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Abstract

Qualitativ unterschiedliche genomische und nichtgenomische Mechanismen vermitteln die
starken anti-inflammatorischen und immunmdulatorischen Eigenschaften der Glucocorticoide
(GC). Der genomisch vermittelte Mechanismus ist bereits gut untersucht und dokumentiert,
wihrend der nichtgenomisch vermittelte Mechanismen noch einen Gegenstand vielseitiger
Untersuchungen darstellt. Wir haben uns daher die Frage gestellt, ob Beclometason und
Clobetasol besonders geeignet fiir die topische Applikation sind, weil sie sich in ihrem
Wirkungsspektrum von systemisch zu applizierenden GC wie Dexamethason unterscheiden. Wir
verglichen dazu die Effekte auf den Sauerstoffverbrauch mittels der Clark-Elektrode
(nichtspezifisch nichtgenomischer Mechanismus), auf die IL-6-Synthese mittels ELISA
(genomischer Mechanismus) und auf die Apoptose mittels Durchflusszytometrie
(nichtgenomischer und genomischer Mechanismus) in ruhenden und stimulierten humanen
PBMC. Dabei zeigten Beclometason und Clobetasol in sehr niedrigen Konzentrationen (1077,
10® M) einen stirkeren Effekt auf den Sauerstoffverbrauch, waren aber in hohen
Konzentrationen (10°, 10* M) weniger potent im Vergleich zu Dexamethason. Auch
hinsichtlich ihrer genomischen Potenz waren die topischen GC in einer Konzentration von
10" M und 10® M effektiver als Dexamethason, in hoheren Konzentrationen unterschieden sie
sich aber nicht. Alle drei GC induzierten Apoptose konzentrationsabhéngig und unterschieden
sich nicht in Konzentrationen zwischen 10® M und 10 M. In einer Konzentration von 10* M
war die Induktion von Apoptose durch die topischen GC in PBMC und Jurkat-T-Zellen aber
signifikant stiarker im Vergleich zu Dexamethason. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich topische
und systemische GC in ihrer genomischen und nichtgenomischen Potenz signifikant
unterscheiden. Es ist daher davon auszugehen, dass nichtgenomische Effekte eine deutlichere

klinische Relevanz besitzen als bisher angenommen.
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Apoptose

Interleukin-6
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Abstract

Several different genomic and non-genomic mechanisms mediate the important anti-
inflammatory and immunomodulatory effects of glucocorticoids (GCs). The genomic effects are
the most important while the clinical relevance of non-genomic actions is still a matter of debate.
We therefore investigated whether beclomethasone and clobetasol are particularly suitable for
topical application because they differ in their spectrum of activity from systemically
administered GCs such as dexamethasone. We compared effects on oxygen consumption as
measured with a Clark electrode (nonspecific non-genomic glucocorticoid effects), on
interleukin-6 synthesis by means of ELISA (genomic effects) and on apoptosis using flow
cytometry (non-genomic and genomic effects) in quiescent and mitogen-stimulated PBMCs.
Beclomethasone and clobetasol had stronger effects on the oxygen consumption of quiescent and
stimulated cells at lower concentrations (107°, 10® M) but were less potent at higher
concentrations (10°, 10* M) in comparison with dexamethasone. Also in terms of genomic
potency, topical GCs were more effective than dexamethasone at 10'° M and 10° M but gave
similar results at higher concentrations. The ability of all three GCs to induce apoptosis was
found to be concentration-dependent and similar at concentrations between 10 and 10° M but,
compared with 10* M dexamethasone, 10 M beclomethasone or clobetasol was significantly
more effective at inducing apoptosis in both PBMCs and Jurkat T cells. These results show that
systemic and topical GCs differ significantly in their ability to induce genomic and non-genomic
effects. This suggests that non-genomic effects are more therapeutically relevant in certain

clinical conditions than currently assumed.

genomic and non-genomic glucocorticoid effects
systemic and topical glucocorticoids

human peripheral blood mononuclear cells
apoptosis

interleukin-6

oxygen consumption
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1. Einleitung

Glucocorticoide sind seit ihrer erstmaligen klinischen Anwendung 1948 durch Philip S. Hench
zu einem unverzichtbaren Bestandteil der medikamentésen Therapie in der modernen Medizin

geworden (Hench et al. 1949). Cortison als physiologisches Steroidhormon der

Nebennierenrinde (Zona fasciculata und reticularis) wurde 1936 von E.C. Kendall, O.
Wintersteiner und T. Reichstein unabhidngig voneinander entdeckt und konnte ab 1948

vollstindig synthetisiert werden (Kaiser et al. 1988).

Physiologisch vermitteln Glucocorticoide wichtige Wirkungen im Glucose-, Lipid- und
Proteinstoffwechsel. Sie spielen eine bedeutende Rolle bei Prozessen der Zelldifferenzierung,

der Regulation von Wachstum und Apoptose (Planey et al. 2000, King et al. 1998) und stellen

iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus einen wichtigen neuroendokrinen

Regulationsfaktor fiir Inmunfunktion und Stress dar (Webster et al. 2002, Sapolsky 2000).

Therapeutisch haben Eigenschaften wie ausgeprigte antiinflammatorische, immunsuppressive,
antiddematose, zytostatische und antiallergische Wirkungen zu ihrem Einsatz in fast allen

medizinischen Fachgebieten gefiihrt (Morand 2000, Hatz 1998, Kaiser et al. 1997). Sie dienen

sowohl als Notfallmedikamente bei lebensbedrohlichen Zustinden wie beispielsweise beim

Status asthmaticus als auch als Langzeittherapeutika wie bei der Rheumatoiden Arthritis.

Glucocorticoide werden in unterschiedlichen Dosierungen in Abhingigkeit von der Indikation

eingesetzt (Buttgereit et al. 2002). Gute klinische Effekte erreichen systemisch applizierte

Glucocorticoide als low—dose-Therapie bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen, die einer
Langzeittherapie bediirfen. Glucocorticoide werden dabei in sehr niedrigen Dosen (< 5 mg
Prednisoloniquivalent (PA)/Tag) als gerade noch wirksame Erhaltungsdosis u.a. zur Behandlung

der Rheumatoiden Arthritis und des Asthma bronchiale angewandt (Kirwan 2001, Umland et al.

2002). Niedrige Dosen (< 7,5 mg PA/Tag) werden zur Erhaltungstherapie bei rheumatischen
Erkrankungen verwendet, ohne dabei unvertretbar viel unerwiinschte Nebenwirkungen

hervorzurufen (da Silva et al. 2000, Klippel 1998). Mittlere Dosen (> 7,5 mg bis < 30 mg

PA/Tag) dienen z. B. der Therapie der Rheumatoiden Arthritis, der Polymyalgia rheumatica, des
Asthma bronchiale oder des subakuten Hirnddems (Li et al. 2000, Meinig et al. 1990, Kaiser

1991). Bei subakuten und akuten Krankheiten und speziell bei lebensbedrohlichen Verldaufen
werden Glucocorticoide iiber einen kurzen Zeitraum (3-5 Tage) in hohen (> 30 mg bis < 100 mg
PA/Tag) und sehr hohen Dosen (> 100 mg PA/Tag), speziell als hochdosierte intravendse
StoBtherapie (> 250 mg PA/Tag), gegeben. Hauptindikationen hierfiir  sind



Abstofungsreaktionen nach Organtransplantationen (Volpin et al. 2002), akute Schiibe der

Multiplen Sklerose (Brusaferri et al. 2000), der Rheumatoiden Arthritis, von Kollagenosen und

generalisierten Vaskulitiden (Langford 2001, Navarette et al. 2000, Youssef et al. 1997), schwere

akute Asthmaanfille bzw. Schidel-Hirn-/Riickenmarkstraumata (Hall 2001, Bracken et al.
1992).

Trotz der intensivierten Forschung zur Aufklarung der Wirkmechanismen der Glucocorticoide in
den letzten Jahren werden die Risiken einer Glucocorticoidtherapie noch nicht geniigend
beherrscht. Unerwiinschte systemische Wirkungen wie die Symptomatik des Hyperkortizismus

(Ferrari 2003) oder die glucocorticoid-induzierte Osteoporose (Patschan et al. 2001) stehen

ithrem weitverbreiteten Einsatz gegeniiber. Viele Einzelwirkungen konnten erforscht werden,
ohne dass sich ein endgiiltiges Gesamtkonzept der Wirkungsmechanismen der Glucocorticoide

etablieren lieB (Buttgereit et al. 1996, Goulding et al. 1993). Auch heute noch lasst sich dieses

Gesamtkonzept nur als Hypothese formulieren (Buttgereit et al. 1998).

1.1 Modulare Wirkungsmechanismen von Glucocorticoiden

Buttgereit et al. fassten die Erkenntnisse liber den modularen Wirkungsmechanismus von

Glucocorticoiden als Hypothese zusammen (Buttgereit et al. 1998). Es wird davon ausgegangen,

dass Glucocorticoide ihre therapeutischen Effekte {iiber drei qualitativ unterschiedliche

Mechanismen vermitteln (Buttgereit et al 1998, Wehling et al. 1997):

Genomisch (Modul I)
Spezifisch nichtgenomisch (Modul 11)

Unspezifisch nichtgenomisch (Modul I11).

Genomische, lber einen ubiquitdren, zytosolischen Rezeptor vermittelte Wirkungen treten
bereits bei sehr niedrigen Dosen auf (< 10> M). Bei Dosissteigerung nehmen die genomischen
Wirkungen durch verstirkte Rezeptorauslastung quantitativ zu, allerdings nur bis zu einem
Maximum, dass bei einer Dosis von etwa 200-300 mg PA pro Tag liegt. Nach Applikation dieser
Dosis ist der Sittigungsbereich zytosolischer Rezeptoren fiir Glucocorticoide erreicht (Tyrrell

1995). Der zusitzliche therapeutische Nutzen bei weiterer Dosissteigerung in entsprechenden
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klinischen Situationen kann daher nur iiber zusitzlich zur Verfligung stehende, nichtgenomische
Mechanismen erzeugt werden.

Man geht zum einen davon aus, dass Glucocorticoide bei Dosen > 10° M iiber einen
membranstindigen Glucocorticoidrezeptor spezifisch nichtgenomische Effekte vermitteln. Bei
sehr hohen Dosen (> 10” M) kommt es zusitzlich iiber eine Interkalierung der Glucocorticoide
in die Zellmembran zu unspezifisch nichtgenomischen Effekten. Abbildung 1 gibt einen
zusammenfassenden  Uberblick  {iber die  drei modularen  Mechanismen  der

Glucocorticoidwirkungen.

g Glucocorticoid

GCR mit HSP 90 IP,, Ca2*, PKC - Kationentransport
N g - Phospholipidturnover

/ S :| NFx-B

Y W"A’W

-IL-1, IL-6, TNFa
-COX 2
- Phospholipase A,

- Lipocortin-1
- IkBa

Abb. 1: Modulares Konzept der zelluldren Glucocorticoidwirkungen nach Buttgereit et al. 1998.
Genomischer (I), spezifisch nichtgenomischer (II) und unspezifisch nichtgenomischer
(IIT) Wirkmechanismus; HSP: heat-shock-protein; IPs: Inositoltriphosphat; PKC:
Proteinkinase C; NF-xkB: nuclear factor «B; IL: Interleukin; TNEF:
Tumornekrosefaktor; COX: Cyclooxygenase
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Genomische Wirkungen (Modul I)

Munck et al. entdeckten 1968 erstmals zytoplasmatische Glucocorticoidrezeptoren (cGR) in

Rattenthymozyten (Munck et al. 1968). 1985 konnten Hollenberg et al. die

Glucocorticoidrezeptor-cDNA klonieren (Hollenberg et al. 1985). Seit 1991 ist die Struktur des

zytosolischen  Glucocorticoidrezeptors o (cGRa) bekannt (Encio et al. 1991).

COOH — Steroid -
I I I 1 H 1 | bine alzess
| w - S Mol
1 T ivierung DNA - hinge
NH 3 t1 bindung t2 HSP%

HSP56

C CC C
Zn)
C C Dimerisierung

nukledire  Lokalisierung

Abb. 2: Intrazelluldrer Glucocorticoidrezeptor a. (Berki et al. 1998, deRijk et al. 2002)

Bisher wurde nur ein Glucocorticoidrezeptorgen nachgewiesen (Chromosom 5ql1-ql3;

Hollenberg et al. 1985). Es sind aber mehrere Proteinisoformen bekannt (Yudt et al. 2002). Zwei

Isoformen werden mit o und B bezeichnet. Der cGRa (777 Aminoséduren) stellt die biologisch
aktive Form dar. Er weist im Wesentlichen drei Regionen auf: An das carboxyterminale Ende
bindet das Glucocorticoid (Ligandbindungsdomine), die mittlere Region dient als Bindungsstelle
fiir die DNA im Zellkern, das aminoterminale Ende ist speziesabhiingig verschieden, hat eine
stark antigene Potenz und nimmt eventuell Einfluss auf andere hormonsensitive
Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma. Der cGRB (742 Aminosduren) kann keine
Glucocorticoide binden und nicht die Transkription beeinflussen. Trotzdem wird er in allen
glucocorticoid-sensitiven Geweben gefunden. Eine eigenstindige Funktion ist bis jetzt nicht

bekannt (Yudt et al. 2001). Er stellt wahrscheinlich eine dominant negative

Antagonisierungsform von cGRa dar (Oakley et al. 1999, Bamberger et al. 1995).

Die iiber den ¢cGR vermittelte genomische Beeinflussung der Transkription tritt nach einer
zeitlichen Latenz von frithstens 30 Minuten nach Rezeptorbindung auf und erreicht ihr
Maximum nach 6 bis 8 Stunden, wobei der Wirkungseintritt vom Zellzyklus abhingt. Zu den am
frithsten beobachteten cGR vermittelten transkriptionsabhdngigen Wirkungen zdhlt die von
Groner et al. beschriebene, 7,5 Minuten nach Glucocorticoid-Applikation aufgetretene

Transkriptionsinitiation im Mausmodell (L tk-aprt-Zellen, Groner et al. 1983). Der Nachweis der
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Spezifitit genomischer Effekte erfolgt {iber die Antagonisierung mit RU486, einem
Steroidrezeptorblocker mit hoher Spezifitit fiir den GR (Bamberger et al. 1995).

Der Mechanismus der ¢cGR vermittelten transkriptionsabhdngigen Effekte ist auf molekularer
Ebene weitgehend aufgeklart. Die Modulation glucocorticoid-sensitiver Gene wird iiber den
cGRa realisiert, der Ttber eine Komplexbindung mit Chaperon-Molekiilen (zwei
Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp90 und ein Immunophilin Ip56) verbunden ist. Er wird zu
den nukledren Transkriptionsfaktoren gezdhlt. Jede Zelle enthdlt ca. 3000-100000 dieser
Rezeptoren. Als lipophile Substanzen sind Glucocorticoide in der Lage, Biomembranen durch
Diffusion zu passieren. IThre Bindung an den zytosolischen Rezeptor flihrt zur Dissoziation der
Chaperon-Molekiile, wodurch die DNA-Bindungsstelle frei wird. Der Steroid-Rezeptor-
Komplex dimerisiert und kann in dieser aktivierten Form nach seiner Translokation in den
Zellkern direkt an sogenannte ,,glucocorticoid responsive elements® (GRE) - spezifische kurze
DNA-Sequenzen des Zielgens — binden und damit in der Promoterregion die Transkription des

entsprechenden Gens aktivieren oder inhibieren (Schulz et al. 2000). Die iibereinstimmende

DNA-Bindungssequenz der GRE ist eine 15 Dbp-Sequenz  bestehend  aus
GGTACA(nnn)TGTTCT. Man geht von 10-100 Genen pro Zelle aus (< 1 %), die auf diese
Weise direkt reguliert werden (Barnes 1998). Uber diesen Mechanismus erfolgt z. B. die
Induktion der Synthese endogener antiinflammatorischer Proteine wie IL-10 oder Lipocortin 1.
Uber Lipocortin 1 kommt es zu einem Eingriff in die Arachidonsiurekaskade im Sinne einer
Suppression der Synthese von Leukotrienen und Prostaglandinen durch Hemmung der
zytosolischen Phospholipase A,.

Andererseits interferiert der Steroid-Rezeptor-Komplex mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie
NF-xB, AP-1, STAT und NFAT, und hemmt dadurch indirekt die Transkription von Genen
(Vanden Berghe et al. 1999). Dieser Mechanismus hat besondere Bedeutung fiir die

Expressionshemmung proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-2, IL-6, TNFa, IFNy). Der
Steroid-Rezeptor-Komplex blockiert dabei zum einen die Bindung von NF-kB an DNA-
Bindungsstellen, induziert aber auch die Synthese des inhibitorischen Transkriptionsfaktors

IkBa., der die Translokation von NF-kB in den Zellkern hemmt (Auphan et al. 1995).

Dariiber hinaus geht man davon aus, dass Glucocorticoide nicht nur die genomvermittelte
Transkription hemmen, sondern auch  posttranskriptionell ~RNA-Translation und

Proteinexpression beeinflussen. Es wird eine Modifikation der mRNA und der

posttranslationalen Prozessierung von Zytokinen angenommen (Adcock et al. 2001, 1995,

Adcock 2000).
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Fiir die Beschreibung cGR-vermittelter transkriptionsabhéngiger Effekte gilt:

zeitliche Latenz des Wirkungseintritts (30 Minuten bis Stunden)

ab einer Konzentration von 10-12 M im Plasma nachweisbar

ldngere Zeit nach Elimination des Glucocorticoids aus Extrazelluldrraum nachweisbar
vorwiegend antiinflammatorische Wirkung schon bei niedrigen Konzentrationen
vorwiegend immunsuppressiv bei hoheren Konzentrationen

blockierbar durch Aktinomycin und Cycloheximid (Hemmung der Transkription bzw.

Proteinsynthese)

Nichtgenomische Wirkungen

In den letzten Jahren wurden schnell eintretende Glucocorticoidwirkungen (,,rapid effects )
beobachtet, die mit den Kriterien fiir genomische Wirkmechanismen nicht vereinbar waren. Die
als nichtgenomisch bezeichneten Wirkungen sind Gegenstand der gegenwartigen
Steroidforschung (Losel et al. 2003, Buttgereit et al. 2002, Borski et al. 2002, Cato et al. 2002,
Schmid et al. 2000, Falkenstein et al. 2000). Es gelten folgende Kriterien:

schneller Wirkungseintritt (Sekunden bis wenige Minuten)
nur kurz anhaltend
von Transkription unabhdngig (unempfindlich gegeniiber Aktinomycin)

von Proteinsynthese unabhdngig (unempfindlich gegeniiber Cycloheximid)

Spezifisch nichtgenomische Wirkungen (Modul I1)

Nichtgenomische Effekte, die bereits bei niedrigen Glucocorticoidkonzentrationen eintreten,
werden wahrscheinlich spezifisch {iber einen membranstindigen Glucocorticoidrezeptor (mGR)
vermittelt und beeinflussen im Weiteren schnelle second messenger-Systeme iiber IP;, cAMP,

PKC und Ca*" (Buttgereit et al. 1998).

Humane membranstindige Steroidrezeptoren konnten fiir Ostrogen, Testosteron, Progesteron

und Vitamin D nachgewiesen und funktionell charakterisiert werden (Levin 2002, Wunderlich et

al. 2002, Luconi et al. 2002, Norman et al. 2002). Membranstindige Glucocorticoidrezeptoren
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wurden zwar wiederholt an tierischen Zellen beschrieben (Gametchu et al. 1984, Gametchu

1987, Orchinik et al. 1991, 1992, Evans et al. 1998, Chen et al. 1999, Borski 2000). Sie konnten

aber vorerst nur an der humanen Leukdmiezelllinie CCRF-CEM sowie an Lymphozyten

leuk@amischer Patienten nachgewiesen werden (Gametchu et al. 1993, 1999). Gametchu et al.
postulierten auch eine Korrelation der Expression membranstindiger Glucocorticoidrezeptoren

mit der Induktion von Apoptose (Diba et al. 2001, Chen et al. 1999, Sackey et al. 1997,

Gametchu et al. 1987, 2002). Kiirzlich gelang es unserer Arbeitsgruppe durch Anwendung einer

hochsensitiven Immunfluoreszenzfarbung humane membranstindige Glucocorticoidrezeptoren
auch unter physiologischen Bedingungen an humanen Monozyten und B-Lymphozyten

nachzuweisen (Bartholome et al. 2004).

Es werden mittlerweile einige spezifisch nichtgenomische Effekte mit schneller
Signaltransduktion an verschiedenen Zellsystemen diskutiert. Qiu et al. beschrieb die schnelle
Hemmung des nikotininduzierten Ca**- Influx an einer Phdochromozytomzelllinie (PC12) sowie

schnelle Aktivierung von p38, JNK und ERK1/2-MAPK (Qiu et al. 1998, 2001). Borski et al.

zeigten an priméren Fisch-Hypophysenzellen eine schnelle Hemmung der Prolaktin-Freisetzung
in vitro innerhalb von 10-20 Minuten, begleitet von einer schnellen Reduktion des intrazelluldren

Ca®’- und cAMP-Levels (Borski et al. 1991, 2002).

Es wird diskutiert, dass der mGR ein eigenstindiges Genprodukt darstellt, wie es fiir den
Progesteronrezeptor von Falkenstein et al. und Bernauer et al. angenommen wird (Falkenstein et

al. 1996, Bernauer et al. 2001). Gametchu et al. gehen im Gegensatz dazu davon aus, dass es sich

um eine splice-Variante des zytosolischen Glucocorticoidrezeptors handelt, die in die

Plasmamembran intergriert werden kann (Chen et al. 1999). Razandi et al. konnten fiir

Ostrogene nachweisen, dass nukledre und membranstindige Ostrogenrezeptoren von einem

gemeinsamen Gentranskript abstammen (Razandi et al. 1999).

Unspezifisch nichtgenomische Wirkungen (Modul I11)

Werden sehr hohe Glucocorticoiddosen appliziert, geht man zusétzlich von einem unspezifisch
nichtgenomischen Mechanismus aus, der iiber physikochemische Wechselwirkungen des
Glucocorticoidmolekiils mit Biomembranen vermittelt wird und nicht durch spezifische
Antagonisten hemmbar ist. Wahrscheinlich interkalieren die Molekiille in Zell- und
Mitochondrienmembranen anstelle des strukturell verwandten Cholesterinmolekiils (Buttgereit et
al. 1998). Daraus resultierende Modulationen von Membraneigenschaften, wie die verdnderte

Membranfluiditdt und erhdhte osmotische Resistenz im Sinne einer Membranstabilisierung mit
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Beeinflussung der Kationenpermeabilitdt durch Veranderung des transmembranédren elektrischen
Potenzials (Hemmung des Transports von Ca’’, K™ und Na* iiber die Membran) und die
Verdnderungen im Phospholipidstoffwechsel fiihren zu einer Beeinflussung des zelluldren
Energiestoffwechsels. Schmid et al. konnten in in vitro-Experimenten mit Con A-stimulierten
humanen Lymphozyten eine Reduktion des zelluliren Sauerstoffverbrauchs durch sehr hohe
Dosen von Methylprednisolon im Bereich von 10* M zeigen, wihrend die Proteinsynthese

hierdurch kaum beeinflusst wurde (Schmid et al. 2000). Buttgereit et al. wiesen nach, dass durch

sehr hohe Dosen von Methylprednisolon im gleichen Konzentrationsbereich der Ca**- und Na*-

Influx in Con A-stimulierten Rattenthymozyten gehemmt wird (Buttgereit et al. 1997).

Vergleichbar hohe Konzentrationen werden in vivo bei der intravendsen StoBltherapie oder bei
intraartikuldren Injektionen erreicht. Buttgereit et al. konnten zudem zeigen, dass die
Beeinflussung des zelluliren Energiestoffwechsels dabei nicht durch eine verminderte ATP-
Bereitstellung infolge einer direkten Hemmung der oxidativen Phosphorylierung erfolgt, sondern
durch eine nichtgenomisch vermittelte Inhibition ATP-verbrauchender Prozesse wie dem

Kationentransport {iber die Membran (Buttgereit et al. 1993). Die unspezifisch nichtgenomische

Modulation des zelluldren Energiehaushalts durch Glucocorticoide hat Einfluss auf die

Immunfunktion der Zelle (Buttgereit et al. 2002, 2000). In den letzten Jahren konnten

verschiedene Zellsysteme hinsichtlich ihres zelluldren Energiestoffwechsels quantifiziert und
durch den Vergleich ATP-bildender und -verbrauchender Prozesse umfassend energetisch

bilanziert werden (Buttgereit et al. 1991, 1992, 1995, Schmid et al. 2000, Kuhnke et al. 2003).

Erweiterung des modularen Wirkmodells

Neuen Hinweisen zufolge konnen schnelle Glucocorticoidwirkungen auch infolge spezifischer
Interaktionen mit dem cGRa transkriptionsunabhéngig hervorgerufen werden. Dabei werden

schnelle intrazelluldre Signaltransduktionswege aktiviert (Buttgereit et al. 2002, Borski et al.

2002, Cato et al. 2002, Reichardt et al. 2001).

Croxtall et al. konnten nachweisen, dass die dexamethasonabhéingige Phosphorylierung von
Lipocortin 1 bereits sehr friih nach 5 Minuten eintritt und trotzdem {ber zytosolische
Glucocorticoidrezeptoren vermittelt ist. Sie kann durch RU486 antagonisiert werden, zeigt aber
keine Sensitivitit gegeniiber Aktinomycin. Es wird vermutet, dass dieser Mechanismus durch
Kinasen wie src, die neben den Hitzeschockproteinen zusitzlich am Multi-Protein-Komplex des
zytosolischen Glucocorticoidrezeptors assoziiert sind, vermittelt ist (Pratt 1998, Croxtall et al.

