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Einleitung 

Lipoxygenasen 

Lipoxygenasen sind Oxidoreduktasen, die den Einbau von molekularem Sauerstoff in 

mehrfach ungesättigte Fettsäuren katalysieren. Dabei erfolgt der Sauerstoff-Einbau 

stereospezifisch an einem bestimmten C-Atom, das in die cis,cis-1,4-Pentadien-Struktur der 

Fettsäure integriert ist [1]. Die Arachidonsäure (20:4) stellt in Säugetieren das Hauptsubstrat 

der Lipoxygenasen dar, wohingegen in pflanzlichen Zellen vorwiegend die Linolsäure (18:2) 

und die Linolensäure (18:3) von Lipoxygenasen umgesetzt werden. Zu den in Säugetieren 

vorkommenden Lipoxygenasen gehören die 5-LO, die 8-LO, die 12-LO und die 15-LO. 

Dabei erfolgt die Namensgebung der Lipoxygenasen nach der Position des C-Atoms der 

Arachidonsäure (AA), an dem der Einbau des Sauerstoffs erfolgt. Einige Lipoxygenasen sind 

dafür bekannt unterschiedliche Substrate umsetzen zu können bzw. die Oxidation nicht  

C-Atom-spezifisch durchzuführen. Diese Enzyme werden anhand von ihren Hauptsubstraten 

benannt [2, 3].  

Im Jahr 1947 wurde die 15-LO als erste Lipoxidase in Sojabohnen identifiziert und 

isoliert [4]. Die 12-LO wurde 1974 in humanen Thrombozyten entdeckt [5], und kurz danach 

folgte die Entdeckung der 5-LO in polymorphkernigen Leukozyten (PMNL) des 

Kaninchens [6]. Lipoxygenasen sind verbreitet in Tieren, Pflanzen und Pilzen, nicht aber in 

Bakterien oder Hefen. Heute sind 18 verschiedene Säugetier-Lipoxygenasen bekannt, wobei 

sie nach ihren enzymatischen Eigenschaften in vier Gruppen eingeteilt werden [7]. In 

humanen Zellen werden fünf Lipoxygenase-Typen unterschieden [7]. Die komplette Familie 

umfasst Enzyme mit einem Molekulargewicht von 75-80 kDa in Säugern und 94-104 kDa in 

Pflanzen. 

5-Lipoxygenase 

Gen- und Proteinexpression 

Das humane 5-LO-Gen befindet sich auf dem Chromosom 10q11.2 und hat eine Länge von 

82 Kilobasen (kb). Der Promoter weist eine Länge von 6,1 kb auf und die 14 Exons werden 

von 13 Introns unterbrochen [8]. Der 5-LO-Promoter ist reich an G und C Basen und enthält 

keine TATA- oder CCAAT-Sequenz. Innerhalb des 5-LO-Promoters wurden einige 

Konsensus-Bindungsstellen nachgewiesen, unter anderem für die Transkriptionsfaktoren  
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AP-2, NF-κB, Sp1, Sp3, c-myb, Egr-1, Egr-2 [9, 10] sowie für die nukleären Rezeptoren 

RORα1 und RORα4 (retinoic acid receptor related orphan-receptor alpha) [11]. 

Die cDNA der humanen 5-Lipoxygenase kodiert für ein Protein aus 673 Aminosäuren mit 

einem Molekulargewicht von 77,839 kDa [12]. Die Expression des 5-LO-Proteins erfolgt 

vorwiegend in Zellen myeloiden Ursprungs und kann somit in Granulozyten, Monozyten, 

Mastzellen und B-Lymphozyten nachgewiesen werden [13]. T-Lymphozyten, Erythrozyten 

und Thrombozyten sind dagegen 5-LO-negativ. Einige andere Zelltypen weisen ebenfalls die 

Expression des 5-LO-Proteins auf, dazu zählen differenzierte humane Keratinozyten [14] 

sowie epidermale Langerhans-Zellen [15]. Die Expression der 5-LO findet häufig zusammen 

mit der Expression von FLAP (5-Lipoxygenase-aktivierendes Protein) statt [13].  

Die Differenzierung der myeloiden Zelllinien HL-60 und MM6 mit Calcitriol und TGFβ führt 

zu einer deutlichen Induktion der mRNA-Menge, Proteinexpression und Enzymaktivität der 

5-LO [16-18]. DMSO, PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat), GM-CSF (granulocyte 

macrophage-colony stimulating factor) oder Interleukin-3 führen ebenfalls zu einer Erhöhung 

der 5-LO-mRNA-Menge in einigen leukozytären Zellen [19]. Die 5-LO-Expression kann 

durch DNA-Methylierung und Histon-Acetylierung reguliert werden. So führt die 

Behandlung von 5-LO-negativen Zelllinien U937 und HL-60TB mit demethylierendem 

Agens 5-Aza-2´-Deoxycytidin zu einer Hochregulation der Expression des 5-LO-

Primärtranskriptes und der mRNA-Reifung [20]. Für die maximale Induktion der 5-LO-Gen-

expression durch Calcitriol und TGFβ sollte der Promoter demethyliert vorliegen. Der Histon-

Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A vermag außerdem die Aktivität des 5-LO-Promoters in 

MM6-Zellen zu aktivieren [21]. 

Enzym und Regulation der 5-LO-Aktivität 

Die Kristallstruktur der 5-LO existiert im Gegensatz zu anderen Lipoxygenasen (Sojabohnen 

LO-1/3, Kaninchenretikulozyten 15-LO) bis heute nicht. Einige Modelle der 5-LO sind 

bislang entwickelt worden. Das Modell von Hemak et al. [22] basiert sowohl auf 

experimentellen Daten als auch auf der Struktur der Retikulozyten-15-LO des Kaninchens. 

Ein weiteres Modell der 5-LO entstand kürzlich im Arbeitskreis von Prof. Dr. G. Schneider, 

Institut für Organische Chemie, J. W. Goethe-Universität, Frankfurt am Main [23] 

(Abbildung 1).  
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Abbildung 1: Mögliche Struktur der 5-LO, dargestellt als Modell (AK G. Schneider) mit zwei 

aktivierenden (blau) und einer hemmenden (grün) Phosphorylierungsstellen. 

 

Das 5-LO-Protein enthält neben der N-terminalen β-Barrel-Domäne, bestehend aus den ersten 

120 Aminosäuren, die C-terminale katalytischen Domäne, welche die Aminosäuren 121-673 

umfasst. Innerhalb der katalytischen Domäne enthält die 5-LO in ihrem aktiven Zentrum ein 

nicht Häm-gebundenes Eisenatom, das durch die Histidine His372, His550 und das terminale 

Isoleucin Ile673 koordiniert wird [24, 25] (Abbildung 2A). His367, Asn554 und ein Wasser-

Molekül stellen vermutlich flexible Liganden dar [26].  

Für die katalytische Umsetzung der AA durch die 5-LO ist das Eisenion von zentraler 

Bedeutung, da es während der Reaktion verschiedene Redoxstadien durchläuft und dabei die 

Funktion eines Elektronenakzeptors und -donators ausübt. Für die Aktivität der 5-LO muss 

das Eisenion als Fe3+ vorliegen. Die Lipidhydroperoxide (LOOH) in intakten Zellen wie  

5-HpETE, 12-HpETE, 15-HpETE oder 13(S)-HpODE katalysieren die Oxidation von Fe2+ zu 

Fe3+, wohingegen anorganischen Hydroperoxiden wie H2O2 diese Fähigkeit fehlt [27, 28].  

C-terminale
katalytische 
Domäne

N-terminale
regulatorische   
ß-Barrel Domäne

S271

S663

S523
C-terminale
katalytische 
Domäne

N-terminale
regulatorische   
ß-Barrel Domäne
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Reduktionsmittel wie Glutathion (GSH) oder Dithiothreitol (DTT) können der 5-LO-

Aktivierung entgegenwirken, auch die Glutathionperoxidase reduziert den zellulären 

Peroxidlevel und wirkt somit der 5-LO-Aktivierung entgegen [29].  

 

Abbildung 2: (A) Koordination des Eisenions im aktiven Zentrum der 5-LO. (B) Vermutliche 

Koordination der zwei Ca2+-Ionen nach Bindu et. al [30] sowie vermittelte Membranassoziation über 

die Tryptophane Trp13, Trp75 und Trp102 [31] in der regulatorischen Domäne. 

 

Die N-terminale β-Barrel-Domäne bindet Ca2+ [32] und vermittelt die Translokation und die 

Assoziation des Enzyms mit der Kernmembran [33]. Untersuchungen haben gezeigt, dass die 

Bindung von Ca2+ an die β-Barrel-Domäne in einem stöchiometrischen Verhältnis von zwei 

mol Ca2+ zu einem mol Enzym erfolgt. Dabei sind die Aminosäuren Asn34, Asp44 und Glu46 

für die Ca2+-Bindung verantwortlich [32, 34]. In einem theoretischen Verfahren sind 

außerdem kürzlich zwei Ca2+-Bindungstellen identifiziert worden, wobei die eine Stelle von 

den Aminosäuren Phe14, Ala15, Gly16 und Asp79 und die zweite von Asp18, Asp19 und 

Leu76 geformt wird [30] (Abbildung 2B).  

Obwohl für die Aktivität anderer Lipoxygenasen kein Ca2+ notwendig ist, und Ca2+ auch für 

die Aktivität der 5-LO nicht absolut essentiell ist, wird durch Ca2+ eine verstärkte Leukotrien-

Bildung angeregt [35]. Studien belegen die Steigerung der 5-LO-Aktivität durch Ca2+ sowohl 

in intakten Zellen [36, 37] als auch in zellfreien Systemen [38, 39] und bei Untersuchungen 

mit gereinigtem Enzym [40]. Auch Mg2+ kann als ein bivalentes Kation an die 5-LO binden 

und diese aktivieren, allerdings weniger effizient als Ca2+ [30, 41]. Ca2+ erhöht die Hydropho-

bizität der 5-LO und fördert die Bindung des Enzyms an Phosphatidylcholin (PC) [42]. 

A BAA BB
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Außerdem fördert die Bindung von Ca2+ an die N-terminale β-Barrel-Domäne die 

Translokation der zytosolischen 5-LO zum Zellkern sowie ihre Membranbindung [31, 43, 44].  

Für die 5-LO-Bindung an Membranen scheinen die Tryptophane Trp13, Trp75 und Trp102 

verantwortlich zu sein, die alle in der β-Barrel-Domäne vorkommen [31] (Abbildung 2B). 

Studien an isolierter 5-LO haben gezeigt, dass Membranfraktionen das Enzym stabilisieren 

und seine Aktivität erhöhen [45-47]. Sie können in ihrer Funktion durch PC, nicht aber durch 

Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin oder Phosphatidylinositol ersetzt werden [35].  

Die N-terminale Region des Enzyms trägt also die Funktionen einer echten C2-Domäne.  

C2-Domänen sind konservierte Motive innerhalb der Proteinstrukturen, die einen 

achtsträngigen antiparallelen β-Sandwich ausbilden und zu einer Ca2+-abhängigen 

Membranbindung des Proteins führen [48]. Auch andere Ca2+-bindende Proteine, die auch als 

C2-Domänen-Proteine bezeichnet werden, besitzen ähnliche Eigenschaften wie die 5-LO. 

Dazu gehören unter anderem die Proteinkinase C (PKC) und die zytosolische Phospho-

lipase A2 (cPLA2) [49, 50]. 

Neben den Ca2+-vermittelten Effekten stellt die Phosphorylierung der 5-LO einen weiteren 

Weg der Enzymaktivierung dar [51]. Besondere Bedeutung kommt dabei den Kinasen aus der 

Familie der mitogen-activated protein kinases (MAPK) zu. Die Familie der MAPK, die eine 

Vielzahl verschiedener physiologischer Prozesse kontrolliert, lässt sich in vier Untergruppen 

einteilen: ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), JNKs (c-Jun amino-terminal 

kinases), p38 MAPKs und ERK5 [52]. Bezüglich der 5-LO-Phosphorylierung sind vor allem 

ERKs und p38 MAPK von Interesse.  

Die Aktivierung der extrazellulär regulierten Kinasen (ERKs) kann unter anderem durch 

Wachstumsfaktoren, Zytokine und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren moduliert werden 

[53, 54], wobei ERKs für die Phosphorylierung einer Vielzahl von Substraten in 

unterschiedlichsten Zellkompartimenten verantwortlich sind und eine zentrale Rolle für das 

Überleben und die Proliferation von Zellen spielen [55]. P38 MAPK werden in Immunzellen 

aber auch als Antwort auf verschiedene zelluläre Stress-Stimuli, wie chemotaktische 

Faktoren, Hormone, Hitzeschock, zellulärer oder oxidativer Stress, aktiviert, was häufig in der 

Bildung proinflammatorischer Zytokine, Chemotaxis, Adhäsion und Degranulation 

resultieren kann [55, 56]. Somit kommt der Phosphorylierung intrazellulärer Enzyme oder 

Transkriptionsfaktoren durch Kinasen eine wichtige Rolle in den zellulären 

Aktivierungsmechanismen zu.  

Die Primärsequenz der 5-LO enthält ebenfalls einige Phosphorylierungsmotive, wobei die  

5-LO als Substrat für PKA, PKC, Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase (CaMKII), S6-Kinase, 
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MAPKAPK-2/3 (MK2/3) und MAPK1/2 fungieren kann [57]. Die Leukotrienbiosynthese 

kann tatsächlich durch die Aktivierung der p38 MAPK-regulierten MAPKAPK-2 und -3 in 

PMNL und MM6 stimuliert werden [58], zusätzlich phosphorylieren diese Kinasen die 5-LO 

in vitro [59]. Auch in B-Lymphozyten (BL41-E95-A-Zellen) führt Zellstress in Abhängigkeit 

vom p38 MAPK-Signaltransduktionsweg zu einer signifikanten Erhöhung der LT-

Biosynthese [60]. Mittlerweile konnte nicht nur die Aktivierung der 5-LO durch 

Phosphorylierung am Ser271 durch MAPKAPK-2 gezeigt werden [61], sondern auch die 

Phosphorylierung der 5-LO am Ser663 durch ERKs in vitro [62] (Abbildung 1). Darüber 

hinaus scheint die Phosphorylierung der 5-LO durch die PKA am Ser523 einen hemmenden 

Einfluss auf das Enzym auszuüben, was in der Inhibition der LT-Synthese resultiert [63] 

(Abbildung 1). 

ATP ist ein weiterer bekannter Faktor, der die 5-LO-Aktivität zu erhöhen vermag. Dieser 

Effekt ist in Gegenwart von Ca2+ [39] oder Mg2+ [41], aber auch in Abwesenheit von 

bivalenten Kationen [64], gezeigt worden. Die 5-LO scheint über die Tryptophane Trp75 und 

Trp201 in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 an ATP zu binden [65], eine 

Eigenschaft, die für die Aufreinigung des Enzyms über ATP-Affinitätschromatographie 

genutzt wird. Außerdem scheint die 5-LO noch eine weitere potentielle ATP-Bindungsstelle 

zu enthalten, die in anderen Lipoxygenasen nicht vorhanden ist [22].  

Für die enzymatische Funktion der 5-LO kommt FLAP (5-Lipoxygenase aktivierendes 

Protein) eine zentrale Bedeutung zu. Es ist ein membranassoziiertes Protein von 18 kDa 

Größe, das zu der MAPEG-Familie (membrane associated proteins in eicosanoid and 

glutathion metabolism) gehört [66]. FLAP und 5-LO werden in einigen Zellen myeloiden 

Ursprungs wie in PMNL, Monozyten/Makrophagen und B-Lymphozyten koexprimiert. Bei 

einigen anderen 5-LO-negativen Zelllinien wie T-Lymphozyten, undifferenzierten MM6- 

oder U937-Zellen konnte auch die FLAP-Expression festgestellt werden, was auf 

Unterschiede in der Genaktivierung schließen lässt [11]. Die Entdeckung von FLAP verdankt 

man der Beobachtung, dass die Verbindung MK886 die Leukotrienbildung zwar in intakten 

Zellen verhindert, nicht aber in entsprechenden Zellhomogenaten [67]. Auch wenn die genaue 

Funktion von FLAP noch nicht geklärt ist, so scheint es die Umwandlung der AA durch die  

5-LO zu unterstützen und die Bildung von 5-HpETE und LTA4 zu fördern [66, 68]. 

Die subzelluläre Lokalisation der 5-LO scheint stark zelltypabhängig zu sein. So befindet sich 

die 5-LO in ruhenden peripheren Neutrophilen und Monozyten, peritonealen 

Makrophagen (PM), differenzierten HL-60 und MM6-Zellen vorwiegend im Zytosol. In 

ruhenden Alveolar-Makrophagen (AM), Mäuse-Mastzellen, RBL-1-Zellen und humanen 
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Langerharnszellen der Haut dagegen ist die 5-LO hauptsächlich in der löslichen 

intranukleären Fraktion zu finden [57]. Nach der Stimulation der Zellen erfolgt die 

Translokation des Enzyms an die Kernmembran [69, 70], wobei die zytoplasmatische 5-LO 

mit dem ER und der äußeren Kernmembran assoziiert und die intranukleäre 5-LO zur inneren 

Kernmembran transloziert [71]. Der nukleäre Import zytosolischer 5-LO nach in vitro-

Adhärenz von PMNL [72] sowie die nukleäre Lokalisation der 5-LO nach Transfektion 

einiger Zelltypen wie RAW-Makrophagen, HEK 293-, COS-, CHO- und NIH-3T3-

Zellen [57] wurden ebenfalls beobachtet. 

Da der nukleäre Import größerer Proteine das Vorhandensein nukleärer Lokalisations-

sequenzen (NLS) erfordert, ist die 5-LO diesbezüglich untersucht worden. Innerhalb der  

5-LO-Struktur sind tatsächlich einige potentielle NLS postuliert worden, die unterschiedlich 

diskutiert werden [73-76]. Das Zusammenspiel mehrerer NLS scheint für die Feinregulation 

und die präzisere Kontrolle des nukleären Importes der 5-LO zuständig zu sein [77], wobei 

unterschiedliche Level des 5-LO-Importes in unterschiedlichen Mengen der gebildeten 

Leukotriene resultieren [71].  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass verschiedene Stimuli zu unterschiedlichen 

Mengen an 5-LO-Metaboliten führen können. Die Stimulation der Zellen mit Ca2+-

mobilisierenden Agentien (Ca2+-Ionophor, Thapsigargin, Ionomycin, LTB4, fMLP, 

Zytokinen), AA oder Zellstress (osmotischer Schock, chemischer Stress durch 

Natriumarsenit, UV-Licht, Hitzeschock) resultiert in einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration [78], welches direkt an die 5-LO binden kann, und/oder Phosphorylierung der 

5-LO durch MAPK (Abbildung 3). Auf diese Weise kommt es zur Aktivierung der 5-LO und 

zur anschließenden Translokation an die Kernmembran [44, 69]. Gleichzeitig erfolgt die 

Rekrutierung der zytosolischen PLA2, die für die Bereitstellung von AA bei der 

Leukotrienbiosynthese von zentraler Bedeutung ist [79, 80]. Dabei kann die cPLA2 ebenfalls 

durch Ca2+ und/oder Phosphorylierung an Ser550 durch MAPK aktiviert werden [81], worauf 

das Enzym mit der Translokation zur Kernmembran beginnt, um dort die AA-Freisetzung 

aufzunehmen [82]. Die freigesetzte AA kann anschließend mittels FLAP der 5-LO für die 

Umwandlung in Leukotriene zur Verfügung gestellt werden. 
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Abbildung 3: Regulation der zellulären 5-LO-Aktivität in der Leukotrienbiosynthese.  

 

Nach neueren Erkenntnissen scheint allerdings die subzelluläre 5-LO-Verteilung ein 

dynamischer Prozess und eine vorübergehende nukleäre Lokalisation charakteristisch für die 

5-LO zu sein [83]. Die Kernmembran wurde dabei als Ort der Leukotrienbiosynthese 

beschrieben [84] und eine Korrelation zwischen erhöhter 5-LO-Menge innerhalb des 

Zellkerns und der Steigerung der LT-Produktion beobachtet [85, 86]. Die oben beschriebenen 

Signalwege haben möglicherweise nicht nur einen Effekt auf die enzymatische Aktivität der 

5-LO, sondern sie regulieren auch die Möglichkeit des nukleären Importes/Exportes des 

Enzyms [85], wie beispielsweise die Phosphorylierung der 5-LO durch die PKA, die den 

nukleären Import verhindert [87].  

Obwohl eine ganze Reihe verschiedener Proteine mit der 5-LO zu interagieren scheint, ist bis 

heute nur die Bindung einiger weniger Proteine an das Enzym tatsächlich gezeigt worden. 

Drei dieser Proteine sind im Yeast Two-Hybrid System unter Verwendung humaner cDNA 

aus Lungengewebe detektiert worden. Dazu gehört zum Einen das Coactosin like protein 

(CLP), ein Coactosin-ähnliches, F-Aktin-bindendes Protein von 17 kDa Größe aus 

Dictyostelium discoidium [88]. Das CLP bindet an die 5-LO in einem stöchiometrischen 
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Verhältnis von 1:1, wobei diese Bindung Ca2+-unabhängig aber pH-Wert-abhängig ist, und 

Lys131 des CLP an der 5-LO-Bindung beteiligt ist [89]. Die Bindung des CLP scheint in der 

C2-ähnlichen Domäne der 5-LO zu erfolgen, wobei wiederum die Beteiligung der 

Tryptophane Trp13, Trp75 und Trp102 an dieser Bindung angenommen wird [303]. Obwohl 

bisher kein F-Aktin/CLP/5-LO-Komlex detektiert wurde, konnte eine Konkurrenz zwischen 

F-Aktin und 5-LO um die Bindung am CLP nachgewiesen werden [89].  

Ein weiteres Protein, welchem durch den Befund im Yeast Two-Hybrid Verfahren die 5-LO-

Bindung zugesprochen wird, ist Dicer, auch als Ribonuklease (Rnase) III bezeichnet [88]. 

Dicer prozessiert lange doppelsträngige RNA in kürzere siRNA-Fragmente (small 

interference RNAs), die nachträglich die Spaltung homologer mRNA durch RISC (RNA-

induced silencing complex) regulieren [90]. Bis jetzt ist keine funktionelle Verbindung 

zwischen Dicer und 5-LO gezeigt worden. 

Die 5-LO-Bindung an den C-Terminus von TRAP-1 (TGFβ receptor-I-associated protein-1) 

ist ebenfalls durch das Yeast Two-Hybrid System gezeigt worden [88]. Diese Bindung 

erscheint nachvollziehbar, da durch TGFβ und Calcitriol die 5-LO-Expression und  

-Aktivität in beispielsweise HL-60-Zellen stimuliert werden können [17]. 

Isolierte aufgereinigte 5-LO besitzt außerdem die Fähigkeit über die kurze Prolin-reiche 

Region (Aminosäuren 566-577), die als Bindungsmotiv für SH3-Domänen (Scr  homology 3) 

fungieren kann, an das GST-Grb2-Fusionsprotein zu binden [91]. Da Grb2 (growth factor 

bound receptor protein 2) an dem Tyrosinkinase-vermittelten Signal-transduktionsweg 

beteiligt ist, liegt die Vermutung nahe, dass auch die 5-LO in diesen zellulären Signalweg 

involviert ist. 

Interessanterweise ist es bis heute nicht gelungen, eine direkte Bindung zwischen der 5-LO 

und FLAP zu detektieren, obwohl FLAP in seiner Funktion häufig als 5-LO-Anker zu 

fungieren scheint. 

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die 5-LO-Aktivität in PMNL durch Zugabe von 

1-Oleoyl-2-acetylglycerol (OAG) erhöht werden kann, was in einer bis zu 40-fach höheren 

Leukotrienproduktion durch die 5-LO resultiert [92]. Dieser Effekt basiert weder auf der 

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration noch auf der Phosphorylierung der 5-LO 

durch MAPK, vielmehr scheint die 5-LO-Aktivierung durch direkte Bindung von OAG an die 

N-terminale β-Barrel-Domäne des Enzyms zu erfolgen [93].  
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Bildung und biologische Funktionen der Leukotriene 

Die 5-LO katalysiert die ersten beiden Schritte bei der Entstehung der Leukotriene aus 

Arachidonsäure (Abbildung 4). Dabei erfolgt während der Oxygenase-Reaktion die 

stereospezifische Abstraktion des pro-S Wasserstoffatoms am C7 der AA, gefolgt von der 

Insertion des molekularen Sauerstoffs am C5 und der Entstehung der (5(S)-Hydroperoxy-6-

trans-8,11,14-cis-eicosatetraensäure (5(S)-HpETE) [94]. Die 5-HpETE kann einerseits zum 

korrespondierenden Alkohol 5-HETE reduziert werden, andererseits sorgt die LTA4-

Synthase-Aktivität der 5-LO für die Umwandlung der 5-HpETE zu dem instabilen Epoxid 

Leukotrien A4 (LTA4) durch die Abstraktion des pro-R Wasserstoffatoms am C10 und den 

Allylshift des Radikals zum C6 [95, 96]. Das LTA4 kann nun je nach Enzymausstattung der 

Zelle zum Leukotrien B4 (5(S),12(R)-Dihydroxy-6,14-cis-8,10-trans-eicosatetraensäure, 

LTB4) hydrolysiert werden oder durch Konjugation mit Glutathion zum Cysteinylleukotrien 

C4 (5S-Hydroxy-6R-glutathionyl-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraensäure, LTC4) umgesetzt 

werden [97]. Das LTC4 kann weiterhin zu den beiden Cysteinylleukotrienen D4 (5S-Hydroxy-

6R-cysteinylglycyl-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraen-säure, LTD4) und E4 (LTE4) metabo-

lisiert werden (Abbildung 4). 

