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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe mit Wirkung auf
den Glucocorticoidrezeptor

1.1.1 Glucocorticoide

Glucocorticoide (GC) besitzen eine lebensnotwendige Bedeutung fir den menschlichen
Organismus. Sie werden aus dem Vorlaufermolekil Cholesterin durch eine Abfolge von
enzymatischen Reaktionen in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde synthetisiert. Ge-
meinsam mit dem Hypothalamus und der Hypophyse stellt die Nebennierenrinde ein
organubergreifendes Regelsystem, das hypothalamo-hypophyseo-adrenale System, dar, das
die Biosynthese der GC steuert [1]. Der Hypothalamus sezerniert im zirkadianen und pulsati-
len Rhythmus das Corticotropin-releasing-Hormon (CRH) in die Hypophyse, woraufhin das
Adrenocortitropin (ACTH) zunachst synthetisiert, dann in die Blutbahn ausgeschiittet wird.
Uber den Blutstrom gelangt das ACTH in die Zona fasciculata der Nebennierenrinde, wo die
Bildung des Cortisols, des physiologisch wichtigsten Glucocorticoids, stimuliert wird [2, 3].
Die ausgeprégte zirkadiane Rhythmik verursacht eine maximale Cortisol-Konzentration am
Morgen und einen Tiefpunkt gegen Mitternacht. Freigesetztes Cortisol inhibiert durch eine
negative Rickkopplung die Synthese und Sekretion des CRH und ACTH, wodurch das
Regelsystem in einem konstanten Gleichgewicht gehalten wird. In der Blutbahn zirkulieren-
des, freies GC wird entweder an Transcortin, ein Corticosteroid-bindendes Transportprotein,
gebunden oder in der Leber inaktiviert und tber den Urin ausgeschieden [3]. Dartiber hinaus
kann es jedoch durch Stresssituationen, beispielsweise ausgeldst durch Infektionen oder
psychische Belastung, zur Entgleisung des Systems und einem erheblichen Anstieg von
Glucocorticoiden im Serum kommen (Abb. 1. 1) [4]. Die Auswirkungen von Glucocorticoiden

auf den menschlichen Organismus werden in den folgenden Absatzen erlautert.

1.1.2 Wirkung von Glucocorticoiden durch den Glucocorticoidrezeptor

Seit Ende des 19. Jahrhunderts ist die physiologische und lebensnotwendige Funktion der
Nebennieren und der dort synthetisierten wichtigen Botenstoffe bekannt. Beginnend mit der
Isolierung des Cortisols (1936) konnte die Funktion der Glucocorticoide immer weiter im

Detail aufgeklart werden [5].



Einleitung

Glucocorticoide beteiligen sich an einer Vielzahl von Stoffwechselvorgangen im Korper. Vor
allem aber durch ihr Eingreifen in die Regulierung des Kohlenhydratstoffwechsels, insbeson-
dere der Gluconeogenese, und zusatzlicher kardiovaskularer und zentralnervéser Effekte,
ermoglichen sie dem Organismus, schnell auf Umweltverdnderungen zu reagieren [6]. Zu-
meist stimulieren GC hierbei die Transkriptionsrate von GC-abhangigen Genen, um so eine
Veranderung der Stoffwechselprozesse zu bewirken. Dartber hinaus besitzen GC &uf3erst
ausgepragte immunsuppressive und entziindungshemmende Eigenschaften [7]. Im Allge-
meinen wird die Wirkung der Glucocorticoide durch Bindung an einen ubiquitar exprimierten,
intrazellularen Hormonrezeptor, den Glucocorticoidrezeptor (GR), vermittelt. Zusatzlich be-
sitzen GC auch eine Affinitdt zum Mineralocorticoidrezeptor (MR), jedoch wird dieser
Rezeptor in der vorliegenden Arbeit in Bezug auf eine Glucocorticoidbindung nicht im Fokus
stehen [7-9].

A B

Schmerzen, Anstrengung, Stress

—

JCRH t "C_h_cilizét_éri_ﬁ """" 1
2 Pregnenolon
7‘ Hypophyse S/ gi
,/ Progesteron
ACTH?T /
/ 17 aHydroxyprogesteron

/! J
/
Q\\ Desoxycortisol

N i
J A Cortisol

Cortisol T

Abb. 1.1: Glucocorticoide
(A) Cortisol.
(B) Darstellung der hypothalmo-hypophyseo-adrenalen Achse und der Bildung des
Cortisols aus Cholesterin in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde.

Der GR wird vom Gen NR3C1 codiert und gehort zu der Superfamilie nuklearer Hormonre-
zeptoren, zu welchen auch der MR oder der Ostrogenrezeptoren (ER) gezahlt werden und
welche als Liganden-induzierte Transkriptionsfaktoren wirken [10]. Nach erfolgter Transkrip-

tion und Translation des NR3C1 Gens, konnen zwei unterschiedliche Isoformen, GR-o und
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GR-B, hervorgebracht werden, die sich ausschlie3lich im C-terminalen Anteil des Molekiils
unterscheiden [11]. Diese molekulare Veranderung bewirkt, dass der GR-a als klassischer
GR fungiert und damit die Glucocorticoideffekte vermittelt, hingegen der GR-f nicht fahig ist,
GC zu binden und sogar als Liganden-unabhangiger negativer Regulator von Glucocorti-
coideffekten auftritt [9]. Der GR-a. befindet sich in seinem inaktiven Zustand im Zytosol,
gebunden an Hitzeschockproteine (Hsp), u. a. Hsp-90, sog. Chaperonen, behilflich bei der
korrekten individuellen GR-Proteinfaltung [12]. Ein GC, das infolge seiner lipophilen Struktur
ungehindert die Zellmembran passieren kann, bindet am GR und I6st damit verschiedene
Aktivierungskaskaden aus. Der aktivierte Glucocorticoidrezeptor kann einerseits in den Zell-
kern translozieren, an GR-bindenden Domé&nen im Genom binden und, wie oben bereits
erwahnt, eine Steigerung der Transkriptionsrate von Zielgenen (Transaktivierung) auslosen.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine hormonelle Stimulation durch GC vorwiegend eine
Phosphorylierung am GR-Ser™' bewirkt und dieses mit einer gesteigerten GR-
Transaktivierung assoziert ist [13]. Daneben kénnen GC auch eine Inhibierung der Transkrip-
tion von Genen (Transrepression) induzieren. Dies ist ein molekularer Mechanismus, der vor
allem bei immunmodulierenden und antientziindlichen Prozessen stattfindet. Bei einem
therapeutischen Einsatz von GC ist die Transrepression in vielen Fallen gewiinscht, wohin-
gegen die therapiebegleitende Transaktivierung interessanterweise zumeist als

unerwinschte Nebenwirkung auftritt.

1.1.3 Therapeutischer Einsatz und Nebenwirkung von Glucocorticoiden

Erstmalig wurden Glucocorticoide 1948 bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis ein-
gesetzt. Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch entziindliche Gelenkerkrankung, die
durch eine UbermaRige Immunreaktion im Knorpel- und Gelenkgewebe gekennzeichnet ist.
Die hochpotenten entziindungshemmenden GC zeigten eine schnelle Verbesserung der
Erkrankung und ebneten mit dieser Beobachtung den breiten Einsatz von GC bei Behand-
lungen vieler chronisch- und akut-entziindlicher Krankheiten [14].

Der antiinflammatorische Effekt von Glucocorticoiden ist durch die GC-ausgeldste Trans-
repression zu erklaren. Anfanglich bindet hierbei der aktivierte GR-o zumeist einen anderen
vorliegenden aktivierenden Transkriptionsfaktor, wie den Nuclear-factor x-B (NF-kB). Bedingt
durch diese Wechselwirkung wird der Transkriptionsfaktor fortfilhrend in seiner weiteren
Aktivitat gehemmt. Im Falle des NF-xB wird die Interaktion mit den DNA-Bindungs-

doméanen verhindert, wodurch die Expression entzindlicher Faktoren, u. a. Zytokine
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(Interleukin-2 (IL-2), Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o)) sowie Enzyme (Phospholipasen,
Cyclooxygenasen), blockiert wird. Des Weiteren konnten Glucocorticoidwechselwirkungen
mit den Transkriptionsfaktoren Aktivatorprotein 1 (AP-1), cCAMP-responsive element binding
protein (CREB) oder auch signal transducers and activators of transcription (STAT) gezeigt
werden. Als Folge der Wechselwirkung kommt es zu einer Beeintréchtigung der Gentran-
skription und daraufhin haufig zu einer schnellen Verbesserung des jeweiligen untersuchten
Entzindungsprozesses [15-18].

Die anfangliche Euphorie, ein Mittel gegen samtliche Entziindungen gefunden zu haben,
legte sich jedoch sehr schnell wieder. Es zeigte sich, dass bei einer Langzeittherapie mit GC
schwerwiegende Nebenwirkungen auftraten. Auch heutzutage werden GC immer noch sehr
haufig angewandt, dabei oft in einer Langzeittherapie, beispielsweise werden sie eingesetzt
bei chronisch entziindlichen Erkrankungen, jedoch nur nach sorgfaltiger Nutzen-Risiko-
Abschatzung. Durch die Gabe exogener GC werden zusatzlich zu den erwiinschten entzin-
dungshemmenden Wirkungen insbesondere metabolische Funktionen des Organismus
beeintrachtigt. Der Organismus reagiert dabei auf die GC, u. a. mit der Transaktivierung von
GC-sensitiven Zielgenen. Hierbei hat sich meist nach erfolgter GR-Aktivierung ein Homodi-
mer aus zwei GR-a-Molekilen gebildet, das an den GC-spezifischen Bindungsstellen im
Genom, den sogenannten GC responsive elements (GRE), bindet und somit die gesteigerte
Transkription einleitet [19]. Unter physiologischen Bedingungen steht dies im konstanten
Gleichgewicht. Bei einer zusatzlichen und standigen Gabe von GC, wie bei einer Langzeit-
therapie, findet durch den Stimulus ein standiger Eingriff in den Stoffwechsel statt, was im
Auftreten von Nebenwirkungen resultiert. Haufig auftretende Nebenwirkungen einer GC-
Therapie sind Abbau von Muskulatur und Fettgewebe, sowie eine Umverteilung von Fettge-
webe, aber auch Stérungen im Elektrolyt-Haushalt, Hemmung des Knochenaufbaus,
Ausbildung von Diabetes mellitus (Steroiddiabetes) und eine erhdhte Infektanfalligkeit auf-
grund der GC-induzierten Immunsuppression [19-21].

Demnach ist die Suche nach GR-Agonisten, die einerseits die gewinschte Wirkung,
anderseits keine weiteren Nebeneffekte aufweisen, seit langerem ein grof3es Forschungs-
vorhaben. Neue chemisch-definierte GC zeigen zwar selektive Eigenschaften, aber unter
Langzeitanwendung treten teilweise immer noch, wenn auch geringer ausgepragt,
die bekannten Nebenwirkungen auf [19-27]. Daher wird mittlerweile auch nach pflanzlichen

Alternativen, wie sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen gesucht, die GR-modulierende
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Eigenschaften aufweisen, um moglicherweise eine gunstigere Wirkungs-Nebenwirkungs-

Relation zu erzielen.

1.14 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe als GR-Liganden

Als sekundare Pflanzeninhaltsstoffe werden eine grofRe Anzahl von unterschiedlichen Ver-
bindungen beschrieben, die ausschlieflich im sekundéren Stoffwechsel von Pflanzen
gebildet werden. Sie dienen den Pflanzen dabei in vielfaltigen Funktionen, unter anderem als
Farb- oder Duftstoffe, als Abwehrstoffe gegen Schadlinge, Krankheiten oder Parasiten, oder
auch als Regulatoren des Pflanzenwachstums. Uber viele sekundare Pflanzeninhaltsstoffe
ist noch relativ wenig bekannt wie z.B. zu ihrer Wirkungsweise auf den menschlichen Orga-
nismus.

Beispielhaft fir das derzeitiges Interesse an ihnen und die davon angestofR3ene intensive
Erforschung seien hier die Phyto6strogene genannt. In der alternativen Medizin haben diese
vor allem in den letzten Jahren einen groR3en Bekanntheitsgrad erlangt. Oft werden sie als
pflanzliche Alternative zu chemischen-definierten Ostrogenen bei Stérungen des weiblichen
Hormonhaushaltes, wie bei dem Pramenstruellen Syndrom (PMS) oder bei Wechseljahres-
beschwerden aufgrund ihres glnstigen Nutzen-Risiko-Verhaltnisses eingesetzt. Neben
Inhaltsstoffen aus der Sojabohne (Glycine max (L.) Merr.) und der Wurzel der Traubensilber-
kerze (Cimicifuga racemosa L.), werden auch den Inhaltsstoffen aus den Friichten des
Monchspfeffers (Vitex agnus-castus L.) 6strogenartige Wirkungen nachgesagt [28]. Interes-
santerweise weisen diese Inhaltsstoffe meist keine steroidartige Struktur auf, sondern
gehoren chemisch haufig den Flavonoiden oder Lignanen an. Doch wahrend die Forschung
zu den pflanzlichen Ostrogenrezeptor-Modulatoren relativ weit vorangekommen ist, befindet
sie sich bei anderen Steroidrezeptoren noch in den Anfangen. Die Suche nach pflanzlichen
GR-Agonisten, die einen entziindungshemmenden Effekt aufweisen, ohne dabei die bekann-
ten Nebenwirkungen von chemisch-definierten GC wie Dexamethason vor allem in einer
erforderlichen steroidalen Langzeittherapie zu entwickeln, hat erst kirzlich begonnen. Einer-
seits wird weltweit in Kultur- bzw. Heilpflanzen, denen eine antiinflammatorische Wirkung
zugeschrieben wird, andererseits in groRen Hochdurchsatz-Screenings (High-Throughput-
Screening; HTS) nach potentiellen GR-Liganden gesucht.

In den letzten 10 Jahren zeigten Inhaltsstoffe aus Endiandra anthropophagorum DOMIN,
Panax ginseng C.A.MEY und Bupleurum falcatum L. GR-bindende Eigenschaften [29-32]. In

den folgenden Abschnitten werden die drei Pflanzen und die dazugehdérigen Inhaltsstoffe das
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Endiandrin A aus Endiandra anthropophagorum DOMIN, das Ginsenosid Rg; aus Panax
ginseng C.A.MEY und das Saikosaponin D aus Bupleurum falcatum L. im Naheren betrach-
tet.

1.1.4.1 Endiandrin A aus der Pflanze Endiandra anthropophagorum DOMIN

Endiandra anthropophagorum DOMIN (benannt 1928), ein Pflanzenvertreter aus der Familie
der Lauraceae (Lorbeergewdachse), ist ein immergriner Baum, der ausschlie3lich in den
australischen Regenwaldern nérdlich des Bundesstaates Queensland in 40 bis 200 m Héhe
verbreitet ist. Die Zweige der Pflanze sind entweder stielrund oder gerillt, bei jungen Zweigen
flaumig behaart, spater dann unbehaart. Die Laubbléatter sind ganzrandig, lanzettformig bis
elliptisch, bis zu 16 cm lang und 6.5 cm breit. Die cremig-griin gefarbten, nicht duftenden
Blaten sind in axillar stehenden Blutenstanden zusammengefasst. Blltezeit ist im Marz, Juli,
Dezember und Januar. Nach erfolgter Bestaubung tritt die Frucht als eine kugelférmige,
blassrosa- bis gelblich-gefarbte Beere mit einer Grof3e bis zu 6.5 x 6.4 cm auf (DOMIN 1928)
(Abb. 1.2).

Nur sehr wenig ist Uber eine traditionelle Anwendung der australischen Buschpflanze
E. anthropophagorum DOMIN bekannt. Der botanische Gattungsname Endiandra leitet sich
ab von den griechischen Woértern endeia = Mangel oder Fehlen und andros = Mann, was auf
ein Fehlen von 6 aulieren Staubblattern hinweist. Anfang des 20. Jahrhunderts beobachtete
der tschechische Botaniker Karel Domin bei seinem Forschungsaufenthalt in Australien, wie
die Ureinwohner Australiens, die Aborigenies, die Frucht dieser Pflanze a3en. Daher das
artspezifische Epitheton (Hayland 1989). Spéater beschrieb Domin die australische Busch-
pflanze in seinem Werk Bibliotheca botanica 89 (1928).

Bei der phytochemischen Untersuchung des Wurzelextraktes der E. anthropophagorum
DOMIN sind Lignane, u. a. die Naturstoffe Nectandrin B und (-)-Nordihydroguajaretsaure,
beschrieben worden. Diese beiden bekannten Inhaltsstoffe wurden auch in anderen Pflan-
zenvertretern, wie Myristica fragans HOUTT (Muskatnuss, Myristicaceae) oder Larrea
tridentata COVILLE (Kreosotbusch, Zygophyllaceae), beschrieben [33, 34]. Des Weiteren
wurden andere, noch unbekannte Pflanzeninhaltsstoffe wie Endiandrin A und Endiandrin B,
beide strukturell den Cyclobutan-Lignanen zuzuordnen, charakterisiert. Obwohl Endiandrin A
und Endiandrin B vom chemischen Aufbau her grundséatzlich eine gleiche Konstitution auf-
weisen (CyH»404), unterscheiden sie sich dennoch in ihrer stereochemischen Struktur
voneinander (Abb. 1.2).
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(-)-Dihydroguaiaretic acid Nectandrin B

Abb. 1.2: Endiandra anthropophagorum DOMIN
(A) Blutenstand und Blatter (Abbildung entnommen von florafng.wordpress.com).
(B) Frucht (Abbildung enthnommen vom Factsheet E. anthropophagorum DOMIN,
Herausgeber W.T.Cooper).
(C) Bllte (Abbildung entnommen aus Aust. Syst. Bot., 1989,2, 135-367).
(D) Endiandra-Lignane (Abbildung entnommen aus Davis et al. 2009).

In einem Screening einer australischen Arbeitsgruppe auf Pflanzeninhaltsstoffe, die am GR
binden kénnen, wurde Endiandrin A als pflanzlicher GR-Ligand beschrieben [30]. Hingegen
wurde Endiandrin B zusammen mit weiteren Endiandra-Lignanen nur als zytotoxisches
Lignan gegeniber der humanen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 charakterisiert [35]. Zu der
GR-Bindungsaffinitat von Endiandrin B ist derzeit noch nichts bekannt. Davis und seine
Arbeitsgruppe zeigten, dass vor allem der Cyclobutanring in den Endiandra-Lignanen fiir die
GR-Bindung bedeutungsvoll ist. Auch vorhandene Hydroxylgruppen am C-4/C-4’ erhohen

die GR-Bindungsaffinitdt. Eine verminderte Bindung am GR wurde festgestellt, wenn die
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Hydroxygruppen am C-4/C-4" methyliert oder acetyliert waren [30]. Demnach weisen mog-
licherweise vor allem die Cyclobutan-Lignane Endiandrin A und Endiandrin B GR-
modulierende Eigenschaften auf, wie an der Darmzelllinie HT-29/B6-GR hier gezeigt.

1.1.4.2 Ginsenosid Rg; aus der Pflanze Panax ginseng C.A.MEY

Panax ginseng C.A.MEY (benannt 1843), aus der Familie der Araliaceae (Araliengewachse),
ist eine krautige Staude, die urspringlich vor allem in den schattigen Wald- und Gebirgsregi-
onen Ostasiens vorkam. Wegen der grol3en Nachfrage nach der Ginseng-Pflanze wird sie
jedoch heute auch weltweit kultiviert. An den kahlen Blattstdngeln des Ginsengs stehen die
langgestielten, gefingerten Laubblatter, meistens 3 bis 5 Blatter, an endstdndigen Wirteln
zusammen. Die elliptisch bis langlich-elliptisch geformten Blatter sind bis zu 12 cm lang und
5 cm breit, wobei der Spreitenrand eine gesagte Form aufweist und die Blattunterseite be-
haart ist. Als Blutenstand tritt eine endstandige Dolde auf, die 30 bis 50 weil3-griine Bluten
besitzt, die von Juni bis Juli blihen. Werden die Bluten bestaubt und befruchtet, entwickeln
sich tiefrot-gefarbte, kugelige, 5 x 7 mm grof3e Steinfriichte (Wagner et al. 1993, Sticher et
al. 2007) (Abb. 1.3).

Die traditionelle Anwendung des Ginsengs reicht bis zu 2000 Jahre zurtick, und bis heute ist
die Droge Ginseng Radix, die Wurzel der Pflanze, eines der bekanntesten und am haufigs-
ten eingesetzten Heilmittel der traditionellen chinesischen und koreanischen Medizin.
Ginseng wird als ,Allheilmittel* gesehen; eine Bedeutung, die sich in dem botanischen Gat-
tungsname Panax wiederfinden lasst. Das Wort Panax leitet sich ab von der griechischen,
allheilenden Gottin Panakeia, neben Hygeia (Gottin der Gesundheit) die zweite Tochter des
Askulaps (Gott der Heilkunst) [36]. Aus dem Chinesischen stammt das botanische Epitheton
ginseng, was soviel bedeutet wie ,Menschenwurzel“. Der spindelférmige Wurzelstock des
Ginsengs kann bis zu 20 cm lang und 2 cm dick werden, weist oft ein oder mehrere starke
Verzweigungen auf und ahnelt gelegentlich der Menschengestalt. Nach 4 bis 6 Jahren kann
die Wurzel erstmalig geerntet und weiterverarbeitet werden. Als wirksamkeitsbestimmende
Inhaltsstoffe der Droge wurden vor allem die Ginsenoside beschrieben, welche strukturell
den Triterpensaponinen zuzuordnen sind. Ginseng enthalt mehr als 30 verschiedene Ginse-
noside, die in verschiedene Gruppen und Untergruppen eingeteilt wurden (Ginsenosid Ra bis
Rh, geordnet nach Polaritat) und grof3tenteils vor allem in den Haarwurzeln und in den BIlat-
tern der Pflanze vertreten sind [37] (Tab. 1.1).
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% Gehalt
Rgl Re Rf Rg2 Rb1 Rc Rb2 Rd Gesamt
Blatter 1.078 1.524 - - 0.184 0.736  0.553 1.113 5.188
Blattstiele 0.327 0.141 - - - 0.190 - 0.107 0.765
Stangel 0.292  0.070 - - - - 0.397 - 0.759

Hauptwurzel  0.379 0.153 0.092 0.023 0.342 0.190 0.131 0.038 1.348
Seitenwurzeln  0.406 0.668 0.203 0.090 0.850 0.738 0.434 0.143 3.532
Wurzelhaare  0.376 1512 0.150 0.249 1351 1349 0.780 0.381 6.148

Tab. 1.1: Panax ginseng C.A.MEY Verteilung der Ginsenoside im Ginseng
(nach Sticher et al. 1980).

Die vielseitig beschriebenen positiven Wirkungen auf den Koérper und das breite Anwen-
dungsspektrum des Ginsengs sind wohl hauptsachlich auf die Gesamtheit aller vorhandenen
Inhaltsstoffe zurtickzufihren (Tab. 1.2). Dennoch zeigte insbesondere das isolierte Ginseno-
sid Rgs, der ein in der Pflanze mit am haufigsten vorkommende und am besten untersuchte
Saponinvertreter, in verschiedenen Studien positive Effekte auf Diabetes mellitus, Krebs,
Morbus Alzheimer und kardiovaskulare Erkrankungen [38-40]. Haufig wird dabei dem In-
haltsstoff vor allem eine hemmende Wirkung auf pro-inflammatorische Signalwege
zugeschrieben, was eine Verbesserung des jeweiligen Krankheitsbildes bewirkt. So wurde
beispielsweise von Wu und seiner Arbeitsgruppe gezeigt, dass Ginsenosid Rg, durch Lipo-
polysaccharide (LPS)-induzierte Entzindungsvorgange, wie die Aktivierung von NFxB, von
Mitogen-aktivierenden Proteinkinasen (MAPKs) und von NO, an der murinen Mikroglia-
Zelllinie N9 inhibiert [41]. Ginsenosid Rg; weist aufgrund seines Cso-Steroidgerists struktu-
relle Ahnlichkeit zu physiologischen Steroiden, vor allem zu Corticosteroiden, auf (Abb. 1.3).
Einige Studien belegen, dass die Inhibition von Entziindungssignalwegen ebenfalls auf eine
Bindung an den GR zuriickzufuhren ist [29, 31, 42]. Es wurden Bindungen des Saponins Rg;
an den Steroidrezeptor in FT02B Zellen, einer Hepatomazelllinie aus der Ratte, nachgewie-
sen [29, 42]. In vivo Untersuchungen zeigten ebenso, dass Ginsenosid Rg; genauso effektiv
wie das synthetische GC Dexamethason sowohl akute als auch chronische Entziindung

blockieren kann.
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Hauptwirkungen

¢ Wirkung als allgemeines Tonikum

¢ Wirkung auf Immun- und Kreislaufsystem

¢ Wirkung auf Fett- und Alkoholmetabolismus

o Blutzuckersenkende Wirkung

¢ Wirkung auf Hypophyse und Nebennierenrinde
e Tumorhemmende Wirkung

Aktivitaten

Verantwortliche Inhaltsstoffe

Hemmung der Thrombozytenaggregation
Antioxidative Wirkung
Neuroprotektive Wirkung

Immunmodulierende Effekte

Ro, Rg;, Rg,, Polyacetylene
Rg:, Rb, Rc
Saponingemisch, Rb;, Rg:, Rgs

Ry, Polysaccharide

Tab. 1.2: Panax ginseng C.A.MEY Beschriebene Wirkungen des Ginsengs und einzelner
Inhaltsstoffe (modifiziert nach Sticher et al. 2007)

A

Abb. 1.3: Panax ginseng C.A.MEY
(A) Ginsenosid Rg;.

(B) Pflanze (Abbildung enthommen von Aurica.de).

Interessanterweise entstanden bei einer systemischen Behandlung mit Ginsenosid Rg;

sogar weniger Nebenwirkungen als bei einer Behandlung mit Dexamethason [31]. Die Redu-

zierung der unerwinschten Wirkungen wird auf den hinzukommenden Bindungseffekt an

den Ostrogenrezeptor zuriickgefiihrt [31, 43-

45].
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1.1.4.3 Saikosaponin D aus der Pflanze Bupleurum falcatum L.

Bupleurum falcatum L. (benannt 1735), ein Pflanzenvertreter aus der Familie der Apiaceae
(Doldenblutler), ist eine mehrjahrige, krautige Pflanze, die urspringlich ausschlielich auf der
ndrdlichen Hemisphare von Europa Uber den Kaukasus bis hin nach Ostasien beheimatet
war [46]. Die Pflanze kann bis zu 150 cm hoch wachsen, wobei die Blattstangel teilweise
verholzt sein kénnen. Der botanische Epitheton falcatum (sichelférmig) verweist auf die
oftmals sichelformig gebogenen Laubblatter. Die Blatter zeigen eine 5- bis 7-nervige Struktur
und eine ganzrandige, elliptisch bis lanzettliche Form. Dabei sind sie bis zu 10 cm lang und
1 cm breit. Die gelben Bliten des sichelférmigen Hasenohrs sind in gipfelstandigen und
zusammengesetzten Dolden, meist 3- bis 12-strahlig, vereint. Blutezeit ist von Juni bis Sep-
tember. Bei erfolgter Befruchtung entstehen bis zu 4 mm grol3e, ei- bis kugelférmige
Doppelachénen (Pan et al. 2006) (Abb. 1.4).

Ahnlich wie Ginseng hat das sichelférmige Hasenohr eine lange Anwendungstradition, vor
allem in den ostasiatischen Landern wie Japan, Korea und China. Bereits vor 2000 Jahren
wurde die Heildroge Bupleuri Radix in China bei fiebrigen oder entziindlichen Erkrankungen,
aber auch bei Malaria oder menopausalen Beschwerden eingesetzt (Pan et al. 2006). Auch
heute ist die Bupleurum-Wurzel ein Hauptbestandteil in vielen der klassischen Tee-
Rezepturen der traditionellen asiatischen Medizin (Tab. 1.3). Die mittlerweile weltweite Be-
kanntheit und aber auch die Anerkennung der traditionellen Medizin, erganzend oder auch
ersetzend zu den schulmedizischen Behandlungsweisen, steigerte die Nachfrage nach der
Droge und erforderte die Kultivierung der Pflanze. Das sichelférmige Hasenohr wird momen-
tan grof3flachig in China, Japan, Korea, aber auch in einigen Teilen Europas angebaut (Pan
et al. 2006). Die Ernte der Wurzel findet erstmalig 1 bis 2 Jahre nach Aussaat statt. In der
Wurzel, bestehend aus einer bis zu 20 cm langen Hauptwurzel mit einigen Nebenwurzeln
und Wurzelhaaren, finden sich die wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe, die Saikosapon-
ine [47, 48]. Interessanterweise wurde beobachtet, dass die Droge Bupleuri Radix sich in
Qualitat, Morphologie und auch in Gesamtheit der wirkssamkeitsbestimmenden Saikosapon-
ine und demnach in ihrer Wirkungsweise unterscheidet, je nach Kultivierungsland (Pan et al.
2006).
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Chinesische Rezeptur

Xiao Chai H Tang
(Kleiner Bupleurum-Dekot)

Radix Bupleuri (Hasenohr-Wurzel) 24,0
Tuber Pinelliae (Pinellien-Knolle) 24,0
Radix Scutellariae (Baikal-Helmkraut-Wurzel) 9,0
Radix Ginseng (Ginseng-Wurzel) 9,0
Fructus Jujubae (chin. Dattelbaum-Friichte) 12 Stuck
Radix Glycyrrhizae (Suf3holz-Wurzel) 9,0
Rhizoma Zingiberis viridis (Ingwer- Wurzelstock) 9,0
Tab. 1.3: Bupleurum falcatum L. Chinesische Tee-Rezeptur

(modifiziert nach Bensky u. Barolet 1989).

Als Stammpflanze der Droge wird Bupleurum falcatum L. s. |. (lat. sensu lato; im weiteren
Sinne) genannt. Diese Stammpflanze umfasst u. a. auch die beschriebenen Species
B. chinensis DC. (Kultivierung in China, ,Chai hu“ und auch dort in der Chinesischen Phar-
makopbe benannt), B. falcatum L. s.l. (Kultivierung in Japan, ,Saiko“ und auch dort in
der Japanischen Pharmakopde benannt) und B. falcatum L. s. str. (lat. sensu stricto; im
engeren Sinne, eine ausschlief3lich européische Art). Mittlerweile klaren Untersuchungen zur
Charakterisierung von somatischen Chromosomen die Zugehorigkeit der jeweiligen Spezies
auf [49, 50].

Die wirksamkeitsbestimmenden Saikosaponine sind strukturell den Triterpensaponinen
zuzuordnen. Bereits 1916 berichtete Ezawa und seine Arbeitsgruppe die Prasenz der Sa-
ponine in der Gattung Bupleurum (Pan et al. 2006). Seit etwa Anfang der 1960er werden die
Saikosaponine umfangreich erforscht und vielfaltige Wirkungen sind seither beschrieben
worden. Neben Leberschiutzender [51, 52], beruhigender [53], antibakterieller [54, 55], im-
munmodulierender [56, 57] und antiallergischer Wirkung [58] werden den Saikosaponinen
auch zahlreiche entziindungshemmende Eigenschaften zugeschrieben [59, 60]. Abgesehen
von den haufig genannten Saikosaponinen A und C ist Saikosaponin D eines der bekanntes-
ten und am besten untersuchten Bupleurum-Saikosaponine (Abb. 1.4). Viele Studien
beschreiben die hepatoprotektive und antiinflammatorische Wirkung des Saikosaponins D,
was auch die langjahrige, traditionelle Anwendung der Droge bei Entzindungen und Leber-
erkrankungen bestatigt [32, 61, 62]. Dartber hinaus wurde erst kirzlich eine angenommene
Bindungsaffinitat des Saikosaponins D zum GR untersucht. In einer Studie von Hattori und

seiner Arbeitsgruppe wurde neben der Verbesserung einer Nephritis durch Saireito, einer
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bekannten TCM-Rezeptur, die auch die Droge Bupleuri Radix beinhaltet, eine GR-bindende
Eigenschaft fir Saikosaponin D aufgedeckt [32].

A B

oH X = Fuc™-Giu

Abb. 1.4: Bupleurum falcatum L.
(A) Saikosaponin D.
(B) Pflanze (Abbildung entnommen von imagines-plantarum.de).
(C) Fruchte (Fotografie einer zugesandten Pflanzenprobe, Botanischer Garten Wien).

Die beschriebene Affinitait zum GR konnte hierbei durch die strukturelle Ahnlichkeit des
Saikosaponins D zu physiologischen Steroiden begriindet sein. Denn ebenso wie Ginseno-
sid Rg; besitzt Saikosaponin D ein Cso-Steroidgertst (Abb. 1.4). Zusatzlich konnte fur
Saikosaponin D von Wang und seiner Arbeitsgruppe eine phytotstrogene Wirkung nachge-

wiesen werden [63].

1.2  Epithelialer Natriumkanal (ENaC)

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist ein spannungsunabhangiger, Amilorid-sensitiver
lonenkanal, der in der apikalen Zellmembran verschiedener zur Na'-Resorption befahigter
Epithelien exprimiert wird. In Aldosteron-sensitiven Epithelzellen, u. a. vorzufinden in den
distalen Abschnitten des Nephrons und des Kolons sowie in der Lunge, Gibernimmt der Kanal
eine essentielle Funktion zur allgemeinen Aufrechterhaltung der Na'- und K*-Homdoostase
und tragt damit zur Regulation des Blutdruckes und Blutvolumens bei [64, 65]. Fir den Or-
ganismus ist es lebensnotwendig die osmotische Homdostase und die Wasser-Homoostase
zu regulieren und im Gleichgewicht zu halten, da dies eine Voraussetzung fir eine Vielzahl
von zellularen Prozessen ist. Das fur die kurzfristige Regulation wichtigste Organ stellt hier-
bei die Niere dar. Neben ihrer Funktion als Ausscheidungsorgan fungiert die Niere auch als

Regulationsorgan im Elektrolyt- und Wasserhaushalt. Die Aufrechterhaltung der Homdostase
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steht unter hormoneller Steuerung, die wiederum durch Blutvolumen und Blutdruck reguliert
wird [66].

A B
Blutdruckabfall

Na*- Mangel
"> T

| Angiotensinogen
Renin —>¢ m
Angiotensin | |
*4— ACE

Angiotensin |l

V' ~
<>
ADH —b@ﬂ— Aldosteron
v

Na*t, H,0 T, K+

Abb. 1.5: Ausschuttung des Mineralocorticoids Aldosteron durch Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems
(A) Aldosteron.
(B) Signalkaskade des RAAS. Fallt der Blutdruck oder die Na'-Konzentration im Korper
wird von der Niere Renin ausgeschittet, das Angiotensinogen in Angiotensin | spaltet. Die-
ses wird durch das in der Lunge synthetisierte Angiotensin-konvertierende Enyzm (ACE) in
Angiotensin Il umgewandelt. Das stark vasokontriktive-wirkende Angiotensin Il 16st in der
Niere die Ausschittung des MC Aldosteron und in der Hypophyse die des Hormons ADH
(Adiuretin) aus. Das Aldosteron und das ADH verursachen in der Niere eine Na'- und H,O-
Riickresorption und eine K*-Sekretion.

Hierbei spielt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eine entscheidende Rolle.
Am Ende dieser Signalkaskade ist, abgesehen von dem antidiuretischen Hormon (ADH) aus
der Hypophyse und einer generellen Vasokonstriktion der Blutgefal3e durch das Ge-
webshormon Angiotensin II, die Natriumretention in verschiedenen Geweben ein ausschlag-
gebender Faktor fur die Erh6hung des Blutvolumens bzw. des Blutdruckes (Abb. 1.5). Dabei
wird der elektrogene Na'-Transport durch das MC Aldosteron gesteuert [67]. Durch
die Aktivierung des RAA-Systems wird in der Zona glomerulosa der Nebenniererinde
Aldosteron gebildet und ausgeschittet. Dieses induziert in Aldosteron-sensitiven Epithelzel-

len die vermehrte Expression des ENaC und den vermehrten Einbau in die apikale
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Zellmembran [65, 66]. Bedingt durch die zunehmende Anzahl an Natriumkanélen wird im
distalen Tubulus und Sammelrohr der Niere Na* aus dem Lumen ins Blut reabsorbiert. Zu-
gleich wird durch Aldosteron die Na'-Resorption in distalen Abschnitten des Kolons
moduliert. Infolge der Einwirkung des Aldosterons sind anschliel3end in den Fazes nur unge-
fahr 5 mM der durch die Nahrung zugefuhrten Natriumkonzentration vorzufinden [68, 69].
Daneben werden durch Aldosteron auch K*-Kanale und die Na'/K*-ATPase reguliert, die
ebenfalls an der Na*-Resorption beteiligt sind [69]. Der transzelllulare Na*-Transport wird
mittels der induzierten Kanale und der lonenpumpe gewahrleistet. Es stromt zunachst Na*
passiv aus dem Lumen durch den ENaC in die Epithelzelle ein. Auf der gegeniberliegenden
Zellseite verlauft der Na'-Transport in den extrazellularen Raum als aktiver Prozess unter
Verbrauch metabolischer Energie durch die Na'/K'-ATPase. Gleichzeitig wird durch die
ausgeloste Depolarisation der apikalen Membran der Epithelzelle K* Uber Aldosteron-
induzierte Kanéale, wie den ROMK (Renal Outer Medullary Potassium Channel) oder den BK
(Big Potassium Channel), in das Lumen sezerniert [70, 71] (Abb. 1.6).

1.2.1 Molekularer Aufbau des ENaCs

Der funktionell komplette Kanal besteht aus den drei Untereinheiten a-, - und y-ENaC,
wobei dieser hetero-multimere Komplex vorwiegend bei Na‘-resorbierenden Epithelzellen
vorzufinden ist [72]. Zuséatzlich wurde eine 3-ENaC-Untereinheit im Menschen identifiziert,
die in verschiedenen epithelialen und nicht-epithelialen Geweben exprimiert wird. So wurde
fur die 3-ENaC-Untereinheit beispielsweise ein Vorkommen im Auge, in der Lunge und im
Nervensystem beschrieben [73-75]. Dabei kann die &-Untereinheit die sonst vorhandene
a-Untereinheit ersetzen und der vorliegende ENaC besteht dann aus einem -, y- und
5-Komplex [75]. Uberdies wurde ebenfalls ein funktioneller ENaC bestehend aus vier Un-
tereinheiten, a-, B-, y- und 3-ENaC im Auge charakterisiert [74]. Da in der vorliegenden Arbeit
ausschlieRlich mit Na*-resorbierenden intestinalen Epithelzellen gearbeitet worden ist, wird
im weiteren Text auf eine Erwahnung der 3-ENaC-Untereinheit verzichtet.

Interessanterweise herrscht nach wie vor Unschlissigkeit bei der stéchiometrischen Zu-
sammensetzung des Natriumkanals. So wurde noch vor einigen Jahren eine Stbchiometrie
von 2:1:1 (o, B, y) oder sogar eine Zusammensetzung des Kanals von 3:3:3 (o, Bs, Ya)
vermutet [76, 77]. Jedoch gilt heutzutage als wahrscheinlich, dass der funktionelle ENaC als
ein Heterotrimer (o, B, y) vorliegt, wobei eine 30-40%ige Homologie in den Aminosaurese-

guenzen der Untereinheiten auftritt [72].

