Boswelliasauren: Modulation zellularer
Signaltransduktionsmechanismen in Leukozyten und

Thrombozyten und Korrelation zu funktionellen Eigenschaften

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim
Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe — Universitat

in Frankfurt am Main

von
Anja Altmann

aus Bad Kissingen

Frankfurt, 2003
(DF1)



Vom Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften der

Johann Wolfgang Goethe — Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. Harald Schwalbe
1. Gutachter: Prof. Dr. Manfred Schubert-Zsilavecz
2. Gutachter: PD. Dr. Oliver Werz

Datum der Disputation: 29. Marz 2004



,Man muss das Unmagliche versuchen,

um das Maogliche zu erreichen”

Hermann Hesse

Meiner Familie
Meinen Freunden

Zum Dank



Einleitung und Problemstellung 1

1 Einleitung und Problemstellung

Eine Vielzahl von allergischen und entzindlichen Erkrankungen wie Colitis
ulcerosa, Morbus Crohn, rheumatoide Arthritis, Psoriasis oder Asthma bronchiale
weisen eine auffallende Anreicherung von Leukotrienen (LTs) auf. LTs wird bei der
Pathogenese dieser Erkrankungen eine entscheidende Rolle zugesprochen. Die
LTs zahlen zu einer Gruppe proinflammatorischer Lipidmediatoren, die nach
entsprechender Zellstimulation von verschiedenen Leukozyten wie Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen gebildet werden. Die 5-Lipoxygenase (5-LO) stellt
das Schlusselenzym der LT-Biosynthese dar, indem es in einer zweistufigen
Reaktion Arachidonsaure (AA) zum LTA4 umsetzt. Das LTA4 dient als Vorstufe fur
LTB4 und die Peptidleukotriene LTCy4, D4 und E4.

Die Identifizierung von Substanzen, welche die Bildung der LTs verhindern oder
ihre Wirkung antagonisieren, ist somit ein wichtiges Ziel bei der Entwicklung neuer
antiinflammatorischer Arzneimittel. Die Hemmung der 5-LO Aktivitat stellt hierbei
eine Moglichkeit der Anti-LT Therapie dar. Wirkstoffscreening an diversen
entzindungsrelevanten Zellen, den entsprechenden Zellhomogenaten sowie
gereinigter 5-LO lieferten vor allem redoxaktive Verbindungen oder Eisenligand-
inhibitoren, die mit dem Eisen im aktiven Zentrum des Enzyms interagieren. Da
solche Substanzen haufig nur Gber eine geringe Selektivitat verfligen und/oder nur
von geringer Wirksamkeit sind, richtet sich das Augenmerk im Besonderen auf die
Entwicklung und Charakterisierung von spezifischen nicht-redoxaktiven 5-LO
Hemmstoffen. Dabei waren und sind nicht nur chemisch-synthetische
Verbindungen von Interesse, sondern vielfach auch Pflanzen und ihre
Inhaltsstoffe, die vor allem durch ihre Anwendungen als Naturheilmittel bei
Entzindungen und rheumatischen Beschwerden in der traditionellen Medizin
verschiedenster Kulturen bekannt sind. Fur eine Anwendung dieser
Phytopharmaka in der modernen Phytotherapie ist es ohnehin erforderlich
geworden, das jahrhundertalte subjektive Wissen um ihre bewahrte Heilkraft,
durch systematische Wirksamkeitsnachweise objektiv abzusichern, indem nicht
nur die Wirksamkeit am Patienten im Vergleich zu anderen Praparaten
nachgewiesen wird, sondern auch eine Charakterisierung der fuar die
therapeutischen Wirkungen verantwortlichen Inhaltsstoffe sowie der zu Grunde

liegenden Wirkmechanismen erfolgt. So wurde eine interessante Leitstruktur, im
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Hinblick auf die spezifische nicht-redoxaktive 5-LO Hemmung, bei der
Charakterisierung der fur die Wirksamkeit verantwortlichen Inhaltsstoffe des
Gummiharzes des indischen Weihrauches (Boswellia serrata) gefunden: die

pentazyklische Triterpensaure AKBA (3-O-acetyl-11-keto-p-boswellic acid).

Auf das Weihrauchharz, das in Indien seit mehr als 3000 Jahren erfolgreich in der
ayurvedischen Medizin bei Nervenleiden und entzindlichen Erkrankungen
eingesetzt wird, wurde die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Ammon (Tubingen) schon
einige Jahre zuvor aufmerksam, als sie zeigen konnte, dass ein Extrakt aus
Weihrauch bei isolierten Leukozyten die Bildung von LTB4 und anderer 5-LO
Produkte unterdrickt. Nach heutigem Kenntnisstand scheint vor allem die -
Fraktion der pentazyklischen Triterpene mit den Substanzen AKBA, KBA (11-
Keto-B-BA), A-B-BA (3-O-Acetyl-3-BA) und B-BA therapeutisch wichtig zu sein.

Als zentraler antiinflammatorischer Wirkmechanismus der -BAs gilt bislang eine
direkte, nicht-kompetitive, nicht-redoxaktive, reversible Hemmung der 5-LO.
Daneben wirken die Extrakte und ihre isolierten Inhaltsstoffe auch auf
Mechanismen der Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose, indem sie
z.B. Topoisomerasen hemmen und Caspasen aktivieren. Aullerdem sind Effekte
auf die humane Leukozytenelastase sowie auf das fur die Immunabwehr wichtige

Komplementsystem beschrieben worden.

Unter den verschiedenen getesteten BAs ist AKBA der potenteste 5-LO Inhibitor,
wohingegen KBA etwa 3-fach weniger aktiv ist und BAs ohne 11-Keto-Gruppe
kaum wirksam sind. Die bislang publizierten [Cs-Werte der einzelnen
Verbindungen bezuglich 5-LO weisen zum Teil recht grol3e Unterschiede (Faktor 5
bis 10) zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen auf, was auf eine Abhangigkeit der
BA-induzierten 5-LO Hemmung vom verwendeten Zelltyp und den experimentellen
Bedingungen hinweist. Allen Untersuchungen zur Wirkung der BAs auf die 5-LO in
Leukozyten ist aber gemeinsam, dass AKBA und KBA in intakten Zellen zu einer
starkeren Hemmung der 5-LO fuhren als im zellfreien System. Dabei ist die
Hemmung der 5-LO Aktivitat in Zellhomogenaten mit einer direkten Interaktion mit
dem Enzym gleichzusetzen, wohingegen die Hemmung der 5-LO in intakten
Zellen auch durch andere Faktoren (u.a. Hemmung von MAPK, cPLA;, FLAP,
Ca*-Komplexierung, Zytotoxizitat) verursacht werden kann. Die Diskrepanz der

Hemmwirkungen in intakten Zellen und Zellhomogenaten lasst daher den Schluss
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zu, dass mdglicherweise Signaltransduktionswege, die zur Regulation der 5-LO
fuhren, durch BAs beeinflusst werden. SchlielBlich ist zu bemerken, dass
Plasmaspiegel von Probanten nach oraler Einnahme von therapeutisch relevanten
Dosen an B. serrata Extrakten mit max. 2,1 yM KBA und 0,5 yM AKBA deutlich

unter den ICsp-Werten liegen, die in in vitro Experimenten gefunden wurden.

Die Hemmung der 5-LO bzw. der LT-Biosynthese als antiinflammatorisches
Wirkprinzip der BAs wird derzeit sehr kontrovers diskutiert und ist aufgrund der
Diskrepanz zwischen den erreichbaren Blutspiegeln und den ICsp-Werten fur die

5-LO Hemmung eher unwahrscheinlich.

Gegenstand der Arbeit war es daher, den Einfluss von BAs auf die zellulare
Signaltransduktion und ihre Wirkungen auf zelluldare Funktionen naher zu
untersuchen. Daruber hinaus sollten mogliche zelltypabhangige Unterschiede im

Hinblick auf die Signaltransduktion und den zellularen Funktionen gepruft werden.
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1 Einleitung und Problemstellung

Eine Vielzahl von allergischen und entzindlichen Erkrankungen wie Colitis
ulcerosa, Morbus Crohn, rheumatoide Arthritis, Psoriasis oder Asthma bronchiale
weisen eine auffallende Anreicherung von Leukotrienen (LTs) auf. LTs wird bei der
Pathogenese dieser Erkrankungen eine entscheidende Rolle zugesprochen. Die
LTs zahlen zu einer Gruppe proinflammatorischer Lipidmediatoren, die nach
entsprechender Zellstimulation von verschiedenen Leukozyten wie Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen gebildet werden. Die 5-Lipoxygenase (5-LO) stellt
das Schlusselenzym der LT-Biosynthese dar, indem es in einer zweistufigen
Reaktion Arachidonsaure (AA) zum LTA, umsetzt. Das LTA, dient als Vorstufe fr
LTB4 und die Peptidleukotriene LTCy4, D4 und E4.

Die Identifizierung von Substanzen, welche die Bildung der LTs verhindern oder
ihre Wirkung antagonisieren, ist somit ein wichtiges Ziel bei der Entwicklung neuer
antiinflammatorischer Arzneimittel. Die Hemmung der 5-LO Aktivitat stellt hierbei
eine Moglichkeit der Anti-LT Therapie dar. Wirkstoffscreening an diversen
entzindungsrelevanten Zellen, den entsprechenden Zellhomogenaten sowie
gereinigter 5-LO lieferten vor allem redoxaktive Verbindungen oder Eisenligand-
inhibitoren, die mit dem Eisen im aktiven Zentrum des Enzyms interagieren. Da
solche Substanzen haufig nur Gber eine geringe Selektivitat verfigen und/oder nur
von geringer Wirksamkeit sind, richtet sich das Augenmerk im Besonderen auf die
Entwicklung und Charakterisierung von spezifischen nicht-redoxaktiven 5-LO
Hemmstoffen. Dabei waren und sind nicht nur chemisch-synthetische
Verbindungen von Interesse, sondern vielfach auch Pflanzen und ihre
Inhaltsstoffe, die vor allem durch ihre Anwendungen als Naturheilmittel bei
Entzindungen und rheumatischen Beschwerden in der traditionellen Medizin
verschiedenster Kulturen bekannt sind. Fur eine Anwendung dieser
Phytopharmaka in der modernen Phytotherapie ist es ohnehin erforderlich
geworden, das jahrhundertalte subjektive Wissen um ihre bewahrte Heilkraft,
durch systematische Wirksamkeitsnachweise objektiv abzusichern, indem nicht
nur die Wirksamkeit am Patienten im Vergleich zu anderen Praparaten
nachgewiesen wird, sondern auch eine Charakterisierung der fur die

therapeutischen Wirkungen verantwortlichen Inhaltsstoffe sowie der zu Grunde
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liegenden Wirkmechanismen erfolgt. So wurde eine interessante Leitstruktur, im
Hinblick auf die spezifische nicht-redoxaktive 5-LO Hemmung, bei der
Charakterisierung der fur die Wirksamkeit verantwortlichen Inhaltsstoffe des
Gummiharzes des indischen Weihrauches (Boswellia serrata) gefunden: die

pentazyklische Triterpensaure AKBA (3-O-acetyl-11-keto-S-boswellic acid).

Auf das Weihrauchharz, das in Indien seit mehr als 3000 Jahren erfolgreich in der
ayurvedischen Medizin bei Nervenleiden und entzindlichen Erkrankungen
eingesetzt wird, wurde die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Ammon (Tubingen) schon
einige Jahre zuvor aufmerksam, als sie zeigen konnte, dass ein Extrakt aus
Weihrauch bei isolierten Leukozyten die Bildung von LTB4 und anderer 5-LO
Produkte unterdruckt. Nach heutigem Kenntnisstand scheint vor allem die (-
Fraktion der pentazyklischen Triterpene mit den Substanzen AKBA, KBA (11-
Keto-B-BA), A-B-BA (3-O-Acetyl-3-BA) und B-BA therapeutisch wichtig zu sein.

Als zentraler antiinflammatorischer Wirkmechanismus der B-BAs gilt bislang eine
direkte, nicht-kompetitive, nicht-redoxaktive, reversible Hemmung der 5-LO.
Daneben wirken die Extrakte und ihre isolierten Inhaltsstoffe auch auf
Mechanismen der Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose, indem sie
z.B. Topoisomerasen hemmen und Caspasen aktivieren. Aullerdem sind Effekte
auf die humane Leukozytenelastase sowie auf das fur die Immunabwehr wichtige

Komplementsystem beschrieben worden.

Unter den verschiedenen getesteten BAs ist AKBA der potenteste 5-LO Inhibitor,
wohingegen KBA etwa 3-fach weniger aktiv ist und BAs ohne 11-Keto-Gruppe
kaum wirksam sind. Die bislang publizierten [Cso-Werte der einzelnen
Verbindungen bezuglich 5-LO weisen zum Teil recht groRe Unterschiede (Faktor 5
bis 10) zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen auf, was auf eine Abhangigkeit der
BA-induzierten 5-LO Hemmung vom verwendeten Zelltyp und den experimentellen
Bedingungen hinweist. Allen Untersuchungen zur Wirkung der BAs auf die 5-LO in
Leukozyten ist aber gemeinsam, dass AKBA und KBA in intakten Zellen zu einer
starkeren Hemmung der 5-LO fuhren als im zellfreien System. Dabei ist die
Hemmung der 5-LO Aktivitat in Zellhomogenaten mit einer direkten Interaktion mit
dem Enzym gleichzusetzen, wohingegen die Hemmung der 5-LO in intakten
Zellen auch durch andere Faktoren (u.a. Hemmung von MAPK, cPLA;, FLAP,

Ca*-Komplexierung, Zytotoxizitat) verursacht werden kann. Die Diskrepanz der
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Hemmwirkungen in intakten Zellen und Zellhomogenaten lasst daher den Schluss
zu, dass moglicherweise Signaltransduktionswege, die zur Regulation der 5-LO
fuhren, durch BAs beeinflusst werden. Schliellich ist zu bemerken, dass
Plasmaspiegel von Probanten nach oraler Einnahme von therapeutisch relevanten
Dosen an B. serrata Extrakten mit max. 2,1 yM KBA und 0,5 uM AKBA deutlich

unter den ICso-Werten liegen, die in in vitro Experimenten gefunden wurden.

Die Hemmung der 5-LO bzw. der LT-Biosynthese als antiinflammatorisches
Wirkprinzip der BAs wird derzeit sehr kontrovers diskutiert und ist aufgrund der
Diskrepanz zwischen den erreichbaren Blutspiegeln und den ICsp-Werten fur die

5-LO Hemmung eher unwahrscheinlich.

Gegenstand der Arbeit war es daher, den Einfluss von BAs auf die zellulare
Signaltransduktion und ihre Wirkungen auf zellulare Funktionen naher zu
untersuchen. Daruber hinaus sollten mdgliche zelltypabhangige Unterschiede im

Hinblick auf die Signaltransduktion und den zellularen Funktionen gepruft werden.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Weihrauch

2.1.1 Materialkunde und traditionelle Anwendung "2

Weihrauchbaume gehoren innerhalb der Familie der Balsambaumgewachse
(Burseraceae) zur Gattung Boswellia, die in 25 Arten unterteilt werden kann. Zu
den drogenliefernden Arten zahlen die Weihrauchbaume Boswellia sacra FLUECK
(Sudarabien), B. carterii BIRD. (Nordsomalia), B. frereana BIRD (Somalia) sowie
der Salei- bzw. Saphalbaum B. serrata ROXB (Indien). Zum Teil ist eine exakte
Unterscheidung der Arten kaum moglich. So ist B. carterii au3erlich kaum von B.

sacra zu unterscheiden und wird daher haufig mit dieser in einer Art gefihrt.

Das in der Offentlichkeit allgemein als Weihrauch bzw. Olibanum bezeichnete
Gummiharz stellt meist eine Mischung arabischer Weihraucharten dar und muss
vom indischen Weihrauch unterschieden werden. Die Handelsqualitaten, die uber
den ApothekengroRhandel als Olibanum in granis zu beziehen sind, stammen
vorwiegend von den Arten Boswellia carterii, Boswellia frereana und Boswellia
sacra . Hauptverfalschungsmittel, vor allem beim Olibanum, sind Kolophonium

und Terpentin, die beide iber einen hohen Anteil an Abietinsaure verfiigen *.

Schon seit Jahrtausenden wird Weihrauch als Naturheilmittel genutzt und noch
heute in der traditionellen agyptischen, chinesischen und indischen Medizin bei
einer Vielzahl von Erkrankungen angewendet * °. In Indien wird Weihrauch (,Salai
Guggal”) seit etwa 3000 Jahren erfolgreich in der ayurvedischen Medizin bei
Nervenleiden und entzindlichen Erkrankungen (u.a. Gicht, chronisch-entziindliche

Darmerkrankungen, Asthma, rheumatische Erkrankungen) eingesetzt.

Auch die traditionelle Pharmakologie in Deutschland kannte bis Mitte des letzten
Jahrhunderts die Anwendungen fir Weihrauch u.a. bei Entzindungen des Mund-
und Rachenraums, chronischen Darmerkrankungen, Husten und Heiserkeit,
Ulcera und Furunkel '. Verwendet wurden Suppositorien, Rinde und Harz als
Abkochungen in Wasser und Ol, das Harz pulverisiert in Pasten, Salben und

Pflastern oder der Rauch zur Inhalation.



Allgemeiner Teil 5

Die Gummiharze von B. carterii und B. frereana wurden schon im DAB 1
(Pharmacopoea Germanica) von 1872 als Olibanum aufgefiihrt ©. Der letzte
Eintrag findet sich im 6. Erganzungsbuch aus dem Jahre 1941 und enthalt nur

eine Beschreibung von Aussehen und Beschaffenheit der Harzstiicke.

Das Weihrauchharz ist ein klassisches pflanzliches Vielstoffgemisch, aus dem
bisher uber 200 verschiedene chemische Verbindungen isoliert wurden, die in die
3 Hauptfraktionen &therisches Ol, Harzstoffe und Schleime gegliedert werden
konnen. Die Zusammensetzung des Gummiharzes und die Verteilung der
Inhaltsstoffe sind artabhangig (siehe Abb. 1). Medizinisch relevant ist die
Harzfraktion, die u.a. ein Gemisch aus verschiedenen Boswelliasduren (BAs) und
Tirucallensauren (TAs) enthalt (siehe Strukturen in Abb. 2). Die BAs zahlen
chemisch zur Gruppe der pentazyklischen Triterpene, wohingegen die
Tirucallensauren tetrazyklische Triterpene darstellen. Formal sind Terpene
Oligomere der Kohlenwasserstoffverbindung Isopren (2-Methyl-1,2-butadien), die
je nach Anzahl der Isopreneinheiten in Monoterpene, Sesquiterpene, Diterpene,

Sesterpene, Triterpene und Tetraterpene eingeteilt werden.

Fraktion Qualitiat von Olibanum (nach EB 6) Qualitat von B. serrata
5th. O ~ 5-9% ~ 7,5-9%
’ (artabhangige Zusammensetzung) (Thujen, Phellandren, Pinen)
~ 66% ~ 55-57%
Reinharz (a-BA, B-BA, 11-a-Hydroxy-B-BA, KBA, (A-B-BA, AKBA, B-BA, KBA /
3-Acetyl-11-hydroxy-p-BA-methylester) Tirucallensauren)
~12% ~ 239,
Schleim (Galaktose, Arabinose, Methylglucuronsaure) (Galaktose, Arabinose,

~ 6-8%

Bassorin, Gummi, Bitterstoffe HENEEE, BromsUon, Gie:)

(Angaben aus Hagers Handbuch, 1998)

Abb. 1: Inhaltsstoffe von Olibanum und indischem Weihrauch
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Nach dem heutigen Kenntnisstand sind fur die zahlreichen pharmakologischen
Wirkungen des Weihrauchharzes die p-Fraktion der BAs, mit den Verbindungen
AKBA (3-O-Acetyl-11-keto-B-BA), KBA (11-keto-B-BA), A-B-BA (3-O-Acetyl-B-BA)
und B-BA verantwortlich. Neueren Untersuchungen zur Folge scheinen aber auch
die y-BAs (iber hochpotente Wirkungen zu verfiigen ’. Sie fallen in groReren
Mengen bei der Reinigung und Extraktion der BAs als thermodynamisch stabilere
Produkte an. Die a-Fraktion scheint zum jetzigen Stand der Wissenschaft keinen
Beitrag zur Wirkung zu leisten. Zum Einfluss der TAs auf die Gesamtwirkung des
Weihrauchextraktes gibt es zur Zeit nur wenig verfugbare Literaturdaten. Man

vermutet aber einen stimulierenden Effekt auf die LT-Synthese in intakten Zellen 8.

Pentazyklische Triterpene (Boswelliasduren)

COOH

Acetyl-B-BA B-BA

COOH

Acetyl-a-BA o-BA
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> HO'
“““ COOH ‘

Acetyl-y-BA

COOCH,8 " NcooH

3-Acetyl-11-a-hydroxy-p-BA-methylester 11-a-Hydroxy-3-BA

Tetrazyklische Triterpene (Tirucallenséuren)

3-a-Hydroxy-tirucall-8,24-dien-21-saure 3-B-Hydroxy-tirucall-8,24-dien-21-saure

Abb. 2: Chemische Struktur der BAs und TAs
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2.1.2 Fertigarzneimittel

H15™ Ayurmedica bzw. Sallaki ™ sind Tabletten, die je 400 mg Trockenextrakt
(Olibanum extractum siccum / DEV 4,2 - 5,9 : 1, Auszugsmittel: MeOH) 2 aus
Boswellia serrata enthalten. Der verwendete Trockenextrakt wird durch Extraktion
mit lipophilen Lésungsmitteln (Klasse 2 und 3 gemald Ph. Eur. Nachtrag 1999,
Kap. 5.4) nach einem speziellen, standardisierten Verfahren hergestellt °. Die
Packungsbeilage deklariert die Tabletten als pflanzliches Antirheumatikum mit den

Indikationen aktive rheumatische Arthritis und juvenile chronische Arthritis *°.

In der Roten Liste 2002 werden Weihrauchprodukte als homoopathische
Zubereitungen (Olibanum RA-Weihrauch® Streukiigelchen, Tabletten, Tropfen)
von der Zilly GmbH Baden-Baden aufgefuhrt. Daneben sind national und

international eine grolere Anzahl weiterer Weihrauchpraparate verfugbar.

2.1.3 Verordnungsfihigkeit von H15™ bzw. Sallaki™

Die Fertigarzneimittel H15™ und Sallaki™ werden in Indien (Bombay) von der
Gufic Ltd. hergestellt. Sallaki™ ist in Indien ein zugelassenes Arzneimittel. Das
identische H15™ ist in der Schweiz in dem Halbkanton Appenzell-Auferroden
registriert und wird von der ebi-pharm AG (Kirchlindach) importiert, die es auch
vertreibt. Bei modernen Phytopharmaka gelten fur die Zulassung grundsatzlich
dieselben Anforderungen hinsichtlich pharmazeutischer Qualitat, Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit wie bei Arzneimitteln mit chemisch-synthetischen Wirkstoffen.
Auch wenn die pharmazeutische Qualitat von einer Arbeitsgruppe der Spreewald-
Pharma GmbH ° fir H15™ bestatigt wurde und die Anwendung von Weihrauch-
praparaten in den durchgefuhrten klinischen Studien allgemein gut vertragen
wurde, so wurde die Zulassung von H15™ oder eines analogen Praparates in
Deutschland bislang mangels hinreichender wissenschaftlicher Unterlagen
abgelehnt. Da das Produkt in der Schweiz nur Uber eine eingeschrankte

5™ nach einer

(regionale) Verkehrsfahigkeit verfugt, ist der Import von H1
arztlichen Verordnung nur aus Indien maéglich. Die Packungsaufmachung und der

Beipackzettel des Praparates mussen in englischer Sprache verfasst sein.
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Far Weihrauch wurde keine Kommission E-Monographie erstellt und auch EMEA-
und ESCOP-Monographien existieren zur Zeit noch nicht. Allerdings hat im
Dezember 2002 das Committee for Orphan Medicinal Products der europaischen
Zulassungsbehoérde EMEA in London eine Stellungnahme veroffentlicht, in der
eine europaweite Zulassung von B. serrata Extrakt fur die Firma Pharmasan
GmbH (Freiburg) als Orphan Drug zur Behandlung von perifokalen Odemen durch

1

Hirntumore als positiv beurteilt wurde ''. Eine europdische Zulassung fiir die

Indikation ,Peritumorales Hirnodem® steht somit bevor.

2.1.4 Pharmakologie

2.1.4.1 5-LO Hemmung

Rohharze, verschiedene Extrakte oder isolierte BAs zeigen in verschiedenen
tierexperimentellen Odem-, Entziindungs- und Arthritismodellen eine deutliche
dosisabhangige antiinflammatorische Wirkung auf ' ' ' > Studien beziiglich

analgetischer oder antipyretischer Wirkungen sind widerspriichlich '® 7.

In ex vivo und in vitro Untersuchungen mit PMNL konnte eine Hemmung der 5-
Lipoxygenase (5-LO) festgestellt werden '@ % 20:21 Dje |nteraktion mit dem Enzym
erfolgt vermutlich Uber eine selektive allosterische Bindungsstelle far
pentazyklische Triterpene, da a-Amyrin und Ursolsaure die Wirkung der BAs
aufheben konnen, nicht aber die Wirkung anderer 5-LO Inhibitoren (z.B. MK-886;
L-739,010; ZM-230,487). Eine unspezifische lipophile Interaktion wurde
ausgeschlossen, da lipophile Ringverbindungen wie Cholesterol, Kortikoide und
Testosteron weder selbst inhibieren, noch die BAs antagonisieren konnen.
Ergebnisse eines Photolabeling-Assays mit Azido-'?’I-KBA als AKBA-Analogon
lassen aullerdem vermuten, dass es sich bei der AKBA-Bindungsstelle um eine

regulatorische zweite AA-Bindungsstelle handelt %

Die Hemmwirkung der verschiedenen BAs ist strukturabhangig und differiert
deutlich. Strukturelle Voraussetzungen fur die Hemmwirkung der 5-LO scheinen
das 5-Ring-Grundgerlst, die 11-Keto-Funktion und eine hydrophile Gruppe am

C4-Atom zu sein.
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Die in Tabelle 1 aufgefuhrten ICso-Werte fir BAs und ihre Derivate wurden von
Sailer et al. ' und Schweizer et al. " an Leukozyten aus dem Rattenperitoneum
nach vorrangegangener Glykogeninjektion gewonnen. Intakte Zellen wurden mit
1,9 uM lonophor A23187 und 1,8 mM Ca** stimuliert. Die Homogenate wurden mit
10 uM AA inkubiert.

AKBA ~1,5uM ~8 uM
KBA ~2,8 uM ~ 14,6 uM
B-BA Partialinhibitor (max. 60%) Partialinhibitor (max. 60%)
Acetyl-B-BA Partialinhibitor (max. 60%) Partialinhibitor (max. 60%)
11-keto-3a,24-diol ~4,5uM ~ 45,3 uM
Acetyl-y-BA ~ 0,75 uM ~5uM
v-BA Partialinhibitor (max. 90%) ~5uM
Acetyl-11-methoxy--BA Partialinhibitor (max. 80%) o. A

Tabelle 1: ICs,-Werte der BAs und ihrer Derivate " !

Die bislang publizierten ICso-Werte der Verbindungen weisen zum Teil recht grolRe
Unterschiede zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen auf, was auf eine
Abhangigkeit der BA-induzierten 5-LO Hemmung vom verwendeten Zelltyp und
den Assay-Bedingungen hinweist. In Neutrophilen der Ratte wurden fir AKBA
ICso-Werte von ~1,5 uM '8 in differenzierten granulozytaren HL60 Zellen und
differenzierten monozytaren Mono Mac 6 Zellen von ~12 pyM und ~15 uM '
bestimmt. In den korrespondierenden Zellhomogenaten lagen die ICso-Werte bei 8
UM '8 bzw. 50 uM (HL60, MM6) . Allen Untersuchungen zur Wirkung der BAs
auf die 5-LO in leukozytaren Zellen ist gemeinsam, dass AKBA und KBA zu einer

starkeren 5-LO Hemmung in intakten Zellen als in zellfreien System fuhren.

Weiteren Untersuchungen zur Folge kann durch Stimulation mit niedrigen BS-
Extrakt Konzentrationen (2,5 - 10 uyg/mL) eine Steigerung der 5-LO Produktbildung
in PMNL auftreten, die erst bei 20 pg/mL gehemmt wird 2 Verantwortlich dafiir
kénnten nach Boden et al. ® die Tirucallensduren sein, da die 3-oxo-TA zu einer
Steigerung der 5-LO Produktbildung fuhrt.
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2.1.4.2 Wirkung auf Leukozytenelastase

Neben der 5-LO hemmt die AKBA auch die enzymatische Aktivitat der humanen
Leukozytenelastase. Allerdings liegen die dafur bendtigten Konzentrationen mit
einem ICsp-Wert von 15 uM deutlich hoher als die Werte, die zur Hemmung der
Leukotriensynthese bendétigt werden. Fur 3-BA konnte bei einer Konzentration von

20 uM eine 64%-ige Hemmung der Elastase gezeigt werden .

2.1.4.3 Weitere antiinflammatorische Wirkungen

Einige experimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass Weihrauch bzw.
seine Inhaltsstoffe durch eine Erhéhung der lysosomalen Stabilitit 2>, Abnahme

26

der Ausscheidung von Hydroxyprolin sowie Hemmung des Abbaus von

Glykosaminglykanen  ebenfalls entziindungshemmend wirken kénnten.

Im Tierexperiment unterdrickt ein alkoholischer Trockenextrakt (nicht genauer
definiert) die primare Antikorperbildung gegen Erythrozyten des Schafes, die
zelluldre Immunantwort wurde ebenfalls beeintrachtigt 2. Die Vorbehandlung mit
einem Acetyl-BA-Gemisch (95% A-B-BA, 2% A-a-BA, 3% AKBA) zeigte im

Tiermodell hepatoprotektive Effekte 2°.

2.1.4.4 Wirkungen auf Tumorzellen

In vitro Untersuchungen an verschiedenen Tumorzelllinien zeigen antitumorale
Wirkungen von BAs. AKBA, KBA, A-B-BA und 3-BA hemmen die DNA-, RNA- und
Proteinsynthese in undifferenzierten HL60-Zellen % Fir AKBA konnte zudem eine
Wachstumshemmung von HL60 Zellen *
HL60 und CCRF-CEM Zellen (ICso ~30 uM) sowie eine Topoisomerase-Inhibition

(ICso >10 pM) nachgewiesen werden >'. Von Park et al. ** konnte gezeigt werden,

, eine Hemmung der Proliferation von

dass 2-8 yM AKBA zytotoxisch auf Meningiomazellen wirken und die PDGF-
induzierte p42/44MAPX Aktivierung inhibieren. Apoptotische Effekte durch Acetyl-o-
BA und Acetyl-3-BA wurden in verschiedenen Leukamiezellen (HL60, U937, ML1)
von Jing et al. * I 3
bei der Untersuchung von AKBA, Acetyl-3-BA und B-BA an Glioblastomzelllinien
(T98 G, LN229, LN18 und LN306) mit ICsp-Werten von 20 - 40 uM. Daruber hinaus

zeigten Untersuchungen an Kolonkarzinomzellen fur AKBA und KBA apoptotische

gefunden. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen Glaser et a

Effekte, die Caspase-8-vermittelt sind *°. Bei der Verwendung von gereinigter
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humaner Topoisomerase | und lla konnten Syrovets et al. *® eine direkte
Interaktion der Acetyl-BAs feststellen. Scheinbar konkurrieren BAs mit der DNA
um die Bindung an der Topoisomerase. In dieser Untersuchung erwiesen sich die
Acetyl-BAs potenter als Camptothecin und Etoposid. Ubereinstimmend mit diesen

Ergebnissen zeigten sich in vivo Befunde von Winking et al. >’

5TM

unter Verwendung

von H1 bei Ratten, denen C6-Gliomazellen intrakranial implantiert wurden.

