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1 Bronchitis

1.1 Allgemein

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Substanzen α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin

handelt es sich um Inhaltsstoffe aus Efeu (Hedera helix L.). Zubereitungen hieraus werden laut

Monographie der Kommission E bei Katarrhen der Luftwege, sowie für die symptomatische

Behandlung chronisch-entzündlicher Bronchialerkrankungen und laut ESCOP bei Husten, vor

allem assoziiert mit Hypersekretion von viskösem Schleim eingesetzt [23, 111].

Das Atemwegsystem lässt sich in mehrere Teile gliedern: die Luftröhre (Trachea), mit ih-

ren hufeisenförmigen Knorpelspangen, spaltet sich in Höhe des fünften Brustwirbels in die

beiden Hauptbronchien, welche dann in die großen Bronchien (BR) und später in die Bron-

chiolen (BL) übergehen (Abbildung 1.1) [40]. Über die Terminalbronchiolen (TBL) geht es in

die Bronchioli respiratorii (BLR), wo die ersten Alveolen auftreten und weiter in die Ductuli

alveolares (DA) [106]. Diese münden in die Sacculi alveolares (SA) [106], die mit Alveolen

ausgekleidet und der Ort des Austausches der Atemgase sind [103].
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Abbildung 1.1: Gliederung des Atemwegsystems
BR Bronchien, BL Bronchiolen, TBL Terminalbronchiolen, BLR Bronchio-
li respiratorii, DA Ductuli alveolares, SA Sacculi alveolares; mit freundli-
cher Genehmigung der Wissenschaftlichen Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart
2007 [103].

Die Schleimhaut der Luftröhre besteht aus dem sogenannten respiratorischen Epithel, das aus

Flimmer-, Becher- und Basalzellen besteht. Es liegt dem subepithelialen Bindegewebe (Lami-

na propria) auf und ist durchsetzt mit seromukösen Trachealdrüsen [147]. Die Bronchialwand

hat denselben Aufbau, wobei die seromukösen Trachealdrüsen durch seromuköse Bronchial-

drüsen ersetzt werden und anstatt Knorpelspangen nur noch Knorpelstücke zu finden sind.
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Die Bronchiolen besitzen keine subepithelialen Drüsen und Knorpelstücke mehr und sind

aus einem einschichtigen, prismatischen Epithel mit Flimmer- und Clara-Zellen aufgebaut.

In den Bronchioli respiratorii sind die vorhandenen Epithelzellen größtenteils zilienlos und

zwischen ihnen findet man Clara-Zellen und Typ-II-Pneumozyten. Clara-Zellen sezernieren

ein nicht-klebriges, glykoproteinhaltiges Produkt, das hilft, die engen Bronchiolen offen zu

halten [147]. Die Alveolen sind mit flachen Typ-I-Pneumozyten ausgekleidet, die zusammen

mit dem dahinter liegenden Kapillarendothel die Barriere für den Gasaustausch bilden [24].

Des Weiteren findet man in den Alveolen auch Typ-II-Pneumozyten, die Surfactant bilden,

welches die Oberflächenspannung des Flüssigkeitsfilms zwischen Alveolen und Luft redu-

ziert [24]. Die sowohl in der Trachea als auch in den Bronchien befindlichen Becherzellen

sind, zusammen mit den seromukösen Drüsen, für die Produktion des Bronchialschleims zu-

ständig. Die Tracheal- und Bronchialdrüsen bilden außer den Bestandteilen dieses Schleims

noch antibakterielle Enzyme, wie Lysozym, und Defensine [147]. Dieser Bronchialschleim

übernimmt eine wichtige Aufgabe bei der Abwehr, indem er Bakterien und andere Fremdpar-

tikel bindet. Das die Bronchien und die Luftröhre auskleidende, zilienbesetzte Flimmerepithel

fördert den Schleim über eine rhythmische Bewegung in Richtung Rachen, wo er verschluckt

wird (mukoziliäre Clearance) [24].

1.2 Krankheitsbild

Die akute Bronchitis ist eine Erkrankungsform mit dem plötzlichen Auftreten von trockenem

bis produktivem Husten [49]. Die Intensität des Hustens nimmt meist innerhalb von wenigen

Tagen, manchmal aber auch erst nach einigen Wochen ab, wobei die Bronchitis meist von

selbst ausheilt [148]. Sie kann aber auch Vorläufer oder Teilerscheinung eines grippalen In-
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fektes sein [24]. Die Ursachen für den Husten bei akuter Bronchitis sind Entzündungen mit

Verletzung der Schleimhaut und/oder eine Zerstörung von bronchialen Epithelzellen durch Vi-

ren, sowie die Verdickung der bronchialen und trachealen Schleimhaut als Reaktion auf die

Virusinfektion und die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren [20, 148]. Je nach

Patient kann eine akute Bronchitis auch mit einer Bronchialhyperaktivität (wie im Falle von

Asthma) und einer bronchialen Obstruktion einhergehen [20].

In 85 bis 95 % der Fälle sind die Auslöser einer akuten Bronchitis in gesunden Erwachse-

nen Rhinoviren, Adenoviren, Parainfluenzaviren sowie Influenzaviren der Typen A und B

[150]. Bei Patienten mit respiratorischen Vorerkrankungen sowie bei älteren Patienten und

bei Patienten mit Immunschwäche sind z.T. auch Bakterien, wie Mycoplasma pneumoniae

und Chlamydia pneumoniae [2, 148] die Ursache für eine akute Bronchitis [92, 151]. Weitere

Symptome wie Brustschmerzen, leichtes Fieber, Heiserkeit und Rasselgeräusche beim Atmen

können zusätzlich zum Husten auftreten [69].

Es gibt eine Reihe von Krankheiten mit ähnlichen Symptomen, die differenzialdiagnostisch

erkannt werden müssen. Dazu zählen die „echte“ Influenza, das schwere akute Atemwegssyn-

drom (severe acute respiratory syndrom, SARS), Lungenentzündung und Keuchhusten.

Wenn Husten oder Auswurf über wenigstens drei Monate in mindestens zwei aufeinanderfol-

genden Jahren auftritt, spricht man von einer chronischen Bronchitis [49]. Ursache der chro-

nischen Bronchitis sind meist über längere Zeit inhalierte Noxen wie Zigarettenrauch oder

industrielle Abgase, welche zu einer Schädigung des Flimmerepithels mit verminderter muko-

ziliärer Clearance und zu Entzündungsprozessen führen [24]. Im Fall einer akuten Verschlim-

merung spielen häufig Bakterien eine Rolle und eine Therapie mit Antibiotika ist angezeigt

[20]. Zusammen mit Lungenemphysemen bildet die chronische Bronchitis die Hauptkompo-

nente der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung [21].
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1.3 Therapie

Für die Therapie der akuten Bronchitis sind nach der Empfehlung der Deutschen Atemwegs-

liga Antibiotika generell nicht angezeigt [151]. Ausnahmen sind Patientengruppen wie Säug-

linge, Kinder mit Vorerkrankungen, ältere Patienten, Patienten mit gleichzeitigen bakteriellen

Infekten wie Mittelohrentzündung oder Mandelentzündung und Patienten mit Immunschwä-

che [20]. Obgleich eine Förderung der Zilientätigkeit und eine Hemmung der Mediatorfreiset-

zung durch β 2-Sympathomimetika erreicht werden kann, wird deren klinische Relevanz bei

Bronchitis eher kritisch bewertet [102, 127, 148].

Eine weitere Möglichkeit, die Symptomatik der Bronchitis zu verbessern, ist die Behandlung

mit Expektorantien. Tabelle 1.1 zeigt eine Auswahl von Expektorantien und deren teilweise

vermuteten Wirkungsmechanismen.

Tabelle 1.1: Expektorantien und deren vermutete Wirkungsmechanismen [102].

Substanz Wirkung
Efeublätter-Trockenextrakt Indirekter β 2-adrenerger Effekt [124]
Thymianfluidextrakt Spasmolyse und Steigerung der mukoziliären

Clearance [149]
Myrtol Verbesserte mukoziliäre Clearance [37]
Pelargonium-Extrakt Steigerung des Zilienschlags und moderate an-

tiinfektive Wirkung [107, 134]
Bromhexin Anregung seromuköser Drüsenzellen zur

Schleimbildung
Ambroxol Wie Bromhexin, zusätzlich Stimulation der Bil-

dung von Surfactant
Acetylcystein Senkung der Viskosität des Bronchialschleims

durch Spaltung von Disulfidbrücken
Carbocistein Vermutlich Förderung der Bildung von nieder-

viskösem Schleim
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Auf dem deutschen Arzneimittelmarkt gibt es fast 100, überwiegend freiverkäufliche Präpa-

rate, die einen oder mehrere der oben genannten Inhaltsstoffe enthalten und bei welchen als

Indikation Atemwegserkrankungen benannt sind [1]. Außerdem existieren Präparate mit In-

haltsstoffen, die in der oben genannten Liste nicht vorkommen, wie Primelwurzel-Extrakt,

Anisöl, Eukalyptusöl und Guaifenesin [1].
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2 Asthma bronchiale

2.1 Krankheitsbild

Asthma bronchiale gehört, wie auch die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

zu den obstruktiven Ventilationsstörungen, die durch eine Einengung der Atemwege und ei-

ne Erhöhung des Strömungswiderstandes gekennzeichnet sind [24, 102]. Im Gegensatz dazu

stehen die restriktiven Ventilationsstörungen, wie Lungenfibrose und Atelektasen, bei denen

weniger Lungenvolumen zum Gasaustausch bereit steht [102]. Schätzungen nach sind welt-

weit 300 Millionen Menschen an Asthma bronchiale erkrankt [41].

Beim Asthma bronchiale handelt es sich um eine chronisch entzündliche Atemwegserkran-

kung mit anfallsweise auftretender Atemnot, die durch eine reversible Obstruktion der Atem-

wege und eine Hyperreaktivität des Bronchialsystems gekennzeichnet wird. Die Atemwegs-

obstruktion ist begründet in einer ödematösen Schwellung der Bronchialwand, einer erhöhten

Bronchokonstriktion sowie einer gesteigerten Sekretion (Hyperkrinie) eines Schleims zäher

Konsistenz (Dyskrinie) [102]. In späteren Stadien kommt das sogenannte „Remodelling“ hin-

zu, welches eine strukturelle Änderung der Atemwege, bedingt durch die chronische Entzün-

dung, darstellt. Im Gegensatz zum Asthma bronchiale liegt bei der COPD eine nicht mehr

vollständig reversible Obstruktion der Atemwege durch chronische Bronchitis und Lungen-
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emphysem vor [102].

Die Einteilung des Asthma bronchiale erfolgt aufgrund der Auslöser in allergisches (extrin-

sisches) Asthma und nicht-allergisches (intrinsisches) Asthma oder nach dem Schweregrad

[22]. Im Falle des allergischen Asthmas führt der Kontakt mit Aeroallergenen, wie Pollen,

Tierhaaren oder Kot von Hausstaubmilben, zu einer IgE-vermittelten allergischen Reakti-

on [102]. Die Bindung der Allergene an IgE und nachfolgend an Mastzellen und basophi-

le Granulozyten führt zu deren Degranulation mit Freisetzung von großen Mengen gespei-

cherten Histamins und anderer Entzündungsmediatoren, wie TNF-α [131]. Histamin führt

nach Bindung an den H1-Histamin-Rezeptor zu einer Steigerung der intrazellulären Calcium-

Konzentration und Kontraktion der Bronchialmuskulatur [83, 102], während die Entzündungs-

mediatoren Leukozyten rekrutieren [24]. Die eingewanderten Leukozyten sind für die Spät-

phase der Allergie verantwortlich, in der noch weitere Entzündungsmediatoren, wie Interleu-

kine und RANTES [56], freigesetzt werden, welche die bronchiale Hyperreaktivität steigern

und Epithelzellen schädigen [24]. Durch die Schädigung der Epithelschicht können Mastzel-

len und andere, entzündungsassoziierte Zellen in tiefere Gewebeschichten eindringen und füh-

ren zur Bildung ödematöser Schwellungen und zur Stimulation der Schleimproduktion durch

Becherzellen [71]. Auch die Allergene können durch die geschädigte Epithelschicht tiefer ins

Gewebe eindringen und treffen dort auf Makrophagen, die sie internalisieren und darauf zu

Antigen-präsentierenden Zellen werden. Die Antigen-Präsentation gegenüber CD4-positiven

T-Lymphozyten führt bei ihnen zur Freisetzung von Interleukin-2 (IL-2), welches sie autokrin

zur Proliferation anregt [108]. In Anwesenheit von IL-4 und den beiden Transkriptionsfakto-

ren GATA-3 und STAT6 werden aus den proliferierten T-Lymphozyten T-Helferzellen Typ 2

(Th2) [102, 108]. Diese Th2-Zellen stimulieren die IgE-Produktion in B-Zellen über IL-4 und

setzen weitere Mediatoren frei [13, 102, 108, 125]. Zusammen bedingen diese Vorgänge die

Konstriktion der glatten Muskelzellen, Hyperkrinie und Dyskrinie [102].
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Nicht-allergisches Asthma tritt oft erst später im Leben auf und ist häufig schwergradiger

und schwieriger medikamentös zu kontrollieren [10]. Definiert wird es durch einen negativen

Pricktest auf die häufigsten Allergene und ein Fehlen von Allergen-spezifischen zirkulieren-

den IgE-Antikörpern [10]. Eine Hyperreaktivität des Bronchialsystems durch Schäden nicht

geklärter Ursache führt über unbekannte Wege zu den auch beim allergischen Asthma vorhan-

denen Änderungen in der Lunge, wie z.B. erhöhte Konzentration an IL-5, IL-4 und Eosinophi-

lie [31, 102]. Wie es zu dieser Hyperreaktivität des Bronchialsystems kommt, wird seit langem

kontrovers diskutiert. Eine Vermutung ist, dass virale Infekte das Bronchialepithel schädigen

und so zur Hyperreaktivität beitragen. Eine andere These setzt eine genetische Prädispositi-

on voraus, bei der schon eine Schädigung der Epithelschicht besteht, welche dann zu einer

erhöhten Anfälligkeit gegenüber viralen Infekten führt. Die sogenannte „two-hit“-Hypothese

basiert auf beiden Thesen und besagt, dass virale Infekte in genetisch prädisponierten Kindern

die Entstehung von Asthma fördert [47]. Die Tatsache, dass sich bei etwa 30 bis 50 % der

Kinder mit wiederauftretenden Virusinfekten später Asthma bronchiale entwickelt, befürwor-

tet diese Theorie [47].

Die Einteilung des Asthmas bronchiale nach Schweregraden erfolgt in der Leitlinie zur Dia-

gnostik und Therapie von Patienten mit Asthma der Deutschen Atemwegsliga, beginnend mit

der Stufe I, dem intermittierenden Asthma [22]. Stufe II ist das geringgradig persistierende

Asthma, gefolgt vom mittelgradig persistierenden Asthma (Stufe III) und der schlimmsten

Form, dem schwergradig persistierenden Asthma bronchiale (Stufe IV). Die Einteilung nach

Schweregraden ist die Grundlage für die Art der Asthmatherapie, auf die in Kapitel 2.2 einge-

gangen wird. Tabelle 2.1 zeigt die Einteilung des Asthmas in Abhängigkeit der Symptomatik

und des forcierten expiratorischen Volumens in einer Sekunde (FEV1) für Erwachsene [22].

10
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Tabelle 2.1: Schweregrad-Einteilung des Asthma bronchiale
nach der Leitlinie der Deutschen Atemwegsliga e.V. zur Diagnostik und Therapie
von Patienten mit Asthma, 2006 [22].

