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Einleitung

1.  Einleitung

Die 5-Lipoxygenase (5-LO) ist das Schlisselenzym fiir die Bildung proinflammatorischer
Leukotriene (LT) aus Arachidonsdure (AA). LT gehdren zur Klasse der Eicosanoide, einer
Gruppe von Signalmolekulen, die durch Oxidation von Fettsauren mit 20 Kohlenstoffatomen
(griech. gixoot, zwanzig) gebildet werden. Zu diesen Entziindungsmediatoren gehdren unter
anderem Leukotrien Bs (LTBa), welches fur Phagozyten-Chemotaxis, Neutrophilen-
Degranulation und Freisetzung von Superoxidanionen verantwortlich ist sowie die Cysteinyl-
Leukotriene (cysLTs), die zu einer Erhéhung der Gefal3permeabilitdt beitragen und somit
potente Bronchokonstriktoren darstellen [1]. Diese Eigenschaften bedingen, dass die 5-LO in
die Pathogenese zahlreicher Erkrankungen, wie zum Beispiel Atherosklerose, Psoriasis,
Asthma bronchiale, allergische Rhinitis und auch diverser Krebserkrankungen involviert ist. Es
ist daher von groBem wissenschaftlichem Interesse, neue Arzneimittel zu entwickeln, welche
als 5-LO-Inhibitoren fungieren kénnen. Einer der vielversprechendsten 5-LO-Inhibitoren war
AA861, der im Jahr 1982 zum ersten Mal beschrieben wurde und klinische Entwicklungsstufe
Phase-2 als Arzneistoff bei Allergien und Asthma bronchiale durchlief [2]. Seine geringe
Bioverfugbarkeit und extensiver Metabolismus tragen allerdings dazu bei, dass die Verbindung
oral als 5-LO-Inhibitor ineffektiv ist und keine ausreichende LT-Inhibition in klinischen
Studien zeigen konnte [3]. Trotz grofRer Bemihungen, neue potente und auch gut vertragliche
5-LO-Inhibitoren in den letzten Jahrzehnten zu entwickeln, ist bis heute nur der Wirkstoff
Zileuton zur Behandlung des Asthma bronchiale auf dem amerikanischen Markt zugelassen.
Durch seine ungunstige Pharmakokinetik, seine schwache inhibitorische Wirkung auf die
5-LO-Produktbildung und sein Potential, schwere unerwinschte Arzneimittelwirkungen
hervorzurufen, ist der Einsatz dieses Eisenligand-Inhibitors jedoch limitiert [4]. Die
Wirkungsweise von 5-LO-Inhibitoren zu verstehen und neue Angriffspunkte an diesem
bedeutenden Enzym zu finden ist daher von &uRerster Relevanz. Zu den neu entdeckten
Angriffspunkten der 5-LO z&hlen vier Cysteine (Cys), welche sich in der Né&he der
Eintrittspforte zum aktiven Zentrum der 5-LO befinden. Es konnte gezeigt werden, dass
Nitrofettsduren (NFS), welche hochreaktive elektrophile Molekiile darstellen, die 5-LO potent
uber Nitroalkylierung dieser Cysteinreste inhibieren. Diese direkte Inhibition kommt durch eine
irreversible Nitroalkylierung der 5-LO an den Cysteinresten Cys416 und Cys418 zustande [5].
Strukturell gehdéren NFS zu einer chemischen Verbindungsklasse, die Michael-Akzeptoren
genannt werden. Michael-Akzeptoren sind durch eine elektronenziehende Gruppe an einer
Doppelbindung charakterisiert, wodurch die Struktur einen stark elektrophilen Charakter erhalt.
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Einleitung

Hierdurch kénnen diese Verbindungen leicht Reaktionen mit Nukleophilen eingehen. Die so
genannte Michael-Addition, bei der eine nukleophile mit einer elektrophilen Substanz reagiert,
spielt eine wichtige Rolle bei der direkten kovalenten Modifikation von Protein-Thiolen. Fir
NFS konnten auferdem antiinflammatorische Effekte im Tiermodell fir pulmonale
Entziindung gezeigt werden. lhre Wirkung war Zileuton aul’erdem uberlegen.. Neben NFS
modifiziert auch U73122, das zuerst als Phospholipase C-Inhibitor (PLC-Inhibitor) beschrieben
wurde, die 5-LO durch kovalente Bindung an Cysteinresten. Das geschieht (ber seine reaktive
Maleinimidgruppe [6]. Obwohl Michael-Akzeptoren hochreaktive Verbindungen darstellen,
kdnnen sie doch, durch gezielte Einstellung der Elektrophilitat der elektronenziehenden Gruppe
oder Anpassung bestimmter Strukturmerkmale, selektive Reaktionen eingehen. Dadurch
kdénnen die so veranderten Verbindungen mit bestimmten Gruppen von Proteinen z.B.
Thiolgruppen reagieren oder eine Konjugation mit Glutathion (GSH) eingehen. Das genaue
Einstellen einer bestimmten Elektrophilitdt des Substituenten am Michael-Akzeptor kann
beispielsweise zu verbesserten therapeutischen Eigenschaften bei Chalkonderivaten fiihren [7].
Bisher ist allerdings unbekannt, ob es sich bei der Bindung und Inhibition der
5-LO-Produktbildung durch michaelreaktive Verbindungen um einen Klasseneffekt der
Michael-Akzeptoren handelt oder ob ganz bestimmte strukturelle Eigenschaften flr die
Interaktion mit den katalytisch relevanten Cysteinen der 5-LO nétig sind. Eine Vielzahl von
Michael-Akzeptoren sind bereits als antiinflammatorisch wirksame Verbindungen beschrieben
worden, doch es gibt hdufig nur wenige Erkenntnise Uber den Wirkmechanismus dieser
Substanzen. Innerhalb dieser Arbeit wurden deshalb verschiedenste Klassen von
michaelreaktiven Verbindungen auf ihr Potential, die 5-LO uber Interaktion mit ihren
Cysteinen zu inhibieren, getestet. Kapitel 11 enthélt hierzu alle innerhalb dieser Arbeit
getesteten michaelreaktiven Substanzen, die alle relevanten Strukturtypen von Michael-
Akzeptoren abdecken sollen, mit den erhaltenen 1Cso-Werten. Die untersuchten Michael-
Akzeptoren lassen sich in sieben verschiedene Gruppen einteilen: Benzochinone,
Naphthochinone, ungeséttigte Verbindungen, Polyphenole, Flavonoide, Nitrostyrene und

Arzneistoffe die innerhalb dieser Arbeit genauer erldutert werden.
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2. Die5-LO

2.1  Struktur der 5-LO

Die 5-LO wird, im Einklang mit ihrer Funktion als Mediator bei Immunreaktionen, vor allem
in Granulozyten (PMNL, polymorphkernige Leukozyten), Monozyten (Vorlaufer der
Makrophagen), Makrophagen, Mastzellen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten
exprimiert [1]. PMNL konnen in neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten unterteilt
werden (Abb. 1), die allesamt 5-LO exprimieren [8]. Sie sind Teil der angeborenen
Immunantwort und bekdmpfen unspezifisch Pathogene. Ihr Bildungsort ist das Knochenmark

(Medulla ossium). Von dort werden sie in das Blut abgegeben.

Stammzelle

)
AN

Myeloische Vorliuferzelle

Lymphatische Vorliuferzelle

V v %

B-Zellen T-Zellen NK-Zellen

Neutrophile Basophile Eosinophile
Granulozyten Granulozyten Granulozyten

Abb. 1: stammbaum der Immunzellen nach Galli et al. [9].


https://de.wikipedia.org/wiki/Makrophage
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Die 5-LO besteht aus einer regulatorischen N-terminalen C2-ahnlichen Domane und aus einer
katalytischen C-terminalen Domane. In letzterer liegt das nicht hamgebundene Eisen im
inaktiven Zustand als Fe?* im aktiven Zentrum der 5-LO vor. Durch Oxidation des Fe?* zu Fe®*,
z.B. durch Lipidhydroperoxide, wird die 5-LO aktiviert. Die C2-&hnliche-Domane interagiert,
entsprechend ihrer regulatorischen Funktion, mit zahlreichen Lipiden sowie Ca?* oder Mg?*.
Unter normalen Bedingungen wird die katalytische Domédne von zwei Aminosduren
(Phenylalanin 177 und Tyrosin 181) verdeckt, die zusammen den sogenannten ,,FY cork “ (F177
and Y181) bilden (Abb. 3) [10]. Es wird angenommen, dass durch Konformationsédnderung der
Aminosduren, welche den ,,FY cork* bilden, ein Eintritt des Substrates in die katalytische
Domane gewéhrt wird [10]. In direkter Nachbarschaft zur Substrateintrittsstelle befinden sich
vier Cysteine (Cys159, Cys300, Cys416 und Cys418). Abb. 2 zeigt die Struktur der stabilen 5-

LO (Abb. aus Hornig et al.enthommen).

B

Lys 409 Cys 159
Cys 416
Cys 418
Cys 300

ADbDb. 2: struktur der stabilen 5-LO nach Hérnig et al. [6]:

(A) Darstellung des Riickgrats der stabilen 5-LO-Kristallstruktur (PDB-Code: 308y [11]). In gelb sind die oberflachlichen
Cysteine der 5-LO dargestellt. (B) Seitenansicht der stabilen 5-LO [10]; In rot die angenommene Substrateintrittsstelle, die
durch Lysin (Lys) 409 angezeigt wird. In gelb sind die Cysteinreste Cys159, Cys416, Cys418 und Cys300 dargestellt; In lila

Reste des aktiven Zentrums.
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ADbb. 3: Modell des ,, F¥ cork*: In grau Teile der katalytischen Doméne der 5-LO, in rot das Nicht-Ham-gebundene Eisen
und die koordinierenden Aminoséuren; In rosa der ,,FY cork“ F177, Y181. (Abb. aus Héfner et al. [12]).

2.2  Enzymatische Funktion der 5-LO

Die Aktivitdt der 5-LO ist, gemaR ihrer Funktion in der Zelle, streng kontrolliert. Im
unstimulierten, ruhenden Zustand der Zelle befindet sich die 5-LO im Cytosol oder Nukleus
[13]. Nach Aktivierung, bspw. durch Calcium, transloziert die 5-LO zur Kernmembran, wo ihr
durch die cytosolische Phospholipase A> (CPLA2, cytosolic phospholipase Az) AA aus
Phospholipiden der Kernmembran bereitgestellt wird [13]. Damit die 5-LO AA effizient nutzen
kann, steht ihr ein Helfer-Protein, das sogenannte 5-LO-aktivierende Protein (FLAP) zur
Verfligung [14]. Die 5-LO katalysiert in einer zweistufigen Reaktion die Umwandlung von AA
uber 5-HPETE (5(S)-Hydroperoxy-6-trans-8,11,14—cis-eicosatetraensaure) zu LTA4 [13].
Dieses ist aufgrund seiner Epoxid-Struktur sehr instabil und wird durch die LTAs—Hydrolase
weiter zu LTB4 umgewandelt oder durch Konjugation mit Glutathion zu LTC4 vereint. Die
Bildung von 5-HETE (5-Hydroxyeicosatetraensaure) findet durch Reduktion von 5-HPETE
statt. [15]. Dieses kann dann mittels der 5-HEDH (5-Hydroxyeicosanoid-Dehydrogenase),
einer NADP*-abhangigen Dehydrogenase, weiter zu 5-OXO-ETE oxidiert werden. Auf diese
Weise konnen im Zusammenspiel mit der 12- und/ oder 15-LO auch entziindungshemmende
Lipoxine (Lipoxin B4, Lipoxin As) gebildet werden [16] (Abb. 4).
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Arachidonsdure

5-Lipoxygenase

5-HPETE

S-Hydroxyeicosanoid-dehydrogenase

5-Lipoxygenase

/
LTA, / 0

5-0x0-ETE
o]

HO,

R Cys— Gy LTC,

Glu

LTB, \

R Cys—Gly  LTDy

R= ——Cys LTE,

Abb. 4: Der 5-LO-Pathway in Anlehnung an [17].
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2.3 Regulation der 5-LO

Die Bildung von 5-LO-Produkten ist ein streng kontrollierter Prozess, welcher zahlreichen
modulierenden Einflissen in der Zelle unterliegt [18]. Eine Stimulierung erfolgt unter anderem
durch N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin (fMLP), den Plattchen-aktivierenden-Faktor
(PAF), Zytokine, Mikroben, aber auch durch Calcium bereitstellende Verbindungen wie
lonophor, Thapsigargin, sowie durch phagozytierende Partikel wie Urate, opsonisierendes
Zymosan oder auch Phosphatkristalle [19]. Stimulierungen wie diese kénnen gleichzeitig
cPLA; aktivieren, was die Translokation der 5-LO zur perinukledren Region initiiert. Hier
befindet sich die 5-LO in unmittelbarer N&he zu FLAP, welches an die Membran assoziiert ist
[20]. Des Weiteren fiihren verschiedenste Formen des Zellstresses, z.B. durch osmotischen
Schock (z.B. NaCl), durch oxidativ oder genotoxisch wirkende Substanzen (z.B.
Natriumarsenit), zu einer calciumunabhéngigen Stimulierung durch Phosphorylierung. Diese
aktiviert iber p38, eine mitogenaktivierte Proteinkinase, den MAP-Kinase-Weg, was wiederum
die Phosphorylierung der 5-LO an Serin 271 zur Folge hat [19][21]. Ein weiterer Mechanismus,
uber den die 5-LO durch Phosphorylierung aktiviert werden kann, ist Uber ERK (extrazellular
signalregulierte Kinase 1/2) [13], durch welche Serin 663 aktivierend phosphoryliert wird [22].
Steigende CAMP-Spiegel der Zelle flihren zu einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und
konnen die 5-LO in ihrer Aktivitat negativ beeinflussen, indem Serin 523 phosphoryliert wird
[23]. Die verminderte Aktivitat der 5-LO beruht hierbei auf der Inhibition der nukledren
Importfunktion einer nukledren Lokalisationssequenz. Das hat die Anreicherung von 5-LO im
Cytoplasma zur Folge. Eine Lokalisation der 5-LO im Cytoplasma bedeutet gleichzeitig eine
Verringerung der LT-Biosynthese [23]. Eine weitere Modulierungsmdglichkeit der
5-LO-Aktivitat erfolgt durch das humane coactosin-like protein (CLP) [1]. Es wird
angenommen, dass die Translokation der 5-LO zur Kernmembran zur Bildung von LTA fiihrt
und CLP hierbei mit der 5-LO wahrend der Translokation mitmigriert [1]. W&hrend AA zu
5-HPETE und schlielich zu LTAs umgewandelt wird, verursacht die 5-LO eine
Wasserstoffabspaltung an den Kohlenstofftomen 7 und 10. Die Abspaltung am
Kohlenstoffatom 10 wird wahrscheinlich durch die Bindung der 5-LO mit CLP und der
Membran unterstutzt, welche eine aktive 5-LO-Konformation darstellt [24]. Die Anwesenheit
von CLP und Phosphatidylcholin fiihrt zu einer dreifach htheren LTAs-Produktion [24]. Ein
weiterer aktivierender Modulator ist Adenosintriphosphat (ATP). Dieses bindet an die 5-LO
und erhoht die Enzymaktivitdt. Es wird angenommen, dass ATP die 5-LO (ber eine
Stabilisierung der Proteinstruktur aktiviert [25]. Die hohe Affinitat der 5-LO zu ATP wird

7



Die 5-LO

auflerdem zur 5-LO-Aufreinigung uber ATP-Saulen genutzt (siehe Kapitel Methoden). Auch
der Redoxstatus der Zelle hat grofRen Einfluss auf die Enzymfunktion der 5-LO, da, je nach
Status, das zentrale Eisen der 5-LO zu Fe3* oxidiert werden kann, was wiederum eine
Enzymaktivierung zur Folge hat. Lipidhydroperoxide (LOOH) sind hierbei wichtige Parameter
fur den Redoxstatus der Zelle. Sie werden vor allem unter Bedingungen gebildet, welche
Lipidperoxidation begtinstigen, z.B. durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Zugabe von
Peroxiden, die Hemmung von Glutathionperoxidase (GPx) oder die Depletion von Glutathion
(GSH) [26]. Abb. 5 zeigt hierzu die verschiedenen Regulationsmdglichkeiten der 5-LO.

LTA,

Arachidonsiure

Arachidonsiure

ADbDb. 5: Die 5-LO-Regulation in Anlehnung an [1]. In ruhenden Zellen ist die 5-LO entweder im Cytosol oder innerhalb

des Nukleus lokalisiert. Bei Aktivierung wandert die 5-LO zur Kernmembran, wo ihr die cytosolische Phospholipase 2 (cPLA2)
und das 5-LO-aktivierende Protein (FLAP) bei der Leukotrienbiosynthese helfen. cPLA2 setzt hierbei AA aus Phospholipiden
frei, wahrend membrangebundenes FLAP vermutlich den Transport von AA zur 5-LO ermdglcht. Das coaktosin-&hnliche
Protein (CLP) scheint immer in einem Komplex mit der 5-LO vorzuliegen und bei Aktivierung durch Calcium mit ihr im
Verbund zur Kernmembran zu gelangen. Nukleére Importsequenzen der 5-LO bestimmen den Import in den Nukleus. Stimuli
der LT-Biosynthese fiihren zu einem Anstieg von Calcium und/ oder aktivieren mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK).
Bei Aktivierung der 5-LO wird das Eisen der 5-LO durch Lipidhydroperoxide oxidiert. Serin 271 der 5-LO wird durch die p38
regulierte MK2/3 (MAPK abhéngige PK) phosphoryliert, was zu einer Steigerung der 5-LO-Produktbildung in intakten Zellen
fuhrt. Die extrazellulér regulierte Kinase (ERK) phosphoryliert die 5-LO an Serin 663. Erhohte cAMP-Spiegel aktivieren die
Proteinkinase A, was die 5-LO-Aktivitat Uber eine Phosphorylierung an Serin 523 hemmt [1].
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Rezeptoren der 5-LO-Produkte
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ADbDb. 6: Rezeptoren der 5-LO-Produkte nach Rubin [27].

cysLT,-

Rezeptor

Die biologischen Funktionen der 5-LO-Produkte werden erst nach Bindung an spezifische

Rezeptoren auf der Oberfliche von Targetzellen

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind daftr bekannt [17]:

1.
2.
3.

241

BLT;:-Rezeptor
BLT>-Rezeptor
CysLT1-Rezeptor

4. CysLT.-Rezeptor
5.
6. FOG7-Rezeptor

OXE-Rezeptor

LTBas-Rezeptoren

vermittelt

(Abb. 6).

Folgende

Es gibt zwei verschiedene LTB4-Rezeptoren (BLT-Rezeptoren). Der BLT:- und der

BLT2-Rezeptor haben eine Homologie von 36-45 % zueinander [17], wobei LTB4 eine hohere

Affinitat zum BLT1-Rezeptor aufweist [28]. Der BLT1-Rezeptor wird vor allem in Leukozyten

exprimiert und stellt einen wichtigen Mediator flr die Chemotaxis dar. So wird LTB4 auch mit

Erkrankungen wie Atherosklerose,

Asthma bronchiale und chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen in Zusammenhang gebracht [29]. Der BLT,-Rezeptor wird vor allem auf

Endothelzellen exprimiert, man findet ihn aber auch auf neutrophilen Granulozyten. 12(S)-
Hydroxy-5Z,8E,10E-Heptadecatriensédure (12-HHT) bindet mit einer hoheren Affinitat als
LTB4 an den BLT2-Rezeptor [17]. Bis heute sind Substanzen, welche mit den BLT-Rezeptoren
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interagieren, nicht weit entwickelt worden - im Gegensatz zu den

cysLT-Rezeptor-Antagonisten [17].

CysLT-Rezeptoren

Die cysLTs LTCs, LTD4 und LTE4 unterscheiden sich durch ihre Bindungsaffinitten zu den
beiden Gg-Protein-gekoppelten cysLT-Rezeptoren. LTD4 zeigt, gefolgt von LTCs und LTEq,

2.4.2die stérkste agonistische Potenz am cysLTi-Rezeptor. LTC4 und LTD4 zeigen zum cysLT»-
Rezeptor eine &hnlich starke Affinitat, wohingegen LTE4 hier nur ein schwacher Agonist ist
[30]. Der cysLTi-Rezeptor findet sich vor allem auf eosinophilen Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen und Zellen der glatten Bronchialmuskulatur [31], der cysLT.-Rezeptor auf
eosinophilen Granulozyten, Monozyten, Lungen-Makrophagen und Endothelzellen [17]. Der
cysLTi-Rezeptor vermittelt GefaRpermeabilitat, Bronchokonstriktion, Reifung dendritischer
Zellen und deren Einwanderung. Der cysLT>-Rezeptor scheint vor allem fir die endotheliale
Zellaktivierung zustdndig zu sein, wohingegen beide Rezeptoren zur Makrophagen-
Aktivierung und Proliferation sowie Fibrose glatter Gefamuskulatur beitragen [17]. Da diese
Rezeptoren eine wichtige Bedeutung fir die Pathogenese des Asthma bronchiale haben, wurden
sie intensiv beforscht und cysL T-Rezeptor-Antagonisten entwickelt, von denen es Montelukast
in Deutschland und den USA und Zafirlukast in den USA bis zur Marktzulassung geschafft
haben [32]. Aktuell gibt es eine beschriebene Verbindung (Gemilukast), die auch in der Lage
ist, den cysL T»-Rezeptor zu antagonisieren [17]. Abb. 7 zeigt Angriffspunkte von LTBa, LTCs,
LTDas, LTEsund LTF4 nach Freisetzung aus der Zelle.

Eosinophile Makrophagen Monozyten
Granulozyten

Endothelzellen

Leukozyten

Abb. 7: Angriffspunkte von LTB4, LTCs, LTDs, LTEsund LTF4 nach Freisetzung aus der Zelle.
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Oxoeicosanoid-Rezeptoren

Der Oxoeicosanoid-Rezeptor (OXE-Rezeptor) zahlt zu den Gi-Protein-gekoppelten-
Rezeptoren und wird von 5-OXO-ETE (5-Oxo-eicosatetraensaure) adressiert, welches aus
5-HETE durch 5-HEDH gebildet wird. 5-OXO-ETE besitzt zum einen chemotaktische
Eigenschaften auf eosinophile und neutrophile Granulozyten, zum anderen induziert es die
Aktin-Polymerisation, Calcium-Mobilisierung, Integrin-Expression sowie Degranulierung und

stimuliert das Wachstum von Prostatakarzinomzellen [33, 34, 17].

FOGr7--Rezeptoren

5-OXO-ETE kann weiter zu FOG7 (5-OXO-7-glutathionyl-8,11,14-eicosatetraensaure; five-
oxo glutathione) umgewandelt werden, dessen Rezeptor bisher noch nicht charakterisiert wurde
[27, 35]. FOGy entsteht durch Michael-Addition von 5-OXO-ETE mit GSH an Position 7. Es
stimuliert die Migration von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, doch sind diese
Effekte im Gegensatz zu 5-OXO-ETE eher schwach ausgepragt, weil durch den Glutathionrest
an Position 7 eine Wirkung uber den OXE-Rezeptor sehr unwahrscheinlich ist [36]. Ein
weiteres Glutathion-Addukt ist LTC4, welches seine Effekte tiber den cysLT-Rezeptor auslost
[35]. Wie genau die Wirkungen von FOGz hervorgerufen werden, ist bis heute nicht eindeutig

geklart.
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2.5 Inhibitionsmoglichkeiten der LT-Effekte

FLAP-
Inhibitoren

Nicht-
redoxaktive
5-LO-
Inhibitoren

Redoxaktive
5-LO-
Inhibitoren

Inhibition
der
LT-Effekte

cysLT1—
Rezeptor-
antagonisten

Diverse
Inhibitoren

Eisenligand-
Inhibitoren

Abb. 8: Mdglichkeiten die Effekte und Auswirkungen von LT zu inhibieren.

