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Bioassay-Abenteuer auf dem Weg zum Prostacyclin

(Nobel-Vortrag)**
Yon John R. Vane*

Aus der Physiologie sind viele biologische Spezialdiszi-
plinen hervorgegangen, darunter auch mein eigenes Fach-
gebiet, die Pharmakologie. Niemand hat einen gréBeren
Beitrag zur Physiologie und Pharmakologie geleistet als Sir
Henry Dale (1875-1968, Nobel-Preistriger fiir Physiologie
und Medizin des Jahres 1936). Dale beeinfluBte nicht nur
meine wissenschaftlichen Aktivititen, sondern auch die
britische Pharmakologie im allgemeinen. Ich habe guten
Grund, mich einen wissenschaftlichen Enkel Dales zu nen-
nen. Zu Beginn meiner Karriere als Pharmakologe wurde
ich nicht nur von Dale sehr stark beeinflufit, sondern auch
von seinen Kollegen Burn, Gaddum und von Euler. Es war
Burn, der mich die Theorie und Praxis des Bioassays lehr-
te. Einige der ersten Verdffentlichungen von Gaddum be-
schrieben die Entwicklung spezifischer und empfindlicher
Bioassay-Methoden, fiir die er zeit seines Lebens groBes
Interesse bezeugte!'l. 1964 sagte er einmal, der Pharmako-

[*] Dr. J. R. Vane
Wellcome Research Laboratories
Langley Court, Beckenham, Kent (England)

[**] Copyright © The Nobel Foundation 1983. - Wir danken der Nobel-Stif-
tung, Stockholm, fir die Genehmigung zum Druck dieser Ubersetzung.
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loge sei ein ,,Hansdampf in allen Gassen®, der vieles aus
der Physiologie, Biochemie, Pathologie, Mikrobiologie
und Statistik entlehne, aber eine Methode mit Sicherheit
selbst entwickelt habe, den Bioassay®!,

Fiir Detektion und Quantifizierung von Prostaglandinen
wurden kostspielige und verfeinerte Techniken wie Gas-
chromatographie und Massenspektroskopie entwickelt.
Man sollte dariiber jedoch nicht vergessen, daB angefan-
gen mit der Entdeckung und der Isolierung von Prosta-
glandinen durch von Euler®™ (siehe auch Text des Nobel-
Vortrags von BergstromP™) die biologischen Methoden
und speziell der Bioassay sehr viel zur Entwicklung dieses
Gebietes beigetragen haben. Durch Bioassays konnte nicht
nur die wichtige Rolle der Lunge bei der Entfernung zirku-
lierender Prostaglandine gekldrt werden'”, sondern auch
die Beteiligung der Prostaglandine an Entziindungsprozes-
sen®®® und an der Autoregulation der Blutversorgung der
Nieren”-"); weiterhin erhielt man durch Bioassays wichtige
Information {iber den Inhibitoreffekt von Aspirin und 4hn-
lichen Substanzen auf die Biosynthese der Prostaglandi-
ne!"'% die Rolle der Prostaglandine bei Pyrogen-Fie-
ber'® und die Ausschiittung der Aorta-kontrahierenden
Substanz beim Kaninchen (rabbit aorta-contracting sub-
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stance, RCS; heute als Thromboxan A,, TXA,, bezeichnet)
durch die Lunge wihrend einer Anaphylaxie™* s, Nur mit
dem Bioassay konnte das neueste Mitglied der Prostaglan-
din-Familie, das PGX, jetzt Prostacyclin (PGI;) genannt,
entdeckt werden!'®-'?L Es ist zweifelhaft, ob die biologi-
sche Bedeutung der instabilen Produkte des Arachidon-
siduremetabolismus ohne Bioassays uberhaupt erkannt
worden wire. Bioassays ermdglichen es, zuverlissig und
duBerst einfach zwischen den wichtigen biologisch aktiven
Substanzen und ihren eng verwandten, aber biologisch
inaktiven Metaboliten zu unterscheiden.

In dieser Ubersicht werde ich die Entwicklungslinien
der Technik des Kaskaden-Superfusions-Bioassays nach-
zeichnen und die bei der Anwendung gewonnenen Er-
kenntnisse diskutieren; besondere Aufmerksamkeit werde
ich der Entdeckung von Prostacyclin und dessen physiolo-
gischer Bedeutung sowie klinischer Anwendung widmen.

1. Der Kaskaden-Superfusions-Bioassay
1.1, Die Entwicklung

Wird in einem Bioassay glatte Muskulatur eingesetzt,
sind in der Regel hohe Empfindlichkeit und Spezifitét
wichtig. Das erreicht man erstens durch Verminderung des
Volumens der Fliissigkeit, in dem das isolierte Gewebe
schwimmt, und zweitens durch die Verwendung von Orga-
nen, die auf die Testsubstanz relativ empfindlich und spe-
zifisch reagieren. Die Spezifitit 148t sich durch Kombina-
tion mehrerer Gewebetypen, die in charakteristischer
Weise auf die Testsubstanz oder -substanzen reagieren,
noch steigern. Man macht dabei vom Prinzip des paralle-
len pharmakologischen Assays Gebrauch, den Gaddum™
zum Beweis der Identitit einer Substanz heranzog.

Magnus®" legte als erster ein isoliertes Stiick glatter
Muskulatur in eine Kammer mit N3hrflissigkeit und mag
die Anderung des Gewebetonus. Die heutigen Organbéder
sind modifizierte Versionen des von Dale verwendeten Ba-
des?®?. Gaddum™ benutzte die von Finkleman® entwik-
kelte Versuchsanordnung zur Untersuchung geringster
Mengen biologisch aktiver Substanzen. Er nannte seine
Technik ,,Superfusion‘ und unterschied sie damit von der
Perfusion, bei der das untersuchte Organ von einer Fliis-
sigkeit durchspiilt wird, deren FluB sofort nach Zugabe der
Testsubstanz unterbrochen wird. Vane* fiihrte die kaska-
denartige Superfusion mehrerer Gewebe ein (gewohnlich
bis zu sechs verschiedene Gewebetypen, die in zwei Blok-
ken angeordnet sind; siehe Fig. 1). Diese Anordnung ist
nicht nur niitzlich fiir die simultane Untersuchung einzeln
injizierter Proben, sondern ermdglicht auch die gleichzei-
tige Analyse von biologisch aktiven Bestandteilen der L6-
sung (meistens eine von Krebs entwickelte Losung), die aus
einem perfundierten Organ austritt.

Eine weitere von Vane® eingefiihrte Verbesserung war
die Verwendung von Blut als Superfusionsmedium (Voll-
blut-Organbad-Technik). Dem betdubten Tier wird Hepa-
rin gespritzt, und das Blut wird mit einer kontinuierlichen
Geschwindigkeit von 10-15 mL/min abgenommen (bei
Hund, Katze und Kaninchen). Niedrigere FluBgeschwin-
digkeiten werden beim Meerschweinchen erreicht?®. Das
Blut (aus Arterie oder Vene) superfundiert das Untersu-

Angew. Chem. 95 (1983) 782-794

Wasserauslafl
,—E’—‘

— Wassermantel

3 Blut
i Wassereiniall R
= 38°C '1—1
Direkteinlall I I ‘
Antagonist - ! C ‘

zur Vene Inkubationskreislauf

Fig. 1. Schematische Darstellung der Vollblut-Organbad-Technik. Mittels ei-
ner Pumpe wird kontinuierlich Blut aus einem Blutgefi entnommen und
durch ein Wasserbad bei 37°C gehalten; dann werden mit ihm eine Reihe
von isolierten Organen superfundiert, deren longitudinale Bewegungen auf-
gezeichnet werden. Das Blut wird danach in einem Reservoir aufgefangen
und in das Tier zurickgeleitet. Bei einigen Versuchen floB das Blut durch ein
System von Siliconschlauchen in einem Wasserbad (Inkubationskreislauf),
bevor die isolierten Gewebe superfundiert wurden. Arzneimittel kdnnen dem
isolierten Gewebe durch Infusion oder Injektion in das Blut direkt zugefihrt
werden, oder sie werden dem Inkubationskreislauf zugesetzt und erreichen
die Testgewebe mit Zeitverzdgerung (nach Vane [33], mit Genehmigung des
Br. J. Pharmacol.).

chungsgewebe und flieBt durch die Schwerkraft getrieben
zuriick in eine groBe Vene.

Wird das Perfusat eines Organs oder Tierblut fiir eine
Superfusion genommen, dann kann eine Substanz das Pro-
bengewebe innerhalb weniger Sekunden nach ihrer Entste-
hung oder Ausschiittung erreichen. Diese Schnelligkeit ist
ein groBer Vorteil des Kaskaden-Superfusions-Bioassays,
da auch die biologische Aktivitit chemisch instabiler Sub-
stanzen getestet werden kann, die sonst durch den Extrak-
tionsprozeB zerstort wiirde. Ein weiterer wichtiger Vorteil
dieser Methode ist es, daf} sie ein hohes MaB an Uber-
raschungseffekten bietet. Die Dynamik des Bioassays er-
moglicht auch die Untersuchung der Inaktivierung einer
infundierten Substanz durch ein Kd&rperorgan. Weitere
Modifikationen der Bioassay-Technik wurden von Col-
lier'™, von Ferreira und Souza Costa*® sowie von Gry-
glewski et al.?! eingefiihrt.

