Ti(OTeF;)2~ mit nur je zwei ganz schwachen Te-F--- Ag
Kontakten von iiber 300 pm Linge'?. Von Verbindungen
mit den Anionen Ti(OTeF,;)2~ und Nb(OTeF,); wird sicher
noch viel zu hoéren sein.

Ausblick : Viele andere schwach koordinierende Anionen
sind denkbar, so z.B. Heteropolyanionen wie PW,,03; [1¥],
Bis jetzt hat aber jedes der aufgezeigten Systeme noch
Schwichen. Die Verwendung von Fluor in der dufBleren
Sphére von idealerweise meist groBen, kugelférmigen Anio-
nen ist hinreichend fiir Losungsmittel wie CH,Cl, und
Chlorfluorkohlenwasserstoffe. In  Kohlenwasserstoffen
sollte sich aber die schwache Koordinationsfdhigkeit der
Fluoratome wieder bemerkbar machen, und letztlich sind
alle Fluorverbindungen gegeniiber Lewis-Sduren wie Fe3*
eigentlich instabil. Das ideale nichtkoordinierende Anion
sollte also eine kugelformige Kohlenwasserstoffoberflidche
haben und die negative Ladung im Inneren tragen, wobei
wieder eine gewisse Oxidationsempfindlichkeit ins Spiel
kommt.

Daf die Herstellung schwach koordinierender Anionen an
unerwarteter Stelle Bedeutung erlangt, zeigt die Tatsache,
daB das Lithiumsalz der Siure HC(SO,CF;),*!! als in
Ethern besonders gut 16sliches Lithiumsalz mit hoher Ionen-
leitfahigkeit und extremer Oxidationsstabilitit in wiederauf-
ladbaren Lithiumbatterien Verwendung findet™?, Diese
Entwicklung konnte die bisherige Batterietechnik revolutio-
nieren.
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Lineare Arachidonsiuremetaboliten mit biologischer Aktivitit —
der erste endogene Cannabinoidrezeptor-Ligand

Von Wolf D. Lehmann™* und Gerhard Firstenberger

Eine wichtige Funktion von Zellmembranen ist die als
Vorratskompartiment fiir mehrfach ungesittigte Fettsduren.
Durch in die Membranen miteingelagerte Antioxidantien
wie Vitamin E sind diese besonders empfindlichen
Fettsduren dort vor Radikal-induzierten Peroxidations-
reaktionen wirksam geschiitzt, und sie liegen ausschliefilich
verestert vor, so dal} sie von zelluliren Enzymen, beispiels-
weise Lipoxygenasen oder Prostaglandin-H-Synthasen, die
bevorzugt freie Fettsduren als Substrat akzeptieren, nicht
angegriffen werden konnen. Die wichtigsten mehrfach unge-
sittigten Fettsduren bei nicht-marinen Sdugern sind Linol-
sdure (9,12-Octadecadiensdure) mit zwei und Arachidonsiu-
re (5,8,11,14-Icosatetraensdure) mit vier nicht-konjugierten
cis-Doppelbindungen. Der Arachidonsiurerest ist unter an-
derem der bevorzugte Substituent am Glycerin-C2-Atom
von Phosphatidylcholin, einem wichtigen Membranbestand-

[*] Priv.-Doz. Dr. W. D. Lehmann, Dr. G. Fiirstenberger
Deutsches Krebsforschungszentrom
Im Neuenheimer Feld 280, D-69120 Heidelberg

1076 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69469 Weinheim, 1993

teil. Im Cytosol unstimulierter Zellen liegt die Konzentration
an freier Arachidonsédure in der GréBenordnung von 0.1 pM;
dies ist deutlich unterhalb der K,-Werte von etwa 10 pM von
wichtigen Arachidonsidure-metabolisicrenden Enzymen. Bei
der Regulierung aller Stoffwechselwege, die iiber freie Ara-
chidonsdure verlanfen, spielt daher deren Freisetzung aus
dem Membran-Pool an veresterten Fettsduren iber die
Phospholipasen A,, C oder D entweder allein oder im Zu-
sammenspiel mit Diacylglycerin-Lipase oder -Kinase eine
Schliisselrolle. Diese Wege sind in der oberen Halfte von
Abbildung 1 dargestellt.