Geeignete Targets flr die pharmakologische Inhibition der LT-Bildung sind cPLA, 5-L0O,
FLAP, LTAs-Hydrolase und LTC4-Synthase, wobei die 5-LO die bedeutendste Rolle spielt.
Eine direkte Inhibition der 5-LO-Aktivitat flhrt zur Unterdriickung der Bildung von LTBa4,
cysLT sowie 5-H(P)ETE [26]. Zu den direkten 5-LO-Inhibitoren gehdren die redoxaktiven
5-LO-Inhibitoren, die Eisenligand-Inhibitoren und die nicht-redoxaktiven 5-LO-Inhibitoren.
Weiter finden sich auch die indirekten Inhibitoren, zu denen man die FLAP-Inhibitoren und
cysLT-Inhibitoren zahlt. Verbindungen, deren genauer Mechanismus noch nicht gekléart ist,
werden der Klasse der diversen Inhibitoren zugeordnet. Abb. 8 konnen die verschiedenen
Madglichkeiten, LT-Effekte zu inhibieren, entnommen werden. Der einzige bisher zugelassene
5-LO-Inhibitor ist der Eisenligand-Inhibitor Zileuton, welcher zur Behandlung des Asthma
bronchiale in den USA auf dem Markt erhaltlich ist. So grol die anfangliche Hoffnung, die in
diesen Arzneistoff gesetzt wurde auch war, seine Lebertoxizitat, seine irreversible Inhibition
der Glutathion-S-Transferase [37] und seine unglnstige Pharmakokinetik mit kurzer
Halbwertszeit [38], die mehrmals tagliche Gaben notwendig machen, stellen groRe Nachteile
dieses Arzneistoffes dar. Deshalb ist es bis heute das Ziel zahlreicher Forschungsgruppen, einen
5-LO-Inhibitor mit hoher Potenz, glinstiger Bioverfligbarkeit sowie Gewebeverteilung, guter
Klinischer Effizienz und gutem Sicherheitsprofil zu entwickeln [39]. Inzwischen ist eine
12



Die 5-LO

retardierte Arzneiform von Zileuton (Zyflo CR® [40]) zugelassen, die der ungiinstigen
Pharmakokinetik entgegenwirkt. Moglichkeiten, um neue Inhibitoren zu entwickeln, sind u.a.,
bereits bekannte Verbindungen in ihren Eigenschaften zu verbessern oder neue Angriffspunkte
zu finden [39]. Die in der Forschung am weitesten fortgeschrittene Verbindung ist Atreleuton,
welches wie Zileuton ein N-Hydroxyurea-Derivat ist, das sich zur Zeit in verschiedenen
klinischen Phase-2-Studien flr die Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen und

vaskuldren Entziindungen befindet [41].

FLAP-Inhibitoren

251

Na"

MKS$86

ADbb. 9: FLAP-Inhibitor MK886

Die Identifikation von FLAP erfolgte tUber die Fahigkeit von MK886 (Abb. 9) an FLAP zu
binden [28]. MK886 hat durch seine Struktur die Fahigkeit, die Bindungstasche flr das Substrat
AA auszufullen und dadurch mit AA um die Bindung zu konkurrieren [42]. Studien haben
gezeigt, dass FLAP die Prozessierung exogener AA durch die 5-LO verstarken kann, hierfir
aber nicht zwingend notwendig ist [14]. Klinische Forschungsergebnisse deuten darauf hin,
dass der nachste auf dem Markt verfugbare LT-Biosynthese-Inhibitor sehr wahrscheinlich ein
FLAP-Inhibitor sein wird. Die hier am weitesten entwickelte Substanz ist Licofelon [43].
Licofelon erreichte die Klinische Entwicklungsstufe Phase-3 zur Behandlung einer
Kniegelenksarthrose und weist bei gesunden Probanden im Vergleich zu anderen
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) eine verbesserte gastrointestinale Vertraglichkeit und
ein geringeres Risiko fir Ulzerationen auf [44]. Licofelon z&hlt durch seine zusétzliche
inhibierende Wirkung auf die COX-1 und COX-2 zu den dualen Inhibitoren. Die Entwicklung
von Verbindungen, welche mehrere Zielstrukturen adressieren, wie zum Beispiel FLAP, die
mikrosomale Prostaglandin-E-Synthase-1 (mPGES:) und/ oder die 16sliche Epoxidhydrolase,
bringt zum einen den Vorteil, dass eine verstarkte antiinflammatorische Effizienz erreicht
13
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werden kann und zum anderen, dass meist weniger unerwiinschte Arzneimittelwirkungen unter

diesen Substanzen auftreten [39].

Redoxaktive 5-LO-Inhibitoren

HO I I
HO OH

O

252

NDGA

ADbb. 10: Der redoxaktive 5-LO-Inhibitor NDGA.

Redoxaktive 5-LO-Inhibitoren sind hauptsachlich lipophile und reduzierend wirkende
Verbindungen wie Nordihydroguajaretsdure (NDGA) (Abb. 10), Flavonoide, Indazolinone
[45] oder Coumarine [17]. Redoxaktive 5-LO-Inhibitoren sind in der Lage, das Eisen im aktiven
Zentrum der 5-LO zu reduzieren und so den Kkatalytischen Kreislauf zu entkoppeln.
Redoxaktive Verbindungen sind oft wenig selektiv fir die 5-LO und verursachen durch ihre
mdogliche Interferenz mit anderen Redoxsystemen oder durch Bildung von ROS zahlreiche
unerwinschte Arzneimittelwirkungen (z.B. Methdmoglobinbildung) [46, 17]. Obwohl sie in in
vitro meist sehr potente Wirkstoffe darstellen, verfligen sie nur (ber eine geringe orale
Bioverfugbarkeit. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass redoxaktive 5-LO-Inhibitoren aufgrund
ihrer unspezifischen Wechselwirkungen mit anderen biologischen Systemen eine

, s jMarktzulassung erreichen werden [47].

Nichtredoxaktive 5-LO-Inhibitoren

!
o% \/%N/%

ZD2138

Abb. 11: Der nichtredoxaktive 5-LO-Inhibitor ZD2138.

Verbindungen dieser Klasse konkurrieren mit AA um die Bindungsstelle im aktiven Zentrum

der 5-LO. Strukturell gesehen weisen Verteter dieser Gruppe groRe Unterschiede zueinander
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auf, zeichnen sich aber durch eine hohe Selektivitat aus. ZD2138 (Abb. 11) ist ein Beispiel
dafir, wie aus kaum wasserloslichen Substanzen (Methoxyalkylthiazolen oder
Methoxytetrahydropyranen) mit  gleichzeitig kurzen Halbwertszeiten durch

Strukturoptimierung oral bioverfiigbare Verbindungen entwickelt werden kénnen [17].

Eisenligand-Inhibitoren

8 CHj H;C O
- / —{% Q M
N N
/ o = Sou

HO Q

Zileuton BWA4C

ADbb. 12: Die Eisenligand-Inhibitoren Zileuton und BWA4C.

Eisenligand-Inhibitoren sind durch ihre Struktur in der Lage, das im aktiven Zentrum der 5-LO
befindliche Eisen zu chelatieren. Eisenligand-Inhibitoren sind meist Hydroxamséurederivate,
wie BWAA4C oder Hydroxyharnstoffderivate wie Zileuton (Abb.12), wobei die
Hydroxyharnstoffstruktur hydrolytisch stabiler ist. BWA4C wurde aufgrund seines starken
inhibitorischen Effektes auf die 5-LO-Produktbildung in intakten Granulozyten mit einem
ICso-Wert von ~40 nM [48] in dieser Arbeit als Kontrollsubstanz verwendet. Zileuton ist, wie
einleitend beschrieben, die bisher einzige Substanz, welche eine Marktzulassung auf dem
Gebiet der 5-LO-Inhibitoren erreichen konnte. Mit einem 1Cso-Wert von 4,1 uM [49] hemmt
Zileuton die 5-LO-Produktbildung in intakten Granulozyten allerdings weniger stark als
BWAA4C.
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Michaelreaktive Verbindungen

255

U73122

Abb.13: struktur von U73122

Thiolreaktive oder auch michaelreaktive Verbindungen kénnen die 5-LO (ber Modifikation
ihrer Cysteinreste inhibieren. Sie weisen ein anderes pharmakologisches Verhalten auf als die
bis hier besprochenen Inhibitoren der LT-Effekte und lassen sich strukturell nicht zu einer
bereits klassifizierten Gruppe zusammenfassen. So ist z.B. die Substanz U73122 (Abb. 13)
weder ein redoxaktiver bzw. nichtredoxaktiver 5-LO-Inhibitor, noch l&sst sie sich den
Eisenligand-Inhibitoren zuordnen. Die Verbindung inhibiert die 5-LO durch kovalente
Modifikation des Cysteinrestes Cys416 [6]. Diese Entdeckung ist ein Neuansatz,
michaelreaktive Substanzen als eine neue Klasse der 5-LO-Inhibitoren zu definieren [6].

2.6  Cysteine der 5-LO

Cysteine sind redoxaktive Aminoséauren, die aufgrund ihres chemischen Charakters leicht
nukleophile Reaktionen oder disulfidische Verkniipfungen eingehen kdnnen. Sie sind wichtig
fur die Signaltransduktion, die Proteinfunktion und die Proteinregulation durch
posttranslationale Modifikationen [50-53]. Die Cysteine Cys159, Cys300, Cys416 und Cys418
sind in unmittelbarer Nachbarschaft zur Substrateintrittsstelle der 5-LO lokalisiert [6]. Ein
Unterschied zwischen humaner und muriner 5-LO besteht darin, dass Cys418 nur in humaner
5-LO vorhanden ist [6]. Die N&he der genannten Cysteinreste zur Eintrittsstelle in das aktive
Zentrum der 5-LO, machen sie zu einem neuen und sehr interessanten Target. Abb. 14 zeigt die
Kristallstruktur der stabilen 5-LO [6]. Angefiigt findet sich die mdgliche Reaktion eines
Thiolrestes (SH) mit einer durch Elektronenzug aktivierten Doppelbindung. Diese Reaktion

nennt man Michael-Addition.
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5-Lipoxygenase
inaktiv

ADbb. 14: schematische Darstellung einer Michael-Addition an die Cysteinreste der 5-LO. (A) Kristallstruktur der

stabilen 5-LO mit in gelb markierten Cysteinresten in der Nahe des aktiven Zentrums und der méglichen Michael-Addition
eines Cysteinrestes mit einer aktivierten Doppelbindung eines Michael-Akzeptors. (B) zeigt die inaktive 5-LO nach Bindung
mit einer michaelreaktiven Verbindung an einem der Cysteinreste C159, C416, C418 und C300.
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3.  Entzindungsprozesse

Das Immunsystem spielt beim Einddmmen von Entziindungsreaktionen eine wichtige Rolle
und schitzt den Organismus vor Pathogenen wie z.B. Viren, Bakterien, Parasiten und Pilzen.
Fur diese Funktion gibt es zum einen die angeborene Immunantwort, welche unspezifisch z.B.
durch Phagozytose oder physiologische Barrieren den Kdrper vor Eindringlingen schitzt, zum
anderen die anpassungsfahige adaptive Immunantwort. Letztere entwickelt sich Uber die
gesamte Lebensdauer des Organismus und ist dementsprechend wesentlich spezifischer. Bei
einer Entziindung kommt es zu einer Vasodilatation. Durch den daraus resultierenden erhéhten
Blutfluss entsteht eine Rétung (Rubor) und Wéarme (Calor). Eine erhdhte Permeabilitat der
BlutgefaRe flhrt zu einer Exsudation von Plasmaproteinen und Flissigkeiten in das Gewebe,
wodurch ein Odem entsteht, das sich als Schwellung (Tumor) manifestiert. Durch freigesetzte
Mediatoren wie z.B. Bradykinin kommt es dann zum Schmerz (Hyperalgesie, Dolor), der
Grund fir einen Funktionsverlust (Functio laesa) der entzindeten Stelle ist. Da eine
Entzindung eine allgemeine Abwehrreaktion des Immunsystems ist, wird dieses durch
zahlreiche Mechanismen kontrolliert, um den Kérper vor immunologischen Uberreaktionen zu
schiitzen. Fur diese Regulation der Immunantwort sind posttranslationale Modifikationen von
Proteinen sehr wichtig [54]. Modifikationsmdglichkeiten sind vor allem tGiber Aminoséaurereste
gegeben, welche phosphoryliert (z.B. Serin), methyliert (z.B. Lysin, Arginin), alkyliert und
nitrosyliert (z.B. Cystein, Tyrosin) werden konnen und so das Protein in seiner Funktion
beeinflussen. Stoérungen des Immunsystems koénnen zu Autoimmunerkrankungen,
entzindlichen Erkrankungen und Tumoren fuhren. Da Leukotriene hochwirksame Mediatoren
entzlindlicher und auch allergischer Reaktionen darstellen, bietet die 5-LO einen wichtigen
Angriffspunkt, um diese Prozesse im Korper, durch Entwicklung neuartiger Modulatoren bzw.

Inhibitoren ihrer Enzymaktivitat, zu beeinflussen.
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4.  Michaelreaktive Verbindungen

Michaelreaktive Verbindungen sind durch elektronenziehende Gruppen an einer
Doppelbindung aktivierte und hochreaktive VVerbindungen, welche sich durch eine ausgeprégte
Elektrophilie auszeichnen. Dementsprechend reagieren sie innerhalb einer sogenannten
Michael-Addition leicht mit nukleophilen Thiolgruppen (Michael-Donatoren). Bei einer
Michael-Addition reagiert ein nukleophiler Michael-Donator mit einem elektrophilen Michael-
Akzeptor (Abb.15).

Nu "\' Nu
R/a\/EZG —_— EZG
p

H

Abb. 15: schematische Darstellung einer Michael-Addition. Eine nukleophile Verbindung (Nu), der Michael-Donator,

bspw. ein Enolat eines Ketons oder Aldehyds, geht eine Additionsreaktion mit einer, (ber eine elektronenziehende Gruppe
(EWG) aktivierten, o,p-ungesattigten Carbonylverbindung (Michael-Akzeptor) ein.

Einige Studien konnten zeigen, dass eine Erhéhung der Elektrophilie des Michael-Akzeptors
auch die Potenz des jeweiligen Wirkstoffes erhéhen kann. Chalkonderivate sind ein Beispiel
fiur Verbindungen [7], flr die bereits thiolalkylierende Eigenschaften beschrieben wurden. Fur
spezifische Reaktionen ist eine gezielte Einstellung der Elektrophilitat wichtig: Ist diese zu
niedrig, ist es unwahrscheinlich, dass die Verbindung in pharmakologisch erreichbaren
Konzentrationen effektiv ist. Ist die Elektrophilitdit der Substanz zu hoch, kann diese
unspezifisch mit Thiolen verschiedenster Proteine reagieren oder durch Glutathion abgefangen
werden. Eine moderate Elektrophilitdt hingegen vermeidet einen schnellen Abbau und
beglnstigt die Reaktion mit einer geringen Anzahl von Proteinen, deren Thiolgruppen
ungeschitzt bzw. aktiviert vorliegen. Somit ist es moglich, dass diese Verbindungen an Protein-
Redox-Regulationen teilnehmen wie am Beispiel von Keapl (Kelch-like ECH-associated
protein 1) oder NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) zu
sehen ist [7]. Eine direkte kovalente Modifikation von Proteinen an ihren Thiolen kann u.a. Nrf-
2 (nuclear respiratory factor 2) aktivieren und NF-kB inhibieren (durch Alkylierung der p65
Untereinheit), was zum Einddmmen von Entzlindungsreaktionen flihren kann [55]. Keapl ist
ein Regulator von Nrf-2; Wird Keapl durch NFA beispielsweise alkyliert, fuhrt dies zur
Freisetzung von Nrf-2 aus dem Verbund mit Keapl, wodurch es zur Aktivierung des Nrf-2-

Signalweges kommt [5]. Weiterhin konnte fir monozyklische Cyanoenone gezeigt werden,
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dass die Reaktivitat ihrer Michael-Akzeptor-Struktur in Korrelation mit der biologischen
Potenz steht [56]. Auch das Cyclopentenon-Prostaglandin 15-deoxy-A'214-prostaglandin J;
(15d-PGJy), ein PPAR-y (Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren)-Agonist, welcher in
vielen Experimenten entziindungshemmende Effekte zeigte, modifiziert Proteine Uber deren

Thiolgruppen [57].

4.1 Benzochinone

Benzochinonderivate sind in nahezu allen Formen des Lebens zu finden [58]. Wie auch andere
sekundare Metaboliten leiten sich Benzochinone von einigen Schlisselintermediaten,
hauptsachlich Acetat, Shikimat und Mevalonat ab [58]. Die primaren Metaboliten Ubichinon
und Plastochinon sind an vielen chemischen Prozessen wie der Photosynthese, dem
Elektronentransport, der Proteinmodifikation und Zellsignalwegen beteiligt [59].
Benzochinone zeigen antioxidative, antiinflammatorische und antikanzerogene Eigenschaften
[60]. Auch eine Wirkung gegen Malaria wurde bereits beschrieben [61]. Bisher sind nicht alle
Effekte vollstandig verstanden. Ein Teil der Wirkungen wird auf die Bildung von ROS
zuriickgefuhrt, welche durch Auslésen oxidativen Stresses, Infektionen in der Zelle einddmmen
[61]. ROS losen durch ihre Zytotoxizitat, Immunotoxizitat und Karzinogenese eine Reihe von
Effekten aus, die den Organismus schéadigen [62, 63]. Die Zytotoxizitat von Benzochinonen in
ruhenden oder sich nicht teilenden Zellen wird einer Oxidation essentieller Proteine durch ROS
oder Alkylierung zugeschrieben [61]. Die zytotoxischen Effekte in sich schnell teilenden Zellen
werden durch DNA-Modifikationen ausgelost [64]. Neben der Bildung von ROS kdnnen
para-Benzochinone als Michael-Akzeptoren fungieren und mit nukleophilen Resten z.B.
cysteinyl-Thiolen oder Aminen von Proteinen reagieren, was als Folge die Zelle schadigen kann
[62, 64]. Auch das im Jahr 1982 erstmals beschriebene AA861, welches zur Klasse der
redoxaktiven-Inhibitoren gezahlt wird, ist ein Benzochinondrivat. Es wurde angenommen, dass
Benzochinone im zelluldaren Millieu zu einem Hydrochinon reduziert werden und dann
entweder das Eisen im aktiven Zentrum der 5-LO reduzieren oder Lipidhydroperoxide
abfangen, welche fur die Aktivierung der 5-LO n6tig sind [65, 66]. Diese Theorie ist allerdings
fraglich, da viele Verbindungen auch im zellfreien System hochaktiv sind. Weiterhin besitzen
1,4-Benzochinone, welche die Produktbildung der 5-LO potent inhibieren, nur geringe
antioxidative oder radikalabfangende Eigenschaften im zellfreien System [60]. Dies ruickte die
Bedeutung ihrer Lipophilie fir die 5-LO-Inhibition in den Vordergrund [67]. So wurde
vermutet, dass AA861 ein kompetitiver 5-LO-Inhibitor ist, der mit AA als Substrat um die
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Bindung konkurriere [68]. Obwohl der Mechanismus dieser Strukturen schon intensiv beforscht
wurde, konnte der tatsédchliche Wirkmechanismus noch nicht vollstandig aufgeklart werden.

NAPQI

NAPQI, N-Acetyl-p-Benzochinonimin, ist der toxische Metabolit des Analgetikums sowie
Antipyretikums Paracetamol. NAPQI ist bei einer Uberdosierung mit Paracetamol fiir eine
4.1.1hepatische Nekrose verantwortlich, die unbehandelt zum Tod des Patienten fiihren kann [69].
Die Elimination dieses schadlichen Metaboliten erfolgt Gber Konjugation mit Glucuronsédure
und Schwefelséure [70] sowie anschlielender renaler Exkretion [69]. Bei therapeutischer
Paracetamoldosis bildet das nukleophile Tripeptid GSH ein nicht toxisches Konjugat mit dessen
elektrophilen Metaboliten. Bei Uberdosierung erschopfen sich zellulare GSH-Speicher und die
Konjugation kann nicht mehr stattfinden, so dass toxische Effekte hervorgerufen werden [71].

Abb. 16 zeigt den Metabolismus des Paracetamols.
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Abb. 16: Metabolismus des Paracetamols.

TQ

TQ ist einer der wichtigsten aktiven Hauptinhaltsstoffe des fliichtigen Anteils des
Schwarzkiimmeldls (volatile oil) aus der Pflanze Nigella sativa (echter Schwarzkiimmel) der
Familie Ranunculaceae [72] [73]. Der feste Anteil (fixed oil) des Schwarzkiimmel6ls besteht

hauptsachlich aus ungesattigten Fettsduren wie der C20:2 Arachinsdure und der

21



Michaelreaktive Verbindungen

Eicosadiensdure [74, 73]. SchwarzkiimmelOl besitzt antiinflammatorische, analgetische,
antipyretische und antineoplastische Eigenschaften [75]. Neue wissenschaftliche Studien
konnten zeigen, dass die entzindungshemmende Wirkung des Schwarzkiimmeldéls vor allem
auf dessen Inhaltsstoff TQ zurlckzufihren ist [75, 76]. Die antioxidativen und
antiinflammatorischen Eigenschaften von TQ spielen auBerdem bei neuroinflammatorischen
Prozessen im ZNS eine groRe Rolle [77-80]. Seine neuroprotektiven Wirkungen [81] sind u.a.
fiir Versuchsmodelle der Multiplen Sklerose [82] und flr ethanolinduzierte Neurodegeneration
von Bedeutung [83, 84]. Viele der antineuroinflammatorischen Effekte von TQ kdnnen auf
dessen Fahigkeit, die NF-kB-Aktivierung (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) und deren molekulare Targets zu blockieren, zuriickgefuhrt werden [85, 86,
76]. Des Weiteren kann TQ die Wirkung des Tumornekrosefaktors-a (TNF-a), von
Interleukin-1p (IL-1B) [87], NO (Stickstoffmonoxid)/ iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase), IL-6, IFN-y (Interferon-y), PGE> [88], TGF-p1 (transforming growth factor $1) [89],
5-LO [90] und Cyclooxygenase-2 (COX-2) [91, 92] abschwéchen.
Primin
413

Primin ist im Sekret der Driisenhaare von Primula obconica und anderen Primelarten der
Familie Primulaceae zu finden [93, 61]. Primin konnte allerdings auch schon aus anderen
Pflanzenarten wie zum Beispiel aus Miconie (Melastomaceae) [94, 95] und Iris (Iridicaceae)
[96] isoliert werden. Es ist ein natlrlich vorkommendes Benzochinonderivat, welches eine
allergische Kontaktdermatitis, die sog. Primrose-Dermatitis, auslésen kann [97, 98]. Dieser
sensibilisierende Effekt lasst sich vermutlich auf eine kovalente Bindung mit einem
epidermalen Rezeptorprotein am C3 oder C5 des Benzochinonrings zuriickfiihren [99]. Sie
nimmt mit Verlangerung der Alkylkette zu, wobei der maximale Effekt bei einer Kettenldnge
von 11 oder 12 Kohlenstoffatomen auftritt. Ab einer Kettenldange von 13 Kohlenstoffatomen
nimmt der sensibilisierende Effekt wieder ab. Das starkste allergene Potential hat demnach ein
chinoides Grundgeriist mit einer Alkylkette von 10 oder 11 Kohlenstoffatomen [100].
Weiterhin sind far Primin antimikrobielle, insektizide [101], molluscizide [102]
antineoplastische [94, 103] und antiparasitiare [104] Effekte beschrieben worden [61, 105].
Primin und andere para-Benzochinone wirken durch Bildung freier Radikale und
nachfolgender DNS-Strangbriiche auflerdem zytotoxisch auf die humane Leuk&miezelllinie
KG-1a [103].
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Embelin

Embelin ist in Extrakten von Embelia ribes der Familie Myrsinaceae zu finden [60]. Viele
verschiedene Tierstudien konnten fur Embelin antiinflammatorische Eigenschaften in vivo
zeigen [60]. Hierunter befinden sich z.B. ein Colitismodell in Ratten und M&usen [106, 107],

#1%in Mausmodell fiir eine akute und chronische Inflammation der Haut [108] und ein Modell fiir
ein carrageeninduziertes Pfotenédem in Ratten [109]. Aber auch analgetische [109],
antikanzerogene [110], antikonvulsive [111] und neuroprotektive Effekte sind flir Embelin in
Tiermodellen beobachtet worden [112]. Auf molekularer Ebene wurde gezeigt, dass Embelin
die Myeloperoxidase-Aktivitdt, die NO-Produktion, die Expression induzierbarer
NO-Synthase, TNF-a, IL-1p und IL-6 in isoliertem Kolongewebe im Colitismodell an Mausen
hemmt [107]. Durch Inhibition der IxkBa-Kinase (inhibitory kappa Bo. kinase) unterdriickt
Embelin auRerdem die Aktivierung von NF-kB, wodurch die Phosphorylierung und der Abbau
von IkBa eingeschrankt werden [113, 114]. Durch die Hemmung NF-kB-abhéngiger Gene, die
am TumorzellUberleben, der Proliferation, Invasion und Angiogenese beteiligt sind, kdnnte
Embelin eine wichtige Rolle fiir die Krebstherapie spielen [110]. Weiterhin inhibiert Embelin
Effekte der 5-LO und mPGES-1 (microsomal prostaglandin E synthase-1), wohingegen es
keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat anderer Lipoxygenasen sowie COX-1 und
COX-2 zu haben scheint [60].

