1997). Auch in
Hepatozyten war mit NO-Donoren sowohl im Zellversuch als auch nach Gabe im Tier-
modell ein signifikanter Anstieg der HO-1-mRNA-Konzentration detektierbar
(Immenschuh et al., 1998; Motterlini et al., 1996b). Darlber hinaus stimulierte der NO-
Donor SNP die mRNA-Bildung, Proteinexpression und Enzymaktivitat der HO-1 in
Nierenepithelzellen (Liang et al., 2000).

Einige Studien konnten allerdings flr bestimmte Prostaglandin-Derivate einen
induktiven oder bei einer Induktion der HO-1 synergistisch wirkenden Effekt
nachweisen, wahrend NSAIDs die Proteinexpression hemmten (Chen et al., 2002a;
Koizumi et al., 1995). Es ist daher von Bedeutung, dass NO-NSAIDs die HO-1
induzieren, obwohl sie gleichzeitig beide COX-Isoenzyme und somit die Prostaglandin-
Synthese hemmen. Offensichtlich kommt es aufgrund der NO-freisetzenden Eigen-
schaften zur HO-1-Induktion auch unter Bedingungen einer gleichzeitig gehemmten
Prostaglandin-Synthese.

Die NO-NSAIDs NO-Naproxen, NO-ASS und NO-Flurbiprofen stimulierten im mikro-
molaren  Konzentrationsbereich sowohl die mRNA-Bildung als auch die
Proteinexpression der HO-1. Die Transkription des HO-1-Gens wurde konzentrations-
und zeitabhangig aktiviert. Der Effekt ist ursdchlich auf die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid und nicht auf die Hemmung von COX-Enzymen zurtickzufuhren.
Weder die NO-freien Muttersubstanzen noch der selektive COX-2-Hemmer Rofecoxib
zeigten einen induktiven Effekt auf die HO-1.

Die klinische Bedeutung der HO-1-Induktion durch NO-NSAIDs kénnte sich in einer
verbesserten Endothelfunktion und einem geringeren kardiovaskularen Risiko
manifestieren. Wahrend klassische NSAIDs und COX-2-Hemmer den Blutdruck
erhdhen kdnnen, zeigten NO-NSAIDs sowohl im Tiermodell als auch in Humanstudien
antihypertensive und protektive Eigenschaften im kardiovaskuléren System und in der
Niere (Muscara et al., 2000b; Wallace & Del Soldato, 2003). Die hier vorgelegten
Ergebnisse lassen erkennen, dass die antioxidativen und vasodilatatorischen
Wirkungen der HO-1-Metabolite Bilirubin und CO neben den NO-vermittelten Effekten
zum vorteilhaften kardiovaskuldren und renalen Profil der NO-NSAIDs beitragen
konnten. Dies unterscheidet die NO-NSAIDs deutlich von den Coxiben, die am Beispiel
des Rofecoxibs keinen induktiven Effekt auf die HO-1 zeigten und das kardiovaskulare
Risiko durch Erhohung des Blutdrucks und prothrombotische Effekte erhéhen kénnen
(Mukherijee et al., 2001).

Die getesteten NO-NSAIDs waren hinsichtlich der Aktivierung des HO-1-Gens unter-
schiedlich potent. NO-Naproxen zeigte in Endothelzellen bereits in einer Konzentration
von 30 UM eine signifikante, etwa 3fache Induktion der HO-1-mRNA. Mit 100 uM NO-
Naproxen wurde die Bildung der HO-1-mRNA etwa auf das 4Fache der Konzentration
unbehandelter Kontrollzellen gesteigert. Im Vergleich dazu induzierten 100 uM NO-
ASS die HO-1-mRNA nur etwa 2fach. Eine Stimulation um das 4Fache war erst mit
einer Konzentration von 300 puM zu erreichen.

NO-Flurbiprofen hingegen fihrte schon in einer Konzentration von 10 uM zu einer
signifikanten Induktion. Allerdings trat die maximal erreichbare, etwa 2fache
Stimulation schon bei einer Konzentration von 30 pM auf. Damit war der Effekt von
NO-Flurbiprofen im Vergleich zu NO-Naproxen und NO-ASS deutlich schwécher,
obwohl NO-Flurbiprofen und NO-Naproxen die gleiche NO-freisetzende Nitrooxybutyl-
Gruppe tragen.
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Bei der Expression des HO-1-Proteins nach Inkubation tber 24 Stunden zeigten sich
vergleichbare Ergebnisse. Die Aktivierung der mRNA-Bildung flhrt also auch zu einer
gesteigerten HO-1-Proteinexpression. NO-Naproxen stimulierte in einer Konzentration
von 100 pM die Proteinsynthese signifikant. Die dreifach héhere Konzentration
erbrachte wie auf mRNA-Ebene keine weitere Steigerung. Ahnlich stark war die
Proteinexpression erst bei einer NO-ASS-Konzentration von 300 uM ausgepragt.

In physiologisch relevanter Gewebe- oder Plasma-Konzentration von weniger als 100
UM zeigte NO-Naproxen somit die starkste Induktion der HO-1 auf mRNA- und Protein-
Ebene in Endothelzellen.

Konzentrationen im mikromolaren Bereich sind auch als lokale Plasma- oder Gewebe-
konzentrationen in vivo zu erwarten und damit von klinischer Relevanz. Die erste
Humanstudie mit NO-Naproxen belegte eine Naproxen-Bioverfugbarkeit aus NO-
Naproxen von 95%. Bei oraler Gabe von NO-Naproxen oder Naproxen waren die
minimalen Plasmakonzentrationen mit etwa 250 uM im steady state und die AUC (area
under the curve = Flache unter der Blutspiegel/Zeit-Kurve) vergleichbar. Dies spricht
fur eine dhnliche Resorption beider Verbindungen aus dem Magen. (Hawkey et al.,
2003).