Schweregrad Kennzeichen Lungenfunktion
I intermittierend <1x/Woche Symptome am Tag,

≤2x/Monat nächtl. Symptome, kur-
ze Exazerbationen

FEV1≥80% des Soll-
wertes

II geringgradig
persistierend

>1x/Woche Symptome am Tag,
>2x/Monat nächtl. Symptome, Be-
einträchtigung bei körperlicher Aktivität

FEV1≥80% des Soll-
wertes

III mittelgradig
persistierend

tägliche Symptome, >1x/Woche nächtl.
Symptome, Beeinträchtigung bei körper-
licher Aktivität

60%<FEV1<80% des
Sollwertes

IV schwergradig
persistierend

anhaltende Symptomatik hoher Intensi-
tät, häufige nächtl. Symptome, Einschrän-
kung der körperlichen Aktivität

FEV1≤60% des Soll-
wertes

Bei Untersuchungen von asthmatischen Gewebeproben aus der Lunge zeigte sich ein Über-

schuss an Eosinophilen (die auch im Sputum zu finden sind), Mastzellen und aktivierten Th2-

Lymphozyten [56]. Diese setzen Mediatoren (Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und

Histamin) frei, welche zu Bronchokonstriktion, vermehrter Mukusproduktion und Remodel-

ling führen [56]. Mastzellen sind bei Asthmapatienten nicht nur in der Lamina propria nahe

der Blutgefäße zu finden, sondern auch im Bronchialepithel, im Bereich der Becherzellen

und Drüsen sowie in der glatten Bronchialmuskulatur, wo sie über IgE und IgE-Rezeptoren

Antigene prozessieren. Die von den entzündungsassoziierten Zellen freigesetzten Interleuki-

ne (IL) haben überlappende Funktionen bei der Asthmapathogenese. IL-4 fördert die IgE-

Produktion in B-Zellen [12, 13, 56, 57, 84]. IL-13 wird mit der Allergen-induzierten bron-

chialen Hyperreaktivität in Verbindung gebracht [12, 56] und IL-5, das von Th2-Lymphozyten

freigesetzt wird, reguliert Reifung, Wachstum und Differenzierung von eosinophilen Granu-

lozyten [13, 56, 57]. Eosinophile setzen cytotoxische Proteine wie das „eosinophil cationic
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protein“ und andere Mediatoren, wie Interleukine, frei, die an der Zerstörung der Epithelzel-

len beteiligt sind [56]. Die Konzentration der von entzündungsassoziierten Zellen und Epi-

thelzellen freigesetzen Chemokine Eotaxin und RANTES sind in der Lunge von Asthmapati-

enten ebenfalls erhöht und führen zur Rekrutierung von Eosinophilen [56, 131]. Der von Epi-

thelzellen sekretierte Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (granulocyte

macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) fördert das Überleben von eosinophilen und

neutrophilen Granulozyten [131]. Neben Histamin kontrahieren auch Cysteinyl-Leukotriene

ausgeschüttet von Eosinophilen, Mastzellen und Makrophagen die glatten Muskelzellen der

Bronchien.

An den strukturellen Veränderungen in der Lunge von Patienten mit Asthma, dem Remodel-

ling, sind mehrere Vorgänge beteiligt. Durch Schädigung der Epithelzellen kommt es zu einem

Austausch von zilienbesetzen Epithelzellen durch Becherzellen, was zur Mukusüberproduk-

tion beiträgt [14, 141]. Vermehrte Produktion von Mukus führt, zusammen mit mangelhafter

mukoziliärer Clearance, zur Verstopfung der Bronchien und zu vermehrten Infektionen [141].

Durch Ablagerungen von Proteinen der extrazellulären Matrix, wie Kollagen und Fibronektin,

kommt es zu einer Verdickung der Basalmembran und Fibrose. Es gibt Hypothesen, wonach

die Verstärkung der Bronchialwand durch derartige Ablagerung kein pathogener Prozess ist,

sondern dass sie als Schutz vor einer zu starken Kontraktion der Bronchien dient [14]. Wäh-

rend man bei Asthma eine Massenzunahme der glatten Muskelzellen durch Hyperplasie um

25 bis 150 % identifizierte, wurde bei tödlichem Ausgang sogar eine Zunahme um 50 bis

200 % gefunden [65]. Kontraktile Agonisten wie Histamin und Acetylcholin induzieren ei-

ne Proliferation der glatten Muskelzellen, welche durch Gabe von β 2-adrenergen Agonisten

gehemmt werden kann [112]. In schweren Fällen von Asthma führt eine Differenzierung von

Fibroblasten in Myofibroblasten zu einer weiteren Zunahme der Muskelmasse [56]. Außer

den genannten strukturellen Veränderungen kommt es auch zu einer Vergrößerung der Bron-
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chialwandvenen und einem Wachstum von neuen Kapillaren durch Sprossung (Angiogenese),

was zur Bildung von Ödemen führt [14].

2.2 Medikamente zur Behandlung von Asthma

2.2.1 Therapieschema

Auf Grundlage der Schweregrad-Einteilung werden die Therapiemaßnahmen ebenfalls in Stu-

fen eingeteilt. Prinzipiell unterschiedet man zwischen der Anfallstherapie, die nach Bedarf

verwendet wird, und einer Dauertherapie zur Suppression der asthmatischen Entzündung mit

Vermeidung von Anfällen [24]. Bei intermittierendem Asthma (Stufe I) entfällt normalerwei-

se eine Dauertherapie. Es wird lediglich ein kurzwirksames β 2-Sympathomimetikum per in-

halationem gegeben. In Stufe II kommt zur Anfallstherapie mit inhalativen β 2-Sympatho-

mimetika noch eine Dauertherapie mit inhalativen Glucocorticoiden in niedriger Dosierung

hinzu. Beim mittelgradig persistierenden Asthma (Stufe III) wird eine Vermeidung von Ex-

azerbationen meist mit einer Kombination aus inhalativen Glucocorticoiden plus langwirksa-

men β 2-Agonisten erreicht. Zur Kontrolle des schwergradig persistierenden Asthmas (Stufe

IV) kommen Kombinationen aus hohen Dosen inhalativer Glucocorticoide mit langwirksamen

β 2-Sympathomimetika zur Anwendung. Bei Unverträglichkeit des β 2-Agonisten können auch

Leukotrien-Antagonisten wie Montelukast oder retardiertes Theophyllin mit inhalativen Glu-

cocorticoiden kombiniert werden. Bei unzureichender Asthmakontrolle werden systemische

Glucocorticoide und retardiertes Theophyllin zusätzlich eingesetzt und die IgE-vermittelten

Reaktionen mit einem Antikörper gegen IgE, Omalizumab, unterdrückt [22].
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2.2.2 β 2-Sympathomimetika

Bei der Gruppe der β 2-Sympathomimetika handelt es sich um Stoffe, die den β 2-adrenergen

Rezeptor (β 2AR) agonistisch stimulieren [102]. Der β 2AR gehört zur Gruppe der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren und führt nach Stimulation zur Aktivierung der Gsα-Untereinheit

des stimulatorischen G-Proteins (Gs), welche in der Folge die Adenylatcylase (AC) aktiviert

und die intrazelluläre Konzentration an zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) erhöht.

Die gesteigerte cAMP-Konzentration führt u. a. über eine Erniedrigung der intrazellulären

Calcium-Konzentration zur Erschlaffung der glatten Muskulatur [102].

Das zur Zeit wichtigste kurzwirksame β 2-Sympathomimetikum ist Salbutamol (Abbildung

2.1 B) [41]. Es hat mit 5 min einen schnellen Wirkungseintritt, eine Wirkungsspitze nach ca. 30

bis 60 min und eine Wirkungsdauer von 4 bis 6 Stunden und wird im Anfall durch Inhalation

verabreicht. Aufgrund der relativ kurzen Wirkdauer ist es nicht für die Dauertherapie geeignet.

Dasselbe gilt für andere kurzwirksame β 2-Agonisten wie Fenoterol und Terbutalin (Abbildung

2.1 C und D). Salmeterol und Formoterol sind langwirksame β 2-Sympathomimetika, die für

die Dauertherapie des Asthma bronchiale in Kombination mit einem Glucocorticoid eingesetzt

werden (Abbildung 2.1 E und F). Eine Dauertherapie mit einem langwirksamen β 2-Agonisten

alleine wird nicht mehr empfohlen, da es zur Toleranzentwicklung kommen kann und klini-

sche Studien eine erhöhte Wahrscheinlichkeit für schwere Asthmaanfälle gezeigt haben [41].

Meistens erfolgt die Gabe des β 2-Sympathomimetikums per inhalationem (für Salbutamol,

Fenoterol, Formoterol oder Salmeterol), z.T. ist jedoch auch eine orale Gabe wie bei Terbu-

talin möglich. Der Vorteil der Inhalation liegt in einem schnellen Wirkungseintritt, da keine

Resorption im Darm und Verteilung über die Blutbahn vonstatten gehen muss. Außerdem wer-

den systemische Nebenwirkungen vermindert.

Die Struktur der verschiedenen β 2-Agonisten bestimmt, wie sie mit dem β 2AR und der um-
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liegenden Zellmembran interagieren. Die hydrophilen Agonisten Salbutamol, Fenoterol und

Terbutalin binden direkt vom extrazellulären Raum aus an die Ligandenbindungsstelle des

Rezeptors [68]. Formoterol ist schwach lipophil und wird in Form eines Depots in die Zell-

membran eingelagert. Hieraus wird der Agonist kontinuierlich freigesetzt und kann dann über

den extrazellulären Raum am Rezeptor binden. Die Größe des Membran-gebundenen Depots

ist dabei abhängig von der Gesamtmenge an Formoterol und bestimmt die Wirkungsdauer.

Salmeterol ist stark lipophil und wird schnell in den äußeren Monolayer der Plasmamembran

aufgenommen. Vor dort kann es lateral zum Rezeptor diffundieren und sich der Bindungs-

stelle nähern. Studien haben gezeigt, dass die Salmeterolbindung nur sehr langsam durch β 2-

adrenerge Liganden verdrängt werden kann, was zur Entwicklung der „exo-site“ Hypothese

geführt hat [8, 68]. Hiernach geht die lange Seitenkette von Salmeterol eine starke Wechsel-

wirkung mit einem unpolaren Bereich des Rezeptors ein. Der hydrophile Saligenin-Kopf kann

dann immer wieder mit der Ligandenbindungsstelle assoziieren, den Rezeptor aktivieren und

wieder dissoziieren [68].
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Abbildung 2.1: Strukturformeln der wichtigsten β 2-Sympathomimetika
A) Isoprenalin, B) Salbutamol, C) Fenoterol, D) Terbutalin, E) Salmeterol und
F) Formoterol.
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2.2.3 Glucocorticoide

Neben den β 2-Sympathomimetika werden Glucocorticoide bei der Dauertherapie des Asth-

ma bronchiale eingesetzt. Sie vermindern die entzündlichen Reaktionen und reduzieren die

Schleimbildung, die Bildung von Bronchialödemen und die Zerstörung der Epithelzellen durch

Transkriptionsregulation. Dies geschieht durch Anlagerung an zytosolische Glucocorticoid-

Rezeptoren, die dann in den Zellkern translozieren und dort als Homodimere an die soge-

nannten „glucocorticoid response“-Elemente (GRE) binden. Ein Gen mit GRE-Region ist

beispielsweise das NF-κB-inhibitorische Protein, IκB-α , dessen Synthese durch Glucocor-

ticoide hochreguliert wird [102]. Eine weitere Möglichkeit der Beeinflussung ist die Bindung

der Homodimere an negative GRE, was die Transkription proinflammatorischer Proteine senkt

oder die direkte Inaktivierung von NF-κB durch Bindung des Komplexes aus Glucocorticoid

und Rezeptor an NF-κB [102].

Die beiden Cortisol-Derivate Budesonid und Beclomethason sind topisch wirksam und kön-

nen deshalb durch Inhalation verabreicht werden. Dies verhindert größtenteils das Auftre-

ten systemischer Nebenwirkungen, wie die „Stammfettsucht“ und die Abnahme der Skelett-

muskulatur, die normalerweise unter Glucocorticoid-Dauermedikation auftreten [83]. Bei der

Kombination von Glucocorticoiden mit β 2-Agonisten kommt es zu gegenseitigen Wechselwir-

kungen. Glucocorticoide unterstützen die Signaltransduktion des β 2AR [41] und mindern den

Prozess der Toleranzentwicklung, der unter Langzeittherapie mit β 2-Sympathomimetika auf-

treten kann [30]. Als Nebenwirkungen bei der inhalativen Gabe von Glucocorticoiden treten

Mundsoor und Halsschmerzen auf, die sich aber durch einfache Maßnahmen wie die Verwen-

dung eines Spacers und Inhalation vor der Einnahme von Mahlzeiten verhindern lassen.
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2.2.4 Weitere Medikamente

Antagonisten am muskarinischen Acetylcholin-Rezeptor und Theophyllin bewirken ebenso

wie die β 2-Sympathomimetika eine Dilatation der Bronchialmuskulatur. Ipratropiumbromid

ist das einzige zur Zeit in der Therapie von Asthma angewendete Parasympatholytikum, fin-

det jedoch nur bei schweren Asthmaanfällen und Intoleranz gegen β 2-Agonisten Verwendung

[41]. Wegen seiner geringen therapeutischen Breite und der vielen Nebenwirkungen wird auch

Theophyllin nicht standardmäßig in der Therapie eingesetzt. Ihm wird in niedrigen Dosen ei-

ne antiinflammatorische, in höheren Dosen eine dilatierende Wirkung zugesprochen [9]. Die

Relaxation der glatten Muskulatur beruht auf einer Hemmung von Phosphodiesterasen, was

den Abbau von cAMP senkt [9].

Montelukast und Zafirlukast sind Antagonisten des Leukotrien-Rezeptors und verhindern u.a.

die Bronchokonstriktion durch Leukotriene [41]. Sie werden vor allem als Zusatztherapie bei

gering- bis mittelgradig persistierendem Asthma eingesetzt [1] und haben ein günstiges Ne-

benwirkungsprofil [9]. Zileutin senkt die Leukotriensynthese über eine Hemmung der Lipoxy-

genase [41].

Da bei allergischem Asthma vermehrt Immunglobuline des Typs E (IgE) auftreten, wurde

ein monoklonaler Antikörper entwickelt, der spezifisch IgE bindet. Omalizumab ist ein hu-

manisierter IgE-Antikörper, der gegen ein Epitop im Fc-Teil von humanem IgE gerichtet ist

[41]. Außerdem vermutet man, dass unter Langzeitgabe von Omalizumab auch die Dichte

an IgE-Rezeptoren auf Mastzellen abnimmt [102]. Verwendet wird es als Zusatzbehandlung

bei schwergradig persistierendem, allergischem Asthma in Patienten über 12 Jahren. In klini-

schen Studien werden zur Zeit noch weitere mögliche Therapieansätze, wie z.B. Antikörper

gegen humanes Interleukin-5 (Mepozilumab), ein Antikörper gegen humanes Interleukin-13

(IMA-638) und ein Interleukin-9 spezifischer Antikörper (MEDI-528) getestet [34].
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3 Der β 2-adrenerge Rezeptor

3.1 Aufbau

Der β 2-adrenerge Rezeptor (β 2AR) gehört zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

(GPCR). Insgesamt werden fünf Klassen von humanen GPCRs unterschieden: die Rhodopsin-

Familie, zu der auch der β 2AR gehört, die Glutamat-Familie, die Adhäsions-Familie, die

Secretin-Familie und die Frizzled/Taste2-Familie [4, 70, 116]. Alle GPCRs haben eine ge-

meinsame Struktur mit sieben α-helikalen Transmembrandomänen (TMI-TMVII), verbunden

mit drei extrazellulären (ES1-ES3) und drei intrazellulären Schleifen (IS1-IS3), einem extra-

zellulären N-Terminus und einem intrazellulären C-Terminus (Abbildung 3.1) [83]. Die sieben

Transmembrandomänen sind kreisförmig in der Membran angeordnet und in ihrer Mitte befin-

det sich die Ligandenbindungsstelle. Nach Bindung eines Liganden kommt es zu einer Kon-

formationsänderung mit Verschiebung der relativen Positionen der Transmembrandomänen

III und VI zueinander, was eine Reorientierung der dritten intrazellulären Schleife nach sich

zieht [110, 135]. Die Reorientierung der IS3 ermöglicht die Kopplung an die α-Untereinheit

des G-Proteins [39]. Es gibt vier verschiedene G-Proteine, Gs, Gi, Gq und G12/13, die jeweils

aus drei Untereinheiten (α , β , γ) bestehen [102]. Die Stimulation eines GPCRs kann die Ak-

tivierung mehrerer G-Proteine nach sich ziehen [86].
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Abbildung 3.1: Aufbau des β 2-adrenergen Rezeptors
TM = Transmembrandomäne, IS = Intrazelluläre Schleife, ES = Extrazellu-
läre Schleife, Palmitinsäure zur Befestigung des C-Terminus (rot) und zwei
Zuckerreste am N-Terminus (blau) [67].