-15-



Einleitung
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Abb. 1.6 Der epitheliale Natriumkanal (ENaC)
(A) Modell des epithelialen Natriumkanals.
Der ENaC ist ein heterotrimerer Komplex aus den ENaC-Untereinheiten o, § und y. Die
Struktur basiert auf einer Rontgenstrukturanalyse des verwandten lonenkanals ASCI-1.
Jede Untereinheit besitzt zwei Transmembrandoméanen, zwei zytoplasmatische Doméanen
(je ein A- und C-Terminus) und einen grof3en extrazellularen Loop (Abbildung enthommen
aus Bhalla et al. 2008).
(B) Induktion von Na*-und K*-Transport beteiligten Kanalen durch Aldosteron.
Das MC Aldosteron gelangt durch die Zellmembran, aktiviert den MR, der daraufhin in den
Zellkern transloziert. Dort wird die Expression des ENaC, der Na'/K*-ATPase und von K'-
Kanalen induziert, welche gemeinsam an der Regulierung der Na*-und K*-Homodstase be-
teiligt sind.
Fur die Aufklarung der Stdochiometrie des Kanals lieferten neueste Réntgenstrukturanalysen
den entscheidenden Hinweis; der mit dem ENaC eng verwandte lonenkanal ASIC-1 (Acid-
sensing lon Channel 1) zeigte eine heterotrimere Struktur, worauf die Vermutung der ent-
sprechenden Stéchiometrie des ENaC basiert [78]. Die Untereinheiten weisen strukturell
jeweils zwei Transmembrandomanen, einen zytoplasmatischen vorliegenden Amino (N)-
sowie ein Carboxyl (C)-Terminus und einen grof3en extrazellularen Schleife auf [72, 79].
Neben zusatzlich hoch konservierten Sequenzmotiven besitzen alle drei ENaC-
Untereinheiten ebenfalls eine konservierte Prolin-reiche Doméane (PY-Motiv) im C-terminalen
Bereich. Hier kommt es zur Interaktion mit der Ubiquitinligase Nedd4-2, die am Abbau des
ENaCs beteiligt ist [79].
Die drei Untereinheiten des funktionellen Natriumkanals sind lebensnotwenig. Mit Hilfe von
Knockout-Mausen wurde gezeigt, dass sowohl Mause mit einem Knockout der o-Unter-

einheit als auch mit einem Fehlen der B- oder y-Untereinheit innerhalb weniger Stunden nach
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der Geburt (Fehlen des a-ENaCs verursacht eine defekte Lungenfunktion) bzw. innerhalb
von 48 Stunden verstarben (Fehlen des - oder y-ENaCs bewirkt eine Stérungen der Elektro-
lyt-Homd@ostase und eine gestdrte Lungenfunktion) [80-82]. Bei epithelialen Na*-Kanélen, die
nur aus a-ENaC-Untereinheiten bestanden, war ein nur sehr schwacher Na*-Transport zu
verzeichnen. Hingegen ist beobachtet worden, dass die Na*-Resorption maximal wird, wenn
der Kanal sich aus allen drei Untereinheiten, a-, p- und y-ENaC, zusammensetzt [83]. Die
Regulation der einzelnen Untereinheiten ist gewebespezifisch und wird, neben der Regulati-
on des ENaCs im allgemeinen, im Folgenden genauer erlautert.

1.2.2 Regulation des ENaCs auf transkriptioneller Ebene

Die Untereinheiten des humanen epithelialen Natriumkanals, o, B und y, werden jeweils
durch ein eigenes Gen kodiert. Dabei befinden sich die Gene der pB- und y-ENaC-
Untereinheiten (SCNN1B und SCNN1G) auf dem Chromosom 16p12 in unmittelbarer Nahe
zueinander. Die hier festgestellte Entfernung entspricht héchstens 400 kb, was darauf
schliel3en lasst, dass die zwei Untereinheiten das Resultat einer Genduplikation sind [84,
85]. Das Gen fir a-ENaC (SCNN1A) liegt auf dem Chromosom 12p13 [86]. Eine erhdhte
Genexpression von o-, - und y-ENaC wird vor allem durch das MC Aldosteron Uber eine
Aktivierung des MR induziert (Abb. 1.7). Jedoch ist die Expressionsteigerung einzelner Un-
tereinheiten durch Aldosteron héchst organspezifisch. So wird in distalen Abschnitten der
Niere unter Einfluss von Aldosteron speziell die Transkription der a-Untereinheit induziert.
Hingegen flihrt Aldosteron im distalen Kolon zu einem Anstieg der B- und y-ENaC-
Untereinheiten, wahrenddessen der a-ENaC grundlegend vorhanden ist [87-89]. Daneben
kénnen auch GC sowohl in der Niere als auch im Kolon die Expression der ENaC-
Untereinheiten steigern [87, 89-91]. Es wird vermutet, dass GC und MC uber bestimmte
Sequenzen im Genom, sogenannte hormone responsive elements (HRE), die Expression
steuern kdnnen [90, 92]. Andererseits konnen GC ebenfalls am MR binden. Unter physiolo-
gischen Bedingungen verhindert dies jedoch ein Enzym, die 11p-Hydroxysteroid-
dehydrogenase 2 (11B-HSD 2), das die Umwandlung von Cortisol zu Cortison katalysiert.
Infolgedessen kann Cortisol nicht mehr am MR binden. Allerdings kann es unter patho-
logischen Bedingungen dennoch zur Aktivierung des MR kommen und Aldosteron-spezi-

fische Effekte konnen dann durch GC ausgel6st werden. Zu nennen sind Erkrankungen,
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die beispielsweise einen vermehrten Anstieg an GC bewirken, wie das Cushing-Syndrom
oder ein Fehlen der 11B3-HSD 2.

Die transkriptionelle Regulierung des ENaC im Kolon kann, au3er durch MC oder GC, eben-
so durch die kurzkettige Fettsdure (SCFA) Butyrat, ein Abbauprodukt von Darmbakterien,
gesteuert werden. Das Kolon ist mit einer Vielzahl von anaeroben Bakterien besiedelt. Die
wohl am haufigsten anzutreffenden Darmbakterien sind Vertreter der Bacteroides, Bifidobac-
teria, Eubacteria oder Clostridien. lhnen ist gemein, dass sie beeindruckend starke
saccharolytische Eigenschaften aufweisen. Die mit der Nahrung aufgenommenen Kohlen-
hydrate werden durch die Anaerobier zu verschiedenen Gasen (H,, CO, und CH,4) und den
SCFA umgesetzt. Bei dem chemischen Prozess der Fermentation entstehen vorrangig die
SCFA Essig-, Propion- und Buttersaure. Essig-und Propionsaure werden schnell vom Darm
resorbiert, Uber das Pfortadersystem transportiert und dem Organismus anderweitig als
Energielieferanten zur Verfigung gestellt [93]. Buttersdure hingegen verbleibt im Kolon und
dient dort den Epithelzellen als Energielieferant. Dartiber hinaus vermag Butyrat die Prolife-
ration der Kolonozyten zu regulieren und besitzt ausgepragte anti-entztindliche und anti-
apoptotische Eigenschaften [94-96]. Ebenso ist Butyrat an der Regulation der Na'- und
Wasserresorption im Kolon beteiligt. Neben der Induktion des Na‘/H*-Antiporters 3 (NHE3),
der Uberwiegend in den proximalen Abschnitten des Kolons fir den elektroneutralen
Na*-Transport verantwortlich ist, zeigt Butyrat einen Effekt auf den ENaC in den distalen
Abschnitten des Kolons [97-99]. Es konnte hierbei beispielsweise dargestellt werden, dass
Butyrat eine gesteigerte Aktivitat des y-ENaC-Promotors auslost, die in einer erhéhten Gen-
expression dieser Untereinheit resultierte. Interessanterweise kann Butyrat dabei zwar die
Gesamtanzahl der ENaC-Molekiile im Zytoplasma erhéhen, jedoch ist das Vorliegen von
Corticosteroiden erforderlich, um einen Einbau in die apikale Membran und somit eine

ENaC-abhangige Na*-Resorption zu bewirken [99].

1.2.3 Regulation des ENaCs

Da der ENaC ein konstitutiv aktiver Kanal mit einer hohen (")ffnungswahrscheinlichkeit ist,
wird die Anzahl der in der apikalen Membran lokalisierten und zur Na*-Resorption befahigten
Kandale durch verschiedene Regulationsmechanismen streng kontrolliert [100]. Nach einer
Stimulation mit MC, GC oder Butyrat werden die induzierten ENaC-Untereinheiten am
endoplasmatischen Retikulum gebildet und am Golgi-Apparat zu funktionsfahigen Kanélen

prozessiert. Allerdings wurde berichtet, dass weniger als 20% dieser Kanale direkt die
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apikale Membran erreichen, um dort eingebaut und ihrer Funktion gerecht zu werden. Ein
nicht unbedeutender Anteil der neusynthetisierten Untereinheiten wird kurz nach ihrer Syn-
these schnell wieder degradiert. Sie weisen deshalb eine Halbwertszeit von nur ungefahr 2
Stunden auf [101, 102]. Zudem wurde beschrieben, dass die funktionsfahigen Kanale zu-
nachst in subapikalen Vesikeln gespeichert und bei einem Stimulus unter Exozytose schnell
in die Membran eingebaut werden. Fur die rapide Insertion des ENaCs wurde in diesem
Zusammenhang bereits cAMP als Stimulanz charakterisiert, jedoch wird diese cAMP-
Hypothese von einigen bestritten [65, 103, 104]. Dessen ungeachtet ist der exakte Mecha-
nismus des beobachteten schnellen Anstiegs des ENaC-abhangigen Na*-Transports durch
MC- oder GC-Behandlung ungeklart, da die Transkription der Untereinheiten eher den spa-
ten Regulierungsphasen zuzuordnen ist. Einen weiteren Ansatz bietet in diesem

Zusammenhang die Involvierung der ENaC-Ubiquitinierung.

1.2.3.1 Nedd4-2 und Sgk-1

Ein funktionstichtiger, in der Zellmembran lokalisierter ENaC besitzt eine Halbwertszeit von
ungefahr 30 Minuten, wobei einige Arbeitsgruppen auch von wesentlich langeren Halbwerts-
zeiten, namlich 24 Stunden berichten [102, 105, 106]. Um die Internalisierung des Kanals ins
Zellinnere einzuleiten und somit die apikale Aufenthaltsdauer des ENaCs zu regulieren,
findet eine Ubiquitinierung der ENaC-Untereinheiten statt. Die Ubiquitinligase Nedd4-2 (neu-
ral precursor cell expressed developmentally down-regulated 4-2) bindet hierbei an der
bereits beschriebenen Prolin-reichen Domane des C-terminalen Bereiches (PY-Motiv) und
leitet somit eine Endozytose des ENaCs ein [79, 106]. Der genaue endozytotische Mecha-
nismus ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Beschrieben ist aber, dass es sich um Clathrin-
vermittelte Endozytose unter der Beteiligung von Epsin handelt. In der Folge wird der ENaC
entweder lysosomal oder proteosomal abgebaut oder kann sogar recycelt werden kann
[72, 107, 108]. Die Ligase Nedd4-2 ist ein Substrat der serum-und glucocorticoid-induced
kinase 1 (Sgk-1) und ist abhangig von einem regulatorischen cAMP-induzierten Signalweg
[109]. Sowohl cAMP als auch Sgk-1 hemmen die Ubiquitin-Ligase u. a. durch Phosphorylie-
rung des Ser-327 und Ser-221 [79, 109]. Dadurch verlangert sich der Aufenthalt des ENaCs
in der apikalen Membran und folglich ist eine erhdhte Na*-Resorption zu verzeichnen.

In diesem Zusammenhang wurde das Krankheitsbild des Liddle-Syndroms beschrieben, das

auf eine Genmutation des PY-Motivs auf den C-Terminus zurlickzufihren ist. Die Ligase
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Nedd4-2 kann hierbei nicht die Ubiquitinierung des ENaCs einleiten. Demzufolge kommt es
zu einer verstarkten Na*-Resorption und zu einer daraus resultierenden Hypertonie [66].

Die Sgk-1 besitzt eine ausgepragte regulierende Funktion im Hinblick auf den intrazellularen
ENaC-Transport. Uber einen PI3K-abhangigen Signalweg wird Sgk-1 durch die PDK1/2
(Phosphoinositide-dependent kinase 1/2) aktiviert [110]. Unter physiologischen Bedingungen
liegt die Kinase nur minimal aktiv vor, jedoch kann innerhalb kirzester Zeit (15-30 Minuten)
durch GC-oder MC-Stimulation eine Steigerung der Sgk-1-Expression erfolgen [111, 112].
Zusatzlich wurde gezeigt, dass Aldosteron die Genexpression des kleinen G-Proteins
KRas-2A steigert und dies einen Anstieg der ENaC-vermittelten Na’-Resorption induziert
[113-115]. Dabei kann KRas-2A im weiteren Sighalweg die PI3K aktivieren, die ihrerseits
dann Uber PDK1/2 Sgk-1 stimuliert [116]. Wie bereits erwahnt, kann die Kinase weiterfih-
rend durch Inhibition der Ligase Nedd4-2 die Ubiquitinierung des ENaCs hemmen.
Anderseits kann die Nedd4-2 ebenso Sgk-1 inaktivieren, so dass Uber eine negative Rick-
kopplung diese Wechselwirkung im Gleichgewicht steht [117]. Die Aktivierung der Sgk-1
gehort zu den friihen Regulierungsphasen und kénnte folglich u. a. die schnelle Induktion
des ENaC-vermittelten Na'-Transports durch MC oder GC bewirken. AuRerdem wird dem
Protein GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper) eine Involvierung in die unmittelbare

Verstarkung der Na*-Resorption zugeschrieben (Abb. 1.7).

1.2.3.2 Nedd4-2 und GILZ

Ebenso wie Sgk-1 stellt GILZ ein frilhes Corticosteroid-induziertes Protein dar [118, 119].
Zunachst wurde GILZ als Transkriptionsfaktor in Immunzellen charakterisiert, jedoch wurden
fur das Protein spater ENaC-regulierende Eigenschaften identifiziert [120, 121].

Die Bindung von Nedd4-2 am PY-Motiv des ENaCs kann durch vorangegangene Phosphory-
lierungen unterstitzt werden. Hierbei bewirkt beispielsweise die MAPK ERK (extracellular
signal-regulated kinase) eine Phosphorylierung am C-Terminus der B- und y-ENaC-
Untereinheiten, um so die Bindung von Nedd4-2 zu erleichtern und den Internalisierungspro-
zess einzuleiten [122]. Wird durch Aldosteron die Expression von GILZ induziert, weist das
Protein einen inhibitorischen Effekt auf die Signalkaskade der ERK-Aktivierung auf und kann
somit die Ubiquitinierung des ENaCs hemmen [121, 123]. Zusatzlich Ubt GILZ einen stabili-
sierenden Effekt auf die Sgk-1 Kinase aus, da diese eine sehr kurze Halbwertszeit von nur
ungefahr 30 Minuten besitzt [124]. Folglich wird dadurch die Aktivitat der Sgk-1 wesentlich
verlangert [125] (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7: Regulation des epithelialen Natriumkanals (ENaC)

Die Aufenthaltsdauer des ENaCs in der apikalen Zellmembran wird durch
verschiedene Mechanismen reguliert. Die ENaC-Internalisierung wird durch Ubiquitinierung
eingeleitet. Dabei bindet die Ubiquitin-Ligase Nedd4-2 an den PY-Motiven im C-Terminus
der ENaC-Untereinheiten und veranlasst so die Endozytose und nachfolgend den Abbau
bzw. das Recycling des Kanals. Die Bindung von Nedd4-2 kann durch eine ERK-induzierte
Phosphorylierung am C-terminalen Bereich der - und y-ENaC-Untereinheiten erleichtert
werden. Aldosteron-Behandlung bewirkt die Expression von Sgk-1, KRas-2A und GILZ.
GILZ hemmt Raf-Proteine, die als Aktivatoren des ERK-Signalwegs eine wichtige Rolle
spielen. Uber den KRas-2A-abhangigen Signalweg wird die Sgk-1 aktiviert, welche die
Ligase Nedd4-2 hemmen kann. GILZ kann zudem die Sgk-1 stabilisieren und somit deren
Aktivitat verstarken. Durch Sgk-1 und GILZ wird der Abbau des ENaC reduziert und es
kommit folglich zu einer gesteigerten Na'-Reabsorption.

Es wurde in dem Zusammenhang die Theorie eines ENaC-regulierenden Komplexes (ERC)
aufgestellt. Hiernach sind die hemmenden Regulatoren, Nedd4-2 und Raf-1 (der Aktivator
der ERK-Signalkaskade), an den apikal lokalisierten ENaC assoziiert und kdnnen auf diesem
Weg die charakterisierten inhibitorischen Effekte ausldésen. Durch die Aldosteron-induzierte
Expression von Sgk-1 und GILZ kann der ENaC-vermittelte Na*-Transport aktiviert werden,
indem Sgk-1 und GILZ ebenfalls an den ENaC-regulierenden Komplex binden und damit die
Wirkungen der negativen Regulatoren aufheben. Als weiteres regulatorisches Protein wird
CNKS (connector enhancer of kinase suppressor of Ras 3) erwahnt, welches ebenso durch
Aldosteron induzierbar und gleichfalls mit Sgk-1 und GILZ am ERC assoziiert ist [121, 126].
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1.2.4 Gestorte ENaC-Funktion bei chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen

1.2.4.1 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) mit den Hauptformen Morbus Crohn (MC)
und Colitis ulcerosa (CU) sind chronisch rezidivierende Entziindungen des Gastrointestinal-
traktes. Beide Erkrankungsbilder zeigen hierbei spezifische klinische und immunologische
Charakteristika. Beim Morbus Crohn handelt es sich um diskontinuierliche, transmurale
Entzindungen des gesamten Gastrointestinaltraktes, wobei eine Lokalisationshaufigkeit im
terminalen lleum (Krummdarm, unterer Teil des Dinndarms) beobachtet worden ist. Oftmals
treten bei Patienten mit MC extraintestinale Manifestationen auf wie beispielsweise Arthritis,
Osteoporose oder Hautveréanderungen (Erythema nodosa). Die Colitis ulcerosa hingegen ist
durch eine sich kontinuierlich von anal nach oral ausbreitende Erkrankung der Kolon-
schleimhaut gekennzeichnet. Gegensatzlich zum MC betrifft die Entziindung hier nur die
oberflachlichen Darmwandschichten. Beide Erkrankungen weisen anféanglich oft dieselben
Symptome auf wie Durchfall, Abgeschlagenheit, Fieber oder eine Leukozytose [127, 128].
Letztendlich kann die Diagnose MC oder CU erst durch weitere labormedizinische, endosko-
pische und histologische Untersuchungen gestellt werden.

Fur das Entstehen einer CED werden sowohl Fehlregulationen des Immunsystems, geneti-
sche Pradispositionen, sowie auch Umweltfaktoren verantwortlich gemacht. Die genaue
Atiologie ist bis heute jedoch noch ungeklart. Auffallig ist, dass die Wahrscheinlichkeit an
einer CED zu erkranken, seit der zweiten Halfte des 20.Jahrhunderts, vor allem in den west-
lichen Industrienationen, stetig gestiegen ist [129]. Viele Umwelteinflisse, wie Ernahrung,
Rauchen, Stress, aber auch Medikamente, scheinen die Entstehung der CED zu beeinflus-
sen. Es konnte gezeigt werden, dass NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs) die
Pathogenese einer CU beschleunigen kdnnen. Eine Behandlung mit NSAIDs flhrte in IL-10
Knockout-Mausen zu einer schnelleren Colitis-Enstehung, die mit einer massiven Anrei-
chung von Makrophagen und IFN-y-produzierenden CD4" T-Zellen in der Lamina propria
einherging [130]. So wurde zum einen die These einer vorhandenen Dysregulationen des
Immunsystems, aber auch die des Einwirkens von Umweltfaktoren bei der Entwicklung einer
CED gestutzt.

Drei genetische Polymorphismen der nuclear oligomerization domain 2 (NOD2) sind be-
kannt, wovon alle drei bei ungefahr 18-20% europaischer MC-Patienten auftreten [129]. Das

NOD2 Gen ist auf Chromosom 16 lokalisiert und wird zu den Crohn-assoziierten Genen
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gezahlt. Es handelt sich bei NOD2 um einen intrazellularen Rezeptor, welcher in der Zell-
membran von Immunzellen sowie auch von intestinalen Epithelzellen (IEC), wie den
Panethzellen, vorliegt [131-133]. Der Rezeptor erkennt bakterielles Muramyl-Dipeptid (MDP),
ein Zellwandpolymer, das in fast allen Bakterienspezies vorkommt [134, 135]. Durch Aktivie-
rung des Rezeptors werden entziindlichen Signalwege, wie der von NFkB oder auch der
MAPKSs, stimuliert [133, 136]. In IEC konnte gezeigt werden, dass NOD2 durch Bindung von
MDP die Bildung von Defensinen (kérpereigene Abwehrstoffe gegen Bakterien oder Pilze)
anregt [137, 138]. Vorhandene Polymorphismen des NOD2 kdnnten zunachst vermuten
lassen, dass es bei CED zu einer verminderten Entziindung (NOD2-induzierte inflammatori-
sche Signalwege unterbleiben) kommen misste. Doch Fehlen des Rezeptors beglnstigt
hdchstwahrscheinlich das Eindringen von Mirkoorganismen in die Epithelzelle und ihrer
Persistenz. Dadurch wird in der Folge eine starke Immunantwort ausgelést, die einen massi-
ven Anstieg an pro-inflammatorischen Zytokinen verursacht und zu einer Entwicklung der
CED fuhren kann [139]. Bei CED sind vor allem Zytokine wie TNF-a, IL-13, IL-6 und IL-8
nachgewiesen worden. Zusatzlich kommen bei dem Krankheitshild des MC vermehrt noch
das IFN-y und IL-12 (beide Uberwiegend der Th;-Immunantwort zuzuzéhlen) und bei der CU
IL-5 und IL-13 (beide insbesondere der Th,-Immunantwort zuzuordnen) vor [140-144].

Die Hochregulierung von entziindlichen Prozessen flihrt im Darm zu dramatischen Barriere-
stérungen [145, 146]. So konnte im MC nachgewiesen werden, dass TNF-a. und IFN-y die
Tight junction (TJ)-Proteine Occludin, Claudin 5 und 8 [147-150] sowie auch das Protein
Z0-1 (zonula occludens protein 1, ein Protein, welches die TJ in seiner Stabilitat unterstitzt)
[151] herunterregulieren. Infolgedessen wird die intestinale Barriere geschadigt. In der CU
wurde daneben eine IL-13-induzierte Apoptose und eine Hochregulierung der TJ-Proteine
Claudin-1 und -2 festgestellt [152-154]. Die Zerstorung der epithelialen Barriere hat zur Fol-
ge, dass zum einen beispielsweise weitere Mikroorganismen in die Darmzelle gelangen
kénnen und daher abermals Entzindungsprozesse ausgeltst werden. Zum anderen stromen
Elektrolyte und Wasser passiv aus der Epithelzelle ins Lumen aus, was zu Diarrhéen, wie sie

bei den CED auftreten, fihren kann.

1.2.4.2 ENaC und chronisch entziindliche Darmerkrankung

Bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen treten als Leitsymptom Diar-
rhéen auf. Dabei werden CED-assoziierte Diarrhéen nicht generell nur auf die vorliegende

gestoérte Barriere- und Immunfunktion zurtickgefuhrt, sondern resultieren vielmehr auch auf
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beeintrachtigten epithelialen Transportmechanismen. So konnte gezeigt werden, dass so-
wohl der elektroneutrale als auch der elektrogene Na*-Transport in allen Formen der CED
herunterreguliert ist [155]. Im entziindeten proximalen Kolon wird die Na*/H*-Antiporter 3
(NHE3)-vermittelte Na*-Resorption durch pro-inflammatorische Zytokine, maRgeblich TNF-a
und IFN-y, inhibiert [156, 157]. Ebenso beeinflussen vorherrschende inflammatorische Be-
dingungen die elektrogene Natrium- und Wasserresorption in distalen Kolonabschnitten [158,
159]. Der Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom, welcher als ein Mal3 fur den ENaC-
vermittelten Na'-Transport gilt, zeigte sich in Biopsien CED-erkrankter Patienten stark er-
niedrigt [159]. Diese Beobachtung fihrte zu der Vermutung, dass die Aldosteron-induzierte
Regulation des ENaCs im entziindeten Darmgewebe gestort ist [158, 159]. In diesem Zu-
sammenhang wurde das Zytokin TNF-o, aber genauso IL-1f, identifiziert, die beide die
Expression der B-und y-ENaC-Untereinheit hemmen und somit die Na*-Resorption in distalen
Kolon entscheidend beeinflussen [160-163].

In der Therapie der CED haben sich GC seit langem bewahrt. Sie zeigen, wie bereits er-
wahnt, ausgepragte anti-entztindliche und immunsuppressive Eigenschaften und verbessern
mit ihrem Wirkungsprinzip das Krankheitsbild der CED. Interessant war jedoch auch noch
eine andere Beobachtung, welche in einer medikamentdsen GC-Therapie gemacht wurde.
So lie3en bei Patienten innerhalb kirzester Zeit nach Behandlung mit GC vorhandene Diar-
rhéen nach und der Elektrolyt- und Wasserhaushalt konnte weitestgehend stabilisiert werden
[164]. Der vollstandige Mechanismus hinter dieser Beobachtung ist noch nicht in seiner
ganzen Komplexitat aufgeklart. Es wird wohl ein Teil auf die entzindungshemmende Wir-
kung der GC zurlickzuflihren sein. Des Weiteren konnte bereits in vitro und in vivo gezeigt
werden, dass ein vorhandener Synergismus zwischen dem synthetischen GC Dexame-
thason und dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a. den ENaC-vermittelten Na*-Transport
induziert. Dabei bewirkt TNF-a eine verlangerte GR mRNA Halbwertszeit, (bt demgeman
einen stabilisierenden Effekt auf die GR mRNA aus, wodurch wiederum eine erhéhte GR-
Transaktivierung zu verzeichnen war. Folglich nahm die Expression der - und y-ENaC-
Untereinheiten und letztendlich ebenso die ENaC-vermittelte Na*-Resorption zu [165]. Da
aber einige weitere Signalwege (Uber Nedd4-2, Sgk-1 oder GILZ) in der ENaC-Regulierung
involviert sind, sind zuséatzliche Mechanismen, die den pro-absorptiven Effekt der GC erkla-

ren, zumindest denkbar.

-24-



Einleitung

1.3  Zielstellung der Arbeit

In der medikamentdsen Therapie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen zeichnen sich
Glucocorticoide durch ihre beeindruckenden anti-entzindlichen und immunsuppressiven
Eigenschaften aus. Zusatzlich verringern sie die in dem Krankheitsbild haufig auftretenden
Diarrhéen, indem GC synergistisch mit dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-o die ENaC-
vermittelte Na*-Resorption verbessern. Die Behandlung mit GC muss allerdings unter einer
generellen Nutzen-Risiko-Abschétzung erfolgen. Insbesondere in einer Langzeittherapie, wie
sie bei vielen chronischen Erkrankungen nétig ist, treten schwerwiegende Nebenwirkung auf.
Das Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin, sekundére Pflanzeninhaltsstoffe zu charakteri-
sieren, die einen GR-modulierenden Effekt aufweisen. Es sollte sowohl in vitro als auch in
vivo untersucht werden, inwieweit pflanzliche GR-Modulatoren einen GC-gesteuerten
Signalweg beeinflussen kdnnen. Hierbei sollte der Schwerpunkt der Betrachtung auf den
GC-induzierten ENaC-vermittelten Na*-Transport im distalen Kolon unter entziindlichen
Bedingungen gelegt werden.

An humanen Kolonkarzinomzellen und murinen Kolongeweben wurden elektrophysiologi-
sche Messungen in Ussing-Kammern durchgefihrt, die zur Aufklarung der ENaC-Aktivitat
beitragen sollten. Des Weiteren wurden proteinbiochemische und molekularbiologische
Methoden, wie Western Blotting, Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie sowie Real-time (RT)-PCR und Reportergen-Assays, angewandt, um zugrunde

liegende regulatorische Signalwege zu ermitteln.

In der alternativ angewandten Medizin werden haufig Extrakte von Heilpflanzen eingesetzt.
Extrakte definieren sich nach dem Europaischen Arzneibuch als ,Zubereitungen von flussi-
ger, halbfester oder fester Beschaffenheit, die aus Ublicherweise getrockneten pflanzlichen
Drogen oder tierischem Material hergestellt werden®. Dabei stellt das Extraktionsverfahren
einen entscheidenden Faktor dar, um die wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe zu isolie-
ren und anzureichern. In einem zweiten, kleinen Randprojekt sollten beschriebene
Extraktionsverfahren fir die Bupleurum species miteinander verglichen werden, um mdg-
lichst einen hohen Gehalt an wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen, den Saikosapo-
ninen, zu erzielen. Dabei sollte zundchst der Schwerpunkt auf den qualitativen Nachweis der
Saikosaponine gelegt werden. Es wurden verschiedene Extraktionen und qualitative Nach-

weismethoden mittels der Hochleistungs-Dinnschichtchromatographie (HPTLC) analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Das untersuchte Pflanzenmaterial der Bupleurum falcatum L. wurde von den Botanischen
Garten der Universitat Bonn zur Verfugung gestellt. Das Pflanzenmaterial der Bupleurum
chinensis DC. wurde von der Zieten Apotheke, GroRRbeerenstralle 11, 10963 Berlin, zur
Verfigung gestellt. Die Droge Bupleuri Radix entsprach dem Arzneibuch der chinesischen
Medizin. Das Pflanzenmaterial der Endiandra anthropophagrorum DOMIN und die isolierte
Substanz Endiandrin A wurde von Kooperationspartnern aus Australien zur Verfigung ge-
stellt. Die Herbarbelege der gesammelten Pflanzen werden von den entsprechenden
Kooperationsinstituten aufbewabhrt.

Kooperierende Universitaten:
Dr. Wolfram Lobin,
Ansprechpartner: Josef Manner,

Botanische Garten der Universitdat Bonn

Dr. Rohan Davis

Eskitis Institute for Cell & Molecular Therapies,
Brisbane Innovation Park campus,

Nathan, Griffith University,

QLD 4111, Australia

2.1.1.1 Herkunft

2.1.1.1.1 Bupleurum falcatum L. (Sichelblattriges-Hasenohr), Apiaceae
Das Pflanzenmaterial wurde im Ahrtal, Burg Ahre oberhalb Altenahr in Rheinland-Pfalz,
Deutschland, von Giefer et al. (11/1995) gesammelt und von B. M. Mgseler bestimmt. Die
abgegebene Pflanze wurde im Frihjahr 2007 aus Samen hervorgezogen und spéter auf ein

Beet, Standort sonnig, der Boden schwer (Pseudogley), gepflanzt.
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2.1.1.1.2 Bupleurum chinensis DC. (chin. Hasenohr), Apiaceae

Das Pflanzenmaterial stammt aus China und wurde von Phytax GmbH, Wagistralle 23,
89052 Schlieren, Schweiz, nach der Pharmakopde der Chinesischen Volkrepublik China
und/oder weiterer relevanter Literatur der traditionellen chinesischen Medizin bzw. der Euro-
paischen Pharmakopte auf, u. a. Aflatoxine, Pestizide und Schwermetalle gepruft

(Analysenzertifikat liegt vor).

2.1.1.1.3 Endiandra anthropophagorum DOMIN, Lauraceae

Das Pflanzenmaterial wurde im Juni 1996 im staatlichen Wald (State Forest 143, Mt. Lewis)

von Queensland, Australien gesammelt. Der Herbarbeleg (AQ603481) befindet sich im Her-

barium von Queensland in Brisbane, Australien.

2.1.1.2 Phytochemisches Labor

2.1.1.2.1 Gerate

Geratebezeichung

Hersteller

Analysenwaage

Analysenlampe CabUVIS
CAMAG Linomat IV
Digitalkamara Canon Powershot G5
DigiDoc-Aufsatz mit UV-Filter
DC-Zerstauber

Feinwaage R 200 D
IKA-Universalmuhle M20
Rotationsverdampfer Rotavapor R
Trockenschrank

Ultraschallbad

Wasserbad

Sartorius, Gottingen

Desaga GmbH, Wiesloch

CAMAG, Berlin

Canon Deutschland GmbH, Krefeld
Sarstedt, Nlimbrecht

Carl Roth, Karlsruhe

Sartorius, Gottingen

IKA-Werke GmbH, Staufen

Buchi Labortechnik GmbH, Essen

Heraeus, Hanau bei Frankfurt

Branson Ultrasonics Corporation, Conneticut,

USA
Stork-Tronic, Stuttgart
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2.1.1.2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

DC-Platten
Alugram® Nano-Sil G/UV.s,, Kieselgel 60
Schichtdicke 0,2 mm, 20 x 20 cm

Falconréhrchen (15ml, 50ml)
Filterpapier

HPTLC-Platten

HPTLC-Fertigplatte Nano-Sil-20/UV s,

Kieselgel 60, Schichtdicke 2,0 mm,
10 x 20 cm

Pipettenspitzen
Szintillationsréhrchen

Stabpipetten

Macherey-Nagel GmbH, Diren

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Macherey-Nagel GmbH, Diren
Macherey-Nagel GmbH, Diren

Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht

Becton Dickinson; Franklin Lakes, USA

2.1.1.2.3 Laborchemikalien

Laborchemikalien

Hersteller

Acteon

Chloroform

Dichlormethan
Dimethylsulfoxid (DMSO)
p-Dimethylaminobenzaldehyd
Essigsaure

Ethanol

Ethylacetat

Methanol

Pyridin

Schwefelsaure

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

2.1.1.2.4 Referenzsubstanzen

Referenzsubstanzen

Hersteller

Saikosaponin A (SsA)
Saikosaponin C (SsC)
Saikosaponin D (SsD)

Phytolab, Vestenbergsgreuth
Phytolab, Vestenbergsgreuth
Phytolab, Vestenbergsgreuth
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2.1.2 Eukaryotische Zellkultur
2.1.2.1  Zelllinie HT-29/B6-GR

Fur die Untersuchung der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe auf ihre GR-bindenden Eigen-
schaften und ihren Einfluss auf die Regulation des epithelialen Natriumkanals (ENaC) im
menschlichen Kolon wurde die humane Kolonkarzniomzelllinie HT-29/B6-GR genutzt, die im
Institut fur Klinische Physiologie der Charité etabliert worden ist [166]. Urspringlich stammt
diese von der humanen Kolonzelllinie HT-29 ab. Durch Elimination der im Kultivierungsmedi-
um vorhandenen Glukose wurde der Subklon HT-29/B6 gewonnen [167]. Die Zellen der
HT-29/B6-Zelllinie besitzen funktionelle Eigenschaften, die denen des nativen Kolonepithels
sehr &hnlich sind. Es werden polarisierte Monolayer ausgebildet, die sowohl zur Mukuspro-
duktion, als auch zur Bildung eines Birstensaums beféahigt sind. Dartiber hinaus entwickeln
sie einen transepithelialen Widerstand (TER), der auf die Bildung von Tight junctions zurtck-
zufuhren ist. Durch eine stabile Transfektion mit dem humanen Glucocorticoidrezeptor (GR),
konnte man letztendlich ebenfalls Steroid-abhangige Signalwege, wie den ENaC-vermittelten
Na'-Transport, untersuchen [166].

2.1.2.2  Zellkultur Labor

2.1.2.2.1 Gerate

Geratebezeichnung Hersteller

Acrylamid-Gelelektrophorese-Kammer Bio-Rad, Hercules, USA
Mini Protean 3 System

Agarose-Gelelektrophorese-Kammer Bio-Rad, Hercules, USA
Mini Sub Cell GT

Analysenwaage Sartorius, Gottingen
Brutschrank Heraeus, Hanau bei Frankfurt
CCD-Kamera Lumineszenzbild-Analysator Fujufilm, Tokyo, Japan
LAS1000
Cryostat Leica CM 1900 Leica, Wetzlar
Feinwaage R 200 D Sartorius, Goéttingen
Heizblock Trio-Thermoblock Biometra, Géttingen
Magnetrihrer IKA-Combimag Janke & Kunkei KG, Staufen i. Breisgau
Mikroskope:
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss, Jena
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Geratebezeichnung

Hersteller

LSM 510 META
Lichtmikroskop CK2

Mikrotiterplattenlesegerat Spectra Classic
Mikrotiterplattenluminometer Centro LB 960
Netzgerat Power Pac 200
Real-Time PCR-Cycler 7500 Fast
Schittelinkubator Aerotron
Spektrophotometer Nano Drop 1000
Sterilwerkbank
Thermocycler 2720
Ussing-Kammer
Voltage-Clamp-Apparaturen CVC6/8
Western Blot Transfer-Kammer

Mini Transblot Cell-System
Widerstandsmessgeréat
Wippe WT-12

Zentrifugen:

Tischzentrifuge 2233 MK
Tischzentrifuge Biofuge 13
Mikrotiterplatten-Zentrifuge LMC-3000

Olympus, Tokyo, Japan

Tecan, Grodig, Osterreich
Berthold, Bad Wildbach
Bio-Rad, Hercules, USA
Applied Biosystems, Mannheim
Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Thermo Scientific, Wilmington, USA

Applied Biosystems, Mannheim

Institut . Klin. Phys., Charité, CBF Berlin
Fiebig, Berlin

Bio-Rad, Hercules, USA

Institut f. Klin. Phys., Charité, CBF Berlin

Biometra, Gottingen

Hermle, Wehingen
Heraeus, Hanau bei Frankfurt
Biosan, Riga, Lettland

2.1.2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Deckglaser
Falconréhrchen (15 ml, 50 ml)
Kanile 0,45 x 10 mm/Spritze 1 ml

Mikrotiterplatten:
96-well, weil’
96-well, klar

Objekttrager SuperFrost Plus
PCR-Reaktionsgefalie (8-strip, 0,2 ml)

PCR-Reaktionsplatten
(MicroAmp Fast Optical 96-well)

Menzel Glaser, Braunschweig
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Becton Dickinson, Madrid, Spanien

Nunc, Roskilde, Danemark
Sarstedt, Mimbrecht

Menzen Glaser, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Mannheim
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

PCR-Schutzfolien fur Reaktionsplatten
(MicroAmp Optical Adhesive Film)

Pipettenspitzen
Transfer-Membran PVDF
Reaktionsgefale (1,5 ml, 0,5 ml)
Ruhrspatel 120 mm

Sterilfilter DynaGard (0,2 pm)
Stabpipetten

Zellkulturfilter Millicell PCF 3 pm

Zellkulturflaschen:
25 cm?
75 cm?

Zellkulturlochplatten (6-, 12-, 24-, 96-Loch)

Zellkulturschalen (& 10 ml)

Applied Biosystems, Mannheim

Sarstedt, Nlimbrecht

Perkin Elmer, Zaventem, Belgien
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nlimbrecht

Spectrum Laboratories, Breda, Holland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Millipore, Schwalbach

TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Nunc, Rosklide, Danemark

Nunc, Rosklide, Danemark

2.1.2.2.3 Reagenzien

2.1.2.2.3.5 Laborchemikalien und andere

Reagenzien

Laborchemikalien und andere
Reagenzien

Hersteller

Acrylamid 30% (37,5 : 1 Mono/bisacrylamid)

Antibiotika:
G 418
Penicillin/Streptomycin (100x)

APS

Bromphenolblau

BSA (Albumin Fraktion V)

Chloroform

DAPI

Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
EGTA

Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich

Sigma, Steinheim

LKB-Produkter AB, Bromma, Schweden
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Laborchemikalien und andere
Reagenzien

Hersteller

Ethanol
Fetales Kalberserum (FKS)

Hormonfreies Fetales Kalberserum (hf FKS)

Glutaraldehyd

Glycerol

Gylcin

Hepes

H,O (DNAse-, RNAse-frei)
Isopropanol

Kristallviolett

Langenstandard:
Page Ruler Prestained Protein Ladder

Methanol

Natriumazid

Natriumlaurylsulfat (SDS)
PeqGOLD RNAPure

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
Ribonuklease Inhibitor RNase Out
Sab simplex

TagMan Universal PCR Master Mix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Tris (1 M, pH 8,8)

Tris (0,5 M, pH 6,8)

Triton-X-100

Trypsin-EDTA

Tween-20

Merck, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Roth
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
PEQLAB, Erlangen

PAA, Pasching, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe

Parke-Davis, Berlin

Applied Biosystems, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Biorad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.2.2.3.6 Inhibitoren

Inhibitoren Hersteller

Amilorid ENaC-Blocker Sigma-Aldrich, Steinheim
Complete w/o EDTA Protease Inhibitor Cocktail Roche, Mannheim

Leupeptin Cystein/Serin-Protease-Inhibitor Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumvanadat Tyrosinphosphatase-Inhibitor Sigma-Aldrich, Steinheim
PMSF Serin-Protease-Inhibitor Sigma-Aldrich, Steinheim
RU-486 GR-Antagonist Sigma-Aldrich, Steinheim
SB202190 p38 MAPK-Inhibitor Calbiochem, Darmstadt
SP600125 JNK MAPK-Inhibitor Calbiochem, Darmstadt
u0126 MEK1/2 MAPK-Inhibitor Cell Signaling, Frankfurt a. M.