1.2. Die Wahl des Gewebes fiir einen Bioassay

Gewdshnlich ist es nicht schwer, ein Stiick glatter Musku-
latur zu finden, das besonders empfindlich auf das zu un-
tersuchende Hormon reagiert und das sich anderen Sub-
stanzen gegeniiber relativ unempfindlich zeigt. Wohl fast
jeder Teil des Kérpers wurde schon isoliert und in ein Or-
ganbad gelegt oder perfundiert, um an ihm die Effekte bio-
logisch aktiver Substanzen zu untersuchen. Fiir Bioassays
werden hauptsichlich Segmente aus dem Magen-Darm-
Trakt oder spiralig geschnittene Streifen aus Gefialligewebe
genutzt. Solche Verfahren sind nicht nur fiir Bioassays,
sondern auch fiir die klassische Pharmakologie von Bedeu-
tung.

Figur 2 zeigt die Reaktion einiger isolierter superfun-
dierter Gewebetypen auf verschiedene endogene Substan-
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Fig. 2. Reaktion einiger Gewebe auf endogene Substanzen in Konzentratio-
nen von 0.1-5.0 ng/mL. Die Wirkung der Catecholamine 5-Hydroxytrypt-
amin und Histamin kann mit geeigneten Blockern unterdrickt werden.

zen in Konzentrationen, wie sie im Blut iiblich sind. Man
darf nicht vergessen, daB bei Superfusion mit Blut einige
(aber nicht alie) Priparationen aus glatter Muskulatur ei-
nen erhéhten Tonus aufweisen, der oft wihrend des gan-
zen Experimentes andauert. Solch ein erhéhter Tonus ver-
mindert die Empfindlichkeit fiir Substanzen, die Kontrak-
tion bewirken, erhoht aber die Empfindlichkeit fiir jene
Substanzen, die Relaxation induzieren.

Um die klassischen Prostaglandine nachzuweisen, wer-
den am besten Streifen aus Rattenmagen und -dickdarm
und solche aus dem Rectum des Huhnes kombiniert. Zur
Untersuchung von Prostaglandinendoperoxiden und spa-
ter von Prostacyclin wurden zusitzlich Streifen aus coelia-
len oder mesenterialen Arterien (aus der Bauchhdhle bzw.
dem Gekrdsel')) verwendet™). Streifen aus der Rinderkoro-
nararterie®! waren besonders niitzlich, da sie nach Gabe
von PGE, kontrahieren, aber nach Gabe von Prostacyclin
relaxieren (Fig. 2).

Die Spezifitit eines Bioassays kann durch Antagonisten
weiter erhoht werden. Beispielsweise konnen die durch 5-
Hydroxytrypamin induzierten Kontraktionen von Streifen
aus Rattenmagen durch spezifische Antagonisten wie Me-
thysergid verhindert werden; dadurch bleiben die Pripara-
tionen empfindlicher fir Prostaglandine. Der Rattendick-
darm relaxiert bei Gabe von Catecholaminen, kontrahiert
aber bei Gabe von Angiotensin II. Befinden sich beide
Substanzen in der Superfusionsfliissigkeit, dann reduzie-
ren Catecholamine die durch Angiotensin II verursachten
Kontraktionen. Dieses unerwiinschte Zusammenwirken
kann durch B-Receptor-Antagonisten, die die Wirkung der
Catecholamine blockieren, verhindert werden. Wird mit
Blut superfundiert, so kann der Antagonist beispielsweise
durch das geschlossene Lumen eines Rattendickdarms per-
fundiert werden (Fig. 1)?%, so daB der Blocker nur dem

[*] Anmerkung der Redaktion: Zur Erklarung der Chemikern nicht immer
gelaufigen medizinischen Fachausdriicke siche z. B. W. Pschyrembel: Kli-
nisches Worterbuch, 254. Aufl,, de Gruyter, Berlin 1982 oder Duden-Wor-
terbuch medizinischer Fachausdriicke, Bibliographisches Institut, Mann-
heim und Thieme, Stuttgart 1979.
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Assay-Gewebe zugefiihrt und seine Auswirkung auf das
ganze Tier minimiert wird. Die Grenzen des Kaskaden-Su-
perfusions-Bioassays wurden von Vane?>¥ sowie von Mon-
cada, Ferreira und Vane® ausfiihrlich diskutiert.

1.3. Bestimmung von Substanzen durch
Kaskaden-Superfusions-Bioassay

Die Technik eignet sich sowohl zur Bestimmung von
Substanzen, die in den Kreislauf gelangen, wie Catechol-
amine und Angiotensin II, als auch zur Bestimmung des
Schicksals solcher Substanzen, wenn sie an bestimmten
Stellen im Kreislauf ausgeschiittet oder infundiert wer-
den.

1.3.1. Ausschiittung von Substanzen als Antwort auf Reize

Die Ausschiittung von Catecholaminen durch das Ne-
bennierenmark kann mit Streifen aus Rattenmagen und
mit Gewebe des Hilhnerrectums bestimmt und quantifi-
ziert werden. Es konnte gezeigt werden, daB zirkulierende
Catecholamine fiir die Reflexe des arteriellen Barorecep-
tors eine geringe Rolle spielen!® und daB sie wihrend der
Anaphylaxie in den Kreislauf ausgeschittet werden!*).
Von den bei Anaphylaxie abgegebenen Substanzen veran-
lassen Histamin, Bradykinin und die ,slow reacting sub-
stance** (SRS-A) die Ausschiittung von Adrenalin bei in-
travendser Injektion; dabei konnen Speziesunterschiede
im Wirkungsmechanismus und der Empfindlichkeit des
Nebennierenmarks bestehen®-38,

Mit der Vollblut-Organbad-Technik konnte schon frith
die sukzessive Ausschiittung von Angiotensin II und Cate-
cholaminen wihrend einer Blutung gezeigt werden. Die
Abgabe von Bradykinin in die Blutbahn nach intravendser
Injektion von Kallikrein oder durch Kontakt des Blutes
mit Glas konnte leicht nachgewiesen werden™®, jedoch ge-
lang es uns bis heute nicht, die Ausschiittung von Bradyki-
nin nach physiologischen Manipulationen nachzuweisen.
Zirkulierende Kinine wurden beim Hund nach Blutungen
wihrend der Phase niedrigen Blutdruckes nachgewiesen,
und die im Blut gemessenen Konzentrationen reichten aus,
um den normalen Blutdruck zu senken®",

1.3.2. Inaktivierung zirkulierender gefdfaktiver Substanzen

Durch Vergleich der Auswirkungen von intravendsen
oder intraarteriellen Infusionen auf das Erfolgsorgan 1aBt
sich bestimmen, wieviel Prozent einer Substanz wihrend
einer Passage aus der Blutbahn entfernt werden (Fig. 3).
Mit dieser Methode konnte die Inaktivierung einiger vaso-
aktiver Substanzen beim DurchfluB durch Leber, Niere
und Hinterbein gezeigt werden.

Angiotensin II wird beispielsweise wihrend einer Pas-
sage durch den Lungenkreislauf weder in vivo noch in der
isolierten Lunge aller untersuchten Spezies einschlieBlich
Ratte, Hund, Meerschweinchen, Katze und Mensch abge-
baut (siche den Ubersichtsartikel von Bakhle und Vane!*?).
Diese Substanz ist jedoch zum groBen Teil (50-70%) schon
nach einer Passage durch periphere GefdBsysteme wie Le-
ber, Niere und Hinterbein inaktiviert!.
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Fig. 3. Prinzip des Bioassays zur Ermittlung des AusmaBes der Inaktivierung
einer Substanz in cinem bestimmten Organ. Die unterschiedlichen Antwor-
ten der Assay-Organe auf intraarterielle (i. a.) oder intravendse (i. v.) Infusion
reprisentieren das AusmaB des Abbaus dieser Substanz wihrend einer Pas-
sage durch das vaskulire System. Um bei i.a.-Infusion die gleiche Antwort
zu erreichen wie bei i. v.-Infusion, muB die doppelte Dosis appliziert wer-
den.

Wir untersuchten auch das Schicksal von Adrenalin und
Noradrenalin und zeigten, daB bei Hund und Katze 70-
95% des intraarteriellen Infusates von Adrenalin und Nor-
adrenalin wihrend eines Durchflusses durch das Hinter-

PGE; und Prostacyclin™® sind gleichermaBen von der Pro-
staglandin-15-hydroxy-Dehydrogenase (PGDH) abhingig.
Fiir die Entfernung von Prostaglandinen aus dem Lungen-
kreislauf sind zwei Schritte wichtig: die Aufnahme und der
Abbau durch das Enzym PGDH. Unsere Ergebnisse deu-
ten darauf hin, daB Prostacyclin in der Lunge kein Sub-
strat fiir den ProzeB der Prostaglandinaufnahme ist.
Diese Unterschiede bei der Inaktivierung der gefaBakti-
ven Hormone durch den Lungenkreislauf veranlaBten uns,
sie in mindestens zwei Typen einzuteilen: ,lokale** und
LZirkulierende** Hormone. Die lokalen Hormone werden
zum groBen Teil durch die Lunge inaktiviert; sie erfiillen
ihre physiologische Funktion am Ort der Freisetzung oder
nicht weit davon entfernt. Vielleicht zirkulieren im vendsen
Blut noch viele unidentifizierte Substanzen, die von peri-
pheren Organen abgegeben und von der Lunge entfernt
werden, bevor sie in den arteriellen Kreislauf gelangen. Im
Jahre 1970 beschrieben Gryglewski und Vane die Freiset-
zung einer unbekannten Substanz in das venése Blut nach
Infusion von Isoprenalin in die Hinterbeine des Hun-
des®™'l, Das Aktivititsmuster dieser Substanz im Bioassay
glich nicht dem der damals bekannten Prostaglandine;
heute weil man, daB es sich um Prostacyclin handelte.