Der β 2AR gehört zu den adrenergen Rezeptoren, deren physiologische Liganden Adrenalin

und Noradrenalin sind. Unterschieden werden sie in α- und β -adrenerge Rezeptoren, und

innerhalb dieser Klassen noch mal in α1 und α2 sowie β 1, β 2 und β 3 [102]. Der β 2AR

wird überwiegend in der glatten Muskulatur der Bronchien, der Harnblase und des Uterus

exprimiert [40], ist aber auch auf Typ-II-Pneumozyten, Epithel- und Endothelzellen sowie

immunmodulatorischen Zellen, wie Mastzellen, zu finden [67, 68].

Es gibt Hinweise darauf, dass der β 2AR als Homo- oder Heterodimer vorkommen kann, für
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die generelle Funktion scheint dies jedoch keine Voraussetzung zu sein [128]. Der β 2AR zeigt

eine konstitutive Aktivität, ein Teil der Rezeptoren nimmt also die aktive Konformation ohne

Ligandbindung ein [116].

3.2 Signaltransduktion

Die Bindung von Adrenalin mit anschließender Konformationsänderung des β 2AR führt zur

Dissoziation der α-Untereinheit des stimulatorischen G-Proteins von der βγ-Untereinheit

nach Austausch des gebundenen GDPs durch GTP [102]. Die GTP-gebundene Gsα-Unterein-

heit stimuliert dann die Adenylatcyclase (AC) zur Bildung von zyklischem Adenosinmono-

phosphat (cAMP). Die Akkumulation von cAMP steigert wiederum die Aktivität der cAMP-

abhängigen Proteinkinase A (PKA) (Abbildung 3.2) [93]. Gleichzeitig spaltet die intrinsische

GTPase-Funktion der α-Untereinheit das gebundene GTP in GDP, was zur Beendigung der

Signaltransduktion durch das Gs-Protein mit Trennung von Rezeptor und Gsα und Reasso-

ziation mit der βγ-Untereinheit führt [102]. Die aktivierte PKA phosphoryliert Proteine, die

an der Kontraktion der glatten Muskelzellen beteiligt sind, wie z.B. die Myosin-Leichtketten-

kinase (MLCK), was ihre Sensitivität gegenüber Calcium vermindert [48]. Außerdem inhi-

biert cAMP die Freisetzung von Calcium-Ionen aus intrazellulären Speichern und reduziert

den Calcium-Einstrom in die Zelle [68]. Hohe Konzentrationen an cAMP können auch zu

einer Aktivierung der cGMP-abhängigen Proteinkinase G (PKG) mit nachfolgender Stimula-

tion der Myosin-Leichtkettenphosphatase (MLCP) führen (Abbildung 3.2), welche die leichte

Kette des Myosinmoleküls dephosphoryliert [48, 109].

Neben der klassischen Stimulation der Adenylatcyclase über die α-Untereinheit des Gs-Pro-

teins scheint es noch weitere Signaltransduktionswege zu geben, die nach Bindung eines
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Agonisten durch den β 2-adrenergen Rezeptor ausgelöst werden. Die Phosphorylierung des

Rezeptors durch PKA, vor allem bei niedrigen Agonist-Konzentrationen [146], verhindert

eine weitere Aktivierung des Gs und wird heterologe Desensitivierung genannt. Daraufhin

kommt es vermutlich zur Kopplung und Aktivierung von inhibitorischen G-Proteinen (Gi)

durch den β 2AR (Abbildung 3.2) [27, 48, 50, 81, 122, 130, 135, 146]. Die Aktivierung

der α-Untereinheit des Gi-Proteins hemmt die AC, was den stimulierenden Effekt des Gs-

Proteins antagonisiert [7, 146]. Außerdem wird z.T. von einer Stimulation der MAPK-Kaskade

(mitogen activated protein kinase) mit anschließender Transkriptionsregulation über die Gi-

Kopplung [27, 48], aber auch über Gαs [130], berichtet.

Weitere Möglichkeiten der Stimulation der MAPK-Kaskade auf G-Protein unabhängigem

Weg durch den β 2AR sind in der Literatur beschrieben. Die Phosphorylierung des Rezep-

tors durch die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2) führt zur Rekrutierung von

β -Arrestin-2. Arrestine wiederum können die Tyrosinkinase Src binden und so den MAPK-

Signaltransduktionsweg stimulieren (Abbildung 3.2) [5, 74, 121, 122, 135].
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Abbildung 3.2: Signaltransduktionswege des β 2-adrenergen Rezeptors
Erläuterungen siehe Text [146, 36, 79, 32].

Um die Zellen vor einer übermäßigen Stimulation zu schützen, wird der Rezeptor nach Sti-

mulation mit hohen Agonist-Konzentrationen durch die GRK2-vermittelte Phosphorylierung

im C-Terminus sterisch an einer weiteren Aktivierung des G-Proteins gehindert (Abbildung

3.3 (2) und (3)) [82, 146]. Die Phosphorylierung von Serin 355/356 durch die GRK2 führt

zur Bindung von β -Arrestin-2 (βArr2) und einer vollständigen Lösung des Rezeptors vom

G-Protein (Abbildung 3.3 (4) und (5)) [76, 82, 146]. Diese innerhalb von Sekunden nach Sti-

mulation einsetzenden Schritte leiten die Rezeptor-Internalisierung ein (homologe Desensiti-
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vierung) [105]. Die Rekrutierung der GRK2 zur Plasmamembran geschieht unter dem Einfluss

der βγ-Untereinheit von Gs und Phospholipiden [77, 113] über die in der GRK2 vorhandene

Pleckstrin-homologe Domäne [44]. Nach Phosphorylierung der GRK2 durch Proteinkinase C

(PKC), PKA und c-Src wird sie vermehrt an die Plasmamembran transloziert [18, 28, 29, 44].

Bei niedrigen β 2-Agonist-Konzentrationen erfolgt eine Phosphorylierung des β 2AR durch

PKA an Serin 261/262 in der IS3 und Serin 345/346 im C-Terminus [146], die heterologe,

Agonist-abhängige Desensitivierung des Rezeptors. Vermutlich ist der hierfür verantwortli-

che PKA-Subtyp permanent über ein A-Kinase Ankerprotein, AKAP5 (auch AKAP79 oder

AKAP150 genannt) in der Nähe des β 2AR lokalisiert [27]. Nach der Stimulation kommt es

zur weiteren Bindung von AKAP12 (auch AKAP150 oder Gravin genannt) an den Rezeptor,

was vermutlich eine Rolle bei der Resensitivierung und dem Recycling des Rezeptors nach

Internalisierung spielt [27]. Außerdem besteht die Möglichkeit der β 2-Agonist unabhängigen

Phosphorylierung des β 2AR durch PKA oder PKC, was dann ebenfalls heterologe Desensiti-

vierung genannt wird.

Die Bindung von β -Arrestin-2 hat neben der G-Protein-unabhängigen Signaltransduktion zwei

weitere Folgen: erstens die Translokation von Phosphodiesterase 4D5 (PDE4D5) [80, 135],

welche vermutlich schon an β -Arrestin-2 gebunden vorliegt [87], und zweitens die Internali-

sierung des Rezeptors über Clathrin-ummantelte Einstülpungen (Clathrin-coated pits). Phos-

phodiesterasen stellen die einzige Möglichkeit der Zelle dar, das entstandene cAMP wieder

abzubauen [7]. Die Rekrutierung der PDE4D5 zusammen mit β -Arrestin-2 zum Rezeptor

führt zum cAMP-Abbau und dadurch zu einer Beendigung der Signaltransduktion des β 2AR

über die AC.

Der nächste Schritt bei der Internalisierung, die nach wenigen Minuten Stimulation einsetzt,

ist die Bindung der β2-Adaptin-Untereinheit des Adapterprotein-2 (AP-2) an den Rezeptor-

β -Arrestin-2-Komplex [45]. Die anschließende Bindung von Clathrin führt zur Bildung der
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Clathrin-coated pits (Abbildung 3.3 (6) und (8)), die dann mit Hilfe der großen GTPase Dy-

namin von der Zellmembran abgeschnürt werden (Abbildung 3.3 (9) und (10)) [16, 44].

Die Familie der Arrestine umfasst vier Mitglieder, Arrestin-1 und -4 sowie β -Arrestin-1 und

-2. Arrestin-1 kommt in den Stäbchen und Zapfen des Auges, Arrestin-4 nur in den Zapfen vor

[74]. β -Arrestin-1 und -2 dagegen kommen ubiquitär vor und regulieren die Endozytose vieler

GPCRs [3, 74]. Anhand der Bindung der β -Arrestine werden die Rezeptoren in zwei Klassen

unterteilt. Klasse-A-Rezeptoren, zu welchen auch der β 2AR gehört, binden β -Arrestin-2 tran-

sient, werden aber ohne β -Arrestin-2 internalisiert [36, 55]. Klasse-B-Rezeptoren haben keine

Präferenz für eine der beiden Subtypen und werden an β -Arrestin-1/2 gebunden internalisiert

[36, 55]. Die vorübergehende Ubiquitinierung von β -Arrestin-2 spielt bei der Regulation der

transienten Bindung an den Rezeptor eine wichtige Rolle. Mdm2 ist eine Typ-E3-Ligase [121],

die eventuell sogar permanent an β -Arrestin-2 gebunden vorliegt und die Rezeptor-stimulierte

Ubiquitinierung von β -Arrestin-2 katalysiert (Abbildung 3.3 (6)) [36, 74]. Die Ubiquitinie-

rung erhöht die Affinität von β -Arrestin-2 gegenüber Clathrin und AP-2 [74] und stabilisiert

den Rezeptor-β -Arrestin-2-Komplex [123]. Die Bindung von β -Arrestin-2 an die GRK2-

phosphorylierte Form des Rezeptors führt zu einer Konformationsänderung im β -Arrestin-

2-Molekül, was erst dann die Ubiquitinierung zulässt [123]. Es wird außerdem vermutet, dass

die Ubiquitinierung Voraussetzung für die G-Protein-unabhängige Aktivierung der MAPK-

Kaskade ist [121]. Erst kürzlich wurde publiziert, dass auch die PDE4D5 durch die Mdm2

ubiquitiniert werden kann, was dann ihre Affinität gegenüber β -Arrestin-2 erhöht [80]. Die

Ubiquitinierung von β -Arrestin-2 führt neben der Bindung von Clathrin und AP-2 auch zur

Bindung der USP33-Deubiquitinase (Abbildung 3.3 (7)) [123], was zur Lösung des Rezeptor-

β -Arrestin-2-Komplexes führt (Abbildung 3.3 (8)) [123].

Nach Internalisierung des β 2AR (Abbildung 3.3 (10)) fusionieren die endozytotischen Vesikel

mit Rab5-positiven frühen Endosomen (Abbildung 3.3 (11)) [6, 44, 64, 98]. Für die schnelle
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Rückkehr an die Zellmembran wird der Rezeptor, gebunden an EBP50 [16, 130, 135, 140]

im sauren Milieu der frühen Endosomen dephosphoryliert (Abbildung 3.3 (12)) und Rab4-

abhängig an die Zellmembran recycled (Abbildung 3.3 (12) und (1)) [44, 119]. Bei starker

Stimulation über längere Zeit kommt es zur sogenannten Downregulation der Rezeptordichte

durch Abbau internalisierter Rezeptoren und verminderter Neusynthese [44]. Die Ubiquiti-

nierung des β 2AR durch eine andere Typ-E3-Ligase, Nedd4, fördert seinen Abbau [15]. Die

ubiquitinierte Form wird von den frühen Endosomen Rab7-abhängig in späte Endosome und

anschließend in Lysosome transferiert (Abbildung 3.3 (11)), wo der Rezeptor degradiert wird

[6, 100]. Eine weitere Möglichkeit, die Rückkehr des β 2AR an die Zelloberfläche zu verzö-

gern, ist der Rab11-abhängige langsame Recyclingweg [98, 100]. Hierbei ist der Rezeptor

länger internalisiert, ohne abgebaut zu werden [100].

Unter bestimmten Umständen kann es auch zu einer Aktivierung des β 2AR ohne Agonist

kommen. Der Insulin-Rezeptor hat eine intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivität und kann nach

Insulin-Stimulation den β 2AR am Tyrosin350 phosphorylieren [135]. Durch die Phosphory-

lierung entsteht im β 2AR ein SH2-Motiv, was zur Assoziation des Rezeptors mit c-Src, Grb2

und Dynamin sowie zur Agonist-unabhängigen Stimulation der MAPK-Kaskade führt [145].
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Abbildung 3.3: Internalisierung und Recycling des β 2-adrenergen Rezeptors
Erläuterungen siehe Text.
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4 Efeu und seine Inhaltsstoffe

Der gemeine Efeu, lateinisch Hedera helix L., ist eine immergrüne Kletterpflanze aus der

Familie der Araliaceae [53]. Die in der Therapie verwendeten Efeublätter-Trockenextrakte

werden aus im Frühjahr geernteten, getrockneten Blättern hergestellt, welche Triterpensapo-

nine, vor allem Hederacosid C sowie α-Hederin und deren Aglycon Hederagenin enthalten.

Weitere Bestandteile sind Flavonoidglykoside, z.B. Quercetin, Kämpferol und Rutin, Phenol-

carbonsäuren, Polyacetylene, ätherisches Öl, Sterole und Cumarine [61]. Saponine sind in der

Natur häufig vorkommende sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, die aus einem Steroid- oder Tri-

terpengerüst mit einer oder mehreren Zuckerketten aufgebaut sind [46]. Man unterscheidet

Monodesmoside mit einer Zuckerkette, wie α-Hederin, von Bidesmosiden mit zwei Zucker-

ketten, wie Hederacosid C, und Tridesmosiden mit drei Zuckerketten [61]. Saponine haben

aufgrund ihrer amphiphilen Struktur mit hydrophilen Zuckerketten und einem hydrophoben

Grundgerüst Tensid-Eigenschaften, Membranaktivität und zeigen z.T. hämolytische Wirkung

[61]. Im Efeublätter-Trockenextrakt werden die Saponine Hederacosid C und α-Hederin als

wirksamkeitsmitbestimmend angesehen (Abbildung 4.1) [124].
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Abbildung 4.1: Strukturformeln der beiden wichtigsten Saponine aus Efeublättern, sowie
deren Aglykon
A) Hederagenin, B) α-Hederin und C) Hederacosid C.

29



Einleitung

Das Hauptanwendungsgebiet für Extrakte aus Efeublättern sind akute und chronische obstruk-

tive Lungenerkrankungen mit viskösem Schleim und Husten, was in der sekretolytischen

und broncholytischen Wirkung von Efeu begründet liegt [61]. Vier kontrollierte klinische

Studien und vier Anwendungbeobachtungen zwischen 1992 und heute haben die klinische

Wirksamkeit von Efeu bestätigt. In einer randomisierten, doppelblinden, cross-over, Placebo-

kontrollierten Studie zeigten Mansfeld et al. 1998 die Überlegenheit eines ethanolischen Ex-

traktes aus Efeublättern (DEV 5-7,5:1) gegenüber Plazebo bei Kindern mit Asthma bronchia-

le [89]. Die untersuchten Lungenfunktionsparameter Vitalkapazität (VK), forcierte Vitalka-

pazität (FVK) und forciertes, expiratorisches Volumen in einer Sekunde (FEV1) zeigten ei-

ne signifikante Verbesserung nach dreitägiger Therapie. Der bronchodilatierende Effekt drei

Stunden nach Einnahme schien dabei dem eines inhalativen β 2-Sympathomimetikums nahe-

zu vergleichbar [89]. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Efeublätter-Trockenextrakt

(DEV 5-7,5:1) dem synthetischen Expektorans Ambroxol, bei besserem Nebenwirkungspro-

fil, nicht unterlegen ist [96]. Die Ethanol-freien Darreichungsformen Zäpfchen und Kindersaft

müssen höher dosiert werden, sind dann jedoch ebenso wirksam wie der ethanolische Extrakt

[54, 88]. Durch das große Patientenkollektiv in den Anwendungsbeobachtungen konnte die

Wirksamkeit und das günstige Nebenwirkungsprofil, mit dem seltenen Auftreten von milden

und reversiblen Nebenwirkungen, bestätigt werden [42, 58, 59, 85].

