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Die Leukotriene,
superaktive, an Allergie und Entziindung beteiligte Wirkstoffe**

Von Bengt Samuelsson*

Die Arachidonsiure, eine vierfach ungesittigte C,o-Fettsdure, hat in den letzten 15 Jahren
weit {iber den Kreis der Erndhrungsforscher hinaus Interesse erheischt. Sie bildet einen
Acylbestandteil der Phospholipide aller tierischen Zellen. Die schon lange bekannte Tatsa-
che, daB bestimmte ungesittigte Fettsduren in der Nahrung enthalten sein miissen, damit
eine normale Funktion des Organismus gewihrleistet ist, hat mit der Entdeckung einer weit
aufgeficherten Palette von biologisch hochwirksamen Oxidationsprodukten der Arachi-
donsdure, einer Kaskade, wie sie oft genannt werden, eine Erklirung erfahren. Arachidon-
sdure entsteht im Organismus aus Linol- und Linolensiure, die zu den sogenannten essen-
tiellen Fettsduren gehdren. Ulfvon Euler konnte schon 1935 in Samenfliissigkeit einen Stoff
nachweisen, der glatte Muskulatur zur Kontraktion bringt. Dieser spiter rein isolierte Fak-
tor wurde als Prostaglandin bezeichnet. Die Zahl der Prostaglandine nahm dann stark zu,
auch die der synthetisch erhaltenen Analoga. Sie entstehen biosynthetisch aus Arachidon-
sidure und dhnlichen C,,-Fettsduren durch enzymatische Oxidation mit einer Cyclooxyge-
nase. Deren Wirkung wird durch Acetylsalicylsiure, Indomethazin und andere Stoffe ge-
hemmt, weshalb diese Mittel Entziindungen lindern oder heilen, die als Folgen der Wir-
kung bestimmter Prostaglandine auftreten. Nach den Prostaglandinen wurden als weitere
Umwandlungsprodukte der Arachidonsiure die Thromboxane entdeckt, die eine starke Zu-
sammenballung (Aggregation) der Blutplittchen bewirken, die fiir die Blutgerinnung zu-
stindig sind. In einem wohlausgewogenen Gleichgewicht wirkt den Thromboxanen das
bald danach entdeckte Prostacyclin entgegen, das die Aggregate auflost. Beide Wirkstoffe
sind Metaboliten der Arachidonsiure, die ebenfalls im Verlauf der cyclisierenden Oxida-
tion entstehen. Deshalb 148t sich auch das Bild der Blutgerinnung durch Aspirin und &hn-
lich wirkende Mittel beeinflussen. Es gibt jedoch Kontraktionsvorgiinge und Entziindungs-
erscheinungen, die auf diese Mittel nicht, wohl aber auf Steroidhormone (Cortison) anspre-
chen. Fiir solche Erscheinungen, zu denen auch das Asthma gehért, sind hochstwahrschein-
lich die zuletzt entdeckten Umwandlungsprodukte der Arachidonsidure ausschlaggebend,
die auf einem anderen enzymatischen Weg, iiber ein Hydroperoxid der Arachidonséiure ent-
stehen. Sie werden in Leukozyten gebildet und enthalten das dreifach ungesattigte Struktur-
element eines Triens und wurden deshalb als Leukotriene bezeichnet. Ihre erstaunlich
starke Histamin-artige Wirkung bei der Kontraktion der Lungenkapillaren, ihre ausgeprégte
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Eigenschaft, KapillargefiBe fiir Blutplasma durchlissig zu machen, also Odeme zu erzeu-
gen, die Fihigkeit des Leukotriens LTB,, weiBe Blutkérperchen anzuziehen und ihre Haf-
tung an die GefiBwinde der Blutkapillaren zu stimulieren, macht die Leukotriene zu che-
mischen Vermittlern bei Allergien und Entziindungsvorgéingen, die in winzigen Konzentra-
tionen wirken. Von der Umwandlung der Arachidonsdure in das labile Epoxid LTA, und
weiter in die Dihydroxyverbindung LTB, oder in die Glutathion-, Cysteinylglycin- und Cy-
stein-Konjugate LTC,, LTD, bzw. LTE, sowie iiber die physiologisch-pathologischen Im-
plikationen wird im folgenden von einem der drei an der Aufklarung dieser auBerordent-
lich interessanten Naturstoffklasse beteiligten, mit dem diesjihrigen Nobel-Preis fiir Medi-
zin und Physiologie ausgezeichneten Forscher berichtet. Die beiden anderen Preistriger auf
dem Gebiet dieser Wirkstoffe, welche oft als Eicosanoide bezeichnet werden, sind Samuels-

sons Lehrer Sune Bergstrom und der Brite John Vane.

1. Einleitung

Mehrfach ungesittigte Fettsduren sind Vorldufer einer
groBeren Zahl von biologisch hochwirksamen Derivaten,
die durch Oxygenierung und weitere Umwandlungen dar-
aus entstehen. Weitaus am wichtigsten ist die Arachidon-
sdure 1, eine vierfach ungesittigte C,o-Fettsdure
(5Z.8Z,11Z,14Z-Eicosatetraensdure), aus der die Prosta-
glandine, die Thromboxane, Prostacyclin!"-? und die erst
vor kurzem entdeckten Leukotriene gebildet werden. Nach
der Zahl ihrer C-Atome werden die biologisch vielseitig
aktiven Wirkstoffe auch unter dem Namen Eicosanoide
zusammengefaBt.
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Die Leukotriene weisen drei konjugierte Doppelbindun-
gen auf und zumeist eine Thioether-Bindung mit Cystein.
Solche des letztgenannten Typs interessieren als Kompo-
nenten einer urspriinglich als “slow reacting substance of
anaphylaxis” (SRS-A) bezeichneten Stoffmischung, die
starke Bronchien-verengende Wirkung zeigt (Konstriktor)
und bei allergischen Uberempfindlichkeitsreaktionen eine
Rolle spielt. Zusammen mit einem anderen chemotaktisch
gegeniiber Leukozyten duBerst wirksamen Leukotrien sind
sie wahrscheinlich auch als chemische Vermittler (Media-
tor) bei Entziindungsvorgidngen beteiligt. In der vorliegen-
den Ubersicht wird dber die Entwicklung dieses neuen
Forschungsgebietes berichtet.