Leukotriene sind potente biologische Mediatoren, die eine wichtige Rolle bei entzündlichen 

Erkrankungen und Reaktionen des Immunsystems spielen [98]. LTB4 besitzt ausgeprägte 

chemotaktische und chemokinetische Eigenschaften, was zur Einwanderung und Aktivierung 

der Granulozyten mit Anhaftung dieser an Gefäßwände [99], Degranulation und Freisetzung 

von Superoxid und lysosomalen Enzymen führt [100]. LTB4 verstärkt die Phagozytose von 

Neutrophilen und Makrophagen [101, 102], stimuliert in Lymphozyten die Sekretion von IgE, 

IgG und IgM [103, 104] und scheint an der erhöhten Interleukinproduktion beteiligt zu 

sein [105].  

Eine Vielzahl pathophysiologischer Funktionen ist auch für Cysteinylleukotriene (CysLTs) 

beschrieben worden. Bis 1979 die einzelnen CysLTs als LTC4, D4 und E4 identifiziert wurden 

[106], sind sie zunächst unter der Bezeichnung der slow-reacting substance of anaphylaxis 

(SRS-A) bekannt gewesen. CysLTs bewirken die Kontraktion der glatten Muskulatur [107] 

und die Schleimsekretion in der Lunge [108], die Vasokonstriktion und die mikrovaskuläre 

Plasmaexsudation [99] und sind für die Rekrutierung von Eosinophilen verantwortlich [109]. 

Die CysLTs spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Asthma bronchiale [110]. 
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Abbildung 4: 5-LO-Stoffwechsel. 

 

Wichtige Erkenntnisse über die physiologische und pathophysiologische Rolle der 5-LO und 

LTs lieferten Experimente mit 5-LO-knockout-Mäusen (5-LO-/-) [111, 112]. Die 5-LO-/--

Mäuse zeigten keine Unterschiede in der Entwicklung, praktisch keine phänotypischen 

Veränderungen und eine normale Lebenserwartung verglichen mit WT-Mäusen [113]. Die  

5-LO-/--Mäuse zeigten außerdem geringere Anzeichen einer Entzündung bei AA-induzierten 

Ohrenödemen oder der Zymosan-induzierten Peritonitis [113], eine signifikante Resistenz 

bezüglich PAF-induzierten Schock-Zuständen [113] sowie eine deutlich geringere 

Hyperreaktivität und Reduktion der Eosinophilen-Anzahl bei allergischen Entzündungen der 

Atemwege [114]. Weitere Studien haben gezeigt, dass Mäuse, die keine 5-LO exprimieren 

und somit keine Leukotriene synthetisieren können, einen höheren Schutz gegenüber 

bakteriellen Infektionen und Lungenfibrose besitzen als WT-Mäuse [115]. 
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Die 5-LO-Metabolite sind nicht nur in viele allergische [116, 117] und entzündliche 

Erkrankungen [118, 119] involviert, sie sind auch an der Entstehung atherosklerotischer 

Plaques [120], Osteoporose und einiger Krebsarten [121, 122] beteiligt (Abbildung 5). Die  

5-LO stellt daher eine Zielstruktur für die Entwicklung von Medikamenten gegen diese 

Krankheiten dar. 

 

Abbildung 5: Indikationen für Anti-Leukotrien-Therapie. 

 

Inhibitoren der Leukotrienbiosynthese 

Hinsichtlich der pathophysiologischen Eigenschaften der Leukotriene, ist die Anti-LT-

Therapie ein sinnvoller und wichtiger Ansatz zur Behandlung einer Vielzahl 

inflammatorischer Erkrankungen, aber auch für die Behandlung von Atherosklerose, 

Osteoarthritis und Krebs (Abbildung 5). Es existieren zwei verschiedene Möglichkeiten der 

Anti-LT-Therapie: die Hemmung der Leukotrien-Bildung und die Hemmung der Leukotrien-

Wirkung an spezifischen Rezeptoren. In den letzten Jahren haben sich LT-Rezeptor-

Antagonisten wie Montelukast (Singulair) und seine Derivate in der Therapie des Asthma 

bronchiale bewährt [123].  

Die Leukotrienbiosynthese lässt sich durch die Hemmung der AA-Bereitstellung oder durch 

den Einsatz direkter 5-LO- oder FLAP-Inhibitoren supprimieren. 
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Die Hemmung der cPLA2 führt zu fehlender AA-Freisetzung für die LT-Produktion. Durch 

Glucocorticoide lässt sich zwar die PLA2-Expression hemmen, doch haben sich hohe Dosen 

der Glucocorticoide als ineffektiv bei der Hemmung der LT-Biosynthese erwiesen [110]. 

Direkte 5-LO-Inhibitoren lassen sich in redoxaktive, Eisenligand- und nicht redoxaktive 

Inhibitoren einteilen.  

Redoxaktive Verbindungen wie Phenole, Flavonoide oder Cumarine intervenieren in den 

katalytischen Zyklus der 5-LO durch die Reduktion des Eisenions im aktiven Zentrum des 

Enzyms. Die fehlende Selektivität dieser Substanzen führt allerdings zu vielen unerwünschten 

Wirkungen, wie beispielsweise Methämoglobinbildung [124]. Die Entwicklung potenter, oral 

aktiver Inhibitoren wie BW755C oder AA-861 führte ebenfalls aufgrund des 

Nebenwirkungspotentials nicht zu einem marktreifen Produkt [3].  

Zu den Eisenligand-Inhibitoren der 5-LO gehören Derivate der Hydroxamsäure und des  

N-Hydroxyharnstoffs. Die Weiterentwicklung auf der Basis des potenten 5-LO-Inhibitors 

BWA4C wurde aufgrund auftretender toxischer NO-Radikale nicht weiter verfolgt [125]. 

Zileuton (Zyflo®, Abbott) war der einzige auf dem Markt befindliche direkte 5-LO-Inhibitor, 

der in den USA bis Juni 2003 zur Therapie von Asthma bronchiale zugelassen war [126, 127]. 

Eine signifikante Verbesserung in der Therapie allergischer Rhinitis, rheumatoider Arthritis 

[128] und Colitis ulcerosa [129] konnte auch bei Zileuton-Gabe nicht festgestellt werden.  

Die niedrige Selektivität und schlechte Bioverfügbarkeit der redoxaktiven und Eisenligand-

Inhibitoren führten zur Entwicklung der nicht redoxakiven 5-LO-Inhibitoren. Die meisten 

Verbindungen dieser Gruppe enthalten eine Methoxyalkylthiazol- oder Methoxytetrahydro-

pyran-Teilstruktur. Der angenommene Wirkmechanismus dieser Verbindungen basiert auf der 

kompetitiven Verdrängung der AA durch stereospezifische Bindung an die 5-LO [130]. 

ZD2138 und ZM230487 scheinen allerdings bei akuten, nicht aber bei chronischen 

entzündlichen Erkrankungen effektiv zu sein [131]. Diese Verbindungen zeigen 

nichtkompetitive Eigenschaften bei geringem zellulärem Hydroperoxidlevel und erniedrigte 

inhibitorische Potenz bei erhöhtem Peroxidtonus [132]. Die hohen Peroxidspiegel am 

Entzündungsort bei Patienten mit entzündlichen Erkrankzungen sind möglicherweise für die 

niedrige Effizienz dieser Substanzen in vivo verantwortlich. 

Über die inhibitorische Potenz hinsichtlich der Leukotrienbildung von einigen pflanzlichen 

Verbindungen ist ebenfalls berichtet worden. So vermögen die 11-Keto-β-boswelliasäure 

(KBA) und ihr Acetylderivat 3-O-acetyl-11-keto-β-boswelliasäure (AKBA) als Bestandteile 

des Gummiharzes von Boswellia serrata (Weihrauch) die 5-LO zu hemmen [133, 134]. 

Außerdem sind Hyperforin, der Hauptinhaltsstoff in Extrakten aus Hypericum perforatum 
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(Johanniskraut), und Myrtucommulon, ein Acylphloroglycinol in den Blättern von Myrtus 

communis (Myrthe), als duale Inhibitoren der 5-LO und COX-1 identifiziert worden 

[135, 136]. Da beide Enzyme eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung 

entzündlicher und allergischer Erkrankungen spielen, lässt sich die Wirksamkeit dieser 

Pflanzenextrakte in der traditionellen Anwendung bei solchen Erkrankungen erklären. 

Kürzlich sind Cholesterolsulfat (CS), ein in hoher Menge im menschlichen Blut 

vorkommendes sulfatiertes Sterol, und das synthetische anionische Lipid Cholesterolphosphat 

(CP), als LT-Synthese-Inhibitoren in PMNL und MM6-Zellen identifiziert worden [137].  

Die Entwicklung von FLAP-Inhibitoren lieferte eine weitere Möglichkeit der LT-Synthese-

Hemmung. MK886, MK0591 und Bay X1005 sind wichtige Vertreter dieser Inhibitoren-

Gruppe. Obwohl diese Inhibitoren die Hemmung der LT-Biosynthese in isolierten 

Neutrophilen zeigen, ist ihre inhibitorische Potenz im Vollblut stark eingeschränkt. Diese 

Befunde lassen sich möglicherweise durch die hohe Affinität von FLAP-Inhibitoren zu 

Plasmaproteinen und/oder Kompetition von FLAP und AA erklären [11]. 

Hyperforin 

Hyperforin, ein Acylphloroglycinol-Analogon, stellt den lipophilen Hauptinhaltsstoff des 

Johanniskrautextraktes dar. Hypericin und Pseudohypericin, die Flavonoide Hyperosid und 

Quercetin sowie Biflavonoide und Gerbstoffe zählen ebenfalls zu 

den Inhaltsstoffen des Johanniskrautextraktes. Johanniskraut-

präparate finden traditionell Anwendung bei der Behandlung 

leichter bis mittelschwerer Depressionen [138], wobei die 

antidepressive Wirksamkeit der Johanniskrautextrakte mittlerweile 

in zahlreichen placebokontrollierten klinischen Studien belegt 

wurde [139, 140]. In der Volksmedizin wird Johanniskraut zur 

Behandlung von Asthma, rheumatoider Arthritis, entzündlichen 

Hauterkrankungen und Verbrennungen angewendet. Hyperforin-haltige Salben oder Cremes 

finden Einsatz zur Behandlung und Nachbehandlung von scharfen und stumpfen 

Verletzungen, Myalgien und Verbrennungen 1. Grades sowie bei atopischer Dermatitis 

[141, 142]. Es wurde aber auch über Anwendungen des Johanniskrauts bei 

Gallenerkrankungen, Gastritis und Bronchitis [143] sowie über die antibakterielle Wirkung 

des Hyperforins gegen gram-positive Bakterien [144] berichtet.  

Neuere Studien haben Hyperforin als dualen Inhibitor der 5-LO und der COX-1 

charakterisiert [135, 145]. Die Hemmung der 5-LO konnte dabei sowohl im zellulären System 

(PMNL) als auch an isoliertem Enzym gezeigt werden, und konnte auf direkte Bindung des 
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Hyperforins an die 5-LO zurückgeführt werden [146]. Bei der selektiven COX-1-Hemmung 

in stimulierten Thrombozyten erwies sich Hyperforin potenter als Acetylsalicylsäure [135].  

Hyperforin wird auch als ein potentielles Krebstherapeutikum diskutiert [147], da es die 

Fähigkeit besitzt in einigen Krebszelllinien Apoptose durch Aktivierung der Caspasen-

Kaskade auszulösen [148, 149]. Die proapoptotische Wirkung des Hyperforins an isolierten 

Leukämiezellen konnte auch ex vivo gezeigt werden [150].  

Myrtucommulon 

Myrtucommulon (MC) und Semimyrtucommulon (S-MC) aus Myrtus communis sind als zwei 

weitere duale Inhibitoren der 5-LO und der COX-1 beschrieben worden, wobei die 

Suppression der LT-Biosynthese auf direkte Inhibition der 5-LO und der COX-1 in vitro und 

in vivo zurückgeführt werden kann [151]. Diese oligomeren, nicht prenylierten 

Acylphloroglycinol-Derivate mit dem Isobutyrophenon-Kern (IBP-C) als Grundgerüst [152] 

(Abbildung 6) sind bislang nur in Myrte (Myrtus communis L.) nachgewiesen worden  

(0,12% Myrtucommulon in getrockneten Myrteblättern). Sie scheinen für die antioxidativen 

[153-155] und antibakteriellen [156, 157] Eigenschaften der Myrthezubereitungen 

verantwortlich zu sein.  

Myrthe findet Einsatz nicht nur als Küchengewürz und zur Herstellung von Likören, sondern 

wird volksmedizinisch unter anderem zur Behandlung von Diabetes mellitus oder als 

Antiseptikum verwendet. Für Myrtheextrakte sind außerdem antihyperglykämische [158-160] 

und analgetische [161] Eigenschaften beschrieben worden. 

 

Abbildung 6: Strukturformeln von Myrtucommulon (MC) und Semimyrtucommulon (S-MC) mit dem 

Isobutyrophenon-Kern (IBP-C) als Grundgerüst in beiden Verbindungen. 
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Caspasen und Apoptose 

Apoptose, oder programmierter Zelltod, ist ein zellautonomer, physiologisch essentieller 

Prozess, der eine wichtige Rolle in der Gewebeentwicklung und -Homöostase spielt und eine 

ausgeklügelte Maschinerie für die Zellzerstörung als Antwort auf physiologische, pathogene 

oder zytotoxische Stimuli besitzt [162]. Als 1972 dieses Phänomen identifiziert wurde, 

prägten Kerr et al. den Begriff Apoptose [163], der diesen Prozess von einer anderen, 

weitverbreiteten Art des Zelltodes, der Nekrose, unterscheiden sollte. Eine zentrale Bedeutung 

bei der Induktion, Transduktion und Amplifikation intrazellulärer apoptotischer Signale 

kommt dabei einem proteolytischen System zu, in das eine Proteasen-Familie, die Caspasen, 

involviert ist [164, 165].  

Caspasen 

Caspasen (Cystein-Aspartasen) sind aspartatspezifische Cysteinylproteasen [166], die 

biologische Prozesse mittels spezifischer Proteolyse kontrollieren. Sie spielen eine wichtige 

Rolle beim Ablauf apoptotischer Vorgänge, sind aber auch an der Regulation von anderen 

zellulären Prozessen, wie beispielsweise Zelldifferenzierung und -Proliferation, 

Rezeptorinternalisation, entzündlichen Prozessen, beteiligt [167]. 

Caspasen sind Proteasen der Interleukin-1β-converting enzyme Familie. Ihre Beteiligung an 

apoptotischen Vorgängen ist seit der Entdeckung bekannt, dass CED-3, ein für den Zelltod im 

Nematoden Caenorhabditis elegans verantwortliches Protein, mit dem Interleukin-1β-

converting enzyme (ICE oder Caspase-1) der Säugetiere verwandt ist [168, 169].  

Innerhalb der Caspasen werden große Ähnlichkeiten im Bezug auf Aminosäurensequenz, 

Struktur und Substratspezifität beobachtet [164]. Caspasen werden als latente Zymogene 

synthetisiert (30 bis 50 kDa), die aus drei Domänen bestehen: der N-terminalen Prodomäne, 

einer großen Untereinheit (ca. 20 kDa) und einer kleinen Untereinheit (ca. 10 kDa) [170, 171] 

(Abbildung 7, Darstellung links). Die Aktivierung der Caspasen erfolgt durch (a) die 

Abspaltung der Prodomäne, (b) die proteolytische Spaltung zwischen den beiden 

Untereinheiten und (c) die anschließende Assoziation der kleinen und der großen Untereinheit 

zu einem Heterodimer [172]. Anschließend formen zwei solche Heterodimere ein Tetramer 

mit zwei katalytischen Zentren an gegenüberliegenden Seiten des Enzyms [173, 174] 

(Abbildung 7, Darstellung links). 
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Abbildung 7: Darstellung der Zymogene der Caspase-8 (Initiatorcaspase) und -3 (Effektorcaspase) 

bestehend aus einer N-terminalen Prodomäne (gelb), einer großen Untereinheit (g UE, blau) und einer 

kleinen Untereinheit (k UE, grün). Die Prodomäne der Caspase-8 enthält zwei Todeseffektordomänen 

(DED, Death Effector Domain). Das heterotetramere Enzym (rechts) entsteht durch proteolytische 

Spaltung (Abbildung nach Earnshaw et al., 1999 [171]). 

 

Im aktiven Zentrum aller Caspasen befindet sich das konservierte Motiv QACXG, wobei X 

für die Aminosäure R, Q oder D steht [175]. Sämtliche Spaltungen erfolgen an und durch 

Caspasen auf der Carboxylseite des Aspartatrestes. Eine solche Spezifität ist nur bei Proteasen 

der Caspasen-Familie und bei Granzym B, einer von den zytotoxischen T-Zellen exprimierten 

Serinprotease, bekannt [171]. 

Die Prodomänen der Caspasen können stark in ihrer Länge variieren (23-219 Aminosäuren). 

Caspasen mit einer langen Prodomäne sind oft in die Initiation apoptotischer Vorgänge 

involviert und werden folglich als Initiatorcaspasen bezeichnet [176]. Caspasen mit einer 

kurzen Prodomäne werden unmittelbar durch die Initiatorcaspasen aktiviert und sind 

innerhalb der Caspasen-Kaskade hierarchisch untergeordnet („downstream“ Caspasen) [177]. 

Sie werden auch unter dem Namen Effektorcaspasen gesammelt betrachtet [171].  

Innerhalb der langen Prodomänen sind zwei verwandte Motive identifiziert worden. Die death 

effector domain (DED) der Caspase-8 (Abbildung 7) und der Caspase-10 scheint für die 

Interaktion mit Signaladapterproteinen wie MORT1/FADD [178, 179] und TRADD [180] 

verantwortlich zu sein. Die caspase recruitment domain (CARD) der Caspase-1, -2, -4 und -9 

vermittelt Interaktionen sowohl zwischen den Caspasen untereinander als auch mit einer 

Reihe regulatorischer und Adapter-Proteine. Die kurzen Domänen effektorischer Caspasen 

scheinen nicht an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt zu sein. Basierend auf der 
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Homologie der Aminosäuren-Sequenzen lassen sich die 14 bisher identifizierten Caspasen in 

drei Unterfamilien einteilen (Tabelle 1) [175, 181]. 

 

Caspase Andere Namen Physiologische Rolle Unterfamilie 

Caspase-2 ICH-IL, NEDD-2 Apoptose-Initiator I 
Caspase-8 MCH-5, MACH, FLICE   
Caspase-9 MCH-6, ICE-LAP6   
Caspase-10 MCH-4, FLICE-2   
Caspase-3 CPP32, Apopain, Yama Apoptose-Effektor II 
Caspase-6 MCH-2   
Caspase-7 MCH-3, ICE-LAP3, CMH-1   
Caspase-1 ICE Entzündungsmediator III 
Caspase-4 ICH-3, TX, ICErelII   
Caspase-5 ICH-3, TY, ICErelIII   
Caspase-11    
Caspase-12    
Caspase-13 ERICE   
Caspase-14 MICE   

 

Tabelle 1: Einteilung der Caspasen in drei Unterfamilien nach der Homologie der Aminosäuren-

Sequenz. 

 

Alternativ können Caspasen anhand der Erkennungssequenzen innerhalb der Caspasen-

Substrate eingeteilt werden. Alle Caspasen-Substrate enthalten ein Tetrapeptid (mit 

Aminosäuren in Positionen P1-P4) als Erkennungssequenz, wobei die Substratspaltung nach 

dem Aspartat (in Position P1) erfolgt [164]. Demnach sind alle Bereiche innerhalb der 

Caspasen-Pimärsequenzen, die an der Katalyse und der Erkennung des P1 Asp beteiligt sind, 

hoch konserviert. Dagegen sind die Bereiche, die für die Bindung der Aminosäure in 

Position P4 des Caspasen-Substrates verantwortlich sind, stark variabel. Daher stellen diese 

Bereiche Schlüsseldeterminanten für die Substratpräferenz dar [164, 182].  

Unter Zuhilfenahme der PS-SCL (positional scanning synthetic combinatorial library) sind für 

neun Caspasen die optimalen Erkennungssequenzen ermittelt worden [183, 184]. Dabei ist 

bestätigt worden, dass die drei Aminosäuren der Erkennungssequenz in Positionen P2-P4 für 

die Substratspezifität der jeweiligen Caspase von Bedeutung sind. Die Aminosäure in P4 stellt 

die wichtigste Position dar, in P2 dagegen werden in der Regel viele verschiedene 

Aminosärereste toleriert [183]. Die in Tabelle 2 vorgenommene Einteilung der Caspasen 
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erfolgt nach der Substratpräferenz in Position P4 [164, 183]. Enzyme der Gruppe I erkennen 

in P4 massive hydrophobe Reste, Enzyme der Gruppe II tolerieren ausschließlich ein Aspartat 

in P4, während Gruppe III-Enzyme verzweigtkettige aliphatische Aminosäuren an dieser 

Stelle präferieren [164, 183].  

 

Caspase P4-P1-Spezifität Konsensus-Motiv Gruppe 

Caspase-1 WEHD WEHD I 
Caspase-4 (W/L)EHD   
Caspase-5 (W/L)EHD   
C. elegans CED-3 DETD DExD II 
Caspase-3 DEVD   
Caspase-7 DEVD   
Caspase-2 DEHD   
Caspase-6 VEHD (IVL)ExD III 
Caspase-8 LETD   
Caspase-9 LEHD   

Granzym B IEPD   
 

Tabelle 2: Einteilung der Caspasen nach ihrer Substratspezifität, basierend auf der Aminosäuren-

präferenz in P4. X steht für eine beliebige Aminosäure [164, 183]. 

 

Aktivierungswege der Caspasen 

Man unterscheidet zwei klassische Aktivierungswege für Proteasen der Caspasen-Familie: 

den „extrinsischen“, über die Todesrezeptoren (death receptors) vermittelten Signal-

transduktionsweg, und den „intrinsischen“, rezeptorunabhängigen, mitochondrialen 

Signalweg [175, 176]. Dabei kann keine strenge Trennung der beiden Aktivierungswege 

vorgenommen werden, da sie über eine Vielzahl von Quervernetzungen in ständiger 

„Kommunikation“ miteinander stehen [185, 186].  

Der extrinsische, Todesrezeptor-vermittelte Signalweg wird über die Bindung extrazellulärer 

Todesliganden (death ligands), wie Fas-Ligand (FasL), an membranständige Todesrezeptoren 

(death receptors) ausgelöst [187]. Diese Rezeptoren gehören zur Superfamilie der 

Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNFR), von denen TNFR und Fas am besten charakterisiert 

sind [186], und besitzen in ihren zytoplasmatischen Regionen die sogenannten Todesdomänen 

(death domain, DD) [188]. Die Bindung der Rezeptoren an korrespondierende  

DD-enthaltende Liganden führt zur Bildung von Oligomeren und/oder 
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Konformationsänderung der Rezeptoren. Anschließend werden Adapterproteinen FADD 

(Fas-associated death domain) oder TNFADD (TNF receptor-associated death domain) sowie 

die Initiatorprocaspase-8 und/oder -10 rekrutiert, wodurch es zur Entstehung von DISC (death 

inducing signalling complex) kommt [189, 190]. DISC führt letztendlich zur Prozessierung 

und Aktivierung der Procaspase-8, die ihrerseits für die Aktivierung der Caspase-3 und -7 

sorgt [191] (Abbildung 8).  

 

Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung der Caspasen-Aktivierungswege. 

 

Der intrinsische Signalweg wird als Antwort auf die Wirkung verschiedener Todesstimuli aus 

dem Zellinneren, wie beispielsweise DNA-Zerstörung oder Aktivierung der Onkogene, 

ausgelöst. Dabei stehen Veränderungen an Mitochondrien im Vordergrund [185, 192]. 

Zunächst wird die Außenmembran der Mitochondrien permeabel für Proteine, die sich 

normalerweise in dem membranären Zwischenraum befinden [186]. Dazu gehören unter 

anderem das Cytochrom c, SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases, AIF 

(apoptosis-inducing factor) und andere Proteine [185]. Das freigesetzte proapoptotische 

Protein Cytochrom c bindet nun im Zytosol an APAF1, welches dadurch eine 
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Konformationsänderung erfährt und unter Bindung an ATP/dATP das Apoptosom ausbildet. 

Dieser massive heptamere Komplex stellt eine Plattform für die Aktivierung der Caspase-9 

dar, die ihrerseits die Effektorcaspase-3, -6 und -7 aktiviert [191] (Abbildung 8).  