2000).
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Solito et al. zeigten, dass Dexamethason die Serin-Phosphorylierung von Annexin 1 und die
Translokation an die Zellmembran innerhalb von 30 Minuten induziert und dass dieser PKC- und
IP;-abhingige Signaltransduktionsweg durch RU486, nicht aber durch Aktinomycin oder
Cycloheximid blockierbar ist (Solito et al. 2003).

Zudem konnte gezeigt werden, dass auch verschiedene schnelle Signaltransduktionswege, die
rezeptorabhingig, aber transkriptionsunabhidngig sind, eine Rolle bei der glucocorticoid-
induzierten Apoptose spielen. Dexamethason fithrt in Maus-Thymozyten zu einer schnellen
aSMase-abhingigen Ceramidinduktion innerhalb von 15 Minuten. In der Folge kommt es zur
Aktivierung von Caspasen (8, 9 und 2) und Apoptose. Zudem induziert Dexamethason innerhalb
von 5 Minuten die PKC- und PI-PLC-abhédngige Generation von DAG als Voraussetzung fiir die
Aktivierung der aSMase (Cifone et al. 1999). Marchetti et al. konnten zudem zeigen, dass PI-

PLC an die Glucocorticoidrezeptor-assoziierte Src-Kinase bindet und Dexamethason die
Phosphorylierung und Aktivierung der PI-PLC induziert. Die src-abhéngige Aktivierung der PI-
PLC ist ein Teil des Signaltransduktionswegs der Dexamethason-induzierten Apoptose

(Marchetti et al. 2003).

1.2 Struktur-Wirkungsbeziehung von Glucocorticoiden

Durch Hydroxylierungen von Cortison an den Positionen 11, 17 und 21 entsteht Cortisol mit
einer verstirkten Bindungsaffinitit zum cGR. Kristallstrukturanalysen der cGRa-
Lingandbindungsdoméne weisen auf ein umfangreiches Wasserstoftbriickennetz zwischen den

Hydroxylgruppen der Glucocorticoide und dem cGRa hin (Bledsoe et al. 2002). Die

Differenzierung von mineralocorticoiden und glucocorticoiden Wirkungen gelang durch die
Einfiihrung einer zweiten Doppelbindung zwischen den C-Atomen an Position 1 und 2 am Ring

A des Cortisols (Shroot et al. 1982). Das daraus resultierende Prednisolon hat eine vierfach

stiarkere glucocorticoide und eine nur zweidrittel so starke mineralocorticoide Wirksamkeit als
Cortisol. Halogenierungen an Position 9a und 6a steigert die Bindungsaffinitdt an den cGRa
aber auch an den Mineralocorticoidrezeptor. Eine weitere Monohalogenierung an Position 16
steigert dagegen die glucocorticoide Wirksamkeit nochmals und ldsst die mineralocorticoide

Wirksamkeit fast vernachléssigbar klein werden (Rupprecht et al. 1993, Dahlberg et al. 1984).

In der vorliegenden Arbeit wurde Dexamethason als systemisch wirksame Referenzsubstanz

verwendet. In der klinischen Praxis wird es sowohl systemisch als auch topisch (z.B. inhalativ,
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intraartikuldre Injektion) appliziert. Durch seine Methylierung an Position 16 gehort es zu den

am stédrksten wirksamen synthetischen Cortisolanaloga.

Dem Einsatz systemischer Glucocorticoide stehen als weitere Applikationsform topische
Glucocorticoide  gegeniiber. Sie sind v.a. bei der inhalativen Therapie von
Atemwegserkrankungen, insbesondere des Asthma bronchiale (Budesonid, Beclomethason) und
bei Haut- und Schleimhauterkrankungen (Clobetasol) indiziert, werden aber auch fiir

intraartikulére Injektionen bei entziindlichen Gelenkerkrankungen verwendet.

Topische Glucocorticoide, die in der Dermatologie zum Einsatz kommen, wirken ebenso wie die
systemischen Glucocorticoide antiinflammatorisch, antiproliferativ und immunsuppressiv. Lokal
werden dabei v.a. die Glukosaminoglykansynthese in der Dermis und der Stoffwechsel der
Fibroblasten gehemmt (Proliferationsrate). Man geht bisher davon aus, dass Corticoidexterna vor
allem iiber den cGR-vermittelten genomischen Weg wirken. Topische Glucocorticoide der
vierten Generation (soft-steroids) haben eine besonders hohe Bindungsaffinitit. Ab einer
bestimmten lokalen Glucocorticoidkonzentration kommt es zu keiner weiteren Steigerung der
entziindungshemmenden Wirkung, wahrscheinlich weil dann die maximale Rezeptorbindung

erreicht ist (Brazzini et al. 2002).

Man unterscheidet vier Generationen und vier Wirkstarkeklassen corticoidhaltiger Dermatopika.
Clobetasol-17-propionat ist ein stark wirksames topisches Glucocorticoid der Klasse IV aus der
zweiten Generation. Es ist an C-Atom 9 fluoriert und an C-Atom 17 verestert. Veresterungen an
Position 17a sind fiir die topische Therapie entscheidend. Sie erhohen die Lipophilie, so dass

eine bessere lokale Penetration erreicht werden kann (Gysler et al. 1999). Sie sind aber auch fiir

eine erhdhte Bindungsaffinitdt zum cGRa verantwortlich (Shroot et al. 1982).

Aufgrund ihrer guten therapeutischen Effektivitit und ihres geringen Nebenwirkungsprofils
haben topische inhalative Glucocorticoide die systemischen Glucocorticoide vor allem in der
Langzeittherapie verschiedener pulmonaler Erkrankungen zunehmend verdrangt.

Bekannt sind dabei genomisch und unspezifisch nichtgenomisch vermittelte Effekte.
Uberwiegend nukledr gesteuert ist die entziindungshemmende Wirkung (spezifische
Proteinsynthese, z.B. Lipocortin 1-abhingige Inhibition der zytoplasmatischen PLA, im

Arachidonsiduremetabolismus, Adcock et al. 1996). Uber einen nukleiren Mechanismus

gehemmt werden auch Antigenprisentation, Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und
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Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder AP-1 und damit die Zytokinproduktion von IL-6 u.a.
(Whelan et al. 1999, Lozewicz et al. 1992, Masuyama et al. 1994).

Es wird angenommen, dass der Riickgang der bronchialen Hyperreagibilitdt nichtgenomisch iiber
eine Modulation des Ca’"-Influx und —Efflux vermittelt ist. Weitere unspezifisch vermittelte
Effekte einer topischen Glucocorticoidtherapie sind die antiddematdse Wirkung (anti-leakage-
Effekt), die reduzierte Hyper- (Dys-)krinie (anti-glue-Effekt), die Inhibition der
Lipidperoxidation und die verminderte Freisetzung von Entziindungsmediatoren. Dabei kommt
es lber eine Interkalierung in die Zellmembran zu einer Membranstabilisierung, wobei
Plasmakonzentrationen von > 10°M erforderlich sein sollen.

Beclometason-17,21-dipropionat wird als prodrug inhaliert. Es ist an C-Atom 9 chloriert und an
C-Atom und 21 verestert. Wéhrend die Veresterung an Position 170 die lipophilen
Eigenschaften und die Bindungsaffinitit zum cGR erhohen, werden sie durch die
Doppelveresterung am C-Atom 21 iiber einen negativen sterischen Effekt der Seitenkette
erniedrigt. Glucocorticoid-Doppelester besitzen also eine Bindungsaffinitit, die zwischen der

Bindungsaffinitdt von 17-Estern und 21-Estern liegt (Shroot et al. 1982, Ponec et al. 1986).

Beclomethason-17,21-dipropionat wird in der Lunge durch Hydrolyse am C-Atom 21 in den

biologisch aktiven Metaboliten umgewandelt.
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Abb. 3: Chemische Struktur von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason.

1.3 Bisherige Untersuchungen zu Wirkungsprofilen von Glucocorticoiden

Buttgereit et al. und Schmid et al. konnten zeigen, dass sich die relativen Wirkpotenzen von
Glucocorticoiden nicht nur hinsichtlich ihrer genomischen sondern auch ihrer nichtgenomischen
Wirkmechanismen unterscheiden. Sie untersuchten den schnellen unspezifischen Einfluss
verschiedener Glucocorticoide auf den zelluldren Energiestoffwechsel, Proteinbiosynthese,
Na'/K'- und Ca*"-ATPase an Rattenthymozyten bzw. humanen Lymphozyten. Die eingesetzten
Glucocorticoide riefen inhibitorische Effekte auf die Zellatmung und ATP-verbrauchende
Prozesse iiber einen weiten Konzentrationsbereich hervor. Den Aquivalenzdosen entsprechend
wurde die relative Wirkpotenz ermittelt. Dexamethason besitzt eine um etwa 50 % stérkere

nichtgenomische Potenz als Methylprednisolon. Prednisolon weist nur etwa ein Drittel der
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Potenz von Methylprednisolon auf. Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass
Glucocorticoide in ihren nichtgenomischen Potenzen von den genomischen abweichen

(Buttgereit et al. 1999, Schmid et al. 2000).

Croxtall et al. verglichen zwolf Glucocorticoide beziiglich genomisch und nichtgenomisch

vermittelter Effekte in A549 Zellen (Croxtall et al. 2002). Dabei zeigte Beclomethason im

Vergleich zu Dexamethason eine deutlich stirkere Potenz in Bezug auf Zellwachstum, PGE,-
Generation und COX2-Expression, wihrend alle topischen Glucocorticoide keinen signifikanten
Einfluss auf den Arachidonséuremetabolismus und die Aktivierung der zytoplasmatischen PLA,

zeigten.

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

In vorausgegangenen Arbeiten zum Vergleich nichtgenomischer Wirkungsstdrken verschiedener
systemisch wirksamer Glucocorticoide wurden sehr deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Glucocorticoiden — abweichend von der gut bekannten Hierarchie fiir genomische
Wirkungen — gefunden. In Fortsetzung dieser Arbeiten stellte sich die Frage nach den
nichtgenomischen Wirkungen von topisch applizierten Glucocorticoiden. Die Arbeitshypothese
war, dass gerade bei diesen Substanzen eine sehr starke nichtgenomische Wirksamkeit vorliegen
sollte. Diese Hypothese begriindete sich aus der Tatsache, dass topisch angewandte
Glucocorticoide lokal (Haut, Bronchialschleimhaut) so hohe Konzentrationen erreichen, dass

auch nichtgenomische Mechanismen ihre gute klinische Wirksamkeit begriinden.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher erstmals an zwei topisch wirksamen Glucocorticoiden,
Clobetasol und Beclomethason, ex vivo die nach den einzelnen Wirkungen differenzierte Dosis-
Wirkungs-Relation an humanen Zellen des Immunsystems im Vergleich zu Dexamethason
ermittelt werden. Clobetasl-17-propionat (Dermoxinale®) wird in der Gruppe IV gefiihrt, zihlt
also in der Dermatologie zu den am stdrksten wirksamen Glucocorticoiden. Eine sinnvolle
Erginzung dieser Untersuchungen stellte die vergleichende Messung der Effekte von
Beclomethason-17,21-dipropionat (Sanasthmyl®) dar, da es zu den wirksamsten Substanzen in

der topischen (inhalativen) Therapie des Asthma bronchiale z&hlt (Lipworth 1993).

Mit diesen beiden Substanzen sollten topisch angewandte Medikamente untersucht werden, um

deren Wirkmechanismus ndher zu charakterisieren und um die biochemische Basis fur deren
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hohe Wirkungsstirke zu erforschen. Diese beiden Medikamente waren fiir unsere
Untersuchungen besonders geeignet, da ithre Wirkungen zur Behandlung dermatologischer und
pneumologischer Erkrankungen gut bekannt und dokumentiert sind. Des Weiteren waren von
ihnen als topisch wirksame Substanzen und aufgrund von klinischen Uberlegungen sowohl

genomische als auch nichtgenomische Wirkungen zu erwarten.

Deshalb wurde ihr Einfluss auf die mitogen stimulierte IL-6-Synthese humaner PBMC mittels
ELISA (genomischer Wirkmechanismus, Buttgereit et al. 1995) und ihre Effekte auf den

Sauerstoffverbrauch humaner PBMC mittels Clark-Elektrode (unspezifisch nichtgenomischer

Wirkmechanismus, Buttgereit et al. 1997) untersucht. Zur besseren Interpretation der fiir die

verschiedenen Glucocorticoide gewonnenen Ergebnisse zum Sauerstoffverbrauch wurde
vergleichend der Atmungskettenhemmstoff Myxothiazol untersucht. Myxothiazol bindet an
Cytochrom ¢ der mitochondrialen Elektronentransportkette und hemmt damit direkt und
irreversibel den weiteren Elektronenfluss vom Cytochrom-b/c;-Komplex zum Cytochrom-
Oxidase-Komplex. Damit wird die treibende Kraft fiir die mitochondriale ATP-Synthese
blockiert. In Hinsicht auf den postulierten unspezifisch nichtgenomischen Wirkmechanismus der
Glucocorticoide war es sinnvoll, den Vergleich zu einem bekannten Hemmstoff der
Atmungskette herzustellen. Bei der glucocorticoid-induzierten Apoptose geht man davon aus,
dass sie iiber alle drei bekannten Mechanismen wirkt (genomisch, spezifisch/unspezifisch
nichtgenomisch). Es wurde daher durchflusszytometrisch der Einfluss der topischen
Glucocorticoide auf Apoptose humaner PBMC untersucht. Am Ende der Untersuchungen sollte
eine klare Aussage stehen, welche Wirkungen bei welchen Konzentrationen in welchem Umfang
auftreten. Eine derartige komplette Charakterisierung von einzelnen Glucocorticoiden existiert
derzeit nicht und wurde daher mit dieser Arbeit erstmalig angestrebt. Erkenntnisse dieser Art
sind fir die klinische Medizin (gezielter Einsatz), aber auch fiir die pharmazeutische Industrie

(,,drug design®) von grofler Bedeutung.

Die Untersuchungen wurden an humanen Lymphozyten des peripheren Blutes durchgefiihrt, weil
sie eine zentrale Stellung in der zelluldren und humoralen Immunantwort einnehmen und eine
bedeutende Rolle in der Atiopathogenese und Therapie immunologischer und
autoimmunologischer Erkrankungen spielen. Sie sind stimulierbar, teilungsfahig und besitzen
alle wichtigen Zellbestandteile und Funktionen. Sie sind ein wesentlicher Bestandteil des

peripheren Blutes und als PBMC in ausreichender Menge erhiltlich.
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2. Material und Methoden

2.1 Praparation humaner mononukledrer Zellen des peripheren Blutes mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Zur Priparation der mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) wurden 2 bis 6 Stunden alte buffy coats gesunder Blutspender der Blutspende der
Charité verwendet. Unter einem ,,buffy coat™ versteht man die Schicht aus Leukozyten und
Thrombozyten, die sich nach Zentrifugation von Vollblut zwischen der Plasmaphase und den

sedimentierten Erythrozyten bildet.

2.1.1 Isolierung und in vitro-Inkubation von PBMC zur Messung des Sauerstoffverbrauchs

Inkubationsmedium

Das Inkubationsmedium war ein Mischmedium aus Borsook-Medium und Eagle-Medium in

einem Verhéltnis von 1:1,54. Es enthielt keine Glucose. Das Eagle-Basalmedium wurde mit

Hanks-Puffer im Verhéltnis von 1:1 ohne Glutamin und NaHCO; versetzt (Eagle et al. 1955).
Dem Borsook-Medium (0,15 M Tris-/HCI-Pufferlosung, pH = 7,4) wurden 19 L-Aminosduren

mit einer Endkonzentration von je 0,2 mM zugesetzt (Borsook et al. 1971). Unmittelbar vor

Verwendung wurde das Borsook-Eagle-Medium durch einen sterilen Einmalfilter mit einer

PorengroBe von 0,2 um sterilfiltriert.

Priparation

Die PBMC wurden mittels Ficoll-Paque—Dichtegradientenzentrifugation isoliert (Boyum 1964).
Als Lymphozytentrennmedium wurde eine Ficoll-Paque-Losung (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden) verwendet. Sie weist eine hohere Dichte (1,077 g/l) als Lymphozyten und
Monozyten und eine geringere Dichte als Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen auf.

Es wurden 15 ml Ficoll-Paque-Plus-Losung (Raumtemperatur) in einem 50 ml Filterr6hrchen
unter den Filter abzentrifugiert. Danach wurden 15 ml 0,9%ige NaCl-Losung zugegeben, mit
buffy coat auf 50 ml aufgefiillt und bei 2000 U/min 20 min zentrifugiert (BECKMANN GS-5
Zentrifuge, Miinchen, Deutschland). Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen setzten sich

23



dabei als unterste Schicht ab. Wegen ihrer geringeren Dichte verblieben die Lymphozyten in der
Interphase zwischen Plasma- und Ficoll-Schicht, zusammen mit anderen langsam
sedimentierenden Partikeln (Monozyten, Thrombozyten). Die gereinigte Lymphozytenschicht
wurde abpipettiert und mit 0,9%iger NaCl-Losung 8 min bei 1800 U/min gewaschen. Der
Uberstand mit restlichen Thrombozyten wurde verworfen. Das verbliebene Lymphozytenpellet

wurde in 10 ml Borsook-Eagle-Medium resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis

kiihl gestellt (Abb. 4).

Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Plasma
buffy coat

Mononukleére Zellen

Ficoll-Paque
Ficoll-Paque

v Erythrozyten

Granulozyten

Abb. 4: Schematische Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation iiber einen Fiquoll-Paque-

Gradienten zur Isolierung von PBMC.

Die Zellzahl wurde nach Farbung mit einer 0,04%igen Trypanblaulosung im Verhiltnis 1:10 und
Zugabe von 10 pl in einer Neubauer-Zahlkammer nach Neubauer (Mittelwert der 4 Quadranten
x 10* x Verdiinnung x Ausgangsvolumen) berechnet und auf eine Zellkonzentration von 1,5-2,5
x 107 Zellen/ml Medium eingestellt. Eine Zellkonzentration von mindestens 1 x 10’ Zellen/ml ist
fiir Sauerstoffverbrauchsmessungen mittels Clark—Elektrode notwendig. Die
Differentialzahlungen ergaben einen Anteil von iiber 90 % Lymphozyten sowie weniger als
10 % Monozyten und Granulozyten. Die Bestimmung der Vitalitit erfolgte nach dem
Trypanblau-Ausschlusstest in der Neubauer-Zihlkammer. Danach betrug die Zellvitalitit am

Anfang einer jeden Experimentreihe mehr als 95 %.
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2.1.2 Priparation, Zellkultur und in vitro-Inkubation von PBMC zur Messung der IL-6-
Synthese und Apoptose

Zellkulturmedium

RPMI 1640 Medium (Biochrom KG, Deutschland) wird zur Zellkultur humaner Leukozyten
eingesetzt. Es enthdlt 5,5 g/l NaCl, 5 mg/l Phenol (Indikator, rot), 2 g/l NaHCOs, 25 mM
HEPES, 0,532 g/l N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin und 11,1 mM Glukose. Es wurde mit fetalem
bovinen Serum (FCS, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in einem Verhéltnis von 1:10
versetzt. FCS wurde vor Gebrauch 30 min bei 56 °C im Wasserbad hitzeinaktiviert. Die
Hitzeinaktivierung diente der Komplement-, Fibrinogen- und Enzymzerstorung neben der

Vermeidung allgemein stdrender Einfliisse des Serums (Viren, Mykoplasmen, Vitamine).

Priparation

35 ml der mit PBS (Phosphate Buffered Sodium Solution, Roth, Karlsruhe, Deutschland) in
einem Verhéltnis von 1:5 verdiinnten buffy-coats wurden auf 15 ml Ficoll-Paque-Plus-Ldsung
vorsichtig aufgeschichtet. Nach 20 miniitiger Zentrifugation bei 2000 U/min (Raumtemperatur)
wurde die Leukozyteninterphase abgenommen und zweimal in PBS 10 min bei 1500 U/min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in RPMI 1640 aufgenommen und 2 h im Brutschrank (37 °C;
5 % CO;) inkubiert. Diese Inkubationszeit diente der Monozyten-/Makrophagen-Adhérenz.
Danach wurde die Zellsuspension vorsichtig abgenommen und auf eine Zellkonzentration von

1 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Gewinnung des Zelliiberstands zur Messung der 1L-6-Synthese

Die Zellsuspension wurde auf 24-well Mikrotiterplatten zu je 1 ml aufgeteilt und 12 h im
Brutschrank (37 °C; 5 % CO,) kultiviert. Der Umgehung des Monozyten-/Makrophagen-
bedingten IL-6-peaks diente ein nochmaliger Mediumwechsel. Nach Zugabe der Stimulanzien
und Hemmstoffe in den entsprechenden Endkonzentrationen folgte eine Inkubation {iber 24 h im
Brutschrank (37 °C; 5 % CO;). Zur Gewinnung des Zelliiberstands wurden 600-700 pl
Zellsuspension pro well vorsichtig abgenommen und 8 min bei 2000 U/min zentrifugiert. Der
resultierende Uberstand wurde abpipettiert, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gelagert bzw. bei —20 °C eingefroren.
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2.1.3 Zellkultur von Jurkat-Zellen

Die Jurkat-Zellen (Klon E6-1) wurden von der ATCC (Katalog Nr. TIB-152) bezogen. Es
handelt sich um eine humane akute Leukdmie-T-Zelllinie, die in Suspension vorliegt. Die Kultur
erfolgte in Zellkulturflaschen (Fa. Costar) mit einem Gesamtvolumen von 300 ml. Die Zellen
wurden in RPMI 1640 unter Zusatz von 10 % FCS, 100 pug/ml Streptomycin und 100 U/ml
Penicillin kultiviert. Der Medienwechsel und das Umsetzen der Zellen fand bei einer Dichte von
etwa 5 x 10° Zellen/ml nach 2-3 Tagen statt. Die Zellen wurden bei 37 °C in einem CO,-
begasten Inkubator kultiviert. Die Priifung der Zellvitalitit erfolgte nach dem Trypanblau-
Ausschlusstest und durchflusszytometrisch am FACS nach Propidiumjodid-Féarbung (siehe 2.4).

2.2 Amperometrische Quantifizierung des zellularen Sauerstoffverbrauchs

2.2.1 Prinzip

Der zelluldre Energiestoffwechsel wurde amperometrisch mittels einer Clark-Elektrode (Clark
1959) anhand des Sauerstoffverbrauchs quantifiziert.

Die Zellsuspension wurde dazu in ein luftdicht abgeschlossenes Messgefal liberfiihrt. Mittels
einer polarisierbaren Clark-Elektrode lie8 sich die Sauerstoffkonzentration innerhalb der
Messlosung kontinuierlich bestimmen. Dem Messverfahren liegt eine Redoxreaktion zugrunde.
Ein Sauerstoffmolekiil nimmt an der negativ polarisierten Elektrode (Kathode) vier Elektronen
auf und wird mit zwei Wassermolekiilen zu vier Hydroxylionen reduziert. Der durch den
Elektronenfluss bedingte Strom ist das Messsignal. Da fiir jedes entladene Sauerstoffmolekiil
vier Elektronen flieBen, kann aus dem Messstrom auf die Anzahl reduzierter Sauerstoffmolekiile
geschlossen werden. Der resultierende Stromfluss ist also bei gegebener Spannung dem
Sauerstoffverbrauch proportional. Der Elektrodenraum wird von der Messlosung durch eine
Polypropylen-Membran getrennt, die eine hohe Sauerstoffdurchlissigkeit besitzt. Die
Arbeitselektrode (Platin) beriihrt die Innenseite der Membran vollstindig, sodass der durch die
Membran diffundierende Sauerstoff vollstindig an ihr reduziert werden kann. In der KCI-
Elektrolytlosung befindet sich neben der Platin-Arbeitselektrode die Silber-Gegenelektrode und

die Bezugselektrode. Auf der Membraninnenseite stellt sich eine Sauerstoffkonzentration ein, die
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abhéngig ist von der Sauerstoffkonzentration auf der Membranauflenseite und damit von der
Sauerstoftkonzentration im MessgefdB. Damit die Platinelektrode jedem Sauerstoffmolekiil bei
seiner Reduktion vier Elektronen liefern kann, muss die Gegenelektrode diese Elektronen zur

Verfiigung stellen:

Anode: 4Ag+4ClI —> 4Ag +4Cl+4¢
Kathode: 0,+H,O0+4¢ —> 40H
Insgesamt: O, +H,0+4 Ag +4ClI' — 4 OH +4 AgCl

Somit kann der zelluldre Sauerstoffverbrauch pro Zeiteinheit bestimmt werden (Rapoport et al.
1977).

Die Membrandurchlissigkeit ist temperaturabhingig — mit steigender Temperatur nimmt die

Sauerstoffdurchldssigkeit zu. Daher wurde die Temperatur iiber ein Thermostat bei 37 °C streng

konstant gehalten.