2. Metabolisierung der Arachidonsiure in
Leukozyten

Heute weiBl man sicher, daB3 Aspirin und andere nicht-
steroide entziindungshemmende Stoffe das Enzym Cyclo-
oxygenase hemmen, das die Bildung von Prostaglandinen,
Thromboxanen sowie Prostacyclin aus Arachidonsiure be-
wirkt?®. Entziindungshemmende Steroide unterdriicken
hingegen die hydrolytische Freisetzung der Arachidon-
siure aus den Phospholipiden der Zellmembranen**. Da-
her sollte es entziindungsausldsende Stoffe geben, die aus
Arachidonsiure entstehen, aber nicht auf dem durch Aspi-
rin hemmbaren Weg unter Einwirkung von Cyclooxygena-
se. Um diese Annahme zu priifen, untersuchten wir die
Umwandlungen von Arachidonsiure in ,,polymorpho-nu-
clearen* (unreifen) Leukozyten (PMNL).
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Aus Arachidonsdure entstehen in Gegenwart von
PMNL, die aus der Bauchhéhle von Kaninchen erhalten
wurden, die oxidierten Derivate: (55)-5-Hydroxy-
(6E,8Z,11Z,14Z)-eicosatetraensdure (S-HETE) 2 als
Hauptprodukt®, die stirker polaren Dihydroxyverbindun-
gen (DHETE) (5S,12R)-5,12-dihydroxy-(6Z,8E,10E,14Z)-
eicosatetraensdure 3, als Hauptanteil spiter als Leuko-
trien B, bezeichnet, und zwei (55)-5,12-Dihydroxysiduren
mit (E,E, E,Z)-Konfiguration (4a, 4b), die an C-12 epimer
sind, sowie zwei isomere 5,6-Dihydroxysiuren (Sa, Sb) mit
gleicher Konfiguration der 7,9,11,14-stindigen Doppelbin-
dungen'”-8.,

=N\ TN
5-HETE 2
H OH H PH
P COOH
= CsHy
55, 12R-DHETE 3
H ,OH
HO, PP COOH
_ CsHy
55, 12R-DHETE d4a
55, 12S-DHETE d4b
H
N~ COOH
__ CeH, OH
5,6-DHETE

Isomere Sa, b

Das Vorliegen von verschiedenen Doppelbindungskon-
figurationen in den Produkten der biologischen Oxidation
von Arachidonsédure warf die Frage nach dem Mechanis-
mus auf®, Mit '80-Isotopenmarkierung konnte gezeigt

Hi%O 8o,
H pPH H POH

P ~_COOH
= CsHut

werden, daf der Sauerstoff der Hydroxygruppe an C-5 aus
O, der Luft stammt, wihrend er fiir die Hydroxygruppe an
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C-12 aus dem Wasser kommt"®. Daher postulierten wir,
daB die Leukozyten ein instabiles Zwischenprodukt erzeu-
gen, das einen nucleophilen Angriff durch Wasser oder
auch Alkohole und andere Nucleophile erfahren wiirde.

Kaninchen-PMNL wurden deshalb 30 Sekunden mit
Arachidonat inkubiert, zu gleichen Anteilen wurde danach
das 10fache Volumen Methanol oder Ethanol oder 0.2 Vo-
lumina 1N Salzsiure gegeben. Die Produkte wurden mit
Reversed-Phase-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) analysiert. Im Abfangversuch mit Methanol
(entsprechend mit Ethanol) entstanden zusitzlich zu den
Verbindungen 2-5 noch zwei Produkte (8a und 8b) in
gleicher Menge. Thre UV-Spektren zeigten drei konjugierte
Doppelbindungen an, die nach dem IR-Spektrum E-Kon-
figuration haben. Durch Gaschromatographie-Massen-
spektroskopie einiger Derivate wurde nachgewiesen, daB
es sich um Isomere handelt, die Hydroxygruppen an C-5
und Alkoxygruppen an C-12 tragen. Die stereochemische
Analyse ergab (S)-Konfiguration fiir C-5. Obwohi die
Konfiguration an C-12 nicht bestimmt wurde, handelt es
sich zweifellos bei den Abfangprodukten mit Methanol
um die C-12-Epimere von (5S)-5-Hydroxy-12-methoxy-
(6E,8E, 10 E, 14Z)-eicosatetraensiure. Dies zeigt, daB ein
Metabolit der Arachidonsiure in Leukozyten durch eine
rasche nucleophile Reaktion mit Alkoholen umgesetzt wer-
den kann. Da unter variierten Bedingungen der Anteil der
12-Methoxyverbindungen 8a und 8b stets umgekehrt pro-
portional zum Anteil der 12-Hydroxysiuren 4a und 4b
war, lieB sich der SchluB ziehen, daB letztere nicht-enzy-
matisch aus demselben Zwischenprodukt wie die Alkoxy-
derivate entstehen (vgl. Schema 1).

blieb. Dies lieB darauf schlieBen, daBl die anderen Pro-
dukte nicht-enzymatisch durch Hydrolyse eines gemeinsa-
men Zwischenprodukts 6 entstehen, 3 aber durch Enzym-
katalyse. Kinetische Versuche bei verschiedenen pH-Wer-
ten zeigten auf analoge Weise, dal das Zwischenprodukt
gegen Siure labil, gegen Lauge stabiler ist.