4.15
AA861
AAB861 war einer der vielversprechendsten 5-LO-Inhibitoren der vergangenen Jahrzehnte. Die
Verbindung wurde im Jahr 1982 erstmals vorgestellt und erreichte die Klinische
Entwicklungsstufe Phase-2 mit der Indikation Allergie und Asthma bronchiale. Seine schlechte
Bioverfugbarkeit und extensiver Metabolismus waren jedoch Grinde fir seine orale
Ineffektivitat [115]. Die Inhibition der 5-LO durch AA861 war demnach nicht ausreichend, um
therapeutische Effekte innerhalb der klinischen Studie zu erzielen [116].
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4.2  Naphthochinone

Die Verteilung verschiedener Naphthochinonderivate ist sporadisch [58]. Knapp die Hélfte
aller Vertreter kommen in héheren Pflanzenfamilien vor [58]. Das 1,4-Naphthochinon bildet
die Grundstruktur verschiedener Vitamin-K-Derivate und spielt strukturell diesbezuglich eine

grofe Rolle. Abb. 17 zeigt die Grundstruktur der Naphthochinone.

Q
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ADbb. 17: Grundstruktur der Naphthochinone.

Schon im Jahr 1990 wurde beschrieben, dass 1,4-Naphthochinone einen inhibitorischen Effekt
auf die 5-LO besitzen und der Alkylsubstituent an Position 2 einen groRen Einfluss auf die
Potenz dieser Verbindungen zu haben scheint [117]. Antibakterielle, antimykotische, antivirale,
antiinflammatorische sowie antipyretische Eigenschaften sind aufferdem fiir sie beschrieben
worden [118, 119].

4.2.1
Plumbagin
Das Naphthochinonderivat Plumbagin ist ein Inhaltsstoff der Heilpflanze Plumbago zeylanica,
die Uber Jahrhunderte zur Behandlung verschiedenster Erkrankungen wie mikrobieller
Infektionen und allergischer Reaktionen in der indischen Ayurveda und der orientalischen
Medizin verwendet wurde [120]. Plumbagin unterdriickt NF-xB in aktivierten B-Zellen [121]
sowie die direkte Bindung von nukledrem p65 und rekombinantem p65 an die DNA in vitro als
auch in vivo. Diese Bindung war durch Zugabe von Dithiothreitol sowohl in vitro als auch in
vivo reversibel [121]. Weiterhin wurde in verschiedensten Zelllinien gezeigt, dass Plumbagin
die CXCR4-Expression (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 expression) inhibiert, wodurch es fir
Metastasierungsstudien eine interessante Verbindung darstellt [122]. Die Interaktion zwischen
dem CXCR4 und seinem Liganden CXCL12 (CXC-Motiv-Chemokin 12) ist in mehr als
90 Prozent der tumorassoziierten Todesfalle kritisch fir die Metastasierung [122].
Verbindungen, die dementsprechend die CXCR4/CXCL12-Achse herunterregulieren kénnen,
haben das Potential, eine tumorassoziierte Metastasierung zu inhibieren [122]. Des Weiteren
reduziert Plumbagin durch Apoptoseinduktion die Viabilitdt humaner Prostatakarzinomzellen
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[120, 121]. Da dieser Effekt signifikant durch die Anwesenheit von NAC beeintrachtigt wird
[120], ist es naheliegend, dass Thiolgruppen zelluldrer Systeme mit dieser Art von Molekilen

reagieren kénnen und so deren Wirkungen beeinflussen.

4.3  Ungesattigte Verbindungen

Zu den in dieser Arbeit untersuchten ungeséattigten Verbindungen zéhlen unter anderem die
NFS. NFS sind hochreaktve Carbonsdurederivate, welche leicht mit nukleophilen Resten von
Proteinen, wie Thiolaten oder Imidazolen, reagieren konnen [5]. Sie sind potente
5-LO-Inhibitoren, die das Enzym Uber eine Alkylierung des oberflachlichen Cystein 418 und
des Eisen-koordinierenden Histidins 367 und 372 in seiner Funktion hemmen [5]. Weiterhin
inhibieren NFS die Xanthinoxidase [123] und die NF-xB-regulierte Genexpression durch
Interaktion mit kritischen Cysteinresten der p65-Untereinheit [124]. Des Weiteren sind
10-Nitrodlsaure (10-NFS) und Nitrolinolensaure Partialagonisten des
Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors-y (PPAR-y) [125, 126]. NFS aktivieren
aullerdem durch Adduktbildung mit bestimmten Cysteinresten des Nrf2-regulatorischen
Proteins Keapl die Nrf2-abhangige Genexpression [127]. Abb. 18 zeigt schematisch die
Modifikation eines Cysteinrestes durch 10-NFS.
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ADbb. 18: Modifikation eines Cysteinrestes durch 10-NFS.
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4.4  Polyphenole

Polyphenole sind aromatische Verbindungen mit mindestens zwei Hydroxylgruppen am
aromatischen Ring. Zu ihnen gehdren die in dieser Arbeit getesteten Verbindungen Curcumin,
Kaffeesédure, Luteolin (gleichzeitig ein Flavonoid), die Benzochinone Embelin, Methoxy-BQ,
OH-BQ, Sinapinsaure und Shogaol. Polyphenole weisen meist eine schlechte Bioverfiigbarkeit
auf. Dieser ungunstigen Eigenschaft soll durch Einbau eines Triazols entgegengewirkt werden
[128]. Triazole zeichnen sich durch ihre metabolische Stabilitat und bessere Wasserldslichkeit
aus und sind ein beliebtes Pharmakophor (z.B. bei HIV-Protease-Inhibitoren). Polyphenole
besitzen starke antiinflammatorische Eigenschaften, die in myeloischen Zellen vor allem auf
NF-kB-Inhibition und Herrunterregulierung proinflammatorischer Marker zurtickzufiihren sind

[129]. Sie interferieren aulRerdem mit der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) [130].

45 Flavonoide

Flavonoide bestehen aus zwei phenolischen Ringen A und B, die Uber eine drei
Kohlenstoffatome enthaltene Kette, meist aber einen oxygenierten Heterozyklus (Ring C),
miteinander verbunden sind [131] (Abb. 19).

Chalkon

Flavon Isoflavon

Abb. 19: Grundstruktur der Flavonoide [132].

Das aromatische konjugierte System mit Hydroxylgruppen macht diese Substanzen zu

effizienten Elektronen- oder Wasserstoff-Donatoren, die freie Radikale und ROS neutralisieren
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kdnnen [131]. Flavonoide besitzen starke Radikalfangereigenschaften und je nach umgebender
Struktur mehr oder weniger stark ausgepragte metallchelatierende Fahigkeiten [131]. Des
Weiteren weisen Flavonoide eine hohere antioxidative Aktivitat auf als Phenolséauren [131].
Eine Katecholstruktur des Rings B, die 2,3-Doppelbindung und konjugierte 4-Oxo-Gruppe des
Rings C sowie eine Hydroxylgruppe an Position 3 und 5 scheinen der Grund flr ihre hohe
metallchelatierende und radikalabfangende Aktivitat zu sein [133].

Chalkone

Chalkone weisen ein breites pharmakologisches Wirkspektrum auf. Sie besitzen

451mmunmodulatorische, antiinflammatorische, antikanzerogene, antivirale und antimikrobielle
Eigenschaften [134]. Das Chalkonderivat Hesperidin-methyl-Chalkon (HMC) ist als topische
Formulierung auBerdem in der Lage, oxidativen Stress und Entziindungen der Haut, welche
durch UV-B-Bestrahlung ausgelést wurden, zu inhibieren [135]. UV-B-Bestrahlung induziert
uber vermehrte Cytokinproduktion wie TNF-a, IL-1f und IL-6 eine Inflammation der Haut
[136]. Eine Interferenz von Chalkonen mit diesen Mediatoren ist somit naheliegend. Chalkone
inhibieren weiterhin die 5-LO-Produktbildung und fur Urenyl-Chalkon-Derivate konnte ein
dual-inhibitorischer Effekt auf die COX-2 und die 15-LO gezeigt werden [134]. Zwei weitere
Studien zeigten auf’erdem, dass Chalkonderivate die sekretorische Phospholipase-A2, die
proinflammatorische Zytokinproduktion, die Chemotaxis, die Phagozytose und die die
Produktion von ROS inhibieren [134, 137, 138]. Das Chalkongrundgerist ist auBerdem als
Leitstruktur fir duale COX-, 5-LO-Inhibitoren bekannt [139]. Chalkone haben viele Targets,
die in Entzlindungsprozessen involviert sind wie z.B. NF-kB, Histon-Deacetylasen (HDACS),
Cathepsine oder die -Sekretase [140].

4.6  Nitrostyrene

Das Nitrostyren-Derivat 3,4-Methylendioxy-p-Nitrostyren wurde als NLRP3-Inflammasom-
Inhibitor (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) durch Michael-Addition
beschrieben [141]. Das Inflammasom ist ein Proteinkomplex, der sich im Cytosol von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten befindet. Er ist ein Bestandteil des
unspezifischen Immunsystems [142]. Eine Aktivierung von Inflammasomen induziert eine
Caspase-1-Aktivierung und die Freisetzung von IL-1p, einem proinflammatorischen Zytokin,
welches sowohl bei der akuten, als auch bei der chronischen Entziindungsantwort eine Rolle

spielt. Wird das Inflammasom inhibiert, resultiert daraus eine signifikant reduzierte
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Inflammation, wie z.B. K*-Efflux, lysosomale Membran-Destabilisierung, ROS-Produktion
und posttranslationale Modifikation von Ubiquitin [141]. Interessanterweise hemmen die

meisten Inflammasom-Inhibitoren auch gleichzeitig NF-xB [141].

4.7  Arzneistoffe

Die untersuchten Arzneistoffe bestehen aus einer Gruppe heterogener Michael-Akzeptoren, die
entweder bereits als Arzneimittel zugelassen wurden oder gerade beforscht werden. Als
Beispiel fur Arzneistoffe, welche sich zur Zeit in der klinischen Entwicklung befinden, sind
Bardoxolonmethyl (RTA 402, CDDO-methylester oder CDDO-Me) und Derivate zu nennen,
welche potent die zellulare Proliferation von humanen Brustkrebs- und Leukamiezelllinien
sowie Entziindungsreaktionen hemmen [143]. CDDO reagiert als starker Michael-Akzeptor mit
nukleophilen Thiolgruppen in einer reversiblen Reaktion [56]. Er inhibiert in RAW-Zellen die
NO-Produktion, welche durch IFN-y induziert wird und aktiviert zytoprotektive Enzyme wie
z.B. NQOL1 in murinen Hepalcl7-Hepatomzellen [56]. CDDO verursacht auflerdem eine
Apoptose von LPS-stimulierten Makrophagen und inhibiert die Sekretion von TNF-o.und IL-1§
[56].
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5. Ziel der Arbeit

Bis heute ist trotz der bereits breitflachig beforschten antiinflammatorisch wirksamen
Verbindungen nicht klar, ob es sich bei der Antiinflammation durch michaelreaktive
Verbindungen um einen Klasseneffekt handelt oder ob ganz spezielle strukturelle
Eigenschaften VVoraussetzung fir eine Inhibition der 5-LO tber Modifikation ihrer prominenten
Cysteine in der Néhe des aktiven Zentrums sind. Da Michael-Akzeptoren in einer enormen
Vielfalt vorkommen, versucht diese Arbeit, diese Verbindungen strukturell zu ordnen und
innerhalb der erhaltenen Gruppen deren inhibitorische Effekte auf die 5-LO zu bestimmen. Die
Inhibition der 5-LO-Produktbildung wurde zunéchst in intakten Zellen und dann am
rekombinanten Enzym (r5LO-wt) untersucht, um Aufschluss tber direkte Modifikationen der
5-LO zu erhalten. Falls Verbindungen inhibitorische Effekte auf die rekombinante 5-LO
zeigten, wurden diese im Anschluss an mutierter rekombinanter 5-LO getestet, deren vier
Cysteine Cys159, Cys300, Cys416 und Cys418 durch Serin ersetzt wurden (r5L0O-4C). Durch
dieses Vorgehen kann eine Aussage dariber getroffen werden, ob die Inhibition der
5-LO-Produktbildung durch die jeweilige michaelreaktive Verbindung von einer nukleophilen
Michael-Addition an die Cysteinreste ausgelést wurde. Obwohl Michael-Akzeptoren
hochreaktive Verbindungen sind, kénnen sie doch selektive Reaktionen eingehen. Dies ist zum
einen durch gezielte Einstellung der Elektrophilitat der elektronenziehenden Gruppe, als auch
durch die Struktur des gesamten Molekiils um den Michael-Akzeptor mdglich. Diese Tatsache
bewirkt, dass ganz bestimmte Proteine, vor allem solche mit freien Thiolgruppen an der
Oberflache, gezielt angesteuert werden kdnnen. Die Ergebnisse sollen weiterhin Aufschluss
darliber geben, ob die Elektrophilitit des Michael-Akzeptors entscheidend zu einer
5-LO-Inhibition beitragt oder ob eventuell die strukturelle Umgebung von gréRerer Bedeutung
ist. Nach diesen Versuchen wurde weiterhin getestet, welche der vier untersuchten Cysteine fur
die Inhibition der 5-LO-Produktbildung entscheidend sind. Hierzu wurden Versuche mit 5-LO-
Mutanten durchgefiihrt, bei denen jeweils nur ein Cystein zu Serin mutiert worden ist.
Auswasch-Versuche zeigten anschlieRend, ob es sich bei der Bindung um eine reversible oder
irreversible Modifikation der 5-LO an ihren Cysteinen handelte. Versuche zum
pharmakodynamischen Profil der Michael-Akzeptoren sollten schliellich die Inhibition der
5-LO-Produktbildung durch representative Verbindungen charakterisieren und eine
MALDI-MS-Analyse die Bindung von TQ und NAPQI an r5LO-wt bestatigen.
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6. Material

Substanz Firma

AA,
Schwarzkimmeldl

Calciumionophor BWA4C,
(black oil),
Dimethylsulfoxid, Dextran, Lysozym, PMSF1, A23187,
Afatinib, Arzanol, Baicalein, BWA4C, Kaffeesdure
(caffeic acid), CDDO methylester (CDDO), Cefaclor,
Chalcone-4-hydrat, Zimtséure (cinnamic acid), Zimtsdure

A23187,

cumin seed

(cinnamic  aldehyde), Coenzym Q2, Coenzym Q10,
Cromoglicinsaure, Curcumin, Dexamethason,
Dimethylfumarat, embelin,  Entacapon, Genistein,

glutathione reduced (GSH), Harpagosid, Juglon, Lapachol,
Luteolin, Metronidazol, Minocyclin, Monomethylfumarat,
Moxifloxacin, NAPQI (N-acetyl-p-benzoquinone imine),
Paracetamol (acetaminophen), Phyllochinon
(phylloguinone), Plumbagin, Poloxim, Ranitidin, Shikonin,
Shogaol, Sinapinséure, Thymochinon, Triptolid, Warfarin,

Zanamivir, Methoxy-BQ, Methyl-BQ

Bradfordreagenz (Protein Assay Dye Reagent Concentrate)

Ampicillin, DTT,

(IPTG)

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

EDTA
Luria Broth (LB)-Medium

Lymphozytenseperationsmedium LSM 1077

Fetales Kélberserum (FCS)

STI

Bradfordreagenz (Protein Assay Dye Reagent Concentrate)
a-Tocotrienol

Primin

PGB1 und 10-NFS (10-nitro-oleicacid)

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

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

LifeTechnologies Corporation (Carlsbad, CA, USA)
PAA Laboratory GmbH (Pasching, Osterreich)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

Carl-Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Biomol, Santa Cruz

PhytoLab

Cayman
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7. Methoden

7.1  Isolation humaner PMNL aus Leukozytenkonzentraten

Humane polymorphkernige neutrophile Leukozyten (PMNL) wurden aus Buffycoats des DRK-
Blutspendedienstes Baden-Wurttemberg-Hessen (Frankfurt am Main) gewonnen. Nach Zugabe
von Dextranlésung (5 %) in PBS im Verhaltnis 1:5 (Endvolumen 50 ml) sedimentierten die
Konzentrate eine halbe Stunde. Die Uberstinde wurden danach auf 10 ml
Lymphozytenseperationsmedium zur Dichtezentrifugation gegeben und bei 8009 fur
10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) ohne Bremsfunktion zentrifugiert. Das Zentrifugat
wurde verworfen und die Pellets mit kaltem PBS resuspendiert und auf 50 ml aufgefullt. Es
folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 200 g fir 10 Minuten bei RT mit Bremsfunktion.
Danach wurden die erhaltenen Pellets mit 10 ml eiskaltem MilliQ-Wasser (MQ) (hypotone
Losung) fur 45 Sekunden mit einem Vortexmischer vermischt und dann die dadurch
verursachte Lyse der Erythrozyten mit 40 ml PBS abgestoppt. Zwei weitere Zentrifugationen
unter gleichen Bedingungen, bei denen wiederum der Uberstand verworfen wurde und mit PBS
auf 50 ml aufgefullt wurde, lieferten letztlich als Pellet die intakten PMNL (Reinheit 96-97 %).
Die erhaltenen PMNL wurden dann in 1mg/ml PBS/Glucose (PG)-Losung pH 7,4
resuspendiert und die Zellen nach Trypanblaufarbung in einer Birkerzéhlkammer gezahlt. Die

Methode wurde von Werz et al. beschrieben [22].

7.2 Herstellung und Aufreinigung von r5LO-wt

Zur Expression von r5LO-wt und 5-LO-Mutanten wurde das jeweilige Protein in E. coli
BL21 (DE3), die mit dem Plasmid pT3-5LO transformiert wurden, Uberexprimiert
[6][144],[145]. Eine Starterkultur wurde hierzu in 20 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
uber Nacht bei 37 °C als Schittelkultur anwachsen gelassen. Am darauffolgenden Tag wurden
jeweils 5 ml Startkultur mit 100 ug/ml Ampicillin auf 500 ml LB-Medium Gberimpft und 5
Stunden bei 37 °C mit 180 rpm geschdttelt. IPTG-Zugabe (0,2 mM Endkonzentration) l6ste die
Expression bei 22 °C mit 180 rpm Uber Nacht aus. Nach 16 Stunden wurden die Zellen
schlielich durch Zentrifugation (7.000 g fur 15 Minuten) bei RT geerntet und anschlieRend
durch Homogenisierungspuffer (20 mM Triethanolamin-HCI pH 8, 5 mM EDTA, 60 pg/ml
STI, 2mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mg/ml Lysozym) 15 Minuten lang auf Eis lysiert. Die
lysierten Zellen wurden dann mittels Ultraschall homogenisiert (3 x 60 Sekunden, MS 73,

Sonoplus HD 200, Bandelin electronic, Berlin, Deutschland). Ein nachfolgender
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Zentrifugationsschritt (10.000 g fur 15 Minuten) bei 4 °C trennte grobere Zellbestandteile ab,
welche verworfen wurden. Der Uberstand wurde bei 100.000 g fiir 70 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert. Die finale Aufreinigung der 5-LO erfolgte, indem der S100 Uber eine ATP-
Affinitatschromatographie und lonenaustauschchromatographie aufgereinigt wurde. Fur den
ersten Schritt (ATP-Affinitdtschromatographie) wurde in Anlehnung an Hammaberg et al.
(1995) der S100 mit 10 ml PBS/EDTA (1 mM), 10 ml PB (50 mM NaH:PO., pH 7,4)/EDTA
(1 mM), NaCl (0,5M) und 10 ml PB/EDTA (1 mM) gewaschen. Eluiert wurde mit einer
20 mM ATP-L6sung in PB/EDTA. Der zweite Schritt erfolgte durch Aufreinigung Uber eine
Anionenaustauscherchromatographie ~ (IEX). Hierzu wurden 10 ml des ersten
Aufreinigungsschrittes auf eine ResourceQ-Séule (6 ml, GE Healthcare, Uppsala, Schweden)
aufgetragen. Die Elution der 5-LO und ihrer Mutanten erfolgte dann Uber einen linearen
Gradienten von 0-60% von zwei Pufferlésungen: A:PB/EDTA (1 mM) und
B: PB/EDTA (1 mM) + NaCl (0,5 M). Die fertig aufgereinigte 5-LO eluierte schlieBlich bei ca.
40 % des Puffers B. Das verwendete Gerat war eine Akta purifier (GE Healthcare, Uppsalla,

Schweden).

7.3 Herstellung von Zellhomogenaten

Fur die Herstellung von Zellhomogenaten wurden 7,5 x 106 PMNL bei 4.000 g fiir 20 Minuten
zentrifugiert und die erhaltenen Pellets anschliefend in 1 ml PBS/EDTA mit 1 mM ATP
resuspendiert. Die Suspension wurde dreimal fir 10 Sekunden auf Eis geschallt und ATP
(1 mM) hinzugeftigt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 10.000 g fiir 10 Minuten
wurden die Zellriickstande entfernt und die Testsubstanzen und Kontrollen zu den 1 ml
Ansatzen gegeben. Die Inkubation fand fir 10 Minuten auf Eis statt. Danach wurden die
Homogenate fir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und im Anschluss mit AA (20 uM) und
CaClz (2 mM) stimuliert. Nach 10 Minuten Stimulationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe

von 1 ml eiskaltem Methanol abgestoppt.

7.4  Proteinkonzentrationsbestimmung

Um die jeweilige Proteinkonzentration zu bestimmen, wurde das aufgereinigte Protein tber
einen Bradford-Test analysiert. Hierzu wurde eine 96-well-Platte verwendet, auf die zum einen
Tripletts aus je 10 pl der zu analysierenden Proben und zum anderen eine Standardreihe aus
BSA-Verdiinnungen aufgetragen wurden. Das Ganze wurde mit 200 pl Bradfordreagenz

verdinnt und nach 5 Minuten bei 595 nm Uber einen Mikroplattenleser (Infinite M200, Tecan
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Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) vermessen. AnschlieBend liel3 sich Uber die durch eine
Eichgerade ermittelte Steigung die Konzentration der zu bestimmenden Proben errechnen.

7.5  Festphasenextraktion und HPLC-Analyse

Nach Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen bzw. den jeweiligen Kontrollen wurden die
Proben mit jeweils 500 ul PBS-Puffer, 30 ul HCL (1 N) und 10 ul PGB; (20 ng/ul), welches
als interner Standard fungiert, versetzt. Eine darauffolgende Zentrifugation bei 4.000 g flr
10 Minuten trennte PMNL-Zellfragmente von der Zellsuspension ab. Rekombinante 5-LO
konnte ohne Zentrifugation direkt auf die S&ulen gegeben werden. Zur Extraktion wurden C18-
Festphasenextraktiossdulen verwendet (Clean-up® Extraction columns, United Chemicals
Technologies, Bristol PA, USA). Diese wurden zundchst mit jeweils 1 ml Methanol (100 %)
und MQ konditioniert und anschlielend die Proben aufgegeben. Zwei anschlieRende
Waschschritte mit 1 ml MQ und Methanol (25 %) dienten als Reinigungsschritt. SchlieBlich
wurden die 5-LO-Produkte durch die Zugabe von 300 ul Methanol (100 %) in 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefalen, in die 125 ul MQ Wasser vorgelegt wurde, eluiert. Jeweils 100 ul
der so enthaltenen Proben wurden mittels RP-HPLC analysiert (C-18 Radial Pack S&ule;
100 mm, 5mm 1.D, 4 um Partikelgrofse, Waters, Eschborn, Deutschland). Als FlieBmittel
diente ein Gemisch aus Methanol, Wasser und Trifluoressigsaure (72/28/0,007). Die Produkte
wurden bei einer Flussrate von 1,2 ml/Minute und einer Wellenldnge von 280 nm fiir die ersten
8 Minuten vermessen, danach bei 235nm fir die restlichen 22 Minuten. Die
5-LO-Produktbildung wurde bei PMNL-Proben als 5-LO-Produkte pro 10° Zellen in ng
angegeben. Bei Proben von r5LO-wt als 5-LO-Produkte pro eingesetzter Proteinmenge in ng.
Die Inhibition der 5-LO-Aktivitat wurde prozentual, bezogen auf die Kontrolle, welche die
5-LO-Produktbildung nicht inhibierte, angegeben (DMSO-Kontrolle 0,1 %). Zu den
5-LO-Produkten, welche vermessen wurden, gehoren LTBs4 (nur in PMNL, nicht bei
Messungen an r5LO-wt) mit den all-trans-lIsomeren 6-trans-LTB4 und 12-epi-6-trans-LTB4
sowie 5-H(p)ETE. Abb. 20 zeigt ein typisches Chromatogramm, welches durch die verwendete

HPLC bei der jeweiligen Wellenldnge erhalten wurde.
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Abb. 20: HPLC-Chromatogramm bei 280 nm (blau) und 235 nm (rosa).