Hinweise auf den genauen Wirkungsmechanismus von Efeublätter-Trockenextrakt ergaben

Studien an A549-Zellen (Typ-II-Pneumozyten) und HEK293-Zellen, die den β 2-adrenergen

Rezeptor (β 2AR) als GFP-Fusionsprotein überexpremierten [124]. Die Internalisierung von

β 2AR-GFP in HEK293-Zellen nach Stimulation mit dem β 2-Agonisten Terbutalin wurde

durch α-Hederin-Vorbehandlung, nicht aber durch Hederacosid C und das Agylcon Hedera-

genin gehemmt [124]. Durch Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie wurde der Einfluss von

α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin auf die β 2AR-Bindung an A549 Zellen unter-
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sucht. Hierbei zeigte sich, dass α-Hederin die Affinität der Bindung von Alexa-Noradrenalin

zum β 2AR bei gleichbleibender Rezeptordichte in der Plasmamembran erhöhte [60, 124]. In

der Folge konnte eine Zunahme der intrazellulären cAMP-Konzentration festgestellt werden,

woraus sich insgesamt eine gesteigerte β 2-adrenerge Ansprechbarkeit der Zellen ergibt [124].

Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass α-Hederin sowohl für die broncholytische als

auch für die sekretolytische Wirkung von Efeublätter-Trockenextrakt eine wesentliche Kom-

ponente ist [124].
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5 Ziel dieser Arbeit

Klinische Studien haben belegt, dass Efeublätter-Trockenextrakt (DEV 5-7,5:1) nicht nur se-

kretolytisch, sondern auch broncholytisch wirkt [54, 88, 89, 96]. Bisher gewonnene Daten

zum Wirkungsmechanismus des Efeublätter-Trockenextrakts haben eine verbesserte Affinität

der β 2AR-Bindung, einen gesteigerten cAMP-Spiegel und eine gehemmte Internalisierung

des β 2-adrenergen Rezeptors unter stimulierenden Bedingungen nach Vorbehandlung mit α-

Hederin, einem Saponin aus Efeu, gezeigt [60, 124].

Die vorliegende Arbeit soll einerseits helfen den biochemischen Prozess zu identifizieren,

der durch α-Hederin beeinflusst wird und zu einer Hemmung der Internalisierung des β 2AR

führt. Anderseits soll anhand von isometrischen Kraftmessungen an isolierter Muskulatur aus

Rinderluftröhren der Effekt der durch α-Hederin-vermittelten Erhöhung der β 2-adrenergen

Ansprechbarkeit auf das Kontraktions- und Relaxationsverhalten der glatten Muskulatur un-

tersucht werden.
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Material und Methoden
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6 Methoden

6.1 Zellkulturmethoden

6.1.1 Verwendete Zelllinie

Die seit Ende der 1970er-Jahre bestehende Zelllinie HEK293 (Human Embryo Kidney, DMSZ

Nr. ACC 305) ist entstanden durch die Transformation einer menschlichen embryonalen Nie-

renzelle mit Teilen des Adenovirus5 [51]. HEK293-Zellen werden in der Literatur häufig als

Zellsystem für die Überexpression des β 2-adrenergen Rezeptors verwendet [6, 64, 91, 98,

143]. Die HEK293-Zellen wurden in DMEM/F-12 mit 5 % fötalem Kälberserum, 100 U/ml

Penicillin und 10 µg/ml Streptomycin gehalten.

6.1.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden auf 10 cm-Schalen bei 37◦C und 5 % CO2 kultiviert. Nach dem Erreichen

einer Konfluenz von 80 bis 90 % wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml

frischem Medium in ein Zentrifugationsröhrchen überführt. Nach Zentrifugation für 3 min bei
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250 g wurde das Zellpellet in einem Milliliter frischem Medium resuspendiert und ein Viertel

hiervon in einer neuen 10 cm-Schale mit frischem Medium in Kultur gehalten. Für die Versu-

che wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt und die Zellen entsprechend

den Werten in Tabelle 6.1 ausgesät.

Tabelle 6.1: Zellzahlen für die Aussaat in Well-Platten.

Zellart Well-Platte Zellzahl
HEK293 6-Well 200 000 Zellen/Well

12-Well 100 000 Zellen/Well
24-Well 50 000 Zellen/Well
96-Well 10 000 Zellen/Well

Für das Aussäen der HEK293-Zellen auf Deckgläsern für die Untersuchung der Internali-

sierung des β 2AR und auf 96-Well-Platten für die In-Cell-Western-Untersuchungen wurden

diese Oberflächen vorher mit 100 µg Poly-D-Lysin (PDL) pro Milliliter PBS für eine Stun-

de bei 37◦C beschichtet. Nach dreimaligem Waschen mit PBS waren die Deckgläser bzw.

Well-Platten gebrauchsfertig.

6.1.3 Auftauen von Zellen

Für das Auftauen von HEK293-Zellen wurden die Kryoröhrchen dem Stickstoff-Tank entnom-

men und in ein 37◦C warmes Wasserbad überführt. Unmittelbar nach dem Auftauen wurde die

Zellsuspension unter sterilen Bedingungen in 5 ml frisches, raumtemperiertes Medium gege-

ben. Nach Zentrifugation für 3 min bei 250 g wurde das Zellpellet in 5 ml frischem Medium

resuspendiert und die Zellen in einer 10 cm-Schale mit 10 ml frischem Medium ausgesät.
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6.1.4 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren der HEK293-Zellen wurden die Zellen nach Erreichen einer Konfluenz von

80 bis 100 % mit frischem Medium von der 10 cm-Schale abgelöst und bei 250 g für 3 min

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Kryomedium, bestehend aus dem Medium für die

Kultivierung mit doppeltem Gehalt an fötalem Kälberserum und 10 % DMSO resuspendiert

und in Kryoröhrchen überführt. Zum Einfrieren wurden die Kryoröhrchen zunächst für 10 min

bei 4◦C gelagert, um ein Diffundieren des DMSO in die Zellen sicherzustellen. Nach weiteren

zwei Stunden bei -20◦C wurden die Kryoröhrchen eine Nacht bei -80◦C gelagert und dann in

den Stickstofftank überführt.

6.1.5 Stabile Transfektion von HEK293-Zellen

Ein Konstrukt aus der DNA des β 2-adrenergen Rezeptors und des eGFP (enhanced green

fluorescence protein) in einem pcDNA3-Vektor wurde mit der Calciumphosphatpräzipitati-

onsmethode in HEK293-Zellen transfiziert. Dieses Konstrukt war eine freundliche Gabe von

Prof. Dr. Martin Lohse (Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Universität Würzburg).

Die Klonierungsstrategie dieses Vektors wurde in Krasel et al. 2004 beschrieben [75].

Die Transfektion wurde bei einer Konfluenz von etwa 80 % einen Tag nach der Aussaat in

10 cm-Schalen durchgeführt. Hierfür wurden 10 µg Plamid mit 250 µl 1 M Calciumchlorid-

Lösung, 750 µl Wasser und 1000 µl 2fach BBS-Puffer 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zugabe von 8 ml Kulturmedium mit 10 % FCS wurde die gesamte Lösung auf die Zellen

pipettiert. Nach Inkubation für fünf Stunden bei 37◦C und 3 % CO2 wurde das Medium mit der

Plasmid-Lösung abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 10 ml frisches Kul-

turmedium mit 5 % FCS zugegeben. Die Selektion der Zellen mit Expression des β 2AR-GFP
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erfolgte durch Zugabe von 500 µg/ml Geniticin (G418) 48 Stunden nach Transfektion. Nach

sieben bis zehn Tagen entstanden einzelne Klone, die mit einer Pipettenspitze gepickt und in

einem Well einer 12-Well-Platte resuspendiert wurden. Nach dem Erreichen einer Konfluenz

von etwa 80 % wurde ein Teil der Zellen auf PDL-beschichteten Deckgläsern ausgesät und

mit 4 % Paraformalfehyd (PFA) fixiert, um die Transfektion mittels Fluoreszenz-Mikroskopie

zu bestätigen. Die positiven Klone wurden bis zur weiteren Verwendung in 10 cm-Schalen

kultiviert.

Die transfizierten Zellen werden im Folgenden als HEK293-β 2AR-GFP-Zellen bezeichnet.

6.2 Studien zur Internalisierung des β 2-adrenergen

Rezeptors

6.2.1 An fixierten Zellen

Das Internalisierungsverhalten des β 2AR wurde an HEK293-β 2AR-GFP-Zellen untersucht.

Die Stimulation der Zellen erfolgte auf PDL-beschichteten Deckgläsern bei einer Konfluenz

von 70 bis 80 % mit 1 bzw. 10 µM des β 2-Agonisten Salbutamol für 15, 30 und 60 min.

Anschließend wurden die Zellen mit 4 % PFA und 15 % Succrose für 15 min bei 37◦C fixiert.

Nach dem Eindeckeln mit Mowiol-Lösung über Nacht wurden die Zellen am Laser Scan-

ning Mikroskop (Zeiss LSM 510 Meta, Programm Zeiss LSM 510 Version 4.0) untersucht.

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden wie folgt aufgenommen: Argon-Laser (28 %

Leistung), Strahlenteiler HFT 488/543, Objektiv Plan-Apochromat R© 63x/1.4 Oil DIC, Band-

passfilter BP 505-530, Lochblende 96 µm und Auflösung 1024x1024 Pixel.
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6.2.2 An lebenden Zellen

Die zeitabhängige Internalisierung von β 2AR wurde an lebenden HEK293-β 2AR-GFP-Zellen

untersucht. Hierfür wurden die Zellen auf PDL-beschichtete Deckgläser ausgesät. Nach Er-

reichen einer Konfluenz von 70 bis 80 % wurden die Deckgläser in eine spezielle Halterung

(Eigenbau) eingespannt und mit 300 µl Locke-Lösung, aufgewärmt auf 37◦C, überdeckt. Das

Laser Scanning Mikroskop verfügt über eine Inkubationskammer (Zeiss XL-LSM Prototyp 2),

die für diesen Zweck auf 30◦C erhitzt wurde (Heating Unit und Tempcontrol 37-2 digital von

Pecon). Auf eine Begasung mit CO2 wurde aufgrund der relativ kurzen Messzeit und der vor-

handenen Pufferlösung verzichtet. Nach Auswahl geeigneter Zellen wurde 1 µM Salbutamol

zugesetzt und die Aufnahme von 50 Bildern, mit einer Auflösung von 512x512 Pixeln und

einer Wartezeit von 10 sec zwischen den Bildern, gestartet. Alle anderen Meßbedingungen

wurden wie bei der Aufnahme von fixierten Zellen gewählt.

6.2.3 Bildbearbeitung

Die Bildbearbeitung erfolgte mit den beiden Programmen LSM Image Browser 4.2 von Zeiss

und GIMP 2.6.7 (GNU Image Manipulation Programm). Im ersten Schritt wurden die Bilder

aus dem LSM Image Browser im jpeg-Format exportiert und in GIMP geöffnet. Repräsentative

Teilbereiche der Bilder wurden invertiert und hinsichtlich Kontrast und Helligkeit verbessert.

Zuletzt wurden die Konturen der Bilder mit einem GIMP-implementierten Filter geschärft

(Abbildung 5.1).
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Abbildung 6.1: Bildbearbeitung
A) Bild vor Bearbeitung, B) Bildausschnitt zur Weiterbearbeitung, C) Bild-
ausschnitt invertiert, D) Bild nach Verbesserung von Kontrast und Helligkeit,
E) Bild nach Konturverbesserung.
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6.3 Messung der Phosphorylierung des β 2-adrenergen

Rezeptors

6.3.1 Westernblot

Die Aufarbeitung der Zellen für den Westernblot wurde in Anlehnung an das von Tran et al.

veröffentlichte Protokoll durchgeführt [136]. Die in einer 10 cm-Schale nahezu konfluent ge-

wachsenen HEK293-β 2AR-GFP-Zellen wurden, nach Inkubation mit Serum-freiem Medium

über Nacht und Stimulation mit 1 µM Isoprenalin, einmal mit eiskaltem HE-Puffer gewaschen

und mittels Zellschaber in 1 ml Solubilisierungspuffer resuspendiert und für 30 min bei 4◦C

in Bewegung gehalten. Anschließend wurden Zelltrümmer durch Zentrifugation mit 20 000 g

für 15 min bei 4◦C abgetrennt. Ein Teil des Überstandes wurde für eine Proteinbestimmung

nach Bradford verwendet [19]. Der verbleibende Rest wurde mit dem gleichen Volumen Pro-

benpuffer versetzt, für 15 min auf 65◦C erhitzt und etwa 75 µg Protein auf ein SDS-Gel

(8 % Acrylamid) aufgetragen. Die Proteine wurden bei 100 V für 1,5 Stunden aufgetrennt.

Nachfolgend wurden die Proteine im Semi-Dry-Verfahren mit 0,5 mA/cm2 auf eine Nitrocel-

lulosemembran geblottet. Die Nitrocellulosemembran wurde mit Ponceau-Lösung gefärbt und

eingescannt, um eine etwa gleiche Proteinbeladung zu dokumentieren. Daraufhin wurde die

Membran mit destilliertem Wasser gewaschen und über Nacht bei 4◦C mit 5 % Milchpulver

in TBS/T geblockt. Anschließend wurde der Erstantikörper in Blockpuffer gelöst (1:200) und

die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur darin inkubiert. Zur Messung der Phospho-

rylierung diente ein Kaninchen-Antikörper gegen die Phosphorylierungsstelle Serin355/356

des humanen β 2-adrenergen Rezeptors (anti-pβ 2AR). Zur Bestimmung des Gesamtgehaltes

an β 2-adrenergem Rezeptor (β 2AR) wurde ein Kaninchen-Antikörper gegen den C-Terminus

des humanen β 2AR (anti-β 2AR) eingesetzt. Nach fünfmaligem Waschen mit 0,1 % Tween-
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20 in TBS (TBS/T) wurde eine Stunde mit einem Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen

Zweitantikörper (Peroxidase-GAR) inkubiert. Die Detektion erfolgte unter Verwendung des

Super Signal West Pico Chemilumineszenz Kit der Firma Pierce, anschließendem Auflegen

auf einen Röntgenfilm (Super RX von Fuji) für eine definierte Zeit (Belichtungszeit) und Ent-

wickeln des Films.

6.3.2 In-Cell-Western-Methode

Für die In-Cell-Western-Methode wurden HEK293-β 2AR-GFP-Zellen in einer Dichte von

15 000 bis 20 000 Zellen pro Well und PDL-Beschichtung in einer 96-Well-Platte ausgesät

und bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Am Tag vor der Versuchsdurchführung wurde

das Kulturmedium gewechselt und die Zellen über Nacht in Serum-freiem Medium gehal-

ten. Die Vorbehandlung mit jeweils 1 µM α-Hederin, Hederacosid C oder Hederagenin fand

zeitgleich mit der Inkubation in Serum-freiem Medium für 18 Stunden mit einer maximalen

Ethanol-Konzentration von 0,01 % im Medium statt. Die Stimulation der Zellen erfolgte kon-

zentrationsabhängig mit 10 bis 10 000 nM Isoprenalin für 10 min bei 37◦C. Im Anschluss

wurden die Zellen direkt mit 4 % PFA-Lösung und 15 % Succrose fixiert. Als Negativkon-

trolle wurden Zellen vor der Stimulation für 20 min mit 1 µM GRK2-Inhibitor (5-[2-(5-Nitro-

2-furyl)-ethylen]-furan-2-carbonsäuremethylester) inkubiert, der auch während der Stimula-

tion anwesend war. Alle weiteren Schritte wurden bei Raumtemperatur und unter leichter

Bewegung durchgeführt. Nach fünfmaligem Permeabilisieren mit 0,1 % Triton X-100 in TBS

für jeweils 5 min wurden die freien Stellen mit 150 µl Odyssey Blocking Puffer (Blocklö-

sung) für eine Stunde geblockt. Die Inkubation mit dem Erstantikörper anti-pβ 2AR (1:200 in

Blocklösung) fand für 2,5 Stunden im Dunkeln statt. Nachfolgend wurden fünf Waschschritte

mit 0,1 % Tween-20 in PBS (PBS/T) durchgeführt. Der Kaninchen-Zweitantikörper gekop-
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pelt an IRDye800 (IRDye800-GAR) wurde 1:800 in Blocklösung verdünnt und zusammen

mit den Farbstoffen Draq5 und Saphire700 für eine Stunde im Dunkeln mit den Zellen inku-

biert. Die Messung erfolgte nach weiteren fünf Waschschritten mit PBS/T mit dem Odyssey R©

Imager (LI-COR Biosciences) und der dazugehörigen Software Odyssey R© Application Soft-

ware (Version 3.0.21) bei 700 und 800 nm und einer Intensität von 5,0. Die Daten wurden mit

dem In-Cell-Western Plugin von LI-COR und Excel (Microsoft R© Office 2003) ausgewertet,

wobei das Signal im 700 nm Kanal (Zellzahl) als Basis für die Berechnung der Phosphorylie-

rung (Signal bei 800 nm) genutzt wurde. Das verwendete Plugin integriert die Intensität des

Signals über die Fläche des Wells. Für die Auswertung der konzentrationsabhängigen Phos-

phorylierung durch Isoprenalin wurden die Werte auf die Zellzahl normiert und als solche

dargestellt (integrierte Intensität bei 800 nm). Der Einfluss der Saponine auf die Phosphory-

lierung wurde als prozentualer Anteil der Phosphorylierung mit 500 nM Isoprenalin für 10

min (% der 500 nM Isoprenalin-Antwort) berechnet und abgebildet.

