Von Untersuchungen biochemischer Mechanismen

zu neuen biologischen Mediatoren:

Prostaglandinendoperoxide, Thromboxane und Leukotriene

(Nobel-Vortrag)**

Von Bengt Samuelsson*

1. Einleitung

Nachdem die gemeinsam mit Sune Bergstrom und sei-
nen Mitarbeitern durchgefiihrten Arbeiten iiber die Struk-
tur von Prostaglandinen abgeschlossen waren (siche Uber-
sichten "-*), konnte ich ein Jahr am Chemischen Institut
der Harvard University, Cambridge, MA, verbringen.
Wihrend dieser Zeit konnte ich mich mit theoretischen
und prédparativen Aspekten der Organischen Chemie be-
fassen. Das Jahr in Cambridge war fiir meine weiteren
Forschungen duBerst wichtig. Zu dieser Zeit arbeiteten
auch Konrad Bloch, E. J. Corey, Frank Westheimer, Robert
B. Woodward und viele andere bekannte Wissenschaftler
in diesem Institut, so daB} die Atmosphire fiir einen jungen
an Chemie interessierten Mediziner duBerst anregend war.
Ich war im Laboratorium von E. J. Corey titig und habe
seit damals die Zusammenarbeit mit ihm auf vielen Gebie-
ten gepflegt.

1964 war die enge Beziehung zwischen mehrfach unge-
sittigten Fettsduren und den Prostaglandinen entdeckt
worden'®, Da dieser Befund groBe biologische Bedeu-
tung hatte und die beteiligten Reaktionsmechanismen un-
bekannt waren, beschloB ich, dieses Problem in meinem
damals neu etablierten Laboratorium zu untersuchen.

2. Mechanismus der Prostaglandin-Biosynthese

Um das Prostaglandin E, (PGE,) aus 8,11,14-Eicosa-
triensiure zu bilden, miissen zwei Hydroxygruppen und
eine Ketogruppe eingefiithrt werden. Nach Inkubation der
8,11,14-Eicosatriensdure in einer '80,-Atmosphire enthielt
die Hydroxygruppe '®0, die Ketogruppe aber nicht™®”,
Spiter fanden wir, daBl dieses Phinomen auf einen Sauer--
stoffaustausch zwischen der Ketogruppe und dem Wasser
zuriickzufiihren ist®. In diesen Versuchen wurde die Ke-
togruppe sofort mit BH ; reduziert; die dabei entstandene
Trihydroxysiure enthielt drei '*0-Atome. Diese Reaktion
wurde auch in einem '80,/'*0,-Gemisch durchgefiihrt!®].
Das reduzierte Produkt wurde in das Trimethoxyderivat
umgewandelt, und die Seitenkette, die eine Hydroxy-
gruppe trigt, wurde durch Oxidation mit Permanganat/Per-
iodat abgespalten. Der entstandene Ester einer Dicarbon-
séure enthielt die beiden Sauerstoffatome, die wihrend der
Biosynthese in den Filnfring eingebaut werden. Massen-
spektroskopische Analyse ergab, daB der Ring entweder
zwei '°0O-Atome oder zwei '®0O-Atome enthielt, und daB
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ein Molekill mit einem '*O-Atom und einem '¢O-Atom
praktisch nicht nachzuweisen war. Nach diesem Befund
muBte das Sauerstoffatom der Hydroxygruppe an C-11
und das der Ketogruppe an C-9 aus demselben Sauerstoff-
molekil stammen (Fig. 1).
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Fig. 1. Mechanismus der Prostaglandin-Biosynthese anhand dec Umwand-
lung der 8,11,14-Eicosatriensiure. R =(CH;),CQOH, R’'=(CH;)sCH,.

Die Wasserstoffatome an C-8, C-11 und C-12 blieben
bei der Umwandlung der 8,11,14-Eicosatriensdure in PGE,
an ihrem Platz; dies bestétigte den vorgeschlagenen Me-
chanismus. Experimente mit hypothetischen Zwischenpro-
dukten wie der 15-Hydroperoxy-8,11,13-eicosatriensiure
und der 15-Hydroxy-8,11,13-eicosatriensiure zeigten, daB
schon in der ersten Reaktion das Sauerstoffmolekiil in den
Ring eingefiihrt wird® ', Zwei Mechanismen schienen
moglich®'": Entweder eine verbriickende Addition des
Sauerstoffs an C-9 und C-11 unter Bildung einer neuen
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung zwischen C-8 und C-12
oder eine Lipoxygenase-dhnliche Reaktion unter Bildung
der 11-Hydroperoxy-8,12,14-eicosatriensdure als erstem
Zwischenprodukt. Um zum cyclischen Zwischenprodukt
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zu gelangen, muf} auf beiden Wegen ein Wasserstoffatom
an C-13 entfernt werden. Beim zweiten Weg wird der Was-
serstoff an C-13 wahrscheinlich im ersten Schritt entfernt,
beim ersten Weg passiert das erst spéter. Es war somit vor-
stellbar, daB die Entfernung des Wasserstoffatoms der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt ist und daB der Ersatz
des Wasserstoffatoms durch ein Tritiumatom im Edukt ei-
nen kinetischen Isotopeneffekt hervorrufen wiirde. Bricht
man die Reaktion ab, bevor vollstindiger Umsatz erreicht
ist, so sollte, falls der zweite Mechanismus zutrifft, Triti-
um-angereichertes Edukt zuriickzugewinnen sein; ist je-
doch der erste Mechanismus giiltig, so hitte dies eine An-
reicherung des Tritiums in einem oxygenierten Zwischen-
produkt zur Folge. Wir synthetisierten daraufhin eine Ei-
cosatriensdure, die an C-13 stereospezifisch mit Tritium
und an C-3 mit *C markiert war!!%,

Die Umwandlung der doppelt markierten Sdure in PGE,
wurde durch eine vesikuldre Drilsenpriparation katalysiert,
und das *H/"C-Verhiltnis des Edukts, des Produkts und
des zurtickgewonnenen Edukts wurde bestimmt. Es zeigte
sich, daB die 13Dp-13-*H,3-'“C-8,11,14-Eicosatriensiure
ihre Tritiummarkierung wihrend der Umwandlung in
PGE, behielt. Aus 13L-13-H,3-1%C-8,11,14-Eicosatrien-
saure entstand PGE, hingegen unter vollstindigem Verlust
des Tritiums. Im Edukt, das nach 75% Umsatz zuriickge-
wonnen wurde, war Tritium angereichert (284%). Der erste
Schritt bei der Umwandlung von 8,11,14-Eicosatriensiure
zu Prostaglandin ist also eine stereospezifische Eliminie-
rung des 13L-Wasserstoffatoms. Diesem Schritt folgt die
Einfithrung von Sauerstoff an C-11 in einer Lipoxygenase-
dhnlichen Reaktion; dabei entsteht die 11-Hydroperoxy-
8,12,13-eicosatriensiure'®'?, In diesem Zusammenhang
ist interessant, daB die Lipoxygenase aus Sojabohnen das
gleiche Wasserstoffatom regio- und stereospezifisch ent-
fernt®.. Die Lipoxygenase aus Pflanzen fiihrt den Sauer-
stoff jedoch in w6-Position ein, wihrend die Lipoxygena-
se, die Teil der Prostaglandin-Synthetase ist, den Sauer-
stoff in ®10-Position bringt'®. Folgender in Figur 1 gezeig-
ter Mechanismus ist danach plausibel: Bei der priméren
Oxygenierung entsteht 11-Peroxy-8,12,13-eicosatriensiure;
Addition von Sauerstoff an C-15, Isomerisierung der A"-
Doppelbindung, Bildung einer neuen CC-Bindung zwi-
schen C-8 und C-12 und Angriff des Sauerstoffradikals an
C-9 fithren zum Endoperoxid PGG,®. Indirekte Beweise
weisen auf eine Beteiligung freier Radikale hin™*', Aus
dem Endoperoxid wird PGE, durch Entfernung des Was-
serstoffatoms an C-9 oder PGF,, durch reduktive Spaltung
gebildet.