1
Mit Aqua destillata
[37 °C] durchspiilte — ¢
Thermostatkammer 2
3
[ 4
5
6

Abb. 5: Schematische Darstellung von Clark-Elektrode wund Respirationskammer.
1 Hamilton-Spritze zur Zugabe der Testsubstanzen, 2 Clark-Elektrode, 3
Messgefd3, 4 Semipermeable Membran, 5 Respirationskammer mit Zellsuspension,

6 Magnetriihrer.
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Der Zelle stehen zwei getrennte Wege der Energiegewinnung zur Verfligung: Oxidative
Phosphorylierung (mitochondriale Atmung) und Glykolyse. Sie unterscheiden sich in ihrer
Effektivitdt. Durch Glykolyse werden 2 Mol ATP pro Mol Glukose gebildet, durch oxidative
Phosphorylierung 38 Mol pro Mol Glukose. Bei ausreichender Sauerstoffversorgung ist die
Glykolyse zugunsten der Atmung unterdriickt (Pasteur-Effekt). In in vitro-Experimenten lésst
sich diese Voraussetzung durch geeignete Versuchsbedingungen erzielen (Schmid et al. 2000,

Kuhnke et al. 2003).

Die indirekte Erfassung des Energiestoffwechsels durch den Sauerstoffverbrauch erfolgt unter
der Annahme, dass im ,,steady state der Energiebedarf die Energiesynthese bestimmt (Brown
1992) wund der intrazellulire @ATP-Pool konstant bleibt. Ist unter geeigneten
Versuchsbedingungen die ATP-Bereitstellung durch Glykolyse zu vernachldssigen, entspricht
die Anderung des Sauerstoffverbrauchs durch oxidative Phosphorylierung der resultierenden
Anderung der Energiesynthese. Der Sauerstoffverbrauch ist wegen des extramitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs und des Protonenleaks nicht dem Energieverbrauch gleichzusetzen.
Anhand des Sauerstoffverbrauchs lassen sich aber somit Einfliisse auf den Energieverbrauch

quantifizieren.

2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Fiir die Messung wurden 0,7 ml der PBMC-Suspension in die Respirationskammer iiberfiihrt.
Dies entsprach bei vorgegebener Zellkonzentration einer Zellzahl von 1,05-1,75 x 107 Zellen.
Vor dem Aufsetzen der Elektrode wurde die Zellsuspension mittels Magnetriihrer im
Respirationsgefal gleichmiBig und ausreichend mit Sauerstoff &dquilibriert. Bei 37 °C und
normalem Sauerstoffpartialdruck der Luft (Sauerstoffkonzentration 20,9 Vol%) Idsten sich
maximal 4,7 ml Sauerstoff pro Liter Medium, so dass nach ausreichender Aquilibrierung
147,7 nmol Sauerstoff in 0,7 ml der PBMC-Suspension gelost waren. Mittels Magnetriihrer
wurde wihrend der Messung ein gleichméBiger Anstrom der Messlosung an die Membran
gewdhrleistet, damit an der &uBleren Membranseite eine konstante Sauerstoffkonzentration
herrschen konnte. Die Registriergeschwindigkeit des Schreibers betrug 0,2 mm/Sekunde. Die
Eichung des Gerites (Messbereich Djgge) erfolgte durch Mediumzugabe ohne Zellsuspension.
Der Anstieg des erfassten Graphen (Dx) gab den Sauerstoffverbrauch (AO,) pro Zeiteinheit (At)
wieder (Abb. 6).
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Abb. 6: Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs (AO;) pro Zeiteinheit (At). Dargestellt ist
beispielhaft die Zugabe von Con A und Dexamethason (107 M).

Der Sauerstoffverbrauch der PBMC im Respirationsgefd3 ldsst sich nun normiert auf

nmol/min/10"Zellen wie folgt berechnen:

Dx [cm/min] x 147,7 [nmol]
0, — Verbrauch [nmol/min/10"Zellen ] =

Digoe, [cm] x Zellzahl/0,7 ml

Zur Untersuchung des Einflusses der Glucocorticoide auf den zelluldren Energiestoffwechsel
wurden die Zellen mit 75 pg Con A/ml/10” Zellen fiir 3 min stimuliert und bei maximaler und
konstanter Stimulation die Glucocorticoide in den entsprechenden Konzentrationen zugegeben.
Die Verdringung von Zellen aus der Respirationskammer wihrend der Zugabe der

Testsubstanzen wurde bei der Berechnung des tatsichlichen Sauerstoffverbrauchs beriicksichtigt.

Hemmstoffe und Concanavalin A

Es wurden die Glucocorticoide Dexamethason (Fortecortin®, Merck, Darmstadt, Deutschland),
Clobetasol (Dermoxinale®) und Beclomethason (Sanasthmyl®, beide GlaxoWellcome, Bad

Oldesloe, Deutschland) sowie Myxothiazol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
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untersucht. Dexamethason und Myxothiazol wurden in Aqua destillata, Clobetasol und
Beclomethason in DMSO in einer Konzentration von 10" M geldst. Alle Glucocorticoide

wurden in Endkonzentrationen von 10'° M bis 10 M verwendet.

Zur Stimulierung der PBMC wurde das Mitogen Concanavalin A (Con A; Serva, Heidelberg,
Deutschland) eingesetzt. Es ist ein spezifisches, kohlenhydratbindendes Protein, dass aus der
Schwertbohne Conavalia ensiformis isoliert wird und zur Gruppe der Lektine gehort (Janeway et
al. 1997). Es kommt im Gegensatz zur antigenen Stimulation zu einer stark ausgeprigten
unspezifischen, polyklonalen Stimulierung der Zellen. Betroffen sind vornehmlich T-
Lymphozyten, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die liberwiegende Anzahl der
PBMC erfasst wurde. Con A wurde in einer Konzentration von 5 mg/ml Aqua destillata
angesetzt und in einer Endkonzentration von 75 pg/ml eingesetzt, was bei einer standardisierten
Zellkonzentration von 1,5-2,5 x 10 Zellen/ml Medium einer durchschnittlichen Konzentration

von 3,75 pg Con A/10° Zellen entsprach.

2.3 Nichtkompetitiver ELISA zur Quantifizierung der IL-6-Synthese

2.3.1 Prinzip

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
stellt eine quantitativ analytische Methode zur Messung von Antigen oder Antikérpern dar. Es
werden unmarkierte, polyklonale anti-Zytokin-Antikdrper (anti-IL-6-AK, Primérantikorper) auf
einem festen Triager (Kunststoff-Mikrotiterplatten) fixiert. Nach Zugabe des Antigens
(Interleukin-6-haltige Zellsuspension) ldsst sich das gebundene Interleukin (IL) durch einen
zweiten Antikorper (Sekunddrantikorper) nachweisen. Dieser ist ein enzymmarkierter
monoklonaler anti-IL-6-AK, der gegen ein anderes Epitop gerichtet ist. Damit wird mit dem
ELISA eine sehr hohe Spezifitit erreicht. Die Menge des Antikdrpers ldsst sich direkt anhand der
Antigenbindung bestimmen. Der Nachweis erfolgt liber eine enzymatische Reaktion, die ein

farbloses Substrat in ein farbiges Produkt umwandelt (Kemeny 1994, Liddell 1995).

In den vorliegenden Untersuchungen wurde ein nichtkompetitiver Test verwendet. Der Vorteil
von nichtkompetitiven gegeniiber kompetitiven Assays besteht darin, dass nur der unmarkierte

Antikorper in einer limitierenden Konzentration vorhanden ist und so Fehler bei der Zugabe
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anderer Reagenzien einen nur geringen Einfluss auf das Ergebnis haben. Die Wahrscheinlichkeit,
durch unspezifische Bindungen oder Kreuzreaktionen beeinflusst zu werden, ist allerdings
groBer. Der von uns verwendete Test zeichnete sich daher durch eine hohe Spezifitit fiir
humanes IL-6 aus.

Festphasen-Tests sind gegeniiber Fliissigphasentests sensitiver und einfacher auszufiihren. Die
Konzentration des Antikorpers an der Oberfldche einer Festphase ist sehr hoch. Dadurch kénnen
Antikdrper weit unter den Affinititen der beteiligten Reagenzien nachgewiesen werden. Die
Hintergrundfarbung, d.h. der Anteil nichtspezifischer Bindungen kann dadurch aber erhoht sein

(Kemeny et al. 1994).

IL-6—cDNA kodiert fiir ein aus 212 Aminoséduren bestehendes Polypeptid. Dieses Protein wird
zu einem 184 Aminosduren umfassenden Protein posttranslational prozessiert. Durch
verschiedene Glykosylierungsstufen an Position 73 bzw. 172 und Phosphorylierungsstufen
variiert das Molekulargewicht des IL-6-Molekiils zwischen 21,5 und 28 kDa. Die Fahigkeit, IL-6
zu synthetisieren, besitzen viele verschiedene Zellen des Immunsystems. Dazu zdhlen
Monozyten/Makrophagen,  Fibroblasten, = Endothelzellen, = Keratinozyten, = Mastzellen,
T-Lymphozyten und verschiedene Tumorzelllinien (Diehl et al. 2002, Hirano et al. 1990).

2.3.2 Durchfiihrung

Zur Quantifizierung der IL-6-Synthese humaner PBMC kam in den folgenden Experimenten ein
kommerzieller ELISA-Kit (Milenia IL-6 Endpoint Enzyme Immunometric Assay, DPC,
Deutschland) mit einer Sensitivitit von ca. 4 pg/ml und einer hohen Spezifitét fiir humanes I1L-6

zum Einsatz. Alle Materialien wurden bei Raumtemperatur verwendet.

Jeweils 100 pl der Kontrollen und Proben wurden an Mikrotiterplatten, die mit monoklonalem
(Maus-) anti-IL-6-AK beschichtet waren, in 150 pl Serum-/Puffer-Gemisch (pH = 7,4) iiber 2 h
adsorbiert. PHA- und Con A-stimulierte Proben wurden vor Zugabe mit Standard-/Proben-
Verdiinnungspuffer (IL-6-freies Serum) in einem Verhéltnis von 1:10 bzw. 1:70 verdiinnt. Nach
Waschen mit 1:4 verdiinnter Pufferlosung (5fach gepufferte Losung mit Detergenz und
Stabilisator) erfolgte die Inkubation der Proben und Kontrollen mit 200 pl
Meerrettichperoxidase-konjugiertem, affinititsgereinigtem, polyklonalem (Kaninchen-) anti-IL-

6-AK fiir 2 h. Nicht zur Reaktion gekommenes Material wurde durch einen wiederholten
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Waschschritt  entfernt. Danach folgte die Zugabe der Substratlosung (3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin, Wasserstoffperoxid). Die Substratumsetzung wurde mit einem
sdurehaltigen Stoppreagenz (2 N Salzsdure) nach 30 min beendet und die Extinktion bei 450 nm
mit einem automatischen Plattenlesegerit gemessen. Die Farbintensitit war direkt proportional
zur IL-6-Konzentration des Zelliiberstandes. Es wurde zu jedem Ansatz eine Standardeichkurve
mitgefiihrt (Abb. 7). Die Verdiinnung des Standards erfolgte in sechs linearen
Verdiinnungsschritten, so dass die Extinktionen bei linearem Verhéltnis zwischen Farbdichte und
Probenkonzentration und halblogarithmischer Darstellung eine sigmoide Standardkurve ergaben.
Der Extinktion der héchsten Verdiinnungsstufe (2,0 OD) entsprach eine Zytokin-Konzentration
von 1000 pg/ml. Die Standardkurve erstreckte sich damit iiber 5 log-Einheiten der Verdiinnung

(Westgard 1981).
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Abb. 7: Standardeichkurve und Verdiinnungsschritte der Standards.

Phytohimagglutinin

Das polyklonale Mitogen Phytohdmagglutinin (PHA) ist ein Glykoprotein, dass aus der
Gartenbohne Phaseolus vulgaris gewonnen wird. Ahnlich wie Con A stimuliert PHA
unspezifisch vor allem humane T-Lymphozyten. Zur Verwendung in unseren Experimenten
wurde PHA (Biochrom, Berlin, FRG) in Aqua destillata gelost und in einer Endkonzentration

von 10 pg/ml/10° Zellen eingesetzt.
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2.4 Durchflusszytometrie (FACS) zur Quantifizierung von Apoptose

2.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode zur Analyse von Zellsuspensionen auf
Einzelzellniveau (single cell analysis) dar. Es werden chemische und physikalische
Eigenschaften wie ZellgroBe und -granularitit sowie antigene Zellstrukturen, an die
fluoreszenzmarkierte Antikorper gebunden werden, simultan analysiert. Die Zellsuspension wird
iiber eine Kapillare mittels Uberdruck in die Messkiivette gepresst. Durch die starke
Beschleunigung werden Zellaggregate aufgetrennt und in das Zentrum der Messkammer
fokussiert. Dieser Vorgang wird als hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Den
Analysepunkt stellt ein 488 nm-Argonlaser dar. Das monochromatische Licht des Lasers dndert
bei Auftreffen auf die Zelle seine Richtung und ist in Vorwirtsstreulicht, forward scatter (FSC)
und Seitwértsstreulicht, side scatter (SSC), zu unterscheiden. Der FSC bildet die Zellgrofe ab
und wird entlang der Laserachse mittels Photodiode detektiert, wihrend der SSC ein Mal fiir die
Granularitdt (Membranstruktur und Beschaffenheit intrazelluldrer Bestandteile) darstellt und im
90° Winkel zum Laserstrahl abgelenkt wird. Die Fluoreszenzfarbstoffe absorbieren Licht in
einem weiten Wellenldngenbereich. Die Emissionsspektren liegen dabei in einem langwelligeren

Bereich als die Absorptionsspektren (sog. Stokes-Shift).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein Isothiocyanat (FITC)
und Propidiumjodid (PI) eingesetzt. Es wurde ein Durchflusszytometer der Firma Coulter;
Miami, USA mit einem 488 nm-Argonlaser, einem 635 nm-Diodenlaser und vier
Fluoreszenzkanilen (FL1-FL4) verwendet. In den vorliegenden Untersuchungen wurde die

Durchflusszytometrie zur Messung der glucocorticoid-induzierten Apoptose eingesetzt.

2.4.2 Nachweis apoptotischer Zellen mittels Annexin V-FITC

Prinzip

Fiir die Messung der Apoptose wurde ein kommerzieller Annexin V-FITC Kit (Immunotech;

Marseille, Frankreich) verwendet. Die Methode kombiniert die Eigenschaft von Annexin V, an

Phosphatidylserin (PS) der Zellmembran zu binden mit der Gegenfarbung durch Propidiumjodid
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(PI), dass zwischen Basenpaare doppelstrangiger Nukleinsduren interkaliert. Nur bei Zellen,
deren Zellmembran alteriert ist, werden intrazelluldre Proteine und DNA fiir PI zugéingig.

In der friihen Phase der Apoptose ist die Integritit der Zellmembran noch erhalten. Die Zellen
verlieren aber bereits die asymmetrische Anordnung ihrer membranstindigen Phospholipide und
PS wird von der Innen- auf die Aulenseite der Zytoplasmamembran verschoben. Dort verbleibt
es fir den Rest der Apoptosekaskade. Annexin V ist ein Phospholipid-bindendes Protein der
Annexin—Familie. In Gegenwart von Ca®" bindet es mit hoher selektiver Affinitéit an PS bevor es
zu morphologischen Verdanderungen und zur Hydrolysierung von DNA kommt. Durch die frithe
Detektion und das ubiquitire Vorkommen von PS war diese Methode fiir die Fragestellung in
dieser Arbeit geeignet. /n vitro kommt es in einer spdten Phase der Apoptose zu einem Verlust
der Integritit der Plasmamembran und zu einer sekundiren Nekrose der Zelle. Um die
apoptotischen von den sekundir-nekrotischen Zellen zu differenzieren, wird mit PI im gleichen
Messansatz gegengefarbt. Wird im FSC/SSC auf die vitale Lymphozytenpopulation gegatet,
konnen damit im FITC/PI-Dot plot drei Zellpopulationen unterschieden werden: 1) vitale

Population 2) apoptotische Population und 3) sekundar-nekrotische Population (Tab. 1, Abb. 8).

Tab. 1: Zellpopulationen in der Durchflusszytometrie nach Doppelfarbung mit FITC-konjugiertem Annexin

V und PL.
Annexin V - Farbung Propidium Iodid - Farbung
Intakte Zellen - -
Apoptotische Zellen + -
Sekundér-nekrotische Zellen |+ +
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Abb. 8: (A) Zweidimensionale Dot-plot-Darstellung des FSC/SSC von humanen PBMC nach 20
h Kultur. (B) Dot-plot-Darstellung der Fluoreszenz von FITC- und PIl-markierten

PBMC nach 20 h Kultur und (C) nach 20 h Inkubation mit Dexamethason 10™* M.

Durchfiihrung

Die wie unter 2.1.2. beschrieben préparierten Zellen wurden auf 24-well Mikrotiterplatten zu je
0,7 ml aufgeteilt. Die Reagenzien wurden in entsprechenden Konzentrationen zugegeben und in
getrennten Messansétzen fiir 16 h, 20 h, 36 h, 48 h oder 56 h im Brutschrank (37 °C; 5 % CO,)
inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann in zwei Waschschritten mit PBS jeweils fiir 5 min bei
1000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 450 pl eisgekiihlter Pufferlosung
resuspendiert. Zur Farbung wurden 5 pl Annexin V — FITC — Losung und 5 pl PI-Losung

zugegeben und die Zellen fiir 10 min auf Eis im Dunkeln inkubiert.

2.4.3 Nachweis apoptotischer Zellen mittels DNA-Farbung
Prinzip

Intakte Zellen enthalten high-molecular-weight DNA (HMW-DNA) im Zellkern und keine DNA
im Zytoplasma. DNA in apoptotischen Zellen unterliegt einer Fragmentation durch
Endonukleasen in low-molecular-weight Nukleosomen (LMW-DNA). Diese beginnen in das
Zytoplasma zu migrieren, so dass der zellulire Gehalt an nukledrer HMW-DNA abnimmt,
wiahrend der Gehalt an LMW-DNA im Nukleus und im Zytoplasma zunimmt. Die
Fragmentation der DNA erfolgt dabei in charakteristischen Abstinden von n (146 £+ 50) bp.

Durchflusszytometrisch kann der DNA-Gehalt nach Férbung mit PI gemessen werden. Ein
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typisches Histogramm ist in Abb. 9 und in Abb. 10 dargestellt. Apoptotische Zellen erscheinen
dabei als Sub-G1-Peak auf der DNA-Achse (Darzynkiewicz et al. 1992).
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Abb. 9: Schematische Darstellung eines Histogramms mit Sub-G1-Peak.
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Abb. 10: Histogramm mit Sub-G1-Peak. Beispielhaft ist ein Experiment dargestellt, bei dem

Apoptose von humanen PBMC durch Beclomethason 10° M induziert wurde.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Genauigkeit einer durchflusszytometrischen Ein-Parameter-
Analyse ist der Variationskoeffizient (VK), der anhand der Breite des GO/G1-Peaks bestimmt
wird. Die Grofe des VK-Wertes gibt eine standardisierte Auskunft {iber die Breite einer

Werteverteilung, bezogen auf deren Mittelwert und wird nach folgender Formel berechnet:
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Breite des GO/1-Peaks bei halber maximaler Hohe x 100
VK = [%]
Kanalnummer mit den meisten gemessenen G0/1-Zellen x 2,35

Je kleiner der gemessene VK-Wert ist, um so besser ist die Auflosung und Reproduzierbarkeit
der Messung. Durchflusszytometrische Messungen mit einem VK-Wert iiber 5,0 % wurden von

der Auswertung ausgeschlossen.

Durchfiihrung

Es wurde ein DNA-Kit verwendet, der uns freundlicherweise vom Institut fiir Immunologie und
Genetik Kaiserslautern zur Verfiigung gestellt wurde. Er setzte sich aus einem Triton-Puffer und
einem FITC/PI-Puffer zusammen.

Die wie unter 2.1.2. beschrieben préparierten Zellen wurden analog zur Annexin V-Farbung auf
24-well Mikrotiterplatten zu je 0,7 ml aufgeteilt. Die Reagenzien wurden in entsprechenden
Konzentrationen zugegeben und in getrennten Messansétzen fiir 16 h, 20 h, 36 h, 48 h oder 56 h
im Brutschrank (37 °C; 5 % CO,) inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann zwei mal mit PBS
jeweils fiir 5 min bei 1000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 450 pl
eisgekiihlter Pufferlosung resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 200 pl Triton-Puffer fiir
15 min, um die Zellen zu permeabilisieren. Danach erfolgte die Farbung mit 500 pl FITC-/PI-

Puffer fir 15 min.

2.4.4 CD95-exprimierende humane Jurkat-Zelllinie

Die Elimination von Zellen durch Zelloberflichenrezeptor-induzierte Aktivierung von Caspasen
ist ein wichtiger immunologischer Vorgang. Ein Beispiel ist die Auslosung von Apoptose in
stimulierten Lymphozyten durch die Aktivierung der Caspase 8 mittels CD95/CD95-Ligand
(Yonehara et al. 1999).

Zur Induktion von Apoptose in vitro wurde ein monoklonaler (Maus-) anti-CD95-AK (CH-11-
Klon) verwendet. Das CD95-Antigen (APO-1/Fas) ist ein transmembranes 40-50 kDa
Glykoprotein. Es gehort zur Nerve Growth Factor Receptor/Tumor Necrosis Factor
(NGFR/TNF) Superfamilie und enthélt extrazelluldre cystein-reiche Doménen. Wichtig fiir die
Induktion von Apoptose ist die intrazelluldire Doméne, die sogenannte Todesdoméne (Itoh et al.

1993). CD95 wird von aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten,
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Monozyten, NK-Zellen, Thymozyten und myeloiden Zelllinien exprimiert (Miyawaki et al.

1992, Yoshino et al. 1994, Yonehara et al. 1994). Unter physiologischen Bedingungen wird
CD95 durch die Bindung eines spezifischen Liganden, CD95Ligand (APO-1L/FasL) aktiviert.

Der agonistisch stimulierende CH-11-Antikérper induziert in vitro in diversen Fas-

exprimierenden Zelllinien Apoptose (Miyawaki et al. 1992, Yoshino et al. 1994, Yonehara et al.
1994).
Wenn nicht anders angegeben, wurde die Zellsuspension 16 h mit CH-11-anti Fas-AK in einer

Konzentration von 1 pg/ml bei 37 °C inkubiert.

2.5 Statistische Auswertungen

Die statistischen Tests wurden mit dem Statistik-Programm SPSS Version 11.0 fiir Windows

(SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) durchgefiihrt.

2.5.1 Deskriptive Statistik

Arithmetischer Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD bzw. S.E.M.) stellen wichtige
Kennwerte einer Stichprobe dar. Der Mittelwert bestimmt die durchschnittliche Grofle der
Stichprobenwerte und ist als deren arithmetisches Mittel definiert. Das arithmetische Mittel ist
die Summe aller Beobachtungen, geteilt durch die Anzahl dieser Beobachtungen. Die
Standardabweichung steht fiir die Streuung der Stichprobenwerte um das arithmetische Mittel.
Sie ist die positive Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung. Der Standardfehler des
Mittelwertes beschreibt die Streuung der Mittelwerte der Stichproben mit jeweils n

Beobachtungen und ist die Standardabweichung geteilt durch die Wurzel aller Beobachtungen.

2.5.2 Parametrische und nichtparametrische Tests

Zum Vergleich zweier abhingiger (verbundener) Stichproben wurde bei nicht normaler
Verteilung der nichtparametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, bei Normalverteilung der

Stichproben der Student’s t-Test flir verbundene Stichproben verwendet. Der Vergleich zweier
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nicht verbundener (unabhdngiger) Stichproben erfolgte bei nicht normalverteilter Stichprobe
durch den nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test, bei nachgewiesener Normalverteilung
durch den Student’s t-Test fiir unverbundene Stichproben. Das Vorliegen einer Normalverteilung
errechnete sich fiir einen Stichprobenumfang kleiner 50 mit dem Shapiro-Wilk-Test (es lagen
ausschlieBlich Stichprobenumfinge kleiner 50 vor). Eine statistische Wahrscheinlichkeit von

p < 0,05 wurde als signifikant angesehen (Sachs 1992, Trampisch et al. 1997).
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum zellularen Energiestoffwechsel mittels Clark-Elektrode
3.1.1 Sauerstoffverbrauch von ruhenden und stimulierten PBMC

Abbildung 11 zeigt den basalen Sauerstoffverbrauch von ruhenden mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) im Vergleich zum Sauerstoffverbrauch nach mitogener Stimulation
der PBMC. Der Sauerstoffverbrauch ruhender PBMC betrug 5,84 + 0,22 nmol/min/ 107 Zellen
(n = 52). Dieser und alle folgenden Werte sind als Mittelwert £ S.E.M. (Zahl der Experimente)
angegeben.

Als Modell zur Untersuchung der Reaktionsfdhigkeit der PBMC auf einen definierten
Stimulationsreiz diente uns die mitogene Stimulation mit dem Lektin Concanavalin A (Con A).
Das Ausmal} der Stimulation ist durch die Clark-Elektrode exakt quantifizierbar. Es wurde stets
die gleiche Menge Con A verwendet und nach einem konstanten Stimulationsintervall von 3 min
der Sauerstoffverbrauch gemessen. Die Stimulation mit dem Mitogen Con A fiihrte zu einem
sofortigen (innerhalb von Sekunden), konstanten und statistisch signifikanten Anstieg des

Sauerstoffverbrauchs um 55,4 % auf 8,89 + 0,45 nmol/min/10’ Zellen (n=40, p <0,05).

