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ABKURZUNGEN

Abklrzungen

AP-1 Aktivator-Protein 1

AUC Area under the curve, Fléche unter einer Konzentrations- oder Effekt-
Zeit-Kurve

COX Cyclooxygenase

DNA Desoxyribonukleinsdure

EIA Enzymimmunoassay

h Stunde(n)

HPLC High-Performance Liquid Chromatography

1Cso Konzentration, die eine 50%ige Inhibition hervorruft

IkB-a Inhibitory kappa B

IL Interleukin

iINOS induzierbare NO-Synthase

i.p. intraperitoneal

LPS Lipopolysaccharide

min. Minute(n)

MMPs Matrix Metalloproteinasen

NF-kB nuclear factor kappa B

NSAID nicht-steroidale Antiphlogistika (non-steroidal anti-inflammatory drugs)

PBS Phosphate Buffer Saline

PGE; Prostaglandin E;

PLA, Phospholipase A,

RNA Ribonukleinséure

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction

SD Standardabweichung

TNF-a Tumornekrosefaktor a
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1 Einleitung

Nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs) werden zur symptomatischen Behandlung
der Osteoarthrose und rheumatoiden Arthritis verwendet [1], dabei sind sie analgetisch
und antientziindlich wirksam. Als schwerwiegende Nebenwirkungen kdnnen bei ihrer
Anwendung u.a. MagenDarm-Ulzera auftreten, mit Perforationen und Blutungen as
Folge, oft mit todlichem Ausgang. In den USA versterben schatzungsweise pro Jahr ca.
16.500 [2] und in Grof3oritannien 2.000-2.500 Patienten [ 3, 4, 5] durch schwerwiegende
gastrointestinale NSAID-Komplikationen.

In entzindeten Geweben werden Prostaglandine synthetisiert, die an der Entstehung von
Schmerz und Entziindung beteiligt sind [6]. Es wird davon ausgegangen, dass sich die
antientziindliche und analgetische Wirksamkeit der NSAIDs aus der Hemmung der
COX-2 Isoform der Cyclooxygenase (COX) [7, 8] ableitet. Die gastrointestinalen
Nebenwirkungen der NSAIDs werden hauptséchlich auf eine COX-1 Hemmung
zurtckgefuhrt [9, 10]. Diese Annahmen haben zur systematischen Suche von
Substanzen gefiihrt, die préferentiell / selektiv die COX-2 hemmen. Die Abbildung 1
gibt einen Uberblick tber die Rolle der COX-1 (und der Splice-Variante COX-3 [11])
und COX-2 in der Biosynthese von Prostaglandinen und Thromboxan sowie tber ihre

physiologische und pathophysiologische Rolle (modifiziert nach [12]).

Inzwischen sind selektive COX-2 Inhibitoren (Celecoxib, Rofecoxib, Parecoxib [13]
und Valdecoxib [14]) zugelassen und werden unter anderem zur Behandlung von
Symptomen der Osteoarthrose und der rheumatoiden Arthritis eingesetzt [15, 16, 17,
18]. In Klinischen Zulassungsstudien konnte gezeigt werden, dass sich ihre
gastrointestinale Toxizité nicht von Placebo unterscheidet [19, 20]. Da jedoch die
COX-2 konstitutionell in der Niere exprimiert ist, vermindern auch diese Substanzen
den renalen Blutfluss und die glomerulére Filtrationsrate und verursachen Odeme
vergleichbar zu nicht-selektiven NSAIDs, d.h. dass mit diesem Prinzip rende
Nebenwirkungen nicht vermieden werden kénnen [21]. Aul3erdem hat sich gezeigt, dass
COX-2 selektive Substanzen die Ulkusheilung verzogern [22] und zur Exazerbation
einer Kolitis fohren konnen [23]. Obwohl die Entwicklung COX-2 selektiver
Arzneimittel einen deutlichen Fortschritt in der symptomatischen Behandlung der
Osteoarthrose und der rheumatoiden Arthritis darstellt, werden weiterhin andere
antiinflammatorisch wirksame Substanzen mit einem verbesserten Nebenwirkungsprofil
bendtigt.
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Abbildung 1: Schematische Ubersichtsdarstellung tiber die Rolle der COX-1 (und der Splice-Variante
COX-3) und COX-2 in der Biosynthese von Prostaglandinen und Thromboxanen sowie Uber ihre
physiol ogische und pathophysiologische Rolle (modifiziert nach [12]).

Flurbiprofen gehort zu den chiralen NSAIDs aus der Gruppe der 2-Arylpropionsauren.
Im Gegensatz zu lbuprofen wird das R-Enantiomer von Flurbiprofen nur zu einem
vernachlassigbaren Anteil in das S Enantiomer epimerisiert, dies trifft sowohl auf den
Menschen [24] as auch auf die Ratte zu [25]. Flurbiprofen ist as Razemat im Handel
erhdltlich. Analog zu anderen NSAIDs wird die antiinflammatorische und analgetische
Wirkung von Furbiprofen durch eine Hemmung der COX und damit der
Prostaglandinsynthese erkléart. Jedoch in therapeutischen Konzentrationen hemmt nur
das S-Enantiomer die COX-Aktivitédt in vitro. Die 1Cso Werte von S und R-
Flurbiprofen unterscheiden sich ca. um den Faktor 500 fir beide COX Isoformen [26,
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27]. Trotz dieses Unterschiedes wirkte R Flurbiprofen fast genauso stark antinozizeptiv
wie SFlurbiprofen sowohl in verschieden Tierschmerzmodellen [28, 29, 30, 31] als
auch beim Menschen [32]. Es wird angenommen, dass der antinozizeptive Effekt von
R-Flurbiprofen und anderen Analgetika wie z.B. Paracetamol Uber zentrae
Mechanismen vermittelt wird [26, 33]. Fur Paracetamol wird weiterhin davon
ausgegangen, dass die Hemmung einer im zentralen Nervensystem exprimierten
Splicing-Variante der COX-1 (von Chandrasekharan et al. [11] als COX-3 bezeichnet)
moglicherweise am Wirkungsmechanismus beteiligt ist. Paracetamol hemmte diese
Splicing-Variante mit einer 1Cso von 64 uM wahrend die |Cso-Werte fir die COX-1 ca
2-fach und fur die COX-2 ca. 90-fach héher waren [11]. Allerdings wird bezweifelt, ob
die COX-3 beim Menschen existent ist [34]. Im Gegensatz zu S-Flurbiprofen zeigte R
Flurbiprofen keine signifikante Verletzung der gastrointestinalen Mukosa, was auf eine

fehlende COX-Hemmung in therapeutischen Konzentrationen hinweist [11].

Dem Transkriptionsfaktor NFKB (nuclear factor-kappa B) kommt bei der Entziindung
und immunologischen Prozessen eine besondere Rolle zu. NFkB ist u.a fur die
Regulation der Transkription von COX-2 verantwortlich. Auferdem wird die
Transkription von proinflammatorischen Zytokinen, Adhéasionsmolekilen Enzymen
und Chemokinen aktiviert [35]. NFkB kann durch eine Reihe spezifischer Aktivatoren
z.B. IL-1b (Interleukin 1b) und TNF-a (Tumor Nekrose Faktor a) rezeptorvermittelt,
aber auch durch Lipopolysaccharide, Oxidantien und Viren aktiviert werden [36]. In
seiner inaktiven Form dimerisiert NFkB mit seinem Inhibitor, dem I-kBa, in einer Art
inaktivem cytosolischen Komplex. In diesem inaktiven Zustand wird NFkB von
unstimulierten Zellen freigesetzt. Stimuli rufen eine Phosphorylierung von I-kB durch
bestimmte Kinasen (IKK-a, IKK-b) hervor, was einen Zerfal des dimeren Komplexes
in NFKB und 1-kB zur Folge hat. Dies fuhrt einerseits dazu, dass NFkB aus dem
Cytosol in den Zellkern wandert, andererseits dazu, dass I-kB von Proteasen abgebaut
wird. Im Zellkern binden die NFkB-Untereinheiten p50 und p65 an die entsprechenden
Stellen in den Promoter-Regionen von Genen, die die Transkription entziindlicher und
immunologischer Gene starten. Dies induziert z.B. die Synthese von Enzymen (COX-2,
INOS, PLA;, etc) und Zytokinen (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, etc.) [37].
Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1 spielen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. Aul3erdem stimulieren TNF-a und IL-1
mesenchymale Zellen wie z.B. synoviale Fibroblasten, Ogeoklasten und Chondrozyten,
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die gewebezerstorende Metalloproteinasen freisetzen [ 38]. Die entziindungshemmenden
Effekte von Glucocorticoiden werden zumindest tellweise durch eine Hemmung von
NFkB vermittelt, entweder durch eine direkte Interaktion mit der NFkB p65-
Untereinheit [39, 40, 41, 42] oder durch die vermehrte Transkription von |-kBa, dem
NFkB Inhibitor [43, 44]. Die Wirkungsweise von Acetylsalicylsdure wird im
Allgemeinen darauf zurlckgefuhrt, dass sie die Cyclooxygenasevermittelte
Prostaglandinsynthese  unterdriickt. Es wurde aber ebenfalls entdeckt, dass
Acetylsalicylsaure in hohen Konzentrationen die TNF-a- oder LPS-stimulierte Aktivitét
von NFKkB blockieren kann [45, 46]. Acetylsalicysaure hemmt die Translokation von
NFkB in den Kern, indem es die Phosphorylierung und die anschlief3ende Degradation
von I-kBa verhindert [47]. Des weiteren kann die NFkB-AKktivitdt durch weitere in der
Rheumatologie eingesetzte Substanzen wie z.B. Ibuprofen [48], Salicylsdure [49] und
Sulfasalazin [50] gehemmt werden. NFkB hat neben der Aktivierung in Leukozyten zu
Beginn einer Entzindung auch eine bedeutsame Rolle beim Heilungsprozess einer
Entzindung [B1]. In dieser Phase der Entziindung ist eine NFkB-Aktivitdt nicht mit
einer INOS-Expression oder der Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren
vergesellschaftet, sondern  mit  einer  Expresson  anti-inflammatorischer