So freigesetzte Arachidonsdure wird in Zellen entweder
reverestert oder rasch zu biologisch hochaktiven Metaboli-
ten umgesetzt. Der Angriff einer Prostaglandin-H-Synthase
leitet die Bildung von cyclischen Metaboliten (Prostaglandi-
nen, Prostacyclinen, Thromboxanen) der Arachidonsidure
ein, deren Struktur und Funktion besonders seit Anfang der
sechziger Jahre intensiv erforscht wurden. Die Bedeutung
des linearen Stoffwechselwegs, der z.B. durch eine Lipoxy-
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Abb. 1. Bildung freier Arachidonsdure aus dem Membran-Pool an veresterten
Fettsduren und ilire Verstoffwechselung zn den hier besprochenen linearen
Metaboliten mit biologischer Aktivitat.

genase eingeleitet wird, wurde durch die Entdeckung
der Sauger-Lipoxygenasen und der linearen Metaboliten
(HETEs, diHETES, Lipoxine, Leukotriene A, und B,) sowie
der linear-verzweigten Metaboliten (Cysteinyl-Leukotriene)
der Arachidonsiure seit Anfang der siebziger Jahre zum Ge-
genstand umfangreicher Untersuchungen!!!. Lineare Meta-
boliten konnen auch durch Angriff einer Cytochrom-P450-
abhidngigen Monooxygenase gebildet werden.

Lineare Metaboliten der Arachidonsdure wurden bei Siu-
gern bisher vor allem in Zellen des blutbildenden Systems
und des Immunsystems nachgewiesen. Uberraschenderweise
wurde kiirzlich ein neuer linearer Arachidonsduremetabolit
aus Nervengewebe isoliert und als endogener Ligand des
Cannabinoidrezeptors identifiziert'®). Aus diesem AnlaB sol-
len hier einige neuere lineare Arachidonsiuremetaboliten
vorgestellt werden, bei denen biologische Funktionen nach-
gewiesen werden konnten. Diese Arachidonsiduremeta-
boliten sowie ihre Bildung sind im unteren Teil von Abbil-
dung 1 dargestellt.

Chemotaxis durch 20-Hydroxyleukotrien B, (20-Hydroxy-
LTB,): Leukotrien B,, (55, 12R)-Dihydroxy-(6Z, 8E, 10E,
147 )-icosatetraensidure(LTB,), wirkt stark chemotaktisch auf
polymorphkernige Leukocyten (Neutrophile), die typischen
Abwehrzellen des Immunsystems. Die Leber ist Hauptort
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fiir den Katabolismus systemisch gebildeter Leukotriene ein-
schlieBlich Leukotrien B, , wobei diese rasch von den Leber-
zellen aufgenommen und dort vor allem in Peroxisomen vom
w-Ende her oxidiert und damit inaktiviert werden. Ein Cha-
rakteristikum der fibrotischen und zirrhotischen Degenera-
tion des Lebergewebes, z.B. bei der durch Alkohol ausgeld-
sten Leberzirrhose, ist die Infiltration von Leukocyten in die
Leber, und es wird vermutet, daf} die Produktion von Neu-
trophil-chemotaktisch wirkenden Metaboliten durch die Le-
ber diesen degenerativen ProzeB weiter vorantreibt. Ein An-
satz, die wichtige Rolle von Ethanol bei diesem komplexen
Geschehen zu untersuchen, besteht darin, den Metabolismus
von Arachidonsiiure oder von chemotaktisch wirkenden
Arachidonsiuremetaboliten in vitro in Hepatocyten in Ge-
genwart von Ethanol zu untersuchen. Mit solchen Unter-
suchungen konnte kiirzlich gezeigt werden, daBl Ethanol in
Leberzellen die mikrosomale §-Oxidation von LTB, vom
w-Ende her auf der Stufe des w-Hydroxy-LTB, blok-
kiert'® 41, Dieses nahezu nur in Gegenwart von Ethanol be-
obachtbare Zwischenprodukt ist ein LTB,-Metabolit mit
erhaltener chemotaktischer Aktivitdt. Dagegen lduft in Ab-
wesenheit von Ethanol der Katabolismus rasch zum w-Car-
boxy-LTB,, einem chemotaktisch unwirksamen Metaboli-
ten, ab. FEine weitere Wirkung von Ethanol auf den
Leukotrien-Stoffwechsel besteht in einer verstarkten LTB,-
Synthese durch die Magen- und Darmschleimhaut, was bei
Ratten beobachtet wurde. Demnach konnte die Blockierung
der Inaktivierung von in der Leber oder systemisch gebilde-
ten chemotaktischen Faktoren wie LTB, durch Ethanol, ver-
starkt durch eine gleichzeitige Induzierung der Leukotrien-
Synthese, ein mdglicher pathogenetischer Mechanismus der
akuten alkoholischen Hepatitis oder der Alkoholzirrhose
sein.