Aufgrund dieser Befunde wurde als Zwischenprodukt
(55)-5,6-Epoxy-7,9,11,14-eicosatetraensdure 6 postuliert®.
Die Hydrolyse von Epoxiden verlduft unter Siurekatalyse,
die Offnung des Rings allylischer Epoxide vollzieht sich
bevorzugt in Allylstellung, hier an C-6. Dies stimmt auch
damit iiberein, daB bei der Bildung der Hydrolyseprodukte
5a und 5b aus '*O-markiertem Epoxid (entstanden durch
Inkubation des Leukozyten-Arachidonsidure-Gemisches
mit '*O-haltigem Sauerstoff) %0 nur an C-5 zu finden ist.
Wie in Schema 1 skizziert, verlduft die Bildung aller Hy-
drolyseprodukte des Epoxids 6 mit Ausnahme der von 3
iiber ein Carbenium-lon 7; dieses addiert ein Hydroxid-
Ion an C-6 oder C-12, wobei vier Isomere entstehen, wel-
che das stabilisierte konjugierte Triensystem enthalten.
Verbindung 3 wird enzymatisch gebildet, denn sie hat aus-
schlieBlich (R)-Konfiguration an C-12 und entsteht nur in
nicht-denaturierten Zellpriparaten.

Den fiir die Biosynthese des Epoxids 6 vorgeschlagenen
Weg zeigt Schema 2. Er fiihrt iiber die 5-Hydroperoxy-
6,8,11,14-eicosatetraensiure (S-HPETE) 9. Aus ihr entsteht
durch Reduktion die Hydroxyverbindung 2. Das Epoxid 6
entsteht aus 9 durch einen intramolekularen Prozess, nim-
lich OH-Eliminierung nach Abstraktion des durch Dop-
pelallylstellung aktivierten Protons an C-10.

Die Struktur dieses 5,6-Epoxids 6 ist die des Leuko-

H%8o, 18T2
o. H pH B, _pH
N = OOH enzymatisch N e COOH 3
6 __ CsHyy = Cstlu
l nicht-enzymatisch 1802
OH
H,0 NS COOH
7 . Sa. b
__CgHy OH
11) H0; 2) CH;0H HitO
H ,OH
R T N COCH I)4a,b,R=H
_ CsHy,y 2) 8a,b, R = CH,

Schema 1. Bildung von Dihydroxy-Derivaten aus einem instabilen Metabolit

Die Stabilitit des Zwischenproduktes wurde dadurch
bestimmt, daB Kaninchen-PMNL bei pH 7.4 und 37°C
mit Arachidonat 45 Sekunden inkubiert, dann in Methanol
suspendiert, und in Zeitabstinden Proben mit RP-HPLC
analysiert wurden. Es ergab sich eine Halbwertszeit von 3
bis 4 Minuten. Die Konzentration der Verbindungen 4a
und 4b, 8a und 8b sowie 5a und 5b nahm mit der Zeit zu,
wihrend die Konzentration von 3 und von 2 konstant
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(Epoxid 6, LTA,) der Arachidons3ure.

triens A, (LTA,). Sie ist durch chemische Synthese besti-
tigt, wobei auch die Stereochemie gesichert wurde!'”. Die
Konfiguration der drei konjugierten Doppelbindungen im
Leukotrien 3 (LTB,), dem enzymatischen Hydrolysepro-
dukt von LTA,, ist ebenfalls durch Synthese gesichert'''.
LTA4, das Epoxid 6, konnte vor kurzem auch aus poly-
morphonuclearen Leukozyten von Menschen isoliert wer-
den!'?,
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Lipoxygenase H Q / COOH
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5-HPETE 9
l Dehydrase
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Schema 2. Bildung des instabilen Epoxids 6 (LTA,) iiber das Hydroperoxid
9 (5-HPETE).

Die Kenntnis von Epoxid 6 und seinen Reaktionswei-
sen war Voraussetzung fiir die Aufklidrung der Zusammen-
setzung und Biosynthese der anaphylaktischen Substanz
SRS-APL Quantitative Untersuchungen der Bildung der
Hydroxylierungsprodukte 2 und 3 aus Arachidonsiure
durch Menschen-PMNL zeigten eine deutliche Stimulie-
rung der Synthese durch den Ca-lonophor!™ A23187'%,
Dies war von besonderem Interesse, weil - wie vorher ge-
funden!¥ - der lonophor auch die Freisetzung von SRS-A
aus Leukozyten stimuliert. Weiterhin war auch das UV-
Spektrum mit A.,, um 270 nm der aus Leukozyten stam-
menden Leukotriene sehr dhnlich dem UV-Spektrum von
SRS-A!'"*"'¢l Dies und andere Uberlegungen fiihrten uns zu
der Hypothese, daB zwischen dem instabilen Epoxid 6
und SRS-A ein biogenetischer Zusammenhang bestehen
kénnte.