Lungen
200

— 2min

bein verschwand. Die Lunge inaktivierte bis zu 30% des in- BP 150 B
fundierten Noradrenalins, ohne die Konzentration von [mmHg],q, h
50

Adrenalin zu dndern™**%,
Bradykinin wird im Blut relativ schnell abgebaut; im

——'\/

Blutkreislauf von Katze und Hund hat es eine Halbwerts- RbCA v -\/ ]Zm
zeit von nur 17 s. Nach Ferreira und Vane!® inaktiviert die

Leber etwa 50% und die Lunge etwa 80% des infundierten

Bradykinins. s

Beobachtungen solcher Art zogen unsere Aufmerksam-
keit auf die metabolische und pharmakokinetische Funk-
tion des Lungenkreislaufs. Die hohe Selektivitit der pul-
monalen Inaktivierung demonstriert der Befund, daB3 Bra-
dykinin durch die Lunge inaktiviert wird, andere Peptide
wie Eledoisin, Substanz P, Physalaemin, Vasopressin und
Oxytocin aber unverindert passieren!*?,

Der in-vivo-Metabolismus von Prostaglandinen im Lun-
genkreislauf wurde zuerst von Vane et al. untersucht'*4");
sie konnten zeigen, daB fast das gesamte PGE,, PGE, und
PGF,, bei einem DurchfluB durch die Lunge inaktiviert
wird. McGiff et al.®™ bestitigten durch ihre Versuche, daB
PGE, und PGE, in der Hundelunge in vivo sehr schnell
abgebaut werden, daB aber PGA, und PGA, unverindert
den Lungenkreislauf verlassen. Selbst zwischen diesen eng
verwandten Substanzgruppen kann der Inaktivierungspro-
zeB also unterscheiden. Interessanterweise passiert auch
Prostacyclin (anders als PGE,, siehe Fig. 4) den Lungen-
kreislauf unverindert, wie wir nach der Entdeckung von
Prostacyclin zeigen konnten. In anderen Organen war
die Inaktivierung von Prostacyclin wiahrend eines Durch-
flusses (50-70%) etwa der von PGE, vergleichbar. Prosta-
cyclin wurde beim Durchflu durch das Hinterbein und
besonders beim DurchfluB durch die Leber abgebaut.

Prostacyclin wurde also wiihrend einer Passage zu etwa
50% inaktiviert, was eine metabolische Halbwertszeit von
einer Passage (30s) ergibt (die chemische Halbwertszeit
betridgt 2-3 min). Die Inaktivierungsmechanismen von
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Fig. 4. Die Passage von Prostacyclin (PGI;) und Prostaglandin E, (PGE,)
durch die Lunge. Spiralige Streifen aus coelialer Arterie eines Kaninchens
(RbCA), Koronararterie des Rindes (BCA) und Streifen aus Rattenmagen
(RSS) wurden vom arteriellen Blut eines Hundes umspdit. Intravends infun-
diertes PGI; wirkte dhnlich auf das Assay-Gewebe und den Blutdruck (BP)
wie eine Infusion in die Aortenwurzel (i.a.); PGIl, wurde also nicht durch die
Lunge entfernt. Im Gegensatz dazu wurden iiber 75% des PGE; durch die
Lunge inaktiviert (siche Dusting, Moncada und Vane [49], mit Genehmigung
des Br. J. Pharmacol.).

Zirkulierende Hormone passieren die Lungen entweder
unverindert (Adrenalin, Histamin, Vasopressin, Prostacy-
clin) oder verlassen sie mit erhdhter Aktivitit. Das Renin-
Angiotensin-System ist ein Beispiel fiir die Aktivititserhd-
hung durch den Lungenkreislauf. Wir konnten zeigen®®?,
daB - im Gegensatz zur weitverbreiteten Meinung - die
Umwandlung von Angiotensin I in Angiotensin II nicht im
Blutstrom stattfindet, sondern wihrend des Lungenkreis-
laufes. Das konnte in vivo'®**~*¥ und in vitro bewiesen wer-
den (Fig. 5).
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Fig. 5. Die Aktivitit von Angiotensin I ist nach DurchfluB durch die isolierte
Meerschweinchenlunge crhdht. Das Schema links zeigt die experimentelle
Anordnung. Angiotensin II (Angio II) tibt den gleichen Effekt auf den Dick-
darm der Ratte aus, unabhingig davon, ob es durch die Lunge oder direkt
(Dir.) in den Dickdarm infundiert wird; die Lunge baut das Angiotensin II
also nicht ab. Die Antwort auf eine Infusion von Angiotensin I (Angio I) bei
einer Konzentration von 10 ng/mL direkt in den Rattendickdarm war mini-
mal; wurde aber mit der halben Konzentration nach LungendurchfluB infun-
diert (5 ng/mL), dann verstarkten sich die Kontraktionen des Rattendick-
darms (nach Vane [33], mit Genehmigung des Br. J. Pharmacol.).

1.3.3. Unsere Untersuchungen von Substanzen,
die wihrend der Anaphylaxie freigesetzt werden

Piper und Vane"* >3 untersuchten die Abgabe von Me-
diatoren aus perfundierten Lungen, die aus sensibilisierten
Meerschweinchen isoliert worden waren. Wie erwartet fan-
den wir, daB bei Kontakt mit Antigenen grole Mengen
Histamin freigesetzt werden. Wir beobachteten auch die
erwartete Ausschiittung von SRS-A. Neu und aufregend
war fiir uns der Befund, daB3 zusitzlich drei weitere Sub-
stanzen freigesetzt wurden, die noch nie in Zusammen-
hang mit der Anaphylaxie gebracht worden waren (Fig. 6).
Mit unserem Bioassay-System fanden wir, daB Prostaglan-
din-dhnliche Substanzen freigesetzt wurden, bei denen es
sich - wie wir spéter durch Diinnschicht-Chromatographie
zeigen konnten - um die Prostaglandine E, und F,, han-
delte. Noch aufregender war die Entdeckung einer bis da-
hin unbekannten Substanz, die starke Kontraktionen von
Kaninchenaortastreifen verursachte; diese Substanz nann-
ten wir ihrer Wirkung wegen ,,Kaninchenaorta-kontrahie-
rende Substanz* (rabbit aorta-contracting substance,
RCS). Zwei Eigenschaften der RCS waren bemerkenswert:
Sie war erstens chemisch instabil; wenn wir den FluB des
Lungeneffluates um einige Minuten verzdgerten, verlor sie
ihre Aktivitit, obwohl die von Histamin, PGE,, PGF,, und
SRS-A erhalten blieb. Zweitens fanden wir, daB die Frei-
setzung von RCS wihrend der Anaphylaxie selektiv von
Aspirin und verwandten Substanzen verhindert wird. Piper
und Vane'" postulierten eine Beteiligung der RCS an den
Symptomen, die durch Aspirin gemildert werden. Isolierte
Lungen gaben auch dann Prostagiandine in das Perfusat
ab, wenn kleine Partikel (<120 pm) in die Lungenarterie
infundiert wurden®”.,

In dieser Zeit interessierten wir uns zunehmend fiir die
Freisetzung von Prostaglandinen aus anderen Geweben.
Alle Zelltypen von SHugetieren geben bei der kleinsten
Reizung Prostaglandine ab, doch ist die Konzentration von
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Prostaglandinen im Gewebe verglichen mit der freigesetz-
ten Menge sehr gering. Beispielsweise ist aus der Milz vom
Hund nicht einmal 1 pg (oder 7 ng/g Feuchtgewicht) zu
extrahieren; bei Reizung setzt die Milz jedoch bis zu 10 pug
Prostaglandine pro Minute frei (nachgewiesen als PGE,).
Horton et al.®® zeigten als erste, daB PGE, nach nervéser
Reizung in das vendse Blut der Milz abgegeben wird. Wir
interessierten uns besonders fiir die Charakteristik dieser
Freisetzung und zeigten, daB der Output (PGE; und
PGF,,) in enger Verbindung mit der Kontraktion der Milz
zu sehen ist, da er durch Adrenalin induziert und durch a-
Adrenoreceptor-Antagonisten (a-Blocker) verhindert wer-
den kann. Interessanterweise fanden wir, dafl die Milz wie
auch die Lunge bei Infusion von Partikeln Prostaglandine
freisetzt>?].