Chemotaxis durch 15-Hydroxy-3-oxoicosatetraensiure :
Bei der Inkubation von peripheren menschlichen Eosinophi-
len mit Arachidonsidure wurde ein bislang unbekanntes Li-
pid mit starker und Eosinophil-spezifischer chemotaktischer
wirkung gefunden'™. Die Struktur dieses Lipids wurde
mit spektroskopischen Methoden als 15-Hydroxy-5-oxo-
6,8,11,13-icosatetraensiure aufgeklirt!®l. Es gelang auch,
diesen neuen linearen Arachidonsduremetaboliten in einem
in vitro System, bestehend aus Sojabohnen-Lipoxygenase
(eine Lipoxygenase mit (155)-Spezifitit) und Arachidonsiu-
re in Gegenwart eines Hamproteins (Cytochrom ¢), herzu-
stellen und zu isolieren. Diese Untersuchungen zeigen, dafl
Eosinophile offenbar in Gegenwart von freier Arachidon-
sdure einen selbstspezifischen chemotaktischen Faktor pro-
duzieren k6nnen.

Chemotaxis und Angiogenese durch (12R )-Hydroxyicosa-
triensdure : Bei Inkubationen von Arachidonsdure mit Horn-
hautepithel-Mikrosomen (vom Auge des Rinds) wurden
zwel neue Arachidonsiuremetaboliten mit biologischer Ak-
tivitit gefunden'”. Beide Metaboliten werden durch eine Cy-
tochrom-P450-abhidngige Monooxygenase gebildet, was
durch die Abhingigkeit der Bildungsreaktion von NADPH
sowie entsprechenden Cytochrom-Monooxygenase-spezifi-
schen Inhibitoren gezeigt werden konnte. Der in kleineren
Mengen gebildete Metabolit wurde als (12R)-Hydroxy-(5Z,
87, 14Z)-icosatriensidure [(12R)-HETrE] identifiziert!®!.
Aufgrund von Befunden bei Inkubationsversuchen mit Deu-
terium-markierter Arachidonsdure wurde vorgeschlagen,
daB (12R)-HETIE iiber eine 12-Oxozwischenstufe gebildet
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wird, die dann durch eine Keto-Reduktase stereospezifisch
zur (12R)-Hydroxyverbindung reduziert wird. (12R)- und
(128)-HETrE wurden synthetisch hergestellt und ihre biolo-
gischen Effekte getrennt in vivo am Kaninchenauge gete-
stet® 1. Dabei zcigte der isolierte Metabolit die gleich starke
Beeintrachtigung der Blut/Augenfliissigkeit-Schranke wie
physiologisch vorkommende (12R)-HETIE — gemessen iiber
die Protein-Konzentration in der Trinenfliissigkeit — wih-
rend (12S)-HETIE bei gleicher Dosierung (10 ng in 25 pL.
wiBrigem Phosphatpuffer) kaum wirkte. Auf dieser Grund-
lage wurde der Metabolit als (12R-HETIE identifiziert. Das
physiologisch gebildete (12R)-Enantiomer zeigte auch eine
stark gefiBerweiternde Wirkung, eine Leukocyten-spezifi-
sche Chemotaxis und eine angiogene (gefaBneubildende)
Wirkung, wihrend das (S)-Enantiomer bei gleicher Dosie-
rung wirkungslos blieb. Das (S)-Enantiomer zeigte erst bei
so hoher Dosierung ahnliche Effekte wie das (R)-Isomer,
daB der Verdacht naheliegt, diese Effekte konnten durch das
Vorhandensein von etwa 1-2% (R)-Enantiomer in der ver-
abreichten (12S)-HETrE verursacht sein. Die allein durch
(12R)-HETrE induzierbaren Effekte sind typisch fiir Prozes-
se, die bei Entziindungen oder Wundheilungen am Auge zu
beobachten sind, und die vorliegenden Untersuchungen stiit-
zen stark die Hypothese, daB mit (12R)-HETTE ein physiolo-
gischer Mediator dieser Vorginge entdeckt werden konnte.