Regulationswege sowie einer Apoptose von Leukozyten.

AP-1 (activation protein 1) ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der an der Regulation
von Entziindungsprozessen betelligt ist [37]. Diesem Transkriptionsfaktor kommt eine
besondere Bedeutung wegen seiner weit verbreiteten Verteilung in den Matrix-
Metaloproteinase- und Zytokin-Genen zu. AP-1 ist ein Proteinkomplex, der aus der
Dimerisierung der Proteine FOS und JUN entsteht. Diese Proteine werden von
immediate early genes (IEGs; c-fos und c-jun) kodiert. Die Aktivierung von AP-1
erfolgt durch eine Vielzahl von Stimulanzien, darunter auch TNF-a und IL-1. In der
folgenden Abbildung ist die Aktivierung von NFKkB und AP-1 bei entzindlichen
Prozessen sowie experimentelle Mdglichkeiten zu dieser Untersuchung schematisch
dargestellt:
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aktivierung von NFkB und AP-1 bei entziindlichen
Prozessen.
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Auf diesen Vorkenntnissen aufbauend, beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit
folgenden Fragestellungen: Wie lassen sich die fur R-Flurbiprofen beobachteten
antinozizeptiven Effekte ohne eine relevante COX-Inhibition erklaren? Hat R-
Flurbiprofen antiinflammatorische Effekte? Mit welchen Mechanismen lief3en sich
antiinflammatorische Effekte von RFlurbiprofen erkléren? Ist an einem solchen Effekt
eine verminderte COX-2 Expression beteligt? Spielt dabei eine Hemmung der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 eine Rolle?

11
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2 Material und Methoden
2.1 Zymosan-induzierte Entziindung

Bel mannlichen Sprague Dawley Ratten (Charles River, Sulzfeld) mit einem Gewicht
von 150 bis 200 g wurde mit subkutan injiziertem Zymosan eine
Hinterpfotenentziindung erzeugt. Im Gegensatz zu Carrageenan und Freund’s Adjuvans
hat Zymosan den Vorteil, dass es Symptome verursacht, die weitgehend denen beim
Menschen gleichen, d.h.: spontane Nozizeption (in hohen Dosierungen) bzw. thermale
und mechanische Hyperalgesie (in niedriger Dosierung) und einem ausgepragten Odem,
das fur mehrere Tage anhdlt [52]. Zur Erzeugung der Hinterpfotenentziindung wurde
0.625 mg Zymosan (Sigma-Aldrich, Steinheim) in 100 pl Phosphatpuffer suspendiert

und subkutan in die mittlere plantare Region der rechten Hinterpfote injiziert.

Das Pfotenvolumen wurde mit einem Plethysmometers (Ugo Basile, Varese, Italien)
bestimmt, und zwar vor der Zyomosaninjektion (t=0) und zu den Zeitpunkten t=0.25,
0.5, 0.75, 1, 2, 4, 6, 8 und 24 nach Zymosaninjektion [53]. Zu jedem Zeitpunkt wurden
5 Messungen des Pfotenvolumens vorgenommen. Aus diesen 5 Messungen wurde der
Mittelwert errechnet und die Nettozunahme des Pfotenvolumens im Vergleich zu dem

Wert vor Zymosangabe bestimmt.

Die Richtlinien fur die Untersuchung an wachen Tieren wurden bel allen Experimenten
befolgt. Vor der Durchfihrung der Experimente wurde ein zustimmendes Votum der

zustandigen Ethikkommission eingeholt.

Die Flache unter der Pfotenvolumenzunahme versus Zeitkurve (AUCpy) wurde mit der
linearen Trapezregel berechnet. Die AUCs wurden varianzanalytisch getestet. Die
aktiven Behandlungen wurden mit der Kontrolle verglichen (Dunnett Post hoc Test).
Alphawurde auf 0.05 gesetzt.
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2.2 Behandlungen und Dosierungen

Die Enantiomere von Flurbiprofen (2-(Fluoro-4-biphenylyl)propionséure) wurden von
der PAZ Arzneimittelentwicklungsgesellschaft (Frankfurt am Main) zur Verfigung
gestellt. Die optische Reinheit beider Enantiomere betrug >98%. Dexamethason wurde
von Sigma-Aldrich (Minchen) gekauft. Die Substanzen wurden in 1 ml Phosphatpuffer
gelost. Die Tiere erhielten eine intraperitoneale Injektion von 1, 3, 9 mg/kg R oder S
Flurbiprofen, oder 0.5 mg/kg Dexamethason oder Phosphatpuffer (Placebo). Es wurden
Dosierungen fur R-Flurbiprofen ausgewdhlt, die keine gastrointestinadle Toxizitét
verursachen [54]. Die Substanzen wurden 15 Minuten vor der intraplantaren
Zymosaninjektion verabreicht. Fir die Zymosaninduzierte Hinterpfotenentziindung
wurden 6 Ratten pro Gruppe behandelt. Be den Prostaglandin  E2-
Freisetzungsexperimenten aus entziindetem Gewebe und aus dem Rickenmark und der

Inhibition der COX-2 Expression umfasste jede Behandlungsgruppe 3-6 Ratten.

2.3 Flurbiprofenplasmakonzentrationen

Sieben Ratten erhielten eine intraperitoneale Injektion von 9 mg/kg R Flurbiprofen, um
die Plasmakonzentrationen von R-Flurbiprofen und den Grad der Epimerisierung in S
Flurbiprofen zu messen. Uber einen Zeitraum von 3 Stunden wurden Blutproben aus
einem Jugularis-Katheter entnommen und die Plasmakonzentrationen mittels HPLC
bestimmt [55].

2.4 Prostaglandin E, Freisetzung aus Gewebefragmenten

Die Versuchstiere wurden 6 Stunden nach ZymosantInjektion — zu diesem Zeitpunkt
wird die maximae entzindliche Antwort erwartet — mit Ketamin ( 100 mg/kg,
Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen GmbH) tief anasthesiert. Nach einer
Herzpunktion zur weitgehenden Blutentleerung des Versuchtieres wurde das Tier
intrakardial mit 0.1 M PBS (Phosphate Buffered Saline) perfundiert. Die thorakalen und
lumbalen Segmente des Rickenmarks sowie Gewebeproben der entziindeten
Hinterpfote wurden zligig entnommen, kurz in eiskalter Kochsalzl 6sung gewaschen und
in1- 3 mnT grolRe Stiicke geschnitten. Die Gewebestiicke wurden gewogen und 25 mg
davon in 250 pl mit Sauerstoff angereichter Tyrode-Losung fur 15 min. bel 37°C
inkubiert [56]. Durch den Transfer des Mediums in ein anderes Rohrchen, das bei —
20°C bis zur Analyse aufbewahrt wurde, wurde die Inkubation gestoppt. Die PGE;-
Freisetzung aus den Gewebeproben in das Inkubationsmedium wurde mit einem
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kommerziell verfigbaren EIA Kit (Cayman Chemicals, Ann Arbor, Michigan, USA)
bestimmt. Die Ergebnisse wurden in pg/mg Nassgewicht per 15 min. angegeben. Das
untere PGE,-Quantifizierungslimit betrug 15 pg/ml. Der Variationskoeffizient innerhalb
des Kalibrationsbereichs von 15 — 1000 pg/ml war <14%. Die statistischen Vergleiche
wurden wie in Kapitel 2.1 beschrieben durchgefuhrt.

