Medizinische Klinik mit Schwerpunt Hepatologie, Gastroenterologie, Diabetologie und
Stoffwechsel, Universitédtsklinikum Charité, Campus Virchow-Klinikum,
Humboldt Universitdt zu Berlin

HABILITATIONSSCHRIFT

zur Erlangung der Lehrbefahigung fiir das Fach Innere Medizin

Differentielle Regulation von Schliisselgenen der gastralen Siuresekretion
durch Gastrin, oxidativen Stress und Helicobacter pylori:
Identifikation und Charakterisierung beteiligter
Signalwege, Transkriptionsfaktoren
und regulatorischer Promotorelemente.

vorgelegt

dem Rat der Medizinischen Fakultidt der Humboldt Universitat zu Berlin

von Dr. med. Michael Hocker, Berlin,
geb. am 18.05.1961 in Herford
Dekan: Prof. Dr. med. Dr. med. h.c. Roland Felix

Gutachter 1:  Prof. Dr. med. P. Malfertheiner, Magdeburg
Gutachter 2. Prof. Dr. med. M. Kist, Freiburg

Eingereicht am 16.03.2001
Verleihung der Lehrbefdhigung: 26.03.2002



1. Hintergrund 5

1.1 Physiogische Mechanismen der Siureregulation

1.2 Pathophysiologische Bedeutung des gastralen Histaminmetabolismus 8
1.3 Literatur 12
Ziele der Untersuchung 14

3. Ergebnisse und Diskussion 16
3.1 Analyse des molekularen Sekretionsapparates gastraler ECL-Zellen 16
3.2 Regulation der gastralen HDC-mRNA Expression in vivo 17
33 Charakterisierung der Gastrin-responsiven Region des HDC-Promotors 18
34 Analyse der HDC-aktivierenden Signaltransduktionswege 20
3.5 Gastrin und CgA-Promotorregulation 22
3.6. Gewebe-spezifische Aktivierung und Gastrin-abhiingige Regulation des CgA-Promotors
in transgenen Méusen 23
3.7 Inhibition der CgA-Promoteraktivitiat durch Interferon-o 26
3.8 Oxidativer Stress und HDC-Genregulation 27
3.9 Helicobacter pylori und HDC-Genregulation 28

4. Zusammenfassung und Ausblick 31



Abstrakt:

Die transkriptionelle Aktivierung des HDC Gens sowie des Chromogranin A Gens in ECL-
Zellen der Magenmucosa reprisentiert einen zentralen Mechanismus der Sdureregulation
durch Gastrin und scheint ausserdem Bedeutung fiir die Pathogenese der gastroduodenalen
Ulkuskrankheit zu haben. Unsere Untersuchungen identifizieren erstmals die molekularen
Mechanismen der Gastrin-abhingigen Regulation beider Gene und definieren die beteiligten
Transkriptionsfaktoren, regulatorischen DNA-Elemente und intrazelluldren Signalwege. Des
weiteren wurde durch transgene Untersuchungen die transkriptionelle Regulation des
ChromograninA Gens in vivo bestitigt und die neuroendokrin-spezifische Expression eines
4.8kB-langen CgA-Promotorfragmentes demonstriert. Als pathobiologisch relevante
Aktivatoren des HDC Gens konnten oxidativer Stress sowie die H. pylori Infektion
identifiziert und hinsichtlich ihrer molekularen Wirkungen auf das Schliisselgen der
Histaminsynthese im Magen charakterisiert werden. Diese Ergebnisse dokumentieren einen
potentiellen Mechanismus filir die Interaktion beider Stimuli mit den physiologischen
Regelkreisen der Magensaureregulation und konnen durch die Definition neuer molekularer

Angriffspunkte moglicherweise zur Entwicklung innovativer Therapieansétze beitragen.

Schlagworte:
Gastrin, Histidinedekarboxylase Gen, Chromogranin A Gen, Magensédure, Ulkuskrankheit,

transgene Mduse, oxidativer Stref3, Helicobacter pylori



Abstract

Transcriptional activation of the genes encoding histidine decarboxylase and chromogranin A
represents a key mechanism of gastrin-dependent acid regulation and also appears to be
involved in the pathogenesis of gastroduodenal ulcer disease. Our results for the first time
identify the molecular mechanisms underlying gastrin-dependent activation of both genes, and
define the transcription factors, regulatory DNA elements and signal transduction pathways
involved in this process. Furthermore, transgenic studies confirmed the principle of gastrin-
dependent transcriptional activation of the chromogranin A gene in vivo, and demonstrated
neuroendocrine-specific expression of a 4.8kB-CgA promotor fragment. In addition, the
pathobiological stimuli oxidative stress and H. pylori were molecularly characterized
regarding their activating effects on the key gene of gastric histamine sythesis. These results
provide potential mechanisms for the interaction of both stimuli with regulatory circuits of
gastric acid secretion, and can probably contribute via definition of new molecular targets to

the development of inovative therapeutic strategies.

Keywords:
Gastrin, histidine decarboxylase gene, chromogranin A gene, gastric acid, gastroduodenal

ulcer disease, transgenic mice, oxidative stress, Helicobacter pylori



1 Hintergrund

1.1  Physiogische Mechanismen der Sdureregulation

Nachdem wurspriinglich eine direkte Wirkung des Peptidhormons Gastrin auf die
sdureproduzierenden Parietalzellen als Schliisselmechanismus der Magensdureregulation
postuliert wurde, mull nunmehr von einem physiologischen Konzept ausgegangen werden,
demzufolge die Gastrin-abhingige Produktion und Freisetzung von Histamin aus
Enterochromaffin-dhnlichen Zellen ("Enterochromaffin-like Cells" = ECL-Zellen) der
Magenmukosa den zentralen Regulationsschritt der Magensauresfreisetzung repréisentiert (1,
2). ECL-Zellen sind im basalen Drittel der sdureproduzierenden Magenmukosa lokalisiert und
werden aufgrund ihrer zell- und molekularbiologischen Charakteristika zum
gastrointestinalen neuroendokrinen System gezéhlt (2, 3).

Das in ECL-Zellen gebildete Histamin reprédsentiert die gemeinsame Endstrecke vagaler und
peptiderger Kontrollmechanismen der Magenséduresekretion und gelangt nach Freisetzung
durch einen parakrinen Mechanismus zu seinen Zielzellen, den Parietalzellen der
Korpusmukosa (1-3). Hier stimuliert Histamin Sauresekretion und -Produktion durch
Aktivierung von membranstindigen Histamin Typ 2 (H,)-Rezeptoren (1-3). Voraussetzung
fiir einen regelhaften Ablauf der Sauresekretion nach einem sekretagogen Reiz ist die
Neusynthese von Histamin sowie die nachfolgende, addquate Wiederauffiillung der zelluldren
Histaminspeicher. Essentiell fiir die Histaminbiosynthese in ECL-Zellen ist die Aktivierung
des Schrittmacherenzyms des Histaminmetabolismus, der Histidindekarboxylase (HDC), die
L-Histidin zu Histamin in einer Ein-Schritt-Reaktion konvertiert (3-5). Die enzymatische
Aktivitdt der HDC wird hierbei im wesentlichen durch Neusynthese des Enzyms reguliert,
wobei eine transkriptionelle Aktivierung des HDC-Gens von wesentlicher Bedeutung ist (5-
7). Schliisselfaktor fiir die Regulation der HDC-Expression und -Aktivitdt in ECL-Zellen ist
des regulatorische Peptid Gastrin. Die Wirkung von Gastrin wird hierbei durch Aktivierung
von CCK-B/Gastrin Rezeptoren, die auf ECL-Zellen lokalisiert sind, vermittelt (8, 9).

Gastrin wird in neuroendokrinen, antralen G-Zellen durch Transkription und Translation eines
einzelnen Genes synthetisiert und kann nach Sekretion im menschlichen Blut in
verschiedenen Molekularformen nachgewiesen werden (Gastrin-71, -52, -34, -17, -14, -6) (8).
Expression und Sekretion von Gastrin unterliegen der Regulation durch den intraluminalen
pH-Wert, Nahrungsbestandteile, Magendehnung sowie dem EinfluB verschiedener

Neurotransmitter und regulatorischer Peptide (8). Im menschlichen Gastrointestinaltrakt



werden die biologischen Effekte von Gastrin iiberwiegend durch die 17 Aminosduren-lange
Isoform Gastrin-17 ausgeldst (8). Die zelluliren Effekte von Gastrin werden durch
funktionelle Aktivierung des CCK-B/Gastrin Rezeptors vermittelt, der zur Superfamilie G-
Protein-gekoppelter Membranrezeptoren mit sieben transmembrandren Domédnen gerzéhlt
wird (8). Hinsichtlich der Anbindung von CCK-B/Gastrin Rezeptoren an intrazelluldre

Signalkaskaden wurden sowohl eine Stimulation der Synthese von Inositoltrisphosphat (IP3)

nach Aktivierung von Phospholipase C, als auch gesteigerte zytoplasmatische Ca2*-
Konzentrationen und Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) in verschiedenen
transformierten Zellinien und Primarzellprdaparationen beobachtet (9). Die funktionelle
Verkniipfung zwischen CCK-B/Gastrin Rezeptoren, gastraler Sduresekretion und HDC-
Genexpression wurde kiirzlich eindrucksvoll durch Beobachtungen in genetisch
manipulierten Méusen demonstriert, in denen die endogenen Allele fiir das CCK-B/Gastrin
Rezeptor Gen oder das Gastrin Gen durch zielgerichtete Mutationen (,,targeted Mutation®)
funktionell inaktiviert wurden (10-12). In den CCK-B/Gastrin Rezeptor-defizienten (-/-)
Maiusen fand sich im Vergleich zu genetisch nicht alterierten Kontrolltieren ein deutlich
erhohter gastraler pH-Wert sowie eine komplett unterbundene HDC-Genexpression bei
gleichzeitig maximal induzierter Hypergastrindmie (10-12). Demgegeniiber sind
Hypergastrindmien, die durch Gabe von Protonenpumpeninhibitoren, H,-Blockern oder durch
Vorliegen einer chronisch-atrophischen Gastritis ausgeldst wurden, durch Erhéhung der
gastralen Histaminsynthese, eine Steigerung der HDC-Aktivitit sowie eine verstirkte gastrale
Expression des HDC-Gens gekennzeichnet (5, 13).