3. Die Struktur der
Slow Reacting Substance of Anaphylaxis (SRS-A)

Der Begriff ,slow reacting substance* (SRS) wurde
schon 1938 von Feldberg und Kellaway eingefiihrt fiir ei-
nen Faktor, der glatte Muskeln (Meerschweinchen-Jeju-
num, Teil des Diinndarms) langsam zur Kontraktion
brachte und der in der Stromungsflissigkeit einer mit Ko-
bragift behandelten Meerschweinchenlunge enthalten
war!'”), Danach wurde es immer wahrscheinlicher, daf}
SRS ein wichtiger Mediator bei Asthma und anderen aku-
ten Uberempfindlichkeits-Reaktionen ist!'"*-?'. Ganz dhn-
lich wirkende Stoffe lieBen sich auch durch Immunvor-
géinge erzeugen. Man nannte sie SRS-A (A fir Anaphyla-
xie). Es wird angenommen, daB SRS-A freigesetzt wird
(zusammen mit anderen Mediatoren wie Histamin etc.),
wenn Immunglobulin E (ein Antikorper), das an Rezepto-
ren der Zellmembran z. B. der Bronchien gebunden ist, mit
Allergenen, etwa Pollen, reagiert. Wir betrachten im fol-
genden SRS und SRS-A als weitgehend identisch. Die
Aufklarung der Natur von SRS war zunichst behindert
durch die Schwierigkeit, geniigend reine Substanz zu ge-
winnen. Immerhin konnte es aber als polares Lipid charak-
terisiert werden!'®?223 das wahrscheinlich Schwefel ent-
hilt und ein UV-Spektrum mit A.,, um 270 nm auf-
weist!'>'%2% Experimente mit markierter Arachidonsiure
zeigten, daB sie in SRS eingebaut wird!?>-2l,

[*] Tonophore sind Molekiile, die lonen, zum Beispiel Ca”*, durch Zellmem-
branen schleusen.
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Wir fanden, daB Brustcarcinomzellen von Maiusen bei
Behandlung mit dem lonophor A 23187 aus Arachidon-
sdure in Gegenwart von L-Cystein SRS erzeugten, und
zwar in viel besseren Ausbeuten als nach fritheren Metho-
den. Dies erméglichte Einbaustudien mit markierten Vor-
laufern und die Gewinnung von so viel Substanz, da3 die
Bestimmung der Struktur gelingen konnte?’\. Die Isolie-
rung erfolgte nach Ausfillen von Protein mit Ethanol und
alkalischer Hydrolyse durch Trennung der Komponenten
am Anionenaustauscher Amberlite XAD-8 und an Silica-
gel und schlieBlich durch zweimalige RP-HPLC. Die so er-
haltene Substanz war véllig rein, zeigte ein UV-Absorp-
tionsmaximum bei 280 nm und bewirkte eine typische
Kontraktion des Meerschweinchen-Ileums, die durch den
SRS-Antagonist FPL 55712 aufgehoben wurde?”. Das
UV-Spektrum dhnelte dem der in Abschnitt 2 vorgestellten
Hydroxyfettsduren mit drei konjugierten Doppelbindun-
gen (A,.,~270 nm), war aber um 10 nm ins Langwellige
verschoben. Dies ist typisch fiir eine Schwefelfunktion in
a-Stellung eines Triens. Isotopenmarkierung zeigte, daB
Arachidonsidure und Cystein eingebaut waren.

Hydrogenolytische Entschwefelung von SRS mit Raney-
Nickel fiihrte zur 5-Hydroxyeicosansiure - ein Indiz da-
fir, daB Cystein an die Arachidonsiure durch eine Thio-
ether-Bindung gekniipft war (vgl. Schema 3). Die Hydro-
xygruppe an C-5 bestidrkte uns in der Annahme, daBl zwi-
schen den Umwandlungsprodukten der Arachidonsdure
durch Leukozyten und SRS eine biochemische Verwandt-
schaft bestehen miisse.

Die Positionen der Doppelbindungen in SRS wurden an
einem Priparat bestimmt, das durch Biosynthese aus *H-
markierter Arachidonsédure erhalten worden war. Reduk-
tive Ozonolyse ergab [1-*H;]Hexanol und bestitigte somit,
daB die A'“-Doppelbindung der Arachidonsdure an der ur-
spriinglichen Stelle geblieben war. Zur Lokalisierung des
konjugierten Triensystems wurde eine spezielle Methode
benutzt: Frithere Versuche hatten uns gezeigt, daB Lipoxy-
genase (aus Sojabohnen) das homokonjugierte System von
zwei Z-Doppelbindungen am Ende peroxidierend angreift,
wodurch die Doppelbindungen in Konjugation geraten.
SRS wurde so durch Lipoxygenase in das 15-Hydroper-
oxid 10 der konjugierten Tetraensiure umgewandelt, er-
kennbar an einer bathochromen Verschiebung des UV-
Maximums um 30 nm (Schema 3). Auf diese Weise war die
Z-Konfiguration der A''-Doppelbindung und ihre Konju-
gation mit den A’- und A°-Doppelbindungen bestitigt. Die
Strukturermittlung zeigte in diesem Stadium, daB3 SRS ein
Derivat der 5-Hydroxy-7,9,11,14-eicosatetraensiure ist, das
Thioether-artig in 6-Stellung mit Cystein verkniipft ist.

Da bei der Reduktion mit Raney-Nickel aus dem Cy-
stein kein freies Alanin entstand, mufite es derivatisiert
vorliegen. Deshalb formulierten wir in den ersten Publika-
tionen den Cysteinteil von SRS mit unbestimmtem Cy-
steinrest R am Schwefelatom™ -, Sodann wurden bei
Aminosédureanalysen des HCI-Hydrolysats von SRS auBer
Cystein noch Glycin und Glutaminsidure im Verhiltnis
1:1:1 gefunden. Durch Endgruppenbestimmung nach der
Dansyl-Methode und durch Hydrazinolyse sowie durch
neuerliche Umsetzung mit Dansylchlorid nach einem Ed-
man-Abbau ergab sich fiir den Peptidteil von SRS die
Struktur des Glutathions (y-Glutamyl-cysteinyl-glycin).
Die in Brustcarcinomzellen von Miusen aus Arachidon-
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Schema 3. Einige Umwandlungen von SRS zur Aufklirung seiner Struktur als Leukotrien C4 11.

sdure und Cystein gebildete SRS ist demnach 6-S-Gluta-
thionyl-5-hydroxy-7,9,11,14-eicosatetraensiure 11, bezeich-
net als Leukotrien C, (LTC,)*® (vgl. Schema 3).