Obwohl die Aktivierung der Caspase-9 bei dem Mitochondrien-abhängigen Signalweg eine 

zentrale Rolle spielt, kann auf diesem Weg auch die Caspase-8 (über die zuvor aktivierte 

Caspase-6) aktiviert werden, ohne die Interaktion mit FADD bzw. DISC-Bildung [193]. Über 

die Möglichkeit der Beteiligung der Caspase-2 bei den initialen Schritten des intrinsischen 

Signalweges ist ebenfalls berichtet worden [194, 195]. 

Sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Signalweg führen zur Aktivierung der 

Caspase-3 und -7. Die Verbindung zwischen den beiden Signaltransduktionswegen lässt sich 

aber auch über das proapoptotische Protein Bid, ein BH3-only Mitglied der Bcl-2-

Proteinfamilie [196, 197], nachvollziehen. Bid ist ein physiologisch wichtiges Substrat der 

aktiven Caspase-8, dessen C-terminales Fragment (truncated Bid, tBid) zu der äußeren 

Mitochondrienmembran transloziert und dort die Freisetzung proapoptotischer Stimuli 

induziert [198, 199] (Abbildung 8). Auf diese Weise führt auch Bid zur Interkommunikation 

zwischen den beiden Signalwegen [187]. 

Zwei weitere Signalwege, die über das Endoplasmatische Reticulum (ER) oder das 

Granzym B vermittelt werden, können ebenfalls an der Aktivierung der Caspasen beteiligt 

sein [186].  

Caspase-12, die spezifisch an der zytoplasmatischen Membran des ER lokalisiert ist, scheint 

bei dem ER-vermittelten Signalweg eine zentrale Rolle zu spielen [200]. Nach der 

Aktivierung der Caspase-12 erfolgt die Phosphorylierung von Bim (BH3-only Bcl-2-Protein) 

durch JNK, was letztendlich zur Cytochrom c-Freisetzung aus Mitochondrien führt [201].  

In Natürlichen Killerzellen (NK) und zytotoxischen T-Lymphozyten (zTL) kann die 

Caspasen-Aktivierung über die Einwirkung von Granzym B, einer mit der Caspasen-Familie 

verwandten Serinprotease, in Kooperation mit Perforin, einem Poren-bildenden Protein, 

erfolgen [202]. Nach der Freisetzung aus zTL bindet Granzym B an seinen Rezeptor, wird 

über Endozytose aufgenommen, verbleibt aber zunächst in endozytotischen Vesikeln, bis 

seine Freisetzung durch Perforin eingeleitet wird. Im Zytosol kann Granzym B dann zur 

Aktivierung der Caspase-3 [203], zur Spaltung von Bid [204] oder zur Rekrutierung weiterer 

Mediatoren wie Cytochrom c aus den Mitochondrien [205] führen (Abbildung 8).  

Es existieren einige Klassen reversibler und irreversibler Inhibitoren der Cystein-

proteasen [206]. Neben den natürlichen (viralen) Caspasen-Inhibitoren wie CrmA (cytokine 

response modifier A) [207], p35 [208] oder Mitgliedern der IAP-Familie (inhibitor of 



 Einleitung  

 22 

apoptosis) [209], sind synthetische Inhibitoren mit einem Erkennungspeptid, das eine 

Ähnlichkeit zur korrespondierenden Sequenz im natürlichen Caspase-Substrat aufweist, von 

besonderer Potenz [164]. Zu den IAPs in Säugetieren zählen acht verschiedene Proteine 

[185], die die katalytische Aktivität der Effektorcaspase-3 und -7 sowie die der Caspase-9 

inhibieren können [187]. Die baciloviralen Proteine p35 und p49 können dagegen die meisten 

Caspasen in vivo und in vitro hemmen [185]. Diese Inhibitoren zeigen allerdings, häufig in 

Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration [210], keine absolute Enzym-

spezifität [206].  

Da alle Caspasen in ihrem aktiven Zentrum ein Cystein enthalten, können sie in Anwesenheit 

von thiolalkylierenden Agentien, wie beispielsweise Iodacetamid (IAA) oder N-Ethyl-

maleimid (NEM), oder durch Thiol-Disulfid-Interaktionen mit Disulfiram (DSF) gehemmt 

werden [211]. In reduzierendem Milieu (in Anwesenheit von Dithiothreitol (DTT) oder 

Glutathion (GSH)) ist die Aktivität der Caspasen optimal [211]. 

Einige Mitglieder der Bcl-2-Familie können ebenfalls in die Folgen der Caspasen-Aktivierung 

eingreifen [212]. Man unterscheidet dabei die anti-apoptotischen Proteine, die vier kurze  

Bcl-2-Homologiedomänen enthalten (BH1-BH4) und zu denen unter anderem Bcl-2, Bcl-w, 

Bcl-xL, Mcl-1, BHRF-1 und viele andere Proteine gezählt werden [213]. Der anti-

apoptotische Mechanismus dieser Proteine basiert auf der Bindung an proapoptotische 

Proteine der Bcl-2-Familie, wie Bad, Bak, Bax, Bid, Bik, Bim, Blk und andere, inklusive ihrer 

nachfolgenden Inaktivierung [175, 212]. Auf diese Weise können Proteine der Bcl-2-Familie 

indirekt die Caspasenaktivität regulieren und die verwandten Signaltransduktionswege 

beeinflussen. 

Apoptose und andere Folgen der Caspasenaktivierung 

Die Aktivierung der Proteasen aus der Caspasen-Familie führt zur Spaltung einer Vielzahl 

verschiedener Proteine, die unter anderem an Vorgängen des Zellzyklus, Signaltransduktion 

und Transkription regulatorischer Proteine beteiligt sind, Bestandteile des Zytoskeletts oder 

des nukleären Baugerüsts darstellen, für DNA-Reparatur und -Replikation sorgen. 

Mittlerweile sind mehr als 280 Proteine als Caspasen-Substrate identifiziert und beschrieben 

worden [214]. In den meisten Fällen führen die einst aktivierten Caspasen zum apoptotischen 

Tod der Zelle. Einige der gespaltenen Proteine sind direkt am Ablauf apoptotischer Vorgänge 

beteiligt, andere wiederum werden gespalten ohne eine eindeutige Funktion bei der Apoptose 

zu haben [171, 214]. 

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Analysen apoptotischer Zellen konnten morphologische 

und molekulare Veränderungen während der Apoptose beobachtet und identifiziert 
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werden [181]. Das Schrumpfen des Zytoplasmas und des Nukleus, Bildung von 

Ausstülpungen der Plasmamembran und Vesikeln, Chromatinkondensation und Zerfall der 

DNA in hochmolekulare und oligonukleosomale Fragmente sind nur einige der typischen 

Veränderungen an einer apoptotischen Zelle [171]. Anschließend erfolgt der Zerfall der Zelle 

in membranumschlossene Fragmente (apoptotic bodies), die von Phagozyten beseitigt werden 

[215, 216]. Durch den Kontaktverlust zu ihren Nachbarzellen während der Apoptose und die 

schnelle Beseitigung der Zellreste bleibt die inflammatorische Antwort in umliegendem 

Gewebe aus, was bei nekrotischem Zelltod der Fall wäre [217]. 

Apoptose ist für die Entfernung überschüssiger, geschädigter oder virusinfizierter Zellen 

verantwortlich und somit für den Organismus ein lebensnotwendiger Prozess [218, 219]. 

Dieser hochkomplexe Prozess spielt bei normaler Entwicklung und Homöostase eines 

Organismus eine Rolle, stellt aber auch einen Abwehrmechanismus bei Entstehung zellulärer 

Abnormalitäten dar [220, 221].  

Darüber hinaus ist Apoptose in viele pathologische Zustände involviert [221, 222], 

einschließlich neurodegenerativer [223], kardiovaskulärer [224] und immunologischer [225] 

Erkrankungen, akuter neurologischer Schädigungen, AIDS und Krebs [226, 227]. Demnach 

kann die Aufklärung apoptotischer Mechanismen zur Entwicklung neuer therapeutischer 

Strategien beitragen. Eine ganze Reihe natürlicher und synthetischer Caspasen-Inhibitoren 

können dabei als Targets für neue Arzneistoffe dienen [228]. 

Lange Zeit wurde angenommen, dass Caspasen-Aktivierung unweigerlich zum apoptotischen 

Tod der Zelle führt. Mittlerweile existieren mehr und mehr Beweise für nichtapoptotische 

Funktionen der Caspasen [172] (Abbildung 9). So sind Caspase-8, -3 und -9 an Prozessen wie 

Zelldifferenzierung und -proliferation beteiligt, Caspase-12 ist in Funktionen des 

Immunsystems und Caspase-2 in DNA-Reparaturprozesse involviert [229, 230]. Über einige 

weitere nichtapoptotische Rollen der Caspase-8 und der FADD-bindenden Todesrezeptoren 

ist ebenfalls berichtet worden [231]. Beispielsweise führt die erhöhte Aktivierung der 

Caspase-8 und -6 in stimulierten B-Lymphozyten zur verstärkten Expression von Genen, die 

für den Eintritt der Zellen in den Zellzyklus notwendig sind [232]. Auch für die Entwicklung, 

Aktivierung und Differenzierung der Immunzellen scheinen Caspasen mitverantwortlich zu 

sein [172, 233]. Neben den gut untersuchten proinflammatorischen Fähigkeiten einiger 

Caspasen, wurde über die Reduktion entzündlicher Symptome durch Injektion apoptotischer 

Zellen in entzündetes Gewebe berichtet [234].  

Die Regulation der Zellproliferation, -Differenzierung, -Aktivierung und Zytoprotektion 

durch Caspasen impliziert eine selektive Spaltung spezifischer Targetproteine. Diese kann 
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durch unterschiedliche Mechanismen gewährleistet werden: (a) posttranslationale 

Modifikation der Caspasen, der Adapterproteine und/oder der Targetproteine, (b) spezifische 

subzelluläre Verteilung der Proteasen oder Schutz potentieller Targetproteine durch 

Gerüstproteine oder (c) Aktivierung antiapoptotischer Faktoren [172] (siehe Abbildung 9). 

 

Abbildung 9: Regulation zellulärer Vorgänge durch Caspasen nach Launay et al. [172].  

 

Eine Vielzahl potentieller nichtapoptotischer Eigenschaften der Caspasen wird weiterhin 

untersucht und die Frage der exakten Regulation der Entscheidung nach „Leben oder Tod“ 

bleibt vorerst ungeklärt. Bei der Anwendung therapeutischer Strategien zur Behandlung von 

Krankheiten, in die Caspasen involviert sind, sollten demnach die nichtapoptotischen 

Funktionen der Caspasen unbedingt beachtet werden. 

Pflanzeninhaltsstoffe zur Therapie von Krebserkrankungen 

Krebserkrankungen gehören zu den häufigsten schweren Erkrankungen in den 

Industrienationen, und stellen eine der Hauptursachen für krankheitsbedingte Todesfälle dar. 

Neben einer erhöhten Zellproliferation liegt die Unfähigkeit der Zellen in die Apoptose zu 

gehen (erniedrigte Sterberate) [235] den meisten Krebsarten zugrunde. Defekte des 

apoptotischen Mechanismus tragen zur Kanzerogenese bei, da die entstehende günstige 

Umgebung für genetische Instabilität und Akkumulation von Genmutationen zu 
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Resistenzbildung gegenüber zytotoxischen Antitumor-Therapeutika oder Strahlung 

beiträgt [236].  

Die pharmakologische Therapie ist meist komplex zusammengesetzt und mit 

schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden. Zu den heutigen Behandlungsmöglichkeiten 

von soliden Tumoren gehören neben der operativen Entfernung und Bestrahlung auch eine 

pharmakologische Therapie (Chemotherapie). Das Problem dabei liegt in der geringen 

Spezifität bzw. Selektivität der Wirkstoffe, da sämtliche Chemotherapeutika bevorzugt auf 

alle proliferierenden Zellen wirken. Die derzeitig angewendeten Pharmaka zur 

Tumorbehandlung haben unterschiedliche Angriffspunke während der Zellteilung. Man 

unterscheidet dabei zwischen Antimetaboliten, Alkylantien, interkalierenden Wirkstoffen, 

Topoisomerase-Inhibitoren, Mitosehemmstoffen, Kinaseinhibitoren sowie (Anti-) 

Sexualhormonen. Rekombinante Wirkstoffe (z. B. Zytokine oder Antikörper) finden genau so 

Anwendung wie pflanzliche Inhaltsstoffe.  

Die generelle Toxizität der meisten Wirkstoffe führt ständig zur Suche nach neuen 

Arzneistoffen, die selektiv Tumorzellen, nicht aber gesundes Gewebe schädigen. Einige 

pflanzliche Inhaltsstoffe können dem Tumorwachstum entgegen wirken und besitzen 

antiangiogenetische, antiinvasive und antimetastatische Eigenschaften [237, 238]. Eine ganze 

Reihe etablierter Wirkstoffe zur Krebstherapie, wie Vinblastin, Vincristin, Etoposid, 

Teniposid, Paclitaxel, Doxetaxel, Podophyllotoxin und Camptothecin, sind natürliche 

Verbindungen oder basieren auf natürlich vorkommenden Substanzen [239].  

Es wurde ebenfalls über die antitumorgenetische Wirkung von Knoblauch [240], 

Bestandteilen des Grünen Tees [241] oder von Curcumin [242] berichtet. Das 

pharmakologische Potential der Phytoestrogene in der Krebstherapie ist ebenfalls diskutiert 

worden [243, 244]. Zubereitungen aus Mistel werden seit einigen Jahren vor allem in 

deutschsprachigen Ländern als anthroposophische Alternativtherapie bei Krebserkrankungen 

eingesetzt, wobei die Wirksamkeit der Mistelextrakte noch immer stark umstritten ist 

[245, 246]. 

Hyperforin hat sich als ein potenter pflanzlicher Inhaltsstoff zur möglichen Therapie von 

Krebserkrankungen herausgestellt [147]. Neben der Möglichkeit der Apoptoseauslösung in 

humanen malignen Zelllinien [148, 149] und an isolierten Leukämiezellen [150] sowie 

Wachstumsinhibition invasiver und metastasierender Tumorzellen [247, 248], hat Hyperforin 

auch Hinweise auf inhibitorische Effekte bezüglich Neoangiogenese [249] geliefert. 

Die Suche nach weiteren potentiellen Wirkstoffen zur Therapie von Krebserkrankungen mit 

einem günstigen Nebenwirkungsprofil ist in der Pflanzenwelt noch lange nicht abgeschlossen. 
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Ziel der Arbeit 

Basierend auf zwei vorangegangenen Diplomarbeiten von Annegret Ulke-Lemee und Angela 

Michel sollte die Verbindung zwischen Caspasen-Aktivität und Regulation des 5-LO-Proteins 

in BL41-E95-A-Zellen untersucht werden. Nach Transfer der BL41-E95-A-Zellen ins frische 

Wachstumsmedium und Reduktion der Zellkonzentration ist ein deutlicher Verlust der 5-LO-

Aktivität beobachtet worden. In Zellhomogenaten, die 24 Stunden nach Umsetzen der Zellen 

getestet wurden, konnte keine 5-LO-Aktivität festgestellt werden, wohingegen Zell-

homogenate vier Tage nach dem Umsetzen eine maximale 5-LO-Aktivität aufwiesen [250]. 

Der 5-LO-Aktivitätsverlust ging mit der erhöhten Aktivität der Initiatorcaspase-8 und dem 

Auftreten eines Degradationsproduktes des 5-LO-Proteins einher. Untersuchungen der  

5-LO auf mRNA-Ebene ergaben eine Reduktion des mRNA-Niveaus bei umgesetzen Zellen 

innerhalb der ersten 14 Stunden auf ca. 30% im Vergleich zu unpassagierten Zellen (vier Tage 

alte Zellen). Innerhalb von weiteren 30 Stunden blieb das mRNA-Niveau vergleichsweise 

niedrig (ca. 40%) [23]. 

Es sollte also festgestellt werden, inwiefern die Caspase-8-Aktivierung sowie möglicherweise 

die Aktivierung weiterer Caspasen mit dem Abbau des 5-LO-Proteins in Verbindung gebracht 

werden können. Die potentielle Schnittstelle innerhalb des 5-LO-Proteins sollte unter 

anderem mittels in vitro-Studien durch gezieltes Austauschen von Aminosäuren identifiziert 

und charakterisiert werden. Darüber hinaus sollte das Zusammenspiel zwischen Caspasen-

Aktivierung und 5-LO-Regulation in einigen weiteren Zelllinien (HeLa, MM6) untersucht 

werden.  

Die Aktivierung der Caspase-8 und der 5-LO-Abbau konnten durch den Einsatz des 

Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid unterbunden werden. In dieser Arbeit sollte nach 

weiteren möglichen direkten oder indirekten Inhibitoren der 5-LO-Degradation sowie nach 

den möglichen Wirkmechanismen dieser Inhibitoren geforscht werden. 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sind Effekte der Pflanzeninhaltsstoffe Hyperforin 

und Myrtucommulon auf die apoptoseresistente Zelllinie BL41-E95-A und den 5-LO-Abbau 

in diesen Zellen untersucht werden. Außerdem galt es, den Effekt von Myrtucommulon auf 

verschiedene Krebszelllinien (HL-60, MM6, Jurkat) bezüglich Caspasen-Aktivierung und 

Apoptoseauslösung zu erforschen. 
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Materialien und Methoden 

Zellen und Zellkultur 

B-lymphozytäre Zelllinien 

B-lymphozytäre Zelllinien BL41 (Burkitt´s Lymphoma Zellen, erworben von der Deutschen 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig) und 

BL41-E95-A (Burkitt´s Lymphoma Zellen transient transfiziert mit der B95-8-Variante des 

Epstein-Barr Virus (EBV) [251], zur Verfügung gestellt von Dr. H.-E. Claesson, Karolinska 

Institut, Stockholm) wurden im RPMI 1640 Medium mit Glutamin (von GIBCO) bei einer 

Temperatur von 37°C und in einer Atmosphäre mit gesättigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-

Gehalt in einem Inkubator (WTB-Binder, Tübingen) kultiviert. Das Medium wurde mit 10% 

fötalem Kälberserum (FCS, Sigma-Aldrich) und einer Antibiotika-Mischung in der 

Endkonzentration von 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin (PAA Laboratories) 

supplementiert. 

Beide Zelllinien zeichnen sich durch konstitutive Expression der 5-LO aus. Die BL41-E95-A-

Zellen zeigen im Gegensatz zu untransfizierten BL41-Zellen eine circa 4-fach höhere 

Kapazität in der Bildung der 5-LO-Metabolite 5-HETE und LTB4 [252, 253]. Insgesamt 

wurde für BL41-E95-A-Zellen ein deutlich höherer 5-LO-Proteinlevel verglichen mit 

weiteren B-Zelllinien festgestellt [254]. 

Durch die in vitro Infektion der BL41-Zellen mit dem Epstein-Barr Virus erhielten die Zellen 

neben dem malignen Phänotyp auch die Apoptose-Resistenz [255]. Diese basiert auf EBV-

kodierten kleinen RNAs [256], inaktivem Caspase-3-Signalweg, erhöhter Bcl-2-

Expression [257] und reduzierter Expression des proapoptotischen Bim [258]. 

Weitere Zelllinien 

HL-60-Zellen (akute promyeloische Leukämie-Zellen) stammen von der American Type 

Culture Collection (ATCC). 

Jurkat-Zellen (akute T-Zell Leukämie) und Jurkat DD3-Zellen (akute T-Zell Leukämie 

Zelllinie mit einer Mutation von Fas in der Todesdomäne) wurden ebenfalls von der 

American Type Culture Collection (ATCC) erhalten. 

RBL-1-Zellen (basophile Leukämiezellen der Ratte) wurden von Prof. Dr. Andreas 

Habenicht, Jena bezogen  
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Die oben genannten Zelllinien wurden wie die bereits erwähnten B-lymphozytären Zellen im 

RPMI 1640 Medium mit Glutamin unter Zusatz von 10% FCS, 100 µg/ml Streptomycin und 

100 U/ml Penicillin kultiviert. 

Mono Mac 6-Zellen (MM6) wurden von Dr. H. W. Ziegler-Heitbrock, München zur 

Verfügung gestellt. Diese monozytäre Zelllinie wurde im RPMI 1640 Medium unter Zusatz 

von 10% hitzeinaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 1 mM 

Natriumpyruvat, 1 × nichtessentielle Aminosäuren, 10 µg/ml Insulin und 1 mM Oxalacetat 

kultiviert. 

HeLa-Zellen (epithelartige Zellen aus einem Zervixkarzinom) wurden im Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium (DMEM, PAA Laboratories, Österreich), supplementiert mit 10% 

FCS, 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin kultiviert. 

Die Kultivierung aller verwendeten Zelllinien erfolgte bei 37°C, in einer Atmosphäre mit 

gesättigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-Gehalt.  

Zellwachstum 

 Proliferationsassay  

Zur Bestimmung der Zellzahl und -Vitalität wurden Zellen in einer vorgegebenen 

Konzentration ausgesät, in An- bzw. Abwesenheit von Testsubstanzen kultiviert und nach der 

indizierten Zeit durch Zentrifugieren bei 1200 rpm für 10 Minuten bei Raumtemperatur 

geerntet. Anschließend wurden die Zellen in einer 0,2%-igen Trypanblaulösung (1:1 V/V) 

resuspendiert und unter dem Lichtmikroskop in einer Bürker-Zählkammer gezählt. Da 

Trypanblau die Zellmembranen intakter Zellen nicht penetrieren kann, erscheinen lebende 

Zellen unter dem Mikroskop hell, während tote Zellen durch den Farbstoff blau angefärbt 

werden. 

MTT-Assay 

Mit dem sogenannten MTT-Assay [259] wurde im Institut für Medizinische Virologie, 

Klinikum der J. W. Goethe-Universität von Martin Michaelis et al. die Lebensfähigkeit bzw. 

Vitalität der Zellen bestimmt [260]. Die Zellen wurden 5 Tage lang bei 37°C und einer 

Atmosphäre mit 5% CO2-Gehalt kultiviert und anschließend mit dem MTT-Reagenz  

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) für 4 Stunden inkubiert. Für 

weitere 4 Stunden wurden die Zellen mit 100 µl einer SDS-Lösung (20% SDS in 1:1 

DMF/H2O-Mischung) behandelt. Die Platten wurden auf einem multiwell scanning 

Spectrophotometer bei 620 nm untersucht. Als Referenzwellenlänge wurde die Einstellung 
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von 690 nm verwendet. Reduktion der Zellvitalität wurde als relative Reduktion der optischen 

Dichte (OD) im Vergleich zu Kontrollzellen berechnet. 

Bestimmung der 5-LO-Aktivität in Zellhomogenaten 

BL41- und BL41-E95-A-Zellen (1 × 107) wurden in 1 ml PBS (pH 7,4) mit 1 mM EDTA 

resuspendiert, 5 min auf Eis gekühlt und mittels Ultraschall-Sonotrode (3 × 10 Sekunden) 

homogenisiert. Nach Zugabe von 1 mM ATP wurden die Proben 30 Sekunden bei 37°C 

vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 2 mM CaCl2 und 40 µM Arachidonsäure 

gestartet. Die Inkubation erfolgte 10 min bei 37°C und wurde durch Methanol-Zugabe 

gestoppt. Anschließend wurden die gebildeten 5-LO-Metabolite durch eine 

Festphasenextraktion an einer RP18-Säule (Clean-Up® Extraction Columns, United Chemical 

Technologies), vorkonditioniert mit Methanol und Wasser, aus dem Gemisch isoliert und das 

Eluat via HPLC untersucht. Die Detektion erfolgte in den ersten 8 Minuten bei 280 nm und 

bei 235 nm für die weiteren 22 Minuten. Als stationären Phase wurde die Novapak C-18 

Radial Pack-Säule (100 mm 5 mm I.D., 4 µm Partikelgröße, Waters) verwendet, das 

Fließmittel war ein Gemisch aus Methanol/Wasser/Trifluoressigsäure (72/28/0,007 V/V) und 

der Fluss betrug 1,2 ml/min. Die Darstellung der 5-LO-Produktbildung erfolgt in ng 5-LO-

Metabolite pro 106 Zellen und umfasst die Summe aus LTB4, den 6-trans-Isomeren des LTB4 

sowie 5-HPETE und 5-HETE. 

SDS-PAGE und Western blot 

BL41- und BL41-E95-A-Zellen (4 × 106) wurden in 50 µl eiskaltem Lysepuffer (10 mM Tris-

HCl, pH 7,5/50 mM NaCl/30 mM Natriumpyrophosphat/10 mM 4-Nitrophenylphosphat/ 

50 mM NaF/20 mM β-Glycerophosphat/2 mM Na3VO4/0,5 mM PMSF/10 µg/ml 

Leupeptin/60 µg/ml STI) resuspendiert und für 10 min auf Eis lysiert. Anschließend wurden 

die BL41-E95-A-Proben bei 10.000 g und 4°C für 10 min zentrifugiert und die Überstände 

1:1 mit 2 × Ladepuffer für SDS-PAGE (20 mM Tris-HCl, pH 8/2 mM EDTA/5% (m/V) 

SDS/10% β-Mercaptoethanol) versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt.  