2.1.2.2.3.7 Zytokine

Zytokine (rekombinant human, rh)

Hersteller

rhIFN-y
rhTNF-a

TEBU, Offenbach
TEBU, Offenbach

2.1.2.2.3.8 Verwendete Kits

Verwendete Kits

Hersteller

BCA Protein Assay Kit

Dual-Luciferase Reporter Assay System
High-Capacity cDNA Archive Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
In Vitro Toxicology Assay Kit, XTT based
Lipofectamine Plus (Transfetionskit)

Plus

LumiLight™™ Western Blotting Kits

Thermo Scientific, Bonn
Promega, Mannheim

Applied Biosystems, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim
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2.1.2.2.3.9 Antikérper

Antikorper gg\l,ﬁtwta(rfsa) Spezies  Verdlnnung Hersteller

e 3-Aktin 42 mouse 1:10000 Sigma Aldrich, Steinheim

¢ GR (H300) 95 rabbit 1:200 Santa Cruz, Heidelberg

e p-GR 95 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
(Ser-211)

e p38 43 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
® p-p38 43 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
(Thr180/Tyr182)

¢ p-MAPKAPK 49 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
(Thr334)

¢ JNK 46, 54 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
e p-JNK 46, 54 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
(Thr183/Tyr185)

e ERK 1/2 42,44 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
e p-ERK1/2 42,44 rabbit 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
(Thr202/Tyr204)

e AlexaFluor®488 goat 1:500 Invitrogen, Karlsruhe

goat

anti-rabbit 1gG

2.1.2.2.3.10Sonden fur Real-Time PCR

Assay Bezeichnung Assay Bezeichnung

Gen human Ratte Hersteller

o-ENaC HS00168906_m1 RN00580652_m1 Applied Biosystems,
Mannheim

B-ENaC HS00165722_m1 RN00561892_m1 Applied Biosystems,
Mannheim

y-ENaC HS00168918 m1l RN00566891 m1 Applied Biosystems,
Mannheim

GILZ HS00608272_m1 Applied Biosystems,
Mannheim

GR-a HS00230818 m1l Applied Biosystems,
Mannheim

SGK-1 HS00178612_m1l Applied Biosystems,
Mannheim
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2.1.2.3 Verwendete Software

Verwendete Software

Herkunft

Auswertung von Luminometer-
Mikrotiterplattendaten
Mikrowin Version 4.36

Auswertung von Mikrotiterplattendaten
Easywin Fitting Version V6.0a

Erstellung von Grafiken
XACT Version 6.00

Konfokale Laser-Scanning- Mikroskopie
LSM510 Version 3.2 SP2

Real-time PCR Software

SDS Sequence Detection Software 7500 Fast
Version 1.4.0.25

Software zur densitometrischen Auswertung

AIDA Advanced Image Data Analyzer Version
3.21.001

Mikrotek Laborsyteme GmbH, Overath

Tecan, Grodig, Osterreich

97 SciLab GmbH, Leipzig

Zeiss, Jena

Applied Biosystems

Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland

2.1.24 Loésungen

Losungen

Elektrophysiologische Messung:

- Ringerlésung (#111):

- Amilorid-Stammlésung (10 M):

Immunfluoreszenzfarbung:

- Blockierldsung:

140 mM Na’; 123.8 mM CI; 5.4 mM K*; 1.2 mM
ca”; 1.2 mM Mg*; 2.4 mM HPO,*"; 0.6 mM
H,PO,; 21 mM HCO3™; 10 mM D (+)-Glukose; 2.5
mM Glutamin; 10 mM D (+)-Mannose; 0.5 mM b-
OH-Butyrat, als Antibiotika Piperacillin (50 mg/l)
und Imipenem (4 mg/l)

0,133 g in 500 ml Ringerlésung (#111)

1.0% Goat-Serum in PBS+Ca**/Mg**
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Losungen

Proteinisolation:
- Lysepuffer zur Analyse

¢ des Glucocorticoidrezeptors:

e der MAP-Kinasen:

Proteinbestimmung:

- BCA-Mastermix (190 uL/Probe):

SDS-PAGE und Western Blotting:
- 25% APS:
- Elektrophorese- Laufpuffer:

-5x Laemmli-Puffer:

-10x TBS:
- TBS-T:

- Transfer-Puffer:

- Sammelgel:

- Trenngel:

RT-PCR:

- RT-PCR Master Mix fur 2 pg RNA:

20 mM Hepes (pH 7.6), 1.6 mM MgCl,, 420 mM
NaCl, 25% Glycerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT,
0.2 mM PMSF, 0.5 pg/ml Pepstatin A, 1x Comple-
te w/o EDTA, 2.5 mM Natriumpyrophosphat,

1 mM B-Glycerolphosphat, 1 mM Natriumvanadat,
1 pg/ml Leupeptin, 1 mM EGTA, H,Opigest

20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM Natri-
umpyrophosphat, 1 mM B-Glycerolphosphat, 1
pg/ml Leupeptin,mM Natriumvanadat, 1 mM
PMSF, HyOpigest

Volumen (ul)/Probe; 4 ul Lésung A und 196 pl
Losung B

500 mg APS aufgeltst in 2 ml H,Opjgest
25 mM Tris, 192 mM Gyilcin, 0.1% SDS, H;Opjigest

125 mM Tris (pH 6.8), 10 % SDS, 50% Glycerol,
500 mM DTT, 0.001% Bromphenolblau, H,Opjigest

10 mM Tris (pH 7.3), 137 mM NaCl, H,Opigest
500 ml 10x TBS und 5 ml Tween20 auf 51 HyOpigest

20% Methanol, 192 mM Glycin, 25 mM Tris,
H2Opidest

5.1% Acrylamid, 125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0.1%
SDS, 0.1% APS, 0.05% TEMED, H,Opgest

8.5% Acrylamid, 470 mM Tris (pH 8.8), 0.1%
SDS, 0.1% APS, 0.05% TEMED, H;Opigest

Volumen (ul)/Probe; 2 pl10x RT-Puffer, 0.8 pl

25x dNTPs, 2 pl 10x Random Hexamer Primers,
0.5 pl RNase Out, 1 pl Reverse Transkriptase,
H2Opidest
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Losungen
gRT-PCR:
- gRT-PCR Mix fir 2ug RNA: Volumen (ul)/Probe;7ul steriles HyOpigest,
1 pl Sonde, 10 ul 2xMaster PCR Mix
Zellkultur:
- GR-2-Medium: RPMI-1640, 10% FKS,
5% Penicillin/Streptomycin, 5001U G418
- hormonfreies GR-2-Medium: RPMI-1640, 10% hormonfrei FKS,
5% Penicillin/Streptomycin, 5001U G418
- Kryo-Medium: RPMI-1640, 10% FKS,

5% Penicillin/Streptomycin, 7.5% DMSO

Zytotoxizitatsassay:
- Fixierlésung: 1.0% Glutaraldehyd in PBS+Ca*/Mg®*
- Farbelosung: 0.05% Kristallviolett in PBS+Ca** /Mg
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2.2 Methoden
221 Phytochemische Methoden
2.2.1.1 Extraktherstellung

Das von Herrn Manner (Universitat Bonn, Botanischer Garten) identifizierte Pflanzenmaterial
der B. falcatum L. wurde zunachst gereinigt, anschlieend wurden die Wurzeln bei 40 °C im
Trockenschrank getrocknet und danach zu Pulver vermahlen. Dabei wurde darauf geachtet,
dass sich die Miuhle wahrend der Zerkleinerung nicht zu stark erhitzt, um Auswirkung auf das

Drogenmaterial zu verhindern.

Abb. 2.1: Frisches und getrocknetes- bzw. gemahlenes Pflanzenmaterial der Bupleurum falca-
tum L. des Botanischen Gartens der Universitat Bonn

Die Droge der B. chinensis DC. wurde ebenfalls vor Extraktherstellung gemabhlen.

Abb. 2.2: Droge der Bupleurum chinensis DC.

Zur Extraktion der Drogen wurden funf unterschiedliche Methoden herangezogen, die sich in
den verwendeten Extraktionsmitteln, der Extraktionsdauer und den weiteren Behandlungen

unterschieden.
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1.) Extraktion nach Tian et al. [168]

Es wurden von jeder Droge 0.3 g zunachst durch ein Sieb (Siebporengréfe 0.335 mm) und
anschliel3end in 20 ml 0.5% Pyridin-Methanol gegeben, wobei die Extraktionsldsung Pyridin-
Methanol die Degradation von Saikosaponin A und D verhindern soll [47]. Zur Extraktion
wurde die Droge in einem mit Rickflusskihler versehenen Rundkolben fir 30 Minuten auf
ein 80 °C heilRes Wasserbad unter Ruckfluss erhitzt. Diese Prozedur wurde zwei Mal wie-
derholt. Die abgekihlte Losung wurde in ein Papierfilter gegeben, das dabei erhaltene Filtrat
am Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde anschlielRend mit
3 ml H,Opigest Verdiinnt. Diese Suspension wurde auf einer C,g3 Festphasenextraktionskartu-
sche gegeben und zuerst mit 10 ml 30% Methanol dann mit 20 ml 80% Methanol eluiert. Das
erhaltene Eluat, bestehend aus der 80% Methanolfraktion, wurde unter Vakuum eingeengt
und der Rickstand in 2 ml Methanol gel6st. Vor dem Gebrauch wurde der Extrakt mit einem

0.45 um Filter sterilfiltriert.

P

C,g Séule

=

0,3 g Droge % trocknen trocknen
+ 0.5% Pyridin-MeOH = filtrieren + 3 ML H,0p eet o + 2 mL MeOH
— 30 min. bei 80°C unter % > o >
Riickfluss, 2x N - — mit 1x 10 mL 30% MeOH |
L { und 1 x 20 mL 80% MeOH —
L/J \-\____, eluieren '\ )
S

it
L

Abb. 2.3: Extraktion nach Tian et al. [168]

2.) Extraktion nach der japanischen Pharmakopéte (2006)
Bei dieser Methode wurden 2 g gepulverte Droge in einem Rundkolben, versetzt mit 10 ml
Methanol, unter Ruckfluss fur 15 Minuten gekocht. Der erhaltende abgekuhlte Extrakt an-

schlieBend Uber einen Papierfilter filtriert.
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2 g Droge
+ 10 mL MeOH filtrieren
— 15 Min. unter Rickfluss —_—> —>
kochen .
g )
\
e

S

AT

Abb. 2.4: Extraktion nach der japanischen Pharmakopdée

3.) Extraktion nach Zhao et al. [169]

Es wurden 2 g gepulverte Droge in einem Rundkolben in 10 ml 80% Ethanol unter Rickfluss

fir 60 Minuten erhitzt. Dies wurde vier Mal hintereinander wiederholt. Die abgekihlte Lésung

wurde Uber einem Papierfilter filtriert.

2 g Droge

+ 10 mL EtOH filtrieren

— 60 Min. unter Riickfluss — —r
kochen, 4x —

ﬁ )=

Abb. 2.5: Extraktion nach Zhao et al. [169]

4.) Extraktion nach dem Arzneibuch der chinesischen Medizin (2009)

Hierbei wurden 0.5 g gepulverte Droge mit 20 ml Methanol versetzt und fur 10 Minuten im

Ultraschallbad extrahiert. Anschlie3end wurde der Extrakt durch einen Papierfilter filtriert und

auf 5 ml im Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt.
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2 g Droge

+ 20 mL EtOH filtrieren einengen auf 5mL
— 10 Min. im Ultraschallbad >

II’ )
I _
N

"

e

v

Abb. 2.6: Extraktion nach dem Arzneibuch der chinesischen Medizin

5.) Extraktion nach Yen et al. [170]

Zur Extraktion wurden 1.25 g gepulverte Droge in einem mit Rickflusskiihler versehenden
Rundkolben in 25 ml Methanol fir 60 Minuten unter Rickfluss erhitzt. Der abgekiihlte Extrakt
wurde erst zentrifugiert, dann mit einem Papiefrfilter filtriert, das dabei gewonnene Filtrat am

Rotationsverdampfer unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde anschlieBend in 10 ml
Methanol gel6st.

5,
1.25 g Droge % zentrifugieren trocknen
+ 25 mL MeOH = filtrieren + 10 mL MeOH
— 60 Min. unter Ruckfluss % > >
kochen a :
L ( ) -
- \,

B

Abb. 2.7: Extraktion nach Yen et al. [170]

Alle gewonnenen Extrakte wurden bis zu ihrem Gebrauch bei -20 °C aufbewabhrt.
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2.2.1.2 Dunnschichtchromatographie und Hochleistungsdinnschicht-
chromatographie

Zur qualitativen Analyse der Extrakte und zum Vergleich der unterschiedlichen angewande-

ten Extraktionsverfahren wurden die qualitative Dunnschichtchromatographie (DC) bzw.

Hochleistungsdiinnschichtchromatographie (HPTLC) herangezogen.

Es wurden drei verschiedene vorgeschlagene Trennverfahren angewandt, die sich vor allem

in der mobilen Phase unterschieden (unterschiedliche FlieBmittel (FM)). Benutzt wurden

Kieselgelplatten, die mit einem Fluoreszenzindikator versehen sind. Dabei wurden die zu

untersuchenden Extrakte bzw. Referenzsubstanzen bandenférmig (2 ul - 5 ul Spots) auf die

Kieselgelplatte aufgetragen und in einer Kammer mit einer Laufstrecke von 8 - 10 cm mit

Kammersattigung chromatographiert.

Ausgewertet wurde das erhaltende Chromatogramm im Tageslicht und nach der Detektion

mit ethanolisch-schwefelsaurer p-Dimethylaminobenzaldehyd (DMAB)-Reagenz, wobei die

Eigenfluoreszenz bei A = 365 nm ermittelt wurde.

Dunnschichtchromatographie

Stationare Phase: - Alugram® Nano-Sil G/UV,s,, Kieselgel 60
Schichtdicke 0,2 mm, 20 x 20 cm

- HPTLC-Fertigplatte Nano-Sil-20/UV 5,4
Kieselgel 60, Schichtdicke 2,0 mm, 10 x 20 cm
Mobile Phase: - Dichlormethan:Ethylacetat:Methanol:H,Opigest
(FM 1) (30:40:15:3, nach Tian et al. [168])
- Chloroform:Methanol:H,Opigest (FM 2)
(30:10:1, nach Jap. Pharmakopée)

- Ethylacetat: Ethanol:H;Opigest (FM 3)

(8:2:1, nach AB der chinesische Medizin und
Yen et al. [170])

Trennstrecke: 8-10cm
Aufgetragenes Volumen: 2-5ul
Detektionsmittel: ethanolisch-schwefelsaurer DMAB-Reagenz

Bespriuhen der Kieselgelplatte mit der Reagenz
(2 g DMAB + 25 ml konz. Schwefelsédure + 75 ml
EtOH), erhitzen bei 105°C
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2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Zellkultur-Epithelmodel

Als Zellkultur-Epithelmodel wurde die humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6-GR genutzt.
Die Kultivierung dieser Zellen erfolgte im GR-2-Kulturmedium bei 37 °C, 5% CO, und 90%
Luftfeuchtigkeit. Vor Gebrauch wurden alle Losungen auf 37 °C vorgewarmt. FUr das wo-
chentliche Passagieren von Zellen wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen wurden

zweifach mit sterilen PBS™Y“®

gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen bis zu ihrer
Ablésung mit 1,5 ml (25 cm? Gewebeflaschen) bzw. 3 ml (75 cm? Gewebeflaschen) Trypsin-
EDTA inkubiert. Fir eine neue Aussaat in Zellkulturflaschen wurden Verdinnungen von
1:3.5 bis 1:7 genutzt.

Um Transporteigenschaften der Zellen charakterisieren zu kdnnen, wurden die HT-29/B6-
GR-Zellen auf der apikalen Seite eines PCF-Filters (Porengréf3e 3 um) in einer durchschnitt-
lichen Zellkonzentration von 7 - 10° Zellen/cm? ausgesét. Es befanden sich jeweils drei Filter
in einer unbeschichteten Zellkulturschale (& 6 cm), wobei die Zellen, aufgrund der durchlas-
sigen Filtermembran, sowohl zu den 0.6 ml apikal zugesetzten GR-2-Medium als auch zu
den 10 ml basolateral vorhandenen Kulturmedium Kontakt hatten. Ublicherweise wurde das
Medium erstmalig 24 Stunden nach Aussaat und dann in einem 48 Stunden-Rhythmus ge-
wechselt. Hierbei wurde beachtet, dass zunachst das duRere, dann das innere Kulturmedium
abgesaugt bzw. anschlieend erst das innere, dann das aufiere Medium ersetzt worden ist.
Nach durchschnittlich 7 Tagen betrug der TER ~ 400 Q-cm? und die konfluenten Monolayer
konnten fir Experimente verwendet werden. Es wurden HT-29/B6-GR-Zellen der Passagen
7 bis 12 fur die Experimente benutzt. Die adh&renten Monolayer wurden 24 Stunden vor

einem Versuch in hormonfreiem GR-2-Kulturmedium kultiviert.
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Abb. 2.8: HT-29/B6-GR-Zellen kultiviert auf PCF-Filter in einer Zellkulturschale

2.2.2.2 Kryo-Konservierung

HT-29/B6-GR-Zellen, mit denen nicht gearbeitet wurde, wurden fir den weiteren, spateren
Bedarf in flissigem Stickstoff bei -150 °C aufbewahrt. Fir die Kryo-Konservierung wurde
eine groRe Zellkulturflasche (75 cm?) konfluent-adhérenter HT-29/B6-GR Zellen mit Trypsin-
EDTA inkubiert, wie bereits unter 2.2.2. beschrieben. Durch Zugabe von 30 ml GR-2-
Kulturmedium wurde eine Zellsuspension hergestellt, die anschlieBend in einem 50 ml-
Falcon uberfuihrt und bei 200 g fir 5 Minuten zentrifugiert worden ist. Das erhaltende Zellpel-
let wurde mit 12 ml eiskaltem Kryo-Medium resuspendiert, danach in Kryoréhrchen abgefillt;
zunachst Uber Nacht bei -80 °C in einem Freezing Container, spater bei -150 °C eingefroren.
Fur das Auftauen von Kryokulturen wurden die Réhrchen schnell auf 37 °C erwarmt und in
einer mit vorlegtem, warmem Kulturmedium gefullten Zellkulturflasche ausgeséat. Ein Medi-
enwechsel erfolgte nach 24 Stunden, um moglicherweise vorhandene Reste des DMSO zu

beseitigen.

2.2.2.3 Zugabe von Reagenzien zu eukaryotischen Zellen

Die Stimulationsexperimente wurden mit konfluenten Monolayern der HT-29/B6-GR-Zellen
durchgefuhrt. Vor Zugabe der Reagenzien wurden die Versuchsmedien in Falcongefal3en
angesetzt. AnschlieRend wurde das Medium der Filterkulturen abgesaugt und das Stimulati-
onsmedium erst apikal, dann basolateral zugegeben, wie bereits unter 2.2.2.1. erwahnt, so
dass in der Regel beidseitig stimuliert worden ist.

Anders bei einer Inkubation mit einem Inhibitor (MAP-Kinasen-Inhibitoren, bzw. GR-
Antagonisten); hierbei kam es zunéchst zu einer Vorinkubation mit dem jeweiligen Inhibitor;
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wobei dieser apikal und basolateral zugegeben wurde. Weitere Stimulanzien wurden dann

anschlieend zum Kulturmedium zugesetzt.

2.2.2.4 Zytotoxizitatstest

Die Zytotoxizitéat der untersuchten Substanzen wurde mit Hilfe des Kristallviolett-Assays
bestimmt, welcher von Gilles et al. erstmalig beschrieben worden ist [171]. Daflr wurden
zunachst konfluent-adharente HT-29/B6-GR-Zellen mit Trypsin-EDTA behandelt, wie bereits
unter 2.2.2.1. beschrieben. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 4 - 10* Zellen/Well in
einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat und unter bereits erwdhnten Kulturbedingungen fur
24 Stunden inkubiert. Das Kulturmedium wurde am né&chsten Tag durch die jeweiligen in
Medium angesetzten Substanzen in einem Volumen von 100 pl pro Well ersetzt und die
96-Well-Mikrotiterplatte fur weitere 24 Stunden inkubiert; dabei wurden die Substanzen pro
Versuch in 3 Ansatzen getestet. Die Wells am Rand wurden mit Kulturmedium befullt (siehe
Pipettierschema, Abb. 2.10). Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und in einer 1 % Glutaraldehydlésung fur 30 Minuten bei Raum-

temperatur fixiert. Nach Entfernen der Fixierlésung und Waschen mit PBS™¢¢?

erfolgte
zunachst eine 15-minitige Trocknungsphase an deren Anschluss die Zellen mit einer
0.05%-tigen Kristallviolettldsung fir 15 Minuten geféarbt wurden. Die Farbldsung wurde abge-
kippt, die Wells der Mikrotiterplatte wurden unter laufendem Leitungswasser gewaschen und
anschlie3end fur weitere 15 Minuten getrocknet. Gebundenes Kristallviolett wurde mit einer
10%-tigen Essigsaureldésung herausgeldst. Die optische Dichte wurde nach 10 Minuten bei

595 nm gemessen. Nach folgender Berechnung wurde das Zellliberleben ermittelt:

optischDichteSubst.
optischeDichteKontr.

X 100

prozentuales Zelliiberleben (%) =

Folgende Abbildung zeigt einen schematischen Ablauf der Methode.
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Kulturbedingungen:
GR-2- Kulturmedium, 37°C,5% CO»

A 4

Aussaat der Zellen in 96-well-Platten in
4 x 10* Zellen/Well Zelldichte (1o0oul)

24h Inkubation unter Kulturbedingungen

A 4

Substanzzugabe (100ul), 24h Inkubation unter
Kulturbedingungen, Medium verwerfen

\ 4

Fixieren alle Zellen mit 1% Glutaraldehydiésung (100ul) far
30 Min. RT

\ 4

Farben der Zellen mit 0,05% Kristallviolettidsung 100ul
(15 Min.) RT

Y

Entfernen des Farbstoffes, waschen, bei RT 10 Min.
trocknen, herausldésen des Farbstoffes mit 10 %
Essigsaure (100ul) (10 Min.)

A

Messung optischer Dichte bei 595nm

Abb. 2.9: Schema fur den Ablauf des Kristallviolett-Assays
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Nachstehende Abbildung zeigt ein Pipettierschema der Methode und HT-29/B6-GR Zellen
nach dem Farbeprozess mit Kristallviolett.
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Abb. 2.10: Kristallviolett-Assay
(A) Pipettierschema. (B) Anfarbung von HT-29/B6-GR-Zellen mit Kristallviolett.

2.2.2.5 Transiente Transfektion mittels Lipofektion und Reportergen-Assay

Eine durch GC-induzierte Transaktivierung wurde mit Hilfe des Luciferase-Genreporter-
Assays untersucht. Hierfur wurden in einem Luciferase-Reporterplasmid spezifische GC-
abhéngige Promotorsequenzen subkloniert. Durch Bindung des GCs kommt es zur Tran-
skription des Luciferasegens. Das Enzym Luciferase katalysiert die oxidative Umsetzung von
Luciferin zu Oxiluciferin unter detektierbarer Lichtfreisetzung. Die gemessene Lichtemission
stellt ein Mal fir die Induzierung des Luciferasegens dar und steht demnach fir die durch
GC-ausgeloste Aktivitat der Promotorsequenz. In dieser Arbeit wurden zum einen das GRE-,
und zum anderen das sgk-short-Reporterkonstrukt charakterisiert. Es wurden konfluent
adhéarente HT-29/B6-GR-Zellen trypsiniert, wie bereits erwahnt in 2.2.2.1, und in einer Zell-
dichte von 5 - 10° Zellen/Well in einer 6-Well-Multiwellplatte unter hormonfreien Bedingungen
(hormonfreies GR-2-Kulturmedium) ausgeséat. Nach 24-stindiger Inkubation wurden die
Zellen unter Verwendung des Lipofectamine Plus-Kits nach Herstellerangaben transfiziert.
Fur die Experimente wurden 1 pg Reportergen-DNA pGRE-Luc, pMMTV-Luc oder psgk-
short-Luc, kodiert durch die Firefly (Photinus pyralis)-Luciferase, und 50 ng des Ko-

Reportergens pGL4.70, kodiert durch die Renilla (Renilla reniformis)-Luciferase,
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eingesetzt. Das Ko-Reportergen diente dabei als Kontrollkonstrukt zur Normalisierung der
Transfektionseffizienz. Nach der Lipofektion wurden die transfizierten Zellen 24 Stunden
inkubiert und anschlieRend unter Verwendung des Dual-Luciferase Reporter Assay Kits nach
Herstellerangaben weiterverarbeitet.

00 Transaktivierung b
II
'—UC'fefase Luciferin Oxylu0|fer|n

O Glucocorticoid
@ Glucocorticoid Rezeptor

Abb. 2.11: Schema des Reportergen-Assays mit dem pGRE-Luc Reporterplasmid
2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Gesamt-RNA Isolation

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Rattengewebe oder HT-29/B6-GR-Zellen basierte auf
der 1986 beschriebenen Methode von Chomczynski et al. [172].

2.2.3.1.1 Tierisches Gewebe

Das Rattengewebe wurde nach dem Versuchsende und Ausbau aus den Ussing-Kammern
in flussigem Stickstoff gekuhlt. Zur RNA-Isolierung wurde ein Rattengewebestlick mit 1 ml
PeqGOLD RNAPure® versetzt. Das Gewebe wurde mit einem Homogenisator weiter zerklei-
nert und danach fir 5 Minuten in einem Reaktionsgefa3 bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 200 ul Chloroform hinzugegeben und das Reaktionsgefad fir
15 Sekunden geschiittelt. Nach 10-mintiger Inkubation auf Eis wurden die Proben zentrifu-
giert (12000g, 4 °C fur 10 Minuten). Hinterher wurde die obere, wassrige Phase abgenom-
men, diese in ein weiteres Reaktiongefald Gberfihrt und 500 pl Isopropanol zugefiigt. Dieses
Gemisch wurde Uber Nacht bei -20 °C gelagert. Am nachsten Tag wurde die Probe zunachst
zentrifugiert (12000g, 4 °C fir 10 Minuten), der Uberstand darauffolgend entfernt und das
RNA-Pellet zweifach mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Anschliel3end wurde das RNA-Pellet
getrocknet und in 23 ul RNase-freiem Wasser gelost. Bis zum weiteren Gebrauch wurden die

Proben bei -80 °C gelagert.
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2.2.3.1.2 Kultivierte Epithelzellen

Auf Filter gewachsene HT-29/B6-GR-Zellen wurden nach dem Versuchsende mit 500 ul
PeqGOLD RNAPure® versetzt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Filter geldst
und in ein Reaktionsgefal? Gberflihrt. Nach 5-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wur-
den der Probe mit 100 pl Chloroform hinzugefugt, das Reaktionsgefald fir 15 Sekunden
geschdttelt und fir 15 Minuten auf Eis gelagert. Anschlieend wurden die Proben zentrifu-
giert (12000g, 4 °C fur 10 Minuten); dabei wurde hinterher die obere, wassrige Phase abge-
nommen, diese in ein weiteres Reaktiongefald Uberfiihrt und 250 ul Isopropanol zugefigt.
Dieses Gemisch wurde Uber Nacht bei -20 °C gelagert. Am nachsten Tag wurde die Probe
erst zentrifugiert (12000g, 4 °C fur 10 Minuten), dann der Uberstand entfernt und das RNA-
Pellet zweifach mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Das RNA-Pellet wurde getrocknet und
in 23 pl RNase-freiem Wasser gelost. Bis zum weiteren Gebrauch wurden die Proben bei

-80 °C gelagert.

A B C D E
+ CHCl, +C,H O + ETOH + DEPC H,0
- schiitteln - zentrifugieren - waschen trocknen
- 15Min. 4°C - zentrifugieren

- zentrifugieren

Abb. 2.12: Isolierung der RNA
(A) Extraktion der RNA von HT-29/B6-GR-Zellen.
(B) Trennung in wassriger und organischer Phase.
(C) Ausfallung der RNA. (D) Waschen des RNA-Pellets.
(E) Trocknung und Resuspension der RNA in DEPC-H,0.

2.2.3.2 Reverse Transkription und Real-time PCR

Die unter 2.2.3.1. erhaltende mRNA wurde mit Hilfe des High-Capacity cDNA Archive Kits
nach Herstellerangaben durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Es wurden
hierfur jeweils 2 pg der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt. Die RNA Konzentration wurde mit
photometrischer Messung am NanoDrop® 1000 Photometer bestimmt. Zu der in RNase-
freiem Wasser, gelosten RNA wurden 6.3 pl angesetzter RT-MasterMix, wie in 2.1.2.4. be-

schrieben, gegeben. AnschlieRend erfolgte die reverse Transkription; dabei wurden die
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Proben 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach erfolgter Transkription wurden die cDNA-Proben
bis zu ihrem weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Die Real-time PCR wurde in der vorliegenden Arbeit angewendet, da sie eine gebrduchliche
Methode darstellt, um Anderungen von Genexpressionen charakterisieren zu konnen. Hier-
bei wird eine vorhandene cDNA mit spezifischen Primern fir das zu analysierende Gen
vermehrt, bei gleichzeitiger Quantifizierung der vervielfaltigten DNA durch 6-Carboxy-
fluorescein (FAM)-gekoppelte Sonden. Das Gen der GAPDH diente als endogene Kontrolle,
da es unter verschiedensten Versuchsbedingungen zu keinen Anderungen in der mRNA-
Expression kommt. Es wurden 2 pl der durch reverse Transkription gewonnenen cDNA zu
einem 18 ul angesetzten gRT-PCR-Mastermix in eine PCR-Reaktionsplatte pipettiert. Die
Proben-Platte wurde dann flur einige Sekunden zentrifugiert (800g) und anschlieend in
einem 7500 Fast Real-Time PCR Cycler nach Herstellerangaben entwickelt. Als Negativkon-
trollen wurden sowohl H,Opieest, @ls auch angesetzter gRT-PCR-Mastermix ohne zugesetzte
cDNA mitgefthrt. Fir die quantitative Auswertung wurde die Expresssion des GAPDH Gens
mit der des zu analysierenden Gens relativiert; dafiir wurde die 2*°" Methode nach Livak
herangezogen [173].

Folgende Bedingungen galten fir den Temperaturverlauf der Real-Time PCR:

Temperaturverlauf Real-Time PCR

Temperatur Dauer [hh:mm:ss]
1 Schritt 95 °C 00:10:00

95 °C 00:00:15
45 Zyklen

60 °C 00:01:00

Tab. 2.1: Temperaturverlauf einer Real-Time PCR
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2.2.4 Proteinchemische Methoden
2.2.4.1 Gewinnung der Zelllysate

Fur die Isolierung des Gesamtproteins wurden abhéngig von den Proteinen, die untersucht
werden sollten, unterschiedliche Protokolle herangezogen. Es wurden dabei immer kon-
fluent-adharente auf Filter gewachsene HT-29/B6-GR-Zellen fir die Zelllysatherstellung

benutzt.

Protokoll fur die Analyse des Glucocortcoidrezeptors

Zur Analyse des Glucocortcoidrezeptors wurden die HT-29/B6-GR-Zellen 24 Stunden vor
Versuchsbeginn hormonfrei gesetzt (hormonfreies GR-2-Medium) und darauffolgend fir
3 Stunden mit den Stimulanzien inkubiert. Zun&chst wurden die Filter zweifach mit eiskaltem
PBS*™9c@ gewaschen. Darauffolgend wurden je 60 pl/Filter GR-Lysepuffer, bereits beschrie-
ben in 2.1.2.4., auf die Filter gegeben. Die Zellen wurden von den Filtern heruntergeschabt,
in ein Reaktionsgefal’ Uberflihrt und dabei resuspendiert. Zur Verbesserung der Lyseeffizi-
enz wurden die Proben kurz in flissigem Stickstoff eingefroren, dann bei Raumtemperatur
wieder aufgetaut und 7-fach durch eine Insulinspritze gezogen, anschlieend fir 5 Minuten
auf Eis stehen gelassen und hinterher zentrifugiert (140009, 4 °C fur 15 Minuten). Das Pellet
wurde verworfen, das gewonnene Zelllysat in ein weiteres Reaktionsgefald tberfihrt und

dieses bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C aufbewabhrt.

Protokoll fiir die Analyse der MAP-Kinasen

Fur die Analyse der MAP-Kinasen (p38, p42/p44 ERK und JNK) wurden die HT-29/B6-GR-
Zellen 24 Stunden vor Versuchsbeginn hormonfrei gesetzt (hormonfreies GR-2-Medium) und
darauffolgend mit den Stimulanzien inkubiert. Zunachst wurden die Filter zweifach mit eiskal-
tem PBS™9“@ gewaschen. Darauffolgend wurden je 250 pl/Filter MAPK-Lysepuffer, bereits
beschrieben in 2.1.2.4., auf die Filter gegeben. Die Zellen wurden von den Filtern herunter-
geschabt, in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt und dabei resuspendiert. Zur Verbesserung der
Lyseeffizienz wurden die Proben 7-fach durch eine Insulinspritze gezogen. Anschlie3end fur
5 Minuten auf Eis stehen gelassen und hinterher zentrifugiert (14000g, 4 °C fur 15 Minuten).
Das Pellet wurde verworfen, das gewonnene Zelllysat in ein weiteres Reaktionsgefald tber-

fuhrt und dieses bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C aufbewahrt.
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2.2.4.2 Proteinbestimmung

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach einer kolorimetrischen
Methode basierend auf der Biuret-Reaktion und einer Férbereaktion mit der Bicinchoninséu-
re. Hierbei reduzieren zunachst die in den Proben enthalten Proteine im alkalischen Milieu
zweiwertige Cu®'- zu einwertigen Cu*-lonen, die dann mit der Bicinchoninséure einen was-
serléslichen, magentaroten Chelatkomplex bilden, dessen Absorptionsmaximum bei 565 nm
analysiert werden kann. Die BCA-Methode wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. In
einer angemessenen Verdinnung wurden 10 pl der zu analysierenden Proben als Duplikate,
sowie einer BSA-Eichreihe, in den Konzentrationen 0, 0.2, 0.8 und 1.2 mg/ml, in einer
96-Well-Multiwellplatte pipettiert. Zu den Lésungen wurden jeweils 190 ul des angesetzten
BCA-Mastermixes, bereits beschrieben in 2.1.2.4., hinzugeflgt und die Platte fir 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Spater wurde die Absorption der Proben bzw. der Eichreihe UV-
spektralphotometrisch bei 562 nm gemessen und die Proteinkonzentration der zu analysie-
renden Proben mittels der erstellten Eichgerade bestimmt. Die Verdinnung der Proben
wurden so ausgewahlt, dass die gemessene Absorption im linearen Bereich der Eichgeraden
(0.2-0.9) lag.

10 11 12

O
O
O

OO0 OO 88~
OO0 OO0 00|~
00 O0000"
OO0 OO0 00|~
OO0 0000
© 00 00 OO0~
OO0 00 00"
OO0 0000
OO0 000

I oG M mogg O @ >
OO0 ©6 -
OO0 00O

O
O
O
Q
O
O
O

00000000000

() Lysepuffer
@BSA-Eichreihe
O Proteinproben (je Duplikat von 24 HT-29/B6-GR Zellfilter)

Abb. 2.13: Pipettierschema der Proteinbestimmung
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2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE, die erstmalig von Lammli 1970 als Methode eingefihrt
wurde, diente zur Auftrennung von Proteinen in einem Polyacrylamid-Gel nach ihrem Mole-
kulargewicht [174]. Dabei bewirkt das in dem Lammli-Puffer, erwahnt in 2.1.2.4., enthaltende
SDS eine Denaturierung der vorhandenen Proteine. Zudem ist SDS eine stark anionisch
geladene Substanz, die mit vorhandenen Proteinen einen negativ geladenen Komplex bildet,
wodurch die Eigenpolaritéten der Proteine vernachlassigbar werden. Der anionisch geladene
SDS-Protein-Komplex erméglicht die Auftrennung nach der Grof3e der Proteine nach Anle-
gung einer Spannung.

Die Proteinkonzentrationen wurden zundchst mittels der bereits erwahnten Methode in
2.2.4.2. ermittelt und die Proben so eingestellt, dass die Proteingesamtmenge 15 ug betrug.
Die Proben wurden anschlieRend mit La&mmli-Puffer versetzt und fir 5 Minuten auf 95 °C
erhitzt. Es wurden SDS-Polyacrylamid-Gele, die aus einem Sammel- und einem Trenngel
(erwahnt 2.1.2.4.) bestehen, vorbereitet und mit 15 pg Gesamtprotein der Probe, sowie 6 pl
eines GroRenmarkers, der die Abschatzung der Gré3e der Proteine erlaubt, beladen. Fir die
Gelelektrophorese wurden die Elektrophoresekammern, Biorad Mini-Protean Elektrophorese
System nach Herstellerangaben, mit Elektrophorese-Puffer, beschrieben in 2.1.2.4., befillt

und eine Spannung von 100 V fiir ungefahr 1.5 Stunden angelegt.

2.2.4.4 Western Blot

Um die mit der SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine mit Hilfe
der Western Blot Technik zu detektieren, wurden diese im Nassblot-Verfahren auf eine
PVDF-Membran (bertragen. Die PVDF-Membranen wurden vor ihrer Benutzung fir die
Elektrophorese zunachst in Ethanol, darauffolgend in Transfer-Puffer, beschrieben in
2.1.2.4., vorinkubiert. Fur die Elektrophorese wurde das Biorad Mini Transblot Cell System
nach Herstellerangaben genutzt, wobei sich die Blot-Apparatur wie folgend, ausgehend von
der Kathode, zusammensetzte: Kathode(-), Halterung, Schwamm, 1x Whatman-Filter, SDS-
Polyacryamid-Gel, PVDF-Membran, 1x Whatman-Filter, Schwamm, Halterung, Anode (+).
Nachdem man die Halterung zusammengebaut hatte, setzte man diese in die Blot-Apparatur
ein, befillite diese mit Transfer-Puffer und blottete bei angelegter Spannung von 100 V fir
1 Stunde unter Kiihlung.

Nach erfolgtem Membran-Transfer wurden unspezifische Proteinbindungstellen blockiert,

indem die PVDF-Membranen fur mindestens 1 Stunde mit einer angesetzten Blockierlésung
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(TBS-T, 2.1.2.4., versetzt mit 5% BSA und 0.02% Natriumazid) bei Raumtemperatur ge-
schittelt worden sind. Die spezifischen 1. Antikdrper gegen die zu analysierenden Proteine
wurden in TBS-T mit 5% BSA und 0.02% Natriumazid in einer vom Hersteller empfohlenen
Konzentrationen angesetzt, erwdhnt in 2.1.2.2.3.5.. Nach Absattigung der Bindungsstellen
wurden die Membranen mit den 1. Antikdrpern unter konstantem Schitteln bei 4 °C Uber
Nacht inkubiert. Weiterfiihrend wurden die Membranen am néachsten Tag 3x fur je 10 Minu-
ten zunachst mit TBS-T gewaschen und anschlieBend unter Verwendung des LumiLight™
Kits nach Herstellerangaben mit einem Peroxidase-gekoppelten 2. Antikérper fir 1 Stunde
bei Raumtemperatur geschuttelt. Nachdem die Membranen hinterher erneut 3x fur je
10 Minuten mit TBS-T gewaschen worden sind, wurden die Chemilumineszenz-Signale auf
den Membranen mittels dem LumiLight Plus Western blotting kit und einer CCD-Kamera
detektiert. Densitometrisch ausgewertet wurde mit Hilfe des AIDA Programms. Als Ladekon-
trolle diente B-Aktin. Fur die Auswertung des GR wurde nur das funktionell wirkende GR-a in
Betracht gezogen; es wird im Ergebnisteil als totales GR Protein beschrieben. Fir die densi-
tometrische Auswertung der GR-Expression wurden die Proben zu Dexamethason

normalisiert, da unter Kontrollbedingungen die GR-Expression zu niedrig war.

2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Expression und Lokalisation des GRs in HT-29/B6-GR-Zellen wurde durch Immunfluo-
reszenzfarbung visualisiert.

Fur die Farbung wurden zunachst HT-29/B6-GR-Zellen auf Deckglaschen in einer 24-Well-
Multiwellplatte in einer durchschnittlichen Zellkonzentration von 7 - 10° Zellen/Well ausgesit;
dabei befand sich ein Deckglaschen pro Well. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im GR-2-
Kulturmedium bei 37 °C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit flir 7 Tage. Vor Versuchsbeginn
wurden die auf den Deckglaschen adharent gewachsenen Zellen fur 24 Stunden hormonfrei
gesetzt (hormonfreies GR-2-Medium) und am nachsten Tag fiir 3 Stunden mit den Stimulan-
zien inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS 92
mit Methanol (200 pl/Well) fir 10 Minuten bei —20 °C fixiert. Nach erneutem 2-maligen Wa-

schen mit PBS™9“? wurden die Zellen mit 0.5% Triton X-100 (200 pl/Well) fir 7 Minuten bei

+Mg/Ca

gewaschen und

Raumtemperatur permeabilisert. Die Zellen wurden erneut zweimal mit PBS gewa-
schen. Um unspezifische Bindungsstellen abzuséattigen, wurden die Zellen darauffolgend fur
30 Minuten mit einer Blockierlésung, erwéhnt in 2.1.2.4., bei Raumtemperatur behandelt. Die

darauffolgende Inkubation mit dem 1. Antikdrper (GR-Antikoérper, 1:50 in Blockierlésung,
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100ul/Well) erfolgte bei Raumtemperatur fir mindestens 1 Stunde, anschlie3end wurden die
Deckglaschen 3-fach mit Blockierlésung gewaschen und fir 1 Stunde im Dunkeln bei Raum-
temperatur mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten 2. Antikérper (Alexa Fluor® anti-
Rabbit*®, 1:500 in Blockierlésung, 100pl/Well) inkubiert. Danach wurden die Deckglédschen
gewaschen (3x mit Blockierlésung) und fur 10 Minuten mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI
(4,6-Diamidin-2-Phenylindol, 1:5000 in PBS*"¥“?) bei Raumtemperatur behandelt. Der Fluo-
reszenzfarbstoff DAPI lagert sich im Zellkern in die DNA ein, wodurch sich die nukleare
Translokation des GRs besser darstellen lasst. Die Deckglaschen wurden anschlieRend
3-fach mit PBS™Y? gewaschen. Mit einer Pinzette wurden die angefarbten Deckgléaschen
nacheinander aus der 24-Well-Multiwellplatte entnommen; dabei jedes einzelne kurz mit
H,Opigest UNd mit Ethanol abgespiilt. Die Deckglaschen wurden auf einem Objekttrager mit
ProTagsMountFlour (50 pl/Deckglaschen) eingedeckt und abschlieBend lie3 man sie bei
Raumtemperatur im Dunkeln ausharten.