Weitere Cystein-Konjugate sind das Glutaminsiure-
freie Cysteinyl-glycin-Derivat LTD, 12 und das einfache
Cystein-Derivat LTE, 1319,

Die Struktur von LTC, mit allen stereochemischen Ein-
zelheiten, wie sie aufgrund unserer Abbaureaktion vorge-
schlagen worden war, wurde durch die Totalsynthese von
Corey et al. bestitigt®". Hierbei wurden auch Stereoiso-
mere hergestellt. Der exakte systematische Name fiir
LTC, ist nunmehr (5S,6R)-6-S-Glutathionyl-5-hydroxy-
(7Z,9Z,11E,14E)-eicosatetraensiure. Der schon friher ver-
mutete biochemische Zusammenhang zwischen dem
Epoxid LTA, (6) und LTC, (11) lie8 sich vor kurzem da-
durch beweisen, daBl synthetisches LTA, bei Inkubation
mit polymorphonuclearen Leukozyten von Menschen in
LTC, umgewandelt wurde®? (Schema 4). Die Epoxidfunk-
tion von 6 wird in 6-Stellung durch die nucleophile
Thiolfunktion des Glutathions unter Thioetherbildung ge-
offnet.

1 Lipoxygenase
—_— >

9
1 Dehydrase

Zur Nomenklatur: Unser Vorschlag fir kurze praktische
Trivialnamen der ,,Leukotriene* (LT) leitet sich von ihrer
erstmaligen Entdeckung in Leukozyten und ihrem gemein-
samen Strukturmerkmal, einem System aus drei konjugier-
ten Doppelbindungen, her'?®, Die alphabetische Reihung
folgt grob dem biochemischen Weg ihrer Entstehung aus
Arachidonsiure und ihrer Entdeckung. Da die Derivate
nicht nur aus Arachidonsiure (mit 4 Doppelbindungen)
gebildet werden, sondern allgemein aus C,,-Fettsduren,
die dasselbe 5,8,11-Doppelbindungssystem, aber mehr
oder weniger Doppelbindungen im Restmolekiil haben,
wird eine zusétzliche Numerierung gebraucht®®. So sind
LTA, (n=3, 4, 5) mit Bezug auf Formel 6 dreifach bis
fiinffach ungesittigte 5,6-Epoxy-(7Z,9Z,11E)-, LTB,
(58,12R)-5,12-Dihydroxy-(6Z,8E, 10E)-, LTC, (5S,6R)-6-S-
Glutathionyl-5-hydroxy-(7E,9E,11Z)-, LTD,, die entspre-
chenden S-Cysteinyl-glycin- und LTE, die einfacheren S-
Cysteinyl-C,,-Fettsduren (vgl. Formeln 6, 3, 11, 12 bzw.
13).

Die Verwandtschaft von LTC,, LTD, und LTE, ergab
sich bei den folgenden Beobachtungen. Untersuchungen

NN COOH
__CsHyy
LTA, 6

HYMV

Glutathion-
S-Transferase

H OH H OH H OH
é/\/\:MCOOH PN COOH
~CsHyy CsHy, g—ﬁIHz
LTB, 3 = GHC(O)NHCH,COOH
NHCOCH,CH,CHCOOH
NH2

Schema 4. Bildung der Leukotriene (LT) A4, B, und C,.

Angew. Chem. 94 (1982) 881-889

LTC, 11 (SRS)
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NHCOCH; CH;CHCOOH
NH,
LTC, 1l
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H OH

PPN _COOH
_ CeHy H 5-CHa

“HC (O)NHCH,COOH
NH,

LTD, 12
1 Dipeptidase

H OH

NP '»,(
_ CsHp H "S—(IZHZ
([:HCOOH

NH,

LTE, 13

COOH

Schema 5. Bildung der Leukotriene (LT) D4 und E,.

mit einem anderen Zelltyp (,rat basophilic leukemia
cells, RBL-1) fiihrten zu einer SRS-Spezies, die weniger
polar als LTC, aus Leukozyten ist®*. Die UV-Spektren
wiesen die Fettsdure-Bestandteile der beiden Leukotriene
als identisch aus, ebenso die Produkte der hydrogenolyti-
schen Entschwefelung mit Raney-Nickel und auch die
spektralen Verdnderungen nach Lipoxygenase-Behand-
lung. Im Siurehydrolysat des weniger polaren Leukotriens
fehlte jedoch die Glutaminsdure; Glycin war als C-termi-
nale Komponente vorhanden. Dasselbe Leukotrien ent-
stand bei der Inkubation von LTC, mit y-Glutamyltransfe-
rase (GGTP). Das Produkt ist demnach die bereits er-
wihnte 6S-Cysteinyl-glycin-Verbindung LTD, (12 in
Schema §). LTD, bewirkt am Meerschweinchen-Ileum in
kleineren Konzentrationen raschere Kontraktion als
LTC,4.

Der biochemische Zusammenhang zwischen Leukotri-
enen D und E wurde unter anderem in Versuchen mit
LTC; geklart®, Im Fettsaureteil *H-markiertes LTC,
wurde mit einem Homogenpriparat aus Meerschwein-
chenlunge rasch unter Abspaltung von Glutaminsiure in

Tabelle 1. [dentifizierung von Leukotrienen (LT) verschiedenen Vorkommens.