6.4 Isometrische Kraftmessungen an der glatten

Muskulatur der Rinderluftröhre

6.4.1 Präparation der Muskelstreifen

Für die Präparation der Muskelstreifen1 wurden Rinderluftröhren (Abbildung 5.1 A) verwen-

det, welche vom Schlachthaus zur Verfügung gestellt wurden. Während des Transports wurden

die Luftröhren in Krebs-Henseleit-Lösung (KH-Lösung) gehalten. Zu Beginn der Präparati-

on wurde ein Stück der Luftröhre abgetrennt, das drei Knorpelringe umfasste (Abbildung
1Die Experimente wurden am Institut für Molekulare Pharmakologie der Universität Groningen, Niederlande,

unter der Leitung von Prof. Dr. Herman Meurs und Dr. Reinoud Gosens durchgeführt.
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5.1 B). Alle nachfolgenden Schritte der Präparation erfolgten bei 37◦C in KH-Lösung, die mit

95 % O2/5 % CO2 ständig begast wurde. Zunächst wurde die dem Muskel gegenüberliegende

Rundung der Knorpelspange entfernt. Nach Öffnen der Knorpelspange konnte seitlich einge-

schnitten werden und von dort der Muskel mit angrenzendem Fettgewebe und Endothelschicht

zur Mitte hin frei präpariert werden (Abbildung 5.1 C). Zuletzt wurde die Endothelschicht und

der größte Teil des Fettgewebes entfernt (Abbildung 5.1 D). Der so präparierte Muskel (Ab-

bildung 5.1 E) wurde quer in etwa 1 bis 2 mm dicke Streifen geschnitten. Die Streifen wurden

zweimal mit DMEM mit 10 % fötalem Kälberserum, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Strep-

tomycin, 1,5 µg/ml Amphotericin B, 1 mM Natriumpyruvat, nicht-essentiellen Aminosäuren

und 50 µg/ml Gentamicin gewaschen und bis zur Verwendung darin im Schüttelinkubator bei

37◦C aufbewahrt. 24 Stunden vor den Versuchen wurde das Medium der Muskelstreifen ge-

wechselt und dem frischen Medium 0,1 % Ethanol, 1 µM α-Hederin, 1 µM Hederacosid C

oder 1 µM Hederagenin zugesetzt.

6.4.2 Vorbereitung der Muskelstreifen

Vor dem eigentlichen Versuch wurden die Muskelstreifen bereits mehrfach mechanisch vor-

gespannt und zur Überprüfung der Vitalität mit Kaliumchlorid vorkontrahiert. Hierzu wurden

die Muskelstreifen an beiden Seiten mit einer Schlinge aus chirurgischem Faden versehen und

in die mit 20 ml KH-Lösung gefüllten Organbäder gehängt (Abbildung 5.2 F). Die Lösung

in den Organbädern wurde während des gesamten Versuches kontinuierlich mit 95 % O2/5 %

CO2 begast und auf 37◦C gehalten. Die Kraftaufnehmer (Force Displacement Transducer Mo-

dell FT03, Grass Technology verbunden mit Polygraph Model 79D, Grass Technology) der

Messstände wurden täglich vor dem Einhängen der Muskelstreifen mit Hilfe unterschiedli-

cher Gewichte hinsichtlich der gemessenen Schreibersignale kalibriert. Nach Befestigung der
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Muskelstreifen unten an einem fixierten Haken und oben an einem beweglichen Kraftmesser

wurden sie auf 1 g mechanisch vorgespannt und für 30 min einer Relaxation überlassen. Diese

Prozedur wurde zwei Mal wiederholt, wobei der Muskel erst auf 2, dann auf 3 g gespannt

wurde. Zwischen den Prozeduren wurde die KH-Lösung in den Bädern gewechselt. Nach Re-

laxation des mit 3 g mechanisch vorgespannten Muskelstreifens wurde dessen Vitalität durch

Zugabe von Kaliumchlorid-Lösung in den Konzentrationen 20 und 40 mM getestet. Das Ka-

liumchlorid wurde anschließend durch dreifaches Waschen mit KH-Lösung entfernt und die

Streifen ein letztes Mal auf 3 g mechanisch vorgespannt und für eine Stunde einer Relaxation

überlassen. Die so vorbereiteten Muskelstreifen wurden sowohl für die Kontraktions- als auch

Relaxationsversuche verwendet. Für die Normierung der Messdaten auf 1 mg Muskelgewebe

wurden am Ende der Versuche die einzelnen Muskelstreifen direkt unterhalb der Schlingen

abgeschnitten und ausgewogen.

Die Auswertung der Experimente erfolgte über die Höhen der Schreibersignale mit Hilfe ei-

ner linearen Regression der Kalibrierdaten. Das Anpassen von Kurvenfunktionen an Mess-

daten (Funktion: log(agonist) vs. response und log(inhibitor) vs. response), die Bestimmung

der halbmaximalen effektiven Konzentration (EC50) und die Berechnungen zur statistischen

Signifikanz mittels T-Test erfolgte mit Graphpad Prism (Version 5.02 GraphPad Software, San

Diego, USA). Die halbmaximale effektive Konzentration (EC50) wird im Folgenden angege-

ben als negativer dekadischer Logarithmus der EC50 (pEC50).
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Abbildung 6.2: Präparation von Muskelstreifen aus der Rinderluftröhre
(A) Rinderluftröhre vor Beginn der Präparation; (B) Teil der Luftröhre be-
stehend aus 3 Knorpelringen, nachdem der dem Muskel gegenüberliegen-
de Knorpelteil entfernt wurde; (C) Luftröhren-Abschnitt beim Ablösen der
Knorpelspangen; (D) Muskel vor Ablösen des Fettgewebes und der Endothel-
schicht; (E) Muskel, bevor er in 1 bis 2 mm dicke Streifen geschnitten wurde;
(F) eingespannter Muskelstreifen.
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6.4.3 Kontraktionsversuche

Bei den Kontraktionsversuchen wurde nach Stabilisierung der Saponin-vorbehandelten Mus-

kelstreifen mit steigenden Konzentrationen an Histamin (1 nM bis 100 µM) eine Dosis-

abhängige Kontraktion gemessen. Die Zugabe der nächsthöheren Histaminkonzentration er-

folgte dabei nach dem Erreichen eines Plateaus im Signal. Als Positivkontrolle wurde 10 µM

Fenoterol 15 min vor Beginn des Kontraktionsversuches in die entsprechenden Organbäder

gegeben. Für die Bestimmung des Einflusses der Saponine auf die Kontraktion wurde 0,1 %

Ethanol, 1 µM α-Hederin, 1 µM Hederacosid C oder 1 µM Hederagenin während des kom-

pletten Versuches zur KH-Lösung in den Organbädern hinzugefügt. Nach Erreichen der ma-

ximalen Kontraktion durch Zugabe der höchsten Dosis an Histamin wurden die Muskelstrei-

fen durch wiederholtes Waschen vollständig relaxiert. Für den Einfluß der Saponine auf die

Methacholin-vermittelte Kontraktion wurden Muskelstreifen mit 1 und 100 µM Methacholin

in Anwesenheit der Saponine oder Ethanol kontrahiert.

6.4.4 Relaxationsversuche

Für die Relaxationsversuche wurden die Saponin-vorbehandelten Muskelstreifen nach der

letzten Relaxationsphase mit 100 µM Histamin oder 1, 10 oder 100 µM Methacholin vor-

kontrahiert und eine Stabilisierung des Signals innerhalb von 30 bis 60 min abgewartet. Die

anschließende Relaxation wurde nach kumulativer Zugabe von Isoprenalin-Konzentrationen

von 1 nM bis 100 µM gemessen. Auch hier wurde mit der weiteren Zugabe der Isoprenalin-

Lösung abgewartet, bis sich ein stabiles Signal eingestellt hatte. Am Ende der Versuchsreihe

wurden die Muskelstreifen gewaschen und ausgewogen.
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7 Verwendete Chemikalien

7.1 Allgemein

Chemikalien Abkürzung/Formel Hersteller Konzentration

4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinethansulfon-

säure

HEPES EMD Chemi-

cals

Acrylamid Roth

α-Hederin Roth

Amoniumpersulfat APS Roth

Amphotericin B Fungizone c© Invitrogen 250 µg/ml

Ascorbinsäure Merck

Bradford-Reagenz BioRad Prote-

in Assay

BioRad

Bromphenolblau Sigma

Calciumchlorid CaCl2 Merck

D-Glucose Sigma
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Chemikalien Abkürzung/Formel Hersteller Konzentration

Dimethylsulfoxid DMSO Sigma

Dithiothreitol DTT Sigma

Dulbeco´s Modified

Eagle Medium

DMEM Invitrogen

DMEM/F-12 (1:1) Invitrogen

Dodecyl-β -maltosid Sigma

Ethanol Roth 99,8 %

Ethylendiamintetra-

essigsäure

EDTA Sigma

Fenoterol Sigma

Fötales Kälberserum FCS Invitrogen

Geneticin G418 Invitrogen

Gentamicin Invitrogen 10 mg/ml

Glycerol Fluka 87 %

GRK2 Inhibitor

(5-[2-(5-Nitro-2-furyl)-

ethenyl]-furan-2-

carbonsäuremethyles-

ter)

C12H9NO6 EMD Chemi-

cals

Hederacosid C Extrasynthèse

Hederagenin Extrasynthèse

Histamin Fluka

Isoprenalin Sigma
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Chemikalien Abkürzung/Formel Hersteller Konzentration

Kaliumchlorid KCl Merck

Kaliumdihydrogen-

phosphat

KH2PO4 Merck

L-Glutamin L-Glut Invitrogen 200 mM

Leupeptin Sigma

Magnesiumchlorid MgCl2 Roth

Magnesiumsulfat MgSO4 Roth

Methacholin MCh MP Biomedi-

cals

Methanol Merck

Milchpulver Sucofin (Re-

formhaus)

N,N-Bis-(2-

hydroxyethyl)-2-

aminoethansulfonsäure

BES Sigma

Natriumhydrogencar-

bonat

NaHCO3 Merck

Natriumchlorid NaCl Merck

Natriumdodecylsulfat SDS Sigma

Natriumfluorid NaF Fluka

di-Natriumhydrogen-

phosphat

Na2HPO4 Merck

Natriumpyrophosphat

tetrabasisch

Riedel-de

Haën
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Chemikalien Abkürzung/Formel Hersteller Konzentration

Natriumpyruvat Invitrogen 100 mM

Natronlauge NaOH Merck 1 M

nicht-essentielle Ami-

nosäuren

NEAA Invitrogen 100fach

Stammlösung

Nitrocellulose PROTRAN Whatman

Okadasäure Sigma

Odyssey Blocking Puf-

fer

LI-COR

Paraformaldehyd PFA Sigma

Penicillin/Streptomy-

cin

Pen/Strep Invitrogen

Phosphatase Inhibitor

Cocktail 1

Sigma

Protease Inhibitor

Cocktail

Roche

Poly-D-Lysin PDL Sigma

Ponceau-Lösung Roth 2 %

Salbutamol Sigma

Salzsäure HCl Roth 37 %

Sucrose Sigma

Super Signal West Pico

Chemilumineszenz Kit

Thermo Scien-

tific

Tetramethylethylen-

diamin

TEMED Roth
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Chemikalien Abkürzung/Formel Hersteller Konzentration

Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan

Merck

Triton X-100 Merck

Trypsin Inhibitor Sigma

Trypsin/EDTA Invitrogen 0,05 %

Tween-20 Sigma

Bei den genannten Firmen handelt es sich um die Folgenden:

Bio-Rad Laboratories, Inc. mit Sitz in Hercules, CA, USA

Extrasynthèse mit Sitz in Genay Cedex, Frankreich

Invitrogen Corporation mit Sitz in Carlsbad, CA, USA

LI-COR Biosciences, Inc. mit Sitz in Lincoln, NE, USA

Merck KGaA mit Sitz in Darmstadt, Deutschland mit der Tochtergesellschaft EMD Chemicals

Inc.

MP Biomedicals (ehemals ICN Biomedicals) mit Sitz in Irvine, CA, USA

Hoffmann-La Roche, Ltd. mit Sitz in Basel, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co.KG mit Sitz in Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation mit Sitz in St.Louis, MO, USA mit den Tochtergesellschaften

Fluka und Riedel-de Haën

Thermo Fisher Scientific mit Sitz in Waltham, MA, USA

und Whatman plc mit Sitz in Maidstone, UK.
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7.2 Verwendete Antikörper

Bei dem Antikörper gegen die Phosphorylierungsstelle Serin 355/356 des humanen β 2-adre-

nergen Rezeptors (anti-pβ 2AR) handelt es sich um den Kaninchen-Antikörper sc-16719-R der

Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Der Kaninchen-Antikörper

sc-9042 gegen den C-Terminus des humanen β 2-adrenergen Rezeptors (anti-β 2AR) wurde

ebenfalls von der Firma Santa Cruz Biotechnology erworben. Der Ziegen-Sekundärantikörper

(IRDye800-GAR) der Firma LI-COR Biosciences (Katalognummer 926-32211) gegen Ka-

ninchen-IgG ist gekoppelt mit IRDye800, einem Farbstoff der bei 800 nm im Infrarot-Bereich

angeregt wird. Außerdem wurde ein Ziegen-Sekundärantikörper (Peroxidase-GAR) gegen

Kaninchen-IgG der Firma Bio-Rad Labratories, Inc. (Hercules, CA, USA) verwendet, der

mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist (Katalognummer 170-6515).
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8 Studien zur Internalisierung des

β 2-adrenergen Rezeptors

8.1 An fixierten Zellen

Aus vorangegangenen Versuchen ist bekannt, dass α-Hederin die Internalisierung des β 2-

adrenergen Rezeptors (β 2AR) nach Terbutalin Stimulation verlangsamt, dessen Bindung von

Alexa-Noradrenalin steigert und die cAMP-Produktion unter stimulierenden Bedingungen er-

höht [124]. Die Kinetik der von Sieben et al. 2009 veröffentlichten Hemmung der Rezeptor-

Internalisierung wurde hier unter Verwendung von Salbutamol untersucht. Die HEK293-Zellen,

die das β 2AR-GFP-Konstrukt stabil expremieren, wurden auf Poly-D-Lysin-behandelten Deck-

gläsern kultiviert.

In einem ersten Schritt wurde die Funktion des verwendeten β 2AR-GFP-Konstruktes durch

Internalisierung mit zwei Salbutamol-Konzentrationen untersucht. Hierfür wurden die Zellen

nach der Stimulation fixiert, eingedeckelt und Aufnahmen mit einem Laser Scanning Mikro-

skop gemacht. Abbildung 8.1 zeigt beispielhaft jeweils ein Bild pro Konzentration zu drei

Zeitpunkten nach Zugabe des Salbutamols.
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Abbildung 8.1: Internalisierung des β 2AR-GFP in transfizierten HEK293-Zellen durch
Salbutamol
Stimulation mit 1 µM (A-C) und 10 µM (D-F) Salbutamol für 15 min (A,
D), 30 min (B, E) oder 60 min (C, F), Pfeile markieren den internalisierten
Rezeptor, Maßstabsbalken 10 µm.
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Die Stimulation des β 2AR mit 1 µM Salbutamol, einem Agonisten mit moderater intrinsi-

scher Aktivität [68], führt nach 15 min zu dessen Internalisierung in Form von vesikulären

Strukturen (Abbildung 8.1 A), deren Anzahl und Größe zu späteren Zeitpunkten (30, 60 min)

weiter steigt (Abbildung 8.1 A-C). Vergleichbare Befunde findet man auch bei einer Konzen-

tration von 10 µM Salbutamol, wobei die Internalisierung hier deutlicher zu beobachten ist

(Abbildung 8.1 D-F).