2.1.5 Klinische Wirksamkeit

Praklinische Untersuchungen haben gezeigt, dass BS-Extrakie sowie einige
isolierte Boswelliasauren Uber entzindungshemmende Eigenschaften verflugen.
Erkrankungen, die durch eine auffallende Anreicherung von Leukotrienen (LTs)
ausgewiesen sind, wurden vorrangig untersucht. Dazu zahlen Asthma bronchiale,
chronische Polyarthritis sowie die chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen
Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa. Auch Hirntumore wie Astrozytom oder
Glioblastom und die damit verbundenen perifokalen Odeme gehen mit einer

vermehrten Bildung von LTs einher %,

2.1.5.1 Colitis Ulcerosa

Colitis Ulcerosa ist eine chronisch-rezidivierende entzindliche Erkrankung des
Dickdarms mit blutigen Durchfallen und Geschwurbildung. Die Therapie erfolgt im
akuten Schub mit dem Prodrug Sulfasalazin oder 5-Aminosalicylsaure

(Mesalazin), ggf. kombiniert mit Glucocorticoiden .

Erste Hinweise auf die Wirksamkeit von Weihrauchpraparaten bei chronischen
Darmerkrankungen lieferte eine 1997 von Gupta et al. *%in Indien durchgefuhrte
offene, nicht randomisierte, verumkontrollierte Pilotstudie in der 34 Patienten mit
Salai Guggal und 8 Patienten mit Sulfasalazin Uber einen Zeitraum von 6 Wochen
behandelt wurden. Sowohl unter der Therapie mit Salai Guggal als auch mit
Sulfasalazin wurden vergleichbare Remissionsraten erzielt. Ein zu geringes
Patientenkollektiv und ein nicht GCP-konformes Studiendesign lassen eine

eindeutige positive Bewertung der Studie jedoch nicht zu.
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2.1.5.2 Morbus Crohn (Enteritis regionalis)

Morbus Crohn ist eine chronisch-entziindliche Darmerkrankung, die alle
Abschnitte des Magen-Darm-Traktes betreffen kann und durch Schmerzen im
Unterbauch, Fieber und Durchfallen gekennzeichnet ist. Typisch ist der
segmentale Befall, bei dem alle Wandschichten betroffen sind. Fur die Therapie

des Morbus Crohn gilt im Wesentlichen das gleiche wie fiir Colitis Ulcerosa *'.

In einem doppelblinden, randomisierten, verumkontrollierten, 8-wochigen Parallel-
gruppenvergleich wurden 44 Patienten mit 3,6 g H15™ und 39 Patienten mit 4,5 g
Mesalazin behandelt **. Die Studie entsprach in seinem Studiendesign und der
Durchfihrung den in der EU gultigen Regelungen nach GCP und ICH. Anhand der

5™ der

Anderung des Crohn Disease Activity Index (CDAI) wurde belegt, dass H1
Therapie mit Mesalazin nicht unterlegen ist. Die nachgewiesene gute
Vertraglichkeit lasst H15™ auRerdem im Sinne einer Nutzen-Risiko-Bewertung

glinstiger bewerten als Mesalazin ** **,

2.1.5.3 Chronische Polyarthritis (rheumatoide Arthritis)

Die chronische Polyarthritis ist eine progredient verlaufende, entzlndliche,
destruierende Gelenkerkrankung mit unbekannter Krankheitsursache. In der
Rheumatherapie werden hauptsachlich eingesetzt: NSAR, Glucocorticoide, sog.
Basistherapeutika wie Goldverbindungen, Methotrexat und Sulfasalazin aber auch

Biologika (z.B. Etanercept, Anakinra), die gezielt IL-1 und TNF-a ausschalten 4.

Von 1987 bis 1988 wurde eine doppelblinde, multizentrische, placebokontrollierte
Pilotstudie (4 Zentren, 78 Patienten) durchgeflhrt, deren Ergebnisse jedoch als
nicht publikationswiirdig erachtet wurden *°. Nach Keudell et al. *® zeigten sich in
einer 1994 erstellten Metaanalyse der Studie wesentliche und statistisch
signifikante Besserungen unter der Therapie mit H15™ (unpublizierte Daten). Die
Auswertung der Daten eines Zentrums “° erbrachte dagegen keine signifikanten
oder klinisch relevanten Anderungen in Verum- und Placebogruppe. Auf Grund
der Tatsache, dass eine Veroffentlichung von Studiendesign und Ergebnissen
nicht erfolgte, lassen sich keine Aussagen zur Wirksamkeit von

Weihrauchpraparaten bei rheumatoider Arthritis machen.
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2.1.5.4 Bronchialasthma

Asthma bronchiale zeichnet sich durch anfallsweise auftretende Atemnot infolge
einer Atemwegsobstruktion eines hyperreaktiven Bronchialsystems aus. Die
Einengung der Atemwege wird infolge von Bronchospasmen, Schleimhautédem
und Hypersekretion eines zahen Schleims hervorgerufen. Die symptomatische
Therapie kann durch Unterdrickung der Entzindung (z. B. Cromoglicinsaure,
Glucocorticoide, Lukaste) sowie der Bronchospasmolyse (B2-Sympathomimetika,

Theophyllin, Parasympatholytika) erfolgen.

In einer doppelblinden, randomisierten, monozentrischen, placebokontrollierten
Studie wurden 40 Patienten mit B. serrata Kapseln (S-Compound™) und 40
Patienten mit Placebo-Kapseln fiir 6 Wochen therapiert *’. In beiden Gruppen
konnte eine Abnahme der Rasselgerausche, eine Verbesserung im Bereich der
Dyspnoe, der Atemfrequenz und der Anfallshaufigkeit festgestellt werden. Die
spirometrischen Parameter (FEVi, FVC und PEFR) der Boswelliagruppe zeigten

gegenuber der Placebogruppe eine signifikante Verbesserung der Situation.

2.1.5.5 Peritumorales Hirnodem / Hirntumore

Das Astrozytom geht von entarteten Zellen des Stitzgewebes (Glia) des Gehirns
aus (Astrozyten). Je nach Differenzierung der Tumorzellen werden nach WHO vier
Klassen unterschieden. Tumore der Grade Ill (anaplastisches Astrozytom) und
Grad IV (Glioblastom) wachsen extrem rasch und zahlen zu den bdsartigsten
Hirntumoren dberhaupt. Die neurologischen Stérungen bei Patienten mit
Glioblastom und Astrozytom sind haufig nicht durch den Tumor allein, sondern
durch das perifokale Odem bedingt, dessen Auspragung mit der Menge an
ausgeschiedenen LT-Abbauprodukten im Urin korreliert *® 4°.

Neben einigen Beobachtungsserien °* °'

wurde eine prospektive, kontrollierte
Studie an 29 Patienten mit malignen Gliomen durchgefiihrt °2. Die ausgepragteste
Reduktion des Odems und eine deutliche Verbesserung der klinischen
Symptomatik wurde unter der hdchsten Dosierung (3600 mg H15™ pro Tag)
beobachtet. Ein Einfluss auf die Tumorgré3e wurde nach einwochiger Therapie
bei keinem der 29 Patienten beobachtet. Eine durchgeflihrte Folgestudie wurde im

Jahre 2002 beendet (Ergebnisse und Studiendesign noch unpubliziert) und
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bewirkte eine positive Beurteilung des BS-Extrakt als Orphan Drug zur

Behandlung von perifokalen Odemen durch Hirntumore durch die EMEA "

2.1.6 Unerwiinschte Wirkungen

5™ auf niichternen Magen kann es zu Ubelkeit oder

10

Bei Einnahme von H1
Widerwillen (eigenartiger Geschmack) gegen das Heilmittel kommen ™. Im
Allgemeinen wird die Einnahme der Weihrauchpraparate gut vertragen, allerdings
gibt es nur wenig Informationen tber unerwinschte Nebenwirkungen. In klinischen
Studien wurde vereinzelt Uber gastrointestinale Schmerzen, Hyperaziditat,
Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Erbrechen sowie Hautirritationen berichtet. Die
Nebenwirkungen waren nach Absetzen der Praparate reversibel.
Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln wurden bislang nicht beschrieben,

aber vermutlich auch nicht systematisch untersucht.

Die akute Toxizitat des Gummiharzes ist tierexperimentell sehr niedrig. 2 g/kg
Korpergewicht per oral hatte bei Ratten und Mausen innerhalb von 72 Stunden

keine tédliche Wirkung .

2.1.7 Plasmadaten

Die erste validierte analytische Methode zur Bestimmung von BAs im Plasma
wurde von Tawab et al.>® entwickelt. Diese Methode stellt eine Kombination aus
Festphasenextraktion Uber eine Bond Elut C-8 Kartusche mit anschlieRender
Fliissigchromatographie iiber eine LiChrospher® RP-18 Saule und UV-Detektion
bei 250 nm dar. Durch diese HPLC-Methode Iasst sich die Konzentration von KBA
im humanen Plasma in einem Bereich von 0,1-2 ug /mL bestimmen. Eine zweite

I. °* entwickelt. Es handelt sich um

validierte Methode wurde von Kaunzinger et a
eine GC/MS-Methode zur quantitativen Bestimmung von AKBA und KBA im
humanen Plasma. Interner Standard (18a-Glycyrrhetinsdure) und BAs wurden
durch eine flussig/flissig-Extraktion aus dem Plasma entfernt, anschlieRend
methyliert und mittels GC/MS im negativen Modus bestimmt. Durch diese
Methode lasst sich die Konzentration von KBA in einem Bereich von 0,01-2 pg/mL

Plasma bestimmen.

In einer kleinen Pilotstudie (unveroffentlicht) wurden die Plasmakonzentrationen

von 6 Patienten nach der Einnahme einer therapeutisch relevanten Einzeldosis
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von 4 Tabletten (= 1600 mg Extrakt) Uber einen Zeitraum von 8 Stunden bestimmt.
Die gefundenen Konzentrationen fur KBA lagen zwischen 350 und 1000 ng/mL
(respektive 0,7-2,1 uM KBA). Beide Methoden lieferten hier vergleichbare Daten.
Die Bestimmung der Plasmakonzentration von AKBA war mit der HPLC-Methode
infolge eines hoheren LLQ nicht moglich. Mit der GC/MS-Methode konnten AKBA-
Konzentrationen von 50 bis 260 ng/mL (resp. 0,1-0,5 yM AKBA) bestimmt werden.

2.2 Blutzellen

Blutzellen entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, sind
pluripotent und bilden zwei Linien von Vorlauferzellen. Aus den lymphoiden
Stammzellen entwickeln sich die B- und T-Lymphozyten, aus den myeloischen
Stammzellen die Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten. Leukozyten lassen
sich in Monozyten/Makrophagen sowie basophile, eosinophile und neutrophile

Granulozyten unterteilen.

Die Entwicklung der Granulozyten erfolgt Uber zahlreiche Zellstadien unter dem
Einfluss verschiedener Zytokine (SCF, IL-3, GM-CSF, G-CSF) bis hin zu reifen
Zellen. Die Reifezeit betragt etwa 5-10 Tage, die gesamte Lebenszeit 12-14 Tage.
Ihre Verweildauer im Blut liegt nur bei ca. 14 Stunden, Uber 90% der reifen
Granulozyten verbleiben daher im Knochenmark, von wo sie bei Bedarf (z.B. einer
Infektion) sofort rekrutiert werden kénnen. Die zahlenmaRig grofte Untergruppe
der Granulozyten bilden die neutrophilen Granulozyten (55-70%). Sie werden
aufgrund ihrer vielgestaltigen Kerne (segmentkernig) auch als polymorphkernige

Zellen (polymorphonuclear leukocytes, PMNL) bezeichnet.

Thrombozyten sind scheibenférmige Blutkérperchen mit einem Durchmesser von
1-4 pm, die im Knochenmark durch zytoplasmatische Abschnurung aus ihren
Vorlauferzellen (Megakaryozyten) gebildet werden. Sie Uberleben im Blut etwa
zehn Tage. Die Thrombozyten sind kernlos und damit nicht zur Proteinbiosynthese
oder Zellteilung in der Lage, sie sind jedoch mit den Enzymsystemen der

Glykolyse und der Atmungskette ausgestattet.
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2.3 Entzundungsmechanismen und Leukozytenaktivierung

Dem Organismus stehen unspezifische und spezifische Abwehrmechanismen zur

Verfligung, an denen sowohl humorale als auch zellulare Prozesse beteiligt sind.

Mechanische, chemische oder physikalische Einflisse sowie Mikroorganismen
fuhren meist lokal zu einer Gewebeschadigung. Die Zellen geschadigter Gewebe
setzen dabei Entzindungsmediatoren wie biogene Amine (Serotonin, Histamin),
Acetylcholin, Bradykinin, Prostaglandine (PGs), Leukotriene (LTs), Plattchen-
aktivierender Faktor (PAF) und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei.

Vielfach schlieldt sich an die ersten Entzliindungsreaktionen eine Emigration von
Blutzellen (Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten) in den extrazellularen
Raum sowie eine Proliferation von Histiozyten (Gewebsmakrophagen) und
Fibroblasten (Bindegewebeszellen) an. Die Art der Entzindung wird von der
Beschaffenheit der schadigenden Noxe, der Art der Erkennung durch das
Immunsystem, den am Entzindungsgeschehen beteiligten Zellen sowie den
freigesetzten Mediatoren bestimmt. Man unterscheidet Entzindungen nach der
Entzindungsform (exudativ, serds, fibrinds, eitrig, proliferativ) und dem zeitlichen
Ablauf (perakut, akut, subakut, chronisch). Chronische Entziindungen entwickeln
sich haufig aus einer akuten Entzindung bei der die anfanglichen Abwehr-
reaktionen nicht in der Lage sind, die Schadigung zu beseitigen, oder bei denen

die Schadigung anhalt.

2.3.1 Entziindungsmediatoren

2.3.1.1 n-formylierte Peptide

Die Anreicherung inflammatorischer Zellen infolge einer bakteriellen Infektion kann
u.a. darauf beruhen, dass bakterielle Abbauprodukte direkt als chemoattraktive
Substanzen wirken. So haben n-formylierte Methionylpeptide wie z.B. das
synthetische n-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) eine chemotaktische
Wirkung auf Leukozyten °> ° 7. Stimuliert man neutrophile Granulozyten mit
fMLP, so erfolgt nach Bindung an GPCRs (G-protein-coupled receptors) des G;-
Typs °®°° oder Gq-Typs % eine Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade °' ¢
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®3. 84 sowie der MKK3, p38 MAPK und MAPKAPK-2 (MK-2) ® % wohingegen
JNKs nicht beeinflusst werden. Diese fMLP-induzierte ERK-Aktivierung erfolgt
dabei Uber Pertussistoxin(PTX)-sensitive Gaj,-Proteine, die p38 MAPK Aktivierung

dagegen vermutlich iiber die PTX-unempflindichen Gas-Proteine % °7.

(MAPK Kaskade siehe 2.7.4.; GPCR siehe 2.7.2)

Es konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation mit fMLP in humanen PMNL die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch Phosphorylierung der NADPH-
Oxidase iiber p38 MAPK, ERK1/2 und Proteinkinase C (PKC) erfolgt ''": 118 119,
Des weiteren fand man, dass die Stimulation von menschlichen PMNL mit fMLP

zur Phosphorylierung der cPLA, sowie zur Freisetzung von AA fiihrt 2.

2.3.1.2 Lipidmediatoren

Die Stimulation inflammatorischer Zellen durch Mediatoren oder opsonisierten
Erregern fuhrt zur Aktivierung der zytosolischen Phospholipase A, (cPLA;), die
neben Arachidonsaure (AA) auch den Vorlaufer des Plattchen-aktivierenden
Faktors (PAF), das Lyso-PAF, freisetzt. (cPLA, siehe 2.8.2.2)

Wie fMLP wirkt PAF ° als ,Chemoattraktant* fiir Monozyten, Neutrophile und
Eosinophile und tragt durch Stimulation dieser Zellen dazu bei, einen
inflammatorischen bzw. allergischen Prozess zu unterhalten. PAF ist an der
Thrombozytenaktivierung  beteiligt, verfugt Uber bronchokonstriktorische
Wirkungen, erhéht die GefaRpermeabilitat und fiithrt zum Blutdruckabfall 7', Eine
exzessive PAF-Freisetzung filhrt zu Neurodegeneration "%, die durch vorbeugende
Gabe des PAF-Antagonisten BN-53021, einem Gingkolid aus Ginkgo biloba,
verhindert werden kann. Die Wirkung von PAF erfolgt durch Bindung an einen
GPCR des G- oder G4- Typs 3 {iber Phosphorylierung und Aktivierung der p38
MAPK- und ERK1/2-Kaskaden, sowie der Phospholipase C (PLC). Die PAF-
induzierte ERK-Aktivierung ist PTX-sensitiv, wohingegen die p38 MAPK
Aktivierung durch PTX nicht gehemmt werden kann ™. PAF ist hinsichtlich der
5-LO und der 5-LO aktivierenden MAPKAPKSs ein schwacher Stimulus in PMNL,
allerdings kann z.B. durch Zugabe von Natriumarsenit (genotoxischer Stress) die
PAF-induzierte 5-LO Kinaseaktivitdt betrachtlich gesteigert und die 5-LO
Produktbildung entsprechend erhoht werden 193, 284 Dariiber hinaus potenziert

PAF zahlreiche, durch andere Mediatoren ausgeloste pathophysiologische
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Effekte. So triggert PAF u.a. die fMLP-induzierte ROS-Bildung in Granulozyten ’°,

obwohl eine Stimulation mit PAF kaum zur Bildung von ROS fiihrt 7.

AA dient zum einen als Ausgangsstoff flir eine breite Anzahl hoch potenter,
bioaktiver Mediatoren, indem sie entweder durch die Cyclooxygenasen (COX) zu
Prostaglandinen (PGD, PGE, PGF), Prostacyclin (PGl) und Thromboxan (TXA)
oder durch die Lipoxygenasen (LO) zu den Leukotrienen (LTB4, CysLTs) und
Lipoxinen (LXs) biotransformiert wird. Zum anderen besitzt AA selbst die Funktion
eines Mediators. So flhrt die Stimulation von PMNL mit AA zur Zellaggregation,
Adhésion ans GefiaRendothel, ROS-Bildung und zur Chemotaxis '’. AA aktiviert
innerhalb kurzer Zeit die 5-LO Kinasen ERK1/2 (p44/42"*"%) und MK2 & 79 80,
81

und induziert die 5-LO Translokation zur
Kernmembran ®. (5-LO Aktivierung siehe 2.8.2.3)

fihrt zur Ca?*-Mobilisierung

Von der COX sind bislang zwei Isoenzyme im Menschen identifiziert worden 5% 8,

wobei COX1 konstitutiv in vielen Zellarten (Thrombozyten, Endothelzellen, u.a.)
exprimiert wird und COX2 nur im Hirngewebe und Rickenmark konstitutiv
vorkommt. Das COX2-Gen kann nach Induktion durch einen duf3eren Stimulus in
wenigen Minuten in Monozyten, Epithelzellen, Mastzellen oder Endothelzellen de
novo exprimiert werden. COX-Produkte, die Prostanoide, binden an spezifische
GPCRs. Neben ihrer zentralen Rolle beim Schmerz- und Entzindungsgeschehen
beeinflussen sie u.a. die Kontraktion und Relaxation der glatten Muskulatur, die

Thrombozytenaggregation sowie die Sdure- und Schleimsekretion im Magen *'.

Funktion der Leukotriene und Lipoxine siehe Abschnitt 2.8.1.

2.3.1.3 Zytokine

Zytokine sind korpereigene Proteine mit niedrigem Molekulargewicht, die vor allem
proinflammatorische, immunregulatorische und die Hamatopoese steuernde
Funktionen {ber spezifische membranstandige Zytokin-Rezeptoren vermitteln .
Sie werden von aktivierten Zellen nach entsprechender Stimulation freigesetzt. So
sind PMNL in der Lage, die Zytokine IL-1/6/8/12, TNF-a, MIP-10/1B zu bilden ®°.

Die Zytokine lassen sich in die Gruppe der Interleukine (IL-1 bis 18), Interferone
(IFN-o, B und y), koloniestimulierende Faktoren (colony stimulating factors, CSF),

Tumornekrosefaktoren (TNF-o und ), TGF-B (transforming-growth-factor-g) und
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Chemokine unterteilen. lhre physiologische und pathophysiologische Wirkung ist
sehr komplex. Zum Beispiel induziert IL-1, neben Fieber als endogenes Pyrogen
und der Aktivierung von T- und B-Zellen, die Biosynthese von NO in Knorpelzellen
87. 8. 8 13 und IL-5 steigern in eosinophilen Granulozyten die Bildung von
Sauerstoffradikalen *°. GM-CSF, TNF-a. und IFN-y erhdhen sowohl die ROS-
Bildung in Neutrophilen als auch die Biosynthese von NO in Makrophagen .
TGF-B zeigt dagegen antiinflammatorische Eigenschaften und unterstutzt sowohl

die Fibroblastenproliferation als auch die Wundheilung *.

Chemokine ** bestehen aus kleinen proinflammatorischen Polypeptiden, die als
chemische Lockstoffe fur phagozytierende Zellen dienen (,chemoattractant
cytokines®). lhre Wirkungen vermitteln sie tiber spezifische GPCRs %. Wichtigstes
Chemokin fur die Granulozytenfunktion ist das IL-8, das von Neutrophilen selbst,
von Makrophagen, T-Zellen oder Fibroblasten gebildet werden kann. Neben
seinen chemotaktischen Eigenschaften regt IL-8 Neutrophile zur ROS- und NO-

Bildung und zur Entleerung von Speichergranula an .

2.3.1.4 Komplement-Komponenten

" werden

Die mehr als 20 aktivierbaren Glykoproteine des Komplementsystems *
vor allem von Makrophagen und Leberzellen synthetisiert und sind Bestandteil der
unspezifischen humoralen Abwehr. Die Aktivierung des Komplementsystems
durch Antigen-Antikérper-Komplexe (,klassischer Weg“) oder durch Kontakt mit
Oberflachenstrukturen von Mikroben (,alternativer Weg®) flhrt zur Bildung der
,Opsonine“ C3b, C4b und C2a, die vor allem die phagozytotische Aktivitat von
Makrophagen und Granulozyten steigern. Aul3erdem werden die Anaphylatoxine
C5a, C3a und C4a gebildet *°. Sie bewirken Spasmen der glatten Muskulatur
(Bronchialspasmen), fuhren zur Steigerung der Permeabilitat der Blutkapillaren
und induzieren die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten. Ferner stimulieren
sie Mastzellen, Basophile, Neutrophile und Thrombozyten zur Freisetzung von

Entzindungsmediatoren.
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2.4 Neutrophile Granulozyten und ihre Funktionen

2.4.1 Chemotaxis

Dringen beispielsweise Bakterien ins Korpergewebe ein, werden neutrophile
Granulozyten durch chemische Reize zum Infektionsherd gelockt (Chemotaxis) %.
Als Stimuli fungieren dabei u.a. bakterielle Proteine (fMLP), der Komplementfaktor
C5a, IL-8 oder Leukotrien Bs, die an spezifische GPCRs * der Granulozyten
binden und zur Aktivierung verschiedener Signalwege flhren. Unter anderem
kommt es zur vermehrten Expression von Adhasionsproteinen (z.B. CD11a/CD18)

auf der Zelloberflache von Granulozyten, zur ROS-Bildung und Degranulierung.

2.4.2 Phagozytose

Am Infektionsort nehmen Granulozyten Erreger endozytotisch auf, wobei das
Phagosom (phagozytierter Erreger) mit den enzymhaltigen Lysosomen der PMNL
verschmilzt. Die enthaltenen Proteasen oder Lysozyme schadigen zusammen mit
reaktiven Sauerstoffspezies vor allem die Zellwand der Keime und fihren

letztendlich zur Abtotung der Krankheitserreger.

Damit der Granulozyt die zu phagozytierenden Keime erkennen kann, werden
diese zuvor opsonisiert, d.h. die Erregeroberflache wird entweder mit dem
Komplementfaktor C3b und/oder mit antigenspezifischen Immunglobulinen (IgM,
IgG) ,markiert”. Gleichzeitig exprimieren Granulozyten spezielle Rezeptoren, um

diese Opsonine binden zu kénnen.

2.4.3 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), insbesondere
Superoxidanionen (‘O;’), spielen bei der zellularen Immunantwort eine wichtige
Rolle. Die Hauptquelle der ROS ist die NADPH-Oxidase ', die als aktiviertes
Enzym in der Zellmembran von Leukozyten lokalisiert ist. Sie Ubertragt freie
Elektronen auf molekularen Sauerstoff, wobei ‘O, entsteht. Als Elektronendonator
dient NADPH (Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat). Das entstandene 'O,
wird weiter durch die Superoxiddismutase (SOD) zum membranpermeablen
Wasserstoffperoxid (H.O,) umgesetzt, das weiter zum Hydroxylradikal ‘OH

(Haber-Weiss-Reaktion/Fenton-Reaktion) reduziert wird.
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Das Hydroxylradikal zahlt zu den starksten Oxidationsmitteln Uberhaupt und
entfaltet seine biologische Wirkung im unmittelbaren Bereich seiner Entstehung.

Sowohl ‘O5™ als auch H,0, und "OH sind zytotoxisch.

Enzyme wie Katalasen und Glutathionperoxidasen (GPx) entscharfen H,O, (bzw.
LOOH), um eine Schadigung der Granulozyten zu verhindern (Oxidationsschutz
der Zelle).

20, + NADPH NADPHOxidase, 2-0,” + NADP* + H*
2:0,” + 2H* 595, H,0, + O,

H,0, + 220, —— O, + OH™ +°'0OH (Haber-Weiss-Rkt.)
H,O, + Fe?* — Fe® + OH™ +'OH (Fenton-Rkt.)
2GSH + ROOH &P GSSG + ROH + H,0

2H,0, Katsiese, 2H,0 + O,

Abb. 3: Entstehung und mogliche Reaktionen von ROS

Bei der Invasion von Erregern werden auch andere korpereigene Zellen in
Mitleidenschaft gezogen, da ROS wegen ihrer hohen Reaktivitat praktisch mit
allen molekularen Strukturen der Zelle reagieren koénnen. Liegt ein
Ungleichgewicht zwischen ROS und zellularen Antioxidantien zugunsten der ROS
vor, so bezeichnet man dies als ,oxidativen Stress®. Dieser spielt in der
Pathophysiologie und Progression von beispielsweise Tumoren und neuro-
degenerativen Erkrankungen, aber auch in der Hypertonie, bei Diabetes mellitus
und bei Vorgangen des Alterns eine wichtige Rolle " 19219 |\ Gegensatz dazu
fuhrt der genetisch bedingte Ausfall des NADPH-Oxidase-Enzymsystems zum
Krankheitsbild der chronischen Granulomatose (CGD), die durch eine wesentlich

hohere Anfilligkeit gegeniiber Infektionen gekennzeichnet ist 1%,
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2.4.3.1 Aufbau und Regulation der NADPH-Oxidase

Freie Radikale und andere reaktive Sauerstoffspezies spielen nicht nur eine
wichtige Rolle in der zellularen Immunantwort. Sie sind auch entscheidend an der
zelluldren Signaltransduktion als sogenannter ,Second messenger” beteiligt '°°.
Ihre  Wirkungsweise erfolgt hier vermutlich durch Redox-Aktivierung von
Proteinkinasen, Phosphatasen und Transkriptionsfaktoren. Dadurch modulieren

die ROS u.a. die Differenzierung und Proliferation von Zellen % 197,

Quellen von ROS sind die mitochondrialen und mikrosomalen Elektronen-
transportketten, die Xanthinoxidase, die Prostaglandin- und Leukotriensynthese,
das Cytochrom-P450-System sowie die leukozytare NADPH-Oxidase, die
besonders an der Agonist-induzierten ROS-Bildung beteiligt ist.

Aktive NADPH-Oxidase stellt einen Multienzymkomplex (Abb. 4) dar, der aus den
zytosolischen Komponenten p47°" und p67°"°* (phagocyte oxidase, phox) sowie
dem heterodimeren transmembranaren Flavocytochrom-b558-Protein, das
wiederum aus den Untereinheiten gp91P"* und p22°"* gebildet wird, besteht '°*
108199 Kiirzlich konnte neben p47°" und p67°"°* noch eine weitere zytosolische
Untereinheit, die p40°"** nachgewiesen werden, deren Funktion bislang aber noch

t % Zum einen scheint sie die Affinitat der p47°"

weitgehend unklar is
Untereinheit zum Flavocytochrom-b558 ' zu erhdhen, zum anderen schrankt sie

aber bei Bindung an den NADPH-Oxidase-Komplex die Radikalbildung ein "'

NADPH - Oxidase

P

p40phox

P

Abb. 4: Aufbau der NADPH-Oxidase im aktiven Zustand
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In ruhenden Phagozyten ist die NADPH-Oxidase inaktiv und der Komplex in
membrangebundene und zytosolische Untereinheiten gespalten. Erst nach
Aktivierung (Abb. 5) erfolgt unter Beteiligung kleiner G-Proteine (Rac1/2, Rap1a)
die Translokation der zytosolischen Komponenten zur Plasmamembran 2,

phox_

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die p47 als auch die p40°"* und

p67°"°*-Untereinheiten wahrend der Aktivierung von Neutrophilen phosphoryliert

werden und anschlieRend zur Plasmamembran translozieren '3 "4 115 Die

Phosphorylierungen verlaufen dabei hauptsachlich tGber die PKC ' 117 118

konnten aber auch p42/44'\’IAPK und p38 MAPK identifiziert werden 119,120

es

Stimulus
-

R P
A
E P

"p47P“°é, 67"“’

p40phox
H,0, €= O, -

Abb. 5: Regulation der NADPH-Oxidase
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2.5 Thrombozyten und ihre Funktionen

Zu den wesentlichen Funktionen der Thrombozyten zahlt neben der Blutgerinnung
mit der Fahigkeit zur Thrombozytenaggregation, die Phagozytose von kolloidalen
Partikeln '*' und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies '?%. Ferner kann aus den
Phospholipiden der Thrombozyten AA freigesetzt werden, die durch COX zu
zyklischen Endoperoxiden oder durch die 12-LO zur 12-H(P)ETE umgewandelt
werden kann. (Lipidmediatoren siehe 2.3.1.2 und H(P)ETEs siehe 2.8.1.1.)

2.6 HL60 Zellen und Mono Mac 6 Zellen

HL60 Zellen ' sind humane promyeloische Leukdmiezellen, die zu reifen Zellen
wie Granulozyten oder Makrophagen differenziert werden konnen. Durch
Differenzierung mit DMSO und TGF-B/VDj3 erreicht man in HL60 Zellen eine mit

Granulozyten vergleichbare Expression und Aktivitat der 5-LO 124,

MM6 Zellen '® sind humane Leukamiezellen, die phanotypische und funktionelle
Eigenschaften reifer Monozyten besitzen. MM6 Zellen exprimieren zwar FLAP,
aber keine 5-LO mRNA. Die Fahigkeit zur LT-Synthese wird erst nach
Differenzierung der Zellen mit TGF-B und VD3 erworben '?°. So kann nach zwei
Tagen 5-LO Protein nachgewiesen werden, das allerdings weder in intakten Zellen
noch in Homogenaten aktiv ist. Erst nach weiteren 24 - 48 Std. Zellreifung ist 5-LO

Produktbildung in Zellhomogenaten und intakten Zellen detektierbar.