Die Ergebnisse wurden an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510 Meta,
Zeiss) dokumentiert. Es wurden sowohl die Einstellung des 40 x 1.3 Oil Plan-Neofluar-
Objektivs als auch die Einstellung des 63 x 1.3 Oil Plan-Apochromat-Objektivs fur die Bild-
darstellung genutzt. Fir die Anregung des Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpers
Alexa Fluor® anti-Rabbit*® wurde der Argon-Laser (488nm) verwendet; die dabei emittierte
Fluoreszenzstrahlung mit einem 505-550 nm Bandpass-Filter festgestellt. Der DAPI-
Fluoreszenzfarbstoff wurde mit einer UV-Laserdiode bei 405 nm angeregt; die hierbei aus-

gestrahlte Fluoreszenz mit einem 420-480 nm Bandpass-Filter detektiert.

2.2.6 Elektrophysiologische Methoden in Ussing-Kammern

Die Transporteigenschaften von Epithelien wurden mit Hilfe der von Ussing und Zerahn
entwickelten Ussing-Technik charakterisiert [175]. Es wurden epitheliale Zellkulturen oder
Rattengewebe in die Ussing-Kammer eingespannt und elektrophysiologische Epitheleigen-
schaften wie der Kurzschlussstrom gemessen. Durch das Einspannen der Gewebe
entstehen jeweils zwei voneinander getrennte Ussing-Kammerhélften, so dass ein Mole-
kultransport ausschlieBlich durch das eingespannte Epithel stattfindet. Wahrend des
gesamten Versuches werden die 10 ml je Ussing-Kammerseite hinzugefuigte #111-Ringer-
[6sung auf 37 °C temperiert und mit Carbogengas (95% O, und 5% CO,) begast. Die
ausstromenden Gasperlen filhren einerseits zu einer konstanten Zirkulation der

#111-Ringerldsung in den Ussing-Kammerhélften, anderseits wird so der pH-Wert auf 7,4
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eingestellt. Zwei vorhandene Elektronenpaare, welche aus Agar-Briicken bestehen und
deren Enden sich zum einen in einer gesattigten 3M Kaliumchlorid (KCI) und zum anderen in
den Ussing-Kammerhélften befinden, bilden ein stromleitendes System. Ein zu dem Epithel
sehr nahe eingesetztes Elektronenpaar misst entstehende Potentialdifferenzen mittels eines
angeschlossenen Voltmeters. Das andere Paar befindet an den Enden der Kammerhélften,
groRtmoglich entfernt vom Epithel und ist an einer Gleichstromquelle, sowie einem Ampere-
meter angeschlossen. Vorhandene lonentransporte eines eingespannten Epithels induzieren
eine messhare Potentialdifferenz. Diese wird mit einem extern angelegten Stromfluss auf
Null gesetzt, wobei die dabei aufgebrachte Stromstérke Kurzschlussstrom (ls.), gemessen in
HA - cm?, bzw. umol - h™ - cm™?, genannt wird. Die Abb. 2.14 zeigt den schematischen Auf-

bau der Ussing-Kammer.

basolaterales apikales
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Abb. 2.14: Ussing-Kammer Aufbau (modifiziert nach Li et al. 2004 [176])

2.2.6.1 Elektrophysiologische Messung an humaner Kolonzelllinie HT-29/B6-GR

HT-29/B6-GR-Zellen wurden auf Filtern ausgesat und fir 7 Tage unter bereits genannten
Kulturbedingungen inkubiert. Die konfluent gewachsenen Monolayer wurden fir Untersu-

chungen der ENaC-abhangigen Na'-Resorption genutzt. Je nach Versuchsanordnung
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wurden die Zellen individuell mit Stimulanzien behandelt. AnschlieRend wurde der gesamte
Zellfiltereinsatz in die Ussing-Kammer eingebaut. Durch Dichtungsringe in den Kammern
wurde sowohl ein abgrenzbarer apikaler als auch ein abgrenzbarer basolateraler Zellbereich
hergestellt, der von beiden Seiten mit der #111-Ringerlésung, beschrieben in 2.1.2.4., in
Kontakt stand. Die Zellflache betrug dabei 0.6 cm?. Es wurden je 10 ml 37 °C vorgewarmter
#111-Ringerldsung auf der apikalen bzw. basolateralen Kammerhalfte zugegeben. Nach
einer ca. 20-minutigen Aquilibrierungsphase wurde Amilorid apikal in einer Konzentration von
10 M zugegeben und mit der Messung fiir weitere 10 Minuten fortgefahren. Messdaten, wie
der Kurzschlussstrom, die Spannungs- bzw. Widerstandsparameter, wurden alle 10 Sekun-
den erfasst. AbschlieRend wurden die Zellfiter aus den Kammern ausgebaut und entweder

verworfen oder fur weitere Methoden, wie RNA-Isolation, benutzt.

2.2.6.2 Elektrophysiologische Messung an distalem und proximalem Rattenkolon

Fur elektrophysiologische Messungen am nativen Gewebe wurden mannliche Albino-Wistar-
Ratten mit einem Gewicht von 250-300g verwendet. Die Tiere wurden durch CO,-Inhalation
getotet. Nach Entnahme des Kolons wurde dieser vom Kot befreit und ,total gestrippt”; dabei
wurden sowohl die Serosa, als auch die Muskelschichten des Kolons entfernt. Das Gewebe,
welches nur noch aus Epithel, Lamina Propria und der &uReren Schicht der Muskularis mu-
kosae bestand, wurde durch Aufspannen Uber Nadeln auf der einen Halfte der
Gewebekammer fixiert und mit der anderen Kammerhalfte fest geschlossen. Es entstand
dadurch einerseits ein abgrenzbarer basolateraler, wie auch ein abgrenzbarer apikaler, zu
der #111-Ringerldsung in Kontakt-stehender, Gewebebereich mit einer Flache von 0.54 cm?.
Es wurden je 9 ml 37 °C vorgewarmter #111-Ringerlésung auf der basolateralen bzw. apika-
len Kammerhalfte zugegeben. Nach einer 30-miniutigen Aquilibrierungsphase, wurde
beidseitig 1 ml hormonfreies, fir 20 Minuten hitzeinaktiviertes, FKS zur Absattigung der
Glasoberflachen hinzugegeben. Um mdgliche Schaumbildung durch das FKS zu verhindern,
wurde zusétzlich beidseitig 10 pl Sab simplex® (Wirkstoff Simeticon) zugefiigt und erneut fiir
30 Minuten aquilibriert. Wurde Rattengewebe in der Versuchsanordnung mit TNF-a inkubiert,
kam es anschlie3end zunachst zu einer 1-stindigen Vorbehandlung mit IFN-y (1000 1U/ml),
welches basolateral dazu pipettiert wurde. Das Zytokin IFN-y erhoht hierbei die Sensitivitat
des Gewebes gegentber TNF-a durch eine Induktion der Expression von TNF-a-Rezeptoren
[177]. Die Gewebepréparate wurden danach fur 14 Stunden je nach Versuchsanordnung mit
Dexamethason (1 pM), TNF-o (10.000 1U/ml), Endiandrin A (20 uM) oder Endiandra-Extrakt
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inkubiert. Das Zytokin TNF-a. wurde ausschlie3lich basolateral, alle weiteren Stimulanzien
beidseitig zugegeben. Hierbei ist zu erwéhnen, dass in der Zellkultur eine geringere Konzent-
ration an TNF-a (500 IU/ml) benutzt worden ist. Durch die 200-fache Erhéhung der TNF-a-
Konzentration sollte der Effekt auf den ENaC-vermittelten Na'-Transport innerhalb der Ver-
suchsdauer induziert werden, da das native Rattengewebe nur eine begrenzte Lebensdauer
von ca. 14 Stunden besitzt. Die Stimulation wurde durch die apikale Zugabe von Amilorid
(10* M) beendet; dabei wurde anschlieBend die Messung aber noch 10 Minuten fortgefah-
ren. Messdaten, wie der Kurzschlussstrom, die Spannungs- bzw. Widerstandsparameter,
wurden in den ersten 2 Stunden alle 10 Sekunden, dann bei der Inkubation alle 600 Sekun-
den und nach 14 Stunden wieder alle 10 Sekunden aufgezeichnet. AbschlieRend wurden die
Rattengewebe aus den Kammern ausgebaut und fir weitere Methoden, wie RNA-Isolation,

zunéachst in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zu ihrem Gebrauch bei -80 °C gelagert.

2.2.7 Statistische Analysen

Alle Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt; dabei jedes Mal in Duplikaten oder
Triplikaten durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Angabe des mittleren
Standardfehlers (s.e.m.) dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde ein ungepaarter, zwei-
seitiger Student’s T-Test mit ungleicher Varianz herangezogen. Wurden mehr als zwei
Gruppen miteinander verglichen, wurde zusétzlich die Bonferroni-Holm-Korrektur angewen-

det. Unterschiede wurde als statistisch signifikant erachtet, wenn P<0.05 betrug.
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3 Ergebnisse

3.1 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe und ihre Wirkung
auf den Glucocorticoidrezeptor

Glucocorticoide (GC) besitzen aufgrund ihrer anti-entziindlichen, immunsuppressiven und
pro-absorptiven Wirkung einen hohen Stellenwert in der medikamentésen Therapie von
chronischen entziindlichen Erkrankungen. Im Folgenden werden Ergebnisse zu Untersu-
chungen von charakterisierten pflanzlichen Glucocorticoidrezeptor (GR)-Liganden
dargestellt. Unter Verwendung der humanen Kolonzelllinie HT-29/B6-GR (2.1.2.1.) und
distaler Kolonpréaparaten von Ratten wurden die sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe Endi-
andrin A (End A), Ginsenosid Rg; (GinRgl1) und Saikosaponin D (Ssd) auf ihre GR-Wirkung
hin und im Speziellen ihr jeweiliger Effekt auf den GC-abhangigen ENaC-vermittelten Na'-
Transport im Kolon analysiert. Die benutze HT-29/B6-GR Zelllinie erwies sich in der Hinsicht
als optimal fur die Analyse, da sie stabil mit dem GR transfiziert werden konnte und sich
somit hervorragend fur die Untersuchung von mdéglichen GR-Liganden eignete [166].

3.1.1 Endiandrin A
Untersuchung der Regulation des ENaC-vermittelten Na'-Transportes durch Endiandrin A

Bei dem Naturstoff Endiandrin A handelt es sich um ein Cyclobutan-Lignan, das aus der
australischen Pflanze E. anthropophagorum DOMIN isoliert worden ist. In einem Idslichen
GR-Bindungsassay zeigte Endiandrin A eine deutliche GR-Bindungsaffinitat auf [30]. Inwie-
weit diese auch in einem in vitro bzw. in vivo System vorliegt, wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht.

Endiandrin A verfiigt tGber eine chemische Struktur, die zunéchst keine GR-bindende Eigen-
schaft vermutet lasst. Eine anzunehmende GR-Wirkung von Endiandrin A wurde an der
humanen Kolonzelllinie HT-29/B6-GR (2.1.2.1.) analysiert. Dabei ist zun&chst charakterisiert
worden, ob der Naturstoff zytotoxisch auf Zellen wirkt. Fortfihrend wurde untersucht, ob
Endiandrin A fahig ist den GR zu aktivieren und infolge dessen die GC-induzierbare elektro-
gene Na'-Resorption beeinflussen kann. Zudem ist ermittelt worden, in welchem MaR
Endiandrin A den bereits beschriebenen Synergismus von dem GC Dexamethason und dem
pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a, den ENaC-vermittelten Na*-Transport zu stimulieren,

moduliert [165]. Fur die Darstellung des Einflusses von Endiandrin A auf die GC-induzierbare
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elektrogene Na*-Resorption unter entziindlichen Bedingungen wurden distale Kolonabschnit-
te der Ratte, sowie fur zugrunde liegende Signalwege die HT-29/B6-GR-Zellen, verwendet.

3.1.1.1 Bestimmung der Zytotoxizitat von Endiandrin A in humanen Kolonzellen

Zytotoxizitat beschreibt die Fahigkeit von Substanzen, Zellen in einem gewissen Maf3 zu
schadigen. Da Endiandrin A ein erst kirzlich beschriebener Naturstoff und noch wenig Uber
ein mogliches zytotoxisches Potential bekannt ist, wurde dessen Zytotoxizitat bestimmt. Vor
allem bei kaum charakterisierten Substanzen wird mit Hilfe von Zytotoxizitatstest ausge-
schlossen, dass die aufgedeckten Effekte durch eine Induzierung von apoptotischen
Signalwegen verursacht werden. Fir die Bestimmung der Zytotoxizitdt von Endiandrin A ist
der Kristallviolett-Assay, ein kolorimetrisches Verfahren, verwendet worden. Der Kristallvio-
lett-Assay gibt die nach einer Behandlung mit der getesteten Substanz uberlebende
Zellmasse an und wurde erstmalig von Gillies et al. beschrieben [171]. Die Zytotoxizitat
verschiedener Konzentrationen von Endiandrin A (1, 10, 20, 50 und 100 uM), sowie die der
Losungsmittelkontrolle (0.2% DMSO) und der Positivkontrolle (5% DMSO) wurden, Uber
einen Stimulationszeitraum von 24 Stunden, an HT-29/B6-GR-Zellen ermittelt.

100

B (o] o]
o o o

N
o

Zytotoxizitat (% der Kontrolle)

O 1 10 20 50 100 [uM]

Q
<o°\° Konzentration Endiandrin A

Abb. 3.1: Zytotoxizitat von Endiandrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 4x10* Zellen/Well in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
in hormonfreiem(hf) Medium ausgeséat. Die Zellen wurden am folgenden Tag mit verschie-
denen Konzentrationen an Endiandrin A (1, 10, 20, 50, 100 pM), sowie einer Positiv-
kontrolle 5% DMSO stimuliert. Die Ergebnisse sind als MW + s.e.m. in % zur unbehandel-
ten Kontrolle (100% gesetzt) angegeben, n=9, s.e.m. war jeweils kleiner als 5%.
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Abb. 3.1 zeigt, dass Endiandrin A kein zytotoxisches Potential gegenuber der Zelllinie
HT-29/B6-GR besitzt. So nimmt in keiner Konzentration des Endiandrin A die Zellmasse
mehr als 8% ab. Bei der L6sungsmittelkontrolle (0.2% DMSO) ist eine Uberlebende Zellmas-
se von 95% ermittelt worden (Daten nicht aufgefiihrt). Nach 24-stindiger Behandlung mit
Endiandrin A lebten noch 94% (1 uM), 93% (5 uM), 92% (20 puM), 94% (50 pM) und 94%
(100 pM) der Zellen. Dagegen war bei 5% DMSO eine starke Zytotoxizitat (24% uberlebende
Zellmasse) zu beobachten.

Somit konnte festgestellt werden, dass das Cyclobutan-Lignan Endiandrin A in Konzentratio-
nen zwischen 1 — 100 UM nicht zytotoxisch auf die verwendeten HT-29/B6-GR-Zellen wirkt
und demnach sich bis hierher keine weiteren Hindernisse fur die Analyse eines GR-modu-

lierenden Effektes ergeben haben.

3.1.1.2 Charakterisierung von Glucocorticoidrezeptor-Transaktivierung durch
Endiandrin A in humanen Kolonzellen
Durch eine Bindung an den GR allein, ist formal noch keine steroidale Wirkung nachgewie-
sen. Unzweifelhaft zeigte Endiandrin A eine Bindungsaffinitit zum GR auf, jedoch ob
Endiandrin A in der Lage ist, den GR auch zu aktivieren, sollte in den nachfolgenden Expe-
rimenten untersucht werden.
In seinem inaktiven Zustand ist der GR gebunden an Chaperone (den Hitzeschockproteinen)
und liegt im Zytosol vor. Durch Ligandenbindung dissoziieren die Chaperone ab und der
Rezeptor-Liganden-Komplex kann in den Zellkern translozieren. Dort bindet der Komplex als
Transkriptionsfaktor an spezifische DNA-Sequenzen im Genom, den Glucocorticoid respon-
sive elements (GRE), wodurch die Expression GR-sensitiver Zielgene eingeleitet wird. Um
den Einfluss von Endiandrin A auf eine GR-Transaktivierung zu untersuchen, wurden die
HT-29/B6-GR-Zellen transient mit einem pGRE-Luc Reporterplasmid transfiziert. In diesem
Fall steht die Expression des Enzyms Luciferase unter der Kontrolle einer GRE-Promotor-
sequenz. Um die Transfektionseffizienz normalisieren zu kénnen, wurde gleichzeitig ein
Ko-Reporterplasmid (Renilla-Luciferase) benutzt. Nach erfolgter Transfektion wurden die
Zellen fur 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Endiandrin A (1, 10, 20 und
100 pM) bzw. dariber hinaus mit dem GC Dexamethason (1 uM) als Positivkontrolle inku-
biert.
Entgegen der Erwartung zeigte sich, dass Endiandrin A in den aufgefihrten Konzentrationen
keine Aktivierung der GRE-Promotorsequenz auslésen kann. Sowohl in den niedrigen Kon-

zentrationen (1 uM), als auch der sehr hohen angesetzten Konzentration von 100 uM, kam
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es zu keiner signifikanten, ermittelbaren Steigerung der GRE-abhangigen Luciferase-Ex-
pression. Im Gegenteil, es war sogar unter Inkubation mit 100 pM Endiandrin A eine
generelle Reduktion der Luciferaseaktivitat, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, zu
verzeichnen. Daher wurde eine Konzentration von 20 uM Endiandrin A fur alle weiteren
Experimente benutzt. Unter Behandlung mit Dexamethason fand dagegen eine starke Induk-
tion der Luciferase Expression (1869 + 122%) statt. Demzufolge kann man aufgrund dieser
Ergebnisse davon ausgehen, dass Endiandrin A nicht fahig ist, eine GR-Transaktivierung in
HT-29/B6-GR-Zellen zu bewirken.

2500+

*k%k

2000+

Luciferase Aktivitat
pGRE-Luc (% der Kontrolle)
= =
a1 o a1
o o o
P ¢ 9

1 10 20 100 1 [uM]

Endiandrin A Dexa

Abb. 3.2 : Der Effekt von Endiandrin A auf die GR-Transaktivierung in HT-29/B6-GR-Zellen
HT-29/B6-GR-Zellen wurden mit dem pGRE-Luc transfiziert und mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Endiandrin A (1, 10, 20, 100 uM) sowie der Positivkontrolle Dexame-
thason (Dexa) 1 puM fur 24 Stunden inkubiert. Ergebnisse wurden auf die Kontrolle
normalisiert und sind als relative Luciferase-Aktivitat dargestellt. Angegeben sind MW +
s.e.m., n=4-6, *P<0.001 zur unbehandelten Kontrolle.

3.1.1.3 Der Effekt von Endiandrin A auf den ENaC-vermittelten Na*-Transport in
humanen Kolonzellen

Der elektrogene Na'-Transport wird im Kolon durch den epithelialen Natriumkanal (ENaC)

geregelt. Nach erfolgreicher stabiler Transfektion mit dem GR, konnte die GC-induzierbare

ENaC-vermittelte Na'-Resorption ebenso an der HT-29/B6-GR-Zelllinie charakterisiert wer-

den. Nun konnte im Abschnitt 3.1.1.2. bereits dargelegt werden, dass Endiandrin A zwar

keine GR-Transaktivierung induzieren kann, jedoch sollte im Folgenden geklart werden,

inwieweit Endiandrin A ein physiologisches GR-abhangiges System beeinflussen kann.
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Dazu ist untersucht worden, ob Endiandrin A eine Steigerung des ENaC-vermittelten
Na*-Transportes bewirken kann. Dafir wurden HT-29/B6-GR-Zellen in Filtern ausgesat, so
dass sie nach einer Wachstumsphase von 7 Tagen konfluente Monolayer ausbildeten, an
denen der Effekt von Endiandrin A ermittelt werden konnte. Nachdem die Zellen fir weitere
24 Stunden unter hormonfreien Bedingungen (Kulturmedium mit Aktivkohle-behandeltem
fetalem Kalberserum (FKS)) gehalten worden sind, wurden sie fir 24 Stunden bzw. 48 Stun-
den mit 20 uM Endiandrin A inkubiert. Zur Analyse der ENaC-vermittelten Na*-Resorption
wurden die Filter in die Ussing-Kammern eingespannt und der ENaC-vermittelte
Na*-Transport anhand der Differenz des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms (Alsc) vor
und nach Zugabe des ENaC-Blockers Amilorid (10 M) festgestellt.
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Abb. 3.3: Die ENaC-abhangige Na'-Resorption unter dem Einfluss von Endiandrin A in
HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Endiandrin A (20 uM) flr 24 oder 48
Stunden inkubiert. Der ENaC-vermittelte Na'-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid
(10'4 M) bestimmt. Ergebnisse sind als MW + s.e.m. angegeben, n=6-12.

Die Ussing-Versuche offenbarten, dass Endiandrin A nach 24 (0.16 + 0.08 pA/cm?) bzw. 48
Stunden (0.29 + 0.09 pA/cm?) keine Steigerung des Alsc induzieren konnte. Es wurden ledig-
lich Tendenzen festgestellt, die jedoch zu beiden Zeitpunkten keine statistische Signifikanz
aufwiesen.

Nach den Ussing-Experimenten wurde die Gesamt-RNA der Zellen isoliert um mittels Real-
time PCR mdgliche Verdnderung auf mRNA ENaC-Level zu erfassen. Hierbei wurde nur die

24-stundige Behandlung mit Endiandrin A betrachtet. Bei der Auswertung zeigte sich keine
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Veranderung der a-ENaC-Untereinheit unter Endiandrin A Inkubation. Interessanterweise
wurde jedoch durch Endiandrin A die Expression der B-ENaC-Untereinheit stimuliert
(2.7 £ 0.5-fach gegeniiber der unbehandelten Kontrolle). Hingegen zeigte die Expression der
y- ENaC zwar eine Tendenz einer Steigerung, die allerdings keine Signifikanz erreichte.
Demnach beeinflusst Endiandrin A nicht den ENaC-vermittelten Na*-Transport in HT-29/B6-
GR-Zellen, kann jedoch in geringem, aber dennoch statistisch signifikantem Mal3, das Ex-

pressionslevel der B-ENaC-Untereinheit induzieren.

[ «-ENaC mRNA
[ B-ENaC mRNA
B ,-ENaC mRNA

ENac mRNA Expression

( Vielfaches der Kontrolle)
© B B DM N W
o (6 o (6 o (6] o (&)
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Abb. 3.4 : Die Expression der ENaC-Untereinheiten in Endiandrin A-behandelten HT-29/B6-GR-
Zellen

Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen 24 Stunden mit Endiandrin A (20 pM)
behandelt. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschlieRend mit-
tels Real-time PCR unter Verwendung von spezifischen Primern fur die a-, B- und y-ENaC-
Untereinheit analysiert. Die Expression der ENaC mRNA wurde als Vielfaches der unbe-
handelten Kontrolle nach der Normalisierung mit GAPDH berechnet. Ergebnisse sind als
MW + s.e.m. angegeben, n=4-6, **P<0.01 zur unbehandelten Kontrolle.

3.1.1.4 Regulation des Glucocorticoid-induzierten ENaC durch Endiandrin A im
distalen Rattengewebe unter entziindlichen Bedingungen

Patienten mit chronisch entzundlichen Darmerkrankungen leiden oftmals unter starken Diar-

rhéen, die haufig auf verschiedene Dysregulationen, u. a. Zytokin-induzierte Barriere-und

Elektrolyttransportstérungen, zurtickzufiihren sind. Eine medikamentdse Therapie mit GC

ruft neben anti-entziindlichen Wirkungen, ebenso pro-absorptive Effekte hervor [164].
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Es konnte hier dargestellt werden, dass durch einen Synergismus zwischen dem GC
Dexamethason und dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a. der Na*-Transport im Kolon
wiederhergestellt und somit dem starken Na’- und Wasserverlust entgegengewirkt wird
[165]. Endiandrin A offenbarte in den vorhergehenden Erlauterungen keine signifikante Wir-
kung auf den GR. Andererseits zeigte sich in Analysen der Gesamt-RNA, dass Endiandrin A
fahig ist, die B-ENaC-Untereinheit in einem gewissen Mal3 zu regulieren. Inwieweit Endi-
andrin A den beschriebenen Synergismus zwischen Dexamethason und TNF-a mit seinem
Wirkpotential beeinflussen kann, sollte nun an nativen Rattenkolonpraparaten untersucht
werden. Daflir wurde total gestripptes, distales Kolongewebe in die Ussing-Kammern einge-
spannt und der Effekt von Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A auf die ENaC-vermittelte
Na’-Resorption untersucht. Uber ein Stimulationszeitraum von 14 Stunden wirkten Dexame-
thason (1 uM, basolateral und apikal), TNF-a (10.000 IU/ml, basolateral) und Endiandrin A
(20 uM, basolateral und apikal) auf das Gewebe ein. Wurden die Kolonpréaparate mit
TNF-a, in alleiniger Zugabe oder in Kombination mit den anderen Stimulanzien, behandelt,
erfolgte zunéchst eine 1-stiindigen Vorinkubation mit dem Zytokin IFN-y (1000 1U/ml), um
die Expression von TNF-o-Rezeptoren anzuregen [177]. Der Versuch wurde durch apikale
Zugabe des ENaC-Blockers Amilorid (10* M) beendet und der ENaC-vermittelte Na'-
Transport anhand der Differenz des Kurzschlussstroms (Alsc) vor und nach Zugabe von
Amilorid bestimmt. Die Ergebnisse, dargestellt in Abb. 3.5 A, zeigen wie erwartet einen deut-
lichen Anstieg des Amilorid-sensitiven Alsc nach der Inkubation mit dem GC Dexamethason
(16.6 + 0.8 pA/cm?). Der ENaC-vermittelte Na*-Transport konnte ebenso erwartungsgeman
durch die zusatzliche Stimulation mit TNF-a. intensiviert werden (20.1 + 0.6 uA/cm?). Erstaun-
licherweise erzeugte aber die Inkubation mit Endiandrin A eine weitere Steigerung des Alsc
(22.7 + 1.0 pA/cm?). Im unbehandelten Rattenkolon sowie unter alleiniger Behandlung mit
TNF-o bzw. Endiandrin A konnte keine Induktion des Kurzschlussstroms verzeichnet wer-
den. Uberdies war keine Steigerung bei der Ko-Inkubation mit Dexamethason und
Endiandrin A zu beobachten. Die Darstellung in Abb. 3.5 B zeigt einen beispielhaften Zeitver-
lauf des Kurzschlusstroms eines reprasentativen Experimentes in der Ko-Stimulation

Dexamethason mit TNF-o und unter zusatzlicher Endiandrin A Behandlung.
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Abb. 3.5: Der GC-induzierte ENaC-vermittelte Na'-Transport unter dem Einfluss von TNF-a
und Endiandrin A in murinen distalen Kolongeweben
(A) Distales Rattenkolongewebe wurde in die Ussing-Kammer eingespannt, fur 1 Stunde
vorinkubiert mit IFN-y (1000 1U/ml) und anschlieBend fur 14 Stunden mit Dexamethason
(1 pM), TNF-a (10.000 IU/ml) und Endiandrin A (20 pM) behandelt. Der ENaC-vermittelte
Na'-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10'4 M) bestimmt. Ergebnisse sind als

MW + s.e.m. angegeben, n=4-18, **P<0.01 zur Dexamethason-Behandlung, *P<0.05 zur
Behandlung von Dexamethason mit TNF-a.
(B) Exemplarischer Zeitverlauf des Kurzschlussstroms lsc.

Um den synergistischen Effekt von Endiandrin A erklaren zu kénnen, wurden Veranderungen
im Expressionsmuster der ENaC-Unterheiten mittels Real-time PCR genauer untersucht.
Hierfir sind nach Beendigung des Versuches die Rattenkolonpraparate aus den Kammern
ausgebaut und fir die Isolierung der Gesamt-RNA aufgearbeitet worden. Die Expression von
der a-ENaC-Untereinheit zeigte keine signifikanten Veranderungen (Abb. 3.6 A). Hingegen
wurde das mRNA Level der B-ENaC-Untereinheit von 118 + 55-fach nach Dexamethason auf
267 + 25-fach zusammen mit TNF-a, und abermals auf 427 + 57-fach nach zuséatzlicher
Endiandrin A-Behandlung gesteigert. Keine statistische Signifikanz war bei der Ko-Inkubation
von Dexamethason und Endiandrin A (356 + 107-fach gegenlber der unbehandelten Kon-

trolle) gegentiber Dexamethason alleine zu ermitteln.
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Abb. 3.6: Expression der ENaC-Untereinheiten im Endiandrin A-behandelten distalem Kolon
der Ratte
Distales Rattenkolongewebe wurde, wie bereits in Abb. 3. 5 beschrieben, stimuliert. Die
Gesamt-RNA wurde nach dem Experiment isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschlie-
Rend mittels Real-time PCR unter Verwendung von spezifischen Primern fur die a-, B- und
y-ENaC-Untereinheit analysiert. Die Expression der ENaC mRNA wurde als Vielfaches der
unbehandelten Kontrolle nach der Normalisierung mit GAPDH berechnet.
(A) Die Expression der a-ENaC-Untereinheit, gezeigt MW * s.e.m. angegeben, n=3-7.
(B) Die Expression der B- und y -ENaC-Untereinheit, MW * s.e.m. angegeben, n=3-6,
*P<0.05 zur Dexamethason-Behandlung, “P<0.05 zur Behandlung von Dexamethason mit

TNF-a.
(C) Die Expression der - und y -ENaC-Untereinheit, MW + s.e.m. angegeben, n=2-5.

Die Analyse des Expressionsniveaus der y-ENaC-Untereinheit offenbarte unter Dexame-
thason eine 946 + 131-fache Steigerung gegeniber der unbehandelten Kontrolle, wobei die
Steigerung mit TNF-a intensiviert werden konnte (1944 + 538-fach fir Dexamethason kom-
biniert mit TNF-a. gegenlber der unbehandelten Kontrolle). Bei zusatzlicher Endiandrin A
Behandlung zeigte sich eine Tendenz zum Anstieg gegeniiber Dexamethason kombiniert mit
TNF-a, die jedoch nicht signifikant war (2903 + 427-fach flr Dexamethason zusammen mit
TNF-a und Endiandrin A gegenliber der unbehandelten Kontrolle) (Abb. 3.6 B). Abermals
konnte in der Ko-Inkubation Dexamethason und Endiandrin A keine Steigerung festgestellt
werden (1217 + 352-fach fur Dexamethason zusammen mit Endiandrin A gegeniber der

unbehandelten Kontrolle) (Abb. 3.6 B). Interessant bei der Auswertung war Uberdies, dass

-67-



Ergebnisse

die Ergebnisse der Real-time PCR eine Tendenz zu einem gesteigerten Expressionsniveau
der B-und y-ENaC-Untereinheit unter TNF-a. kombiniert mit Endiandrin A-Behandlung auf-
wiesen. Beide Stimulanzien in alleiniger Gabe verstarkten die Expression nicht (Abb. 3.5 C).
Da jedoch die Steigerung nicht signifikant war, wurde dies im Folgenden nicht weiter im
Detail betrachtet.

Somit vermag Endiandrin A zwar alleine den GR nicht zu modulieren, andererseits starkt es
aber den Synergismus zwischen Dexamethason und TNF-o. in einem Ausmal}, welcher
letztendlich erst Uber eine signifikante Steigerung der B-ENaC-Untereinheit eine zusatzliche

Induktion des elektrogenen Na*-Transports im distalen Rattenkolon bewirkt.

3.1.1.5 Regulation des Glucocorticoid-induzierten ENaC durch Endiandrin A unter
entzundlichen Bedingungen in humanen Kolonepithelzellen

Um die festgestellte Intensivierung des Synergismus zwischen Dexamethason und TNF-a
durch Endiandrin A genauer charakterisieren zu kénnen, wurden fir weitere, detaillierter
Untersuchungen die humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6-GR verwendet. Wie bereits
beschrieben eignet sich dieses Zellmodel hervorragend, GR-abhangige Signalwege, wie den
ENaC-vermittelten Na'-Transport im Kolon, ausfuhrlich analysieren zu kénnen. Fir die Er-
mittlung des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms wurden HT-29/B6-GR-Zellen in Filtern
ausgesat. Nach einer 7-tdgigen Wachstumsphase und 24-stiindigen Kultivierung unter hor-
monfreien Bedingungen (Kulturmedium mit Aktivkohle-behandeltem fetalem Kalberserum
(FKS)), wurden die Zellen fur 24 Stunden mit Dexamethason (1 puM), TNF-a (500 1U/ml) und
Endiandrin A (20 uM) behandelt. Zur Analyse der ENaC-vermittelten Na*-Resorption wurden
die Filter in die Ussing-Kammern eingespannt und der ENaC-vermittelte Na*-Transport wur-
de anhand der Differenz des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms (Alsc) vor und nach
Zugabe des ENaC-Blockers Amilorid (10 M) festgestellt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.7
dargestellt und zeigen, dass Endiandrin A auch in der Zelllinie HT-29/B6-GR den Synger-
gismus zwischen Dexamethason und TNF-a starkt und eine Steigerung des Alsc induziert.
Der ENaC-vermittelte Na*-Transport wurde von 0.8 + 0.1 pA/cm? unter der Ko-Inkubation
Dexamethason und TNF-a. auf 1.7 + 0.2 pA/lcm?® durch die zusétzliche Endiandrin A-
Stimulation verstarkt. Die Behandlungen mit Dexamethason alleine erzeugten nach 24 Stun-
den eine geringe Induktion des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms (0.25 + 0.03 pA/cm?).
Weitere Kombinationen mit Dexamethason und Endiandrin A oder die Inkubation mit TNF-a

und Endiandrin A erzeugten keine signifikanten Steigerungen des Alsc.
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Abb. 3.7: Induktion des ENaC-vermittelten Na'-Transportes unter Dexamethason, TNF-a und
Endiandrin A Behandlung in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500
IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) fir 24 Stunden inkubiert. Der ENaC-vermittelte Na®-
Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10'4 M) bestimmt. Ergebnisse sind als MW +
s.e.m. angegeben, n=6-15, *P<0.05 verglichen mit unbehandelter Kontrolle, “*P<0.001
verglichen mit Dexamethason-Inkubation, P<0.01 verglichen mit Dexamethason mit
TNF-a-Stimulation.

Nach den Ussing-Experimenten wurde die Gesamt-RNA der Filter isoliert und mittels Real-
time PCR auf Verénderungen des Expressionslevels der ENaC-Untereinheiten hinunter-
sucht. Es wurden unter keiner alleinigen Zugabe oder Kombination der Stimulanzien
Veranderungen in der a-ENaC-Untereinheit festgestellt (Abb. 3.8). Hingegen zeigte sich ein
Anstieg in der B-Untereinheit von 85 + 19-fach fir Dexamethason zusammen mit TNF-o und
auf 263 + 38-fach gegeniiber der unbehandelten Kontrolle nach zusatzlicher Endiandrin A-
Behandlung. Ebenso offenbarte die Analyse des Expressionsniveaus der vy-ENaC-
Untereinheit eine Induktion unter Endiandrin A Stimulation von 487 + 123-fach auf 1114 +
233-fach gegenuiber der unbehandelten Kontrolle. Die Stimulation mit Dexamethason |oste
sowohl eine signifikante Steigerung der B-Untereinheit (8 + 0.4-fach), als auch der y-ENaC-

Untereinheit (72 + 14-fach gegentuber der unbehandelten Kontrolle) aus.
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Abb. 3.8: Die Expression der ENaC-Untereinheiten unter dem Einfluss von Dexamethason,
TNF-a und Endiandrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden, wie bereits in Abb. 3. 7 beschrieben, stimuliert. Die Ge-
samt-RNA wurde nach dem Experiment isoliert, in cONA umgeschrieben und anschlieBend
mittels Real-time PCR unter Verwendung von spezifischen Primern fir die o-, p- und
y-ENaC-Untereinheit analysiert. Die Expression der ENaC mRNA wurde als Vielfaches der
unbehandelten Kontrolle nach der Normalisierung mit GAPDH berechnet.
(A) Die Expression der a-ENaC-Untereinheit, MW + s.e.m. angegeben, n=2-4,
(B) Die Expression der B- und y-ENaC-Untereinheit, MW + s.e.m. angegeben, n=4-13,
**P<0.01 zur unbehandelten Kontrolle, “P<0.05 und **P<0.001 zur Behandlung von
Dexamethason, 'P<0.05 und ~P<0.01 zur Behandlung von Dexamethason mit TNF-c.

Verglichen mit den Real-time PCR-Ergebnissen der Rattenkolonpréparaten war abermals
interessant, dass eine gewisse Tendenz zu einem erhdhten Expressionsniveau der - und
y-ENaC-Untereinheit unter TNF-a kombiniert mit Endiandrin A-Behandlung aufzufinden war.
Da sich abermals keine Signifikanz ergab, wurde auch dies nicht weiter betrachtet. Unter
alleiniger Zugabe verstarkten beide Stimulanzien die Expression nicht.

Die Ergebnisse bestatigen, dass Endiandrin A den beschriebenen Syngergismus von Dexa-
methason und TNF-a ebenfalls in einem Kolonzellkulturmodel intensivieren kann. Dies ging
einher mit einer Heraufregulierung der Expression von - und y-ENaC-Untereinheit, was in
der Folge einen Anstieg des GC-induzierten ENaC-vermittelten Na*-Transports unter ent-

zundlichen Bedingungen bewirkte. Die Analyse der Involvierung von verschiedenen
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Signalwegen, die die Induktion der ENaC-vermittelten Na*-Resorption durch Endiandrin A
erklaren, wird in den folgenden Abschnitten dargestelit.

3.1.1.6  Charakterisierung von Glucocorticoidrezeptor-Transaktivierung durch
Endiandrin A unter hormonellen und entziindlichen Konditionen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Endiandrin A per se keine GR-Transaktivierung in
HT-29/B6-GR-Zellen hervorruft (Abb. 3.2). Andererseits wurde unter Dexamethason- und
TNF-o-Stimulation eine verstarkte Aktivierung von GR-sensitiven Promotorregionen, den
sogenannten Glucocorticoid responsive elements (GRE), beobachtet [165]. Inwieweit Endi-
andrin A die Transaktivierung des GR unter hormonellen und entziindlichen Bedingungen
intensivieren kann, sollte nun im Detail analysiert werden. Hierfir wurden HT-29/B6-GR-
Zellen mit einem pGRE-Luc Reporterplasmid transfiziert (in 3.1.1.2 beschrieben). Nach
erfolgter Transfektion wurden die Zellen fir 24 Stunden mit Dexamethason (1 uM), TNF-a
(500 IU/ml) und Endiandrin A (20 pM) inkubiert. Die Ergebnisse des Reporter-Assays de-
monstrieren einen erwarteten Anstieg in der Luciferase-Expression unter TNF-o-Stimulation
zusatzlich zu einer Dexamethason-Behandlung (136 + 10% gegeniiber Dexamethason 100%
gesetzt). Uberraschenderweise konnte die Induktion der Luciferase durch Endiandrin A
nochmals verstarkt werden (178 + 9% gegeniiber Dexamethason 100% gesetzt). Ebenfalls
wurde in der Kombination Dexamethason und Endiandrin A ein erhohte Luciferase-Aktivitat
festgestellt (115 + 5% gegeniiber Dexamethason 100% gesetzt). Andere Behandlungen mit
TNF-a und/oder Endiandrin A zeigten keine verstarkte Luciferase-Expression und wurden in
der Darstellung vernachlassigt (Abb. 3. 9 A). Demnach kann Endiandrin A alleine keine GR-
Transaktivierung bewirken, jedoch vermag es offenbar eine GC-ausgeloste GR-
Transaktivierung zu verstarken.