Der Einfluss der Saponine, α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin auf die Internalisie-

rung von β 2AR wurde darauf in einer Konzentration von 1 µM nach Vorinkubation für 24

Stunden untersucht. Eine Konzentration von 1 µM wurde gewählt, da die Zellen diese Kon-

zentration gut tolerieren und Bioverfügbarkeitsstudien gezeigt haben, dass diese Konzentra-

tion erreicht werden kann [129]. Außerdem wurden auch bei Sieben et al. 2009 statistisch

signifikante Effekte mit 1 µM α-Hederin erreicht [124]. Als Kontrolle dienten Zellen, wel-

che 24 Stunden mit Vehikel (0,1 % Ethanol) vorinkubiert wurden. Eigene Voruntersuchungen

haben gezeigt, dass der hemmende Einfluß von α-Hederin auf die Internalisierung von β 2AR

durch starke, agonistische Stimulation, z.B. 10 µM Fenoterol, unerkannt bleibt. Für die fol-

genden Studien wurde daher Salbutamol in einer Konzentration von 1 µM zur Stimulation

eingesetzt.

Abbildung 8.2 zeigt den zeitlichen Verlauf der Internalisierung unter dem Einfluss der Sa-

ponine zwischen 5 und 60 min. Die Vorbehandlung der Zellen mit 1 µM der Saponine hat

keinen Einfluss auf deren Morphologie (Abbildung 8.2 A, F, K, P). Im Vergleich zur Kontrol-

le verlangsamt die Vorinkubation mit α-Hederin die Internalisierung des β 2AR (Abbildung

8.2 B, C, G, H). Hier treten nach 15 min die ersten vesikuläre Strukturen auf, deren Größe

und Anzahl im weiteren Verlauf zunehmen (Abbildung 8.2 H-J). Spätestens nach 60 min ist

der Zustand der Zellen in der Kontrolle und unter α-Hederin Einfluss derselbe. Demgegen-

über hemmen Hederacosid C und Hederagenin die Internalisierung nicht wesentlich. Erste
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vesikuläre Strukturen sind bereits nach 5 min sichtbar und werden im Verlauf ausgeprägter

(Abbildung 8.2 K-T).

Abbildung 8.2: Internalisierung des β 2AR-GFP in transfizierten HEK293-Zellen durch
1 µM Salbutamol nach Vorbehandlung mit den Saponinen
0,1 % Ethanol (A-E), 1 µM α-Hederin (F-J), 1 µM Hederacosid C (K-O) oder
1 µM Hederagenin (P-T) vor Stimulation (A, F, K, P), nach 5 min (B, G, L,
Q), nach 15 min (C, H, M, R), nach 30 min (D, I, N, S) und nach 60 min
Stimulation (E, J, O, T), Pfeile markieren den internalisierten Rezeptor, Maß-
stabsbalken 10 µm.
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8.2 An lebenden Zellen

Um den Vorgang der Internalisierung noch genauer untersuchen zu können, wurden Internali-

sierungsversuche an lebenden HEK293-β 2AR-GFP-Zellen durchgeführt. Hierfür wurden die

Zellen auf Deckgläsern ausgesät und nach dem Anwachsen mit 0,1 % Ethanol oder 1 µM α-

Hederin für 24 Stunden vorbehandelt. Die Deckgläser wurden anschließend in eine spezielle

Halterung eingesetzt, mit Locke-Lösung überdeckt und im Mikroskop während der Stimu-

lation beobachtet. Direkt nach Zugabe von 1 µM Salbutamol wurde die Aufnahme von 50

Bildern, mit einem zeitlichen Abstand von 18 sec zwischen den Bildern, gestartet.

Abbildung 8.3 und die Fortsetzung 8.4 zeigen den hemmenden Effekt von α-Hederin auf die

Internalisierung an lebenden Zellen unter stimulierenden Bedingungen im Vergleich zur un-

behandelten Kontrolle. In Abbildung 8.3 C (Bild 10) ist zu erkennen, dass in Kontrollzellen

die Internalisierung schon nach wenigen Minuten beginnt. Hier sind erste dunkler gefärbte

Aggregate auf der Zellmembran zu erkennen. Nach weiteren 10 Bildern (340 sec) steigt die

Anzahl der membranären Aggregate an und erste Vesikel werden von der Zellmembran ab-

geschnürt und wandern ins Zellinnere (Abbildung 8.4 E). Die mit α-Hederin vorinkubierten

Zellen hingegen zeigen nach 690 sec (Bild 40) keine Aggregate auf der Zellmembran oder

internalisierte Rezeptoren (Abbildung 8.4 J).

Im weiteren Verlauf der Stimulation der Kontrollzellen ist erkennbar, dass der Rezeptor immer

stärker in Form von vesikulären Strukturen internalisiert wird und die Größe und Anzahl der

intrazellulären Vesikel ansteigt (Abbildung 8.4 G, I, K). Eine mit den Kontrollzellen vergleich-

bare, deutliche Internalisierung des β 2AR unter α-Hederin Einfluss ist bis Bild 50 (870 sec)

nicht erreicht und tritt offenkundig erst verzögert ein (Abbildung 8.4 L).
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Abbildung 8.3: Internalisierung des β 2AR-GFP in lebenden, transfizierten HEK293-
Zellen durch 1 µM Salbutamol nach Vorbehandlung mit α-Hederin
Fortsetzung Abbildung 8.4.
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Forts. zu 8.3 Abb. 8.4: Internalisierung des β 2AR-GFP in lebenden, transfizierten
HEK293-Zellen durch 1 µM Salbutamol nach Vorbehandlung mit
α-Hederin
Stimulation mit 1 µM Salbutamol nach Vorinkubation für 24 Stunden
mit 0,1 % Ethanol (A, C, E, G, I, K) oder 1 µM α-Hederin (B, D, F,
H, J, L), direkt nach Zugabe (A, B), 160 sec (C, D), 340 sec (E, F),
520 sec (G, H), 690 sec (I, J) und 870 sec (K, L), Pfeile markieren den
internalisierten Rezeptor, Maßstabsbalken 10 µm.
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9 Messung der Phosphorylierung des

β 2-adrenergen Rezeptors

Im Verlauf regulatorischer Prozesse führt eine Stimulation des β 2-adrenergen Rezeptors mit

einem β 2-Agonisten dazu, dass der Ligand-besetzte Rezeptor durch die G-Protein-gekoppelte

Rezeptor Kinase 2 (GRK2) phosphoryliert wird (homologe Desensitivierung). Diese Phos-

phorylierung hemmt eine weitere Stimulation mit anschließender Aktivierung der G-Proteine

und führt zur Bindung von β -Arrestin-2. Die Bindung von β -Arrestin-2 bewirkt eine Rekru-

tierung weiterer Proteine wie Clathrin und Adapterprotein-2 (AP-2), was dann über Clathrin-

ummantelte Einstülpungen (clathrin-coated pits) zur Internalisierung des Rezeptors führt. Ein

möglicher Grund für die gehemmte Internalisierung des β 2-adrenergen Rezeptors nach α-

Hederin-Vorinkubation könnte seine verminderte GRK2-vermittelte Phosphorylierung nach

Stimulation sein.

Die Identifizierung des β 2AR-GFP-Proteins wurde mit Hilfe eines anti-β 2AR-Antikörpers im

Westernblot (WB) durchgeführt. Ein weiterer Blot zur Detektion der phosphorylierte Form des

Rezeptors mit einem Antikörper gegen die Phosphorylierungsstelle Serin355/Serin356 des hu-

manen β 2-adrenergen Rezeptors weist die Funktionalität des verwendeten Antikörpers nach

und zeigt gleichzeitig, dass die GRK2 das Fusionsprotein unter stimulierenden Bedingungen
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phosphoryliert (Abbildung 9.1).

Abbildung 9.1: Westernblot auf β 2AR-GFP und dessen phosphorylierte Form in
HEK293-β 2AR-GFP-Zellen
β 2AR-GFP (oben) und pβ 2AR-GFP (unten) nach Stimulation mit 1 µM Iso-
prenalin für 2 min und 30 min, sowie die unstimulierte Kontrolle, Erstantikör-
per (oben) anti-β 2AR 1:500, Erstantikörper (unten) anti-pβ 2AR 1:200, Zwei-
tantikörper Peroxidase-GAR 1:2500, Belichtungszeit 15 min.

Zur Quantifizierung der Phosphorylierung des β 2-adrenergen Rezeptors wurde die sogenann-

te In-Cell-Western-Methode verwendet. Bei dieser Methode werden die Zellen direkt nach

Stimulation mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert, was eine Dephosphorylierung verhindert. Im

Anschluss werden die Zellen mit Triton X-100 permeabilisiert, mit Blockpuffer geblockt und

mit dem Erstantikörper inkubiert. Während der nachfolgenden Inkubation mit dem Zweitan-

tikörper (IRDye800-GAR) findet auch die Färbung mit den beiden Zellkernfarbstoffen Draq5

und Saphire700 statt, welche bei der Auswertung zur Quantifizierung der Zellzahl dient.

In Kontrollexperimenten vermittelte Isoprenalin eine dosisabhängige Phosphorylierung des

β 2AR in einem Konzentrationsbereich von 100 bis 10 000 nM bei einer Inkubationszeit von
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10 min. Bei Stimulationen ≤ 100 nM Isoprenalin war kein Unterschied zur unstimulierten

Kontrolle sichtbar, während oberhalb von 1000 nM keine weitere Zunahme der Phosphorylie-

rung detektierbar war (Abbildung 9.2).

Um eine geeignete Isoprenalin-Konzentration zu finden, bei der sowohl eine Steigerung als

auch eine Hemmung der Phosphorylierung durch die Testsubstanzen beobachtet werden kann,

wurde der Bereich zwischen 100 und 750 nM Isoprenalin genauer untersucht (Abbildung 9.3).

Abbildung 9.2: Phosphorylierung des β 2AR-GFP an Ser355/356 in HEK293-β 2AR-GFP-
Zellen durch Isoprenalin
Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen an Isoprenalin für 10 min,
dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3.
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Abbildung 9.3: Optimierung der Isoprenalin-Konzentration für die homologe Desensiti-
vierung des β 2AR-GFP
Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen an Isoprenalin für 10 min,
dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3.

Für die Versuche zum Einfluss der Vorbehandlung von HEK293-β 2AR-GFP-Zellen mit je-

weils 1 µM α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin für 24 Stunden auf die GRK2-

vermittelte homologe Desensitivierung des β 2-adrenergen Rezeptors wurde 500 nM Isoprena-

lin für 10 min als geeignete Stimulation gewählt. Als Kontrolle wurden Zellen vor der Stimu-

lation mit einem GRK2-Inhibitor (5-[2-(5-Nitro-2-furyl)-ethenyl]-furan-2-carbonsäuremethy-

lester) inkubiert.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle findet man bei den mit α-Hederin vorbehandel-

ten Zellen nur noch 45 % der Isoprenalin-Antwort. Demgegenüber wurde eine vergleichbare

Hemmung von 60 % auf eine Restphosphorylierung von 40 % beim GRK2-Inhibitor gefunden.

Hederacosid C und Hederagenin senken ebenfalls die Phosphorylierung um 50 % und 45 %
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vom Ausgangswert. Die Hemmung der Phosphorylierung sowohl für den GRK2-Inhibitor als

auch für die Saponine ist höchst signifikant (***p<0,0001).

Abbildung 9.4: Phosphorylierung des β 2AR-GFP an Ser355/356 durch Isoprenalin nach
Vorbehandlung mit den Saponinen
Stimulation mit 500 nM Isoprenalin für 10 min nach Vorinkubation mit
0,01 % Ethanol (Kontrolle), 1 µM α-Hederin, 1 µM Hederacosid C und
1 µM Hederagenin für 24 Stunden oder 20 min 1 µM GRK2-Inhibitor, dar-
gestellt als Mittelwert ± Standardabweichung, n = 15 an 4 unabhängigen
Versuchstagen,***p<0,0001.
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10 Isometrische Kraftmessungen an der

glatten Muskulatur der

Rinderluftröhre

10.1 Kontraktionsversuche

Präparate mit Efeublätter-Trockenextrakt werden bei chronisch-entzündlichen Bronchialer-

krankungen und akuten Entzündungen der Atemwege mit produktivem Husten eingesetzt. Der

Einfluss von α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin auf die Histamin- oder Methacholin-

vermittelte Kontraktion der glatten Muskulatur der Lunge wurde an isolierten Muskelstreifen

der glatten Muskulatur der Rinderluftröhre als Model untersucht.

Die Muskelstreifen wurden nach der Präparation 24 Stunden mit den Saponinen in einer Kon-

zentration von 1 µM vorbehandelt und anschließend mit steigenden Histamin-Konzentrationen

kontrahiert. Wie in Abbildung 10.1 anhand der nah bei der Kontrolle liegenden Kurven erkenn-

bar, haben die Saponine keinen Einfluss auf die Histamin-induzierte Kontraktion der glatten

Muskulatur aus der Rinderluftröhre. Dies ist auch im Vergleich der Werte für den negativen,

dekadischen Logarithmus der EC50-Werte (pEC50) erkennbar (Abbildung 10.2). Als Positiv-
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kontrolle diente die Inkubation mit 10 µM Fenoterol, welches 15 min vor Beginn der Kon-

traktion zugegeben wurde und während des gesamten Versuches anwesend war. Fenoterol als

β 2-Agonist vermittelt nach Aktivierung des β 2AR die Relaxation der glatten Muskulatur. Die-

ser Effekt zeigt sich durch eine Verlagerung der Kurve zu höheren Histamin-Konzentrationen

(Abbildung 10.1) und damit einhergehend einer Erniedrigung der pEC50 (Abbildung 10.2).

Abbildung 10.1: Einfluss der Saponine auf die Kontraktion von glatten Muskelstreifen
aus der Rinderluftröhre
0,1 % Ethanol als Kontrolle = schwarze Kreise, 1 µM α-Hederin = rote Qua-
drate, 1 µM Hederacosid C = blaue Dreiecke nach oben, 1 µM Hederagenin
= grüne Dreiecke nach unten, je 24 h Vorbehandlung und 10 µM Fenoterol
für 15 min = graue Rauten, dargestellt als Mittelwerte, n = 8.
Auf die Darstellung der Standardabweichung wurde der besseren Übersicht-
lichkeit wegen verzichtet.
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Abbildung 10.2: pEC50-Werte der Saponine für die Histamin-induzierte Kontraktion
glatter Muskulatur
Abgebildet als Mittelwert ± Standardabweichung mit n = 8.

Der Einfluss der Saponine auf die durch muskarinische Acetylcholinrezeptoren-vermittelte

Kontraktion der glatten Muskulatur der Rindertrachea wurde mit Methacholin (MCh) bei Kon-

zentrationen von 1 und 100 µM untersucht und entsprechend mit Histamin verglichen (Abbil-

dung 10.3). Dabei zeigte sich, dass die Saponine auch auf die MCh-vermittelte Kontraktion,

die im Vergleich zu Histamin deutlich stärker ausfällt, keinen Einfluss haben.
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Abbildung 10.3: Vergleich der Histamin- und Methacholin-vermittelten Kontraktion
nach Vorbehandlung der glatten Muskelstreifen mit den Saponinen
Kraft pro Milligramm Muskelgewebe nach Stimulation mit 1 µM Histamin,
100 µM Histamin, 1 µM Methacholin und 100 µM Methacholin und Vorin-
kubation mit 0,1 % Ethanol (weiße Balken), 1 µM α-Hederin (hellgraue Bal-
ken), 1 µM Hederacosid C (graue Balken) und 1 µM Hederagenin (schwar-
ze Balken) für 24 Stunden oder 10 µM Fenoterol (schrafierte Balken) für
15 min, dargestellt als Mittelwert± Standardabweichung mit n = mindestens
4.
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10.2 Relaxationsversuche

Aus klinischen Studien ist bekannt, dass Efeublätter-Trockenextrakt (DEV 5-7,5:1) die Lun-

genfunktionsparameter, wie z.B. das forcierte expiratorische Volumen der ersten Sekunde

(FEV1) oder die Vitalkapazität (VK) bei Patienten mit obstruktiven Atemwegserkrankungen

verbessert [89]. Aus den vorher gezeigten isometrischen Kontraktionsmessungen wird klar,

dass diese Verbesserung nicht durch eine Hemmung der Kontraktion zustande kommt. Eine

weitere Möglichkeit könnte in einer verbesserten Relaxation des kontrahierten Muskels durch

körpereigenes Adrenalin und Nutzung der α-Hederin-vermittelten Erhöhung der β 2-adrenerge

Ansprechbarkeit liegen.