10 min
—
cTl ] 5m
RbA
(R
GPT. @ — - T—
Rss S N
[ [
Histamin :ﬁsta/mit
2 pg/mb pg/m
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EA E
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Fig. 6. Die Abgabe von Mediatoren durch isolierte Lungen aus sensibilisier-
ten Meerschweinchen. Die Lungen wurden durch die Lungenarterie mit ei-
ner Ldsung nach Krebs perfundiert, und das Effluat superfundierte ein
lleumendstiick der Katze (CTI), spiralige Streifen aus Kaninchenaorta
(RbA), Hiihnerrectum (CR), Meerschweinchenluftréhre (GPT), Streifen aus
Rattenmagen (RSS) und Rattendickdarm (RC). Alle Gewebe mit Ausnahme
von CTI wurden mit Antagonisten von 5-Hydroxytryptamin, Catecholami-
nen und Histamin blockiert. Infusionen von Histamin (2 ug/mL und
1 ug/mL DIR) und PGE; (E;, 50 ng/mL DIR) direkt in das Assay-Gewebe
bewiesen die selektive Empfindlichkeit des Assay-Systems. Anaphylaxie in
den Lungen wurde durch intraarterielle Injektionen von Ovalbumin ausge-
18st (EA 10 mg i.a.). Kontraktionen des CTI bzw. der RbA bewiesen die Frei-
setzung von Histamin bzw. RCS; die SRS-A-Abgabe wurde durch GPT, die
von Prostaglandinen durch CR, RSS und RC nachgewiesen (nach Piper und
Vane in [163], mit Genehmigung von Churchill Livingstone).

2. Aspirin und die Prostaglandin-Biosynthese

In der Forschung gibt es ein Klima, das wichtige Ent-
deckungen férdert. Ich habe versucht, die Atmosphire zu
schildern, die um 1970 in unserem Laboratorium am Royal
College of Surgeons of England herrschte. Unser Hauptin-
teresse galt der Aufkldrung des Freisetzungsmechanismus
und des weiteren Schicksals gefdBaktiver Substanzen unter
besonderer Beriicksichtigung der Lunge. Wir hatten mit
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der RCS eine instabile Substanz entdeckt, die von den
Lungen bei Anaphylaxie freigesetzt wird, und wir wuBten,
daB diese Freisetzung durch Aspirin und #hnliche Sub-
stanzen verhindert werden kann. Ferner interessierten wir
uns fiir Prostaglandine, und wir vermuteten, daB jedes Ge-
webe bei jedweder Art von Verletzung oder Reizung Pro-
staglandine abgibt. Es schien mir, als hitte jedes Schwellen
der Lungen eine Freisetzung von Prostaglandinen zur Fol-
ge; dies konnte helfen, den &rtlichen pulmonalen Blutflu
zu regeln. Auch Liljestrand® hatte vorgeschlagen, daB
durch Freisetzung von Prostaglandinen der BlutfluB in den
Lungen kontrolliert werden konnte. Bei extrem starkem
Schwellen kénnten Prostaglandine im arteriellen Blut
nachgewiesen werden. Ich begann eine neue Versuchsreihe
mit unserer Vollblut-Organbad-Technik, um diese Hypo-
these zu priifen. An anisthesierten Hunden konnte einfach
gezeigt werden, daB bei Hyperventilation eine RCS-dhnli-
che Substanz sowie PGE, und PGF,, aus dem Lungen-
kreislauf in das arterielle Blut gelangen (Vane, unverdi-
fentlicht). Zur selben Zeit beeindruckte mich die Wirkung
einer Aspirin-Infusion auf einen hyperventilierenden
Hund: Der sonst durch Hyperventilation verursachte nied-
rige Blutdruck war weniger stark ausgeprigt, und die Frei-
setzung von Prostaglandinen war reduziert. Dieser Befund
brachte mich (an einem Wochenende) auf die Idee, Aspi-
rin kénnte die Prostaglandin-Biosynthese beeinflussen.
Am Montagmorgen sagte ich zu Sergio Ferreira und Pris-
cilla Piper: ,Ich glaube, ich weiB jetzt, wie Aspirin wirkt*
und begann ein Experiment. Anggard und Samuelsson'®"
hatten die Praparation einer Meerschweinchenlunge be-
schrieben, in der ein rohes zellfreies Homogenat die Ara-
chidonsiure in PGE, und PGF,, umwandelt. Obwohl ich
keine Erfahrung mit biochemischen Methoden hatte, denn
ich war immer iiberzeugt, daB} es besser ist, mit ganzen Tie-
ren oder Organen zu experimentieren, homogenisierte ich
einige Meerschweinchenlungen, zentrifugierte den Zell-
debris ab, verteilte den Uberstand auf einige Reagensgla-
ser, setzte Arachidonsiure zu und maB mit der Bioassay-
Technik, wieviel PGE, und PGF,, gebildet worden war.
Einige Proben versetzte ich mit Aspirin, Indomethacin
oder Morphium. Am Ende dieses Tages war ich davon
iiberzeugt, daB Aspirin und Indomethacin (nicht aber
Morphium) die Bildung der Prostaglandine aus Arachi-
donsiure stark inhibieren (siehe Fig. 7).

0.1 1.0 10 100 1000
lg Konz. [pg/mL] —=

Fig. 7. Die Inhibierung der Prostaglandinsynthese (als PGF», am Dickdarm
der Ratte gemessen) in Abhdngigkeit von der Konzentration (ug/mL) von In-
domethacin (INDO.), Aspirin (ASP.) und Salicylat (SAL.) (logarithmische
Auftragung). Die neben den Punkten stehenden Zahlen bezeichnen die Zahl
der Experimente; wurden drei oder mehr Werte gemittelt, so ist der Stan-
dardfehler angegeben (nach Vane [10], mit Genehmigung von Nature).
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Wihrend ich dieses erste Experiment ausbaute, unter-
suchten Ferreira und Moncada"? die Wirkung von Aspirin
und Indomethacin auf die Freisetzung von Prostaglandi-
nen durch die Milz (Fig. 8). Unabhingig davon studierten
Smith und Willis unter Verwendung von Blutplittchen die
Wirkung von Aspirin auf die Prostaglandin-Biosynthese.
Die Ergebnisse dieser drei Untersuchungen wurden 1971
gleichzeitig verdffentlicht®'?. Vane!'® entwickelte die
Hypothese, daB die therapeutische Wirkung von Aspirin
und dhnlichen Arzneimitteln auf ihrer Beeinflussung der
Prostaglandin-Biosynthese beruht.

10 min
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PGE, ADR PGE, ADR r()EEz ADR {ng/mL ]
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DIR I.SP. DIR I.SP. DiR I.SP.

Indomethacin 0.37pg/mL LSP.

Fig. 8. Die Milz eines Hundes wurde mit der Dextran-Losung von Krebs mit
ciner Geschwindigkeit von 20 mL/min perfundiert. Mit einem Teil des Ef-
fluates, dem man Histamin-, S-Hydroxytryptamin- und Catecholaminantago-
nisten zusetzte, wurden kontinuierlich (10 mL/min) die Assay-Gewebe su-
perfundiert. Die Figur zeigt die Wirkung von Prostaglandinen auf Hibhner-
rectum (CR) und auf Streifen aus Rattenmagen (RSS). Darunter sind die An-
derungen des Perfusionsdruckes (APP) und des Milzgewichtes (ASP.WT) ge-
zeigt. Wurde Indomethacin nicht in die Milz infundiert (I.SP.), dann wurde
es dem Milzeffluat direkt (DIR) zugesetzt (0.37 pg/mL). Von links nach
rechts ist folgendes dargestellt: Prostaglandin E; (20 ng/mL DIR) verursacht
Kontraktionen von CR und RSS. Bei Infusion von Adrenalin in die Milz
(ADR 10 ng/mL L.SP) sinkt das Milzgewicht, erhdht sich der Perfusions-
druck und steigt die Abgabe von Prostaglandinen (entsprechend der Konzen-
tration von 20 ng/mL PGE;). Dann wurde Indomethacin in die Milz infun-
diert (0.37 pg/mL). Wahrend der ersten 25 min relaxierten die Assay-Gewebe
(hier nicht gezeigt) und wurden empfindlicher gegentiber PGE; (10 ng/mL
DIR); Adrenalin (40 min nach Beginn der Infusion von Indomethacin) ver-
ursachte jetzt einen grdBeren Anstieg des Perfusionsdruckes, eine groBere
Abnahme des Milzgewichtes, aber keine Prostaglandinabgabe. Nach Beendi-
gung der Indomethacininfusion in die Milz nahm die Reaktivitit der Assay-
Gewebe langsam ab, und die Abgabe von Prostaglandin - ausgeldst durch
Adrenatininfusion in die Milz - begann wieder langsam. Die Stimulierung
durch Adrenalin (ganz rechts) geschah 70 min nach Beendigung der Indo-
methacingabe (nach Ferreira, Moncada und Vane [12], mit Genehmigung von
Nature).

Lange Zeit fiihrte man die therapeutische Wirkung von
Aspirin und #hnlichen Substanzen auf die Inhibierung
spezifischer Enzyme und biologischer Funktionen zuriick.
Obwohl diese Substanzen eine groBe Anzahl enzymati-
scher Reaktionen in vitro inhibieren, konnte kein Zusam-
menhang zwischen einer solchen Inhibierung und der ent-
ziindungshemmenden, fiebersenkenden und analgetischen
Wirkung gefunden werden. Das lag hauptsichlich an den
fiir Enzyminhibierungen nétigen hohen Konzentrationen.
Als wir entdeckten, da Aspirin und dhnliche Arzneimittel
die Biosynthese von Prostaglandinen schon in sehr gerin-
gen Konzentrationen hemmen, hatten wir einen starken
Hinweis darauf, daB Prostaglandine an der Pathogenese
von Entziindungen und Fieber mitwirken. Dies bestirkte
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unsere Ansicht, daB die Inhibierung der Prostaglandin-
Biosynthese die Ursache der Aspirinwirkung ist. In den
Jahren nach diesen ersten Beobachtungen konnten viele
Befunde zur Stiitzung dieser Hypothese zusammengetra-
gen werden. Man weifl heute viel Giber den Entziindungs-
vorgang und vor allem auch tiber die Beteiligung der Pro-
staglandine daran.