Sowohl in undifferenzierten HL60 Zellen als auch in nicht ausgereiften MM6 Zellen
wurden selenabhangige Gluthathionperoxidasen (GPx) als endogene Inhibitoren
der 5-Lipoxygenase identifiziert '?’. Nach vollstandiger Differenzierung der Zellen
wird die 5-LO Produktbildung deutlich weniger durch GPx gehemmt, obwohl
paradoxerweise eine deutlich hohere Aktivitat der GPx als in unreifen Zellen
vorhanden ist. Vermutlich wird im Verlauf der Zellreifung ein Mechanismus
induziert, der die 5-LO gegenuber der GPx-Aktivitat zu schutzen in der Lage ist.
Weiterfiihrende Experimente von Biirkert et al. '%® zeigten eine Caz+—abhéingige
Resistenz der 5-LO gegenuber der GPx-1 in MM6 Zellen.
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2.7 Zellulare Signaltransduktion in PMNL

Kommen extrazellulare physikalische, chemische oder molekulare Signale an
einer Zelle an, so werden sie in das Zellinnere Ubertragen, wo sie schliellich
spezifische zellulare Funktionen induzieren. Lipophile Signalmolekile wie
Steroidhormone kdnnen dabei die Zellmembran leicht durch Diffusion Uberwinden
und an spezifische Rezeptoren im Zellinneren binden. Da die Zellmembran fur
hydrophile Molekule wie Aminosauren oder Peptide eine naturliche Barriere

darstellt, binden diese an Rezeptoren der Zelloberflache.

Entsprechend ihrer Funktionsweise unterscheidet man verschiedene Klassen von

Zelloberflachen-Rezeptoren:
() Liganden-gesteuerte lonenkanale:

charakteristisch flr schnelle synaptische Signallbertragung
(I) Enzym-gekoppelte Transmembran-Rezeptoren:

besitzen eine intrazellulare Domane mit enzymatischer Aktivitat, z.B.

intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivitat der Rezeptoren von Wachstumsfaktoren
(lll) Transmembran-Rezeptoren mit assoziierter Tyrosin-Kinase-Aktivitat:

aktivieren nach Bindung eines Liganden eine Tyrosin-Kinase, die nicht auf

dem Rezeptorprotein lokalisiert ist

(IV) G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-protein-coupled receptors, GPCRs):
binden intrazellular an heterotrimere Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-

Proteine), die nach Stimulation das Signal Uber Effektorproteine weiterleiten

2.7.1 Signaltransduktion durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs)

Ligand-aktivierte RTKs sind integrale dimere Membranproteine, die ein Signal
durch intrazellulare Tyrosinphosphorylierung weiterleiten. Haufig handelt es sich
bei den extrazellularen Stimuli um Wachstumsfaktoren (PDGF, EGF), die einen
regulierenden Einfluss auf die Zellproliferation austben. Als Folge der
Ligandenbindung kommt es zur Autophosphorylierung und/oder zur
Phosphorylierung von Substratproteinen, die Uber spezifische Phosphotyrosin-

Bindungsdomanen (SH2-Domanen) an RTKs binden.
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Bedeutende Effektormolekille sind die Phospholipase Cy (PLCy) ', die

Adaptorproteine Shc und Grb2 der Ras-Signaliibertragung '
Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase (Pl 3-K) "', So transloziert die PLCy

nach Bindung uber zwei SH2-Domanen an aktivierte RTKs zur Plasmamembran

sowie die p85-

und damit zu ihrem Substrat, dem Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) "*2. Auch das Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2),
das in der Zelle mit dem Nukleotidaustauschfaktor Sos als Komplex vorliegt, wird
durch direkte Bindung an RTKs (oder indirekt Uber ein zweites Adaptorprotein
(Shc) "**) aus dem Zytosol zur Plasmamembran rekrutiert '**. Hier férdert Sos den
Austausch des an Ras gebundenen GDP gegen GTP. In diesem Zustand kann
dann Ras wiederum mit der Serin/Threonin-Kinase Raf (Ras-aktivierter Faktor)
interagieren, das daraufhin ebenfalls zur Membran transloziert > '*®. Zur vollen
Raf-Aktivierung sind neben Ras noch weitere Proteine (c-Src, PKC) an der
Regulation beteiligt " '3 39 Die genauen Zusammenhange sind derzeit noch
unklar. Aktiviertes Raf steht an erster Stelle der mehrstufigen MAPK-Kaskade .
(MAPK siehe 2.7.4)

2.7.2 Signaltransduktion durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)

Aufgrund des gemeinsamen Vorkommens von 7 Transmembran-Helices werden
GPCRs auch als heptahelikale Rezeptoren bezeichnet. Die mit dem Rezeptor
gekoppelten G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten, einer Go- sowie einer
GpB- und Gy-Untereinheit. Die Ga-Untereinheit besitzt eine Bindungsstelle fur GTP
bzw. GDP und besitzt GTPase-Aktivitat. Der GBy-Komplex verhindert die spontane
Freisetzung von GDP "' und erhéht die Affinitit zum GPCR '*?. Sowohl die Ga-
Untereinheit als auch der GBy-Komplex interagieren direkt mit dem Rezeptor und

sind Uber Lipidanker mit der Zellmembran assoziiert.

Uber GPCRs werden die unterschiedlichsten Signale wie Licht, Geruchsstoffe,
Fettsaurederivate, biogene Amine und Aminosauren wahrgenommen. Durch
Ligandenbindung erfolgt eine Konformationsanderung des Rezeptors, was in
weiterer Folge zur Aktivierung des gebundenen G-Proteins fuhrt, indem es den
Austausch des im Ruhezustand gebundenen GDP zu GTP fordert. Nach erfolgter
GTP-Bindung dissoziieren der GBy-Komplex und die Goa-GTP-Untereinheit vom

Rezeptor ab und aktivieren unabhangig voneinander Effektormolekdle.
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Der frei vorliegende Rezeptor aktiviert weitere G-Proteine und erzielt somit eine
Amplifikation des Signals. Durch die intrinsische GTPase-Aktivitat der Ga-
Untereinheit wird die Dauer der Signalwirkung bestimmt, d.h. nach der Hydrolyse

des GTP zu GDP re-assoziieren Ga und Gy zum inaktiven Heterotrimer.

Die Ga-Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 39-52 kDa werden nach
ihrer Sequenzhomologie und funktionellen Eigenschaften in die vier Subfamilien
Gas, Gai, Gayz und Gag eingeteilt, dem entsprechend werden die G-Proteine als

Gs-, G-, G12- und G4-Proteine bezeichnet '*% 1%,

Gs-Proteine stimulieren via Gags-Untereinheit membranstandige Adenylylcyclasen
(AC), die die Umsetzung von ATP zu cAMP katalysieren "°. cAMP bindet und
aktiviert cAMP-abhangige Serin/Threonin-Kinasen, die auch als Proteinkinasen A
(PKA) bezeichnet werden '*°. Charakteristisch fiir die Mitglieder der Gs-Familie ist
ihre Hemmbarkeit durch das Choleratoxin . Dieses katalysiert die ADP-
Ribosylierung an Gas und inaktiviert dessen GTPase-Aktivitat. Dadurch bleibt das
Gs-Protein konstitutiv aktiviert und die nachgeschalteten Effektormolekile werden

permanent stimuliert.

Gi-Proteine bilden mit ihren Isoformen (Gi1, Giz, Gis, Gz, Go, Gt, Gg) eine eigene
Subfamilie, deren Go;-Untereinheiten vorrangig AC inhibieren 8. Dariiber hinaus
werden die Signale der Gi-Proteine haufig Uber GpBy-Komplexe vermittelt. Die
Gi-Proteine werden bis auf wenige Ausnahmen (z.B. G;) durch Pertussistoxin
(PTX) an der Ga-Untereinheit ADP-ribosyliert "”. Es kommt zur Entkopplung des
Gi-Proteins von seinem transmembranaren Rezeptor und verhindert damit die

Aktivierung des G-Proteins durch den Rezeptor.

G2-Proteine (Gq2, G13) werden ubiquitar in geringen Mengen exprimiert %9 Uber
ihre Funktion und ihren Wirkmechanismus ist bislang wenig bekannt. Fur Ga3 gilt
jedoch eine Aktivierung von Guaninnukleotid-Austauschfaktoren des monomeren
GTP-bindenden Proteins Rho als gesichert "*°.

Die Gg-Subfamilie (G,, G11, G4, G15, G16) stimuliert Phospholipase Cf (PLCB)-
Isoformen, die PIP, in IP3 und DAG spalten '. IP; bindet am ER an IPs-
Rezeptoren (Liganden-gesteuerte Ca**-Kanéle) und induziert die Freisetzung von

Ca** aus dem ER ins Zytosol '*2. Das in der Membran verbleibende DAG stimuliert
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zusammen mit Ca®" die Proteinkinase C (PKC), die unter Beteiligung von
spezifischen RACK-Proteinen (Rezeptoren fur aktivierte Protein Kinase C) zur
Zellmembran transloziert > ' Auch Tumorpromotoren wie PMA (Phorbol-
Myristat-Acetat) binden mit hoher Affinitat an PKC und aktivieren diese direkt und
sehr spezifisch. Substrate der PKC sind die MARCKS-Proteine *° (Myristoyliertes,
alaninreiches-C-Kinase-Substrat), die an der Anderung des Aktinzytoskelettes '°

beteiligt sind, sowie andere mit dem Zytoskelett assoziierte Proteine.

Der heterodimere Gpy-Komplex der G-Proteine, stellt ein funktionelles Monomer
dar '*2. Bislang sind fiinf Isoformen der GB-Untereinheit (GB1.s) mit M, von 35-39
kDa bekannt. Die Gy-Untereinheiten (12 Isoformen) sind mit 6-8 kDa dagegen
deutlich kleiner. PLCB und AC kdnnen durch GBy-Komplexe, die meist von G-
Proteinen abstammen, reguliert werden '*" '°® Dariiber hinaus werden von Gpy
auch PLA; ™ PI 3-KB '®°, PI 3-Ky ', K*-Kanéle (in Gehirn und Herz) '®* sowie

163

Raf1-Kinase aktiviert.

2.7.3 Phosphoinositid 3-Kinasen (Pl 3-Ks)

Membranlipide wie Phosphatidylinositol (Pl) und seine phosphorylierten Derivate
(PIP, PIP,, PIP3) haben eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion. PIP, kann
durch PLC zu IP3 und DAG gespalten werden. Andererseits ist aber auch eine
Phosphorylierung des PIP, an der 3’-Position des Inositolrings durch G-Protein-
oder RTK-aktivierte Pl 3-Kinasen madglich. Dies fuhrt zur Bildung von PIP3, das die
Translokation und Aktivierung verschiedener Proteine induzieren kann. So binden
verschiedene Guaninnukleotid-Austauschfaktoren fur Proteine der Rac/Rho-
Familie (Mitglied der Ras-Superfamilie) spezifisch an PIP; ®* '®°_ Einige PI 3-Ks
konnen Uber ihre Proteinkinaseaktivtat Signale weiterleiten, so wird vermutet, dass
die PI 3-Ky die MAP Kinase ERK direkt durch Phosphorylierung stimuliert . Auch
wenn die Regulation und Funktion der Pl 3-K noch nicht eindeutig geklart ist, so
gilt eine Beteiligung an zellularen Prozessen wie Wachstum, Differenzierung oder

zytoskelettale Veranderungen als gesichert.

Allgemein lassen sich Pl 3-Kinasen anhand ihrer Substratspezifitat in drei Klassen
einteilen: Mitglieder der Klasse 1 kdnnen in vitro Pl, PIP und PIP, phosphorylieren,
wahrend Klasse 2 nur Pl und PIP und Klasse 3 nur Pl als Substrat akzeptiert '’

Demnach erfolgt die Rezeptor-induzierte PIP3-Bildung durch Pl 3-Ks der Klasse 1.
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Diese sind vorwiegend im Zytosol lokalisiert und bestehen aus einer etwa 110 kDa
grofRen katalytischen Untereinheit (p110) sowie einer kleineren (50-101 kDa) nicht-
katalytischen Untereinheit. Sie sind empfindlich gegenliber Wortmannin, das die

fir die enzymatische Aktivitit notwendige Bindung von ATP verhindert ',

In Saugern kennt man vier p110-Isoformen (p110 o/B/y/5), dementsprechend
werden die Klasse 1 Pl 3-Ks als Pl 3-Ko/p/y/6 bezeichnet. Pl 3-Ka/p/5 werden vor
allem durch RTKs ™' aktiviert, wohingegen Pl 3-Ky typischerweise durch Gpy-
Komplexe stimuliert wird '®'. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die in
hamatopoetischen Zellen exprimierte Pl 3-Ky in die Signaltransduktion
inflammatorischer Prozesse durch Chemokine (IL-8) und chemotaktische Peptide
(fMLP) involviert ist '®°. Dariiber hinaus zeigten PMNL von Pl 3-Ky ™ Mausen in
vitro und in vivo eine verringerte ROS-Bildung und chemotaktische Migration nach

Stimulation mit fMLP 7% 171,

2.7.4 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs)

Die Familie der sogenannten ,Mitogen-aktivierten Proteinkinasen“ (MAPKs) spielt
eine besondere Rolle bei der Ubertragung von Wachstumssignalen und
Stressfaktoren ins Zellinnere 2. Zu ihnen zahlen die extrazellular regulierten
Kinasen (ERK1/2 bzw. p44/42MA7X) die Stress-aktivierten Proteinkinasen (SAPK;
c-Jun N-terminale Kinasen (JNK1/2/3) und p38 MAPK) sowie die ,big“ MAPK
(ERKS5). Mitogene Signale werden vorrangig uber den ERK-Weg vermittelt,
wahrend Stresssignale (UV-Licht, Hitze, osmotischer Schock) und Zytokine Uber
den SAPK-Weg laufen 3. Aufgrund der Multivalenz einzelner Komponenten der
Signalleitung konnen Signalwege miteinander koppeln (,Crosstalk®), daher ist eine
eindeutige Zuordnung des Signals zu einer bestimmten MAPK-Kaskade nur
bedingt moglich. Zur Aktivierung mussen MAPKs sowohl an einem Threonin- als
auch an einem Tyrosinrest phosphoryliert werden, die lediglich durch eine
Aminosaure getrennt sind. Katalysiert werden diese Phosphorylierungen von dual-
spezifischen MAP Kinase Kinasen (MAPKK, MKK, MEK (MAPK/ERK Kinase)), die
ihrerseits durch MAP Kinase Kinase Kinasen (MAPKKK, MKKK oder MEKK)
stimuliert werden ™. Die Starke und Dauer der MAPK Aktivitat hangt einerseits
von der Aktivierung der stromaufwarts gelegenen Proteinkinasen und andererseits

von inaktivierenden spezifischen Phosphatasen ab '7°.
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Die ,klassische” MAPK-Kaskade fuhrt Uber die Stimulation von RTKs zur Bindung
von Grb2/Sos und in weiterer Folge zur Aktivierung der GTPase Ras. Alternativ ist
eine Aktivierung von Ras auch durch GBy von GiPCR mdglich, indem diese u.a.
liber Pl 3-Ky Shc aktivieren '"® 3% das mit Grb2/Sos einen aktiven Komplex
eingeht 7. Ras wiederum interagiert mit Raf, welches hier die Funktion einer
MAPKKK hat, indem es iiber MEK1/2 (MAPKK) die MAPK ERK1/2 aktiviert '"®.
Daneben kann Raf auch Ras-unabhangig aktiviert werden, indem es uber Gog zur
Aktivierung von PKC kommt, die wiederum Raf stimuliert '°. ERK1/2 sind
hauptsachlich an der Regulation der Differenzierung und Proliferation von Zellen
beteiligt, indem sie entweder verschiedenartige zytoplasmatische Substrate (u.a.
zytoskelettale Proteine, cPLA,, MK1/3, 5-LO) phosphorylieren oder im Zellkern

Transkriptionsfaktoren phosphorylieren .

Im Unterschied zur Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade ist Uber Signaltransduktions-
komponenten der Stress-aktivierten MAPKs wenig bekannt. Man geht derzeit von
folgenden vereinfachten Signalkaskaden aus: Bei der Stimulation des JNK-Wegs
leiten die Rho-GTPasen ' Rac und Cdc42 das Signal weiter, indem sie zunachst
GCKs (germinal center kinase) oder PAKs (p21-activated kinase) ''* 182 183
phosphorylieren, die wiederum Uber verschiedene MKKKs und MKK4/7 (MAPKK)
184,185 Zzur JNK1/2/3 Aktivierung fiihren. Im Zellkern aktivieren sie u.a. die
Transkriptionsfaktoren c-Jun und ATF2 ', Die Aktivierung des p38-Wegs erfolgt
nach Rezeptorstimulation ebenfalls Uber die Rho-GTPasen Rac und Cdc42, die
durch Phosphorylierung von PAK Uber MKKKs und MKK3/6 zur Aktivierung von
p38 MAPK filhren ' '  Durch p38 MAPK werden im Kern die
Transkriptionsfaktoren ELK1 und ATF2 angeschaltet, im Zytosol fihren p38 MAPK
u.a. zur Aktivierung von MAPKAPK2/3 (MK2/3) '®° die wiederum Heat Shock
Protein 27 (HSP27) '*°, Lymphocyte-Specific Protein (LSP) !, Serum Response
Faktor (SRF) "% sowie 5-LO '*® als Substrate haben.
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Abb. 7: Komponenten und Aktivierung des JNK- und p38-MAPK Wegs
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2.8 Lipoxygenasen (LOs)

LOs findet man sowohl bei Mensch und Tier, als auch bei Pflanzen und Pilzen,
nicht jedoch in Hefen und Bakterien '*. Die erste LO, die identifiziert werden
konnte, war eine 15-LO. Sie wurde 1947 aus Sojabohnen isoliert und als
Lipoxydase bezeichnet '®. Die erste 12-LO in Sadugetieren wurde erst 1974 von
M. Hamberg und B. Samuelsson gefunden, als sie humane Thrombozyten mit
exogener AA inkubierten . 1976 wurde die 5-LO in Leukozyten des Kaninchens
entdeckt '". Die LOs sind definiert als eine Familie lipidperoxidierender
Dioxygenasen, die den stereospezifischen Einbau von molekularem Sauerstoff in
freie oder veresterte, mehrfachungesattigte C-18 oder C-20 Fettsauren

katalysieren. Strukturelle Voraussetzung ist eine Z,Z-1,4-Pentadien-Struktur 198

Abb. 8: Z,Z-1,4-Pentadien-Teilstruktur

Nahezu alle LOs enthalten ein nicht-hamgebundenes Eisen im aktiven Zentrum,
das im inaktiven Zustand als Fe?" und nach Aktivierung durch Hydroperoxide als
Fe®* vorliegt. Bevorzugtes Substrat von Sauger-LOs ist die Arachidonsaure (20:4),
von Pflanzen-LOs dagegen die Linolsaure (18:2), sowie die Linolensaure (18:3).
Im Sauger wird AA einerseits Uber die Nahrung aufgenommen, andererseits kann
sie aus Linolsaure (essentiell) gebildet werden. Durch anschliefende Veresterung
mit Phospholipiden der Plasmamembran wird AA gespeichert, sodass die freie

Konzentration im Plasma und Zytosol im Normalfall sehr gering ist.

LOs werden in der Regel nach der Position des Sauerstoffeinbaus in das
Fettsauremolekul benannt. Manche LOs sind jedoch nicht grundsatzlich Substrat-
und positionsspezifisch. Sie werden daher nach ihrem Hauptprodukt bezeichnet.

So ergeben sich als haufigste Varianten die 5-, 12- und 15-LO.

Je nach Herkunft werden die einzelnen Isoenzyme nochmals unterteilt. So wird die
humane 12-LO in einen Thrombozyten- und einen (Leukozyten- oder) Epidermis-
Typ differenziert. In ahnlicher Weise unterteilt man die 15-LO in einen

Retikulozyten- und einen (Leukozyten- oder) Epidermis-Typ.
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Wie im phylogenetischen Stammbaum der Saugetier-LOs (Abb. 9) zu erkennen
ist, konnte man in Saugern bislang 5-, 8-, 12- und 15-LOs identifizieren, die
vorrangig Produkte mit S-Konfiguration liefern. R-Konfigurierte Produkte bilden nur
die beiden 12(R)-LOs vom epidermalen Typ, die in Mensch und Maus gefunden

wurden. Eine 8(S)-LO konnte bislang nur in Mausen nachgewiesen werden.

LOs sind monomere Enzyme mit einem Molekulargewicht von 75-80 kDa (in
Saugern) bzw. 94-104 kDa (in Pflanzen). In der Protein Daten Bank findet man die
Strukturen zweier LO-1 %% 2% ynd einer LO-3 ! der Sojabohne, sowie der 15(S)-
LO %2 aqus Kaninchen-Retikulozyten, da bislang nur von diesen LOs Einzelkristalle

fur die Rontgenstrukturanalyse gewonnen werden konnten.

mouse e rmal 12(S)-LOX
human reticulocyte-type 15(S)-LOX
porcine leukocyte-type 12(S)-LOX
Bovine leukocyte-type 12(S)-LOX
rabbit leukocyte-type 12(S)-LOX 125/15S-LOXs I
rabbit reticulocyte-type 15(S)-LOX
rat leukocyte-type 12(S)-LOX
mouse leukocyte-type 12(S)-LOX

_: [human platetet-type 12(s)-LOX] platelet-type |

mouse platelet-type 12(S)-LOX 1 2 s -Loxs

mammalian_|
LOXs

mouse 5(S)-LOX

rat 5(S)-LOX
rE hamster 5(S)-LOX I 5S-LOXs I
L mersercox]

—| human epidermis-type 12(R)-LOX |

L—— mouse epidermis-type 12(R)-LOX epidermis_type
| human epidermis-type 15(S)-LOX | LOXs
[] =humanLo L mouse epidermis-type 8(S)-LOX

Abb. 9: Familie der Sdugetier-Lipoxygenasen

Die humanen 5-, 12- und 15-LOs bestehen aus einer N-terminalen B-Faltblatt-
Domane (5-LO, aa 1-114) und einer C-terminalen Domane (5-LO, aa 115-673),
mit katalytischem Zentrum. Das zentrale Eisen ist weder Uber ein Hdm noch uber
Eisen-Schwefel-Briicken gebunden, sondern wird vorwiegend Uber Histidinreste
und dem lIsoleucin des Carboxy-Terminus der Proteinkette koordiniert (His372,
His550, le673) 2% 2% Als sogenannte flexible Liganden wurden das His367,
Asn554 und ein Wasser-Molekiil identifiziert 2.
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Die Strukturmodelle der LOs lassen eine ,schuhférmige“ Substrat-Bindungsstelle
erkennen, die je nach LO unterschiedlich grol3 ist. Die stereospezifische
EinfUhrung des Sauerstoffes in das Substrat richtet sich nach Art und Weise der
Anordnung des Substrats in der Bindungsstelle 2°* 2°®. Man geht davon aus, dass
der Sauerstoffzutritt diffusionskontrolliert ohne spezifische O»-Bindung an das

t 207

Enzym erfolg . Eine zweite, mdglicherweise regulatorische (allosterische),

Bindungsstelle fiir Substrate und Produkte wie Fettsdure(hydroperoxide) 298 209 210
gilt als gesichert. Auch fir AKBA konnte eine Ca*'-regulierte allosterische

Bindungsstelle identifiziert werden 2.

Die N-terminale p-Barrel-Doméne der 5-LO bindet Ca®* (2 Mol Ca?*/Mol 5-LO),
das in Abhangigkeit von den Versuchsbedingungen die 5-LO in vitro und in vivo
aktiviert 2" 22 Untersuchungen zeigten, dass die Ca®'-bindende B-Barrel-

213 sowie einen Ca®*-

Domane fiir eine Ca*'-vermittelte Membranassoziation
abhangigen Schutz der 5-LO gegen die Inaktivierung durch GPx-1 verantwortlich
ist 8. Neben Ca?* bindet ATP im Verhaltnis 1:1 an die 5-LO (eine Tatsache, die

214

zur 5-LO Reinigung mittels ATP-Affinitatschromatographie genutzt wird) und

stimuliert deren katalytische Aktivitait ohne dabei hydrolysiert zu werden 2'°.
Interessanterweise weist die 5-LO Primarsequenz keine typischen Nukleotid-
Bindungsstellen auf. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ATP-Analoga an zwei

Tryptophanreste (W75 und W201) gebunden werden 2'°.

2.8.1 LO-Stoffwechsel der Arachidonsaure

Allen humanen LOs ist gemeinsam, dass sie zunachst durch ihre Oxygenase-
aktivitat die stereospezifische Bildung ihrer jeweiligen Hydroperoxyeicosatetraen-
sauren (5-, 12- und 15-HPETE) aus AA katalysieren, die in einer anschlieRenden
Reaktion durch zellulare GPx zu Hydroxyeicosatetraensauren (HETES) reduziert
werden kénnen %', Die 5-LO besitzt eine weitere enzymatische Aktivitat, mit der
sie unter Wasserabspaltung aus der 5-HPETE die Bildung das instabilen Epoxids
Leukotrien A4 (LTA,) katalysiert (Synthaseaktivitat).
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In Neutrophilen und Monozyten katalysiert die LTA4-Hydrolase aus LTA,; durch
Einbau von Wasser die Bildung des LTB4. In eosinophilen und basophilen
Granulozyten sowie in Mastzellen wird LTA4 durch Konjugation mit Glutathion zum
Cys-LTC4 und in weiterer Folge, durch Abspaltung von Glutamat und Glycin, zu
LTD4 und LTE, metabolisiert 2"

Neben diesen enzymatischen Reaktionen koénnen aus LTA; auf nicht-
enzymatischem Wege, ebenfalls durch Wassereinbau, die beiden 6-trans Isomere

des LTB,4 (Epimere beziiglich des C-12 Atoms) entstehen 2'®

L
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Abb. 10: LO-Stoffwechsel der Arachidonséure
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2.8.1.1 H(P)ETEs

Die physiologischen und pathophysiologischen Bedeutungen der einzelnen
H(P)ETEs sind noch nicht vollstandig geklart, dennoch weisen Vviele
Untersuchungen darauf hin, dass sie eine wichtige Rolle bei Entzindungen,

Artherosklerose und der Proliferation von Zellen spielen 2'°.

Es konnte gezeigt werden, dass 12(S)-HETE und 12(S)-HPETE chemotaktisch auf
humane Leukozyten, Fibroblasten und Keratinozyten wirken #*> %' Fir die 12(S)-
HPETE konnte eine Hemmung der AA- oder Thrombin-induzierten Plattchen-
aggregation 2%, fir die 12(S)-HETE eine Stimulation der Thrombin-induzierten
Aggregation gezeigt werden ?*. Pathophysiologisch erhohte 12(R)-HETE-Spiegel
finden sich in der Haut von Psoriasispatienten 2>, erhdhte 12(S)-HETE-Spiegel in

225 Ferner wurde Uber modulatorische

Patienten mit essentieller Hypertonie
Effekte der 12(S)-HETE in der Karzinogenese und der Metastatisierung von
Pankreas-Krebszellen berichtet ?*°. Die 12-H(P)ETE induziert die Expression
verschiedener Zelladhasionsmolekiile ?*, modifiziert das Zytoskelett %22 und spielt
eine Rolle bei der Hemmung der Apoptose %%°.

Fir die 5(S)-HETE konnte eine Beteiligung an der Proliferation von Prostata-

230 sowie die Induktion anti-apoptotischer Signale in malignen

Krebszellen
Mesothelialzellen 2" gezeigt werden. Die oxidierte Form der 5(S)-HETE, die 5-
Oxo-ETE, wirkt stimulierend auf Chemotaxis, Aktinpolymerisation und Ca®'-
Mobilisierung in Eosinophilen und Neutrophilen und stimuliert die Expression der
Adhéasionsmolekiile CD11b/CD18 auf der Zelloberflache von PMNL 2°% 2%,

Fiur die 15-HETE konnte gezeigt werden, dass sie direkt die Aktivitat der 5-LO zu

hemmen vermag 2%

. Daruber hinaus wird eine Beteiligung an der arteriellen
Vasokonstriktion und Vasorelaxation %*°, der Psoriasis %*® sowie der Entstehung
einer Lungenentziindung %’ diskutiert.

12(S)-H(P)ETE, 15(S)-H(P)ETE und LTB4 werden als Agonisten eines endogenen

Vanilloid (Capsaicin)-Rezeptors in Schmerzneuronen diskutiert 238
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2.8.1.2 Lipoxine (LX)

Lipoxine (lipoxygenase interacting products) entstehen durch den gemeinsamen
Angriff der 5- bzw. 15-LO aus AA. So wird das Lipoxin A4 (LXA4) entweder aus
dem LTA,4 durch Metabolisierung mittels 15-LO oder aus der 15S-H(P)ETE mittels
5-LO gebildet %% ?*° |m Gegensatz zu allen anderen Eicosanoiden verfiigen die
LXs Uber antiinflammatorische Eigenschaften, die sie iber GPCRs vermitteln 2*'.
Daruber hinaus sind sie in der Lage, die LTD4-Effekte an Cys-LT-Rezeptoren zu

242 |nteressanterweise kann ein Stereoisomer des LXA; durch

antagonisieren
einen gemeinsamen Angriff einer Aspirin-acetylierten COX-2 und der 5-LO
entstehen. Die Aspirin-Acetylierung bewirkt eine Anderung der katalytischen
Aktivitat der COX und es kommt zur Bildung von 15R-HETE, das der 5-LO als
Substrat dient. Das entstandene 15-epi-LXA4 ist in seiner antiinflammatorischen
Wirkung potenter als LXA4. Diese Tatsache lasst auf eine weitere entziindungs-

hemmende Wirkung von Aspirin schlieRen 4.

2.8.1.3 Leukotrien B4 (LTB4) und Cysteinyl-Leukotriene (Cys-LTs)

Leukotrien B4 217 244

stellt ein potentes Chemotaktikum und Chemokinetikum fur
Phagozyten dar, das bevorzugt in Makrophagen und Neutrophilen gebildet wird.
Daruber hinaus ist LTB4 ein bedeutender Aktivator der Leukozytenfunktion. Es
stimuliert die Akkumulation und Aggregation von PMNL und erhoht deren
Adhasion an das Gefalkendothel. Des weiteren induziert es die lysosomale
Enzymfreisetzung sowie die ROS-Produktion in PMNL. LTB4 gilt daher als

pathophysiologischer Mediator fur chronisch-entzindliche Erkrankungen.

Die ,Slow Reacting Substance of Anaphylasis“ (SRS-A) wurde als komplexes
Gemisch aus Cys-LT Cs4, D4 und E4 identifiziert >*°. Neben ihrer konstriktorischen
Wirkung auf die Bronchialmuskulatur, die glatte Muskulatur des Darms, der
Arteriolen und Koronargefalle, erhohen sie die Gefallpermeabilitat und verstarken
die bronchiale Schleimproduktion. Somit sind Cys-LTs vor allem an der
Pathogenese des Asthma bronchiale beteiligt 2*°. Die biologischen Wirkungen von
LTBs und Cys-LTs werden Uber spezifische Rezeptoren, die zur Gruppe der
GPCRs gehoren, weitergeleitet. Fur das LTB4 sind bislang zwei Rezeptoren
bekannt; BLT4 wird hauptsachlich in Leukozyten exprimiert, BLT, ist ubiquitar

vorhanden.
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Je nach Zelltyp koppeln die Rezeptoren an Goi- oder Gog- Proteine 2. LTB,
wurde als Ligand des PPARa (Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor o)
identifiziert, einem Transkriptionsfaktor, der als antiinflammatorischer Regulator an

Entziindungsreaktionen beteiligt ist 242 24°,

Als Cys-LT-Rezeptoren konnten bislang zwei verschiedenartige Rezeptortypen
identifiziert und kloniert werden. CysLTq wird verstarkt in Leukozyten, in der
Bronchialmuskulatur und den vaskularen Endothelzellen exprimiert, wohingegen

CysLT, vorrangig in der Lunge, der Nebenniere und der Milz vorkommt 247

2.8.2 5S-Lipoxygenase

5-LO wird im wesentlichen in Zellen myeloider Herkunft exprimiert. Man findet sie
in Granulozyten, Mastzellen, Monozyten/Makrophagen und B-Lymphozyten,
wahrend T-Lymphozyten, Erythrozyten und Thrombozyten kein 5-LO Enzym
aufweisen. Verschiedene Zytokine (TGFB, GM-CSF) fuhren zur Hochregulierung
der zellularen 5-LO Expression und der 5-LO Aktivitat in MM6 und HL60 Zellen
(siehe 2.6). In unstimulierten Zellen befindet sich die 5-LO je nach Zelltyp im
Zytosol (PMNL, Monozyten, differenzierte HL60/MM6 Zellen) oder in l6slichen
Kernkompartimenten (Alveolarmakrophagen, basophile Leukdmiezellen der Ratte,
Langerhanszellen der Haut) 2'°. Nach Zellstimulation transloziert die 5-LO zur

Kernmembran und kolokalisiert mit cPLA,; und FLAP (5-LO activating protein).