Um diese These zu bekraftigen, wurde ein weiterer Reportergen-Assay verwendet. Mittels
des eingesetzten pMMTV-Luc-Plasmids, kénnen Hormon Responsive Elements (HRE)-
kontrollierte Transaktivierungen untersucht werden. Dabei stellen die HREs Bindungsstellen
fur viele nukledre Hormonrezeptoren dar, wie u. a. den Glucocorticoidrezeptor (GR) und den
Mineralocorticoidrezeptor (MR). Werden die Promotorregionen der HRE durch Bindung eines
Liganden im Plasmid aktiviert, kommt es, genauso wie im pGRE-Luc-Assay, zur verstarkten
Expression der Luciferase. Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden mit dem pMMTV-Luc Reporter-
und Ko-Reporterplasmid (Renilla-Luciferase) transfiziert und anschlieBend fir 24 Stunden

mit Dexamethason (1 uM) und/oder Endiandrin A (20 uM) stimuliert. Auch hier zeigen die
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Analysen, dass Endiandrin A eine GC-induzierte Transaktivierung intensivieren kann. Eine
Endiandrin A-Behandlung bewirkte eine Luciferase-Expression von 162 + 21% gegenuber
Dexamethason (auf 100% gesetzt, Abb. 3.9 B).

Anhand der Ergebnisse ist anzunehmen, dass Endiandrin A den Synergismus von Dexame-
thason und TNF-a unterstitzt, indem es eine erhohte Aktivitait der GR-sensitiven
Promotorregionen und dadurch die gesteigerte Expression der B- bzw. y-ENaC-Unter-

einheiten bedingt.
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Abb. 3.9: Reportergen-Analysen in HT-29/B6-GR-Zellen
Der Effekt von Endiandrin A auf die Transaktivierung von Hormonrezeptoren in HT-29/B6-
GR-Zellen.
HT-29/B6-GR-Zellen wurden mit dem pGRE-Luc (A) oder pMMTV-Luc (B) transfiziert.
Ergebnisse wurden zur Dexamethason-Stimulation normalisiert und sind als relative Luci-
ferase-Aktivitdt gezeigt. (A) Die Zellen wurden mit Dexamethason (1 uM), TNF-a. (500
IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) fur 24 Stunden inkubiert. Angegeben sind MW + s.e.m.,
n=6-14, *P<0.05;**P<0.01 zur Behandlung mit Dexamethason, ##P<0.01 verglichen mit
Dexamethason zusammen mit TNF-o-Stimulation.
(B) Die Zellen wurden mit Dexamethason (1 pM) und Endiandrin A (20 uM) fur 24 Stunden
inkubiert. Angegeben sind MW =+ s.e.m., n=6, *P<0.05 zur Behandlung mit Dexamethason.

3.1.1.7 Regulation von Glucocorticoidrezeptor-Proteinexpression und mRNA-Level
durch Endiandrin A

Die durch Endiandrin A-induzierte Aktivitdtserhdhung der GC-sensitiven Promotor-

sequenzen kénnte zum einen auf verschiedene Verénderungen in der GR-Expression

zurickzufuihren sein, zum anderen wirde ein erh6htes Phosphorylierungpotential des GR

und damit eine induzierte Translokation ebenso die GRE-abhéngige Transaktivierung
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erklaren. Vorausgegangene Studien konnten bereits zeigen, dass TNF-a eine Steigerung der
GR-Proteinexpression durch eine verlangerte GR mRNA-Halbwertszeit bedingt [165]. Es
sollte nun in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, in welchem Maf3 Endiandrin A das
Expressionslevel und Transaktivierungspotential des GR zusétzlich beeinflussen kann.
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Abb. 3.10: Veranderungen des GR- und pGR-Proteinlevels unter dem Einfluss von Dexame-
thason, TNF-a. und Endiandrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fiir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fir 3 Stunden mit Dexamethason (1 pM),
TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) behandelt. Nachfolgend wurde das Gesamt-
zelllysat préapariert.
(A) Western Blot-Analyse der GR- und pGR-Proteinexpression. Humanes p-Aktin diente
als Ladekontrolle.
(B) Densitometrische Auswertung des GR-Gesamtlevels normiert auf Dexamethason. Er-
gebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=5, *P<0.05 zur Behandlung mit TNF-o, “P<0.05
verglichen mit Dexamethason zusammen mit TNF-a-Stimulation.
(C) Densitometrische Auswertung des pGR-Proteinlevels normiert auf Dexamethason. Er-
gebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=5, *P<0.05 zur Behandlung mit Dexamethason
zusammen mit TNF-a-Stimulation
(D) Densitometrische Auswertung des pGR-Proteinlevels normiert auf GR-Gesamtlevel.
Ergebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=5, *P<0.05 zur Behandlung mit Dexamethason zu-
sammen mit TNF-a-Stimulation
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Hierfir wurde nach 3-stindiger erfolgter Stimulation mit Dexamethason (1 uM) und/oder
TNF-o (500 1U/ml) und/oder Endiandrin A (20 uM) das Gesamtzelllysat der HT-29/B6-GR-
Zellen hergestellt. Anschlielend wurden Veranderungen in der GR-Gesamtproteinex-
pression und im GR-Phosphorylierungsstatus analysiert.

Die Western Blot-Analyse zeigte den erwarteten Anstieg des GR-Gesamtproteinlevels bei
der Stimulation mit TNF-a (247 + 26% gegeniber Dexamethason). Bemerkenswerterweise
konnte die GR-Proteinexpression zuséatzlich unter Endiandrin A-Behandlung gesteigert wer-
den (351 + 37% gegeniiber Dexamethason). Ebenfalls war eine erhohte GR-Proteinex-
pression feststellbar, wenn die Zellen mit Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A inkubiert
wurden (345 + 22% gegenlUber Dexamethason), wahrenddessen die Behandlung TNF-a. mit
Dexamethason allein keine Veranderung des GR-Levels verglichen mit TNF-a hervorriefen
(Abb. 3.10 B). Dariiber hinaus wurden keine Anderung bei der Stimulation mit Endiandrin A
allein oder kombiniert mit Dexamethason ermittelt (Abb. 3.10 A).

Die Arbeitsgruppe von Wang et al. offenbarte, dass die Phosphorylierung am Ser-211 des
humanen GR mit der GR-Transaktivierung korreliert [13]. Folgende Untersuchungen waren
nun darauf ausgerichtet, den Phosphorylierungsgrad des Ser-211-GR zu bestimmen, da
zum einen eine erhdhte Aktivitat der GRE-Promotorregion und zum anderen eine Steigerung
des GR-Gesamtproteinlevels unter Endiandrin A Inkubation ermittelt worden ist. Die Abbil-
dung 3. 10 A demonstriert eine erwartete Induktion der Ser-211-GR-Phosphorylierung durch
Stimulation mit Dexamethason. Interessanterweise konnte eine Intensivierung des p-GR-
Levels festgestellt werden, wenn die Zellen mit Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A
behandelt wurden (452 + 49% gegentiber Dexamethason) verglichen mit der Ko-Inkubation
Dexamethason und TNF-a (322 + 35% gegentiber Dexamethason, Abb. 3.10 C). Es kam zu
keiner statistisch signifikanten Verdnderung des GR-Phosphorylierungslevels unter Endi-
andrin A allein oder kombiniert mit Dexamethason Behandlung (densitometrische Daten
nicht aufgefihrt).

In den bereits publizierten Daten zu den Untersuchungen des Syngergismus zwischen
Dexamethason und TNF-a, lieBen sich keine Veranderung des Verhaltnisses phosphorylier-
ter GR und GR-Gesamtlevel nachweisen. Dies filhrte zu dem Ergebnis, dass TNF-a zwar die
Gesamt-GR-Proteinexpression beeinflussen kann, es aber dadurch nicht zwangslaufig zu
der vermuteten Induktion des Transaktivierungspotentials kommt [165]. Die Untersuchung

des Western Blots in dieser Arbeit demonstrierte dies ebenso. Doch andererseits zeigten
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vorliegende densitometrische Analysen eine Induktion des Verhaltnisses auf, wenn zusatz-
lich Endiandrin A im Stimulationsmedium vorhanden war (137 + 11% gegenUber
Dexamethason). Andere Kombinationen von Stimulanzien wurden nicht signifikant getestet
(Abb. 3.10 D).

Die Expression der GR mRNA kann durch TNF-a verstarkt werden, wodurch demgeman der
GR-Gesamtproteingehalt steigt [165]. Ob Endiandrin A ebenso eine Erhéhung im GR mRNA-
Level bewirkt, bzw. die Wirkung von TNF-a in der Hinsicht unterstiitzen kann, sollte folgend
aufgeklart werden. Dafiir wurde die RNA von 3-stlindig stimulierten HT-29/B6-GR-Zellen mit
Dexamethason (1 uM) und/oder TNF-a. (500 IU/ml) und/oder Endiandrin A (20 uM) isoliert
und die GR mRNA-Expression mittels Real-time PCR untersucht.

Die Analyse des GR-Expressionsniveaus offenbarte eine erwartete Steigerung unter TNF-a
(2.8 = 0.2-fach gegenuber der unbehandelten Kontrolle), wobei die Induktion nicht mit
Dexamethason intensiviert werden konnte (2.8 + 0.2-fach fir Dexamethason kombiniert mit
TNF-o gegeniiber der unbehandelten Kontrolle). Allerdings konnte eine zusatzliche Inkubati-
on mit Endiandrin A den durch TNF-a-induzierten Anstieg in der GR mRNA-Expression
nochmals, zwar in geringem, aber signifikant getestetem Malf3, verstarken (3.5 + 0.1-fach fir
Dexamethason kombiniert mit TNF-o und Endiandrin A, 3.6 + 0.3-fach fur TNF-a
und Endiandrin A gegenlber der unbehandelten Kontrolle, Abb. 3.11). Die Inkubation mit
Endiandrin A allein oder kombiniert mit Dexamethason zeigte keine signifikanten Verande-
rungen auf (Daten nicht mit aufgefihrt).

Somit zeigen die Ergebnisse auf, dass Endiandrin A die Dexamethason-induzierte
Aktivierung des GR unter entziindlichen Bedingungen potenziert. Es konnte in dem Zusam-
menhang ein Syngergismus mit TNF-a charakterisiert werden, welcher zum einen einen
Anstieg des GR mRNA-Levels und zum anderen eine Erhohung der GR-Proteinexpression

begrindet.
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Abb. 3.11: Die Expression des GR unter dem Einfluss von Dexamethason, TNF-a und Endi-
andrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieRend wurden die Zellen fir 3 Stunden mit Dexamethason (1 pM),
TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) behandelt. Die Gesamt-RNA wurde nach
dem Experiment isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschlieend mittels Real-time PCR
unter Verwendung von dem spezifischen Primer fir den GR analysiert. Die Expression der
GR mRNA wurde als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle nach der Normalisierung mit
GAPDH berechnet. Ergebnisse sind als MW + s.e.m. angegeben, n=7-8, *P<0.05 vergli-
chen mit TNF-a-Stimulation, *P<0.05 verglichen mit Dexamethason- und TNF-a-
Behandlung.

3.1.1.8 Rolle der INK MAP-Kinase und zellulére Lokalisation des Glucocorticoid-
rezeptors

Der c-Jun N-terminale Kinase- (JNK) Signalweg gehdrt zu einem von drei charakterisierten
mitogen-activated protein Kinase (MAPK)-Signaltransduktionswegen, welche hauptsachlich
essentiell regulatorische Funktionen in der Zelle besitzen. Bezuglich der vorliegenden Arbeit
kann die JNK-MAPK nicht direkt mit der Regulation des intestinalen ENaC in Zusammen-
hang gebracht werden, jedoch beschreiben einige Studien einen stérenden Einfluss der JNK
auf die GR-Transaktivierung [178, 179]. Ob Endiandrin A mdglicherweise einen Einfluss auf
den JNK-Signalweg besitzt, wurde nachfolgend analysiert. Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden
zunachst in Filtern ausgeséat. Nach einer 7-tdgigen Wachstumsphase und 24-stiindigen
Kultivierung unter hormonfreien Bedingungen (Kulturmedium mit Aktivkohle-behandeltem
FKS), wurden die Zellen fir 1 Stunden mit dem JNK-Inhibitor SP600125 vorinkubiert und
anschlief3end fur 24 Stunden mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500 1U/ml) und Endiandrin A
(20 uM) behandelt. Zur Analyse der ENaC-vermittelten Na’-Resorption wurden die Filter in
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die Ussing-Kammern eingespannt und der ENaC-vermittelte Na'-Transport anhand der
Differenz des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms (Alsc) vor und nach Zugabe des ENaC-
Blockers Amilorid (10 M) ermittelt.
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Abb. 3.12: Die Induktion des ENaC-vermittelten Na'-Transportes unter Inhibition der INK-MAPK
und dem Einfluss von Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A in HT-29/B6-GR-
Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen zunéchst 1 Stunde mit SP600125 (10 uM)
vorinkubiert und anschlieBend mit Dexamethason (1 pM), TNF-a (500 1U/ml) und Endi-
andrin A (20 pM) fur 24 Stunden behandelt. Der ENaC-vermittelte Na'-Transport wurde
mittels Zugabe von Amilorid (10™ M) bestimmt. Ergebnisse sind als MW + s.e.m. angege-
ben, n=10, **P<0.001 verglichen mit Dexamethason und TNF-a-Stimulation, "P<0.001
verglichen mit Dexamethason-, TNF-a- und Endiandrin A-Behandlung.

Die Abbildung 3. 12 zeigt, dass die Inhibierung der JNK eine Erhdhung des Alsc induziert,
sowohl unter der Ko-Inkubation mit Dexamethason und TNF-a., als auch unter einer zusatzli-
chen Gabe von Endiandrin A. Der ENaC-vermittelte Na*-Transport wird von 0.8 + 0.1 pA/cm?
unter der Ko-Inkubation Dexamethason und TNF-o. auf 1.9 + 0.2 pA/cm? verstérkt. Ebenso
war eine Intensivierung des Kurzschlussstromes von 1.7 + 0.2 pA/cm? auf 2.8 + 0.2 pA/cm?
feststellbar, wenn die Zellen gleichzeitig mit Endiandrin A stimuliert worden sind (Abb. 3.12).
Weitere Kombinationen mit dem JNK-Inhibitor, Dexamethason und/oder TNF-o. und/oder
Endiandrin A wurden in der Untersuchung vernachlassigt.

Die JNK kann durch verschiedene zellulare Stressstimuli, wie beispielsweise auch TNF-q,

aktiviert werden [180]. In dem Zusammenhang sollte nhun untersucht werden, inwieweit
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Endiandrin A die Aktivierung der JNK modulieren kann, da die Steigerung des Alsc unter
SP600125, Dexamethason und TNF-a auffallend stark dem Alsc in der Behandlung Dexame-
thason, TNF-a und Endiandrin A &hnelt (Abb. 3.12). Hierfir wurde nach unterschiedlichen
Stimulationszeitpunkten mit TNF-a (500 1U/ml) und Endiandrin A (20 pM) das Gesamtzellly-
sat der HT-29/B6-GR-Zellen hergestellt. Anschlie3end ist der JINK-Phosphorylierungsstatus
mittels Western Blot und nachfolgender densitometrischer Auswertung analysiert worden.
Die Western Blot-Analysen zeigen unter Endiandrin A Behandlung eine gewisse Tendenz
zur Phosphorylierung von JNK, welche jedoch nicht signifikant war und demnach vernach-
l&ssigt wurde (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Die Wirkung von Endiandrin A auf die TNF-a-induzierte Aktivierung des JNK-
Signalweges in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. Anschlieend wurden die Zellen mit TNF-a. (500 1U/ml) und Endiandrin A
(20 uM) behandelt. Nachfolgend wurde das Gesamtzelllysat prapariert.

(A) Western Blot-Analyse der JNK- und pJNK-Proteinexpression. Humanes p-Aktin diente
als Ladekontrolle.

(B) Densitometrische Auswertung des pJNK-Levels normiert auf die JNK-
Gesamtexpression. Ergebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=5, *P<0.05 zur Behandlung mit
TNF-a.

Andererseits konnte die densitometrische Analyse offenbaren, dass nach einer 15-mindtigen
Stimulation Endiandrin A die TNF-a-abhéngige Aktivierung der JNK von 12113 + 1979% auf
6320 + 1036% gegentber der unbehandelten Kontrolle inhibieren kann (Abb. 3.13).

Des Weiteren war es interessant zu untersuchen, inwieweit die zusatzliche Inkubation mit
Dexamethason die Aktivierung der JNK beeinflusst. Dafir wurden die Zellen neben TNF-a

(500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) ebenso mit Dexamethason (1 pM) behandelt.
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Abb. 3.14:

Nach 5-m

[ 1 5 Min. Stimulation
[ 15 Min. Stimulation
B 120 Min. Stimulation

Die Wirkung von Endiandrin A auf die TNF-a- und Dexamethason-induzierte Aktivie-
rung des JNK-Signalweges in HT-29/B6-GR-Zellen

Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Dexamethason (1 uM), TNF-a
(500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) behandelt. Nachfolgend wurde das Gesamtzelllysat
hergestellt.

(A) Western Blot-Analyse der JNK- und pJNK-Proteinexpression. Humanes B-Aktin diente
als Ladekontrolle.

(B) Densitometrische Auswertung des pJNK-Levels normiert auf die JNK-
Gesamtexpression. Ergebnisse gezeigt als MW # s.e.m., n=4, *P<0.01 zur 5-mindtigen
Behandlung mit TNF-a, "P<0.01 zur 15-miniitigen Inkubation mit TNF-o,, P<0.01 zur
5-minitigen Inkubation mit Dexamethason und TNF-a., %P<0.01 zur 15-minltigen Behand-
lung mit Dexamethason und TNF-a.

inUtiger Stimulation konnte die TNF-a-induzierte JNK-Aktivierung durch Dexame-

thason und ebenso durch zusatzlich verabreichtes Endiandrin A inhibiert werden. Dabei

zeigten die densitometrischen Analysen auf, dass die Blockade des JNK-Signalweges unter

Endiandrin A weniger intensiv ausfiel (906 + 87%) als bei der Behandlung mit Dexamethason

und TNF-a (von 1984 + 128% fir TNF-a auf 376 + 37% gegenilber der unbehandelten Kon-

trolle fir Dexamethason gemeinsam mit TNF-a). Andererseits bewirkte die Inkubation mit

Dexameth

ason und TNF-a nach 15 Minuten eine gesteigerte JNK-Phosphorylierung von

3384 + 239% fur TNF-o allein auf 5041 + 200%. Diese Intensivierung wurde durch

eine gleic

hzeitige Inkubation mit Endiandrin A gehemmt (3648 + 56% gegenuber der
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unbehandelten Kontrolle). Zudem zeigen die Daten auf, dass Endiandrin A keine signifikan-
ten Veranderungen nach 120 Minuten bewirkte (Abb. 3.14 A und B).

Infolgedessen weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Endiandrin A die durch TNF-a-, bzw.
Dexamethason-getriggerte Anregung des JNK-Signalweges beeinflussen kann. Dies kdnnte
ebenfalls die verstarkte GR-Transaktivierung, zusatzlich zu der festgestellten Erhéhung der
GR-Gesamtproteinexpression, begrinden. Um die Vermutung einer erhéhten GR-
Translokation zu bestatigen, wurden zusatzlich Immunfluoreszenzfarbungen des GR und
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopien zur Charakterisierung der zellularen Lokalisation
des GR durchgefiihrt.
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GR-a GR-a/DAPI merge

Kontrolle

Fa

Dexa + End A

TNF-a + End A

Abb. 3.15: Einfluss von Endiandrin A auf die GR-Translokation, dargestellt mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie in HT-29/B6-GR-Zellen
HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormonfrei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden
die Zellen mit Dexamethason (1 pM), TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) inku-
biert. Nachfolgend wurde eine Immunfluoreszenz fur den GR (grin) durchgefuhrt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.

Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden zunachst in Filtern ausgesat. Nach einer 7-tdgigen Wachs-
tumsphase und 24-stiindigen Kultivierung unter hormonfreien Bedingungen (Kulturmedium
mit Aktivkohle-behandeltem FKS), wurden die Zellen fur 3 Stunden mit Dexamethason
(1 pM), TNF-a (500 1U/ml) und Endiandrin A (20 uM) stimuliert und anschlie3end einer Im-

munfluoreszenzfarbung fir den GR unterzogen.
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GR-a GR-a/DAPI merge

Dexa + TNFa

Dexa + TNF-a +
End A

Abb. 3.16: Einfluss von Endiandrin A auf die GR-Translokation, dargestellt mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie in HT-29/B6-GR-Zellen
HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormonfrei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden
die Zellen mit Dexamethason (1 pM), TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) inku-
biert. Nachfolgend wurde eine Immunfluoreszenz fir den GR (grun) durchgefuhrt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt.

In der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie wurde eine erwartete nukledre GR-Trans-
lokation in der Behandlung mit Dexamethason sichtbar, die eine leichte Tendenz zur
Erhdhung zeigte, wenn zusétzlich Endiandrin A im Stimulationsmedium war. Interessanter-
weise konnte sowohl in der Stimulation mit TNF-a als auch in der Endiandrin A und in der
Ko-Inkubation der beiden Stimulanzien ein verstarktes, zytoplasmatisches GR-Signal beob-
achtet werden (Abb. 3.15). Das verstarkte nukledre GR-Signal unter Dexamethason konnte
durch gleichzeitige Gabe von TNF-a abermals, erwartungsgemafl den vorangegangenen
Studien entsprechend, gesteigert werden [165]. Viel Gberraschender dagegen war, dass ein
noch intensiveres nukleares GR-Signal vorzufinden war, wenn die Zellen mit der 3er-

Kombination von Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A behandelt wurden (Abb. 3.16).
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3.1.1.9 Rolleder p38 und ERK MAP-Kinase

Im Gegensatz zu der JNK sind fur die beiden anderen hier charakterisierten MAP-Kinasen,
p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38) und extracelluar-signal regulated kinase (ERK),
direkte Regulierungsmechanismen fir den epithelialen Natriumkanal nachgewiesen. So
zeigten Studien, dass p38 eher einen stimulatorischen, ERK hingegen einen inhibitorischen
Einfluss auf den ENaC-abhangigen Na'-Transport besitzt [122, 181, 182]. Daher wurden in
der vorliegenden Arbeit Inhibitoren fur p38 (SB201290) und ERK (U0126) eingesetzt, um
aufzuklaren, inwieweit die p38- bzw. ERK-Aktivierung eine Rolle in der Endiandrin
A-induzierten Steigerung der Na*-Resorption spielt. Wie bereits in 3.1.1.8. in ahnlicher Weise
beschrieben worden ist, wurden die HT-29/B6-GR-Zellen zunachst mit den MAPK-
Inhibitoren, dann mit den Stimulanzien behandelt und anschlieend wurde in Ussing-
Experimenten der ENaC-vermittelte Na'-Transport quantifiziert. Es konnte zuvor gezeigt,
dass der Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom sowie die Expression der y-ENaC-Untereinheit
unter Dexamethason und TNF-o. Behandlung durch eine Inhibierung der p38 vermindert
werden [165]. Wie in der Abb. 3.16 ersichtlich ist, konnte dies nochmals bestatigt werden.
Zusatzlich offenbart die Darstellung eine Abschwachung des Alsc und des y-ENaC mRNA-
Levels unter der gleichzeitigen Stimulation mit Endiandrin A. Der Kurzschlussstrom vermin-
dert sich von 1.7 + 0.2 pA/cm? auf 0.6 + 0.1 pA/cm?® und die y-ENaC mRNA Expression von
880 + 93-fach auf 437 + 100-fach gegentiber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3.17). Dies
lasst vermuten, dass die p38 MAPK auch in die Endiandrin A-getriggerten ENaC-Aktivierung
involviert ist. Die Analyse der GR-Gesamtproteinexpression zeigte zudem ebenfalls eine
gewisse Abhéangigkeit des GR-Levels von der p38-Aktivitat. Nicht nur die unter TNF-a erhéh-
ten GR-Proteinlevel wurden durch p38-Inhibierung erwartungsgemal reduziert, sondern es
konnte auch die erhdhte GR-Gesamtproteinexpression unter dem bereits charakterisierten
Synergismus zwischen Endiandrin A und TNF-a herabgesetzt werden (Abb. 3.18. A und B).
Die p38 gehort zu den Kinasen, welche durch externe Stressstimuli, u. a. auch TNF-a, akti-
viert werden kann. Folgend sollte geklart werden, ob Endiandrin A fahig ist die p38
anzuregen bzw. ob mdglicherweise ein Synergismus mit TNF-o beziglich einer
p38-Induzierung vorhanden ist. In Kurzzeitstimulationen wurden die konfluent gewachsenen
HT-29/B6-GR-Zellen mit Endiandrin A und TNF-a inkubiert und anschlielend das Gesamt-
zelllysat auf MAPK-Aktivitdt hin untersucht. Wie in Abb. 3.18 C dargestellt ist, kann

Endiandrin A die p38 nach 15 Minuten erhdhen, allerdings nicht im gleichen Mal3 wie TNF-a
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(440 + 40% fur Endiandrin A gegenulber der unbehandelten Kontrolle). Dariiber hinaus of-

fenbart die Darstellung ebenfalls eine geringfugig verlangerte, aber nichtsdestotrotz

signifikant, p38-Aktivierung nach 120 Minuten bei gleichzeitiger Stimulation mit TNF-a und

Endiandrin A (335 + 56% gegenuber der unbehandelten Kontrolle).
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Abb. 3.17: Die ENaC-abhangige Na'-Resorption und die Expression der y-ENaC-Untereinheit

unter dem Einfluss von p38-und ERK-Inhibitoren in HT-29/B6-GR-Zellen

Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen zunachst 1 Stunde mit SB202190 und
U0126 (10 puM) vorinkubiert und anschlieRend mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500
IU/ml) und Endiandrin A (20 pM) fiir 24 Stunden behandelt. Der ENaC-vermittelte Na'-
Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10"4 M) bestimmt. Die Expression der
v-ENaC mRNA wurde mittels Real-time PCR unter Verwendung des spezifischen Primers
bestimmt und als Vielfaches der unbehandelten Kontrolle nach der Normalisierung mit
GAPDH berechnet. Die Ergebnisse sind angegeben als MW + s.e.m., n=8-11 bzw. n=5-8,
«*P<0.001 verglichen mit Dexamethason allein, “P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 verglichen
mit Dexamethason zusammen mit TNF-a, P<0.01, ~ P<0.001 verglichen mit Dexame-
thason-, TNF-a- und Endiandrin A-Behandlung.

Zudem sollte untersucht werden, ob ebenfalls eine verlangerte p38-Aktivitat unter Dexame-

thason und TNF-a, bzw. Endiandrin A festgestellt werden kann. Die Zellen wurden fur 120

Minuten mit den Stimulanzien behandelt und das Gesamtzelllysat anschlie3end analysiert.

Die Abb. 3.19 zeigt, dass keine Veranderung des p38-Phosphorlierungsstatus nach 120

Minuten unter der Kombination Dexamethason und TNF-a induziert wurde. Hingegen fand
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sich eine verlangerte p38-Aktivitat unter zusatzlicher Endiandrin A-Gabe (526 + 40% gegen-
tber der unbehandelten Kontrolle, Abb. 3.19 A und C).

Nachfolgend wurde analysiert, ob Endiandrin A die MAP-Kinase ERK aktivieren kann und
inwieweit eine Inhibition von ERK Auswirkungen auf den ENaC-vermittelten Na'-Transport
hat. In publizierten Daten zeigte sich kein Einfluss auf den Amilorid-sensitiven Kurzschluss-
strom und ebenfalls auch nicht auf die y-ENaC mRNA-Expression, wenn die Zellen mit dem
ERK-Inhibitor U0126 und Dexamethason zusammen mit TNF-o behandelt wurden, was in
dieser Studie abermals bestatigt werden konnte [165] (Abb. 3.17).

A B
kDa ~ 120 - 4
GR L S I I T g *
o
B-actin| e e e - —— - — - - -, -2 § 100
Dexa + - - + o+ o+ o+ - . ?C).ESO*
TNF-a -+ 4+ + o+ + o+ + o+ = *g
EndpA -o- oo ot 260 -
SB202190 - - + -+ - % -+ %E
cO
C S 40
c |
-47 0
38
i - 4224 Dexa + + - -
p-ERK - == == TNF-a + o+ o+ o+
ERK S s e = |-42144  End A + + + +
B-act _42 SB202190 - + - +
-actin
S _ _EndA TNF-a TNF-o+ End A
QQQ 515 30 120 5 15 30120 5 15 30 120 min

Abb. 3.18: Analyse der GR-Gesamtproteinexpression unter p38-Inhibition und des Western
Blots zur Charakterisierung der MAPK-Aktivierung in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fiir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. (A) Die Zellen wurden zunachst 1 Stunde mit SB202190 (10 uM)
vorinkubiert und anschlieBend fur 3 Stunden mit Dexamethason (1 puM), TNF-a (500 1U/ml)
und Endiandrin A (20 uM) behandelt. Das Gesamtzelllysat wurde prapariert und die GR-
Gesamtproteinexpression mittels Western Blot-Analyse analysiert. Humanes B-Aktin diente
als Ladekontrolle. (B) Densitometrische Auswertung des GR-Gesamtlevels normiert auf
Dexamethason. Ergebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=6-7, *P<0.05 zur Behandlung
Dexamethason zusammen mit TNF-o. und Endiandrin A, *P<0.05 verglichen mit TNF-a-
und Endiandrin A-Stimulation.
(C) Die Zellen wurden mit TNF-a (500 1U/ml) und Endiandrin A (20 puM) behandelt. Das
Gesamtzelllysat wurde prapariert. Die Darstellung zeigt die Western Blot-Analyse der
MAPK- und pMAPK-Proteinexpression. Humanes B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Andererseits zeigen die Ergebnisse unter einer zusatzlichen Stimulation mit Endiandrin A
und einer Inhibierung der MAP-Kinase ERK einen starken Anstieg im Alsc, sowie in der
B-ENaC (Daten nicht aufgefuhrt) und der y-ENaC mRNA-Expression. Die ENaC-vermittelte
Na*-Resorption intensivierte sich von 1.7 + 0.2 pA/cm?® auf 3.0 £ 0.4 pA/cm? und bei der
v-mRNA-Expression konnte eine Erhdhung von 880 + 93-fach auf 1655 + 104-fach gegen-
Uber der unbehandelten Kontrolle festgestellt werden (Abb. 3. 17). Densitometrische
Analysen von Western Blots offenbarten eine schnelle und starke, aber keine verlangerte
ERK-Aktivierung unter alleiniger Endiandrin A-Inkubation (Abb. 3. 18 C). Des Weiteren konn-
te gezeigt werden, dass die Behandlung mit Dexamethason eine TNF-a-induzierte ERK-
Aktivierung nach 5 Minuten inhibieren kann. Eine zuséatzliche Behandlung mit Endiandrin A
verstarkte dagegen die ERK-Phosphorylierung (Abb. 3. 19 A und C). Die Resultate deuten
auf eine verlangerte Aktivierung der p38 hin, wobei dies anscheinend durch einen weiteren
Synergismus zwischen TNF-o. und Endiandrin A zustande kommt. Uberdies konnte eine
Endiandrin A-ausgeloste ERK-Induzierung festgestellt werden. Diese Beobachtung kénnte
mdglicherweise der Grund daflrr sein, dass Endiandrin A alleine keinen Einfluss auf den
ENaC-vermittelten Na*-Transport besitzt, da ERK bereist in vorangegangen Studien als

inhibitorischer ENaC-Regulator charakterisiert worden ist.
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Abb. 3.19: Die Wirkung von Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A auf den p38- und ERK-
Signalweg in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. Anschlieend wurden die Zellen mit Dexamethason (1 puM), TNF-a (500
IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) behandelt. Nachfolgend wurde das Gesamtzelllysat her-
gestellt.
(A) Western Blot-Analyse der p38/pp38- (120 Minuten Stimulation) und ERK/pERK
(5 Minuten Stimulation)-Proteinexpression. Humanes B-Aktin diente als Ladekontrolle.
(B) Densitometrische Auswertung des pp38-Levels normiert auf die p38-Gesamt-
expression. Ergebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=4, *P<0.05 zur Behandlung mit
Dexamethason und TNF-a.
(C) Densitometrische Auswertung des pERK-Levels normiert auf die ERK-
Gesamtexpression. Ergebnisse gezeigt als MW + s.e.m., n=4, *P<0.05 zur Behandlung mit
TNF-0, #P<0.01 zur Behandlung mit Dexamethason und TNF-a.
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3.1.1.10 Rolle der Serum-und Glucocorticoid-induzierbaren Kinase-(Sgk-)1

Die Sgk-1 gehdort wohl mit zu den wichtigsten Mediatoren der MC- und GC-induzierten
ENaC-abhangigen Na’-Resorption. Insbesondere konnte der Sgk-1 ein regulierender Ein-
fluss auf die Ubiquitinligase Nedd4-2, welche den ENaC negativ steuert, nachgewiesen
werden [183-185]. In der vorliegenden Studie war es demnach besonders interessant, ob
Sgk-1 in den Synergismus zwischen Dexamethason, TNF-ao. und Endiandrin A involviert ist.
Zunachst sollte analysiert werden, inwieweit die Stimulanzien Auswirkung auf die Aktivitat
eines sgk-Promotors besitzen. Dies wurde mittels Reportergen-Assay untersucht. Die Zellen
wurden transient mit einem psgk-short-Luc Reporterplasmid transfiziert, wobei die Lucifera-
se-Expression unter der Kontrolle einer sgk-Promotorsequenz steht. Nach erfolgter
Transfektion wurden die Zellen fir 24 Stunden mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500 1U/ml)
und Endiandrin A (20 uM) inkubiert. Wie erwartet, konnte unter GC-Gabe eine vermehrte
Aktivitdt des sgk-Promotors feststellt werden (682 + 34% gegentiber der unbehandelten
Kontrolle). Eine gleichzeitige Inkubation mit TNF-o verstarkte den Dexamethason-Effekt
(941 + 62%). Diese Steigerung konnte Uberraschenderweise abermals durch Endiandrin A-
Gabe intensiviert werden (1180 + 70% gegeniber der unbehandelten Kontrolle, Abb. 3. 20).
Die alleinige Gabe von TNF-a und/oder Endiandrin A bzw. die Kombination von Dexame-
thason und Endiandrin A verursachten keine oder eine nicht weiter erhdhte Luciferase-
Expression (Daten nicht aufgefthrt).

Um die Funktionalitat der gesteigerten sgk-Promotoraktivitat zu bekraftigen, wurden mittels
Real-time PCR Veranderungen im Expressionslevel der Sgk-1 analysiert. Dafur sind die
Zellen nach einer 7-tagigen Wachstumsphase und 24-stindigen Kultivierung unter hormon-
freien Bedingungen in Filtern fir 24 Stunden mit Dexamethason (1 puM), TNF-a (500 1U/ml)
und Endiandrin A (20 pM) behandelt worden. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA der
Filter isoliert. Unter der alleinigen Gabe von Dexamethason bzw. von TNF-a konnte jeweils
eine gesteigerte Expression der Sgk-1 mRNA ermittelt werden, die sich unter Kombination
der beiden Stimulanzien abermals potenzierte. Wie in der Abbildung 3. 20 erkennbar ist,
zeigte sich erneut ein Anstieg im Sgk-1 mRNA-Level von 20 + 1-fach fur Dexamethason
zusammen mit TNF-a auf 31 + 2-fach gegentber der unbehandelten Kontrolle nach zusatzli-
cher Endiandrin A-Inkubation. Bei der Kombination von GC und Endiandrin A offenbarte sich
eine Tendenz zur gesteigerten Sgk-1 mRNA-Expression verglichen mit Dexamethason al-

lein, die jedoch keine Signifikanz erreichte und daher nicht weiter untersucht worden ist.
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Hingegen enthillten die Real-time PCR-Analysen eine Uberraschende Intensivierung unter
der Inkubation TNF-o. zusammen mit Endiandrin A von 4 + 0.4-fach fur TNF-a auf 6 *
0.5-fach gegeniber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3. 20).
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Abb. 3.20: Induktion der Sgk-Promotoraktivitat und Expression der Sgk-1 mRNA in HT-29/B6-
GR-Zellen
(A) HT-29/B6-GR-Zellen wurden mit dem psgk-short-Luc transfiziert und mit Dexame-
thason (1 pM), TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) fir 24 Stunden inkubiert.
Ergebnisse wurden zur unbehandelten Kontrolle normalisiert und sind als relative Lucifera-
se-Aktivitat aufgezeigt. Angegeben sind MW + s.e.m., n=6-13, *P<0.05 zur Behandlung mit
Dexamethason, “P<0.05 verglichen mit Dexamethason zusammen mit TNF-a-Stimulation.
(B) Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hor-
monfrei (hf) gesetzt und anschlieBend mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500 IU/ml) und
Endiandrin A (20 uM) fir 24 Stunden behandelt. Die Expression der Sgk-1 mRNA wurde
mittels Real-time PCR unter Verwendung des spezifischen Primers bestimmt und als Viel-
faches der unbehandelten Kontrolle nach der Normalisierung mit GAPDH berechnet. Die
Ergebnisse sind angegeben als MW + s.e.m., n=5-8, **P<0.01 verglichen mit Dexame-
thason allein, *P<0.01 verglichen mit Dexamethason- und TNF-o-Behandlung, ~ P<0.001
verglichen mit TNF-a-Behandlung.

In Studien ist belegt worden, dass der Sgk-1-Promotor GR-Bindungsdoméanen, sogenannte
GRE, aufweist und folglich die Sgk-1 als GC-sensitive Kinase gelten kann [184]. Ebenso
wurden die p38 und ERK MAPK identifiziert die Sgk-1 Expression beeinflussen zu kénnen
[186-188]. Im Folgenden wurden spezifische Blocker fir den GR (RU486), die
p38 (SB201290) und ERK (U0126) benutzt um mdgliche induzierte Signalwege genauer zu

analysieren, die die beobachtete gesteigerte Sgk-1-Expresssion unter Dexamethason,
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TNF-o und Endiandrin A erklaren kénnten. Dazu wurde den Zellen vor der eigentlichen
24-stiindigen Stimulanzien-Inkubation die Inhibitoren fir 1 Stunde ins Kulturmedium zugege-
ben. AbschlieBend wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels Real-Time PCR untersucht.
Eine Inhibition des GR und der p38 MAP-Kinase induzierte einen starken Abfall des Sgk-1
MRNA-Levels, der sich in beiden Stimulanzien-Kombinationen nicht unterschied. Dagegen
zeigte die Blockade des ERK-Signalweges zwar eine Abnahme der Sgk-1-Expression, die
jedoch signifikant geringer ausfiel, wenn die Zellen neben Dexamethason und TNF-o mit
Endiandrin A inkubiert wurden (Abb. 3. 21 A). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Endi-
andrin A durch sein Einwirken auf den GR, sowie auf die p38 und ERK MAPK die Expression
der Sgk-1 beeinflussen kann. Dariiber hinaus kann aufgrund der Analysen angenommen
werden, dass die Sgk-1 eine entscheidende Rolle im Synergismus zwischen Dexamethason
und TNF-a bzw. Endiandrin A spielt.

In neueren Untersuchungen wird die Sgk-1 h&ufig nur im Zusammenhang mit einem weite-
ren regulierenden Protein, dem GC-induced leucine zipper (GILZ), aufgezeigt. Beide sollen
gemeinsam in einem ENaC-regulierenden Komplex vereint sein und die Funktion des ENaC
steuern [121, 126]. Um zu untersuchen, ob GILZ in dem vorliegenden untersuchten Modell
ebenfalls einen Einfluss ausubt, wurde die Gesamt-RNA von stimulierten HT-29/B6-GR-
Zellen isoliert und die Expression der GILZ mRNA ermittelt. In der Darstellung 3. 21 B wird
sichtbar, dass TNF-a-Behandlung die durch Dexamethason nur schwache, nicht signifikante
Induktion der GILZ-Expression auf das 3.2 + 0.3-fach gegentiber der unbehandelten Kontrol-
le verstarken kann. Eine zusétzliche Behandlung mit Endiandrin A zeigte keinen Unterschied
zu der Kombination aus Dexamethason und TNF-a (3.2 + 0.4-fach gegeniber der unbehan-
delten Kontrolle) auf (Abb. 3. 21 B). Andere alleinigen Gaben der Stimulanzien oder ihren
Kombinationen zeigten keine signifikanten Erhéhungen der GILZ-Expression (Daten nicht
aufgefuhrt). Demnach scheint GILZ zwar in dem Synergismus zwischen Dexamethason und
TNF-a eine geringfugige Rolle zu spielen, in dem zwischen Dexamethason, TNF-a und
Endiandrin A konnte jedoch kein Einfluss festgestellt werden. Es wird daher im Folgenden

nicht weiter auf GILZ im Zusammenhang mit Endiandrin A eingegangen.
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Abb. 3.21: Die Expression der Sgk-1 mRNA unter Inhibitoren-Einfluss, sowie die Expression
der GILZ mRNA in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt, (A) 1 Stunde mit den Inhibitoren (10 pM) inkubiert und (A und B)
anschlieBend mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) fur
24 Stunden behandelt. Die Expression der mRNA wurde mittels Real-time PCR unter Ver-
wendung des spezifischen Primers bestimmt und als Vielfaches der unbehandelten
Kontrolle nach der Normalisierung mit GAPDH berechnet. Die Ergebnisse sind angegeben
als MW £ s.e.m., (A) n=5-8 bzw. (B) n=5, **P<0.001 verglichen mit Dexamethason und
TNF-a-Behandlung, *P<0.05 verglichen mit Dexamethason-, TNF-o- und UQ0126-
Behandlung.