Die Inhibierung der Prostaglandin-Biosynthese ist eine
charakteristische Eigenschaft von Aspirin und dhnlichen
Arzneimitteln; viele pharmakologisch aktive Substanzen
inclusive der Opiate, Antihistaminika, a- und f-Blocker
und der Antagonisten von Acetylcholin und 5-Hydroxy-
tryptamin haben keine Wirkung auf dieses Enzymsystem.
Das gleiche gilt fiir die entziindungshemmenden Steroide,
auch wenn diese die Prostaglandin-Biosynthese durch In-
hibierung der Phospholipase A, hemmen (siche dazu die
Ubersicht von Flower, Blackwell, Di Rosa und Parente
in %),

Jede Hypothese, die die Wirkung eines Arzneimittels als
Wirkung auf ein Enzymsystem erklirt, mufl zwei grund-
sitzliche Kriterien erfiillen: Erstens missen die im Plasma
erreichten Konzentrationen hoch genug sein, um das En-
zym zu hemmen. Zweitens muB eine verniinftige Korrela-
tion zwischen der enzymhemmenden Aktivitdt und der the-
rapeutischen Wirkung gegeben sein. Beide Kriterien sind
mehr als hinreichend erfiillt, d.h. man kann mit gutem
Grund annehmen, daB3 die therapeutische Dosierung von
Aspirin und dhnlichen Arzneimitteln die Prostaglandin-
Biosynthese im Menschen hemmt (siche dazu die Uber-
sicht von Vane, Flower und Salmon'®®),

3. Prostacyclin

3.1. Die Entdeckung der Prostaglandinendoperoxide und
des Prostacyclins

Die Isolierung der Prostaglandinendoperoxide durch
Samuelsson et al. in den frihen siebziger Jahren war ein
entscheidender Schritt in der Erforschung der Prostaglan-
dine (siche Text des Nobel-Vortrags von Samuelsson'®*).
Der Beweis, daB die Aggregation der Blutplittchen durch
diese Endoperoxide verursacht wird und die Tatsache, da8
die Endoperoxide in den Blutplittchen in TXA, umgewan-
delt werden, lieBen uns und andere vermuten, daf8 ein
GroBteil der Wirkung von RCS auf TXA, beruht’®”! (Fig.
9).

Wir wuBten durch die Arbeiten von Samuelsson, daB
TXA, von Blutplittchen freigesetzt werden kann. Wir iso-
lierten das Enzym aus der mikrosomalen Fraktion von
Blutplittchen und konnten durch unsere Bioassay-Techni-
ken zeigen, daB damit inkubierte Endoperoxide (sogar bei
0°C) schnell in TXA,; umgewandelt werden, das eine
starke Kontraktion der Kaninchenaorta verursacht und die
Aggregation der Blutplittchen induziert. Wir nannten die-
ses Enzym ,, Thromboxan-Synthetase*¢67); es ist heute
das Objekt vieler zielgerichteter Entwicklungen von Arz-
neimitteln mit anti-thrombotischem Effekt.

Moncada, Gryglewski und Bunting begannen bald, nach
anderen TXA,-freisetzenden Geweben zu suchen. Mit dem
Kaskaden-Superfusions-Bioassay erforschten sie die Bil-
dung der klassischen stabilen Prostaglandine E, und F,,
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Fig. 9. Streifen aus coelialen (oben) und mesenterischen Arterien von Kanin-
chen (unten) wurden mit dem Effluat aus zwei Meerschweinchenlungen, die
mit einer Losung nach Krebs (10 mL/min) perfundiert wurden, superfun-
diert. Beide Gewebe wurden sowohl von PGE, (10 ng) als auch von PGG; re-
laxiert. Thromboxan A,, aus 50 ng PGG, gebildet, 18ste eine Kontraktion
aus. Wurde den Lungen Arachidonsdure (AA, 5 und 10 pg) gegeben, be-
wirkte das eine dosisabhidngige Freisetzung von TXA;-&hnlicher Substanz
(nach Moncada und Vane [65b}, mit Genehmigung von Academic Press).

und von TXA, in der mikrosomalen Fraktion verschiede-
ner Gewebe. Moncada schlug vor, die Biosynthese in den
GefiBwinden niher zu untersuchen, da Endothel und
Blutplittchen #hnliche strukturelle Eigenschaften haben.
Tatséchlich fanden wir nach einigen Wochen, daB bei In-
kubation der mikrosomalen Fraktion aus Schweineaorta
mit Endoperoxiden keine klassischen Prostaglandine ent-
standen, obwoh! die Endoperoxid-Aktivitit (als RCS ge-
messen) verschwand. Wir schlossen daraus, daB das Endo-
peroxid in ein unbekanntes Prostaglandin umgewandelt
wird; diese Substanz nannten wir PGX. Gewebe, die wir
gerade zuvor fiir unsere Bioassay-Technik benutzt hatten,
wie z.B. coeliale und mesenteriale Arterien von Kanin-
chen®®, erméglichten uns die Unterscheidung zwischen
den Endoperoxiden, die eine biphasische Wirkung haben,
und PGX, das eine relaxierende Wirkung zeigt. Im Gegen-
satz zu TXA, inhibierte PGX die Aggregation der Blut-
plittchen; es war instabil wie TXA, und hatte eine Halb-
wertszeit von 2 min bei 37°C; die Aktivitit wurde durch 15
Sekunden langes Kochen vollstindig zerstort.

Die erste Verdffentlichung liber PGX erschien im Okto-
ber 1976 in Nature; als Autoren zeichneten Moncada, Gry-
glewski, Bunting und Vane!*®. Obwohl damals die Struktur
noch unbekannt war, konnten doch viele Eigenschaften
von PGX und einige wichtige Konzepte beschrieben wer-
den. PGX unterschied sich von anderen Produkten der
Prostaglandinendoperoxide, und seine biologische Aktivi-
tit in isolierten Geweben, seine Instabilitit und seine
starke aggregationshemmende Wirkung unterschied es von
PGD,, PGE,, PGF,,, TXA,; und TXB,. PGX wirkt relaxie-
rend auf Gewebe aus mesenterialen und coelialen Arterien
von Kaninchen und kontrahierend auf Rattenmagen, Hiih-
nerrectum, Meerschweinchentrachea und -ileum, auch
wenn seine Aktivitit nicht die der klassischen Prostaglan-
dine erreicht. Auf den Rattendickdarm iibt es keine kon-
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trahierende Wirkung aus, spontane Bewegungen nehmen
sogar ab.

In dieser ersten Verdffentlichung verglichen wir die Um-
wandlung von Prostaglandinendoperoxiden in Blutplitt-
chen und in den Mikrosomen der BlutgefiBwinde: In je-
nen werden sie in TXA, umgewandelt, das Blutplittchen-
aggregation und GefiaBkontraktion bewirkt, in diesen wer-
den sie in PGX iibergefiihrt, das starke aggregationshem-
mende und gefiBrelaxierende Wirkung hat. Es wurde vor-
geschlagen, daB das Konzentrationsgleichgewicht zwi-
schen TXA, aus Blutpldttchen und PGX aus GeféBwin-
den der entscheidende Faktor bei der Thrombenbildung
ist. Diese anti-thrombotische Wirkung der Arterienwéinde
erinnerte uns an die vitalistische Ansicht der Zeiten vor Li-
ster, nach der die Arterien das Blut fliissig halten.

Weiterhin vermuteten wir, dal Blutplittchen bei dem
Versuch, sich an GefiBwinde anzuheften, Prostaglandin-
endoperoxide abgeben, die dann in den Winden die Bil-
dung von PGX induzieren, was wiederum ein weiteres Ver-
klumpen der Blutplittchen verhindert oder wenigstens li-
mitiert. Wir vermuteten auBerdem, daBl eine Klumpenbil-
dung an den Gef#Bwinden der Arterien den Zugang von
Endoperoxiden aus den Blutplittchen zum PGX-bilden-
den System verhindert. Alle diese Befunde und Vorstellun-
gen sind heute akzeptiert und etabliert (siche die Ubersicht
von Moncada und Vane'®),

Durch ein gemeinsames Forschungsprogramm von Wis-
senschaftlern der Upjohn Company in Kalamazoo und der
Wellcome Foundation Ltd. in Beckenham! konnte die
Struktur von PGX aufgeklirt werden. Dies fiihrte zur er-
sten Synthese der jetzt Prostacyclin (PGI,) genannten Ver-
bindung!'*-¢°\.

Heute gibt es viele Namen fiir Prostacyclin. Der
IUPAC-Name lautet 5-[(1S,3Z,5R,6R,7R)-7-Hydroxy-6-
[(1E,3S)-3-hydroxy-1-octenyl]-2-oxabicyclo[3.3.0]oct-3-yli-
den]pentansidure. Das gefriergetrocknete pharmazeutische
Priparat heit Epoprostenol, Handelsnamen sind Flolan
(Wellcome) und Cyclo-prostin (Upjohn). Um der Ein-
heitlichkeit der wissenschaftlichen Literatur willen sollte
der Trivialname Prostacyclin wenn immer méglich benutzt
werden.