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Verbindungen kdénnten sowohl durch deren
Membrangangigkeit als auch durch die Freisetzungskinetik der NO-Gruppe verursacht
sein. NO-Naproxen ist ein sehr lipophiles Ol, das als Emulsion zum Einsatz kam. Eine
beschleunigte Passage durch Zellmembranen kénnte dadurch erméglicht sein und die
Uberlegene Wirksamkeit von NO-Naproxen im verwendeten Zellkulturmodell erklaren.
Als NO-freisetzende Gruppe tragen NO-Naproxen und NO-Flurbiprofen eine
Nitrooxybutyl-Gruppe, wéhrend NO-ASS eine Nitrooxymethylphenyl-Gruppe tragt
(Abb. 1). Die Gro6fRe dieser Molekllgruppe konnte eine unterschiedliche NO-
Freisetzung aus NO-ASS und NO-Naproxen begrinden. Im NO-Flurbiprofen-Molekl
sind NSAID und Nitrooxybutyl-Gruppe dariiber hinaus Uber einen weiteren Spacer
verestert. Die damit verbundene MolekilgroRe und die zusatzlich erforderliche
Esterase-Aktivitat konnten eine langsamere Bioaktivierung erklaren. Die bereits ab
einer Konzentration von 10 puM signifikante Induktion der HO-1 spricht fur eine bessere
Membrangéngigkeit von NO-Flurbiprofen im Vergleich zu NO-Naproxen und NO-ASS.
Die insgesamt deutlich niedrigere, maximal erreichbare Stimulation im betrachteten
Zeitraum von 8 Stunden weist auf eine verlangsamte Freisetzung von NO hin.

Eine In-vivo-Studie mit NO-Flurbiprofen zeigte erhthte Nitratspiegel sogar im Gehirn
nach oraler Gabe. Dieses Ergebnis spricht nicht nur flr eine retardierte Bioaktivierung
im systemischen Kreislauf sondern auch fiir eine gute Membrangéangigkeit von NO-
Flurbiprofen. Im Einklang damit konnte ein Potenzial dieser Verbindung bei der
Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen gezeigt werden (Prosperi et al., 2001).

Auch die Ergebnisse auf cGMP-Ebene sprechen fir eine bessere Membrangangigkeit
und gesteigerte NO-Freisetzung aus NO-Naproxen. Bei Inkubation von LLC-PK-1-
Zellen mit 30 uM NO-Naproxen konnte eine bis zu 27fach hohere cGMP-Konzentration
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen bestimmt werden. Eine Versuchsreihe
mit NO-ASS im gleichen Zelltyp zeigte in Konzentrationen bis zu 500 uM nur eine
maximal etwa 9fache Stimulation der cGMP-Bildung (Grosser & Schrdder, 2000).
Untersuchungen mit NO-Flurbiprofen ergaben bei einer Konzentration von 30 uM nur
eine etwa 3fache, mit 300 uM eine etwa 13fache Steigerung des cGMP-Spiegels (ohne
Abb.).

Im Hinblick auf NO-abhangige Effekte zeigte NO-Naproxen in physiologischen
Konzentrationen unter 100 pM insgesamt die grof3te Potenz. Sowohl bei der cGMP-
Bildung als auch bei der Induktion der HO-1 auf mRNA- und Proteinebene war mit NO-
Naproxen im Vergleich zu NO-ASS und NO-Flurbiprofen die maximale Stimulation am
starksten. Die Korrelation zwischen der an der cGMP-Bildung gemessenen NO-



74 5 Diskussion

Freisetzung und der HO-1-Induktion weist noch einmal deutlich auf die kausale Rolle
von NO als Mediator hin.

Mit Hilfe der gastralen Epithelzelllinien KATO-IIl und AGS konnte aul3erdem festgestellt
werden, dass NO-NSAIDs die HO-1 auch in diesem Zelltyp induzieren. Eine NO-
abhangige Induktion der HO-1 in gastralen Epithelzellen wird in dieser Arbeit erstmalig
dokumentiert.

Am Beispiel von NO-ASS wurde nachgewiesen, dass die Bildung der HO-1-mRNA in
gastralen Epithelzellen mit maximal etwa 5facher Stimulation mit den Ergebnissen in
Endothelzellen vergleichbar ist. Auch eine gesteigerte Proteinexpression war ab einer
Konzentration von 100 puM NO-ASS oder NO-Naproxen festzustellen.

Die HO-1 wurde sowohl in vitro als auch in vivo als antiinflammatorisches,
antiatherogenes und cytoprotektives Protein charakterisiert (Foresti & Motterlini, 1999;
Immenschuh & Ramadori, 2000; Polte et al., 2000). Eine vermehrte Expression der
HO-1 kénnte Bestandteil des Wirkprofils der NO-NSAIDs sein und einen bislang
unbekannten Wirkmechanismus darstellen.

Diese Hypothese ist anhand dreier wesentlicher Schritte der Schadigung der Magen-
schleimhaut durch NSAIDs zu begrinden:

(1) Die initiale Phase der Mukosa-Schadigung ist ein Entziindungsgeschehen, zu dem
die vermehrte Produktion von ROS durch Leukozyten und mukosale Immunzellen
beitragt.