Zunächst wurde der Einfluss einer 24-stündigen Vorbehandlung mit α-Hederin, Hederacosid

C oder Hederagenin auf die Relaxation von mit 100 µM Histamin vorkontrahierten Muskel-

streifen durch Zugabe steigender Isoprenalin-Konzentrationen untersucht. Eine Änderung der

Relaxation konnte nicht festgestellt werden. Daraufhin wurde der Einfluss auf die Isoprenalin-

vermittelte Relaxation von stärker vorkontrahierten Muskelstreifen am Beispiel von 1, 10 und

100 µM Methacholin (MCh) beleuchtet. Die Vorbehandlung mit 1 µM α-Hederin führte bei

einer Vorkontraktion mit 100 µM MCh zu einer signifikanten Verbesserung der Relaxation

mit einer verbleibenden Restkontraktion von 64,9 ± 5,8 % im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle mit 73,7 ± 5,5 %. Bei Vorkontraktion mit 10 µM MCh ist tendenziell dieselbe

Wirkung zu sehen. Die Restkontraktion nach α-Hederin-Vorinkubation mit 48,6 ± 18,9 %

unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von der Kontrolle mit 56,9 ± 11,0 %. Bei Vor-

kontraktion mit 1 µM ist kein Unterschied zwischen der α-Hederin-Vorbehandlung und der

Kontrolle erkennbar (Abbildung 10.4 und 10.5).
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Abbildung 10.4: Einfluss von α-Hederin auf die Relaxation von glatten Muskelstreifen
mit Isoprenalin nach Vorkontraktion mit Methacholin
Vorinkubation für 24 Stunden mit 0,1 % Ethanol (Kontrolle, offene Krei-
se) und 1µM α-Hederin (Quadrate) und Vorkontraktion mit 1 µM MCh
(rot), 10 µM MCh (grün) und 100 µM MCh (schwarz), dargestellt als Mit-
telwert ± Standardabweichung, n = 6 an mindestens zwei unabhängigen
Versuchstagen.
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Abbildung 10.5: Restkontraktion der glatten Muskelstreifen nach Methacholin-
Vorkontraktion und Relaxation mit 100 µM Isoprenalin unter dem
Einfluss von α-Hederin
Dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung, n = 6 an mindestens zwei
unabhängigen Versuchstagen, *p<0.05.

Die Dosis-Abhängigkeit dieses Effektes wurde durch Vorbehandlung mit 1, 0,5 und 0,1 µM

α-Hederin bei einer Vorkontraktion der Muskelstreifen mit 100 µM MCh gezeigt (Abbildung

10.6).
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Abbildung 10.6: Isoprenalin-vermittelte Relaxation von glatten Muskelstreifen nach Vor-
kontraktion mit 100 µM Methacholin unter dem Einfluss von verschie-
denen α-Hederin-Konzentrationen
Vorinkubation mit 0,1% Ethanol (schwarz), 1 µM α-Hederin (rot), 0,5 µM
α-Hederin (blau) und 0,1 µM α-Hederin (grün), dargestellt als Mittelwer-
te ± Standardabweichung mit n = 5 an mindestens zwei unabhängigen
Versuchstagen.

Die Kurvenverläufe zeigen deutlich, dass mit sinkender Konzentration an α-Hederin die Wir-

kung auf die Isoprenalin-vermittelte Relaxation abnimmt. Vergleicht man die Restkontraktion

nach Gabe von 100 µM Isoprenalin, so findet man eine signifikante Verbesserung der Relaxa-

tion nur nach Vorbehandlung mit 1 µM α-Hederin (Abbildung 10.7 und Tabelle 10.1).
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Abbildung 10.7: Restkontraktion der glatten Muskelstreifen nach Vorkontraktion mit
100 µM Methacholin und Relaxation mit 100 µM Isoprenalin unter dem
Einfluss von verschiedenen α-Hederin-Konzentrationen
Vorinkubation mit 0,1 % Ethanol, 1, 0,5 und 0,1 µM α-Hederin für 24 Stun-
den, dargestellt als Mittelwert ± Standardabweichung mit n = 5 an mindes-
tens zwei unabhängigen Versuchstagen, *p<0,05.

Demgegenüber zeigten Hederacosid C und Hederagenin in einer Konzentration von 1 µM

keinen Einfluss auf die Isoprenalin-vermittelte Relaxation von MCh-vorkontrahierten Mus-

kelstreifen (Abbildung 10.8 und Tabelle 10.1).
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Abbildung 10.8: Restkontraktion der glatten Muskelstreifen nach Vorkontraktion mit
100 µM Methacholin und Relaxation mit 100 µM Isoprenalin unter dem
Einfluss der Saponine
Vorinkubation mit 0,1 % Ethanol, 1 µM α-Hederin, 1 µM Hederacosid C
und 1 µM Hederagenin für 24 Stunden, dargestellt als Mittelwert ± Stan-
dardabweichung mit n = 5 an mindestens zwei unabhängigen Versuchstagen,
*p<0,05.
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Tabelle 10.1: Restkontraktion der glatten Muskulatur nach Vorkontraktion mit 100 µM
Methacholin und Relaxation mit 100 µM Isoprenalin
Normiert auf die Ethanol-Kontrolle, dargestellt als Mittelwerte ± Standardab-
weichung mit n = 5 an mindestens zwei unabhängigen Versuchstagen, *p<0,05.

Substanz Restkontraktion
0,1 % Ethanol 1,00 ± 0,14
1 µM α-Hederin 0,89 ± 0,11*
0,5 µM α-Hederin 0,97 ± 0,20
0,1 µM α-Hederin 1,00 ± 0,17
1 µM Hederacosid C 1,06 ± 0,23
1 µM Hederagenin 1,15 ± 0,25
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11 Diskussion

Voraussetzung für die Zulassung eines Arzneimittels ist der Nachweis der pharmazeutischen

Qualität, der therapeutischen Wirksamkeit und der Unbedenklichkeit. Die Kenntnis über den

genauen Wirkungsmechanismus ist daher von entscheidender Bedeutung und notwendig, um

z.B. potentielle Nebenwirkungen und Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln vorher-

zusagen bzw. abzuschätzen.

Erste Hinweise auf den Wirkungsmechanismus von Efeublätter-Trockenextrakt ergaben Stu-

dien mit den drei Inhaltsstoffen α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin [60, 124]. Dabei

konnten Sieben et al. 2009 zeigen, dass die Vorinkubation von HEK293-Zellen, die den β 2-

adrenergen Rezeptor (β 2AR) als GFP-Konstrukt überexprimieren, mit α-Hederin zu einer ge-

hemmten Internalisierung des Rezeptors, einer erhöhten β 2AR-Bindung und einer vermehrten

cAMP-Produktion führt. Im Gegensatz dazu zeigten Hederacosid C und Hederagenin keinerlei

Beeinflussung der untersuchten Mechanismen.

In der vorliegenden Arbeit wurde im ersten Schritt die Funktionalität des verwendeten β 2AR-

GFP-Konstruktes und dessen zelluläre Regulation in HEK293-Zellen durch Internalisierung

nach Stimulation mit 1 µM Salbutamol, einem therapeutisch wichtigen Agonisten, nachge-

wiesen (Abbildung 8.1 A). Diese Internalisierung lässt sich sowohl durch längere Stimulati-

onszeiten als auch durch eine höhere Konzentration des Agonisten steigern (Abbildung 8.1
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B-F) und ist vergleichbar mit der bei Moore et al. 2007 gefundenen Internalisierung eines

β 2AR-Konstruktes mit Hämagglutinin-Tag nach Stimulation mit 6 µM Salbutamol [101].

Anschließend wurde die Stimulation der HEK293-β 2AR-GFP-Zellen mit 1 µM Salbutamol

nach Vorinkubation mit α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin wiederholt und die Ki-

netik dieser Internalisierung genauer beleuchtet. Die dargestellten Untersuchungen zeigen,

dass in Kontrollzellen und nach Vorinkubation mit Hederacosid C und Hederagenin schon

nach fünfminütiger Stimulation mit 1 µM Salbutamol erste membranäre Aggregate des β 2AR

entstehen (Abbildung 8.2 B, L, Q). Die Vorinkubation mit α-Hederin verzögert dieses Auf-

treten um einige Minuten, da erst nach 15 min Rezeptor-Aggregate auf der Plasmamembran

erkennbar sind. Dies bestätigt die von Sieben et al. veröffentlichten Befunde [124]. Eine noch

bessere zeitliche Auflösung ermöglicht die Messung an lebenden Zellen. Der direkte Ver-

gleich der Internalisierung von Kontrollzellen und α-Hederin-behandelten Zellen zeigt, dass

unter Kontrollbedingungen schon nach 160 sec erste Rezeptor-Aggregate auf der Zellmem-

bran entstehen und diese innerhalb von weiteren 160 sec in Form von intrazellulären Vesikeln

internalisiert werden (Abbildung 8.3. C und E). Mit fortschreitender Zeit werden in der Kon-

trolle weitere Rezeptoren in Form von vesikulären Strukturen im Zytosol sichtbar (Abbildung

8.4 G, I, K). Durch die Vorinkubation mit α-Hederin verzögert sich das Auftreten erster intra-

zellulärer Vesikel um mehr als 500 sec (Abbildung 8.4 L), was den Befund von Sieben et al.

2009 weiter unterstreicht.

Eine mögliche Ursache für das gehemmte Internalisierungsverhalten des β 2AR ist dessen ver-

minderte Phosphorylierung durch die G-Protein-gekoppelter Rezeptor Kinase 2 (GRK2). In

der Literatur wird die GRK2-vermittelte Phosphorylierung des β 2AR überwiegend durch eine

Kombination aus Immunpräzipitation oder Affinitätschromatografie mit einem nachfolgenden

Westernblot ermittelt [15, 66, 81, 82, 97, 101, 122, 137]. Auch Westernblots auf die phospho-
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rylierte Form des β 2AR ohne vorherige Aufreinigung sind zu finden, kommen jedoch deut-

lich seltener vor [64, 136, 138, 142]. Die Quantifizierung der Phosphorylierung des β 2AR über

Westernblot und anschließende Peroxidase-Reaktion hat sich als schwer reproduzierbar darge-

stellt. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Methode des In-Cell-Westerns

(ICW) für die Messung der Phosphorylierung des β 2AR erstmals etabliert.

Ein ICW ist ein quantitativer Immunfluoreszenz-Test, der die Detektion und Quantifizierung

zweier Signale im Infrarot-Bereich in fixierten Zellen in einer 96-Well-Platte ermöglicht. In

der Literatur findet man Beispiele für die Messung der Phosphorylierung der extrazellulä-

ren Signal-regulierten Kinase (extracellular signal-regulated kinase, ERK) [38, 73, 95], der

Myosin-Leichtkettenkinase (myosin light chain kinase, MLCK) [78] und der endothelialen

Stickstoffmonoxid Synthetase (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) [43] mittels ICW.

Die Phosphorylierung des β 2AR wurde nach Stimulation mit 500 nM Isoprenalin für 10 min

unter Verwendung eines entsprechenden Antikörpers untersucht, wobei die Quantifizierung

über Zellkernfarbstoffe, die bei 700 nm angeregt werden, in Relation zur Zellzahl stattfand.

Im Westernblot konnte gezeigt werden, dass der verwendete Antikörper die phosphorylier-

te Form des β 2AR-GFP-Konstruktes nach Stimulation mit 1 µM Isoprenalin erkennt. Dies

weist sowohl die Funktionalität des Antikörpers nach als auch die Fähigkeit des verwendeten

Konstruktes, durch die GRK2 phosphoryliert zu werden. Der ICW ermöglichte es anschlie-

ßend, den unterschiedlichen Phosphorylierungsgrad des Rezeptors durch verschiedene Stimu-

lationen zu zeigen. Die reproduzierbare Quantifizierung dieser Phosphorylierung zeigt mit

einer integrierten Intensität von 0,10 bis 0,87 eine deutliche Dosis-Abhängigkeit im Bereich

von 100 bis 1000 nM Isoprenalin (Abbildung 9.2). Oberhalb von 1000 nM ist die Sättigung

der Phosphorylierung erreicht. Die Vorinkubation mit einem GRK2-Inhibitor, 5-[2-(5-Nitro-2-

furyl)-ethenyl]-furan-2-carbonsäuremethylester, führte zu einer gehemmten Phosphorylierung

des β 2AR und wurde als Positivkontrolle verwendet. Der verwendete GRK2-Inhibitor wurde
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zum ersten Mal bei Iino et al. 2002 beschrieben und in Capra et al. 2005 zur Hemmung der

homologen Desensitivierung des Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptors 1 verwendet [25, 63]. Wei-

tere Möglichkeiten der Hemmung der GRK2 sind Heparin und Zink2+-Ionen [90, 120, 126],

welche allerdings unspezifisch alle Isoformen der GRK hemmen. In dieser Arbeit wurde der

Fokus auf die GRK2-vermittelte Phosphorylierung als Marker für die homologe Desensitivie-

rung gelegt und daher ein GRK2-spezifischer Inhibitor verwendet. Trotz Einsatzes dieses spe-

zifischen GRK2-Inhibitors wurde eine Restphosphorylierung von 38 % detektiert. Mögliche

Erklärungen hierfür sind eine nicht vollständige Inhibition der GRK2 oder die Phosphorylie-

rung des Rezeptors durch eine andere GRK-Isoform. Grundsätzlich überschneiden sich die

Wirkungen der GRK-Isoformen. Pitcher, Freedman und Lefkowitz haben 1998 gezeigt, dass

alle sechs Isoformen in aufgereinigter Form fähig sind, den β 2AR zu phosphorylieren [115].

Tran, Jorgensen und Clark haben 2007 außerdem zeigen können, dass die GRK5 in der Lage

ist, den β 2AR in Abwesenheit von GRK2 an Serin 355/356 zu phosphorylieren [138]. Hierbei

handelt es sich um die Stelle im C-Terminus, die der in der vorliegenden Arbeit verwendete

Antikörper erkennt.

Die β 2AR-Phosphorylierung der mit α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin vorbehan-

delten Zellen wurde nach Stimulation mit 500 nM Isoprenalin für 10 min untersucht (Abbil-

dung 9.4). Die abgestimmte Wahl aus Zellzahl und Agonist-Konzentration führte in diesem

Versuch dazu, dass nicht alle Rezeptoren phosphoryliert vorlagen. Durch Zugabe der Testsub-

stanzen war dann sowohl eine Steigerung als auch eine Senkung der Anzahl phosphorylierter

Rezeptoren möglich. α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin zeigen mit 45 %, 49 % und

54 % Restphosphorylierung eine erstaunliche Hemmung der β 2AR-Phosphorylierung, die nur

etwas geringer ausfällt als nach Inkubation mit dem GRK2-Inhibitor (38 %). Im Kontext der

Internalisierungsstudien an HEK293-β 2AR-GFP-Zellen ist dieses Ergebnis überraschend, da

dort nur α-Hederin eine Hemmung der Internalisierung des β 2AR gezeigt hat. Dies lässt ver-
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muten, dass die verzögerte Internalisierung des Rezeptors nicht alleine durch eine Hemmung

der GRK2-vermittelten Phosphorylierung zustande kommt (Abbildung 12.1). Mögliche Kan-

didaten für eine Beeinflussung durch α-Hederin müssen demnach an den Prozessen zwischen

der Phosphorylierung des Rezeptors durch die GRK2 und der endgültigen Internalisierung be-

teiligt sein. β -Arrestin-2, aber auch Clathrin, AP-2 oder Dynamin kommen hierfür in Frage

(Abbildung 12.1).