Andere verwendete Zelllinien (HeLa, Jurkat, MM6, PMNL, RBL-1 und andere) wurden  

(je 4 × 106 Zellen) in 50 µl PBS, pH 7,4 resuspendiert und mittels Ultraschall-Sonotrode 

3 × 10 Sekunden homogenisiert. Diese Proben wurden direkt 1:1 mit Ladepuffer für SDS-

PAGE versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt.  

Aliquots der Proben (20 µl, entsprechend 0,8 × 106 Zellen) wurden mit 4 µl der Mischung 

Glycerol/0,1% Bromphenolblau (1:1, V/V) versetzt und mittels SDS-PAGE analysiert. Nach 

dem Elektroblotting auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham Bioscience) und Blocken 
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mit 5%-iger Magermilchpulver-Lösung für 1 Stunde bei Raumtemperatur, wurden die 

Membranen mit TBS gewaschen und über Nacht bei 4°C mit primärem Antikörper inkubiert. 

Alle verwendeten primären Antikörper wurden in Tabelle 3 zusammengefasst. 

Die Membranen wurden erneut mit TBS gewaschen und mit dem entsprechenden sekundären, 

an alkalische Phosphatase gekoppelten, Antikörper (Sigma) für 3 Stunden bei RT inkubiert. 

Zur Visualisierung der Proteine sind der Lösung Nitroblau-Tetrazolium und 5-Bromo-4-

chloro-3-indolylphosphat (Sigma) als Substrate der alkalischen Phosphatase zugegeben 

worden. 

 

Antikörper Beschreibung Hersteller 

anti-5-LO polyklonales 5-LO-Antiserum AK7, 1551, 
zur Detektion intakter (78 kDa) und 
prozessierter (62 bzw. 58 kDa), denaturierter  
5-LO 

Karolinska Institut, 
Schweden 

anti-5-LO-
Serum 

polyklonales Anti-5-LO-Mausserum, zur 
Detektion intakter 5-LO (78 kDa)  

Ilse Zündorf, AK Prof. 
Dingermann, Uni Frankfurt 

anti-Caspase-8 zur Detektion unprozessierter (57/55 kDa) 
Caspase-8, des intermediären Spaltproduktes 
(43/41 kDa) und der aktiven Form (18 kDa)   

New England Biolabs, Inc. 
Beverly, MA 

anti-Caspase-6 zur Detektion unprozessierter (35 kDa) und 
aktiver (15 kDa) Form der Caspase-6 

New England Biolabs, Inc. 
Beverly, MA 

anti-Caspase-3 zur Detektion unprozessierter (35 kDa) 
Caspase-3 und des Spaltproduktes (17 kDa) 

New England Biolabs, Inc. 
Beverly, MA DExD 

anti-Caspase-9 zur Detektion unprozessierter (47 kDa) 
Caspase-9 und des Spaltproduktes (37/35 kDa) 

New England Biolabs, Inc. 
Beverly, MA 

anti-PARP zur Detektion der C-terminale Domäne des 
gespaltenen PARP-Proteins (89 kDa) 

MoBiTec, Göttingen 

anti-cPLA2 zur Detektion der humanen cPLA2-Proteins 
(100 kDa) 

Cell Signaling Technology 

anti-Ubiquitin zur Detektion von Ubiquitin, Poly-
Ubiquitin und ubiquitinierten Proteinen 

Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., Heidelberg 

anti-Actin zur Detektion der C-terminale Domäne des 
humanen Aktin-Proteins (47 kDa) 

Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., Heidelberg 

 

Tabelle 3: Für die Immunodetektion verwendeten primären Antikörper. 
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Bestimmung der Caspase-Aktivität 

BL41- und BL41-E95-A-Zellen (5 × 106) wurden in 100 µl eiskaltem Lysepuffer (10 mM 

HEPES, pH 7,4/0,1% CHAPS/0,1% Triton X-100/0,1 mM EDTA/1 mM DTT/1 mM PMSF/ 

1 µg/ml Leupeptin) resuspendiert und 30 min auf Eis lysiert. Die Proben wurden 10 min bei 

10.000 × g zentrifugiert und die Überstände sind für die Bestimmung der Caspase-Aktivität 

verwendet worden. Zunächst wurden 30 µl der Probe 10 min bei RT mit 195 µl Assaypuffer 

(50 mM HEPES, pH 7,4/100 mM NaCl/0,1% CHAPS/1 mM EDTA/10 mM DTT/10% 

Glycerol) inkubiert und die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 µM (Endkonzentration) 

des kolorimetrischen Substrates für die jeweilige Caspase gestartet. Folgende Substratpeptide, 

gekoppelt an para-Nitroanilin (pNA), sind verwendet worden: Ac-VEID-pNA für Caspase-6, 

Ac-IETD-pNA für Caspase-8 (Calbiochem, Bad Soden). Die Absorption wurde bei 405 nm 

alle 2 Minuten über den Zeitraum von 2 Stunden gemessen. Durch Anreicherung des 

Nitroanilins in der Lösung kommt es zur Erhöhung der Absorptionswerte mit zunehmender 

Zeit. Die Caspase-Aktivität wird als x-fache Steigerung oder in Prozent der Kontrolle (100%) 

angegeben unter Berücksichtigung der Absorption bei 405 nm am End- und am Startpunkt der 

Messung. 

Spaltung der 5-LO in vitro 

Aufgereinigte rekombinante 5-LO bzw. zelluläre S-100-Überstände mit 5-LO (siehe 

Kapitel 0) wurden mit der zu untersuchenden Menge an rekombinanter Caspase-6 (Sigma, 

Deisenhofen) oder Caspase-8 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) im Assaypuffer 

(50 mM HEPES, pH 7,4/100 mM NaCl/0,1% CHAPS/1 mM EDTA/10 mM DTT/10% 

Glycerol) inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C in einem Endvolumen von 100 µl, 

wobei 20 µl-Aliquots nach 3 bzw. 16 Stunden entnommen und mittels Western blot 

untersucht wurden. 

Expression und Aufreinigung des 5-LO-Proteins 

Die Expression rekombinanter 5-LO erfolgte in E. coli-Stämmen MV1190 bzw. BL21, 

welche zuvor mit dem Plasmid pT3-5LO [261] transformiert wurden [34]. Es wurden 5 ml 

Startkultur im LB Medium (2,5%-iges Luria Broth Base Medium) unter Zusatz von 

0,2 mg/ml Ampicillin auf 1 l Wachstumskultur überimpft. Der E. coli-Stamm MV1190 wurde 

im Wachstumsmedium (10%-ige M9-Lösung, pH 7,4, bestehend aus 48 mM Na2HPO4, 

22 mM KH2PO4, 8,5 mM NaCl, 19 mM NH4Cl, 6,3 mM NaOH, 2% Glycerol, 2 g/l Casein) 

unter Zusatz von 0,1 mg/ml Ampicillin, 2 mM MgSO4 und 5 µM FeSO4 bei 27°C und 
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210 U/min geschüttelt. Der E. coli-Stamm BL21 wurde im LB-Medium unter Zusatz von 

0,4 mg/ml Ampicillin, 2 mM MgSO4 und 5 µM FeSO4 bei RT und 210 U/min geschüttelt.  

Die Zugabe von IPTG (0,2 mM für MV1190-, 1 mM für BL21-E. coli) zur Induktion der  

5-LO-Proteinexpression erfolgte bei einer Optische Dichte (OD260) von 0,2-0,3. Nach 

weiteren 4 Stunden (BL21) bzw. 14-16 Stunden (MV1190) Wachstum wurden die Zellen der 

Zentrifugation bei 10.000 g, 10 min, 4°C unterworfen und die Zellpellets mit je 100 µl 

Lysepuffer (50 mM Triethanolamin/HCl, pH 8,0/5 mM EDTA/60 µg/ml STI/2 M DTT/ 

1 mM PMSF/500 µg/ml Lysozym) 25 min auf Eis lysiert und anschließend mittels 

Ultraschall-Sonotrode homogenisiert. Die Homogenate wurden erneut zentrifugiert (10.000 g, 

15 min, 4°C) und aus den zellulären Überständen wurde durch die Ultrazentrifugation 

(100.000 g, 70 min, 4°C) der sogenannte 100.000 g-Übestand (S-100-Überstand) gewonnen.  

Die in dem Überstand befindliche 5-LO konnte an dieser Stelle in in vitro Studien, wie oben 

beschrieben (Kapitel 0), untersucht werden. Alternativ wurde eine weitere Aufreinigung 

mittels ATP-Agarose durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde der 100.000 g-Überstand 

(entsprechend 2 × 108 Zellen/ml) auf eine mit PBS/1 mM EDTA äquilibrierte ATP-Agarose-

Säule (1,5-2 ml Säulenbett) aufgetragen und nach drei Waschschritten [a) PBS/1 mM EDTA; 

b) 0,5 M NaCl suprapur in PB (50 mM NaH2PO4, pH 7,4)/1 mM EDTA; c) PB/1 mM EDTA] 

mit einer 20 mM ATP-Lösung in PB/1 mM EDTA eluiert. Zur Aufkonzentrierung des 5-LO-

Proteins wurden die Eluate bei Bedarf mittels Vivaspin Zentrifugationssäulen (2 ml, 

Sartorius) eingeengt und die 5-LO ist in in vitro Studien (siehe Kapitel 0) untersucht worden.  

Site-directed mutagenesis 

Die Codons für ausgewählte Aspartat-Reste im Plasmid pT3-5LO wurden mit Hilfe des 

QuickChangeTM Kits von Stratagene in einem site-directed mutagenesis-Verfahren mutiert. 

Die Verifizierung der in die DNA eingefügten Mutation erfolgte mittels Applied Biosystem 

PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer) mit 

anschließender Analyse durch Applied Biosystem PRISM 377 Sequenzierer. Die E. coli 

MV1190 bzw. BL21 wurden mit mutierter und mit Wildtyp-DNA transformiert, die 

rekombinanten Proteine wurden anschließend wie unter 0 beschrieben exprimiert und 

aufgereinigt. 

Subzelluläre Lokalisation der 5-LO  

BL41-E95-A- oder HeLa-Zellen (20 × 106) wurden in 300 µl eiskaltem NP-40 Lysepuffer 

(10 mM Tris-HCl, pH 7,4/10 mM NaCl/3 mM MgCl2/1 mM EDTA/0,1% NP-40/1 mM 



 Materialien und Methoden  

 33

PMSF/60 µg/ml STI/10 µg/ml Leupeptin) resuspendiert und bei 800 g, 4°C für 10 min 

zentrifugiert [58]. Der Überstand (zytosolische Fraktion) wurde in ein neues Gefäß überführt 

und das Pellet (nukleäre Fraktion) in 300 µl eiskaltem TKM-Puffer (50 mM Tris, pH 

7,4/250 mM Sucrose/25 mM KCl/5 mM MgCl2/1 mM EDTA/1 mM PMSF/60 µg/ml STI/ 

10 µg/ml Leupeptin) resuspendiert. Beide Fraktionen wurden erneut zentrifugiert (800 g, 

10 min, 4°C). Der Überstand der zytosolischen Fraktion wurde für weitere Verwendung 

abgenommen, während das Pellet der nukleären Fraktion erneut in 300 µl eiskaltem TKM-

Puffer resuspendiert und mittels Ultraschall-Sonotrode homogenisiert wurde. Durch 

Ultrazentrifugation (100.000 g, 70 min, 4°C) erfuhren die Proteine beider Fraktionen eine 

weitere Trennung in lösliche (Überstand) und partikuläre (Pellet) Bestandteile. Die Proben 

wurden direkt mit dem gleichen Volumen an Ladepuffer für SDS-PAGE (20 mM Tris, 

pH 8,0/2 mM EDTA/5% SDS/10% β-Mercaptoethanol) versetzt, 6 min bei 95°C erhitzt und 

das 5-LO-Protein durch SDS-PAGE und Western blot nachgewiesen.  

Transiente Transfektion 

Transiente Tranfektion adhärenter Zellen wurde durch Calcium-Phosphat-Präzipitation 

durchgeführt. Hierbei wurden bei der Transfektion mit einem Plasmid stets 10 µg des 

Plasmids eingesetzt, bei der Transfektion mit mehreren Plasmiden gleichzeitig 

(Kotransfektion) wurde das Verhältnis 10:1 gewählt. 24 Stunden vor der Transfektion wurden 

1,5 × 106 HeLa-Zellen pro T-75 Zellkulturflasche (75 cm2) ausgesät. 10 µg Plasmid wurden 

mit sterilem MilliQ-Wasser zu 450 µl verdünnt und mit 50 µl einer CaCl2-Lösung (2,5 M) 

versetzt. Diese Mischung wurde langsam unter gleichmäßigem Einstrom von steriler Luft zu 

500 µl HeBS-Lösung (50 mM HEPES/28 mM NaCl/1,5 mM Na2HPO4, mit 5 N NaOH auf 

pH 7,05 eingestellt) zugegeben. Nach einer Präzipitationszeit von 5-15 min wurde die 

Suspension zu den Zellen ins Wachstumsmedium gegeben, die Zellen wurden für 16 Stunden 

mit dem Präzipitat inkubiert. Anschließend wurde das Medium durch frisches Kulturmedium 

ersetzt und gegebenenfalls mit Testsubstanzen versetzt. Nach weiteren 8, 24 oder 48 Stunden 

wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und mittels SDS-PAGE/Western blot 

untersucht bzw. für den Einsatz im 5-LO- oder Caspase-Aktivitätsassay entsprechend 

präpariert.  

Für die Transfektion verwendete Plasmide:  

 pcDNA3.1-5LO [89]; 

 pcDNA3.1-5LO-D170A, kloniert aus pcDNA-5LO im site-directed mutagenesis-

Verfahren, wie unter 0 beschrieben; 
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 pcDNA3.1-3W, kloniert von Lutz Fischer aus pcDNA-5LO mittels QuickChangeTM 

Kits von Stratagene (siehe Kapitel 0); 

 pSG5-Caspase-6, amplifiziert aus cDNA der BL41-E95-A-Zellen mit folgenden 

Primern in der Konzentration von je 5 ng/µl mittels PCR mit 35 Zyklen  

Casp6_s 5´CTAAGAATTCATGAGCTCGGCCTCGGGGCTCC3´ 

Casp6_as 5´CACGAAGCTTTTAATTAGATTTTGGAAAGAAATGC3´ 

und kloniert in den pSG5-Vektor über EcoRI und HindIII Restriktionsschnittstellen; 

 pSG5-Caspase-8, amplifiziert aus cDNA der BL41-E95-A-Zellen mit folgenden 

Primern in der Konzentration von je 5 ng/µl mittels PCR mit 35 Zyklen  

Casp8_s 5´CCTCGGATCCTCAATGGACTTCAGCAGAAATCTTTATG3´ 

Casp8_as 5´CGCCAAGCTTTCAATCAGAAGGGAAGACAAG3´ 

und kloniert in den pSG5-Vektor über BamHI und HindIII Restriktionsschnittstellen. 

Apoptose-Bestimmung 

Photometrische Apoptose-Bestimmung 

Die photometrische Bestimmung apoptotischer Zellen erfolgte mittels Cell Death Detection 

ELISA (Roche Molecular Biochemicals). Die Zellen (BL41-E95-A- bzw. HL-60-Zellen) 

wurden mit bzw. ohne Zusatz von Testsubstanzen kultiviert, geerntet und 0,2-0,5 × 106 Zellen 

wurden für die Bestimmung verwendet. Das Prinzip der Bestimmung basiert auf der 

Detektion von Mono- und Oligonukleosomen in der zytoplasmatischen Fraktion von Zell-

Lysaten unter Verwendung von zwei monoklonalen Antikörpern gegen Histon und DNA, 

wobei der anti-DNA-Antikörper an eine Peroxidase gekoppelt ist.  

Die Menge an Nukleosomen wurde durch photometrische Bestimmung bei 405 nm ermittelt, 

durch den Einsatz von ABTS (2,2´-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulfonate]) als Substrat für 

die in den Immunokomplexen verbliebene Peroxidase. Der Assay wurde nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Die Daten repräsentieren die spezielle Anreicherung der in 

das Zytoplasma freigesetzten Mono- und Oligonukleosomen in Form des apoptotischer 

Anreicherungsfaktors (AAF). Der AAF ist mittels folgender Formel ermittelt worden: 

Extinktion [10-3] der Probe (tote/sterbende Zellen) / Extinktion [10-3] der entsprechenden 

Kontrolle (lebende Zellen). 

DNA-Gelelektrophorese 

Die Isolierung apoptotischer DNA-Fragmente aus BL41-E95-A- und HL-60-Zellen (1 × 107) 

erfolgte durch Behandlung der Zellen mit 1 ml DNAzol-Lösung (Molecular Research Center). 
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Anschließend wurde die DNA mit einer 100%-igen Ethanol-Lösung präzipitiert, zweimal mit 

einer 95%-igen Ethanol-Lösung gewaschen und in 200 µl Wasser resuspendiert. Die DNA-

Probe wurde mit einem Ladepuffer (30% Glycerol/0,25% Xylencyanol FF/0,25% 

Bromphenolblau) versetzt und auf einem 2%-igen Agarosegel aufgetrennt. Die 

Gelelektrophorese erfolgte im Kammersystem der Firma BioRad (München) mit Hilfe von 

Spannungsgebern der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg). 

Das Anfärben der DNA erfolgte durch Zusatz von 0,01% Ethidiumbromid zur Agarose-

Gellösung. Zur Größenbestimmung der DNA-Fragmente im Agarosegel ist der 100 bp-

Marker verwendet worden. 

Statistische Auswertungen 

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten wurden mittels Student´s t-Test für 

unverbundene Stichproben statistisch ausgewertet. Dabei ist P < 0,05 für signifikant befunden 

worden. Die Ergebnisse setzen sich aus unabhängigen Mehrfachbestimmungen zusammen 

(n = mindestens 3). In den Graphen stellen die Fehlerbalken die Standardfehler dar. 
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Ergebnisse 

Transfer von BL41-E95-A Zellen in frisches Medium 

Regulation der 5-LO in passagierten B-Lymphozyten 

BL41-E95-A-Zellen, die innerhalb von vier Tagen bis zu einer Konzentration von 1,5-2 × 106 

Zellen/ml angewachsen waren, sind auf 0,2 × 106 Zellen/ml mit frischem Medium verdünnt 

worden. Nach vorgegebener Zeit wurden Aliquots der Zellhomogenate auf die Aktivität der 

5-LO überprüft. Die 5-LO-Aktivität wurde bereits 12 Stunden nach Umsetzen der Zellen 

signifikant beeinträchtigt, erreichte ein Minimum 24-48 Stunden nach umsetzen, begann 

anschließend aber wieder zu steigen und wurde am Tag 4-5 komplett wiederhergestellt. Im 

weiteren Verlauf wurde ein Anstieg in der 5-LO-Aktivität bis zum Tag 7 beobachtet, diesem 

folgte dann erneut eine Aktivitätsabnahme (Abbildung 10A).  

 

Abbildung 10: Umsetzen von BL41-E95-A-Zellen führt zu einer Herabregulation der 5-LO. Die 

Zellen wurden mit frischem Medium auf etwa 1/10 der ursprünglichen Konzentration verdünnt und 

nach indizierter Zeit geerntet. (A) Zeitabhängige Untersuchung der 5-LO-Aktivität nach Umsetzen der 

B-Lymphozyten (Tag 0-10). Die 5-LO-Aktivität ist in Prozent vom Maximalwert (100%) angegeben. 

(B) Western blot-Analyse der Proteine 5-LO und β-Aktin (Kontrolle). 
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Interessanterweise wurde beobachtet, dass die Abnahme der 5-LO-Aktivität mit einer 

Degradation des 5-LO-Proteins (78 kDa) korrelierte, wobei ein 5-LO-Spaltprodukt von 

62 kDa-Größe in Western blot-Untersuchungen entdeckt wurde (Abbildung 10B). 

 

Einfluss des Mediums auf die 5-LO-Regulation 

Das Umsetzen von BL41-E95-A-Zellen ins frische Medium geht mit zwei wichtigen 

Veränderungen der Kultivierungsbedingungen einher: der Reduktion der Zelldichte und der 

Veränderung der Medium-Zusammensetzung. Einerseits werden die Zellen beim Passagieren 

verdünnt, wobei die bestehenden Zell-Zell-Kontakte unterbrochen werden. Andererseits 

werden die Zellen aus einem mit bestimmten Substanzen konditioniertem Medium in ein 

frisches, nährstoffhaltiges Medium gegeben.  

Um den Effekt des Mediums auf die 5-LO-Regulation in BL41-E95-A-Zellen zu untersuchen, 

sind Zellen, die innerhalb von vier Tagen bis zu einer Konzentration von 2 × 106 Zellen/ml 

angewachsen waren,  

(I) unbehandelt geblieben 

(II) in das gleiche konditionierte Medium verdünnt worden 

(III) unverdünnt ins frische Medium überführt worden 

(IV) verdünnt ins frische Medium überführt worden. 

Nach 48 Stunden sind die Zellen geerntet und das 5-LO-Protein sowie die 5-LO-Aktivität in 

Zellhomogenaten untersucht worden. Hierbei zeigten sich Veränderungen bezüglich beider 

Parameter nur bei den Zellen, die 48 Stunden zuvor verdünnt ins frische Medium transferiert 

wurden (IV). Bei Zellen, die unter anderen Bedingungen kultiviert wurden (I, II, III) sind 

keine signifikanten Veränderungen bezüglich der 5-LO-Aktivität und der Spaltung des 5-LO-

Proteins beobachtet worden (Abbildung 11). Folglich scheinen die Reduktion der Zelldichte 

und die Veränderung in der Zusammensetzung des Wachstumsmediums zur Herabregulation 

der 5-LO zu führen.  
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Abbildung 11: Umsetzen der Zellen ins frische Medium und Reduktion der Zelldichte sind für die 

Herabregulation der 5-LO notwendig. BL41-E95-A-Zellen, die nach vier Tagen auf 2 × 106 Zellen/ml 

angewachsen waren, sind unbehandelt geblieben (I), ins konditionierte Medium verdünnt worden (II), 

unverdünnt (III) oder verdünnt auf 0,2 × 106 Zellen/ml (IV) ins frische Medium überführt worden. 

Bestimmung der 5-LO-Aktivität und der Proteine 5-LO und β-Aktin erfolgte nach weiteren 

48 Stunden. **, P < 0,01, ermittelt durch Student´s t-Test. 

 

Zwei mögliche Szenarien sind dabei denkbar: 

A: Während der Kultivierung sezernieren BL41-E95-A-Zellen einen bestimmten Faktor 

X ins Kulturmedium, welcher ab einer gewissen Konzentration (Tag 3-5) die 5-LO direkt 

oder indirekt vor dem Abbau schützt. Beim Passagieren der Zellen ins frische Medium kommt 

es zur Faktor X-Verdünnung und somit zur Aufhebung seiner Funktion. Erfolgt das 

Passagieren der Zellen in einer hohen Konzentration (III), bleibt die Spaltung der 5-LO 

aufgrund rasch erfolgter Konditionierung aus. Beim Umsetzen der Zellen ins bereits 

konditionierte Medium (II) bleibt der 5-LO-Abbau ebenfalls aus. Erst wenn die Zellen in 

einer geringen Zelldichte und ins frische Medium umgesetzt werden, tritt der Effekt aufgrund 

langsam erfolgter Konditionierung zeitverzögert auf. 

B: BL41-E95-A-Zellen sezernieren einen bestimmten Faktor Y, der den Abbau des  

5-LO-Proteins direkt oder indirekt begünstigt, wenn die Zellen in geringer Dichte ins frische 

Medium passagiert werden (IV). Dieser Faktor Y ist nur in unverbrauchtem Medium aktiv 

oder seine Sekretion ist nur unter nicht-konditionierten Bedingungen möglich. 
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Zur Aufklärung des Phänomens wurden zunächst Versuche unternommen um festzustellen, 

ob es sich bei dem vermuteten Mediator um ein Protein (Fällung der Proteine aus dem 

Medium mit Methanol) oder ein Lipid (Extraktion des Fällungsüberstandes mit 

Ether/Methanol) handelt [16]. Die Durchführung dieser Versuche erwies sich als äußerst 

zeitaufwendig und diente schließlich als Grundlage zur Etablierung des Protokolls für weitere 

Untersuchungen. 

De novo-Proteinsynthese 

Im Folgenden wurde untersucht, ob die de novo-Proteinsynthese durch das Passagieren von 

Zellen ausgelöst wird. Dazu wurden BL41-E95-A-Zellen, die sich bereits seit vier Tagen im 

Wachstumsmedium befanden, ins frische Medium umgesetzt oder im alten Medium weiter 

wachsen lassen, und für weitere 24 Stunden mit oder ohne Zusatz von 50 µM des 

Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid (CHX) kultiviert. Anschließend wurden die 5-LO-

Aktivität sowie die Menge des 5-LO-Proteins mittels Western blot bestimmt.  