Die HO-1 gilt als ein Modulator entziindlicher Prozesse. Die antiinflammatorische
Wirkung wird dabei vor allem dem beim Hamabbau gebildeten CO zugeschrieben. CO
hemmt die Freisetzung proinflammatorischer Cytokine wie TNF-o und IL-18 und
steigert die Produktion entziindungshemmender Interleukine (Otterbein et al., 2000;
Willis et al., 1996). Wichtige Metabolite des HO-1-Stoffwechsels wirken antioxidativ und
konnen Endothel- und Epithelzellen vor Schadigung durch ROS schitzen. In-vitro-
Studien zeigten fur Bilirubin direkte antioxidative Wirkungen, die die von a-Tocopherol
und Vitamin C ubertrafen (Stocker et al., 1987). Die physiologische Relevanz von
Bilirubin als Antioxidanz belegt eine Reihe von Tiermodell- sowie Humanstudien (Clark
et al., 2000b; Dennery et al., 1995; Mayer, 2000; Schwertner et al., 1994). In Zellkultur
schitzten 10 nM Bilirubin HelLa-Zellen vor Schadigung durch die 10.000fach héhere
Konzentration an Wasserstoffperoxid. Erklarbar ist dies dadurch, dass Bilirubin nicht
nur stochiometrisch mit ROS zu Biliverdin reagiert, sondern durch die Biliverdin-
Reduktase in einem Redox-Zyklus regeneriert wird (Baranano et al., 2002). Ebenfalls
antioxidative und cytoprotektive Funktion besitzt das Eisenspeicherprotein Ferritin,
dessen Translation durch freie Eisenionen stimuliert wird (Balla et al., 1992; Oberle et
al., 1999).

(2) Durch Aktivierung von Leukozyten und Thrombozyten sowie deren Aggregation
kommt es in der gastralen Mikrozirkulation zu Thrombenbildung und ischdmischen
Zustanden.

Durch HO-1-Aktivitéat gebildetes CO reguliert den Tonus der GefdRmuskulatur und
hemmt die Plattchenaggregation. Ahnlich wie NO entfaltet CO diese Wirkungen auch
Uber eine Aktivierung der I6slichen Guanylatcyclase (Ryter et al., 2002).

(3) Eine gesteigerte Apoptoserate stort die Integritat der Mukosa durch endotheliale
Dysfunktion und Verlust der Barrierefunktion des Epithels. Stérungen von
Zellwachstum und Angiogenese beeinflussen die Heilung gastrointestinaler Ulzera.

Durch HO-1-Aktivitat gebildetes CO wirkt antiapoptotisch. So schitzte endogenes CO
Endothelzellen vor TNF-a-induzierter Apoptose (Brouard et al., 2002; Brouard et al.,
2000). Dartber hinaus spielt die HO-1 eine entscheidende Rolle im Zellwachstum und
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bei der Angiogenese. Dies konnte auch bei der Regeneration der Magenschleimhaut
von Bedeutung sein (Durante, 2003).

Durch NO-NSAIDs induzierte HO-1 kdnnte also Uber die Metabolite Bilirubin und CO
sowie eine Stimulation der Ferritin-Synthese durch freie Eisenionen zur gastralen
Protektion beitragen.

Inwieweit sich die genomischen Effekte von NO-NSAIDs funktionell tatsachlich als
antioxidative Schutzwirkung manifestieren, wurde in der vorliegenden Arbeit in einem
Zellkulturmodell fir oxidativen Stress untersucht. Im Entzindungsgeschehen ist das
GefaRRendothel einer Vielzahl von Oxidanzien ausgesetzt, die durch aktivierte Leuko-
zyten und hochregulierte Enyzme wie die Xanthin-Oxidase und die NADPH-abhéngige
Oxidase produziert werden (Terry et al., 1998).

Die pathophysiologische Situation des oxidativen Stresses wurde durch Inkubation der
jeweiligen Zellen mit NADPH hervorgerufen. Dadurch wird die NADPH-abhangigen
Oxidase stimuliert, Superoxid-Radikale zu bilden (Griendling et al., 2000; Guzik et al.,
2000).

Am Beispiel des NO-Naproxens konnte gezeigt werden, dass NO-NSAIDs in Endothel-
zellen antioxidative Eigenschaften schon bei direkter Zugabe zum Inkubationsansatz
entfalten. Diese Eigenschaft ist durch direkte Neutralisation von ROS durch NO zu
erklaren (Wink et al., 1999). Doch die Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs liel3 auch
die Existenz indirekter, potenziell antioxidativer Eigenschaften vermuten. Da eine
Inkubation mit NO-NSAIDs Uber 24 Stunden zu einer gesteigerten Proteinexpression
der HO-1 gefuhrt hatte, wurden die Endothelzellen Uber diesen Zeitraum mit NO-
Naproxen vorbehandelt. Direkte neutralisierende Wirkungen freier NO-Radikale sind
aufgrund der kurzen Halbwertszeit und hohen Reaktivitdt von NO in biologischen
Medien nach 24 Stunden ausgeschlossen. Dariber hinaus wurden die Zellen ausge-
waschen, um die Substanz zu entfernen.

Auch nach dieser Prozedur konnte eine antioxidative Wirkung von NO-Naproxen in
Endothelzellen festgestellt werden, die weder durch direkte Effekte der Substanz noch
durch eine neutralisierende Wirkung von NO selbst hervorgerufen sein konnte.
Wahrend NO-Naproxen den ROS-Spiegel signifikant senkte, zeigte die NO-freie
Muttersubstanz keine Wirkung.

Um die Verhaltnisse in der Magenschleimhaut besser untersuchen zu kdénnen, wurde
das gleiche Zellkulturmodell ebenfalls fur gastrale Epithelzellen verwendet. Es zeigten
sich auch in diesem Zelltyp indirekte antioxidative Effekte der NO-NSAIDs nach
24stundiger Vorbehandlung und anschlieBendem Auswaschen der Zellen.

Diese Befunde zeigen klar, dass NO-NSAIDs zu einer lang anhaltenden, dauerhaften
Zellprotektion fuhren, die mit einer Induktion antioxidativer Gene erklart werden kann.