Neben den beschriebenen Verinderungen des Histaminmetabolismus sowie der HDC-
Genexpression zeigten diese Studien, daB3 eine Erhdhung der zirkulierenden Gastrinspiegel
auch zu einer Aktivierung des Chromogranin A Gens in gastralen ECL-Zellen sowie zu einer
verstarkten CgA-Sekretion fiithrt (4, 5). Chromogranin A (CgA) ist ein Matrixprotein
sekretorischer, neuroendokriner Vesikel und ist in seiner Expression strikt auf das
neuroendokrine System beschriankt (14). Im menschlichen Magen wird CgA iiberwiegend
durch ECL-Zellen synthetisiert (14). Neben seiner essentiellen Rolle fiir die Stabilisation von
neuroendokrinen sekretorischen Vesikeln, beeinflufit CgA die Pro-Hormon-Prozessierung
sowie die Sortierung sekretorischer Proteine in neuroendokrinen Zellen (15). Dariiberhinaus
sind CgA-Spaltprodukte in der Lage, sekretorische Funktionen exokriner und endokriner
Zellen zu beeinflussen (15). Dieses biologische Profil von CgA fiihrte in Verbindung mit der
Beobachtung einer parallelen, Gastrin-abhdngigen Genexpression von CgA und HDC in ECL-



Zellen zu der Einschitzung, dal die funktionelle Kopplung beider Gene eine grundlegende
Voraussetzung fiir die regelrechte Funktion von ECL-Zellen darstellt. Obwohl die
Entwicklung des Modells einer parallelen, Gastrin-stimulierten HDC- und CgA-Expression
wesentlich zu einem besseren Verstindnis der physiologischen Zusammenhéinge der
Magensdureregulation beigetragen hat, blieben die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen der Gastrin-abhingigen HDC- und CgA-Genexpression unklar.
Die Bedeutung von CgA fiir die sekretorischen Abldufe in neuroendokrinen Zellen wird durch
die Beobachtung unterstrichen, dafl Patienten mit neuroendokrinen Tumoren und gleichzeitig
bestehendem Hypersekretionssyndrom regelhaft erhdhte CgA-Plasmaspiegel sowie eine
intensive Expression von CgA im Tumorgewebe aufweisen (14). Die Behandlung dieser
Patienten mit Interferon-o fiihrt zu einer Verminderung der Hypersekretions-symptomatik
sowie zu einer Reduktion der CgA-mRNA Expression im Tumorgewebe (16). Diese
Beobachtung legt nahe, daf3 Interferon-o seine Wirkung hierbei zumindest teilweise durch
eine Beeinflussung der CgA-Expression im Tumorgewebe herbeifiihrt, wobei eine
Beeinflussung von transkriptionellen Mechanismen eine Rolle zu spielen scheint. Eine
experimentelle Uberpriifung dieser Hypothese in einem geeigneten Modellsystem stand
jedoch ebenso wie die Entwicklung einer Vorstellung iiber die moglicherweise beteiligten
molekularen Mechanismen bislang aus.

Voraussetzung fiir den regelrechten Ablauf von Sekretionsvorgingen in ECL-Zellen ist die
Formation, membrannahe Bereitstellung sowie die koordinierte Fusion von sekretorischen
Vesikeln mit der Plasmamembran. Als strukturelle Grundlage fiir regulierte Sekretionsabléufe
im neuroendokrinen System konnte in Nebennieren- und endokrinen Pankreaszellen ein
Sekretionsapparat identifiziert werden, der in hohem Mafle dem Sekretionsapparat neuronaler
Zellen gleicht (17, 18). Dieser Sekretionsapparat umfaf3t zwei charakteristische Vesikeltypen,
sogenannte ,,Large Dense Core Vesicles® (LDCVs) sowie ,,Small Synaptic Vesicles* (SSVs),
die jeweils durch charakteristische Inhalts- und Membranproteine identifizierbar sind (14,
19). Desweiteren umfallt der neuronale Sekretionsapparat eine Reihe von Islichen Proteinen,
die sich im Laufe des Sekretionsprozesses von LDCVs und SSVs zu einem briickenbildenden
Fusionskomplex zwischen sekretorischem Vesikel und Plasmamembran zusammenschlie3en
und hierdurch eine geregelte Fusion von Vesikeln und Zellmembran sicherstellen. Dieser
Fusionskomplex umfafit im wesentlichen die Proteine ,,N-ethylmaleimide-sensitive Factor*
(NSF), ,,Soluble NSF-attachment Proteins*“ (SNAPs) sowie ,,SNAP Receptors® (SNAREs),
die sich wiederum in ,,vesikular SNAREs* (v-SNARESs) und ,,target SNAREs* aufteilen. Die



letztere Gruppe findet sich hierbei im Bereich der Plasmamembran, wéihrend v-SNARESs
Bestandteile der zu fusionierenden Vesikelmembranen sind (17). Die Prozessierung von
Sekretionsprodukten wie Hormonen oder regulatorischen Neuropeptiden unterliegt in
neuroendokrinen Zellen dem EinfluB entsprechender prozessierender Enzyme (20).
Desweiteren ist eine geeignete zelluldre Ausstattung mit vesikuliren Monoamintransportern
(VMATS) erforderlich, um sekretorische Vesikel mit diesen Molekiilen zu beladen und somit
eine Freisetzung dieser wichtigen neuroendokrinen Sekretionsprodukte zu ermdéglichen (21).
Im Gegensatz zu den detaillierten Vorstellungen iiber den Sekretionsapparat und das
Expressionsmuster prozessierender Enzyme und vesikuldrer Monoamintransporter in
neuroendokrinen Zellen des Pankreas und der Nebenniere, blieben die entsprechenden
molekularen Details des Sekretionsapparates von ECL-Zellen des menschlichen Magens

bislang unklar.

1.2.  Pathophysiologische Bedeutung des gastralen Histaminmetabolismus

Neben seiner zentralen Rolle als physiologischer Sdurestimulus ist die Bedeutung des im
Magen durch HDC-Aktivierung gebildeten Histamins fiir die gastroduodenale
Ulkuspathogenese unbestritten. In verschiedenen tierexperimentellen Ulkusmodellen konnte
gezeigt werden, dal3 eine pathologisch gesteigerte Histaminproduktion mit einer parallelen
Steigerung der HDC-Aktivitét assoziiert ist und zur Ausbildung peptischer Léisionen beitrigt
(22, 23). Eine Hemmung der Histaminwirkung oder der HDC-Aktivitét fiihrt im Tiermodell
zu einer deutlichen Verminderung peptischer Schleimhautldsionen (22, 23). Wesentliche
Mechanismen der pathogenen Wirkung von Histamin auf die Magenmukosa scheinen eine
Beeinflussung von Gefdlpermeabilitit, Blutgerinnung sowie eine Modulation des
Immunsystems zu sein (6, 22, 23). Im Gegensatz zu seinen ulzerogenen Wirkungen kann
Histamin jedoch auch Regenerationsvorginge der gastrointestinalen Mukosa stimulieren.
Dieser Effekt wurde eindrucksvoll durch Untersuchungen in  verschiedenen
tierexperimentellen Ulkusmodellen belegt, wobei die Effekte von Histamin in diesem
Zusammenhang durch Aktivierung von Histamin Typ 1 (H;-Rezeptoren) vermittelt werden
(6, 22, 23). An der regenerationsféordenden Wirkung von Histamin scheint neben einer

Modulation der lokalen Entzlindungsreaktion sowie einer Stimulation der Migration



epithelialer Zellen, auch ein direkt proliferationssteigernder Effekt auf Epithelzellen
zugrundezuliegen (6, 22, 23).

Entziindliche Verdnderungen des oberen Gastrointestinaltraktes sind durch erhohte
Produktion von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROMs) in mukosalen Epithelzellen
gekennzeichnet. Hierbei fiihren extrazelluldre Faktoren wie inflammatorische Zytokine oder
UV-Bestrahlung sowie Verdnderungen von Osmolaritit und pH-Wert zur Aktivierung von
epithelialen Redoxsystemen, woraus eine intrazellulire Akkumulation von ROMs resultiert
(24, 25). Diese als oxidativer Stress bezeichnete zelluldre Situation spielt eine wichtige Rolle
sowohl fiir die Regulation akuter und chronischer Entziindungsreaktionen als auch fiir die
Regeneration betroffener Gewebe (25). Dariiberhinaus scheint eine Erhdhung des zelluldren
oxidativen Stresses auch fiir die Progression maligner Tumoren von wesentlicher Bedeutung
zu sein (26). Grundlage der Wirkung von ROMs auf Epithelzellen ist die Beeinflussung einer
Reihe zelluldrer Funktionen wie Proliferation, Zellzyklus-Progression und Genexpression
(25). Epithelzellen der Magenmukosa sind typischerweise durch pathologische Situationen
wie akute oder chronische Gastritiden sowie im Rahmen der Entstehung von Ulzerationen
oder malignen Lésionen erhohtem oxidativen Stress ausgesetzt (25, 26). Dariiber hinaus
wurde in der Mukosa des oberen Gastrointestinaltraktes unter Bedingungen erhohten
oxidativen Stresses eine verstirkte Histaminsynthese sowie eine Steigerung der HDC-
Aktivitdit nachgewiesen (26, 27). Obwohl diese Daten einen direkten Zusammenhang
zwischen der Produktion von oxidativem Stress und einer Aktivierung des HDC-Histamin-
Systems nahelegten, blieb bislang ungeklédrt, ob oxidativer Stress hierbei einen direkten
Einfluf auf die HDC-Genexpression nehmen kann und ob hieran mdglicherwiese
transkriptionelle Mechanismen beteiligt sind.