3.1.1.11 Regulation des ENaCs unter zusatzlicher Butyrat-Stimulation

Die kurzkettige Fettsaure Butyrat, ein Metabolit unserer Darmbakterien, liegt im physiologi-
schen Darmmilieu in signifikanter Konzentration vor und kann u. a. den intestinalen
epithelialen Natriumkanal auf transkritptioneller Ebene regulieren [98, 99]. Daher war es
interessant zu untersuchen, ob Butyrat den ermittelten Synergismus zwischen Dexame-
thason, TNF-a und Endiandrin A beeinflussen kann. Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden hierfur,
wie bereits in 3. 1. 1. 5 beschrieben, mit den bekannten Stimulanzien bzw. zusatzlich noch
mit Butyrat (2 mM) inkubiert. Anschlie3end wurde der Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom in
der Ussing-Kammer ermittelt. Die in Studien beobachtete Butyrat-induzierte Stimulation des
ENaC-vermittelten Na*-Transportes, der jedoch von der Anwesenheit eines Steroids ab-

hangt, konnte in der vorliegenden Arbeit abermals bestatigt werden [99]. Die Abbildung 3.22
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zeigt, dass Butyrat alleine keine Steigerung des Alsc hervorruft. In Kombination mit Dexame-
thason erhohte sich die ENaC-vermittelte Na*-Resorption dagegen auf 0.8 + 0.2 pA/cm?.
Befand sich zudem TNF-o im Kulturmedium konnte nur eine Tendenz zur Zunahme des
Kurzschlussstromes ermittelt werden, die jedoch aufgrund geringer n-Zahlen keine
Signifikanz erreichte. Unter Endiandrin A Behandlung intensivierte sich der Alsc auf
3.3+0.7 uA/cmZ. Die Inkubation mit Butyrat, TNF-a und/oder Endiandrin A, bzw. Dexame-
thason und Endiandrin wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede auf.

57 #

N
!

Alsc (HA-cm?)
o = N w
|

Butyrat 2 mM

Abb. 3.22: Der Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom unter dem Einfluss von Butyrat, Dexame-
thason, TNF-a. und Endiandrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern-gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fiir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. Anschlie3end wurden die Zellen mit Butyrat (2 mM), Dexamethason
(1 pM), TNF-a (500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) fur 24 Stunden inkubiert. Der ENaC-
vermittelte Na'-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10'4 M) bestimmt. Ergebnis-
se sind als MW + s.e.m. angegeben, n=3-6, *P<0.05 verglichen mit Butyrat alleine, “P<0.05
verglichen mit Butyrat zusammen mit Dexamethason.

Um Veranderungen des Expressionsniveaus der im Kolon bedeutenden - und y-ENaC-
Untereinheiten zu analysieren, wurde nach den Ussing-Experimenten die Gesamt-RNA der
Zellen isoliert und mittels Real-time PCR untersucht. Butyrat induzierte die erwartete Steige-
rung der B-Untereinheit von 71 + 19-fach gegentiber der unbehandelten Kontrolle, die nicht
durch Dexamethason bzw. Dexamethason plus TNF-a gesteigert werden konnte. Indes
erzeugte die zusatzliche Gabe von Endiandrin A zu Butyrat, Dexamethason und TNF-a eine
signifikante Erhohung der B-ENaC mRNA auf 157 + 32-fach gegeniber der unbehandelten
Kontrolle. Weitere Kombinationen mit Butyrat und den Stimulanzien zeigten keine statistisch
signifikanten Unterschiede auf (Abb. 3. 23).
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Abb. 3.23: Die Expression der ENaC-Untereinheiten unter dem Einfluss von Butyrat, Dexame-
thason, TNF-a. und Endiandrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden, wie bereits in 3. 20 beschrieben, stimuliert. Die Gesamt-
RNA wurde nach dem Experiment isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschlie3end mit-
tels Real-time PCR unter Verwendung von spezifischen Primern fur die B- und y-ENaC-
Untereinheit analysiert. Die Expression der ENaC mRNA wurde als Vielfaches der unbe-
handelten Kontrolle nach der Normalisierung mit GAPDH berechnet. Die Ergebnisse sind
als MW + s.e.m. angegeben, n=5-6, *P<0.05, **P<0.01 zur unbehandelten Kontrolle,
*P<0.05, " P<0.001 zur Behandlung mit Butyrat, P<0.05 und ~P<0.01 zur Butyrat zu-
sammen mit Dexamethason-Stimulation, °*P<0.05 zur Inkubation von Butyrat,
Dexamethason mit TNF-a

Gegensatzlich erwies sich die Analyse der y-ENaC-Untereinheit. Ebenso fiihrte die alleinige
Gabe von Butyrat zu dem erwarteten Anstieg der y-ENaC mRNA, der nun aber durch Dexa-
methason intensiviert wurde (von 161 + 19-fach auf 395 + 19-fach gegeniber der unbe-
handelten Kontrolle). Zugleich offenbarte die Analyse des Expressionsniveaus der
y-ENaC-Untereinheit eine Induktion auf 1053 + 111-fach unter zusétzlicher TNF-a-
Inkubation. Wurde gleichzeitig Endiandrin A ins Kulturmedium gegeben, zeigte sich eine
erneute Steigerung der y-ENaC-Untereinheit (1467 + 96-fach gegenlber der unbehandelten
Kontrolle). Die Kombination von Butyrat, Dexamethason und Endiandrin A erzeugte ein
v-ENaC mRNA-Expressionslevel von 576 + 48-fach gegentber der unbehandelten Kontrolle
(Abb. 3. 23). Die Daten weisen darauf hin, dass die kurzkettige Fettsdure Butyrat den Syner-
gismus zwischen Dexamethason, TNF-a und Endiandrin A starkt, indem Butyrat die
Transkription der - und y-ENaC-Untereinheiten stimuliert, was folglich zu der beobachteten

Zunahme des ENaC-vermittelten Na'-Transportes fiihrt.
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Begriindet durch den geringen Probenumfang konnte zwar die erwartete Butyrat-induzierte
Intensivierung der ENaC-vermittelten Na*-Resorption durch Dexamethason und TNF-a nicht
statistisch nachgewiesen werden, nichtsdestotrotz fand sich aber eine Zunahme der y-ENaC-

Untereinheit auf transkriptioneller Ebene.

3.1.1.12 Charakterisierung der Auswirkung einer GC-Dosisreduktion auf den epitheli-
alen Na*-Transport unter entziindlichen Bedingungen und unter dem
Einfluss von Endiandrin A

Da Glucocorticoide vor allem in einer verordneten Langzeittherapie schwerwiegende Ne-
benwirkungen aufweisen, sollte im folgenden Abschnitt untersucht werden, wie sich eine
Dosisreduktion des Dexamethasons auf die ermittelten Synergismen auswirkt. Daflir wurden
die HT-29/B6-GR-Zellen fir 24 Stunden, neben TNF-o und Endiandrin A in den bekannten
Konzentrationen, mit einer 100-fach geringeren Dexamethason-Starke (10 nM) behandelt.
AnschlieBend wurden zur Quantifizierung des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstromes
Ussing-Experimente durchgefihrt. Die Abbildung 3. 24 A offenbart, dass die Reduktion der
Dosis von Dexamethason in jeder Hinsicht eine Minderung des Alsc verursacht. Im Gegen-
satz zu einer 24-stindigen Inkubation mit 1 pM Dexamethason konnten 10 nM keine
Steigerung des ENaC-vermittelten Na'-Transportes induzieren. Es wird deutlich, dass der
Synergismus zwischen Dexamethason und TNF-a signifikant beeintrachtigt wird. Wird dem
Kulturmedium Endiandrin A zugesetzt, kommt es zwar interessanterweise zu einer leichten
Erniedrigung von Alsc, die jedoch nicht signifikant ausfiel. Dabei zeigt sich, dass der hier
gemessene Kurzschlussstrom immer noch starker ausgepréagt ist, als bei der Behandlung
der Zellen mit 1 uM Dexamethason zusammen mit TNF-o. (0.7 + 0.1 pA/cm? Ko-Inkubation
1 uM Dexamethason und TNF-a, 1.1 + 0.2 pA/cm? fur 10 nM Dexamethason, TNF-a und
Endiandrin A, Abb. 3. 24 A). Trotz einer 100-fachen Steroid-Dosisreduktion kann der Syner-
gismus zwischen Dexamethason, TNF-o und Endiandrin A anscheinend in seiner Intensitét
erhalten werden. Endiandrin A vermag demnach moglicherweise die Steroiddosis-Reduktion
durch sein Eingreifen in die verschiedenen von uns ermittelten Signalwege zu Uberspielen
und es resultiert ein &hnlicher Effekt wie beim Einsatz einer 100-fach starkeren Steroidkon-
zentration. Gerade auch im Hinblick auf eine spatere Arzneistoffformulierung sollte eine neue
Substanz in ihrer Pharmakodynamik und -kinetik charakterisiert sein. Da diese umfangrei-

chen Untersuchungen uber den Rahmen dieser Arbeit hinausgehen wirden, wurde hier
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zunachst nur analysiert, von welcher Gewebeseite (basolateral oder apikal) Endiandrin A das
ENaC-System beeinflusst. Die HT-29/B6-GR-Zellen wurden mit den Stimulanzien tber 24
Stunden inkubiert und der Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom bestimmt. Es wurde hierbei
Endiandrin A wie ublich beidseitig, ausschlie3lich apikal oder basolateral ins Kulturmedium
zugegeben. Die Analysen der Ussing-Experimente deckten auf, dass Endiandrin A von der
basolateralen Seite aus auf die Zellen wirkt (Abb. 3. 24 B). Demnach konnte fur Endiandrin A
eine Prodrug-Arzneistoffformulierung von Bedeutung sein, ahnlich wie bei der Arzneistoff-

klasse der Protonenpumpenhemmer, u. a. Omeprazol.
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Abb. 3.24: Der Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom unter dem Einfluss von Dexamethason,
TNF-a und Endiandrin A in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. Der ENaC-vermittelte Na'-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid
(10'4 M) bestimmt. (A) Die Zellen wurden mit Dexamethason (1 uM, 10 nM), TNF-a
(500 IU/ml) und Endiandrin A (20 uM) fir 24 Stunden inkubiert. Ergebnisse sind als MW +
s.e.m. angegeben, n=3-6, *P<0.05 verglichen mit unbehandelter Kontrolle, #p<0.01,
#P<0.001 verglichen mit Dexamethason Inkubation, °P<0.05 verglichen zur Dexame-
thason- und TNF-a-Behandlung, *P<0.05 verglichen mit 10 nM Dexamethason und TNF-a..
(B) Die Zellen wurden mit Dexamethason (1 puM), TNF-o (500 IU/ml) und Endiandrin A
(20 pM, beidseitig, nur apikal oder basolateral) fir 24 Stunden inkubiert. Ergebnisse sind
als MW + s.e.m. angegeben, n=9-10, **P<0.001 verglichen mit Dexamethason allein,
#P<0.01 verglichen mit Dexamethason gemeinsam mit TNF-a, °P<0.05 verglichen zur
Dexamethason-, TNF-a- und apikalen Endiandrin A-Inkubation
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3.1.2 Endiandra-Extrakt

Untersuchung der Regulation des ENaC-vermittelten Na* -Transportes durch den Wurzelextrakt
der Endiandra anthropophagorum DOMIN

In der angewandten Phytopharmazie werden keine Reinsubstanzen, sondern beispielsweise
die Extrakte einer Heilpflanze eingesetzt. Im Gegensatz zu isolierten Substanzen bestimmen
hier nicht einzelne, sondern die Gesamtheit aller vorhandenen Inhaltsstoffe einer Pflanze die
Wirksamkeit eines Phytotherapeutikums. Endiandrin A stellt demnach nur eine Reinsubstanz
dar, die definitionsgemal nicht zu den Phytopharmaka gezahlt werden kann. Bislang wurde
der Wurzelextrakt der E. anthropophagorum DOMIN noch in keiner Studie detailliert unter-
sucht. In der vorliegenden Arbeit sollte nun geklart werden, ob neben der Reinsubstanz
Endiandrin A, ebenso der Extrakt einen phytopharmazeutischen Effekt auf den intestinalen
ENaC-vermittelten Na'-Transport besitzt. Ahnlich dem Endiandrin A, wurden zum einen
natives Rattengewebe und zum anderen die humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6-GR
benutzt, um die Beeinflussbarkeit der GC-induzierbaren elektrogenen Na‘-Resorption unter

entzundlichen Bedingungen genauer zu betrachten.

3.1.2.1 Regulation des Glucocorticoid-induzierten ENaC durch den Endiandra-
Extrakt im proximalen Rattengewebe unter entziindlichen Bedingungen

Es wurde die gleiche Experimentieranordnung wie in 3. 1. 1. 4 angewandt, um zu analysie-
ren, inwieweit der Endiandra-Extrakt den beschriebenen Synergismus zwischen Dexametha-
son und TNF-a mit seinem Wirkpotential beeinflussen kann [165]. Abweichend vom
bisherigen Design wurden lediglich anstatt der distalen proximale murine Kolonpraparate
verwendet (undzwar aus Grinden des Zeitmanagements in diesen Versuchen, da die Prapa-
ration sehr viel schneller realisierbar ist). Als Stimulanzien wurden Dexamethason (1 pM,
basolateral und apikal), TNF-a (10.000 1U/ml, basolateral) und der Extrakt (10 pg/ml, basola-
teral und apikal) eingesetzt. Der Versuch wurde nach 14-stiindiger Inkubation durch apikaler
Zugabe des ENaC-Blockers Amilorid (10* M) beendet und der ENaC-vermittelte
Na’-Transport anhand der Differenz des Kurzschlussstroms (Alsc) vor und nach Zugabe von
Amilorid bestimmt. Die Darstellung 3. 25 zeigt den erwarteten Anstieg des Amilorid-
sensitiven Kurzschlussstroms nach der Inkubation mit Dexamethason (12.6 + 2.7 pA/cm?).
Der ENaC-vermittelte Na'-Transport konnte erwartungsgemaR durch die zusatzliche Be-
handlung mit TNF-o. verstarkt werden (22.6 + 1.3 pA/cm®). Die Inkubation mit dem

Endiandra-Extrakt zeigte nur eine gewisse Tendenz zur abermaligen Zunahme des Alsc
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(25.5 + 2.0 pA/cm?) auf, welche jedoch aufgrund der geringen Probenanzahl keine statisti-
sche Signifikanz erreichte. Im unbehandelten Rattenkolon sowie unter alleiniger Behandlung
mit Endiandra-Extrakt wurde der Kurzschlussstrom nicht beeinflusst (Daten nicht aufgezeigt,
Abb. 3. 25).
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Abb. 3.25: Der GC-induzierte ENaC-vermittelte Na'-Transport unter dem Einfluss von TNF-a
und Endiandra-Extrakt an murinen proximalen Kolongeweben
Proximales Rattenkolongewebe wurde in die Ussing-Kammer eingespannt, fir 1 Stunde
vorinkubiert mit IFN-y (1000 1U/ml) und anschlieBend fir 14 Stunden mit Dexamethason
(1 uM), TNF-a (10.000 1U/ml) und Endiandra-Extrakt (10 pg/ml) behandelt. Der ENaC-
vermittelte Na'-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10™ M) bestimmt. Ergebnis-
se sind als MW =+ s.e.m. angegeben, n=5-7, *P<0.05 zur Dexamethason-Behandlung.

3.1.2.2 Regulation des Glucocorticoid-induzierten ENaC durch Endiandra-Extrakt in
humanen Kolonzellen unter entziindlichen Bedingungen

Der denkbare Effekt des Endiandra-Extraktes, welcher im Rattengewebe allerdings die Signi-
fikanz verfehlte, sollte nun zusatzlich im intestinalen Zellkulturmodel untersucht werden.
Hierfir wurden die ausgeséten Filter der HT-29/B6-GR-Zellen, wie beschrieben in 3. 1. 1. 5,
fir 24 Stunden mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500 1U/ml) und unterschiedlichen Extrakt-
konzentrationen behandelt. In Ussing-Experimenten wurde die ENaC-vermittelten
Na’-Resorption anhand der Differenz des Amilorid-sensitiven Kurzschlussstroms (Alsc) vor
und nach Zugabe des ENaC-Blockers Amilorid (10* M) festgestellt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 3. 26 A abgebildet und offenbaren, dass der Extrakt in der Zelllinie HT-29/B6-GR

konzentrationsabhangig den Syngergismus zwischen Dexamethason und TNF-o starkt und
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eine Steigerung des Alsc induziert. Der ENaC-vermittelte Na*-Transport wird von 1.4 + 0.2
pA/cm? unter der Ko-Inkubation Dexamethason und TNF-a auf 2.2 + 0.2 pA/cm? durch eine
zusatzliche 10 pug/ml Extrakt-Stimulation intensiviert. Die Behandlungen mit geringeren Ex-
trakt-Konzentrationen erzeugten keine signifikante Erhdéhung des Amilorid-sensitiven
Kurzschlussstroms (Abb. 3. 26 A). Auffallig erschien hier zum ersten Mal die Erhéhung des
Alsc bei gesteigerter DMSO-Konzentration. Um eine DMSO-induzierte ENaC-Aktivierung
auszuschlieRen, wurden die Zellen mit DMSO inkubiert und der Amilorid-sensitiven Kurz-
schlussstrom mittels Ussing-Experimenten nach 24-stiindiger Behandlung bestimmt. Das
verwendete Losungsmittel DMSO konnte eine unbedeutende, nicht signifikante Erhdhung
des Alsc verursachen, die jedoch in keinem Verhaltnis zum Extrakt- bzw. zur Endiandrin A-
induzierten Steigerung steht (Abb. 3. 26 B). Ebenso zeigten Real-time PCR-Ergebnisse auf,
dass das Einsetzen von DMSO zur Dexamethason und TNF-a. Behandlung keinen Effekt auf
die Steigerung der mRNA-Expression von der - und y-ENaC-Untereinheit hat (Daten nicht
aufgefiihrt). Die Ergebnisse der Zellkultur-Experimente belegen, dass der Extrakt der
E. anthropophagorum DOMIN anscheinend, ebenso wie Endiandrin A, pharmakologische

Effekte auf den intestinalen ENaC ausubt und somit den elektrogenen Na*-Transport kann.
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Abb. 3.26: Induktion der ENaC-vermittelten Na'-Resorption unter Dexamethason, TNF-a und
Endiandra-Extrakt, bzw. DMSO-Behandlung in HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. (A) AnschlieBend wurden die Zellen mit Dexamethason (1 uM), TNF-a
(500 IU/ml), Endiandrin A (20 pM) und Extrakt fir 24 Stunden inkubiert. Der ENaC-
vermittelte Na*-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10 M) bestimmt. Ergebnis-
se sind als MW + s.e.m. angegeben, n=8-11, *P<0.05 verglichen mit Dexamethason- und
TNF-a-Stimulation.
(B) Die Zellen wurden mit Dexamethason (1 puM), TNF-a (500 IU/ml), Endiandrin A (20 uM)
und DMSO fiir 24 Stunden inkubiert. Der ENaC-vermittelte Na'-Transport wurde mittels
Zugabe von Amilorid (10'4 M) bestimmt. Ergebnisse sind als MW + s.e.m. angegeben,
n=3-8, **P<0.01 verglichen mit Dexamethason- und TNF-a-Stimulation.

3.1.3 Ginsenosid Rg;

Untersuchung der Regulation des ENaC-vermittelten Na'-Transportes durch Ginsenosid Rg;

Ginseng (Panax ginseng C.A.MEY, Araliaceae) wird als Heilpflanze seit vielen Jahren in der
traditionellen angewandten Medizin eingesetzt. Die beschriebenen Wirkungen reichen dabei
beispielhaft von anti-karzinogenen, -diabetogenen bis hin zu -inflammatorischen [38, 40].
Dabei wird oft einem Inhaltsstoff, dem Ginsenosid Rg;, die Hauptwirkung zugeschrieben. In
einigen Studien ist auch Ginsenosid Rg; ebenso wie Endiandrin A als GR-Ligand charakteri-
siert worden [29, 31, 42]. Es sollte nun in der vorliegenden Arbeit analysiert werden, ob
Ginsenosid Rg; Einfluss auf ein GC-abhangiges System, im Speziellen auf die GC-

induzierbare elektrogene Na*-Resorption hat. Hierfir wurde an der humanen Kolonzelllinie
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HT-29/B6-GR mittels Ussing-Experimenten untersucht, inwieweit Ginsenosid Rg; den ENaC
selbstandig aktivieren bzw. den bereits beschriebenen Synergismus von Dexamethason und
TNF-o unterstitzen kann [165]. Es wurden konfluente und hormonfrei-gesetzte HT-29/B6-
GR-Zellen fur 24 Stunden mit Dexamethason (1 uM), TNF-a (500 1U/ml) und Ginsenosid Rg;
(15 uM) behandelt. Die eingesetzte Konzentration von 15 uM Ginsenosid Rg; sind mit der
vorangegangen Studie von Lee et al. begriindet [42]. Die Filter wurden in Ussing-Kammern
eingespannt und der ENaC-vermittelte Na*-Transport wurde, anhand der Differenz des Ami-
lorid-sensitiven Kurzschlussstroms (Alsc) vor und nach Zugabe des ENaC-Blockers Amilorid
(10* M) festgestellt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.27 dargestellt und dienen jedoch aufgrund einer geringen
Probenanzahl nur als Vorversuch. Sie deuten aber dennoch schon darauf hin, dass Ginse-
nosid Rg; in der Zelllinie HT-29/B6-GR allein keine Steigerung des Alsc induziert. Ebenfalls
wurde der Synergismus zwischen Dexamethason und TNF-a nicht verstarkt, sondern der
Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom scheint eher durch Ginsenosid Rg; gehemmt werden
(allerdings war keine statistische Signifikanz feststellbar). Hingegen zeigte die Inkubation mit
Endiandrin A, welche als Positivkontrolle dient, den erwarteten Anstieg des Alsc verglichen
mit der Ko-Inkubation Dexamethason und TNF-a. Zur weiteren Analyse eines Ginsenosid
Rg;-Effektes wurden zum einen pGRE-Luc Reportergen-Assays und zum anderen - und
v-ENaC mRNA-Untersuchungen mittels Real-time PCR durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen
abermals auf, dass Ginsenosid Rg, keinen Effekt auf eine GR-Transaktivierung hat sowie
keine Steigerung der durch den Synergismus zwischen Dexamethason- und
TNF-a-induzierten mRNA-Expression von - und y-ENaC-Untereinheit bewirkt (Daten nicht

aufgefihrt).
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Abb. 3.27: Der Einfluss von Ginsenosid Rg; HT-29/B6-GR-Zellen
Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Dexamethason (1 pM), TNF-a
(500 IU/ml), Ginsenosid Rgl (GinRg1) und als Positivkontrolle mit Endiandrin A (20 uM) fur
24 Stunden inkubiert. Der ENaC-vermittelte Na*-Transport wurde mittels Zugabe von Ami-
lorid (10’4 M) bestimmt. Ergebnisse sind als MW # s.e.m. angegeben, n=3-6, ***P<0.001
verglichen mit Dexamethason-Stimulation, *P<0.05 verglichen mit Dexamethason- und
TNF-a- Behandlung.

Die Vorversuche in der vorliegenden Arbeit deuten daraufhin, dass Ginsenosid Rg; entge-

gensetzt den Hoffnungen keine GR-modulierende Eigenschaften in HT-29/B6-GR-Zellen

aufzeigt. Des Weiteren wirkt Ginsenosid Rg; anscheinend nicht auf die GC-induzierbare

elektrogene Na*-Resorption unter entziindlichen Bedingungen.

3.14 Saikosaponin D

Untersuchung der Regulation des ENaC-vermittelten Na'-Transportes durch Saikosaponin D

Die Pflanzengattung Bupleurum (Apiaceae) wird ebenso wie Ginseng seit langer Zeit traditi-
onell in der asiatischen Medizin angewendet. In vielen angemischten Teerezepturen sind
Bupleurum-Wurzeln ein Hauptbestandteil, denen vor allem eine reinigende und entzin-
dungshemmende Wirkung zugeschrieben wird [51, 59]. Das Saikosaponin D, welches zu
den wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen gezahlt wird, weist GR-bindende Eigenschaft
auf [32]. Es war demnach interessant zu untersuchen, ob Saikosaponin D den

GC-modulierenden intestinalen, elektrogenen Na*-Transport durch den ENaC steuern kann.
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Ahnlich den Versuchsanordnungen in 3. 1. 3, wurde an der Zelllinie HT-29/B6-GR analysiert,
ob Saikosaponin D in der Lage ist, den ENaC zu aktivieren bzw. Einfluss auf den bereits
beschriebenen Synergismus von Dexamethason und TNF-a besitzt [165]. Der Amilorid-
sensitive Kurzschlussstrom wurde mittels Ussing-Experimenten nach einer 24-stiindigen
Behandlung mit Dexamethason (1 puM), TNF-a (500 IU/ml) und Saikosaponin D (1 uM) ermit-
telt. Die Konzentration von 1 uM Saikosaponin D wurde gewahlt, da bei héheren Konzen-
trationen leichte zytotoxische Eigenschaften beobachtet wurden (Daten nicht aufgefihrt).
Ebenso wie im Abschnitt des Ginsenosid Rg; (3. 1. 1. 4 ) wird daraufhingewiesen, dass es
sich hier aufgrund einer geringeren Probenanzahl nur um einen Vorversuch handelt. In der
Abbildung 3.28 A wird aber dennoch deutlich, dass Saikosaponin D sowohl in alleiniger
Zugabe, als auch in der Kombination mit Dexamethason und TNF-a, keinen Anstieg des Alsc
zu induzieren vermag (Abb. 3.28 A). Interessanterweise konnte bei einer langeren Inkubation
ein inhibitorischer Effekt nachgewiesen werden. Die Zellen wurden fur 48 Stunden mit
Dexamethason (1 pM) und Saikosaponin D (1 pM) behandelt. AnschlieRend ist der
Amilorid-sensitive Kurzschlussstrom in der Ussing-Kammer ermittelt worden. Die Daten
offenbaren ein Verminderung des Alsc von 0.40 + 0.05 pA/cm? unter Dexamethason auf
0.26 + 0.04 pAlcm? bei der Behandlung mit Dexamethason und Saikosaponin D
(Abb. 3. 28 B). Demgegeniber konnte durch zusatzliche 48-stiindige Endiandrin A-Stimu-
lation der induzierte-Dexamathason Kurzschlussstrom erhéht werden (Daten nicht gezeigt).
Mittels pGRE-Luc Reportergen-Assays wurde nochmals experimentell konfirmiert, dass
Saikosaponin D keinen Effekt auf eine GR-Transaktivierung hat (Daten nicht aufgeftihrt).

Durch diese aufgefuhrten Ergebnisse konnte eine GR-aktivierende Eigenschaft von Saiko-
saponin D und eine Beeinflussung des Synergismus von Dexamethason und TNF-a durch
Saikosaponin D in HT-29/B6-GR-Zellen ausgeschlossen werden. Saikosaponin D scheint

sogar den induzierten Dexamethason-Effekt nach langerer Behandlungsdauer zu inhibieren.
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Abb. 3.28: Der Einfluss von Saikosaponin D in HT-29/B6-GR-Zellen

Auf Filtern gewachsene, konfluente HT-29/B6-GR-Zellen wurden fir 24 Stunden hormon-
frei (hf) gesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Dexamethason (1 pM), TNF-a
(500 1U/ml), Saikosaponin D (Ssd) (1 uM) fur 24 (A) oder 48 (B) Stunden inkubiert. Der
ENaC-vermittelte Na'-Transport wurde mittels Zugabe von Amilorid (10'4 M) bestimmt. Er-
gebnisse sind als MW + s.e.m. angegeben, (A) n=2-6, "P<0.05 verglichen mit
Dexamethason- und TNF-a-Behandlung, (B) n=6-10, “P<0.01 verglichen mit unbehandel-
ter Kontrolle, “P<0.05 verglichen mit Dexamethason-Stimulation.
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3.2 Phytochemische Untersuchung von Bupleurum-
Extrakten

Als kleines Teilprojekt wurden in der vorliegenden Arbeit Bupleurum-Extrakte phytochemisch
untersucht. Die Gattung Bupleurum sp., zugehdrig der Pflanzenfamilie Apiaceae (Doldenbliit-
ler), ist hauptséchlich auf der nordlichen Hemisphéare vertreten und besitzt, wie bereits
berichtet, seit Jahrhunderten ein breites Anwendungsspektrum in der traditionellen asiati-
schen Medizin. Vor allem die Arten B. falcatum L. und B. chinensis DC. werden haufig fur
therapeutische MaRnahmen eingesetzt, wobei sich die Auswahl der Art je nach angewandter
Therapierichtung (koreanisch bzw. chinesisch) richtet. In Europa ist ebenso eine Spezies, die
B. falcatum L. s. str., beheimatet. Die Charakterisierung der einzelnen Spezies wird heutzu-
tage mittels Gensequenzierung durchgefiihrt [49, 50]. Nichtsdestotrotz sollte in der
vorliegenden Arbeit erforscht werden, mit welchem der verschiedenen beschriebenen Ex-
traktionsverfahren die wirksamkeitsbestimmenden Inhaltstoffe, die Saikosaponine, am
besten isoliert werden und somit flr weitere chemische Untersuchungen zur Verfligung
stehen kénnten. AuRerdem war interessant zu analysieren, wie sich beispielsweise die euro-
paische oder die chinesischen Bupleurum-Arten in Hinblick auf ihre Wirkstoffkonzentrationen
unterscheiden. Mittels chromatographischer Verfahren wurden verschiedene Extrakte und
Extraktionsmethoden miteinander verglichen. Die Ergebnisse dazu sind im Folgenden dar-

gestellt.

3.2.1 Dunnschichtchromatographie von Bupleurum-Extrakten und Ver-
gleich verschiedener Extraktionsmethoden

In der Literatur sind einige Extraktionsmethoden fiur die Isolierung der wirksamkeitsbestim-
menden Bupleurum-Saikosaponine beschrieben. Es wurden fir diese Arbeit funf
verschiedene Verfahren herangezogen, die bereits im Abschnitt 2. 2. 1. 1. erlautert worden
sind. Im Allgemeinen unterscheiden sich die Methoden im Extraktionsmittel und in der Ex-
traktionsdauer. Als Drogenmaterial wurden zum einen als Vertreter der europaischen
B. falcatum L. Spezies ein von der Universitdt Bonn beigesteuertes Pflanzenmaterial, zum
anderen bereits von einer Apotheke abgefiilite Wurzeln der B. chinensis DC. (entsprach dem
europaischen Arzneibuch) verwendet. Nachdem die Extrakte hergestellt worden sind, sind
sie zur qualitativen Analyse der Extrakte und zum Vergleich der unterschiedlichen
angewandeten Extraktionsverfahren auf Kieselgelplatten aufgetragen worden. AnschlieRend

wurden drei verschiedene Trennverfahren angewandt, die sich im gebrauchten FlieBmittel
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(FM) unterschieden. Die Abbildung 3. 29 behandelt Drogenmaterial der B. falcatum L.: Es ist
erkennbar, dass sowohl die unterschiedlichen angewandten Extraktionsverfahren als auch
die eingesetzten FlieBmittel unterschiedliche Ergebnisse hervorbringen.

A FlieRmittel 1 B FlieRmittel 2
SSd
R 2
SSd—»
SSa—»
SSc—»
SSc—»
Methode 1 2 3 4 5 Methode 1 2 3 4 5
C FlieRmittel 3
SSd—>
SSa —»
SSc —»
Methode 1 2 3 4 5

Abb. 3.29: Vergleich von verschiedenen Extraktions- und Trennverfahren von dem Pflanzenma-
terial der Bupleurum falcatum L.
Es wurden jeweils als Referenzsubstanzen Saikosaponin A (SSa), C (SSc) und D (SSd)
benutzt. Die Droge B. falcatum L. wurde mittels 5 verschiedener Extraktionsverfahren ex-
trahiert (Methode 1 bis 5). AnschlieBend sind die Extrakte gemeinsam mit den
Referenzsubstanzen auf Kieselplatten aufgetragen worden. Die Platten wurden unter
Kammerséttigung entwickelt. Das Detektionsmittel war ethanolisch-schwefelsaure DMAB-
Ldsung. Die Platten sind auf 105 °C erhitzt worden.
(A) FM 1 nach Tian et al. 2009 [168].
(B) FM 2 nach Japn. Pharmakopobe.
(C) FM 3 nach dem AB der chinesischen Medizin und Yen et al 1991 [170].
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Das FM 2 (Chloroform:Methanol:H,Opjgest, 30:10:1, Abb. 3. 29 B) erwies sich fur die Tren-
nung der bedeutenden Inhaltsstoffe als nicht optimal. Es zeigt sich, dass die Saikosaponine
A und D unter diesen Umstanden nicht genigend voneinander getrennt werden konnten.
Wurden die Kieselgelplatten mit dem FM 1 und 3 behandelt, wurde bei beiden eine gute
Auftrennung der Inhaltsstoffe erzielt. Insgesamt erschien jedoch das FM 3 (Ethylacetat:
Ethanol:H,Opigest; 8:2:1, Abb. 3. 29 C) als das geeignetste, da die polaren Stoffe besser auf-
getrennt wurden. Das FM 1 unterscheidet sich vom FM 3 in seiner Polaritat. Es ist aufgrund
der eingesetzten Ldsungsmittel (Dichlormethan:Ethylacetat:Methanol:H,Opigest, 30:40:15:3,
Abb. 3. 29 A) unpolarer und kann demnach nur eine unvollstéandigere Trennung der polaren
Stoffe erzeugen. Beim Vergleich der verschiedenen Extraktionsmethoden deuten die aufge-
zeigten Kieselplatten daraufhin, dass die Methoden 1 und 4 im Vergleich zu den drei
weiteren Verfahren offenbar ein schwéacheres Extraktionspotenial besitzen, da einige Banden
optisch schwacher erschienen. Um den Gehalt der Saikosaponine in den verschiedenen
Extrakten nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ analysieren zu kdnnen, mussten
nachfolgend weitere chromatographische Bestimmungsmethoden eingesetzt werden. Zu-
sammenfassend lasst sich Uber die Abb. 3. 29 sagen, dass sich flr die Isolierung der
Bupleurum-Inhaltsstoffe aus der B. falcatum L. die Methoden 2, 3 und 5 bzw. flr ein an-
schlielendes Trennverfahren der isolierten Inhaltsstoffe das FM 3 am besten eignen.
AbschlieBend wurde der qualitative Gehalt an Saikosaponinen von B. chinensis DC. unter-
sucht. In der Literatur ist beschrieben, dass die asiatischen Bupleurum-Spezies den
hochsten Gehalt an wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen aufweisen. Nachfolgend
wurden B. chinensis DC. und die europaische Art B. falcatum L. miteinander verglichen.
Mittels der Methode 4, die den geringsten Zeitaufwand darstellte, wurde die Droge B. chi-
nensis DC. extrahiert. Der Extrakt wurde auf die Kieselgelplatte aufgebracht, wo sich
zusatzlich die Referenzsubstanzen (Saikosaponin A, C und D) und die Extrakte der B. falca-
tum L. befanden. Die Platte wurde mit dem FM 3 entwickelt.

Obwohl nur die Methode 4 angewandt worden ist, war interessanterweise ein qualitativ hGhe-
rer Gehalt an Saikosaponin D aus der B. chinensis DC. feststellbar. Wie bereits erwéhnt,
scheint das Extraktionsverfahren nach dem chinesischen Arzneibuch fur die Isolierung von
Saikosaponinen, insbesondere dem bedeutenden Saikosaponin D, aus B. falcatum L. eher
ungeeignet. Dennoch wird im Vergleich ersichtlich, dass B. chinensis DC. erheblich héhere

Konzentrationen an Saikosaponinen aufweist.

-106-



Ergebnisse

AuRBerdem scheinen polare Inhaltsstoffe, die in der europaischen B. falcatum L. vorhanden
sind, nicht in der chinesischen Spezies vertreten zu sein (Abb. 3. 30). Mit dem Ergebnis der
hoheren Konzentrationen wirksamkeitsbestimmender Substanzen, kdnnte der generelle

Einsatz asiatischen Gattungen in der traditionellen Medizin begriindet werden.

Bup.fal.= B. falcatum L.
Bup.chin.= B. chinensis DC

Abb. 3.30: Vergleich von Bupleurum falcatum L. und Bupleurum chinensis DC.

Es wurden jeweils als Referenzsubstanzen Saikosaponin A (SSa), C (SSc) und D (SSd)
benutzt. Die Droge B. falcatum L. wurde mittels 5 verschiedenen Extraktionsverfahren ex-
trahiert (Methode 1 bis 5). Die Droge B. chinensis DC. wurde mittels der
Extraktionsmethode 4 extrahiert (Methode 4). AnschlieRend sind die Extrakte gemeinsam
mit den Referenzsubstanzen auf Kieselplatten aufgetragen worden. Die Platten wurden mit
dem FM 3 nach dem AB der chinesischen Medizin und Yen et al 1991 und unter Kammer-
sattigung entwickelt. Das Detektionsmittel war ethanolisch-schwefelsaure DMAB-LOsung.
Die Platte ist auf 105 °C erhitzt worden.
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4 Diskussion

4.1  Aktueller Stellenwert von pflanzlichen Glucocorti-
coidrezeptor-Modulatoren in der Therapie von
entzindlichen Erkrankungen

Eine Entzindung ist eine naturliche Abwehrreaktion des Immunsystems auf innere bzw.
aullere Reize mit der Funktion, die auf das Gewebe einfallende Stérung zu vernichten und
verursachte Gewebsschadigungen zu beheben. Unter physiologischen Bedingungen kann
eine Entzindungen relativ schnell abklingen. Jedoch kénnen ebenso, wenn die entzindli-
chen Herde nicht vollstandig ausheilen, chronische Formen entstehen. Dabei konnte bereits
gezeigt werden, dass einige Erkrankungen durch chronisch-entziindliche Prozesse eingelei-
tet werden, wobei das Krankheitsbild des Asthma bronchiale oder der chronisch-
entztndlichen Darmerkrankungen (CED) Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU)
beispielhaft zu erwahnen sind. In der westlichen Medizin werden Entziindungen mit ver-
schiedenen Wirkstoffklassen behandelt. Hierbei steht die Symptombekampfung, vor allem
die Schmerz- und Entziindungsunterdriickung, im Vordergrund. Gleichzeitig dient die schul-
medizinische Therapie aber auch dem Wohlbefinden eines jeden Patienten, denn das Leiden
im jeweiligen Krankheitsbild wird oft ertraglicher gemacht. Als anti-entziindliche bzw. immun-
supprimierende  Wirkstoffe ~werden hauptsachlich Klassen der nicht-steroidalen
Antiphlogistika (z.B. Metamizol oder Acetylsalicylsaure), Glucocorticoide (GC) (z.B. Dexame-
thason oder Beclometason) und monokolonale Antikdrper (z.B. Infliximab oder Rituximab)
eingesetzt [189]. Haufig wird allerdings beobachtet, dass eine schulmedizinisch-angesetzte
Therapie nicht den gewollten oder erhofften Therapieerfolg bewirkt.