Durch Behandlung der Zellen mit Bilirubin sollte der Frage nachgegangen werden, ob
HO-1-Metabolite unter den gewdéhlten Bedingungen als Mediatoren des antioxidativen
Effekts fungieren kénnen. Bei Behandlung von Endothelzellen und gastralen Epithel-
zellen mit Bilirubin wurden konzentrationsabhéngige antioxidative Effekte des HO-1-
Metaboliten aufgezeigt. Im niedrigen mikromolaren Bereich reduzierte Bilirubin die
Konzentration an ROS bei Stimulation der NADPH-Oxidase nahezu auf das Niveau
unbehandelter Kontrollzellen. Daher kommt Bilirubin im verwendeten Zellkulturmodell
als Mediator antioxidativer Wirkungen in Frage. Die eingesetzten Konzentrationen
lagen im oberen Bereich des Referenz-Intervalls fur Bilirubin-Plasmaspiegel, der sich in
Humanstudien als praventiver Faktor fur die koronare Herzkrankheit zeigte (Mayer,
2000).

Darlber hinaus konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen indirekten
antioxidativen Effekten von NO-NSAIDs und einer Induktion der HO-1 in Versuchen mit
dem Hamoxygenase-Inhibitor Zinn-Protoporphyrin 1X (SnPP) festgestellt werden. Eine
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Vorbehandlung von Endothelzellen mit SnPP hob den antioxidativen Effekt einer
24stundigen Inkubation mit NO-Naproxen oder NO-ASS zu einem signifikanten Teil
wieder auf. Dieses Ergebnis belegt eindeutig eine ursachliche Beteiligung des HO-1-
Stoffwechsels an der antioxidativen Wirkung der NO-NSAIDs.

Die HO-1 kommt nicht nur als Mediator der protektiven Effekte der NO-NSAIDs in
Frage. In einem Tiermodell fur Arthritis bewirkte die Behandlung mit NO-Naproxen im
Vergleich zu Naproxen eine starkere Schmerzhemmung (Cicala et al., 2000). Ahnliche
Ergebnisse zeigte eine Studie mit NO-ASS in einem Hyperalgesie-Modell (al-Swayeh
et al., 2000). Die Mechanismen daflir sind bisher nicht geklart. Interessanterweise
entfaltete durch HO-1-Aktivitdt endogen gebildetes CO in einem Tiermodell fur die
Hypersensitivitdt von Nocizeptoren eine schmerzhemmende Wirkung (Steiner et al.,
2001). In mit dem HO-1-Gen transfizierten Endothelzellen ging eine Stimulation des
Enzyms mit einer Abnahme der COX-Aktivitat und damit der Bildung Schmerz-
mediierender Prostaglandine einher (Haider et al., 2002).

Die Minderdurchblutung der Magenschleimhaut ist nicht nur ein initialer Schritt bei der
NSAID-induzierten Schadigung. Sie tritt ebenfalls wahrend des haemorrhagischen oder
endotoxischen Schocks auf. Auch unter diesen Umstanden konnte gezeigt werden,
dass NO-NSAIDs eine protektive Wirkung besitzen (Wallace et al., 1995). Dies legte
die Vermutung nahe, dass NO-NSAIDs in ischamischen Situationen auch
kardioprotektive Wirkungen entfalten konnten. In der Tat bewirkte die Gabe von NO-
NSAIDs in Tiermodellen fir Ischamie und Reperfusion eine Reduktion der Myokard-
Schéadigung sowie der Infarktgrof3e. Diese Effekte waren NO-abhangig, unter ASS oder
selektiven COX-Hemmern fiel die Schadigung des Herzmuskels schwerwiegender aus
(Rossoni et al., 2002). NO-ASS und NO-Flurbiprofen reduzierten ferner die
Restenoserate nach Ballondilatation oder perkutaner transluminaler Angioplastie
(Maffia et al., 2002; Napoli et al., 2001). Als Mechanismus wird eine NO-abhé&ngige
Hemmung der Proliferation der glatten GefaBmuskulatur und der Infiltration des
Gewebes mit Entziindungszellen postuliert. Interessanterweise war NO-ASS sowohl
bei Gabe vor als auch nach der Angioplastie wirksam. Die beste Wirkung wurde durch
eine Vorbehandlung Uber eine Woche erreicht (Napoli et al., 2001). Dies lasst
vermuten, dass eine so genannte Prakonditionierung des Gewebes beteiligt ist. Bei
diesem Ph&nomen kommt es durch bestimmte Agenzien zu einer Hochregulation
defensiver Hitzeschockproteine. Die HO-1 (HSP32) und das HSP70 sind
Hitzeschockproteine, die durch NO stimulierbar sind (Kim et al., 1997b; Polte et al.,
2000). Die vermehrte Expression dieser Proteine verleiht dem Gewebe Widerstand
(Foresti & Motterlini, 1999).

Eine Induktion der endothelialen HO-1 durch NO-NSAIDs, wie in der vorliegenden
Arbeit beschrieben, kdonnte diese klinischen Beobachtungen erklaren. Im Tiermodell
verbesserte eine Induktion der HO-1 durch Hamin 24 Stunden vor einer Ischdmie die
Myokard-Funktion und verringerte die InfarktgroRe bei Reperfusion der isolierten
Herzen. Auch exogen in nanomolaren Konzentrationen zugefiihrtes Bilirubin zeigte
ahnliche kardioprotektive Wirkungen (Clark et al., 2000b). Die Herzen transgener
Mause mit kardialer Uberexprimierung der HO-1 waren ex vivo in Abhangigkeit von der
HO-1-Konzentration vor oxidativer Schadigung durch Ischamie und Reperfusion
geschutzt. In vivo zeigte sich eine deutlich reduzierte InfarktgrofRe (Yet et al., 2001).
Die Autoren postulieren einen Schutz des Herzens durch Induktion der HO-1. Damit
konnte die stressfreie Induktion der HO-1 durch therapeutische Mal3hahmen einen
grol3en Stellenwert erlangen.