7.6  5-LO-Aktivitatsmessung von intakten PMNL

Um die 5-LO-Produkte in intakten Zellen bestimmen zu konnen, wurden pro Ansatz
5 x 108PMNL in 1 ml PG-L&sung resuspendiert und mit CaCl, (1 mM) versetzt. Die 1 ml-
Ansétze wurden im Wasserbad bei 37 °C fur 15 Minuten mit den Testsubstanzen oder der
Kontrolle inkubiert und dann fir 10 Minuten mit AA (2 uM oder 20 uM) und 2,5 uM
Calciumionophor A23187 stimuliert. Abgestoppt wurde die Reaktion mit 1 ml eiskaltem
Methanol. Bei den Stimulationsversuchen mit Natriumarsenit (10 uM) und Natriumchlorid
(300 mM) wurden nach einer Inkubation von 12 Minuten mit den Testsubstanzen oder den
Kontrollen bei 37 °C die Stimuli zugegeben und 3 Minuten vorinkubiert, bevor der Zusatz von
20 uM AA und die 10-min(tige Stimulation erfolgte. Gestoppt wurde die Reaktion mit 1 ml
eiskaltem Methanol.

7.7  5-LO-Aktivitatsmessung von r5LO-wt und deren Mutanten

Die Bestimmung der 5-LO-Produktbildung an rekombinanter 5-LO erfolgte mit 3 pg Protein
(entsprechend einer Grundaktivitat von ~1.000 ng 5-LO-Produkten), welches in 1 ml
PBS/EDTA aufgenommen und mit ATP (1 mM) versetzt wurde. Im Gegensatz zu der
Inkubation mit intakten Zellen wurden hier die jeweiligen Testsubstanzen bzw. Kontrollen fiir

15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt, bevor
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die Reaktion durch Zugabe von 20 uM AA und 2 mM CaCl; gestartet wurde. Nach 10 Minuten
wurde die Reaktion mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt.

7.8  Reversibilitatsmessung

Um herauszufinden, ob es sich um eine irreversible Inhibition der 5-LO durch die getesteten
Substanzen handelte, wurden PMNL fiir 15 Minuten mit den jeweiligen Verbindungen bei
37 °C inkubiert, danach bei 2.000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert und schlielich die Uberstande
verworfen. Die erhaltenen Zellpellets wurden dann in PG-Ldsung mit Zusatz von CaCl (1 mM)
resuspendiert sowie unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und ausgewaschen. Das
Auswaschen wurde dreimal wiederholt, bevor die Zellen mit lonophor (2,5 uM) und AA
(20 uM) fiir 10 Minuten bei 37 °C stimuliert wurden und die Reaktion mit 1 ml eiskaltem
Methanol abgestoppt wurde. Als Kontrollen dienten der Eisenligand-Inhibitor BWAA4C,
welcher aufgrund seines Mechanismus ausgewaschen werden sollte und U73122, welches die

5-LO durch kovalente Bindung inhibiert und somit die 5-LO nicht reversibel inhibiert.

7.9 MALDI-MS

791 Probenvorbereitung fur die MALDI-MS-Analyse

Aufgereinigte 5-LO und die zu testenden Substanzen (TQ oder NAPQI) wurden in PBS-Puffer
pH 7,4 zu einer endgultigen Konzentration von 150 ng/pL 5-LO und 100 uM TQ oder NAPQI
zu einem Gesamtvolumen von 2 pL verdinnt. Die Inkubation wurde direkt auf einem Thermo
Scientific™ 384-well Probenteller durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde der MALDI-
Probenteller fir 30 Minuten in eine Feuchtigkeitskammer bei 37 °C gestellt. Nach der
Inkubation mit TQ oder NAPQI wurde 1 pL Trypsin, Chymotrypsin oder eine Mischung beider
Proteasen in einer Konzentration von 12,5 ng/pL in 25 mM NH4COs3 auf das MALDI-Target
gegeben. Der enzymatische Verdau erfolgte dann fiir eine Stunde. Danach wurde die Reaktion
durch Zugabe von 1 pL a-Cyanohydroxyzimtsaure-Matrix mit einer Konzentration von
3 mg/ml in einer Mischung aus Acetonitril/H>O/Trifluoressigsaure (TFA) (70/30/0,1) gestoppt.
Nach Kristallisation wurde 2 pL gekiihlte 5 %ige Ameisenséure auf die Matrixkristalle gegeben
und sofort wieder entfernt, um Salzverunreinigungen durch den PBS-Puffer zu entfernen. Im
Anschluss wurden die Proben durch 1 puL Acetonitril/H,O/TFA (80/20/0,1) rekristallisiert, um

eine homogene KristallgréRenverteilung zu erzielen.
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MALDI-MS-Messung

MALDI-MS-Spektren wurden mit einer MALDI-LTQ-Orbitrap-XL aufgenommen (Thermo
Fisher Scientific). Die experimentell bestimmten Peptidmassenspektren (peptid mass
fingerprint) wurden mit einer Auflésung von 30.000 im FT-Orbitrap-analyzer aufgenommen
™-Zund 30 Subspektren zur Datenbanksuche akkumuliert. Tandem-MS-Spektren, der relevanten
modifizierten und unmodifizierten Peptide, wurden nach kollisionsinduzierter Dissoziation in
der linearen lonenfalle aufgenommen. Fir die Datenanalyse wurden 100 Subspektren
akkumuliert. Das Massenfenster zur Isolation der relevanten Massen fir Tandem-MS-Spektren

betrug 0,4 Da.

7.10 Datenbanksuche

Nach der MALDI-MS-Messung wurden die Spektren dekonvolutiert und deisotopiert (aus der
Isotopenverteilung wurde die monoisotopische Masse rechnerisch bestimmt) und in sogenannte
mgf (mgf = mascot generic files), welche Massenintensitétslisten beinhalten, umgewandelt.
Danach wurden die mgf der aufgenommenen Spektren mit der MASCOT-Datenbank

ausgewertet.

7.11 DPPH-Versuch

Radikalfangereigenschaften von Verbindungen konnen tiber eine Reduktion von 2,2-Diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) erfasst werden [146, 147]. Hierzu wurden die jeweiligen
Testsubstanzen oder die Vehikelkontrolle (DMSO) mit 5 nmol DPPH in acetatgepuffertem
Methanol (0,1 M Acetatpuffer pH 5,5; Methanol 40/60 V/V) versetzt. Nach 30 Minuten
vorsichtigen Schuttelns im Dunkeln wurde die Absorption mit einem Mikroplattenleser
(Infinite M200, Tecan Group Ltd, Crailsheim, Germany) bei 517 nm vermessen. Jede
Verbindung wurde unabhdngig voneinander dreimal vermessen und der Standardfehler des
arithmetischen Mittels (SEM) berechnet. Ascorbinsdure (100 uM) wurde als Kontrolle

verwendet.

7.12 Ferene S-Versuch

Eine Eisenreduktion von Fe3* zu Fe?* wurde durch einen spezifischen Fe?*-Detektor, (Ferene S)
der Fe?* spezifisch kolorimetrisch anzeigt, gemessen [148]. Die Testsubstanzen oder die
Vehikelkontrolle (DMSO) wurden mit 50 uM FeClsz und 0,5 mM Ferene S in 0,15 M NaCl mit
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1 % Tween-20 fur eine Stunde bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Die Absorption wurde bei
594 nm vermessen. Es wurde hierzu ein Mikroplattenleser (Infinite M200, Tecan Group Ltd,
Crailsheim, Germany) verwendet. Nach Basislinienkorrektur mit der Vehikelkontrolle, wurden
die Absorptionswerte auf die maximale Eisenreduktion normalisiert (NDGA 100 uM).
Ascorbinsédure (100 uM) wurde als Kontrolle verwendet. Jede Probe wurde unabhéngig
voneinander dreimal vermessen und der Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM)

berechnet.

7.13 Zellviabilitdtsmessung

Die Zellviabilitat wurde Uber einen WST-1-Versuch (watersoluble tetrazolium 1) (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) abgeschatzt. Hep-G2-Zellen wurden auf
96-well-Platten mit einer Dichte von 3 x 10* Zellen pro well ausgesaht. Nach der Behandlung
der Zellen mit den Verbindungen oder der Vehikelkontrolle (DMSQO) fir 48 Stunden in
Anwesenheit von 10 % FCS, wurde die Zellviabilitit nach Handlerprotokoll mit einem
Mikroplattenleser (Infinite M200, Tecan Group Ltd, Crailsheim, Germany) vermessen. Die
Absorption wurde nach 48 Stunden gemessen, die Basislinie um die Absorption des
Zellkulturmediums plus WST-1 in Abwesenheit von Zellen Korrigiert und auf die
Vehikelkontrolle normalisiert (DMSO). Jede Verbindung wurde unabhangig voneinander
dreimal vermessen und der Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) berechnet.
Zileuton und Rev-5901 (100 uM) wurden als Kontrollen verwendet.

7.14 LDH-Zytotoxizitat-Versuch

Ein sogenannter Lactatdehydrogenase (LDH)-Versuch (cytotoxicity detection kit; Roche
Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) wurde durchgefiihrt, um
einen LDH-Austritt zu bestimmen, nachdem Hep-G2-Zellen mit der jeweiligen Verbindung
behandelt wurden. Ein LDH-Austritt wurde hierbei als Surrogat fur die Zellmembranintegritat
herangezogen. Die Zellen wurden mit den Testsubstanzen sowie der Vehikelkontrolle
(0,1 % DMSO) fir 48 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und
die Verbindungen erneut hinzugegeben. VVon den Zelluberstanden wurden Aliquots entnommen
und auf eine Mikroplatte aufgetragen. Die LDH-Freisetzung wurde schlieBlich nach
Herstellerprotokoll unter Verwendung eines Mikroplattenlesers (Infinite M200, Tecan,

Crailsheim, Germany) bestimmt. Die maximale LDH-Freisetzung wurde Uber die
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Kontrollverbindung Triton X-100 (Detergenz, welches die Membranintegritat zerstort)
definiert und als 100 % gesetzt.

7.15 Statistik

Alle Messungen sind Mittelwerte aus mindestens drei voneinander unabhangigen Messungen,
wenn nicht anders angegeben. Zur Bestimmung der 1Cso-Werte wurden mindestens drei
verschiedene Konzentrationen der Testsubstanzen vermessen und mittels nichtlinearer
Regression flir normalisierte Daten ermittelt. Zur Bestimmung signifikanter Unterschiede
(p <0,05) wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt. Fir die statistische Analyse wurde

GraphPad Prism Version 6.07 (GraphPad Software, San Diego, California, USA) verwendet.
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8.  Ergebnisse

8.1 Effekte auf die zellulare 5-LO-Produktbildung

Verschiedenste michaelreaktive Verbindungen wurden auf ihren inhibitorischen Effekt auf die
5-LO-Produktbildung in Calciumionophor A23187 stimulierten und mit 2 uM exogener AA
versetzten PMNL untersucht. A23187 ist ein Stimulus, der die 5-LO durch Anstieg des
intrazelluldren Calciums aktiviert, wobei groBtenteils eine rezeptorvermittelte Aktivierung
(z.B. durch MAPK, welche zu einer Phosphorylierung der 5-LO fuihrt) umgangen wird. Die
geringe Konzentration von 2 uM AA wurde verwendet, um auch inhibitorische Aktivitaten auf
FLAP zu erfassen, da eine hohe Konzentration exogen zugegebener AA die Effektivitat von
FLAP-Inhibitoren reduziert [43]. Verbindungen, welche inhibitorische Effekte auf die
5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten, wurden dann weiter an r5LO-wt auf ihren hemmenden
Effekt getestet. Die ICso-Werte aller getesteten Verbindungen konnen Kapitel 11 entnommen

werden.

8.1.1 Benzochinone

Innerhalb dieser Gruppe wurden AA861, Coenzym Q2, Coenzym Q10, Durochinon, Embelin,
Methyl-BQ, Methoxy-BQ, NAPQI, OH-BQ, Poloxim, Primin und TQ untersucht. AA861,
Embelin, Methoxy-BQ, Methyl-BQ, Primin und TQ zeigten hemmende Effekte auf die
5-LO-Produktbildung in PMNL (Abb. 21).

/—OH

AAS61  / o
Primin . —~ o Coenzym Q2
N/ A
o~ |
Coenzym Q10
Lo o Embelin
10
Methoxy-BQ Benzochinone
O ™" " Durochinon
o ~ ~
. oH
TQ i N _OH
i HO" OH-BQ
\[ HC” N
Poloxim NAPQI  Methyl-BQ

Abb. 21: strukturen der untersuchten Benzochinonderivate.
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AA861 inhibierte die 5-LO-Produktbildung in PMNL mit einem 1Cso-Wert von 0,2 uM [68],
gefolgt von Primin (ICso-Wert 2,8 uM), Embelin (ICso-Wert 3,5 uM), Methoxy-BQ
(ICs0-Wert 4,2 uM), TQ (ICso-Wert 4,3 uM) und Methyl-BQ (ICso-Wert 6,3 uM). Abb. 22
illustriert die Hemmung der 5-LO-Produktbildung durch die einzelnen Benzochinonderivate
bei einer Konzentration von 10 uM in PMNL. Die Messergebnisse von Coenzym Q2 hatten
eine sehr hohe Standardabweichung, weshalb keine konkrete Aussage Uber dessen
inhibitorischen Effekt auf die 5-LO-Produktbildung getroffen werden kann. Durochinon,
Coenzym Q10, OH-BQ und Poloxim zeigten keinen signifikant hemmenden Effekt auf die
zelluldre 5-LO-Produktbildung in PMNL. Des Weiteren wurde Schwarzkiimmeldl in
verschiedenen Verdiinnungen auf hemmende Effekte der 5-LO-Produktbildung in PMNL
getestet (Abb. 23). Bei einer Verdinnung von 1:20.000 lag die 5-LO-Produktbildung bei
63,3 % bezogen auf die Kontrolle. Abb. 24 zeigt die Strukturen und ICso-Werte in PMNL der

untersuchten Benzochinonderivate.
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O 50 3 OH-BQ
oo 3 Primin

2 25 _
O I.r.l |1‘ l--l I-"-I 3 Thymochinon
It_II) _ 0l= I = 3 Durochinon
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Abb. 22: Einfluss verschiedener Benzochinonderivate auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL. PMNL
(5 x 10° Zellen/ml) wurden mit den jeweiligen Verbindungen in einer Konzentration von 10 M oder mit der Kontrolle (0,1 %
DMSO) fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und danach mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C
stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC
analysiert; n>2 = SEM. Wurde kein inhibitorischer Effekt auf die 5-LO-Produktbildung gesehen, wurde der Versuch nur einmal
wiederholt. Substanzen, welche einen hemmenden Effekt auf die 5-LO-Produktbildung zeigten, sind als n>3 + SEM dargestellt.
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Abb. 23: Einfluss verschiedener Verdiinnungen von Schwarzkiimmeldl auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL.

PMNL (5 x 108 Zellen/ml) wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen des Schwarzkiimmel6ls oder mit der Kontrolle (0,1 %
DMSO) fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und danach mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C
stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC

analysiert; n=3 + SEM.
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Abb. 24: strukturen und 1Cso-Werte in PMNL der untersuchten Benzochinonderivate. In blau sind die Strukturen

dargestellt, welche eine signifikante Hemmung auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten. In rot die Substanzen, die keine

pharmakologisch relevante Inhibition auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten.
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Naphthochinone

Zu den untersuchten Naphthochinonen gehoéren Juglon, Lapachol, Plumbagin, Shikonin und
Phyllochinon (Abb. 25).

| |
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Lapachol i
\OH | M

OH OH

Naphthochinone
|

o I,

Plumbagin Juglon

W/Y\/Y

Phyllochinon (Vitamin K1)

ADbb. 25: strukturen der untersuchten Naphthochinon-Derivate: Lapachol, Shikonin, Juglon, Phyllochion und

Plumbagin.

Shikonin zeigte unter den untersuchten Naphthochinonen mit einem 1Cso-Wert von 1,54 uM
die starkste Inhibition der 5-LO-Produktbildung in PMNL. Plumbagin zé&hlt mit einem
ICso-Wert von 7,0 UM zu den eher moderaten Inhibitoren der 5-LO-Produktbildung in PMNL.
Lapachol, Phyllochinon und Juglon (Hydroxy-1,4-Naphthochinon) hatten bis zu einer
Konzentration von 10 puM keinen signifikant hemmenden Effekt auf die 5-LO-Produktbildung
im intakten Zellsystem. Abb. 26 zeigt die Effekte der Naphthochinonderivate auf die
5-LO-Produktbildung bei einer Konzentration wvon 10 M. Die [Cso-Werte der
Naphthochinonderivate in PMNL kdnnen Abb. 27 entnommen werden.
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Abb. 26: Vergleich der Effekte der Naphthochinonderivate Juglon, Lapachol, Phyllochinon, Plumbagin und
Shikonin auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsystem. PMNL (5 x 10° Zellen/ml) wurden mit den jeweiligen
Verbindungen in angegebener Konzentration oder der Kontrolle (0,1 % DMSO) fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und danach
mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit
1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n=2-4 + SEM. Substanzen, welche einen
hemmenden Effekt auf die 5-LO-Produktbildung zeigten, sind als n>3 + SEM dargestellt.
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Abb. 27: strukturen und 1Cso-Werte in PMNL der untersuchten Naphthochinonderivate. In blau sind die Strukturen

dargestellt, welche eine signifikante Hemmung auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten. In rot die Substanzen, die keine

pharmakologisch relevante Inhibition auf die 5-LO-Produktbildung in PMINL verzeichneten.
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Ungesattigte Verbindungen

In der Gruppe der ungesattigten Verbindungen wurden a-Tocotrienol, BWA4C, Harpagosid,

Kaffeeséure, 6-NFS (6-nitro-6-trans-dodecensaure, 6-NO-Dodecensédure), 10-NFS (10-nitro-

9-trans-octadecensaure, 10-NO-Olséure), Sinapinsaure, Shogaol, U73122, Zimtaldehyd und
813 Zimtsdure untersucht (Abb. 28).
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ADbb. 28: strukturen der untersuchten ungesattigten Verbindungen: a-Tocotrienol, BWA4C, Harpagosid, Kaffeeséure,

6-NFS (6-Nitro-6-trans-Dodecensaure), 10-NFS (10-nitro-9-trans-octadecensdure), Sinapinsdure, Shogaol, U73122,
Zimtaldehyd und Zimtsdure.

Unter ihnen zeigte, wie auch bereits durch Awwad et al. 2014 beschrieben [5], 10-NFS eine
Hemmung der 5-LO-Produktbildung mit einem 1Cso-Wert von 5 uM im intakten Zellsystem.
BWAA4C und U73122 wurden in diese Gruppe aufgenommen, da sie in vielen durchgefiihrten
Versuchen als Kontrollsubstanzen dienten. BWAA4C zeigte einen 1Cso-Wert von 0,15 pM,
U73122 einen 1Cso-Wert von 6,97 uM und Shogaol einen 1Cso-Wert von 8,2 uM in PMNL
(Abb. 29).
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Abb. 29: Einfluss der ungesattigten Verbindungen Zimtsaure, Zimtaldehyd, Kaffeesaure, Sinapinsadure, Harpagosid,

a-Tocotrienol, 10-NFS und Shogaol auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsytem. PMNL (5 x 10° Zellen/ml)
wurden mit den angegebenen Testsubstanzen in angegebener Konzentration oder mit der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA flir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert.
Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n>3 + SEM.

Eine durch Kooperation synthetisierte NFS [149] mit einer Kettenldnge von
12 Kohlenstoffatomen und einer Nitrierung an Position 6 (6-NFS) hatte genauso wie
a-Tocotrienol, Harpagosid, Kaffeesdure, Sinapinsdure, Zimtsdure und Zimtaldehyd keine
inhibitorische Wirkung auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL (Abb. 30).

PMNL
2
32 = ~ 6-NFS
';: £ 100‘<§>"/%‘:% - Qlsiure
X5 75 10-NFS
3x
O % 50f-----------mmoooooooeoacoe-
J Tl
1 0 r . . .
- 0 03 i 3 5

MM

Abb. 30: Einfluss von Olsaure, 6-NFS und 10-NFS auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsytem. PMNL

(5 x 108 Zellen/ml) wurden mit Olsaure, 6-NFS und 10-NFS in angegebener Konzentration oder mit der Kontrolle
(0,1 % DMSO) fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls
37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC
analysiert; n>3 + SEM.
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Die Strukturen und I1Cso-Werte der untersuchten ungeséttigten Verbindungen in PMNL kdnnen
Abb. 31 entnommen werden.
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Abb. 31: strukturen und ICso-Werte in PMNL der untersuchten ungesattigten Verbindungen. In blau sind die
Strukturen dargestellt, welche eine signifikante Inhibition der 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten. In rot die Substanzen,

die keine pharmakologisch relevante Inhibition auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL verzeichneten.
8.14

Polyphenole

Die Gruppe der Polyphenole umfasst zahlreiche Verbindungen, die zum Teil anderen Gruppen
zugeordnet wurden, wenn sie strukturell eher mit diesen vergleichbar waren. In die Gruppe der

Polyphenole wurden deshalb nur Curcumin und Arzanol zugeordnet (Abb. 32).

0.

Curcumin Arzanol

ADbb. 32: Sstrukturen der Polyphenole Curcumin und Arzanol.
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Arzanol zeigte bis 10 uM keinen Effekt auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsystem.
Curcumin hatte hingegen einen 1Cso-Wert von 1,6 uM in PMNL (Abb. 33). Strukturen und

ICs0-Werte von Curcumin und Arzanol in PMNL konnen Abb. 34 entnommen werden.
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Abb. 33: Einfluss von Curcumin auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsytem. PMNL (5 x 106 Zellen/ml)

wurden mit Curcumin in angegebener Konzentration oder mit der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert
und dann mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach

10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.
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ADbb. 34: strukturen und ICs;-Werte in PMNL von Curcumin und Arzanol. In blau ist Curcumin zu sehen, welches

eine signifikante Inhibition auf die 5-LO-Produktbildung in PMINL zeigte. In rot Arzanol, das keine pharmakologisch relevante

Inhibition auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigte.
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Flavonoide

In der Gruppe der Flavonoide wurden Baicalein, Chalkon, Genestein Flavopiridol und Luteolin
auf ihre Effekte auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL untersucht (Abb. 35).

Genistein E
\%]) Baicalein

Flavopiridol Flavonoide

OH HO

HO. 0.
Luteolin
: NS
N

OH

Chalkon

Abb. 35: strukturen der untersuchten Flavonoide.

Abb. 36 zeigt den Einfluss von Baicalein, Chalkon und Luteolin auf die 5-LO-Produktbildung
in PMNL. Fir Luteolin wurde in PMNL ein 1Cso-Wert von 0,6 uM, fir Baicalein ein 1Cso-Wert
von 1,35 uM und fir Chalkon ein ICso-Wert von 6,0 uM ermittelt. Flavopiridol und Genistein
hatten bis 10 puM keinen signifikant hemmenden Effekt auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL.