2.5 Quantitative RT-PCR

Um die mRNA-Synthese von COX-1 und COX-2 zu bestimmen, wurden
Gewebeproben wie in Kapitel 2.4 beschrieben vorbereitet. Die Gewebeproben wurden
schockgefroren und bei —=70°C bis zur Analyse aufbewahrt.

Die Expression von COX-1 und COX-2 mRNA im Vergleich zu b-Aktin mRNA
(interner Standard) wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt. Diese Methode
verwendet die 5-3° Exonuclease Aktivitdt der diagonalen DNA-Polymerase, um die
Probe wahrend der PCR aufzuschneiden. Die Primer bestehen aus Oligonucleotiden, die
am 5°-Ende mit dem Farbstoffmolekil FAM (6-Carboxy-fluorescein; Emission | 518
nm) und an einem internen Thymidin mit dem Farbstoffmolekil TAMRA ( 6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine; Emission | 582 nm) markiert sind. Zusétzlich ist die Probe am
3’-Ende phosphoryliert, um eine Verlangerung der Probe wahrend der PCR zu
gewdhrleisten. Beim Aufschlief3en der Probe trennen sich die beiden Farbstoffe, was zu
einem Fluoreszenzsignal von FAM fihrt. Die Fluoreszenzsignale wurden mittels eines
ABI Prism 7700 SDS analytical thermal cycler (Applied Biosystems, Langen)
entsprechend den Anweisungen des Herstellers gemessen. Es wurde ein Schwellenwert
festgelegt, der die exporentielle Phase des Fluoreszenzanstieges einer Standard-DNA in
zwel Abschnitte teilt. Wenn das Fluoreszenzsignal einer Probe den Schwellenwert (Cr-
Wert) Uberschreitet, ist die Anzahl der Zyklen proportional zu der Anzahl an RNA-
Kopien zu Beginn der PCR. Die Cr-Werte wurden standardisiert durch Subtraktion der
Cr-Werte des housekeeping-Proteins b-Aktin von COX-1 und COX-2. Die
Standardisierung der Cr-Werte von COX-1 und COX-2 wurden folgendermal3en
vorgenommen; DCr=C;%%-C;> K" Dje Zunahme der COX mRNA von Zymosan und
Substanz-behandelten Ratten im Vergleich zu Ratten, die nicht mit Zymosan behandelt
wurden, errechnete sich wie folgt: rel. mRNA= 20CT/2bcTKomolle) - \yenn die
Fluoreszenzschwelle bei einer Zyklusanzahl von 45 nicht erreicht wurde, wurde dieser

Cr-Werte fur beide Berechnungen benutzt. Die relativen mRNA Werte wurden
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varianzanalytisch geprift und anschlief3end mit einem Dunnett Post-hoc Test versus
Kontrolle (Zymosan-behandelte Ratten ohne Flurbiprofenbehandlung) verglichen. Das
a-Level wurde auf 0.05 festgelegt. Fur die PCR wurde ein Reaktionsgemisch von 25 pl
verwendet, das sich folgendermal3en zusammensetzte: 5 ng extrahierter RNA; 5 pl 10X
PCR Puffer(100 mM TRIS pH8.3, 500 mM KCI); 3 mM/I Mn(O&c), ; 120 uM/I von
dATP, dCTP, dGTP und dUTP; 1.25 U von Tag-Polymerase; 0.2 pM/l von jedem
Primer; 0.1uM/l von TagMan Proben und steriles Wasser. Die Zyklusparameter waren 2
min. bei 50°C, 10 min. bel 95°C und dann 45 Zyklen mit 15 sek. bei 95°C und 1 min.
bei 60°C. Die Primer und TagMan Proben wurden von TIB MOLBIOL (Berlin)

synthetisiert. Die Oligonukleotidsequenzen waren:

COX-2forward—TTT GTT GAG TCA TTC ACC AGA CAG AT-
COX-2reverse—C AGT ATT GAG GAG AAC AGA TGG GAT T-

COX-2 probe -6 FAM-CTA CCA TGG TC (TAMRA)T CCC CAA AGA TAG CAT
CT ph

COX-1 forward -GCC CAG TTC CAG TAT CGC A-

COX-1lreverse —GCG GAT GCC AGT GAT AGA GG

COX-1 probe —6(FAM)-CCG CAT CGC CTT GGA ATT CAA CC-(TAMRA) ph
b-Aktin forward -TCACCCACACTGTGCCCCATCTATGA-

b-Aktin reverse -GGATGCCACAGGATTCCATACCCA-

b-Aktin probe -6FAM-ACG CGT(TAMRA)TCC CTC ATG CCA TCC TGC GT ph

2.6 Westernblots

Zur Untersuchung der COX-Expression auf Proteinebene wurden die Gewebeproben
wie oben beschrieben, vorbereitet und in 10 mM/Tris HCI Puffer pH 7.4 (20mM 3-[(3-
cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propan-sulfonat (CHAPS)), 0.5 mM EDTA,
1ImM DTT, 0.5mM PMSF und 10uM Pefabloc (Alexis, Grinberg) im Verhdtnis 1:10
homogenisiert. Nach der Entfernung der Zelltrimmer (Zentrifugation bei 100.000 g fir
1 Stunde) wurde der Uberstand, der CHAPS-Extrakt, fir 5 min. bei 95°C in 0.1 ml
SDS-PAGE Puffer (3.6%(w/v)Glycerol, 120 mM TrigHCl pH 6.8, 0.125M DTT)
erhitzt. Mittels SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (7.5% Polyacrylamid Trenngel)
wurden 30 g des Proteinextrakts aufgetrennt und anschlief3end auf eine Nitrozellulose-
Membran(Amersham, Freiburg) mit Elektroblotting (BioRad, Richmond, California,
USA) Ubertragen. Uber Nacht wurden die Membranen mit 5% (w/v) Magermilch und
0.03% Tween 20 (in PBS pH 7.6 gelost) geblockt. Anschlieffend wurden die
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Membranen 1:100 in Blockierpuffer (PBS mit 5% Magermilch) gelést und fir 90 min.
mit dem priméaren COX-2 Antikorper (Santa Cruz, Heidelberg) inkubiert. Nach einer
45-mindtigen Inkubation mit dem Sekundérantikorper, an Meerettichperoxidase
gekoppelt (Verdinnung 1:1000), wurde immunoreaktives Protein mit ECL (enhanced
chemiluminescence system, Amersham, Freiburg) entsprechend den Anweisungen des
Herstellers nachgewiesen. Die Spezifitdt des Antikorpers wurde anhand gereinigten

COX-2 Rattenproteins ( Dianova, Hamburg) gezeigt.

2.7 Zellkultur

Die murinen Makrophagen der Zelllinie RAW 246.7 wurden bei 37°C (5%CO /95 %
Luft) in RPMI 1640 Medium, dem 10% hitzeinaktivertes fetales Kéberserum (Gibco
BRL, Karlsruhe), 2 mM Glutamin 100 [U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

zugesetzt war, Kultiviert.

Die Zellen wuchsen in 12er-Kulturplatten oder in Kulturplatten mit eéinem Durchmesser
von 10 cm. Die Zellen wurden fur die Dauer von einer Stunde mit 10 pg/ml LPS
(Sgma- Aldrich, Steinheim) in Gegenwart oder Abwesenheit von Furbiprofen
stimuliert.

R-Flurbiprofen (0.1, 1, 10, 100 und 1000 uM) und S-Flurbiprofen (1, 10, 100 und 1000
HUM) wurden in Phosphatpuffer geldst und zu den Zellen 30 min. vor LPS Stimulation
hinzugegeben. Die Zellen wurden geerntet und fir die EMSA (Electrophoretic mobility
shift assay) oder einen Western Blot aufgearbeitet.