In einer Vielzahl von klinischen und experimentellen Studien zeigen sich folglich Uber-
einstimmungen zwischen dem Wirkprofil der NO-NSAIDs und den Effekten einer HO-1-
Induktion. Diese Befunde belegen, dass Metabolite des HO-1-Stoffwechsels potenziell
als Mediatoren von NO-NSAID-Effekten in Frage kommen.
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Die HO-1 ist ein Stressprotein und wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Agenzien
induziert. Die meisten besitzen die Eigenschaft direkt oder indirekt oxidativen Stress zu
verursachen (Choi & Alam, 1996; Foresti & Motterlini, 1999).

Die HO-1-Induktion durch den spontanen NO-Donor SperminNONOat in
GefaBmuskelzellen ist von einer Sauerstoffradikal-Bildung abhangig, da das
Antioxidanz NAC den Effekt inhibierte (Hartsfield et al., 1997). Die Effekte der NO-
Donoren SNP, SIN-1 und SNAP hingegen wurden durch NAC nicht beeinflusst
(Durante et al., 1997). AuRerdem minderte NAC die HO-1-Induktion durch SNP auch
nicht in HeLa-Zellen (Chen & Maines, 2000).

Daher stellte sich die Frage, ob die Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs auf einer
vermehrten Bildung freier Sauerstoffradikale beruht. Auch das starke Oxidanz
Peroxynitrit, das aus Reaktion von NO mit Superoxid entsteht, wurde als Induktor der
HO-1 in Endothelzellen beschrieben. Foresti et al. zeigten eine Aufhebung der
Peroxynitrit-induzierten HO-1-Proteinexpression durch NAC (Foresti et al., 1999).
Anhand einer Vorbehandlung der Endothelzellen mit NAC wurde in dieser Arbeit
gezeigt, dass die Aktivierung der Transkription des HO-1-Gens durch NO-NSAIDs
weder durch Sauerstoffradikale noch durch Peroxynitrit stimuliert wird. Dariber hinaus
beeinflusste eine Vorbehandlung der Zellen mit SOD die HO-1-Induktion nicht. Dies
beweist zusatzlich die Unabhéngigkeit des Effekts von einer Peroxynitrit-Bildung, da
die SOD Superoxid-Radikale neutralisiert. Diese Ergebnisse belegen eine stressfreie
und NO-abhangige Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs.

Eine Vielzahl von Studien beschéftigte sich bis heute mit der NO-abh&ngigen Induktion
der HO-1 durch konventionelle NO-Donoren. Insbesondere der Signalweg zur
Genaktivierung ist nach wie vor ungeklart. Auch fir die NO-NSAIDs stellte sich die
Frage, welche Wege der Signaltransduktion in Frage kommen.

Lipton et al. demonstrierten die Freisetzung von freiem Ham aus Hamoproteinen durch
NO (Lipton et al., 1993). Damit ware eine Stimulierung der HO-1 (ber erhéhte
Substratspiegel moglich. In Fibroblasten und HeLa-Zellen wurde eine Stabilisierung der
HO-1-mRNA durch den langsam freisetzenden NO-Donor DETA/NO (Halbwertszeit bis
zu 15 Stunden) gezeigt. Mit dem schnell freisetzenden NO-Donor SperminNONOat
blieb dieser Effekt in HeLa-Zellen aus und war in Fibroblasten deutlich schwécher
ausgepragt (Bouton & Demple, 2000). Untersuchungen mit NO-NSAIDs und dem
Transkriptions-Inhibitor Actinomycin D zeigten in den in dieser Arbeit verwendeten
Zelltypen hingegen keine Stabilisierung der mRNA bei Vorstimulierung der HO-1 mit
Cadmium (ohne Abb.).

Der second messenger cGMP ist Hauptmediator der physiologischen Effekte von
Stickstoffmonoxid. Auf Grundlage der starken cGMP-Stimulation durch NO-NSAIDs
wurde untersucht, ob die HO-1-Induktion von cGMP als Mediator abhé&ngig ist.
Zunachst induzierte das lipophile, membrangéangige cGMP-Analogon 8-Br-cGMP die
Transkription der HO-1 weder in Endothelzellen noch in gastralen Epithelzellen. Da die
Membrangéangigkeit modifizierter cyclischer Nukleotide stark variieren kann, folgten
weitere Untersuchungen (Schroder et al.,, 1990). Das Oxadiazolquinoxalin-Derivat
ODQ ist ein selektiver Inhibitor der Idslichen Guanylatcyclase, der keine Effekte auf die
membranstandige Guanylatcyclase oder die Adenylatcyclase besitzt (Brunner et al.,
1996). Andere Studien mit spontanen NO-Donoren belegen schon in niedrigeren
Konzentrationen eine Hemmwirkung auf die HO-1-Proteininduktion (Polte et al., 2000).
Die Genaktivierung der HO-1 durch NO-Naproxen wurde hingegen nicht gehemmt.
Signaltransduktionsprozesse durch cGMP werden in erster Linie durch Aktivierung von
Proteinkinasen vermittelt. Um eine mdgliche Beteiligung der cGMP-abhéngigen
Proteinkinase G zu untersuchen, wurde der spezifische Inhibitor KT5823 verwendet
(Durante et al., 1997; Immenschuh et al.,, 1998). Auch KT5823 inhibierte die NO-
Naproxen-induzierte Genaktivierung der HO-1 nicht.
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Die Experimente mit 8-Br-cGMP und den selektiven Inhibitoren der I8slichen
Guanylatcyclase sowie der Proteinkinase G belegen, dass cGMP an der
Signaltransduktion nicht beteiligt ist. Vergleichbare Ergebnisse zeigten Studien in
GefalBmuskelzellen, Hepatozyten und Endothelzellen mit konventionellen NO-Donoren
und cGMP-Analoga (Durante et al., 1997; Hartsfield et al., 1997; Kim et al., 1995;
Motterlini et al.,, 1996a). Dies steht im Widerspruch zu anderen Studien, die eine
Induktion des HO-1-Proteins Uber cGMP-abhéngige Signalwege beschreiben
(Immenschuh et al., 1998; Kiemer et al., 2003; Polte et al., 2002). Eine Erklarung daftr
ist zunachst in der Verwendung unterschiedlicher Zellsysteme zu suchen, deren
Expressionsverhalten stark variieren kann (Hartsfield et al., 1999). Dartber hinaus
wurden Substanzen verwendet, die NO spontan und in hohen Konzentrationen
freisetzten. AuBBerdem wurden mit Protein- und mRNA-Analysen unterschiedliche
Ebenen der Induktion betrachtet.