Das duale biologische Profil des Histamins hat inbesondere durch den Nachweis eines
aktivierten gastralen Histaminmetabolismus unter den Bedingungen einer Helicobacter pylori
(Hp)-Infektion des Magens an Bedeutung gewonnen (28). Das mikroaerophile, gramnegative
Bakterium Helicobacter pylori ist ein zentraler pathogener Faktor fiir die Entstehung
chronischer Gastritiden und gastroduodenaler Ulzera (28, 29). Das Bakterium scheint
auBerdem kausal an der Pathogenese von Adenokarzinomen und mukosa-assoziierten
Lymphomen (MALT-Lymphomen) des Magens beteiligt zu sein (28, 29). Die pathogene
Wirkung von Hp auf die gastroduodenale Mukosa ist multifaktoriell bedingt: neben
keimspezifischen Virulenzfaktoren spielen Wirtsfaktoren sowie Umweltfaktoren offenbar

eine Rolle (28, 29). Widhrend die akute Hp-Infektion zu einer voriibergehenden, die



Erstbesiedelung begiinstigenden Reduktion der Magensduresekretion fiihrt, ist die chronische
Hp-Infektion héufig durch eine Erhohung der Magenséduresekretion und Hyperaziditét
gekennzeichnet (30). Hierbei ist die Aufrechterhaltung der Aziditit des Magens wichtige
Voraussetzung fiir die Persistenz von Hp, da hierdurch die Besiedelung des Magens durch
andere, nicht-sdureresistente Mikroorganismen erschwert wird (30). Grundlage fiir die Hp-
assoziierte Hyperaziditit ist eine Beeinflussung der physiologischen Regelkreise der
Magensduresekretion (28, 30). Neben einer Hp-getriggerten Erhohung der zirkulierenden
Gastrinspiegel sowie einer Reduktion der antralen Somatostatin-Expression ( 28, 30), scheint
eine Interferenz des Bakteriums mit dem mukosalen Histaminstoffwechsel hierbei von
Bedeutung zu sein. FEine stimulierende Wirkung von Hp auf den gastralen
Histaminmetabolismus wurde in verschiedenen Studien beobachtet (31-33). Dariiber hinaus
wiesen Untersuchungen an isolierten ECL-Zellen der Ratte darauf hin, daf ein direkter Effekt
des Bakteriums auf den Histaminmetabolismus hierbei von Bedeutung ist (33). Unklar blieb
jedoch auf welche Weise ein solcher Eingriff durch Hp ablaufen kdnnte und ob das HDC-Gen
hierbei ein Zielpunkt der Wirkung des Bakteriums ist.

Die Beobachtung, dal nur eine Minderheit der Hp-infizierten Personen schwerwiegende
Erkrankungsverldufe entwickeln, die durch Entwicklung von gastroduodenalen Ulzerationen,
Adenokarzinomen oder B-Zell Lymphomen gekennzeichnet sind, fiihrte zu der Hypothese,
daB neben Wirtsfaktoren auch eine Divergenz der beteiligten Hp-Stimme hinsichtlich ihres
pathogenen Potentials fiir den klinischen Verlauf der Infektion von entscheidender Bedeutung
sind (29, 34). Durch Identifizierung und Genotypisierung von Hp-Stdmmen, die klinisch mit
einer schwerwiegenden Schidigung der gastroduodenalen Mukosa assoziiert sind, wurden das
,Vacuolating Cytotoxin A*“ (VacA) sowie Genprodukte der ,,Cytotoxin-associated gene A
(cagA)-Genregion als Virulenzfaktoren identifiziert, die ursdchlich den unterschiedlichen
klinischen Verldufen der Hp-Infektion zugrunde liegen konnten (29, 34). VacA ist ein 140-
kDa grofes, heterodimeres Protein mit vakuolisierender, toxischer Wirkung auf epitheliale
Zellen (28, 29, 34). Obwohl das kodierende vacA-Gen in allen Hp-Stdmmen zu finden ist,
exprimieren nur 50% aller vacA-positiven Hp-Stamme bioaktives VacA-Protein (1, 3, 4).
Infektionsexperimente mit isogenen vacA-Mutanten in Mdusen zeigten, da3 dieses Protein in
der Magenmukosa in vivo offenbar eine Epithelschidigung auszuldsen vermag, jedoch keine
Entziindungsreaktion hervorruft (4). Neben dem vacA-Gen scheinen Genprodukte des cagA-
Genlocus Determinanten der Pathogenitit von Hp zu sein (28, 29, 34). Die auch als

,Pathogenititsinsel“ (PAI) bezeichnete, etwa 40-kB umfassende cagA-Region enthilt eine
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Reihe von Genen, die fiir potentielle Virulenzfaktoren kodieren (34). Tierexperimentelle
Untersuchungen unter Einsatz isogener Hp-Mutanten zeigten, da3 der cagA-Genlocus eine
wesentliche Rolle fiir die Auslosung der inflammatorischen Reaktion im Rahmen der Hp-
Infektion spielt, wihrend diese Region keine wesentliche Bedeutung fiir die Kolonisation
durch Hp zu haben scheint (30, 34). cagA-positive Hp-Stimme induzieren im Vergleich zu
cagA-negativen Stimmen in vitro eine ausgepragtere IL-8-Produktion, sowie eine Stimulation
des Transkriptionsfaktors NF-xB (30, 34). Die hieran beteiligten cagA-Gene kodieren fiir
Genprodukte, die in der Bakterienmembran einen Typ IV Sekretionsapparat ausbilden (30-
35). Durch Einsatz dieses Typ IV Sekretionsapparat scheint das Bakterium in der Lage zu
sein, eigene Bestandteile in epitheliale Wirtszellen einzuschleusen (30-35). In welchem
Umfang cagA und/oder VacA-assoziierte Virulenzfaktoren an der Wirkung des Bakteriums
auf den gastralen Histaminmetabolismus beteiligt sind, oder ob mdglicherweise weitere
Virulenzfaktoren hierbei eine Rolle spielen, ist nicht bekannt.

Ziel unserer Untersuchungen war es daher, der Frage nachzugehen, inwieweit Hp eine direkte
Wirkung auf das HDC-Gen ausiiben kann und welche molekularen Mechanismen einer
solchen potentiellen Wirkung zugrunde liegen. Neben der Analyse der beteiligten
Signalwege, Transkriptionsfaktoren und Promotorelemente, stand eine Charakterisierung der

verantwortlichen bakteriellen Virulenzfaktoren hierbei im Vordergrund.
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2. Ziele der Untersuchung

Neben der Bereitstellung von Sekretionsprodukten und deren Verpackung in sekretorische
Vesikel, ist die nachfolgende Vesikelfusion mit der Plasmamembran ein zentraler Schritt
neuroendokriner  Sekretionsabldufe. = Grundlage  hierfiir  bildet ein  komplexer
Sekretionsapparat, der in seinem Aufbau in neuronalen Zellen bereits aufgekldart werden
konnte. Da iiber die molekularen Details des Sekretionsapparates in menschlichen ECL-
Zellen weitgehend Unklarheit bestand, war es Ziel der Untersuchungen weiteren Aufschlufl
hierzu zu erbringen. Dariiberhinaus sollte geklart werden, ob im Laufe der Transformation
normaler ECL-Zellen zu ECLomen Verdnderungen im Aufbau des neuroendokrinen

Sekretionapparates festzustellen sind.

Die koordinierte Regulation der Gene fiir Histidindekarboxylase und Chromogranin A durch
das Peptidhormon Gastrin in ECL-Zellen des Magens ist von wesentlicher Bedeutung fiir die
Saureregulation des menschlichen Magens. Trotz der physiologischen Bedeutung dieses
Regulationsmechanismus sind die molekularen Ablidufe der Wirkung von Gastrin hierbei
weitgehend unverstanden. Ziel der Untersuchungen war es daher, die der Wirkung von
Gastrin auf die Expression beider Gene zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu
analysieren sowie die beteiligten Signaltransduktionswege, Transkriptionsfaktoren und

regulatorischen DNA-Elemente aufzukliren.

Nach Charakterisierung des Chromogranin A-Promotors und seiner Regulation in vitro, sollte
in in vivo Experimenten gepriift werden, ob ein CgA-Promotorfragment in transgenen
Maiusen eine ECL-Zell-/neuroendokrin-spezifische Expression herbeifiihren kann und ob
hierbei auch unter in vivo Bedingungen eine Gastrin-abhéngige Regulation des CgA-
Promotors festzustellen ist. Langfristige Zielsetzung dieses transgenen Experimentes ist die
Entwicklung von transgenen Mausmodellen auf der Basis des CgA-Promotors, die weitere

Untersuchungen des gastralen und extra-gastralen neuroendokrinen Systems in vivo erlauben.

Eine Inhibition der CgA-Genexpression in neuroendokrinen Tumoren scheint einen
Mechanismus der supprimierenden Wirkung von Interferon-a auf das Hypersekretions-
syndrom neuroendokriner Tumorpatienten darzustellen. Da bislang keine Vorstellungen

hinsichtlich eines potentiellen Wirkmechanismus von Interferon-o hierbei vorlagen, sollten in
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vitro Untersuchungen Aufschluf3 dariiber erbringen, inwieweit der CgA-Promotor in seiner
Aktivitidt durch Interferon-oo beeinflult werden kann und ob sich hieraus neue Ansétze zur
Therapie des neuroendokrinen Hypersekretionssyndroms ergeben kénnen.