LTD; umgewandelt, dieses wiederum durch ein Homogen-
praparat aus Leber oder Nieren rasch unter hydrolytischer
Abspaltung des Glycins in die 6-S-Cysteinyi-triensiure
LTE;. Durch das letztere ,,Reagens'* wird LTC; nicht
merklich verdndert, was auf eine hohe Konzentration von
Glutathion in Leber und Nieren zuriickgefiihrt werden
kann. Der stufenweise Abbau von LTC; zu LTE, findet
auch in der Lunge von Affen statt'®*. Die Strukturen der
Leukotriene sind durch solche biochemischen Verkniip-
fungen, aber auch durch chemische Synthesen gesichert.

Leukotriene konnten in den verschiedensten Organen
nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 1). SRS-A ist ein Ge-
misch der schwefelhaltigen Leukotriene C,, D4 und E,.

Leukotriene mit einem anderen Substitutionsmuster sind
vor kurzem aufgefunden worden. So entsteht iiber ein pri-
mires 15-Hydroperoxid der Arachidonsiure die instabile
14,15-Epoxy-5,8,10,12-eicosatetraensiure (14,15-LTA,),
die in das 14,15-Dihydroxy- (14,15-LTB,) und 8,15-Dihy-
droxy-Derivat (8,15-LTB,) umgewandelt wird®"-?%. Ein
neues Isomer von LTB, wurde als Oxidationsprodukt von
Arachidonsdure in menschlichen Leukozyten isoliert:
(58.128)-5,12-Dihydroxy-(6E,8Z,10E, 14Z)-¢eicosatetraen-
sdure®?. Diese Verbindung entsteht auf einem anderen
Weg als die Leukotriene; sie wurde als 55,12S-DHETE be-
zeichnet.

4. Physiologische Rolle der Leukotriene

Die ,slow reacting substance of anaphylaxis* (SRS-A)
ist durch einige pharmakologische Wirkungen charakteri-
siert worden. Der klassische Kontraktionstest am isolierten
Meerschweinchen-Diinndarm im Vergleich mit dem ana-
log wirkenden Histamin ist ein MaB fiir die stimulierende
Wirkung auf glatte Muskeln, die auch fiir die Kontraktion
von kapillaren BlutgefiBen zustiandig sind. Eine Steige-
rung der Permeabilitit der BlutgefdBe in der Meerschwein-
chenhaut wird am Eindringen eines Farbstoffs ins Gewebe
unter Bildung farbiger Flecken erkannt, nachdem dem
Versuchstier der Farbstoff in die Blutbahn injiziert wur-
de.

Die reinen Leukotriene LTC, und LTD, rufen in Kon-
zentrationen von 0.1 bis 1.0 nM dosisabhidngig die Kon-
traktion des Meerschweinchendarms hervor®?. Bezogen
auf mol/L ist Histamin 200mal weniger wirksam als LTC,.
Beide Leukotriene steigern auch die GefiBpermeabilitit in
der Haut**", In vergleichenden Studien wurden wesentli-
che Unterschiede in der Wirkungsart der schwefelhaltigen
Leukotriene und von LTB, gefunden. Die erstgenannten

Quelle LTA, LTB, LTC, LTD, LTE, Lit.
Leukozyten aus Bauchfell (Kaninchen) + + [7, 9]
Leukozyten aus Blut (Mensch) + + + [12, 13, 58]
Brustcarcinom (Maus) + + {27, 30, 59)
Basophile Leukdmiezellen (Ratte) + + [34, 60, 61]
Monozyten aus Bauchfell (Ratte) + + [62, 63]
Anaphylaktische Zellen vom Bauchfell (Ratte) + + + [64]
Leukozyten (Ratte) + [65, 66}
Makrophagen (Ratte) + [67]
Makrophagen (Maus) + {68)

Lunge (Mensch) + + {69]

Lunge (Meerschweinchen) + [70]

Pfote (Katze) + + 7
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haben eine spezifische Wirkung auf das Herz-Lungen-
Kreislaufsystem; sie beeinflussen die Mikrozirkulation.
LTB, verursacht Adhésion der Leukozyten an die Blutge-
faBwand und hat chemotaktische Eigenschaften, d. h. es
zieht Leukozyten in einem Gradienten steigender Konzen-
tration an. Das deutet darauf hin, da3 Leukotriene wich-
tige Faktoren bei Abwehrmechanismen wie Uberempfind-
lichkeits- und Entziindungsreaktionen sind.

Bei intravendser Injektion verstirken Histamin und
auch LTC, den Druck der Einatmungsluft in der Luftrohre
anisthesierter, kiinstlich beatmeter Meerschweinchen - ein
Anzeichen fiir Luftwiderstand in der Lunge®*!, Dabei
war LTC, mindestens 100mal so wirksam wie Histamin,
und seine Wirkung war von viel lingerer Dauer. Als Aero-
sol erweist sich LTC, sogar mindestens 1000mal wirksamer
als Histamin; LTD, und LTE, zeigten gleich starke Wir-
kung wie LTC,. Vor kurzem wurde die Bronchien-veren-
gende Wirkung von LTC, auch an kiinstlich beatmeten Af-
fen untersucht®?. Bereits 20 nmol (10 pg) LTC, verursach-
ten heftige Bronchokonstriktionen, erkennbar an einem
starken Druckanstieg und einem gleichzeitigen Abfall des
arteriellen Sauerstoff-Partialdrucks. Das Blut vermochte
weniger Sauerstoff aus den Lungenkapillaren aufzuneh-
men. Die Effekte waren erst nach 45-50 Minuten abge-
klungen. Sie zeigten, da3 die schwefelhaltigen Leukotriene
vor allem auf die peripheren Luftwege einwirken, wie es
zuvor schon fiir rohe SRS-A-Priparate festgestellt worden
war. Isolierte Lungenteile von Mensch und Affen reagie-
ren ebenfalls auf Cystein-haltige Leukotriene!*?. Human-
bronchien erwiesen sich als besonders empfindlich; LTC,
war als Konstriktor mindestens 1000mal wirksamer als
Histamin. Analoge Bronchienpriparationen von Affen
zeigten sich weniger sensibel, doch bewirkt LTC, auch hier
noch starke Kontraktionen in 100fach héherer Konzentra-
tion als beim Menschen, d. h. es ist immerhin 10mal effek-
tiver als Histamin.