10

*

Sauerstoffverbrauch [nmol/min/1 0o’ Zellen]

ruhend ConA

Abb. 11: Sauerstoffverbrauch von ruhenden und Con A-stimulierten PBMC. Angegeben sind
Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 52 fiir ruhende PBMC
und n = 45 fiir stimulierte PBMC. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert
(p <0,05).
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3.1.2 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie Myxothiazol auf den

Sauerstoffverbrauch von ruhenden PBMC

Um den Einfluss der Glucocorticoide auf die untersuchten Parameter in ruhenden Zellen zu
ermitteln, wurden aus buffy coats priparierte Zellsuspensionen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason behandelt. Die Zellen
wurden dann wie unter 2.2.2 beschrieben zur Messung des Sauerstoffverbrauchs verwendet. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt. Zum Vergleich gibt
Abbildung 14 die Effekte unterschiedlicher Konzentrationen von Myxothiazol auf den
Sauerstoffverbrauch ruhender PBMC wieder. Da Clobetasol, Beclomethason und Myxothiazol in
DMSO gelost waren, wurden gleiche Mengen DMSO auf dessen Effekt auf den
Sauerstoffverbrauch untersucht und als Kontrolle mitgefiihrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert

+ S.E.M. (n = Zahl der Experimente) angegeben.
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Sauerstoffverbrauch [nmol/min/1 0’ Zellen]
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Dexamethason [M]

Abb. 12: Einfluss von Dexamethason auf den Sauerstoffverbrauch von ruhenden humanen
PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug
n = 6-9. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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Abb. 13: Einfluss von Clobetasol (A) und Beclomethason (B) auf den Sauerstoffverbrauch von
ruhenden humanen PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der

Experimente betrug n = 7. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).

Die in den Abbildungen 12-13 dargestellten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Die Zugabe von Dexamethason fiihrte in allen Konzentration zu einer signifikanten Hemmung
des Sauerstoffverbrauchs ruhender Lymphozyten. Dexamethason in einer Konzentration von

10* M hemmte den Sauerstoffverbrauch von 5,84 £ 0,22 nmol/min/ 107 Zellen auf 495 + 0,11

nmol/min/10” Zellen (p < 0,05), was einer prozentualen Verminderung um 15,0 % + 1,9 %
entsprach. Auch in den Konzentrationen von 10° M, 10° M, 10® M und 10" M hemmte
Dexamethason den Sauerstoffverbrauch ruhender PBMC signifikant (p < 0,05), und zwar um
14,4 % £ 1,7 %, 5,7 % = 1,4 %, 5,7 % £ 1,6 % bzw. 5,4 % £ 0,7 %.

Die Hemmwirkungen der untersuchten topischen Glucocorticoide waren im Gegensatz dazu
nahezu konzentrationsunabhingig. So fiihrte Clobetasol in der sehr niedrigen Konzentration von
10" M zu einer Hemmung des Sauerstoffverbrauchs um 9,5 % = 1,7 % auf 5,24 + 0,1
nmol/min/10” Zellen (p < 0,05). Das AusmalB der Atmungshemmung war dann bis 10* M
anndhernd unverdndert (11,2 %). FEinen &hnlichen Verlauf der Hemmeffekte wies

Beclomethason auf, erreichte aber insgesamt ein etwas stirkeres Hemmniveau. Die
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Konzentration von 107'° M fiihrte hier schon zu einer Hemmung des Sauerstoffverbrauchs um
13,6 % £ 3,6 % auf 4,93 +£ 0,23 nmol/min/10” Zellen (p <0,05). 10*M hemmte um 17,4% + 2,4
% auf 4,77 £ 0,11 nmol/min/10 Zellen (p < 0,05).

DMSO zeigte in der verwendeten Menge von 1 ul keine signifikante Wirkung auf den
Sauerstoffverbrauch. Nach Zugabe betrug dieser 5,67 + 0,25 nmol/min/10” Zellen im Vergleich

zur Basalatmung von 5,84 + 0,22 nmol/min/10’ Zellen.
Myxothiazol

Zur besseren Interpretation der fiir die verschiedenen Glucocorticoide gewonnenen Ergebnisse
wurde vergleichend der Atmungskettenhemmstoff Myxothiazol untersucht (siche 1.4).
Beispielhaft wurden zwei Konzentrationen gewidhlt, die zu einer Hemmung des
Sauerstoffverbrauchs von ruhenden PBMC um 25 % bzw. 50 % fiihrten. Nach Titrierung
ergaben sich Konzentrationen von 14 uM und 40 pM.

Die Zugabe von 14 uM Myxothiazol fiihrte zu einer Hemmung des Sauerstoffverbrauchs von
5,84 + 0,22 nmol/min/10” Zellen auf 4,20 + 0,19 nmol/min/10’ Zellen und die Zugabe von
40 pM zu einer Hemmung auf 3,01 + 0,43 nmol/min/10’ Zellen. Dies entsprach einer

prozentualen Hemmung um 27,3 % + 3,4 % bzw. 47,9 % + 7,4 % (Abb. 14).

104

Sauerstoffverbrauch [nmol/min/1 0o’ Zellen]
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Abb. 14: Einfluss von Myxothiazol auf den Sauerstoffverbrauch von ruhenden humanen PBMC.
Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 6-7.
* signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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3.1.3 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie Myxothiazol auf den

Sauerstoffverbrauch von stimulierten PBMC

Zur Erfassung der glucocorticoid-induzierten Verdnderungen des Energiestoffwechsels nach
Aktivierung der PBMC wurden diese mit dem mitogenen Lektin Concanavalin A vorinkubiert.
Con A wurde in einer Endkonzentration von 75 pg/ml eingesetzt. Bezogen auf die
standardisierte Zellkonzentration von im Mittel 2,0 x 10’ Zellen/ml Medium entsprach dies einer
durchschnittlichen Zugabe von 3,75 ug Con A/10° Zellen. Diese Konzentration erwies sich nach
Vorversuchen als optimal flir die Stimulierung der humanen PBMC. Die Zugabe des zu
untersuchenden Glucocorticoids erfolgte immer nach einer konstanten Inkubationszeit mit Con
A von 3 min. Auch fiir stimulierte Zellen wurde eine Kontrolle von 1 ul DMSO mitgefiihrt. Die
Abbildungen 15 und 16 zeigen die Effekte der drei Glucocorticoide Dexamethason, Clobetasol
und Beclomethason auf den Sauerstoffverbrauch der Con A-stimulierten Lymphozyten. Der

Ausgangswert entspricht dem Sauerstoffverbrauch stimulierter Zellen.

_
g

Sauerstoffverbrauch [nmol/min/1 0’ Zellen]
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Abb. 15: Einfluss von Dexamethason auf den Sauerstoffverbrauch Con A-stimulierter humaner
PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n
= 6-8. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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Abb. 16: Einfluss von Clobetasol (A) und Beclomethason (B) auf den Sauerstoffverbrauch Con
A-stimulierter humaner PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl
der Experimente betrug n = 6-7. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert
(p <0,05).

Zusammenfassend lassen sich aus den Abbildungen 15-16 folgende Aussagen ableiten:

Die mitogene Stimulation der PBMC mit Con A fiihrte zu einem Anstieg des
Sauerstoffverbrauchs auf 8,89 + 0,45 nmol/min/10’ Zellen. Dies entsprach einer prozentualen
Steigerung gegeniiber ruhenden Zellen von 55,4 % + 4,6 %.

Nach Zugabe von Dexamethason kam es in allen Konzentrationen zu einer statistisch
signifikanten, konzentrationsabhingigen Hemmung des Sauerstoffverbrauchs. 10* M zeigte eine
absolute Hemmung auf 5,95 + 0,21 nmol/min/10” Zellen (p < 0,05), was einer prozentualen
Differenz von 32,1 % =+ 2,4 % entsprach. 10 M fiihrte zu einer Hemmung um 19,2 % £ 2,6 %
(p < 0,05). Ahnlich wie fiir ruhende Zellen unterschieden sich die Konzentrationen 10° M, 10
M und 10" M nicht voneinander. Sie zeigten eine Hemmung um 12,9 % =+ 3,5 % bzw.
12,5% £ 2,8 % bzw. 11,5 % + 1,8 % (p < 0,05).

Diese Konzentrationsabhiangigkeit zeigte - wie schon fiir ruhende PBMC festgestellt — weder
Clobetasol noch Beclomethason. Die Zugabe von Clobetasol fiihrte bereits bei einer
Konzentration von 107 M zu einem Abfall des Sauerstoffverbrauchs um 16,5 % £ 2,5 %

(p < 0,05). Dieses Hemmniveau blieb bis 10 M annihernd unverindert (20,8 % + 3,2 %).
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Nahezu identisch dazu verhielt sich Beclomethason. Auch hier kam es nach Zugabe von 10" M
zu einer maximalen Hemmung um 12,6 % + 3,1 % (p < 0,05). Diese Hemmung blieb bis 10* M
anndhernd konstant (17,3 % + 2,7 %).

Nach Zugabe von 1 ul DMSO betrug der Sauerstoffverbrauch stimulierter Zellen
8,84 + 0,22 nmol/min/ 10’ Zellen. Damit ist auch der Effekt von DMSO auf den
Sauerstoffverbrauch stimulierter PBMC nicht signifikant.

Myxothiazol

Abbildung 17 veranschaulicht den konzentrationsabhidngigen Einfluss von Myxothiazol auf den
Sauerstoffverbrauch Con A-stimulierter PBMC. Die Zugabe von 14 puM fiihrte zu einer
signifikanten Hemmung des Sauerstoffverbrauchs in Con A-stimulierten PBMC auf
5,85 + 0,45 nmol/min/10’ Zellen (p <0,05), entsprechend 33,2 % + 5,1 %. Myxothiazol in einer
Konzentration von 40 pM hemmte statistisch  signifikant um 54,2 % auf

4,01 + 0,33 nmol/min/10” Zellen (p < 0,05).

~ Basalatmung
~ +SEM.

Sauerstoffverbrauch [nmol/min/1 0o’ Zellen]

3 -
2_
p
0 T T T T
0 14 40 DMSO
' ' ' Kontrolle

ConA + Myxothiazol [uM]

Abb. 17: Einfluss von Myxothiazol auf den Sauerstoffverbrauch Con A-stimulierter humaner
PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug
n = 6-7. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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3.1.4 Effekte der Con A-Stimulation auf den Sauerstoffverbrauch von humanen PBMC
nach Vorinkubation mit Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie

Myxothiazol

In den unter 3.1.2. und 3.1.3. dargestellten Untersuchungen wurde der Einfluss der
Glucocorticoide auf ruhende bzw. stimulierte PBMC analysiert. In weiteren Experimenten sollte
der Glucocorticoideffekt auf die Stimulierbarkeit der Zellen untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurden aus buffy coats priparierte Zellsuspensionen zundchst mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason fiir 4 min vorinkubiert. Die
Zellen wurden dann mit 3,75 pg Con A/10° Zellen stimuliert, es erfolgte die Messung des
Sauerstoffverbrauchs. Die erhaltenen Ergebnisse sind in den Abbildungen 18 und 19 dargestellt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert = S.E.M. (n = Zahl der Experimente) angegeben. Zum
Vergleich ist jeweils der Con A—stimulierte Sauerstoffverbrauch von unbehandelten PBMC (vgl.
3.1.3.) angegeben.
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Abb. 18: Stimulierbarkeit des Sauerstoffverbrauchs humaner PBMC mit Con A ohne
Glucocorticoide bzw. in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von
Dexamethason. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der

Experimente betrug n = 6-9. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert

(p < 0,05).
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Abb. 19: Stimulierbarkeit des Sauerstoffverbrauchs humaner PBMC mit Con A ohne
Glucocorticoide bzw. in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von
Clobetasol (A) oder Beclomethason (B). Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die
Anzahl der Experimente betrug n = 5-7. * signifikant unterschiedlich zum

Kontrollwert (p < 0,05).

Wie aus Abbildung 18 zu entnehmen ist, war die Stimulierbarkeit der Zellen nur bei der
héchsten Konzentration von Dexamethason (10 M) signifikant reduziert und lag bei
6,79 + 0,34 nmol/min/10 Zellen (p < 0,05). Verglichen mit der Kontrolle entsprach dies einer
Reduktion um 22,5 % =+ 3,8 % (p < 0,05). Durch Konzentrationen von 10 M bis 10°* M wurde
die Stimulierbarkeit nicht signifikant beeinflusst. Die PBMC waren nach Zugabe von
Dexamethason in einer Konzentration von 10™'° M signifikant stimulierbar. Die Zugabe von Con
A fiihrte hier zu einer Steigerung des Sauerstoffverbrauchs auf 10,57 + 0,83 nmol/min/10’
Zellen, was einer prozentualen Zunahme von 19,7 % % 9.4 % entsprach (p < 0,05).

Im Gegensatz dazu rief Clobetasol in allen Konzentrationen keine Anderung der Stimulierbarkeit
hervor (Abb. 19 A). Es kam bei allen Konzentrationen zu einem leichten, aber statistisch nicht
signifikanten Anstieg der Stimulierbarkeit. Sie stieg nach Zugabe von 10* M um 4,5 % auf
9,16 + 0,57 nmol/min/10” Zellen (p > 0,05).
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Beclomethason fiihrte in allen Konzentrationen (10"° M bis 10™ M) zu einer signifikanten
Verminderung der Stimulierbarkeit (Abb. 19 B). Dieser Effekt war konzentrationsunabhidngig

und entsprach im Mittel einer Reduktion um 18 %.
Myxothiazol

Abbildung 20 stellt den Einfluss von Myxothiazol auf die Stimulierbarkeit humaner PBMC dar.
Die Zugabe von Myxothiazol fiihrte zu einer statistisch signifikanten Verminderung der
Stimulierbarkeit. In Anwesenheit von 14 pM Myxothiazol waren die Zellen nur noch auf
588 + 1,09 nmol/min/10” Zellen (p < 0,05) stimulierbar, was bezogen auf die
Ausgangsstimulation von 8,89 + 0,45 nmol/min/10” Zellen einer prozentualen Hemmung um
32,9 % entsprach. Nach Zugabe von 40 pM Myxothiazol waren die Zellen nur noch auf
3,56 + 1,25 nmol/min/10” Zellen (p < 0,05) stimulierbar. Dies entsprach einer prozentualen

Hemmung um 59,4 %.
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Abb. 20: Stimulierbarkeit des Sauerstoffverbrauchs humaner PBMC mit Con A ohne bzw. in
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von Myxothiazol. Angegeben sind
Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 6-7. * signifikant
unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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3.1.5 Zusammenfassung

Dexamethason

Dexamethason hemmt sowohl in ruhenden als auch in Con A-stimulierten PBMC den

Sauerstoffverbrauch konzentrationsabhingig.

1. Inruhenden Zellen werden prozentuale Hemmeffekte von 6 % (10 M und 10° M) bis 15 %
(10° M und 10™* M) erreicht.

2. In stimulierten Zellen sind die Hemmeffekte stérker ausgepragt. Hier rufen Konzentrationen
von 10® M bzw. 10°® M Hemmungen um etwa 13 % hervor, wihrend es durch 10* M zu
einer etwa 32%igen Hemmung kommt.

3. Die Stimulierbarkeit wird durch Dexamethason nur in einer Konzentration von 10* M

signifikant reduziert.

Clobetasol

Die Effekte von Clobetasol auf den Sauerstoffverbrauch in PBMC weichen von den fiir
Dexamethason beschriebenen Effekten deutlich ab. Clobetasol hemmt in ruhenden wie in Con
A—stimulierten Zellen den Sauerstoffverbrauch deutlich, aber konzentrationsunabhéngig.

1. In ruhenden Zellen wird der Sauerstoffverbrauch von 10" M bis 10* M statistisch
signifikant um 9,5 % (107" M) bis 11 % (10 M) gehemmt. Damit erreicht Clobetasol in
ruhenden Zellen nicht die Hemmstirke von Dexamethason (15 % bei 10 M).

2. In stimulierten Zellen ist die Hemmung auch konzentrationsunabhingig und stérker
ausgeprigt. Hier werden Hemmeffekte von etwa 17 % (107" M bis 10™ M) bis 20 % (107 M)
erreicht.

3. Die Stimulierbarkeit der Zellen wird durch keine der Konzentrationen von Clobetasol
reduziert. Im Gegensatz dazu kommt es zu einem geringgradigen, aber nicht signifikanten

Anstieg der Stimulierbarkeit.

Beclomethason

Beclomethason fithrt sowohl in ruhenden als auch in stimulierten PBMC zu einem
konzentrationsunabhingigen Hemmeffekt auf die Zellatmung. Damit unterscheidet es sich in

gleicher Weise wie Clobetasol von Dexamethason.
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1. In ruhenden Zellen rufen alle Konzentrationen (10* M bis 107"’ M) einen signifikanten
Hemmeffekt von etwa 14 % hervor.

2. In stimulierten Zellen fiihrt Beclomethason zu einer konzentrationsunabhingigen
Atmungshemmung, die bei Konzentrationen zwischen 10™ M bis 107 M etwa 15 % betrigt.

3. Beclomethason reduziert in allen Konzentrationen die Stimulierbarkeit konstant um etwa
18 %. Es wird aber nicht das Niveau des basalen Sauerstoffverbrauchs erreicht.

Myxothiazol

Die gemessenen Effekte von Myxothiazol auf den Sauerstoffverbrauch in PBMC zeigen in

ruhenden wie in Con A-stimulierten Zellen eine deutliche Konzentrationsabhiangigkeit.

1.
2.

In ruhenden Zellen wird die Atmung um etwa 27 % (14 uM) bis 33 % (40 uM) gehemmt.
Bei beiden Konzentrationen sind die Hemmeffekte in stimulierten Zellen stirker ausgepragt.
Sie erreichen prozentuale Hemmungen von 48 % (14 uM) bis 54 % (40 uM).

Die Stimulierbarkeit wird durch beide Konzentrationen deutlich und statistisch signifikant

herabgesetzt. Die Reduktion liegt bei 33 % (14 uM) bzw. 59 % (40 uM).

Fin zusammenfassender Vergleich der drei Glucocorticoide fiihrt demnach zu folgenden

Aussagen:

II.

I1I.

IV.

In ruhenden und stimulierten PBMC hemmt Dexamethason den Sauerstoffverbrauch
konzentrationsabhdngig. Im Gegensatz dazu hemmen die beiden topischen
Glucocorticoide Clobetasol und Beclomethason in ruhenden und in stimulierten Zellen
konzentrationsunabhdngig.

In stimulierten PBMC sind die Hemmeffekte von Dexamethason und Clobetasol deutlich
starker ausgeprdgt als in ruhenden Zellen. Der Hemmeffekt von Beclomethason
unterscheidet sich in stimulierten und in ruhenden Zellen nicht.

Topische Glucocorticoide sind hinsichtlich ihres Hemmeffektes auf den zelluldren
Energiestoffwechsel in niedrigen Konzentrationen potenter und in hohen Konzentrationen
weniger potent als Dexamethason.

In ihrem Verhalten auf die Stimulierbarkeit der Zellen unterscheiden sich alle drei

Glucocorticoide untereinander: Dexamethason hemmt die Stimulierbarkeit nur bei 10™ M.
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Clobetasol hat keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Stimulierbarkeit.

Beclomethason hemmt die Stimulierbarkeit konstant in allen Konzentrationen.
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3.2 Quantitative Bestimmung von IL-6 mittels nichtkompetitivem ELISA
3.2.1 IL-6-Synthese von ruhenden und stimulierten PBMC

Abbildung 21 zeigt die basale IL-6-Synthese ruhender PBMC im Vergleich zur IL-6-Synthese
nach mitogener Stimulation mit 5 pg/ml/10° Zellen Con A bzw. 10 pg/ml/10° Zellen PHA. Die
IL-6-Synthese ruhender PBMC lag bei 9,26 + 2,53 pg/ml. Die mitogene Stimulation mit PHA
und Con A fiihrte unter beiden Bedingungen zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Synthese
auf 2494,5 + 496,9 pg/ml/10° Zellen (p = 0,015) bzw. 3434,1 + 818,3 pg/ml/10° Zellen
(p=10,02).
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Abb. 21: IL-6-Synthese ruhender PBMC verglichen mit der IL-6-Synthese nach Stimulation mit
10 pg/ml/10° Zellen PHA bzw. 5 ug/ml/10° Zellen Con A. Angegeben sind Mittelwerte
und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 6 fiir ruhende PBMC und n = 4 fiir

stimulierte PBMC. *signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,02).

53



3.2.2 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie Myxothiazol auf die

IL-6- Synthese von ruhenden PBMC

Um den Einfluss der Glucocorticoide auf die IL-6- Synthese ruhender PBMC zu untersuchen,
wurden die Zellen mit ansteigenden Konzentrationen von Dexamethason, Clobetasol und
Beclomethason fiir 24 h inkubiert. Als Negativkontrolle diente die basale IL-6-Synthese der
Zellen ohne Glucocorticoidzusatz. Wie unter 2.3.2. beschrieben wurde der Zelliiberstand
gewonnen und zur Messung der IL-6-Synthese verwendet. Die Auswertung erfolgte stets als
Doppelwertbestimmung aus zwei Proben. Die gewonnenen Ergebnisse sind in den Abbildungen

22 und 23 dargestellt.
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Abb. 22: Einfluss von Dexamethason auf die IL-6-Synthese ruhender humaner PBMC.
Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 4.
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Abb. 23: Einfluss von Clobetasol (A) und Beclomethason (B)auf die IL-6-Synthese ruhender
humaner PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der

Experimente betrug n = 3-4.

Wie die Abbildungen 22-23 zeigen, fiihrte keines der drei Glucocorticoide in ruhenden Zellen zu
einer signifikanten Beeinflussung der IL-6-Synthese. Diese betrug nach Zugabe von
Dexamethason 10 M 8,7 + 3,0 pg/ml/10° Zellen (p = 0,4), nach Zugabe von Clobetasol 10° M
11,5 + 4,1 pg/ml/10° Zellen (p = 0,6) und nach Zugabe von Beclomethason 10° M 10,9 + 1,52
pg/ml/10° Zellen (p = 0,5).

Myxothiazol

Nachdem bei den Untersuchungen der Glucocorticoideffekte auf den Sauerstoffverbrauch der
Vergleich zu Myxothiazol als einen bekannten Hemmstoff der Atmungskette hergestellt wurde
(siche 3.1), interessierte nun das Verhalten von Myxothiazol auf die Interleukin-Produktion
peripherer Lymphozyten. Dazu wurden analog zu den Sauerstoffexperimenten die gleichen
Konzentrationen von 14 uM und 40 uM benutzt.

Aus Abbildung 24 wird deutlich, dass der Einfluss von Myxothiazol auf die IL-6-Synthese
ruhender PBMC nicht den gleichen konzentrationsabhidngigen Effekt hatte, wie auf den
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Sauerstoffverbrauch ruhender PBMC (siche 3.1.2). Ahnlich zu den beschriebenen
Glucocorticoideffekten zeigte sich kein signifikanter Effekt von Myxothiazol auf die Interleukin-
Synthese. Die IL-6-Synthese nach Zugabe von 40 uM Myxothiazol betrug 17,4 + 7,2 pg/ml/10°
Zellen (p = 0,4) und nach Zugabe von 14 pM 20,6 + 9,0 pg/ml/10° Zellen (p = 0,3).
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Abb. 24: Einfluss von Myxothiazol auf die IL-6-Synthese ruhender humaner PBMC. Angegeben
sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3-4.

3.2.3 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie Myxothiazol auf die

IL-6-Synthese von PHA-stimulierten PBMC

Im Weiteren sollte die Wirkung von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason auf mitogen
stimulierte Zellen untersucht werden. Dazu wurden die PBMC mit dem Mitogen
Phytohidmagglutinin (PHA) in einer Endkonzentration von 10 ul/ml/10° Zellen fiir 24 h
prainkubiert. Die Stimulation fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Synthese (sieche
3.2.1.). Die Glucocorticoide wurden dann analog den Experimenten mit ruhenden Zellen in
ansteigenden Konzentrationen von 10" M bis 10 M bzw. 10° M zugegeben.

Die Abbildungen 25 und 26 stellen die Wirkungen der Glucocorticoide auf die Interleukin-
Synthese der stimulierten Lymphozyten dar. Der Ausgangswert entspricht dabei der IL-6-
Synthese PHA-stimulierter Zellen ohne Glucocorticoidzugabe.
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Abb. 25: Einfluss von Dexamethason auf die IL-6-Synthese PHA-stimulierter humaner PBMC.
Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3-4.
* signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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Abb. 26: Einfluss von Clobetasol (A) und Beclomethason (B) auf die IL-6-Synthese PHA-
stimulierter humaner PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der

Experimente betrug n = 3. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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Aus den Abbildungen 25-26 ergeben sich fiir die IL-6-Synthese PHA-stimulierter humaner
peripherer Lymphozyten folgende Aussagen:

Die mitogene Stimulation humaner PBMC mit PHA in einer Endkonzentration von 10 pg/ml/10°
Zellen fiihrte zu einer signifikanten Stimulation der Interleukin-Produktion von basal 9,3 + 1,5
pg/ml/10° Zellen auf 2494,5 + 496, 9 pg/ml/10° Zellen (p = 0,02).

Die Zugabe von Dexamethason in Konzentrationen von 10 M bis 10" M fiihrte zu einer
konzentrationsabhéngigen Reduzierung der IL-6-Synthese der PBMC. Dabei kam es nur bei
Zugabe von 10* M und 10° M zu einer statistisch signifikanten Hemmung und zwar um 86,4 %
+ 6,1 % auf einen Absolutwert von 338,3 + 105,9 pg/ml/lO6 Zellen (p = 0,03) bzw. 84,2 % + 0,2
% auf 393,2 + 92,6 pg/ml/10° Zellen (p = 0,02). Bei 10° M und 10™° M war die IL-6-Synthese
tendenziell, aber nicht statistisch signifikant vermindert.