2.8.2.1 Stimulierende Faktoren der 5-LO

Ca** bindet im Verhaltnis 2:1 an die N-terminale p-Barrel-Domane und erhéht die
Lipophilie der 5-LO #'?. Dies begiinstigt die Bindung an Phospholipide (z.B.

20 und stimuliert die Translokation und Assoziation

Phosphatidylcholin-Vesikel)
mit der Kernmembran #*" 22, Die maximale Aktivitat des gereinigten Enzyms liegt
bei 4-10 yM Calcium 22, wahrend in intakten Zellen schon 200-400 nM Ca?* zur
vollen Aktivierung ausreichen 253 Ahnliche stimulierende Effekte wurden mit

hohen Konzentrationen an Mg®* (~4 mM) beobachtet 2>,
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ATP erhéht in Abhangigkeit von Ca?* die katalytische Aktivitdt des Enzyms um
etwa 2- bis 6-fach mit Ka-Werten von 30-100 uM. Andere Nukleotide wie ADP,
AMP, cAMP, CTP und UTP binden ebenfalls an die 5-LO, zeigen aber wesentlich
schwéchere Effekte 2% 2% 2% ATP wird wahrend der Stimulation der 5-LO nicht
hydrolysiert, somit kann eine Autophosphorylierung oder ein Mechanismus unter

Energieverbrauch ausgeschlossen werden %’

Gereinigte 5-LO wird durch Membranfraktionen stabilisiert und die Aktivitat
erhoht. Es konnte gezeigt werden, dass ein membranassoziierter, hitzestabiler
Faktor durch Phosphatidylcholin-Liposomen ersetzt werden konnte, wohingegen
Phosphatidylserine, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol oder DAG als

stimulatorische Faktoren ausgeschlossen werden konnten 2°% 2°8,

Eine weitere Voraussetzung fir die Aktivierung der 5-LO ist der zellulare
Redoxstatus, da eine Oxidation des Fe?* zum Fe®" im aktiven Zentrum erfolgen
muss. Stimulierend auf die zellulare LT-Synthese wirken daher ROS und LOOH.
In Zellhomogenaten konnte fur 5-HPETE, 12-HPETE und 13-HPODE eine
Enzymaktivierung festgestellt werden, wohingegen anorganische Hydroperoxide
wie H,O, kaum zur Aktivierung der 5-LO filhrten ?*°. Selenabhangige GPx, die fiir
niedrige zellulare Peroxidlevel sorgen, uben einen hemmenden Effekt auf die 5-LO
Aktivitat aus 2% 2°'. Obwohl LOOH zur Bildung des aktiven Enzyms benétigt
werden, konnen diese vor allem bei anhaltender Exposition und hohen

Konzentrationen zu einer schnellen Inaktivierung der 5-LO fiihren 2% 263,

2.8.2.2 FLAP, Phospholipase A;, LTAs;-Hydrolase und LTC4-Synthase

Das 5-LO aktivierende Protein (FLAP) ist ein fettsaurebindendes 18 kDa
Membranprotein. Durch Studien mit FLAP-Inhibitoren (MK886, Bay-X1005) und
FLAP” Mausen konnte gezeigt werden, dass FLAP fur die zellulare LT-Synthese
essentiell ist, wohingegen in zellfreien Systemen FLAP flr die katalytische Aktivitat
der 5-LO nicht benétigt wird 2°*. Man geht davon aus, dass FLAP den
Substrattransfer zur 5-LO optimiert, ohne direkt mit der 5-LO zu assoziieren 265,
FLAP wird in vielen myeloiden Zellen (Monozyten/Makrophagen, B-Lymphozyten,
PMNL) zusammen mit 5-LO exprimiert. Daneben findet man es auch in 5-LO

negativen Zellen (u.a. undifferenzierte HL60 Zellen, T-Zellen) 2°°.
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Die Familie der Phospholipase A, umfasst die Gruppen der sekretorischen PLA;
(sPLA;), der zytosolischen PLA; (cPLA;), der Ca?*-unabhangigen PLA, (iPLA)
und der PAF-Acetylhydrolasen (PAF-AH), die Phospholipide in der sn-2 Position
zu freien Fettsauren (z.B. AA) und Lysophospholipiden spalten ?°’. Bislang sind 19
Mitglieder dieser Familie in Sdugetieren identifiziert worden. Die Gruppe der sPLA;
umfasst 10 Isoenzyme mit einem Molekulargewicht von etwa 14 kDa. lhre
Aktivierung ist Ca®*-abhangig und im Gegensatz zur cPLA, unterscheiden sPLA;
nicht zwischen den unterschiedlichen sn-2 Fettsauren. Sie sind u.a. bei
verschiedenen entzundlichen Erkrankungen und Infektionen, nach operativen
Eingriffen und schweren Traumen, sowie bei Atherosklerose involviert. Die Gruppe
der cPLA; umfasst drei Isoenzyme mit Molekulargewichten zwischen 60 und 114
kDa. cPLA, ist im Saugerorganismus weit verbreitet und wird in den meisten
Zelltypen konstitutiv exprimiert. Unter den verschiedenen Isoformen der PLA;
spielt die 85 kDa cPLA; eine zentrale Rolle bei der Freisetzung der AA zur
Synthese von Eicosanoiden. Die intrazellulare Aktivierung der cPLA; wird durch
Ca?* und/oder Phosphorylierung u.a. an Ser505 durch ERK und p38 MAPK sowie
an Ser727 durch MNK-1 reguliert 268,269 Dje im N-Terminus der cPLA, befindliche
Bindungsdomane fur Ca”* und Phospholipide spielt eine zentrale Rolle bei der
Ca?*-abhangigen Translokation und Interaktion der cPLA, mit Membranen und

Phospholipidvesikeln 2% 27

. Die Phosphorylierung der cPLA, scheint fur die
Aktivitat essentiell zu sein, wenn der Stimulus nur zu einem moderaten und
voriibergehenden Ca?*-Einstrom fiihrt. Auch Agonisten wie Okadainsdure oder
PMA, die zu keinem Anstieg der Ca®*-Konzentration, aber zu einer starken MAPK
Aktivierung filhren, sind in der Lage, die AA-Freisetzung zu stimulieren 2. Bei
Stimuli wie Ca?*-lonophor, die zu einem starken und anhaltenden Ca**-Einstrom
filhren, ist eine Phosphorylierung nicht zwingend erforderlich #’2. Obwohl Ca?* und
MAPKs die cPLA,-Aktivitat regulieren, ist der Zusammenhang zwischen
Translokation, Phosphorylierung und AA-Freisetzung nicht vollstandig geklart. So
wurde einerseits festgestellt, dass SB203580 (p38 MAPK Inhibitor) die Thrombin-
induzierte Phosphorylierung der cPLA, in Thrombozyten verhindert, die AA-
Freisetzung jedoch nicht beeinflusst ?”>. Andererseits ist U0126 (MEK-Inhibitor) in
der Lage, die AA-Freisetzung in MDCK Zellen signifikant zu reduzieren, ohne

dabei Einfluss auf Phosphorylierung oder Translokation der cPLA, zu haben ™.
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Neben Ca?* und Phosphorylierung scheinen daher alternative Mechanismen in die

cPLA,-Aktivierung involviert zu sein.

LTA,-Hydrolase ist ein zinkhaltiges 69 kDa Protein, das die stereospezifische
Hydrolyse des Epoxids LTA; zum LTB4 katalysiert. DarUber hinaus besitzt sie
Aminopeptidase-Aktivitat, die durch Chlorid-lonen oder Albumin stimuliert werden
kann 2 2"®_ Die LTA4-Hydrolase ist in Sdugern weitverbreitet und wurde in nahezu

allen Geweben und Blutzellen gefunden.

LTA4 kann weiterhin durch Konjugation mit Glutathion zum Cys-LTC,4 metabolisiert
werden. Katalysiert wird diese Reaktion durch die LTC,4-Synthase (Glutathion-S-
Transferase), einem 18 kDa groRen homodimeren Membranprotein, welches

hauptsachlich in Thrombozyten, Eosinophilen und Mastzellen exprimiert wird 2"

2.8.2.3 Regulation der zellularen 5-LO Aktivitat

Aktivierung durch Calcium

Stimuliert man Leukozyten mit Stimuli wie Ca?*-lonophor oder Thapsigargin, so
kommt es aufgrund eines raschen und hohen Anstiegs der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration zur Synthese betrachtlicher Mengen an 5-LO Produkten. Die 5-LO
wird dabei innerhalb von 1-2 Min. ,Suicide-inaktiviert* *'® 2% 2% Dje Stimulation
mit natlrlichen Liganden wie fMLP, PAF, IL-8, C5a oder Zymosan, die zu einer

moderaten Ca?*-Erhéhung fiihren, resultiert in einer geringeren LT-Synthese %8,

Durch Vorbehandlung der Leukozyten mit sogenannten ,Priming-Agentien®
(Phorbolestern, Zytokinen, Wachstumsfaktoren), die alleine nicht in der Lage sind
die 5-LO Aktivitat oder Translokation zu induzieren, kann die LT-Synthese durch

266 Unter diesen

Stimulation mit naturlichen Liganden stark erhoht werden
Bedingungen wird die cPLA-Aktivitat und damit die AA-Freisetzung stark erhoht,
was nahe legt, dass das erhohte Substratangebot fir die gesteigerte 5-LO
Produktbildung verantwortlich ist. ,Priming“-Versuche mit PMA und LPS in PMNL
und MM6 Zellen lieferten aber auch Hinweise darauf, dass die Assoziation und

Translokation der 5-LO zur Kernmembran hochreguliert wird 8 2°,
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Aktivierung durch Phosphorylierung

Obwohl eine Erhéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentration einen gesicherten
Mechanismus fur die Translokation und Aktivierung der 5-LO darstellt, wurden
schon langer alternative zellulare Aktivierungsmechanismen vermutet. Da neben
Ca?* auch die Phosphorylierung einen wichtigen biochemischen Mechanismus zur
Regulation einer Vielzahl intrazellularer Enzyme und Transkriptionsfaktoren
darstellt und die Primarsequenz der 5-Lipoxygenase uber eine Anzahl von
Phosphorylierungsmotiven fiir Proteinkinasen (p42/44™APX PKA, PKC, CaMKIl
(Ca**/Calmodulin-abhangige Kinase), MAPKAPK-2/3 etc.) % verfiigt, vermutete
man auch fur die 5-LO eine Enzymphosphorylierung. In der Tat konnten kirzlich
sowohl Phosphorylierungen am Ser271 durch die p38 MAPK-abhangige MAPK-
aktivierte Proteinkinase2 (MK2), als auch am Ser663 durch die p42/44™APK als
Mechanismen der 5-LO Aktivierung identifiziert werden. Das Ausmal} der
Phosphorylierung wird durch Zugabe von AA oder anderen ungesattigten

Fettsduren (UFS) stark gesteigert " 2%,

Die Phosphorylierungsvorgange erweil3en sich flr eine 5-LO Aktivierung als
weniger wichtig, wenn die Ca**-Spiegel auf Werte > 200 nM ansteigen "® 2" 282,
Kinetikanalysen zeigten deutliche Unterschiede zwischen Phosphorylierungs-
induzierter (AA, Zellstress) und Ca?*-induzierter (lonophor) 5-LO Aktivierung auf.
So scheint die 5-LO Aktivierung durch Phosphorylierung bei maRiger Ca?*-
Mobilisierung eher einem physiologischen Mechanismus zu entsprechen, der zu

einer verzogerten, langanhaltenden und moderaten LT-Synthese fuhrt 283, 284,
Folgende Kaskade der 5-LO Aktivierung in PMNL wird angenommen:

Werden Zellen durch extrazellulare Faktoren (lonophor, AA, chemotaktische
Faktoren, Zellstress etc.) stimuliert, so fuhrt dies zum Anstieg der intrazellularen
Ca?*-Konzentration und/oder zur Aktivierung der 5-LO Kinasen p42/44MAPK ynd
MK2. Dadurch wird zunachst die cPLA; aktiviert und AA freigesetzt. In
Anwesenheit freier AA phosphorylieren p42/44Y*PK und MK2 die 5-LO effizient,
wodurch das Enzym aktiviert wird. Alternativ bzw. synergistisch kann die 5-LO
durch Bindung von Ca** direkt aktiviert werden. Unabhangig von der Art der
Stimulation transloziert nun die 5-LO zur Kernmembran, wo AA als Substrat durch

FLAP bereitgestellt wird und die LTA4-Synthese beginnen kann.
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Leukotriene

Stimulus

Abb. 11: Zelluldre 5-LO Aktivierung in PMNL

Der Aktivierungsmechanismus der 5-LO in PMNL ist jedoch nicht ohne weiteres
auf alle Zelltypen Ubertragbar. So erwies sich die 5-LO Phosphorylierung in

4MAPK und MK2 ohne gleichzeitige

differenzierten Mono Mac 6 Zellen durch p42/4
Mobilisierung von Ca?* und Translokation zur Kernmembran als nicht ausreichend

fir die 5-LO Produktbildung " 2%,

Neben Ca?*-Mobilisierung und 5-LO Phosphorylierung sind zusatzliche, bislang
noch unbekannte Mechanismen zur 5-LO Aktivierung nicht auszuschliel3en.
Werden intakte PMNL mit OAG (membrangangiges DAG-Derivat) stimuliert, so
resultiert zwar eine betrachtliche 5-LO Produktbildung, die jedoch unabhéangig von
Ca*, MAPK und PKC ist. Dariiber hinaus ist OAG weder in der Lage die
endogene AA-Freisetzung, noch die Translokation der 5-LO zu induzieren. Somit
scheinen der OAG-induzierten 5-LO Aktivierung vollig neuartige Mechanismen zu

Grunde zu liegen %*°.
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2.8.2.4 Pharmakologie der Anti-LT Therapie

Die Anti-LT Therapie basiert auf zwei grundlegenden Strategien:

(h Hemmung der LT-Synthese
(Iy  Suppression der LT-Wirkung durch LT-Rezeptorantagonisten

Die Blockierung der LT-Synthese kann prinzipiell durch folgende Ansatze erfolgen:

(h Hemmung der cPLA,
(1 Hemmung von FLAP
(ll1)y  direkte Inhibition der 5-LO

Cys-LT-Rezeptorantagonisten binden mit hoher Affinitdt an Cys-LTR und
verhindern damit die Effekte von LTC4, D4 und E4. Montelukast (Singulair®) ist der
erste Vertreter dieser Wirkstoffklasse, der 1998 in Deutschland auf den Markt
gekommen ist. Damit wurde ein neues Wirkprinzip zur Anfallsprophylaxe bei
Asthma bronchiale eingefuhrt. Zwei weitere Substanzen dieser Klasse sind in
anderen Landern bereits auf dem Markt (Zafirlukast [USA: Accolate®] und
Pranlukast [Japan: Ultair®]) oder befinden sich noch in der Entwicklung (z. B.

Pobilukast, Verlukast, Tomelukast, Iralukast) 2°.

Die cPLA; stellt theoretisch ein attraktives Target fur die Entwicklung anti-
inflammatorischer Substanzen dar, da man sich eine Hemmung der gesamten AA-
Kaskade und somit eine erhohte therapeutische Wirkung verspricht. Doch bislang
hat es auRer den Glucocorticoiden keine Substanz mit diesem Wirkprinzip zur

Zulassung geschafft.

FLAP-Inhibitoren (MK886, MK0591, Bay-X1005) hemmen die LT-Synthese, indem
sie AA und andere UFS aus ihrer Bindungsstelle an FLAP verdrangen und somit
den Substrat-Transfer zur 5-LO blockieren. Im Gegensatz zu Untersuchungen an
isolierten Zellen, erwiesen sich FLAP-Inhibitoren im Vollblut-Assay als 50-200fach

weniger wirksam und konnten in klinischen Studien bislang nicht Uberzeugen.
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Die Hemmstoffe der 5-LO lassen sich folgende Gruppen unterteilen:

(h Redoxaktive 5-LO Inhibitoren

(1) Eisenligandinhibitoren

() Nicht-redoxaktive (kompetitive) 5-LO Inhibitoren
(IV)  Duale 5-LO/COX-Inhibitoren

Zur Gruppe der Redoxinhibitoren zahlen die meisten der beschriebenen 5-LO
Hemmstoffe, darunter eine Reihe von Naturstoffen wie Nordihydroguaiarsaure,
Kaffeesaure und verschiedene Flavonoide. Sie hemmen die 5-LO durch Reduktion
des Eisens u./o. der Lipidperoxide. Die Substanzen verfigen in vitro Uber eine
effektive Hemmwirkung, allerdings sind sie kaum selektiv. So kommt es durch
Reduktion anderer eisenhaltiger Proteine, wie z.B. Hamoglobin oder COX, zu teils
schwerwiegenden Nebenwirkungen. Eisenligandinhibitoren sind Substanzen mit
Hydroxyharnstoff- oder Hydroxamsaurestrukturen (z.B. BWA4C). Prominentester
Vertreter ist Zileuton (Zyflo®), der als erster und einziger 5-LO Inhibitor dieser
Stoffklasse bis zur Marktreife kam und seit Ende der 90er Jahre in den USA zur
Therapie des Asthma bronchiale zugelassen ist. Zileuton muss aufgrund seiner
kurzen Halbwertszeit mehrmals taglich und in hohen Dosen verabreicht werden®®’.
Strukturell verwandte Verbindungen mit héherer Wirksamkeit und Wirkdauer
(ABT-761, LDP-977) befinden sich derzeit in klinischer Prufung.

Die Suche nach wirksameren und spezifischeren 5-LO Inhibitoren fuhrte zur
Entwicklung der nicht-redoxaktiven, kompetitiven Inhibitoren, die AA aus der
Bindungsstelle im aktiven Zentrum verdrangen. Nach Testung in verschiedenen in
vitro und ex vivo Modellen stellten sich vor allem ZD2138 und ZM230487 als
vielversprechende LT-Synthesehemmstoffe heraus ?*®. Diese Substanzen sind
zwar nahezu frei von Nebenwirkungen, zeigten aber geringe Wirksamkeit in
klinischen Studien ?’8. Weiterfilhrenden Untersuchungen zur Folge kénnen nicht-
redoxaktive Verbindungen vom Typ des ZM230487 nur bei niedrigen LOOH-Level
die 5-LO bezuglich der AA kompetitiv hemmen, wahrend sie bei hohen LOOH-
Level eine nicht-kompetitive Kinetik aufweisen 289 Dariiber hinaus wurde kiirzlich
gezeigt, dass die Hemmung der 5-LO Produktbildung in PMNL durch nicht-

redoxaktive Inhibitoren von der Art der Aktivierung der 5-LO abhangig sein kann.
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Erfolgt z.B. eine Zellstress-induzierte 5-LO Produktbildung (Aktivierung der 5-LO
durch Phosphorylierung), so wird eine 10- bis 100-fach hohere Konzentration an
ZM230487 fir eine vergleichbare Hemmung einer durch Ca**-lonophor-
induzierten 5-LO Produktbildung benétigt **. Diese Befunde kdnnten erklaren,
warum ZM230487 bei gesunden Probanten eine potente LT-Synthesehemmung
zeigt, bei Patienten mit entzindlichen Erkrankungen (entzindungsbedingte ROS-

Bildung, Zellstress-induzierte Aktivierung) jedoch unwirksam ist.

Ein weiterer Ansatzpunkt der antiinflammatorischen Therapie beruht auf der
Entwicklung dualer COX/5-LO Inhibitoren, mit dem Ziel magenvertraglichere
NSAR (nichtsteroidale Antirheumatika) zu erhalten. Durch Hemmung der COX
wird AA vermehrt Uber den 5-LO Weg metabolisiert. Erhdhte LT-Level kénnen flr

die magenschadigenden Nebenwirkungen der NSAR verantwortlich sein.

Ein aussichtsreicher Kandidat der dualen Inhibitoren ist Licofelone® (ML-3000),
dessen Phase IlI-Studien abgeschlossen sind und dessen Zulassung zur
Behandlung von Arthrose beantragt ist. Studienergebnisse zeigen, dass die
Wirksamkeit von Licofelone® (Firma: Merckle) der des Naproxens bei gleichzeitig

guter allgemeiner und gastrointestinaler Vertraglichkeit entspricht 291

Auch diverse Pflanzenextrakte und ihre Inhaltsstoffe wurden auf Beeinflussung
des AA-Metabolismus hin untersucht. Erst kurzlich konnte Hyperforin, ein
Inhaltsstoff des pflanzlichen Antidepressivums Johanniskraut, als dualer Inhibitor
von COX1 und 5-LO identifiziert werden *°. Ferner konnte gezeigt werden, dass
Schollkraut-Extrakte und daraus isoliertes Sanguinarin sowohl die 5-LO als auch
die 12-LO inhibieren ?*2. Cannabidiol (CBD), als wichtigster nicht psychotroper
Inhaltsstoff der Hanfpflanze, zeigt antiinflammatorische und analgetische Effekte
bei M&usen, in vitro wirkt CBD als COX/LO-Inhibitor ***. Zu den Phytopharmaka,
die zur Behandlung von entzundlichen und rheumatischen Erkrankungen
eingesetzt werden, zahlen in Deutschland allerdings hauptsachlich die Extrakte

aus Teufelskrallenwurzel, Weidenrinde, Goldrutenkraut und Weihrauchharze.
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2.8.3 12S-Lipoxygenase “** 2

Die 12S-LO kommt, entsprechend ihrer Gewebeverteilung, in drei Isoformen vor:

(h Leukozyten-12S-LO (/-12S-LO)
(1) Thrombozyten-12S-LO (t-12S-LO)
(n  Epithel-12S-LO (e-12S-LO)

Wie im phylogenetischen Stammbaum der Saugetier-LOs (Abb. 9) zu erkennen,
besitzt die I-12S-LO eine gréRere Ubereinstimmung mit der Retikulozyten-15-LO
von Mensch und Kaninchen als mit anderen 12-LO-Isoformen. Man bezeichnet
diese LOs daher haufig als 12/15-LOs. Die -12S-LO findet man in erster Linie im
Zytosol von Thrombozyten und Epidermiszellen, die nach Stimulation mit
Thrombin durch Translokation vom Zytosol zur Membran aktiviert wird. Eine
Abhéngigkeit von Ca®*, ATP, FLAP und Phosphorylierung der 12-LO Aktivierung
ist nicht bekannt. Im Gegensatz zur I-12S-LO, die sowohl freie als auch veresterte
Fettsauren (FS) oxidieren kann, verflgt die t-12S-LO Uber eine hohe Spezifitat
bezuglich freier AA. Die e-12S-LO bevorzugt die Methylester der C18- und C20-
FS. Dient AA als Substrat, so bildet die t-12S-LO hauptsachlich 12S-HPETE,
wohingegen die -12S-LO daneben auch eine erhebliche Menge an 15S-HPETE
hervorbringt. Neben den im Abschnitt 2.8.1.1 beschriebenen Effekte der 12-LO
Metabolite wurde eine Beteiligung der 12-LO an der oxidativen Modifikation von
LDL %%, der Regulation der Insulinsekretion im Pankreas %*”, dem Wachstum von

Prostata-Tumoren 28, Psoriasis 2°*° und dem malignem Melanom 3% festgestellt .

2.8.4 15S-Lipoxygenase >’

Die 15-LO des Menschen unterteilt man in einen Retikulozyten- und einen
epidermalen Typ. Wie die 5- und 12-LO ist die 15-LO im Zytosol lokalisiert und
bendtigt zur maximalen Aktivitit eine Ca®"-abhidngige Translokation zur
Kernmembran, sowie geringe Mengen Hydroperoxide *°?. Als Substrat dienen ihr
mehrfach ungesattigten Fettsauren, die sowohl frei als auch in biologischen
Strukturen (Biomembranen, Lipoproteinen etc.) gebunden vorliegen konnen.
Neben den im Abschnitt 2.8.1.1 beschriebenen Effekten der 15-LO Metabolite, gilt

eine Beteiligung der 15-LO an Atherosklerose 3%

3

und immunologischen
Reaktionen *** als gesichert. Durch eine Interaktion mit dem 5-LO Stoffwechsel

sind antiinflammatorische Eigenschaften der 15-LO nicht auszuschlieRen 2.
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3 Materialien und Gerate

3.1 Materialien

[y->*P]ATP (110 TBg/mmol)
[PHIAA
A-B-BA, B-BA, AKBA, KBA

aktivierte p42"A"X |soform

(Ratten, rekombinat)

AP-konjugierte Immunglobuline (IgG)
Arachidonsaure

BAPTA/AM

BCIP

Ca”* lonophore A23187

Calcitriol

DCF-DA

DPI

ethanolischer Boswellia serrata Extrakt

(enthalt nach Firmenangaben ~ 40 % BAs)

FCS

fMLP
Fura-2/AM
GF109203x
NBT
Nycoprep
PBS

Penicillin/Streptomycin Losung

Amersham, Buckinghamshire, UK
Biotrend, Koln

ChromaDex, Laguna Hills, CA

Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Calbiochem, Bad Soden

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Dr. H. Wiesinger (Schering AG)
Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Sigma, Deisenhofen

Engelhard Arzneimittel, Niederdorfelden

Boehringer Mannheim, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Calbiochem, Bad Soden
Biotrend, Koln

Biomol, Hamburg

PAA Laboratories

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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phosphorspezifische AK gegen
p38 MAPK (Thr180/Tyr182), bzw.

ERK %2 (Thr202/Tyr204) New England Biolabs, Frankfurt

PMA

Prostaglandin B4
PTX

RO-31-8425

RPMI 1640 Medium
RPMI-1640 Medium
SB203580

See Blue® Standard
TEMED

TGF-p1

Triton X

Trizima Base

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Alexis, Grinberg

Gibco™, Invitrogen, Karlsruhe
Gibco-BRL, Grand Island, NY
Calbiochem, Bad Soden
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Isoliert aus Thrombozyten 3%°
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Uo126 Calbiochem, Bad Soden
Ursolsaure Extrasynthése, Genay, Frankreich
Wortmannin Biotrend, Koln

Alle nicht aufgefuhrten Chemikalien wurden in entsprechender Reinheit von
Sigma-Deisenhofen, Merck-Darmstadt, Alexis-Grunberg oder Serva-Heidelberg

bezogen.
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3.2 Gerate

beta-Counter
Brutschrank

HPLC-Anlage

Mini Protean system
Phosphor-Imgager
Sonifier
Spektrofluorimeter

Zentrifuge

Micro Beta Trilux, Perkin Elmer, CA
WTC-Binder, Reiskirchen

Pumpe: Waters 510, Millipore in Kombination mit Waters

Automated Gradient Controller
Injektor: Waters 717plus Autosampler
Detektoren: Waters 486 Tunable Absorbance, Millipore

Steuerung/Auswertung: Millenium® Version 3.05.01,

Waters Corporation 1998

Bio-Rad, Hercules, CA

Fuji Phosphorimager FLA-3000, Raytest, Straubenhardt
Sonoplus HD200, Bandelin electronic, Berlin
Aminco-Bowman series 2, Thermo Spectronic, NY
Varifuge 3.0 RS (Heraeus Sepatech), Hanau

Rotortyp: 8080; Radius: 21,1 cm
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4 Methoden

4.1 Zellen und Zellkultur

HL60 und Mono Mac 6 Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 6% CO, und
gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert und im Abstand von 3-4 Tagen mit einer
Zelldichte von 1 bis 2 x 10°’mL in neues Kulturmedium umgesetzt. Fir die
Differenzierung wurde eine Zelldichte von (3 x 10°mL) angesetzt. Da die
verwendeten Zelllinien als sogenannte Suspensionskulturen wachsen, konnten die
Zellen durch einfache Zentrifugation (340g; 10 Min.; RT) vom Medium abgetrennt
werden. Fur die weiteren Untersuchungen wurden die Zellen in PG Puffer

aufgenommen und die Zellzahl und Zellvitalitat wie beschrieben bestimmt.

4.1.1 HL60 Zellen und Mono Mac 6 Zellen

HLG60 Zellen wurden von ATCC bezogen. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640
Medium (Gibco) verwendet, das mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, 100 pg/mL
Streptomycin und 100 U/mL Penicillin supplementiert wurde 3°°. Das verwendete
FCS wurde zur Inaktivierung fur 45 Min. bei 58°C erhitzt.

MM 6 Zellen wurden von Dr. Ziegler-Heitbrock, Munchen, zur Verfugung gestellt.
Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640 Medium, das mit 10% hitzeinaktiviertem
FCS, 100 pg/mL Streptomycin und 100 U/mL Penicillin, 1 mM Pyruvat, 1 mM

Oxalacetat, 1x nichtessentielle Aminosauren und 10 pg/mL Insulin erganzt wurde.

4.1.2 Differenzierung der HL60 und MM6 Zellen

HLG60 Zellen wurden fur 4 Tage in Gegenwart von 1 ng/mL TGF-B, 500 pM VD3
(Calcitriol) und 1,5 Vol.% DMSO differenziert. Die Differenzierung der MM6 Zellen
erfolgte Uiber 4 Tage in Gegenwart von 1 ng/mL TGF-p und 50 nM VD3 "%,

4.1.3 lIsolierung menschlicher Granulozyten **” und Thrombozyten 3%

Menschliche Granulozyten und Thrombozyten wurden aus Leukozytenkonzentrat
(Buffy-coats) gesunder weiblicher und mannlicher Patienten isoliert (St. Markus
Hospitals, Frankfurt). Etwa 5 - 6 frische Buffy-coats (je ~50 mL) wurden vereinigt
und mit PBS auf ca. 500 mL verdinnt. Zur Entfernung der Erythrozyten erfolgte
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eine 30-minutige Sedimentation mit einer 5%-igen Dextran-Losung in PBS bei RT.
Nach Sedimentation der Erythrozyten wurde die Uberstehende Zellsuspension
(~40 mL) auf 10 mL Nycoprep geschichtet und zentrifugiert (1250 g; ohne Bremse;
10 Min.; RT). Ein Teil des Uberstandes wurde fiir die Isolierung der Thrombozyten
verwendet, der Rest wurde vollstandig abgesaugt. Die Pellets (Granulozyten,
Erythrozyten) wurden mit wenig eiskaltem PBS resuspendiert, vereinigt, auf 50 mL
mit PBS aufgeflllt und anschlielend zentrifugiert (680 g; 10 Min.; RT). Zur
Beseitigung verbleibender Erythrozyten wurde der Uberstand entfernt und das
Pellet mit 10 mL eiskaltem destilliertem Wasser versetzt. Nach 45 Sek. wurde der
Lysevorgang durch Zugabe von 40 mL eiskalten PBS abgestoppt und die
Granulozyten durch eine weitere Zentrifugation (680 g; 10 Min.; RT) abgetrennt.
Abschlielend wurde zwei Mal mit PBS gewaschen und das Pellet (Granulozyten)
in 5-10 mL PG Puffer aufgenommen. Fur die Isolierung der Thrombozyten wurde
der Uberstand (Serum, Thrombozyten) der Dichtezentrifugation abpipettiert und
mit PBS, pH 5,9 (3:2; Vol.-%) verdunnt. AnschlieRend wurde zentrifugiert (2120 g;
15 Min.; RT), der Uberstand abgesaugt und das Pellet in einer Mischung aus 0,9%
NaCl-Lésung und PBS pH 5,9 (1:1; Vol.-%) resuspendiert, auf 50 mL aufgefullt
und erneut zentrifugiert (1850g; 10 Min.; RT). Das Pellet aus gereinigten

Thrombozyten wurde in 5 mL PBS pH 7,4 aufgenommen.