Wurden gewaschene Mikrosomen als Enzymquellen ver-
wendet, entstanden aus der Eicosatriensdure andere Pro-
dukte!'>'7) die jedoch nicht in Prostaglandine umgewan-
delt werden kdnnen. Ihre Struktur und das Schicksal der
3H-markierten Edukte lieferten jedoch zusitzliche Beweise
fir den vorgeschlagenen Bildungsmechanismus. Die Mo-
nohydroxycarbonsdure-Fraktion der Produkte einer Inku-
bation von Eicosatriensiure enthielt 11-Hydroxy-8,12,14-
eicosatriensiure, 15-Hydroxy-8,11,13-eicosatriensdure und
(8E,10E)-12-Hydroxy-8,10-heptadecadiensiure. Mit der 3-
4C.Eicosatriensiure, die an C-9, C-10 oder C-11 Tritium-
markiert war, wurde der Bildungsmechanismus der C,;-
Siure studiert!’®; Tritium ging wihrend der Umwandlung
in allen drei Positionen verloren. Als Reaktionsprodukt
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konnte Malonaldehyd durch Kondensation mit L-Arginin
zu 8-N-2-(Pyrimidinyl)-L-ornithin oder mit Harnstoff zu 2-
Hydroxypyrimidin nachgewiesen werden. Die Malonalde-
hydderivate enthiclten das *H aus der C-9- und C-11-Posi-
tion des Edukts; das *H aus der Position C-10 ging durch
Enolisierung des Malonaldehyds verloren.

Ferner wurde gefunden, daBl aus der Eicosatriensdure
auch eine Substanz mit Zhnlichen chromatographischen
Eigenschaften wie PGE, entsteht, die durch Reduktion mit
BH7 in PGF,, umgewandelt wird!"”. Das neue Produkt
war eine 9a,15-Dihydroxy-11-ketoprosta-13-ensdure (11-
Dehydro-PGF,,)*®l, Bei der Reaktion der 9-H,3-'C- und
der 11-3H,2-'C-8,11,14-Eicosatriensiaure zu 11-Dehydro-
PGF,, verlor nur letztere ihre *H-Markierung. Alle Ergeb-
nisse dieser Untersuchungen zur Struktur der Produkte der
Eicosatriensiureoxidation und zum Schicksal der *H-Mar-
kierung bei ihrer Bildung sind in Einklang mit der Exi-
stenz eines Endoperoxid-Zwischenproduktes.

3. Isolierung und Charakterisierung
der Prostaglandinendoperoxide

Etwas spiiter gelang es, ein Endoperoxid aus Kurzzeit-
Inkubationen von Arachidonsdure mit mikrosomalen
Fraktionen aus homogenisierten vesikuliren Driisen des
Schafes zu gewinnen!'". Das Inkubationsgemisch wurde
mit SnCl, in Ethanol behandelt, um das Endoperoxid zu
PGF,, zu reduzieren; nach weiterer Reduktion mit BD;
bestimmten wir die entstandenen PGE,-Spezies massen-
spektroskopisch (MIS). Mit dieser Methode konnten so-
wohl PGE, als auch 11-Dehydro-PGF,, und PGF,, nach-
gewiesen werden. Es war besonders interessant, dafB
PGF,, in der Anfangsphase der Inkubation auftrat. In Pra-
parationen von vesikuliren Driisen des Schafes konnte
keine metabolische Umwandlung von PGF-Derivaten be-
obachtet werden; es war daher unwahrscheinlich, daB
PGF,, enzymatisch gebildet und sofort metabolisch abge-
baut wiirde. Aullerdem konnte PGF,, nicht nachgewiesen
werden, wenn nicht mit SnCl, und NaBH, reduziert wur-
de; demnach mufB3te PGF,, durch chemische Reduktion ei-
nes oxygenierten Derivates entstanden sein, das in der An-
fangsphase der Inkubation anwesend war. Ein weiterer
Hinweis auf die Gegenwart eines oxygenierten Zwischen-
produktes war es, daB die PGE,-Bildung langsamer verlief
als die Oxygenierung des Edukts.

Zusitzliche Beweise fiir die Existenz eines oxygenierten
Zwischenproduktes, welches durch SnCl, zu PGF,, umge-
wandelt werden kann, lieferten Versuche, in denen redu-
ziertes Glutathion oder p-Mercuribenzoat der mikrosoma-
len Suspension zugesetzt wurden. Reduziertes Glutathion
erhdhte die Geschwindigkeit der PGE,-Bildung und unter-
driickte die Bildung von PGF,,, wihrend p-Mercuriben-
zoat das Gegenteil bewirkte: PGE, entstand langsamer,
PGF,, schneller, und sein Anteil im Produktgemisch war
erhdht. Das durch diese Versuche nachgewiesene oxyge-
nierte Zwischenprodukt konnte isoliert werden. Durch
Diinnschichtchromatographie lieB sich nach kurzer Inku-
bation (30 s) von markierter Arachidonsiure mit Mikroso-
men in Gegenwart von p-Mercuribenzoat ein ncues radio-
aktives Derivat reinigen. Es handelte sich um den Methyl-
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ester des frither postulierten Endoperoxides. Spiter konnte
das Endoperoxid als freie Sdure erhalten werden; des wei-
teren wurde ein Endoperoxid mit einer Hydroperoxy-
gruppe am C-15 isoliert??', Wir schlugen die Trivialna-
men PGG, fiir das schwiicher polare Endoperoxid (15-Hy-
droperoxy-9a,11a-epidioxyprosta-5,13-diensdure) und
PGH, fiir das stirker polare Endoperoxid (15-Hydroxy-
9a,11a-epidioxyprosta-5,13-dienséure) vor. Die Struktur
von PGG, konnte durch drei verschiedene Experimente
aufgeklart werden. Die Umsetzung von PGG, mit milden
Reduktionsmitteln wie SnCl, und Triphenylphosphan er-
gab als Hauptprodukt PGF,,. Das bewies zwar die Exi-
stenz der Epidioxybriicke zwischen C-9 und C-11, lieferte
aber keine Aussage dariiber, ob sich am C-15 eine Hydro-
xy- oder eine Hydroperoxygruppe befindet, da das Reduk-
tionsmittel diese zu jener reduzieren wiirde. In einem zwei-
ten Versuch wurde PGG, sukzessive in Benzol mit Bleite-
traacetat und mit Triphenylphosphan umgesetzt. In diesem
Fall war 15-Keto-PGF,, das Hauptprodukt. Bleitetraacetat
dehydratisiert Hydroperoxide zu Ketonen; dies wies also
auf eine Hydroperoxygruppe am C-15 hin. Die Isomerisie-
rung von PGG, zu 15-Hydroperoxy-PGE, in wiBrigem
Medium stiitzte unabhéingig diesen Befund.