Strukturen und ICso-Werte der untersuchten Flavonoide konnen Abb. 37 entnommen werden.
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Abb. 36: Einfluss von Luteolin (lila), Baicalein (orange) und Chalkon (gruin) auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL.

PMNL (5 x 106 Zellen/ml) wurden mit Luteolin, Baicalein und Chalkon in angegebener Konzentration oder mit der Kontrolle
(0,1 % DMSO) fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 pM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls
37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC
analysiert; n=3-5 + SEM.
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Abb. 37: strukturen und 1Cso-Werte in PMNL der untersuchten Flavonoide. In blau sind die Strukturen dargestellt,

welche eine signifikante Hemmung auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten. In rot die Substanzen, die keine

pharmakologisch relevante Inhibition auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten.
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Nitrostyrene

In der Gruppe der Nitrostyrene wurde das 3-Methoxy-p-Nitrostyren (Methoxy-Nitrostyren)

untersucht. Methoxy-Nitrostyren zeigte im intakten Zellsystem einen 1Cso-Wert von 10,8 uM

(Abb. 38). Abb. 39 zeigt den Einfluss von Methoxy-Nitrostyren auf die 5-LO-Produktbildung
516in PMNL
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Abb. 38: struktur von 3-Methoxy-beta-Nitrostyren und dessen 1Cso-Wert in PMNL.
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Abb. 39: Einfluss von Methoxy-Nitrostyren auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsytem. PMNL

(5 x 10° Zellen/ml) wurden mit Methoxy-Nitrostyren in angegebener Konzentration oder mit der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 pM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert.
Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n=3 + SEM.
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Arzneistoffe

In die Gruppe der Arzneistoffe wurden Afatinib, CDDO, Cefaclor, Cromoglicinsaure

Dexamethason, Dimethylfumarat (DMF), Entacapon, 4-Methylumbeliferon, Metronidazol,

Minocyclin, Monomethylfumarat (MMF), Moxifloxacin, Paracetamol, Ranitidin, Triptolid,
81 \Warfarin und Zanamivir eingeordnet (Abb. 40).
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Abb. 40: strukturen der untersuchten Arzneistoffe.

Keine der genannten Verbindungen hatte bis zu einer Konzentration von 10 uM einen
signifikant hemmenden Effekt auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsystem. Lediglich
Afatinib zeigte in einer Konzentration von 10 uM eine Inhibition der 5-LO-Produktbildung von
ca. 50 Prozent bezogen auf die Vehikelkontrolle DMSO (Abb. 41).
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ADbb. 41: Einfluss von Afatinib auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL. PMNL (5 x 106 Zellen/ml) wurden mit Afatinib

in angegebenen Konzentrationen oder der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 uM
A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem
Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n=2 + SEM.

8.2  Einfluss auf die Produktbildung der r5LO-wt

Verbindungen, welche inhibitorische Effekte auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten

oder fur die ein direkter Effekt auf die 5-LO angenommen wurde, wurden an r5LO-wt getestet.

Hierzu wurden 3 pg aufgereinigte r5LO-wt zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM

ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden dann fur

15 Minuten mit r5LO-wt bei 4 °C inkubiert, dann fur 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und

schlieBlich mit 2 mM CaCl, und 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten
g.2.,Mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert.

Benzochinone

Unter den Benzochinonderivaten zeigte Embelin an r5SLO-wt den niedrigsten 1Cso-Wert mit
0,23 uM, gefolgt von Primin (0,6 uM), Methyl-BQ (2,8 uM), Methoxy-BQ (3,0 uM), NAPQI
(3,0 uM), AA861 (3,8 uM), TQ (6,1 uM), OH-BQ (6,3 uM) und Coenzym Q2 (8,6 UM).
Coenzym Q10 und Poloxim blieben bis 10 uM ohne Effekt auf die 5-LO-Produktbildung.
Abb. 40 zeigt den Effekt der Benzochinonderivate auf die 5-LO-Produktbildung im intakten
Zellsystem (PMNL) im Vergleich zum aufgereinigten Enzym (r5LO-wt). Die inhibitorische
Wirkung von AA861 auf die 5-LO-Produktbildung war am aufgereinigten Enzym im Vergleich
zum intakten Zellsystem starker (ICso-Wert [PMNL]: 3,8 uM; 1Cso-Wert [r5LO-wt]: 1,2 uM).
NAPQI, OH-BQ und Coenzym Q2 zeigten keine signifikanten inhibitorischen Effekte auf die

5-LO-Produktbildung in PMNL, wohingegen sie an r5LO-wt einen 1Cso-Wert von 3,0 uM
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(NAPQI), 6,3 uM (OH-BQ) und 8,6 uM (Coenzym Q2) aufwiesen. Fir Embelin, Methyl-BQ,
Methoxy-BQ, Primin und TQ zeigten sich keine signifikanten Unterschiede auf die
5-LO-Produktbildung an r5LO-wt im Vergleich zu PMNL. Abb. 42 und Abb. 43 zeigen die
Effekte von Benzochinonen auf die 5-LO-Produktbildung in intakten PMNL und an r5LO wt

auf.
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Abb. 42: Vergleich des Effektes von Benzochinonen auf die 5-LO-Produktbildung in intakten PMNL (rot) und an

r5LO-wt (grau). Rot: PMNL (5 x 10° Zellen/ml) wurden mit den Testsubstanzen oder der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 pM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert.
Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert.
Grau: 3 pg aufgereinigte r5LO-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM ATP gegeben. Die jeweiligen
Testsubstanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSQO) wurden fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C
vorgewdrmt und schlieRlich mit CaClz (2 mM) und 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml
eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n=2-7 + SEM (zeigte sich keine Inhibition der
5-LO-Produktbildung, wurde das Experiment nur einmal mit betreffender Substanz wiederholt, dadurch n=2 bei Substanzen
ohne signifikanten Effekt auf die 5-LO-Produktbildung).
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Abb. 43: Einfluss von AA861 (A), Embelin (B), Coenzym Q2 (C), Methoxy-BQ (D), Methyl-BQ (E), NAPQI (F), OH-
BQ (G), Primin (H) und TQ (I) auf die 5-LO-Produktbildung im intakten Zellsytem (orange) und an r5LO-wt. PMNL
(5 x 10° Zellen/ml) wurden mit Methoxy-Nitrostyren in angegebener Konzentration oder mit der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 pM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert.

8.2.2Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n=3 + SEM.

Naphthochinone

Von den Naphthochinonen wurden nur Shikonin und Plumbagin an r5LO-wt getestet, da die
anderen Verbindungen keinen Effekt auf die 5-LO-Produktbildung in PMNL zeigten. Shikonin
zeigte an r5LO-wt mit einem ICso-Wert von 0,5 uM einen deutlich stdrker hemmenden Effekt
auf die 5-LO-Produktbildung als Plumbagin mit einem ICso-Wert von 14,3 uM (Abb. 44).
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Abb. 44: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch die beiden Naphthochinonderivate Plumbagin (orange) und

Shikonin (schwarz) am aufgereinigten Enzym (r5LO-wt). 3 ug aufgereinigte r5LO-wt wurde zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM
EDTA und 1 mM ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden fiir 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert, dann fur 30 Sekunden bei 37 °C vorgewéarmt und mit CaClz (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde
nach 10 Minuten mit 1ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n>3 + SEM.

Der inhibitorische Effekt von Plumbagin auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt nahm am
aufgereinigten Enzym im Vergleich zu PMNL ab (7,0 uM vs. 14,3 uM); Fir Shikonin nahm er
leicht zu (1,54 uM vs. 0,5 uM) (Abb. 42).
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ADbb. 45: Effekte der Naphthochinone Plumbagin (A) und Shikonin (B) auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt

und in PMNL. Griine Kurve: PMNL (5 x 10° Zellen/ml) wurden mit Plumbagin, Shikonin oder der Kontrolle (0,1 % DMSO)
fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA flir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert.
Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n>3 + SEM. Schwarze Kurve: 3 pg aufgereinigte r5LO-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM ATP
gegeben. Plumbagin, Shikonin oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden fur 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fur
30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und schlieRlich mit CaCl. (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach
10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 £ SEM.
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Zusammenfassend zeigte Shikonin sowohl in PMNL als auch an r5LO-wt einen stdrkeren
inhibitorischen Effekt auf die 5-LO-Produktbildung als Plumbagin. An r5LO-wt war der
inhibitorische Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch Plumbagin geringer als in PMNL
(Abb. 46).
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ADbb. 46: strukturen und ICso-Werte von Shikonin und Plumbagin. Die ICso-Werte [PMNL] sind in schwarz dargestellt,
die ICso-Werte [r5LO-wt] in rot.

8.2.3 Ungesattigte Verbindungen

Innerhalb dieser Gruppe wurden a-Tocotrienol, BWAA4C, Harpagosid, Kaffeesdure, 10-NFS,
Shogaol, Sinapinsaure, U73122 und Zimtsaure an r5LO-wt getestet. BWA4C, Shogaol und
10-NFS zeigten an r5LO-wt einen 1Cso-Wert von 0,2 uM (BWAA4C) und jeweils 0,6 uM
(Shogaol sowie 10-NFS). U73122 wies unter den Verbindungen dieser Gruppe den niedrigsten
ICso-Wert mit 0,17 uM an r5LO-wt auf. 10-NFS, Shogaol und U73122 hatten einen signifikant
starker inhibitorischen Effekt auf die Produktbildung der r5LO-wt im Vergleich zu PMNL.
10-NFS war um den Faktor 8 starker inhibitorisch an r5LO-wt (ICso-Wert [PMNL]:5,0 uM;
ICso-Wert [r5LO-wt] 0,6 uM), Shogaol fast um den Faktor 14 (ICso-Wert [PMNL]: 8,2 uM;
ICso-Wert [r5LO-wt]: 0,6 uM) und U73122 sogar um den Faktor 41 (ICso-Wert [PMNL]:
6,96 UM; ICso-Wert [r5LO-wt]: 0,17 uM) (Abb. 47). Alle anderen Substanzen zeigten keinen
inhibitorischen Effekt auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt. Abb. 48 zeigt die Strukturen
und 1Cso-Werte von BWAA4C, 10-NFS, Shogaol und U73122 auf die 5-LO-Produktbildung an
r5LO-wt und in PMNL.
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Abb. 47: Effekte von BWAA4C (A), 10-NFS (B), Shogaol (C) und U73122 (D) auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-

wt und in PMNL. Grine Kurve: PMNL (5 x 108 Zellen/ml) wurden mit genannten Verbindungen oder der Kontrolle
(0,1 % DMSO) fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 pM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls
37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC
analysiert; n>3 + SEM. Schwarze Kurve: 3 pg aufgereinigte r5L.O-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM
ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann
fur 30 Sekunden bei 37 °C vorgewadrmt und schlieflich mit CaClz (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde
nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.
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Abb. 48: strukturen und ICso-Werte von BWA4c, 10-NFS, U73122 und Shogaol. Die ICso-Werte [PMNL] sind in

schwarz dargestellt, die 1Cso-Werte [r5LO-wt] in rot.
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Polyphenole

Am rekombinanten Enzym wurde innerhalb dieser Gruppe Curcumin getestet. Curcumin zeigte

an r5LO-wt einen ICso-Wert von 1,4 uM welcher fast exakt dem 1Cso-Wert in PMNL von

1,6 UM entspricht (Abb. 46). Abb. 50 zeigt die Strutur und die 1Cso-Werte von Curcumin in
524pMNL und an r5LO-wt.
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ADbb. 49: Effekt von Curcumin auf die 5-LO Produktbildung an r5LO-wt und in PMNL. Blaue Kurve: PMNL (5 x 10°
Zellen/mL) wurden mit Curcumin oder der Kontrolle (0,1% DMSO) fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert und dann mit 2,5 uM
A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37°C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 mL eiskaltem
Methanol gestoppt und die 5-LO Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM. Schwarze Kurve: 3 pg aufgereinigte r5LO-wt
wurden zu 1 mL PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle
(0,1% DMSO) wurden fir 15 Minuten bei 4°C inkubiert, dann fur 30 Sekunden bei 37°C vorgewarmt und mit CaClz (2 mM)
sowie 20 pM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 mL eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO
Produkte via HPLC analysiert; n >3 + SEM.
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Abb. 50: struktur und 1Cso-Wert von Curcumin. Der 1Cso-Wert [PMNL] ist in schwarz dargestellt, der ICso-Wert [r5LO-

wt] in rot.
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Flavonoide

An r5LO-wt wurden von den Flavonoiden Baicalein, Chalkon und Luteolin getestet. Luteolin

zeigte am aufgereinigten Enzym mit einem ICso-Wert von 0,06 1M den starksten inhibierenden

Effekt auf die 5-LO-Produktbildung innerhalb dieser Gruppe. Fir Baicalein ergab sich ein
5231 Cso-Wert von 0,29 pM und fiir Chalkon ein 1Cso-Wert von 0,7 uM (Abb. 51).
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ADbb. 51: vergleich der Effekte auf die 5-LO-Produktbildung durch Luteolin (lila), Baicalein (orange) und Chalkon

(griin) am aufgereinigten Enzym (r5LO-wt). 3 pg aufgereinigte r5LO-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und
1 mM ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden fur 15 Minuten bei 4 °C inkubiert,
dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewdrmt und schlieflich mit CaClz (2 mM) sowie 20 pM AA stimuliert. Die Reaktion
wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n=3-4 + SEM.

Sowohl Chalkon als auch Luteolin erzielten an r5LO-wt gegeniiber PMNL niedrigere
ICso-Werte (Chalkon 1Cso-Wert [PMNL]: 6,0 uM; ICso-Wert [r5LO-wt]: 0,7 uM; Luteolin
ICso-Wert [PMNL]: 0,6 uM; ICso-Wert [r5LO-wt]: 0,06 uM). Die Effekte von den Flavonoiden
Baicalein, Chalkon und Luteolin auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt und in PMNL
kdénnen Abb. 52 entnommen werden. Die ICso-Werte von Luteolin, Baicalein und Chalkon in
PMNL und an r5LO-wt kdnnen Abb. 53 entnommen werden.
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Abb. 52: Effekte von den Flavonoiden Baicalein (A), Chalkon (B) und Luteolin (C) auf die 5-LO-Produktbildung an

r5LO-wt und in PMNL. Rosa Kurve: PMNL (5 x 10° Zellen/ml) wurden mit genannten Verbindungen oder der Kontrolle
(0,1 % DMSO) fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fir 10 Minuten bei ebenfalls
37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC
analysiert; n>3 + SEM. Schwarze Kurve: 3 pg aufgereinigte r5LO-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM
ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann
fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewéarmt und schlieRlich mit CaClz (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde
nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.
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Abb. 53: strukturen und ICso-Werte von Luteolin, Baicalein und Chalkon. Die I1Cso-Werte [PMNL] sind in schwarz
dargestellt, die 1Cso-Werte [r5LO-wt] in rot.
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Nitrostyrene

Fur das Nitrostyren-Derivat Methoxy-Nitrostyren wurde an r5LO-wt ein ICso-Wert von 2,9 uM

ermittelt. In PMNL zeigte Methoxy-Nitrostyren einen schwacher hemmenden Effekt auf die

5-LO-Produktbildung als an r5LO-wt (Abb. 54). Die 1Cso-Werte von Methoxy-Nitrostyren in
SL8MNL und an r5LO-wt kénnen Abb. 55 entnommen werden.
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Abb. 54: Effekt von Methoxy-Nitrostyren auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt und in PMNL. Griine Kurve:

PMNL (5 x 108 Zellen/ml) wurden mit Methoxy-Nitrostyren oder der Kontrolle (0,1 % DMSO) fiir 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert und dann mit 2,5 uM A23187 plus 2 uM AA fiir 10 Minuten bei ebenfalls 37 °C stimuliert. Die Reaktion wurde nach
10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM. Schwarze Kurve:
3 pg aufgereinigte r5LO-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen
oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewéarmt und
schlielich mit CaClz (2 mM) sowie 20 pM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol
gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.

ICsy [PMNL] und [r5LO-wt]
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Abb. 55: struktur und 1Cso-Wert von 3-Methoxy-beta-Nitrostyren. Der ICso-Wert [PMNL] ist in schwarz dargestellt,
der ICso-Wert [r5LO-wt] in rot.
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Arzneistoffe

Unter den Arzneistoffen wurden CDDO, Entacapon, Moxifloxacin, Afatinib, DMF,
Metronidazol, MMF und Paracetamol an r5LO-wt getestet. Innerhalb dieser Gruppe wies
CDDO an r5LO-wt einen I1Cso-Wert von 6,6 uM, Moxifloxacin einen ICso-Wert von 27,19 uM
8'2'7(allerdings mit grolien Standardabweichungen; 95 %-Konfidenzintervall:
14,14 uM - 52,31 uM) und Entacapon mit 30,9 uM (auch mit hohen Standardabweichungen;
95 %-Konfidenzintervall: 21,1 uM - 45,3 uM) auf (Abb. 56). Afatinib (getestet bis 10 uM),
DMF (getestet bis 100 uM), Metronidazol, MMF (getestet bis 100 uM) und Paracetamol
(getestet bis 100 uM) blieben ohne hemmenden Effekt auf die Produktbildung der r5LO-wt.

Die ICso-Werte von CDDO in PMNL und an r5LO-wt kdnnen Abb. 57 enthommen werden.
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Abb. 56: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung am aufgereinigten Enzym (r5LO-wt) durch Entacapon (orange),
Moxifloxacin (rot) und CDDO (schwarz). 3 pg aufgereinigte r5LO-wt wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und

1 mM ATP gegeben. Die jeweiligen Substanzen oder die Kontrolle (0,1 % DMSO) wurden in angegebener Konzentration fir
15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fur 30 Sekunden bei 37 °C vorgewdrmt und schlieBlich mit CaCl2 (2 mM) sowie
20 pM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via
HPLC analysiert; n=2-4 £ SEM.
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Abb. 57: struktur und ICso-Wert von CDDO, Entacapon und Moxifloxacin. ICso-Wert [PMNL] ist in schwarz

dargestellt, 1Cso-Wert [r5LO-wt] in rot.
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8.3  Effekte auf die 5-LO-Produktbildung an r5L0O-4C

Um beurteilen zu kdnnen, ob ein Grund fiir die Inhibition der 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt
durch michaelreaktive Verbindungen in der Interaktion mit den Cysteinen in Nahe des aktiven
Zentrums liegt, wurde ein Versuch mit einer 5-LO-Mutante durchgefiihrt. Diese Mutante hat
vier zu Serin mutierte Cysteine (Cys159, Cys300, Cys416, Cys418), die direkt an der
Substrateintrittsstelle lokalisiert sind (r5LO-4C) [150]. Wie bereits durch Hornig et al. 2011
beschrieben, beeintréchtigen diese Mutationen nicht die Aktivitat der r5LO-4C im Vergleich
zu r5LO-wt [151]. Als Kontrolle dienten 10-NFS (Abb. 58B) und U73122 [152] (Abb. 58C),
die die 5-LO durch kovalente Bindung an Cys416 inhibieren [151] sowie BWAA4C (Abb. 58A),
ein Eisenligand-Inhibitor, der die 5-LO unabhédngig von ihren Cysteinen inhibiert [153].
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Abb. 58: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch BWA4C(A), 10-NFS (B) und U73122 (C) an r5LO-4C (lila) und

r5LO-wt (schwarz). 3 pg des jeweiligen Proteins (r5LO-wt oder r5L0O-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und

1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und r5LO-4C wurden dann mit den Kontrollen BWAA4C (A) n=3+ SEM, 10-NFS (B) =3+ SEM,

U73122 (C) n=3 + SEM fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und mit CaCl:

(2 mM) und 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-

Produkte via HPLC analysiert. Die durchschnittlichen 5-LO-Produkte aller Inkubationen mit der DMSO-Kontrolle an r5LO-
8.3.11t betrugen 1469 + 135 ng/ml, an r5LO-4C 1007 + 131 ng/ml.

Benzochinone

Unter den Benzochinonderivaten verloren AA861 (Abb.59A), Coenzym Q2 (Abb. 59B),
OH-BQ (Abb. 59D), Methoxy-BQ (Abb. 59E), Methyl-BQ (Abb. 59F), NAPQI (Abb. 59G)
und TQ (Abb.591) an der r5LO-4C nahezu vollstdndig ihren hemmenden Effekt auf die
5-LO-Produktbildung. Primin zeigte an r5LO-4C eine Abschwachung des inhibitorischen
Effektes auf die 5-LO-Produktbildung von einem 1Cso-Wert [r5LO-wt] von 0,6 uM auf einen
ICso-Wert [r5LO-4C] von 2,5 uM. Fir Embelin blieb der 1Cso—Wert an r5L0-4C im Vergleich
zu r5LO-wt nahezu dquivalent: Der 1Cso-Wert [r5LO-wt] nahm von 0,23 pM auf einen
ICso-Wert [r5LO-4C] von 0,14 uM ab. Coenzym Q2 wurde nur bei 3 verschiedenen
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Konzentrationen vermessen, weshalb eine Aussage uber Unterschiede auf die inhibitorischen
Effekte zwischen r5LO-wt und r5LO-4C nicht signifikant wéren. Auch bei Schwarzkiimmel6l
trat ein Verlust des inhibitorischen Effektes auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-4C auf. Die
Inhibition der 5-LO-Produktbildung wurde durch die Mutation allerdings nicht komplett
aufgehoben wie bei dessen Inhaltsstoff TQ (Abb. 60).
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Abb. 59: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch AA861 (A), Coenzym Q2 (B), Embelin (C), OH-BQ (D),
Methoxy-BQ (E), Methyl-BQ (F), NAPQI (G), Primin (H) und TQ (I) an r5LO-wt und r5L0O-4C. 3 ug des jeweiligen
Proteins (r5LO-wt und r5L0-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und
r5LO-4C wurden dann mit den Benzochinonverbindungen und den Kontrollen U73122 sowie BWAA4C fiir 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert, dann fur 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und schlieBlich mit CaClz (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die
Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n>3 £ SEM.
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Abb. 60: Vergleich der Effeke von Verdunnungen des Schwarzkiimmel6ls (A) gegentiber dessen Inhaltsstoff TQ (B)
auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-4C und r5LO-wt. 3 pug des jeweiligen Proteins (r5LO-wt und r5LO-4C) wurden zu
1ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und r5LO-4C wurden dann mit Verdiinnungen des
Schwarzkiimmel6ls, TQ und den Kontrollen U73122 sowie BWAA4C bei 4 °C inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C
vorgewarmt und schlieBlich mit CaCl2 (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml
eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.

Naphthochinone

83.2

Unter den Naphthochinonderivaten wurden Plumbagin und Shikonin innerhalb dieses
Versuches untersucht. Plumbagin verlor seinen inhibitorischen Effekt auf die
5-LO-Produktbildung an  r5LO-4C  (ICso-Wert [r5LO-wt]: 13,41 uM;  ICso-Wert
[r5LO-4C]: >50 uM). (Abb. 61A). Die ICso-Werte an r5LO-wt und r5LO-4C von Shikonin
waren nicht signifikant verschieden (ICso-Wert [r5LO-wt]: 0,5 uM; ICso-Wert [r5LO-4C]:
1,8 uM) (Abb. 61B).
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ADbb. 61: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch dieNaphthochinonderivate Plumbagin (A) und Shikonin (B) an
r5LO-4C und r5LO-wt. 3 pg des jeweiligen Proteins (r5LO-wt und r5LO-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaCl:
und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und r5LO-4C wurden dann mit den Naphthochinonderivaten Plumbagin, Shikonin und den
Kontrollen U73122 sowie BWAA4C fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und
schlieBlich mit CaClz (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol
gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.
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Ungesattigte Verbindungen

Da zu den ungesattigten Verbindungen auch 10-NFS und BWA4C miteinbezogen wurden,
diese aber hier als Kontrolle dienten und schon in Abb. 58A und 58B gezeigt wurden, wird hier
nur das Ergebnis von Shogaol dargestellt (Abb. 62). Shogaol zeigt an r5LO-4C einen nahezu

8'3‘3gleichen inhibitorischen Effekt auf die 5-LO-Produktbildung wie an r5LO-wt (ICso-Wert
[r5LO-wt]: 0,6 uM; ICso-Wert [r5LO-4C]: 0,7 uM).
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Abb. 62: Effekt von Shogaol auf die Produktbildung von r5LO-4C und r5LO-wt. 3 ug des jeweiligen Proteins (r5LO-wt
und r5LO-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und r5LO-4C wurden dann
mit Shogaol und den Kontrollen U73122 sowie BWAAC fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fur 30 Sekunden bei 37 °C
vorgewarmt und schlieBlich mit CaCl2 (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml
eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n=3 + SEM.