3.2. Bildung und Eigenschaften von Prostacyclin

In allen bisher getesteten Gefiaf3typen, auch in denen des
Menschen, ist Prostacyclin das Hauptprodukt des Arachi-
donsiuremetabolismus (Fig. 10). Die Fihigkeit der GefaB-
winde, Prostacyclin zu synthetisieren, ist am groBten in
der Intima (innerste Schicht der Gefif3wand) und nimmt
zur Adventitia (dritte, duBerste Schicht der GefiBwand)
hin ab". Mit Zellkulturen aus GefiBwinden konnte ge-
zeigt werden, dafl Endothelialzellen die Hauptproduzen-
ten von Prostacyclin sind!""%,

Durch Prostacyclin konnen isolierte Streifen aus Gefaf3-
gewebe relaxiert werden; es ist ein starkes blutdrucksen-
kendes Agens, da es eine Vasodilatation in allen Organen
einschlieBlich der Lunge und des Gehirns verursacht
(sieche Ubersicht von Moncada und Vane™). Einige Auto-
ren vermuten, daB vermehrte Prostacyclin-Bildung die Ur-
sache der funktionellen Hyperaemie ist, oder daB sie daran
zumindest beteiligt ist".

Angew. Chem. 95 (1983) 782-794

=2 min<

w10 — 10’ 4=
’w&-—— -Wl )
05)._ _ g5M
mM i Ompsq
AA N 22mgArterien- AA  22mg Arterien-

ringe ringe
vorgbehandelf mit
10 pg/mL 15-HPAA

Fig. 10. Inhibierung der Aggregation von Blutplittchen durch Ringe aus
menschlichem GefiBgewebe. Ringe (15-30 mg), die bei 37°C in blutplitt-
chenreichem menschlichem Plasma 10 min inkubiert wurden, inhibierten die
Aggregation, die durch 0.5 mmol Arachidonséure (AA) verursacht worden
war. Wurden die Ringe vorher 5 min bei 22°C mit 15-Hydroperoxyarachi-
donsdure (15-HPAA) (10 pg/mL) inkubiert und dann zu dem gleichen
Plasma gegeben, so konnte nach Gabe von 0.5 mmol AA wieder Aggregation
beobachtet werden (nach Moncada, Higgs und Vane {164], mit Genechmigung
von Lancet).

Prostacyclin ist der stirkste endogene Inhibitor der Ag-
gregation von Blutplittchen. In vivo dauert dieser Effekt
nur kurz und verschwindet innerhalb von 30 Minuten nach
intravendser Gabe!”®., Prostacyclin 18st vorhandene Aggre-
gate in vitro!'®?! und im Kreislauf des Menschen auf'’”!,
Mehr noch, es inhibiert auch die Thrombenbildung in Mo-
dellsystemen: der Karotis des Kaninchens und der
Koronararterie des Hundes"®; es schiitzt Kaninchen vor
tédlichem Schlaganfall, der durch Aggregation von Blut-
plittchen, ausgeldst durch intravendse Gabe von Arachi-
donsiure, verursacht wird™), und es inhibiert bei 6rtlicher
Anwendung die Blutplittchenaggregation in den Gehirn-
hautgef4Ben der Maus®.

Prostacyclin inhibiert die Aggregation von Blutplittchen
durch Stimulation der Adenylat-Cyclase, was zu einem
Anstieg des cCAMP-Spiegels in den Pléttchen fiihrt™®"3?], In
dieser Beziehung ist Prostacyclin wirksamer als PGE, oder
PGD,, und sein Effekt hilt linger an. Im Gegensatz zu
TXA,; unterstiitzt Prostacyclin die Ca’*-Kompartementie-
rung in den Membranen der Blutpléttchen®. Eine Hem-
mung der Phospholipase®®** und der Cyclooxygenase!®®!
wurde auch schon beschrieben. Alle diese Wirkungen be-
ruhen auf der Fihigkeit von Prostacyclin, den cAMP-Spie-
gel in Blutplittchen zu erhdhen. Prostacyclin kontrolliert
die Aggregation von Blutplittchen, indem es mehrere
Schritte bei der Aktivierung des Arachidonsiuremetabolis-
mus inhibiert.

Prostacyclin erhdht auch den cAMP-Spiegel in anderen
Zellen (siehe Ubersicht von Moncada®"); es stellt sich die
Frage, ob in diesen Zellen das Gleichgewicht mit dem
Thromboxan-System eine dhnliche homdostatische Kon-
trolle des Zellverhaltens ausiibt wie in den Blutplittchen.
Das System Prostacyclin/TXA, konnte von allgemeiner
Bedeutung fiir die Zellregulation sein. Beispielsweise inhi-
biert Prostacyclin die Anheftung von weilen Blutkdrper-
chen an die GefaBwand®®®®°, an Nylonfiden und an endo-
theliale Monoschichten in vitro®®. Da Prostacyclin den
cAMP-Spiegel in Endothelzellen reguliert, kdnnte eine ne-
gative Riickkopplung die Prostacyclin-Biosynthese im En-
dothel kontrollieren®'-%3.

Eine der Eigenschaften des intakten Gef43-Endothels ist
seine Reaktionstrigheit gegeniiber Blutplittchen; es ist
klar, daB die Bildung von Prostacyclin an dieser Thrombo-
resistenz einen groBen Anteil haben konnte. Mehr noch,
die Konzentration, bei der Prostacyclin die Aggregation
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von Blutplitichen verhindert (Wechselwirkung zwischen
Blutpldttchen), liegt wesentlich niedriger als die Konzen-
tration, die zur Inhibierung der Adhidsion nétig ist (Wech-
selwirkung zwischen Blutplittchen und Collagen)®*. Pro-
stacyclin ermdglicht also die Anheftung der Blutplittchen
an das Gefifigewebe und damit die Reparatur beschidig-
ter GefiBwinde; die Bildung von Thromben wird dabei
aber verhindert oder mindestens limitiert.

3.3. Prostacyclin und die Cytoprotektion

Zusitzlich zu seiner gutbekannten gefiBerweiternden
und aggregationshemmenden Wirkung zeigt Prostacyclin
wie auch andere Prostaglandine eine noch nicht weiter de-
finierte cytoprotektive Aktivitit, die gewohnlich unter Ver-
wendung von Magengeschwiiren untersucht wird”®?. Diese
dritte Eigenschaft machen wir fiir bestimmte therapeuti-
sche Wirkungen verantwortlich®®¢, Beispielsweise redu-
ziert Prostacyclin an Modellen die Stirke eines myocardia-
len Infarktes®’-%?, Arrhythmien'°” und den Sauerstoffbe-
darf sowie die Enzymausschiittung aus Infarktgewebe!!®,
Prostacyclin schiitzt die Lungen von Schafen vor Schiden,
die durch Endotoxine verursacht werden!'®?, Bei Hund!'®
und Katze!"*! mildert Prostacyclin den Endotoxinschock,
indem es den BlutfluBl zu den Eingeweiden unterstiitzt und
die Bildung und Freisetzung lysosomaler Hydrolasen re-
duziert. In der isolierten perfundierten Leber der Katze
verringert es die durch Hypoxie (Sauerstoffunterversor-
gung) verursachten Schiden!'!. Die Leber aus Hunden
kann noch nach 48 Stunden transplantiert werden, wenn
man Kiihlung, die Losung von Sacks und Prostacyclin ein-
setzt!1%9),

In diesem Licht lassen sich auch die neueren Ergebnisse
von Moncada et al. sehen!'""., Setzt man den Blutplittchen
wihrend der Abtrennung aus dem Blut und dem nachfol-
genden Waschen Prostacyclin zu, so kann man ihre in-vi-
tro-Funktion deutlich verbessern. Bei Gabe von Prostacy-
clin bleiben sie linger als 72 Stunden funktionstiichtig
(normalerweise nur 6 Stunden)'®”. Da der cAMP-Spiegel
dabei nicht erhoht ist, ist dieser Effekt unabhingig von der
klassischen aggregationshemmenden Wirkung zu se-
hen!"®, Untersuchungen an einem Modellsystem der aku-
ten myokardialen Ischimie mit einem Prostacyclin-Analo-
gon zeigten, daB die aggregationshemmende und die cy-
toprotektive Wirkung unabhingig voneinander beste-
hen!'®),

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, daB einige
der therapeutischen Effekte von Prostacyclin auf seiner
Fahigkeit zur Cytoprotektion beruhen; dies 148t eine brei-
tere Anwendung von Prostacyclin fiir Zell- und Gewebe-
protektion in vivo und in vitro erwarten.