Die Reaktion von PGG, zu PGE, umfaBt zwei Stufen
(siehe auch Fig. 1): Zuerst wird die Hydroperoxygruppe
am C-15 zu einer Hydroxygruppe reduziert (Peroxidase),
dann wird die Endoperoxidstruktur zu einem B-Hydroxy-
keton isomerisiert (Endoperoxid-Isomerase). Die Endo-
peroxid-Isomerase kommt fast ausschlieBlich in der Mi-
krosomenfraktion vor. Ihre enzymatische Aktivitit wurde
durch reduziertes Glutathion stimuliert.

Die Endoperoxide waren relativ instabil (¢, =5 min), in
wasserfreiem Aceton waren sie jedoch mehrere Wochen
haltbar. An in-vitro-Priparationen gastrointestinaler glat-
ter Muskulatur #hnelten die Wirkungen der Endoperoxide
denen von PGE, und PGF,,. Die Wirkungen auf die glatte
Muskulatur von GefdaBen (Aorta des Kaninchens) und auf
die Luftrdhre (Trachea des Meerschweinchens) waren je-
doch bedeutend stirker als die von PGE; und PGF,,*%,
Beide Endoperoxide verursachten starke Kontraktionen
der isolierten umbsilikalen Arterie!”! des Menschen), Die
intravendse Gabe von PGG, und PGH,; an Meerschwein-
chen'?? bewirkte einen erhdhten Insufflationsdruck, der
wesentlich ausgeprigter war, als der von PGF,, ausgeldste.
Die Wirkungen der Endoperoxide auf das cardiovaskuldre
System waren sehr komplex. Der Blutdruck reagierte tri-
phasisch, d.h. auf einen vorlibergehenden Druckabfall
folgte ein kurzer Anstieg und schlieBlich ein langdauern-
der Zustand niedrigen Biutdrucks. Die Experimente mit
der glatten Muskulatur von GefidBen und Luftwegen zeig-
ten, daB die Wirkungen der Endoperoxide nicht auf ihrer
Umwandlung in stabile Prostaglandine beruhen konnen.

Weitere Untersuchungen in unserem Laboratorium erga-
ben, daB beide Endoperoxide, PGG; und PGH,, schnelle
und irreversible Aggregation von menschlichen Blutplitt-
chen verursachen!’®2%:2%,

[*] Anmerkung der Redaktion: Zur Erklarung der Chemikern nicht immer
gelaufigen medizinischen Fachausdricke siche z. B. W. Pschyrembel: Kii-
nisches Wirterbuch, 254. Aufl., de Gruyter, Berlin 1982 oder Duden- Wor-
terbuch medizinischer Fachausdriicke, Bibliographisches Institut, Mann-
heim und Thieme, Stuttgart 1979.
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4. Entdeckung des instabilen Aggregationsfaktors
und der Thromboxane

Die biologischen Wirkungen der reinen Endoperoxide
waren besonders fiir solche Versuche interessant, in denen
gezeigt wurde, daB Arachidonsiure die Blutplittchenver-
klebung verursacht’>*?¢!; nach Inkubation mit Praparatio-
nen aus vesikuldren Driisen des Schafes wurde aus Arachi-
donsdure ein instabiler Aggregationsfaktor (LASS) gebil-
det™-?), Beziiglich der sogenannten Kaninchenaorta-kon-
trahierenden Substanz (RCS) war interessant, daB die En-
doperoxide die Kontraktion der isolierten Kaninchenaorta
stimulierten®®, RCS wird in der Meerschweinchenlunge
wihrend Anaphylaxie gebildet; die Wirkung der RCS
wurde spiter dem Endoperoxidzwischenprodukt der Pro-
staglandin-Biosynthese zugeschrieben®". Wir zeigten, daB
eine Substanz mit 4hnlichen biologischen Eigenschaften
nach Gabe von Arachidonsiure zu Blutplittchen gebildet
wurde. Die RCS aus Meerschweinchenlunge und aus Blut-
plattchen bestand aus einer Hauptkomponente mit einer
Halbwertszeit von etwa 30 Sekunden und aus einer Neben-
komponente, die sich aus PGG, und/oder PGF, mit einer
Halbwertszeit von 4-5 Minuten zusammensetzte®?. Die
kurzlebige Hauptkomponente der RCS entstand bei Zusatz
von Arachidonsiure zu Blutplittchen.

Um Informationen iiber die Struktur der RCS zu erhal-
ten, inkubierten wir 1-'*C-Arachidonsiure mit Suspensio-
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Fig. 2. Umwandlung der Arachidonsiure in menschlichen Blutplittchen.
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nen von gewaschenen menschlichen Blutplittchen. Drei
Hauptmetaboliten wurden isoliert®®; einer davon war die
(125)-12-Hydroxy-5,8,10,14-eicosatetraensiure (12-HETE)
(Fig. 2). Das entsprechende Hydroperoxid (HPETE)
konnte nach Inkubation der Arachidonsiure mit beschall-
ten Blutplittchen isoliert werden. Auch in den Blutplitt-
chen des Rindes wird 12-HETE aus Arachidonsiure gebil-
det®¥, Ein stirker polarer Metabolit war die (125)-12-Hy-
droxy-5,8,10-heptadecatriensdure (HHT), und die dritte
Komponente war das Halbacetal-Derivat der (125)-8-(1-
Hydroxy-3-oxopropyl)-9,12-dihydroxy-5,10-heptadeca-
diensdure (Thromboxan B,, PHD). 1-"*C-PGG, wurde von
menschlichen Blutplittchen schnell in HHT und Throm-
boxan B, umgewandelt.

Da alle identifizierten Metaboliten der Arachidons#ure
stabil waren, konnte es sich bei keiner um die instabile
RCS (t;,,=130s) handeln. Es waren also weitere Experi-
mente notwendig, um die Metaboliten der Arachidonsaure
zu charakterisieren. Wurde Arachidonsiure mit gewasche-
nen Blutplittchen inkubiert und ein Teil des Inkubates zu
einer Suspension gegeben, die mit Indomethacin prdinku-
biert worden war, so fand eine Aggregation statt. Sie
konnte nicht von PGG, oder PGH, verursacht sein, da de-
ren Konzentration nur etwa 1% der dafiir benétigten aus-
machte. Eine detaillierte Analyse des Zeitpunktes, an dem
der Aggregationsfaktor und die Endoperoxide gebildet
wurden, zeigte, daB die Konzentrationen der Endoper-
oxide in der frithen Phase der Inkubation am hdchsten la-
gen, wihrend der Aggregationsfaktor sein Maximum sp&-
ter erreichte® (Fig. 3). Experimente mit Filtraten des In-
kubates zeigten, daB der Aggregationsfaktor sehr instabil
sein muBte. Wird die Dosis (willkirliche Einheit) logarith-
misch gegen die Inkubationszeit bei 37°C aufgetragen, so
erhilt man eine lineare Abhidngigkeit. Die Halbwertszeit
des Aggregationsfaktors betrug 33-46 Sekunden. AuBer-
dem wurde ein Faktor mit #hnlichen Eigenschaften aus
dem Endoperoxid PGG, gebildet. Der instabile Faktor
verursachte nicht nur irreversible Aggregation, sondern
auch die Freisetzung von Serotonin aus den Blutplitt-
chen.
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Fig. 3. Maximale Aggregation von 0.1 mL gewaschenen Blutplattchen, die
unterschiedlich lang mit 120 ng Arachidons3ure inkubiert worden waren
(@—®). Der Gehalt an PGG; +PGH, in diesen Proben wird ebenfalls ge-

zeigt (O—O). Die verwendete Blutplittchen-Suspension wurde zwei Minu-
ten mit 1.4- 10~° M Indomethacin prinkubiert.