 

Abbildung 12: Auswirkung der CHX-Behandlung in BL41-E95-A-Zellen auf 5-LO-Aktivität (Graph) 

und -Proteinmenge (Western blot). Die Zellen wurden mit frischem Medium auf etwa 1/10 der 

ursprünglichen Konzentration verdünnt oder im konditionierten Medium wachsen lassen. Die 

Behandlungsdauer mit CHX (50 µM) betrug 24 Stunden. **, P < 0,01, ermittelt durch Student´s  

t-Test. 
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Auf Zellen, die sich 5 Tage lang in demselben Medium befanden, hatte CHX keinen 

signifikanten Effekt. In passagierten BL41-E95-A-Zellen verhinderte CHX dagegen sowohl 

die Reduktion der 5-LO-Aktivität als auch den Abbau des 5-LO-Proteins zu dem 62 kDa 

Spaltprodukt (Abbildung 12). Es scheint also, dass CHX die Synthese eines oder mehrerer 

Proteine, die am Abbau der 5-LO beteiligt sind, verhindert. 

 

Caspasen-Aktivität 

Die Suche nach Mediatoren, die für den 5-LO-Abbau verantwortlich sein könnten, führte zur 

Untersuchung der Caspasen-Aktivität. In BL41-E95-A-Zellen, die 24 bzw. 48 Stunden nach 

Umsetzen ins frische Medium untersucht wurden, stellte man eine deutliche Erhöhung der 

Caspase-8-Aktivität fest. Gleichzeitig ist die Prozessierung der Caspase-8 zur aktiven Form 

im Western blot nachgewiesen worden (Abbildung 13A). Beide Effekte wurden allerdings 

nicht in Zellen beobachtet, die für den gesamten Zeitraum von 5 Tagen kontinuierlich in 

demselben Wachstumsmedium kultiviert wurden. Damit konnte eine direkte Korrelation 

zwischen der Aktivität der Caspase-8 und dem Abbau des 5-LO-Proteins zum Spaltprodukt 

von 62 kDa Größe festgestellt werden (Abbildung 13A). Da die Aktivierung der Caspase-8 

durch die CHX-Zugabe unterbunden werden konnte, lässt dies auf die Notwendigkeit der 

de novo-Proteinsynthese schließen. In Analogie zur Caspase-8-Aktivität konnte auch eine 

deutlich erhöhte Aktivität der nachgeschalteten effektorischen Caspase-6 nachgewiesen 

werden (Abbildung 13A). Auch dieser Effekt konnte durch die Zugabe von 50 µM CHX zu 

passagierten Zellen verhindert werden. In zeitabhängigen Experimenten konnte letztendlich 

eine direkte Korrelation zwischen der Aktivierung der Caspase-8 und -6 und dem Abbau der 

5-LO gezeigt werden (Abbildung 13B). 

Untersuchungen mit zellpermeablen Inhibitoren der Caspase-8 (IETD-CHO) und Caspase-6 

(VEID-CHO) (Calbiochem, Bab Soden, Deutschland) zeigten, dass beide Inhibitoren, getestet 

in angemessenen Konzentrationen, den Abbau der 5-LO vollständig verhinderten. Unter dem 

Einsatz der Caspasen-Inhibitoren wurde also kein Auftreten des 5-LO-Spaltproduktes 

beobachtet (Abbildung 13C). 
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Abbildung 13: (A) Umsetzen der BL41-E95-A-Zellen induziert Aktivierung der Caspase-8 und -6. 

Aktivität der Caspase-8 und -6 (Graph) sowie aktive Formen der beiden Caspasen und 5-LO-Protein 

(Western blot) sind dargestellt. Effekt von CHX ist ebenfalls gezeigt. (B) Zeitkinetik der Caspase-8-

Aktivität, der Prozessierung der Caspase-8 und -6 und des 5-LO-Proteinabbaus. (C) Effekt der 

Inhibitoren der Caspase-8 (IETD-CHO, 6 µM) und der Caspase-6 (VEID-CHO, 6 µM) auf die 5-LO-

Degradation.  
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Zellproliferation 

Eine weitere interessante Beobachtung betrifft das Zellwachstum der BL41-E95-A-Zellen. 

Innerhalb von 24-48 Stunden nach Umsetzen der Zellen ins frische Medium begannen diese 

zu proliferieren (Abbildung 14A), gefolgt von der Aktivierung der Caspasen und dem Abbau 

des 5-LO-Proteins. Steigende Zellmenge und Zellviabilität wurden, wie im Kapitel 0 

beschrieben, nach Anfärben mit Trypanblau unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Der 

Caspase-6-Inhibitor VEID-CHO führte konzentrationsabhängig zu einer signifikanten 

Reduktion der Zellproliferation und Hemmung der 5-LO-Spaltung (Abbildung 14B). 

 

Abbildung 14: (A) Umsetzen von BL41-E95-A-Zellen führt zu einer erhöhten Zellproliferation. BL41-

E95-A-Zellen, die innerhalb von vier Tagen auf 2 × 106 Zellen/ml angewachsen waren, sind mit 

frischem Medium auf 0,2 × 106 Zellen/ml verdünnt worden. Die Bestimmung der Zellmenge und  

-viabilität erfolgte im Lichtmikroskop nach Trypanblau-Färbung. (B) Konzentrations-abhängiger 

Effekt des Caspase-6-Inhibitors VEID-CHO auf die Zellproliferation (Graph) und die 5-LO-

Degradation (Western blot) in BL41-E95-A-Zellen. Die Zugabe des Caspase-6-Inhibitors erfolgte zum 

Zeitpunkt der Zellumsetzung. Das Zellwachstum ist als x-fache Erhöhung der Zellzahl angegeben. 
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Alle Ergebnisse bezüglich der Regulation der 5-LO-Aktivität und -Spaltung, der Einflüsse des 

Proteinsyntheseinhibitors CHX und des Mediums sowie der Aktivierung der Caspase-6 und 

Caspase-8, die in diesem Kapitel an der B-lymphozytären Zelllinie BL41-E95-A gezeigt 

wurden, konnten in gleicher Weise auch für die BL41-Zellen (Zelllinie ohne Epstein-Barr 

Virus) beobachtet werden. Da es sich bei der BL41-Zelllinie nicht um apoptoseresistente 

Zellen handelt, führt die Behandlung der Zellen mit CHX für länger als 36 Stunden zu einem 

apoptotischen Tod der Zellen. 

 

Untersuchungen an rekombinanter 5-LO in vitro 

Spaltung der Wildtyp 5-LO in vitro 

Expression und Aufreinigung humaner rekombinanter 5-LO erfolgten aus E. coli wie unter 0 

beschrieben. Das isolierte 5-LO-Protein wurde bei 37°C mit 0,3 Units der rekombinanten 

Caspase-8 (Upstate) bzw. Caspase-6 (Sigma) inkubiert und nach 3 bzw. 16 Stunden mittels 

Western blot untersucht.  

 

Abbildung 15: (A) Spaltung der 5-LO durch die rekombinante Caspase-6 in vitro. Aufgereinigtes  

5-LO-Protein ist mit 0,3 Units der rekombinanten Caspase-8 oder -6 für 3 bzw. 16 Stunden inkubiert 

worden. Anschließend erfolgte die Western blot-Analyse des intakten (78 kDa) und des gespaltenen 

(58 kDa) 5-LO-Proteins. (B) Konzentrationsabhängiger 5-LO-Abbau durch Caspase-6 in vitro. Nach 

16 Stunden erfolgte die Untersuchung des 5-LO-Proteins im Western blot. (C) Einfluss des Caspase-6-

Inhibitors VEID-CHO auf die 5-LO-Spaltung durch Caspase-6 in vitro. Die aufgereinigte 5-LO ist mit 

0,3 Units der rekombinanten Caspase-6 für 16 Stunden inkubiert worden. Die Zugabe des Caspase-6-

Inhibitors VEID-CHO (0,5-1 µM) und die der Caspase-6 zum 5-LO-Protein erfolgten gleichzeitig. 
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Bereits nach 3 Stunden konnte ein deutlicher Abbau der 5-LO durch Caspase-6 detektiert 

werden, wohingegen die Inkubation der 5-LO mit Caspase-8 zu keinem Zeitpunkt zu einem 

Spaltfragment führte (Abbildung 15A). Die konzentrationsabhängige Spaltung der 5-LO 

durch Caspase-6 lieferte ein Spaltprodukt von ungefähr 58 kDa (Abbildung 15B) und konnte 

durch die Zugabe des Caspase-6-Inhibitors VEID-CHO (0,5-1 µM) verhindert werden 

(Abbildung 15C).  

 

Spaltung der mutierten 5-LO-Proteine in vitro 

Das bevorzugte Erkennungsmotiv innerhalb der Substrate der Caspase-6 ist VEID, wobei der 

Aspartat-Rest essentiell für die Substraterkennung und -spaltung ist. Daher sollte die Mutation 

des Aspartats zu Alanin die Caspase-6 daran hindern, das entsprechende Substrat zu erkennen 

und zu prozessieren. Die Primärsequenz des 5-LO-Proteins enthält einige Konsensus-

Tetrapeptide mit einer Homologie zum VEID-Motiv. Basierend auf dieser Homologie sowie 

auf der kalkulierten Masse des potentiellen Spaltfragmentes wurden folgende Motive 

innerhalb der 5-LO-Sequenz ausgesucht: LARD121, ARDD122, LSID156, LPRD166, IQFD170, 

KGVD176, DFAD206, EVVD490, YEGD496, und VEED502 (Abbildung 16A). In jedem dieser 

Motive wurde in einem site-directed mutagenesis-Verfahren die Aminosäure Aspartat durch 

Alanin ersetzt und die mutierten 5-LO-Proteine in in vitro-Studien mit rekombinanter 

Caspase-6 getestet. Es konnte gezeigt werden, dass nur die mutierte 5-LO-D170A gegen den 

Angriff der Caspase-6 resistent war (Abbildung 16B). Alle anderen mutierten 5-LO-Proteine 

ließen sich in Analogie zur Wildtyp-5-LO durch die Caspase-6 zu einem 58 kDa-

Spaltfragment abbauen. Die Caspase-6 scheint somit das Konsensus-Tetrapeptid IQFD170 

innerhalb der 5-LO als Spaltmotiv zu erkennen. In Kontrollexperimenten wurde ein 

synthetisches Peptid Ac-IQFD-pNA (Biosynthan GmbH, Berlin) durch die Caspase-6 

prozessiert, während das Peptid Ac-IQFA-pNA (Biosynthan GmbH, Berlin) nicht als Substrat 

umgesetzt wurde (nicht gezeigt). 
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Abbildung 16: (A) Potentielle Erkennungssequenzen für Caspase-6 mit einer Homologie zum 

Tetrapeptid VEID innerhalb der 5-LO-Primärstruktur. (B) In vitro-Untersuchungen mutierter 5-LO-

Proteine nach Austausch von Asp gegen Ala mit rekombinanter Caspase-6. Wildtyp-5-LO und 

mutierte 5-LO-Proteine sind nach Expression und Aufreinigung mit 0,3 Units Caspase-6 inkubiert 

worden. Nach 16 Stunden sind Probenaliquots bezüglich des intakten (78 kDa) und des gespaltenen 

(58 kDa) 5-LO-Proteins im Western blot untersucht worden. 

 

Dieses Ergebnis wird durch das Homologie-basierte 3-dimensionale 5-LO-Modell unterstützt, 

welches vom Lutz Franke im Arbeitskreis von Prof. Dr. G. Schneider, Institut für Organische 

Chemie, J. W. Goethe-Universität, Frankfurt am Main entwickelt bzw. berechnet worden ist 

[23]. Das Modell basiert u. a. auf experimentellen Daten und auf der Röntgenstruktur einer 

retikulozytären Kaninchen-15-LO (Protein Data Bank ID code 1lox). In diesem Modell 

befindet sich das Asp170 im potentiellen Spaltmotiv für Caspase-6 auf der Oberfläche des 

Proteins in direkter Nachbarschaft zu der C2-ähnlichen Domäne der 5-LO (Abbildung 17). Es 

scheint dem proteolytischen Angriff durch die Caspase-6 leicht zugänglich zu sein. 

Möglicherweise bildet die Erkennungssequenz IQFD eine Art Schleife (loop), die mit der C2-

ähnlichen Domäne in Kontakt treten kann. Die Spaltung des Enzyms zwischen Asp170 und 

Ser171 würde zur Trennung der N-terminalen C2-ähnlichen Domäne der 5-LO von der 

katalytischen Domäne führen, was den Verlust der Enzymaktivität erklären würde. 
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Abbildung 17: Homologie-basiertes 3-dimensionales 5-LO Modell [23]. Vergrößerte Darstellung des 

potentiellen Erkennungsmotivs IQFD innerhalb der 5-LO für Caspase-6. Die Spaltstelle befindet sich 

zwischen Asp170 und Ser171 und ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.  

 

Posttranslationale Modifikation (PTM) der 5-LO? 

Untersuchungen der 5-LO-Spaltung in vitro belegten, dass die 5-LO tatsächlich ein Target für 

die Caspase-6 darstellt (siehe Kapitel 0 und 0). Dabei wurde ein 5-LO-Spaltprodukt von 58 

kDa detektiert. Der Abbau der 5-LO in BL41-E95-A-Zellen resultiert aber in einem 62 kDa-

Spaltprodukt. Es lag die Vermutung nahe, dass die prozessierte 5-LO in den  

B-Lymphozyten nachträglich posttranslational modifiziert wird. Alternativ könnte zunächst 

die intakte 5-LO einer Modifikation unterworfen werden, die möglicherweise als Signal für 

die 5-LO-Spaltung dient. Im Folgenden wurden einige Versuche unternommen, um dieses 

Phänomen aufzuklären. 

 

Ubiquitinierung 

BL41-E95-A-Zellen sind 24 Stunden nach dem Passagieren geerntet und die 

Zellsuspensionen homogenisiert worden. Homogenate, die sowohl das intakte als auch das 
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(deubiquitinierenden) Enzymen Isopeptidase-T (Ipase-T) und Ubiquitin-C-terminale 

Hydrolase L3 (UCHL3) von Boston Biochem, Cambridge, MA in den angegebenen 

Konzentrationen für 0,5, 1 oder 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle wurde eine aus 

E. coli gewonnene 5-LO, die zuvor in einem in vitro-Experiment durch rekombinante 

Caspase-6 zum 58 kDa-Fragment gespalten wurde, unter identischen Bedingungen mit  

Ipase-T bzw. UCHL3 behandelt. Anschließend wurden die Proben mittels Western blot 

untersucht. 

Der Abbildung 18A kann entnommen werden, dass die Größe des 62 kDa-5-LO-Fragments 

aus BL41-E-95A-Zellen selbst nach zweistündiger Inkubation mit deubiquitinierenden 

Enzymen unverändert blieb. Der Größenunterschied der beiden 5-LO-Spaltfragmente (aus  

B-Lymphozyten verglichen mit rekombinanter 5-LO nach Spaltung in vitro) blieb weiterhin 

bestehen. Dieses Ergebnis lässt schlussfolgern, dass es sich bei der vermeintlichen 

posttranslationalen Modifikation des 5-LO-Spaltfragmentes nicht um Ubiquitinierung handelt.  

In der Literatur ist häufig über Schwierigkeiten berichtet worden, die eine solche PTM-

Abspaltung in vitro bergen kann. Daher ist ein weiterer Versuch zur Bestätigung des 

Befundes vorgenommen worden. 

Die 5-LO aus BL41-E95-A-Zellen wurde nach entsprechender Kultivierungszeit der Zellen 

(24 Stunden bzw. 5 Tage) mittels anti-5-LO-Serum (Maus-Serum stammte von Ilse Zündorf, 

Arbeitskreis Prof. Dr. Th. Dingermann, J. W. Goethe-Universität, Frankfurt am Main) und 

Protein A/G Plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) immunopräzipitiert. Durch Versetzen 

der Proben mit SDS-PAGE-Ladepuffer (1:1, V/V) und Erhitzen auf 95°C für 7 min sind alle 

Komplexe zerstört worden. Die Auswertung der Proben hinsichtlich 5-LO und Ubiquitin bzw. 

ubiquitinierter Proteine (anti-Ubiquitin-Antikörper von Santa Cruz Biotechnology) erfolgte 

mittels Western blot. Nach der Behandlung der Western blot-Membran mit anti-Ubiquitin-

Antikörper (anti-UB-AK) konnten ein oder mehrere ubiquitinierte Proteine (Abbildung 18B, 

Darstellung links) von ca. 52-56 kDa Größe detektiert werden. Die anschließende Inkubation 

derselben Membran im anti-5-LO-Antikörper machte deutlich, dass es sich bei diesem/diesen 

ubiquitinierten Protein(en) nicht um die 5-LO handelt (Abbildung 18B, Darstellung rechts), 

da auf der Membran eine zusätzliche Bande von 78 kDa-Größe eindeutig als 5-LO-Protein 

identifiziert wurde. 

Während der Durchführung der Immunopräzipitation zeigte sich allerdings folgende 

Schwierigkeit: das 5-LO-Protein konnte auch ohne die Zugabe des anti-5-LO-Serums eine 

direkte Bindung mit den Agarose-Beads eingehen. Aus diesem Grund konnte also keine 

Vorreinigung der Proben durchgeführt werden, um die an die Beads unspezifisch bindenden 
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Proteine zu entfernen, da das 5-LO-Protein offensichtlich selbst zu diesen Proteinen gehört. 

Weiterhin bestand die Möglichkeit, nur das intakte 5-LO-Protein der Immunopräzipitation zu 

unterwerfen, da das anti-5-LO-Mausserum die prozessierte 5-LO nicht erkennen kann. Der 

einzige Antikörper, der zum Nachweis prozessierter 5-LO zur Verfügung stand, war der am 

Karolinska-Institut in Schweden hergestellte anti-5-LO-Antikörper AK7, 1551. Zur 

Gewinnung dieses Antikörpers wurde das Kaninchen allerdings mit denaturierter 5-LO 

immunisiert, so dass es für die Immunopräzipitation des intakten 5-LO-Spaltfragmentes nicht 

geeignet ist.  

Insgesamt lässt sich das durch die Immunopräzipitation erreichte Ergebnis trotzdem als 

befriedigend einstufen.  

 

Glykosylierung 

Das Migrationsverhalten der einzelnen Proteine in einem Polyacrylamidgel kann durch 

mögliche Proteinmodifikationen sowie Zusammensetzung des aufgetragenen Protein-

Gemischs beeinflusst werden. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die vermeintliche 

posttranslationale Modifikation der 5-LO eine Konjugation mit Zucker-Resten darstellt, auch 

wenn eine reine Massenveränderung durch Glykosylierung sich vermutlich nicht in einem 

Größen-Shift von ca. 4 kDa in einem SDS-Polyacrylamidgel äußern würde.  

Homogenate von BL41-E95-A-Zellen (1 Tag und 5 Tage) wurden mit je 500 Units PNGase F 

(N-Glykosidase F, New England Biolabs) für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle 

wurde eine in E. coli gewonnene 5-LO, die zuvor in einem in vitro-Experiment mit 

rekombinanter Caspase-6 zum 58 kDa-Fragment gespalten wurde, unter identischen 

Bedingungen mit PNGase F behandelt. Anschließend sind die Proben mittels Western blot 

untersucht worden.  

Der schwach erkennbare Massenschift, der in der Abbildung 18C nach der Behandlung der 

Probe BL41_1d mit PNGase F beobachtet werden kann (zweite Bande von links), spiegelt 

keinesfalls den zu untersuchenden Größenunterschied der 5-LO-Spaltfragmente wieder. Die 

gesuchte PTM scheint demnach nicht die Glykosylierung der 5-LO darzustellen. 
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Abbildung 18: Untersuchungen möglicher posttranslationaler Modifikationen der 5-LO.  

(A) Größenvergleich der 5-LO-Spaltfragmente aus BL41-E95-A-Homogenaten (5-LO_BL41) und  

in vitro-Experimenten (5-LO_iv+C6) nach Inkubation mit deubiquitinierenden Enzymen UCH-L3 

(10 nM) und Ipase-T (100 nM). Probenaliquots sind nach einer bzw. zwei Stunden mittels Western 

blot bezüglich der 5-LO untersucht worden. (B) Darstellung von ubiquitinierten Proteinen 

(Darstellung links) und 5-LO-Protein (Darstellung rechts) nach Immunopräzipitation der BL41-E95-

A-Proben mit anti-5-LO-Mausserum. Es handelt sich dabei um die Immunopräzipitation intakter 5-LO 

aus BL41-E95-A-Zellen, die für einen Tag (5-LO_BL41_1d) oder 5 Tage (5-LO_BL41_5d) nach dem 

Umsetzen kultiviert wurden. (C) Größenvergleich der 5-LO-Spaltfragmente aus BL41-E95-A-

Homogenaten nach Inkubation mit deglykosylierendem Enzym PNGase F (500 Units) für eine Stunde. 
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Ser663 [62]. Die Phosphorylierung am Ser523 scheint dagegen zu einer 5-LO-Inaktivierung 

zu führen [63].  

Theoretisch sind die potentiell konjugierten Phosphat-Reste für den beobachteten 

Größenunterschied der beiden 5-LO-Spaltfragmente zu klein. Nichtsdestotrotz ist die 

Möglichkeit der 5-LO-Phosphorylierung in BL41-E95-A-Zellen untersucht worden. 

Homogenate von BL41-E95-A-Zellen (1 Tag und 5 Tage) wurden entweder mit 3 Units der 

Protein-Phosphatase-1 (PP1, New England Biolabs) oder mit 25 Units der LAR Protein-

Tyrosin-Phosphatase (LAR, New England Biolabs) für 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Zur 

Kontrolle wurde eine in E. coli gewonnene 5-LO, die zuvor in einem in vitro-Experiment 

durch rekombinante Caspase-6 zum 58 kDa-Fragment gespalten wurde, unter identischen 

Bedingungen mit PP1 bzw. LAR behandelt. Anschließend sind die Proben mittels Western 

blot untersucht worden. Diese Versuche zur Abspaltung von möglichen Phosphat-Resten 

zeigten ebenfalls keine signifikante Größenänderung des 5-LO-Spaltfragmentes aus  

B-Lymphozyten (Daten nicht gezeigt). 

 

Zweidimensionale Elektrophorese 

Die Möglichkeit der zweidimensionalen Elektrophorese (2-DE) mit anschließender 

Untersuchung des 5-LO-Proteins mittels MALDI-MS lieferte einen weiteren Ansatz zur 

Aufklärung der potentiellen PTM des Enzyms. Bis zu 120 × 106 der BL41-E95-A-Zellen sind 

in 125 µl Rehydrierungspuffer für IEP nach Amersham aufgenommen worden. Gleichzeitig 

ist auch die rekombinant hergestellte und anschließend im in vitro-Experiment gespaltene  

5-LO für die IEF vorbereitet worden. Nach Auftragen der Proben auf die 7 cm IEP-Streifen 

(pH 3-10 linear bzw. pH 4-7 linear) und Rehydrierung bei Raumtemperatur für ca. 10 Stunden 

sind die Proben einer Isoelektrischen Fokussierung (Bedingungen nach Amersham) 

unterworfen worden. Für die zweite Dimension sind 10%-ige SDS-Acrylamidgele verwendet 

worden. Im Western blot-Verfahren erfolgte der Proteintransfer auf eine Nitrozellulose-

Membran und das 5-LO-Protein wurde mittels anti-5-LO-Antikörper bzw. durch direktes 

Anfärben im Gel mit Silber nach Blum et al. [262] detektiert. 

Basierend auf den Ergebnissen der 2-DE lässt sich festhalten, dass die BL41-E95-A-Zellen 

eine viel zu geringe Menge des 5-LO-Proteins enthalten, um dieses mittels Silberfärbung im 

Polyacrylamid-Gel darstellen zu können. Die Menge an 5-LO-Protein reichte demzufolge 

auch für die Untersuchungen mit MALDI-MS nach der 2-DE und anschließendem 

tryptischem Verdau nicht aus. Die Fokussierung der 5-LO war mit einigen technischen 
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Schwierigkeiten verbunden. Die 5-LO aus BL41-E95-A-Zellen wurde unter variierten 

Fokussierungsbedingungen im gesamten pH-Bereich (pH 3-10) wiedergefunden (Daten nicht 

gezeigt). Da es sich bei der 5-LO um ein, zumindest teilweise, membranständiges Protein 

handelt, war diese Tatsache nicht weiter verwunderlich.  

 

Subzelluläre Lokalisation der 5-LO in B-Lymphozyten 

In einigen Zelllinien, z. B. in primären Granulozyten (PMNL), transloziert die 5-LO während 

der Aktivierung aus dem Zytosol an die Kernmembran, wo sie letztendlich die 

Arachidonsäure als Substrat umsetzt. Die subzelluläre Verteilung der intakten und 

gespaltenen 5-LO in BL41-E95-A-Zellen war demnach von Interesse. BL41-E95-A-Zellen 

wurden für 24 Stunden ins frische Medium verdünnt (1 Tag) bzw. weiterhin im bereits 

konditionierten Medium für weitere 24 Stunden kultiviert (5 Tage). Je 20 × 106 Zellen wurden 

mittels NP40 (0,1%-ig) lysiert und wie unter 0 beschrieben einer Fraktionierung unterworfen. 