3.4. Prostacyclin und die Atherosklerose

Lipidperoxide wie die 15-Hydroperoxy-arachidonsiure
(15-HPAA) sind starke und selektive Inhibitoren der Pro-
stacyclin-Biosynthese in den Mikrosomen der GefiB-
winde oder in frischem GefiBBgewebe (siehe Fig.
10)'7 18 110.110 Eortgeschrittene atherosklerotische Verdn-
derungen weisen einen hohen Gehalt an Lipidperoxiden
aufi"'?l, Die durch freie Radikale induzierte Peroxidation

790

von Lipiden tritt bei Vitamin-E-Mangel, wihrend des Alte-
rungsprozesses und wahrscheinlich auch bei der die Hy-
perlipididmie begleitenden Atherosklerose aufl''?. Die Ak-
kumulation von Lipidperoxiden in atheromatdsen Verin-
derungen koénnte eine Thrombenbildung durch Inhibie-
rung der Prostacyclin-Biosynthese in den GefidBwidnden
bei unverminderter Synthese von TXA, durch die Blut-
plittchen unterstiitzen. AuBlerdem wird die Aggregation
der Blutplittchen durch die 15-HPAA induziert, und diese
Aggregation wird nicht von PGE,; oder Adenosin inhi-
biert"'%, Atheromatdse Verdnderungen des Menschen pro-
duzieren kein Prostacyclin''>11¢, Im normalen Kaninchen
kann die Prostacyclin-Biosynthese durch die Lumenober-
fliche der Aorta durch Entfernung des Endothels unter-
bunden werden; sie setzt langsam mit der Neubildung des
Endothels wihrend eines Zeitraumes von ungefihr 70 Ta-
gen wieder ein; nicht so bei Kaninchen mit Cholesterin-
reicher Nahrung!'!"l. Diese Befunde lassen es lohnend er-
scheinen zu untersuchen, ob durch Inhibierung der Lipid-
peroxidation die Entwicklung einer Atherosklerose und ar-
terieller Thrombosen beeinflut werden kann.

Die Verwendung von Vitamin E, das ein Antioxidans ist,
bei Erkrankung der Arterien!''®-12% ist somit auch bioche-
misch sinnvoll. Die Bedeutung von Prostacyclin und TXA,
bei anderen Erkrankungen wird von Moncada und Vane!s8
diskutiert.

3.5. Klinische Anwendung von Prostacyclin

Zur Anwendung am Menschen wird ein stabiles, gefrier-
getrocknetes Prostacyclin (Epoprostenol) angeboten. In-
travendse Infusion von Prostacyclin verursachte bei gesun-
den Freiwilligen dosisabhiingig Hemmung der Blutpldtt-
chenverklebung, Auflosung zirkulierender Blutpléttchen-
aggregate, Induzierung arterieller Vasodilatation, Erho-
hung der Hauttemperatur, Gesichtsrote und manchmal
Kopfschmerz®"'?", Die Prostacyclin-Infusion bei migri-
ne-empfindlichen Patienten und bei solchen, die unter
Cluster-Kopfschmerz leiden, rief ¢ine andere Art als den
gewohnlichen Kopfschmerz hervor'?%,

Extracorporale Zirkulation bringt das Blut meistens in
Beriihrung mit kiinstlichen Oberfldchen, die kein Prostacy-
clin bilden kdnnen. Im Verlauf solcher Prozeduren treten

Thrombocytopenie (Blutpldttchenmangel) und Verlust der

Plittchenhomdostase auf; die Folgen sind Blutungen bei
Himoperfusion iiber Aktivkohle und bei lingerem cardio-
pulmonalem Bypass. Die Bildung von Mikrothromben
wihrend eines cardiopulmonalen Bypasses kénnte auch an
auftretenden cerebralen Komplikationen beteiligt sein. So-
wohl im Tiermodell als auch beim Menschen konnten der
Schaden an Blutplittchen und eine Thrombocytopenie
wihrend extracorporaler Zirkulation durch Prostacyclin
verhindert werden®’-121,

In Patienten mit fulminantem Leberversagen konnten
das bei Kontrollpatienten wihrend einer Himoperfusion
iber Aktivkohle beobachtete!'>"! Absinken der Blutplitt-
chenzahl und die Erh6hung des B-Thromboglobulin-Spie-
gels durch Prostacyclin-Infusion verhindert werden. Gim-
son et al. fithrten tiiglich fast 200 Kohle-Hamoperfusionen
an 76 Patienten mit fulminantem Leberversagen durch und
gaben Prostacyclin zur Protektion der Blutplattchen! 4.
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Bemerkenswerte Uberlebenshiufigkeiten (65%) wurden bei
den 31 Patienten erreicht, die friih behandelt wurden, und
bei denen schon wihrend der Anzeichen von Encephalo-
pathie 3. Grades (die Patienten sind nicht erregbar und
konnen oder kénnen nicht auf schmerzhafte Reize reagie-
ren) mit den Hamoperfusionen begonnen wurde. Die Au-
toren hielten das fiir den Hauptgrund der hdheren Uberle-
benshiufigkeit; sie machten Prostacyclin fir die bessere
Biokompatibilitit verantwortlich, das es erméglichte, Pati-
enten in einem fritheren Stadium zu behandeln. Aus der
Gruppe, die erst bei Encephalopathie 4. Grades behandelt
wurde, iiberlebten 20%, so daB die durchschnittliche Uber-
lebenshaufigkeit aller 76 Patienten 38% betrug. Ein Ver-
gleich dieser Zahlen mit der Uberlebenshaufigkeit von 15%
bei den mit Standardmethoden behandelten Patienten fillt
eindeutig aus.

Einige Ergebnisse von Doppelblindversuchen mit Pro-
stacyclin bei cardiopulmonalem Bypass wurden publi-
ziert!"**-3! In den behandelten Gruppen konnten Zahl
und Funktion der Blutplittchen erhalten und der Blutver-
lust in den ersten 18 Stunden nach der Operation reduziert
werden. Longmore et al. konnten in ihren Versuchen den
Blutverlust halbieren!"*?, Walker et al.!'*! verwendeten Fil-
ter und zeigten, daB - im Gegensatz zu Placebo-Patienten -
die mit Prostacyclin behandelten Patienten keine Blutplitt-
chen-Aggregate gebildet hatten (Fig. 11). Die Heparin-er-
setzende Wirkung von Prostacyclin konnte bestitigt wer-
den, und der gefiBerweiternde Effekt stdrte nicht weiter.
Noback et al. schlugen sogar vor'’*!!, den Uberdruck im
Bypass damit zu regulieren. Der Gebrauch von Prostacy-
clin oder von seinen Analoga bedeutet einen groBen Fort-
schritt fiir die Methodologie des extracorporalen Kreis-
laufs.

Die Einschitzung des therapeutischen Nutzens von Pro-
stacyclin steht erst am Anfang, und viele Untersuchungen
dazu sind im Gang; die ersten, vorliufigen Ergebnisse
deuten jedoch die Bedingungen an, unter denen eine Pro-
stacyclin-Therapie erfolgreich sein kann. Mit Prostacyclin
konnte schon Patienten mit Erkrankungen des peripheren

Fig. 11. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Oberfliche von Filtern
aus dem arteriellen Strom bei cardiopulmonalen Bypass-Operationen am
Menschen. Das linke Bild (der Patient erhielt ein Placebo) zeigt, daB sich
Blutplattchen-Aggregate gebildet haben, von denen einige die Filterporen
(40 % 5 um) verstopfen. Das rechte Bild (der Patient erhielt Prostacyclin) zeigt
keine Adhision von Blutplittchen. Die wenigen Zellen am Filter sind Leuko-
zyten. (Die Aufnahmen wurden von Dr. N. Read und Mr. P. J. Astbury, Well-
come Research Laboratories, zur Verfiigung gestellt.)
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GefiBsystems geholfen werden, und zwar sowoh! durch
Linderung des ischimischen Schmerzes als auch durch
besseres Abheilen von Geschwiiren!"*>"*"), Zur Zeit wer-
den Blindversuche durchgefiihrt; die ersten Ergebnisse
sind sehr ermutigend*®. Von den 13 Patienten, die vier
Tage ein Placebo intravends erhielten, zeigten drei
Schmerzlinderung noch nach fiinf Tagen, zwei noch nach
einem Monat und ein Patient noch nach sechs Monaten.
Nach sechs Monaten waren drei Patienten gestorben, und
fiinf muBten sich einer Operation unterzichen. Von den
15 Patienten, die vier Tage Prostacyclin (durchschnittlich
7 ng/kg/min intravends) erhielten, empfanden alle noch
nach fiinf Tagen eine Schmerzlinderung. Nach einem Mo-
nat zeigten neun Patienten immer noch deutliche Besse-
rung, nach sechs Monaten noch sieben Patienten. Bis da-
hin muBten sich zwei Patienten dieser Gruppe operieren
lassen, und einer war gestorben. Zygulska-Mach et al.l'*"
infundierten drei Patienten, die an pldtzlicher Blockade
der zentralen Netzhautvenen erkrankt waren, mit Prostacy-
clin: Die beiden Patienten, die in den ersten 48 Stunden
behandelt worden waren, zeigten deutliche Besserung.

Durch Prostacyclin wurde auch schon langfristige Bes-
serung bei Raynaud-Krankheit erzielt. Durch 72stiindige
intravendse Infusion konnten Hiufigkeit, Dauer und
Schwere der Krimpfe bei 21 von 24 Patienten reduziert
werden. Die Besserung dauerte im Durchschnitt 9-10 Wo-
chen, und drei Patienten verspiirten noch sechs Monate
nach der Infusion eine Besserung. Das hervortretendste
Merkmal war eine Schmerzlinderung, die wahrscheinlich
durch den erhéhten BlutfluB, bemerkbar an erhéhten Tem-
peraturen von Hinden und Fingern, verursacht wurde!**.,
Belch et al. berichteten iiber die erfolgreiche Behandlung
von vier von fiinf Patienten!'*!!, Durch Doppelblindversu-
the kqnnten jetzt die Ergebnisse bei Behandlung der Ray-
naud-Krankheit bestitigt werden!'*?: Nach sechs Wochen
waren sechs der sieben Patienten, die Prostacyclin erhalten
hatten, in einem besseren Zustand; aber nur einer der sie-
ben Patienten, die ein Placebo erhalten hatten, zeigte eine
Besserung. Bei den Prostacyclin-Patienten nahmen wih-
rend der sechs Wochen nach Infusion die Zahl und die
Dauer der Anfille signifikant ab; der Zustand der Place-
bo-Patienten dnderte sich dagegen nicht.