Im Gegensatz dazu stellte sich fiir Clobetasol eine von Dexamethason vdllig abweichende
Kinetik dar. Bereits die Zugabe von 10™° M Clobetasol fiihrte zu einer signifikanten Hemmung
der IL-6-Synthese um 83,9 % + 0,8 % auf absolut 400,9 + 217,9 pg/ml/ 10° Zellen (p = 0,02).
Alle eingesetzten Konzentrationen hemmten statistisch signifikant im Mittel um 80 %.

Auch fiir Beclomethason wurde gefunden, dass es bereits bei einer Zugabe von 107" M
Beclomethason zu einer deutlichen Hemmung der IL-6-Synthese um 52,8 % + 0,9 % auf 1176,7
+ 435,5 pg/ml/10° Zellen (p = 0,8) kam. Die Zugabe von 10° M, 10° M bzw. 10° M fiihrte zu
einer statistisch signifikanten Hemmung der IL-6-Synthese und zwar von im Mittel 75 % + 0,5
% auf 578,6 + 193,2 pg/ml/10° Zellen bei 10° M (p < 0,05), auf von 572,3 + 152,4 pg/ml/10°
Zellen bei 10° M (p < 0,05) bzw. auf 718,9 + 251,4 pg/ml/10° Zellen bei 10 M.

Myxothiazol

Im Gegensatz zu den fiir ruhende PBMC gefundenen Ergebnissen filihrte die Zugabe des
Atmungskettenhemmstoffs zu Con A- bzw. PHA-stimulierten Zellen zu einer ausgepragten und
statistisch signifikanten Hemmung der IL-6-Synthese. Die Kinetik dieser Hemmung stellte sich
in diesen Konzentrationsbereichen als nahezu konzentrationsunabhingig dar.

So betrug die IL-6-Synthese nach Zugabe von 40 pM Myxothiazol auf PHA-stimulierte humane
PBMC noch 699,72 + 251,5 pg/ml/10° Zellen (p = 0,02), was verglichen mit dem Kontrollwert
einer Verminderung um 71,9 % + 1,1 % entsprach. Auch bereits 14 uM Myxothiazol reduzierte
die IL-6-Synthese signifikant um 68,1 % + 2,5 % (p = 0,02) und wich damit nicht signifikant von
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der Hemmung ab, die fiir 40 uM Myxothiazol gefunden wurde. Abbildung 27 veranschaulicht
die fiir Myxothiazol bei PHA-stimulierten PBMC gefundenen Ergebnisse.
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Abb. 27: Einfluss von Myxothiazol auf die IL-6-Synthese PHA-stimulierter humaner PBMC.
Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3.

* signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).

3.2.4 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie Myxothiazol auf die

IL-6-Synthese von Con A-stimulierten PBMC

Neben der PHA-Stimulierung stellt die Stimulierung mit Con A ein weiteres etabliertes System
zur mitogenen Stimulation peripherer T-Lymphozyten dar. Es wurde bereits zur Stimulierung
der PBMC fiir die Experimente zum Sauerstoffverbrauch verwendet. Aus diesen Griinden sollte
die Stimulation mit Con A als Vergleich zu den gefundenen Werten fiir die PHA-stimulierten
Zellen dienen. Die PBMC wurden mit Con A in einer Endkonzentration von 5 ug/ml/10° Zellen
vorinkubiert. Die Stimulation flihrte zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Synthese (siche
3.2.1.). Die Glucocorticoide Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason wurden dann in
unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. Die erhaltenen Ergebnisse sind in den

Abbildungen 28-29 dargestellt.
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Abb. 28: Einfluss von Dexamethason auf die IL-6-Synthese Con A-stimulierter humaner PBMC.
Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3-4.
* signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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Abb. 29: Einfluss von Clobetasol (A) und Beclomethason (B) auf die IL-6-Synthese Con A-
stimulierter humaner PBMC. Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der

Experimente betrug n = 3. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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Wie die Abbildungen 28-29 zeigen, finden sich die fiir die PHA-Stimulation gefundenen Werte

durch die Con A-Experimente weitestgehend bestitigt. Es lassen sich folgende Aussagen treffen:

Die Konzentrationsabhéngigkeit der Hemmeffekte von Dexamethason auf die IL-6-Synthese
mitogen stimulierter PBMC wurde bestitigt. Auch die prozentualen Hemmwerte in Con A-
stimulierten Zellen entsprachen annihernd denen der PHA-stimulierten Zellen. So wurde die IL-
6-Synthese nach Zugabe von 10* M und 10°® M Dexamethason statistisch signifikant vermindert
und zwar auf 684,8 + 2382 pg/rnl/lO6 Zellen (80,1 % % 4,1 %, p = 0,03) bzw. auf 8§93,0 + 256,9
pg/ml/ 10° Zellen (74,0 % £ 4,2 %, p = 0,02). Mit abnehmender Konzentration néherten sich die
Werte dem Ausgangswert bis auf 3140,46 + 832.0 pg/ml/lO6 Zellen (8,6 % = 5,1 %, p=0,16) an
(vgl. 7,5 % £ 5,1 % fiir PHA-stimulierte Zellen).

Die beiden topischen Glucocorticoide Clobetasol und Beclomethason wiesen ein nahezu
identisches Verhalten hinsichtlich ihrer Wirkung auf die IL-6-Synthese Con A-stimulierter
Zellen auf. So kam es sofort nach Zugabe von 10" M zu einer statistisch signifikanten
Hemmung der Interleukin-Produktion. Diese betrug fiir Clobetasol in dieser Konzentration
74,0 % £ 18,9 % (p < 0,05) und fiir Beclomethason 65,6 % + 22,3 % (p < 0,05). Fiir beide
Glucocorticoide war im folgenden eine konzentrationsunabhingige Hemmwirkung festzustellen.
Sie betrug fiir Clobetasol in einer Konzentration von 10 M 79,7 % + 10,5 % (p = 0,04) und fiir
Beclomethason in gleicher Konzentration 80,7 % =+ 11,4 % (p = 0,04). Diese fiir eine
Konzentration von 10® M gefundenen Werte blieben auch in Anwesenheit von 10° M bis 10° M

unveriandert bei im Mittel 80 %.
Myxothiazol

Auch fiir Myxothiazol wurden die fiir PHA-stimulierte PBMC gefundenen Ergebnisse durch die
Con A-Stimulation bestitigt. Beide Konzentrationen (14 pM und 40 puM) hemmten die IL-6-
Synthese Con A-stimulierter humaner PBMC signifikant und in diesen Konzentrationsbereichen
nahezu konzentrationsunabhéngig. Somit betrug die Interleukin-Produktion in Anwesenheit von
40 uM noch 590,7 + 188.5 pg/ml/10° Zellen (p = 0,02) und in Anwesenheit von 14 uM 736,2 +
191,9 pg/ml/10° Zellen (p = 0,02). Dies entsprach einer prozentualen Hemmung um 82,8 % + 8,9
% bzw. um 78,6 % £ 11,3 % (Abb. 30).
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Abb. 30: Einfluss von Myxothiazol auf die IL-6-Synthese Con A-stimulierter humaner PBMC.
Angegeben sind Mittelwerte und S.E.M. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3-4.
* signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).

3.2.5 Zusammenfassung

Dexamethason

Das systemisch wirksame Dexamethason hat keinen Einfluss auf die IL-6-Synthese ruhender
humaner PBMC, weist aber einen deutlichen und konzentrationsabhdngigen Effekt auf die
stimulierte IL-6-Synthese (Con A bzw. PHA) auf-

l. In PHA-stimulierten PBMC hemmt Dexamethason 10 M die IL-6-Synthese tendenziell,
Konzentrationen zwischen 10°® M und 10 M dagegen statistisch signifikant - im Mittel
um 85 %.

2. In Con A-stimulierten PBMC vermindert Dexamethason die IL-6-Synthese
konzentrationsabhingig. Konzentrationen von 10°® M bzw. 10* M hemmen statistisch

signifikant Hemmungen um 74 % bzw. 80 % .
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Clobetasol

Clobetasol hat keinen Einfluss auf die IL-6-Synthese ruhender PBMC. Es hemmt deutlich und
konzentrationsunabhdingig die IL-6-Synthese in PHA- und Con A-stimulierten Zellen und weicht
somit deutlich von den fiir Dexamethason beschriebenen Ergebnissen ab.

1. In PHA-stimulierten Zellen rufen alle Konzentrationen (10'° M bis 10° M) eine
signifikante Hemmung der IL-6-Synthese von 73,1 % (10° M) bis 88,5 % (10 M)
hervor.

2. Das Hemmverhalten von Clobetasol nach Vorinkubation mit Con A entspricht
weitestgehend dem nach Vorinkubation mit PHA. Es werden konstante Hemmungen
zwischen 74 % (107" M) und 79 % (10™ M bis 10™ M) erreicht. Somit ist durch Con A
Stimulation das Hemmausmall und die Konzentrationsunabhidngigkeit der PHA-

stimulierten Werte bestétigt.
Beclomethason

Die Effekte der beiden topischen Glucocorticoide waren sowohl in ruhenden als auch

stimulierten PBMC nahezu identisch. In ruhenden PBMC hat Beclomethason keine Wirkung auf

die IL-6-Synthese, in PHA- und Con A-stimulierten Zellen kommt es aber zu einem statistisch
signifikanten und konzentrationsunabhdngigen Effekt.

1. In PHA-stimulierten Zellen wird ab einer Konzentration von 10® M eine konstante,
statistisch  signifikante Hemmung von im Mittel 75 % erreicht. Damit liegt
Beclomethason etwas unter den Hemmeffekten von Clobetasol (88,5 %).

2. In Con A-stimulierten PBMC stellen sich die gleichen Effekte dar wie nach PHA-
Stimulation. Ab einer Konzentration von 10° M wird eine konstante, statistisch
signifikante Hemmung von im Mittel 82 % erreicht. Hier liegt das gleiche Hemmausmal3

wie unter Zugabe von Clobetasol (79 %) vor.
Myxothiazol
Im Gegensatz zu den deutlich konzentrationsabhdngigen Effekten von Myxothiazol auf den

Sauerstoffverbrauch humaner PBMC, ldsst sich fiir die Effekte auf die IL-6-Synthese nur ein
geringer Unterschied zwischen 14 uM und 40 uM Myxothiazol finden.
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Es

Myxothiazol hat keinen Einfluss auf die IL-6-Synthese in ruhenden PBMC.

In PHA-stimulierten Zellen kommt es zu einer statistisch signifikanten Hemmung der
Interleukin-Produktion von im Mittel 70 %.

In Con A-stimulierten Zellen werden ebenfalls signifikante Hemmeffekte von etwa 80 %

erzielt.

wurden demnach die folgenden Unterschiede zwischen den drei untersuchten

Glucocorticoiden gefunden:

II.

I1I.

IV.

In ruhenden Zellen zeigen die drei Glucocorticoide keinen Effekt auf die IL-6-Synthese
humaner PBMC. Sie unterscheiden sich dabei untereinander nicht.

In PHA- und Con A-stimulierten Zellen hemmt Dexamethason die IL-6-Synthese
konzentrationsabhdngig. Im Gegensatz dazu ist der Hemmeffekt der topischen
Glucocorticoide ~ Clobetasol ~ und  Beclomethason in  stimulierten  Zellen
konzentrationsunabhdngig.

In niedrigen Konzentrationen zeigen die topischen Glucocorticoide eine stérkere
genomische Potenz. In sehr hohen Konzentrationen ist der Hemmeffekt von Dexamethason
und den topischen Glucocorticoiden anndhernd gleich.

Die beiden topischen Glucocorticoide Clobetasol und Beclomethason sind in ihrer
Wirkung auf die IL-6-Synthese stimulierter humaner PBMC nahezu identisch.

Das kinetische Verhalten der einzelnen Glucocorticoide unterscheidet sich nicht zwischen

PHA- und Con A-stimulierten Zellen.
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3.3 Quantitative Bestimmung von Apoptose mittels Durchflusszytometrie (FACS)
3.3.1 Standardisierungsbedingungen

Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason auf die Apoptose in

Abhiingigkeit von der Inkubationszeit

Die Induktion von Apoptose liber den Fas/CD95-Rezeptor von Jurkat-T—Zelllinien mittels anti-
Fas/CD95-AK und die nachfolgende Detektion der Apoptose mit Annexin V-FITC/PI-Farbung
stellt ein standardisiertes System zur durchflusszytometrischen Analyse von Apoptose dar. Die
Induktion von Apoptose an einer Fas/CD95-exprimierenden humanen Jurkat-T—Zelllinie diente
daher als Positivkontrolle zur Etablierung unseres Zellsystems. Dazu wurden aus Jurkat-
Zellkulturen (siehe 2.1.3) préparierte Zellsuspensionen mit Dexamethason, Clobetasol und
Beclomethason in einer Konzentration von jeweils 10 M behandelt und fiir jeweils 2 h, 4 h, 6 h
und 16 h inkubiert. Die Zellen wurden dann wie unter 2.4.4 beschrieben zur
durchflusszytometrischen Messung von Apoptose verwendet. Als Positivkontrolle wurde mittels
anti-Fas/CD95-Antikérper (Klon 7C11) Apoptose induziert. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 31 und 32 dargestellt.
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Abb. 31: Einfluss von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason auf Apoptose von Jurkat-

Zellen in Abhidngigkeit von der Inkubationszeit. Reprisentatives Experiment von n = 3.
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Abb. 32: Einfluss von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason auf anti-Fas/CD95-
induzierte Apoptose von Jurkat-Zellen in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit.

Reprisentatives Experiment von n = 3.

Dabei konnte gefunden werden, dass es bei Jurkat-Zellen nach einer Inkubationsdauer von 16 h
sowohl fiir Dexamethason als auch fiir Beclomethason und Clobetasol zu einem deutlichen
Anstieg apoptotischer Zellen kam (Abb. 31). Der Anteil spontan-apoptotischer Zellen lag
zwischen 3,9 % nach 6 h Inkubation und 5,9 % nach 16 h Inkubation. Nach 6 h Inkubation mit
Dexamethason betrug der Anteil apoptotischer Zellen 8,1 %, nach 16 h Inkubation betrug dieser
14,7 %. Der Anteil apoptotischer Zellen nach Zugabe von Clobetasol bzw. Beclomethason
betrug nach 6 h Inkubation 16,7 % bzw. 17,2 % und nach 16 Stunden Inkubation 49,0 % bzw.
49,7 %.

Wie Abbildung 32 zeigt, fiihrte die monoklonale Stimulierung mit anti-Fas/CD95-AK nach einer
Inkubationsdauer von 4 h zu einer Steigerung der Apoptose von 5,6 % auf 16,4 % und nach 16 h
von 5,9 % auf 45,7 %. Die Zugabe von Dexamethason fiihrte zu einem weiteren Anstieg des
Anteils apoptotischer Zellen auf 26,5 % nach 4 h und auf 48,8 % nach 16 h Inkubation. Nur nach
Zugabe der topischen Glucocorticoide Clobetasol bzw. Beclomethason kam es bereits nach 2 h
zu einem Anstieg der Apoptose auf 19,8 % bzw. 18,2 %. Mit Zunahme der Inkubationsdauer

kam es im Vergleich zur Positivkontrolle zu einer weiteren deutlichen Zunahme des Anteils
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apoptotischer Zellen und zwar nach 4 h auf 44,8 % (Clobetasol bzw. Beclomethason) und nach
16 h auf 54,3 % (Clobetasol) bzw. 51,6 % (Beclomethason).

Es sollte nun entsprechend diesen Ergebnissen untersucht werden, wie sich Apoptose in
Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer nach Zugabe der Glucocorticoide bei humanen PBMC
verhélt. Ausgehend von den fiir humane Jurkat-Zellen gefundenen Werten wurden dazu humane

PBMC fiir 16 h, 20 h, 36 h und 48 h inkubiert (Abb. 33).
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Abb. 33: Einfluss von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason auf Apoptose von PBMC

in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit. Reprisentatives Experiment von n = 3.

Dabei erwies sich eine Inkubationszeit von 20 h als optimal und wurde fiir alle folgenden
Messreihen weitergefithrt. Der Anteil spontan-apoptotischer PBMC lag nach 20 h
durchschnittlich bei 5,6 %. Nach einer weiteren Zunahme der Inkubationszeit stieg der Anteil
spontan-apoptotischer Zellen an (9,6 % nach 36 h und 11,3 % nach 48 h). Im Unterschied zu
Jurkat-Zellen kam es bei PBMC nach einer Inkubationsdauer von 16 h weder bei Dexamethason
(9,1 % apoptotische Zellen) noch bei Clobetasol bzw. Beclomethason (13,5 % bzw. 13,6 %
apoptotische Zellen) zu einer deutlichen Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen. Nach einer
Inkubationsdauer von 20 h stieg dann der Anteil apoptotischer Zellen bei allen drei
Glucocorticoiden an und zwar bei Dexamethason auf 14,5 %, bei Clobetasol auf 21,5 % und bei

Beclomethason auf 20,1 %.
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Humane periphere T-Zellen exprimieren in nicht aktiviertem Zustand kaum Fas/CD95-Rezeptor

(Yang et al. 1995). Erwartungsgemil zeigte sich in unseren Experimenten keine Induktion von

Apoptose durch anti-Fas/CD95-AK an nicht aktivierten humanen PBMC (Daten nicht gezeigt).

Vergleich von Annexin V — Firbung und DNA — Fiarbung

Die DNA-Firbung sollte neben der Farbung mit Annexin V ein zweites System zur Detektion
apoptotischer Zellen darstellen und gleichzeitig als Kontrolle dienen. Die Aquivalenz beider
Systeme konnte durch eine enge Korrelation der Messwerte nachgewiesen werden. Abbildung
34 (A) zeigt beispielhaft die Ergebnisse an Jurkat-Zellen nach Inkubation von 16 h mit dem
jeweiligen Glucocorticoid in einer Konzentration von 10 M. Abbildung 34 (B) stellt die
Ergebnisse an PBMC nach Inkubation von 20 h mit dem jeweiligen Glucocorticoid in einer

Konzentration von 10* M dar.
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Abb. 34: Vergleichbarkeit von Annexin V-Fiarbung und DNA-Férbung bei (A) Jurkat-Zellen und
(B) PBMC. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3-4. Angegeben sind der
Mittelwert und der SD. n.s. = nicht signifikant.

68



3.3.2 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason auf die Apoptose von

Jurkat-Zellen

Nachdem fiir nicht aktivierte Jurkat-Zellen ein deutlicher Anstieg des Anteils apoptotischer
Zellen nach einer Inkubationsdauer von 16 h gefunden wurde (vgl. 3.3.1), sollte der Einfluss der
Glucocorticoide auf dieses Testsystem quantifiziert werden. Dazu wurden die Zellen mit dem
jeweiligen Glucocorticoid in Konzentrationen von 10* M, 10° M und 10™®* M fiir 16 h inkubiert.
Anti-Fas/CD95-AK wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt. Der Anteil spontan-apoptotischer
Zellen nach 16 h Inkubation lag bei 5,8 % + 0,2 % (n = 3). Die Zugabe von Dexamethason
10* M bzw. 10 M fiihrte zu einem signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen auf 14,7 % =+ 0,1
% (p =0,03) bzw. 10,7 % + 0,4 % (p = 0,03). Fiir die topischen Glucocorticoide zeigte sich, dass
es erst nach Zugabe von Clobetasol 10* M bzw. Beclomethason 10 M zu einer signifikanten
Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen kam und zwar auf 46,7 % + 5,6 % (p = 0,02) bzw. auf
47,3 %+ 7,9 % (p = 0,03).

Die Inkubation mit anti-Fas/CD95-AK fiihrte zu einer Induktion von Apoptose auf 47,5 % + 5,4
% (p = 0,03). Die Ergebnisse sind in Abbildung 35 dargestellt.
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Abb. 35: Konzentrationsabhéngiger Einfluss von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason
auf Apoptose von Jurkat-T-Zellen nach 16 h Inkubation. Die Anzahl der Experimente
betrug n = 3. Angegeben sind der Mittelwert und der SD.
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3.3.3 Effekte von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason sowie Myxothiazol auf die

Apoptose von PBMC

Zur Quantifizierung der glucocorticoid-induzierten Apoptose humaner PBMC wurden die Zellen
mit dem jeweiligen Glucocorticoid in Konzentrationen von 10*M, 10° M, 10°M und 10°®* M fiir
20 h inkubiert. Bekannt war, dass Dexamethason in sehr hohen Konzentrationen als Induktor der
Apoptose fungiert. Es interessierte dabei das Verhalten der topischen Glucocorticoide und ob
sich eine direkte Abhéngigkeit von der Konzentration finden lassen wiirde.

Es zeigte sich, dass alle drei Glucocorticoide nach 20 h Inkubation konzentrationsabhingig
Apoptose induzieren. Der Anteil spontan-apoptotischer Zellen lag bei 5,6 % + 2,0 % (n = 3). Die
Zugabe von Dexamethason in einer Konzentration von 10 M fithrte zu einer signifikanten
Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen auf 14,5 % + 2.0 % (p = 0,04). Dexamethason 10° M
fiihrte zu einem nicht signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen auf 11,5 % + 0,4 % (10° M auf
11,1 %+ 0,8 %, 10°M auf 9,8 % £ 0,8 %).

Die Inkubation mit den topischen Glucocorticoiden fiihrte im Vergleich dazu zu einer
deutlicheren Zunahme apoptotischer Zellen. Die Inkubation mit Clobetasol fiihrte bereits bei
einer Konzentration von 10° M zu einem signifikanten Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen
auf 13,2 % £ 0,9 % (p = 0,02). Nach Zugabe von 10 M kam es zu einer maximalen Zunahme
apoptotischer Zellen auf 21,5 % = 1,3 % (p = 0,02). Die Inkubation mit Beclomethason 10 M
und 10 M fiir 20 h fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen auf
20,1 % £ 4,1 % (p = 0,03) bzw. 12,8 % + 1,0 % (p = 0,04). Beclomethason in den
Konzentrationen von 10° M und 10®* M fiihrte zu einem tendenziellen, aber nicht signifikanten
Anstieg apoptotischer Zellen auf 11,1 % + 0,8 % bzw. 9,2 % + 1,4 %. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 36 und 37 dargestellt.
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Abb. 36: Apoptose von humanen PBMC nach 20 h Inkubation. (A) und (B) in Abwesenheit von

Glucocorticoiden, (C) nach 20 h Inkubation mit Dexamethason, Clobetasol und
Beclomethason. (A) Zweidimensionale Dot-plot-Darstellung des FSC/SSC. Das Gate
wurde auf die Population vitaler Lymphozyten gesetzt. (B) und (C) Dot-plot-
Darstellung der Fluoreszenz von FITC- und Pl-markierten PBMC. Représentatives

Experiment von n = 3.
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Abb. 37: Konzentrationsabhiangiger Einfluss von Dexamethason, Clobetasol und Beclomethason
auf die Apoptose von humanen PBMC nach 20 h Inkubation. Die Anzahl der
Experimente betrug n = 3. Angegeben sind der Mittelwert und der SD.

Ein zusammenfassender Vergleich der drei Glucocorticoide Dexamethason, Clobetasol und

Beclomethason fiihrt zu folgenden Aussagen:

L. Sowohl Dexamethason als auch die topischen Glucocorticoide fithren zu einer
konzentrationsabhdngigen Zunahme der Apoptose von humanen PBMC nach 20 h
Inkubation.

I1. Bei niedrigen Konzentrationen unterscheiden sich Dexamethason und die topischen
Glucocorticoide kaum.

I11. Bei sehr hohen Konzentrationen zeigen beide topischen Glucocorticoide einen deutlich
starkeren proapoptotischen Effekt als Dexamethason.
IV. Die beiden topischen Glucocorticoide Clobetasol und Beclomethason unterscheiden sich

hinsichtlich ihrer apoptoseinduzierenden Wirkung nahezu nicht von einander.
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Myxothiazol

Die mitochondriale Funktionalitit spielt eine bedeutende Rolle bei der Auslosung von Apoptose.
Es wurde der Einfluss von Myxothiazol als irreversibler Hemmstoff der Atmungskette auf die
Apoptose humaner PBMC untersucht. Analog zu den Experimenten unter 3.1 wurden zwei
Konzentrationen (40 uM und 14 pM) eingesetzt und fiir 20 h inkubiert.

Dabei fand sich, dass auch Myxothiazol zu einer signifikanten Zunahme des Anteils
apoptotischer Zellen fiihrte. Nach Zugabe von 14 uM Myxothiazol lag der Anteil apoptotischer
Zellen bei 23,1 % + 3,7 % (p = 0,01), nach Zugabe von 40 uM bei 22.0 % = 3,6 % (p = 0,02). Es
war kein signifikanter Unterschied zwischen 14 uM und 40 uM Myxothiazol nachweisbar. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 38 und 39 dargestellt.
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Abb. 38: Apoptose von humanen PBMC nach 20 h Inkubation mit Myxothiazol. Dargestellt sind

die Ergebnisse im Annexin V-FITC/PI-Fenster. Reprédsentatives Experiment von n = 3.