8.3.4 Polyphenole

Fur Curcumin lielR sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Hemmung der
5-LO-Produktbildung an r5LO-wt und an r5L0O-4C feststellen (Abb. 63). Der I1Cso-Wert an
r5LO-wt betrug 1,4 uM und der 1Cso-Wert an r5L0-4C 1,08 pM.

125,
100+
75
50
25
0

5-LO Produktbildung
[% der Kontrolle]

Curcumin (pM)

Abb. 63: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch Curcumin an r5L0-4C und r5LO-wt. 3 pg des jeweiligen
Proteins (r5LO-wt und r5L0O-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaCl2 und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und
r5LO-4C wurden dann mit Curcumin und den Kontrollen U73122 sowie BWAA4C firr 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fiir
30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und schlielich mit CaCl2 (2 mM) sowie 20 uM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach
10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.
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Flavonoide

Unter den untersuchten Flavonoiden Baicalein, Chalkon und Luteolin zeigte nur Chalkon an

r5L0-4C eine Abnahme des inhibitorischen Effektes auf die 5-LO-Produktbildung im

Vergleich zu r5LO-wt (ICso-Wert [r5LO-wt]: 0,7 uM; 1Cso-Wert [r5LO-4C]: 6,7 uM)
53-3(Abb. 64A-C).
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Abb. 64: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung an r5L0-4C und r5LO-wt durch Baicalein (A), Chalkon (B) und

Luteolin (C). 3 ug des jeweiligen Proteins (r5LO-wt und r5L0-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und
1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und r5LO-4C wurden dann mit den jeweiligen Flavonoiden und den Kontrollen U73122 sowie
BWAAC fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewéarmt und schlie8lich mit CaClz (2 mM)
sowie 20 pM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die

5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.

8.3.6 )
Nitrostyrene

Das Nitrostyrenderivat 3-Methoxy-p-Nitrostyren (Methoxy-Nitrostyren) verzeichnete eine
deutliche Abnahme des inhibitorischen Effektes auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-4C
(Abb. 65). Im Vergleich dazu betrug der ICso-Wert an r5LO-wt 2,9 uM, wohingegen er an
r5L0-4C (ber 50 uM betrug. Die Hemmung der 5-LO-Produktbildung wurde somit nahezu

komplett durch die Mutation aufgehoben.
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Abb. 65: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-4C und r5LO-wt durch Methoxy-Nitrostyren. 3 pug des

jeweiligen Proteins (r5LO-wt und r5LO-4C) wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt
und r5L0O-4C wurden dann mit Methoxy-Nitrostyren und den Kontrollen U73122 sowie BWAA4C fir 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei 37 °C vorgewarmt und schlieflich mit CaClz (2 mM) sowie 20 pM AA stimuliert. Die
Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert;
n>3 + SEM.

Arzneistoffe

8MUnter den Arzneistoffen wurden CDDO und U73122 (Abb. 58C) getestet. Der inhibitorische
Effekt von CDDO auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt mit einem ICso-Wert von 6,6 uM
wurde an r5LO-4C nahezu komplett aufgehoben (Abb. 66).
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Abb. 66: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-4C und r5LO-wt durch CDDO. 3 pg des jeweiligen Proteins
(r5LO-wt und r5LO-4C) wurden zu 1 mI PBS pH 7,4 mit 1 mM CaClz und 1 mM ATP gegeben. r5LO-wt und r5LO-4C wurden
dann mit CDDO und den Kontrollen U73122 sowie BWAA4C fiir 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, dann fiir 30 Sekunden bei
37 °C vorgewarmt und schlieBlich mit CaClz (2 mM) sowie 20 UM AA stimuliert. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mit
1 ml eiskaltem Methanol gestoppt und die 5-LO-Produkte via HPLC analysiert; n>3 + SEM.
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8.4  Bedeutung der einzelnen Cysteine

Um herauszufinden, welches Cystein bzw. welche Cysteine fur die Inhibition der
5-LO-Produktbildung durch die jeweiligen Michael-Akzeptoren essentiell sind, wurden
einzelne Cysteine zu Serin mutiert [6]. Je nach Struktur der michaelreaktiven Verbindung ergab
sich ein unterschiedliches Inhibitionsmuster (Abb. 67). Wie bereits beschrieben, zeigte die
Kontrollsubstanz U73122 einen Verlust des inhibitorischen Effektes an der Cys416-Mutante
(r5L0O-416C) [6]. Einen ahnlichen Effekt zeigte NAPQI, dessen inhibitorischer Effekt auf die
5-LO-Produktbildung an der r5L0-416C aufgehoben wurde. Im Gegensatz dazu scheint
Cys418 eine essentielle Rolle fur die Hemmung der r5LO-wt durch TQ, Primin, AA861 und
Methyl-BQ zu spielen. Diese zeigten einen signifikanten Verlust des inhibitorischen Effektes
auf die 5-LO-Produktbildung bei der Inkubation mit r5LO-418C, wohingegen der Effekt auf
die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt und an mutiertem Cys416 nahezu gleich war. Als weitere
Kontrolle diente BWA4C, das wie zu erwarten, keine Unterschiede in seinen inhibitorischen
Effekten an r5LO-wt und den Cysteinmutanten zeigte.

r5LO-wt
r5L0-4C
r5L0-159C

r5L0-416C
r5L0-418C

AR 00A

5-LO Produktbildung
[% der Kontrolle]

TQ Primin AAB61 NAPQI Methoxy-BQ Methyl-BQ U73122 BWA4C
10pM 1M 10pM 10pM 10pM 10uM 3uM 3uM

Abb. 67: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung an einzelnen Cysteinmutanten durch TQ, Primin, AA861, NAPQI,
Methoxy-BQ, Methyl-BQ, U73122 und BWAA4C. Die Cysteinreste der 5-LO (Cys159, Cys300, Cys416, Cys418, oder alle
4) wurden zu Serin mutiert. 3 pg Protein wurden zu 1 ml PBS pH 7,4 mit 1 mM EDTA und 1 mM ATP gegeben und fir
15 Minuten bei 4 °C mit den Testsubstanzen in angegebener Konzentration oder der Kontrolle (DMSO 0,1 %) inkubiert.
Danach wurden die Proben fur 30 Sekunden bei 37 °C vorgewédrmt, 20 uM AA sowie 2 mM CaClz zugegeben und fir
10 Minuten, weiterhin bei 37 °C, inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt. Nach
anschlielender Festphasenextraktion wurden die 5-LO-Produkte via HPLC bestimmt; n>3 + SEM. Die 5-LO-Produkte der
Kontrolle betrugen 1640 + 148 ng/ml (C159-Mutante), 1652 + 76 ng/ml (C300-Mutante), 1165 + 344 ng/ml (C416-Mutante),
1669 + 274 ng/ml (C418-Mutante), 1702 + 222 ng/ml (r5L0O-4C), 1420 + 348 ng/ml (r5LO-wt).
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8.5  Einfluss von Thiolen und thioldepletierenden Verbindungen

o 0O 0 4 0O
)L H”'-A HO )}\‘/\/LN N\)LOH
HiC™ N H
On NH, o)
NAC= N-Acetylcystein GSH= Glutathion

ADbDb. 68: Chemische Strukturen der verwendeten thiolgruppenliefernden Verbindungen NAC und GSH

0
NEM= N-Ethyimaleimid

ADbb. 69: Chemische Struktur der verwendeten thiolgruppendepletierenden Verbindung NEM

Da als Grund fiir die Inhibition der 5-LO-Produktbildung durch michaelreaktive Verbindungen
deren Thiolreaktivitdt angenommen wurde, sollten vier verschiedene Versuche diese
Bedeutung bestatigen. Hierzu wurden intakte PMNL einmal mit N-Acetylcystein (NAC)
(Abb. 68), welches im Gegensatz zu Glutathion (GSH) (Abb.68) zellgéngig ist und einmal mit
N-Ethylmaleinimid (NEM) (Abb. 69) versetzt; r5LO-wt und Homogenate wurden mit GSH
(Abb. 68 und 70B) versetzt. Der Zusatz von 5 mM NAC fihrte zu einer signifikanten
Abschwachung des inhibitorischen Effektes von TQ, U73122 und Primin auf die 5-LO-
Produktbildung in PMNL (Abb. 70A). Embelin und BWA4C zeigten nach NAC-Zusatz keine
signifikante Abschwéachung des inhibitorischen Effektes auf die 5-LO.Produktbildung in
PMNL (Abb. 70A). Diese Daten bestatigen und unterstreichen die Bedeutung der
Thiolreaktivitat der untersuchten Substanzen fir die Inhibition der 5-LO-Produktbildung durch
michaelreaktive Verbindungen im intakten Zellsystem. Des Weiteren wurde bei der Inkubation
mit r5LO-wt (Abb. 70B) und Homogenaten (Abb. 70C) beobachtet, dass die Hemmung der
5-LO-Produktbildung durch michaelreaktive Verbindungen, nach Zusatz von 1 mM GSH,
abgeschwacht wurde. Da intrazellulare Thiole das Potential besitzen, die Reaktivitat
michaelreaktiver Verbindungen zu beeintrdchtigen, wurde aulerdem ein Experiment

durchgefihrt, bei dem endogene Thiole durch Zusatz von 50 uM NEM depletiert wurden.
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Hierzu wurden 5 x 108 frisch isolierte PMNL mit 50 uM NEM fiir 30 Minuten vorinkubiert
und schliellich mit den michaelreaktiven Verbindungen sowie der Kontrolle BWA4C fir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 2,5 uM lonophor sowie 20 uM AA
stimuliert und weitere 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Wie schon bereits publiziert, steigert
eine zellulare Thioldepletion die Reaktivitat von U73122 fur Thiolgruppen der 5-LO, was zu
einer erhohten Suppression der 5-LO-Produktbildung in intakten Zellen fiihrt [6]. Die Zugabe
von NEM hatte keinen Effekt auf die Hemmung zelluldrer 5-LO-Produktbildung durch
BWA4C. Die NEM-Supplementation erhéhte allerdings den inhibitorischen Effekt von
Embelin und TQ auf die 5-LO-Produktbildung, jedoch in geringerem Ausmalie als bei U73122.
Die Zugabe von NEM bedingte auBerdem, dass auch NAPQI und Paracetamol bei einer
Konzentration von 30 uM die zelluldre 5-LO-Produktbildung inhibierten. Dies legt nahe, dass
hohe intrazelluldare Thiolkonzentrationen die Zelle vor der Reaktivitdt potentiell toxischer
Metaboliten schitzen. Zusammenfassend bestétigt dieses Experiment die Wichtigkeit der
Thiolreaktivitat (Michaelreaktivitat) der Michael-Akzeptoren fir die Suppression der
5-LO-Produktbildung.
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Abb. 70: Einfluss von Thiolen oder thioldepletierenden Verbindungen auf die Inhibition der 5-LO-Produktbildung.
Effekt der Zugabe von 5 mM NAC zu PMNL (A), von 1 mM GSH zu r5LO-wt (B) bzw. zu Homogenaten (C) und von 50 uM
NEM zu PMNL (D) auf die Inhibition der 5-LO-Produktbildung durch michaelreaktive Verbindungen. Frisch isolierte PMNL
(5 x 108 Zellen in 1 ml PG-Puffer) wurden mit 5 mM NAC (erhoht den Thiolspiegel in der Zelle) fiir 20 Minuten (A) oder mit
50 uM NEM (um endogene Thiole zu depletieren) (D) fiir 30 Minuten versetzt, bevor die vorbehandelten Zellen fiir 15 Minuten
mit den Verbindungen bei 37 °C inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen mit 2,5 uM lonophor sowie 20 M AA stimuliert
und firr weitere 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Rekombinante humane r5LO-wt (3 pg/ml) (B) und Zellhomogenate (erhalten
aus 5 x 10° PMNL) (C) wurden nach Zusatz von 1 mM ATP und 1 mM EDTA fiir 15 Minuten bei 4 °C mit den Testsubstanzen
in angegebener Konzentration in An-und in Abwesenheit von 1 mM GSH (Thiolgruppendonor) inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zusatz von 20 pM AA sowie 2 mM CaClz gestartet und nach 10 Minuten Inkubation bei 37 °C durch Zugabe von 1 mi
eiskaltem Methanol gestoppt. Nach anschlieRender Festphasenextraktion wurden die 5-LO-Produkte via HPLC bestimmt; n=3-
7+ SEM (A), n=3-6 + SEM (B, D) und n=3 + SEM (C). Zur statistischen Analyse wurde ein students t-test (*, P<0,05;
** P<0,01; *** P<0,001) durchgefiihrt. Die 5-LO-Produkte der Kontrolle ohne NAC, NEM und GSH betrugen: (A)
157 £ 14 ng/ml, (B) 248 + 53 ng/ml, (C) 53 + 1 ng/ml and (D) 168 + 24 ng/ml. Die 5-LO-Produkte der Kontrolle mit NAC,
NEM and GSH betrugen: (A) 20 + 4 ng/ml (NAC), (B) 27 £ 61 ng/ml (GSH), (C) 85 + 7 ng/ml (GSH) and (D) 39 + 10 ng/ml
(NEM).
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8.6 MALDI-MS-Analyse

Die MALDI-MS-Analyse wurde in Kooperation mit Arbeitskreis Prof. Dr. Karas der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt von Michael Rihl durchgefiihrt.

Bindung von TQ und AA861 an GSH

Um die Thiolreaktivitat von TQ und AA861 weiter zu bestatigen, wurden beide Substanzen in
einer finalen Konzentration von 100 pM mit 1 mM GSH fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

8.6.1

1 L hiervon wurde auf einen 384-well Probenteller des MALDI Orbitrap XL LTQ
Massenspektrometers aufgetragen und mit 1 uL a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (3 mg/ml)
versetzt. Die Messung erfolgte innerhalb eines Massenbereiches von 400.00-800.00 m/z mit
einer Auflosung von 30.000. Fur die Bestimmung der Prézisionsmasse wurden 30 Spektren im
FT-Orbitrap-Analysator akkumuliert. Fir die MS/MS-Daten wurden 100 Spektren im
lonenfallen-Analysator akkumuliert. Zur Analyse der Thiol-Bindung wurden die
MS/MS-Spektren auf einen Massenverlust von 129,04 Da untersucht, welcher einem
Massenverlust von Glutaminsdure entspricht. Sowohl fir TQ als auch fir AA861 wurde eine
Bindung an GSH bestatigt. Abb. 71 zeigt den Vergleich der gemessenen Prézisionsmasse und
der kalkulierten Prazisionsmasse des Reaktionsproduktes von TQ und GSH; Abb. 72 von
AA861 und GSH.
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ADbDb. 71: Vergleich der gemessenen Prazisionsmasse und der kalkulierten Prazisionsmasse des Reaktionsproduktes
von TQ und GSH. Das obere Spektrum zeigt die gemessene Masse des Reaktionsproduktes von GSH und TQ. Das untere
Spektrum zeigt ein theoretisches Spektrum des Reaktionsproduktes GSH und TQ, was durch Xcalibur™ software

(Thermo Scientific) erhalten wurde. Die eingezeichnete chemische Struktur zeigt das mogliche Produkt der Reaktion aus GSH

und TQ.
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ADbb. 72: vergleich der gemessenen Prazisionsmasse und der kalkulierten Prézisionsmasse des Reaktionsproduktes

von AA861 und GSH. Das obere Spektrum zeigt die gemessene Masse des Reaktionsproduktes von GSH und AA861 mit

einer Isotopenverteilung von 2 Da. Das untere Spektrum zeigt ein theoretisches Spektrum des Reaktionsproduktes GSH und

TQ, was durch die Xcalibur™ software (Thermo Scientific) erhalten wurde. Die Struktur zeigt das mogliche Produkt der

Reaktion aus GSH und AA861.
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Bindung von TQ an r5LO-wt

Um die Alkylierung der r5LO-wt durch michaelreaktive Verbindungen zu bestatigen und

genauer zu spezifizieren, wurde fur die folgenden Versuche TQ verwendet, weil es die 5-LO

mafgeblich durch Modifikation von Cysteinen (siehe Abb. 591) inhibiert. Abb. 73 zeigt die
8-6-25chematische Darstellung einer Michael-Addition von TQ an einen Cysteinrest der 5-LO.

O OH o)
oXx
—_—— —_——
O OH 5-1 o)
TQ

ADbb. 73: Darstellung der Michael-Addition von TQ an die 5-LO (R).

Es wurden Datenbanksuchergebnisse mit den Spektren eines theoretischen Verdaus der
modifizierten 5-LO verglichen. Die passenden modifizierten und unmodifizierten Peptide
wurden unter Verwendung einer MS/MS-Analyse identifiziert. Im Anschluss an die
Datenbankanalyse der Peptidmassenfingerabdruckmessung wurden die Ubereinstimmenden
Massen der Cystein enthaltenden Peptide fragmentiert und durch MS/MS-Analyse tberprift
(Abb. 74).
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ADbb. 74: Ms/MS-Spektrum des reinen Peptids [412-423], des mit TQ modifizierten Peptids und des mit oxidiertem

TQ modifizierten Peptids. (A) zeigt das Peptid ohne kovalente Modifikation durch TQ. (B) zeigt das mit TQ modifizierte
Peptid. Die Massenverschiebung von 164,20 Da im Vergleich zum unmodifizierten Peptid zeigt die kovalente Modifikation
mit TQ im CID-Spektrum an. (C) zeigt die kovalente Modifikation des Peptids mit oxidiertem TQ.

Als Nachstes wurden die modifizierten Peptide fragmentiert und mit den nicht modifizierten
Peptiden verglichen. Eine Massenverschiebung von 164,20 fur TQ und 162,18 flr oxidiertes
TQ zeigte die kovalente Peptidbindung an. Vergleicht man die MS/MS-Spektren des
unmodifizierten Peptids mit dem modifizierten Peptid, zeigt sich ein Verlust der TQ-Bindung
und bestétigt damit die Bindung von TQ an das jeweilige Peptid. Die Cysteinreste 416 und 418
wurden beide durch TQ modifiziert. Die beiden Fragmentmassen der kovalenten Bindung an
Cystein 416 und 418, die nicht durch MS/MS getrennt werden konnten, sowie das zweifach
modifizierte Peptid [412-423] zeigten keine Praferenz fur eines der beiden Cysteinreste an. Die
Cysteinreste 31, 240, 300 und 310 wurden nicht modifiziert. Cystein 99, 159, 248 und 449
hingegen zeigten eine Modifikation. Die kovalente Bindung von TQ konnte mit einer MS/MS-
Analyse fir die Cysteinreste 99, 248 und 449, aber nicht fir 159 gezeigt werden (Abb. 75).
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erwartetes m/z des m/z des TQ- m/z von
Peptid nach e . Masse . Modifikation oxidiertemTQ- Modifikation
Cystein . unmodifizierten . modifizierten ) . )
tryptischem . detektiert . detektiert modifiziertem detektiert
Peptids Peptids .
Verdau Peptid
300/310 297-314 2010.04 ja* 2174.13 - 2172.11
416/418 412-423 1397.64 ja* 1561.72 IEN 1559.71 IEN
31 1-34 3572.66 - 3736.74 - 3734.73
99 89-101 1597.71 ja* 1761.79 ja* 1759.78 ja*
159 159- 165 868.45 ja* 1032.53 ja 1030.52 ja
240 222-246 3024.42 - 3188.50 - 3186.49
248 248 - 254 819.39 ja* 983.48 ja* 981.46 ja*
264 255- 268 1606.78 ja* 1770.87 - 1768.85
449 442 - 455 1570.78 ja* 1734.87 ja* 1732.85 ja*
561 533-572 4541.17 Sk 4705.25 Sk 4703.24 S
598 597 - 631 4163.02 e 4327.10 X 4325.09 ok

ADbb. 75: Darstellung der Massen der verschiedenen Cysteinmodifizierungen an r5LO-wt durch TQ, welche nach

tryptischem Verdau durch MALDI-MS erhalten wurden. Am wahrscheinlichsten findet die Reaktion mit dem nukleophilen
Cysteinrest am sp2-Kohlenstoff, welcher am wenigsten sterisch gehindert ist, statt. Die Massenverschiebung von gebundenem
TQ in aromatischer Form betragt 164,20 Da. Die Massenverschiebung von oxidiertem TQ betrégt: 162,18 Da.

* Bestétigte Cysteinbindung durch MS/MS und chymotryptischen VVerdau
*x Massen auBerhalb des Detektionsbereiches
Fkk Doppelt modifizierte Peptide gefunden

Fhkx Modifikation nur nach chymotryptischen/tryptischen-chymotryptischen VVerdau gefunden
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Bindung von NAPQI an r5LO-wt

Um beurteilen zu kdnnen, ob es sich bei der Inhibition der 5-LO durch michaelreaktive

Verbindungen um unterschiedliche Modifikationsmuster handelt, wurden die Bindungen von

TQ und NAPQI an r5LO-wt verglichen. Abb. 76 zeigt die schematische Darstellung einer
863Michael-Addition von NAPQI an einen Cysteinrest (R-SH) der 5-LO.

5.
N)k / OH |

o \ ij\ )Ok

0]

Nle

NAPQI ox

e}

ADbDb. 76: Darstellung der Michael-Addition von NAPQI an die 5-LO (R).

Eine Massenverschiebung von 149,05 Da bzw. 147,03 Da im Vergleich zum unmaodifizierten
Peptid zeigte die kovalente Peptidbindung von NAPQI oder oxidiertem NAPQI an (Abb. 77).
Durch NAPQI modifizierte Peptide traten im Vergleich zu TQ modifizierten Peptiden haufiger
in reduzierter Form auf. AuBerdem modifizierte NAPQI nicht Cysteinrest 449, sondern
Cysteinrest 31. Cysteinreste nahe des Substrateingangs der 5-LO (Cys159, 300, 416 und 418)
wurden sowohl von TQ, als auch von NAPQI modifiziert. Die MS/MS-Daten des NAPQI-
modifizierten Peptids [412-423] zeigten eine verminderte Fragmentierung oder lonisierung im
Vergleich zu TQ, die vermutlich durch eine niedrige Konzentration modifizierten Peptids
hervorgerufen wurde oder durch eine Anderung der physikalisch-chemischen Eigenschaften
des Peptids nach der Reaktion mit NAPQI. Eine niedrige Konzentration des mit NAPQI
modifizierten  Peptids kann erreicht werden, indem man eine langsamere
Reaktionsgeschwindigkeit wéhlt als im Falle des TQ. Abb. 78 zeigt die Massen der
verschiedenen Cysteinmodifizierungen an r5LO-wt durch NAPQI, welche nach tryptischem
Verdau durch MALDI-MS erhalten wurden.
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Abb. 77: MS/MS-Spektrum des reinen Peptids [412-423], des mit NAPQI modifizierten Peptids und des mit

oxidiertem NAPQI modifizierten Peptids. (A) zeigt das Peptid ohne kovalente Modifikation durch NAPQI, (B) zeigt das mit
TQ modifizierte Peptid. Die Massenverschiebung von 149,05 Da im Vergleich zum unmodifizierten Peptid zeigt die kovalente
Modifikation mit NAPQI im CID-Spektrum an. (C) zeigt die kovalente Modifikation des Peptids mit oxidiertem NAPQI
(Massensverschiebung: 147,03 Da).