In den letzten Jahren zeigte eine Reihe von Studien, dass NO in verschiedenen Zell-
systemen Bestandteile des MAP-Kinase-Signalweges aktiviert (Abb. 3). Die MAP-
Kinasen bilden eine Familie von Proteinkinasen, die durch Wachstumsfaktoren,
inflammatorische Cytokine und Stressfaktoren aktiviert wird (Arbabi & Maier, 2002;
Davis, 1993; Widmann et al., 1999). Interessanterweise induziert eine Vielzahl der
MAP-Kinase-aktivierenden Stimuli auch die HO-1 in den unterschiedlichsten Zelltypen.
Es ist allgemein anerkannt, dass Mitglieder der MAP-Kinase-Familie in verschiedenen
Zelltypen durch den gleichen Stimulus sowohl aktiviert als auch inhibiert werden
kénnen (Chen & Maines, 2000). NO aktivierte in Mesangial- und T-Zellen den JNK-
Signalweg und die Phosphorylierung von c-Jun sowie den ERK-Signalweg (Callsen et
al., 1998; Lander et al., 1996; Pfeilschifter & Huwiler, 1996). In Nierenepithelzellen
stimulierte NO die Kinase JNK und in Makrophagen die Kinasen JNK und p38, nicht
aber die Kinase ERK (Jun et al., 1999; Kim et al., 1997a). In Endothelzellen wurde eine
Aktivierung der MAP-Kinasen JNK, p38 und ERK mit spontanen NO-Donoren
festgestellt (Buckley et al., 2003; Parenti et al., 1998; Pfeilschifter & Huwiler, 1996).

Im Gegensatz dazu wurde in B-Lymphozyten eine inhibierende Wirkung von NO auf
die MAP-Kinase JNK beschrieben (So et al., 1998).

Die MAP-Kinasen werden auch als maoglicher Signaltransduktionsweg flir eine
Induktion der HO-1 diskutiert. Eine Vielzahl von Studien belegt die Beteiligung an der
HO-1-Induktion vor allem durch Stressfaktoren in verschiedenen Zellsystemen (Alam et
al., 2000; Elbirt et al., 1998).

Insbesondere in Endothelzellen war die HO-1-Induktion durch Reoxygenierung nach
Anoxie von der Aktivitat der Kinasen JNK, p38 und ERK abhangig (Zhang et al., 2002).
Aulerdem induzierte das kardiovaskulare Hormon ANP die HO-1 iiber JNK- und ERK-
abhangige Signalwege (Kiemer et al., 2003).

Ein direkter Zusammenhang zwischen der NO-abhangigen Induktion der HO-1 und der
Aktivitat von MAP-Kinasen in Endothelzellen konnte von Buckley et al. gezeigt werden.
Die Induktion der HO-1-Proteinexpression durch SperminNONOat wurde durch
spezifische Inhibitoren der MAP-Kinasen p38 und ERK konzentrationsabhangig
gehemmt (Buckley et al.,, 2003). Chen und Maines zeigten in Hela-Zellen eine
Beteiligung der Kinasen p38 und ERK, nicht aber JNK an der Induktion der HO-1-
MRNA durch spontane NO-Donoren (Chen & Maines, 2000).

Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass MAP-Kinasen in die Genregulation der
HO-1 durch NO-NSAIDs involviert sind. Untersuchungen mit spezifischen,
zellpermeablen Inhibitoren der Kinasen JNK, p38 und ERK ergaben, dass die HO-1-
Induktion durch NO-ASS mit allen drei Inhibitoren signifikant gehemmt wurde. Eine fast
vollstandige Aufhebung des Effektes war mit den Inhibitoren des JNK- und p38-
Signalweges zu erreichen.
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Ein spezifischer Inhibitor der MAP-Kinase p38 ist das Pyridinylimidazol-Derivat
SB203580. Die katalytische Aktivitat der Kinase wird durch kompetitive Bindung von
SB203580 an die ATP-Bindungsstelle gehemmt (Lee et al., 1999). Die MAP-Kinase
p38 ist Teil des Signalweges, der Uberwiegend durch inflammatorische Cytokine und
Stressfaktoren induziert  wird. Durch Phosphorylierung aktiviert p38
Transkriptionsfaktoren und regulatorische Proteine, die im Entziindungsgeschehen, bei
der Apoptose sowie bei Zellproliferation und Entwicklung eine Rolle spielen. Der
gleiche Signaltransduktionsweg fuhrt auch zur Aktivierung der c-Jun-N-terminalen
Kinase (JNK). Diese Serin/Threonin-Proteinkinase wird auch als Stress-aktivierte
Proteinkinase (SAPK) bezeichnet. Sie wird unter anderem durch inflammatorische
Cytokine, Endotoxine, UV-Licht und Hypoxie induziert. JNK phosphoryliert das Protein
c-Jun, welches als Bestandteil dimerischer Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle
spielt. Das Anthrapyrazolon-Derivat SP600125 ist ein spezifischer, ATP-kompetitiver
Inhibitor far JNK. SP600125 hemmt im Zellkulturmodell dosisabhangig die
Phosphorylierung von c-Jun (Bennett et al., 2001).