73



304

S
@) 1 // T
E 20_ /
o, ] /
q) /
= /
o /
g //
)
| 104 /
3 | /
Z f
O I I I 1
0 14 40

Myxothiazol [uM]

Abb. 39: Apoptose von humanen PBMC nach 20 h Inkubation mit Myxothiazol. Die Anzahl der
Experimente betrug n = 3. Dargestellt sind der Mittelwert und der SD.
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4. Diskussion

4.1 Grundlagen der Glucocorticoidtherapie

Die klinische Bedeutung der Glucocorticoide steht in deutlichem Widerspruch zum aktuellen
Stand der Aufkldrung ihrer Wirkmechanismen. Genomisch vermittelte Effekte bilden auch heute
noch die Grundlage fiir Vergleiche von Wirksamkeiten verschiedener Glucocorticoide und der
Erstellung von Aquivalenzdosen. Die spezifisch und unspezifisch nichtgenomischen
Mechanismen sind nicht hinreichend geklédrt und bleiben im klinischen Alltag weitestgehend

unberiicksichtigt.

Die vorliegende Arbeit diente der weiterfiihrenden Aufkldrung nichtgenomischer Wirkungen
verschiedener Glucocorticoide. Anhand topischer Glucocorticoide sollte ein Wirkungsprofil iiber
die qualitativ unterschiedlichen Mechanismen auf Immunzellen erstellt und mit Dexamethason
als systemische Referenzsubstanz verglichen werden. Es stellte sich die Frage, ob sich topisch
eingesetzte Glucocorticoide in thren modularen Wirkungen auf Immunzellen grundlegend vom
systemisch eingesetzten Standardprdparat Dexamethason unterscheiden und ob sich
Riickschliisse auf einen optimierten FEinsatz von systemischen Glucocorticoiden in der
Rheumatologie und  klinischen = Immunologie, angepasst an  Unterschiede im

nichtgenomischen/genomischen Wirkungsverhiltnis, ziehen lassen.

Grundlage bildete das von Buttgereit et al. entwickelte modulare Konzept der

Glucocorticoidwirkungen (Buttgereit et al. 1998). Danach lassen sich drei qualitativ

unterschiedliche Wirkmechanismen in Abhdngigkeit von der Konzentration und der zeitlichen
Latenz bis zum Wirkungseintritt unterscheiden. (1) Gut bekannt sind ihre therapeutischen
Wirkungen iiber genomische und ligandspezifische Mechanismen, die bereits in niedrigen
Konzentrationen erreicht werden. Der Wirkungseintritt erfolgt mit einer zeitlichen Latenz nach
Stunden. Der Weg ist transkriptions- und translationsabhingig. (2) Der spezifisch
nichtgenomische Mechanismus ist ebenfalls rezeptorabhingig, aber transkriptions- und
translationsunabhédngig. Schnelle Signalkaskaden werden durch niedrige bis mittlere
Konzentrationen ausgeldst, die Wirkung ist nach Sekunden bis Minuten messbar. (3) Es gibt
Hinweise auf unspezifisch nichtgenomisch vermittelte Effekte, die nicht durch

Transkriptionsinduktion oder -repression spezifischer Gene erkldarbar sind. Sehr hohe
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Konzentrationen sollen dabei zu einer unspezifischen Membraninterkalierung fiihren. Die
Effekte sind nichtgenomisch vermittelt und treten bereits nach wenigen Sekunden auf. Da bei
einer Dosis von 7,5 mg bzw. 15 mg Prednisolondquivalent rechnerisch 42 % bzw. 63 % der
intrazelluldren Rezeptoren besetzt sind, muss man bei intravends verabreichten Dosen tiber 250
mg Prednisolondquivalent von einer vollstindigen Séttigung aller intrazelluldr verfiigbaren

Rezeptoren ausgehen. (Tyrell 1995, Buttgereit et al. 1998). AuBBerdem kommt es nach dem ersten

Tag einer intravendsen Stoftherapie mit Dosen von 500-1000 mg Prednisolondquivalent zur

Downregulation der intrazelluliren Rezeptoren (Oakley et al. 1999, Schlaghecke et al. 1992).

SchlieBlich kann man klinisch bei hohen Dosen sofortige Wirkungen beobachten, die zu schnell
eintreten, als dass sie iiber eine Modifikation der Genexpression vermittelt sein konnten. Dies
legt den Schluss nahe, dass der therapeutische Nutzen hoher Glucocorticoiddosen iiber 250 mg
Prednisolondquivalent iiber zusidtzliche, qualitativ andere nichtgenomische Mechanismen

vermittelt ist.

Buttgereit et al. fanden erstmals von genomischen Potenzen deutlich abweichende
nichtgenomische Wirkstirken fiir verschiedene Glucocorticoide an stimulierten Thymozyten

(Buttgereit et al. 1999). Schmid et. al. konnten diese Unterschiede an humanen PBMC bestitigen

(Schmid et al. 2000). Croxtall et al. fiihrten die vergleichenden Studien fort. Sie konnten zeigen,

dass nichtgenomische Effekte auf die zytoplasmatische PLA,-Aktivitdt und genomische Effekte
auf die COX2-Expression von A549-Zellen durch unterschiedliche Mechanismen vermittelt
werden und dass sich Beclomethason-dipropionat dabei deutlich von Dexamethason

unterscheidet (Croxtall et al. 2002).

Synthetische Glucocorticoide unterscheiden sich hinsichtlich ihrer chemischen Strukturen und
ihrer genomischen und nichtgenomischen Wirksamkeiten (Aquivalenzdosen). Allen gemeinsam
ist das chemische Grundgeriist bestehend aus drei Cyclohexanringen und einem
Cylcopentanring. Unterschiede in der sterischen Konformation und Art der Substituenten

bedingen die Unterschiedlichkeit ihrer Wirksamkeiten und ihres klinischen Einsatzes.

In der vorliegenden Arbeit wurde Dexamethason als Referenzsubstanz filir systemische
Glucocorticoide eingesetzt. Entscheidend fiir seine gegeniiber Cortisol fast 30fach stirkere
genomische Potenz sind neben der Doppelbindung zwischen C1 und C2 die Methylierung an
Position 16a und Fluorierung an Position 9a.. Durch die Substitutionen wird Dexamethason zu

einem der potentesten synthetischen Cortisolanaloga.
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Fiir seine nichtgenomischen Wirkungen sind weniger die spezifischen Seitengruppen als
vielmehr deren sterische Konformation von Bedeutung. Vergleicht man Dexamethason mit dem
ebenfalls systemisch applizierten Betamethason wird dieser Unterschied deutlich. Beide
Substanzen weisen eine nahezu identische chemische Struktur auf (Methylierung an CI16,
Fluorierung an C9). Dies erklért ihre gleichen relativen genomischen Potenzen. Der Unterschied
besteht in der rdumlichen Konformation der Methylgruppe an C16. Diese liegt bei
Dexamethason in der alpha-, bei Betamethason in der beta-Stellung vor. Dies begiinstigt
Dexamethason in seiner Fahigkeit, sich in Zellmembranen zu interkalieren und dariiber eine
starke, nichtgenomische Potenz zu entwickeln, wohingegen Betamethason fast keine

nichtgenomischen Effekte aufweist (Schmid et al. 2000).

Der klinische Einsatz von Dexamethason beruht hauptsichlich auf seinen starken genomischen
Wirkungen. Sie fiihren bereits in niedrigen Dosen zu Entziindungshemmung und
Immunsuppression. Ungeachtet der Tatsache, dass es in sehr hohen Dosen stark suppressiv auf
den hypothalamisch-hypophysér-adrenalen Regelkreis wirkt, kommt es in sehr hohen Dosen bei
der Behandlung von Erkrankungen und Traumen des zentralen Nervensystems, die mit einer
Odembildung einhergehen, zum FEinsatz. Diese bisher empirisch und klinisch etablierte
Anwendung konnte durch seine starken unspezifisch nichtgenomischen Eigenschaften, die der
Odembildung durch Interkalierung in die Membran und folgende Reduzierung ihrer

Permeabilitét entgegenwirkt, erkldrbar werden (Mursch et al. 2000).

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass bei topischen Glucocorticoiden neben den gut

etablierten genomischen Effekten auch starke nichtgenomische Wirkungen vorliegen sollten, da
sie lokal so hohe Konzentrationen erreichen, dass auch nichtgenomische Mechanismen ihre gute

klinische Wirksamkeit begriinden miissen.

Clobetasol und Beclomethason wurden als Beispielsubstanzen fiir topische Glucocorticoide
ausgewdhlt, da sie zu den am stdrksten wirksamen topischen Glucocorticoiden in der
Dermatologie bzw. Pneumologie zéhlen und ihre therapeutischen Wirkungen gut bekannt und

dokumentiert sind (Griffiths 2001, Pfister et al. 1995, Lipworth 1993).

Wie bei Dexamethason sind auch bei den topischen Glucocorticoiden neben der Doppelbindung
zwischen Cl und C2 die Substitutionen an C9 und C16 fiir ihre genomisch vermittelten
antiinflammatorischen und antiproliferativen Effekte verantwortlich. Dariiber hinaus weisen
Clobetasol und Beclomethason Veresterungen an Cl17a auf. Bei der Therapie entziindlicher

Atemwegserkrankungen spielen genomisch vermittelte Effekte eine {ibergeordnete Rolle.
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Ausgehend von der Annahme, dass lokal hohe Glucocorticoidkonzentrationen erreicht werden,
sind auch nichtgenomische Effekte {iber eine unspezifische Interkalierung in die Zellmembran
anzunehmen. Sie werden therapeutisch iiber eine Reduzierung der Membranpermeabilitét, die
einer entziindungsbedingt erhdhten GefaBBdurchlissigkeit entgegenwirkt, ausgenutzt (Pfister et al.

1995).

Humane PBMC nehmen eine zentrale Stellung in der zelluldren und humoralen Immunantwort
ein. Sie sind stimulierbar, teilungsfdhig und besitzen alle wichtigen Zellbestandteile und
Funktionen. Sie sind ohne groflen labortechnischen Aufwand in ausreichender Menge erhiltlich.
Zellvitalitit und reprédsentative Verteilung von B- und T-Lymphozyten werden bei der
Gewinnung und Isolation durch die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation nicht beeintrichtigt
(Boyum 1968). T-Lymphozyten stellen unter physiologischen Bedingungen mit einem Anteil
von etwa 75 % die grofite PBMC-Fraktion. B-Lymphozyten machen etwa 15 % und NK-Zellen
10 % der PBMC aus. Die fiir unsere Untersuchungen préparierte Zellsuspensionen bestanden
somit zu einem iiberwiegenden und funktionell dominierenden Anteil aus T-Lymphozyten. Auf
die weitere Separation einzelner PBMC-Fraktionen und die Gewinnung von Subpopulationen
wurde bewusst verzichtet. Ziel war ein funktionierendes Gesamtzellsystem. In zahlreichen
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass eine optimale Aktivierung der Zellen nur bei
ausreichendem Zell-Zell-Kontakt und gegenseitiger funktioneller Interaktion der Zellen moglich

ist (Zempleni et al. 1999, Karlsson et al. 1997, Grove et al. 1994).

Um ein modulares Wirkprofil der topischen Glucocorticoide zu erstellen, wurde ihr Einfluss auf
die stimulierte IL-6-Produktion humaner PBMC als Beispiel fiir genomisch vermittelte Effekte

(Buttgereit et al. 1994) untersucht. Der Sauerstoffverbrauch stellt einen Parameter des zelluldren

Energiestoffwechsels dar und sollte als Beispiel des unspezifisch nichtgenomischen

Wirkmechanismus dienen (Buttgereit et al. 1997). Bei der glucocorticoid-induzierten Apoptose

geht man davon aus, dass sie iiber alle drei modularen Mechanismen - genomisch,
spezifisch/unspezifisch nichtgenomisch - wirkt (Gold et al. 2001, Barnes 1998, Gametchu et al.
1987).
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4.2 Modulares Modell der Wirkmechanismen von Glucocorticoiden

4.2.1 Unspezifisch nichtgenomischer Mechanismus

Messung des Sauerstoffverbrauchs mittels Clark-Elektrode und Energiestoffwechsel von PBMC.
Der Gesamtsauerstoffverbrauch von PBMC reflektiert die ungekoppelte Atmung, den
extramitochondrialen Sauerstoffverbrauch und den Sauerstoffverbrauch durch ATP-
verbrauchenden Prozesse. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen stellte die Messung des
Sauerstoffverbrauchs einen geeigneten Parameter des zelluldren Energiestoffwechsels dar. Die
Verstoffwechslung von Kohlehydraten, Fettsduren und Aminosiduren zu Kohlendioxid und
Wasser unter Verbrauch von Sauerstoff spielt die zentrale Rolle bei der Energiesynthese in Form
von ATP in ruhenden wie stimulierten Zellen. Es lassen sich unter geeigneten
Versuchsbedingungen durch die Messung des Sauerstoffverbrauchs Aussagen {iiber den
Energiestoffwechsel in Abhdngigkeit von Testsubstanzen treffen. Glukose und anorganisches

Phosphat sind wesentliche Induktoren der Glykolyse (Seshagiri et al. 1991). In ruhenden

Lymphozyten ist der Beitrag der aeroben Glykolyse an der ATP-Synthese in glukosefreiem und
phosphatarmen Medium vernachléssigbar gering (Miiller et al. 1986). Gespeichertes Glykogen

ist mit maximal 10 % an der zelluliren Atmung in Lymphozyten beteiligt (Suter et al. 1976).

Borsook-Eagle-Medium ist glukosefrei und enthilt nur zu einem geringen Anteil anorganisches
Phosphat. Die zelluldre Energiesynthese erfolgt unter diesen Bedingungen fast ausschlieBlich
tiber die mitochondriale oxidative Phosphorylierung. Andere (extramitochondriale) Wege neben

der mitochondrialen sauerstoffverbrauchenden Oxidation zur ATP-Gewinnung konnten

vernachléssigt werden (Rolfe et al. 1997).

In den vorliegenden Untersuchungen lag der Sauerstoffverbrauch ruhender PBMC bei 5,84 +
0,22 nmol O»/min/10” Zellen und ist vergleichbar mit Ergebnissen, die in anderen Arbeiten unter

gleichen Versuchsbedingungen gefunden wurden (Schmid et al. 2000, Kuhnke et al. 2003).

Ruhende Lymphozyten gewinnen den Hauptteil des zelluliren ATP aus der
sauerstoffverbrauchenden Oxidation energieliefernder Substrate innerhalb der oxidativen
Phosphorylierung im Mitochondrium. Glykolyse und anaerobe Energiegewinnung spielen eine
untergeordnete Rolle. Ein Drittel des Gesamtsauerstoffverbrauchs ist spezifischen Prozessen
zuzuordnen. Dabei sind die Na'/K'-ATPase, die Proteinbiosynthese und das Protonenleak die
hauptenergieverbrauchenden Prozesse. Ein weiterer Teil wird infolge der Phosphorylierung von

Enzymen, der Verstoffwechslung metabolischer Substrate und der Anordnung und
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Aufrechterhaltung des Zytoskeletts verbraucht. SchlieSlich wird ein Anteil flir sog. futile cycling
reactions benotigt, energieverbrauchende Reaktionszyklen, die nicht direkt in die

Aufrechterhaltung des zelluldren Stoffwechsels einflieBen, sondern den Zellen ermdglichen soll,

auf externe Signale schnell und adiquat reagieren zu konnen (Buttgereit et al. 1992).

Das Lektin Con A fiihrt zur mitogenen Stimulation speziell von T-Lymphozyten. Es bindet an
eine Untereinheit des T-Zell-Rezeptors (TCR) und fiihrt iiber eine unspezifische Vernetzung der
TCR zur Auslosung intrazelluldrer Signalkaskaden. Es kommt zu einem Anstieg intrazelluldrer
second messenger wie Ca’’, IP; und Diacylglycerol. Die Signaltransduktion fiihrt unter
Einbeziechung weiterer Regulatorproteine zu einer Aktivierung und Proliferation der
Lymphozyten. Die Stimulierung erfolgt im Gegensatz zur Stimulation mit spezifischen
Antigenen oder zur autoreaktiven Stimulation polyklonal und erfasst somit eine grole Anzahl an

Lymphozyten (Janeway et al. 1997). Experimente an Rattenthymozyten zeigten, dass in

Abhiéngigkeit von den Versuchsbedingungen bis zu 80 % der isolierten Thymozyten innerhalb

von Sekunden durch Con A mitogen stimuliert werden konnten (Buttgereit et al. 1993, Krauss et

al. 1999). Experimente an humanen PBMC bestitigten die Stimulierbarkeit des
Sauerstoffverbrauchs innerhalb von Sekunden (Schmid et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit erhohten humane PBMC ihren Sauerstoffverbrauch durch mitogene
Stimulation mit 75 ug Con A/ml (3,75 pug Con A/10° Zellen) erwartungsgemiB innerhalb von
Sekunden um 3,05 + 0,3 nmol O/min/10” Zellen. Diese Steigerung um 55,4 % entspricht damit
anderen gefundenen Ergebnissen unter vergleichbaren Versuchsbedingungen (Schmid et al.
2000). In stimulierten PBMC entfallen zwei Drittel des Gesamtsauerstoffverbrauchs auf
spezifische Prozesse. Der Verbrauch an zellulirem ATP fiir Na'/K'-ATPase und
Proteinbiosynthese ist insgesamt um etwa 11 % des Gesamtverbrauchs gesteigert.
Proteinbiosynthese, Na'/K'-ATPase und Ca*’-ATPase sind die Hauptenergieverbraucher in

stimulierten PBMC (Schmid et al. 2000). Die mitogene Stimulation bewirkt -eine

Aktivitatssteigerung zelluldrer Enzymsysteme und einen Anstieg der Glykolyserate. Greiner et
al. konnten nachweisen, dass es nach Stimulation von Rattenthymozyten in Anwesenheit von
Glukose und anorganischem Phosphat zu einer Steigerung der anaeroben Laktatsynthese und

einem Abfall der aeroben Energiesynthese kam (Greiner et al. 1994). Zwei Drittel der zelluldren

ATP-Synthese wurden durch anaerobe Laktatproduktion gedeckt. Ist allerdings Glukose und
anorganisches Phosphat nicht in ausreichender Menge vorhanden, kommt es - auch unter
mitogener Stimulation - zunehmend iiber aerobe Wege der Energiegewinnung zur ATP-

Synthese. Diese ist in ihrem Gesamtumsatz durch das fehlende Substratangebot an Glukose nicht
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beeintrachtigt. Das gleiche gilt bei einem fehlenden Angebot an Glutamin (Guppy et al. 1993).
Die beschriebene Abnahme der aeroben Oxidation unter Bereitstellung von Glukose wird als

Crabtree-Effekt bezeichnet.

Die Ergebnisse werden von den Versuchsbedingungen (Temperatur, Sauerstoffaquilibrierung)
und dem Inkubationsmedium (Substratanteile von Glukose, Aminosduren und anorganischem
Phosphat; Einsatz bakterizider/bakteriostatischer Substanzen) beeinflusst. Die unter 2.2
beschriebenen Versuchsbedingungen wurden in unserer Arbeitsgruppe an verschiedenen
Zellsystemen etabliert und kamen so in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung (Miiller et al.

1986, Buttgereit et al. 1991, 1992, Schmid et al. 2000, Kuhnke et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit stellte sich als wesentlicher Unterschied zu Dexamethason heraus,
dass topische Glucocorticoide sowohl in ruhenden als auch in stimulierten PBMC bereits bei
sehr niedrigen Konzentrationen zu einer deutlichen Hemmung des Sauerstoffverbrauchs filihrten.
Dexamethason hemmte den Sauerstoffverbrauch in ruhenden und stimulierten Zellen
konzentrationsabhdngig mit einer maximalen Hemmung bei der hochsten -eingesetzten
Konzentration von 10* M. Die Wirkung der topischen Glucocorticoide auf den zelluliren
Energiestoffwechsel blieb hingegen konzentrationsunabhdngig. Die topischen Glucocorticoide
zeigten also im Hinblick auf den =zelluliren Energiestoffwechsel bei sehr niedrigen
Konzentrationen eine stirkere nichtgenomische Potenz als Dexamethason, wéhrend sie bei sehr

hohen Konzentrationen weniger potent waren. Wie sind diese Unterschiede zu erkléren?

Lipophilie und Scittigung der Interkalierung in die Membran.

Topische Glucocorticoide sind durch ihre Veresterung an Position 17a deutlich lipophiler als

systemische Glucocorticoide (Ponec et al. 1986). Beclomethason-dipropionat ist zusétzlich an

C21 verestert und besitzt eine iiber 2,5fach hohere Lipophilie im Vergleich zu Dexamethason.
Topische Glucocorticoide sind damit besser in der Lage, in biologische Membranen zu
diffundieren und sich so auch in die Membranen zu interkalieren. Topische Glucocorticoide
konnten demnach im Unterschied zu systemischen Glucocorticoiden bereits bei sehr niedrigen
und physiologisch  vorhandenen Konzentrationen deutliche direkte, unspezifische

Membraneffekte auslosen.

Bei steigender Konzentration kam es zu keiner weiteren Wirkungssteigerung der topischen

Glucocorticoide auf den Sauerstoffverbrauch. Diese Tatsache ist dadurch erkldrbar, dass
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aufgrund der hohen  Lipophilie der  Sittigungsbereich der  Diffusions- und
Interkalierungskapazitit fiir die topischen Glucocorticoide bereits bei sehr niedrigen
Konzentrationen erreicht ist. Die unspezifischen Effekte wiren bei 10" M maximal. Denkbar
wire auch, dass der Sittigungsbereich bei einer sehr hohen Konzentration von 10* M fiir
topische Glucocorticoide noch nicht erreicht ist. Allerdings sollte man beriicksichtigen, dass

Konzentrationsbereiche héher als 10 weder physiologisch noch therapeutisch erreicht werden.

Beclomethason zeigte eine tendenziell geringere Inhibition des Sauerstoffverbrauchs im
Vergleich zu Clobetasol. Dieser nicht signifikante Unterschied ist darauf zuriickzufiihren, dass
die Steigerung der Lipophilie durch die Doppelveresterung an C17a und C21 durch den negativ
sterischen Effekt der somit verldngerten Seitengruppen eingeddmmt wird. Diese Tatsache ist von
Bedeutung, da Beclomethason aufgrund der Estergruppen einen deutlich stirkeren und mit
Clobetasol vergleichbaren Hemmeffekt auf den Sauerstoffverbrauch hat als Dexamethason, aber

nicht die nichtgenomische Wirkstirke von Clobetasol erreicht.

Dexamethason zeigte bis zu einer Konzentration von 10° M zwar eine signifikante, aber
geringere Inhibition des Sauerstoffverbrauchs. Erst ab einer Konzentration > 10° M wurde der
Hemmeffekt von Dexamethason im Vergleich zu den topischen Glucocorticoiden gréfer. Das
Verhéltnis zwischen Hydroxyl- und Estergruppen ist entscheidend fiir die lipophilen
Eigenschaften von Steroiden. Dabei iibt die Veresterung der Seitenketten einen positiven Effekt
auf die Lipophilitdt aus, wihrend die Hydroxylierungen die Lipophilitdt herabsetzen. Wahrend
alle drei Glucocorticoide an Position 118 eine OH-Gruppe besitzen, ist Dexamethason zusédtzlich
an den Positionen 170 und 21 hydroxyliert und an keinem C-Atom verestert. Ponec et al.
konnten an humanen epidermalen Keratinozyten zeigen, dass die Hydroxylierung an allen drei
Positionen zu einer Herabsetzung der lipophilen Eigenschaften der Glucocorticoide fiihrt (Ponec
et a. 1986). Aufgrund der damit geringeren Lipophilie von Dexamethason im Vergleich zu den
topischen Glucocorticoiden wére eine ausreichende Sattigung der Diffusionskapazitit
biologischer Membranen erst ab einer Konzentration von 10° M erreicht (siche Abb. 40). Um
unspezifisch nichtgenomische Effekte {iber die Membran zu bewirken, wire die Anreicherung in

Membranen bei sehr hohen Konzentrationen erforderlich.
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Sdattigung der Bindungskapazitit des Glucocorticoidrezeptors und spezifisch nichtgenomisch
vermittelte Effekte.

Sind fiir den Effekt auf den Sauerstoffverbrauch auch schnelle, transkriptionsunabhingige
Effekte via cGRa mitverantwortlich? Ausgehend davon, dass ab einem Prednisolonidquivalent
von 250 mg alle Glucocorticoidrezeptoren besetzt sind, stellen zusétzliche direkte Interaktionen
der Glucocorticoide mit zelluliren Membranen bei hohen Konzentrationen die Hauptursache fiir
die Hemmung des Sauerstoffverbrauchs dar. Fiir mittlere Konzentrationen < 10° M, die
ebenfalls eine signifikante Hemmung des Sauerstoffverbrauchs zeigten, muss aber ein
glucocorticoidrezeptorabhiingiger =~ Mechanismus  {iber  zytosolische  oder  mdgliche
membranstindige GR mitdiskutiert werden. Erste Hinweise auf nichtgenomische, cGR-
vermittelte Effekte kamen aus Zellkulturexperimenten. Kurze Inkubationen mit Glucocorticoiden
fiir Minuten fiihrten zu einer schnellen Polymerisation und Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts

von humanen Endometriumzellen (Koukouritaki et al. 1997). Dieser Prozess war nicht

proteinsynthese-abhiangig aber eine schnelle Aktivierung von Proteinkinasen war an diesen
Effekten beteiligt. Croxtall et al. konnten zeigen, dass die schnelle Modulation der zytokin-
stimulierten Arachidonsdure-Produktion durch Dexamethason MAPK- und cPLA;-abhédngig war
(Croxtall et al. 2000). Dieser Effekt trat innerhalb von Minuten ein und war durch RU486, nicht

aber durch Proteinsyntheseinhibitoren blockbar. In einer weiterfiihrenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Beclomethason-vermittelte Effekte auf die Hemmung der COX2-Expression von
A549 Zellen durch Geldanamycin (bindet selektiv an HSP90 des c¢GR und verhindert die
Translokation des Steroid-Ligand-Komplexes in den Zellkern), nicht aber durch PP2, einen src-
Inhibitor, blockbar waren (Croxtall et al. 2002). Die Effekte von Dexamethason auf die COX2-
Expression waren in der gleichen Studie ebenfalls durch Geldanamycin und NF-«xB, nicht aber
durch PP2 blockbar, wihrend die Effekte auf die cPLA, Aktivitit durch PP2 hemmbar war,
durch Geldanamycin und NF-kB aber unbeeinflusst blieb. Diese Ergebnisse lieen vermuten,
dass Beclomethason cGR- und proteinsynthese-abhdngige Mechanismen beeinflusst, wihrend
Dexamethason iiber den ¢cGR sowohl transkriptionsabhédngig als auch transkriptionsunabhingig

agieren kann.