2.8 Praparation von Cytosolfraktionen und Kernextrakten

RAW 246.7 Zellextrakte stimuliert mit 10 pg/ml LPS (Lipopolysaccharide) in
Gegenwart oder Abwesenheit von R oder SFlurbiprofen wurden prépariert wie von
Kleinert et a. 1996 beschrieben [57]. Die geernteten Zellen wurden zweima in
eiskaltem PBS gewaschen und bei 4°C fur 10 min. zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
10 pl eiskaltem hypotonen Lysepuffer (10 mM HEPES, 1.5 mM MgCh, 10 mM KCl,
0.5 mM Phenylmethylsulfonylfluoris (PMSF), 1.5 ug/ml Sojabohnen Trypsin-Inhibitor,
7 pg/ml Pepstatin A, 5 pg/ml Leupeptin, 0.1 mM Benzamidin, 0.5 mM Dithiothreitol
(DTT)) resuspendiert und auf Eis fir 15 min. inkubiert. Die Zellen wurden durch die
Zugabe von 12.5 pl 10%igem Nonidet-40 lysiert und die zytosolische Fraktion durch
Zentrifugieren mit 13000 g fur 1 min. gewonnen. Zytosolextrake wurden verwendet, um

den Abbau von FkB-a zu bestimmen. Die Extrakte wurden -wie oben beschrieben
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einer SDS-PAGE und einer Immunblotanalyse unterzogen. Die Blots wurden mit
priméaren Antikorpern gegen FkB-a (Santa Cruz, Heidelberg) in einer Verdinnung
1:1000 inkubiert. Das Kernpellet wurde in 60 pl eines hochkonzentrierten
Extraktionspuffers (20 mM HEPES, pH 7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCh, 0.2 mM
EDTA, 25% (v/v) glycerol, 0.5 mM PMSF, 1.5 mM Sojabohnen Trypsin-Inhibitor, 7
ug/ml Pepstatin A, 5 pg/ml Leupeptin, 0.1 mM Benzamidin, 0.5 mM DTT)
resuspendiert und unter Schitteln bei 4°C fir 30 min. inkubiert. Der Nuklearextrakt
wurde dann bei 13000 g fir 15 min. zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und bei
-80°C aufbewahrt. Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem BioRad Protein Assay
bestimmt. Die Nuklearextrakte wurden fir SDS-Page, Immunblotanalysen mit priméren
Antikorpern gegen die NF-kB Untereinheit p65 (Santa Cruz, Heidelberg) und EMSA

verwendet.

2.9 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)

In friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich die NFKB-DNA-Komplexe in
LPS-stimulierten Macrophagen aus den Untereinheiten p50 (NFkB1) und p65 (RelA)

zusammensetzen [58].

Doppelstrangige  Oligonukleotide, die die NF-kB Erkennungssequenz (5'-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3', Santa Cruz, Heidelberg) oder eine AP-1 Stelle
(5-CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3')  enthidten, wurden  mittels T4
Polynukleotidkinase an ihrem Ende mit [g-3?P]JATP markiert. Nuklearextrakte 510 pg
wurden fiir 30 min. mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden (2.5- 5.0 x 10* cpm) in
20 pl Reaktionspuffer, der 2 ug poly di-dC, 10 uM Tris HCI (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM DTT, 1 pg/ml Rinderserum Albumin und 10% (v/v) Glycerol

enthielt, inkubiert. Vor Hinzugabe der radioaktiv markierten Probe, wurde ein

100facher molarer Uberschuss der unmarkierten Probe zur Bindungsresktion fur 15
min. hinzugegeben. Kernproteine wurden von der DNA auf einem 5% nicht
denaturienden Polyacrylamidgel in 0.25x TBE Puffer bel 150 V und 4°C fir 2 Stunden
separiert. Die Gele wurden getrocknet und die DNA Proteinkomplexe mittels
Autoradiographie visualisiert.
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2.10 Immunfluoreszenz

RAW 246.7 Zdlen wurden auf Objekttrédgern mit Kammern 3 Tage vor dem
Experiment ausgesét. Die Zellen wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von R- und S
Flurbiprofen (100 und 1000 uM) 1 Stunde, bevor sie mit LPS (10 pg/ml) stimuliert
wurden, inkubiert. Nach einer Stimulationsdauer von 30 min. wurden die Zellen fur 5
min. in Ringerlésung gewaschen und anschlief3end in 70%igem Methanol bei —20°C fir
7 min. fixiert. Dann wurden die Zellen 3 mal mit PBS gewaschen und im Anschluss
erfolgte eine Blockade der unspezifischen Bindungsstellen mit 5% BSA fur 20 min. bei
Raumtemperatur. Danach wurden die Zellen fur 30 min. bei Zimmertemperatur mit
einem polyklonalen Ziegenantikorper gegen p65 (Santa Cruz, Heidelberg) in einer
Verdinnung von 1:100 in PBS mit 1%igem Rinderserumalbumin inkubiert. Nach dem
Waschen wurden die Zellen mit einer 1:400 Verdinnung eines Hasen gegen Ziege
Antikorpers (Sigma-Aldrich, Steinheim), der an Cy-3 gekoppelt war, fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut 3 Ma mit PBS
gewaschen und die Objekttréger in Glycerol/Gelatine eingebettet und mit einem
Deckglas bedeckt. Danach erfolgte die Untersuchung mit einem Fluoreszenz-Mikroskop
(Nikon Eclipse 600).
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3 Ergebnisse
3.1 Antiinflammatorische Effekte

Verschiedene Dosierungen von R und SFlurbiprofen sowie eine Negativ- (Vehikel)
und Positiv-K ontrolle (Dexamethason) wurden wie oben beschrieben in einer Zymosan
induzierten Hinterpfotenentziindung an Ratten untersucht. In den Abbildungen 3A und
3B sind die Zunahme des Pfotenvolumens Uber eine Zeit von 24 Stunden nach der Gabe
von R und S Furbiprofen im Vergleich zur Gabe von Vehikd und Dexamethason
dargestellt.

—= Fhosphat-Puffer (Verked)
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—53~ RAflrbiprolen 5 mgdke
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Abbildung 3A: Zeitverlauf der anti-inflammatorischen Effekte von R-Flurbiprofenin
einer Zymosan induzierten Hinterpfotenentziindung bei Ratten. Pro Gruppe wurden 6
Ratten mit einer intraperitonealen Injektion von 1, 3, 9 mg/kg R-Flurbiprofen oder 0.5
mg/kg Dexamethason geldst in 1 ml Phosphatpuffer behandelt. Kontrolltiere erhielten 1
ml Vehikel. 15 Minuten nach der Verabreichung der Behandlungen wurde 0.625 mg
Zymosan suspendiert in 100 ul Phosphatpuffer in die plantare Seite der rechten hinteren
Pfote injiziert. Das Pfotenvolumen wurde mittels Plethysmographie zu den
gekennzeichneten Zeitpunkten bestimmt. Die absolute Zunahme im Vergleich zu dem
Volumen vor Zymosaninjektion ist als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 3B: Zeitverlauf der anti-inflammatorischen Effekte von S-Flurbiprofen in
einer Zymosan induzierten Hinterpfotenentziindung bei Ratten. Pro Gruppe wurden 6
Ratten mit einer intraperitonealen Injektion von 1, 3, 9 mg/kg S-Flurbiprofen oder 0.5
mg/kg Dexamethason geldst in 1 ml Phosphatpuffer behandelt. Kontrolltiere erhielten 1
ml Vehikel. 15 Minuten nach der Verabreichung der Behandlungen wurde 0.625 mg
Zymosan suspendiert in 100 pl Phosphatpuffer in die plantare Seite der rechten hinteren
Pfote injiziert. Das Pfotenvolumen wurde mittels Plethysmographie zu den
gekennzeichneten Zeitpunkten bestimmt. Die absolute Zunahme im Vergleich zu dem
Volumen vor Zymosaninjektion ist als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt.

Bel den Vehikel behandelten Ratten fuhrte die intraplantare Zymosar Injektion zu einer
maximalen mittleren Zunahme des Pfotenvolumens von 1.52 ml (SD 0.39 ml). Diese
Zunahme war nach Gabe von R-Flurbiproferr, S-Flurbiprofenr und Dexamethason
behandelten Ratten signifikant reduziert. Unerwarteterweise reduzierte RFlurbiprofen
die Zunahme des Hinterpfotenvolumens effektiver as S-Flurbiprofen. In einer
Dosierung von 3 und 9 mg/kg waren die Effekte von RFlurbiprofen von denen nach
Gabe von 0.5 mg/kg Dexamethason (Positiv-Kontrolle) nicht zu unterscheiden, mit
Ausnahme der Dauer der anti-inflammatorischen Wirkung, die nach Gabe von R-
Flurbiprofen kirzer war. Die AUCppw (0-24 h) war statistisch ignifikant kleiner nach
Gabe von Dexamethason (P=0.003) und R-Flurbiprofen (P=0.007 fur 1 mg/kg und P=
0.005 fur 3 und 9 mg/kg) als nach Gabe von Vehikel. Da die anti-inflammatorischen
Effekte von COX-hemmenden Substanzen im Zymosan-Modell vorwiegend zwischen 4
und 8 Stunden auftreten [59], wurde zusétzlich die AUCppyw (4-8 h) berechnet. Wahrend
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dieser Phase reduzierte auch SFlurbiprofen die AUC statistisch signifikant in einer
Dosierung von 1 und 3 mgkg (P=0.03 und P=0.04). In Abbildung 4 sind die

arithmetischen Mittelwerte mit Standardabweichungen der AUCppw (0-24 h) auf der
linken und der AUCppw (4-8 h) auf der rechten Seite dargestellt.