Experimente mit '®0, ergaben, daB Thromboxan B, aus
PGG, durch Umlagerung und nachfolgenden Einbau eines
Molektils H,O gebildet wird®?, Es bestand daher die Mog-
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lichkeit, das umgelagerte Zwischenprodukt - falls es nicht
allzu kurzlebig war - durch nucleophile Reagentien abzu-
fangen®. Bei Zugabe von 25 Volumina Methanol zu ge-
waschenen Blutplittchen, die 30 Sekunden mit Arachidon-
sdure inkubiert worden waren, wurden zwei Derivate ge-
bildet, die weniger polar als Thromboxan B, waren; nach
der massenspektrometrischen Analyse handelte es sich um
Epimere des Methylethers von Thromboxan B, (Methyl-
gruppe an der Halbacetal-Hydroxygruppe) (Fig. 4). Die
beiden Epimere entstanden auch, wenn zu Blutplittchen,
die 30 Sekunden mit PGG, inkubiert worden waren, Me-
thanol gegeben wurde. Mit Ethanol anstelle von Methanol
bildeten sich die entsprechenden Ethylderivate. Wurden
schlieBlich fiinf Volumina einer 5M Natriumazid-Ldsung
zu solchen Blutpldtichen gegeben, so entstand das entspre-
chende Azid (Fig. 4). Diese Versuche bewiesen die Exi-
stenz eines sehr instabilen Zwischenproduktes bei der Um-
wandlung von PGG; in Thromboxan B,.

I IT
Thromboxan A,
CH;30H oder
C,HsOH oder
NaN;3
OH OH
A \\“\=/R A N R
. R R
HO' N X O
OH OH
Thromboxan B, X = CH;30 bzw.
X = CpHsO bzw.
X = Ny

Fig. 4. Umwandlung von PGH; in Thromboxan-Derivate. R =(CH;);COOH,
R’=(CH,)/CHj.

Um die Halbwertszeit des Zwischenproduktes zu be-
stimmen, wurden die Blutplittchen 45 Sekunden mit
1-1“C-Arachidonsaure inkubiert und die Reaktion durch
Filtration gestoppt. Das klare, blutplattchenfreie Filtrat
wurde auf 37°C temperiert; nach bestimmten Zeiten
wurde jeweils ein Teil der Ldsung entnommen und sofort
zu 25 mL Methanol gegeben, in dem Tritium-markiertes
monomethyliertes Thromboxan B, geldst war. Man konnte
eine lineare Abhingigkeit zwischen der Inkubationszeit
und dem Logarithmus des '*C/>H-Quotienten des gerei-
nigten Methylesters des monomethylierten Thromboxans
B, beobachten; die so ermittelte Halbwertszeit betrug
32 +2 Sekunden.

Figur 4 zeigt die Struktur des instabilen Zwischenpro-
duktes (Thromboxan A;). Am Acetalkohlenstoffatom
sollte ein nucleophiler Angriff méglich sein; mit H,O er-
gibt sich dabei Thromboxan B;, mit CH;0H, C,H;OH und
N3 entstehen die oben erwdhnten Derivate von Thrombo-
xan B,. Zusatz von CH;0?H zu Blutplittchen, die mit Ara-
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chidonsiure inkubiert worden waren, filthrte zwar zur Bil-
dung von monomethyliertem Thromboxan B, doch ent-
hielt dies kein C-gebundenes *H. Dieser Befund schloB
das Vorliegen eines anderen Zwischenproduktes, z.B. ei-
nes 3,4-Dihydro-2H-pyran-Derivates (I in Fig. 4), aus.
Nach der Halbwertszeit konnte es sich bei dem Zwischen-
produkt auch nicht um ein Carbenium-Ion handeln (II in
Fig. 4), da diese in wiBrigem Medium wesentlich instabiler
sind.

Alle Befunde deuteten darauf hin, daB der Aggrega-
tionsfaktor und die RCS auf dieselbe Substanz zurlickzu-
fithren waren. Sie entstanden beide aus Arachidonsidure
oder PGG,, ihre Bildung konnte durch Indomethacin
blockiert werden, und ihre Halbwertszeiten waren &hnlich.
Aufgrund dieser Eigenschaften wurde vorgeschlagen, daB
beide Substanzen mit der instabilen Zwischenstufe aus
Blutplittchen identisch seien.

Die neuen ,,Oxan‘“-Derivate wurden ihres Ursprungs
und ihrer Struktur wegen Thromboxane genannt. Throm-
boxan A, ist eine #uBerst instabile bicyclische Verbindung,
und Thromboxan B, ist das stabile, provisorisch PHD ge-
nannte Derivat. Der Index gibt, wie bei der Nomenklatur
der Prostaglandine, die Zahl der Doppelbindungen an. Die
Struktur von Thromboxan B, konnte durch chemische
Synthese bestitigt werden?®’ %

Thromboxan A, ist biologisch sehr aktiv: Es induziert
die Aggregation von Blutplittchen®**" und wirkt auf die
glatte Muskulatur stark gefiBverengend. Das erste unter-
suchte Gefi war die Aorta des Kaninchens™*?, Spiter
wurden #hnliche Kontraktionen bei anderen Gefifien be-
obachtet, z.B. Koronararterien!*?~*}, mesenterialen und
coelialen Arterien*”-*®, umbilicalen Arterien® und an vie-
len anderen.

Diese doppelte Wirkung von TXA, - die Induktion der
Vasokonstriktion und der Blutplittchenaggregation - setzt
bei Verletzung eines GefdBes ein. Wahrscheinlich spielt
TXA, eine Rolle bei normaler Himostasie in vivo und
auch bei pathologischen Situationen mit erhdhter Tendenz
zu GefaBkrimpfen und/oder Thrombose. Uber die biolo-
gischen Wirkungen und die mégliche Rolle der Thrombo-
xane in vivo sind mehrere Ubersichten publiziert!*' %

Gefafwand Blutpléattchen
Phospho-
lipide
Arachidonsédure
Aspirin 2 Aspirin
. Prosta-
Prostaglandin- t. AMp glandin-
endoperoxide endoperoxide Thromboxan-
l Synthetase-
Inhibitor
PGI,
TXA,
PDGF
B-TG
ADP PF,
Fig. 5. Wechselwirkung zwischen Blutplittchen und GefaSwand.