Interessant ist, dass einige der entziindlichen Erkrankungen in der Haufigkeit erst seit Mitte
des 20. Jahrhunderts in Erscheinung traten, wovon die CEDs nur ein Beispiel sind [190]. In
dem Zusammenhang konnte mittlerweile in vielen Studien gezeigt werden, dass zusatzlich
oft Umweltfaktoren, medikamenttse Vorbehandlungen, Begleiterkrankungen und genetische
Pradispositionen eine Rolle bei der Entstehung entziindlicher Erkrankungen spielen. Zuneh-
mend ist zu beobachten, dass Mediziner ganzheitlich an eine Krankheit herangehen. Anders
als in der Schulmedizin sollen in der Komplementarmedizin, auch Alternativmedizin genannt,
die eigenen Selbstheilungskrafte aktiviert und die Ursachen der Erkrankung bekampft

werden. Vielerorts werden heutzutage beide Therapierichtungen miteinander kombiniert, um
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die Entzindung im Koérper zu heilen und gleichzeitig das Leiden des Patienten minimal zu
halten, was vor allem in akut-entziindlichen Schiben im Vordergrund steht. Haufig ist bei
chronisch-verlaufenden Formen eine medikamentdse Langzeittherapie nétig. Es kdnnen
daher im Laufe der Therapiedauer schwerwiegende Nebenwirkungen von schulmedizini-
schen Wirkstoffen auftreten. In der Forschung wird nun seit einigen Jahren das Ziel verfolgt
spezifische Medikamente zu entwickeln, welche einerseits die Entziindung wirkungsvoll
bekampfen und andererseits keine oder nur minimale Nebenwirkungen besitzen. Neben der
Suche nach neuen synthetischen Wirkstoffen ist schon langer insbhesondere das Interesse
an der Naturheilkunde gewachsen. Viele Studien behandeln bekannte und weniger bekannte
Heilpflanzen bzw. deren Inhaltsstoffe, welche die Stoffklasse der Entziindungshemmer er-
setzen konnten [191-193]. Zum Beispiel offenbarte sich Curcumin, ein Polyphenol aus der
Pflanze Curcuma longa L. (Papaveraceae, Mohngewachse), als effektives Antiphlogistikum.
An verschiedenen Zelllinien, u. a. Mono Mac 6 (eine humane Makrophagen-Zelllinie) und
ML-1a (eine humane Myelomzelllinie), konnte die Aktivitat des NF«B-Signalweges durch
Curcumin gehemmt werden. Zudem verursachte Curcumin eine Inhibition von TNF-o und
weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen [194, 195]. Diese anti-inflammatorischen Effekte
und ebenso ein geringes Nebenwirkungspotential begriinden mittlerweile den mdglichen
Einsatz von Curcumin bei entziindlichen Erkrankungen, wie den CED sowie auch bei be-
stimmten Krebsleiden [196-199].

Andererseits werden in den letzten Jahren auch immer haufiger Glucocorticoidrezeptor (GR)-
Modulatoren erforscht, wobei in der vorliegenden Arbeit im Folgenden ausschlielich auf die
pflanzlichen eingegangen wird. Der GR-Signalweg kann eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese entziindlicher Erkrankungen spielen. Die Zielsetzung der Forschung besteht
darin, GR-Modulatoren zu charakterisieren, welche den GR binden und folglich die entziind-
lichen Signalwege beeinflussen kénnten. Dabei sollten die GR-Liganden jedoch keine oder
nur geringe transaktivierende Wirkungen aufweisen, da diese hauptsachlich fir die Entste-
hung GC-assoziierter Nebenwirkungen verantwortlich sind. In der Literatur sind zwei
verschiedene Forschungsansétze zu finden. Zum einen beschreiben Studien pflanzliche GR-
Liganden ohne eine mogliche Wirkung der Pflanzenstoffe auf den GR-Signalweg aufzuzei-
gen. Zum anderen werden einige Inhaltsstoffe auch genauer in verschiedenen in vitro- bzw.
in vivo-Systemen charakterisiert. In HelLa-Zellen (eine humane epitheliale Zervixkarzinom-
zelllinie) konnte Sanguinarin, ein Alkaloid vorkommend beispielsweise im Schollkraut

Chelidonium majus L., den GR binden und anti-entziindliche Eigenschaften offenbaren.
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Dabei wurde weder eine GR- noch eine NFkB-induzierte Transkription ausgeldst [200]. Die
Betulinséure, eine Triterpencarbonsaure, héufig vorzufinden in Rinden der Familien Pla-
tanacea (Planatengewédchse) oder Betulaceae (Birkengewéchse) bzw. in Diospyros
leucomelas Poir. (Ebenaceae, Ebenholzgewéchse), erwies sich als potenter GR-Modulator,
konnte chronische Hautentziindungen verbessern und Carrageen- oder Serotonin-induzierte
murine Pfotentdeme inhibieren [201, 202]. Doch da sowohl Sanguinarin, als auch Betulin-
saure teilweise zytotoxische, apoptotische und anti-kanzerogene Wirkungen hervorrufen
kénnen, wurden in der vorgelegten Arbeit beide Stoffe flir weitere Analysen vernachlassigt
[203, 204]. In einigen Studien konnten nachgewiesen werden, dass Inhaltsstoffe aus den
asiatisch-traditionell-verwendeten Heilpflanzen Ginseng und Hasenohr (Bupleurum) ebenso
GR-induzierte Effekte bewirkten. In einem spéateren Abschnitt werden die Pflanzen und deren
Inhaltsstoffe hochmals im Detail erlautert (siehe Abschnitt 4.1.2.). Sundaicumon A und B,
polyprenlyierte Acylphloroglucin-Derivate aus Calophyllum sundaicum P.F.Stev (Clusiaceae,
Balsamapfelgewachse), sowie Ellipticin, ein Alkaloid aus Ochrosia moorei F.Muell.
(Apocyanaceae, Hundsgiftgewachse) zeigten eine GR-Bindungsaffinitat auf, welche mit
einem loslichen GR-Bindungsassay ermittelt worden ist. In Bezug auf den GR wurde bis zum
jetzigen Zeitpunkt jedoch fur beide Stoffe keine weiteren Forschungsergebnisse
vertffentlicht, was zum einen an der nur sehr schwachen Bindung der Sundaicumone und
zum anderen an der bekannten inhibierenden Wirkung des Ellipticines auf die DNA-
Topoisomerase |l liegen kdnnte [205, 206]. Ebenfalls ist der noch wenig charakterisierte
Pflanzeninhaltsstoff Endiandrin A als GR-Ligand beschrieben worden, jedoch sind gegen-
wartig keine zusatzlichen GR-induzierten Wirkungen bekannt [30].

Es wird ersichtlich, dass die Forschung in der Thematik der pflanzlichen GR-Modulatoren
noch in den Anfangen ist. Einige der charakterisierten Pflanzen scheinen zwar eine lange
Anwendungstradition in der anti-entziindlichen Therapie zu besitzen, eine GR-Wirkung ist
dennoch nur teilweise aufgeklart. Andere Pflanzen und deren Inhaltsstoffe sind neu entdeckt
und wenig bis gar nichts ist bekannt beziglich einer Beeinflussung des GR-Signalwegs. In
der vorliegenden Arbeit stand neben Ginsenosid Rg; aus dem Ginseng und Saikosaponin D
aus dem Hasenohr, vor allem das Endiandrin A im Fokus. Angesichts ihrer GR-
Bindungsaffinitat und teilweise bewirkten GR-Effekte wurde erforscht, inwieweit sie einen
GC-induzierten Signalweg, den intestinalen epithelien Na‘'-Kanal (ENaC)-vermittelten Na'-

Transport, steuern kénnen.
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4.1.1 Lignane der australischen Pflanze Endiandra anthropophagrum
DOMIN als Glucocorticoidrezeptor-Modulatoren

Endiandra anthropophagorum DOMIN ist eine ausschlie8lich in Australien beheimatete
Pflanze. Sie wird der Familie der Lauraceae, bzw. der Gattung Endiandra zugeordnet. Inte-
ressant ist, dass mehr als ein Drittel der bekannten Endiandra-Arten in Australien, neben
dem Sud-Ostasiatischen-und West-Pazifischen-Raum, zu finden sind (Maberley 1997). Die
Pflanze Endiandra anthropophagorum DOMIN fiel in einem Hochdurchsatz-Screening (High-
Throughput-Screening; HTS) nach potentiellen GR-Liganden auf. Neben bekannten Natur-
stoffen, wie Nectandrin B und (-)-Nordihydroguajaretsaure, wurden neue Inhaltsstoffe, das
Endiandrin A und B, im Wurzelextrakt der Pflanze gefunden und charakterisiert. Strukturell
sind Endiandrin A und B den Cyclobutan-Lignanen zuzuordnen. Die Stoffklasse der Lighane
zeichnet sich durch eine dimere Phenylpropanoide-Struktur aus. Viele Studien beschreiben
fur Lignane dstrogene bzw. anti-6strogene Wirkung, die den Einsatz in der phytotstrogenen
Therapie, u. a. bei Wechseljahres-Beschwerden, begriinden [207]. Lein, Linum usitatissimum
L. (Linaceae, Leingewéachse), und Sesam, Sesamum indicum L. (Pedaliaceae, Sesamge-
wachse) werden nicht nur in der Nahrungsmittelindustrie, sondern genauso in der
Alternativmedizin genutzt und waren hier nur beispielhaft zu erwéhnen. So wurde an den
humanen Chorionkarzinom-Zelllinien Jeg 3 und BeWo gezeigt, dass der Extrakt des Leins
deutlich den Ostrogen-und Progesteronhaushalt beeinflusst [208, 209]. Ebenso offenbarten
Inhaltsstoffe aus Sesamsamen, insbesondere Sesamin und Sesamolin, 6strogene und anti-
Ostrogene Eigenschaften [210]. Daneben werden Lignane auch als anti-entziindliche Wirk-
stoffe dargestellt. In RAW 264.7 Zellen, eine murine Makrophagen-Zelllinie, wurden
inflammatorische Signalwege durch Inhaltstoffe aus der Schwarznessel, Perilla frutescens
(L.) BRITTON (Lamiaceae, Lippenblitler), und dem chinesischen Eidechsenschwanz, Saur-
urus chinensis (LOUR.) BAILL. (Saururaceae, Eidechsenschwanzgewéchse), inhibiert [211,
212]. Ein Lignan, welches GR-bindende Eigenschaft aufweist, wurde allerdings erst kirzlich
publiziert.

Endiandrin A wird aufgrund seiner Bindungsaffinitat zum GR als pflanzlicher GR-Ligand
dargestellt [30]. Nichtsdestotrotz wurde jedoch bislang noch nicht untersucht, ob
Endiandrin A den Rezeptor in vitro bzw. in vivo aktivieren kann. In der vorliegenden Studie
wurde nun die GR-Funktionalitdit von Endiandrin A ermittelt. Es stellte sich heraus, dass
Endiandrin A den GR nicht nur binden, sondern auch die ENaC-Funktion in der humanen

Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29/B6-GR, sowie im Rattenkolon beeinflussen kann. Die Effekte
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von Endiandrin A auf die Regulation des ENaCs und die bei der Regulation involvierten
Sighalwege sind in der Abbildung 4. 3 veranschaulicht. Zudem wurde ein Wurzelextrakt der
E. anthropophagorum DOMIN untersucht und es zeigte sich, dass auch dieser in HT-29/B6-
GR-Zellen die ENaC-Funktion moduliert.

Nach Aktivierung des GRs kann sich zunachst ein GR-Dimer ausbilden, welcher anschlie-
Bend in den Zellkern transloziert und dort an spezifische DNA-Sequenzen, den
Glucocorticoid responsive elements (GRE), bindet. Die Bindung an den GRE hat zur Folge,
dass zum einen Transaktivierungen und zum anderen Transrepressionen von Zielgenen
induziert werden kénnen [213, 214]. Neue GR-Modulatoren sollten neben einem gewinsch-
ten anti-inflammatorischen Effekt keine transkriptionellen Wirkungen aufweisen, da diese vor
allem die Nebenwirkungen einer GC-Langzeittherapie bewirken [215]. Wie bereits erwahnt,
sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nur einige wenige pflanzliche GR-Modulatoren beschrieben.
Bei der Zusammenstellung der Liganden fallt auf, dass die meisten eine steroidartige Struk-
tur aufweisen, wodurch ihr Effekt auf den GR begriindet werden kdnnte. In der Abb. 4. 1 sind
einige pflanzliche Inhaltsstoffe dargestellt. Neben Ginsenosid Rg; (Gin-Rg,, Abb. 4. 1A) und
Saikosaponin D (SsD, Abb. 4. 1B), welche in einem spéateren Abschnitt vorgestellt werden,
weist ebenso Avicin D (Abb. 4. 1C) ein Steroid-Grundgerust auf [31, 32, 42, 216]. Avicin D,
ein pflanzliches Triterpenoid aus der australischen Pflanze Acacia victoriae BENTH. (Fab-
aceae, Hiulsenfriichtler), offenbarte an verschiedenen humanen Karzinomzelllinien GR-
modulierende Eigenschaften [216]. Allerdings besitzt Avicin D dazu apoptotische Effekte und
eine permeabilisierende Wirkung auf Zellmembranen, was einen Therapieeinsatz moglich-
erweise erschweren wird [217, 218]. Wie ersichtlich in der Abbildung 4. 1 wird, scheint
Endiandrin A hingegen ein spezieller GR-Ligand zu sein, da es eine eher untypische Struktur
aufweist (Abb. 4. 1D).
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Abb. 4.1: Pflanzliche GR-Liganden
(A) Ginsenosid Rg;.
(B) Saikosaponin D.
(C) Avicin D und G (entnommen aus Gutterman et al. 2005).
(D) Endiandrin A (enthommen aus Davis et al. 2009)

In Modellierungsstudien zu der Bindungsaffinitat (diente in der vorliegenden Arbeit nur als
Vorversuch und ist nicht extra aufgefihrt) von Endiandrin A zu einem Steroid-Rezeptor konn-
te jedoch tatsachlich eine Ligandenbindung festgestellt werden (Abb. 4. 2). Endiandrin A
weist mehrere stereogene Zentren auf und kann auf Grund dessen eine Bindung mit dem
Rezeptor eingehen. Interessant ist, dass Endiandrin B, strukturell nur in der Stereochemie
zum Endiandrin A verschieden, eine geringere Bindung zum Steroidrezeptor demonstrierte
(Abb. 1.2 und 4.2). In der Naturwissenschatft gibt es einige Beispiele (z.B. Glucose/Galactose
oder der Fall des Thalidomids), wo Stereoisomere, welche zwar eine gleiche Konstitution,
aber eine unterschiedliche raumliche Atomanordnung aufweisen, nur deshalb verschiedene
Wirkungen besitzen kénnen. Endiandrin B wurde wegen der Beobachtung einer geringeren

Bindung am Steroid-Rezeptor in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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Endiandrin A Endiandrin B

Abb. 4.2: Modellierung einer Steroid-Bindung von Endiandrin A und B
gemeinsam mit Prof. Dr. Wolber am Computer generierte 3D-Struktur, nur beispielhaft auf-
gezeigt und nicht weiter erwahnt in der vorliegenden Arbeit.

Es ist bekannt, dass die Funktion des GRs durch Phosphorylierungen moduliert wird
[13, 219]. Diesbeziiglich zeigten Studien zum humanen GR eine Korrelation zwischen
GR-Transaktivierung und einer Ser-211-Phosphorylation. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Phosphorylierung an der Position Ser-211 die nukleare Translokation des GRs und
somit die Transkription von GR-abhangigen Zielgenen induziert. Eine andere Modulation
wurde beispielsweise gefunden, wenn der GR an der Position Ser-203 phosphoryliert wurde.
Dann lag der Rezeptor ndmlich vorwiegend im Zytosol vor [13]. In der vorliegenden Arbeit
induziert Endiandrin A die GR-gesteuerte Transkription lediglich in einem geringen Mal3e
(nur 7% des Maximaleffektes von Dexamethason). Andererseits 16st es aber eine Phospho-
rylierung des Ser-211-GR aus. Diese Beobachtung erschien zunachst kontrovers, jedoch
vermuteten Wang und seine Arbeitsgruppe, dass die Ser-211-Phosphorylierung die Struktur
des GRs maodifizieren kénnte, um infolgedessen die Transaktivierung zu férdern [13]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schlieRen, dass Endiandrin A den GR ko-aktivieren
und dabei gleichzeitig GC-induzierte Effekte intensivieren kann. Es zeigte sich, dass Endi-
andrin A sowohl die GC-induzierte Proteinexpression des aktivierten Ser-211-GR als auch
die GC-induzierte Aktivierung eines GRE steigert, was folglich auf eine erhthte Transaktivie-
rung schliel3en lasst. Naturstoffe zeigen oft nicht dieselben Auswirkungen, bzw. nicht die-
selbe Starke der Auswirkungen, auf ein physiologisches System wie synthetische oder
korpereigene Stoffe. Allein die Publikation von Davis und seiner Arbeitsgruppe beziglich der
Charakterisierung von Endiandrin A weist schon daraufhin, dass Endiandrin A theoretisch

1000-mal hoher eingesetzt werden musste als ein synthetisches GC, um dennoch den GR
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binden und vielleicht auch GR-induzierte Wirkungen auslésen zu kdnnen. So Dexamethason
als Referenzsubstanz bei einer Konzentration von ca. 2 nM, Endiandrin A aber erst bei ca.
1 uM einen GR-bindenden Effekt auf [30]. Andererseits ist es aul3erst bemerkenswert, dass
der GR dennoch durch einen Pflanzeninhaltsstoff so beeinflusst wird, dass GC in ihrer Wir-
kung unterstitzt werden und dadurch eine hohere Wirksamkeit resultiert. In dem
Zusammenhang demonstrierte Endiandrin A ebenso die Fahigkeit, einen GC-gesteuerten
Signalweg zu modulieren. Das pflanzliche Cyclobutan-Lignan ist imstande, durch transkripti-
onelle Heraufregulierung der B-, bzw. y-ENaC-Untereinheit, den GC-induzierbaren ENaC-
vermittelten Na*-Transport zu steigern. Somit zeigt diese Arbeit erstmalig, dass ein Lignan
nicht nur den GR binden, sondern ihn auch steuern und basierend darauf ein GR-sensitives

physiologisches System regulieren kann.

4.1.1.1 Beeinflussung des intestinalen epithelialen Na*-Kanals durch Inhaltsstoffe
der Endiandra anthropophagorum DOMIN

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist mafRgeblich am intestinalen Elektrolyt-Transport
beteiligt. Eine ENaC-Dysregulation wird vor allem in dem Krankheitshild der chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen (CED) gefunden. Der erhebliche Elektrolytverlust ist hierbei
hauptséchlich auf Zytokin-induzierte pathologische Signalwege, welche den ENaC-
vermittelten Na*-Transport inhibieren, zuriickzufiihren [160, 220]. Mit Hilfe einer medikamen-
tosen GC-Therapie zeigt sich jedoch eine Verbesserung der Symptome, wobei GC und
TNF-a in dem Fall gemeinsam eine erhdhte ENaC-Aktivitat durch Heraufregulierung der
B- und y-ENaC-Untereinheiten bewirken [159, 164, 165]. Dieser Effekt wird durch Inhaltsstof-
fe aus der australischen Pflanze E. anthropophagorum DOMIN verstarkt. In der humanen
Kolonkarzinomzelllinie HT-29/B6-GR unterstiitzen die pflanzlichen Inhaltstoffe den Syner-
gismus von GC und TNF-a, was anhand der elektrophysiologischen Messungen in den
Ussing-Kammern ermittelt worden ist. Uberdies zeigte im Speziellen der Inhaltsstoff Endi-
andrin A an nativen Rattengeweben einen foérdernden Effekt. Bei Aufklarung der hier
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen offenbarte sich, dass Inhaltsstoffe der Pflan-
ze eine zusatzlich gesteigerte Expression der - und y-ENaC-Untereinheit induzieren. In der
Hinsicht schaffen die Endiandra-Wirkstoffe einen vollig neuen Denkansatz in der ENaC-
Forschung, denn in vielen Studien mit Pflanzeninhaltsstoffen wird eher ein hemmender
Einfluss auf den Kanal erhofft. Das héangt vor allem damit zusammen, dass es viele Unter-

suchungen zu Erkrankungen wie Bluthochdruck oder Mukoviszidose mit einer gestdrten
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ENaC-Regulation gibt. Die Krankheitsbilder weisen oftmals eine pathologisch erhohte Na*-
Konzentration im Blut auf, welche mit schulmedizinischen Arzneistoffen, beispielsweise
Aldosteron-Antagonisten, eingesetzt in der Bluthochdruck-Therapie, sowie in der Zukunft
ebenso mit pflanzlichen Alternativen behandelt werden konnten. Der Extrakt des Stachel-
beerbaumes, Phyllanthus acidus (L.) SKEELS. (Phyllantaceae), zeigte in der Zellkultur und
an nativen murinen Tracheengeweben die Charakteristik auf, lonenkanale wie den ENaC zu
beeinflussen und konnte infolgedessen eine mdgliche pflanzliche Alternative bei der Behand-
lung von Lungenerkrankungen sein [221]. Knoblauch, Allium sativum L. (Amaryllidaceae,
Amarillisgewachse), wird seit langem nicht nur als Gewirz, sondern auch als antithrombo-
tisch- und antibakteriell-wirkende Heilpflanze geschatzt [222]. Zudem demonstrierte erst
kirzlich eine Publikation, dass der Extrakt des Knoblauchs und der wirksamkeitsbestimmen-
de Inhaltsstoff Allicin den ENaC in ENaC-exprimierenden Eizellen inhibieren kénnen, was
wiederum den blutdrucksenkenden Effekt von Knoblauch erklaren konnte [223]. Das
Flavonoid Quercitin kann ebenso die ENaC-Aktivitdt reduzieren und eine anti-hypertensive
Wirkung an Salz-sensitiven Dahl-Ratten demonstrieren [224].

Wird in den aufgefihrten Erkrankungen ein blockierender Effekt gewiinscht, so sollte an-
dersherum bei einigen Darmkrankheiten eher ein stimulierender Effekt auf den ENaC
angestrebt werden. Bei Durchfallerkrankungen konnte namlich gezeigt werden, dass - und
y-ENaC-Untereinheiten inhibiert sind und der Kanal nicht seiner physiologischen Aufgabe
nachgehen kann [160, 162]. Auf Grund der beobachteten Induktion des intestinalen
GC-abhangigen ENaC-vermittelten Na'-Transports, konnten sich die Pflanzeninhaltstoffe der
E. anthropophagorum DOMIN fir eine Therapie von entzindlichen Durchfallerkrankungen
eignen. Hierflr ist von entscheidender Bedeutung, dass die Inhaltsstoffe die beiden wichti-
gen ENaC-Untereinheiten regulieren kénnen. Im Kolon ist eine gesteigerte Expression von
B- und y-ENaC-Untereinheit mit der entscheidende Faktor fiir den vermehrten Einbau des
Kanals in die apikale Membran und der nachfolgenden Na*-Resorption. Die a-Einheit wird im
Kolon, ganz anders als in der Niere, nur konstitutiv exprimiert und durch die hier untersuch-
ten Stimulanzien nicht, bzw. nur geringfiigig reguliert. Auffallend war in der Arbeit, dass im
Allgemeinen die B-ENaC-Untereinheit scheinbar immer stérker durch Endiandrin A oder den
Extrakt induziert wurde als die y-Untereinheit. Der Grund daflir konnte hier nicht im Detail
geklart werden und auch in der Literatur finden sich keine Ansétze, die zur Aufklarung dieses
beobachteten Effektes beitragen konnten. In einigen Studien zeigte sich aber ein Zusam-

menwirken von dem IkBa-Kinase-Komplex (IKK), im Speziellen der Untereinheit IKK- und
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der B-ENaC-Untereinheit. Die Aktivierung des IKKs kann den Inhibitor von NFkB, IkBa,
phosphorylieren und somit seine blockierende Funktion aufheben. Daneben kann IKK-f den
Amilorid-sensitiven Kurzschlussstrom beeinflussen, indem es zum einen mit dem
C-Terminus der B-ENaC-Untereinheit interagieren und zum anderen den Abbau des ENaCs
verhindern kann [225, 226]. Da GC den entzundlichen NFxB-induzierten Signalweg hem-
men, konnte man nun gegebenenfalls annehmen, dass der molekulare Weg, welcher den
B-ENaC betrifft, starker ausgepragt ist. Auf diese Thematik wird auch noch mal spater im
Abschnitt 4. 1. 1. 1. 3 eingegangen.

Sehr bedeutend ist es, dass die Inhaltsstoffe der E. anthropophagorum DOMIN auch Wir-
kungen an nativen Darmpréparaten (Rattenkolon) ausiben konnen. Oft werden bei
pflanzlichen Inhaltsstoffen zwar Effekte in der Zellkultur, aber leider keine an nativen Darm-
praparaten beobachtet. Durchaus sind die Auswirkungen von Endiandrin A auf die ENaC-
vermittelten Na*-Resorption in Rattendarmen nicht im selbem AusmaR zu beobachten wie in
der Kolonkarzinom-Zellkultur. Man muss hierbei jedoch beachten, dass im Rattenmodell der
Amilorid-sensitive Strom generell intensiver ausféllt und der ENaC schneller und starker
durch Stimulanzien induziert wird. So wurde beobachtet, dass eine GC-Inkubationszeit von
6 bis 8 Stunden ausreicht, um den Kurzschlussstrom maximal zu induzieren [162]. Generell
sollten Studien mit nativen Gewebekulturen nicht langer als 14 - 20 Stunden angesetzt wer-
den, da sonst die Gefahr einer Induktion von apoptotischen Signalwegen, bzw.
Barrierestdrungen resultiert. Im Gegensatz dazu sollte die Kolonkarzinom-Zelllinie mindes-
tens 24 Stunden und langer mit den Stimulanzien behandelt werden, um signifikante Effekte
zu erzielen. Es wird nun angenommen, dass die Endiandra-Wirkstoffe im nativen Rattenko-
lon einerseits auf Grund der verkirzten Inkubationszeit und andererseits auf Grund der
bereits starken GC-Wirkung per se nicht die gleichen relativen Effekte auf den Na'-Transport
wie in der Zellkultur austiben kénnen.

Die transkriptionelle Regulation des intestinalen ENaCs wird, auf3er durch GC und Minera-
locorticoide (MC), auch durch die essentielle kurzkettige Fettsaure Butyrat gesteuert. So ist
gezeigt worden, dass Butyrat die Transkription der y-ENaC-Untereinheit im Kolon induziert.
Die Na'-Resorption kann jedoch hierbei nur bei zeitgleichem Vorliegen einer Steroidstimula-
tion gesteigert werden [99]. Da Endiandrin A die Wirkungsweise eines GCs intensiviert, ruft
es nun ebenso eine Steigerung der Butyrat-induzierten y-ENaC-Stimulation hervor. Das
Zusammenspiel zwischen GC, TNF-a und Endiandrin A konnte sich dadurch erneut intensi-

vieren. Die Fettsaure Butyrat ist zudem befahigt, im Kolon apoptotische und entzindliche
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Mechanismen zu hemmen [94-96]. Inhaltsstoffe aus dem Knoblauch zeigten in dem Zusam-
menhang in HT-29-Zellen einen unterstitzenden Effekt [227]. Es kdnnte vermutet werden,
dass Endiandrin A ebenso diese Butyrat-Wirkung intensiviert, um so beispielsweise entziind-
liche Auswirkungen von Zytokinen zu verringern. Der Ansatz zu einer angenommenen anti-
entziindlichen Wirkung von Endiandrin A wird im folgenden Abschnitt genauer diskutiert
(4.1.1.1.1). Erstmalig schafft diese Studie einen Uberblick, wie die australische Pflanze
E. anthropophagorum DOMIN mit ihrem Wirkungspotential in der Behandlung von entzindli-
chen Darmerkrankungen, die mit einer gestdrten ENaC-vermittelten Na’-Resorption

einhergehen, eingesetzt werden konnte.

4.1.1.1.1 Rolle der INK im Endiandrin A-abhangigen Signalweg

Die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) gehdrt zu der Familie der mitogen-activated protein
kinases (MAP-Kinasen), welche durch verschiedene Stressfaktoren, u. a. Zytokine wie
TNF-o, initiiert wird. Mehrfach zeigten vorangegangene Studien, dass die Aktivierung des
JNK-Signalweges die transkriptionelle Aktivitat des humanen GRs beeintrachtigen kann. Die
Anregung der JNK fihrt zur Phosphorylierung am GR und zu posttranskriptionellen Modifika-
tionen, die nachfolgend die Translokation und generell die Funktion des Rezeptors hemmen
[178, 179]. Rogatsky und seine Arbeitsgruppe berichteten davon, dass die Phosphorylierung
am Ser-246-GR ausschlaggebend fir die Hemmung der GR-vermittelten transkriptionellen
Aktivitat sei [179]. Bei chronisch entziindlichen Erkrankungen wird heutzutage haufig eine
GC-Resistenz beobachtet, wobei beispielsweise Patienten nicht oder nur ungenigend auf
eine applizierte GC-Therapie ansprechen. Eine anhaltende Stimulation von entziindlichen
Signalwegen, im Speziellen der JNK, kénnten mitunter an der Entstehung einer solchen
Resistenz beteiligt sein. Wird JNK permanent aktiviert, beispielsweise durch TNF-a, kann
dadurch die Funktion des GRs gestort und die Wirkung von endogenen oder exogenen GC
beeintrachtigt sein. Die Inhibition der JNK wirde sich in dem Zusammenhang als therapeuti-
sches Ziel eignen, um eine Normalisierung der GR-Funktion hervorzurufen [178]. In dieser
Studie ist beobachtet worden, dass der ENaC-vermittelte Na‘-Transport unter GC- und
TNF-a-Stimulation durch Inkubation mit dem JNK-Inhibitor SP600125 zunahm. AnschlieRend
ahnelte der ermittelte Kurzschlussstrom stark dem von Endiandrin A und gleichzeitiger GC-
und Zytokin-Behandlung. Zudem konnte Endiandrin A eine Intensivierung des nuklearen
GR-Signals bewirken, was mittels GR-Immunofluoreszenzfarbung ersichtlich wurde. Die
Daten dieser Arbeit deuten daher darauf hin, dass Endiandrin A, &hnlich wie SP600125, die
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JNK-Aktivierung inhibieren kann. Infolgedessen wird der blockierende Einfluss der JNK auf
den GR aufgehoben, was wiederum die Translokation des GRs erleichtert und den Syner-
gismus von GC und TNF-a starkt, bzw. untersttitzt. In der Literatur sind neben Endiandrin A,
weitere pflanzliche JNK-Inhibitoren beschrieben. Silymarin, ein Flavonoid aus der Mariendis-
tel, Silypbum marianum (L.) GAERTN. (Asteraceae, Korbblutler), inhibierte in der humanen
Makrophagenzelllinie U-937 die TNF-a-induzierte JNK-Aktivierung [228]. Ebenso hemmen
Inhaltsstoffe der asiatischen Pflanze Orostachys japonica (MAXIM.) A.BERGER (Crassi-
aceae, Dickblattgewéachse) die JNK in murinen RAW 267.7 Zellen [229]. Das bereits
erwahnte Curcumin der Curcuma longa L. verbesserte eine Kollagen-induzierte Arthritis,
einem Mausmodel der Rheumatoiden Arthritis, wobei dieser Effekt u. a. auf die Inhibierung
der IJNK zuriickgefiihrt worden ist [230]. Interessant ist, dass Endiandrin A und Curcumin
ahnliche chemische Strukturen aufweisen, denn beide besitzen dieselben aromatischen
Substituenten (Abb. 4. 3). Weitere Untersuchungen muissten in dem Zusammenhang folgen,
um zu klaren, inwieweit eine bestimmte chemische Struktur ausschlaggebend fur eine JNK-

Inhibierung ist.
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Abb. 4.3: Pflanzliche JNK-Inhibitoren
(A) Curcumin (entnommen aus Mun et al 2009).
(B) Endiandrin A (entnommen aus Davis et al. 2009)

Die vorgestellten pflanzlichen JNK-Inhibitoren scheinen inflammatorische Signalwege zu
hemmen, indem sie die JNK-MAPK blockieren. Bei keinem ist jedoch eine Verbindung zu
dem GR hergestellt worden. Endiandrin A inhibiert zwar die JNK, wodurch sich die
GR-Funktion normalisiert, dennoch ist in dieser Arbeit im Speziellen kein anti-entzindlicher
Mechanismus analysiert worden. Zukunftig soll demnach auch untersucht werden,

ob Endiandrin A eine Entziindung im Gewebe bekdmpfen kann. Hierfir sind einige
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in vitro- und in vivo-Experimente in Planung, welche eine anti-inflammatorische Wirkung von
Endiandrin A offenbaren sollen.

Ein weiterer, sehr kritisch anzusehender Punkt muss ebenfalls in spateren Untersuchungen
geklart werden. Endiandrin A besitzt die Eigenschaft, GC in ihrer Wirkung zu unterstitzen.
Die beobachtete Steigerung der GR-Translokation fuihrt zur Transaktivierung GR-sensitiver
Zielgene. Im hier vorliegenden Fall kommt es durch die Beeinflussung der JNK und des GRs
letztendlich zu einer Erh6hung der ENaC mRNA Untereinheiten und zu einer Steigerung des
ENaC-vermittelten Na'-Transports. In der medikamentdsen Langzeittherapie mit GC resultie-
ren jedoch oftmals durch den Wirkmechanismus der Transaktivierung schwerwiegende
Nebenwirkungen, wie die Entstehung von Diabetes mellitus oder Osteoporose. Auf alle Falle
muss analysiert werden, inwieweit Endiandrin A in einem Entziindungs- bzw. CED-Modell
GC-assoziierte Nebenwirkungen beeinflusst. Allerdings sollte hierbei unbedingt zwischen
physiologischen und synthetischen GC differenziert werden. Kann Endiandrin A beispiels-
weise in einer CED die Wirkung des koérpereigenen Cortisols verstarken, ware es eine
bedeutende Beobachtung. In einem solchem Fall ware es dann unnétig, eine zusatzliche
Steroid-Therapie anzuordnen. Unter einer 100-fachen GC-Dosisreduktion zeigt Endiandrin A
dennoch einen sehr starken Effekt auf ein GC-sensitives System. Es muss aber noch geklart
werden, ob Endiandrin A in der Therapie mit synthetischen GC metabolische Wirkungen
bestarkt und daraus intensivierte Nebenwirkungen resultieren kdnnen.

In dieser Arbeit wird ersichtlich, dass Endiandrin A zu der Gruppe pflanzlicher JNK-
Inhibitoren gezahlt werden kann. Diese entdeckte Eigenschaft hat eine entscheidende Aus-
wirkung auf das hier untersuchte GC-sensitive ENaC-System.

4.1.1.1.2 Rolle der p38 und ERK im Endiandrin A-abhangigen Signalweg

Bei einer CED-assoziierten Diarrhde wurde beobachtet, dass es innerhalb kirzester Zeit
nach GC-Einnahme zu einem Riickgang der massiven Wasser- und Elektrolytausscheidung
kommt [164]. Die resorptionssteigernde Wirkung von GC kann auf ein Zusammenspiel mit
dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-o zurtickgefuhrt werden [165]. Es zeigte sich, dass
TNF-a ein gesteigertes GR-Gesamtlevel induziert, indem es uber die Aktivierung der p38-
MAPK eine Verlangerung der GR mRNA-Halblebenszeit und somit eine Stabilisierung der
MRNA bewirkt. Schon von einigen Arbeitsgruppen wurden nach Aktivierung des p38-
Signalweges Verédnderungen in der mRNA-Stabilitat beobachtet [231, 232]. So konnte bei-

spielsweise in humanen Fibroblasten-dhnlichen Synoviozyten (FLS) die Zytokin-induzierte
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Stabilisierung der Interleukin (IL)-6 mMRNA mittels SB202190, einem spezifischen p38-
Inhibitor, gehemmt werden [233]. Andere Publikationen verweisen sogar auf einen
TNF-o-Effekt, welcher zu Stabilisierungen von mRNA fihren kann [234, 235]. Von wesentli-
cher Bedeutung in der vorliegenden Arbeit ist, dass Endiandrin A die p38-MAPK
zeitabhangig aktiviert, wobei die p38-Phosphorylierung durch GC und TNF-a synergistisch
verstarkt wird. Folglich steigt der zellulare GR-Gehalt, sowohl auf mRNA- als auch auf Pro-
teinebene an, was wiederum die GC-Wirkung unterstutzt.

Obwohl in der Arbeit nicht untersucht, konnte Endiandrin A moglicherweise die MAPK-
Phosphatase (MPK)-1 inhibieren. Die MPK-1 reguliert Gber Dephosphorylierungs-Reaktionen
die MAPK-AKktivitaten, vor allem die der p38 und der JNK. Durch Hemmung der Phosphatase
kommt es zu einer verlangerten Phosphorylierung der MAPKSs, wie sie interessanterweise
auch unter dem Einfluss von Endiandrin A festzustellen war [236-238]. In der Literatur ist ein
weiterer Pflanzeninhaltsstoff beschrieben, welcher eine hemmende Wirkung auf die MPK-1
austben kann. Vogt und seine Arbeitsgruppe identifizierten das Alkaloid Sanguinarin, einen
bereits erwahnten Inhaltsstoff des Schoéllkrauts Chelidonium majus L., als einen MKP-1-
Inhibitor in HelLa-Zellen [239]. Weitere Experimente sollen gegebenenfalls folgen, um den
vermuteten Einfluss von Endiandrin A auf die MPK-1 genauer zu untersuchen.

Neben p38 kann ebenso die extracelluar-signal regulated kinase (ERK)-MAPK die ENaC-
Funktion beeinflussen [122, 182]. Verschiedene Publikationen demonstrierten, dass eine
ERK-vermittelte Phosphorylierung der B- und y-ENaC-Untereinheiten die Interaktion zwi-
schen der Ubiquitinligase Nedd4-2 und dem Kanal erleichtert. Nachfolgend wird der Abbau
des ENaCs eingeleitet, was letztendlich zu einer Erniedrigung der elektrogenen Na'-
Resorption fuhrt [122, 240, 241]. Unter einer Endiandrin A-Behandlung konnte eine starke
Aktivierung des ERK-Signalweges festgestellt werden. Moéglicherweise behindert gerade
dieser Effekt die Eigenwirkung von Endiandrin A, einen Einfluss auf den GC-sensitiven
ENaC-vermittelten Na*-Transport zu besitzen. Es ist vorstellbar, dass die Endiandrin A-
induzierte ERK-Phosphorylierung vermehrt den Abbau des Kanals durch die Ligase Nedd4-2
bewirkt. Dabei genugt der Effekt von Endiandrin A, u. a. auf die p38- oder JNK-
Signalkaskade, aber dennoch, um eine Steigerung der elektrogenen Na*-Resorption gegen-
uber einer alleinigen GC und TNF-a-Behandlung zu verursachen. Interessant ist, dass die
Inkubation mit U0126, einem spezifischen MEK/ERK-Inhibitor, den ENaC-vermittelten Na'-
Transport und die Genexpression der y-ENaC-Untereinheit erneut ansteigen liel3. Vermutlich

werden die anderen beiden MAPK-Signalwege durch die ERK-Hemmung verstérkt, so dass
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Endiandrin A einen noch gravierenden Einfluss auf das ENaC-System austiben kann. Einige
Studien untermauern diesen angenommenen Zusammenhang, denn oftmals geht die Inhi-
bierung der einen MAPK gleichzeitig mit einer Induktion einer anderen einher [242].

Die intensive Endiandrin A-induzierte ERK-Aktivierung kann ein erneuter Hinweis darauf
sein, dass Endiandrin A eine Wirkung auf die Phosphatase MKP-1 besitzt. Neben dem Ein-
fluss auf die p38- und JNK-Funktion, vermag MKP-1 ebenso ERK zu dephosphorylieren und
damit zu inaktiveren [243]. Ein enges Zusammenspiel zwischen ERK und MKP-1 wurde
bereits von einigen Autoren beschrieben. So zeigten Liao und seine Arbeitsgruppe an
Bauchspeicheldriisen-Gewebebiopsien, dass eine MKP-1-Hemmung zu einer erhéhten ERK-
Aktivierung fuhrt [244]. Des Weiteren verursachte die erhéhte ERK-Phosphorylierung in der
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinie CL3 eine Degradierung von MKP-1, welche
durch das Ubiquitin-Proteasom-System eingeleitet wurde [245].

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Endiandrin A den Synergismus zwischen GC
und TNF-a verstarkt, indem es die Aktivierung von p38 steigert und damit nachgeschaltete
Signalwege, im Speziellen die der GR- und ENaC-Gen- und Proteinexpression beeinflusst.
Zudem konnte Endiandrin A als potenter ERK-Aktivator identifiziert werden. Beide Eigen-
schaften haben eine wesentliche Bedeutung fiir den Effekt von Endiandrin A auf das GC-

sensitive ENaC-System.