Neben seiner zentralen Rolle als sdureregulierender Mediator ist Histamin an der Pathogenese
von Gastritiden und gastroduodenalen Ulzerationen beteiligt. Hierbei scheint eine
Aktivierung des HDC-Gens durch zelluldren oxidativen Stress sowie durch Helicobacter
pylori von wesentlicher Bedeutung zu sein. Um die bislang nur liickenhaften Vorstellungen
zur Regulation des HDC-Gens unter diesen pathologischen Bedingungen zu ergénzen und
moglicherweise neue therapeutische Angriffspunkte definieren zu kénnen, untersuchten wir
die Wirkung von oxidativem Stress und von Helicobacter pylori auf die Regulation des

humanen HDC-Gens in einem in vitro-Modell.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1.  Analyse des molekularen Sekretionsapparates gastraler ECL-Zellen

Als Grundlage fiir die weiteren Studien erfolgte zunéchst eine detaillierte Charakterisierung
der Komponeneten des Sekretionsapparates von ECL-Zellen des menschlichen Magens.
Dartiberhinaus sollte im Rahmen dieser Untersuchung gekldrt werden, ob das in ,,normalen*
ECL-Zellen nachweisbare Expressionsmuster dieser Proteine im Verlaufe der Transformation
dieses Zelltyps zu ECLomen einer Verdnderung unterliegt. Zusammenfassend zeigte unsere
Studie, dal ECL-Zellen des menschlichen Magens die typischen Bestandteile des
neuroendokrin-neuronalen Sekretionsapparates aufweisen, der neben t-SNARE- und v-
SNARE Proteinen auch das 25-kDa SNAP-Protein (Synaptosome-Associated Protein) sowie
Syntaxin und Synaptobrevin umfafit (10). AuBerdem liel sich neben der Prdsenz des
vesikuldren Monoamintransporters Typ 2 (VMAT2), die Expression der Hormon-
prozessierenden Enzyme Prohormonconvertase Typl und Carboxypeptidase E (CPE) in ECL-
Zellen nachweisen. Hierdurch wurde demonstriert, dall der in neuronalen Zellen sowie in
neuroendokrinen Zellen des Nebennierenmarkes und des endokrinen Pankreas nachgewiesene
Sekretionsapparat, auch der sekretorischen Aktivitdit von ECL-Zellen des menschlichen
Magens zugrundeliegt. Ein Vergleich des Expressionsmusters dieser Proteine in
untransformierten ECL-Zellen mit dem von ECLomen zeigte, dal die Expression des
Sekretionsapparates, prozessierender Enzyme sowie des vesikuldren Monoamintransporters
Typ 2 im Verlauf der ECL-Zell-Transformation aufrechterhalten wird und hierdurch die
strukturelle Grundlage fiir eine sekretorische Aktivitit von ECLomen erhalten bleibt (10).
Nachdem durch diese Untersuchungen wesentliche Strukturelemente des Sekretionsapparates
menschlicher ECL-Zellen des Magens identifiziert werden konnten, war es Ziel der
nachfolgenden Studien, die molekukularen Mechanismen zu erarbeiten, die der Wirkung von
Gastrin, dem zentralen peptidergen Stimulus von ECL-Zellen, auf seine Zielgene
Histidindekarboxylase und Chromogranin A zugrundeliegen. Da diese beiden Gastrin-
regulierten Gene eine zentrale Rolle fiir die Sdureregulation im menschlichen Magen spielen,
konnen weitere Einblicke hinsichtlich der molekularen Mechanismen ihrer Regulation durch
Gastrin, einen wesentlichen Beitrag zum Verstindnis dieses physiologisch und

pathophysiologisch wichtigen Regulationszusammenhanges erbringen.
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3.2.  Regulation der gastralen HDC-mRNA Expression in vivo

Vorangegangene Untersuchungen hatten gezeigt, dal Hypergastrindmien unterschiedlicher
Genese mit vermehrter gastraler HDC-mRNA Expression einhergehen. Unklar blieb hierbei,
in welchem Zusammenhang die HDC-mRNA Expression zum Ausmaf3 und Zeitdauer der
Hypergastrindmie steht und ob die Expressionsverdnderungen mit der Kinetik einer
transkriptionellen Regulation vereinbar sind. Zur Beantwortung dieser Fragen analysierten
wir die HDC-mRNA Expression im Magen von Ratten nach Erzeugungung einer
Hypergastrindmie durch intraperitoneale Injektion des Protonenpumpeninhibitors Omeprazol,
wobei konventionelle "Northern Blot"-Techniken sowie das Verfahren der "in situ"-
Hybridisierung verwendet wurden (1, 2). Da Analysen der Histaminspiegel und der HDC-
Proteinexpression darauf hinwiesen, dal die HDC-Expression einem gewebe- und
entwicklungsspezifischen Muster unterliegt, wurde das HDC-mRNA Expressionsmuster in
verschiedenen Geweben erwachsener Ratten sowie im Verlaufe der Embryonalphase durch
,Northern Blot"-Analyse untersucht. Unsere Untersuchungen zeigten, da3 eine Omeprazol-
induzierte Hypergastrindmie in der Korpusmukosa von Ratten innerhalb von 12 h zu einer 4-
5-fachen Erhohung der HDC-mRNA Konzentrationen fiihrt. Durch nachfolgende in situ
Hybridisierungen konnten die im ,,Northern Blot* beobachteten HDC-mRNA-Expressions-
verdnderungen den ECL-Zellen der Korpusmukosa zugeordnet werden (1, 2). Parallel hierzu
durchgefiihrte Messungen der Gastrin-Plasmakonzentrationen zeigten, dall die Plasmaspiegel
des Peptidhormons 5-6-fach gegeniiber Kontrollwerten erhoht waren (2). Die Untersuchung
des gewebespezifischen Expressionsmusters zeigte in fetalen Ratten hohe HDC-mRNA-
Konzentrationen in der Leber und weniger ausgeprigte HDC-mRNA-Expression in Magen
und Pankreas (1). Die Analyse des perinatalen Zeitverlaufes der HDC-mRNA Expression
zeigte parallele Expressionsverldufe des HDC-Gens in Magen und Leber. Hohe HDC-mRNA-
Konzentrationen fanden sich in beiden Organen prénatal. Nach der Geburt fand sich zunéchst
keine HDC-Expression, erst am 7. postnatalen Tag war eine Expression von HDC-
Transkripten in beiden Organen wieder detektierbar, wobei die gastrale HDC-mRNA
Expression deutlich iiberwog (1). Zusammenfassend bestitigten unsere Studien die
Beobachtung, da3 es unter Bedingungen einer Hypergastrindmie zur Erhohung der gastralen

HDC-mRNA-Expression kommt. Hierbei entspricht der, in der vorliegenden Untersuchung
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erstmals  erhobene detaillierte  Zeitverlauf der HDC-mRNA-Expression  unter
Hypergastrindmie, einer transkriptionellen Regulation des HDC-Gens durch Gastrin.
Dartiberhinaus wurden die beschriebenen HDC-Expressions-verdnderungen unter
Hypergastrindmie durch unsere ,,in situ"-Hybridisierungen erstmals direkt dem ECL-Zell-
Kompartiment der Magenmukosa zugeordnet. Die Analyse der embryonalen HDC-mRNA-
Expression demonstrierte erstmals, dafl es im Verlaufe der embryonalen Entwicklung zu einer
Verdnderung des gewebespezifischen Expressionsmusters des HDC-Gens kommt, wobei die
zentrale Rolle des Magens als Expressionsort der HDC in der post-partalen Entwicklung
unterstrichen wurde. Basierend auf diesen in vivo-Daten war es Ziel der weiteren
Untersuchungen, die Wirkung von Gastrin auf die transkriptionelle Aktivitdt des HDC-Gens
durch molekularbiologische in-vitro Untersuchungen weiter zu charakterisieren sowie die
hieran beteiligten molekularen Mechanismen zu identifizieren. Hierbei stand neben der
Analyse der beteiligten Signalwege und Transkriptionsfaktoren eine Charakterisierung der

verantwortlichen Promotorelemente im Vordergrund.

3.3.  Charakterisierung der Gastrin-responsiven Region des HDC-Promotors

Ein grundsitzliches Problem von molekularen Untersuchungen der Biologie von ECL-Zellen
besteht in der fehlenden Verfiigbarkeit einer permanenten ECL-Zellinie fiir in vitro
Untersuchungen. Hierbei ist die Etablierung einer permanenten humanen ECL-Zellinie vor
allem auch durch die Tatsache erschwert, dal3 technische Limitationen keine Praparation einer
reinen ECL-Zellpopulation aus der Magenmukosa zulassen. Vor diesem Hintergrund wurde
die humane Magenadenokarzinom-Zellinie AGS-B als Zellmodell fiir die nachfolgenden
funktionellen ~HDC-Promotoranalysen etabliert (1, 2). Von uns durchgefiihrte
immunhistochemische Analysen zeigten, daBl diese Zellinie typische neuroendokrine
Markerproteine wie Chromogranin A, Syntagmin und Synaptophysin exprimieren und somit
eine neuroendokrine Differenzierung aufweisen (2). Da AGS-Zellen endogen keine CCK-
B/Gastrin-Rezeptoren exprimieren, wurde ein Expressionskontrukt fiir den humanen CCK-
B/Gastrin-Rezeptor stabil in diese Zellinie transfiziert (1, 2). Die nachfolgende
rezeptorpharmakologische Analyse von CCK-B/Gastrin-Rezeptor-exprimierenden AGS-B
Zellklonen ergab, dafl die durch AGS-B-Zellen exprimierten CCK-B/Gastrin-Rezeptoren
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hinsichtlich von Bindungseigenschaften und Rezeptorzahl den Chakteristika von "Wild-Typ"-
Rezeptoren entsprechen (2).