PDGF=Platelet Derived Growth Factor; p-TG=p-Thromboglobulin;
PF = Platelet Factor 4
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Thromboxan A, wirkt auBerdem in vitro und in vivo stark
kontrahierend auf die Luftweget®"),

Nach Isolierung der Endoperoxide und Entdeckung des
Thromboxans A, konnte gezeigt werden, daB die Endoper-
oxide durch arterielles Gewebe in Produkte mit gegenteili-
gen Effekten umgewandelt werden®?. Man fand, daB es
sich dabei um ein Enolether-Derivat handelt®®. Diese va-
sodilatorische und apgregationshemmende Verbindung
wurde PGI, oder Prostacyclin genannt. Thromboxan A,
und Prostacyclin bilden wahrscheinlich ein himostatisches
System zur Kontrolle des Tonus der BlutgefiBe und der
Aggregation von Blutplittchen in vivo. Die Reaktionen der
Blutplittchen und der GefiBwinde, die fiir eine anti-
thrombotische Therapie wichtig sind, werden in Figur 5
zusammengefaBt. Das Hauptinteresse gilt heute der Ent-
wicklung spezifischer Inhibitoren der Thromboxan-Syn-
thetase (neuere Ubersicht siehe %),

5. Entdeckung der Leukotriene

Die Rolle der Prostaglandine bei entziindlichen Vorgin-
gen wurde durch die Entdeckungen von Vane et al. erhelit;
sie fanden, daB nicht-steroidale entziindungshemmende
Arzneimittel wie Aspirin das Enzym Cyclooxygenase inhi-
bieren, das die Umwandlung der Arachidonséiure in Pro-
staglandine und Thromboxane katalysiert"**. Auch entziin-
dungshemmende Steroide inhibieren die Prostaglandin-
Synthese, jedoch nach einem vollig anderen Mechanismus:
sie blockieren die Freisetzung von Arachidonsidure aus
Phospholipiden. Da Aspirin und 4hnliche Arzneimittel an-
ders als Steroide wirken, vermuteten wir, da3 weitere noch
unbekannte Entziindungsmediatoren auf Arachidonsiure
zuriickzufiithren sein kénnten.

Um diese Hypothese zu testen, wurde die Umwandlung
der Arachidonsédure in Leukozyten untersucht; dabei ent-
deckten wir eine neuartige Substanzgruppe, die Leukotri-
ene. Diese scheinen eine wichtige Rolle bei allergischen Re-
aktionen und bei entziindlichen Vorgingen zu spielen.

Wurde Arachidonsdure mit polymorphonuclearen (un-
reifen) Leukozyten inkubiert, so entstand als Hauptmeta-
bolit ein neues Lipoxygenase-Produkt, die (55)-5-Hydro-
xy-6,8,11,14-eicosatetraensure  (S-HETE)®S.  Daneben
wurden folgende Produkte nachgewiesen: (5S,12R)-5,12-
Dihydroxy-6,8,10,14-eicosatetraensidure  (Hauptprodukt)
(Leukotrien B,, siche unten), zwei (55)-5,12-Dihydroxy-
6,8,10,14-eicosatetraensiuren [(E,E,E,Z)-konfiguriert und
am C-12 epimer] und zwei isomere 5,6-Dihydroxy-
7,9,11,14-eicosatetraensiuren (Fig. 6)°" 3,

Nach stereochemischen Untersuchungen waren zwei all-
trans-konjugierte, C-12-epimere Triensfuren und ein
Hauptisomer (12R) mit anderer Konfiguration der Trien-
einheit entstanden; dies warf die Frage nach dem Bil-
dungsmechanismus auf®, Durch Versuche mit '*0, und
H,'*0 fanden wir, daB das Sauerstoffatom der Hydroxy-
gruppe am C-5 dem molekularen Sauerstoff entstammte
und das Sauerstoffatom der Hydroxygruppe am C-12 aus
Wasser (Fig. 6)®?. Wir nahmen daher an, daB Leukozyten
aus Arachidonsdure ein instabiles Zwischenprodukt bil-
den, das von Wasser, Alkoholen und anderen Nucleophi-
len angegriffen werden kann; deshalb inkubierten wir Leu-
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OOH

Arachidonsiure
lLipolygvruu
lu
=23 COO
__CsHY, 5-HPETE
l Dehydrase Hp'%0 180,

H OH BAPY oo
WOOH Hydrolase MC H
CsH - CsH
=751 1 7A, -8 56 12R-DHETE (IID

»

(LTBy)
1 nicht- enzymatisch
18?2
H OH H
AP PX COOH H,0 PN OOH
- CsHy - -CsH OH
l 5, 6-DHETE
18, (Iv: V)
lH,OodﬂCﬂgOH H,0
H OH
A OOH
=AsHn

58, 12-DHETE (I, II) bzw. 12-O-Methylderivat von 55, 12-DHETE

Fig. 6. Bildung von Dihydroxyderivaten aus Arachidonsdure diber instabile
Zwischenprodukte. Herkunft des Sauerstoffs und Abfangexperimente.

kozyten 30 Sekunden mit Arachidonsdure und setzten da-
nach 10 Volumina Methanol, 10 Volumina Ethanol oder
0.2 Volumina 1N Salzsdure zu. Mit Methanol (und Etha-
nol) entstanden zwei neue, weniger polare Substanzen im
gleichen Anteil, deren UV-Spektren mit denen von Sub-
stanz I und II in Figur 6 dbereinstimmten; das konjugierte
Trien ist all-trans-konfiguriert (IR). Nach der massenspek-
troskopischen Analyse handelte es sich bei den beiden
Substanzen um Isomere, die eine Hydroxygruppe am C-5
und eine Methoxygruppe am C-12 tragen. Da die OH-
Gruppen am C-5 (S)-konfiguriert waren, muBte es sich
um die C-12-Epimere der (55)-5-Hydroxy-12-methoxy-
(6E.8E,10E, 14Z)-eicosatetraensiure handeln (Fig. 6).

Diese Experimente bewiesen, daf Leukozyten einen
Metaboliten der Arachidons#iure bilden, der leicht mit Al-
koholen reagiert. Unabhingig von den Bedingungen, unter
denen die Versuche durchgefiihrt wurden, war das Verhilt-
nis der Anteile der Verbindungen I und II umgekehrt zu
dem der 12-O-Alkylderivate. Daraus konnte geschlossen
werden, daB3 Verbindung I und II und die 12-O-Alkylderi-
vate nicht-enzymatisch aus demselben Zwischenprodukt
gebildet werden.

Die Stabilitit des Zwischenproduktes wurde bestimmt,
indem Leukozyten mit Arachidonsiure 45 Sekunden inku-
biert und danach mit einem Volumen Aceton (um das En-
zym zu inaktivieren) versetzt wurden. Nach verschiedenen
Zeitintervallen wurden bestimmte Anteile der Mischung
entnommen und in einen Kolben transferiert, der fiinfzehn
Volumina Methanol enthielt. Die Halbwertszeit des Zwi-
schenproduktes - als 12-O-Methylderivat nachgewiesen —
betrigt 3-4 Minuten. Mit der Abnahme der Konzentration
des Zwischenproduktes nahmen die Konzentrationen der
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Verbindungen 1, II, IV und V (Fig. 6) zu, die der Verbin-
dung III und der 5-Hydroxy-6,8,11,14-eicosatetraenséure
blieben konstant. Wir vermuteten, daB die epimeren 5,12-
und 5,6-Dihydroxysduren (Verbindungen I, II und IV, V)
durch nicht-enzymatische Hydrolyse eines gemeinsamen
Zwischenproduktes entstehen, Verbindung IIl jedoch
durch enzymatische Hydrolyse dieses Intermediats (Fig.
6). Ahnliche Experimente bei niedrigem und hohem pH-
Wert zeigten, daBl das Zwischenprodukt im sauren Milieu
labil, im alkalischen aber wesentlich stabiler ist. Es konnte
auflerdem gezeigt werden, daB die beiden nicht-enzyma-
tisch gebildeten 5,6-Dihydroxyderivate (IV und V) aus
demselben Zwischenprodukt wie die enzymatisch gebil-
dete (58,12R)-5,12-Dihydroxy-eicosatetraensiure entstan-
den; '®0 aus molekularem Sauerstoff blieb ausschlieBlich
am C-5 dieser Derivate, wihrend '®0 aus Wasser in Posi-
tion C-6 oder C-12 eingefiihrt wurde. Aufgrund dieser Da-
ten wurde die Struktur (55)-5,6-Epoxy-7,9,11,14-eicosate-
traensidure (Leukotrien A4, LTA,) (Fig. 6) fiir das Zwi-
schenprodukt vorgeschlagen!*.