Wie bei Deshpande et al. 2008 gezeigt, hat die Hemmung der homologen Desensitivierung

des β 2AR auch eine Relevanz für das β 2-Agonist-vermittelte Relaxationsverhalten der glat-

ten Bronchialmuskulatur [35]. Dort wurde das Isoprenalin-vermittelte Relaxationsverhalten

von murinen Luftröhren nach Knockout von β -Arrestin-2 und Vorkontraktion mit 10 µM Me-

thacholin untersucht. Es zeigte sich, dass durch die fehlende β -Arrestin-2-Bindung die voll-

ständige Abschaltung des Rezeptors ausbleibt, was eine verbesserte Relaxation zur Folge hat.

Durch die verzögerte Internalisierung des β 2AR und die Hemmung der GRK2-vermittelten

homologen Desensitivierung war davon auszugehen, dass α-Hederin einen Einfluss auf das

Kontraktions- und Relaxationsverhalten der glatten Bronchialmuskulatur hat. Ein etabliertes

System zur Untersuchung der glatten Bronchialmuskulatur sind isometrische Kontraktions-

messungen an isolierten Muskelstreifen aus der Rinderluftröhre [17, 18, 33, 104]. Weitere in

der Literatur häufig zu findende Modelle sind Präparationen aus der Meerschweinchenluftröh-

re [8, 109, 117, 118, 132, 133], aus der Luftröhre z.T. transgener Mäuse [35, 94, 144, 146],

aus Rattenluftröhren [72, 149] sowie seltener Trachealringe aus Kaninchen [62] und Bronchi-

alringe aus humanem Gewebe [8, 30, 99].

Die untersuchten Saponine, α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin zeigen keinen Ein-

fluss auf die Histamin- und Methacholin-vermittelte Kontraktion der Muskelstreifen (Ab-

bildung 10.1 und 10.2). Währenddessen hat der direkte β 2-adrenerge Effekt von Fenote-
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rol erwartungsgemäß zu einem Rechtsshift der Kontraktionskurve hin zu höheren Histamin-

Konzentrationen und einer Senkung der pEC50 geführt (Abbildung 10.1 und 10.2). Somit

konnte der von Trute et al. 1997 publizierte direkte relaxierende Effekt von α-Hederin auf

die Acetylcholin-vermittelte Kontraktion von Meerschweinchen-Ileum am Model der glatten

Muskulatur der Rinderluftröhre nicht gezeigt werden [139]. Die von Trute et al. eingesetzten

hohen α-Hederin-Konzentrationen (circa 50 bis 500 µM) sind physiologisch auch nicht zu er-

warten. Des Weiteren ist aus Voruntersuchungen an verschiedenen Zelllinien (A549, HASM,

HEK293) bekannt, dass α-Hederin-Konzentrationen über 10 µM die Zellen schädigen kön-

nen. Die bei Trute et al. gefundene relaxierende Wirkung könnte also auch durch eine Schä-

digung des Muskels mitbedingt sein. Die in klinischen Studien gefundene Verbesserung der

Lungenfunktionsparameter lassen sich nach den dargestellten Ergebnissen nicht durch eine

verminderte Kontraktion der Bronchialmuskulatur erklären.

Bei der Analyse der Isoprenalin-vermittelten Relaxation nach Vorkontraktion mit verschiede-

nen Konzentrationen an Methacholin konnte eine Verbesserung der Relaxation durch Vorbe-

handlung der Muskelstreifen mit 1 µM α-Hederin über 24 Stunden gezeigt werden (Abbil-

dung 10.4). Dieser Effekt ist mit zunehmender Konzentration an Methacholin deutlicher und

bei 100 µM Methacholin mit einer Verbesserung der Restkontraktion von 74 % auf 65 %

signifikant (Abbildung 10.5), allerdings nur bei einer α-Hederin-Konzentration von 1 µM.

Konzentrationen unterhalb von 1 µM sind weniger wirksam bzw. ohne Effekt, was die Dosis-

Wirkungs-Beziehung belegt (Abbildung 10.6 und 10.7). Hederacosid C und Hederagenin zei-

gen keine Beeinflussung des Relaxationsverhaltens (Abbildung 10.8).

Die gesteigerte Aktivierung des muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors (M3) oder des Hista-

min-Rezeptors (H1) mit nachgeschalteter Steigerung der PKC-Aktivität kann zur heterologen

Desensitivierung des β 2AR führen [17, 52, 114]. Bei β 2-Stimulation stehen anschließend

weniger Rezeptoren zur Aktivierung bereit. Durch die Vorbehandlung mit α-Hederin wird
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wahrscheinlich diese heterologe Desensitivierung gehemmt (Abbildung 12.1). Die Hemmung

führt in der Folge zu mehr aktivierbaren β 2-adrenergen Rezeptoren auf der Zelloberfläche der

glatten Bronchialmuskulatur, was wiederum die verbesserte Relaxation über eine gesteigerte

β 2-adrenerge Ansprechbarkeit erklärt.

Demgegenüber scheint die durch α-Hederin-vermittelte Hemmung der homologen Desensiti-

vierung nicht wesentlich zum verbesserten Relaxationsverhalten der glatten Muskulatur bei-

zutragen. Andernfalls ist nicht zu erklären, warum die Verbesserung in der Relaxation nicht

schon bei geringeren Methacholin-Konzentrationen, d.h. bei schwacher Vorkontraktion, son-

dern erst bei hohen Methacholin-Konzentrationen, d.h. bei starker Vorkontraktion, zum Tragen

kommt. Zudem zeigen Hederacosid C und Hederagenin trotz Hemmung der homologen De-

sensitivierung keine Verbesserung der Isoprenalin-vermittelten Relaxation von Methacholin-

vorkontrahierten Muskelstreifen.

α-Hederin beeinflusst die Prozesse der Desensitivierung vermutlich durch eine Wechselwir-

kung mit dem Rezeptor mit anschließender Konformationsänderung, die eine Phosphorylie-

rung durch PKA, PKC und GRK2 behindern könnte. Unklar ist, ob α-Hederin die Plasma-

membran überwinden kann. Somit ist eine direkte Beeinflussung der PKA und/oder PKC

durch α-Hederin nicht auszuschließen. PKA und PKC sind beide in der Lage, die GRK2

zu phosphorylieren und so deren Translokation zur Membran zu fördern [18, 28, 29]. Bei ei-

ner direkten Hemmung der PKA oder PKC durch α-Hederin würde vermutlich auch weniger

GRK2 phosphoryliert. Bei Stimulation der homologen Desensitivierung wird dann weniger

GRK2 zur Membran rekrutiert und die GRK2-vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors

geschwächt. Diese Hemmung müsste wenigstens im Falle der PKA Subtyp-spezifisch ablau-

fen. Eine generelle Hemmung der PKA würde zu einer verminderten Phosphorylierung und

damit einer gesteigerten Calcium-Sensitivität der MLCK führen, was die glatte Muskulatur

eher kontrahieren lässt. Da für α-Hederin eine verbesserte Relaxation der glatten Muskulatur
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gefunden wird, kann eine generalisierte Hemmung der PKA nicht angenommen werden.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse ergänzen das aus bisherigen präklinischen Be-

funden gewonnene Bild der Wirkungsweise von Efeublätter-Trockenextrakt und untermauern

dessen, in klinischen Studien gefundene, sekretolytische und broncholytische Effekte.

Aufgrund des häufigen Einsatzes von β 2-Sympathomimetika bei Asthma wäre auch hier ei-

ne Verbesserung der β 2-adrenergen Ansprechbarkeit von Vorteil. Die Gabe von Efeublätter-

Trockenextrakt könnte bei intermittierendem Asthma zu einer selteneren Anwendung der

kurzwirksamen β 2-Agonisten und zu schwächeren Anfällen führen. Auch bei den persis-

tierenden Asthmastufen könnte die gleichzeitige Gabe von Efeublätter-Trockenextrakt eine

positive Wirkung haben, z.B. durch eine Verminderung der homologen Desensitivierung, die

bei längerer Anwendung von β 2-Agonisten auftritt. Des Weiteren spielt wahrscheinlich bei

den schweren Formen des Asthmas auch die β 2-Agonist-unabhängige, heterologe Desensiti-

vierung des β 2AR eine wichtige Rolle und bewirkt eine Schwächung der Wirkung von β 2-

Agonisten [11]. Ob in diesem Zusammenhang eine Hemmung der heterologen Desensitivie-

rung durch α-Hederin eine therapeutische Rolle spielen könnte ist fraglich.
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Abbildung 11.1: Vermuteter Wirkungsmechanismus von α-Hederin
Erläuterungen siehe Text.
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12 Ausblick

Verschiedene Versuche können zur weiteren Aufklärung der Wirkungsweise von α-Hederin

beitragen. Die von den Relaxationsdaten abgeleitete Hemmung der heterologen Desensitivie-

rung ist ein wichtiger Bestandteil der in dieser Arbeit postulierten Wirkungsweise von α-

Hederin. Eine Abnahme der Phosphorylierung des β 2AR an Serin 261/262 und Serin 345/346

durch die Proteinkinase C oder die Proteinkinase A könnte z.B. über einen In-Cell-Western

mit den entsprechenden Antikörpern untersucht werden.

Eine Überprüfung der Internalisierungsdaten mit Quantifizierung der β 2-adrenergen Rezep-

toren auf der Oberfläche wäre, wie bei Ahn et al. 2003 gezeigt, mittels Durchflusszytometrie

möglich [3]. In den dort gezeigten Versuchen wurde der β 2AR mithilfe eines FLAG-Tags und

eines Fluoreszenz-markierten Antikörpers gegen diesen Tag in der Durchflusszytometrie er-

kannt. Auch die Detektion mithilfe eines Antikörpers gegen den N-Terminus des β 2AR wäre

möglich.

Die radioaktive Markierung von α-Hederin würde die Möglichkeit bieten, eine Einlagerung

in die Plasmamembran und ein Eindringen ins Zytosol zu untersuchen. Die gleichzeitige

Fluoreszenz-Markierung des β 2AR und von β -Arrestin-2, Clathrin, AP-2 oder Dynamin wür-

de Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer- (FRET) oder Biolumineszenz-Resonanzenergietrans-

fer- (BRET) Untersuchungen ermöglichen. Dadurch könnte geklärt werden, ob unter α-Hederin-
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Einfluss weniger β -Arrestin-2, Clathrin, AP-2 oder Dynamin mit dem Rezeptor interagie-

ren. Die Untersuchung der G-Protein-unabhängigen, β -Arrestin-2-abhängigen Stimulation

des MAPK-Weges, zum Beispiel durch Messung der phosphorylierten Form der extrazel-

lulären Signal-regulierten Kinase (ERK) wie bei DeWire et al. 2007 und Certo et al. 2008

[26, 36], ist eine weitere Möglichkeit um zu prüfen ob die Interaktion zwischen Rezeptor und

β -Arrestin-2 unter α-Hederin Einfluss geändert ist.
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13 Zusammenfassung

Präparate mit Efeublätter-Trockenextrakt sind zugelassen für die Therapie von akuten und

chronischen Krankheiten der Atemwege, die durch eine vermehrte Schleimsekretion und Hus-

ten charakterisiert sind. Der Wirkungsmechanismus von Efeu ist noch nicht vollständig ge-

klärt.

Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass α-Hederin die Internalisierung des β 2-adrenergen

Rezeptors unter stimulierenden Bedingungen hemmt, die β 2-adrenerge Bindung steigert und

die Bildung von cAMP fördert. Dies führt in der Folge zu einer erhöhten β 2-adrenergen An-

sprechbarkeit, weshalb α-Hederin als wirksamkeitsmitbestimmender Inhaltsstoff von Efeu-

blätter-Trockenextrakt gilt.

Die Änderung des Internalisierungsverhalten des β 2-adrenergen Rezeptors durch Vorinkuba-

tion mit α-Hederin, Hederacosid C und Hederagenin wurde Zeit-abhängig an lebenden, den

Rezeptor als GFP-Fusionsprotein überexprimierenden Zellen analysiert. Außerdem wurde in

dieser Arbeit der Einfluss der Saponine aus Efeu auf die homologe, G-Protein gekoppelter Re-

zeptor Kinase 2 (GRK2)-vermittelte Desensitivierung des β 2-adrenergen Rezeptor untersucht.

Unter stimulierenden Bedingungen konnte gezeigt werden, dass α-Hederin, aber auch Hedera-

cosid C und Hederagenin, die Phosphorylierung am C-Terminus des β 2-adrenergen Rezeptors

ähnlich stark hemmen. Da nur α-Hederin die Internalisierung des β 2-adrenergen Rezeptors
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hemmt, scheint die Hemmung der homologen Desensitivierung hierfür alleine nicht ausrei-

chend zu sein. Durch isometrische Kraftmessungen wurde untersucht, welche Wirkung eine

Vorbehandlung mit α-Hederin, Hederacosid C oder Hederagenin auf das Kontraktions- und

Relaxationsverhalten von isolierter glatter Muskulatur aus der Rinderluftröhre hat. Die durch

Histamin- und Methacholin-vermittelte Kontraktion der Muskelstreifen wurde durch die Sapo-

nine nicht beeinflusst. Die Isoprenalin-vermittelte Relaxation von Methacholin-vorkontrahier-

ten Muskelstreifen wurde nur von α-Hederin verbessert. Dieser Effekt zeigte eine Dosis-

Wirkungs-Abhängigkeit und erwies sich nur bei einer hohen Methacholin-Konzentration von

100 µM als statistisch signifikant.

Die vorliegenden Befunde belegen, dass α-Hederin offensichtlich nicht nur die homologe

Desensitivierung des β 2-adrenergen Rezeptors hemmt, sondern auch eine über muskarinische

Acetylcholin-Rezeptoren vermittelte heterologe Desensitivierung vermindert.

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten ergänzen das aus bisherigen präklinischen Befunden

gewonnene Bild der Wirkungsweise von Efeublätter-Trockenextrakt und untermauern dessen

in klinischen Studien gefundene sekretolytische und broncholytische Effekte.
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Anhang
´

BBS-Puffer (zweifach konzentriert)
50 mM BES

280 mM NaCl

1,8 mM Na2HPO4

pH 6,95

Blotpuffer
48 mM Tris, pH 6,8

39 mM Glycin

0,037 % SDS

20 % Methanol

HE-Puffer
200 mM HEPES

1,0 mM EDTA

pH 7,7

Krebs-Henseleit-Lösung
117,5 mM NaCl

5,6 mM KCl

1,18 mM MgSO4

2,5 mM CaCl2



Anhang

1,28 mM NaH2PO4

25,0 mM NaHCO3

5,55 mM D-Glucose

Locke-Lösung
154 mM NaCl

5,6 mM KCl

2,3 mM CaCl2

1,0 mM MgCl2

3,6 mM NaHCO3

5,0 mM HEPES

20,0 mM D-Glucose

pH 7,4

Mowiol-Lösung
12 g Glycerol

4,8 g Mowiol

in 12 ml H2O, über Nacht lösen

+ 24 ml 0,2 M Tris, pH 6,8

bei 50◦C für 10 min inkubieren

15 min, 4000 rpm, 4◦C

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris, pH 6,8

0,1 % SDS

116



Anhang

191 mM Glycerin

SDS-Probenpuffer (zweifach konzentriert)
2 % SDS

10 % Glycerin

100 mM Tris, pH 6,8

0,01 % Bromphenolblau (v/v)

10 mM DTT

SDS-Sammelgel
5 % Acrylamid

125 mM Tris, pH 6,8

0,1 % SDS

0,1 % APS

0,02 % TEMED

SDS-Trenngel
10 % Acrylamid

37,5 mM Tris, pH 8,8

0,1 % SDS

0,1 % APS

0,02 % TEMED

Solubilisierungspuffer
20 mM HEPES
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Anhang

150 mM NaCl

0,9 % Dodecyl-β -maltosid

20 mM Natriumpyrophosphat tetrabasisch

10 mM NaF

0,1 µM Okadasäure

1x Protease Inhibitor Cocktail

10 µg/ml Trypsin Inhibitor

10 µg/ml Leupeptin

1x Phosphatase Inhibitor Cocktail 1

pH 7,4
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