Injektion von LTC, und LTD, in die Haut von Meer-
schweinchen fiihrt zur gleichen Erscheinung wie die von
roher SRS-A, zur Ausbreitung von (mit Evans Blau gefirb-
tem) Blutplasma®®*", Das Durchlissigwerden von Blutge-
fiBen 140t sich auch am lebenden Tier beobachten, z. B.
am Gewebe der Backentaschen des Hamsters*! (Fig. 1). In
solchen Versuchen bewirkten LTC, und LTD,, in Losung
(0.3-2.0 nm) duBerlich appliziert, dosisabhingige Kontrak-
tionen vor allem der feinsten Arterienkapillaren (Arteri-
olen), wo sie in feinste Venenkapillaren (Venolen) iiberge-
hen. Die Kontraktion blieb nur wenige Minuten erhalten,
da sodann ein Austritt von Plasma ins Gewebe folgte, der
an Fluorescein-markiertem Dextran beobachtet werden
konnte, das vorher in die Blutbahn injiziert worden war.
Den Permeabilititseffekt ruft auch Histamin hervor, doch
sind die Leukotriene viel wirksamer; LTC, ist etwa
5000mal so wirksam wie Histamin. Gesteigerter Plasma-
austritt aus den GefaBen hat Odeme zur Folge, bezeich-
nend fiir den Vorgang einer Entziindung. Das Phinomen
wird auch durch Prostaglandine bewirkt, und PGE,
verstdrkt den durch submaximale Dosen von LTD,"! oder
LTE,"“**" erzeugten Effekt. Dies mag nahelegen, daB Leu-
kotriene indirekt, iiber eine Synthese von Prostaglandinen
wirken konnten. Der Effekt der Leukotriene 148t sich je-
doch nicht durch notorische anti-inflammatorische Hem-
mer der PG-Synthese wie Indomethazin oder Mepyramin

Angew. Chem. 94 (1982) 881-889

unterdriicken, er ist daher den Leukotrienen selbst zuzu-
schreiben.

! /
200 { o 2
’1 /
/
/ !
100 / /
// _I
/
$ o
0_
169 108 107 168 10°
¢ (mol/L]

Fig. 1. Steigerung der GefaBdurchlissigkeit in der Hamsterbackentasche
durch Leukotriene (LTC; O—O, LTD, @---®) und durch Histamin
(O---0). S.=Zah! der Plasmaaustritts-Flecken pro cm?

Im Gegensatz zu den schwefelhaltigen Leukotrienen
fiihrt LTB, (im gleichen Konzentrationsbereich wie LTC,
angewendet) nicht zur GefiBkontraktion und beeinfluBt
auch nicht den Plasmaaustritt ins Gewebe; es verursacht
jedoch eine drastische Zunahme der Adhésion von weifen
Blutkorperchen an die Winde von kleinen Venolen (fein-
sten Venenkapillaren)*¥, Nach Zugabe von LTB, beweg-
ten sich wandernde Leukozyten sofort langsamer und viel
mehr von ihnen klebten an den GefiBwinden als beim
Blindversuch. Diesen Effekt kann man auch in vitro mit
menschlichen Leukozyten zeigen: L4Bt man sie durch eine
Siule flieBen, die mit Nylonfasern gefiillt ist, so bleiben in

LTB, 4nM

1

+ [min]

Fig. 2. Messung der Wirkung von LTB, (4 nM) an einer postkapillaren Ve-
nole der Hamsterbackentasche. Oben: Weile Blutzellen; Zah! der pro Mi-
nute durchlaufenden (@) und pro Minute an die GefiBwand fixierten (O)
Zellen. Mitte: Zeitliche Verinderung des Venolendurchmessers (pm). Unten:
Rote Blutzellen; Geschwindigkeit (mm/s).
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Gegenwart von LTB, viel mehr Leukozyten an den Nylon-
fasern hingen als ohne Zugabe des Leukotriens™® (vgl.
Fig. 2).

LTB, hat auch einen chemotaktischen Effekt. Er 138t
sich in vitro auf verschiedene Weise zeigen, z. B. durch
Nachweis in der sogenannten Boyden-Kammer oder durch
Wanderung unter Agarose'®-?, wobei Leukozyten einem
Konzentrationsgefille von LTB, entgegenwandern. In vivo
wurde dieser Effekt durch Bestimmung der Anhiufung
von weiflen Blutzellen in der Bauchhéhle von Meer-
schweinchen nach Injektion von LTB, gemessen'**. Nach
diesen Beobachtungen konnte LTB, ein Wegweiser fir
Leukozyten bei ihrer Wanderung aus dem Blut in Entziin-
dungsgebiete sein. Es ist in diesem Zusammenhang inter-
essant, dal das chemotaktische Peptid Formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanin die Bildung von LTB, und anderen
Leukotrienen in menschlichen Neutrophilen, das sind un-
reife kernhaltige Vorstufen der Leukozyten, stimuliert®®*,