In Figur 6 wird die Bildung der Verbindungen I-V aus
dem Epoxid-Zwischenprodukt gezeigt. Mit Ausnahme der
Verbindung III entstehen alle durch chemische Hydrolyse
des Epoxides; der Mechanismus verl4uft iiber ein Carbeni-
um-Ion, an das sich ein Hydroxid-Ion bevorzugt an C-6
und C-12 zu vier isomeren Produkten addiert, die die sta-
bile konjugierte Trien-Struktur enthalten. Die Verbindung
III muB enzymatisch gebildet sein, da sie nur durch nicht-
denaturierte Zellpriparationen synthetisiert wird und
enantiomerenrein ist.

Die Struktur von Leukotrien A,** konnte durch chemi-
sche Synthese bestitigt werden'®”. Schon friiher hatte man
gefunden, daB die enzymatisch gebildete (55, 12R)-5,12-Di-
hydroxysidure eine cis- und zwei trans-Doppelbindungen
im konjugierten Trien aufwies. Die Position der cis-Dop-
pelbindung konnte vor kurzem durch Synthese geklirt
werden (AS-Position)®". Das Allylepoxid-Zwischenpro-
dukt LTA, kann frei existieren, da es aus menschlichen po-
lymorphonuclearen Leukozyten isoliert wurde'®?. Die Bio-
synthese des Epoxides aus der Arachidonsiure (Fig. 6) be-
ginnt mit der Bildung von 5-Hydroperoxy-6,8,11,14-eicosa-
tetraens#ure (5-HPETE), das durch Dehydrase in das Ep-
oxid umgewandelt wird; danach verliert das Molekiil den
pro-R-Wasserstoff am C-10, und aus der Hydroperoxy-
gruppe wird ein Hydroxid-Ion eliminiert!®’], Die Dehydra-
tisierung wird durch ein 18sliches Enzym katalysiert, das
vor kurzem aus Leukozyten isoliert werden konnte!®*.

6. ,,Slow Reacting Substance of Anaphylaxis‘
(SRS-A)

Im Jahre 1938 wurde ein Faktor im Perfusat von Meer-
schweinchenlungen, die mit Kobragift behandelt worden
waren, gefunden, der glatte Muskulatur stimuliert
(SRS =smooth muscle stimulating factor)!®’\. Dieser Faktor
wird auch im Verlauf einer immunologischen Antwort frei-
gesetzt'®, Man vermutete, daBl er eine wichtige Rolle bei
Anaphylaxie und anderen Uberempfindlichkeitsreaktio-
nen spielt'” 8l Erste Charakterisierungsversuche ergaben,
daB SRS ein polares Lipid ist, das UV-Absorption zeigt
und Schwefel enthilt'®-"!), Versuche mit markierter Ara-
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chidons#ure zeigten, daB sie wahrscheinlich in SRS einge-
baut wird">"1,

In unserem Laboratorium fanden wir, daBl die Behand-
lung menschlicher Neutrophilie mit dem Ionophor A
23187 eine Synthese der im vorigen Abschnitt beschriebe-
nen 5,12-Dihydroxycarbonsiure LTB, zur Folge hat*®,
Aufgrund der stimulierenden Wirkung des Ionophors auf
die SRS-"* und die LTB,-Bildung und der UV-Daten ent-
wickelten wir die Hypothese, daB eine biogenetische Be-
ziehung zwischen dem instabilen Epoxid-Zwischenpro-
dukt und SRS besteht.

Wir fanden, daB bestimmte, mit dem Calcium-Ionophor
A23187 stimulierte Mastocytoma-Zellen aus Mdiusen
(CXBGABMCT-1) fiir die Produktion relativ groBer Men-
gen SRS geeigneter waren als frither beschriebene Syste-
me”%, Die SRS wurde durch HPLC gereinigt; sie hatte ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm und verursachte typi-
sche Kontraktionen des Ileums von Meerschweinchen;
durch FPL-55712 konnte diese Wirkung zuriickgedréngt
werden!””], Die UV-Absorption hnelte denen der Dihy-
droxys4uren, nur war das Maximum um 10 nm langwellig
verschoben; dies war in Einklang mit einem Schwefelsub-
stituenten in a-Stellung zum konjugierten Trien. Sowohl
markierte Arachidonsiure als auch Cystein wurden in das
Produkt eingebaut. :

Die SRS konnte mit Raney-Nickel zur S-Hydroxyeico-
sansdure hydrierend entschwefelt werden; demnach muB-
ten das Arachidonsiurederivat und Cystein durch eine
Thioetherbindung verkniipft sein (Fig. 7). Dieser Befund
stiitzte die Hypothese, nach der eine Beziehung zwischen
dem Lipoxygenase-Weg in Leukozyten und der SRS be-
steht. Die Lage der Doppelbindungen in der SRS wurden
durch reduktive Ozonolyse bestimmt. Da 1-Hexanol eines
der Produkte war, muBte die A'*-Doppelbindung der Ara-
chidonsiure erhalten geblieben sein. Bei der Lokalisierung
der Trieneinheit halfen uns frithere Untersuchungen in un-
serem Laboratorium: Arachidonsiure und solche ver-
wandten Fettsiuren, die zwei durch eine Methylengruppe
getrennte cis-Doppelbindungen in den Positionen ®w5 und
9 enthalten, werden unter Isomerisierung der Doppelbin-
dung von ©6 nach w7 oxygeniert. Die Inkubation der SRS