Nach Etablierung der AGS-B Zellinie erfolgte zunichst eine initiale Charakterisierung der
HDC-Promotoren von Ratte und Mensch unter Verwendung von 1,8 kB- (Mensch) oder 1,3
kB-langen (Ratte) Fragmenten der HDC-5'-flankierenden Region. Hierzu wurden die
entsprechenden Promotorfragmente nach Klonierung aus genomischen DNA-Bibliotheken
von Ratte und Mensch isoliert und in Reportergenvektoren, die das Luciferase Reportergen
umfaliten, kloniert (2, 4). Die funktionelle Analyse dieser HDC-Luciferase
Reportergenkonstrukte  zeigte eine dosis- und zeitabhdngige Stimulation der
transkriptionelllen Aktivitdt beider HDC-Promotoren durch Gastrin und sein Analogon CCK-
8 (2, 4). Die zur Eingrenzung des Gastrin-responsiven Bereiches der HDC-Promotoren
durchgefiihrte 5'-Deletionsanalyse zeigte, dafl ein entsprechendes DNA-Element fiir beide
Gene in proximalen Promotorabschnitten lokalisiert ist (2, 4). Durch Konstruktion und
transiente Transfektion von 5'- und 3'-Promotor-Deletionsmutanten wurde eine weitere
Eingrenzung der Gastrin-responsiven DNA-Sequenz im humanen HDC-Promotor erreicht (4,
8). Hierbei zeigte sich, das die Gastrin-abhingige Stimulation durch ein Gastrin-responsives,
cis-regulatorisches  Element (GAS-RE) im palindromen Sequenzbereich  5'-+1-
ACCCTTTAAATAAAGGGCCCACACTGGH27-3', vermittelt wird (4, 8). Dieses Gastrin-
responsive Element (GAS-RE), das keine Homologien zu bislang bekannten ,,Enhancer®-
Elementen aufweist, war in der Lage nach Subklonierung in ein heterologes, Gastrin-
unsensibles Promotor-Reportergen System (Herpes Simplex Virus (HSV)-Thymidinkinase-
Luciferase), Stimulierbarkeit durch Gastrin zu vermitteln (4, 8). Hierbei war die Gastrin-
Sensitivitdt dieses Elementes unabhidngig von der Orientierung oder Distanz zum
"Enhancer"-losen Thymidinkinase Minimalpromotor (4, 8). Die weitere Charakterisierung
dieser Sequenz durch ,Electrophoretic-Mobility-Shift-Analyse* (EMSA) zeigte eine
spezifische Bindung von zwei nukledren Proteinen (Transkriptionsfaktoren) mit einem
Molekulargewicht von 35 kDa und 52 kDa an diesen Sequenzbereich (8). Hierbei stimuliert
Gastrin die spezifische Bindung beider Proteine mit identischer Kinetik an den proximalen
(hHDC +1 bis +19) oder distalen (hHDC +11 bis +27 Bp) Teil der GAS-RE Gesamtsequenz
(+1 bis +27 Bp) (8). EMSA-Supershift-Analysen sowie erste Daten zur Proteinsequenz beider
Faktoren deuten darauf hin, daf es sich hierbei um unbekannte Transkriptionsfaktoren handelt
(8). Durch diese Untersuchungen konnte nach Etablierung einer transkriptionellen Regulation

der HDC-Promotoren von Ratte und Mensch erstmals der Gastrin-responsive Bereich des
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humanen HDC-Promotors identifiziert und in seiner Sequenz aufgekldrt werden.
Dariiberhinaus wurden die an dieses Element bindenden nukledren Proteine als neuartige,

bislang nicht beschriebene Transkriptionsfaktoren identifiziert.

Mechanismen der hHDC Gen-Regulation:

+ Coastin
et ogge

-(+1) -ACCCTTRAATAABGGCACACACTGGE#*27)-3’
hHDC -GAS-RE

‘ +1 ‘
5 [ratal +1_ 3

Abb. 1. Schematische Darstellung der Promotorelemente und Transkriptionsfaktoren, die an der
Vermittlung des Gastrineffektes auf den hHDC Promotor beteiligt sind. Abkiirzungen: GAS-RE-
BPs = Gastrin-responsive Element Binding Proteins; HDC-GAS-RE = HDC-Gastrin-responsives
Element: TATA = TATA-Box. Weitere Einzelheiten siehe Text.

3.4.  Analyse der HDC-aktivierenden Signaltransduktionswege

Nach der Identifikation und strukturellen Aufklarung des Promotorbereiches, der die Wirkung
von Gastrin auf das menschliche HDC-Gen vermittelt sowie der Charakterisierung der hieran
bindenden Transkriptionsfaktoren, sollte in den weiterfithrenden Studien die intrazelluldre(n)
Signalkaskade(n) aufgekldrt werden, durch die Gastrin eine transkriptionelle Aktivierung des
HDC-Gens auslost. Hierzu wurden zundchst durch Einsatz geeigneter Reagentien
verschiedene intrazellulire Signalkaskaden (cAMP-, Ca’’, PKC-Signalwege) in AGS-B
Zellen selektiv aktiviert und die Auswirkung dieser Manipulationen auf den HDC-Promotor
untersucht. Es zeigte sich, dal im Gegensatz zu der in verschiedenen Systemen
dokumentierten stimulatorischen Wirkung von Ca’’-vermittelten Signalwegen auf die
Histaminsekretion, die transkriptionelle Aktivitdit der HDC-Promotoren durch diese

Signalkaskaden nicht stimuliert werden kann (2, 4). Im Gegensatz hierzu flihrte direkte
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Aktivierung von Kinasen der Proteinkinase C (PKC)-Familie durch Anwendung des
Phorbolesters PMA zur einer ausgepridgten Stimulation der hHDC-Promotoraktivitit.
Dariiberhinaus war der transaktivierende Effekt von Gastrin auf beide HDC-Promotoren
durch Blockade von PKCs komplett zu unterbinden (2, 4). Da PKC-abhingige Effekte hiufig
durch den AP-1 Transkriptionsfaktor-Komplex vermittelt werden, untersuchten wir die
Bedeutung von AP-1 fiir die Gastrin-abhdngige Aktivierung des HDC-Promotors im AGS-B
Zellmodell (3). Zusammenfassend zeigten unsere Untersuchungen hierbei, dal PKC-
abhingige Aktivierung des AP-1-Komplexes essentiell fiir die Vermittlung des Effektes von
Gastrin ist, wobei die Wirkung von AP-1 jedoch indirekt sein muf}, da der HDC-Promotor
nicht durch AP-1 gebunden wird (3). Im weitern Verlauf der Signaltransduktions-Analyse
zeigte sich, daf Kinasen der ,,Mitogen-aktivierten Proteinkinase“-Familie (MAPKinase-
Familie) eine wesentliche Rolle fiir die Vermittlung der Wirkung von Gastrin auf das Gastrin-
responsive Element des HDC Promotors einnehmen (5). Die MAP Kinase-Superfamilie
umfasst im wesentlichen die beiden Untergruppen der "Extracellular Mitogen-Related
Kinases" (ERKs) und "Jun-Kinases" (JNKs). Beide Kinasegruppen sind unterschiedlichen
intrazelluldren Signalkaskaden zuzuordnen, wobei ERK-Signalwege vorrangig durch
"klassische" Wachstumsfaktoren und Mitogene wie ,,Epidermal Growth Factor* (EGF)
stimuliert werden konnen. JNK-vermittelte Signalkaskaden hingegen werden bevorzugt durch
zelluldre  StreBsituationen wie UV-Exposition oder Zytokine aktiviert. Unsere
Untersuchungen zeigten, dall die Effekte von Gastrin auf den hHDC Promotor durch eine
sequentielle Aktivierung einer Signalkaskade vermittelt werden, die in der Sequenz PKCs >
Raf > MEK-1 > ERKSs verlduft und von Gastrin durch einen Ras-unhéngigen Mechanismus
aktiviert wird (5 und Abb.1). JNK-assoziierte Signalwege spielen fiir die Wirkung von
Gastrin in diesem Zusammenhang keine Rolle, obwohl der hHDC-Promotor durch die JNK-
Kaskade potent transaktiviert werden kann (5). Durch diese Ergebnisse wurden sie
intrazelliilare Signalkaskade, die der Wirkung von Gastrin auf das Schliisselgen der
Histaminsynthese zugrundeliegt erstmals aufgekldrt, wodurch eine Basis fiir weitere
molekulare Analysen der Abldufe Gastrin-abhingiger Genregulation im Magen geschaffen
wurde. Angesichts der Bedeutung von Gastrin fiir die Kontrolle von gastraler Sdureregulation,
Mukosaproliferation und —Differenzierung kdnnen diese Daten einen wesentlichen Beitrag
zum Verstdndnis dieser Abldufe leisten und helfen, neue molekulare Interventionspunkte zu

definieren.
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3.5.  Gastrin und CgA-Promotorregulation