Anschließend wurde die zelluläre Lokalisation der 5-LO im Western blot untersucht. Wie der 

Abbildung 19A entnommen werden kann, befand sich die intakte 5-LO, unabhängig von der 

Wachstumsdauer der Zellen, in der zytosolischen Fraktion. Dabei schien sie zum Teil an die 

Plasmamembran gebunden zu sein (Fraktion PM), und zum Teil befand sie sich in löslicher 

Form im Zytosol (Fraktion Z). Das Spaltprodukt der 5-LO wurde erwartungsgemäß nur in 

frisch passagierten Zellen (1 Tag) beobachtet. Es ließ sich ausschließlich in der nukleären 

partikulären Fraktion detektieren (Fraktion NM), d.h. gebunden (direkt oder indirekt) an die 

Kernmembran. Die Aktivität der Caspase-8 und der Caspase -6 (Abbildung 19B, Graph) 

sowie die Proteine Caspase-8 und Caspase-6 (Abbildung 19B, Western blots) sind 

ausschließlich im Zytosol detektiert worden. Demnach scheint die intakte 5-LO im Zytosol 

gespalten worden zu sein, wobei das Spaltfragment anschließend an die Kernmembran 

gebunden vorliegt.  

Die Frage der zellulären Verteilung intakter und gespaltener 5-LO sollte zusätzlich nach 

immunohistochemischer Färbung der B-Lymphozyten unter einem konfokalen 

Lasermikroskop genauer untersucht werden. Diese Versuche sind aufgrund geringer 5-LO-

Expression in BL41-E95-A-Zellen gescheitert, da man recht schnell an die Nachweisgrenze 

der Methode kam. Zum Nachweis prozessierter 5-LO stand außerdem nur ein Antikörper zur 

Verfügung, der ausschließlich denaturiertes 5-LO-Protein erkennen konnte (anti-5-LO-

Antikörper AK7, 1551). Dieser Antikörper war zwar für Immundetektion bei Western blot-
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Untersuchungen geeignet, konnte aber nicht zum Anfärben des gespaltenen Enzyms in 

intakten Zellen verwendet werden. 

 

Abbildung 19: Zelluläre Lokalisation der 5-LO in B-Lymphozyten. (A) BL41-E95-A-Zellen sind 

1 Tag oder 5 Tage nach Umsetzen der Zellen einer NP40-Lyse mit anschließender Fraktionierung der 

Proben unterworfen worden. Die Subzelluläre Verteilung der intakten und gespaltenen 5-LO aus 

BL41-E95-A-Zellen wurde mittels Western blot untersucht. (B) Bestimmung der Caspase-8- und -6-

Aktivität (Graph) und der Proteinmenge (Western blot) sowie des 5-LO-Proteins in zytosolischen und 

nukleären Zellkompartimenten der BL41-E95-A-Zellen nach NP40-Lyse und Probenfraktionierung. 

Die Aktivitätsbestimmung der Caspase-8 und -6 (Graph) erfolgte in einem einmaligen Experiment und 

kann nicht als statistisch signifikant gewertet werden. Die im Western blot ermittelte Verteilung der 

Proteine 5-LO, Caspase-6 und Caspase-8 basiert auf Ergebnissen aus drei unabhängigen 

Experimenten. 
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5-LO in weiteren Zelllinien 

Transfektion von HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen (zu ca. 80% konfluent gewachsen) sind mit 10 µg des pcDNA-5LO-Plasmids 

[89] durch Calcium-Phosphat-Präzipitation transient transfiziert worden. Die Zellen sind für 

16 Stunden mit dem Präzipitat inkubiert worden bevor dann das Wachstumsmedium durch 

frisches Medium ersetzt wurde. Zur Aktivierung der Caspasen sind gleichzeitig zu einem Teil 

der Zellen typische apoptotische Stimuli in indizierten Konzentrationen zugesetzt worden: 

TNFα (50 ng/ml), CHX (1 µg/ml), Daunorubicin (DR, 3 µM). Nach weiteren 24 Stunden sind 

die Zellen geerntet und bezüglich des 5-LO-Proteins im Western blot untersucht worden. 

 

Abbildung 20: Überexpression der 5-LO in HeLa-Zellen. (A) Darstellung von 5-LO und PARP-

Fragment nach Inkubation der HeLa-Zellen mit apoptotischen Stimuli. Nach der Transfektion der 

HeLa-Zellen mit 5-LO-Expressionsplasmid sind Zellen mit apoptotischen Agentien (TNFα, CHX, 

DR) in indizierten Konzentrationen inkubiert worden. Nach 24 Stunden erfolgte die Untersuchung von 

5-LO und PARP im Western blot. (B) Überprüfung der Aktivität (Graph) und der Proteinmenge von 

Caspase-6 und -8 (Western blot) nach Behandlung der HeLa-Zellen mit 50 ng/ml TNFα für 

24 Stunden im Vergleich zu unbehandelten Zellen (w/o). *, P < 0,05, ermittelt durch Student´s t-Test. 

 

Wie der Abbildung 20A entnommen werden kann, wurde in allen Zellen, behandelt wie 

unbehandelt, die intakte 5-LO exprimiert. In keiner der Proben ist allerdings eine 5-LO-

Degradation detektiert worden. PARP, eine nukleäre Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase, stellt 

ein typisches Substrat für die Caspasen während der Apoptose dar. In allen HeLa-Zellen, die 

mit apoptotischen Agentien stimuliert wurden, konnte im Gegensatz zur nicht gespaltenen  
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5-LO ein deutliches PARP-Spaltfragment von 89 kDa Größe detektiert werden (Abbildung 

20A). Die Spaltung von PARP lässt somit auf die Anwesenheit aktiver Caspasen in 

stimulierten HeLa-Zellen schließen.  

Die zusätzliche Überprüfung der Aktivität der Caspase-6 und Caspase-8 in HeLa-Zellen, die 

für 24 Stunden mit 50 ng/ml TNFα behandelt wurden, hat ergeben, dass die Aktivität der 

beiden Caspasen unter TNFα-Eifluss ungefähr auf das 3-fache anstieg (Abbildung 20B).  

 

Da die Menge an endogener Caspase-6 in transfizierten HeLa-Zellen im Vergleich zum 

deutlich überexprimierten 5-LO-Protein möglicherweise für die Spaltung der 5-LO nicht 

ausreicht, wurde in folgenden Experimenten eine Kotransfektion von pcDNA-5LO und 

pSG5-Caspase-6 im Verhältnis 10:1 durchgeführt. Um die Aktivität der Caspase-6 eventuell 

noch zu verstärken, sind einige Proben zusätzlich mit 200 ng/ml TNFα behandelt worden. 

Wie in der Abbildung 21A deutlich zu erkennen exprimierten die mit dem Plasmid pSG5-

Caspase-6 transfizierten HeLa-Zellen nun signifikant mehr Caspase-6. Die Aktivität der 

Caspase-6 korrelierte mit der Caspase-6-Proteinmenge und ließ sich durch TNFα-Behandlung 

der Zellen nicht signifikant steigern (Daten nicht gezeigt).  

Die erhöhte Expression der Caspase-6 hatte keinen prozessierenden Einfluss auf die 5-LO, 

unabhängig von der Behandlung der Zellen mit TNFα (Abbildung 21A). Im Gegensatz dazu 

konnte in den HeLa-Zellen, die nach Transfektion mit pSG5-Caspase-6 nun deutlich mehr 

Caspase-6 enthielten, eine erhöhte Prozessierung von PARP zu dem 89 kDa-Spaltfragment 

detektiert werden (Abbildung 21A). Die PARP-Prozessierung konnte durch Behandlung der 

Zellen mit TNFα zusätzlich verstärkt werden.  
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Abbildung 21: Kotransfektion der HeLa-Zellen mit 5-LO und Caspase-6 und/oder Caspase-8.  

(A) HeLa-Zellen sind mit Expressionsplasmiden für 5-LO und Caspase-6 transient transfiziert worden. 

Ein Teil der Zellen ist mit TNFα (200 ng/ml) für 24 Stunden behandelt worden. Die Überprüfung der 

Expression von 5-LO, Caspase-6 und PARP erfolgte via Western blot. (B) Überprüfung der 

Expression von 5-LO, Caspase-6 und Caspase-8 in HeLa-Zellen nach Kotransfektion der Zellen mit 

Expressionsplasmiden für alle drei Proteine mit und ohne TNFα-Behandlung für 24 Stunden. 

 

Da für den Abbau der 5-LO eventuell der Zusammenspiel zweier Caspasen (initiatorische 

Caspase-8 und effektorische Caspase-6) benötigt wird, sind die HeLa-Zellen teilweise mit 

drei verschiedenen Plasmiden transient transfiziert worden: pcDNA-5LO, pSG5-Caspase-6 

und pSG5-Caspase-8 (im Verhältnis 10:1:1). Ein Teil der Zellen ist mit 200 ng/ml TNFα zum 

Zeitpunkt des Mediumwechsels versetzt worden. Nach 24 Stunden ist die Expression von  

5-LO, Caspase-6 und Caspase-8 im Western blot untersucht worden. In HeLa-Zellen konnte 

wiederum nur die Expression eines intakten 5-LO-Proteins detektiert werden (Abbildung 

21B). Die verstärkte Expression von Caspase-6 und -8 in HeLa-Zellen führte nicht zum 

Abbau des 5-LO-Proteins und zum Auftreten eines 5-LO-Spaltfragmentes. 

In Kontrollexperimenten ließ sich interessanterweise die von den HeLa-Zellen endogen 

exprimierte cPLA2 allein durch die Zugabe von TNFα bzw. CHX konzentrationsabhängig 

spalten (Abbildung 22A und B). Hierfür war keine Überexpression der verantwortlichen 
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Caspasen nötig [263, 264]. Ein vergleichbares Ergebnis lieferte bereits der Nachweis der 

PARP-Spaltung durch die aktivierten Caspasen (vergl. Abbildung 20A und Abbildung 22B). 

Möglicherweise wird die 5-LO in den HeLa-Zellen durch einen Schutzmechanismus dem 

proteolytischen Angriff der Caspase-6 entzogen. 

 

Abbildung 22: (A) Untersuchung der Prozessierung des überexprimierten 5-LO-Proteins in HeLa-

Zellen nach Behandlung der Zellen mit apoptotischen Agentien (TNFα, CHX, DR). Spaltung von 

cPLA2 (A und B) und PARP (B) in HeLa-Zellen nach Transfektion mit 5-LO-Expressionsplasmid und 

Inkubation der Zellen mit TNFα, CHX oder DR in indizierten Konzentrationen für 24 Stunden. 

 

Für die Untersuchungen der subzellulären Verteilung der Proteine 5-LO und Caspase-6 

wurden HeLa-Zellen mit pcDNA-5LO transfiziert und ein Teil der Zellen für 24 Stunden mit 

100 ng/ml TNFα inkubiert. Die Zellen sind, wie unter 0 beschrieben, einer NP40-Lyse 

unterworfen und die Proteine in zytosolische und nukleäre getrennt worden. Western blot-

Untersuchungen zufolge, verteilte sich die 5-LO zwischen den beiden Zellkompartimenten 

(Abbildung 23, Western blot). Die Aktivität der Caspase-6 (Abbildung 23, Graph) sowie die 

Proteine Caspase-6 und Caspase-8 (Abbildung 23, Western blot) wurden ebenfalls in 

unbehandelten Zellen und nach Inkubation mit 100 ng/ml TNFα für 24 Stunden sowohl in der 

zytosolischen als auch in der nukleären Fraktion detektiert  
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Die Proteine 5-LO und Caspase-6 bzw. Caspase-8 werden also nicht aufgrund ihrer 

subzellulären Lokalisation räumlich voneinander getrennt. Diese Annahme liefert daher keine 

mögliche Erklärung für die fehlende Prozessierung der 5-LO durch die Caspase-6. 

 

Abbildung 23: Subzelluläre Lokalisation der 5-LO und der Caspase-6 und -8 in HeLa-Zellen. HeLa-

Zellen wurden mit dem 5-LO-Plasmid transient transfiziert und ein Teil der Zellen wurde für 

24 Stunden mit 100 ng/ml TNFα behandelt. Nach NP40-Lyse und Fraktionierung subzellulärer 

Bestandteile ist die Aktivität der Caspase-6 (Graph) sowie die Proteinmenge von 5-LO, Caspase-6 und 

-8 (Western blot) in zytosolischer und nukleärer Fraktion ermittelt worden. Die Bestimmung der 

Caspase-6-Aktivität erfolgte in einem einmaligen Experiment und kann daher nicht als signifikant 

gewertet werden. Die mittels Western blot ermittelte Verteilung der Proteine 5-LO, Caspase-6 und 

Caspase-8 geht aus drei unabhängigen Experimenten hervor. 

 

Experimente, in denen das Plasmid pcDNA3.1-5LO-D170A zur Transfektion von HeLa-

Zellen verwendet wurde, führten zu einem vergleichbaren Ergebnis wie nach der Expression 
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bereits erwähnt, konnte durch in vitro-Experimente an der mutierten 5-LO-D170A gezeigt 
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erfolgt (siehe Kapitel 0). Die Spaltung der in den HeLa-Zellen überexprimierten Wildtyp-5-

LO durch die Caspase-6 konnte unter keinen Bedingungen detektiert werden. Daher war es 

auch nicht möglich einen Unterschied in der Degradation der Wildtyp- und der mutierten  

5-LO-D170A in HeLa-Zellen zu untersuchen (Daten nicht gezeigt). 

5-LO in MM6-, RBL-1-, PMNL-Zellen 

Der Einfluss des Zelltransfers ins frische Medium auf den 5-LO-Abbau ist in einigen weiteren 

Suspensions-Zelllinien untersucht worden. 

Die humane monozytäre Zelllinie Mono Mac 6 (MM6) wurde durch die Zugabe von 2 ng/ml 

TGFβ und 50 mM Calcitriol für vier Tage differenziert, wobei die Zellen unter diesen 

Bedingungen die 5-LO-Expression hoch regulieren. Anschließend sind die Zellen analog zu 

den Versuchen mit B-Lymphozyten ins frische Medium passagiert worden. Das Umsetzen der 

MM6-Zellen führte weder zur Aktivierung der Caspasen noch zur Spaltung des 5-LO-

Proteins. In weiteren Experimenten sind die Zellen mit typischen apoptotischen Stimuli 

(CHX, TNFα) in indizierten Konzentrationen für 24 Stunden behandelt worden. Auch diese 

Behandlung hatte keine Spaltung der 5-LO zur Folge (nicht gezeigt). 

In gleicher Weise ist auch mit RBL-1-Zellen (basophile Leukämiezellen der Ratte) verfahren 

worden. Die von den RBL-1-Zellen exprimierte 5-LO ließ sich auch weder durch 

Zellumsetzung noch durch Behandlung der Zellen mit CHX spalten (nicht gezeigt). 

Die Kultivierung von primären Granulozyten (PMNL), die zuvor aus humanem Blut isoliert 

wurden, für bis zu 36 Stunden bei 37°C sowie entsprechende Behandlung dieser Zellen mit 

apoptotischen Agentien, resultierten erneut weder in der Aktivierung der Caspasen noch in 

der Spaltung des 5-LO-Proteins (nicht gezeigt). 

Es ist denkbar, da auch in diesen untersuchten Zelllinien die 5-LO durch einen 

Schutzmechanismus dem Abbauprozess entzogen wird. 

In vitro-Untersuchungen mit 5-LO aus humanen Zelllinien 

HeLa-Zellen, die zuvor mit 10 µg des pcDNA-5LO-Plasmids transient transfiziert wurden, 

sind in PBS aufgenommen und mittels Ultraschall-Sonotrode homogenisiert worden. Nach 

einer Ultrazentrifugation (100.000 g, 70 min, 4°C) wurde der sogenannten 100.000 g-

Überstand (S-100) gewonnen, welcher anschließend in einem in vitro-Experiment mit 

rekombinanter Caspase-6 inkubiert wurde (siehe Kapitel 0). Differenzierte MM6-Zellen  

(5-LO-positive Zellen) und BL41-E95-A-Zellen (5 Tage nach dem Passagieren) sind in 

gleicher Weise präpariert und mit je 0,3 Units Caspase-6 in vitro inkubiert worden. Als 

Kontrolle wurde die in E. coli rekombinant hergestellte und isolierte 5-LO unter identischen 
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Bedingungen mit Caspase-6 inkubiert. Probenaliquots sind nach 3 bzw. 18 Stunden 

Inkubationszeit entnommen und im Western blot auf die Spaltung des 5-LO-Proteins 

untersucht worden. Die aus E. coli gewonnene 5-LO konnte bereits nach 3 Stunden, die 5-LO 

aus dem S-100 der B-Lymphozyten nach 18 Stunden Inkubation mit Caspase-6 zu einem 

Spaltprodukt von 58 kDa Größe prozessiert werden. Dagegen blieb die in HeLa-Zellen 

exprimierte 5-LO sowie die 5-LO aus MM6-Zellen selbst nach einer Inkubationsdauer von 

18 Stunden intakt (Abbildung 24) und es entstand kein 5-LO-Spaltfragment. 

 

Abbildung 24: Spaltung der 5-LO durch Caspase-6 in vitro. Die 5-LO stammte entweder aus E. coli 

oder aus humanen Zelllinien HeLa (mit dem 5-LO-Expressionsplasmid transfiziert), MM6 (mit TGFβ 

und Calcitriol differenziert) oder BL41-E95-A (5 Tage nach Passagieren ins neue Medium). Die 5-LO 

ist mit je 0,3 Units rekombinanter Caspase-6 für 3 bzw. 18 Stunden inkubiert und anschließend im 

Western blot untersucht worden. 

 

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der 5-LO-Spaltung mit rekombinanter Caspase-6 

in vitro lieferten die Grundlage für die Annahme, dass die aus HeLa- und MM6-Zellen 

gewonnenen S-100 neben der 5-LO einen Faktor enthalten, der das 5-LO-Protein vor dem 

Abbau durch die Caspase-6 schützt. Dieser Schutz könnte sowohl in den Zellen (Kapitel 0 

und 0) als auch in zellfreiem System (Kapitel 0) erfolgen.  

Zur Aufklärung dieses Mechanismus sind einige weitere in vitro-Experimente durchgeführt 

worden. BL41-E95-A-Zellen (nach 1 und 5 Tagen Wachstum in frischem Medium), HeLa-

Zellen (5-LO-negative und 5-LO-positive, nach Transfektion mit dem pcDNA3.1-5LO-

Plasmid) und MM6-Zellen (5-LO-negative und 5-LO-positive, nach Differenzierung mit 

TGFβ und Calcitriol) wurden im Assaypuffer für in vitro-Experimente (siehe Kapitel 0) 

resuspendiert (40 × 106 Zellen in 100 µl Puffer) und homogenisiert. Die gewonnenen 

100.000 g-Überstände sind in steigender Konzentration, entsprechend 2,5, 5, 10, 20 und 

30 × 106 Zellen, den in vitro-Inkubationsansätzen mit isolierter E. coli-5-LO und 

rekombinanter Caspase-6 zugesetzt worden. Nach 16 Stunden Inkubationszeit bei 37°C sind 

die Proben bezüglich der 5-LO-Prozessierung durch Caspase-6 im Western blot untersucht 
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worden. Die S-100 der BL41-E95-A-Zellen haben die Spaltung des 5-LO-Proteins durch die 

Caspase-6 nicht beeinflusst. Dieses Resultat war von der Kultivierungsdauer der  

B-Lymphozyten (1 Tag bzw. 5 Tage) unabhängig (Abbildung 25A, Darstellung links). Der  

S-100 der 5-LO-negativen HeLa-Zellen verhinderte die 5-LO-Spaltung in vitro ebenfalls 

nicht, während die 5-LO-Spaltung nach Zugabe von S-100-Aliquots aus 5-LO-positiven 

HeLa-Zellen ausblieb (Abbildung 25, Darstellung Mitte). Die Zugabe von MM6-S-100  

(aus 5-LO-negativen und positiven Zellen) hatte einen konzentrationsabhängigen Effekt auf 

die 5-LO-Prozessierung durch die Caspase-6: in niedrigen Konzentrationen (entsprechend 

2,5-10 × 106 Zellen) hatten die S-100-Zusätze keine protektive Wirkung auf die 5-LO, bei 

höheren Konzentrationen (entsprechend 20-30 × 106 Zellen), nahm die 5-LO-Prozessierung 

allerdings ab (5-LO-negative MM6) bzw. blieb ganz aus (5-LO-positive MM6) (Abbildung 

25A, Darstellung rechts). 

 

Abbildung 25: Spaltung der 5-LO aus E. coli durch rekombinante Caspase-6 in vitro unter Zusatz von 

S-100-Aliquots aus humanen 5-LO-positiven und -negativen Zelllinien in steigenden Konzentrationen 

(entsprechend 2,5-30 × 106 Zellen). (A) Gewinnung der S-100-Überstände humaner Zelllinien erfolgte 

unmittelbar von der Zugabe zu den Inkubationsansätzen der in vitro-Experimente. (B) S-100-

Überstände wurden direkt nach der Gewinnung bei -20°C eingefroren und unmittelbar vor dem 

Einsatz in den in vitro-Experimenten aufgetaut. 
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Die S-100 5-LO-positiver HeLa- und MM6-Zellen scheinen einen Faktor zu enthalten, der 

(mit steigender Konzentration) die 5-LO vor dem Abbau schützt. Dieser Faktor scheint in den 

5-LO-negativen MM6-Zellen ebenfalls vorhanden zu sein und kann bei Einsatz der S-100 in 

höheren Konzentrationen seine protektive Wirkung bezüglich der 5-LO-Spaltung entfalten 

(Abbildung 25A).  

In Kontrollexperimenten wurde die Aktivität der Caspase-6 für alle untersuchten Zelllinien 

und alle eingesetzten Proben überprüft. Dabei konnte ein kontinuierlicher Anstieg der 

Caspase-6-Aktivität beobachtet werden, der mit steigender Menge an eingesetzten S-100 in 

direkter Korrelation stand (Daten nicht gezeigt). Somit kann nicht fehlende Aktivität der 

Caspase-6 für das Ausbleiben der 5-LO-Spaltung in den entsprechenden Proben 

verantwortlich gemacht werden. 

In Folgeversuchen wurde die aus E. coli isolierte und aufgereinigte 5-LO unter gleichen 

Bedingungen wie oben beschrieben mit rekombinanter Caspase-6 inkubiert. S-100 aus BL41-

E95-A- (1 Tag und 5 Tage), HeLa- (5-LO-positiv und 5-LO-negativ) und MM6-Zellen  

(5-LO-positiv und 5-LO-negativ) in steigenden Konzentrationen (entsprechend 2,5-30 × 106 

Zellen) sind erneut zu den in vitro-Inkubationsansätzen zugegeben worden. Diesmal sind die 

S-100-Aliquots direkt nach der Gewinnung bei -20°C eingefroren und unmittelbar vor der 

Zugabe zu den in vitro-Inkubaten aufgetaut worden.  

In diesen Experimenten konnte in keiner Probe das Ausbleiben des 5-LO-Abbaus durch 

Caspase-6 beobachtet werden (Abbildung 25B). Auch die S-100, die in vorhergehenden 

Experimenten nach direkter Gewinnung eingesetzt wurden und die 5-LO-Spaltung 

verhinderten (S-100 aus 5-LO-positiven HeLa-Zellen sowie aus MM6-Zellen in höheren 

Konzentrationen), konnten nun den 5-LO-Abbau durch die Caspase-6 nicht hemmen. 

Es ist zu vermuten, dass der von den HeLa- und MM6-Zellen exprimierte Faktor seine 5-LO-

protektive Funktion nicht mehr ausüben konnte. Möglicherweise ist dieser Faktor 

temperaturempfindlich und verliert an Aktivität oder wird gänzlich zerstört bei einer 

Temperatur von -20°C oder beim Auftauen. 

 

Eine Möglichkeit der 5-LO-Protektion vor dem Caspase-6-Angriff in HeLa-Zellen besteht in 

der direkten Bindung des schützenden Faktors an die 5-LO. Dadurch könnte das 

Erkennungstetrapedtid für die Caspase-6 innerhalb des 5-LO-Proteins verdeckt werden.  

Das vom Lutz Fischer aus pcDNA3.1-5LO hergestellte Plasmid pcDNA3.1-5LO-3W (siehe 

Kapitel 0) kodiert für ein mutiertes 5-LO-Protein, in dem drei Tryptophan-Reste durch Alanin 

ersetzt wurden. Die Aminosäuren Trp13, Trp75 und Trp102 (vergl. Kapitel 0, Abbildung 2B) 
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werden für die Bindung der 5-LO an Phosphatidylcholin und Lipid-membranen 

verantwortlich gemacht [31, 35, 42, 47]. Das mutierte 5-LO-3W-Protein kann demnach keine 

Lipide mehr binden [31]. Ausgehend von der Annahme, dass die HeLa-Zellen einen 

Lipidfaktor exprmieren, der an die 5-LO bindet und das Protein dadurch vor Abbau durch die 

Caspase-6 schützt, dürfte seine Wirkung bei der Expression des mutierten 5-LO-3W-Proteins 

ausbleiben.  

Zur Überprüfung dieser Hypothese sind HeLa-Zellen mit 10 µg des Plasmids pcDNA3.1-

5LO-3W wie unter 0 beschrieben transfiziert worden. Beim Mediumwechsel 16 Stunden nach 

der Transfektion ist ein Teil der Zellen mit TNFα (100 ng/ml), CHX (10 µg/ml), oder DR (3 

µM) versetzt und für weitere 24 Stunden inkubiert worden. Anschließend wurden die Zellen 

geerntet und bezüglich des 5-LO-Abbaus im Western blot untersucht.  