0-24h 4-Bh

ALC-APW {mi*h)

il [izadini

i BB 51 %3 3% D FF R1 R3 R4 21 33 549 Dex

Abbildung 4: Fléche unter der Pfotenvolumen-Zeit-Kurve (AUCppy ), berechnet fr den gesamt en
Beobachtungszeitraum (0-24 Stunden) sowie fir 4-8 Stunden, angegeben als Mittelwerte und
Standardabweichungen. PP: Vehikel (Kontrolle); R-1, -3, -9: 1, 3, 9 mg/kg R-Flurbiprofeni.p.;
S1,-3,-9: 1, 3, 9 mg/kg S-Furbiprofen i.p.; Dex: 0.5 mg/kg Dexamethasoni.p.; *: P<0.05, **: P<0.01
(Varianzanalyse mit Dunnett Posthoc-Test versus Kontrolle).
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3.2 Flurbiprofenplasmakonzentrationen

Um die Hohe der Plasmakonzentrationen von R-Flurbiprofen, bei denen in vivo Effekte
auftreten, und die Epimerisationsrate zu bestimmen, wurde der Plasmakonzentrations-
Zeitverlauf von R-und S-Flurbiprofen nach intraperitonialer Verabreichung von
9 mg/kg R-Flurbiprofen an sieben Ratten gemessen. Der Konzentrationszeitverlauf von
R- und S-Flurbiprofen ist in Abbildung 5 dargestellt. Die mittleren maximalen
Plasmakonzentrationen von R Flurbiprofen betrugen 520.9 uM (SD 126.9); sie wurden
zwischen 12 und 18 min. nach Verabreichung beobachtet. Die mittleren maximalen
Plasmakonzentrationen von S-Flurbiprofen betrugen 3.89 uM (SD 0.64). Basierend auf
dem AUC Verhaltnis (AUCs Furbiprofen / AUCR-Flumiprofen X 100) wurden 1.61 % (SDO0.21)

von R-Flurbiprofen in S-Flurbiprofen epimeriziert.
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R-Flurbiprofen-Flasmakonzentration
L ]
SFlurbiprofen-Plasmakonzentration

2001

0-

[i] 20 40 RO a0 100 120 140 160 180
Feit {miny

Abbildung 5: Plasmakonzentrationszeitverlauf von R- (geschlossene Symbole) und S-Flurbiprofen
(offene Symbole) an 7 Ratten, die mit einer intraperitonealen Einzeldosis von 9 mg/kg R-Flurbiprofen
behandelt wurden.
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3.3 Hemmung der Prostaglandin-Freisetzung

In Abbildung 6 ist die Prostaglandinfreisetzung bei unbehandelten Ratten sowie 6
Stunden nach ZymosanStimulation im Bereich der entziindeten Hinterpfote und dem
lumbalen Rickenmark nach der Behandlung mit S-Flurbiprofen, R-Flurbiprofen,
Dexamethason oder Vehikel dargestellt.

PGE , entziindete Hinterpiote PGE. Rickenmark
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Abbildung 6: Prostaglandin E, (PGE,) Freisetzung aus Ge webefragmenten der entziindeten Hinterpfote
(links) und dem Rickenmark (rechts). Behandlungen: 1, 3, 9 mg/kg R- oder S-Flurbiprofen i.p. oder

0.5 mg/kg Dexamethason (DEX) i.p., 15 min vor der intraplantaren Injektion von 0.625 mg Zymosan in
die Hinterpfote von Ratten, 3-6 Ratten pro Behandlungsgruppe. 6 Stunden nach Zymosan-Injektion
wurden die Tiere getotet, Gewebeproben aus der entziindeten Pfote und dem Riickenmark rasch
enthommen und in einer oxygenierten Tyrode-L6sung bei 37°C fir 15 min inkubiert. Die Freisetzung von
PGE; in das I nkubationsmedium wurde mittels EIA bestimmt.

Wie erwartet, reduzierte SFlurbiprofen in allen verabreichten Dosierungen die PGE,-
Freisetzung in der entzindeten Pfote und auch im Rickenmark. Die Wirkung von
Dexamethason war weniger ausgepragt, dies koénnte jedoch mit einem spéteren
Auftreten der Maximawirkung von Dexamethason zusammenhéngen. Auch
R-Flurbiprofen hemmte statistisch signifikant die PGE,-Freisetzung in der entzlindeten

Pfote und im Ruckenmark, jedoch weniger wirksam als S-Flurbiprofen.

3.4 Hemmung der COX-2 Synthese

Zur Untersuchung der Beeinflussung der COX-Synthese durch die Gabe von R- oder S-
Flurbiprofen wurde die Synthese der COX-1 und COX-2 mRNA sowie der COX-
Proteine in entziindetem Gewebe und im Rickenmark mit und ohne aktive Behandlung
untersucht. In den folgenden Abbildungen ist die COX-1 und COX-2 mRNA
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Expression (as Vielfaches der COX mRNA von unbehandelten Kontrolltieren) in der
entziindeten Hinterpfote (Abbildung 7) und im lumbalen Rickenmark (Abbildung 8)

dargestellt:
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Abbildung 7: Cyclooxygenase (COX)-1 (rechts) und COX -2 (links) mRNA Synthese in der entziindeten
Pfote. Behandlungen: 1, 3, 9 mg/kg R- oder S-Flurbiprofen i.p. oder 0.5 mg/kg Dexamethason (DEX) i.p.,
15 min vor der intraplantaren Injektion von 0.625 mg Zymosan in die Hinterpfote von Ratten, 3-6 Ratten
pro Behandlungsgruppe. 6 Stunden nach Zymosan-I njektion wurden die Tiere getotet, Gewebeproben aus
der entziindeten Pfote und dem Riickenmark rasch entnommen. COX-1 und COX-2 mRNA Level in den
Gewebeproben wurden relativ zu b-Aktin mRNA durch Real Time RT -PCR mit einem Thermocycler
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Vielfaches von COX -1 und COX-2 mRNA im Vergleich zu nicht mit

Zymosan behandelten Tieren dargestellt.
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Abbildung 8: Cyclooxygenase (COX)-1 (rechts) und COX -2 (links) mMRNA Synthese im Rickenmark
6 h nach der Injektion von Zymosan in die Hinterpfote, siehe Abbildung 7.
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Die COX-1 mRNA Konzentration wurden durch Flurbiprofen weder in der entzlindeten
Hinterpfote noch im lumbalen Rickenmark beeinflusst. In der nicht-entziindeten
Hinterpfote war COX-2 mRNA kaum messbar. Nach Zymosaninjektion nahm die
COX-2 mRNA um etwa das 15fache zu (Abbildung 7A). Eine Behandlung mit 9 mg/kg
R- und S-Flurbiprofen fihrte zu einer statistisch signifikanten Verminderung der
Zymosantinduzierten COX-2 mRNA Expression (P=0.025 und 0.007 fur 9 mg/kg R
und S-Flurbiprofen).

Beide COX-lsoformen waren im Ruckenmark von unbehandelten Tieren nachweisbar.
In Abbildung 9 sind die entsprechenden COX-2 Protein-Daten dargestellt:
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Abbildung 9: Westernblot Analyse der Cyclooxygenase (COX)-2 Proteinexpression im lumbalen
Rickenmark. Behandlungen: 9 mg/kg R- oder S-Flurbiprofen i.p. oder 0.5 mg/kg Dexamethason (DEX)
i.p., 15 min vor der intraplantaren Injektion von 0.625 mg Zymosan in die Hinterpfote von Ratten. Die
Tiere wurden 6 h oder 5 Tage spéater getétet und das lumbale Rickenmark enthommen. Das Saulendia-
gramm zeigt die Resultate einer densiometrischen Messung von 5 Experimenten (mittlere prozentuale
Zunahme versus Kontrolle +/- SEM).
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Eine Reduktion der COX-2 Proteinexpression wurde nach der Behandlung mit 9 mg/kg
R- und S-Flurbiprofen und nach Behandlung mit 0.5 mg/kg Dexamethason beobachtet.