Die parallele Aktivierung des HDC- und CgA-Gens durch Gastrin in ECL Zellen des
menschlichen Magens ist von wesentlicher physiologischer Bedeutung fiir den regelhaften
Ablauf  der = Magenséduresekretion. Nach  Identifizierung der Signalwege,
Transkriptionsfaktoren und DNA-Elemente, die der Wirkung von Gastrin auf das humane
HDC-Gen zugrundeliegen, war es Ziel der weiterfiihrenden Untersuchungen, zu kldren durch
welche Mechanismen Gastrin eine Aktivierung des CgA-Gens herbeifiihrt und inwieweit die
hierbei beteiligten molekularen Mechanismen Ubereinstimmungen mit dem HDC-
regulierenden Mechanismus aufweisen. Unsere Untersuchungen unter Verwendung von CgA-
Reportergenkonstrukten zeigten, dal Gastrin-Stimulation von AGS-B Zellen zu einer
dosisabhingigen Aktivierung des CgA-Promotors fiihrt, die in ihrer Kinetik mit der Wirkung
des Peptides auf den HDC-Promotor vergleichbar ist (7). Durch eine Kombination von 5°-
Deletionsanalyse und gerichteter Promotor-Mutagenese konnte in funktionellen
Untersuchungen ein Element im Bereich von CgA -92 bis -62 Bp als Gastrin-responsives
Element des CgA-Gens identifiziert werden, wobei dieser Bereich keine relevanten
Sequenzhomologien zum HDC-Promotor aufweist. Dariliberhinaus zeigten EMSA-Studien,
daBB der Sequenzbereich CgA 5°-92/-62 -3° Bp nicht durch die HDC-aktivierenden
Transkriptionsfaktoren GAS-RE-BPs gebunden wird und somit ein weiteres, neues Gastrin-
responsives Element (GAS-RE) reprisentiert (7). Durch funktionelle Mutationsanalyse dieses
Elements konnte nachgewiesen werden, daBl zwei Transkriptionsfaktor-Bindungsbereiche
innerhalb dieser Sequenz fiir die Gastrin-abhangige Regulation essentiell sind: hierbei handelt
es sich um eine Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor CREB (Cyclic AMP Binding
Protein) sowie um ein Bindungselement fiir den Transkriptionsfaktor Sp1 (7). EMSA-Studien
unter Verwendung dieses Elemente zeigten, da Gastrin die Bindung beider
Transkriptionsfaktoren an das CgA -92/-62 Bp Element stimuliert. Hingegen fiihrt eine
Mutation der Spl- oder der CREB-Bindungsstelle zum Verlust der Gastrin-Sensitivitit des
CgA-Promotors (7). Ko-Expressionsexperimente unter Einsatz von entsprechenden Spl- und
CREB-Konstrukten zeigten, dafl beide Faktoren eine synergistische Wirkung auf den CgA-
Promotor haben (7). Eine Analyse der vermittelnden Signalwege erbrachte den Nachweis, dal3

der Effekt von Gastrin auf den CgA-Promotor durch den gleichen Signalweg vermittelt wird,
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der durch das Peptidhormon auch im Zusammenhang mit der Transaktivierung des HDC-
Gens aktiviert wird. Dariiberhinaus konnte die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren
CREB und Spl durch diese Kaskade als wesentlicher funktioneller Schritt der Gastrin-
abhingigen Transaktivierung des CgA-Gens identifiziert werden (7). Diese Ergebnisse
dokumentieren, daBl die Gastrin-abhdngige Regulation des HDC- und CgA-Gens in
Magenepithelzellen offenbar durch Aktivierung der gleichen Signalkaskade herbeigefiihrt
wird, sich jedoch auf der Ebene der Promotorelemente und hieran bindender

Transkriptionsfaktoren grundsitzlich unterscheidet.

3.6.  Gewebe-spezifische Aktivierung und Gastrin-abhdiingige Regulation des CgA-

Promotors in transgenen Miiusen

Nach Charakterisierung der molekularen Mechanismen, die der transaktivierenden Wirkung
von Gastrin auf den CgA-Promotor in Magenepithelzellen zugrundeliegen, sollte in
nachfolgenden transgenen in vivo-Experimenten untersucht werden, inwieweit durch Einsatz
eines CgA-Promoterfragmentes, eine neuroendokrin-/ECL-Zell-spezifische Expression von

heterologen Proteinen in einem transgenen Mausmodell herbeizufiihren ist.

mCgA 5‘-flanking DNA

PvUII
-4.800 bp +42 bp
e Lucierase S |
Xhol Hindlll (I EcoRlI
PCR-fragment
BamHI L

Southern probe

Abb. 2 Schematische Struktur des mCgA4.8kB-Luc Konstruktes. Abkiirzungen: GAS-RE: Gastrin-
responsive Element; TATA= TATA-Boy Element; Restriktionsenzym Schnitstellen: PvU II; BamHI;
Xhol; HindlIll; Die Klammern im Bereich der Luciferase Sequenz bezeichnen Genabschnitte, die in
PCR-Assays odern durch ,,southern Blot Analyse* detektiert wurden.
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Desweiteren sollte in diesen Studien geklart werden, ob in einem solchen transgenen
Mausmodell eine Gastrin-abhéngige Regulation des CgA-Promotors auch unter in vivo
Bedingungen nachzuweisen ist. Zur Herstellung eines entsprechenden transgenen Modells
wurde ein Konstrukt angefertigt, in dem die Expression des Luciferase Reportergens unter der
Kontrolle von 4.8 kB der CgA-Promotors der Maus steht (Abb. 2 und 12). Das Luciferase-
Reportergen eignet sich fiir diesen Zweck besonders, da es durch ein einfaches und hoch-
sensitives Verfahren in Gewebelysaten quantitativ nachgewiesen werden kann und hierdurch
sowohl die Identifizierung von Reportergen-exprimierenden Geweben als auch quantitative
Studien des Expressionsverhaltens des Transgens deutlich erleichtert werden. Dariiberhinaus
stehen kommerzielle Antikorper flir eine immunhistochemische Analyse der Luciferase-

Expression zur Verfiigung.
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Abb. 3 Gewebespezifische Expression des CgA4.8kB-Luciferase Transgens. Dargestellt sind die, der
Expression des Transgens entsprechenden Luciferase Aktivititen in verschiedenen Organen
transgener Mause. Die in (A) und (B) dargestellten Daten entsprechen hierbei den Expressionswerten
zweier unabhéngiger Mauslinien.

Daher wurde unter Einsatz von Standardtechniken das CgA-Luciferase-Konstrukt in die
Keimbahn von Miusen eingebracht und durch ,,Southern Blot“- und PCR-Analysen von
genomischer DNA insgesamt vier verschiedene transgene Mauslinien mit einer stabilen
Intergration des 4.8kBCgA-Luciferase Transgens identifiziert. Nach Expansion dieser Linien

wurde die Expression des Transgenes immunhistochemisch unter Verwendung eines
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spezifischen Luciferase-Antikorpers sowie durch Luciferase-Assays in Gewebelysaten und
PCR-Analysen charakterisiert. Hierbei fand sich fiir das 4.8kBCgA-Luciferase Transgen ein
Expressionsmuster, daf strikt dem Expressionsmuster des endogenen CgA-Gens entsprach
(Abb. 3). Die Expression des Transgens war dabei ausschlieBlich in neuroendokrinen Zellen
zu finden, wéhrend in nicht-neuroendokrinen Epithelzellen keine Expression nachzuweisen
war (12). Im Magen der 4.8kBCgA-Luciferase Miuse fand sich eine Expression des
Transgens in ECL-Zellen, Gastrin-produzierenden G-Zellen des Antrums sowie in
Somatostatin-produzierenden D-Zellen, wobei die Expression in ECL-Zellen quantitativ weit
iiberwog. Die Wirkung von Gastrin auf die Aktivitdt des Transgenes wurde nach Erzeugung
einer Hypergastrindmie durch mehrfache Injektion des Protonenpumpenblockers Omeprazol
untersucht. Hierbei zeigte sich in 4.8kBCgA-Luciferase Miusen eine selektive Erhhung der
Luciferase-Expression im Bereich des Magenkorpus, wihrend im Bereich des Antrums keine
Verdanderungen der Luciferaseaktivitit und somit der Aktivitit des Transgens festzustellen
war (12). Diese selektive Induzierbarkeit des CgA-Promotors im Magenkorpus steht im
Einklang mit Untersuchungen zur Wirkung einer Hypergastrindmie auf die CgA-Protein- und
mRNA-Expression im Rattenmagen, die eine selektive Steigerung der Expression beider
Parameter im Bereich des Magenkorpus erbracht hatten (Literaturzitate siche 12). Als
physiologische Grundlage fiir diese Korpus-spezifische Regulation des CgA-Transgens ist
eine spezifische Expression von CCK-B/Gastrin-Rezeptoren auf ECL-Zellen der
Korpusmukosa anzusehen, wihrend dieser Rezeptortyp auf anderen neuroendokrinen, CgA-
exprimierenden Zellen des Magens nicht zu finden ist. Zusammenfassend zeigten unsere
transgenen Studien, dal 4.8kB der Promotorsequenz des CgA-Gens alle regulatorischen
Elemente umfafit, die fiir eine Gewebe-spezifische Expression des CgA-Gens in
neuroendokrinen Zellen erforderlich sind. Dariiberhinaus erlaubt die Verwendung dieser
CgA-Promotersequenz in transgenen Experimenten die Expression von heterologen Proteinen
in neuroendokrinen Zellen, einschlieBlich der ECL-Zellen des Magens. Desweiteren weist das
Transgen unter in vivo Bedingungen eine Stimulierbarkeit durch Gastrin auf, wodurch die
Ergebnisse unserer in vitro Untersuchungen, die eine Transaktivierbarkeit des CgA-Promotors

durch Gastrin erbracht hatten, bestitigt werden.