Die Abbildung 26A (Darstellung links) zeigt, dass die Behandlung der Zellen mit 

apoptotischen Stimuli keine Degradation des 5-LO-3W-Proteins verursachte, dagegen ist die 

PARP-Spaltung unter Behandlung mit TNFα, CHX oder DR deutlich zu sehen (Abbildung 

26A, Darstellung links). Auch nach der Kotransfektion der HeLa-Zellen mit Plasmiden für 5-

LO-3W und Caspase-6 konnte kein 5-LO-Abbauprodukt detektiert werden (Abbildung 26A, 

Darstellung rechts). Die PARP-Spaltung ist allerdings in den Caspase-6-überexprimierenden 

HeLa-Zellen nachgewiesen worden (Abbildung 26A, Darstellung rechts). Das mutierte 5-LO-

Protein ist analog zur Wildtyp-5-LO vor dem Abbau durch die Caspase-6 geschützt worden.  

Für die in vitro- Untersuchung der 5-LO-3W sind HeLa-Zellen mit dem pcDNA3.1-5LO-3W-

Plasmid transfiziert und mittels Ultraschall-Sonotrode homogenisiert worden. Nach der 

Ultrazentrifugation (100.000 g, 70 min, 4°C) ist der resultierende S-100 mit 0,3 Units 

rekombinanter Caspase-6 für 18 Stunden inkubiert worden (siehe Kapitel 0). In 

Übereinstimmung mit Ergebnissen der in vitro-Untersuchungen an der Wildtyp-5-LO (siehe 

Abbildung 24) konnte die 5-LO-3W ebenfalls nicht durch die Caspase-6 prozessiert werden 

(Abbildung 26B, Darstellung links).  

Die Zugabe der S-100-Aliquots aus 5-LO-3W-positiven HeLa-Zellen konnte zusätzlich die 

Spaltung der isolierten E. coli-5-LO durch die Caspase-6 verhindern (Abbildung 26B, 

Darstellung rechts). Lediglich nach Zugabe des S-100-Aliquots in niedriger Konzentration 

(entspr. 2,5 × 106 HeLa-Zellen), konnte eine leichte Bande des 5-LO-Spaltfragmentes 

detektiert werden. Bei Einsatz höherer S-100-Konzentrationen konnte die E. coli-5-LO nicht 

mehr durch die Caspase-6 in vitro abgebaut werden. 

In allen Experimenten ist das Verhalten des in HeLa-Zellen exprimierten 5-LO-3W-Proteins 

mit dem der Wildtyp-5-LO vergleichbar. 
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Abbildung 26: Untersuchungen am 5-LO-3W-Protein nach Expression in HeLa-Zellen. (A) HeLa-

Zellen sind mit pcDNA3.1-5LO-3W transient transfiziert und für 24 Stunden mit apoptotischen 

Agentien behandelt worden (Darstellung links). Kotransfektion der HeLa-Zellen mit 

Expressionsplasmiden für 5-LO-3W und Caspase-6 (Darstellung rechts) mit und ohne TNFα-

Inkubation für 24 Stunden. Die Expression von 5-LO, Caspase-6 und PARP-Spaltung sind mittels 

Western blot untersucht worden. (B) Ausbleibende Spaltung der 5-LO-3W durch rekombinante 

Caspase-6 (0,3 Units) in vitro (Darstellung links). Ausbleibende Spaltung der 5-LO aus E. coli durch 

rekombinante Caspase-6 (0,3 Units) in vitro nach Zusatz von S-100-Aliquots aus 5-LO-3W-positiven 

HeLa-Zellen (Darstellung rechts).  

 

Hyperforin 

Einfluss von Hyperforin auf die 5-LO-Spaltung in BL41-E95-A-Zellen 

BL41-E95-A-Zellen, die innerhalb von vier Tagen bis zu einer Konzentration von 1,5-2 × 106 

Zellen/ml angewachsen waren, sind auf 0,2 × 106 Zellen/ml mit frischem Medium verdünnt 

worden. Dabei wurde ein Teil der Zellen mit steigenden Konzentrationen Hyperforin (HP, 

0,3-3 µM, aus DMSO-Stock) behandelt. Nach 24 Stunden wurden Zellaliquots bezüglich des 

5-LO-Proteins mittels Western blot untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Hyperforin 

bereits in Konzentrationen ab 3 µM die 5-LO-Spaltung verhinderte (Abbildung 27, Western 

blot). Ab einer Konzentration von 10 µM HP, wurde kaum noch das Spaltprodukt der 5-LO 

(62 kDa) detektiert. Darüber hinaus wurde durch Hyperforin das Wachstumsverhalten der  

B-Lymphozyten merklich beeinflusst. Eine starke Reduktion der Zellproliferation, und in 
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höheren Konzentrationen sogar eine Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten 

Probe, konnten bereits bei 3 µM Hyperforin-Zusatz beobachten werden (Abbildung 27, 

Graph). Dieser Effekt lässt auf Zelltod unter Hyperforineinfluss schließen. 

 

Abbildung 27: Einfluss von Hyperforin auf die Zellproliferation (Graph) und die 5-LO-Degradation 

(Western blot) in BL41-E95-A-Zellen. Die Zellen sind beim Umsetzen mit Hyperforin in steigenden 

Konzentrationen versetzt worden. Nach 24 Stunden sind Zellproliferation und -viabilität im 

Lichtmikroskop nach Trypanblau-Färbung untersucht und in Prozent, bezogen auf die unbehandelte 

Probe (100%), angegeben worden. Die Bestimmung des 5-LO-Proteins erfolgte mittels Western blot. 

 

In der Literatur ist die 5-LO als molekulares Target für Hyperforin beschrieben worden [135]. 

Da die Bindungsstelle für Hyperforin an der 5-LO sich räumlich in der Nähe der putativen 

Erkennungssequenz für Caspase-6 befindet [146], lag die Vermutung nahe, dass Hyperforin 

durch sterische Abschirmung der Spaltstellen die 5-LO vor dem Caspase-6-Angriff und dem 

Abbau schützt. Um diese Theorie zu überprüfen, ist rekombinante humane 5-LO in einem 

in vitro-Experiment mit rekombinanter Caspase-6 mit und ohne Hyperforin-Zusatz inkubiert 

worden. Die 5-LO ist dabei in allen Inkubaten, denen auch Caspase-6 zugesetzt wurde, zu 

dem 58 kDa-Spaltprodukt prozessiert worden. Der 5-LO-Abbau wurde sowohl in 

Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Hyperforin beobachtet (Abbildung 28, Darstellung 

links). Auch eine Vorinkubation mit Hyperforin (15-20 min) vor der Zugabe der Caspase-6, 

konnte den 5-LO-Abbau nicht verhindern (Abbildung 28, Darstellung rechts). Der schützende 

Effekt des Hyperforins basiert somit nicht auf direkter Bindung an die 5-LO und sterischem 

Verdecken der Caspase-6-Erkennungsstelle innerhalb des 5-LO-Proteins. 
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Abbildung 28: Einfluss von Hyperforin auf die 5-LO-Spaltung durch rekombinante Caspase-6 in vitro. 

Die aus E. coli isolierte und aufgereinigte 5-LO wurde mit rekombinanter Caspase-6 (0,3 Units) 

inkubiert. Die Proben sind mit Hyperforin versetzt und für bis zu 15 min vorinkubiert worden. Die 

Untersuchung des 5-LO-Proteins erfolgte nach 16 Stunden im Western blot. 

 

Basierend auf den Erkenntnissen über die subzelluläre Lokalisation intakter und prozessierter 

5-LO, ist als nächstes überprüft worden, ob Hyperforin die zelluläre Verteilung der 5-LO in 

BL41-E95-A-Zellen beeinflusst. Es wäre denkbar, dass durch den Einfluss von Hyperforin 

die 5-LO dem Caspase-6-haltigen Zellkompartiment entzogen wird und die Spaltung 

demnach nicht stattfinden kann. Die Zellen wurden beim Passagieren erneut mit Hyperforin 

behandelt (10 µM), nach 24 Stunden geerntet und die zelluläre Lokalisation der 5-LO wurde 

untersucht. Wie bereits der Abbildung 19A entnommen werden konnte, befindet sich die 

intakte 5-LO in BL41-E95-A-Zellen im Zytosol (Fraktionen Z und PM). Das Spaltprodukt der 

5-LO ist in unbehandelten Zellen in der nukleären partikulären Fraktion (NM) zu finden. In 

Zellen, die mit Hyperforin behandelt worden sind, ist an dieser Stelle (Fraktion NM) nur die 

intakte 5-LO zu finden (Abbildung 29). Hyperforin schützt somit die 5-LO vor Abbau ohne 

die subzelluläre Lokalisation des Enzyms zu beeinflussen. 

 

Abbildung 29: Einfluss von Hyperforin auf die subzelluläre Lokalisation intakter und gespaltener  

5-LO in BL41-E95-A-Zellen. Die Zellen sind beim Umsetzen ins frische Medium mit 10 µM 

Hyperforin versetzt worden. Nach NP40-Lyse und Fraktionierung subzellulärer Bestandteile ist das  

5-LO-Protein im Western blot in der zytosolischen bzw. in der nukleären Fraktion untersucht worden. 
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Einfluss von Hyperforin auf Caspasen-Aktivierung in BL41-E95-A-Zellen 

Wie aus bereits vorgestellten experimentellen Befunden hervorgeht, ist die Caspase-6 für die 

5-LO-Spaltung in BL41-E95-A-Zellen verantwortlich. Es wäre also denkbar, dass Hyperforin 

die Aktivität der Caspase-6 oder die der übergeordneten Caspase-8 beeinflusst, was in der 

fehlenden Spaltung der 5-LO in B-Lymphozyten nach Hyperforin-Zugabe resultieren würde. 

Um diese Hypothese zu überprüfen, sind BL41-E95-A-Zellen beim Umsetzen ins frische 

Medium mit steigenden Mengen an Hyperforin für 24 Stunden behandelt worden. 

Untersuchungen der Caspasen-Aktivität zeigen eine konzentrationsabhängige Reduktion der 

Aktivität der Caspase-6 bzw. der Caspase-8 in Abhängigkeit von der Hyperforin-Zugabe 

(Abbildung 30A).  

 

Abbildung 30: Einfluss von Hyperforin auf die Aktivität der Caspase-6 und -8 in BL41-E95-A-Zellen. 

(A) Inkubation der Zellen mit steigenden Hyperforin-Konzentrationen beim Umsetzen ins frische 

Medium führt zu einer Aktivitätserniedrigung der Caspase-6 und -8. Die Caspasen-Aktivität wurde in 

Prozent angegeben, bezogen auf die unbehandelte Probe (100%). (B) In BL41-E95-A-Zellen hemmt 

Hyperforin konzentrationsabhängig die Prozessierung von Caspase-8- und -6 zu ihren aktiven Formen.  

 

In Western blot-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Menge an prozessierter 

aktiver Caspase-8 mit steigenden Hyperforin-Konzentrationen abnimmt (Abbildung 30B) und 

HP (µM) - - 0,3 1 3          10        30
50 µM CHX - + - - - - -

prozessierte Caspase-8 
p43/p41         

A

B

unprozessierte Caspase-6 
35 kDa         

HP (µM) - - 0,3 1 3          10        30
50 µM CHX - + - - - - -

C
as

pa
se

-A
kt

iv
itä

t (
%

 d
er

 K
on

tr
ol

le
)

0

20

40

60

80

100

120

140
Caspase-6
Caspase-8

HP (µM) - - 0,3 1 3          10        30
50 µM CHX - + - - - - -

prozessierte Caspase-8 
p43/p41         

A

B

unprozessierte Caspase-6 
35 kDa         

HP (µM) - - 0,3 1 3          10        30
50 µM CHX - + - - - - -

C
as

pa
se

-A
kt

iv
itä

t (
%

 d
er

 K
on

tr
ol

le
)

0

20

40

60

80

100

120

140
Caspase-6
Caspase-8

HP (µM) - - 0,3 1 3          10        30
50 µM CHX - + - - - - -

C
as

pa
se

-A
kt

iv
itä

t (
%

 d
er

 K
on

tr
ol

le
)

0

20

40

60

80

100

120

140
Caspase-6
Caspase-8



 Ergebnisse  

 67

die Menge an unprozessierter inaktiver Caspase-6 bei Hyperforin-Konzentrationen von  

10 und 30 µM deutlich höher ist als in unbehandelten Zellen (Abbildung 30B). Die 

Prozessierung der Caspase-8 und -6 zu ihren aktiven Formen ist also konzentrationsabhängig 

durch Hyperforin gehemmt worden. Hyperforin scheint somit den 5-LO-Abbau zu hemmen 

indem es die Aktivierung der Caspase-8 und -6 unterbindet.  

 

In Folgeexperimenten sollte bestätigt werden, dass Hyperforin tatsächlich die Aktivierung der 

Caspase-8 und -6 in BL41-E95-A-Zellen hemmt, d. h. die Prozessierung der Caspasen zu 

ihren aktiven Formen verhindert, und keinen direkten hemmenden Einfluss auf die Aktivität 

der beiden Caspasen hat. Die Aktivität der Caspase-8 und -6 in BL41-E95-A-Zellen wurde 

gemessen, wobei die Zellhomogenate mit steigenden Konzentrationen Hyperforin unmittelbar 

vor der Zugabe der Caspasen-Substrate versetzt wurden. Tatsächlich bewirkte die Hyperforin-

Zugabe keine Veränderung der Aktivität beider Caspasen (Abbildung 31).  

 

Abbildung 31: Direkter Effekt von Hyperforin auf die Aktivität der Caspase-6 und -8 aus 

Zellhomogenaten. Die Bestimmung der Caspase-Aktivität erfolgte in unbehandelten BL41-E95-A-

Zellhomogenaten. Dabei ist Hyperforin in steigenden Konzentrationen unmittelbar vor der 

Substratzugabe für die jeweilige Caspase (Ac-IQFD-pNa bzw. Ac-VEID-pNa) den Proben zugesetzt 

worden. Die Caspasen-Aktivität wurde in Prozent angegeben, bezogen auf die Probe ohne Hyperforin-

Zusatz (100%). 

 

Trotz der Hemmung der Caspasen-Aktivierung durch Hyperforin in frisch passagierten BL41-

E95-A-Zellen deutet eine deutliche Reduktion der Zellproliferation (siehe Abbildung 27, 

Graph) auf einen möglichen apoptotische Tod der Zellen unter Hyperforin-Einfluss hin.  
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BL41-E95-A-Zellen sind für 24 Stunden mit steigenden Konzentrationen an Hyperforin 

inkubiert und, wie unter 0 beschrieben, für eine Untersuchung der DNA im Agarosegel 

präpariert worden. Da aus der Literatur bekannt ist, dass Hyperforin in Leukämie-Zelllinien 

Apoptose auslöst [147], sind HL-60-Zellen analog behandelt worden um als Kontrolle zu 

dienen. Die Abbildung 32A lässt in BL41-E95-A-Zellen, die mit Hyperforin behandelt 

wurden (1-10 µM) (Darstellung links), eine deutliche apoptotische Leiter erkennen. In HL-60-

Zellen (Abbildung 32A, Darstellung rechts) hat Hyperforin in Analogie zum bekannten 

Apoptosestimulus CHX ebenfalls zur DNA-Degradation in oligonukleosomale Fragmente 

geführt, die im Agarosegel das typische Muster einer apoptotischen Leiter bilden [265].  

 

Abbildung 32: (A) Darstellung der apoptotischen Leiter in einem 2%-igen Agarosegel nach 

Behandlung der BL41-E95-A- und der HL-60-Zellen mit Hyperforin (1-10 µM) für 24 Stunden. 

M: 100 bp-Marker. CHX wurde als Kontrollsubstanz bei der Behandlung der HL-60-Zellen eingesetzt. 

(B) Bestimmung des apoptotischen Anreicherungsfaktors (AAF) in BL41-E95-A-Zellen (Graph) und 

der PARP-Spaltung (Western blot) nach Behandlung der Zellen mit steigenden Hyperforin-

Konzentrationen. CHX diente als Kontrollsubstanz. AAF der unbehandelten Probe entspricht 100%. 

 

A
po

pt
ot

is
ch

er
 A

nr
ei

ch
er

un
gs

fa
kt

or
 

(%
 d

er
 K

on
tr

ol
le

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

50 µM CHX - - - - - +
HP (µM) - 1 3         10           30 -

PARP-Fr. 
(89 kDa)

B

HL60

M - - - - - 10 - - CHX (µM)
- 1 3 10 - - 1 3 HP (µM)

BL41-E95-AA

A
po

pt
ot

is
ch

er
 A

nr
ei

ch
er

un
gs

fa
kt

or
 

(%
 d

er
 K

on
tr

ol
le

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

50 µM CHX - - - - - +
HP (µM) - 1 3         10           30 -

PARP-Fr. 
(89 kDa)

B

A
po

pt
ot

is
ch

er
 A

nr
ei

ch
er

un
gs

fa
kt

or
 

(%
 d

er
 K

on
tr

ol
le

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

50 µM CHX - - - - - +
HP (µM) - 1 3         10           30 -

PARP-Fr. 
(89 kDa)

B

HL60

M - - - - - 10 - - CHX (µM)
- 1 3 10 - - 1 3 HP (µM)

BL41-E95-AA HL60

M - - - - - 10 - - CHX (µM)
- 1 3 10 - - 1 3 HP (µM)

BL41-E95-AA



 Ergebnisse  

 69

Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA-Kits von Roche Molecular Biochemicals konnte 

in den BL41-E95-A-Zellen nach Behandlung mit steigenden Hyperforin-Konzentrationen der 

apoptotische Anreicherungsfaktor (AAF) bestimmt werden (siehe dazu Kapitel 0). Da jede 

Zellpopulation einen gewissen Anteil apoptotischer Zellen enthält, wird bei der Auswertung 

der AAF der unbehandelten Probe mit 100% gleichgesetzt und die AAFs aller anderen Proben 

darauf bezogen. Die Abbildung 32B macht deutlich, dass die Apoptoserate in den B-

Lymphozyten nach 24-stündiger Behandlung mit 10 µM Hyperforin um den Faktor 12 im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen anstieg (Graph). Zusätzlich konnte in BL41-E95-A-Zellen 

ab einer Hyperforin-Konzentration von 3 µM eine signifikante PARP-Spaltung beobachtet 

werden (Abbildung 32B). 

Trotz der hemmenden Wirkung auf die Caspasen-Aktivierung scheint Hyperforin in BL41-

E95-A-Zellen Apoptose auszulösen.  

 

LP-131 und LP-119 zeigen Hyperforin-ähnliche Wirkungen 

Basierend auf der chemischen Struktur der Pirinixinsäure sind im Arbeitskreis von 

Prof. Dr. G. Schneider in einem virtuellen Screening-Verfahren einige Verbindungen als 

potentielle 5-LO-Inhibitoren identifiziert worden. Diese Verbindungen (Abbildung 33) 

wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. M. Schubert-Zsilavecz synthetisiert und bezüglich ihrer 

hemmenden Wirkung auf die 5-LO getestet.  

 

Abbildung 33: Chemische Strukturen der vier Pirinixinsäure-Analoga. Die Verbindungen LP-131 und 

LP-119 stellen jeweils die Ester von LP-105 bzw. LP-121 dar. 
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Es sollte nun evaluiert werden, inwiefern diese Verbindungen mit Hyperforin vergleichbare 

Effekte auf die 5-LO-Spaltung und auf die Caspasen-Aktivierung besitzen. 

In Analogie zu Experimenten an BL41-E95-A-Zellen mit Hyperforin sind die Zellen beim 

Umsetzen ins frische Medium mit 10 bzw. 30 µM der Pirinixinsäure-Derivate LP-131 und 

LP-119 bzw. mit den dazugehörigen Säure-Verbindungen LP-105 und LP-121 versetzt und 

für 24 Stunden behandelt worden. In Zellaliquots wurde anschließend das 5-LO-Protein und 

die aktive Form der Caspase-8 mittels Western blot analysiert. 

Wie der Abbildung 34 entnommen werden kann, hemmten die beiden Ester-Verbindungen  

LP-131 und LP-119 in Konzentrationen ab 10 µM die Spaltung der 5-LO in BL41-E95-A-

Zellen. Zusätzlich konnte für LP-131 eine signifikante Reduktion der Caspase-8-

Prozessierung zu den aktiven Fragmenten beobachtet werden. Die Säure-Verbindungen  

LP-105 und LP-121 zeigten diesbezüglich keinerlei Effekt. In Kontrollexperimenten wurde 

die Menge an β-Aktin ebenfalls im Western blot untersucht (Abbildung 34).  

 

 

Abbildung 34: Einfluss der Pirinixinsäure-Analoga LP-121, LP-119, LP-105 und LP-131 auf die  

5-LO-Degradation und Caspase-8-Aktivierung in BL41-E95-A-Zellen. Die Zellen sind nach dem 

Umsetzen für 24 Stunden mit 10 bzw. 30 µM der o. g. Substanzen inkubiert worden. Die Western 

blot-Untersuchungen zeigen den protektiven Einfluss der Verbindungen LP-119 und LP-131 auf den 

5-LO-Abbau. β-Aktin ist als Kontrollprotein untersucht worden. 

 

Einfluss von Hyperforin auf andere Zelllinien 

Hyperforin führt in vielen Zelllinien zur Aktivierung der Caspasen [147, 149, 150]. Die 

Befunde an BL41-E95-A-Zellen präsentieren allerdings ein völlig anderes Bild bezüglich der 

Hyperforin-Wirkung auf die Caspasenaktivierung. Zur Bestätigung der Literatur-Daten wurde 

Hyperforin an zwei weiteren humanen Zelllinien HL-60 und MM6 getestet.  
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In beiden Zelllinien führte Hyperforin bereits in Konzentrationen von 3-10 µM zu einer 

deutlichen Aktivierung der Caspase-8 sowie zur Spaltung von PARP, die ein wichtiges 

Substrat für die aktive Caspase-3 darstellt (Abbildung 35 und Abbildung 36, Western blot). 

Durch Hyperforin kam es ebenfalls konzentrationsabhängig zur Aktivierung der Caspase-3, -6 

und -9 (Daten nicht gezeigt). Zusätzlich war das Zellwachstum der beiden Zelllinien unter 

Hyperforin-Zugabe stark beeinträchtigt (Abbildung 35 und Abbildung 36, Graph). 

 

 

Abbildung 35: Konzentrationsabhängiger Einfluss von Hyperforin auf die Zellproliferation und die 

Prozessierung von PARP und Caspase-8 in HL-60-Zellen. Die Zellen sind für 24 Stunden mit 

Hyperforin in indizierten Konzentrationen behandelt worden. Die Zellproliferation und -viabilität sind 

nach Trypanblau-Färbung im Lichtmikroskop bestimmt worden. Die Angaben erfolgen in Prozent, 

bezogen auf die unbehandelte (w/o) Probe (100%). Die Proteine PARP und Caspase-8 wurden mittels 

Western blot detektiert. 
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Abbildung 36: Konzentrationsabhängiger Einfluss von Hyperforin auf die Zellproliferation und die 

Prozessierung von PARP und Caspase-8 in MM6-Zellen. Die Zellen sind für 24 Stunden mit 

Hyperforin in indizierten Konzentrationen behandelt worden. Die Bestimmung der Zellproliferation 

und -viabilität sowie der Proteine PARP und Caspase-8 erfolgten in Analogie zu HL-60-Zellen (siehe 

Abbildung 35). 

 

Eine zeitabhängige Untersuchung an MM6-Zellen ist ebenfalls durchgeführt worden. 

Undifferenzierte MM6-Zellen wurden mit 3 µM Hyperforin versetzt, nach indizierter Zeit 

geerntet und im Western blot auf PARP-Spaltung und aktive Form der Caspase-8 untersucht. 

Abbildung 37 zeigt, dass die Aktivierung der Caspase-8 und die PARP-Spaltung bereits nach 

12-stündiger Behandlung der MM6-Zellen mit Hyperforin auftraten. 

 

Abbildung 37: Zeitkinetik der Prozessierung von PARP und Caspase-8 nach Inkubation von MM6-

Zellen mit 3 µM Hyperforin. 

 

HP (µM) - 0,3       1 3       10 30 -
CHX (µM) - - - - - - 50

Ze
llw

ac
hs

tu
m

 
(%

 d
er

 K
on

tr
ol

le
)

0

20

40

60

80

100 w/o 
HP 
CHX 

MM6

PARP-Fragm. (89 kDa)

prozessierte Casp-8 
(aktive Form)         

prozessierte Casp-8 
p43/p41

HP (µM) - 0,3       1 3       10 30 -
CHX (µM) - - - - - - 50

Ze
llw

ac
hs

tu
m

 
(%

 d
er

 K
on

tr
ol

le
)

0

20

40

60

80

100 w/o 
HP 
CHX 

MM6

PARP-Fragm. (89 kDa)

prozessierte Casp-8 
(aktive Form)         

prozessierte Casp-8 
p43/p41

Zeit (Std) 0 3 6 12 24 36 48 72 96

PARP-Fragment (89 kDa)

prozessierte Caspase-8 
p43/p41

Zeit (Std) 0 3 6 12 24 36 48 72 96

PARP-Fragment (89 kDa)

prozessierte Caspase-8 
p43/p41



 Ergebnisse  

 73

Diese Ergebnisse an HL-60- bzw. MM6-Zellen stimmen mit den bereits aus der Literatur 

bekannten Befunden überein. In BL41-E95-A-Zellen scheint Hyperforin dagegen die 

Aktivierung der Caspase-6 und der Caspase-8 zu hemmen. 