4.1.4 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Blrker-Zahlkammer unter dem Mikroskop durch
visuelles Auszahlen bestimmt. Dazu wurde die Zellsuspension mit einer 0,2%-igen
Trypanblau-Losung im Verhaltnis 1:40 bis 1:1600 gemischt und auf die
Zahlkammer aufgetragen. Intakte Zellen schliefen Trypanblau aus, tote Zellen

werden dagegen blau angefarbt.

4.2 5-Lipoxygenaseassay %

4.2.1 Intakte Zellen

7,5 - 10 x 10° PMNL wurden entweder in 1 mL PGC Puffer oder 1 mL PG Puffer
plus 1 mM EDTA/30 uM BAPTA/AM (Vorinkubation: 15 Min.; RT) aufgenommen
und mit einer entsprechenden Menge an Untersuchungssubstanz fur den

angegebenen Zeitraum vorinkubiert oder simultan mit dem Stimulus zugesetzt.
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Durch Zugabe von AA und/oder Ca?*-lonophor wurde die Reaktion gestartet. Nach
einer Inkubationszeit von 10 Min. bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von
1 mL Methanol abgestoppt, auf Eis gestellt und den Proben jeweils 200 ng PGB
(interner Standard), 30 uL 1 N HCl und 500 pL PBS zugesetzt.

Anschlielend wurde zentrifugiert (950 g; 10 Min.; RT) und die 5-LO Metabolite
mittels Festphasenextraktion Uber RP-18 Extraktionskartuschen aus dem

Uberstand abgetrennt.

Extraktionsbedingungen:

Konditionierung: 1 mL Methanol, 100%; 1 mL Wasser
Probenaufgabe:  2,5mL

Reinigung: 1 mL Wasser; 1 mL Methanol, 25%
Elution: 300 L Methanol, 100%

Dem Eluat wurden 120 pyL Wasser zugegeben und ein Aliquot (100 L) dieser
Losung mittels HPLC analysiert. Die 5-LO Aktivitdt wurde Uber die Summe der
gebildeten 5-LO Metabilite berechnet.

4.2.2 Zellhomogenate

7,5-10 x 10° PMNL wurden in 1 mL PG Puffer aufgenommen und auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 1 mM EDTA wurden die Zellen mittels Ultraschall homogenisiert
(3 x 5 Sek.) und mit den entsprechenden Inhibitoren fur 10 Min. bei 4°C
vorinkubiert. Anschlieliend wurde 1 mM ATP zugegeben und die Proben fur 30
Sekunden bei 37°C erwarmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mM Ca?*

und AA gestartet. Inkubations- und Extraktionsbedingungen siehe 4.2.1.

4.3 12-Lipoxygenaseassay

10® Thrombozyten wurden in 1 mL PG Puffer aufgenommen und entweder mit
entsprechenden Inhibitoren fur 15 Min. vorinkubiert oder direkt mit den
Untersuchungssubstanzen stimuliert. Wurde in Abwesenheit von Ca®* inkubiert, so
erfolgt zusatzlich eine 15-minutige Vorinkubation mit 1 mM EDTA und 30 uM
BAPTA/AM bei 37°C. Wurde in Anwesenheit von Calcium inkubiert, so erfolgte die
Zugabe von 1 mM Ca*" unmittelbar vor der Zugabe der Stimuli. Inkubations- und

Extraktionsbedingungen siehe 4.2.1.
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4.4 HPLC-Analytik der LO Metabolite

Zur Bestimmung der 5-LO Aktivitat wurden die gebildeten Metabolite qualitativ und
quantitativ mittels HPLC bestimmt, Gber die Summe der 5-LO Metabolite (LTB4, 6-
trans LTB4, 5-HPETE bzw. 5-HETE) in ng pro 10° Zellen berechnet und als
Mittelwerte + Standardfehler (S.E.) angegeben. Die 12-LO Aktivitat wurde als ng
12-H(P)ETE pro 10° Zellen berechnet und als Mittelwerte + S.E. angegeben. Die

Quantifizierung erfolgte mittels internem Standard (PGB).

HPLC-Bedingungen:
Stationare Phase: Novapak C-18 Radial-Pak Saule
(100 mm x 5 mm |.D., 5 yM Partikelgrofe, Waters)

Mobile Phase: Methanol / Wasser / Trifluoressigsaure (72/28/0,007 Vol.-%)
Fluss: 1,2 mL/ Min.
Detektion: UV bei 280 nm, nach 8 min umschalten auf 235 nm

4.5 MAPK Aktivierung

Isolierte humane PMNL (5 x 106/mL), Thrombozyten (1 x 108/mL), differenzierte
HL60 (5 x 10%mL) oder MM6 Zellen (5 x 10%/mL) wurden in 100 pyL PGC Puffer
oder 100 pL PG Puffer mit 1 mM EDTA und/oder 30 uM BAPTA/AM resuspendiert
und durch Zugabe der entsprechenden Stimuli bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 100 pL eiskaltem SDS-b (20 mM Tris/HCI; pH 8; 2 mM
EDTA; 5% SDS (Gew.-%); 10% B-Mercaptoethanol) abgestoppt und fur 6 Min. bei
95°C erhitzt. Das Zelllysat wurde 3-5 Sek. mittels Ultraschall homogenisiert und
durch SDS-PAGE und Western-Blotting oder In-gel Kinase Assay analysiert.

4.5.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

20 pL des Zelllysates wurden mit 4 yL Glycerol/0,1% Bromphenolblau-Mischung
(1:1; Vol.-%) gemischt. Als Marker wurde eine Mischung aus 4 uL SeeBlue® Pre-
Stained Standard mit 4 pL Glycerol/0,1% Bromphenolblau-Mischung (1:1; Vol.-%)
und 16 uL SDS-b verwendet. Die Auftrennung der Proteinkinasen erfolgte tber ein
10%-iges Polyacrylamidgel unter Verwendung eines Mini Protean Systems nach
einer Vorschrift von Laemmli 3'°. Als Elektrophoresepuffer wurde eine wassrige
Lésung aus 25 mM Tris, 200 mM Glycin und 1% SDS (Gew.-%) verwendet.
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4.5.2 Western-Blotting

Die Proteine wurden nach der SDS-PAGE auf eine Nitrocellulosemembran
(Amersham Pharmacia, UK) durch Tankblotting transferiert. Als Transferpuffer
wurde eine 25%-ige methanolische Losung mit 30 mM Tris und 250 mM Glycin
verwendet. Nach dem Blotting wurde die Membran fur 1 Stunde bei RT durch eine
5%-ige Milchpulver-TBS-Suspension geblockt (TBS: 50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 100
mM NaCl) und anschlie3end mit TBS gewaschen. Die Membran wurde tber Nacht
bei 4°C mit dem 1. Antikorper (phosphorspezifische AK gegen p38 MAPK
(Thr180/Tyr182), bzw. ERK "2 (Thr202/Tyr204); Verdunnung 1:2000) inkubiert.
Anschlielend wurde die Membran 3-mal mit TBS (2. Waschschritt plus 0,1% NP-
40) gewaschen und fur 3 Stunden in einer 1:1000 Verdinnung eines AP-
konjugierten IgGs inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit TBS (2. Waschschritt
plus 0,1% NP-40), wurden die Proteine auf der Membran visualisiert, indem die
Membran erst 10 Min. im Detektionspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 9,5; 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl;) und anschlieRend im Substratpuffer (16,5 mg NBT plus 8,5 mg
BCIP in 50 mL Detektionspuffer) inkubiert wurde. Die Farbreaktion der AP wurde
mit Stop-Puffer (TBS plus 2% EDTA) beendet.

4.5.3 In-gel Kinase Assay

20 pL des PMNL-Zelllysates (0,5 x 10%/mL PMNL) wurden in einem In-gel Kinase
Assay auf p44/42APX (ERK1/2) Aktivitat untersucht. Myelin-basic-Protein (MBP;
0,5 mg/mL) wurde als Substrat zur Polymerisation eines 10%-igen Polyacryl-
amidgels zugegeben 2% 282 |m Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel 5 x
10 Min. bei RT mit 60 mL Puffer A (20 Vol.% Isopropanol in 50 mM Tris/HCI, pH 8)
gewaschen, um das Uberschissige SDS zu entfernen. Nach weiteren 5 x 10 Min.
bei RT in 60 mL Puffer B (50 mM Tris/HCI, pH 8; 1 mM DTT) wurde das Gel zur
Denaturierung der Proteine fur 1 Stunde bei RT in Puffer C (50 mM Tris/HCI, pH 8;
20 mM DTT; 2 mM EDTA; 6 M Guanidin-HCI) gegeben. Zur vollstandigen
Renaturierung der Proteine wurde das Gel 1 x 10 Min. bei RT in 60 mL Puffer D
(50 mM Tris/HCI, pH 8; 1 mM DTT; 2 mM EDTA; 0,04% Tween 20;) gewaschen
und anschliefend in 300 mL desselben Puffers Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
Vorinkubation fur 1 Stunde bei RT in 30 mL Kinase-Puffer (20 mM Hepes, pH 7,6;
20 mM MgCly; 20 mM B-Glycerolphosphat; 20 mM 4-Nitro-phenylphosphate; 2 mM
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DTT; 0,2 mM Na3zVO,4) wurde das Gel 1 Stunde bei 30°C in 10 mL Kinase-Puffer
plus 50 uM ATP plus 10 uCi/mL [y**>-P]JATP inkubiert. Um das (iberschissige [y**-
P] ATP zu entfernen, wurde das Gel mehrmals mit 50 mL Waschpuffer (1% (m/v)
Na-Pyrophosphat; 5% (m/v) Trichloressigsaure) gewaschen und anschlieend
unter Vakuum getrocknet. Die phosphorylierten Proteine wurden mit einem Fuiji

Phosphorimager FLA-300 visualisiert.

4.6 Bestimmung der intrazelluldren Ca**-Konzentration

Isolierte PMNL (1 x 10’/mL), Thrombozyten (1 x 108/mL), differenzierten HL60 (1 x
10’/mL) oder MM6 Zellen (3 x 10%/mL) wurden in PG Puffer aufgenommen und mit
2 PM Fura-2/AM far 30 Min. bei 37°C unter Lichtausschluss inkubiert.
AnschlieRend wurde zentrifugiert (340 g; 5 Min; RT), der Uberstand abgesaugt,
das Pellet einmal mit PG Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und in PG Puffer
resuspendiert, anschlieRend 1 mM Ca?* zugesetzt und in eine temperierte (37°C)
Fluorimeterklvette Uberflihrt. Die Zugabe der Stimuli erfolgte nach Aufzeichnung
der Basislinie (30 - 40 Sek.). Als Positivkontrolle wurde 1uM lonomycin verwendet.
Zur Bestimmung der maximalen Ca**-Konzentration wurden die Zellen nach 180
Sek. durch 50 yL Triton-X 100 (Endkonz. 0,5%) lysiert. Durch Zugabe von 50 yL
EDTA 0,2 M (Endkonz. 10 mM) nach weiteren 25 Sek. wurde der minimale Ca**-
Wert bestimmt. Die Fluoreszenzemission wurde bei 510 nm nach Anregung bei
340 nm (Ca*-gebundener Farbstoff) und 380 nm (freier Farbstoff) unter Riihren in
einem Lumineszenzspektrometer (Aminco-Bowman Series 2, Thermo Spectronic)
gemessen. Die intrazellulare Ca?*-Konzentration wurde nach der Methode von

Grynkiewicz et al. *'" berechnet (Kp des Farbstoffkomplexes = 135).

4.7 Bestimmung der zellularen Peroxidbildung

Isolierte humane PMNL (1 x 10/mL), differenzierte HL60 (1 x 10’/mL) oder MM6
Zellen (5 x 10%mL) wurden in 1 mL PGC Puffer aufgenommen und mit dem
Peroxid-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff DCF-DA (1 pg/mL fur PMNL und MM6, 10
Mg/mL far HLEO Zellen) fur 2 Min. in einer temperierten (37°C) Fluorimeterklvette
unter kontinuierlichem Ruhren vorinkubiert. Nach Aufzeichnung der Basislinie (30

Sek.) erfolgte die Zugabe der Testsubstanz.
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Die Fluoreszenzemission wurde bei 530 nm nach Anregung bei 485 nm uber 5
Min. bei 37°C unter Ruhren in einem Lumineszenzspektrometer (Aminco-Bowman
Series 2, Thermo Spectronic) gemessen. Die Anderung der Fluoreszenzintensitéat
wurde als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) von mindestens drei unabhangigen

Versuchen angegeben (£S.E.).

4.8 Arachidonsaurefreisetzung

Isolierte humane PMNL wurden in einer Konzentration von 2 x 10%/mL in RPMI-
1640 Medium (ohne Zusatze) mit 4,8 nM [PH]JAA (entspricht 0,25 uCi/mL,
spezifische Aktivitat 200 Ci/mmol) resuspendiert und fur 120 Min. bei 37°C und 5%
CO3 inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen zentrifugiert (340 g; 10 Min.; RT).
Um die Uberschussige [PH]AA zu entfernen, wurden die Zellen nun einmal mit PBS

und zweimal mit PG Puffer plus 2 mg/mL FAF-BSA gewaschen.

Die [°H]AA-beladenen PMNL (5 x 10°) wurden in 1 mL PGC Puffer plus 2 mg/mL
FAF-BSA aufgenommen und je nach Versuchsplan entweder mit einem Inhibitor
20 Min. vorinkubiert oder direkt mit der Untersuchungssubstanz fur 5 Min. bei
37°C stimuliert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Zellen fur 2 Min. auf Eis
gestellt und anschlielend zentrifugiert (1300 rpm; 5 Min.; RT). Ein Aliquot (100 pL)
des Uberstandes wurden mit 3 mL Szintilationsflissigkeit gemischt und die
Freisetzung von [3H]AA mittels beta-Counter bestimmt. Die AA-Freisetzung von
mindestens drei unabhangigen Versuchen wurde in Prozent gegenuber den

unstimulierten Zellen angegeben (£S.E.).

4.9 Statistik

Die statistische Auswertung der durchgefuhrten Versuche erfolgte unter
Anwendung der Statistikprogramme ,GraphPad PRISM Version 3.02° und
,SigmaPlot 2001 Version 7.101“. Zur Uberpriifung signifikanter Unterschiede
wurde ein t-Test nach vorangegangenem F-Test durchgeflhrt. Eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5% (p = 0,05) bzw. 1% (p = 0,01) wurde vorausgesetzt.
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5 Ergebnisse

5.1 5-LO Aktivitatshemmung durch pentazyklische Triterpene

und Strukturanaloga

Zur |dentifizierung und Evaluierung von Hemmstoffen der LT-Biosynthese wurde
ein etabliertes in vitro Testsystem (Arbeitskreis Prof. D. Steinhilber) verwendet.
Die Untersuchungen erfolgten dabei sowohl an intakten PMNL als auch an
korrespondierenden Zellhomogenaten. Um ausreichende Mengen an Substrat
sicherzustellen, wurde die LT-Synthesehemmung in Anwesenheit exogener AA
bestimmt. Nach Vorinkubation mit den Testsubstanzen und entsprechender
Stimulation der Zellen wurden die gebildeten 5-LO Metabolite durch Festphasen-
extraktion aus der Zellsuspension isoliert und anschliel3end mittels HPLC qualitativ
und quantitativ bestimmt. Die Hemmung der 5-LO Aktivitat in Zellhomogenaten ist
mit einer direkten Interaktion der Testsubstanz mit dem Enzym gleichzusetzen,
wohingegen eine Hemmung der 5-LO Aktivitat in intakten Zellen auch durch
andere Mechanismen (Hemmung von MAPK, cPLA, oder FLAP, Ca*-

Komplexierung, Zytotoxizitat, usw.) verursacht werden kann.

5.1.1 Hemmung der 5-LO Aktivitat durch Boswelliasauren

Im Folgenden wurden zur Induktion der 5-LO Aktivitat in intakten Zellen 2,5 yM
lonophor und 10 uM AA verwendet. Diese Bedingungen gaben ausreichende 5-LO
Aktivitat. In einem Vergleich der Hemmwirkungen der BAs auf die 5-LO Aktivitat in
intakten Zellen zeigte sich folgendes Bild (Abb. 12):

Sowohl Acetyl-a-BA als auch a-BA erwiesen sich im Konzentrationsbereich von 1
MM bis 100 uM hinsichtlich einer 5-LO Hemmung als unwirksam. lhre
Strukturisomere Acetyl-3-BA und B-BA zeigten schwache Hemmeigenschaften. So
ergab sich bei einer Konzentration von 100 yM eine 60%-ige Hemmung der 5-LO
Aktivitat. Im Gegensatz dazu wurde die 5-LO durch die beiden Keto-BAs, AKBA
und KBA, bei 100 uM fast vollstandig gehemmt.
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Abb. 12: Hemmung der 5-LO Aktivitat in intakten PMNL durch unterschiedliche BAs.

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den entsprechenden BAs 10 Min. bei RT
vorinkubiert und durch Zugabe einer Mischung aus 2,5 uM Ca**-lonophor und 10 uM AA
bei 37°C fiir weitere 10 Min. stimuliert. Die Bestimmung der 5-LO Aktivitat erfolgte wie

unter ,Methoden*” beschrieben. (Mittelwerte + S.E.; n = 3)

In weiterfUhrenden Untersuchungen wurden die ICso-Werte fur AKBA, KBA und ein
Boswellia serrata Extrakt (Firma Engelhard Arzneimittel, Niederdorfelden) sowohl
in intakten PMNL als auch in korrespondierenden Zellhomogenaten bestimmt.
Nach Firmenangaben verflugt der BS-Extrakt Uber einen Gesamt-BA-Gehalt von

etwa 40%.

Wie in Abb. 13 zu erkennen ist, wurden fur AKBA und KBA in intakten Zellen 1Csq-
Werte von ~5 yM und ~14 yM bestimmt. In korrespondierenden Zellhomogenaten

lagen die Werte dagegen deutlich hoher (ICso-Werte: ~47 yM bzw. ~46 yM).

Geht man von einem BA-Gehalt von 40% im Extrakt aus, so entsprechen die 1Cso-
Werte von ~19 ug/mL (intakte Zellen) und ~27 ug/mL (Homogenate) in etwa einer
Konzentration von ~15 uyM bzw. ~21 yM BA (bezogen auf M; von AKBA).
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Abb. 13: Hemmung der 5-LO Aktivitét durch AKBA, KBA und BS-Extrakt (B)

PMNL wurden entweder in PGC Puffer aufgenommen oder in PG Puffer plus 1 mM EDTA
homogenisiert und mit den Untersuchungssubstanzen fiir 10 Min. vorinkubiert. Durch
Zugabe von 2,5 uM Ca**-lonophor und 10 uM AA wurden intakten Zellen fiir weitere 10
Min. bei 37°C stimuliert. Die Zellhomogenate wurden nach Zugabe von 1 mM ATP bei
37°C fiir 30 Sek. erwédrmt und mit 2 mM Ca** und 10 uM AA versetzt. Die Bestimmung der
5-LO Aktivitat erfolgte wie unter ,Methoden” beschrieben. (Mittelwerte + S.E.; n > 5)
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5.1.2 Effekte von AA auf die 5-LO Hemmung durch AKBA

Die Diskrepanz der eigenen Ergebnisse im Vergleich zu denen von Safayhi und
Ammon et al. "® kénnte auf unterschiedliche Assay-Bedingungen zuriickzufiihren
sein. Deshalb wurden die experimentellen Bedingungen fur die 5-LO Hemmung

durch Boswelliasauren (BAs) modifiziert.

Wie aus Abb. 14 ersichtlich, lag der ICso-Wert von AKBA in Abwesenheit von AA
bei ~4,5 uM. Durch Zugabe von 40 uM exogener AA wurde der ICsp-Wert um etwa
das 3-fache auf ~14,5 uM erhoht, wohingegen durch 10 uM AA nur eine geringe
Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve erfolgte (ICsp = ~6 pM). Auch fur KBA
konnte eine Abnahme der 5-LO Hemmung in intakten Zellen bei Anwesenheit von
40 uM AA festgestellt werden (ohne Abb.).

Analoge Untersuchungen in entsprechenden Zellhomogenaten zeigten weder fur
AKBA noch fur KBA Unterschiede in der 5-LO Hemmung bei Anwesenheit von 10
MM bzw. 40 uM AA.

Eine Anderung der lonophor- (2,5 uM; 10 uM) oder Ca?*-Konzentration (0,5 mM:; 1
mM; 2 mM) blieb ohne Auswirkung auf die Testergebnisse (ohne Abb.).
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Abb. 14: Einfluss der AA auf die Hemmung der 5-LO Aktivitét durch AKBA.

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit AKBA fiir 10 Min. bei RT vorinkubiert und
mit 10 uM Ca**-lonophor in An- oder Abwesenheit von AA bei 37°C fiir weitere 10 Min.
inkubiert. Die Bestimmung der 5-LO Aktivitdt erfolgte wie unter ,Methoden” beschrieben.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + S.E. von vier unabhdngigen Experimenten
angegeben.
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5.1.3 Hemmung der 5-LO Aktivitat durch Heteronemin, Echinocystsaure,

Abietinsaure und Abietinsauremethylester

Aufgrund der Tatsache, dass AKBA der potenteste 5-LO Inhibitor unter den
pentazyklischen Triterpenen ist, diente diese Verbindung als ,Leitstruktur® fur die
Auswahl kommerziell erwerblicher Verbindungen als mogliche 5-LO Inhibitoren.
Neben einer grolRen Anzahl von pentazyklischen Triterpenen des Ursan- und
Oleanantypes, wurden auch zyklische Mono-, Di- und Sesterterpene auf eine 5-LO

Hemmung hin untersucht (Liste der untersuchten Substanzen siehe Anhang).

Unter diesen Verbindungen zeigten das Sesterterpen Heteronemin (Scalaran), die
beiden Diterpene Abietinsaure und Abietinsauremethylester und das Triterpen
Echinocystsaure einen hemmenden Effekt auf die 5-LO sowohl in intakten Zellen

als auch in Zellhomogenaten (siehe Tabelle 2).

IC50-Werte (M) IC50-Werte (M)
Substanz Intakt Homogenat Substanz Intakt Homogenat
Abietinsaure ~13 ~46 Heteronemin ~1,5 ~4,5

Abietinsaure- ~22 ~43 Echinocystsaure  ~14 ~56

methylester

Tabelle 2: Strukturen und ICso-Werte
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312 ein Naturstoff mit tuberkulostatischen Eigenschaften, wird aus

Heteronemin
dem Schwamm Hyrtios erectus gewonnen. In intakten Zellen wurden ICso-Werte

von ~1,5 yM, in Homogenaten von ~4,5 uM bestimmt (Abb. 15; oben).

Echinocystsaure ist als Sapogenin in Pflanzen weitverbreitet (u.a. Primelwurzel,

Panax Ginseng, Baccharis-Blsche, Ackerhasenohr). Sie zeigte ebenfalls eine
konzentrationsabhangige Hemmung der 5-LO Aktivitat. Die ICso-Werte lagen bei
~14 uyM bzw. ~56 uM (Abb. 15, unten).
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Abb. 15: 5-LO Hemmung durch Heteronemin und Echinocystséure.

PMNL wurden entweder in PGC Puffer aufgenommen oder in PG Puffer plus 1 mM EDTA
homogenisiert und mit den Testsubstanzen in entsprechenden Konzentrationen 10 Min.
vorinkubiert. Durch Zugabe von 10 uM Ca**-lonophor und 40 uM AA wurden intakte
Zellen ftir 10 Min. bei 37°C stimuliert. Zellhomogenate wurden nach Zugabe von 1 mM
ATP fiir 30 Sek. erwédrmt (37°C) und mit 2 mM Ca** und 40 uM AA stimuliert. Bestimmung
der 5-LO Aktivitat wie unter ,Methoden* beschrieben. (Mittelwerte + S.E.; n = 4)
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Abietinsdure und seine Derivate sind Bestandteil des Naturstoffes Kolophonium
und finden v.a. in der Lack-, Klebstoff- und Kunststoffindustrie Anwendung.
Abietinsaure und Abietinsauremethylester zeigten eine konzentrationsabhangige
Hemmung der 5-LO Aktivitat, sowohl in intakten Zellen als auch in Homogenaten.
Die entsprechenden ICsp-Werte lagen bei ~13 yM und ~46 uM (Abietinsaure) bzw.
~22 uM und ~43 pM (Abietinsauremethylester). Eine vollstandige Hemmung der
5-LO Aktivitat erfolgte auch bei hohen Konzentrationen (100 uM) nicht (Abb. 16).
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Abb. 16: 5-LO Hemmung durch Abietinséure und Abietinséduremethylester

PMNL wurden entweder in PGC Puffer aufgenommen oder in PG Puffer plus 1 mM EDTA
homogenisiert und mit den Testsubstanzen in entsprechenden Konzentrationen fiir 10
Min. vorinkubiert. Durch Zugabe von 10 uM Ca?**-lonophor und 40 uM AA wurden intakte
Zellen fir 10 Min. bei 37°C stimuliert. Zellhomogenate wurden nach Zugabe von 1 mM
ATP fiir 30 Sek. (37°C) erwdrmt und mit 2 mM Ca*" und 40 uM AA versetzt. Bestimmung
der 5-LO Aktivitat wie unter ,Methoden*” beschrieben. (Mittelwerte + S.E.; n = 4)
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5.2 Diskussion

Im Hinblick auf die spezifische, nicht-redoxaktive 5-LO Hemmung wurde AKBA
1992 bei der Charakterisierung des indischen Weihrauches als Leitstruktur
gefunden. Neben AKBA (3-O-acetyl-11-keto-p-boswellic acid) konnten auch flr
KBA (11-keto-B-BA), A-B-BA (3-O-Acetyl-3-BA) und B-BA inhibitorische Effekte auf
die 5-LO Aktivitat gezeigt werden. Als zentraler antiinflammatorischer
Wirkmechanismus der BAs gilt eine nicht-kompetitive, nicht-redoxaktive, reversible
Hemmung der 5-LO.

In Ubereinstimmung mit Arbeiten von Safayhi et al. '®

KBA) die starksten Effekte hinsichtlich 5-LO Hemmung in intakten Zellen und

zeigte AKBA (gefolgt von

Zellhomogenaten, wohingegen BAs ohne 11-keto-Funktion (A-B-BA, -BA) nur zu
einer partiellen Hemmung fuhrten und o-BAs keine Wirkung zeigten. Insgesamt
betrachtet lagen die in unserem Testsystem bestimmte 1Csp-Werte fur AKBA und
KBA deutlich hoher als die von Safayhi et al. veroffentlichten Werte. Allen
Untersuchungen zur Wirkung der BAs auf die 5-LO in Leukozyten ist aber
gemeinsam, dass AKBA und KBA zu einer starkeren Hemmung der 5-LO in

intakten Zellen als im zellfreien System fuhren.

Vergleicht man samtliche bislang publizierte ICso-Werte der BAs, so sind zum Teil
recht groRe Unterschiede zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen erkennbar.
Schon in friiheren Untersuchungen von Werz et al. '** konnten hinsichtlich einer 5-
LO Hemmung in verschiedenen Zelllinien wie HL60 und Mono Mac 6 fur AKBA
unterschiedliche Wirksamkeiten gezeigt werden. So lagen in differenzierten
intakten HL60 und MM6 Zellen die ICso-Werte bei 15 yM und 12 uM, wohingegen
die 5-LO in intakten humanen PMNL mit einem 1Cs, von 5 yM gehemmt wurde.
Safayhi et al. '® konnte dagegen an Leukozyten des Rattenperitoniums, die in
Abwesenheit exogener AA mit lonophor stimuliert wurden, fir AKBA [ICs-Werte
von 1,5 uM bestimmen. Diese Diskrepanzen in der Wirksamkeit weisen auf eine
deutliche Abhangigkeit der BA-induzierten 5-LO Hemmung vom Zelltyp und den
experimentellen Bedingungen hin. Diese Annahme wird dadurch bestatigt, dass
eine hohe AA-Konzentration (40 pM) bei intakten PMNL zu einem deutlich
héheren 1Csp-Wert fur die AKBA-induzierte 5-LO Hemmung fuhrt als mit 10 yM

oder in Abwesenheit exogener AA. Die Annahme von Sailer et al. %, dass die
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Zugabe von exogener AA zu einer Verdrangung der AKBA aus ihrer
Bindungsstelle an der 5-LO fuhrt und somit die Effektivitat der AKBA erniedrigt,
scheint demnach plausibel. Im Widerspruch dazu stehen allerdings unsere
Befunde, dass durch Anwesenheit von 10 uM und 40 uM AA in Zellhomogenaten

keine signifikanten Unterschiede der ICso-Werte resultieren.

Der getestete BS-Extrakt (Gesamt-BA-Gehalt ~40 %) lieferte im Vergleich zu
H15™.Extrakten (~2,2 % AKBA, ~2,8 % KBA, ~8 % A-B-BA) #* *'3 relativ hohe
ICs0-Werte in intakten PMNL und Zellhomogenaten. Eine Potenzierung der
Agonist-induzierten 5-LO Aktivitat durch niedrige Extraktkonzentrationen wurde im
Gegensatz zu H15™ nicht festgestellt . Eine weitere Beurteilung des BS-
Extraktes der Firma Engelhard ist aufgrund fehlender Angaben Uber

Extraktionsbedingungen und Zusammensetzung nicht moglich.

Im Rahmen der Untersuchung diverser Terpene wurden 4 Verbindungen als
potente 5-LO Inhibitoren identifiziert. Das Sesterterpen Heteronemin zeigte den
grofdten Effekt hinsichtlich 5-LO Hemmung und erwies sich potenter als AKBA. Die
ermittelten ICso-Werte lagen im Bereich der Konzentration, die fur die Hemmung
des Mycobacterium tuberculosis bendtigt wurden ',

Abietinsaure und Abietinsauremethylester sind Bestandteile des Kolophoniums,

das als haufiges Haut-Kontakt-Allergen *'* 31°

gilt. Abietinsdure wird durch
Autoxidation in Gegenwart von Luftsauerstoff zum hochreaktiven, allergenen
Peroxid *'” umgesetzt. Es wurde gezeigt, dass Abietinsadure die Proteinexpression
von TNFa und COX2 unterdrackt und PPARYy in LPS-stimulierten Makrophagen
aktiviert *'®. Die antiinflammatorische Aktivitat der Abietinsdure wurde auRerdem
im Carrageenan-induzierten Rattenpfotenddem und TPA-induzierten Ohrodem
bestatigt *'°. In unseren Untersuchungen konnten wir sowohl fiir Abietinsaure als
auch Abietinsauremethylester eine Hemmung der 5-LO Aktivitat in humanen
PMNL und korrespondierenden Zellhomogenaten feststellen, die im Bereich der
von Ulusu et al. *® fiir Abietinsdure gezeigten Hemmung der 5-LO der Sojabohne
(ICs0 ~29,5 uM) lagen. Da die Hauptverfalschungsmittel des echten Weihrauch-
harzes Kolophonium und Terpentin sind 1 st moglicherweise Abietinsaure ein

gewisser Anteil der antiinflammatorischen Wirkung des Harzes zuzusprechen.
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Echinocystsaure ist als Sapogenin in Pflanzen weitverbreitet. Einigen Saponinen
wurden antiinflammatorische, analgetische und tumorsuppressive Eigenschaften
zugesprochen 21322323 nsere Untersuchungen zeigten, dass durch Echinocyst-
saure eine mit Abietinsdure und Abietinsduremethylester vergleichbare 5-LO

Hemmung in intakten Zellen und Homogenaten erzielt werden konnte.