25



3.7.  Inhibition der CgA-Promoteraktivitiit durch Interferon-o

Klinische Studien demonstrierten eindrucksvoll, dafl bei Patienten mit neuroendokrinem
Hypersekretionssyndrom die klinische Symptomatik durch Interferon-o-Therapie deutlich zu
bessern ist. Neben diesem klinischen Effekt kommt es unter Interferon-o-Gabe gleichzeitig zu
einer Verminderung der CgA-mRNA-Expression im Tumorgewebe. Diese Beobachtung
deutet daraufhin, dal der Effekt von Interferon-o. durch eine Verminderung der CgA-
Expression zu erkldren ist und das hierbei eine BeeinfluBung der transkriptionellen Aktivitat
des CgA-Gens von Relevanz sein konnte. Vor diesem Hintergrund gingen wir der Frage nach,
inwieweit Interferon-a in der Lage ist die transkriptionelle Aktivitit des CgA-Promotors zu
beeinflussen und welche Mechanismen an einem solchen potentiellen Effekt von Interferon-o
beteiligt sind. Unsere Untersuchungen zeigten, daB die Behandlung neuroendokriner
Tumorzellen in vitro mit Interferon-a zur einer deutlichen Reduktion (ca. 50-60 %) der
transkriptionellen Aktivitit des CgA-Promotors fiihrt (7). Die detaillierte Analyse der
zugrundeliegenden Mechanismen zeigte, dal der Effekt von Interferon-a hierbei durch
Interferenz mit einem, im Bereich CgA -71 Bp bis -64 Bp lokalisierten, cAMP-responsiven
Element (CRE) des proximalen CgA Kernpromotors beruht. Eigene Untersuchungen sowie
vorangegangene Studien anderer Gruppen hatten dokumentiert, dal dieses Element eine
essentielle Rolle for die basale und stimulierte Aktivitit des CgA-Promotors in
neuroendokrinen Zellen spielt und die Bindung des Transkriptionsfaktors CREB an das CgA-
CRE fiir die Regulation dieses Elementes verantwortlich ist (Literatur in 7). Der
Transkriptionsfaktor CREB unterliegt hierbei einer Regulation durch das Adapterprotein CBP
(CREB Binding Protein), das durch direkte Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor CREB
eine Verbindung zu verschiedenen CREB-regulierenden intrazelluldren Signalkaskaden
herstellt. Vor diesem Hintergrund zeigten unsere Studien, dal3 die inhibierende Wirkung von
Interferon-o. auf das CgA-CRE -71/-64 Bp-Element durch eine funktionelle Inhibition des
Adapterproteins CBP hervorgerufen wird (7). Durch diese Untersuchung wurde erstmals ein
potentieller Wirkmechanismus fiir die Wirkung von Interferon-oo im Rahmen des
neuroendokrinen Hypersekretionsyndroms nachgewiesen und das CgA-Gen als molekulares

Ziel der Interferon-o-Therapie identifiziert. Weitere Studien miissen zeigen inwieweit
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therapeutische Ansitze, die auf eine Verminderung der CBP/CREB-abhidngigen CgA
Expression beruhen, fiir eine Therapie des neuroendokrinen Hypersekretionssyndroms

geeignet sind.

3.8  Oxidativer Stress und HDC-Genregulation

Eine Erhohung des mukosalen oxidativen Stress repridsentiert eine charakteristische
pathologische Situation fiir gastrale Epithelzellen. Hierbei scheint die zu beobachtende
Aktivierung der Histaminsynthese einen wesentlichen Beitrag zum Ablauf der assoziierten
Ulzerations- und Restitutionsmechanismen zu leisten. Daher untersuchten wir, ob oxidativer
Stress eine direkte transaktivierende Wirkung auf das HDC-Gen ausiiben kann und
analysierten verschiedene molekulare Aspekte der zugrundeliegenden Regulations-
mechanismen. Hierbei fand sich, dall oxidativer Stress den hHDC-Promotor dosis- und
zeitabhingig transaktiviert, wobei dieser Effekt durch Aktivierung einer Signalkaskade
vermittelt wird, die sich im proximalen Bereich wesentlich vom Gastrin-stimulierten
Signalweg unterscheidet (6). Wihrend der Effekt von Gastrin auf die ERK-Kaskade durch
einen Ras-unabhédngigen, PKC-abhéngigen Mechanismus vermittelt wird, fithrt oxidativer
Stress zu einer Ras-abhdngigen Aktivierung von ERKs, die im Gegensatz zur Gastrin-
abhédngigen Aktivierung des HDC-Promotors unabhédngig von PKCs verlauft (6 und Abb.1).
Ein wesentlicher Schritt in der Aktivierung der HDC-aktivierenden Kaskade durch oxidativen
Stress, ist die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors (4). Die funktionelle Bedeutung der EGF-
Rezeptoraktivierung fiir die Transmission der Effekte von oxidativem Stress wurde durch
Expression einer Kinase-defizienten, dominant-negativen EGF-Rezeptormutante untersucht.
Hierbei fiihrte die funktionelle Inaktivierung des EGF-Rezeptors im AGS-B-Modell zu einer
Reduktion des Wirkung von oxidativem Stress auf den hHDC-Promotor um etwa 50 % (6).
Hinsichtlich der Aktivierung distaler Signalwege besteht eine Ubereinstimmung zwischen der
Wirkung von oxidativem Stress und Gastrin: von beiden Stimulatoren wird eine Kaskade
aktiviert, die Raf, MEK-1 und ERKs umfafit (6). Auf Promoterebene vermittelt der
Sequenzbereich hHDC +2 bis +27 Bp den Effekt von oxidativem Stress. Dieses Element
wurde in vorangegangenen Experimenten als Gastrin-responsives Element des HDC-
Promotors identifiziert (6). Unsere Daten zeigen erstmals, dal oxidativer Stress die

transkriptionelle Aktivitit des humanen HDC-Gens direkt beeinflussen kann. Dariiberhinaus
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konnten wir die zugrundeliegende Signalkaskade weitgehend aufkliren und hierbei
wesentliche Unterschiede zu der Gastrin-aktivierten, HDC-regulierenden Signalkaskade
nachweisen. Da Entstehung und Verlauf von Gastritiden und gastroduodenalen Ulzerationen
mit erhohten oxidativen Stress in der Magenmukosa einhergehen, tragen diese Daten zu
einem besseren Verstindnis der assoziierten molekularen Abldufe bei und kénnen dariiber
hinaus helfen, neue Interventionsstrategien zur Behandlung dieser pathologischen

Veranderungen zu entwickeln.

3.9  Helicobacter pylori und HDC-Genregulation

Nachdem klinische und tierexperimentelle Studien Hinweise auf eine Aktivierung des
gastralen Histaminmetabolismus im Rahmen einer Helicobacter pylori-Infektion geliefert
hatten, war es Ziel unserer Untersuchung zu kldren, inwieweit das Bakterium einen direkten
Einflu auf die transkriptionelle Aktivitdit des HDC-Gens nehmen kann. Da eine direkte
Beeinflussung der HDC-Expression durch Hp einen neuen Pathogenitdtsmechanismus
reprisentieren wiirde, sind Kenntnisse tiber die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
zur Verbesserung des dtiologischen Verstindnisses der Hp-Infektion sowie zur Definiton
neuer therapeutischer Ansdtze wiinschenswert. Vor diesem Hintergrund lagen die
Schwerpunkte der Untersuchung neben einer Charakterisierung der durch Hp aktivierten
Signalwege, Transkriptionsfaktoren und DNA-Elemente, auf der Identifikation der beteiligten
bakteriellen Virulenzfaktoren. Fiir die in vitro-Infektion mit Hp wurden AGS-B-Zellen nach
Transfektion mit einem hHDC-Luziferase = Reportergenkonstrukt mit  50-100
Bakterien/Epithelzelle kolonisiert und nach 3-stiindiger Inkubation hinsichtlich ihrer
Luziferasektivitit analysiert. Unter diesen Infektionsbedingungen fithrte Hp zu einer 4-6-
fachen Aktivitdtssteigerung des humanen HDC-Promotors (11). Der Effekt von Hp war
hierbei quantitativ ausgeprégter als der des Phorbolesters PMA, der in Voruntersuchungen als
bislang potentester Stimulus der hHDC-Promotoraktivitit charakterisiert werden konnte. Die
nachfolgend durchgefiihrte 5¢-Deletionsanalyse in Verbindung mit
Elementtransferexperimenten zeigte, dall die zuvor als Gastrin-responsives Element des
HDC-Promotors identifizierte Sequenz hHDC 5'-+1-ACCCTTTAAATAAAGGGCCCA-
CACTGG+27-3" auch die Wirkung von Hp auf das hHDC-Gen vermittelt (11). Die durch Hp-

aktivierten nukledren Proteine, die nach Hp-Infektion an dieses Element binden, entsprechen
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den zuvor charakterisierten GAS-RE-BPs, also den durch Gastrin induzierten HDC-
bindenden Transkriptionsfaktoren (8, 11).

Basierend auf diese Charakterisierung des transaktivierenden Einflusses von Hp auf das
HDC-Gen, untersuchten wir nachfolgend die der Wirkung des Keimes hierbei
zugrundeliegenden Virulenzfaktoren. Hierzu wurden in in vitro-Infektionsexperimenten mit
AGS-B-Zellen verschiedene isogene Hp-Mutanten eingesetzt. In diesen Mutanten sind durch
genetische Manipulation bestimmte Genbereiche, die durch vorangegangene Studien als
Sequenzen mit relevanter Humanpathogenitdt identifiziert wurden, funktionell inaktiviert.
AuBerhalb dieser pathogenen Genregionen liegenden Gene des Bakteriums bleiben hierbei
unverdndert und entsprechen dem Hp-,,Wildtyp*“. Unsere Untersuchungen ergaben, daf} die
transaktivierende Wirkung von Hp auf den humanen HDC-Promotor unabhéngig von
Virulenzfaktoren ist, die der CagA- oder VacA-Region des Keimes zuzuordnen sind. Beide
Genbereiche wurden in klinischen Studien sowie tierexperimentell als Virulenzfaktoren
identifiziert durch die eine erhohte Humanpathogenitdt von Hp-Stdmmen erklidrt werden
kann, wobei die Wirkung von cagA-PAI an die Aktivierung von JNK-assoziierten
Signalkaskaden gebunden war. Im Gegensatz hierzu erbrachte unsere Untersuchung den
iiberraschenden Befund, dal der HDC-aktivierende Effekt des Bakteriums auf einer Ras-
unabhéngigen Stimulation von Raf > MEK-1 > ERKs beruht und somit der durch Gastrin
aktivierten Signalkaskade entspricht (11).