Hemmung eines lonentransportsystems durch (12R)-Hy-
droxyicosatetraensdure - Der Hauptmetabolit, der bei der In-
kubation von Arachidonsdure mit Mikrosomen aus
Hornhaut auftrat, wurde als 12-Hydroxyicosatetraensidure
(12-HETE) identifiziert. Bei der Untersuchung biologischer
Effekte wurde eine starke Hemmwirkung dieses Metaboliten
auf das Ionentransportsystem(Na " /K *)ATPase der Augen-
hornhaut beobachtet. Dieses Tonentransportsystem ist weit
verbreitet und hat die Aufgabe, einen Natrium- und Kalium-
Konzentrationsgradienten und damit einen elektrischen
Gradienten {iber der Zellmembran aufzubauen und zuséitz-
lich Chlorid aus der Zelle auszuschleusen. In der Hornhaut
der Augen hat es dariiber hinaus wahrscheinlich noch spe-
zielle Funktionen wie die Aufrechterhaltung der Transpa-
renz. Beim Vergleich der Inhibitorwirkung des isolierten Me-
taboliten mit synthetisch hergestellter (12R)- und (125)-
HETE wurde festgestellt, daB3 nur (12R)-HETE den biologi-
schen Effekt des isolierten Metaboliten zeigte. Auf dieser
Grundlage wurde der Metabolit als (12R)-HETE identifi-
ziert. Die Hemmwirkung von (12R)-HETE auf (Na™/
K ")ATPase wurde beim Rind und bei Ratten auch in ande-
ren Geweben beobachtet' ], was die Vermutung stiitzt, daB3
(12R)-HETE moglicherweise ein physiologischer Inhibitor
dieses fonentransporters ist.

Arachidonylethanolamin als endogener Ligand des Canna-
binoidrezeptors: Das Vorkommen von Fettsdureamiden in
Gehirn ist bereits linger bekannt. Vor kurzem konnte ein
spezielles Amid der Arachidonsdure — Arachidonylethanol-
amin — als erster natiirlicher Ligand des Cannabinoidrezep-

tors aus Schweinehirn isoliert werden!. Es wurde eine Fiille
von chromatographisch getrennten Einzelfraktionen aus
Hirngewebe mit Rattenhirn-Synaptosomen inkubiert, bei
denen der Cannabinoidrezeptor mit einem extrem stark bin-
denden Tritiummarkierten Cannabinol-Homologen beladen
war (HU-243, K,: 45 pm). Die Fihigkeit dieser isolierten
Fraktionen, den markierten Liganden zu verdringen, wurde
getestet, wobei offenbar viele lipophile Fraktionen des Hirn-
gewebes einen Teil des Liganden auch iiber einen unspezifi-
schen ,,Emulgatoreffekt* freisetzen konnten. Dennoch ge-
lang es, aus 4.5kg Gehirn des Schweins 600 pg einer
hochspezifisch an den Cannabinoidrezeptor bindenden Sub-
stanz zu isolieren und deren Struktur mit spektroskopischen
Methoden als Arachidonylethanolamin zu identifizieren!?.
Weiterhin wurde die Identitdt mit dem entsprechenden syn-
thetischen Produkt bewiesen. Mit dieser Untersuchung ist
offenbar der erste natiirliche Ligand des Cabinnoidrezeptors
entdeckt worden, dessen Aminosduresequenz beispielsweise
bei Ratten!'"! und beim Menschen!*? bekannt ist. Bislang
wurden erfolglos mehr als 20 weitere Arachidonsdure-
derivate auf eine spezifische Bindung an den Cannabinoid-
rezeptor getestet. Diesem Rezeptor kommt bei der Kontrolle
einer Vielzahl wichtiger Funktionen wie der Bewegungs-
steuerung, der Schmerzempfindung oder der emotionalen
Disposition, eine wichtige Rolle zu.

Die hier zitierten analytischen und funktionellen Untersu-
chungen iber lineare Arachidonsiduremetabolite, die zum
Teil iber Lipoxygenasen und/oder Cytochrom-P450-Mo-
nooxygenasen gebildet werden, illustrieren die groe Bedeu-
tung dieser recht einfach aufgebauten Verbindungen bei der
Regulation elementarer Lebensprozesse wie der Immunab-
wehr, der Aufrechterhaltung des Membranpotentials und
der Rezeptor-gesteuerten Signaliibertragung im Nerven-
gewebe.
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