Ein Vergleich der Strukturen der vier 5-LO Inhibitoren und eine Gegenuberstellung
samtlicher nicht-wirksamer Verbindungen, lieken keine Rickschlisse auf eine

strukturelle Voraussetzung fur eine effektive 5-LO Hemmung zu.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass neben BAs auch andere Terpene
die 5-LO hemmen, die (wie im Falle von Heteronemin) die Potenz der AKBA
deutlich Ubersteigen konnen. Die hohe zytotoxische Aktivitat von Heteronemin
schrankt jedoch die weitere Testung der Substanz bezuglich antiinflammatorischer
Wirksamkeit erheblich ein. Eventuell konnten aber mikrobiologische und/oder
chemische Modifikationen der Substanz weniger toxische, aber pharmakologisch

potente Verbindungen liefern.
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5.3 Einfluss von BAs auf Signaltransduktionmolekiile in PMNL

Aus den vorangegangenen Untersuchungen zur Wirkung der Boswelliasauren auf
die 5-LO Aktivitat ist erkennbar, dass AKBA und KBA zu einer starkeren
Hemmung der 5-LO in intakten Zellen fihren als im Zellhomogenat. Wie bereits
erwahnt, ist die Hemmung der 5-LO Aktivitat im zellfreien System mit einer
direkten Interaktion der BAs mit dem Enzym gleichzusetzen, wohingegen die
Hemmung der 5-LO in intakten Zellen auch durch andere Faktoren verursacht
werden kann. Die Diskrepanz der Hemmwirkungen in intakten Zellen und
Zellhomogenaten lasst daher den Schluss zu, dass mdglicherweise die
Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung der 5-LO flhren, durch BAs

beeinflusst werden.

Bei der Regulation der zellularen 5-LO Aktivierung sind mehrere Faktoren
involviert. Neben ATP, Phospholipiden und Lipidperoxiden ist Ca®* ein potenter
Aktivator der 5-LO. Daneben ist aber auch eine Stimulation der 5-LO durch direkte
Phosphorylierung uber p38 MAPK-reguliete MAPKAPK-2 (MK2) an Ser-271
sowie Uber p44/42Y"PK (ERK1/2) an Ser-663 mdglich 9% 324325,

Gegenstand des zweiten Teils der Arbeit war es, den Einfluss von BAs auf die

zelluldre Signaltransduktion, im Speziellen auf MAPK und Ca?* zu untersuchen.

5.3.1 Einfluss von BAs auf Agonist-induzierte MAPK Aktivierung in PMNL

Es erschien moglich, dass neben der direkten 5-LO Hemmung Signal-
transduktionswege, die zur Aktivierung der 5-LO fuhren, durch BAs blockiert
werden und dadurch der potente Hemmeffekt in intakten Zellen zu erklaren ist. Es
wurde daher die Hemmung der lonophor- bzw. AA-induzierten Kinaseaktivierung
von p38 MAPK und p42/44APX durch BAs untersucht.

Der Ca®*-lonophor A23187 ist der potenteste Stimulus fir die 5-LO Produktbildung
in PMNL, indem er vorrangig durch eine starke Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-
Konzentrationen (>> 200 nM) die 5-LO aktiviert **® 32" Dariiber hinaus aktiviert
A23187 auch p38 MAPK und p42/44APX " die durch Phosphorylierung die 5-LO
aktivieren %, Im Gegensatz dazu fiihrt die Stimulation von PMNL mit exogener
AA zu einer Ca?*-unabhangigen 5-LO Produktbildung mit gleichzeitiger Aktivierung
von p42/44M*"X und p38 MAPK 223,
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Entgegen der Annahme, dass die BAs die lonophor-induzierte p42/44“APK pzw.
p38 MAPK Aktivierung hemmen, konnte eine konzentrationsabhangige Stimulation
der Kinasen feststellt werden (siehe Abb. 17). Auch Versuche, eine AA-induzierte
MAPK Aktivierung zu hemmen, lieferten vergleichbare Ergebnisse. Anstatt einer
Abschwachung des Signals, wurde ab einer Konzentration von 30 yM AKBA bzw.
KBA die durch 40 uM AA-induzierte MAPK Aktivierung verstarkt (ohne Abb.).
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Abb. 17: Einfluss von 11-Keto-BAs auf die lonophor-induzierte MAPK Aktivierung

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit AKBA bzw. KBA in den entsprechenden
Konzentrationen fiir 10 Min. bei 37°C vorinkubiert, mit 2,5 uM lonophor A23187 stimuliert
und die Reaktion nach 2,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Trennung und Detektion der
MAPK erfolgte wie unter ,Methoden” beschrieben. Abgebildeter WB ist reprasentativ flir
drei unabhé&ngige Versuche.

5.3.2 11-Keto-BAs aktivieren p38 MAPK und p42"*PX in humanen PMNL

Da AKBA und KBA eine lonophor- bzw. AA-induzierte MAPK Aktivierung nicht
hemmen konnten, schien es mdglich, dass BAs bzw. entsprechende B. serrata-

Extrakte MAPK auch ohne weiteren Stimulus aktivieren konnen.

Wie Abb. 18 zeigt, fuhrte eine 3-minltige Exposition der PMNL mit BS-Extrakten
(3,8 bis 130,0 pg/mL) zu einer konzentrationsabhangigen Aktivierung der p38

MAPK und p42"4PX ‘wohingegen p44“PX scheinbar nicht beeinflusst wird.
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Abb. 18: MAPK Aktivierung durch B. serrata Extrakte (WB)

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit entsprechenden Konzentrationen eines
BS-Extr. bei 37°C stimuliert und die Reaktion nach 2,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Als
Positivkontrolle wurde Ca**-lonophor A23187 (2,5 uM) verwendet. Trennung und
Detektion der MAPK erfolgte wie unter ,Methoden” beschrieben. WB ist reprasentativ flir
drei unabhéngige Versuche.

Wie in Abb. 19 zu erkennen ist, zeigten auch KBA und AKBA bei einer
Konzentration von 30 uM (entsprechen ~38,0 ug/mL BS-Extr.) eine Aktivierung der
p38 MAPK und p42"A"X wohingegen B-BA und A-B-BA (je 30 uM) p42""PK nicht
und p38 MAPK nur schwach aktivierten. Um die Spezifitat der BAs fur die MAPK
Aktivierung zu bestimmen, wurden die beiden pentazyklischen Triterpene
Ursolsaure (US) und a-Amyrin untersucht. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist,
fuhrten diese Verbindungen bei einer Konzentration von 100 puM nicht zur
Aktivierung der MAPK. Bei Untersuchungen der JNKs konnte keine Aktivierung
durch BAs festgestellt werden (ohne Abb.).

Die Aktivierung der p42M*PK durch AKBA wurde zusitzlich durch ein In-gel Kinase
Assay bestatigt (Abb. 20). In Ubereinstimmung mit den in Abb. 19 gezeigten
Ergebnissen, fihrte auch hier die Zellstimulation mit BS-Extrakt (38 pg/mL) und
AKBA (30 und 100 uM) zu einer auffallenden p42“APK Aktivierung. Eine

Aktivierung der p44MAPK

war nicht zu erkennen. Untersuchungen mit 100 uM KBA,
A-B-BA und [B-BA zeigten dagegen nur eine geringe oder gar keine

Kinaseaktivierung im In-gel Kinase Assay (ohne Abb.)
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Abb. 19: MAPK Aktivierung durch pentazyklische Triterpene (WB)

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den Testsubstanzen bei 37°C stimuliert
und die Reaktion nach 1,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Als Positivkontrolle wurde Ca*'-
lonophor A23187 verwendet. Trennung und Detektion der MAPK erfolgte wie unter
~-Methoden“ beschrieben. WB ist reprasentativ fiir drei unabhéngige Versuche.
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Abb. 20: p42"FX Aktivierung durch AKBA und BS-Extrakt (In-gel Kinase Assay)

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den Testsubstanzen stimuliert und die
Reaktion nach 1,5 Min. mit eiskaltem SDS-b abgestoppt. Die Aktivitét der p42""* wurde
unter Verwendung von Myelin Basic Protein (MBP; 0,5 mg/mL) als Substrat bestimmt,
indem die zelluldren Proteine mittels SDS-PAGE (ber ein mit MBP polymerisiertes
Polyacrylamidgel Gel aufgetrennt wurden. Nach Renaturierung der Proteine wurde das
Gel in Gegenwart von y-**P-ATP inkubiert, das (iberschiissige y-**P-ATP entfernt und die
phosphorylierten Proteine mittels Autoradiographie detektiert. Als Positivkontrolle wurde
gereinigte rekombinante aktive p42"*"* (10 mU) verwendet. In-gel Gel ist représentativ fiir
drei unabhéngige Versuche.



Ergebnisse 73

Zur Erstellung einer Dosis-Wirkungsbeziehung bezuglich der Aktivierung von
MAPK durch AKBA und KBA, wurden BA-Konzentrationen im Bereich von 3 bis
100 uM gewahlt. Wie in Abb. 21 zu erkennen ist, wurden p38 MAPK und p42VAPK
schon bei einer Konzentration von 30 uM durch AKBA Kklar aktiviert, wohingegen
meist 100 uM KBA fiir eine eindeutige Aktivierung von p42"*"K benétigt wurden.
Dagegen reichten bereits 10 bis 30 uM KBA aus, um eine signifikante Aktivierung
der p38 MAPK zu erzielen.

R T " st A23187
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Abb. 21: Dosisabhéngige MAPK Aktivierung durch AKBA und KBA

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit AKBA oder KBA in den entsprechenden
Konzentrationen stimuliert und die Reaktion nach 1,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Als
Positivkontrolle wurde Ca**-lonophor A23187 (2,5 uM) verwendet. Trennung und
Detektion der MAPK erfolgte wie unter ,Methoden® beschrieben. Abgebildeter WB ist
reprasentativ fiir drei unabhéngige Versuche.

Untersuchungen der BAs ohne Keto-Funktion (B-BA, A-B-BA) ergaben fur beide
Substanzen erst bei 100 yM eine schwache MAPK Aktivierung, die auch bei 150
MM nicht verstarkt wurde (ohne Abb.). Damit ist denkbar, dass die 11-Keto-
Funktion eine strukturelle Voraussetzung fur die Aktivierung der MAPK durch BAs

darstellt.

Da die Intensitat und Dauer der MAPK Aktivierung einerseits von der Aktivierung
vorgeschalteter Proteinkinasen abhangig ist, andererseits von der Inaktivierung
durch Phosphatasen, wurde im Folgenden der Zeitverlauf der Kinaseaktivierung
durch AKBA und KBA untersucht (Abb. 22). Es zeigte sich, dass die Aktivierung
von p42"APK und p38 MAPK durch 30 uM AKBA und 100 pM KBA sehr schnell
(nach max. 30 Sek.) erfolgte und nach 1 bis 2,5 Min. maximal war. Eine eindeutige

Inaktivierung der Kinasen war nach etwa 10 Min. zu erkennen.



Ergebnisse 74

- 05 1 25 5 10 min

' - MAPK
AKBA e -'_"- :-__ Egﬁg MAPK
" 44 MAPK
KBA N . ..-..t gng MAPK
AKBA —— === -~ pp38 MAPK

Abb. 22: Zeitverlauf der MAPK Aktivierung durch AKBA und KBA

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit 30 uM AKBA oder 100 uM KBA bei 37°C
stimuliert und die Reaktionen nach oben angegebenen Zeiten mit SDS-b abgestoppt.
Trennung und Detektion der MAPK erfolgte wie unter ,Methoden® beschrieben.
Abgebildeter WB ist représentativ fiir drei unabhdngige Versuche.

5.3.3 Einfluss von Ca?*, PKC und PI 3-K auf die induzierte MAPK Aktivierung

Zur Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen der MAPK Aktivierung durch
11-Keto-BAs wurden in weiteren Experimenten die Funktion von Ca** und

vorgeschalteten Proteinkinase-Kaskaden untersucht.

Zur Uberpriifung des Einflusses von Ca*" auf die Kinaseaktivierung wurden PMNL
in Anwesenheit oder Abwesenheit von Ca®* untersucht. Die extrazellulare Ca®*-

Konzentration betrug 1 mM.

Wie in Abb. 23 zu erkennen ist, fiihrte die Komplexierung von extrazellularem Ca**
durch EDTA und/oder intrazelluldrem Ca?* durch zellpermeables BAPTA/AM nur
zu einer geringfligigen Abschwachung der AKBA-induzierten MAPK Aktivierung.
Weder intrazelluldres noch extrazelluldres Ca?* scheinen daher fiir die AKBA-

induzierte MAPK Aktivierung eine wichtige Rolle zu spielen.
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Abb. 23: Ca**-Abhéngigkeit der MAPK Aktivierung durch AKBA

PMNL wurden in PG Puffer aufgenommen und entweder mit 1TmM Ca*, 1 mM EDTA oder
30 uM BAPTA/AM fiir 15 Min. vorinkubiert und anschlieBend mit 30 uM AKBA stimuliert.
Die Reaktionen wurde nach 1,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Trennung und Detektion der
MAPK erfolgte wie unter ,Methoden” beschrieben. Abgebildeter WB ist reprasentativ flir
drei unabhéngige Versuche.

Untersuchungen zum Einfluss der PKC und PI 3-K auf die MAPK Aktivierung
lieferten folgende Ergebnisse: Wie dem WB und dem In-gel Kinase Assay in Abb.
24 zu entnehmen ist, fuhrte die Hemmung von PKC durch RO-31-8425 (1 uM) zu
keiner nennenswerten Abschwachung der AKBA-induzierten p38 MAPK und
p42MAPK Aktivierung. Der PKC-Inhibitor GF109203x (1 uM) zeigte dagegen eher
eine Verstarkung des p42"A"X_Signals. Offensichtlich sind also Isoformen der PKC
in die Aktivierung der beiden MAPK kaum involviert.

Der Pl 3-K-Inhibitor Wortmannin (0,2 uM) erzielte vor allem bei der p42"A™ eine
signifikante Abnahme der Aktivierung durch AKBA, aber auch die p38 MAPK
Aktivierung wurde reduziert. Daraus kann geschlossen werden, dass die Pl 3-K in
die vorgeschaltete Kaskade zur AKBA-induzierten MAPK Aktivierung involviert ist.
Vergleichbare Ergebnisse wurden unter Verwendung von KBA (100 uM) als

Stimulus erzielt (ohne Abb.).
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Abb. 24: Effekte von PKC und Pl 3-K Inhibitoren auf die MAPK Aktivierung durch AKBA

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den entsprechenden Inhibitoren fiir 15
Min. vorinkubiert und anschlieBend mit 30 uM AKBA stimuliert. Die Reaktionen wurden
nach 1,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Trennung und Detektion der MAPK erfolgte (iber
SDS-PAGE und Western Blotting (A) bzw. In-gel Kinase Assay (B). Die abgebildeten
Experimente sind reprdsentativ flir drei unabhdngige Versuche.
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5.3.4 Pertussistoxin (PTX) schwacht die BA-induzierte MAPK Aktivierung

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle in der
Signalubertragung innerhalb einer Zelle. Nach Bindung durch einen Liganden
bewirken sie eine Vielzahl unterschiedlicher Effekte, u.a. die Aktivierung von
intrazellularen Proteinkinasen, wozu auch die p38 MAPK, p42/44YPK und JNKs
gehdren %2832 Um eine modgliche Rolle eines Gi- oder Go-Proteins in der AKBA-
induzierten MAPK Aktivierung nachzuweisen, wurden die Zellen mit Pertussistoxin
(PTX; 2 ug/mL), einem irreversiblen Inhibitor der G;-Untereinheit, vorinkubiert und

mit den entsprechenden BAs stimuliert.

Um zytotoxische Effekte des PTX und Effekte des Losungsmittels (Glycerol)
auszuschlie3en, wurden in Kontrollexperimenten die 5-LO Aktivitaten in intakten
Zellen nach Stimulation mit 10 yM lonophor und 40 uM AA (umgeht G-Protein-
Signalling) bestimmt. Es zeigte sich hier kein Aktivitatsverlust der 5-LO, was auf

zellulare Integritat hinweist.

Wie in Abb. 25 gezeigt ist, wurde die p42"A"% Aktivierung durch AKBA und KBA in
PMNL durch PTX eindeutig gehemmt. Der Effekt auf die Aktivierung der p38
MAPK ist dagegen schwacher ausgepragt. Das Kontrollexperiment mit fMLP zeigt

wie erwartet ebenfalls eine Reduktion der MAPK Aktivierung.

wilo AKBA KBA fMLP
v ol we  ule we B e B PTX
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Abb. 25: Einfluss von PTX auf MAPK Aktivierung

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit oder ohne PTX (2ug/mL) fiir 1 Std.
vorinkubiert und entweder mit AKBA (30 uM), KBA (30 uM) oder fMLP (1uM) stimuliert.
Die Reaktionen wurden nach 1,5 Min. mit SDS-b abgestoppt. Trennung und Detektion der
MAPK erfolgte wie unter ,Methoden® beschrieben. Abgebildeter WB ist reprdsentativ fiir
drei unabhéngige Versuche.
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5.3.5 Keto-BAs induzieren die Ca?*-Freisetzung in PMNL

In Analogie zur MAPK Aktivierung durch AKBA und KBA zogen wir eine Ca*-

Mobilisierung durch BAs in Erwagung.

Zur Bestimmung des intrazellularen Ca?-Levels wurden PMNL mit zell-
permeablem Fura-2/AM vorinkubiert, das nach Bildung eines Ca®'-Chelat-
komplexes fluoresziert. Diese Fluoreszenz lasst sich zur quantitativen
Bestimmung der Ca?*-Konzentration heranziehen, die nach der Methode von

Grynkiewicz et al. *'' berechnet wird.

Wie aus Abb. 26 ersichtlich, induzieren AKBA und KBA (je 30 uM) einen schnellen
und signifikanten Ca**-Einstrom, der mit dem Effekt des fMLP vergleichbar ist. Als
charakteristisches Merkmal im Kurvenverlauf zeigte sich nach Erreichen eines
Maximums eine erneute Abnahme des intrazelluldren Ca*-Levels. Unter
Verwendung von 100 yM AKBA war dieser Effekt weniger stark ausgepragt, d.h.
die Ca?*-Konzentration blieb im Messzeitraum nach der Stimulation mit AKBA

relativ konstant (ohne Abb.).

Der intrazelluldre Ca?*-Level lag in unstimulierten Zellen bei 40 bis 50 nM und
stieg durch 1 uM fMLP auf ca. 240 nM an. 10 und 30 uM AKBA lieferten Ca**-
Konzentrationen von ~120 und ~230 nM und 10 und 30 uM KBA lieferten Werte
von durchschnittlich 105 und 180 nM. BAs ohne Keto-Funktion (B-BA und A-B-BA)
zeigten sich, wie schon bei der Aktivierung der MAPK, auch hinsichtlich der Ca**-

Freisetzung in PMNL als unwirksam.

Weiterfuhrende Untersuchungen durch Daniel Pdckel (AK Werz/Steinhilber)
zeigten, dass auch die AKBA-induzierte Ca?*-Freisetzung in humanen PMNL
durch PTX (2ug/mL) um etwa die Halfte reduziert werden konnte. Kontroll-

versuche mit fMLP zeigten vergleichbare Effekte (ohne Abb.).
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Abb. 26: Ca**-Mobilisierung durch BAs (30uM) in PMNL

PMNL wurden in PG Puffer aufgenommen, mit Fura-2/AM fiir 30 Min. vorinkubiert, 1mM
Ca?* zugesetzt und anschlieBend mit den entsprechenden Testsubstanzen stimuliert. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte mittels Lumineszenzspektrometer. Die Bestimmung der
Ca**-Konzentration erfolgte wie unter ,Methoden” beschrieben. Die abgebildeten Kurven
sind représentativ fiir drei unabhéngige Versuche. (Mittelwerte in nM + S.E.; n = 5)
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5.4 Diskussion

Aufgrund der Diskrepanz der Hemmwirkung von AKBA und KBA auf die 5-LO in
intakten Zellen und Zellhomogenaten vermuteten wir neben der direkten 5-LO
Hemmung eine Blockade der Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung der 5-
LO fuhren. Zu den Signaltransduktionskaskaden der 5-LO gehdren u.a. die
p42/44MAPK yund p38 MAPK ?®', sowie die Mobilisierung von Ca?* ?'°,

Interessanterweise konnte jedoch anstatt einer Hemmung der lonophor- oder AA-
induzierten MAPK Aktivierung eine verstarkte Stimulation der Kinasen durch 11-
Keto-BAs festgestellt werden. Wurden PMNL direkt mit AKBA und KBA stimuliert
resultierte eine beachtliche Aktivierung von p42"*PK und p38 MAPK. Daneben
induzierten beide 11-Keto-BAs die Mobilisierung von zellularem Ca*". Die zur
Ca?*-Mobilisierung bzw. MAPK Aktivierung bendtigten Konzentrationen von AKBA
oder KBA lagen im Bereich der Konzentrationen, die von anderen Arbeitsgruppen
fiir biologische Effekte der BAs festgestellt wurden 2* 3", In Analogie zu 11-Keto-
BAs konnte auch fur 3-Oxo-Tirucallensaure, isoliert aus B. serrata, eine erhdhte
MEK1/2 Phosphorylierung und eine moderate Ca?*-Freisetzung in PMNL gezeigt
werden 8. Die 11-Keto-Funktion scheint fiir die Effekte der BAs in PMNL wichtig zu
sein, da B-BA und A-B-BA kaum einen Einfluss auf die MAPK Aktivierung
ausiibten und nur AKBA und KBA die Ca®'-Freisetzung induzierten. Auch in
anderen experimentellen Modellen zeigte sich die Wichtigkeit der 11-Keto-Gruppe.
So ist flr eine effektive Inhibition der Agonist-induzierten Leukotrienbildung in

21

Neutrophilen sowie fur einen deutlichen inhibierenden Effekt auf die DNA-,

RNA- und Proteinsynthese in HL60 Zellen *° die 11-Keto-Gruppe Voraussetzung.

Vergleichbar mit Keto-BAs induzieren die chemotaktischen Agonisten fMLP und
PAF die Aktivierung von p42"*PK und p38 MAPK 3% und filhren zu einer
schnellen Ca?*-Freisetzung in PMNL **'3*2_ Vor allem die Charakteristik der fMLP-
induzierten MAPK Aktivierung ahnelt im Zeitverlauf dem Einfluss von Ca**, PKC
und Pl 3-K, der fiir AKBA und KBA charakterisierten MAPK Aktivierung &' © ¢,
Daher liegt die Vermutung nahe, dass die BAs moglicherweise die gleichen

Signaltransduktionswege wie z.B. fMLP oder PAF zur MAPK Aktivierung nutzen.



Ergebnisse 81

Proteinphosphorylierung ist ein wichtiger biochemischer Mechanismus, der zur
Weiterleitung extrazellularer Signale ins Zellinnere und zur Regulation einer
Vielzahl intrazellularer Enzyme und Transkriptionsfaktoren dient. Auch die
Stimulation der 5-LO kann durch Phosphorylierung Uber die p38 MAPK-regulierte
MK2 an Ser-271 und Uber p42/44™APX an Ser-663 erfolgen. Die Aktivierung von
p42/44'\’IAPK und p38 MAPK wurde durch WB und phosphospezifische Antikdrper
bestimmt, die nur die dualphosphorylierte, aktive Form der Kinasen detektieren.
Durch AKBA und KBA erfolgte eine rasche Aktivierung der p38 MAPK und
p42APK " die einen zeit- und konzentrationsabhéngigen Verlauf zeigte. Zusatzlich

wurde die p42"APX Aktivierung durch AKBA mittels In-gel Kinase Assay bestétigt.

PKC Isoformen sind haufig als Schaltstellen in die Signaltransduktionskaskaden
zur Aktivierung von p42/44YPK ynd p38 MAPK in PMNL involviert. Die Mitglieder
der Familie der PKC sind zentrale Signalproteine und als solche an der Regulation
einer Vielzahl von zellularen Prozessen beteiligt. Zu den Substraten der PKC
zahlen u.a. die Raf-Kinase '°, die Signale iiber den MAPK-Weg weitergibt, sowie
die MARCKS-Proteine '*°, denen die Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts '*°
zugeschrieben wird. Der PKC-Inhibitor RO-31-8524 fuhrte in unseren
Untersuchungen zu keiner nennenswerten Inhibierung der AKBA-induzierten
p42"APK und p38 MAPK Aktivierung, wohingegen GF109203x die Effekte von
AKBA leicht steigerte. Die Grunde hierflr sind noch unklar, doch offensichtlich
wird durch Hemmung GF109203x-sensitiver PKC Isoformen ein Signalweg soweit
unterdruckt, dass andere Signalwege (z.B. Uber Pl 3-K) starker stimuliert werden
und somit eine erhohte MAPK Aktivierung resultiert. In Analogie zur AKBA-
induzierten p42/44MA"X und p38 MAPK Aktivierung zeigt sich auch fiir die fMLP-
induzierte MAPK Aktivierung eine untergeordnete Rolle der PKC in PMNL ®°.

Die Pl 3-Kinase findet man mit vielen GPCRs, RTKs und zytoplasmatischen
Proteinkinasen assoziiert. Eine besondere Funktion wird ihr bei der Wachstums-
regulation ®** und der Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts durch die GTPase

Rac 334, 335

zugesprochen. Wie die PKC ist auch die Pl 3-K ein Effektorprotein der
Ras-Raf-Signal-Ubertragung . Verschiedene Agonisten wie fMLP oder AA
fuhren in PMNL zu einer schnellen Aktivierung der Pl 3-K und in weiterer Folge zur
Regulation von chemotaktischen Eigenschaften 7 %% Dabei ist die Pl 3-K

teilweise in die fMLP- bzw. AA-induzierte p42/44YAPK Aktivierung involviert 33 34°,
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spielt aber in der p38 MAPK Aktivierung nur eine untergeordnete Rolle 34" 342,

Wortmannin, ein selektiver Inhibitor der Pl 3-K, fuhrte in unseren Experimenten zu
einer wesentlichen Hemmung der AKBA-induzierten p42MAPX Aktivierung, aber nur
zu einer teilweisen Reduktion der Stimulation von p38 MAPK. Somit dirfte die PI
3-K ein wichtiges Element in der Signaltransduktion der durch AKBA induzierten

p42APK Aktivierung sein.

Zu den Komponenten der intrazellularen Signalleitung zahlen neben Proteinen
(Kinasen, Phosphatasen, regulatorische GTPasen und Adaptorproteine) auch
niedermolekulare Botenstoffe (Inosit-Phosphate, DAG, Ca®* etc.). Vor allem Ca?*
ist ein zentraler ,Second messenger® der Zelle, das nach Stimulation durch
Rezeptoragonisten ins Zytosol einstromt und eine Anzahl von funktionellen
Prozessen in PMNL reguliert ***. So spielt Ca** u.a. eine wichtige Rolle in der

%4 und Ca*'-selektive lonophore wie

4MAPK

Regulation von Proteinphosphorylierungen
lonomycin und A23187 fuhren zu einer starken Aktivierung von p42/4 und

p38 MAPK in humanen PMNL 34324,

Wir konnten zeigen, dass auch AKBA und KBA einen schnellen und signifikanten
Ca?*-Einstrom in PMNL induzieren, der im AusmaR und Zeitverlauf mit dem Effekt
des chemotaktisch wirksamen fMLP vergleichbar ist. Die Ca**-Freisetzung kénnte,
wie auch bei der Stimulation mit Ca?*-lonophor, ein Grund fiir die durch Keto-BAs
induzierte MAPK Aktivierung sein. Es zeigte sich allerdings, dass eine Ca?*-
Mobilisierung keine zwingende Voraussetzung fur die MAPK Aktivierung durch
Keto-BAs darstellt, da die Entfernung von intra- und/oder extrazellularem Ca®* nur
zu einer teilweisen Reduktion der AKBA-induzierten MAPK Aktivierung fuhrte.
Diese Beobachtungen stimmen interessanterweise mit den von Ferby et al. 3% fiir
PAF gefundenen Ergebnisse (iberein und bestitigen, dass neben der Ca?*-
Freisetzung auch alternative Mechanismen, wie z.B. die Pl 3-K-regulierte Signal-

ubertragung, zur MAPK Aktivierung fihren kdnnen.

Chemotaktische Agonisten wie PAF, fMLP oder LTB4, binden an spezifische
GPCRs und fuhren dadurch zur Aktivierung von MAPK und zur Freisetzung von
intrazellularem Ca?*. Uber diese Signalmolekiile werden wiederum eine Anzahl
von funktionellen Prozessen wie Chemotaxis, Degranulierung, Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, AA-Freisetzung und Leukotrienbiosynthese reguliert 346 347 348,

Fir die Ermittlung der Beteiligung von G-Proteinen an zellularen Prozessen sind
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zwei bakterielle Toxine von groler Bedeutung. Durch ADP-Ribosylierung
inaktiviert das Choleratoxin die GTPase-Aktivitat eines Gs-Proteins, wohingegen
das Pertussistoxin (PTX) die Aktivierung eines G;-Proteins durch seinen Rezeptor

verhindert.

In Analogie zu chemotaktischen Agonisten ist es moglich, dass 11-Keto-BAs an
spezifische Membranrezeptoren binden und damit Signale an zellulare Effektoren
weitergeben. Die 11-Keto-Funktion kdnnte eine strukturelle Voraussetzung fir die
Interaktion mit dem Rezeptor in PMNL sein. Experimente mit PTX lieferten erste
Hinweise auf die Beteiligung eines Gaoy,o-Proteins an der AKBA-induzierten Ca®'-
Freisetzung und MAPK Aktivierung. Damit ist es denkbar, dass BAs Liganden von
GPCRs sind oder alternativ G-Proteine direkt bzw. indirekt Uber Regulatoren des
G-Protein Signalings (RGS) stimulieren. Wie fiir Lipoamine beschrieben **°, ware
eine direkte Modulation von G-Proteinen durch BAs mdglich. Interessanterweise
erfolgte sowohl die Hemmung des Ca**-Einstroms als auch die Hemmung der
MAPK Aktivierung durch PTX nur unvollstandig. Dabei wurde die BA-induzierte
p38 MAPK Aktivierung schwacher als die p42/44APX Aktivierung durch PTX
beeinflusst. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass nicht-PTX-sensitive Gg-
Untereinheiten, wie im Fall des PAF-Rezeptors " oder des fMLP-Rezeptors ¢,

involviert sind.

Zusammenfassend stimulieren 11-Keto-BAs in isolierten humanen PMNL unter
Beteiligung von G-Proteinen wichtige zellulare Signaltransduktionswege wie die
Ca?*-Mobilisierung und MAPK-Aktivierung. Die Charakteristik (GPCR, Pl 3-K) und
das Wirkprofil zeigen dabei eine auffallende Ahnlichkeit mit chemotaktischen
Verbindungen wie fMLP, LTB4 und PAF.
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5.5 Funktionelle Effekte der BAs in PMNL

Signalmolekiile wie Ca?* und Proteinkinasen sind in PMNL an einer Anzahl von
funktionellen Prozessen, z.B. der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), der

Freisetzung von Lipidmediatoren (AA) sowie der Leukotrienbiosynthese, beteiligt.

In weiteren Untersuchungen galt es daher festzustellen, ob BAs in der Lage sind,

funktionelle Prozesse in PMNL zu induzieren.