In den Experimenten zum Energiestoffwechsel ist analog zur obigen Aussage der durch sehr
hohe Konzentrationen von Dexamethason (10 M bis 10™ M) nach Sekunden ausgeloste Effekt
am chesten als unspezifisch nichtgenomisch zu definieren. Es erfolgt eine Interkalierung in
Zellmembranen und eine daraus folgende direkte Wechselwirkungen mit physikochemischen

Eigenschaften der Membransysteme. Fiir die bereits signifikanten Effekte bei Konzentrationen
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ab 10 M und kleiner ist aber noch nicht von einer kompletten Rezeptorauslastung auszugehen.
In diesen Konzentrationsbereichen ist noch kein zusitzlicher, signifikanter, unspezifisch
nichtgenomischer Effekt zu erwarten. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die
Signaltransduktion {iber schnelle Signalkaskaden nach Bindung an den zytosolischen und/oder
membranstindigen Glucocorticoidrezeptor fiir die schnellen Effekte von Dexamethason in

Konzentrationsbereichen von 107'° M bis 10°® M mitverantwortlich sind.

Fir die topischen Glucocorticoide konnte diese Hypothese auf den gesamten

Konzentrationsbereich von 10" M bis 10 M iibertragen werden. Wenn man davon ausgeht,
dass die deutlichen und signifikanten Effekte ab 10" M schnelle, iiber den ¢cGR vermittelte
Effekte darstellen, ist der deutlichere Hemmeffekt durch die stirkere Bindungsaffinitit der
topischen Glucocorticoide im Vergleich zu Dexamethason zum cGR erklédrbar. Da keine weitere
Wirkungssteigerung bei zunehmender Konzentration zu sehen war, konnte bereits bei sehr
niedrigen Konzentrationen eine vollstindige Rezeptorauslastung erreicht worden sein. Zu
beriicksichtigen sind aber die ausgeprédgteren lipophilen FEigenschaften der topischen
Glucocorticoide und die dadurch bessere Féhigkeit zur Interkalierung in Membranen. Wire bei
einer Konzentration von 10" M bereits eine vollstindige Rezeptorauslastung erreicht, miisste
man bereits hier einen zusitzlichen, unspezifisch nichtgenomischen Effekt sehen, der stdrker
wire als der gezeigte Effekt bei sehr hohen Dexamethason-Konzentrationen. Denkbar wére aber
auch, dass auch bei der hochsten eingesetzten Konzentration das Steroid-Rezeptor-
Sattigungsgleichgewicht fiir die topischen Glucocorticoide noch nicht erreicht ist. Dagegen
spricht aber die um ein Vielfaches stirkere Bindungsaffinitit der topischen Glucocorticoide

gegeniiber Dexamethason (Ponec et al. 1986, Wolff et al. 1978). Ob schnelle Signalkaskaden via

zytosolischen Glucocorticoidrezeptor an den Effekten der Glucocorticoide auf den
Sauerstoftfverbrauch beteiligt sind, wird derzeit durch den Einsatz des spezifischen
Glucocorticoidrezeptorinhibitors RU486 in weiterfiihrenden Experimenten untersucht. Wére der
cGR an den schnellen Glucocorticoideffekten beteiligt, miissten diese Effekte durch RU486

antagonisierbar sein.

Reflektieren die beobachteten Effekte direkte Wirkungen an Membranen oder sekundire Effekte
infolge verminderter ATP-Synthese? Buttgereit et al. konnten an Con A-stimulierten
Thymozyten zeigen, dass die Hemmung des Protonentransports iiber biologische Membranen
durch Glucocorticoide nicht als Folge einer Hemmung der ATP-Synthese, sondern durch direkte

Interaktionen mit den Membranen und membranassoziierten Proteinen erfolgt (Buttgereit et al.
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1997). Der Sauerstoffverbrauch, der durch die Na/K'-ATPase und Ca’’-ATPase entsteht,
konnte in in vitro Experimenten durch verschiedene Glucocorticoide gehemmt werden. Der
Sauerstoffverbrauch durch die Proteinbiosynthese blieb dabei unbeeinflusst. Die Hemmung des
Energiestoffwechsels durch Glucocorticoide kommt primidr durch die Beeinflussung der
Kationenpumpen zustande. In in vitro Experimenten an Rattenthymozyten wurde gezeigt, dass
Methylprednisolon die intrazellulire Ca*"-Konzentration reduziert. In diesen Experimenten und
in Experimenten an humanen Lymphozyten konnte gezeigt werden, dass die Reduktion des
intrazelluliren Ca®’ nicht durch einen Aktivititsanstieg der ATPase verursacht wurde, sondern
durch eine direkte Blockierung der Tonenpermeabilitidt durch Glucocorticoide bedingt war. Die
ATP-Reduzierung wiirde demnach aus einem verminderten Energiebedarf resultieren. Dies
bedeutet, dass Glucocorticoide zu einem gewissen Anteil die mitochondriale oxidative
Phosphorylierung direkt hemmen und das Protonenleak iiber die Membran verstidrken. Auch

hierdurch resultiert eine Reduzierung der zelluldren ATP-Synthese (Buttgereit et al. 1994).

Die Effekte der topischen Glucocorticoide und Dexamethason auf den Sauerstoffverbrauch
treten sofort ein und sind bereits nach wenigen Sekunden bis Minuten maximal. Sie erfolgen
somit transkriptionsunabhingig und werden {iiber physikochemische Wechselwirkungen des
Glucocorticoidmolekiils mit der Zell- und mitochondrialen Membran vermittelt. Durch die
Interkalierung in die Membranen kommt es zu einer Anderung des transmembraniren
elektrischen Potentials und damit zu einer Modulation der Kationenpermeabilitit. Diese
membranstabilisierende Wirkung von Glucocorticoiden konnte in verschiedenen Arbeiten an

verschiedenen Zellsystemen bewiesen werden (Lamche et al. 1990, Hall et al. 1994).

Hemmen Glucocorticoide Prozesse, die in frithen Aktivierungsschritten von Lymphozyten
involviert sind? Dexamethason verhinderte die Stimulation durch Con A konzentrationsabhingig
und Beclomethason konzentrationsunabhingig, wihrend Clobetasol keinen Einfluss zeigte (siche
3.1.4). Einige der =zeitigsten Ereignisse nach einer mitogenen Stimulation stellen die
Beeinflussung des transmembraniren Ionentransports (K- und H'-Efflux, Na'- und Ca*"-Influx)
und die Hydrolyse von Inositol-4,5-bisphosphat (mobilisiert intrazellulires Ca*") und
Diacylglycerol (aktiviert PKC) innerhalb von Minuten dar. Buttgereit et al. konnten an
Rattenthymozyten zeigen, dass auch Methylprednisolon zu einer konzentrationsabhéngigen

Inhibition der Stimulierbarkeit fiihrte (Buttgereit et al. 1993). Er wies nach, dass

Methylprednisolon dabei den Ca**-Influx nach Con A-Stimulation inhibiert. Es ist
wahrscheinlich, dass dieser Vorgang auch fiir die Effekte von Dexamethason und

Beclomethason auf die Stimulierbarkeit in den vorliegenden Experimenten mitverantwortlich ist.
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Cytochrom c-Oxidase-Bindung und direkte Beeinflussung der oxidativen Phosphorylierung.
Glucocorticoide konnen direkt zu einer Beeinflussung der oxidativen Phosphorylierung fiihren

(Simon et al. 1998, Bennett et al. 1996). Bennett et al. fanden, dass niedrige

Glucocorticoidkonzentrationen in Ratten die Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase reduzieren. Um
die Effekte der Glucocorticoide 1im Vergleich zu Myxothiazol, einem reinem
Atmungskettenhemmstoff, zu bewerten, wurden zwei Konzentrationen, bei denen der
Sauerstoffverbrauch zu 25 % (IC 25) und zu 50 % (IC 50) gehemmt wurde, ausgewihlt. In den
Experimenten konnte gezeigt werden, dass der stirkste erreichte Hemmeffekt der
Glucocorticoide durch Dexamethason bei der hichsten eingesetzten Konzentration von 10 M
nicht den Hemmeffekt der IC 25 von Myxothiazol erreicht und weit unter dem Hemmeffekt der
IC 50 von Myxothiazol bleibt. Damit ist unwahrscheinlich, dass die Effekte der Glucocorticoide
auf den Sauerstoffverbrauch mafBigeblich durch eine direkte Bindung in der mitochondrialen

Atmungskette bedingt sind.

Abbildung 40 fasst die Ergebnisse aller drei Glucocorticoide zusammen. Es wurde die
verbleibende Atmung nach Zugabe des Glucocorticoids als prozentuale Abweichung vom
Sauerstoffverbrauch stimulierter Zellen in % angegeben. Myxothiazol wurde in den
Konzentrationen angegeben, bei denen eine 25%ige (ICys) bzw. 50%ige (ICso) Inhibition des

Sauerstoffverbrauchs mitogen stimulierter humaner PBMC gefunden wurde.

86



100 ]l Stimulierte Atmung
' S _ £SEM.

—=— Dexamethason

—--+—Clobetasol

--+-- Beclomethason
¢ Myxothiazol

IC25

Sauerstoffverbrauch [%]

50
] I ICs
40-

A\
A\}

0 I I I I T I 1

0 10 10® 10 10° 10*
[ | | | | J

Con A + Glucocorticoid [M]

Abb. 40: Einfluss verschiedener Konzentrationen von Dexamethason, Clobetasol und
Beclomethason sowie Myxothiazol auf den Sauerstoffverbrauch in Con A-
stimulierten humanen PBMC. Angegeben sind der Mittelwert und der S.E.M.
* signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).

4.2.2 Genomischer Mechanismus

Messung der IL-6-Synthese mittels nichtkompetitivem ELISA und IL-6-Synthese von PBMC.

Erkrankungen, bei denen Glucocorticoide therapeutisch zum Einsatz kommen, zeichnen sich
durch eine starke Expression von proinflammatorischen Regulatorproteinen aus. Da sich die
therapeutische Wirkung der Glucocorticoide oft erst nach Stunden bis Tagen zeigt, geht man
davon aus, dass sie iiber den cGR vermittelt ist und eine de novo-Synthese von Proteinen

voraussetzt. Das konnte in zahlreichen Untersuchungen in vivo und in vitro bestétigt werden

(Barnes 1998).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die genomischen Glucocorticoidwirkungen auf die IL-6-
Synthese ruhender und stimulierter PBMC untersucht, weil IL-6 als ein essentielles und
multifunktionales Zytokin viele Aspekte der Immunantwort und der Akut-Phase-Reaktion von
Entziindungen reguliert. In vitro und in vivo agiert IL-6 u.a. als Differenzierungsfaktor fiir B-
Lymphozyten und als Aktivierungsfaktor fiir T-Lymphozyten. /n vitro konnten Effekte auf die

Differenzierung hidmatopoetischer Vorlduferzellen gezeigt werden (Ogawa 1993, Peters et al.

1998). IL-6 ist ein potenter Wachstumsfaktor fiir humane Myelomzellen. Masera et al. konnte
die Erhohung der Dichte von Glucocorticoidrezeptoren in zwei humanen osteoblastendhnlichen

Zelllinien, Saos-2 und MG-63, durch IL-6 zeigen (Masera et al. 2000). Erhéhte Serum- oder

Plasmakonzentrationen von IL-6 konnen bei verschiedenen Erkrankungen wie Sepsis (Steinmetz

et al. 1995), autoimmunologischen Erkrankungen (Giacomelli et al. 1996), Lymphomen, AIDS,

alkoholbedingten Lebererkrankungen, bei Patienten mit Infektionen (Buck 1994) oder wéihrend

AbstoBungsreaktionen von Transplantaten (Hummel et al. 1994) auftreten.

Bei der IL-6-Produktion ruhender PBMC handelt es sich um eine sehr niedrige ,,Hintergrund*-
Synthese. In unseren Experimenten betrug die basale IL-6-Synthese ruhender PBMC 9,26 + 2,53
pg/ml. Sie war durch keines der eingesetzten Glucocorticoide weiter zu hemmen. Die basale IL-
6-Synthese war durch die Mitogene PHA und Con A auf 2494,5 + 496.9 pg/ml/10° Zellen bzw.
3434,1 + 818,3 pg/ml/10° Zellen stimulierbar. Diese Ergebnisse korrelierten gut mit anderen

Untersuchungen (Buttgereit et al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde als wesentlicher Unterschied zu Dexamethason festgestellt,
dass die topischen Glucocorticoide bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen von 10" M die
IL-6-Produktion mitogen stimulierter PBMC deutlich und signifikant hemmen. Im Gegensatz zu
Dexamethason ist die Hemmung der IL-6-Produktion durch topische Glucocorticoide
konzentrationsunabhdngig. Sie zeigten also im Hinblick auf die Zytokinproduktion mitogen
stimulierter Zellen bei sehr niedrigen Konzentrationen eine deutlich stirkere genomische Potenz.
Bei sehr hohen Konzentrationen waren die topischen Glucocorticoide und Dexamethason in ihrer
genomischen Potenz anndhernd gleich. Die beiden topischen Glucocorticoide unterschieden sich

dabei in ihrer genomischen Potenz kaum.
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Bindungsalffinitdit zum humanen Glucocorticoidrezeptor o und Lipophilitdt.

Die beiden topischen Glucocorticoide Clobetasol and Beclomethason besitzen eine um ein

Vielfaches hohere Rezeptorbindungsaffinitit zum cGRa im Vergleich zu Dexamethason.
Entscheidend hierfiir ist die Veresterung an Position 17a von Clobetasol und Beclomethason.
Wihrend es durch die Einfiihrung einer Ester-Gruppe an Position 21 bereits zu einem Anstieg

der Bindungsaffinitdt kommt, fiihrt erst die Veresterung an Position 17a zu der beobachteten

signifikanten Erh6hung der Bindungsaffinitdt (Portner et al. 1988). Wie Hammer et al. mit Hilfe
eines molekularen GR-Ligandbindungsdomédnen-Modells an einer GR-transfizierten COS-7-
Zelllinie zeigen konnten, besitzt die Ligandbindungsdoméne des GRa eine sterische Kavitidt im
Bereich von Position 17 des Steroidmolekiils. 17a-Ester konnen unter der Bildung von van der
Waals-Bindungskriften diese Kavitit in einer fiir sie energetisch giinstigen Konformation
einnechmen und mit den Aminosduren des Rezeptors interagieren. Das erklart die hohe

Bindungsaffinitiat (Hammer et al. 2003).

Beclomethason zeigte wie Clobetasol bereits bei sehr geringen Konzentrationen von 10™"° M und
10® M eine signifikante Hemmung der IL-6-Synthese humaner PBMC, erreicht aber nicht den
Hemmeffekt von Clobetasol. Beclomethason ist neben der veresterung an Position 17a
zusdtzlich an Position 21 verestert. Wie Hammer et al. zeigten, interagiert die gesteigerte
Lipophilie von 17,21-Doppelestern mit dem sich daraus ergebenden negativen sterischen Effekt.
In der sterischen Néhe von Position 21 ist die Grofle der Ligandbindungsdomine wesentlich
restriktiver gestaltet und besitzt nicht eine von Position 17 vergleichbare Kavitit. Um sich an den
GRa binden zu konnen, sind 21-Ester gezwungen, eine energetisch unglinstigere Konformation
einzunehmen, die ihre geringere Bindungsaffinitit erklédrt. 17,21-Doppelester verbinden die
Bindungseigenschaften von 17- und von 21-Estern. Die Bindungsaffinitit wird dabei maf3geblich
von der Lidnge der Substituenten bestimmt. Aus der zunehmenden Lénge der Estergruppe
resultiert eine Abnahme der Rezeptorbindungsaffinitit. Lipophilie und Rezeptorbindungsaffinitét
konnen somit nicht uneingeschrinkt in Beziehung gesetzt werden. Wiirthwein et al. zeigten, dass
die relative Bindungsaffinitit des 17,21-Esters durch die Veresterung an Position 21 niedriger als
die von Dexamethason war (Wiirthwein et al. 1990). Diese Aussage widerspricht jedoch den in
der vorliegenden Arbeit und von Hammer et al. gefundenen Wirkstérken fiir Beclomethason und

Dexamethason.
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In mitogen-stimulierten PBMC hemmte Dexamethason die IL-6-Synthese deutlich in
Abhiéngigkeit von der Konzentration, wobei eine signifikante Hemmung erst ab einer
Konzentration von 10" M und héher erreicht wurde. Unter Beachtung der fehlenden Estergruppe
an Position 17a konnten Ponec et al. zeigen, dass die Einfithrung von Hydroxylgruppen an den

Positionen 11, 17a und/oder 21 zu einer veridnderten Bindungsaffinitit fiihrt (Ponec et al. 1986).

Wihrend der OH-Substituent an den Positionen 11 (Clobetasol, Beclomethason und
Dexamethason) und 21 (nur Dexamethason) eine erhdhte Bindungsaffinitdt zur Folge hat, fiihrt
die Substituierung an Position 17a (nur Dexamethason) zu einer Erniedrigung der
Bindungsaffinitit. Bei Steroiden, die bereits OH-Substituenten an Position 11 und 21 besal3en,
konnte durch die Hydroxylierung an Position 17c eine leichte Zunahme der resultierenden
Bindungsaffinitit beobachtet werden (nur Dexamethason). Die Einfiihrung eines OH-
Subsituenten an den Positionen 11, 17 oder 21 fiihrte aber immer zu einer Herabsetzung der

Lipophilie des Glucocorticoids.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Wirkstirken stimmen weitestgehend mit den
Ergebnissen dhnlicher Arbeiten iiberein. Seeto et al. untersuchten die relative Potenz von

Beclomethason-Estern auf die IL-5-Produktion humaner PBMC (Seeto et al. 2000). Dabei

fanden sie analog zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, dass Beclomethason in einem
niedrigen Konzentrationsbereich von 10° bis 10'* M die IL-5-Synthese signifikant und
konzentationsunabhédngig um etwa 80 % hemmt. Dexamethason zeigte in diesen Experimenten
in der sehr niedrigen Konzentration von 107'® M keinen Effekt auf die IL-5-Synthese humaner
PBMC. Erst ab einer Konzentration von 10® M und héher kam es zu einer
konzentrationsabhdngigen Hemmung der Interleukin-Synthese, analog zu den Ergebnissen dieser
Arbeit zeigten Chen et al., dass in Maus-Wildtyp-GR Dexamethasonkonzentrationen von 107 M
ndtig waren, um alle Wildtyp-GR-Molekiile vollstindig zu besetzen (Chen et al. 1994).

Rezeptorvermittelte und transkriptionsabhdngige Signaltransduktion.

Die Zeit, bis alle drei Glucocorticoide ihre volle Wirkung entfalteten, betrug mehrere Stunden.
Wihrend dieser Zeit diffundiert das Glucocorticoid durch die Zellmembran und bindet an den
zytosolischen Glucocorticoidrezeptor. Das fiihrt zu einer Konformationséinderung des Steroid-
Rezeptorkomplexes und Abspaltung verschiedener Proteine sowie zu einer Affinititserhohung
fiir DNA in den DNA-Bindungsdoméinen des Steroid-Rezeptorkomplexes. SchlieBlich kann der

aktivierte Steroid-Rezeptorkomplex in den Zellkern translozieren und die Transkription von
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Genen in mRNA beeinflussen. Das endet in der Translation von Proteinmolekiilen, die ihre

biologische Wirkung entfalten konnen (Beato et al. 1996). Die Beeinflussung der

Zytokinproduktion durch Glucocorticoide ist demnach ein rezeptorvermittelter und
transkriptionsabhdngiger Weg. Der zeitbestimmende Schritt sind hier die Transkription und
Translation, also die de novo-Synthese von Proteinen. Schnelle Signaltransduktionswege, wie sie
bei der Glucocorticoidwirkung auf den Energiestoffwechsel zu diskutieren sind, spielen bei den
Effekten auf die Interleukinsynthese wahrscheinlich keine oder eine nur untergeordnete Rolle.
Man geht davon aus, dass Glucocorticoidrezeptoren die Transkription von Genen auf zwei
verschiedenen Ebenen kontrollieren. Sie wirken teilweise liber direkte Bindung des aktivierten
GR-Homodimers in der GRE spezifischer Gene, die eine GRa-Bindungsstelle in ihrer
Promoterregion haben. Auflerdem kommt es zu einer Induktion antiinflammatorischer Gene, z.B.
von Lipocortin-1 (Sudlow et al. 1996), IL1-Rezeptorantagonist (Levine SJ et al. 1996) oder IxBa
(Adcock et al 2001).

Es wird aber auch eine Beeinflussung von Genen beschrieben, bei denen keine GRa-
Bindungsstelle in ihrer Promoterregion nachgewiesen werden konnte. Wahrscheinlich
modulieren Glucocorticoide die Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren hauptsichlich
unabhéngig von einer direkten DNA-Bindung und wirken dabei v.a. repressiv auf spezifische
Gene, z.B. proinflammatorischer Zytokine (Barnes 1998). Direkte Protein-Protein-Interaktionen
werden fiir das p65 von NF-xB (Ito et al. 2000), AP-1 und STAT’s wie STAT3, STATS, STAT6
(Karin 1998) diskutiert. Glucocorticoide modulieren dabei die Bindung und/oder Aktivierung
dieser Transkriptionsfaktoren und modifizieren so die Bildung inflammatorischer Zytokine.

Diese Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren treten in vitro relativ spat nach der

Bildung des Pré-Initiationskomplexes ein (Herrlich 2001, Nissen et al 2000). Dazu werden hohe

Glucocorticoidkonzentrationen bendtigt (Boumpas 1996). Daher kann vermutet werden, dass

auch nichtgenomische Mechanismen an der direkten Glucocorticoid- Transkriptionsfaktor-
Interaktion beteiligt sind. Nicht zuletzt bewirken Glucocorticoide eine posttranskriptionelle
Beeinflussung iiber eine Modifizierung der mRNA-Stabilitdt, Translation und Sekretion

(Almawi et al. 2001).

Abbildung 41 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die unterschiedlichen Wirkstirken
der Glucocorticoide. Die verbleibende IL-6-Synthese der PBMC wurde als prozentuale
Abweichung von der IL-6-Synthese PHA-stimulierter Zellen ohne Glucocorticoidzugabe in %
angegeben. Myxothiazol wurde analog zu den Untersuchungen des Sauerstoffverbrauchs in den

Konzentrationen 1C,s und ICsy mitgefiihrt (sieche 3.1.2 und 3.1.3). Im Unterschied zu den
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Untersuchungen zum Sauerstoffverbrauch wurde in diesen Konzentrationsbereichen keine
Konzentrationsabhédngigkeit von Myxothiazol gefunden. Diese Tatsache konnte dafiir sprechen,
dass es bei eingeschrinkter Energiebereitstellung (Hemmung der ATP-Bereitstsellung durch
Hemmung der oxidativen Phosphorylierung mittels Myxothiazol und der Glykolyse durch
glukosefreies Medium) zu einer hierarchisch organisierten Abschaltung bestimmter zelluldrer

Funktionen unabhingig von der Konzentration kommt.

Stimulierte IL-6-Synthese
+ S.E.M.

—=— Dexamethason

—-»— Clobetasol

---+-- Beclomethason
¢  Myxothiazol

IL-6-Synthese [%]

0 10 10® 10° 10° 10*
| | | | | |

PHA + Glucocorticoid [M]

Abb. 41: Einfluss verschiedener Konzentrationen von Dexamethason, Clobetasol und
Beclomethason sowie Myxothiazol auf die IL-6-Synthese PHA-stimulierter
humaner PBMC. Angegeben sind der Mittelwert und der S.E.M. * signifikant
unterschiedlich zum Kontrollwert (p < 0,05).
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4.2.3 Apoptose als komplexer, trimodular vermittelter Prozess

Transkriptionsabhiingiger Mechanismus via cGRa (Modul I)

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, das sowohl Dexamethason als auch die

eingesetzten topischen Glucocorticoide in Abhdngigkeit von der Konzentration Apoptose

induzieren. Im Bereich niedriger Konzentrationen kam es zu einem Anstieg apoptotischer Zellen,
der im Bereich mittlerer Konzentrationen signifikant wurde. Bei diesen Konzentrationen
unterschieden sich die Wirkungen der topischen Glucocorticoide Dexamethason kaum. Bei sehr
hohen Konzentrationen kam es zu einem deutlichen Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen.
Die topischen Glucocorticoide zeigten bei einer Konzentration von 10° M einen tendenziell
deutlicheren Effekt auf die Apoptoseinduktion im Vergleich zu Dexamethason. In einer
Konzentration von 10 M stieg der Anteil apoptotischer Zellen durch die Zugabe der topischen
Glucocorticoide signifikant stirker im Vergleich zu Dexamethason. Die beiden topischen

Glucocorticoide Clobetasol und Beclomethason unterschieden sich in threr Wirkstiarke kaum.