In Endothelzellen wurde der Einfluss beider Inhibitoren auf die HO-1-Induktion durch
NO-ASS untersucht. SB203580 hob die dosisabhangige Induktion durch NO-ASS
weitgehend auf. Im Durchschnitt lag die Hemmung bei etwa 80%. SP600125 zeigte mit
etwa 90% eine noch starkere Hemmung der HO-1-Induktion durch NO-ASS.

Die MAP-Kinase ERK wird Gberwiegend durch Wachstumsfaktoren aktiviert. Auch fur
diese Kinase wurde mit PD098059 ein spezifischer Inhibitor verwendet. Im Unterschied
zu den beiden anderen MAP-Kinase-Inhibitoren beeinflusst PD098059 nicht die Kinase
ERK selbst. Vielmehr hemmt PD098059 spezifisch die MAP-Kinase-Kinase, welche
ERK phosphoryliert und aktiviert. Die Hemmung ist nicht kompetitiv, PD098059
interferiert weder mit ATP noch mit der Substratbindung (Alessi et al., 1995). Der ERK-
Inhibitor zeigte ebenfalls eine signifikante Wirkung auf die HO-1-Induktion durch NO-
ASS in Endothelzellen. Mit einer etwa 40%igen Hemmung war der Effekt aber nicht so
deutlich ausgepradgt wie bei den Inhibitoren der Stress- und Cytokin-aktivierten
Signaltransduktionswege. Damit scheint dieser Signalweg eine den Kinasen JNK und
p38 untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abb. 36: Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs

Die Untersuchungen mit dem Translationsblocker Cycloheximid gaben einen Hinweis
darauf, dass die Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs nicht durch direkte Inter-
aktion von NO mit der DNA induziert wird. Die nahezu vollstandige Aufhebung des
Effekts von NO-ASS demonstriert, dass eine innerhalb kurzer Zeit stimulierbare De-
novo-Synthese von Proteinen erforderlich ist.

Als Proteine, die die Aktivierung der Transkription des HO-1-Gens regulieren, wurden
in den letzten Jahren vor allem die Transkriptionsfaktoren AP-1 und Nrf2 diskutiert
(Alam et al., 2003; Buckley et al., 2003; Lee et al., 2000). Dariiber hinaus wurden in der
Promotorregion des HO-1-Gens verschiedener Spezies unter anderem
Bindungsstellen fir AP-2, NFxB sowie Interleukin- und Prostaglandin-Derivate
gefunden (Choi & Alam, 1996; Koizumi et al., 1995; Lavrovsky et al., 1994).

Die starken Effekte des JNK-Inhibitors deuten auf eine Beteiligung von c-Jun an der
Genaktivierung durch NO-NSAIDs hin. Dieses Protein kann sowohl als Bestandteil von
AP-1-Dimeren als auch durch Dimerisierung mit Nrf2 mit Antioxidant-Responsive-
Elements in der Promotorregion des HO-1-Gens interagieren (Alam et al., 1999; He et
al., 2001).

In humanen Endothelzellen fuhrte die pharmakologische Hemmung der AP-1-Aktivitéat
zu einer verminderten HO-1-Induktion durch Cytokine und ANP (Kiemer et al., 2003;
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Terry et al., 1998). In Hepatomzellen verhinderten dominant-negative Mutanten von c-
Jun die Aktivierung des HO-1-Promotors durch Arsenit (Elbirt et al., 1998).

In verschiedenen Zelltypen konnte gezeigt werden, dass Nrf2 eine Induktion der HO-1
vermittelte (Alam et al., 1999; Alam et al., 2000; He et al., 2001; Ishii et al., 2000).
Interessant ist dabei auch, dass Ham als natlrliches Substrat der HO-1 deren
Induktion in Nierenepithelzellen durch Stabilisierung des Nrf2-Proteins aktivierte (Alam
et al., 2003).

Erst kirzlich zeigten Buckley et al. in Endothelzellen, dass der NO-Donor
SperminNONOat in Abhangigkeit von den MAP-Kinasen p38 und ERK sowohl die
Translokation von Nrf2 in den Zellkern als auch die HO-1-Proteinexpression induzierte.
Eine Beteiligung der Kinase JNK wurde nicht untersucht (Buckley et al., 2003).

Da NO-NSAIDs im Gegensatz zu konventionellen NO-Donoren fiir genregulatorische
Studien aufgrund des dualen Wirkprinzips eher ungeeignet sind, wurden diese Effekte
in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Die Hemmversuche mit den MAP-Kinase-
Inhibitoren und Cycloheximid in Endothelzellen lassen aber eine weitreichende Uber-
einstimmung mit den Studien zur Genaktivierung der HO-1 durch Nrf2 und AP-1-
Elemente im gleichen Zelltyp erkennen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass NO-NSAIDs
Stickstoffmonoxid intrazellular freisetzen. Dadurch kommt es zur Aktivierung NO-
sensitiver Strukturen wie der I6slichen Guanylatcyclase. Uber die Bildung des second
messengers cGMP werden eine Vielzahl der beschriebenen Wirkungen der NO-
NSAIDs vermittelt.