Stimulus
(z.B. MLP)

+ Oxidativer Burst"

* Arachidonsaurefreisetzung

* 5-Lipoxygenase Aktivierung
+ Adhesion, Aggregation

Zytosol _ * Phagozytose, Chemotaxis

Kern

Abb. 27: Signalmolekiile und funktionelle Prozesse in PMNL (vereinfachtes Schema)

5.5.1 11-Keto BAs stimulieren die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Granulozyten und Monozyten/Makrophagen sind in der Lage, in den Korper
eindringende Mikroorganismen mittels Phagozytose abzutoten. Hierbei spielt die
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) durch die
NADPH-Oxidase eine wesentliche Rolle. Die Aktivierung der NADPH-Oxidase
bendtigt Ca** und eine mehrfache Phosphorylierung der p47°"* Untereinheit

durch bestimmte PKC-Isoformen und andere Kinasen (z.B. MAPKs) 118 119120
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In Ubereinstimmung mit der Literatur 3%0. 331 fijhrten fMLP, lonophor und PMA in
PMNL zu einer signifikanten Freisetzung von ROS. Wie aus Abb. 28 ersichtlich ist,
konnte auch fir AKBA und KBA eine mit lonophor bzw. PMA vergleichbare
Hochregulation der ROS-Bildung festgestellt werden, wohingegen A-B-BA und
B-BA verhaltnismalig schwache Effekte zeigten. Die ROS-Freisetzung durch
AKBA oder KBA zeigte sich eindeutig effektiver als die fMLP-induzierte.
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Abb. 28: Bildung von ROS durch verschiedene Stimuli in PMNL

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit dem Peroxid-sensitiven Fluoreszenz-
farbstoff DCF-DA (1 ug/mL) fiir 2 Min. bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend mit den
entsprechenden Substanzen stimuliert. Die Messung der gebildeten Peroxide erfolgte wie
unter ,Methoden“ beschrieben. Die Anderung der Fluoreszenzintensitét innerhalb der
gemessenen 5 Min. wurde in relativen Fluoreszenzeinheiten angegeben (Mittelwerte +
S.E; n = 4; Student t Test: =+ P <0,01).
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5.5.2 Pl 3-K und p42/44"*"X regqulieren die AKBA-induzierte ROS-Bildung

Um die zugrundeliegenden Signalwege der AKBA-induzierten ROS-Bildung zu
charakterisieren, wurden PMNL mit spezifischen Inhibitoren mdglicher Signal-
molekulle vorinkubiert. Als Kontrollsubstanz wurde PMA verwendet, von dem
bekannt ist, dass es PKC-Isoenzyme aktiviert, die wiederum die NADPH-Oxidase
durch mehrfache Phosphorylierung der p47°"*-Untereinheit stimulieren "7 18,

Untersuchungen mit DPI, einem direkten Inhibitor der NADPH-Oxidase 352,

zeigten, dass sowohl die PMA- als auch die AKBA-induzierte ROS-Freisetzung
nahezu vollstandig supprimiert wurde. Auch die Komplexierung von Ca** durch
BAPTA/AM und EDTA fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der AKBA- oder PMA-
induzierten ROS-Bildung (Abb. 29).
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Abb. 29: Einfluss von NADPH-Oxidase und Ca** auf die ROS-Bildung

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit 10 uM DPI oder 1 mM EDTA/30 uM
BAPTA/AM fiir 20 Min. bei RT vorinkubiert und anschlieBend bei 37°C mit DCF-DA
(1 ug/mL) versetzt. Nach weiteren 2 Min. erfolgte die Zugabe von AKBA (30 uM) oder
PMA (100 nM). Die Messung der gebildeten Peroxide erfolgte wie unter ,Methoden*”
beschrieben. Die Anderung der Fluoreszenzintensitit wurde in relativen Fluoreszenz-
einheiten angegeben (Mittelwerte £ S.E.; n = 4; Student t Test: ** P<0,01).
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Im Folgenden wurde der Einfluss pharmakologischer Proteinkinase-Inhibitoren auf
die AKBA- und PMA-induzierte ROS-Bildung untersucht. Wie aus Abb. 30 zu
entnehmen ist, wurde die PMA-induzierte ROS-Freisetzung nur unwesentlich
durch Wortmannin (Pl 3-K) und SB203580 (p38 MAPK) beeintrachtigt. Dagegen
reduzierte U0126, ein Inhibitor der den p42/44MAPK vorgeschalteten MEK1/2, die
ROS-Freisetzung teilweise. Die Effekte von PMA wurden durch den PKC-Inhibitor
RO-318425 vollstandig aufgehoben. Fur die AKBA-induzierte ROS-Bildung wurde
keine Hemmung durch RO-318425 und SB203580 gemessen, dagegen konnte sie
durch Wortmannin und UO0126 signifikant gehemmt werden. Anhand dieser
Ergebnisse sind die p42/44™A"X und PI 3-K an der Bildung von ROS durch AKBA
beteiligt.
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Abb. 30: Einfluss pharmakologischer Inhibitoren auf die ROS-Bildung in PMNL

PMNL wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den angegebenen Inhibitoren fiir 20 Min.
bei RT vorinkubiert und anschlieBend bei 37°C mit DCF-DA (1 ug/mL) versetzt. Nach
weiteren 2 Min. erfolgte die Zugabe von AKBA (30 uM) oder PMA (100 nM). Die Messung
der gebildeten Peroxide erfolgte wie unter ,Methoden“ beschrieben. Die Anderung der
Fluoreszenzintensitét innerhalb der gemessenen 5 Min. wurde in relativen Fluoreszenz-
einheiten angegeben (Mittelwerte + S.E.; n = 4; Student t Test: =+ P <0,01).
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5.5.3 11-Keto-BAs fiihren zur Freisetzung von [*H]-Arachidonsaure in PMNL

Die Freisetzung von AA in Leukozyten ist ein wichtiger Schritt in der Entstehung
entziindlicher Reaktionen. Da in PMNL die cPLA; liber Ca®* und Phosphorylierung
durch MAPK reguliert wird 2’%, lag es nahe, dass BAs in der Lage sind, lber diese

Mechanismen AA freizusetzen.

Wie dem Balkendiagramm in Abb. 31 zu entnehmen ist, erhdhten AKBA und KBA
(je 100 uM) sowie ein BS-Extrakt (130 ug/mL) die Freisetzung von [PHJAA um den
Faktor 2,0 bis 2,5 gegenuber unstimulierten Zellen, wohingegen 3-BA und A-3-BA
nur vergleichbar schwache Effekte erzielten. Auch in diesem experimentellen
Ansatz zeigten sich AKBA und KBA ahnlich effektiv wie fMLP.

250 -
200 -
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100 -

[3H]-AA-Freisetzung (%)

50 -

Abb. 31: Arachidonséurefreisetzung durch BAs in PMNL

PMNL wurden mit 0,25 uCi/mL [PHJAA beladen, anschlieBend gewaschen und in PGC
Puffer plus FAF-BSA aufgenommen und mit der zu untersuchenden Substanz fiir 5 Min.
bei 37°C stimuliert. Die Freisetzung von [PHJAA ins Zellmedium wurde mittels eines beta-
Counters bestimmt und in Prozent gegeniiber den unstimulierten Zellen angegeben.
(Mittelwerte £ S.E.; n = 4; Student t Test: * P <0,01 bzw. = P <0,05).
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Sowohl die fMLP(1uM)- als auch die AKBA(100uM)-induzierte AA-Freisetzung war
nach Entfernen von Ca** durch BAPTA/AM und EDTA fast vollstandig supprimiert
(ohne Abb.). Um den Einfluss der p38 MAPK und p42/44Y*°X auf die AA-
Freisetzung zu untersuchen, wurden Experimente mit U0126 (3 uM) und
SB203580 (10 puM) durchgefuhrt. Die Effekte von AKBA (100uM) wurden durch
U0126 teilweise (53 * 4,6%) verringert, durch SB203580 jedoch nicht beeinflusst
(ohne Abb.). Daher scheint die p42/44MA"X jedoch nicht die p38 MAPK, an der
AKBA-induzierten AA-Freisetzung beteiligt zu sein.

5.5.4 11-Keto BAs stimulieren die 5-LO in intakten Zellen

In intakten Zellen kann die 5-LO durch die Erhéhung des intrazelluldren Ca?*-
Levels und/oder durch Phosphorylierung durch p42/44MAPX bzw. p38 MAPK-
regulierte MK2 aktiviert werden '®* 3%°. Da BAs in PMNL Ca?* mobilisieren und
MAPK aktivieren, lag es nahe, dass AKBA und KBA als Stimuli der 5-LO in

intakten Zellen fungieren konnen.

Wie aus Abb. 32 zu entnehmen ist, zeigte sich bei simultaner Zugabe von AKBA
bzw. KBA (je 30 uM) mit 20 uM AA eine etwa 3,8- bzw. 2,4-fache Steigerung der
5-LO Produktbildung gegeniber der Kontrolle mit AA stimulierten Zellen. Fur BAs

ohne Keto-Funktion konnten keine stimulierenden Effekte festgestellt werden.

Uberraschenderweise war die Hochregulation durch AKBA und KBA nur in
Abwesenheit von intra- und extrazellularem Ca?* in diesem AusmaR zu finden.
Wie in Abb. 33 zu erkennen ist, erzielte KBA in Anwesenheit von Ca?* (1 mM)
keinen Effekt und AKBA lieferte nur einen 1,9-fachen Anstieg der 5-LO
Produktbildung. Wurde die Ca?*-Konzentration auf 2 mM erhéht, so konnte auch

fur AKBA kein stimulierender Effekt mehr gezeigt werden (ohne Abb.).
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Abb. 32: 5-LO Aktivierung in intakten PMNL bei Abwesenheit von Ca**
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Abb. 33: 5-LO Aktivierung in intakten PMNL bei Anwesenheit von Ca**

PMNL wurden in PG Puffer aufgenommen und entweder mit 1 mM EDTA plus 30 uM
BAPTA/AM fiir 15 Min. vorinkubiert (Abb. 32) oder mit 1mM Ca** versetzt (Abb. 33).
AnschlieBend wurde mit AA (20 uM) oder AA simultan mit den entsprechenden BAs
(je 30 uM) stimuliert und fiir weitere 10 Min. bei 37°C inkubiert Die 5-LO Metabolite
wurden wie unter ,Methoden” beschrieben bestimmt. (Mittelwerte + S.E.; n = 3-6; Student

t Test: #+ P <0,01 bzw. * P <0,05).
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Erfolgte die Zugabe der BAs vor Stimulation mit AA, so zeigte sich bei einer
Erhohung der Vorinkubationszeit von AKBA (30 yM) eine Abnahme der 5-LO
Aktivitat. Wie aus Abb. 34 zu entnehmen ist, erhohte sich die 5-LO Produktbildung
bei einer Vorinkubationszeit von 1 Min. nur noch um etwa Faktor 3, nach 3 Min.

nur um Faktor 2,5.
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Abb. 34: Abhéngigkeit der 5-LO Aktivierung von Vorinkubationszeit und AA-Konzentration

PMNL wurden in PG Puffer aufgenommen, mit 1 mM EDTA plus 30 uM BAPTA/AM fiir 15
Min. vorbehandelt, anschlieBend mit AKBA (30 uM) fiir 0, 1 oder 3 Min. inkubiert und
durch Zugabe von 20 uM AA stimuliert. Nach 10 Min. bei 37°C wurden die 5-LO
Metabolite wie unter ,Methoden® beschrieben bestimmt. (Mittelwerte + S.E.; n = 4-6;
Student t Test: #* P <0,01).

Die Dosiswirkungskurve in Abb. 35 lasst erkennen, dass die Stimulation der 5-LO
in Abwesenheit von Ca*" durch AKBA konzentrationsabhéngig ist und Gber ein
Maximum bei etwa 30 pM verfligt. Bei Konzentrationen von >100 pM verfugt
AKBA Uber keinen stimulierenden Effekt auf die 5-LO. Hier scheint die direkte
Interaktion der AKBA mit dem Enzym zum Tragen zu kommen, die eine

Aktivierung des Enzyms in der Summe verhindert.
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Abb. 35: Dosiswirkungskurve der AKBA-induzierten 5-LO Aktivierung

PMNL wurden in PG Puffer aufgenommen, mit 1 mM EDTA plus 30 uM BAPTA/AM fiir 15
Min. vorinkubiert, anschlieBend mit AA (20 uM) oder AA simultan mit steigenden AKBA-
Konzentrationen stimuliert und fiir 10 Min. bei 37°C inkubiert Die 5-LO Metabolite wurden
wie unter ,Methoden* beschrieben bestimmt. (Mittelwerte + S.E.; n = 4-5).

Des Weiteren wurde der Einfluss verschiedener Kinasen bei der AKBA-induzierten
5-LO Aktivierung unter Verwendung spezifischer Inhibitoren (u.a. SB203580,
U0126, Wortmannin, RO-31-8425) untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse lie3en
jedoch wegen statistisch nicht signifikanter Daten keine eindeutige Aussage uber

eine Beteiligung relevanter 5-LO Kinasen zu (ohne Abb.).

5.5.5 Einfluss von Ca?* auf die Wirksamkeit von AKBA

Normalerweise werden Zellen mit 5-LO Inhibitoren vorinkubiert (5 bis 30 Minuten)
und anschieflend mit einem Gemisch aus AA und lonophor A23187 stimuliert.
Betracht man diesen Versuchsansatz unter Berlcksichtigung der gefundenen
Wirkungen der BAs in PMNL, so kommt es schon wahrend der Vorinkubationszeit
zu einem Anstieg des Ca?*-Levels, zur Aktivierung der MAPK, zur Bildung von
ROS und zur Freisetzung von AA. Es ist bekannt, dass eine langanhaltende
Einwirkung von Oxidantien (z.B. ROS) und Ca?* zu einer schnellen Inaktivierung
von 5-LO fiihren kann %% 2% Folglich kdénnte die 5-LO nach Vorinkubation mit

AKBA und nachfolgender Zugabe von AA und Stimulus schon inaktiviert sein.
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Fiihrt man den oben beschriebenen Versuch in einem Ca?*-freien Milieu durch, so
misste nicht nur der Ca?*-Einstrom, sondern auch die Ca**-abhangige ROS-
Bildung und AA-Freisetzung unterbunden werden und somit die 5-LO Aktivitat

durch AKBA weniger stark hemmbar sein.

Wurden die Zellen in Anwesenheit von Ca?* mit AKBA (30 uM) vorinkubiert, so
war die 5-LO Aktivitat etwa 3% der Kontrolle, in Ca?*freien Zellen lag die Aktivitat
dagegen bei ~15% (Abb. 36). Die Hemmung der 5-LO durch AKBA ist somit im

Ca* -freien Milieu deutlich schwacher ausgepragt.

EDTA/
BAPTA —
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5-LO Aktivitiit (%)
Abb. 36: Einfluss von Ca** auf die Wirksamkeit von AKBA (A)

PMNL wurden entweder in PGC Puffer oder in PG Puffer plus 1TmM EDTA/30 uM
BAPTA/AM aufgenommen. Nach 15 Min. wurde 30 uM AKBA zugesetzt und fiir 15 Min.
bei 37°C vorinkubiert. Alle Inkubationsansétze wurden auf 1 mM Ca** eingestellt und mit
2,6 uM lonophor und 10 uM AA stimuliert und fiir weitere 10 Min. inkubiert. Die 5-LO
Metabolite wurden wie unter ,Methoden* beschrieben bestimmt. (Mittelwerte + S.E.; n = 3)



Ergebnisse 94

Wie von Safayhi et al. '

gezeigt wurde, handelt es sich bei der direkten Hemmung
der 5-LO um einen nicht-kompetitiven, nicht-redoxaktiven Mechanismus, an einer
allosterischen Bindungsstelle flr pentazyklische Triterpene. Diese Hemmung

erwies sich bei Untersuchungen des isolierten 5-LO Enzyms als reversibel.

Um die Reversibilitdt der 5-LO Hemmung durch AKBA in intakten Zellen zu
uberprufen, wurde folgender Versuchsansatz gewahlt: AKBA (30 uM) wurde nach
einer Vorinkubationszeit von 30 Min. in einer Ca*'-haltigen oder Ca®'-freien
Zellsuspension durch Waschen mit frischem PBS entfernt. Nach Zentrifugation
und Resuspension in frischem PG Puffer wurde EDTA zugesetzt und die 5-LO

Aktivitat im Homogenat bestimmt.

Wie in Abb. 37 zu erkennen ist, war die 5-LO Aktivitat in Zellen, die in
Anwesenheit von Ca®* vorinkubiert wurden, sehr niedrig, die Restaktivitat lag bei
6,03 £ 0,4% der Kontrolle (ohne AKBA Vorinkubation). Im Gegensatz dazu lag die
Aktivitat der 5-LO nach Inkubation mit AKBA in Abwesenheit von Ca®* bei 60,7 £+
9,6% der Kontrolle.
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Abb. 37: Einfluss von Ca** auf die Wirksamkeit von AKBA (B)

PMNL wurden entweder in PGC Puffer oder in PG Puffer plus 1 mM EDTA/30 uM
BAPTA/AM aufgenommen, fir 15 Min. vorinkubiert und fiir weitere 30 Min. bei 37°C mit
30 uM AKBA inkubiert. Die Inkubationsansétze wurden zentrifugiert (950g; 10 Min.), der
Uberstand abgesaugt und das Pellet in frischem PG Puffer aufgenommen. Nach Zugabe
von EDTA wurden die Zellen mittels Ultraschall homogenisiert und die 5-LO Aktivitéat im
Homogenat wie unter ,Methoden* beschrieben bestimmt. (Mittelwerte £ S.E.; n = 3)
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5.6 Diskussion

Aufgrund der Tatsache, dass Signalmolekiile wie Ca®* und Proteinkinasen eine
Anzahl von Leukozytenfunktionen steuern (u.a. Zytokinfreisetzung, Chemotaxis,
Adhasion an das Gefallendothel, Phagozytose von Partikeln, Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, Degranulierung, Freisetzung und Metabolisierung von Lipid-
mediatoren), wurden Effekte von BAs bezuglich ROS-Bildung, AA-Freisetzung und
LT-Synthese in PMNL untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass 11-Keto-BAs in der Lage sind, die Bildung von
ROS, die Freisetzung von AA und ihre anschlieRende Metabolisierung durch 5-LO
auszuldsen. Untersuchungen der beteiligten Signalmolekile und vergleichbare
Kinetiken, induziert durch chemotaktische Stimuli von Leukozyten (fMLP, PAF,
LTB,), bestatigen, dass 11-Keto-BAs ahnliche Signaltransduktionswege wie

chemotaktische Liganden nutzen.

Reaktive Sauerstoffspezies spielen im Rahmen der zellularen Immunantwort eine
wichtige Rolle. Wahrend der Phagozytose fuhren sie zusammen mit
verschiedenen Verdauungsenzymen zur Abtotung von Mikroorganismen. Die
NADPH-Oxidase von Leukozyten ist die Hauptquelle des ‘O,, das in weiterer
Folge zu H,O, und ‘OH umgesetzt wird % Fir die ‘Oz -Bildung ist neben der
Anwesenheit von Ca** die Phosphorylierung der p47°"°_Untereinheit der NADPH-
Oxidase eine wichtige Voraussetzung ''® "7 "9 GemaR ihrer Fahigkeit, die Ca?*-
Freisetzung und MAPK in PMNL zu stimulieren, fihrten die 11-Keto-BAs zu einer
schnellen Oxidation des Peroxid-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes DCF-DA,
wohingegen die BAs ohne Keto-Funktion keine Effekte zeigten. Da der NADPH-
Oxidase Inhibitor DPI diese Oxidation verhindern konnte, kann das NADPH-
Oxidase System als Quelle der ROS-Bildung angenommen werden. Die
pharmakologische Charakterisierung der zugrundeliegenden Signalwege der
AKBA-induzierten ROS-Bildung lieferte Hinweise auf die Beteiligung der Pl 3-K
und der p42/44MAPK \wohingegen die p38 MAPK sowie PKC Isoformen
anscheinend nicht involviert sind. Gemal} der Tatsache, dass in Abwesenheit von
Ca*" die AKBA-induzierte ROS-Freisetzung nahezu vollstandig unterdriickt wurde,
kann fir 11-Keto-BAs eine Stimulation der ROS-Bildung durch Ca®*-Mobilisierung

und Aktivierung der p42/44MAPK via P| 3-K angenommen werden.
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Kontrollexperimente mit PMA, einem direkten Aktivator der PKC, stehen im
Einklang mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen ' 8 12030 zeigte sich, dass
PKC und in einem geringeren AusmafR auch p42Y"K fiir die NADPH-Oxidase
abhangige ROS-Bildung durch PMA involviert sind, wohingegen eine Beteiligung
der Pl 3-K oder p38 MAPK nicht erkennbar ist.

Die pharmakologische Charakterisierung der AKBA-induzierten ROS-Bildung zeigt
gewisse Parallelen zum Einfluss von fMLP auf das NADPH-Oxidase System auf.
So konnte in Untersuchungen von Dewas et al. ' und Ding et al. **>* die fMLP-
induzierte Phosphorylierung der p47°"°Untereinheit in Neutrophilen durch
Hemmung der p42MAPK

p38 MAPK ohne Auswirkung blieb. Versuche, die fMLP-induzierte ROS-Bildung
4MAPK,

und Pl 3-K unterdriuckt werden, wobei die Inhibierung der

mit entsprechenden Inhibitoren zu hemmen, zeigten allerdings fur p42/4
Pl 3-K und p38 MAPK eine Reduktion der ROS-Bildung in PMNL ©& 3%% 3%
Maglicherweise konnte hierfir eine Phosphorylierung der p67°"-Untereinheit
durch p38 MAPK verantwortlich sein ''°.

In PMNL wird die Freisetzung von AA aus Membranphospholipiden uber die
cPLA; reguliert. Die AA kann anschlieBend zu Entzindungsmediatoren
verstoffwechselt werden. Die Regulation der cPLA; erfolgt durch Phosphorylierung
liber bestimmte MAPK und/oder durch Erhéhung des intrazellularen Ca®*-Levels
%68 Es konnte gezeigt werden, dass 11-Keto-BAs, nicht jedoch B-BA und A-B-BA,
in PMNL zu einer mit fMLP vergleichbaren AA-Freisetzung flhren. Fur die AKBA-
induzierte AA-Freisetzung zeigte sich eine Abhangigkeit von p42/44YPK und Ca*",
die auch fiir andere Liganden (Zymosan, Ca®*-lonophor) von GPCRs gefunden
wurde %, Die benétigten Konzentrationen an AKBA und KBA lagen fiir die AA-
Freisetzung hoher als fur die ROS-Bildung. Dies kénnte daran liegen, dass die
cPLA, fiir ihre Aktivierung einen méglichst langanhaltenden Ca®**-Einstrom
bendtigt 272 Betrachtet man die intrazelluldren Ca**-Level nach Stimulation mit 30
MM AKBA oder KBA (Abb. 26), so lasst sich erkennen, dass es nach Erreichen
des Maximums zu einer Abnahme der intrazelluldren Ca**-Konzentration kommt.
Dieser Effekt war bei 100 uM AKBA oder KBA weniger stark ausgepragt.
Maoglicherweise ist erst bei hoheren Konzentrationen von 11-Keto-BAs ein
ausreichend hoher und gleichbleibender Ca?*-Level fiir die cPLA-Aktivierung

vorhanden.



Ergebnisse 97

Obwonhl die BAs als direkte, nicht-kompetitive Inhibitoren der 5-LO beschrieben
wurden '® ', konnten wir paradoxerweise eine Stimulation der 5-LO in intakten
Zellen durch AKBA feststellen. Voraussetzung ist dabei, dass die Zugabe der BAs
simultan mit einer ausreichenden Menge an exogener AA erfolgt. Die Aktivierung
der 5-LO war bei etwa 30 yM maximal, bei hoheren Konzentrationen scheint
allerdings die direkte Interaktion der AKBA mit der 5-LO eine Aktivierung des
Enzyms zu verhindern. Auch fir BS-Extrakte und einige Inhaltsstoffe wurde eine
Hochregulierung der 5-LO Aktivitat in PMNL gefunden. So konnte nicht nur fur
niedrige Konzentrationen des Extraktes ein Anstieg der lonophor-induzierten 5-LO
Produktbildung beobachtet werden ?®, es zeigte sich auch fiir die 3-oxo-Tirucallen-
saure, die in zellfreien Systemen als Inhibitor der 5-LO wirkt, eine Stimulation der

5-LO Aktivitat in humanen Neutrophilen ®.

In intakten Zellen kann die 5-LO sowohl durch Erhéhung des intrazelluldren Ca?*-
Levels als auch durch Phosphorylierung durch p38 MAPK-regulierte MK2 und
p42/44MAPK aktiviert werden %% 3% Interessanterweise war allerdings die AKBA-
induzierte 5-LO Aktivierung in Abwesenheit von Ca®" stirker ausgepragt und
wurde durch MAPK-Inhibitoren nicht signifikant beeinflusst. Daher scheinen
zusatzliche noch unbekannte 5-LO aktivierende Faktoren oder Signalwege durch
AKBA induziert zu werden. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass auch
die Stimulation von PMNL mit OAG zu einer betrachtlichen 5-LO Produktbildung
fihrt, die jedoch unabhangig von Ca®*, MAPK und PKC ist. Auch eine Induktion
der 5-LO Translokation sowie die Freisetzung endogener AA konnte nicht gezeigt
werden. Somit scheinen hier vollig neuartige Mechanismen der 5-LO Aktivierung

zu Grunde zu liegen %°.

Die Diskrepanz der Hemmwirkung von AKBA beziglich 5-LO in intakten Zellen
(ICs50 ~2-5 pM) und Zellhomogenaten (ICsp ~15-50 uM), die von uns und anderen
Arbeitsgruppen gezeigt wurde " 2% 289 |3sst den Schluss zu, dass in intakten
Zellen weitere Faktoren fur die AKBA-vermittelte 5-LO Hemmung verantwortlich
sind. Da eine anhaltende Einwirkung von Oxidantien und Ca®* zu einer schnellen
Inaktivierung der 5-LO fiihrt 262 263
Hemmung durch AKBA in intakten Zellen auf die induzierte ROS-Bildung und

Erhdhung der Ca®*-Konzentration zuriickzufiihren ist. Tatsachlich konnten wir

, ist es moglich, dass die potente 5-LO

zeigen, dass die Wirksamkeit von AKBA in intakten Zellen durch Ca®'-
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Komplexierung verringert wurde. Die Restaktivitat der 5-LO in Ca?*-freien Zellen
lag etwa 5-fach héher als in Zellen mit Ca**. Auch Untersuchungen hinsichtlich
Reversibilitat der AKBA-induzierten 5-LO Hemmung bestatigen diese Hypothese.
Trotz Auswaschen von AKBA nach Vorinkubation in Ca?*-haltigem Milieu, wurde in
korrespondierenden Homogenaten eine starke 5-LO Hemmung (~94%)
festgestellt. Bei Vorinkubation der AKBA in Ca?*-freiem Milieu, zeigte sich
dagegen eine deutlich geringere 5-LO Hemmung (~39%). Eine Erklarung fur die
hohe 5-LO Hemmung nach Vorinkubation von AKBA in Anwesenheit von Ca*" ist
auch hier der AKBA-induzierte Ca?*-Einstrom und die Ca®'-abhangige ROS-
Bildung. Beides kann schon vorzeitig zu einer irreversiblen Inaktivierung der 5-LO
fuhren. Damit bestatigt sich die These, dass die hohe Wirksamkeit von AKBA in
intakten Zellen nicht ausschlieRlich aus der direkten Interaktion von AKBA mit der
5-LO resultiert, sondern auch andere zelluldre Mechanismen (Ca®**/ROS) eine

Rolle spielen.

Zusammenfassend sind 11-Keto-BAs in hohen, pharmakologisch nichtrelevanten
Konzentrationen als multifunktionelle Agonisten inflammatorischer Prozesse
aufzufassen. Dies widerspricht zunachst der Tatsache, dass verschiedene
Untersuchungen an Tieren sowie Kklinische Pilotstudien antiinflammatorische
Effekte der BS-Extrakte und der BAs zeigen ** 3% %7 Es ist denkbar, dass BAs in
niedrigen Konzentrationen eine antagonistische Aktivitat auf Signalwege austben,
die durch einen Agonisten (LTB4, PAF etc.) induziert werden. In der Tat konnte
von Park et al. ** gezeigt werden, dass durch 2-8 pM AKBA die PDGF-induzierte
p42/44MAPK Aktivierung in Meningioma Zellen inhibiert wird. Erste Untersuchungen
an Thrombozyten, die von O. Werz (Frankfurt) durchgefuhrt wurden, zeigten
auRerdem eine signifikante Hemmung der PAF-induzierten Ca®'-Freisetzung
durch niedrige Konzentrationen an BAs (0,3 bis 1 yM). In diesem Zusammenhang
ist interessant, dass Bay-U9773 in niedrigen Konzentrationen antagonistische
Aktivitat, in hohen Konzentrationen agonistische Aktivitat am Cys-LTR-2 aufweist
und zur Behandlung des Asthma bronchiale eingesetzt wird 3°®. Weitere Studien
hinsichtlich einer antagonistischen Aktivitat der BAs in pharmakologisch
relevanten Konzentrationen (< 1pM) sind notwendig, um diese These =zu
bestatigen und in weiterer Folge den Rezeptor bzw. den genauen molekularen

Mechanismus der antiinflammatorischen Wirkung der BAs zu identifizieren.
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5.7 Zelltypabhangige Wirkungen der BAs

Die Untersuchung der Wirkungen von BAs sollte auf weitere Zelltypen ausgedehnt
werden. So fokussierte sich unser Interesse neben leukozytaren und monozytaren
Zelllinien (HL60 und MM6) auch auf Thrombozyten. Diese nehmen im
Entzindungsgeschehen ebenfalls eine wichtige Rolle ein und verfugen u.a. Uber

eine 12-Lipoxygenase.

5.7.1 BAs induzieren intrazellulare Caz"-MobiIisierung in Thrombozyten

Frisch isolierte menschliche Thrombozyten wurden auf Ca?*-Freisetzung hin
untersucht. Die Bestimmung erfolgte dabei analog zu PMNL. Als Positivkontrolle

wurde Thrombin (5u) verwendet.

Wie in Abb. 38 dargestellt ist, fuhrte vor allem die Stimulation mit 3-BA zu einem
signifikanten Anstieg des intrazelluldren Ca®*-Levels. So erhdhte sich die
intrazelluldre Konzentration von durchschnittlich 30 nM Ca** durch 30 pM B-BA auf
634 + 198 nM und lieferte Werte, die mit Thrombin erreicht wurden (~ 550 nM).
Auch A-B-BA und AKBA filhrten zu einer effizienten Ca**-Mobilisierung und
erreichten Konzentrationen von 326 £ 196 nM und 274 + 89 nM, wohingegen KBA

keinen Einfluss zeigte.

In weiterfuhrenden Untersuchungen durch Daniel Pockel (AK Werz/Steinhilber)
konnte gezeigt werden, dass der B-BA-induzierte Ca**-Einstrom zu ca. 70% auf
dem Einstrom von extrazellularem Ca?* iiber die Zellmembran beruht, etwa 30%

sind demnach auf die Freisetzung aus internen Speichern zurtickzuflhren.
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Abb. 38: Ca**-Mobilisierung durch BAs in Thrombozyten

Thrombozyten wurden in PG Puffer aufgenommen, mit Fura-2/AM vorinkubiert, TmM Ca**
zugesetzt und anschlieBend mit den entsprechenden Testsubstanzen stimuliert. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte mittels Lumineszenzspektrometer. Die Bestimmung der
Ca*-Konz. erfolgte wie unter ,Methoden®“ beschrieben. Die abgebildeten Kurven sind
reprasentativ fiir drei unabhéngige Versuche. (Mittelwerte in nM + S.E.; n=5)
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5.7.2 BAs aktivieren p38 MAPK in Thrombozyten

Zur Bestimmung der Aktivierung von MAPK durch BAs, wurden Thrombozyten mit
den entsprechenden BAs stimuliert und die Aktivierung der p38 MAPK und
p42/44'\’IAPK mittels WB und phosphospezifischen Antikdrpern bestimmt.

Wie aus Abb. 39 ersichtlich ist, fuhrten alle BAs zu einer konzentrations-
abhangigen Aktivierung der p38 MAPK. Interessanterweise zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Wirksamkeit der einzelnen BAs. Im Gegensatz
dazu wurde die p42/44APX nur wenig durch die Stimulation mit BAs aktiviert.
p-BA (PM) A- B-BA (uM)
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Abb. 39: Aktivierung von MAPK durch BAs in Thrombozyten

Thrombozyten wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den entsprechenden BAs
stimuliert und die Reaktion nach 1,5 Min. abgestoppt. Trennung und Detektion der MAPK
erfolgte wie unter ,Methoden“ beschrieben. Abgebildete WBs sind reprdsentativ fiir drei
unabhéngige Versuche.