4.1.1.1.3 Rolle der Sgk-1 im Endiandrin A-abhangigen Signalweg

In der vorliegenden Studie konnte ein erheblicher Anstieg der serum- and GC-regulated
kinase (sgk)-1 festgestellt werden. Diese Beobachtung unterstiitzt die Vermutung auf ein
Mitwirken der Ligase Nedd4-2 im Wirkmechanismus von Endiandrin A. Es ist beschrieben,
dass die Serin/Threonin-Kinase Sgk-1 Nedd4-2 dephosphoryliert und in der Folge dadurch
die Ubiquitinierung, bzw. Degradierung der Ligase ausgeldst wird [183, 185]. Frihere Stu-
dien beobachteten eine Corticosteroid-induzierte Zunahme der Sgk-1 mRNA, was mit einem
Anstieg des ENaC-vermittelten Na'-Transports in Nierenzellen einherging [183, 246]. Inte-
ressanterweise deckten Itiani und seine Arbeitsgruppe ein wenig spater auf, dass
Glucocorticoide die Genexpression der Sgk-1 mittels der Aktivierung eines GRE in der
5’-flankierenden Region des Sgk-1-Gens stimulieren kénnen [184]. Die Daten der vorliegen-
den Arbeit unterstiitzen diese Beobachtung, da auch hier GC einen Anstieg der Sgk-1 mRNA
induzieren, was wiederum durch die Inkubation mit TNF-a gesteigert und durch Endiandrin A

abermals intensiviert wird.
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Zudem wurde berichtet, dass die p38-MAPK Sgk-1 beeinflussen kann. In der humanen
Hepatoma-Zelllinie HepG2 erhdhte die p38-Aktivierung die Sgk-1-Expression [187]. Daruber
hinaus verursachte die Stimulation des p38-Signallwegs eine Zunahme der Sgk-1-
Promotoraktivitdt in NMuMg-Zellen, einer murinen Mammaepithel-Zelllinie [186]. In der vor-
gelegten Studie fuhrte die Inhibition von p38 (mit SB201290) zu einer Abnahme der Sgk-1-
Expression, was zur Erniedrigung des ENaC-vermittelten Na*-Transports durch Ubiquitinie-
rung der ENaC-Untereinheiten via Nedd4-2 beigetragen haben konnte. Andererseits kann
das nicht die beobachtete, verminderte Genexpression der y-ENaC-Untereinheit erklaren,
welche bei p38-Inhibierung eintrat. Aber der Inhibitor SB201290 regulierte auch das Ge-
samtproteinlevel des GRs herab. Somit kdnnte man daraus folgern, dass die Hemmung der
elektrogenen Na'-Resorption auf Grund dieser zwei parallel ablaufenden Signalwege ent-
steht. Ferner konnte ebenso TNF-a alleine eine Zunahme der Sgk-1 mRNA induzieren,
wobei die Genexpression nochmals durch Endiandrin A verstarkt wurde. Dies konnte auf
eine Stabilisierung der Sgk-1 mRNA hindeuten, was auch mit anderen Berichten Uberein-
stimmen wirde. So wurde beispielsweise von Meng und seiner Arbeitsgruppe eine erhdhte
sgk-Genexpression in der Cholangiokarzinom-Zelllinie KMCH-1 beobachtetet, die Uber eine
Aktivierung von p38 durch Zytokinstimulation eingeleitet worden ist [247].

Nicht nur p38 vermag Sgk-1 zu beeinflussen, sondern auch ERK kann die Kinase aktivieren
[188]. Andererseits wurde zudem erst kiirzlich berichtet, dass eine Uberexpression von
Sgk-1 die ERK-Aktivierung in priméaren murinen Hepatozyten steigerte [248]. Die hier vorlie-
genden Daten zeigen einen deutlichen Rickgang in der Sgk-1-Expresssion unter der
Behandlung mit U0126 (ERK-Inhibitor), was in der Tat auf eine funktionelle Wechselwirkung
zwischen der ERK- und Sgk-1-Signalkaskade hindeutet. Interessanterweise hatte die U0126-
induzierte Abnahme des Sgk-1-Expressionslevels keinen inhibitorischen Einfluss auf die
ENaC-vermittelte Na'-Resorption, sowie auf die Genexpression der y-ENaC-Untereinheit.
Vielmehr konnte sowohl bei dem einen als auch bei dem anderen eine Steigerung erzielt
werden, welche durch eine verbesserte p38-Aktivierung zustande gekommen sein kdnnte.
Demzufolge ist die Sgk-1 ein wichtiger Faktor im Wirkmechanismus von Endiandrin A, da die

Kinase einerseits vom GR, andererseits auch von der p38- und ERK-MAPK beeinflusst wird.
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Abb. 4.4: Schema zu den Effekten von Endiandrin A auf die ENaC-abh&ngige Na'-Resorption
Das Cyclobutan-Lignan Endiandrin A beeinflusst die ENaC-Funktion im Kolon. Dabei spie-
len die MAPK p38, ERK und JNK eine entscheidende Rolle. Die TNF-a-induzierte JNK-
Aktivierung, welche in der Literatur beschrieben wurde den GR negativ regulieren zu kén-
nen, wird durch Endiandrin A gehemmt. Zuséatzlich bewirkt Endiandrin A gemeinsam mit
TNF-a eine verlangerte Phosphorylierung von p38, was zum einen die GR mRNA stabili-
siert und zum anderen das GR-Proteingesamtlevel steigert. Endiandrin A fordert die
Dexamethason-induzierte nukledre Translokation des GRs. Dadurch kommt es zu einer
erhbhten GRE-Transaktivierung sowie zu einer verstarkten Genexpression der p- und
y-ENaC-Untereinheiten und der Sgk-1. Zudem aktiviert Endiandrin A ERK, wobei sich die-
se Regulation negativ auf die ENaC-Funktion auswirkt. Grau-gestrichelte Linien zeigen
Signalwege, die den ENaC in seiner Funktionsweise inhibieren

Der Vollstandigkeit halber sollen hier zwei weitere, moglicherweise entscheidende Signalwe-
ge nur kurz erwdhnt werden. In der humanen embryonalen Nieren-Zelllinie 293T erwies sich
Sgk-1 als ein Negativ-Regulator der JNK [249]. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen
dieser Arbeit. Die erhohte Sgk-1-Expression konnte den Zytokin-induzierten JNK-Signalweg
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zusatzlich inhibieren, wodurch der Synergismus zwischen den Stimulantien, GC, TNF-a und
Endiandrin A, verstarkt wirde.

Ebenso wurde berichtet, dass sgk Wirkungen auf die bereits erwahnte IKK-p-Signalkaskade
besitzt (Abschnitt 4. 1. 1. 1.). An humanen Mammakarzinom-Zellen MDA231 offenbarte sich
IKK-B als Target von sgk [250]. Inwieweit die Sgk-1 IKK-B ebenso zu aktivieren vermag,
misste in Folgeexperimenten analysiert werden. Nichtsdestotrotz kénnte dieses funktionelle
Wechselspiel von Bedeutung sein. Wirde die Sgk-1 die IKK- vermehrt phosphorylieren,
kann IKK-B einen aktivierenden Einfluss auf den ENaC, im Speziellen auf die B-Untereinheit
und auf die Ligase Nedd4-2, ausiiben [225, 226]. Man hatte durch diese Erkenntnis mdglich-
erweise einen noch tieferen Einblick in das Zusammenspiel von GC und TNF-a, bzw.
Endiandrin A.

4.1.2 Inhaltstoffe aus Panax ginseng C.A.MEY und Bupleurum falcatum L.
als Glucocorticoidrezeptor-Liganden

Die Heilpflanzen Ginseng (Panax ginseng C.A.MEY, Araliaceae, Araliengewéachse) und
Bupleurum (Bupleurum falcatum L., Apiaceae, Doldenblitler) genieRen beide eine lange
Anwendungstradition in der asiatischen Medizin. Interessant ist, dass sowohl die eine als
auch die andere Pflanze haufig fur die Therapie entzindlicher Erkrankungen verwendet wird.
Bei Aufklarung der molekularen Mechanismen demonstrierten deren Inhaltsstoffe anti-
inflammatorische Eigenschaften, wodurch Signhalwege, wie beispielsweise der des NFkB, in
ihrer Funktion gehemmt werden [41, 59, 60, 251]. Hierbei wurde dem Inhaltsstoff des Gin-
sengs Ginsenosid Rg; (GinRg;) und dem des Bupleurums Saikosaponin D (SsD) die
Hauptwirkungen zugeschrieben. In der Struktur besitzen beide ein Cso-Steroidgerist, was
ahnlich dem der physiologischen Corticosteroide ist. Einige Arbeitsgruppen zeigten fir die
Inhaltsstoffe Bindungsaffinitaten zum GR auf [29, 32, 42]. Dies konnte vermutlich den anti-
entzindlichen Effekt von GinRg; und SsD begriinden. In dieser Studie wurden nun beide
Stoffe analysiert, inwieweit sie ein GC-abhangiges System, im Speziellen die intestinale GC-
sensitive elektrogene Na'-Resorption, beeinflussen kénnen.

Ginsenosid Rg; ist als ein Inhibitor von inflammatorischen Signalwegen charakterisiert wor-
den. Erst kirzlich wurden in in vivo-Entziindungsmodellen, wie den murinen Zymosan-
induzierten Pfotenddem, anti-entziindliche Eigenschaften belegt [31]. Dabei verweisen Publi-

kationen auf einen GR-bindenden Effekt [29, 31, 42]. Interessant ist, dass GinRg;
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anscheinend zwar eine nukledre Translokation des GRs bewirkt, aber dabei nur transrepres-
sorische und keine transaktivierenden Wirkungen hervorgerufen werden. Transaktivierende
Effekte bedingen zumeist die GC-assoziierten Nebenwirkungen einer GC-Langzeittherapie.
Ginseng, im Speziellen der Inhaltsstoff GinRg;, kénnte demnach ein potentieller Kandidat
sein um die schulmedizischen GC, wie Dexamethason, in der anti-entztindlichen Therapie zu
ersetzen.

Nichtsdestotrotz wurde GinRg; hier getestet, ob es mdglicherweise auch eine Wirkung auf
den GR der hier verwendeten Kolonkarzinom-Zellen bzw. auf die intestinalen ENaC-
vermittelte Na’-Resorption besitzt. Die vorliegenden Vorversuche (Vorversuche auf Grund
geringer n-Zahlen) zeigen, dass GinRg; keine GR-Transaktivierung induziert und keinen
aktivierenden Effekt auf das ENaC-System in der Zelllinie HT-29/B6-GR ausubt. Das ist in
der Hinsicht duRerst bedeutsam, da in fast allen Vero6ffentlichungen die Aktivierung eines
GRE dargelegt wurde [29, 31]. Ob die GR-bindende Eigenschaft sich nur auf einige in vitro-
Systeme beschrankt, muss nachfolgend geklart werden. Die vorliegenden Vorversuche
deuten sogar an, dass GinRg; den Synergismus zwischen GC und TNF-o abschwécht.
Wohimdglich kénnte diese Beobachtung von zwei berichteten Eigenschaften abgeleitet
werden. In der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 zeigte GinRg; einen inhibitori-
schen Einfluss auf die MAPK p38, ERK und JNK [31]. Alle drei MAPK besitzen im
Synergismus von GC und TNF-a wichtige Funktionen. Werden diese jedoch durch GinRg;
moduliert, kdnnte moglicherweise die elektrogene Na'-Resorption negativ beeinflusst wer-
den. Des Weiteren konnte in murinen Hepatomazellen FTO2B eine GinRg;-induzierte
Reduzierung des GRs nachgewiesen werden, was ebenso Folgen flir den Synergismus
haben kénnte [29]. Demnach eignet sich Ginseng nach den Ergebnissen unserer Studie
nicht fir die Therapie einer CED-assoziierten Diarrhoe.

Ahnlich wie GinRg, zeigte Saikosaponin D die Eigenschaft auf, Entziindungssignalwege
blockieren zu kénnen. Die orale Applikation von SsD verbesserte im murinen in vivo-Modell
der anti-GMP Glomerulonephritis (anti-glomerular basement membrane) das pathologische
Krankheitsbild. In dem Zusammenhang konnte SsD als GR-Agonist charakterisiert werden
[32]. Erst kurzlich wurde zudem in der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW?264.7 demons-
triert, dass SsD den NFkB-Signalweg inhibiert, was beispielsweise mit einem Riickgang pro-
inflammatorischer Zytokine, wie TNF-o oder Interleukin(IL)-6, einherging [251]. Obwohl
erschienene Publikationen GR-induzierte Effekte vermuteten lie3en, zeigten die vorliegen-

den Vorversuche, dass die Inkubation mit SsD wahrscheinlich keine Auswirkungen auf die
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GC-sensitive intestinale elektrogene Na'-Resorption hat. Saikosaponin D kann vermutlich
weder den ENaC-vermittelten Na'-Transport allein stimulieren, noch den Synergismus
zwischen GC und TNF-a starken. Eine lange Inkubation mit einem GC und SsD verursacht
anscheinend sogar einen Abfall des Kurzschlussstroms, was mdglicherweise einen partiellen
Agonismus erahnen lasst. Demnach kénnte es sein, dass SsD den GR in seiner Funktion so
blockiert, dass ein GC keine transaktivierenden Effekte mehr auslésen kann.

Zwar scheinen beide Substanzen, GinRg; und SsD, laut den vorliegenden Daten ungeeignet
fur die Behandlung von CED-assoziierter Diarrhde, nichtsdestotrotz kdnnen sie aber pflanzli-
che GR-Liganden sein. Sie besitzen jedoch hdéchstwahrscheinlich hauptsachlich nur
transrepressorische Eigenschaften, was aber unbedingt einen therapeutischen Einsatz bei
entztndlichen Erkrankungen begrinden kann und sollte. lhre phytopharmazeutische GR-
bindende Wirkungsweise soll in der Arbeit keinesfalls in Frage gestellt werden. Vielmehr
dienen die Daten nochmals dazu, beiden anti-entziindlichen Inhaltsstoffen das grof3e Poten-
tial zuzuschreiben, schulmedizinische GC in der Therapie abzulésen bzw. zu unterstiitzen,
um auch bei einer Langzeittherapie in chronischen Krankheitsféllen keine Nebenwirkungen
zu bewirken. Im Ubrigen konnte die in der Behandlung mit GinRg; auftretende Reduzierung
von unerwiinschten Nebenwirkungen auch auf eine zusatzliche Bindungsaffinitat zum Ostro-
genrezeptor (ER) zuriickgefuhrt werden [31]. Es ist allemal interessant, dass sowohl GinRg;
und SsD phytotstrogene Wirkung demonstrierten [45, 63]. Endiandrin A gehdrt der Stoff-
gruppe der Lignane an, denen ebenso phytoostrogene Effekte nachgesagt werden (siehe
Abschnitt 4.1.1). Weitere Experimente konnten klaren, ob Endiandrin A in der Lage ist, den
ER zu binden und ob sich diese Eigenschaft dann auf GC-asssoziierte Nebenwirkungen

auswirkt.

4.1.3 Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen mit
pflanzlich angewandeter Medizin

Immer haufiger fordern und wiinschen viele Patienten mit chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen (CED) traditionell angewandte Heilmethoden. Zwar stehen fir eine
CED-Therapie verschiedene schulmedizinische Arzneistoffe, wie GC, Antiphlogistika (z.B.
Mesalazin) und TNF-a-Blocker, zur Verfugung, doch mitunter kann sich die medikamenttse
Behandlung einer CED &aul3erst schwierig gestalten. Einer der Hauptgriinde ist vor allem das
individuelle therapeutische Ansprechen auf die verordneten Medikamente. Oft gentigt auch

vielen Patienten eine reine Symptombehandlung nicht mehr, welche zwar im akut
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entziindlichen Schub das Leiden lindert, langfristig aber keine Ausheilung der Erkrankung
bewirkt. Gegenwartig ist die genaue Pathogenese von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
nicht bekannt. Allerdings wird heutzutage in der Medizin generell die Auffassung vertreten,
dass sowohl eine genetische Pradisposition sowie auch &uflere Faktoren des westlichen
Lebensstils (Rauchen, Stress, Fehlerndhrung) zur Entstehung einer CED beitragen kénnen.
Daher scheint es nicht verwunderlich, dass in der Alternativmedizin der Patient als Individu-
um in seiner Gesamtheit bzw. seine ihn umgebene Umwelt entscheidend fir eine
Krankheitsanamnese und erforderliche Therapie ist. Studien belegen, dass alternative Her-
angehensweisen ebenso eine Linderung der CED-Symptome bewirken und dass manche
Patienten darunter ein weitgehend beschwerdefreies Leben geniel3en kénnen. Zweifellos
sollten stark akute entziindliche Krankheitszustande mit schulmedizisichen Medikamenten,
die haufig einfach ein schnelleres Wirkungsprofil besitzen, behandelt werden. Nichtsdestot-
rotz vermag die ganzheitliche Medizin das korperliche Gleichgewicht des erkranken
Patienten wiederherzustellen, sodass oft auf eine Langzeittherapie mit synthetischen Wirk-
stoffen verzichtet werden konnte. Viele Mediziner sehen die Studienlage zu alternativen
Heilungsmethoden, wobei in der vorliegenden Arbeit nur auf pflanzliche angewandte Medizin
eingegangen wird, sehr kritisch. Es gibt meist nur unzureichend gute Humandaten, die eine
eindeutige Verbesserung der CED aufzeigen, zumal gelegentlich dem Placebo-Effekt auch
ein Mitwirken unterstellt wird [252, 253]. Anders in Maus- bzw. Rattenmodellen, hier demons-
trierten einige Arbeiten eine Abnahme bestimmter Entziindungsmarker und pathologischer
Gewebsveranderungen, welche charakteristischerweise bei Formen der CED auftreten,
durch Einwirken von Pflanzenextrakten oder isolierten pflanzlichen Inhaltsstoffen [254-257].
So zeigten Zhao und seine Arbeitsgruppe erst kirzlich auf, dass das asiatische Bitterholz,
Picrasma quassioides (D.DON) BENN. (Simaroubaceae, Bittereschengewéchse), auf Grund
der anti-entziindlichen Wirkungsweise eine mogliche Verbesserung einer Colitis bewirken
konnte [257]. In den letzten Jahren konnten fir den Extrakt des indischen Weihrauchbau-
mes, Boswellia serrata ROXB. (Burseaceae, Balsambaumgewéchse) bzw. der Heildroge
Weihrauch, einem Harzgemisch aus verschiedenen Boswellia-Arten, &hnliche anti-
inflammatorische Eigenschaften nachgewiesen werden [256, 258-260]. Sogar in Studien mit
CED-Patienten erwies sich der Boswellia-Extrakt als wirksames Heilmittel [261]. Demgegen-
Uber zeigte der Extrakt in einer anderen Humanstudie keinen Effekt auf [262]. Bevor
Endiandrin A bzw. der Endiandra-Extrakt an Patienten getestet werden kann, bedarf es noch

einige offene Fragen zu klaren. Weitere Mechanismen, mit Augenmerk auf entztndliche
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Sighalwege, muissen analysiert werden. Zudem sind in ndchster Zukunft Experimente an
Mausen oder Ratten, die eine CED-Charakteristik aufzeigen, geplant, bei denen die Rein-
substanz oder der Extrakt verabreicht werden soll. Hierbei wird auch die Charakterisierung
der Pharmakodynamik und Pharmakokinetik im Vordergrund stehen.

Hochstwahrscheinlich kann Endiandrin A oder der Endiandra-Extrakt die GC-Therapie bei
einer CED nicht ersetzen. Vielleicht verstarken die Inhaltsstoffe der Endiandra-Pflanze aber
physiologische Cortisol-Effekte oder sie sind dabei behilflich, therapeutische Steroid-Dosen
zu reduzieren (mit dem Ziel, GC-assoziierte Nebenwirkungen zu vermindern). In dem Zu-
sammenhang waren auch multimodale Therapiekonzepte vorstellbar. So kénnten CED
beispielsweise mit einer Kombination aus synthetischen Arzneimitteln und Phytopharmaka,
wie die anti-entzindlichen Ginseng- oder Bupleurumpflanzen sowie den pro-absorptiven
Endiandra-Inhaltsstoffen, behandelt werden. Doch auch dies ist zunachst ein rein spekulati-
ver Denkansatz, der in zuklnftigen Experimenten weiter untersucht werden soll.
Zusammenfassend lasst sich zum ersten Teil der vorliegenden Arbeit folgendes sagen:
Es sind GR-agonistische Effekte von beschriebenen pflanzlichen GR-Liganden, im Detail von
Endiandrin A aus Endiandra anthropophagorum DOMIN, Ginsenosid Rg; aus Panax ginseng
C.A.MEY und Saikosaponin D aus Bupleurum falcatum L., in der humanen Kolonkarzinom-
zelllinie HT-29/B6-GR und an Rattenkolonpraparaten untersucht worden. Dabei wurde
ausschlie3lich fur Endiandrin A, einer Hauptkomponente des Endiandra-Wurzelextraktes, ein
neuer regulatorischer Einfluss auf die p38, ERK und JNK sowie auf die Sgk-1, ermittelt,
welcher ein synergistisches Zusammenspiel mit dem GC Dexamethason und TNF-a beding-
te. In der Folge wirkte sich die Interaktion der Synergisten foérderlich auf die intestinale
elektrogene ENaC-vermittelte Na’'-Resorption aus.
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4.2  Diskussion der phytochemischen Untersuchung von
Bupleurum-Spezies

Ein Wurzelextrakt der Gattung Bupleurum (Hasenohren, Doldenblitler, Apiaceae), welcher in
der traditionellen asiatischen Medizin Verwendung findet, erweist sich als auf3erst wirksam
bei einer Vielzahl von entzindlichen Erkrankungen (Pan et al. 2006). Aktuelle in vivo-Daten
belegen zudem eine Wirksamkeit des Extraktes bei Hyperthyreose, sowie bei Stress- bzw.
Angstzustanden [263, 264]. Als Stammpflanze fir die pharmazeutische Droge Bupleuri
Radix kénnen dabei je nach Kultivierungsland u. a. folgende Arten dienen: B. falcatum L.
(Kultivierung in Japan, ,Saiko“ und auch dort in der Japanischen Pharmakopde benannt)
oder B. chinensis DC. (Kultivierung in China, ,Chai hu“ und auch dort in der Chinesischen
Pharmakop6e benannt). In der Literatur wird haufig von der Stammpflanze B. falcatum L. s.
sl. gesprochen, welche die beiden genannten Arten, aber auch Varietaten, wie beispielswei-
se die europdische Art B. falcatum L. s. str., umfassen (Pan et al. 2006, Hager et al. 1994).
Der Bupleurum-Extrakt besteht aus einem komplexen Stoffgemisch, wobei sich prinzipiell
alle Bestandteile, Hauptwirkstoffe und Begleitstoffe, an der phytopharmazeutischen Ge-
samtwirkung beteiligen. Nichtsdestotrotz gilt die Stoffgruppe der Saikosaponine als
wirksamkeitsbestimmend und wird daher seit Anfang der 1960er intensiv beforscht. Fur
einen qualitativen Nachweis eignet sich die Diunnschichtchromatographie (DC.), ein Trenn-
verfahren, bei dem das Stoffgemisch durch Verteilung zwischen einer mobilen und
stationaren Phase in seine Bestandteile aufgetrennt wird. Bei der HPTLC (high-performance
thin-layer chromatography, Hochleistungsdiinnschichtchromatographie), welche in der vor-
liegenden Studie angewandt wurde, handelt es sich um eine Weiterentwicklung der
klassischen DC. Die Vorteile einer HPTLC Uberwiegen, denn u. a. ist die Auftrennung der
Komponenten eines Stoffgemisches auf Grund des Einsatzes eines leistungsstarkeren stati-
ondren Trennmaterials noch exakter. AuRerdem erlaubt die Methode neben der qualitativen,
ebenso eine anschlielBende quantitative Analyse der Proben. Die quantitative Auswertung
stand jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht im Fokus.

In der Literatur werden unterschiedliche Extraktionsmethoden fiir den qualitativen Nachweis
der Bupleurumwurzel bzw. der Saikosaponine genannt. Strukturell werden die pharmakolo-
gisch wirksamen Saikosaponine den Triterpensaponinen des Oleanantypes zugeordnet. Sie
besitzen ein Czo-Grundgeriist und auf Grund ihrer chemischen Struktur sowohl polare (durch
mehrere Hydroxygruppen) als auch unpolaren Eigenschaften. Eine geeignete Extraktionsme-

thode sollte demnach ein Extraktionsmittel angeben, welches die Saikosaponine aus der
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Wurzel herauszuldsen vermag. Es wurden 5 verschiedene Extraktionsverfahren miteinander
verglichen, die im Methodenteil ausfuhrlich beschrieben worden sind (Abschnitt 2. 2. 1. 1).
Alle Verfahren nennen als Extraktionsmittel entweder Methanol oder Ethanol. Beide LO6-
sungsmittel besitzen eine ausreichende Polaritdt, um die wirksamkeitsbestimmenden
Inhaltsstoffe zu extrahieren. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass die Methoden nach Tian
und seiner Arbeitsgruppe bzw. nach dem Arzneibuch der chinesischen Medizin weniger
effizient, gemessen am qualitativen Gehalt auf den entwickelten HPTLC-Platten, zu sein
scheinen als die anderen 3 Verfahren [168]. Vermutlich hangt dies nicht mit der Auswahl des
Extraktionsmittels, sondern eher mit der Extraktionsmethode an sich zusammen.

Tian und seine Arbeitsgruppe nennen sehr viele Arbeitsschritte, was gleichzeitig aber die
Anhaufung von Fehlerquellen bedeuten kann. AuRerdem minimiert sich moglicherweise der
Gehalt an Wirkstoffen durch den Gebrauch einer Cig-Séule. Diese Festphasenextraktions-
kartusche soll eigentlich ein zusatzlicher Aufreinigungsprozess, wenn nicht sogar eine
zusatzliche Extraktion, sein, doch vielleicht geht in diesem Arbeitsschritt einfach zu viel an
Inhaltsstoffen verloren. Weitere Experimente, ohne die Verwendung der Cg-Saule, kbnnten
Aufschluss dartber bringen. Von Vorteil bei dieser Methode ist, dass sie als einziges Verfah-
ren die Degradierung der Saikosaponine durch den zusatzlichen Einsatz von Pyridin zum
Methanol zu verhindern versucht [47].

In der Methode des chinesischen Arzneibuches wird die Droge Bupleuri radix im Ultraschall-
bad mit Methanol extrahiert. Die Ultraschallwellen zerstéren die Zellwadnde des Wurzel-
gewebes, wodurch die Inhaltsstoffe einerseits durch Diffusionsprozesse, andererseits durch
Auswaschprozesse ins Extraktionsmittel Methanol freigesetzt werden. An sich stellt die
Ultraschallextraktion ein schnelles und effizientes Verfahren dar. Die Vorteile dieser Extrakti-
onsmethode, wie eine kirzere Extraktionsdauer auf Grund der erhohten Molekilbewe-
gungen oder eine bendtigte niedrigere Extraktionstemperatur, Uberwiegen gegenuber
herkdmmlichen Extraktionsverfahren, im Speziellen beispielsweise gegentber der Soxhlet-
Methode [265-267]. Dennoch scheinen aber die vom chinesischen Arzneibuch vorgeschla-
genen Arbeitsschritte fur die Ultraschallextraktion nicht auszureichen, um die Saikosaponine
ausreichend aus der Wurzel herauszulésen. Im Arzneibuch wird nur die Angabe von einer
10-mindtigen Beschallung gemacht. Hingegen gibt beispielsweise eine andere Publikation
fur die Saikosaponin-Extraktion eine 30-minitige Beschallung unter der Temperatur von
80 °C vor [268]. Mbglicherweise kdnnten weitere Experimente aufklaren, ob die Effizienz der

Extraktion durch veranderte Parameter verbessert wird. Auch kdénnten durch die angewandte
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Ultraschall-Methode die Inhaltsstoffe chemisch potentiell verdndert sein, sodass letztendlich
der Gehalt an den zu untersuchenden Wirkstoffen sinkt. Dieser Gedanke bedarf ebenso
einer weiteren Klarung.

Neben dem Vergleich von Extraktionsverfahren stand auch der Vergleich von 3 verschiede-
nen FlieBmitteln in der vorliegenden Arbeit im Fokus. Fur die einwandfreie Entwicklung von
HPTLC-Platten und einem aussagekraftigen qualitativen Nachweis ist die Auswahl der mobi-
len Phase von entscheidender Bedeutung. Genau wie ein Extraktionsmittel muss die mobile
Phase abgestimmt auf sein die zu untersuchende Droge, bzw. auf die nachzuweisenden
Inhaltsstoffe. Die Saikosaponine A und D unterscheiden sich rein chemisch nur in der raum-
lichen Struktur voneinander (Stereoisomere), wobei eine Hydroxyfunktion am C,¢ entweder
in a(cis)- (SsD) oder B(trans)-Position (SsA) steht. Eine ideale mobile Phase sollte nun in der
Lage sein, die Saikosaponine voneinander zu trennen, sodass zunachst ein qualitativer und
spater ebenso ein quantitativer Nachweis moglich ware. Die Ergebnisse zeigen, dass das
FlieBmittel 3 (FM 3), vorgeschlagen vom chinesischen Arzneibuch, bzw. von Yen und seiner
Arbeitsgruppe, die idealen Eigenschaften aufweist. In der Kombination Ethyl-
acetat:Ethanol:Wasser (8:2:1) besitzt es gegeniiber dem FlieBmittel 1 (FM 1, Dichlormethan:
Ethylacetat:Methanol:Wasser nach Tian und seiner Arbeitsgruppe) Uber den Vorteil einer
hoheren Polaritat [168, 170]. Die Eigenschaft des FM 3 kann nicht nur eine optimale Tren-
nung der Inhaltsstoffe insgesamt, sondern sogar die der Sterecisomere Saikosaponin A und
D bedingen. Es zeigte sich, dass SsD auf Grund der C;¢ a(cis)-OH-Funktion etwas unpolarer
als SsA ist. Die Trennung beider ist umso effektiver, desto polarer ein FM ist. Mit Hilfe der
héheren FM-Polaritat kdnnen auch polare Inhaltsstoffe besser aufgetrennt werden, so dass
beispielsweise auch eine bessere qualtitative bzw. quantitative Bestimmung des Saikosa-
ponins C im FM 3 mdoglich ware.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass nicht alle in der Literatur beschriebenen
Extraktionsverfahren bzw. vorgeschlagenen FlieBmittel fir den qualitativen Bupleurum-
Nachweis ideal sind. Die besten hier gepriuften Methoden sind die vom japanischen Arznei-
buch, von Yen und Zhoa bzw. deren jeweiligen Arbeitsgruppen [169, 170]. Das vom
chinesischen Arzneibuch genannte Fliel3mittel (FM 3) konnte die besten Trenneigenschaften
demonstrieren.

Die europaische Species B. falcatum L. s. str. ist bis jetzt eher weniger untersucht worden
und findet auch, laut der Literatur, kaum Anwendung in der traditionellen Medizin. In der hier

vorgelegten Arbeit konnte womdglich ein Grund dafir aufgezeigt werden. Im Gegensatz zu
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den asiatischen Arten, welche heutzutage auf Grund der grof3en Nachfrage grof3flachig
kultiviert werden, kommt die européische Art hauptsachlich in der Natur selbst oder in Bota-
nischen Garten vor. In einem direkten Vergleich zeigte sich, dass die europaische Art
qualitativ Uber weniger der wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffe, gemessen an SsA und
SsD, verfuigt. Obwohl die asiatische Art B. chinensis DC. nur nach der Extraktionsmethode 4,
beschrieben vom chinesischen Arzneibuch, behandelt worden ist, zeigte sie im Vergleich
dazu einen weit aus hoheren qualitativen Gehalt an Saikosaponinen. Die anderen Extrakti-
onsmethoden wurden nicht weiter untersucht. Es kdnnte demnach interessant sein, inwieweit
diese Feststellung auch bei den Ubrigen Verfahren in Erscheinung tritt. Andererseits muss
aber nebenbei bemerkt werden, dass es sich bei dem Vergleich der beiden Arten jeweils nur
um eine Beispielpflanze handelt. Unbedingt mussten weitere, sogar noch vorhandene aus
verschiedenen Botanischen Garten erhaltene Proben miteinander verglichen werden, um die
Erkenntnis auch zu bestatigen.

Schon Pan deutete an, dass wohl die asiatischen Bupleurum-Arten, B. chinensis DC. bzw.
B. falcatum L., den hochsten Gehalt an wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoffen besitzen
(Pan et al. 2006). Daher finden hauptsachlich diese Arten medizinischen Einsatz in der Phy-
topharmazie. In folgenden Experimenten kénnte moéglicherweise ermittelt werden, wie sehr
sich der quantitative Gehalt von der asiatischen und européischen Art wirklich unterscheidet
und ob eventuell sogar der Extrakt einer europaischen Art anti-entziindliche Eigenschaften

aufweist.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren ist das Interesse an der Phytotherapie stetig gestiegen, wobei inzwi-
schen die Aufklarung der phytopharmazeutischen Wirkung von Heilpflanzen im Vordergrund
steht, um die therapeutische Verwendung auf Grund von experimentellen Daten zu begriin-
den.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden pflanzliche Glucocorticoidrezeptor (GR)-
Modulatoren im Hinblick auf eine mdgliche Anwendbarkeit bei den chronisch-entziindlichen
Erkrankungen (CED) Morbus Crohn und Colitis ulcerosa untersucht. Bei diesen Erkrankun-
gen verursachen neben einer genetischen Pradisposition vor allem exogene Faktoren eine
Uberschie3ende Immunantwort, was nachfolgend weitere molekulare Sighalwege beeinflusst
und letztendlich zu einer manifesten Entziindung filhren kann. Fir die medikamentdse The-
rapie stehen u. a. anti-entziindliche, immunsupprimierende Glucocorticoide (GC) wie
Dexamethason zur Verfligung. GC weisen in der Langzeittherapie bekanntermaflen ein
erhebliches Nebenwirkungspotential auf. Daher werden Alternativen, auch pflanzliche, er-
forscht, die zwar die positiven, nicht aber die negativen Eigenschaften der GC besitzen
sollen. Sekundéare Pflanzeninhaltstoffe, wie Endiandrin A aus der australischen Pflanze
Endiandra anthropophagorum DOMIN, Ginsenosid Rg; aus Panax ginseng C.A.MEY und
Saikosaponin D aus Bupleurum falcatum L., zeigten die Fahigkeit auf, den GR binden zu
konnen. Ziel dieser Arbeit war ihren Effekt genauer an einem GR-sensitiven Signalweg, im
Speziellen der GR-abhangigen intestinalen Na*-Resorption, in der humanen Kolonkarzinom-
zelllinie HT-29/B6-GR sowie am Rattenkolon zu charakterisieren. Es konnte demonstriert
werden, dass ausschlieB3lich die Inhaltsstoffe der E. anthropophagorum DOMIN befahigt
waren, den GC-sensitiven epithelialen Na’-Kanal (ENaC)-vermittelten Na*-Transport zu
beeinflussen. Obwohl keine alleinigen GR-transaktivierenden Eigenschaften ermittelt wur-
den, unterstitze Endiandrin A, ein Cyclobutan-Lignan der australischen Pflanze, die Wirkung
des GCs Dexamethason und dadurch auch einen beschriebenen Synergismus zwischen GC
und TNF-a. Mit einer verstarkten Endiandrin A-induzierten Aktivierung der p38 MAP-Kinase
(MAPK) ging eine Steigerung des Sgk-1-Expressionslevels und GR-Gesamtlevels
(GR mRNA und Protein) einher. Endiandrin A bewirkte die Inhibierung der GC- und
TNF-a-induzierten JNK-Aktivierung sowie eine erhdhte nukleadre GR-Translokation. Ebenso
konnte Endiandrin A eine Zunahme der Expression von - und y-ENaC-Untereinheit

bedingen und infolgedessen eine Erhéhung der GC-gesteuerten ENaC-vermittelten
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Na*-Resorption hervorrufen. Endiandrin A, bzw. die Pflanze E. anthropophagorum DOMIN,
konnte demnach eine potentielle pflanzliche Alternative zu synthetischen GC in der Therapie
chronisch-entziindlicher Erkrankungen darstellen, weil sie keine transaktivierenden Eigen-
schaften aufweist, aber GR-abhangige Signalwege beeinflusst.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Fokus auf die Pflanze Bupleurum falcatum L. gelegt. Es
handelt sich hierbei um eine bekannte Heilpflanze, die sehr haufig in der traditionellen asiati-
schen Medizin verwendet wird. In der Phytotherapie stellt eine der haufigsten
Darreichungsformen der Extrakt dar. Ziel war es, eine geeignete Methode zur Extraktherstel-
lung und zum qualitativen Nachweis der wirksamkeitsbestimmenden Bupleurum-Inhaltsstoffe
(Saikosaponine) zu ermitteln. Sowohl in der Auswahl des Extraktionsmittels, als auch in der
Auswahl des FlieBmittels fir eine geplante Dinnschichtchromatographie (DC), muissen
entsprechend der zu untersuchenden Stoffe gewisse Polaritaten beachtet werden. Die Sai-
kosaponine besitzen zwar ein unpolares Steroidgrundgerist, aber auch geniigend
Hydroxygruppen und damit polare Strukturen im Molekil. Somit sollte ein Ldésungsmittel
genau jene Eigenschaften aufweisen, um die Inhaltsstoffe optimal zu extrahieren. Es konnte
demonstriert werden, dass einige beschriebene Methoden sich eher weniger, andere mehr
fur die Extraktherstellung eignen. Fir den gualitativen Nachweis der Saikosaponine wurde
das FlieBmittel, das sich aus Ethylacetat, Ethanol und Wasser (8:2:1) zusammensetzt, als

am besten geeignet ermittelt.
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6 Summary

In recent years, the interest in phytotherapy steadily increased. Today research is focused on
enlightening the phytopharmaceutical effects of medicinal plants, in order to establish the
therapeutic use on basis of experimental data.

In the first part of this work, plant-derived glucocorticoid receptor (GR) modulators were
analyzed. Chronic inflammatory diseases are diseases of the western lifestyle, mainly
caused by genetic and environmental factors leading to an uncontrolled immune response,
which impact other signaling pathways and result in a manifest inflammation. For the medici-
nal treatment, glucocorticoids (GC) as e.g. dexamethasone are applied, basically focused on
suppressing the inflammation. However, GCs often show various and serious side effects,
especially in the long-term treatment. Therefore, alternatives including plant-derived drugs
are highly appreciated, which only have to possess the positive characteristics of GCs. A few
secondary plant-compounds, e.g. endiandrin A from the Australian tree Endiandra anthro-
pophagorum DOMIN, ginsenoside Rg; from Panax ginseng C.A.MEY and saikosaponin D
from Bupleurum falcatum L., showed the ability to bind to the GR. Our aim was to character-
ize their effects more in detail on a GR-sensitive signaling pathway, especially the GR-
dependent intestinal Na*" absorption, in the human colon carcinoma cell line HT-29/B6-GR as
well as in rat colon specimens in vivo. It was demonstrated that only compounds from
E. anthropophagroum DOMIN were able to influence the GC-dependent epithelial Na* chan-
nel (ENaC)-mediated Na® transport. The results showed that while endiandrin A, a
cyclobutane lignan of the Australian plant, alone possessed no significant GR transactivation
capacity, it could effectively facilitate the effect of the GC dexamethasone and thereby also
support the synergism between GCs and TNF-a. Endiandrin A enhanced p38 MAP-kinase
activation and this was accompanied by an increase in Sgk-1 expression as well as total GR
levels (GR mRNA and protein levels). Furthermore, endiandrin A inhibited GC-and TNF-a-
induced JNK activation and increased levels of GR localized to the nucleus. Additionally, it
caused an up-regulation of the B- and y-ENaC subunit expression which enhanced GC-
sensitive ENaC-mediated Na" absorption. Endiandrin A or rather the plant E. anthropopha-
groum DOMIN may serve as potential herbal alternative to synthetic GCs for the treatment of
chronic inflammatory diseases as they show no transcriptional activation, but affect GR-

dependent signaling pathways.
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The second part of this work focused on Bupleurum falcatum L., a well-known medicinal
plant extensively used in traditional Asian medicine. Extracts are one of the most common
pharmaceutical application forms. The aim was to determine an efficient method for the
extraction and for the qualitative analysis of Bupleurum’s active ingredients (saikosaponins).
According to the substances to be analyzed, certain polarities must be observed for selecting
an extracting solvent as well as a mobile phase of an intended thin-layer chromatography.
Indeed, saikosaponins exhibit a non-polar steroidal structure, but they also have enough
hydroxyl groups and thus polar characteristics. Therefore the solvent should have exactly
those characteristics to extract the active substance in an optimal manner. It was demon-
strated that some described methods are less well, others more suitable for the extract
manufacturing. For qualitative analysis of saikosaponins the ideal eluent was composed of

ethyl acetate, ethanol and water (8:2:1).
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