Zusammengefasst lasst sich sagen, das sowohl R als auch SFlurbiprofen die COX-2

Expression dosisabhangig hemmen.

3.5 Hemmung der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NFkB und AP-1

Um der Frage nachzugehen, ob die Hemmung der COX-2 Synthese durch eine

Inhibierung der Aktivitét von NFKB verursacht wird, wurde die DNA-Bindungsaktivitét

von Kernextraken LPS-stimulierter Mausmakrophagen (RAW 264.7) in Abwesenheit

oder Gegenwart von S und R-Flurbiprofen in EMSA-Assays (electro mobility shift

assays) untersucht.
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Zéellen, die mit LPS stimuliert worden waren, wiesen hthere Konzentration von aktivem
NFkB auf, das an das markierte kB-Oligonukleotid binden konnte, als unbehandelte
Zellen (Abbildung 10A). Zdlen, die vor LPS-Stimulation mit S (0.1, 1, 10, 100, 1000
1M) oder RFlurbiprofen (0.1, 1, 10, 100, 1000 uM) behandelt wurden, zeigten eine
konzentrationsabhéngige  Unterdrickung der  NFkB  DNA-Bindungsaktivitét
(Abbildung 10A). Hierbei unterdrickte R-Flurbiprofen die NFkB DNA-
Bindungsaktivitét potenter als das S-Enantiomer.

Zunahme aks vielfaches versus
Megathkantrale

cones (MM MM M

LPS 10 uM/mi - TE ¥ LR - + + o+ + + LP510pg/ml
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Abbildung 10A: Elektrophoretischer Mobilitéts Shift Assay (EMSA), der die R- und S- Flurbiprofen

Effekte auf die DNA Bindungsaktivitét von NFk B Proteinen in LPS-stimulierten M ausemakrophagen
zeigt. Ein reprasentativer EMSA von 3 Wiederholungsexperimenten ist dargestellt. RAW 264.7 Zellen
wurden unbehandelt gelassen oder mit R- und S-Flurbiprofen in den genannten Dosierungen inkubiert
gefolgt von einer Stimulation mit 10 pg/ml LPS fur 30 min. Das Saulendiagramm zeigt das Mehrfache

der Zunahme der DNA -Bindungsaktivitét im Vergleich zu unbehandelten Zellen, densitometrisch
analysiert.

Um festzustellen, ob Flurbiprofen eine Inhibierung der AP-1 Aktivitét verursacht,
wurden Kernextrakte von RAW 264.7-Zellen auf ihre AP-1 DNA-Bindungsaktivitét
(AP-1 Ubereinstimmendes Oligonukleotid) hin gestestet.
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Die gspezifische AP-1 DNA-Bindungsaktivitdét nahm signifikant in LPS-stimulierten
Zellen gegentber unstimulierten Zellen zu. Diese wurde durch R-Flurbiprofen (10-1000
MM) konzentrationsabhéngig verhindert und bei einer Konzentration von 1000 uM
sogar vollstandig unterdrtickt. Dagegen konnte bel  S-Flurbiprofen nur eine Abnahme
der Bindungsaktivitét bel einer Konzentration von 1000 uM gezeigt werden (Abbildung
10B).

LPS 10 pg/mil ST YURE T TN TTRN O TP R
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Abbildung 10B: Elektrophoretischer Mobilitéts Shift Assay (EMSA), Effekte von R- und S-Flurbiprofen
auf die DNA -Bindungsaktivitét von AP-1 in LPS-stimulierten Mausmakrophagen.

3.6 Hemmung der Translokation der p65-Untereinheit von
NFkB

Um Aussagen dartUber treffen zu konnen, ob R und SFlurbiprofen die Translokation

der p65 Untereinheit von NFKB in den Zellkern verhindert, wurden RAW 264.7-Zellen

unbehandelt oder mit LPS stimuliert und in der Gegenwart oder Abwesenheit von

R-und SFlurbiprofen untersucht. Dabel wurde die p65 Untereinheit von NFkB durch

einen fluoreszierenden polyklonalen Antikorper gegen p65 in der Zelle lokalisiert.

In unbehandelten Zellen wurde die p65 Untereinheit von NFkB ausschliefdlich im
Cytoplasma gefunden (Abbildung 11A). In Zellen, die mit LPS stimuliert waren, wurde

28



ERGEBNISSE

hingegen die p65 Untereinheit von NFKB Uberwiegend im Zellkern gefunden

(Abbildung 11B).

4

Abbildung 11A und B: Intrazellul&re Lokalisation von p65 durch Immunfluoreszenz mittels eines
polyklonalen Antikérpers gegen p65; Aufnahmen mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Nikon Eclipse
600); représentative Ergebnisse aus 4 Experimenten: RAW 264.7 Zellen unbehandelt (a), oder stimuliert

mit 10 pg/ml LPS (b).
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In Zellen, die zuvor mit 1000 uM R-Flurbiprofen behandelt worden waren, war die

Immunreaktivitdt nur auf das Cytoplasma beschrankt und nicht zu unterscheiden von
den unstimulierten Kontrollen (Abbildung 11C, 11D).

C 20w d

A

Abbildung 11C und D: Intrazellulére Lokalisation von p65 durch Immunfluoreszenz mittels eines
polyklonalen Antikérpers gegen p65; Aufnahmen mit einem Fluoreszenz Mikroskop (Nikon Eclipse 600);

représentative Ergebnisse aus 4 Experimenten: RAW 264.7 stimuliert mit 10 ug/ml LPSin der
Gegenwart von 1000 uM R-Flurbiprofen.
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Hingegen konnte durch die Behandlung mit 1000 uM S-Flurbiprofen nur teilweise eine

Immunfluoreszenz-Aktivitét im Kern verhindert werden (Abbildung 11E, 11F).

Abbildung 11E und F: Intrazellul&re Lokalisation von p65 durch Immunfluoreszenz mittels eines
polyklonalen Antikorpers gegen p65; Aufnahmen mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Nikon Eclipse
600); représentative Ergebnisse aus 4 Experimenten: RAW 264.7 stimuliert mit 10 pg/ml LPSin der
Gegenwart von 1000 pM S-Flurbiprofen. Die Pfeile zeigen Zellen, in denen die p65 Translokation
gehemmt wurde, der offene Pfeil zeigt Zellen, in denen die p65 Translokation nicht gehemmt wurde.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Migration von p65 in den Zellkern durch R und S
Flurbiprofen verhindert werden kann. Dabei ist wiederum R-Flurbiprofen das

wirksamere Enantiomer.

3.7 Abbau von IkB-a

Zur Beantwortung der Frage, ob der Abbau von FkB durch Flurbiprofen beeinflusst
wird, wurden p65 und FkB in Kern- und Zellextrakten von LPS-stimulierten RAW
264.7-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von R- und S-Flurbiprofen mit
Westernbl ots bestimmt.

Eine halbe Stunde nach Stimulation mit LPS wurde eine Abnahme des cytoplasma-

tischen IkB-a Signals gemessen, im Kern hingegen zeigte sich ein Anstieg von p65
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(Abbildung 12A, 12B). Nach einer Stunde fiel das Niveau des IkB-a Signals auf das

Ausgangsniveaul.
LPS 10 pg/ml - + + + + +
& - Y~ - - -
10 100 10 100 pM
R-Flurbiprofen  SFlurbiprofen
LPS 10 pfdm - + - + - ' ' . '
—— _— ——
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[ex  RFlurbiproten Dex SFhrbiproten

Abbildung 12: Immunblotanalyse von Cytoplasma und Kernextrakten aus RAW 264.7 Zellen. Die
Zellen wurden zunéchst mit 10 oder 100 uM R- oder S-Flurbiprofen oder 1 uM Dexamethason firr 1 h
inkubiert und anschlieRend mit 10 pg/ml LPS fir 30 min. stimuliert. Die Membranen wurden mit
spezifischen anti p65 (a) und anti 1kB-a (b) Antikdrpern inkubiert.