mit Lipoxygenase fithrte zur Isomerisierung der A'-Dop-
pelbindung, so daB ein konjugiertes Tetraen entstand; dies
ging mit einer bathochromen Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums um 30 nm einher. Demnach mufite SRS
eine A''cis-Doppelbindung und zusétzliche Doppelbin-
dungen in Position A7 und A9 enthalten. Nach all diesen
Befunden ist SRS ein Derivat der 5-Hydroxy-7,9,11,14-ei-
cosatetraensiure mit einem Cystein-enthaltenden Substitu-
enten, der thioetherartig am C-6 gebunden ist. Da man
nach Entschwefelung kein Alanin isolieren konnte, mufite
Cystein derivatisiert sein. Der Cystein-enthaltende Substi-
tuent wurde RSH genannt’*~7”), Nach einer Aminoséure-
analyse der durch Siure hydrolysierten SRS enthielt diese
neben Cystein je ein Aquivalent Glycin und Glutaminsu-
re. Endgruppenbestimmung (Dansyl-Methode und Hydra-
zinolyse) und Sequenzanalyse (Dansyl-Edman-Abbau)
zeigten, daB es sich bei dem Peptid um y-Glutamyl-cy-
steinyl-glycin (Glutathion) handelte. Die SRS aus Masto-
cytomazellen von Miusen war also 6-S-Glutathiony)-5-
hydroxy-7,9,11,14-eicosatetraensiure, bezeichnet als Leu-
kotrien C, (LTC,) (Fig. 7)"®. Der Vergleich mit syntheti-
schem Material bestitigte diese Struktur. Damit hatte man
erstmals die Struktur einer SRS-A bestimmt™. In dieser
Verdffentlichung wurde auch iiber die Reinigung des ent-
sprechenden Cysteinyl-glycin-Derivates (LTD,) und des
Cysteinyl-Derivates (LTE,) berichtet. Diese Verbindungen
wurden spiter aus natlirlichen Geweben isoliert (siche un-
ten). Die vorgeschlagene Stereochemie von LTC, wurde
durch Totalsynthesen von LTC, und Stereoisomeren davon
durch Corey et al. bestitigt"®. LTC, ist demnach korrekt
als (5S,6R)-6-S-Glutathionyl-5-hydroxy-(7E,9E,11Z,14Z)-
eicosatetraensidure zu bezeichnen®.

Spitere Untersuchungen mit einem anderen Zelltypus,
den RBL-1-Zellen, ergaben, daB der Hauptanteil der SRS
vom LTD, [(5S,6R)-6-S-Cysteinyl-glycin-5-hydroxy-
(7E,9E,11Z,14Z)-eicosatetraensiure] gestellt wird®,

Nach der Strukturbestimmung von SRS aus Mastocyto-
mazellen!”>® und der Synthese von LTC,, LTD, und
LTE/™ wurden alle diese Cystein-enthaltenden Leuko-
triene (Fig. 8) in verschiedenen biologischen Systemen ge-
funden, indem man sie mit synthetischem Material ver-

HOOC\/\/COOH
H;0,
AN BB
HOH,C Leukotriene C4(LTC,)
N T, < " OOH
; “S—CH,
NN Lipoxygenase 2 N
R! — T \= I synthetische
\ CHCONHCH,COOH Stereoisomere
NHCO(CH,);CHCOOH
HO-O |
NH,
Amax = 308 nm i{dy Armax = 280 nm
OH’

COOH l
Cys, Glu, Gly

N-term: Glu
C-term: Gly
Y -Peptid

Fig. 7. Einige Umwandlungen von SRS zur Aufklirung seiner Struktur.
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glich oder partiell durch chemische und physikalische Me-
thoden charakterisierte (Tabelle 1). SRS-A ist nach allen
Befunden eine Mischung aus Cystein-haltigen Leukotri-
enen, z.B. der Stammverbindung LTC, und seiner Meta-
boliten LTD, und LTE,.

Sowohl in Mastocytomazellen als auch in menschlichen
Leukozyten, die mit BW 755, einem Inhibitor des Arachi-
donsiduremetabolismus, vorbehandelt worden waren,
konnte die Bildung von LTC, aus LTA, durch enzymati-
sche Additionen von Glutathion gezeigt werden®!. Durch
diese Untersuchungen wurde der urspriinglich vorgeschla-
gene Syntheseweg der SRS bestitigt, z. B. die Bildung von
LTA, aus Arachidonsiure iiber 5-HPETE und die Addi-
tion von Glutathion an LTA, unter Offnung des Epoxids
am allylischen C-6 zum LTC,"

Die biologische Bedeutung des Biosyntheseweges und
die umstindliche systematische Nomenklatur machten die
Einfithrung von Trivialnamen fiir diese Verbindungen not-
wendig’®, Man wihlte den Namen ,,Leukotriene*, weil sie
in Leukozyten entdeckt wurden und als gemeinsames
Merkmal ein konjugiertes Triensystem enthalten. Leuko-
triene werden alphabetisch benannt: Leukotrien A ist eine
5,6-Epoxy-(7E,9E,11Z)-, Leukotrien B eine (5S,12R)-5,12-
Dihydroxy-(6Z,8E,10E)-, Leukotrien C eine (5S,6R)-5-S-
Glutathionyl-5-hydroxy-(7E,9E,11Z)- und Leukotrien E
eine (58,6R)-6-S-Cysteinyl-5-hydroxy-(7E,9E,11Z)-eicosa-
polyenssure. Da mehrere Eduktsiuren, die eine A*-Dop-
pelbindung enthalten (wie z. B. die 5,6,11-Eicosatrienséure,
Arachidonsiure und die 5,8,11,14,17-Eicosapentaensiure),
in Leukotriene umgewandelt werden kénnen, die drei, vier
oder fiinf Doppelbindungen enthalten, wird im Index die
Zahl der Doppelbindungen angegeben!®2. Leukotrien A,
ist also das Epoxy-Derivat der Arachidonséure, das weiter
zu LTB,, LTC, und LTE, reagieren kann.

Leukotrien C, wird durch enzymatische Eliminierung
von Glutaminsiure durch die y-Glutamyl-Transpeptidase
(GGTP) zu Leukotrien D, metabolisiert’®), Die verblei-
bende Peptidbindung im Leukotrien D, wird durch die re-
nale Dipeptidase hydrolysiert, und es entsteht das Leuko-
trien E4*%. Vor kurzem wurde gezeigt, daB auch LTE, als
Acceptor fiir die y-Glutaminsidure dienen kann; dabei bil-
det sich das y-Glutamyl-cysteinyl-Derivat LTF,®*® (Fig.
8).

Zusitzlich zur 5-Lipoxygenase enthalten Priparationen
von Leukozyten auch Enzyme, die die Einfithrung von
Sauerstoff an C-12 und C-15 katalysieren®®, Kiirzlich fand
man Hinweise darauf, da Leukotriene nach Oxygenie-
rung dieser Positionen gebildet werden®-%",

Tabelle 1. Identifizierung von Leukotrienen verschiedener Herkunft.

Arachidonsdure
lh'poxygcnnse
OOH
H’ COOH H’f. H COOH
=~ =z
—_—
5-HPETE 5-HETE
lDehydnse

H
HMCOOH
—CsHyn
PO OOH/
CsHy

nicht-

enzymatisch
\ H

w‘\h‘nn—
S-Transferase
H HOH  coon
ad
3
=-CsHu Cys—Gly

Y —d}lu

Leukotrien Ay (LTAY

/ Hydrolase

H OH H OH
", coo
7 ~ —

Leukotrien B4 (LTBY

Leukotrien C4 (LTCy)

Fig. 8. Bildung der Leukotriene aus Arachidonsiure iber den 5-Lipoxygena-
se-Weg.

LTD, LTE, Lit.