Differentielle Genaktivierung von Hp durch
cagA-PAl-abhangige und -unabhangige Virulenzfaktoren

‘N H. pylori
cagA-PAI- cagA-PAI-

unabhingig "”‘ abhidngig

Raf PAK

CCK-B/Gastrin Ay vau
Reze ptor MEK
vy N

Abb. 4. Schematische Darstellung der molekularen Interaktionen von Hp mit Epitelzellen des
Magens. Abkiirzungen: TF1 und TF2 = Transkriptionsfaktor 1 und 2; GAS-RE-BPs=Gastrin-
responsive Element Binding Proteins; IL-8=Interleukin 8. Weitere Einzelheiten siche Text.
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Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dal3 Hp in der Lage ist, das Schliisselgen
der Histaminsynthese im Magen direkt zu aktivieren, wobei diese Wirkung auf die
Aktivierung eines neuen Promotorelements und bislang noch nicht identifizierten
Transkriptionsfaktoren beruht. Der zugrundeliegende Signalweg unterscheidet sich wesentlich
von bislang bekannten Hp-aktivierten Signalkaskaden, wobei die Aktivierung dieser
Signalkaskade durch Hp unabhdngig von bislang bekannten Virulenzfaktoren ablduft. Die
Transaktivierung des HDC-Promotors durch Hp scheint daher auf einem bislang nicht
bekannten Mechanismus zu beruhen, durch den der Keim eine transkriptionelle Aktivierung
von epithelial exprimierten Genen seines Wirtes auslosen kann (Abb. 4). Die
Charakterisierung dieses neuen Mechanismus der Wirkung von Hp auf epitheliale Zielzellen
im menschlichen Magen erweitert das Verstindnis der molekularen Interaktion des
Bakteriums mit seinem Wirt und kann zur Entwicklung neuer therapeutischer Strategien zur
Behandlung von Hp-assozierten Erkrankungen beitragen. Hierbei erscheint insbesondere der
Eingriff in Signalkaskaden sowie Transkriptionsfaktor-DNA-Interaktionen als attraktiv. Erste
tierexperimentelle Daten dokumentieren die potentielle Wirksamkeit solcher Ansitze ‘zur
Behandlung von Hp-getriggerten Verdnderungen der Magenschleimhaut in vivo. Angesichts
der zunehmenden Resistenzentwicklung gegen Antibiotika, die zur Eradikationstherapie von
Hp eingestzt werden, sowie der relativ hohen Therapiekosten bei hoher Inzidenz von Hp-
assoziierten Erkrankungen in Lédndern der Dritten Welt, gewinnen alternative
Therapiekonzepte zunehmend an Bedeutung. Inwieweit diese ersten experimentellen Ansétze

zur Entwicklung anwendbarer Therapeutika fiihren bleibt in weiteren Studien zu kldren.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Aktivierung des HDC-Gens durch Gastrin ist ein zentraler Schritt in der Regulation der
Magensédureproduktion und -Sekretion und spielt dariiber hinaus eine wesentliche Rolle bei
der Entstehung von Gastritiden und gastroduodenalen Ulzerationen. Unsere Untersuchungen
konnten erstmals die molekularen Grundlagen der Wirkung von Gastrin auf das Schliisselgen
der Magensaureregulation aufkldren und hierbei ein bislang nicht vorbeschriebenes cis-
regulatorisches Promotorelement sowie zwei bislang unbekannte Transkriptionsfaktoren als
Vermittler der Gastrinwirkung identifizieren. Neben der Aktivierung des HDC-Gens ist die
Stimulation der CgA-Expression ein zentraler Aspekt der physiologischen Wirkung von
Gastrin auf ECL-Zellen der menschlichen Magenmukosa, wobei eine koordinierte Regulation
beider Gene durch das Peptidhormon funktionell von Bedeutung ist. Unsere Untersuchungen
dokumentieren, daf} die transaktivierende Wirkung von Gastrin auf das CgA-Gen durch die
gleiche Signalkaskade vermittelt wird, durch die das Peptidhormon auch das HDC-Gen
stimuliert. Auf Ebene der Promotorregulation hingegen liegen dem Effekt von Gastrin auf das
CgA-Gen mit den Transkriptionsfaktoren Spl und CREB zwei nukleédre Proteine zugrunde,
die fiir die Regulation des HDC-Promotors keine Bedeutung haben. Wéahrend CREB bereits
durch andere Untersucher als wesentlicher Transkriptionsfaktor fiir die Regulation des CgA-
Promotors beschrieben wurde, konnte Sp1 durch unsere Studien erstmals eine Bedeutung fiir
die Regulation des CgA-Gens zugeordnet werden. Basierend auf diesen Ergebnissen 146t sich
ein Modell der Gastrin-abhéngigen Genregulation in ECL-Zellen entwickeln, demzufolge die
Aktivierung einer identischen Signalkaskade die Grundlage fiir die koordinierte Expression
des HDC- und CgA-Gens bildet, wdhrend durch unterschiedliche Gastrin-responsive
Promotorelemente und Transkriptionsfaktoren in beiden Genen die strukturelle Basis fiir eine
individuelle, gen-spezifische Modulation der Gastrinwirkung gegeben ist. Vor dem
Hintergrund der Bedeutung von Gastrin fiir die Kontrolle von gastraler Sdureregulation,
Mukosaproliferation und —Differenzierung koénnen diese Daten einen wesentlichen Beitrag
zum molekularen Verstindnis dieser Abldufe leisten und helfen, neue molekulare
Interventionspunkte zu definieren.

Unsere transgenen Untersuchungen des CgA-Promotors bestdtigten die in vitro Daten einer
transkriptionellen Regulation der CgA-Gens durch Gastrin und zeigen, dafl durch
Verwendung eines 4.8kB-langen CgA-Promotorfragmentes eine neuroendokrin-spezifische

Expression von Transgenen im Mausmodell erzielt werden kann. Hierdurch konnte erstmals
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ein Transgen definiert werden, daB die Expression von heterologen Proteinen im
neuroendokrinen System einschlieBlich der gastralen ECL-Zellen erlaubt. Durch Verwendung
dieses CgA-Promotorfragmentes in nachfolgenden Untersuchungen werden transgene in vivo
Studien ermoglicht, die wesentlich zur Verbesserung des Verstindnisses der Physiologie und
Pathophysiologie des neuroendokrinen Systems beitragen konnen.

Die klinische Symptomatik von neuroendokrinen Tumorpatienten mit
Hypersekretionssyndrom ist durch Interferon-o-Therapie hdufig deutlich zu bessern, die
molekularen Zusammenhédnge der Interferon-o-Wirkung hierbei waren jedoch bislang
weitgehend unklar. Durch unsere Untersuchungen konnte erstmals ein potentieller
Wirkmechanismus von Interferon-o im Rahmen des neuroendokrinen Hypersekretions-
syndroms nachgewiesen und das CgA-Gen als molekulares Ziel der Interferon-a-Therapie
identifiziert werden. Hierbei wird die inhibierende Wirkung von Interferon-oo durch eine
funktionelle Inhibition des Adapterproteins CBP und konsekutive Reduktion der Aktivitét des
CgA-CRE -71/-64 Bp-Elementes hervorgerufen. Die Entwicklung neuer therapeutischer
Ansitze, die auf einer Verminderung der CBP/CREB-abhingigen CgA-Expression beruhen
ist denkbat, der klinische Wert solcher Interventionen mufl jedoch in weiteren Studien
tiberpriift werden.

Eine Erhohung des mukosalen oxidativen Stresses sowie die Exposition mit Helicobacter
pylori reprédsentieren zwei charakteristische pathologische Situationen fiir gastrale
Epithelzellen. Da beide Zustéinde mit einer Aktivierung der Histaminsynthese assoziiert sind,
analysierten = wir  verschiedene = molekulare =~ Aspekte = der  zugrundeliegenden
Regulationsmechanismen. Hierbei konnte durch unsere Studien erstmals eine
transaktivierende Wirkung von oxidativem Stress auf das HDC-Gen nachgewiesen und eine
EGF-Rezeptor-vermittelte ~ Aktivierung der ERK-Signalkaskade als entscheidender
Regulationsschritt identifiziert werden. Auf Promotorebene werden die Effekte von
oxidativem Stress durch das gleiche Element vermittelt, das auch fiir die Wirkung von Gastrin
auf den HDC-Promotor essentiell ist. Da Gastritiden und gastroduodenale Ulzerationen mit
erhohtem oxidativen Stress in der Magenmukosa assoziiert sind, tragen diese Ergebnisse zu
einem besseren Verstindnis der zugrunde liegenden molekularen Abldufe bei und kénnen
darliber hinaus helfen neue Interventionsstrategien zur Behandlung dieser pathologischen
Verdnderungen zu entwickeln.

Ein weiteres wesentliches Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen war der Nachweis eines

direkten Effektes von Helicobacter pylori auf das HDC-Gen. Uberraschenderweise zeigte
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sich, daB3 das Bakterium hierbei den gleichen molekularen Mechanismus aktiviert, der auch
von Gastrin zur Beeinflussung der HDC-Genaktivitdt benutzt wird. Dariliberhinaus fand sich,
daB3 offenbar bislang nicht bekannte bakterielle Virulenzfaktoren die Aktivierung des HDC-
Gens auslosen. Unsere Befunde zeigen zusammenfassend einen bislang noch nicht
beschriebenen Mechanismus der Interaktion von Helicobacter pylori mit Epithelzellen des
Magens auf. Diese Ergebnisse dokumentieren einerseits einen potentiellen Mechanismus fiir
die Interaktion des Bakteriums mit den physiologischen Regelkreisen der
Magensédureregulation und tragen andererseits durch die Definition von molekularen

Angriffspunkten zur Entwicklung von neuen therapeutischen Ansétzen bei.
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