Die Vorbehardlung der Zellen mit R- und S-Flurbiprofen verringerten den zuvor
beschriebenen nukledren Anstieg von p65 signifikant (Abbildungl12A), d.h. gehemmt
wurde hauptséchlich die Trandokation. Dagegen hatte die Préinkubation der Zellen mit
R- und S-Flurbiprofen auf den durch LPS-Stimulation folgenden Abfall von IkB-a im
Cytoplasma keinen Einfluss. Dies l&sst vermuten, dass R und S-Flurbiprofen die durch
LPS eingefiihrte Degradation von kB-a nicht hemmen. Folglich wére eine direkte
Interaktion der Flurbiprofen-Enantiomere mit NFkB, wie sie fir Glucocorticoide
beschrieben wurde, vorstellbar. Eine weitere Méglichkeit wére, dass Flurbiprofen mit
anderen Proteinen in Interaktion steht, die wiederum eine nukledre Translokation von
NFkB fordern, wie z.B. das Hitzeschock-Protein, dem eine bedeutende Rolle in der
Unterdriickung der Immunosupressionsaktivitét von 15-Desoxyspergualin zugesprochen

wird.
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4 Diskussion

Fruhere Arbeiten haben gezeigt, dass R-Flurbiprofen ein potentes Antinozizeptivum ist
[28, 30, 32], obwohl es in therapeutisch relevanten Konzentrationen die
Cyclooxygenase-Aktivitét nicht hemmt [26, 54, 60]. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob R-Flurbiprofen antiinflammatorisch wirkt. Es wurde weiterhin der Frage
nachgegangen, ob eine verminderte COX-2 Expresson und eine Hemmung der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 an antinozizeptiven und
antiinflammatorischen Effekten von R-Flurbiprofen beteiligt ist.

Zu diesem Zweck wurden bel Ratten die Effekte von R-, S-Flurbiprofen und
Dexamethason im Vergleich zu Vehikel in der Zymosaninduzierten Hinterpfoten
entzindung untersucht. Es wurden Gewebeproben aus der entziindeten Pfote und dem
Rickenmark entnommen und evaluiert, ob sich die PGE,-Freisetzung, die Expression
von COX-mRNA und die COX-Synthese unter dem Einfluss der Behandlungen
veranderte. Weliterhin wurden die Effekte von R, SFurbiprofen und Dexamethason
auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (NFKB und AP-1) in RAW 264.7

Mausmakrophagen untersucht.

In der Zymosaninduzierten Hinterpfotenentziindung der Ratte war R-Flurbiprofen
weniger potent, jedoch genauso effektiv wie das Glucocorticoid Dexamethason. Sowohl
COX-1 als auch COX-2 wurden im Riuckenmark von Kontrolltieren nachgewiesen.
Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen, in denen gezigt
wurde, dass COX-1 und COX-2 konstitutiv im zentralen Nervensystem vorhanden sind
[61, 62, 63]. Die COX-1 mRNA Level in der Hinterpfote und im Ruckenmark wurden
weder durch R-, S-Flurbiprofen oder Dexamethason beeinflusst. Dies bestétigt die
Annahme, dass wéhrend einer Entziindung die COX-1 nicht vermehrt exprimiert wird.
Sowohl R- as auch S Flurbiprofen hemmten die COX-2 mRNA Expression im
Ruckenmark und der entztindeten Hinterpfote. Dabel war ihre Wirkung etwas starker im
Vergleich zu Dexamethason, wobei sich dieses Phanomen in der entziindeten Pfote
ausgepragter als im Ruckenmark zeigte. Weiterhin wurde die Synthese von COX-2
Proteinen durch R- , S Flurbiprofen und Dexamethason vermindert. Folgende
Ergebnisse sprechen dafir, dass die beobachteten antiinflammatorischen Effekte auch
auf ener Inhibierung der NFkB- und der AP-1 Aktivierung zurlckzufiihren sein

konnten:
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R-Flurbiprofen inhibierte die NFkB- und AP-1-DNA-Bindungsaktivitét, die LPS
induzierte nukledre Translokation der p65 Untereinheit von NFKB (relA) und die
NFkB-abhangige Gentranskription. S-Flurbiprofen hingegen war weniger potent in der
Hemmung der NFkB und AP-1 DNA-Bindungsaktivitét, der L PS-induzierten nukledren
Translokation der p65 Untereinheit und der NFkB abhangigen Gentranskription. DafUr
verminderte S-Flurbiprofen die PGE,-Freisetzung in der entzindeten Rattenhinterpfote
und im Ruckenmark stérker als R-Flurbiprofen. Dies l&sst sich auf die COX-blockieren

den Eigenschaften von S-Flurbiprofen zurtickfihren.

Die Unterdrickung der NFkB-Aktivitét durch RFurbiprofen ist unabhéngig von der
Degradation von IkB-a. Die blockierenden Wirkungen der NFKkB- und AP-1-
Aktivierungen in vitro wurden hauptsachlich in Konzentrationen um die 100 — 1000 uM
beobachtet. Die intraperitoneale Behandlung mit 9 mg/kg R Flurbiprofen erzeugte eine
beobachtete maximale Plasmakonzentration von 500 pMol/l. Folglich liegen die
Konzentrationen, um eine Blockierung der NFkB- und AP-1-Aktivierung in vitro zu
erreichen, im Bereich der Plasmakonzentrationen, die nach einer intraperitonalen Gabe
von R-Flurbiprofen ereicht werden. Des welteren zeigten Berechnungen aus
Mikrodialyse-Experimenten P6], dass bel Verabreichung einer Dosis von 9 mg/kg
R-Flurbiprofen, die im Rickenmark erreichten R FlurbiprofenKonzentrationen um die
100 UM liegen. Aufgrund dieser Resultate lasst sich schlief3en, dass die in vitro
gewonnenen Erkenntnisse Uber den Mechanismus der FlurbiprofenAktivitét in vivo

anal og ablaufen kénnten.

Bel Patienten mit rheumatoider Arthritis und Osteoarthrose wurde kuirzlich eine hohe
NFkB- und AP-1-DNA-Bindungsaktivitét in der Synovia festgestellt [64]. Bei Mausen
mit einer Collagen-induzierten Arthritis ging eine Aktivierung von NFkB und AP-1
einer klinischen Arthritis und einer Transkription von Collagenasen [64] voraus. Diesen
Collagenasen wird eine wichtige Rolle im Abbau von Knorpel und Knochen
zugesprochen [65, 66]. Zusammengefasst 18sst sich vermuten, dass die Aktivierung von
NFkB und AP-1 in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis eine wichtige Rolle
spielt. Dies konnte auch die Wirkung von Glucocortioiden bei rheumatoider Arthtritis
erkléren, weil Glucocorticoide eine NFkB-Aktivierung hemmen. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass R-Flurbiprofen Entziindungen genauso effektiv

milderte wie Dexamethason. Dabel hat es den Anschein, dass der Wirkungsmecha-
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nismus ahnlich verlauft. Die erarbeiteten Ergebnisse lassen die Interpretation zu, dass
R-Flurbiprofen die klinischen Symptome und die Gelenkzerstérungen durch eine
rheuma- toide Arthtritis vermindern kénnte. Im Falle des S Enantiomers ist es moglich,
dass die Inhibierung von NFkB zu den antiinflammatorischen Effekten, die durch die
Blockierung der Cyclooxygenase-Aktivitdt hervorgerufen sind, beitrégt. Die
Wirkungsmechanismen beider Enantiomere in Kombination, kdnnten zu einer
Verbesserung der Behandlung von rheumatoider Arthritis und anderen entziindlichen
Erkrankungen fiuhren. Es muss aber festgehalten werden, dass S-Flurbiprofen im
Vergleich zum R-Enantiomer weniger effektiv in der Milderung der Zymosan
induzierten Rattenhinterpfotenentziindung war. Diese widerspriichlichen Daten stiitzen
die These, dass die COX-2 nicht nur proinflammatorische, sondern auch
antiinflammatorische Prostaglandine [67] synthetisiert, die durch eine Behandlung mit

S-Flurbiprofen oder Razemat vermindert werden.