80



Ergebnisse

erwartetes m/z von
R m/z des m/z des NAPQI- I oxidiertem T
Peptid nach . Masse . Modifikation Modifikation
Cystein . unmodifizierten R modifizierten . NAPQI- .
tryptischem . detektiert . detektiert . detektiert
Peptids Peptids modifiziertem
Verdau I
Peptid
300/310 297-314 2010.04 ja* 2159.08 - 2157.06 -
416/418 412 -423 1397.64 ja* 1546.67 ja*/ 1544.66 ja*
31 1-34 3572.66 - 3721.69 jarEEx 3719.68 jaXEEx
99 89-101 1597.71 ja* 1746.74 ja* 1744.73 -
159 159-165 868.45 ja* 1017.48 ja* 1015.47 -
240 222- 246 3024.42 - 3173.45 - 3171.44 -
248 248 - 254 819.39 ja* 968.43 ja* 966.41 -
264 255-268 1606.78 ja* 1755.82 - 1753.80 -
449 442 - 455 1570.78 ja* 1719.82 - 1717.80 -
561 533-572 4541.17 Sk 4690.20 Sk 4688.19 Sk
598 597 - 631 4163.02 Ak 4312.05 S 4310.04 SEE

Abb. 78: Darstellung der Massen der verschiedenen Cysteinmodifizierungen an r5LO-wt durch NAPQI, welche nach

tryptischem Verdau durch MALDI-MS erhalten wurden. Die Reaktion mit dem nukleophilen Cysteinrest kann an beiden
sp2-Kohlenstoffen stattfinden. Der Massenshift von gebundenem NAPQI in aromatischer Form betragt: 149,05 Da. Der
Massenshift von oxidiertem NAPQI betrégt: 147,03 Da. NAPQI, N-Acetyl-p-Benzochinonimin.

* Cysteinbindung durch MS/MS und chymotryptischen Verdau bestatigt
** Massen auflerhalb des Detektionsbereiches
Fkk Doppelt modifizierte Peptide gefunden

Fhkx Modifikation nur nach chymotryptischem/tryptisch-chymotryptischem Verdau gefunden
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8.7  Pharmakodynamisches Profil

Um weitere Erkenntnisse tiber das pharmakodynamische Profil von Michael-Akzeptoren zu
gewinnen, welche die 5-LO hauptséchlich Gber Interaktion mit ihren Cysteinen inhibieren,
wurde représentativ. TQ fir weitere Versuche ausgewahlt. Da verschiedene
pharmakodynamische Parameter, wie z.B. der Aktivitatsverlust durch diverse 5-LO-Stimuli
oder durch konkurrierende Anwesenheit von AA, einen entscheidenden Einfluss auf die

klinische Effzienz besitzen kdnnen [154], sind folgende Versuche von sehr hoher Relevanz.

Einfluss verschiedener AA-Konzentrationen

Den Ergebnissen fir U73122 [6] und 10-NFS [5] entsprechend, haben auch unterschiedliche

1AA-Konzentrationen keinen signifikanten Einfluss auf die 5-LO-Produktbildung durch TQ in
mit lonophor stimulierten PMNL gezeigt (Abb. 79). Dies lasst vermuten, dass TQ die 5-LO
sehr wahrscheinlich nicht (ber eine Beeintrachtigung von FLAP, cPLA; oder diverse
Mechanismen, die der 5-LO AA zur Verfugung stehen, inhibiert. Trotz allem kann durch diesen
Versuch nicht ausgeschlossen werden, dass TQ die 5-LO nicht auch zusétzlich tber FLAP
und/oder cPLA: inhibiert.
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ADbb. 79: Effekt verschiedener AA Konzentrationen auf die 5-LO Produktbildung durch TQ im intakten Zellsystem.
5 x 108PMNL wurden mit der angegebenen Konzentration TQ fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieRend mit
2,5 uM lonophor mit entweder 2 uM oder 20 pM AA fiir 10 Minuten bei 37 °C stimuliert. Und die Reaktion durch Zugabe
von 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt. Nach anschlieRender Festphasenextraktion wurden die 5-LO-Produkte via HPLC
bestimmt; n=3-4 £ SEM. Die 5-LO-Produkte der Kontrolle betrugen 105 + 27 ng/ml (lonophor, 20 uM AA) und 62 £ 8 ng/ml
(lonophor, 2 uM AA).
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Einfluss verschiedener Stimuli

Um zu untersuchen, ob verschiedene Stimuli die Inhibition der zelluldren 5-LO-Produktbildung
durch michaelreaktive Verbindungen beeintréchtigtigen, wurden drei verschiedene Versuche
durchgefiihrt. Die 5-LO-Produktbildung wurde entweder durch einen primar Ca?*-abhangigen

872\ techanismus (durch lonophor 2,5 uM), durch chemischen Stress (Natriumarsenit 10 pM) oder
durch hyperosmotischen Stress (NaCl 300 mM) aktiviert (Abb. 80). Die drei MAP-Kinase-
Familien (ERK, JNK, p38 MAP-Kinase) spielen bei der Zellproliferation, Zelldifferenzierung
und der Immunantwort eine bedeutende Rolle [155, 156]. ERKs werden hauptséchlich durch
Mitogene wie z.B. Wachsumsfaktoren oder G-Protein-gekoppelte-Rezeptor-Agonisten
aktiviert [157]. Die JNK sowie p38 werden hauptsachlich durch verschiedene Formen des
zelluléren Stresses aktiviert [157]; p38 wird beispielsweise durch chemischen Stress z.B.
Hyperosmolaritdt, UV-Licht, Hitzeschock, Natriumarsenit sowie durch Endotoxine und
Zytokine (z.B. IL-1 und TNF) aktiviert [157].

NacCl
% osmorscher Stress p38 MAPK 5-LO Aktivitat
\ Natriumarsenit (NA)

chemischer Stress
Abb. 80: schematische Darstellung der 5-LO-Aktivierung

Natriumarsenit (NA) und osmotischer Stress (ausgeldst durch Zugabe von NaCl innerhalb des
Versuches) fihren durch Stimulierung von p38 schlieBlich zur Stimulierung von MK2/3,
welches die Phosphorylierung der 5-LO in Leukozyten katalysiert [157][158]. Abb. 81 zeigt,
dass die Suppression der 5-LO-Produktbildung durch BWA4C (Abb. 81A), U73122
(Abb. 81B) und TQ (Abb. 81C) unabhéngig von dem jeweiligen 5-LO-Stimulus war.
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Abb. 81: Effekte verschiedener Stimuli auf die 5-LO-Produktbildung in intakten Zellen durch BWAA4C (A), U73122
(B) und TQ (C). 5 x 108PMNL wurden mit den angegebenen Konzentrationen der Testsubstanzen fiir 15 Minuten bei 37 °C

inkubiert. Danach wurden die Ansétze entweder mit 2,5 uM lonophor plus 20 uM AA fiir 10 Minuten stimuliert oder mit
300 mM Natriumchlorid bzw. 10 uM Natriumarsenit fir 3 Minuten vorinkubiert und dann fir weitere 10 Minuten nach Zugabe
von 20 uM AA bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml eiskalten Methanol gestoppt. Nach
anschlielender Festphasenextraktion wurden die 5-LO-Produkte via HPLC bestimmt; n=3-4 + SEM (A), n=3-7 = SEM (B, C)
dargestellt. Die 5-LO-Produkte der Kontrolle betrugen 105 + 27 ng/ml (lonophor, 20 uM AA), 43 £ 10 ng/ml (NA) und
38 + 7 ng/ml (NaCl).

Reversibilitat der zellularen 5-LO-Produktbildung
8.7.3
Um aufzuklaren, ob es sich um eine irreversible Modifikation der 5-LO durch TQ handelt,

wurde ein sogenanntes ,,washout“-Experiment durchgefiihrt, bei dem die Proben nach einer
15-mindtigen Inkubation mit den Testsubstanzen in PMNL dreimal gewaschen wurden.
Abb. 82 zeigt, dass dreimaliges Auswaschen keinen Einfluss auf den inhibitorischen Effekt auf
die 5-LO-Produktbildung von TQ in einer Konzentration von 50 uM hatte. U73122 und
BWAA4C dienten als Kontrollsubstanzen, da fir U73122 die irreversible Bindung an die 5-LO
bereits beschrieben wurde [6] und BWAA4C als reversibler Eisenligand-Inhibitor keine
irreversible Hemmung verursacht. Abb. 82 zeigt, dass nach dreimaligem Waschen die
Inhibition zellulérer 5-LO-Produktbildung durch 10 uM TQ geringfiigig abgeschwécht wurde.
Zusammengefasst zeigt der Versuch, dass TQ in hoheren Konzentrationen irreversibel an die
zelluldre 5-LO bindet, wohingegen es in niedrigeren Konzentrationen zumindest teilweise
reversibel gebunden vorliegt. Trotz allem lieR sich auch nach dreimaligem Auswaschen immer
noch eine 5-LO-Inhibition beobachten, wohingegen die Kontrolle BWA4C ihren
inhibitorischen Effekt nach dreimaligem Auswachsen fast vollstandig verlor.
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Abb. 82: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung nach dreimaligem Auswaschen (,,washout*) durch TQ (5 uM, 10 uM,

50 uM), U73122 (10 uM) und BWA4C (1 uM) in intakten PMNL. 5 x 10PMNL wurden mit den angegebenen
Konzentrationen der Inhibitoren fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann bei 2.000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand der washout-Proben verworfen und wieder mit 1 ml PG-Puffer aufgefiillt. Das Ganze wurde zweimal wiederholt
und dann die Zellen mit 2,5 uM lonophor plus 20 uM AA fiir 10 Minuten stimuliert. Die Reaktion wurde dann mit 1 ml
eiskaltem Methanol abgestoppt. Nach anschlieRender Festphasenextraktion wurden die 5-LO-Produkte via HPLC bestimmt;
n=3 + SEM. Die statistische Auswertung erfolgte tiber einen students t-test (**P<0,01;***P<0,001). Die 5-LO-Produkte der
Kontrollen, welche dreimal ausgewaschen wurden, betrugen 552 + 29 ng/ml. Die 5-LO-Produkte fiir die nicht-ausgewaschenen

Kontrollen betrugen 767 + 59 + ng/ml.

Um einen moglichen Zellverlust durch das Auswaschen zu kontrollieren, wurden die Zellen
nach jedem Waschschritt gezahlt. Der Versuch zeigte, dass auch nach dreimaligem Waschen
noch eine Zellzahl von 4,2 x 10%/ml vorhanden war (n=4), was 78,8 % der urspriinglich

eingesetzten Zellen entspricht (Abb. 83)
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Abb. 83: Zellzanl pro 1 ml PG-Puffer nach jedem Waschschritt. PMNL wurden nach jedem Waschen bei 2.000 rpm fir

10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet wieder in 1 ml PG-Puffer aufgenommen. Nach jedem

Waschschritt wurde die Zellzahl unter dem Mikroskop nach Trypanblaufarbung gezahlt.
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Um auszuschliel3en, dass hemmende Effekte durch Weiterreaktion der nicht ausgewaschenen
Proben zustande kamen, wurde eine weitere Inkubation durchgefiihrt, in der der Einfluss der
Inkubationszeit auf den Hemmeffekt der 5-LO-Produktbildung untersucht wurde. Abb. 84
zeigt, dass die Verlangerung der Inkubationszeit um die Dauer der moglichen Weiterreaktion
wahrend des Reversibilitats-Versuches keinen signifikanten Einfluss auf den Hemmeffekt der
5-LO-Produktbildung durch TQ hatte.

Intakte PMNL
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Abb. 84: Effekt auf die 5-LO-Produktbildung durch TQ nach 15 Minuten und nach 30 Minuten Inkubation.

5 x 10® PMNL wurden mit der angegebenen Konzentration TQ fir 15 Minuten oder fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und
anschliefend mit 2,5 uM lonophor und 20 pM AA flr 10 Minuten bei 37 °C stimuliert. Danach wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 ml eiskaltem Methanol gestoppt. Nach anschlieBender Festphasenextraktion wurden die 5-LO-Produkte via
HPLC bestimmt; n=3 + SEM.

e Einfluss von oxidativem Stress

Um den Einfluss oxidativen Stresses auf die 5-LO-Inhibition durch michaelreaktive
Verbindungen zu untersuchen, wurden intakte PMNL nach 15-minutiger Inkubation mit TQ,
U73122 und BWA4C mit 500 uM Diamid versetzt. Diamid ist als thioloxidierende Substanz
beschrieben, die oxidativen Zellstress bedingt [159, 160]. Generell ist eine
S-Glutathionylierung eine Form reversibler posttranslationaler Modifikation, die durch
oxidativen Stress, durch ROS und durch reaktive Nitrogenspezies (RNS) hervorgerufen wird
und ist dadurch ein wichtiger Mechanismus redoxregulierter Signalwege [161]. Abb. 85 zeigt,
dass der Zusatz von 500 uM Diamid zu intakten PMNL keinen signifikanten Einfluss auf die
5-LO-Inhibition durch BWA4C (1 pM), TQ (10 uM) und U73122 (10 uM) hatte.
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Abb. 85: Effekt von 500 pM Diamid auf die 5-LO-Produktbildung durch BWA4C, TQ und U73122 in intakten

PMNL. 5 x 106 PMNL wurden mit den angegebenen Konzentrationen der Testsubstanzen fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert
und dann mit 500 uM Diamid fur 3 Minuten vorinkubiert, bevor 2,5 uM lonophor und 20 uM AA plus 2,5 uM lonophor
zugegeben wurden. Nach 10 Minuten Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Methanol

abgestoppt; n=3 + SEM.

Reduzierende Eigenschaften

8.7.5
Da die Reduktion von Fe®* zu Fe?* ein relevanter Mechanismus ist, um die Produktbildung der

5-LO zu inhibieren, wurden ausgewéhlte michaelreative Verbindungen auf reduzierende
Eigenschaften hin untersucht. Ferene S ist ein kolorimetrisches Reagenz, welches mit Fe?* eine
farbige Struktur bildet [162] und somit detektiert werden kann. Die Struktur kann Abb. 86
entnommen werden. Die Substanzen wurden zundchst mit FeCls-Ldsung fur 30 Minuten bei
37 °C inkubiert und dann die Absorption bei 517 nm vermessen. Als Kontrolle dienten
Ascorbinsaure und NDGA, welche Fe3* zu Fe?* reduzieren. Die getesteten Michael-Akzeptoren
TQ, AA861, Methyl-BQ, U73122 und Embelin zeigten keine Reduktion des Eisens (Abb. 88).

Ferene S

Abb. 86: strukture von Ferene S
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Radikalfangereigenschaften

Um die antioxidativen Eigenschaften einiger michaelreaktiver Verbindungen zu testen, wurde

ein Versuch mit 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) durchgefiihrt. DPPH ist ein stabiles

freies Radikal, welches spektrometrisch bei 517 nm vermessen werden kann [163]. Die Struktur
576/on DPPH kann Abb.87 entnommen werden. Durch Zugabe der michaelreaktiven
Verbindungen kann so deren Radikalfanger-Eigenschaft getestet werden. NDGA und
Ascorbinsdure (ASC) fungierten als Kontrollsubstanzen, da sie starke Radikalfanger-
Eigenschaften besitzen [163]. Durch Reduktion des stabilen DPPH-Radikals kann das
reduzierende Potential einer Verbindung abgeschatzt werden. Embelin zeigte leichte
reduzierende Eigenschaften. TQ, AA861, Methyl--BQ, U73122 und Embelin blieben ohne
Effekt (Abb. 88).
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DPPH

Abb. 87: strukture von DPPH
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Abb. 88: Radikalfangereigenschaften (schwarz) und reduzierende Eigenschaften (grau) von michaelreaktiven
Verbindungen. Schwarz: Ascorbinsédure (ASC), Thymochinon (TQ), AA861, Methyl-BQ, U73122, Embelin oder die
Vehikelkontrolle (DMSQO) wurden mit 5 nmol DPPH in Acetat gepuffertem Methanol (0,1 M Acetatpuffer pH 5,5 und
Methanol 40/60 V/V) fur 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Die Absorption wurde bei 517 nm vermessen und auf NDGA
normalisiert. Ascorbinsdure (100 pM) wurde als Kontrolle verwendet n=3. Grau: Ascorbinsdure (ASC), Thymochinon (TQ),
AA861, Methyl-BQ, U73122, Embelin oder die Vehikelkontrolle (DMSO) wurden mit 50 uM FeCLsund 0.5 mM Ferene S,
einem Fe?*-spezifischen kolorimetrischen Reagenz in 0,15 M NaCl mit 1 % Tween-20 fir eine Stunde bei 37 °C in der
Dunkelheit inkubiert.. Die Absorption wurde bei 594 nm vermessen und auf die NDGA (100 pM) Kontrolle normalisiert.
Ascorbinsdure (100 pM) wurde als Kontrolle verwendet; n=3 + SEM.
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8.8  Messung der Zellviabilitat

Um die Zytotoxizitdt von TQ und NAPQI beurteilen zu konnen, wurde ein
Zellviabilitatsversuch durchgefiihrt (Abb. 89, WST-1-Versuch). Das Assay-Prinzip basiert auf
der Umwandlung des Tetrazoliumsalzes WST-1 in einen farbigen Farbstoff durch
mitochondriale Dehydrogenase-Enzyme. Das losliche Salz wird dann in das Medium
freigesetzt. Innerhalb eines gegebenen Zeitraums erzeugt die Reaktion eine Farbénderung, die
direkt proportional zur Menge der mitochondrialen Dehydrogenase in einer gegebenen Kultur,
also der Stoffwechselaktivitét der Zellen, ist. Fir den Versuch wurde eine humane hepatische
Zelllinie (Hep-G2) verwendet. Nach 48 Stunden Inkubation zeigten TQ, NAPQI und Zileuton
im Vergleich zur Vehikelkontrolle keine Beeintrachtigung der Zellviabilitat. Als Kontrolle
diente Rev-5901, welches fir seine Reduktion der Zellviabilitat bekannt ist [164]. Die Messung
der Zellviabilitdt sowie der Membranintegritit wurde von Simon B.M. Kretschmer des

Arbeitskreises  Prof. Dr. Steinhilber der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt

durchgefinhrt.
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Abb. 89: Zellviabilitatsmessung von TQ, NAPQI und den Kontrollen REV-5901 sowie Zileuton. Die Zellen

(3 x 10*Hep-G2) wurden mit den Testsubstanzen fir 48 Stunden versetzt. Nach 24 Stunden folgte ein Wechsel des
Kulturmediums und die Verbindungen wurden erneuert. Die Absorption wurde nach Zugabe von Tetrazolium-1-Reagenz
vermessen und anschliefend auf die Vehikelkontrolle normalisiert; n=3 + SEM. Zileuton und Rev-5901 wurden als

(nicht-)zytotoxische Kontrollen verwendet.
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8.9 Messung der Membranintegritat

Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist eine Oxidoreduktase, die die Umwandlung von Pyruvat
und Lactat unter gleichzeitiger Konversion von NADH und NAD* katalysiert. Uber den LDH-
Zytotoxizitatsversuch wird extrazellulares LDH im Kulturmedium Gber die Bildung eines roten
Formazan-Produkts spektrophotometrisch gemessen. LDH ist ein cytosolisches Enzym, das ein
Indikator fur die zelluldre Toxizitat ist. Die Freisetzung von LDH kann als Index fir die
Membranintegritat verwendet werden und ist ein Anzeichen von Nekrose [164] (in vitro
cytotoxicity assay kit, LDH-based; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Hep-G2-Zellen
wurden auf eine 96-well-Platte mit einer Dichte von 3 x 10* Hep-G2 pro well fiir 48 Stunden
bei 37 °C in einer Atmosphare mit 5 % CO2 mit den Verbindungen inkubiert. Nach 24 Stunden
wurden die Substanzen erneuert. Die Zelltoxizitat wurde nach Herstellerprotokoll schlieflich
uber einen Mikroplattenleser (infinite M200, Tecan Group Ltd., Crailsheim, Germany)
vermessen. Die getesteten Verbindungen TQ, NAPQI und Zileuton zeigten im Vergleich zur
Kontrollsubstanz Rev-5901 keinen Effekt auf die LDH-Freisetzung (Abb. 90).
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Abb. 90: Messung der LDH-Freisetzung durch TQ, NAPQI, REV-5901 und Zileuton in angegebener Konzentration.
Ein sogenannter LDH-Versuch (cytotoxicity detection kit; Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim,

Germany) wurde verwendet, um die Freisetzung von LDH zu bestimmen, nachdem Hep-G2-Zellen mit der jeweiligen
Verbindung behandelt wurden. Ein LDH-Austritt wurde hierbei als Surrogat fur die Zellmembranintegritat herangezogen. Die
Zellen wurden mit einer Dichte von 3 x 10* Zellen/well auf eine 96-well-Platte ausgesat und mit den Verbindungen sowie der
Vehikelkontrolle (0,1 % DMSOQO) fiir 48 Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt und die
Verbindungen erneuert. Von den Zelliiberstanden wurden Aliquots entnommen und auf eine Mikroplatte aufgetragen. Die
Zelltoxizitat wurde schlieBlich nach dem Herstellerprotokoll unter VVerwendung eines Mikroplattenlesers (Infinite M200,
Tecan, Crailsheim, Germany), bestimmt. Die maximale LDH-Freisetzung wurde uber die Kontrollverbindung (Triton X-100)

definiert und als 100 % gesetzt; n=3 + SEM
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9. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedenster michaelreaktiver Verbindungen
auf ihre Fahigkeit untersucht, die 5-LO-Produktbildung zu inhibieren. Die erhaltenen Daten
bestatigen die Hypothese, dass michaelreaktive Verbindungen als eine neue Klasse von
5-LO-Inhibitoren, welche das Enzym tber kovalente Bindung der Cysteine 416 und/ oder 418
inhibieren, angesehen werden kénnen. Flr eine potente Hemmung der 5-LO-Produktbildung
durch michaelreaktive Verbindungen spielen spezifische strukturelle Eigenschaften eine
wichtige Rolle. Nach Einteilung der michaelreaktiven Verbindungen in verschiedene Gruppen,
welche ihre chemischen Eigenschaften am besten charakterisieren, wurden die jeweiligen
Verbindungsklassen zunachst in PMNL, danach an r5LO-wt und schliefflich an r5LO-4C auf
ihre hemmenden Effekte auf die 5-LO-Produktbildung getestet (Abb. 91).

DRK + Expression in 4 Cysteine
Blutspendedienstes Escherichia coli Cys159, Cys300,
isoliert BL21-Zellen Cys416, Cys418

+ Aus Buffycoats des + Mutation der

Abb. 91: Vorgehensweise der durchgefuhrten Versuche. Zuerst wurden die Testsubstanzen in PMNL auf ihre
hemmenden Effekte auf die 5-LO-Produktbildung untersucht, danach an r5LO-wt und schlieBlich an r5LO-4C.