Dartiber hinaus wurde erstmalig belegt, dass NO-NSAIDs Uber NO-abhangige
Prozesse die HO-1 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in Endothelzellen
und gastralen Epithelzellen induzieren. Diese Effekte werden weder Giber cGMP noch
durch Bildung von ROS oder Peroxynitrit mediiert. Vielmehr konnte eine Abhangigkeit
von den Mitogen-aktivierten Proteinkinasen p38, JNK und ERK gezeigt werden.
Dartber hinaus zeigten NO-NSAIDs in einem Zellkulturmodell fir oxidativen Stress
direkte und indirekte antioxidative Wirkungen. Ein kausaler Zusammenhang zwischen
den indirekten antioxidativen Effekten und der Induktion der HO-1 konnte ebenfalls
belegt werden.

Diese Ergebnisse charakterisieren die NO-NSAIDs als potente Induktoren
antioxidativer und antiinflammatorischer Stoffwechselwege. Die Induktion der HO-1 ist
ein neuartiger Wirkmechanismus, der ursdchlich an protektiven Effekten von NO-
NSAIDs in der Magenschleimhaut, der Niere und im kardiovaskularen System beteiligt
sein konnte.



82 6 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob NO-NSAIDs in verschiedenen
Zellkulturmodellen Stickstoffmonoxid derart freisetzen, dass es zu Reaktionen mit NO-
sensitiven Zielstrukturen kommt.

Die NO-Freisetzung konnte in LLC-PK-1-Zellen durch Bestimmung des intrazellularen
cGMP-Spiegels gezeigt werden. In diesem Zelltyp stimulierten NO-NSAIDs am Beispiel
des NO-Naproxens konzentrationsabhdngig die cGMP-Bildung. Kontrollversuche mit
Naproxen und Vorbehandlung der Zellen mit SOD oder Hadmoglobin belegen, dass der
Effekt dem freigesetzten NO-Radikal zuzuschreiben ist. Eine Vorinkubation mit GTN
oder NO-Naproxen fihrte zur Downregulation der NO-Freisetzung aus beiden
Verbindungen. Diese Kreuzempfindlichkeit belegt, dass organische Nitrate und NO-
NSAIDs Uber gemeinsame Stoffwechselwege bioaktiviert werden.

Besondere Aufmerksamkeit galt der NO-abhéngigen Induktion antioxidativer Proteine
am Beispiel der HO-1.

In Endothelzellen induzierten NO-NSAIDs die HO-1 sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene konzentrations- und zeitabhéngig. Die NO-freien Muttersubstanzen
zeigten ebenso wie der selektive COX-2-Hemmer Rofecoxib keinen induktiven Effekt
auf die HO-1. Diese Ergebnisse belegen, dass der Effekt urséchlich auf die
Freisetzung von NO zurickzufihren ist, nicht auf eine Hemmung von COX-
Isoenzymen.

Dartber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine NO-abhangige
Induktion der HO-1 in gastralen Epithelzellen nachgewiesen. Auch in diesem Zelltyp
aktivierten NO-NSAIDs die Transkription des HO-1-Gens und fihrten zu einer
vermehrten Proteinexpression.

Untersuchungen zur Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs in Endothelzellen
ergaben, dass diese durch NO-vermittelte Effekte und nicht Uber reaktive Sauerstoff-
spezies oder Peroxynitrit induziert wird. Der second messenger cGMP spielte keine
Rolle bei der Induktion der HO-1 durch NO-NSAIDs.

Eine Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem Translationsblocker CHX zeigte, dass
die Genaktivierung der HO-1 durch NO-NSAIDs eine De-novo-Synthese von Proteinen
erforderte.

Unter Verwendung von spezifischen Inhibitoren Mitogen-aktivierter Proteinkinasen
wurde eine Beteiligung der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK an der HO-1-
Genaktivierung durch NO-NSAIDs dokumentiert. Besonders die Stress-aktivierten
Kinasen p38 und JNK scheinen eine entscheidende Mediatorfunktion zu besitzen.

Inwieweit sich die genomischen Effekte von NO-NSAIDs funktionell als antioxidative
Schutzwirkung manifestieren, wurde in einem Zellkulturmodell fir oxidativen Stress
untersucht.

In Endothelzellen und gastralen Epithelzellen zeigten NO-NSAIDs sowohl direkte als
auch indirekte antioxidative Wirkungen. Eine direkte Zugabe reduzierte ebenso wie
eine 24stiindige Vorinkubation mit anschlieRendem Auswaschen die durch NADPH
stimulierte Konzentrationserh6hung an Sauerstoffradikalen.
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Im gleichen Modell zeigte der HO-1-Metabolit Bilirubin konzentrationsabhangige
antioxidative Effekte. Dieses Ergebnis dokumentiert, dass HO-1-Metabolite unter den
gewahlten Bedingungen als Mediatoren der NO-NSAID-Effekte fungieren kénnen.

Mit Hilfe eines Hamoxygenase-Inhibitors konnte schliel3lich ein kausaler Zusammen-
hang zwischen der HO-1-Induktion durch NO-NSAIDs und deren indirekten
antioxidativen Wirkungen festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit charakterisieren die NO-NSAIDs als potente Aktivatoren
antioxidativer und antiinflammatorischer Stoffwechselwege. Die Induktion der HO-1
durch NO-NSAIDs ist ein hier erstmalig beschriebener Wirkmechanismus, der
urséchlich an protektiven Effekten der NO-NSAIDs in der Magenschleimhaut, der Niere
und im kardiovaskuléaren System beteiligt sein kdonnte.

Dartber hinaus zeichnet sich fur die NO-NSAIDs ein therapeutisches Potenzial ab, das
weit Uber das konventioneller NSAIDs und Coxibe hinaus geht.
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