Unsere Befunde weisen darauf hin, dal3 sowohl die auf
dem Wege der Cyclooxygenase-Reaktion aus Arachidon-
sdure entstehenden Produkte wie die Prostaglandine als
auch die auf einem anderen Oxidationsweg entstehenden
Leukotriene wichtige Rollen bei raschen Uberempfindlich-
keitsreaktionen und Entziindungen spielen. Die Cystein-
haltigen Leukotriene sind sehr wirksame Stimulantien der

= COOH
R / S

HO-O
11-HPETE

|

O

“O(0)H
PG(C)H,

S NN

PGEy, Dy, Fy, PGI, TXA,

6K~PGF,, TXB,

sonders der Kapillaren - anzuregen und chemotaktisch an-
zulocken, deutet darauf hin, dal3 die Leukotriene auch bei
Abwehrvorgingen ihres Wirtsorganismus mitwirken. Alle
Effekte der Leukotriene zusammengenommen erinnern
deutlich an die frithe Phase einer akuten Entziindung.

Die Leukotriene wirken synergistisch, d. h. in gleichem
Sinne zusammen mit einigen Metaboliten, die auf dem Cy-
clooxygenase-Weg aus Arachidonsiure entstehen: Prosta-
glandine, Thromboxane, Prostacyclin. So kann die Bildung
von Odemen als ein Gemeinschaftseffekt der Leukotriene,
die den Plasmaaustritt aus den GefiBlen beférdern, und
des gefiBerweiternden Prostaglandins PGE, zusammen
mit Prostacyclin PGI; verstanden werden. Auch synergisti-
sches Wirken von Bronchien-verengenden Leukotrienen
und Thromboxan A, erscheint méglich: LTC, und LTD,
verursachen die Freisetzung von TXA, in Meerschwein-
chenlunge®; da TXA, ein starker Konstriktor der Luft-
wege ist, ist anzunehmen, daB3 es zur Bildung allergischer
Bronchiostasen beitragt.

Die beiden Hauptwege der Oxidation von Arachidon-
sdure und verwandter Fettsduren, der Cyclooxygenase-
Weg und derjenige, der zu den Leukotrienen fiihrt, sind in
Schema 6 nebeneinander skizziert.

Anti-inflammatorische Steroide hemmen die hydrolyti-
sche Freisetzung der Arachidonsiure aus den Phospholipi-

Phospholipide

f Corticosteroide

Arachidonsdure

oo\

5-HPETE 9

}

NS COOH
___ CsHpy

LTA, 6
+ Hz/ J + Glutathion
GGTP CG
HHT LTB, LTC, —> LDT, —> LTE,
+
3 11 12 13
MDA (SRS-A) (SRS-A) (SRS—A)

Schema 6. Bildung von Prostaglandinen (PG), Thromboxanen (TX), Prostacyclin (PGI;) und Leukotrienen (LT). NSAID: non-
steroidal anti-inflammatory drugs: HHT: (125)-12-Hydroxy-(5Z.8E, 10E)-heptadecatriensaure.

glatten Muskeln in der Lunge, in spezifischer Weise kon-
trahieren sich unter ihrem EinfluB die peripheren GefiBe,
d. h. die feinsten Kapillaren. Sie verursachen dariber hin-
aus Plasmaaustritt aus den Venolen, den feinsten zu den
Arteriolen verlaufenden Venenkapillaren in der Haut. So
sind sie wohl Vermittler von allergisch, also durch Immun-
reaktionen bedingtem Verhalten der Atemwege und der
Haut. Weiterhin ist anzunehmen, daB3 die schwefelhaltigen
Leukotriene zusammen mit LTB, ganz allgemein an Ent-
ziindungsvorgingen eng beteiligt sind. Die Fahigkeit von
LTB,, Leukozyten zur Adhision an die GefiBwinde - be-
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den der Zellmembran, wahrend Cyclooxygenase-Inhibito-
ren wie Aspirin die Umwandlung der Arachidonsédure in
Prostaglandine, Thromboxane und Prostacyclin verhin-
dern. Fiir die Unterdriickung der Freisetzung von Arachi-
donsiure aus Phospholipiden soll ein Hemmstoff verant-
wortlich sein, dessen Synthese durch anti-inflammatori-
sche Steroide stimuliert wird®®5"\. Steroide k&nnen also
die Bildung simtlicher Umwandlungsprodukte der Arachi-
donsdure unterdriicken und verhindern so auch die von
den Leukotrienen verursachten allergischen und entziin-
dungsartigen Erscheinungen.

Angew. Chem. 94 (1982} 881-889



S. Ausblick

Die in diesem Fortschrittsbericht zusammengefaBten Er-
kenntnisse Giber die Bildung der Leukotriene und ihre bio-
chemische Verwandtschaft’? kénnen der Therapie neue
Moglichkeiten eroffnen. Besonders gegen Krankheiten, die
mit aliergischen Reaktionen und Entziindungen einherge-
hen, sollten spezifischere Heilmittel entwickelt werden
kénnen, etwa Antagonisten gegen die Leukotriene selbst
oder Inhibitoren jener Enzyme, die an der Entstehung
oder Weiterveranderung der Schliisselsubstanz LTA, betei-
ligt sind. Auch die Entwicklung von Pharmaka, die auf
beide Umwandlungswege fiir Arachidonsédure einwirken,
kann von erheblicher Bedeutung sein.

Die hier geschilderten Arbeiten im Laboratorium des
Autors wurden vom Swedish Research Council (Projekt 03X-
217) unterstiitzt.

Eingegangen am 10. Februar 1982 [A 436]
Ubersetzt von Prof. Dr. Theodor Wieland, Heidelberg
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