Unter den getesteten Verbindungen inhibierten NFS [5], Methoxy-Nitrostyren, TQ,
Methoxy-BQ, Methyl-BQ, OH-BQ, CDDO und NAPQI die 5-LO uber Interaktion mit ihren
katalytisch wichtigen Cysteinen. Eine MALDI-MS-Analyse bestatigte fur TQ und NAPQI eine
kovalente Bindung an die Cysteinreste 99, 159, 416 und 418 der 5-LO. Die Cysteinreste 31,
300 und 449 zeigten sich in der MALDI-MS-Analyse zum Teil modifiziert, was daftr spricht,
dass neben Cys416 und Cys418 auch andere Cysteine als Targets fir 5-LO-inhibierende
Michael-Akzeptoren in Frage kommen. Dartiber hinaus deutet die unterschiedliche
Cysteinalkylierung durch TQ und NAPQI darauf hin, dass diese Verbindungsklasse generell in
der Lage ist, spezifische Targets strukturabhangig und zielgerichtet zu binden. In Anbetracht
der vielen Indikationen einer Anti-LT-Therapie, ist die Entwicklung klinisch nutzbarer 5-LO-
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Inhibitoren sehr bedeutend. Eine pharmakologische Unterdriickung der LT-Bildung kann neben
der Inhibition der 5-LO auch durch Interaktion mit cPLA2, FLAP, LTAs-Hydrolase und LTCs-
Synthase erreicht werden. Die Inhibition der 5-LO wird jedoch als effektivste Methode
angesehen, da hierdurch konkomitierend die Bildung von LTB4, cysLT und auch 5-H(P)ETE
blockiert wird [17]. 5-LO-Inhibitoren koénnen in redoxaktive-, nichtredoxaktive- und
Eisenligand-Inhibitoren eingeteilt werden. Redoxaktive-Inhibitoren interferieren durch ihre
eisenreduzierenden Eigenschaften mit dem Kkatalytischen Zyklus der 5-LO, Eisenligand-
Inhibitoren chelatieren das Eisen im aktiven Zentrum (bspw. Zileuton) und
nichtredoxaktive-Inhibitoren hemmen die 5-LO durch direkte Kompetition mit AA [68]. In den
letzten 10 Jahren wurde eine groRe Anzahl neuer 5-LO-Inhibitoren identifiziert und entwickelt.
Diese hatten jedoch meist den Nachteil einer schwachen Potenz und geringer Selektivitét, die
zum Teil schwere unerwinschte Arzneimittelwirkungen oder fehlende pharmakologische
Effizienz in Tiermodellen und am Patienten mit sich brachte. Bis heute hat lediglich der
Eisenligand-Inhibitor Zileuton (Zyflo®, Zyflo CR®) Marktreife erreicht und wird in den USA
zur Behandlung des Asthma bronchiale eingesetzt [165]. Der klinische Einsatz von Zileuton ist
allerdings durch seine geringe Effektivitat und seine potentielle hepatische Toxizitét limitiert.
Bereits beschriebene 5-LO-Inhibitoren, welche die 5-LO durch kovalente und irreversible
Bindung an Cysteinen inhibieren, sind U73122 und NFS [5, 6]. U73122, welches urspriinglich
als Phospholipase-C-Inhibitor identifiziert wurde, inhibiert die 5-LO durch Modifikation von
Cys416 [6]. NFS, wie 10-NFS, hemmen die 5-LO (ber kovalente Modifikation von Cys418
[5]. Cys416 und Cys418 werden dementsprechend als vielversprechende Zielstrukturen fir die
Entwicklung neuer 5-LO-Inhibitoren angesehen [6]. Eine Modifikation dieser Cysteine
blockiert effektiv die Eintrittspforte zum katalytischen Zentrum der 5-LO, was eine anhaltende
Suppression der LT-Biosynthese bedingt, die auch in vivo beobachtet werden konnte [5]. In
vorliegender Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedenster Michael-Akzeptoren auf ihre
Fahigkeit, die 5-LO (ber kovalente Cysteinalkylierung zu inhibieren, getestet. TQ,
Methoxy-BQ, Methyl-BQ, Methoxy-Nitrostyren, CDDO, AA861, OH-BQ und auch NAPQI
inhibieren die 5-LO Uber Interaktion mit Cysteinen. Verbindungen wie Primin, Chalkon,
Plumbagin und Shikonin scheinen die 5-LO durch eine Kombination aus Cysteinmodifikation
und anderen Mechanismen zu inhibieren. Obwohl die Cysteine Cys416 und Cys418 in direkter
Nachbarschaft zueinander liegen, scheinen spezielle strukturelle Eigenschaften der Michael-
Akzeptoren ein gezieltes Targeting an eines der beiden Cysteine zu bewirken. Die
Visualisierung der  TQ-Bindungsstelle  durch  Dr. Bettina Hofmann  (Arbeitskreis

Prof. Dr. Steinhilber, Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt), basierend auf der
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Kristallstruktur der humanen 5-LO [10], zeigt die Interaktion zwischen TQ und Cys418.
Cys418 befindet sich an einer Stelle, welche anféllig fir starke strukturelle VVerdnderungen ist.
Dies zeigt sich, wenn man die Struktur humaner 5-LO, gebunden mit dem Substrat AA, mit
5-LO ohne AA vergleicht (vgl. PDB 3V99 [166]) (Abb. 92).

% A 20
SO c159

C300

Yie B oﬁ'."f ,:i:.“_-&" C300

2.

Abb. 92: visualisierung der TQ-Bindung an die 5-LO in Anlehnung an die Kristallstruktur humaner 5-LO durch

Dr. Bettina Hofmann  (Arbeitskreis Prof. Dr. Steinhilber,  Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt)

A: Darstellung der Oberflache (oben) und des strukturellen Modells (unten) [167] in Anlehnung an die Kristallstruktur humaner
5-LO (PDB code: 308y [10]). Das Eisen des aktiven Zentrums ist als roter Punkt dargestellt. Flachen ausgepragter struktureller
Umstellungen, die in der Substrat gebundenen Co-Kiristallstruktur der 5-LO (PDB:3V99 [166]) fehlen, sind in rot zu sehen. In
gelb sind die vier Cysteinreste  angezeigt, welche in der r5LO-4C  mutiert wurden [167].
B: Substrat-gebundene 5-LO (PDB: 3V99 [10]). AA ist in lila dargestellt. Die Segmente, welche im kristallographischen
Modell fehlen, sind Giberlagert und in rot (obere Abbildung) zu sehen. Cys416 und Cys418 sind unter den fehlenden Segmenten.
C: Uberlagerung beider Modelle mit der angenommenen Interaktion zwischen Cys418 und TQ (stick-Darstellung, Kohlenstoff:
blau, Sauerstoff: rot). Reduzierte und oxidierte Form von TQ ist dargestellt. Die Strukturen wurden mit PyMol erstellt (De
Lano Scientific Inc., http://www.pymol.org).

Die erhaltenen Strukturen zeigen einen Umbau von Helices, die das aktive Zentrum so
veréndern, dass die normalerweise verkapselte katalytische Maschinerie fir die Umgebung und
somit auch fir AA zuganglich ist. Durch diesen strukturellen Umbau kann eine Bindung von
TQ in dieser Umgebung eine starke Auswirkung auf die katalytische Aktivitéat der 5-LO haben.

Interessanterweise ist die 5-LO-Inhibition durch Embelin unabhangig von den
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vier Cysteinresten, obgleich Embelin auch eine elektrophile Benzochinonstruktur besitzt.
Moglicherweise erklart die lange Kohlenstoffkette von Embelin das gegensatzliche
Reaktionsverhalten (Abb. 93).
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Abb. 93: Effekte auf die 5-LO-Produktbildung durch (A) Embelin und (B) OH-BQ. Die Einfuhrung einer Alkylkette

an das Benzochinongertst im Falle des Embelins fuhrt im Vergleich zu OH-BQ dazu, dass kein signifikanter Unterschied im

Hemmeffekt auf die 5-LO-Produktbildung an r5LO-wt und r5LO-4C zu sehen ist.

Docking-Studien mit Embelin suggerieren eine Bindung durch die hydrophobe
n-undecanyl-Kohlenstoffkette im aktiven Zentrum der 5-LO. Diese flllt dann den hydrophoben
Kanal aus und blockiert so die Funktion der 5-LO (Abb. 94) [60].
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Abb. 94: Molekulare Docking-Simulation von Embelin an die 5-LO (entnommen aus Schaible et al. [60]).

Die n-undecanyl-Kohlenstoffkette von Embelin fiillt den hydrophoben Substratkanal der 5-LO aus. Das Benzochinongeriist
befindet sich zwischen GIn363, GIn557 und Tyrl81 und wird durch Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der
Bindungstasche stabilisiert. In gelb sind die hydrophoben Wechselwirkungen dargestellt, in rot Wasserstoffbriickenakzeptoren,
in griin —donatoren [60].

Weiterhin wurden in dieser Arbeit verschiedene Experimente durchgefihrt, die kritische
pharmakodynamische Parameter adressieren, welche in Vergangenheit die klinische
Entwicklung einer Vielzahl neuer 5-LO-Inhibitoren verhinderten. Es wurde gezeigt, dass die
inhibitorischen  Effekte von TQ und anderen Michael-Akzeptoren auf die
5-LO-Produktbildung, unabhéangig ist von diversen Stimuli, welche die 5-LO-Produktbildung
anregen. Intrazellulare Bedingungen, wie der Phosphorylierungsstatus (die 5-LO liegt im
entzlindeten Gewebe meist phosphoryliert vor), scheinen demnach vernachléssigbaren Einfluss
auf die Hemmung der 5-LO-Produktbildung durch TQ und U73122 zu haben. Weitere
Versuche ergaben zudem, dass die Inhibition der 5-LO-Produktbildung durch
Benzochinonderivate vor allem durch irreversible Michael-Adduktbildung mit nukleophilen
Thiolgruppen zustande kommt. Dies bestdtigen die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen auf Reversibilitat. Hierbei zeigte 10-NFS, wie auch schon durch Awwad et al.
beschrieben [5], eine nachhaltige und irreversible Inhibition der 5-LO. Fir TQ konnte bei
Konzentrationen <10 UM eine gewisse, jedoch nicht vollstandige Reversibilitat der
5-LO-Aktivitat festgestellt werden. Folglich hdngt das Ausmall der (Ir)Reversibilitat der
5-LO-Inhibition signifikant von der Art der Michael-Akzeptorfunktion und den umgebenden
Struktureigenschaften ab. Reversibilitat ist auflerdem mit einer geringeren Toxizitat der
jeweiligen Substanzen assoziiert [168]. Ein Beispiel hierfir ist RTA402 (CDDO-methylester),
ein Michael-Akzeptor, der in klinischen Studien zur Behandlung von Pankreaskarzinomen
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verwendet wurde und auch reversibel mit Thiolgruppen reagiert [168, 169]. RTA402 zeigt gute
Vertréglichkeit bei Patienten (Ausnahme: Patienten, welche eine Hospitalisierung aufgrund
einer Herzinsuffizienz in ihrer Anamnese verzeichnen) [170]. Irreversibilitdit kann mit
toxischen Eigenschaften der Michael-Akzeptoren einhergehen, was die relativ niedrige
Toxizitdt von TQ (LDso—Wert in Ratten: 2,4 g/kg [171]) erklaren konnte. Interessanterweise
inhibierte der reaktive Paracetamolmetabolit NAPQI, r5LO-wt mit einem ICsp-Wert von
2,98 UM, hatte aber keine Auswirkung auf die Produktbildung zellularer 5-LO. Dieses Ergebnis
unterstreicht, dass NAPQI vermutlich durch intrazellulares GSH unter Bildung von
GSH-Konjugaten abgefangen wird. Somit kann es die 5-LO nicht mehr inhibieren. Die
Forschungsergebnisse legen nahe, dass NAPQI nicht nur mit GSH reagiert, sondern auch zu
einem Verlust von Proteinthiolgruppen in Hepatozyten fiihrt [172]. Die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen, dass kleine Unterschiede in der Elektrophilitat des Michael-Akzeptors sowie
in dessen sterischen Eigenschaften, grolRe Verénderungen im pharmakodynamischen Profil
hervorrufen kénnen. Die GSH-abfangende Eigenschaft von NAPQI kann somit auch die
potente r5LO-wt-Inhibition erklaren. Die Fahigkeit mit Thiolen zu reagieren, kann auch der
Grund fir die im Vergleich zum wildtyp niedrigere inhibitorische Potenz von Primin, Embelin
und Methyl-BQ in intakten PMNL sein. Somit sind das pharmakodynamische Profil und die
zellulare Aktivitat von Michael-Akzeptoren abhangig von intrazelluldren Thiolspiegeln und
dem potentiellen Ausmaf der mdglichen GSH-Reaktionen. Eine ,,Cystein-Reaktivitdt™ ist aber
nicht per se als nachteilig zu bewerten und sollte nicht die erfolgreiche Entwicklung eines
Medikamentes verhindern. Ein Beispiel ist Neratinib (HKI-272), welches kovalent an
spezifische Cysteinreste bindet [173]. Neratinib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, welcher sich in
klinischer Entwicklungsstufe Phase-3 zur Behandlung des Mammakarzinoms und anderer
solider Tumore befindet [174]. Die Effektivitat von Neratinib ist, wie von Feldinger et al.
beschrieben, von der Michael-Akzeptorstruktur abhéngig [173]. Andere cysteinreaktive
Verbindungen wie Afatinib (Gilotrif®), das zur Behandlung eines Plattenzellkarzinoms der
Lunge eingesetzt wird [175] oder Dimethylfumarat (Tecfidera®) zur first-line-Therapie der
Multiplen Sklerose [176], sind bereits zugelassen worden. Viele Michael-Akzeptoren sind
antiinflammatorisch wirksame Verbindungen. Dies ist insofern interessant, da durch die
5-LO-produzierten LT, Mediatoren inflammatorischer Prozesse sind [177]. TQ, der
Hauptinhaltsstoff des Schwarzkiimmeldls, wird traditionell zur Behandlung des Asthma
bronchiale [178, 179] und der rheumatoiden Arthritis verwendet [180]. Diese durch TQ
ausgeldste Antiinflammation spricht fir eine wichtige Rolle der LT-Biosynthese-Inhibition
[181-183]. Bis heute war der exakte Mechanismus der 5-LO-Inhibition durch TQ unbekannt.
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Benzochinone sind zwar fir ihre antiinflammatorischen, antikanzerogenen und antioxidativen
Fahigkeiten bekannt [60], wie genau und ob die 5-LO durch diese Verbindungen inhibiert wird,
ist meist ungewiss. Bisher wurde vermutet, dass Benzochinonderivate mit AA um die
Bindungsstelle konkurrieren oder den Redoxzyklus, des im aktiven Zentrum der 5-LO
befindlichen Eisens, durch ihre redoxaktiven Eigenschaften entkoppeln [60]. Innerhalb dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Reihe dieser Verbindungen kovalent an die
Cysteine 416 und 418 der 5-LO binden (Abb. 95).

Thymochinon
AA861
Methyl-BQ
Methoxy-BQ
NAPQI

CDDO
Methoxy-NS
OH-BQ

5-Lipoxygenase

5-Lipoxygenase
inaktiv

Abb. 95: Darstellung der Reaktion einer freien Thiolgruppe der 5-LO mit einer michaelreaktiven Verbindung.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte diese Reaktion fiir TQ, AA861, Methyl-BQ, Methoxy-BQ, NAPQI, CDDO,
Methoxy-NS (Methoxy-Nitrostyren) und OH-BQ bestatigen (gelber Kasten).

Die Entdeckung dieses Mechanismus ist von fundamentaler Bedeutung, da auch weitere bereits
bekannte antiinflammatorisch wirksame Verbindungen wie AA861 und Primin nach dem
gleichen Mechanismus antiinflammatorische Effekte erzielen. In Vergangenheit wurden
Michael-Akzeptoren von moderner Wirkstoffentwicklung ausgeschlossen, da z.B.
hepatotoxische Wirkungen wie bei NAPQI sehr gefiirchtet waren [184]. Michael-Akzeptoren
konnen allerdings strukturell so verandert werden, dass sie selektiv mit Target-Nukleophilen
reagieren [185] indem vorsichtig eine optimierte Reaktivitdt mit spezifischer Target-
Komplementaritdt kombiniert wird [186]. Weiterhin kdnnen direkte VVerdnderungen sterischer
Eigenschaften und der Reaktivitdt des Michael-Akzeptors Faktoren fiir eine Reduktion der
Toxizitat sein. Die Tatsache, dass auch andere Verbindungen, welche ihr Target kovalent
binden, wie Clopidogrel, Afatinib, Omeprazol, Dimethylfumarat und Acetylsalicylsiure

erfolgreich zugelassen wurden, unterstreicht diese Tatsache. Diese Arbeit zeigt, welche
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michaelreaktiven VVerbindungen die 5-LO (ber Interaktion mit Cysteinen inhibieren und welche
strukturellen Eigenschaften hierfir wichtig sind. Zusammen mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen legt diese Arbeit nahe, dass es innerhalb der nachsten Dekade zu einem
Wiederaufleben des Interesses an dieser wichtigen Strukturklasse kommen wird [184].
Innerhalb weiterer Studien kénnten dann sterisch optimierte Verbindungen entwickelt werden,
die die 5-LO uber Interaktion an Cysteinen inhibieren konnen. Diese Wirkstoffklasse
michaelreaktiver Verbindungen konnte eine vielversprechende Gruppe neuartiger

5-LO-Inhibitoren darstellen.
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10. Zusammenfassung

Die 5-LO ist ein Schlusselenzym der LT-Biosynthese. Sie katalysiert in einem ersten Schritt
zundachst die Umsetzung freigesetzter AA zu 5-HPETE und wandelt diese anschliefend in
LTAs um. LT sind starke Entzindungsmediatoren, die an entziindlichen und allergischen
Reaktionen des Korpers beteiligt sind. Sie I6sen eine Immunantwort aus und koénnen zur
Entstehung von Asthma bronchiale, allergischer Rhinitis, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
verschiedenen Krebserkrankungen beitragen [28]. NFS gehoren zur Klasse der
michaelreaktiven Verbindungen und inhibieren die 5-LO durch Interaktion mit katalytisch
aktiven Cysteinresten in der N&he der Substrateintrittspforte. Diese Tatsache macht
michaelreaktive Verbindungen innerhalb der Entziindungsforschung zu einer interessanten
Substanzklasse. Michaelreaktive Verbindungen besitzen eine durch Elektronenzug aktivierte
Doppelbindung. Hierdurch verfligen diese Wirkstoffe Uiber elekrophile Eigenschaften, wodurch
sie leicht mit Nukleophilen reagieren konnen. Cysteine bestehen aus nukleophilen
Thiolgruppen, die mit einer positiv polarisierten Doppelbindung, wie sie in michaelreaktiven
Verbindungen vorliegt, reagieren konnen. Diese Tatsache kann sie zu effektiven und
nachhaltigen Enzymaktivitdtsmodulatoren machen. In dieser Arbeit wurde eine grofie
Bandbreite verschiedenster michaelreaktiver Verbindungen auf ihre Fahigkeit untersucht, die
5-LO Uber Michael-Addition an ihren Cysteinen zu inhibieren. Zum einen wurden
Pflanzeninhaltsstoffe mit antiinflammatorischen Eigenschaften, zugelassenene Wirkstoffe mit
Michael-Akzeptorfunktion und zum anderen Verbindungen, die durch gezielte Struktursuche
ausgewahlt wurden, untersucht. Die Testung verschiedenster Strukturen sollte Aufschluss Uber
strukturelle Voraussetzungen fir die 5-LO-Inhibition durch Interaktion mit Cysteinen liefern.
Hierfir wurden die Substanzen zundchst im intakten Zellsystem und schlieRlich am
aufgereinigten Enzym (r5LO-wt) auf ihre 5-LO-inhibierenden Eigenschaften untersucht.
Nachfolgende Messungen an r5LO-4C, deren vier prominente Cysteine durch Serin mutiert
wurden, zeigten an, ob die Inhibition der 5-LO-Produktbildung cysteinabhéngig war. Die
hierbei erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass ganz bestimmte strukturelle
Eigenschaften des Michael-Akzeptors, Voraussetzung fiir eine Interaktion mit den Cysteinen
der 5-LO sind. Vor allem Verbindungen mit chinoidem Grundgerist stellten sich als
thiolreaktive Verbindungen heraus, die die 5-LO hauptsachlich (ber Interaktion mit ihren
Cysteinen inhibierten. Weiterhin zeigten die erhaltenen Ergebnisse, dass die strukturelle
Umgebung um die aktivierte Doppelbindung des Michael-Akzeptors enorme Auswirkungen

auf die Thiolreaktivitdt hatte. TQ hemmte die 5-LO hauptséchlich Uber Interaktion mit
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Cysteinen, wohingegen die 5-LO-Inhibition durch Embelin unabhéngig von Cysteinen zu sein
schien. Eine daraufhin durchgefiihrte MALDI-MS-Analyse bestétigte die Bindung von NAPQI
und TQ an die Cysteine 416 und 418. Durch diese Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass
eine Reihe antiinflammatorisch wirksamer, natlrlich vorkommender Verbindungen wie TQ,
Plumbagin, Primin und auch synthetisch generierte Verbindungen wie AA861, CDDO,
Methyl-BQ, Methoxy-BQ, Methoxy-Nitrostyren, NAPQI und OH-BQ die 5-LO (ber
Interaktion mit ihren Cysteinen inhibieren.
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11. Anhang

ICso-Werte, 95 %-Konfidenzintervall (X) und Signifikanzen (*) der getesteten Verbindungen in
intakten PMNL, r5LO-wt und r5LO-4C. Verbindungen, welche einen signifikanten

Potenzverlust an r5LO-4C aufwiesen, sind in grau dargestellt.
(*,P<0,05;** P<0,01;*** P<0,001). Keine Inhibition (k.I.), nicht signifikant (ns).
11.1 Benzochinone
PMNL rSLO-wt r5SLO-4C P-Wert
[LM] [LM] [LM]
AA861 0,22 [187] 3,8 >50 0,0230
] - 2,7-5,5)% &
M | |
Embelin 3,5 0,23 0,14 0,4495
% (2,5-4,9) (0.18-0,31)% (0.11-0.17)% ns
Methoxy-BQ 4,2 3,0 k.l 0,0025
i (3,5-4,9)% (1,9-4,9)% x
/O
o
Methyl-BQ 6,3 2,8 k.l 0,0054
i (4,2-9,5) (2,1-3,7) x
NAPQI k.l 3,0 k.I. 0,0271
o /@/’ (1,8-5,1)* *
H3C)j\N/
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OH-BQ k.l. 6,3 k.l. 0,0003
i = (2,3-17,3)* Fekok
[¢]
Primin 2,8 0,6 2,5 0,0678
\&/W (2,2-3,5)% (0,4-0,7)% (1,2-5,1)% ns
/O
TQ 4,3 6,1 k.l. 0,0015
i (3,7-5,1)% (4.8-8.1)% s
Coenzym Q2 k.l. 8,6 k.l. 0,6992
o (6,5-11,4) ns
/O o)
Coenzym Q10 k.l k.l
\O
/0 e}
o X
Poloxim k.l. k.l. k.l.
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11.2 Naphthochinone

Lapachol K.l
o
Phyllochinon k.l.

Plumbagin 7,0 14,3 K.l 0,14
il (6,06-8,12)* (10,3-19,9)* ns
Shikonin 1,54 0,5 1,8 0,4474
o (1,12-2,12)* (0,4-0,6) (1,0-3,0¢  ns

Z
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11.3 Ungesattigte Verbindungen

PMNL rSLO-wt rSLO-4C P-Wert
[MM] [MM] [HM]
a-Tocotrienol K.1. k.1
BWA4C 0,15 0,20 0,37 0,5905
@ Q/j (0,13-0,18) (0,14-0,28)¢  (0.08-1,71)x ns
o = N\OH
Harpagosid k.1.
o8
Kaffeesaure k.l.
10-NFS 50 0,6 k.1 0,0089
W (3,3-7,7) (0,3-1,0)% x
Shogaol 8,2 0,6 0,7 0,6605
jQ\A,W (6,5-10,2)* (0,5-0,7) (0.4-1,1)% ns
o AN
\ !
Sinapinsaure K.1.
\O
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U73122 6,97 0,17 k.l 0,0003

(455-10,69)  (0,02-1,86) ok

Zimtsaure k.l.

HO

11.4 Polyphenole

Arzanol k.l. k.l. k.l.

Curcumin 1,6 14 1,08 0,87
“ (1,3-2,0)% (0,80-2,45)* (0,80-1,47)*  ns
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Anhang

11.5 Flavonoide

PMNL r5LO-wt r5L0O-4C P-Wert
[uM] [MM] [HM]
Baicalein 1,35 0,29 0,4 0,71
(0,95-1,92)* (0,18-0,43)* (0,2-0,7)* ns
90
Chalkon 6,0 0,7 6,7 0,297
O O (5,4-6,8)* (0,5-0,9)% (5,0-8,8)% ns
AN
Flavopiridol K.l
Genistein k.l
Luteolin 0,6 0,06 0,05 0,8589
_ (0,4-0,8) (0,05-0,09)* (0,04-0,06)* ns
HO. O O‘
11.6 Nitrostyren
PMNL r5LO-wt  r5L0O-4C  P-Wert
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Anhang

[UM] [UM] [LM]
Methoxy-Nitrostyren 10,8 2,9 k.l 0,0309
Q\A (6,2-19,0) (1,7-4,9) *
g 7 W/O'
11.7 Arzneistoffe
PMNL r5LO-wt r5LO-4C P-Wert
[uM] [uM] [uM]
Afatinib k.l. k.l. k.l.
k.l. 6,6 k.l. 0,0111
(5,2-8,4)* *
k.l.
Cromoglicinsaure K.1.
o \ (o) O 70
Dexamethason k.l
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Anhang

O

DMF k.l k.l
‘ (o]
S
3 |
Entacapon k.l 30,9 k.l. 0,52
> (21,1-45,3)* ns
/TN
AL \
N N
/
(0]
HO OH
4-Methylumbelliferon k.l.
ﬁ]@
Metronidazol k.1. K.1.
>\N
_/_NV
=
HO
0=N_
o
Minocyclin k.l
NH, (@] OH [e] OH
/5\ AN
MMF k.l k.l
O
3 |
Moxifloxacin k.1. 27,19 k.l. 0,1103
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Paracetamol

Jues

Ranitidin
0] \NH \N\
.O/'U‘\/LN/\/S@\/

Triptolid

k.l

k.l

k.l.

k.l.

k.l
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Lebenslauf

15. Lebenslauf

Nicht 6ffentlich
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