Gryglewski et al. in Krakau - sie demonstrierten zum er-
sten Mal die positive Wirkung von Prostacyclin-Infusionen
bei ischimischen Erkrankungen der Beine - erzielten jetzt
drastische Verbesserungen durch Prostacyclin-Infusionen
bei zehn Herzinfarkt-Patienten!'*). Patienten mit voriiber-
gehenden ischimischen und mit hdmorrhagischen Anfil-
len wurden nicht einbezogen. Frither als erwartet verrin-
gerten sich bei allen zehn Patienten die Symptome nach
Prostacyclin-Behandlung, und bei sechs Patienten konnte
schon wihrend der ersten sechs Infusionsstunden eine
Besserung erreicht werden. Ein Patient starb zwei Wochen
danach an einem zweiten Infarkt, bei den anderen neun
Patienten aber blieb die Funktion iiber (bis jetzt) sechs
Monate erhalten.

In einigen Fillen konnte Prostacyclin bei pulmonaler
Hypertonie erfolgreich eingesetzt werden; es erwies sich
effektiver als PGE,!'*-'%, Untersuchungen von Einzelfil-
len gaben AnlaB zu der Vermutung, daBl mit Prostacyclin
auch Erfolge bei der Behandlung von offenem Ductus ar-
teriosus!'“”) und Prieklampsie erzielt werden konnen! 5,
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Vorteithafte Wirkungen von intravendser Infusion von
Prostacyclin konnten an neun Patienten mit schwerem
Herzversagen beobachtet werden, die nicht auf eine Be-
handlung mit Digitalis oder Diuretika ansprachen!'*?., Der
mittlere pulmonale und systemische Blutdruck und der
GefdBwiderstand waren verringert, die Herzschlagfre-
quenz, der Herzindex und der Schlagindex waren wihrend
der Infusion gestiegen; als Nebenwirkung trat einzig Ge-
sichtsréte auf.

Bergman et al.'>” verabreichten Patienten mit Erkran-
kungen der Koronararterien intravendse Prostacyclin-In-
fusionen und erzielten damit keine nachteiligen Wirkun-
gen; Herzschlagfrequenz und Herzindex waren erhoht, der
mittlere Blutdruck sowie der systemische und pulmonale
Widerstand fielen. Die mittlere Zeit zwischen Vorhofsti-
mulation und Herzkrampf verldngerte sich von 142 auf 241
Sekunden. Die Autoren schlossen, daB die Verabreichung
von Prostacyclin bei Angina pectoris hnliche Wirkung hat
wie die schnellwirkenden Nitrate. Bei fiinf Patienten mit
Erkrankungen der Koronararterien wurde Prostacyclin di-
rekt in die betroffene Arterie infundiert!'*"!; auch bei Pati-
enten mit instabiler Angina pectoris konnten Besserungen
durch intravendse Gabe von Prostacyclin erreicht wer-
den!"*”), Prostacyclin hatte jedoch keinen EinfluB auf Dau-
er, Zahl und Schwere ischimischer Anfille bei acht von
neun Patienten mit verdnderlicher Angina pectoris; nur bei
einem Patienten konnte ein langfristiger Erfolg erzielt wer-
denl’s2,

Ein Prostacyclin-Mangel wurde bei Purpura thrombope-
nica beobachtet!"*¥; Prostacyclin-Infusionen bei zwei Pati-
enten fithrten nicht zu einem Ansteigen der Blutplittchen-
zahl!"*>134_ EitzGerald et al."'>! berichteten jedoch von ei-
nem Anstieg der Zahl zirkulierender Bléttchen und von
verbessertem neurologischem Zustand eines Patienten
wihrend einer 18tidgigen Prostacyclin-Infusion. Sie schlos-
sen daraus auf eine begriindete Gabe von Prostacyclin bei
dieser Krankheit.

Prostacyclin-Infusionen schiitzen bei Hunden transplan-
tierte Nieren vor einer Hyperimmunreaktion’*®; bei Men-
schen, die Nierentransplantate chronisch absto8en, wird
dieser Vorgang unterdriickt!"*",

Es ist klar, daB es viele Krankheiten gibt, die auf eine
Behandlung mit Prostacyclin ansprechen kdnnten; seine
Bedeutung (und die seiner chemisch stabilen Analoga) fiir
die Therapie wird in den nichsten Jahren deutlich werden.
Behandelt werden kénnten unter anderem Priaeklamp-
sie"®®, hamolytische urimische Syndrome!®), Magenge-
schwiire!’®, thrombotische Komplikationen bei Absto-
Bung von Transplantaten!*® und Lungenembolien''*?; die
Metastasierung von Tumoren konnte verhindert wer-
den!'sh.

Wiihrend vieler Jahre hatte ich eine Gruppe bemerkens-
wert begabter und produktiver Kollegen. Sie kamen aus al-
len Teilen der Welt einschlieflich Australien (Greg Dusting,
Bob Hodge), Belgien (Arnold Herman), Brasilien (Sergio
Ferreira), Grofibritannien (Mick Bakhle, Rod Flower, Gerry
und Annie Higgs, John Hughes, Robert Lowe, Priscilla Pi-
per, John Salmon, Ivor Williams), Holland (Franz Nijkamp),
Honduras (Salvador Moncada), Italien (Domenico Regoli),
Polen (Krystyna Herbaczynska-Cedro, Richard Gryglewski,
Janina Staszewska-Barczak), Singapur (Kevin Ng) und den
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USA (Jim Aiken, Alan Block, Nobby Gilmore, Jack McGiff,
Phil Needleman). Sie alle und viele andere waren an den
hier beschriebenen Untersuchungen beteiligt. Einige kehrten
mehrere Male in mein Laboratorium zuriick; andere began-
nen als Techniker und sind jetzt promovierte Mitarbeiter.
Prostacyclin wurde in der Prostaglandin-Forschungsabtei-
lung der Wellcome Research Laboratories unter Leitung von
Dr. Salvador Moncada unter Mitarbeit von Richard Gry-
glewski und Stuart Bunting entdeckt. Die weitere vorklini-
sche Untersuchung von Prostacyclin in unserem Laborato-
rium wurde zum grofien Teil ebenfalls von Dr. Salvador
Moncada geleitet. Ich méchte allen diesen Freunden und
Mitarbeitern fiir ihre Hilfe und fiir ihre Zusammenarbeit
wdhrend dieser Zeit danken. Mein Dank gilt auch Mrs. A.
Higgs und Mrs. A. Skinner fiir ihre Hilfe bei der Herstellung
dieses Manuskripts.

Eingegangen am 31. Mai 1983 [A 469]
Ubersetzt von Christiane Koszka, Wien
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Umkehr der Enantioselektivitiit bei der
enzymatischen Hydrolyse von Juvenilhormon als
Ergebnis einer Proteinfraktionierung**

Von Martin G. Peter*, Hans-Peter Stupp und
Klaus-Ulrich Lentes

Professor Peter Karlson zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Juvenilhormone 1a-c¢ werden im Blut von Insekten
enzymatisch zu den biologisch inaktiven Siuren hydroly-
siert. Bei der Hydrolyse von racemischem 1c¢ im Blut der
Wanderheuschrecke Locusta migratoria wird ein Umsatz
von 40-60% erreicht!'l. Das unumgesetzte Edukt enthilt ei-
nen UberschuB an natiirlich konfiguriertem (10R)-1c (e.e.
47.2%). Wir konnten zeigen, daB das in der Himolymphe
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Rl R2 R3

HO
" X xCO0CH;

vorhandene Hormon-Bindungsprotein bevorzugt mit
(10R)-1c assoziiert. Die Konfiguration wurde mit etablier-
ten Methoden® unter Verwendung von racemischem
[10-3H] 1c an den diastereomeren Derivaten 2 bestimmt,
die sich durch HPLC an Silicagel trennen lieBen.

la: R'=R?=CHs; R’ =H
1b: R! = CHy; R?=R%*=H
le:R'=R2=R*=H

JSV\)\/\J\/ COOCH;

O

2a;: C-10 : R
o. .o 2b: C-10: S8

FsC-{-OCH,

Es ist uns nun gelungen, nach Versetzen der Himolym-
phe der Wanderheuschrecke mit 2-Mercaptoethanol vom
Hormon-Bindungsprotein eine Esterase abzutrennen, die
die Hydrolyse von 1c katalysiert (HPLC an eciner
0.7 x 60 cm TSK-G-3000-SW-Gel-Permeations-Siule, Elu-
tion mit 0.1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6.8; 0.2
mL/min). Uberraschenderweise setzt die gereinigte Este-
rase bevorzugt (10R)-1¢c um: Das nach partieller Hydro-
lyse von racemischem 1c¢ zuriickgewonnene Hormon 1c
enthilt einen UberschuB an (10S)-1¢ (e.e. 34.4%). Dem-
nach hat die Esterase eine chirale Bindungsstelle, an der
sie die Konfiguration des vom Reaktionszentrum weit ent-
fernten Oxirans erkennt. Aus der hdheren Affinitit des En-
zyms fiir das natiirliche Enantiomer resultiert dessen be-
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