Herkunft LTA. LTB, LTC,
Leukozyten aus Kaninchenbauchfell + +
Leukozyten aus Menschenblut + + +
Mastocytomazellen aus Miusen + +
Basophile Leukdmiezellen aus Ratten

Zellen aus Rattenbauchfell +
Ratten-Leukozyten +
Ratten-Makrophagen +
Miuse-Makrophagen +
Menschenlunge +
Meerschweinchenlunge

Katzenpfote

+ 4+

[57, 591

186, 119, 120]
{75, 77, 121]
80, 122, 123]
[124-126}
[127, 128)
(129)

[130]

[131)

[132]

+ (133)
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7. Biologische Wirkungen der Leukotriene

Durch Versuche mit gereinigten Leukotrienen erhielt
man detaillierte Informationen tiber die Wirkungen dieser
Substanzgruppe in den verschiedenen biologischen Syste-
men. Die Cystein-haltigen Leukotriene (LTC,, LTD, und
LTE,) bewirken starke Bronchokonstriktion in vielen Ar-
ten und auch im Menschen; sie haben spezifische Wirkun-
gen auf die peripheren Luftwege®®?*" und sind auBerdem
stark gefiBverengend; sie haben einen negativen inotropen
Effekt auf die Kontraktionen des Herzens!'®,

In neuen Untersuchungen mit Bronchien von atopischen
Patienten, die gegen Birkenpollen allergisch reagierten!'®'),
konnte die Bedeutung von Leukotrienen als Mediatoren
bei Anaphylaxie aufgekldrt werden. Die Behandlung der
Priparationen mit dem Histamin-Antagonisten Mepyra-
min und dem Cyclooxygenase-Inhibitor Indomethacin
konnte die Antwort auf das spezifische Allergen nicht re-
duzieren. Benoxaprofen und ein Prostacyclin-Derivat (U-
60257), die beide die Leukotrien-Synthese blockieren, in-
hibierten die anaphylaktischen Kontraktionen der Bron-
chien von Asthmatikern, die auf Birkenpollen allergisch
reagierten. Auf eine Inkubation des atopischen Lungenge-
webes mit dem Antigen folgte die Freisetzung von LTC,,
LTD, und LTE,, die mit dem Prostacyclin-Derivat U-
60257 verhindert werden konnte"®"). Wahrscheinlich sind
also die Cystein-haltigen Leukotriene die Hauptmediato-
ren der Anaphylaxie in den Luftwegen. Auch der Befund,
daB Ascaris-induziertes Asthma in Affen durch Inhibie-
rung der Leukotrien-Synthese erleichtert wird, zeigt, daB
Leukotrien-Antagonisten oder Inhibitoren der Synthese
von Leukotrienen von groBem therapeutischem Wert bei
der Behandlung von Bronchialasthma sein kénnen!'®2,

Wurden LTC, und LTD, einem Meerschweinchen intra-
dermal injiziert, dann verursachten sie Extravasation (Aus-
breitung von mit Evans Blau gefirbtem Blut)®>%%%%,
Neuere mikroskopische Untersuchungen der Backe leben-
der Hamster zeigten, daB diese Leukotriene spezifische
Wirkungen auf die Permeabilitit der post-capillaren Venu-
len haben!!%*-1%, Die Dosis-Wirkungs-Kurve zeigt, daB so-
wohl LTC, als auch LTD, einen signifikanten Anstieg der
Gefiipermeabilitit schon bei wesentlich geringerer Kon-
zentration als Histamin induzieren. Leukotrien C, wirkt
etwa 5000mal stirker als Histamin. Die Cystein-haltigen
Leukotriene scheinen die GefdBpermeabilitit durch di-
rekte Wirkung auf die GefiBwinde zu erhéhen, da der Ef-
fekt sofort eintritt und keine Freisetzung von Histamin
oder Prostaglandinen oder die Beteiligung von poly-
morphonuclearen Leukozyten nétig ist. In hoheren Kon-
zentrationen verursacht Leukotrien B, Austreten von
Plasma aus den GefiBen. Diese Wirkung setzt z6gernd ein
und benétigt sich anheftende Leukozyten. Bei submaxima-
ler Gabe von Leukotrienen verstirken Vasodilatoren das
Austreten von Plasma; das wurde bei PGE; und LTD, in
Meerschweinchen!'*! und von PGE, und LTB, in Meer-
schweinchen, Kaninchen und Ratten beobachtet!1%%1°7,

LTB, verursachte in der Hamsterbacke bei dhnlichen
Konzentrationen wie LTC, eine extreme Zunahme der
Leukozyten-Adhision an das Endothel von kleinen Venu-
len!'®). DaB LTB, eine erhdhte Adhisionstendenz mensch-
licher Leukozyten bewirkt, wurde auch in vitro an Réhren
mit Nylon-Fasern gefunden! %,
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Wihrend der Superfusion mit LTB, (6-10 min) erhdhte
sich die Zahl der weiBlen Zellen im Interstitium. Dieser Be-
fund ist in Ubereinstimmung mit den chemotaktischen Ei-
genschaften von LTB,. Diese wurden in vitro mit der Boy-
den-Technik beobachtet!!%-112],

In vivo wurde dieser Effekt durch Bestimmung der Ak-
kumulation weiBer Zellen in der Bauchhdhle von Meer-
schweinchen nach intraperitonealer Injektion von LTB,
nachgewiesen"’”, Diese Untersuchungen deuteten darauf
hin, dafl LTB, eine Vermittlerrolle bei der Wanderung von
Leukozyten aus dem Blut an Entziindungsherde spielt.
Neuere Arbeiten zeigten, daB LTB, Neutrophile aktiviert:
In nanomolaren Konzentrationen fithrt LTB, in Zellen zu
schneller Aggregation, Degranulation, Superoxid-Bildung
und Mobilisierung von membrangebundenem Calci-
um[l]‘-llﬂ.

Die entziindungshemmenden Steroide wirken via Inhi-
bierung der Freisetzung von Arachidonsiure; Cyclooxyge-
nase-Inhibitoren wie Aspirin verhindern dagegen die Um-
wandlung dieser S4ure in Prostaglandine und Thrombo-
xane (Fig. 9). Die Steroid-induzierte Inhibierung der Ara-

Phospholipide

*Cnnimnuoidc

Arachidonsiure

C\/&\/\/COOH
-~ —d cd

O(O)H LTA¢

PG(G)H,

PGE;, D;,Fh PGI; TXA: LTB; LTC,—LTD, —=LTE,—LTF,

6K-DGF; TXB; MDA (SRS-A) (SRS—-A) (SRS-A)

Leukotriene

Fig. 9. Bildung von Prostaglandinen, Thromboxanen und Leukotrienen aus
Phospholipiden.

chidonséure-Freisetzung beruht auf der Bildung von Pep-
tid-Inhibitoren der Phospholipase A,; damit wird nicht
nur die Synthese von Prostaglandinen und Thromboxanen,
sondern auch die von Leukotrienen und anderen oxyge-
nierten Derivaten blockiert!’'”-'®). Einige therapeutische
Wirkungen der Steroide, die bei Aspirin und Zhnlichen
Substanzen nicht zu finden sind, kdnnten auf die Inhibie-
rung der Leukotrien-Synthese zuriickgefithrt werden. Die
in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse iiber den
Arachidonséduremetabolismus und die biologischen Wir-
kungen der Metaboliten bieten die Méglichkeit, neue und
spezifische Therapeutika zu entwickeln.

Ich danke allen meinen Mitarbeitern fiir die wichtigen Bei-
trdge, die sie fiir die hier beschriebene Arbeit geleistet haben.

Unsere Forschung wurde vom Schwedischen medizinischen
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Forschungsrat (Projekt 03X-217) und der Knut- und Alice-
Wallenberg-Stiftung unterstiitzt.
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