Neben der zentralen Rolle bei entziindlichen Prozessen und Immunantworten ist NFKB
an der Regulation der Apoptose beteiligt, und zwar entweder als essentieller Apoptose-
Induktor, oder — haufiger — als Apoptose-Inhibitor [68]. Bei verschiedenen humanen
Krebszellen ist NFkB konstitutiv aktiv [69], was mit einer Resistenz gegeniber einer
zytostatisch oder Strahlen induzierten Apoptose vergesellschaftet ist [70]. Eine
Hemmung der NFkB-Aktivierung kann die Sensitivitét von Krebszellen gegentber
Apoptose-induzierenden Substanzen verstérken [71, 72]. Acetylsalicylsdure und andere
NSAIDs vermindern oder reduzieren das Auftreten von Colon und Rektumcarcinomen,
moglicherweise auch anderer bosartiger Tumoren [73, 74, 75, 76, 77, 78]. Der
Mechanismus der anticarcinogenen Wirkung ist bisher nicht bekannt, jedoch die
meisten Hypothesen beziehen die COX-inhibierenden Eigenschaften der NSAIDs mit
ein. Die Hemmung des Wachstums von ras-transformierten Fibroblasten durch
Acetylsadlicylsaure ist mit einer Hemmung der NFkB-Aktivité korreliert [79]. Dies
kénnte zu den antikanzerogenen Wirkungen bestimmter NSAIDs beitragen. Diese
Theorie wird durch folgenden Befund gestitzt: R-Flurbiprofen hemmte die
Tumorentstehung und das Tumorwachstum bei (Min)-Mé&use (APCMin/+) mit
multiplen intestinalen Neoplasien; die Anzahl der Tumoren wurde um bis zu 90% bei
einer Dosierung von 20 mg/kg pro Tag reduziert [80]. Min-Méause ebenso wie Patienten
mit einer familidren adenomattsen Polyposis exprimieren einen abnormalen Genotyp

fur das APC Tumor Supressor Gen und entwickeln multiple intestinale Adenome.
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Interessanterweise ist festzustellen, dass 5-Aminosalicylsdure, das keine NFkB
hemmenden Eigenschaften aufweist [50], die Tumorentstehung bei APC min + Mausen
[81] nicht reduzierte, wohingegen die Behandlung mit Acetylsalicylsaure die Anzahl
der Tumoren um 44% reduzierte [ 82].

Zu den wichtigsten moglicherwei se schwerwiegenden unerwinschten Wirkungen nicht-
steroidaler Antiphlogistika gehdren gastrointestinale Nebenwirkungen (z.B. Gastritis,
Ulzera, Blutungen). Gegenuber diesen COX-hemmenden Arzneimitteln hat R-
Flurbiprofen den Vorteill, dass es die Mucosa des Gastrointestinaltraktes nicht
signifikant schadigt [54, 83]. Es wurde gezeigt, dass das Razemat deutlich ulcerogener
ist as das S-Enantiomer [83]. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu der
Beobachtung, dass R-Flurbiprofen selbst nicht gastrotoxisch ist. Von Glucocorticoiden
ist ebenfalls bekannt, dass sie die ulcerogenen Effekte verschiedener NSAIDs
verstarken, wobei ihre eigene gastrointestinale Toxizitét bei alleiniger Verabreichung
als niedrig einzustufen ist. Aus diesen Ergebnissen heraus kann gefolgert werden, dass
eine Kombination von NFkB-und Cyclooxygenase-Inhibierung mdglicherweise einen
betréchtlichen Mucosa-Schaden nach sich ziehen wirde. Weiterhin verursacht R-
Flurbiprofen nicht die typischen unerwinschten Wirkungen, die mit einer
Langzeitanwendung von Glucocorticoiden verbunden sind. Folglich, kdnnten die hier
beobachteten potenten antinflammatorischen Effekte von R-Flurbiprofen - ohne
relevante COX Inhibition, bei fehlender Gastrotoxizitét - vorteilhaft fur die Behandlung
entzindlicher Erkrankungen sein und somit ausgedehnte klinische Studien von R-

Flurbiprofen am Menschen rechtfertigen.
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5 Schlussfolgerung

R-Flurbiprofen  wirkte  antiinflammatorisch  in  der  Zymosaninduzierten
Hinterpfotenentziindung der Ratte. Dieser antiinflammatorische Effekt |&sst sich Uber
eine verminderte COX-2 Expresson und eine Hemmung der Aktivierung der

Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1 erkléaren.
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6 Zusammenfassung

R-Flurbiprofen wird als das ,inaktive® Isomer des NSAIDs Flurbiprofen angesehen,
well es in vitro die Cyclooxygenase-Aktivitédt in therapeutischen Konzentrationen nicht
hemmt. Dennoch zeigte sich, dass R Flurbiprofen antinozizeptive und antikanzerogene
Effekte hervorruft, obwohl das R-Enantiomer bei Ratte und Mensch nur marginal zum

S-Enantiomer epimerisiert wird.

Um diese Effekte ndher untersuchen zu konnen, wurden sowohl in vivo as auch
molekularbiologische Experimente durchgefiihrt: R- und S-Flurbiprofen wurden
intraperitoneal in den Doserungen 1, 3, 9 mg/kg und Dexamethason (Kontrolle) in
einer intraperitonealen Dosis von 0.5 mg/kg Ratten verabreicht. Die Effekte von R- und
S-Flurbiprofen und Dexamethason wurden in der  Zymosaninduzierten
Hinterpfotenentzindung im Vergleich zu Vehikel untersucht. Die Gruppengrolie
umfasste 3 — 6 Ratten pro Behandlung. AufRerdem wurden Gewebeproben aus der
entztindeten Pfote und dem Ruckenmark auf eine PGE,-Freisetzung, Expression von
COX mRNA und COX Protein hin untersucht. Weiterhin wurde die Hemmung der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (NFkB und AP-1) in RAW 264.7

Mausmakrophagen gemessen.

R-Flurbiprofen zeigte in der Zymosaninduzierten Hinterpfotenentzindung der Ratte
eine dhnliche antiinflammatorische Aktivitét wie Dexamethason. Dieser beobachtete
Effekt 1a’t sich zumindest teilweise Uber eine Hemmung der NFkB Aktivitédt erklaren.
R-Flurbiprofen hemmte:

1)) die LPS-induzierte NFkB DNA-Bindungsaktivitat in RAW 264.7 Makrophagen,

2.) die Trandokation der p65 Untereinheit in den Kern dieser Zellen und

3.) die Zymosan induzierte NFkB abhéngige Gentranskription in der entziindeten

Pfote und dem Rickenmark von Ratten.

S-Flurbiprofen zeigte dhnliche Effekte, war jedoch weniger potent. R-Flurbiprofen
hemmte ebenfalls die DNA Bindungsaktivitét von AP-1, einem anderen wichtigen
Transkriptionsfaktor bei Entziindungsprozessen. Da R-Flurbiprofen eine wesentlich
geringere gastrointestinale Toxizitdt aufweist, lasst es sich moglicherweise als
antiinflammatorische Substanz bei Erkrankungen einsetzen, in der die vermehrte oder
konstitutive NFkB und AP-1 Aktivierung an pathophysiologischen Prozessen beteiligt
i
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Zusammengefasst lasst sich der antiinflammatorische Effekt von RFlurbiprofen tber

eine verminderte COX-2 Expression und eine Hemmung der Aktivierung der

Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1 erklaren.
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ABSTRACT

7 Abstract

R-flurbiprofen is considered the ,inactiveé isomer of the nonsteriodal anti-
inflammatory drug (NSAID), flurbiprofen, because it does not inhibit cyclooxygenase
(COX) avtivity in therapeutic concentrations in vitro. However, it has been shown that
R-flurbiprofen has antinociceptive and antitumor effects although the Renantiomer is

almost not epimerized into the S-enantiomer.

In order to investigate these effects, the following in vivo and molecular biological
experiments were performed: The effects of R-, Sflurbiprofen (1, 3, 9 mg/kg i.p.),
dexamethasone (0.5 mg/kg i.p., positive control) or vehicle were investigated in rats
with zymosanevoked inflammation of the paw, 3 to 6 rats per group. Prostaglandin B
release, COX mRNA expression and COX protein were investigated in tissue from the
inflamed paw and the lumbar spinal cord. Also the inhibition of the activation of
transcription factors (NFkB and AP-1) was investigated in RAW 264.7 mouse

macrophages.

R-flurbiprofen had similar anti-inflammtory effects as dexamethasone in the zymosan
evoked inflammation in rats. These observed effects may be explained at least partialy
by an inhibition of NFKkB activity. R-flurbiprofen inhibited:

I. LPS-induced NFkB DNA binding activity in RAW 264.7 macrophages,

ii. tranglocation of the p65 subunit of NFKkB into the nucleus of these cells, and

ii. zymosartinduced NFkB-dependent gene transcription in the inflamed paw

and spinal cord of rats.

S-flurbiprofen produced similar effects but was less potent. In addition, R Flurbiprofen
inhibited DNA binding activity of AP-1, another key regulatory transcription factor in
inflammatory processes. As R-flurbiprofen does only cause marginal gastrointestinal
mucusal damage or other side effects associated with long-term NSAID use, it might be
a useful drug in inflammtory or other diseases in which increased or constitutive NFKB

and AP-1 activation are involved in the pathophysiological processes.

In summary, R-flurbiprofen’s anti-inflammatory effects can be explained by a reduced
COX-2 expression and an inhibition of the activation of the trasncription factors NFkB
and AP-1.
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