5.7.3 BAs induzieren AA Freisetzung und Metabolisierung zu 12-H(P)ETE

Auch in Thrombozyten ist die cPLA; durch Ca?* und MAPK reguliert und stellt die
PLA, dar, die Giberwiegend zur Agonist-induzierten AA-Freisetzung beitragt 3% 3%
Freie AA wird rasch durch ,platelet-type“ 12-LO zu 12(S)-HPETE umgesetzt und
durch Peroxidasen zu 12(S)-HETE reduziert.
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Zur Bestimmung der 12-H(P)ETE Bildung wurden Thrombozyten in PGC Puffer
mit den entsprechenden BAs oder Thrombin stimuliert und die gebildeten 12-LO
Metabolite qualitativ und quantitativ bestimmt. Die Balkendiagramme in Abb. 40
zeigen die Wirksamkeit der verschiedenen BAs. Wahrend AKBA und KBA nur eine
moderate Bildung von 12-H(P)ETE bewirkten, stimulierten p-BA und A-B-BA die
12-H(P)ETE-Synthese effizient. So erhdhten bereits 3 uM B-BA die Konzentration
von 12-H(P)ETE um Faktor 2,6. Die maximale Syntheserate (29-fache Steigerung)
wurde durch 100 uM B-BA erzielt. Sie lag damit signifikant héher als die Thrombin-
induzierte 12-H(P)ETE-Bildung (20-fache Steigerung).

A--BA B-BA

rombin

600 +

500 +

400 +

300 +

200 +

100 +

12-H(P)ETE Bildung
(ng/108Zellen)
E Th

o

0 3 10 30 100 3 10 30 100 pM Su

AKBA KBA

600 4 . .
2
=5 - 500 =
S5
o 400
w N
E% 300
— T
o5 200 4
n o =
o 100 o i i

Ul

0 3 10 30 100 0 3 10 30 100 pM

Abb. 40: Effekte von BAs auf die 12-H(P)ETE-Bildung in Thrombozyten

Thrombozyten wurden in PGC Puffer aufgenommen und fiir 10 Min. bei 37°C mit den
entsprechenden BAs stimuliert. Als Positivkontrolle wurde Thrombin (5u) verwendet. Die
gebildeten 12-HETE und 12-H(P)ETE) wurden anschlielend qualitativ und quantitativ
mittels HPLC bestimmt und in ng/10° Zellen angegeben (Mittelwerte + S.E.; n = 4-6).
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5.7.4 Einfluss von MAPK und Ca?* auf die induzierte 12-H(P)ETE Bildung

Zur Aufklarung der zugrundeliegenden Signalwege bei der durch BAs induzierten
12-H(P)ETE-Synthese wurde eine mégliche Ca?*- und/oder MAPK-Abhangigkeit
untersucht. Dazu wurden die Thrombozyten in An- oder Abwesenheit von Cca*
bzw. nach Vorinkubation mit spezifischen MAPK-Inhibitoren mit 3-BA, A-B-BA oder
Thrombin inkubiert. Wie aus Abb. 41 ersichtlich, wurde die Thrombin-induzierte
12-H(P)ETE-Bildung durch Entfernen von Ca®* beinahe vollstandig aufgehoben,
aber auch die 3-BA oder A-B-BA- induzierte 12-H(P)ETE-Synthese wurde um ca.
80% reduziert. Unter Verwendung von MAPK-Inhibitoren zeigte sich eine
Reduktion der B-BA-induzierten 12-H(P)ETE-Bildung durch U0126 (3 pM) um etwa
39%, durch SB203580 (10 pM) um etwa 26%, und die Kombination beider
Inhibitoren resultierte in einer ca. 50%igen Hemmung. Somit scheinen Ca®* und
MAPK wichtige Faktoren der p-BA-induzierten AA-Freisetzung und der

nachfolgenden Metabolisierung zu 12-H(P)ETE zu sein.
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Abb. 41: Einfluss von Ca** und MAPK auf die 12-H(P)ETE Bildung

Thrombozyten wurden entweder in PGC Puffer mit oder ohne entsprechende Inhibitoren
oder in PG Puffer plus 1 mM EDTA/30 uM BAPTA/AM aufgenommen und flir 15 Min.
vorinkubiert. AnschlieBend wurde mit 100uM B-BA, A-B-BA oder 5u Thrombin fiir weitere
10 Min. bei 37°C stimuliert. Bestimmung der Metabolite wie unter ,Methoden®
beschrieben. (Mittelwerte + S.E.; n = 4-6).
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5.7.5 Wirkungen der BAs in differenzierten HL60 und Mono Mac 6 Zellen

Die Einfliisse der BAs auf die Freisetzung von Ca?*, die Aktivierung von MAPK
und die Bildung von ROS wurden ferner in verschiedenen hamatopoetischen

Zelllinien untersucht.

In undifferenzierten und differenzierten monozytaren Mono Mac 6 Zellen konnte
fir keine der vier BAs eine Ca?*-Mobilisierung oder MAPK Aktivierung festgestellt
werden. Auch im Hinblick auf die ROS-Bildung wurde keine signifikante Induktion
durch BAs beobachtet. Kontrollexperimente mit PAF, LTBs oder fMLP wiesen
dagegen eine deutliche Ca®*-Mobilisierung in differenzierten MM6 Zellen auf und
zeigten damit, dass G-Protein-gekoppelte Ca?*-Signaltransduktion in diesen Zellen

moglich ist.

Im Gegensatz dazu zeigten sich bei Untersuchungen der BAs an differenzierten
granulozytaren HL60 Zellen gewisse Ahnlichkeiten mit den in PMNL gefundenen
Effekten. Wie anhand des WB in Abb. 42 zu erkennen ist, fUhrten samtliche BAs
bei einer Konzentration von 30 und 100 uM zu einer Aktivierung der p38 MAPK
und p42/44VAPK Die starkste Stimulation der Kinasen wurde jeweils durch B-BA
oder AKBA erzielt, wohingegen KBA vor allem die p38 MAPK nur vergleichsweise
schwach aktivierte. Wurden diese Versuche an undifferenzierten Zellen durch-
gefuhrt, so zeigte sich kein Einfluss der BAs auf die MAPK-AKktivitat (ohne Abb.).
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Abb. 42: MAPK Aktivierung durch BAs in differenzierten HL60

Differenzierte granulozytdre HL60 Zellen wurden in PGC Puffer aufgenommen, mit den
entsprechenden BAs stimuliert und die Reaktion nach 1,5 Min. abgestoppt. Trennung und
Detektion der MAPK erfolgte wie unter ,Methoden“ beschrieben. Abgebildeter WB ist
repréasentativ flir drei unabhéngige Versuche.
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Hinsichtlich der Ca?*-Mobilisierung zeigte sich nach Stimulation der differenzierten
HL60 Zellen mit jeweils 30 uM BAs kein signifikantes Ca®*-Signal. Erst bei einer
Konzentration von 100 ypM AKBA erhohte sich der intrazelluldre Ca®*-Level von 45
+ 7 nM auf 175 + 25 nM. KBA, 3-BA und A-B-BA blieben bei 100 uM ohne Einfluss
(ohne Abb.). Interessanterweise liel3 der Kurvenverlauf der AKBA-induzierten
Ca”Freisetzung in differenzierten HL60 Zellen eine andere Kinetik als in PMNL
erkennen. Der Ca®"-Einstrom erfolgte hier sehr langsam, erreichte zwischen 30
und 45 Sekunden ein Maximum und sank bis zum Ende der Messzeit nur leicht
ab. Kontrollexperimente mit lonomycin (2,5 uM) lieferten Ca?*-Konzentrationen
von 405 + 45 nM. Vergleichbare Untersuchungen an undifferenzierten Zellen
zeigten keine Wirksamkeit der BAs, wohingegen mit lonomycin (2,5 pM) Ca®*-

Level von etwa 129 nM erreicht wurden.

Zur Bestimmung der ROS-Bildung in HL60 Zellen wurden undifferenzierte und
differenzierte Zellen mit den entsprechenden BAs (50 uM), fMLP (1 uM) oder PMA
(1 pM) stimuliert. Wie aus Abb. 43 zu entnehmen ist, konnte mit B-BA eine mit
fMLP vergleichbare Hochregulierung der ROS-Bildung in differenzierten HL60
Zellen erzielt werden, AKBA erwies sich sogar als potenter, wohingegen A-3-BA
und KBA nur vergleichsweise schwache Effekte zeigten. In undifferenzierten

Zellen konnte keine Wirksamkeit der BAs festgestellt werden (ohne Abb.).

Die Charakterisierung der zugrundeliegenden Signalwege der durch AKBA
induzierten ROS-Bildung erfolgte mit spezifischen Inhibitoren moglicher
Signalmolektle (Abb. 44). Sowohl die Hemmung der p38 MAPK (SB203580) als
auch der Pl 3-K (Wortmannin) erwiesen sich als unwirksam, dagegen konnte die
AKBA-induzierte ROS-Freisetzung durch U0126 vollstandig gehemmt werden.

4MAPK

Diese Ergebnisse lassen daher auf eine Beteiligung der p42/4 schliel3en.
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Abb. 43: Bildung von ROS durch verschiedene Stimuli in differenzierten HL60

Differenzierte granzlozytdre HL60 Zellen wurden mit DCF-DA (10 ug/mL) fir 2 Min.
vorinkubiert und anschlieBend mit den entsprechenden Substanzen stimuliert. Die
Messung der gebildeten Peroxide erfolgte wie unter ,Methoden® beschrieben. Die
Anderung der Fluoreszenz-intensitét innerhalb der gemessenen 5 Min. wurde in relativen
Fluoreszenzeinheiten angegeben (Mittelwerte + S.E; n = 4; Student t Test: =+ P <0,01
bzw.* P <0,05).
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Abb. 44: Pharmakologische Charakterisierung der AKBA-induzierten ROS-Bildung

+

4+

Differenzierte granulozytdre HL60 Zellen wurden zunédchst mit den angegebenen
Inhibitoren fiir 20 Min. bei RT vorinkubiert und anschlieBend mit DCF-DA (10 ug/mL)
versetzt. Nach weiteren 2 Min. erfolgte die Zugabe von AKBA. Die Messung der
gebildeten Peroxide erfolgte wie unter ,Methoden“ beschrieben. Die Anderung der
Fluoreszenzintensitat innerhalb der gemessenen 5 Min. wurde in relativen
Fluoreszenzeinheiten angegeben (Mittelwerte + S.E.; n = 4; Student t Test: =+ P <0,01).
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5.8 Diskussion

Schon in frilheren Untersuchungen von Werz et al. '** konnten hinsichtlich der
Hemmung der 5-LO in verschiedenen Zelllinien wie HL60 und MM6 fur AKBA
unterschiedliche Wirksamkeiten gezeigt werden. So lagen die ICso-Werte in
differenzierten intakten HL60 bzw. MM6 Zellen bei 15 uM und 12 uyM, wohingegen

die 5-LO in intakten humanen PMNL mit einem 1Cso von 5 yM gehemmt wurde.

Auch im Hinblick auf die Signaltransduktion und die induzierten funktionellen
Effekte durch BAs konnten wir zelltypabhangige Unterschiede in der Wirksamkeit
der BAs feststellen. In PMNL erwies sich die 11-Keto-Funktion der BAs als eine
wichtige strukturelle Voraussetzung fur eine potente Stimulation. Hier induzierten
nur AKBA und KBA, nicht jedoch A-B-BA und B-BA, zellulare Signaltransduktions-
mechanismen und funktionelle Effekte. In Thrombozyten dagegen erwiesen sich
vor allem die BAs ohne Keto-Funktion hinsichtlich CaZ+—MobiIisierung sowie der
Freisetzung und Metabolisierung von AA durch die 12-LO als die effektiveren BAs.

Generell war aber auch eine Stimulation durch Keto-BAs mdglich.

In Konzentrationen von 30 uyM und 100 pM A-B-BA oder B-BA konnten in
Thrombozyten mit Thrombin vergleichbare Ca®*-Level erzielt werden. Der
induzierte Ca?*-Einstrom korrelierte dabei mit der induzierten 12-H(P)ETE-Bildung
aus endogener AA. Im Gegensatz dazu lagen sowohl die 12-H(P)ETE-Bildung als
auch die Ca**-Mobilisierung nach Stimulation mit AKBA wesentlich niedriger. Die
Abnahme der 12-H(P)ETE-Produktion bei einer Konzentration von 100 yM AKBA

lasst zudem einen inhibitorischen Effekt in Thrombozyten vermuten.

Obwohl Ca?* fiir die 12-LO Aktivitat nicht zwingend erforderlich ist %', so ist
dennoch ein ausreichender Ca?*-Level fiir die Bildung von 12-LO Produkten
notwendig. Grund hierflr ist, dass auch in Thrombozyten die AA-Freisetzung Uber
eine Ca®"-abhangige cPLA; vermittelt wird *** 3% Diese Ca*'-Abhangigkeit
konnten wir auch fur die BA-induzierte 12-H(P)ETE-Bildung bestatigen, da die
Stimulation durch B-BA und A-B-BA nach Entfernen von intra- und extrazellularem

Ca®" stark vermindert wurde.
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Neben Ca?* sind auch MAPK an der AA-Freisetzung und somit an der Bildung von
12-LO Produkten in Thrombozyten (z.B. nach Stimulation mit Thrombin) beteiligt,
indem sie die cPLA; durch Phosphorylierung aktivieren 2’°. Auch fiir die BA-
induzierte 12-H(P)ETE-Bildung konnte, durch Verwendung spezifischer MAPK-
Inhibitoren, eine Beteiligung von p38 MAPK und p42/44"APX bestatigt werden.

Die unterschiedlichen Wirksamkeiten der BAs in PMNL und Thrombozyten
konnten ein Hinweis auf die Existenz verschiedener putativer Rezeptoren (oder
Effektoren) fir BAs in diesen Zellen sein. Darlber hinaus scheinen BA-
Rezeptoren wahrend der Differenzierung der HL60 Zellen zu granulozytaren
Zellen induziert zu werden, da undifferenzierte HL60 Zellen auf keine der BAs
ansprachen, wohingegen reife HL60 Zellen durch BAs stimuliert werden konnten.
In diesem Zusammenhang ist interessant, dass auch fir den GPCR des fMLP
gezeigt werden konnte, dass dieser erst wahrend der Differenzierung in HL60

d 3%*. Uberraschenderweise konnten differenzierte HL60

Zellen exprimiert wir
Zellen, im Unterschied zu PMNL, auch durch p-BA und A-B-BA stimuliert werden.
Daraus lasst sich schlieRen, dass in differenzierten HL60 Zellen putative

Rezeptorsubtypen existieren, die auch BAs ohne Keto-Funktion akzeptieren.

Im Gegensatz zu HL60 Zellen konnten in differenzierten MM6 Zellen keine BA-
induzierten Signalwege aufgezeigt werden, obwohl MM6 Zellen auf diverse
Liganden fur GPCRs (fMLP, LTB4 oder PAF) ansprachen. Dies lasst vermuten,
dass die Expression des Targets bzw. Rezeptors fur AKBA auf bestimmte

Zelltypen beschrankt ist.
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6 Zusammenfassung

Boswelliasauren (BAs) sind pentazyklische Triterpene, die als biologisch aktive
Komponenten des Weihrauchharzes aus Boswellia serrata identifiziert wurden.
Weihrauchpraparate werden seit langer Zeit in der ayurvedischen Medizin zur
Behandlung entzundlicher Erkrankungen angewandt. Klinische Untersuchungen
an Patienten mit rheumatoider Arthritis, chronischer und ulcerativer Colitis, Morbus
Crohn, bronchialem Asthma und peritumoralen Hirnddemen zeigen ebenfalls
vielversprechende Effekte. Die den klinischen Effekten zugrundeliegenden
Wirkungsmechanismen und die molekularen Zielstrukturen der BAs sind jedoch
noch nicht geklart. Bislang wurden die 5-Lipoxygenase (5-LO) und die Elastase als
molekulare Targets der BAs identifiziert und in direkten Zusammenhang mit der
antiinflammatorischen Wirkung gebracht. Weiterhin wurde gezeigt, dass BAs
Inhibitoren von Topoisomerasen sind und signifikante Effekte bezuglich des
Wachstums und der Differenzierung von Tumorzellen bewirken. Die
antiinflammatorische Wirksamkeit von BAs wird vor allem mit der Hemmung der
Leukotrienbiosynthese erklart. Leukotriene (LTs) sind hochwirksame Mediatoren
entzundlicher und allergischer Reaktionen, die von weil3en Blutzellen freigesetzt
werden und ihre Effekte Uber spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs) vermitteln. Schllisselenzym der LT-Biosynthese ist die 5-LO, die
Arachidonsaure (AA) zum LTA4 umsetzt. Das instabile LTA; wird weiter zu
chemotaktischem LTB4 umgewandelt oder zu den LT C4, D4 und E4 metabolisiert,
die gefalerweiternd und bronchokonstriktorisch wirken. Die 5-LO ist ein
interessantes Arzneistoff-Target bei der Entwicklung antiinflammatorischer und
antiasthmatischer Wirkstoffe, wobei jedoch derzeit ein grol3es Defizit an potenten
5-LO Hemmstoffen fur die klinische Anwendung besteht. Gegenwartig ist in

Deutschland kein 5-LO Inhibitor als Arzneimittel zugelassen.

Unter den verschiedenen getesteten BAs ist 3-O-Acetyl-11-Keto-BA (AKBA) der
potenteste 5-LO Inhibitor, wohingegen 11-Keto-BA (KBA) etwa 3-fach weniger
aktiv ist und BAs ohne 11-Keto-Gruppe kaum wirksam sind. Eine direkte
Interaktion von AKBA mit einer regulatorischen AA-Bindungstelle der 5-LO in
Abhangigkeit von Ca®* wurde gezeigt. Die gefundenen ICs;-Werte von AKBA

bezlglich 5-LO sind deutlich von den experimentellen Bedingungen und vom
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Zelltyp abhangig. Darlber hinaus liegen die ICso-Werte in zellfreien Systemen
deutlich hoher, was darauf hinweist, dass in intakten Zellen zellulare
Komponenten die Wirksamkeit von AKBA erhohen. Die Plasmaspiegel von
Probanten, nach oraler Einnahme von therapeutisch relevanten Dosen an
Boswellia serrata Extrakten, liegen deutlich unter den ICso-Werten, die in in vitro
Exprimenten gefunden wurden. Die Hemmung der 5-LO bzw. der LT-Biosynthese
als antiinflammatorisches Wirkprinzip der BAs wird derzeit sehr kontrovers
diskutiert und ist aufgrund der Diskrepanz zwischen den erreichbaren Blutspiegeln

und den ICso-Werten fur die 5-LO Hemmung eher unwahrscheinlich.

Vor dem Hintergrund, die molekularen Grundlagen der pharmakologischen
Eigenschaften von BAs aufzuklaren und potenzielle Targets zu charakterisieren,
lag der Schwerpunkt der Arbeit bei der Identifizierung und Charakterisierung
zentraler Signaltransduktionsmechanismen in menschlichen Blutzellen. Es wurden
funktionelle Zellantworten untersucht und in einen kausalen Zusammenhang mit
der Signaltransduktion gebracht. Die Untersuchungen wurden an polymorph-
kernigen Leukozyten (PMNL), Thrombozyten, Mono Mac 6 und HL60 Zellen

vorgenommen.

Die 5-LO wird durch Erhéhung der intrazelluliren Ca®** Konzentration oder/und
durch Phosphorylierung (durch MAPK) aktiviert, wobei Interaktion mit dem 5-LO
aktivierenden Protein (FLAP), Hydroperoxide und die Translokation zur
Kernmembran die 5-LO Aktivierung fordern. Die Diskrepanz der ICsp-Werte von
AKBA fur die Hemmung der 5-LO in intakten Zellen (ca. 5 pM) und in zellfreien
Systemen (ca. 50 yM) lasst den Schluss zu, dass die potente Hemmung der
zellularen 5-LO Aktivitdt durch Blockade relevanter Aktivierungsmechanismen
begrindet sein konnte. Denkbar ist, dass AKBA in niedrigen Konzentrationen mit
zellularen Prozessen interferiert und dadurch zu einer potenten 5-LO Hemmung
fuhrt, wahrend das Enzym bei diesen Konzentrationen nicht direkt gehemmt wird.
Es wurde daher zunachst der Einfluss von BAs auf =zellulare 5-LO
Aktivierungsmechanismen (Ca?*, MAPK) untersucht. Uberraschenderweise konnte
dabei festgestellt werden, dass BAs (10 — 30 uM) mit einer 11-Keto-Gruppe (KBA
und AKBA) potente Aktivatoren von PMNL aus Humanblut sind, wahrend BAs
ohne 11-Keto-Gruppe (B-BA und A-B-BA) kaum aktiv sind. Im Gegensatz dazu

erwiesen sich vor allem AKBA und B-BA als Stimulatoren von differenzierten
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granulozytaren HL-60 Zellen, wohingegen undifferenzierte HL60 Zellen auf keine
der BAs ansprachen. Differenzierte HL60 Zellen sind demnach BA-responsiv,
nicht jedoch undifferenzierte HL60 Zellen. Im Unterschied zu HL60 Zellen konnten
sowohl in differenzierten als auch in undifferenzierte monozytare MM6 Zellen
keine BA-induzierten Signalwege aufgezeigt werden. Vermutlich ist die Expression

des BA-Rezeptors vom Zelltyp und/oder Differenzierungsstatus abhangig.

Vergleichbar mit chemotaktischen Stimuli (fMLP, PAF) erhdhen AKBA und KBA
die intrazellulare Ca®*-Konzentration und aktivieren p38 MAPK und p42/44VAPK,
Untersuchungen der proximalen Signaltransduktionswege ergaben, dass die
Phosphatidylinositol 3-Kinase (Pl 3-K), nicht jedoch die Proteinkinase (PK) C, in
die AKBA-induzierte MAPK Aktivierung involviert ist. Experimente mit
Pertussistoxin weisen auf die Beteiligung eines Goy- oder Goyp-Proteins an der
AKBA-induzierten MAPK Aktivierung sowie an der Mobilisierung von Ca?* hin.
Damit ist es denkbar, dass BAs Liganden von GPCRs sind oder direkt mit G-
Proteinen bzw. indirekt Uber ,Regulatoren des G-Protein Signalings® (RGS)
interagieren. Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft mit Lipidmediatoren wie
PAF, LTBy4, LTs, 5- oder 12-HETE, kénnten BAs an GPCRs dieser Mediatoren
binden und so ihre Effekte vermitteln. In Analogie zu chemotaktischen Liganden
von GPCR (z.B. fMLP, PAF, 5-HETE, LTB4) kommt es auch durch Zellstimulation
mit BAs zu funktionellen Zellantworten in Leukozyten. Es konnte gezeigt werden,
dass 11-Keto-BAs in der Lage sind, die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), die Freisetzung von AA und ihre anschlieliende Metabolisierung durch 5-
LO in PMNL zu induzieren. Dies ist einleuchtend, da diese Prozesse u.a. durch
Ca** Mobilisierung und MAPK Aktivierung vermittelt werden konnen. Die
pharmakologische Charakterisierung der zugrundeliegenden Signalwege der
AKBA-induzierten ROS-Bildung liefert Hinweise auf die Beteiligung der Pl 3-K und
der p42/44MAPK, wohingegen die p38 MAPK sowie PKC Isoformen scheinbar nicht
involviert sind. In Abwesenheit von Ca?* ist die AKBA-induzierte ROS-Freisetzung
fast vollstandig unterdrtickt. Daher kann flir 11-Keto-BAs in PMNL eine Stimulation
der ROS-Bildung durch Ca**-Mobilisierung und Aktivierung der p42/44M*°X iiber PI
3-K angenommen werden. Auch fur die AKBA-induzierte AA-Freisetzung zeigt
sich eine Abhangigkeit von p42/44MAPK und Ca?*. Zudem konnten wir nachweisen,

dass die kombinierte Gabe von 30 yM AKBA und AA paradoxerweise zu einer 4-



Zusammenfassung 112

fachen Steigerung der 5-LO Produktbildung in PMNL fuhrt, die in Abwesenheit von
Ca?* starker ausgepragt ist und durch MAPK-Inhibitoren nicht signifikant
beeinflusst wird. Daher scheinen zusatzliche noch unbekannte 5-LO aktivierende

Faktoren oder Signalwege durch AKBA induziert zu werden.

Anhand der funktionellen Zellantworten nach Stimulation mit 11-Keto BAs ist es
anzunehmen, dass AKBA bei der Testung als 5-LO Inhibitor wahrend der
Vorinkubation, die Ublicherweise ca. 10-30 min dauert, zu massiver Ca®*
Mobilisierung und Bildung von ROS fuhrt. Dies durfte zu einer irreversiblen
Inaktivierung der (Ca®*- bzw. oxidationsempfindlichen) 5-LO fiihren, was die

potente Hemmung der 5-LO in intakten Zellen begrinden wurde.

Im Gegensatz zu AKBA und KBA sind BAs ohne 11-Keto-Gruppe (f-BA und A-B-
BA) potente Agonisten (ECso = 3 - 10 uyM) fur Thrombozyten und stimulieren, in
dhnlichem AusmalR wie Thrombin, die Ca** Mobilisierung und die Aktivierung von
MAPK. Auch funktionelle Zellantworten wie die Bereitstellung von AA sowie deren
Umwandlung zu 12(S)-Hydro(pero)xyeikosatetraensaure (12-H(P)ETE) werden
durch BAs ohne Keto-Gruppe induziert und sind zumindest teilweise von der p38
MAPK und p42/44M"PK  abhangig. 12(S)-H(P)ETE wirkt chemotaktisch fiir
Leukozyten, aktiviert inflammatorische Zellen, stimuliert die Adhasion und
Aggregation von Thrombozyten und fordert die Angiogenese und das Wachstum

verschiedener Tumore.

Zusammenfassend sind also BAs in hohen, pharmakologisch nicht-relevanten
Konzentrationen als multifunktionelle Agonisten inflammatorischer Prozesse
aufzufassen. Es ist jedoch denkbar, dass sie in niedrigen Konzentrationen eine
antagonistische Wirkung an einem bestimmten oder auch an unterschiedlichen
Rezeptoren austben. Hier ist ein wichtiger Ansatzpunkt fur die Klarung der
antiinflammatorischen Wirksamkeit der BAs zu sehen, da eine antagonistische
Wirkung, in pharmakologisch relevanten Konzentrationen (<1 uM), gegenuber
chemotaktischen Faktoren (wie z.B. PAF, LTB4) eine plausible Erklarung fur die
entzindungshemmenden BA-Wirkungen sein konnte. Dementsprechend ist die
Identifizierung und Charakterisierung von BA-Rezeptoren bzw. der involvierten G-
Proteine oder RGS sowie die antagonistische Wirkungen der BAs gegenuber
proinflammatorischen Stimuli in weiterfUhrenden Studien von aul3erordentlicher

Bedeutung.
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7 Anhang

Substanz Effekte Substanz Effekte

4-tert.-Butylcyclo- keine Hemmung (4-tert.-Butylcyclo- keine Hemmung

hexancarbonsaure in intakten Zellen hexyl)acstat in intakten Zellen
/O)< und Homogenaten /©)< und Homogenaten

O

Hooc /”\O

4-tert.-Butyl- keine Hemmung | 4-tert.-Butylcyclohexan- | keine Hemmung

cyclohexanol

jeg

in intakten Zellen
und Homogenaten

carbonsauremethylester

0

in intakten Zellen
und Homogenaten

cis-1,2-Cyclohexan-
dicarbonséaure

COOH

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

trans-1,2-Cyclohexan-
dicarbonsaure

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

trans-1,2-
Cyclohexandiol

O/OH
"OH

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

trans-2-Hydroxy-
cyclohexancarbonsaure

""COOH

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

1,2,3,4-Tetrahydro-2-
naphthoesaure (98%)

HOOC : :

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

(S)-1,2,3,4-Tetrahydro-
1-naphthol (99%)

-~

keine Hemmung
in intakten Zellen
und Homogenaten

Decahydro-2-naphthol

H
H

keine Hemmung

in intakten Zellen

und Homogenaten

(1R,2S )-cis-1,2,3,4-
Tetra-hydro-1,2-
naphthalindiol

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

HO % :
OH
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Substanz Effekte Substanz Effekte
Sclareolid (97%) ICso (intakt) = Sclareol ~50% 5-LO

o ~ 30uM Aktivitat
keine Hemmung in in intakten Zellen
Homogenaten mit 50 uM,
keine Hemmung in
Homogenaten

Abietinsaure

“COOH

ICsq (intakt) =
~13 uM
ICs0 (homo) =
~46 M

“COOCH,

ICsq (intakt) =
~22 uM
ICs0 (homo) =
~43 uM

Dehydroabietylamin

"N H,

Hemmt intakte
Zellen und
Homogenate,

(aber keine
Reinsubstanz)

7,8-Dihydroxy-
abietinsaure
OH

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

“coon
Resin 731 D hemmt intakte Harzol hemmt intakte
(~90% tricyclische Hﬁ?r!loene?\g?e (Gemisch aus Mono- Hﬁ?r!loene?\g?e
Diterpene) 9 ’ und Diterpenen sowie 9 ’
(aber Mischung) cyclischen Kohlen- (aber Mischung)

wasserstoffen)

Podocarpinsaure (98%)

keine Hemmung

Heteronemin

ICso (Intakt) =

OH in intakten Zellen ~1,5uM
und Homogenaten ICs9(homo) =
~4,5 uM
HOOC ’
o-Amyrin keine Hemmung B-Amyrin keine Hemmung

in intakten Zellen

und Homogenaten

in intakten Zellen

und Homogenaten
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Effekte

Substanz

Effekte

Substanz

Oleanolsaure (97%)

keine Hemmung
in intakten Zellen
und Homogenaten

Ursolsaure (>90%)

COOH

keine Hemmung
in intakten Zellen
und Homogenaten

keine Hemmung

Oleanolsaure-
methylester

keine Hemmung
in intakten Zellen
und Homogenaten

Ursolsaure-
methylester

in intakten Zellen

und Homogenaten

keine Hemmung

H

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Acetylursolsaure

in intakten Zellen

und Homogenaten

Acetyloleanolsaure-
methylester

keine Hemmung
in intakten Zellen
und Homogenaten

Acetylursolsaure-
methylester

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

~56 uM

ICs (intakt) = Erythrodiol keine Hemmung
~14 uM in intakten Zellen
ICs0 (homo) = und Homogenaten
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Substanz

Effekte

Substanz

Effekte

18a-Glycyrrhetinsaure
““““ ~_COOH

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

18a-Glycyrrhetin-
sauremethylester

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

keine Hemmung

" in intakten Zellen

und Homogenaten

o~

Pinacolsaure A
(B-Elemonicsaure)

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Lupeol

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Betulin

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Andrographolid (98%)
0}

HO™ }| o
HO” ;:; :::
CH,OH

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Coleonol B

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten
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Substanz Effekte Substanz Effekte
o-Hederin ICso (intakt) = Rutin keine Hemmung

~ 8,5uM in intakten Zellen
keine Hemmung in und Homogenaten
Rha cooH  Homogenaten

Hederacosid

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

-6)Glu(1-4)Rha

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Aescinsaure

Ry Gemisch aus o/
*1) Wanderung der Acylgruppe zwischen 224

R1 Tiglinsaure-, Angelicasaure-, Isobuttersau
R2 Glucuronséure + 2mal Glucose

keine Hemmung
in intakten Zellen

Hu)nd Homogenaten
3 *1
Ha)

-Aescin

+OH und 28-OH
e-, o-Methylbuttersaure-Reste

Asiatsaure

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Friedelin

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

3-a-Hydroxy-
friedelan-2-on

keine Hemmung
in intakten Zellen

und Homogenaten

Madecassicsaure

und Homogenaten

keine Hemmung

in intakten Zellen

Faradiol

und Homogenaten

keine Hemmung

in intakten Zellen
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