Die glucocorticoid-induzierte Apoptose wird zu einem wesentlichen Teil {iber rezeptor- und

kernabhingige Mechanismen ausgeldst (Reichardt et al. 2000, Barnes 1998). Das gegenwartige

Modell der genomisch vermittelten Apoptose geht von einem mehrstrangigen Prozess aus

(Distelhorst 2002). Diskutiert wird zum einen die Repression von Genen, die fiir die

Aufrechterhaltung der zelluliren Homoostase benotigt werden. Sie soll {iber eine Hemmung von
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (fos/jun) oder NF«B erfolgen. Andererseits konnte die
Transkription von Genen initiiert werden, die direkt fiir die Induktion von Apoptose fungieren.
Distelhorst et al. fanden, dass fiir die glucocorticoid-induzierte Apoptose iiber eine Calcium-
abhédngige Signalkaskade zwei Gene involviert sein konnten, die fiir einen ATP-abhédngigen

Kationenkanal (P>x; Rezeptor) und einen IPs;-Rezeptor kodieren (Distelhorst et al. 1998).

Kroemer et al. konnten zeigen, dass Apoptose durch Blockade der mRNA- und Proteinsynthese
hemmbar ist, was die Annahme eines genomisch vermittelten Mechanismus unterstiitzt

(Kroemer et al. 1997).

Beriicksichtigt man, dass die glucocorticoid-induzierte Apoptose ein hauptsidchlich genomisch
vermittelter Prozess ist, sind fiir den signifikant deutlicheren Apoptose-induzierenden Effekt der
topischen Glucocorticoide im Vergleich zu Dexamethason grundsitzlich dieselben strukturellen

Ahnlichkeiten verantwortlich zu machen, wie sie bereits bei den Effekten auf die IL-6-Synthese
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diskutiert wurden. Wenn die Bildung des Steroid-Rezeptor-Komplexes den Initiationsschritt fiir
die genomisch vermittelte Apoptose darstellt, bildet die Veresterung des C-Atoms der topischen
Glucocorticoide an Position 17a die entscheidende Voraussetzung fiir eine effektive
Bindungsfihigkeit an die Ligandbindungsdomidne des cGRo unter energetisch glinstigen

Bedingungen.

Die Eigenschaft verschiedener Glucocorticoide, die Transaktivierung, NF-kB-Transrepression
und Apoptose unterschiedlich zu beeinflussen, wurde durch Hofmann et al. fiir sieben

Glucocorticoide beschrieben (Hofmann et al. 1998). Es wurden auch Dexamethason und

Clobetasol untersucht, allerdings nur in Konzentrationen von 10° M und 107 M. Die Effekte
hoherer Konzentrationen blieben unberiicksichtigt. Dabei wurden sehr unterschiedliche
Wirksamkeiten der einzelnen Glucocorticoide gefunden. Prednisolon und Hydrocortison waren
deutlich weniger effektiv, Apoptose in CEM-C7 Zellen zu induzieren als Dexamethason und
Clobetasol. Die Autoren begriindeten diese Tatsache mit der strukturellen Ahnlichkeit der
Glucocorticoide an Position 16 und 17, ohne auf die genauen strukturellen Unterschiede der
Substituenten einzugehen. Zhang et al. fanden fiir Beclomethason und Dexamethason mit den

Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbare Potenzen in humanen Eosinophilen (Zhang et al. 2000).

Transkriptionsunabhingige Mechanismen

In der vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche glucocorticoid-induzierte Apoptose nach einer
Inkubationszeit von 16 Stunden nachgewiesen werden. Es ist somit davon auszugehen, dass
Apoptose im Wesentlichen ein transkriptions- und translationsabhingiger Prozess ist.
Verschiedene Arbeiten konnten die Hemmung von glucocorticoid-induzierter Apoptose nach

Zugabe von Inhibitoren der Transkription und Proteinsynthese zeigen (Helmberg et al. 1995,

Hulkko et al. 2000). Apoptose stellt zumindest sekunddr einen streng genomisch abhingigen

Prozess dar. Aufgrund der Kinetik der lymphozytiren Apoptose und der Effektivitdt hoher
Glucocorticoiddosen  insbesondere bei akuten Exazerbationen autoimmunologischer
Erkrankungen wird jedoch geschlussfolgert, dass auch nichtgenomische Mechanismen fiir die

Induktion von Apoptose mitverantwortlich sein konnen (Schmidt et al. 2000, Reichardt et al.

1998). Zusétzlich gibt es Hinweise fiir schnelle, cGR vermittelte, aber transkriptionsunabhéngige

Mechanismen, die zu Apoptose fiihren konnen (Marchetti et al. 2003, Cifone et al. 1999).
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Apoptose in Abhédngigkeit vom zelluliren ATP-Angebot und unspezifisch membranvermittelte

Effekte (Modul III)

Konnen direkte Membranwirkungen der Glucocorticoide fiir die Induktion von Apoptose
mitverantwortlich sein? Bereits Buttgereit et al. vermuteten, dass ein direkter, unspezifischer
Glucocorticoideffekt an der inneren Mitochondrienmembran zumindest bei hohen
Konzentrationen fiir den Verlust des Membranpotentials mit Anstieg der Protonenpermeabilitét
und der daraus resultierenden Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung verantwortlich sein

konnte (Buttgereit et al. 1997). Die dadurch bedingte Verringerung des zelluliren ATP-Angebots

wird im Frithstadium der Apoptose, noch vor der DNA-Fragmentation beobachtet. Buttgereit et
al. konnten ebenfalls nachweisen, dass unspezifisch nichtgenomische Mechanismen eine
bedeutende Rolle bei der Modulation des Ca®"-Transports tiber Zellmembranen und Verinderung

des intrazelluldren Ca”" spielten (Buttgereit et al. 1999). Diem et al. wiesen darauf aufbauend an

retinalen Ganglionzellen von Ratten nach, dass der Ca*'-Influx funktionell relevant fiir die
glucocorticoid-induzierte Hemmung der MAPK-Phosphorylierung im Prozess der

Apoptosesignaltransduktion ist (Diem et al. 2003). Auch andere Arbeitsgruppen vermuteten,

dass diese Vorginge durch die Interaktion der Glucocorticoide mit zelluldiren Membranen und
Beeinflussung derer physikochemischen Eigenschaften hervorgerufen werden (Gold et al. 2001,

Leussink et al. 2001).

Mitochondrien als ein zentraler Wirkort von Glucocorticoiden.

Unter physiologischen  Bedingungen akkumulieren lipophile  Kationen in  der
Mitochondrienmatrix entlang dem elektrochemischen Gradienten entsprechend der Nernst’schen
Gleichung. Wéhrend der Apoptose kommt es zu einer verminderten Retention dieser Kationen in
der Mitochondrienmatrix und in der Folge zu einer Storung des mitochondrialen
Membranpotentials. Aufgrund der gestorten Integritit der &ulleren Mitochondrienmembran
konnen mitochondriale Intermembranproteine, wie z.B. Cytochrom c, AIF oder Procaspasen 2, 3

und 9 austreten (Dallaporta et al. 1999, Marchetti P et al. 1996). Es ist davon auszugehen, dass

die direkte Interaktion von Glucocorticoiden mit biologischen Membranen und die
Beeinflussung des Kationentransports iiber die Membranen eine entscheidende Rolle bei der

Entstehung von Apoptose spielen.
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Aufrechterhaltung der Zellhoméostase und Apoptose — zwei energieverbrauchende Prozesse.

Die Wahl zwischen Apoptose und Nekrose erfolgt u.a. in Abhéngigkeit vom zelluldren ATP-
Angebot. Ist ausreichend Energie in Form von ATP vorhanden, kénnen Zellen die geordnete
energiecabhingige Signalkaskade der Apoptose nutzen. Steht der Zelle hingegen ATP nicht in
ausreichendem Mal} zur Verfiigung, erfolgt Nekrose, ein passiver Vorgang der Zelldegradation
(Leist 1997). Mindestens zwei Prozesse der frithen Apoptose sind aktive, energieverbrauchende
Prozesse und damit ATP-abhingig. Dazu gehdren die Expression von Phosphatidylserin an der
Zelloberfliche. Zum anderen ist die Kernkondensation und die Aufspaltung der DNA in
Fragmente definierter Liange energieverbrauchend. Dieser Vorgang wird durch die ATP-
abhéngige Translokation von Caspasen in den Zellkern initiiert. Glucocorticoide senken das

mitochondriale Membranpotential und vermindern folglich das zelluldre ATP-Angebot.

Die Arbeit zeigte, dass Myxothiazol als ein spezifischer Hemmstoff der mitochondrialen
Atmungskette primér iiber die Reduktion zelluliren ATPs zu einer Apoptoseinduktion fiihrt.
Myxothiazol induzierte in den Konzentrationen IC,s und ICsy (analog zu den Experimenten des
zelluldren Sauerstoffverbrauchs) Apoptose. Interessanterweise fiihrte eine verstirkte Hemmung
der Atmungskette (50%ige Hemmung des Sauerstoffverbrauchs) nicht zu einer erhohten
Apoptoserate. Dieser Umstand erkldrt sich dadurch, dass sowohl die Initiation als auch
verschiedene Effektorprozesse im Verlauf der Apoptose energieverbrauchende Prozesse
darstellen. So scheint initial die Storung der Zell- und Mitochondrienhomgostase durch
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette ein wesentlicher Auslosemechanismus fiir
Apoptose zu sein. Die eingeschrinkte Bereitstellung von Energie in Form von ATP limitiert aber
diesen energieverbrauchenden Prozess. Das heillt, der Notwendigkeit der Zelle, einen
programmierten Zelltod auszulsen, steht die eingeschrinkte Mdglichkeit durch ein reduziertes

Energieangebot gegeniiber.

Die Apoptoseinduktion durch hohe Glucocorticoidkonzentrationen scheint ein wichtiger
Mechanismus immunkompetenter Zellen zu sein und zur Effizienz der immunsuppressiven

Effekte hochdosierter Glucocorticoidtherapien beizutragen (Schmidt et al. 2000). In in vivo

Experimenten untersuchten Migita et al. die Effekte hochdosierter Methylprednisolon-Infusionen
auf die Induktion von Apoptose in T-Lymphozyten bei Patienten mit schweren

autoimmunologischen Erkrankungen (Migita et al. 1997). Dabei konnte gezeigt werden, dass die

Apoptoseinduktion in CD4+-Zellen stirker war als in CD8+-Zellen.
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Apoptose via spezifischer mGR (Modul II)

Spezifische, membranstindige Rezeptoren fiir Glucocorticoide auf humanen Zellen wurden

erstmals von Gametchu et al. auf einer humanen leukdmischen Zelllinie und von Bartholome et

al. auf humanen PBMC unter physiologischen Bedingungen nachgewiesen (Gametchu et al.

1993, Bartholome et al 2004). Gametchu et al. duBerten frithzeitig den Verdacht, dass

membranstindige Glucocorticoidrezeptoren fiir die Induktion von Apoptose mitverantwortlich
sein konnten. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Expression von mGR auf humanen
CCRF-CEM-Zellen vom Zellzyklus reguliert ist und eine starkste Expression in der spiten Phase
der DNA-Replikation (S) und wihrend der zweiten Wachstumsphase bis hin zum Ubergang in
die Mitose (G»/M) stattfindet. Des weiteren wies sie nach, dass die Expression von mGR mit der

Induktion von Apoptose korreliert (Sackey et al. 1997). Die genauen Mechanismen, die zu einer

mGR-induzierten Apoptose flihren, sind zum aktuellen Zeitpunkt nicht vollstindig aufgeklart.

Zu welchem Anteil konnte mGR-vermittelte Apoptose an der glucocorticoid-induzierten
Apoptose humaner PBMC beteiligt sein? Bartholome et al. konnte zeigen, dass unter
physiologischen Bedingungen bis zu 9,2 % der Monozyten und bis zu 12,3 % der B-
Lymphozyten, aber keine T-Lymphozyten mGR-positiv waren. Unter Stimulation mit LPS stieg
die Anzahl mGR-positiver Monozyten auf durchschnittlich 33,8 % stark an, nicht aber die mGR-
Expression der Lymphozytenpopulationen. In den vorliegenden Untersuchungen kann von einem
Anteil mGR-vermittelter, nichtgenomischer Mechanismen der glucocorticoid-induzierten
Apoptose ausgegangen werden. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen lésst sich aber keine
eindeutige Aussage liber den Anteil dieser nichtgenomisch vermittelten Glucocorticoideffekte im

Vergleich zur cGR-vermittelten Apoptose treffen.
Abbildung 42 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die unterschiedlichen Wirkstirken

der Glucocorticoide und von Myxothiazol. Myxothiazol wurde analog zu den Untersuchungen

des Sauerstoffverbrauchs humaner PBMC in den Konzentrationen 1C;s und 1Cso mitgefiihrt.
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Abb. 42: Einfluss verschiedener Konzentrationen von Dexamethason, Clobetasol und
Beclomethason sowie Myxothiazol auf die Apoptose humaner PBMC. Angegeben
sind der Mittelwert und der S.E.M. * signifikant unterschiedlich zum Kontrollwert
(p <0,05).

4.2.4 Nichtgenomische und genomische Potenzen fiir Clobetasol und Beclomethason im

Vergleich zu Dexamethason und klinische Relevanz

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben den gut untersuchten genomischen
Mechanismen auch nichtgenomische Mechanismen fiir die Wirksamkeit topisch angewandter
Glucocorticoide verantwortlich sind. Dabei ist hervorzuheben, dass sich die topischen
Glucocorticoide hinsichtlich ihrer Effektivitit nichtgenomischer und genomischer Effekte
deutlich von Dexamethason unterscheiden. Um eine 15%ige Hemmung des
Sauerstoffverbrauchs (IC;5) Con A-stimulierter PBMC hervorzurufen, bedarf es nur minimaler
Konzentrationen der topischen Glucocorticoide (< 10"° M fiir Clobetasol und 10° M fiir

Beclomethason), wihrend fiir Dexamethason eine Konzentration von 2x10™° M bendtigt wird, um
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den gleichen Effekt auszulosen (siche Tab. 2). Beziiglich der genomisch vermittelten Effekte
erreichen Clobetasol und Beclomethason bereits in einer Konzentration < 10"° M bzw. von
10 M einen Effekt (50%ige Hemmung der stimulierten IL-6-Synthese, ICsg), fiir den
Dexamethason in einer Konzentration von 3 x 10® M erforderlich ist. Diese Aquivalenzdosen
lassen aber aufgrund der unterschiedlichen Kinetiken der topischen Glucocorticoide im
Vergleich zu Dexamethason nur einen begrenzten Vergleich der Effektivititen der einzelnen
Glucocorticoide zu. Daher war es notwendig, fiir die topischen Glucocorticoiden eine den
einzelnen Konzentrationen zugeordnete relative glucocorticoide Potenz im Vergleich zu
Dexamethason zu erstellen. Dabei wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Werte auf

Dexamethason = 1,0 innerhalb des entsprechenden Konzentrationsbereiches normiert.

Tab. 2: Unspezifisch nichtgenomische und genomische relative glucocorticoide Potenzen der topischen
Glucocorticoide, normiert auf Dexamethason = 1,0.

Nichtgenomisch unspezifische Genomische Effekte
Effekte

ICs Relative Potenz ICs Relative Potenz

(Dexamethason=1) (Dexamethason=1)
10"°M 10®*M 10°M 10*M 10"°M 10®*M 10°M 10*M

Dexamethason 2x10°M 1 1 1 1 3x10"M 1 1 1 1

Clobetasol <10"™m 14 14 13 07 <10"™™ 112 21 1,0 09
Beclomethason 10°M L1 1,1 1,1 05 10 70 1,8 09 0,8

Aus dem Vergleich der nichtgenomischen und genomischen relativen Potenzen der topischen
Glucocorticoide und Dexamethason lassen sich einige klinische Beobachtungen erkldren. So
wird beispielsweise Dexamethason trotz seiner ausgepridgten suppressiven Wirkungen auf den
hypothalamisch-hypophyséren-adrenalen Regelkreis in sehr hohen Dosen bei Traumen im
Bereich des zentralen Nervensystems, die mit der Entwicklung von Odemen einhergehen,
therapeutisch eingesetzt. Die deutlichen nichtgenomisch unspezifischen Effekte in sehr hohen

Konzentrationen wirken uber einen membranstabilisierenden Effekt und iiber den Schutz vor
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Lipidoxidation durch freie Radikale der Entwicklung eines posttraumatischen Hirn- oder
Riickenmarkddems entgegen. Die beiden topischen Glucocorticoide zeigen ebenfalls deutliche
nichtgenomisch unspezifische Wirkungen, die schon bei sehr niedrigen Konzentrationen eine
maximale Wirkung zeigen. Beclomethason wird vor allem zur Behandlung des Asthma
bronchiale eingesetzt, wo seine unspezifischen Effekte vor allem der Membranstabilisierung
dient. Auch Dexamethason kommt bei der Therapie von Atemwegserkrankungen zum Einsatz.
Mygind et al. beschrieben aber, dass die Anwendung von Dexamethason in der Behandlung der
allergischen Rhinitis mit starken Nebenwirkungen verbunden war, die durch Beclomethason in
dquivalenten Dosierungen nicht hervorgerufen wurden. Es waren relativ hohe Dosen von
Dexamethason erforderlich, um einen vergleichbaren therapeutischen Effekt hervorzurufen

(Mygind et al. 1996). Diese Beobachtung ldsst sich mit der in der vorliegenden Arbeit

gefundenen nichtgenomischen und genomischen Effektivitit der topischen Glucocorticoide

gegeniiber Dexamethason erkléaren.

Um Nebenwirkungen der Glucocorticoidtherapie zu minimieren, bedarf es der Optimierung des
»drug design® synthetischer Glucocorticoide. Die Veresterung des C-Atoms an Position 17a., wie
es bei den untersuchten topischen Glucocorticoiden der Fall ist, scheint eine Losung zur
Erhohung der Nutzen-Risiko-Ratio systemisch eingesetzter Glucocorticoide darzustellen. Durch
die vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, dass die reprdsentativ ausgewéhlten topischen
Glucocorticoide Clobetasol und Beclomethason sowohl bei nichtgenomisch als auch bei
genomisch vermittelten Effekten bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen maximale Effekte
erzielten, die durch Dexamethason erst in hohen bis sehr hohen Dosen zu erreichen waren. Fiir
die klinische Anwendung konnte das bedeuten, dass unter Verwendung systemischer
Glucocorticoide, deren chemische Struktur in wesentlichen Details an die Struktur topischer
Glucocorticoide angelehnt ist, eine bedeutend geringere Dosierungen zum Erreichen des
gleichen therapeutischen Effekts mit einem entsprechend geringer ausgeprigten
Nebenwirkungungsprofil nétig wére. Die Apoptose verschiedener Gewebe und Zellen stellt eine
haufig auftretende Nebenwirkung von Glucocorticoidtherapien dar. Wie die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, werden maximale nichtgenomische und genomische Effekte durch topische
Glucocorticoide bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen erreicht, bei denen die Effekte auf
die Induktion von Apoptose gering sind und sich von Dexamethason nicht unterscheiden. Durch
die Kinetik des lymphozytiren Zelltodes nach Zugabe der topischen Glucocorticoide wird durch
die Ergebnisse dieser Arbeit ein weiterer Vorteil topischer Glucocorticoide gegeniiber

Dexamethason deutlich. Bereits mittlere Konzentrationen der topischen Glucocorticoide
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erreichen anndhernd die Wirkstidrke sehr hoher Konzentrationen von Dexamethason. In sehr
hohen Konzentrationen {ibertreffen die topischen Glucocorticoide deutlich die apoptose-
induzierende Wirkung von Dexamethason. In klinischen Situationen, in denen die Apoptose
lymphozytéirer Zellen erwiinscht ist, beispielsweise bei der Behandlung akuter Exazerbationen
autoimmunologischer Erkrankungen, zeigen die topischen Glucocorticoide eine deutlich stirkere
Potenz als Dexamethason. Damit wire ein differenzierterer Einsatz von Glucocorticoiden zur
Behandlung akuter Schiibe autoimmunologischer Erkrankungen moglich. Zusammenfassend
lasst sich feststellen, dass Clobetasol und Beclomethason ecine bessere Nutzen-Risko-Ratio
zeigten und die chemisch-strukturellen Eigenschaften der topischen Glucocorticoide von
Interesse fiir das drug design systemischer Glucocorticoide und somit von klinischem Nutzen

sein konnen.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, erstmals ein nach den modularen Wirkmechanismen differenziertes
Wirkprofil topischer Glucocorticoide in humanen PBMC zu erstellen und mit Dexamethason als
systemische Referenzsubstanz zu vergleichen. Dazu wurde erstens die Beeinflussbarkeit des
zelluldren Energiestoffwechsels ruhender und mitogen stimulierter PBMC durch die
Glucocorticoide  mittels einer Clark-Elektrode bestimmt. Die Effekte auf den
Sauerstoffverbrauch als einen Parameter des zelluldren Energiestoffwechsels sind unspezifisch
nichtgenomisch vermittelt. Des Weiteren wurden genomisch vermittelten Glucocorticoideftekte
auf die Interleukinsynthese ruhender und mitogen stimulierter PBMC mittels eines
nichtkompetitiver enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) quantifiziert. SchlieBlich
wurde die glucocorticoid-induzierte Apoptose als trimodular vermittelter Prozess

durchflusszytometrisch mittels Annexin V- und DNA-Firbung bestimmt.

Es wurde erstmalig der Einfluss topischer Glucocorticoiden auf den zelluldren
Energiestoffwechsel untersucht. Als wesentliche Unterschiede zu Dexamethason stellte sich
heraus, dass Clobetasol und Beclomethason den Sauerstoffverbrauch sowohl in ruhenden als
auch in stimulierten Zellen bereits in sehr niedrigen Konzentration von 10" M maximal und
konzentrationsunabhingig hemmten. Dexamethason hemmte den Sauerstoffverbrauch in
Abhingigkeit von der Konzentration mit einem Maximum bei der hochsten eingesetzten
Konzentration von 10* M. Die topischen Glucocorticoide zeigten beziiglich des zelluliren

Energiestoffwechsels bei sehr niedrigen Konzentrationen eine stérkere nichtgenomische Potenz.

Die topischen Glucocorticoide zeigten eine deutliche, inhibierende Wirkung auf die Interleukin-
6-Synthese stimulierter PBMC. Bereits in der sehr niedrigen Konzentration von 107'° M bzw.
10" M fiihrten Clobetasol und Beclomethason zu einer signifikanten und maximalen Hemmung
der genomisch vermittelten Effekte. Auch hier wurde keine Konzentrationsabhingigkeit
gefunden. Im Gegensatz dazu zeigte sich ein konzentrationsabhiangiger Effekt von
Dexamethason mit einer im Vergleich zu den topischen Glucocorticoiden &quivalenten
Effektivitit ab einer Konzentration von 10° M. Auch in Bezug auf genomisch vermittelte
Effekte zeigten die topischen Glucocorticoide bei niedrigen Konzentrationen eine deutlich

stiarkere Potenz.
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Die Untersuchungen zum Einfluss der Glucocorticoide auf die Apoptose von PBMC konnten
zeigen, dass es sowohl nach Inkubation mit Dexamethason als auch mit den topischen
Glucocorticoiden zu einer Induktion von Apoptose in Abhingigkeit von der Konzentration kam.
Im Unterschied zu den vorangegangenen Ergebnissen unterschieden sich dabei die topischen
Glucocorticoide im Bereich niedriger Konzentrationen nicht von Dexamethason. Sie fithrten aber

in sehr hohen Konzentrationen zu einer signifikant deutlicheren Apoptoseinduktion.

Die Wirkpotenzen von Clobetasol und Beclomethason unterschieden sich kaum fiir genomisch
und nichtgenomisch vermittelte Effekte. Hinsichtlich der relativen Potenzen der topischen
Glucocorticoide im Vergleich zu Dexamethason zeigte sich aber ein deutlicher Unterschied in

Abhingigkeit von der Konzentration und vom Wirkmechanismus.

Das von Buttgereit et al. entwickelte Konzept der modularen Glucocorticoidwirkung beruht auf
der Unterscheidung von genomischen sowie von spezifisch und unspezifisch nichtgenomischen
zelluldren Effekten auf molekularer Ebene. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass
topische Glucocorticoide ihre Wirkung sowohl iiber genomische als auch nichtgenomische
Mechanismen erzielen. Dabei vermitteln sie ihre Effekte unspezifisch nichtgenomisch und
genomisch im Gegensatz zu Dexamethason bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen maximal

und zeigen im Vergleich zu Dexamethason eine bessere Nutzen-Risiko-Ratio.

D-Ring-Substituenten sind offensichtlich fiir das Ausmal3 der Modulation von Rezeptorbindung,
transkriptioneller Potenz und Nutzen/Risiko-Ratio von entscheidender Bedeutung. Dabei
besitzen Veresterungen und vor allem die Estergruppe des C-Atoms in Position 170 des
Steroidgertists einen entscheidenden Vorteil hinsichtlich Lipophilie und
Rezeptorbindungsaffinitdt, was ihre Nutze/Risiko-Ratio unter experimentellen Bedingungen und
im klinischen Alltag deutlich verbessert. Die chemisch-strukturellen Eigenschaften der topischen
Glucocorticoide konnen von Interesse fiir das drug design systemischer Glucocorticoide und

somit von klinischem Nutzen sein.
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