 

Myrtucommulon 

Einfluss von Myrtucommulon auf die 5-LO-Spaltung in BL41-E95-A-Zellen 

Im Folgenden wurde ein weiterer Pflanzeninhaltsstoff, das Myrtucommulon, mit einer 

strukturellen Ähnlichkeit zu Hyperforin und sein Einfluss auf die BL41-E95-A-Zellen getestet 

(vergl. Strukturformeln in Kapitel 0 und Kapitel 0).  

Beim Myrtucommulon, dem Hauptinhaltsstoff aus Myrtus communis (Myrthe), handelt es 

sich um ein nicht prenyliertes Acylphloroglycinol, das möglicherweise ähnliche 

Eigenschaften bezüglich der 5-LO-Spaltung in BL41-E95-A-Zellen wie das prenylierte 

Acylphloroglycinol Hyperforin aufweisen könnte.  

In Analogie zu den Untersuchungen an B-Lymphozyten mit Hyperforin wurden BL41-E95-

A-Zellen beim Umsetzen ins frische Wachstumsmedium mit steigenden Konzentrationen 

Myrtucommulon (MC, 0,3-3 µM, aus DMSO-Stock) behandelt und nach 24 bzw. 48 Stunden 

Wachstum bezüglich des 5-LO-Proteins untersucht. 

Abbildung 38 zeigt, dass auch Myrtucommulon in Konzentrationen von 10 und 30 µM die  

5-LO-Spaltung verhinderte (Abbildung 38B) und die Zellproliferation der BL41-E95-A 

signifikant reduzierte (Abbildung 38A). Interessanterweise schienen das MC-Derivat 

Semimyrtucommulon (S-MC) sowie der Isobutyrophenon-Kern, der als Grundgerüst in 

beiden Acylphloroglycinol-Verbindungen enthalten ist, auch in höheren Konzentrationen 

(30 µM) weder die Zellproliferation der B-Lymphozyten zu beeinflussen noch die 5-LO vor 

Abbau zu schützen (nicht gezeigt). Zur Kontrolle wurden die Zellen mit 50 µM CHX für 24 

bzw. 48 Stunden behandelt. 
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Abbildung 38: Einfluss von Myrtucommulon auf die Zellproliferation (A) und die 5-LO-

Degradation (B) in BL41-E95-A-Zellen. Die Zellen sind beim Umsetzen ins frische Medium mit 

Myrtucommulon in steigenden Konzentrationen (0,3-30 µM) versetzt worden. CHX wurde als 

Kontrollsubstanz eingesetzt. Nach 48 Stunden sind Zellproliferation und -viabilität mittels 

Lichtmikroskop und Trypanblau-Färbung untersucht worden. Die Angaben erfolgen Prozent, bezogen 

auf die unbehandelte Probe (100%). Das 5-LO-Protein ist mittels Western blot detektiert worden. 

 

In in vitro-Untersuchungen ist isolierte aufgereinigte 5-LO mit 0,3 Units Caspase-6 unter dem 

Zusatz von 30 µM MC inkubiert worden. Parallel dazu erfolgte die Bestimmung der 

subzellulären Verteilung intakter und gespaltener 5-LO in BL41-E95-A-Zellen nach 

Inkubation mit 10 µM Myrtucommulon für 48 Stunden. Beide Untersuchungen haben gezeigt, 

dass der 5-LO-protektive Effekt des Myrtucommulons weder auf der sterischen Abschirmung 

der putativen Schnittstellen innerhalb der 5-LO (Abbildung 39, Darstellung links) noch auf 

der Beeinflussung des Translokationsverhaltens der 5-LO (Abbildung 39, Darstellung links) 

beruht. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den zuvor beschriebenen Effekten des 

Hyperforins (siehe auch Kapitel 0). 
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Abbildung 39: Darstellung links: Einfluss von Myrtucommulon auf die 5-LO-Spaltung durch 

rekombinante Caspase-6 in vitro. Die aus E. coli isolierte und aufgereinigte 5-LO wurde mit 

rekombinanter Caspase-6 (0,3 Units) inkubiert. Dabei ist ein Teil der Proben mit 30 µM 

Myrtucommulon versetzt worden. Die Untersuchung des 5-LO-Proteins erfolgte nach 16 Stunden via 

Western blot. Darstellung rechts: Untersuchung der subzellulären Lokalisation intakter und 

prozessierter 5-LO in BL41-E95-A-Zellen nach Inkubation der Zellen mit 10 µM Myrtucommulon für 

24 Stunden und anschließender Fraktionierung subzellulärer Bestandteile. 

 

Einfluss von Myrtucommulon auf Caspasen-Aktivierung in BL41-E95-A-Zellen 

Basierend auf den bereits ermittelten Ergebnissen mit Hyperforin sollte evaluiert werden, ob 

Myrtucommulon in gleicher Weise die Aktivierung der Caspase-8 in BL41-E95-A-Zellen 

hemmt und dadurch die 5-LO vor Abbau schützt. Tatsächlich wurde die Prozessierung der 

Caspase-8 in die aktive Form bereits durch Zugabe von 3 µM Myrtucommulon verhindert 

(Abbildung 40, Darstellung oben). Der MC-Analogon Semimyrtucommulon und der 

Isobutyrophenon-Kern hatten auch in höheren Konzentrationen (30 µM) keinerlei Einfluss auf 

die Caspase-8-Aktivierung (Abbildung 40, Darstellung unten).  

 

 

Abbildung 40: Effekt von MC, S-MC und IBP-C auf die Prozessierung der Caspase-8 in BL41-E95-

A-Zellen. Die Zellen wurden beim Umsetzen mit steigenden Konz. MC, S-MC oder IBP-C (0,3-

30 µM) versetzt. Nach 24 Stunden wurde die Menge an aktiver Caspase-8 via Western blot untersucht.  
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Untersuchungen hinsichtlich des MC-Effektes auf die Caspasen-Aktivität (analog zu den 

Hyperforin-Experimenten) zeigten, dass MC in niedrigeren Konzentrationen (0,3-3 µM) zu 

einer leichten Aktivitätserhöhung beider Caspasen führte. Behandlung der BL41-E95-A-

Zellen mit steigenden Myrtucommulon-Konzentrationen (10-30 µM) resultierte allerdings in 

einer leichten Reduktion der Aktivität der Caspase-8 und -6 (Daten nicht gezeigt). Die 

Aktivität der Caspase-8 wurde dabei durch MC etwas stärker supprimiert als die Aktivität der 

Caspase-6. Dieses Ergebnis lässt sich möglicherweise dadurch erklären, dass die Caspase-6 

eine effektorische, der Caspase-8 nachgeschaltete Caspase darstellt, und ihre Aktivierung erst 

dann abzunehmen beginnt, wenn nicht mehr ausreichend aktive Caspase-8 zur Verfügung 

steht. 

Myrtucommulon und Hyperforin scheinen also über den gleichen Mechanismus Einfluss auf 

die Aktivierung der Caspase-8 und -6 auszuüben, was sich schließlich hemmend auf den  

5-LO-Abbau in BL41-E95-A-Zellen auswirkt.  

 

Einfluss von Myrtucommulon auf andere Zelllinien 

Die Behandlung einiger Zelllinien (BL41-E95-A-, HL-60-, MM6-Zellen) mit Hyperforin 

resultiert, wie bereits gezeigt (Kapitel 0 und 0), in einem apoptotischen Tod der Zellen. 

Dagegen ist über Myrtucommulon diesbezüglich noch kaum etwas bekannt. Es sollte folglich 

evaluiert werden, ob MC in humanen Zelllinien zur Apoptose via Caspasen-Aktivierung 

führt. Eine Ausnahme könnten hierbei die BL41-E95-A-Zellen darstellen, in denen MC zu 

einer Hemmung der Caspasen-Aktivierung führt. 

Neun verschiedene Krebszelllinien wurden ausgesucht und die Effekte von MC, S-MC und 

IBP-C auf die Proliferation und Viabilität der Zellen mittels MTT-Assay untersucht. Der 

Tabelle 4 können die IC50-Werte für Myrtucommulon bezüglich der Reduktion der 

Zellviabilität entnommen werden. In allen getesteten Krebszelllinien führte Myrtucommulon 

zum Zelltod nach einer Behandlungsdauer von fünf Tagen, wobei die HL-60-Zellen am 

sensitivsten gegenüber dem MC-Einfluss (IC50 3,26 ± 0,51 µM MC) waren. Dagegen zeigten 

humane Vorhautfibroblasten (HFF-Zellen) und primäre mononukleäre Blutzellen (HPBM-

Zellen), die als nicht-transformierte Zellen keine Tumorzellen darstellen, kaum Sensitivität 

gegenüber Myrtucommulon. Die Analyse der HFF-Zellen erfolgte ebenfalls nach fünf Tagen, 

die der mononukleären Blutzellen bereits nach 40 Stunden und lieferte IC50 Werte, die 

oberhalb von 20 bzw. 30 µM MC lagen. MC scheint demnach vorwiegend in entarteten 

Zellen Apoptose zu induzieren. 
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Zelllinie Zelltyp IC50 (µM) 

PC-3 Androgen-unabhängiges Prostatakarzinom 3,93 ± 0,54 

LNCaP Androgen-abhängiges Prostatakarzinom 8,86 ± 1,19 

KFR Rhabdomyosarcom 7,07 ± 1,05 

UKF-NB-3 Neuroblastom 5,87 ± 0,88 

HL-60 akute promyeloische Leukämie 3,26 ± 0,51 

MM6 akute monozytische Leukämie 3,39 ± 0,66 

H9 kutanes T-Zell-Lymphom 3,56 ± 0,50 

DLD-1 kolorektales Adenokarzinom 8,75 ± 1,02 

Jurkat akutes T-Zell-Lymphom 4,01 ± 0,52 

HFF humane Vorhautfibroblasten > 20 

HPBMC humane mononukleäre Zellen aus peripherem Blut > 30 

 

Tabelle 4: IC50-Werte für Myrtucommulon bezüglich der Reduktion der Zellviabilität, ermittelt im 

MTT-Assay für neun verschiedene Krebszelllinien sowie humane nicht-transformierte Zellen. 

 

Die Bestimmung der Zellzahl und der Zellviabilität der MM6- und HL-60-Zellen wurde 

parallel mittels Lichtmikroskop und Trypanblau-Färbung durchgeführt. In Übereinstimmung 

mit den Ergebnissen aus dem MTT-Assay reduzierte Myrtucommulon die Zellviabilität 

bereits nach 24 Stunden konzentrationsabhängig (Abbildung 41A). Die IC50-Werte lagen 

dabei bei ca. 5 µM.  

In Folgeversuchen ist überprüft worden, ob die Reduktion der Zellviabilität durch 

Myrtucommulon mit der Aktivierung der Caspasen einhergeht. Für diese Untersuchungen 

sind MM6- und HL-60-Zellen mit IBP-C (30 µM), S-MC (30 µM) und steigenden 

Konzentrationen an MC (0,3–30 µM) für 24 Stunden inkubiert worden. Abbildung 41B zeigt, 

dass in MM6-Zellen bereits ab einer Konzentration von 10 µM MC aktive Caspase-8, -3  

und -9 detektiert werden konnten. Zusätzlich konnte eine signifikante Abnahme der inaktiven 

Formen der Caspase-3 und -9 sowie das Auftreten der durch die Caspase-3 prozessierten 

PARP nachgewiesen werden. Daunorubicin wurde als Kontrollsubstanz eingesetzt, wobei die 

Wirksamkeit von 10 µM Myrtucommulon mit der des Daunorubicins (1 µM) vergleichbar ist. 

Die Behandlung von HL-60-Zellen mit Myrtucommulon führte ebenfalls zu einer 

konzentrationsabhängigen PARP-Spaltung und zu Caspasen-Aktivierung (Abbildung 41C 
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und Abbildung 41D). Im Gegensatz zu MC waren Semimyrtucommulon und der 

Isobutyrophenon-Kern auch bei 30 µM unwirksam (Abbildung 41D). 

 

Abbildung 41: (A) Konzentrationsabhängige Reduktion der Zellproliferation und -viabilität von MM6- 

und HL-60-Zellen durch MC. Die Zellen sind für 24 Stunden mit MC in indizierten Konzentrationen 

(0,3-30 µM) behandelt und nach anschließender Trypanblau-Färbung im Lichtmikroskop untersucht 

worden. Das Zellwachstum wurde in Prozent angegeben, bezogen auf die unbehandelte Probe (100%). 

(B) Konzentrationsabhängige PARP-Spaltung und Aktivierung der Caspasen durch MC in MM6-

Zellen nach 24 Stunden Behandlungsdauer. Daunorubicin (1 µM) wurde als Kontrollsubstanz 

eingesetzt. (C und D) PARP-Spaltung und Caspasen-Aktivierung in HL-60-Zellen durch MC, nicht 

aber durch S-MC und IBP-C.  

 

Um den zeitabhängigen Effekt von Myrtucommulon bzw. Daunorubicin auf die 

Zellproliferation und Aktivierung der Caspasen zu untersuchen, sind HL-60-Zellen mit 10 µM 

MC bzw. 1 µM DR für indizierte Zeit behandelt worden. Während unbehandelte Zellen (w/o) 

ihrem normalen Verhalten entsprechend unbeeinflusst proliferieren konnten und ihre Anzahl 

innerhalb von 48 Stunden auf mehr als das Doppelte anstieg, konnte eine deutliche Abnahme 

in der Proliferation und Viabilität der mit MC-behandelten Zellen bereits nach 3 Stunden 
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beobachtet werden (Abbildung 42A). Ähnliches Ergebnis wurde nach der Inkubation der 

Zellen mit Daunorubicin ermittelt. Western blot-Untersuchungen der mit MC behandelten 

HL-60-Zellen zeigen nach 24 Stunden das Auftreten aktiver Formen der Caspase-8, -3 und -9 

sowie der PARP-Fragments (Abbildung 42B). Dieses Ergebnis lässt sich ebenfalls mit der 

Behandlung der Zellen mit DR (0,3 µM) vergleichen. 

 

Abbildung 42: (A) Zeitabhängiger Einfluss von MC (10 µM) und DR (1 µM) auf HL-60-Zellen. Das 

Zellwachstum ist in Prozent der Kontrolle (unbehandelte Probe, 100%) angegeben und bezieht sich 

auf die Zellmenge zum Zeitpunkt der Umsetzung. (B) Zeitabhängige Untersuchung der PARP-

Spaltung und der Caspasen-Aktivierung durch 10 µM MC in HL-60-Zellen. Daunorubicin (0,3 µM) 

wurde als Kontrollsubstanz eingesetzt. 

 

Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA-Kits von Roche konnte schließlich gezeigt 

werden, dass die Reduktion der Zellproliferation und -viabilität durch Myrtucommulon, die in 
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im apoptotischen Tod der Zellen resultiert. Die Bildung von Mono- und Oligonukleosomen 

stellt ein typisches Merkmal apoptotischer Zellen dar. HL-60-Zellen wurden für 24 Stunden 

mit Myrtucommulon in steigenden Konzentrationen (0,3-10 µM) behandelt und für die 

Bestimmung des apoptotische Anreicherungsfaktors (AAF) (siehe Kapitel 0) präpariert. 

Abbildung 43A zeigt, dass nach der Behandlung der Zellen mit 3 µM Myrtucommulon die 

Anzahl apoptotischer Zellen in der Zellkultur auf das 2,5-fache anstieg, während bei 

Verwendung von 10 µM Myrtucommulon die 6-fach höhere Menge apoptotischer Zellen im 

Vergleich zur unbehandelten Probe detektiert wurde. 

 

Abbildung 43: (A) Bestimmung des apoptotischen Anreicherungsfaktors (AAF) in HL-60-Zellen nach 

Behandlung mit steigenden MC-Konzentrationen für 24 Stunden. (B) Darstellung einer apoptotischen 

Leiter in HL-60- und BL41-E95-A-Zellen nach Behandlung mit MC in einem 2%-igen Agarosegel. 

CHX (10 µM) wurde als Kontrollsubstanz eingesetzt. M: 100 bp-Marker. 
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In Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Cell Death Detection ELISA-Assay ist 

im 2%-igen Agarosegel fragmentierte DNA aus HL-60-Zellen nach der Inkubation mit 10 µM 

Myrtucommulon deutlich zu sehen (Abbildung 43B, Darstellung links). Dieser 

Myrtucommulon-Effekt ist mit dem des CHX (10 µM) vergleichbar.  

In BL41-E95-A-Zellen führte Myrtucommulon bereits in der Konzentration von 1 µM  zur 

Bildung einer DNA-Leiter (Abbildung 43B, Darstellung rechts).  

 

Die Apoptose-Induktion in einer Zelle kann prinzipiell über zwei verschiedene (Haupt-) 

Signaltransduktionswege verlaufen: den intrinsischen und den extrinsische Signalweg (siehe 

auch Kapitel 0). Zur Aufklärung des MC-induzierten apoptotischen Mechanismus in 

Krebszelllinien wurden die T-lymphozytären Zelllinien Jurkat und Jurkat DD3 untersucht. 

Bei Jurkat DD3-Zellen handelt es sich um eine Leukämie-Zelllinie mit einer Mutation von 

Fas in der Todesdomäne. Damit wird in Jurkat DD3 vorwiegend der intrinsische, Cytochrom 

c-abhängige Weg aktiviert.  

Beide T-Zelllinien sind für 24 Stunden mit Myrtucommulon in steigenden Konzentrationen 

(0,3-30 µM) behandelt worden. Zur Kontrolle wurde ein Teil der Zellen mit S-MC (30 µM, 

Negativkontrolle) oder IBP-C (30 µM, Negativkontrolle) bzw. mit Daunorubicin (0,3 µM, 

Positivkontrolle) behandelt. Untersuchungen der Zellproliferation und -viabilität nach 

Trypanblau Färbung mittels Lichtmikroskop haben für beide Zelllinien eine deutliche 

Abnahme im Zellwachstum nach Behandlung mit 10-30 µM Myrtucommulon ergeben 

(Abbildung 44, Graph).  

Zusätzlich konnten die Spaltung von PARP und die Prozessierung der Caspase-8 und -9 zu 

den aktiven Formen ebenfalls für Jurkat und Jurkat DD3 ab einer MC-Konzentration von 

10 µM detektiert werden (Abbildung 44, Western blot). Diese Ergebnisse sind mit den 

Effekten des Daunorubicins vergleichbar. Wie erwartet, hatten Semimyrtucommulon und der 

Isobutyrophenon-Kern in T-Lymphozyten keinen Effekt auf das Zellwachstum und die 

Caspasen-Prozessierung.  

Laut Abbildung 44 zeigte sich der Einfluss des Myrtucommulons auf das Zellwachstum und 

die Caspasen-Aktivierung in gleicher Weise bei Jurkat- und bei Jurkat DD3-Zellen. Dieses 

Ergebnis lässt auf die vorwiegende Aktivierung des intrinsischen, Cytochrom c-abhängigen 

Weges in beiden T-lymphozytären Zelllinien durch das Myrtucommulon schließen. 
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Abbildung 44: Konzentrationsabhängiger Einfluss von Myrtucommulon auf Zellproliferation und  

-viabilität (Graph) sowie auf PARP-Spaltung und Prozessierung der Caspase-8 und -9 (Western blot) 

in Jurkat- und Jurkat DD3-Zellen. Die Zellen sind für 24 Stunden mit MC in indizierten 

Konzentrationen (0,3-30 µM) behandelt worden. S-MC und IBP-C (Negativkontrollen) sowie DR 

(Positivkontrolle) sind ebenfalls getestet worden. Das Zellwachstum wurde in Prozent angegeben und 

bezieht sich jeweils auf die unbehandelte Zellprobe (100%). 
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Diskussion 

Das Enzym 5-Lipoxygenase initiiert die Bildung bioaktiver Leukotriene aus Arachidonsäure 

durch die Katalyse der ersten beiden Syntheseschritte [11, 266]. In der B-lymphozytären 

Zelllinie BL41-E95-A wird die 5-LO konstitutiv exprimiert, wobei die 5-LO-Proteinmenge 

deutlich höher ist als in anderen B-Lymphozyten [254]. In der vorliegenden Arbeit ist 

zunächst das ungewöhnliche Verhalten der BL41-E95-A-Zellen bezüglich der 5-LO-

Regulation unter bestimmten Zellkultur-Bedingungen untersucht worden. 

 

5-LO in BL41-E95-A-Zellen 

Bereits im Vorfeld ist beobachtet worden, dass nach dem Passagieren der BL41-E95-A-Zellen 

ein deutlicher Verlust in der Bildungskapazität für 5-LO-Metabolite in den Zellhomogenaten 

eintritt [250]. Dieser Effekt kann auf eine stark reduzierte 5-LO-Aktivität zurückgeführt 

werden, die mit dem Verlust des funktionellen 5-LO-Proteins einhergeht. Dabei wird das 

Auftreten eines 5-LO-Spaltfragmentes von 62 kDa Größe detektiert, das mit der Aktivierung 

der Caspase-8 und -6 korreliert [23]. Da das Passagieren von Zellen bereits innerhalb von 

24 Stunden zu einem deutlichen Verlust des funktionellen 5-LO-Proteins führt (Reduktion 

um 80%), wird offensichtlich durch den Zelltransfer ins frische Medium eine effiziente 5-LO-

Degradationsmaschinerie aktiviert.  

Beim Passagieren der BL41-E95-A-Zellen besteht eine Korrelation zwischen der 5-LO-

Prozessierung und der Aktivierung der Caspase-8 und -6. Nicht nur die Aktivität beider 

Caspasen steigt in B-Lymphozyten 24-48 Stunden nach Umsetzen ins frische Medium 

deutlich an, sondern auch die Menge an aktiven Caspase-Proteinen. Diese Resultate liefern 

die ersten Hinweise, dass Caspasen möglicherweise für den Abbau des 5-LO-Proteins 

verantwortlich sind.  

Ein weiterer interessanter Befund betrifft den Einfluss des Proteinsyntheseinhibitors 

Cycloheximid (CHX) auf den 5-LO-Abbau. In passagierten BL41-E95-A-Zellen kann der 

Einsatz von CHX sowohl die Reduktion der 5-LO-Aktivität als auch den 5-LO-Abbau zum 

62 kDa-Spaltfragment unterbinden. Da CHX ein Inhibitor der de novo-Proteinsynthese ist, 

scheint die Synthese von einem oder mehreren Proteinen am 5-LO-Abbau beteiligt zu sein. 

Obwohl das Passagieren von Zellen auch eine Reduktion der mRNA-Menge verursacht, kann 

diese nicht durch CHX-Einsatz wieder hergestellt werden. Somit ist nicht die erniedrigte 

Biosyntheserate für die Reduktion des 5-LO-Proteinlevels verantwortlich, sondern der Abbau 

des Proteins. Anderenfalls müsste durch das CHX die 5-LO-Menge in gleicher Weise 
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reduziert werden wie durch das Passagieren von BL41-E95-A-Zellen, was nicht beobachtet 

wird. Stattdessen scheint CHX in die Synthese des Proteins/der Proteine einzugreifen, die für 

den 5-LO-Abbau verantwortlich sind. Tatsächlich kann durch CHX die Prozessierung der 

Caspase-8 und -6 zu ihren aktiven Formen gehemmt werden, was die Beteiligung der  

de novo-Proteinsynthese an der Caspasen-Aktivierung und am 5-LO-Abbau vermuten lässt. 

Die genaue Identifizierung dieses(r) Proteins(e) und der detaillierte Mechanismus sind bis 

jetzt ungeklärt.  

Die 5-LO stellt ein instabiles Enzym dar, dessen Aktivität auf die Hälfte innerhalb von 30 min 

bei 0°C und innerhalb von 24 Stunden bei 2°C absinkt [266]. Die Inaktivierung der 5-LO 

während der AA-Umsetzung kann eventuell auf Interaktionen mit den 5-LO-Metaboliten  

5-HPETE und LTA4 geführt werden [267, 268]. In Pulse-chase-Experimenten konnte gezeigt 

werden, dass die Halbwertszeit (t1/2) des 5-LO-Proteins in differenzierten HL-60-Zellen circa 

26 Stunden beträgt [269]. In passagierten BL41-E95-A-Zellen kann allerdings die Reduktion 

des funktionellen 5-LO-Proteins durch die Inhibition der de novo-Proteinsynthese durch 

CHX-Behandlung innerhalb von 24 Stunden verhindert werden. Dies spricht dafür, dass die 

t1/2 der 5-LO in BL41-E95-A-Zellen im Vergleich zu HL-60-Zellen deutlich mehr als 

26 Stunden beträgt.  

Für den Abbau der 5-LO durch das Passagieren von BL41-E95-A-Zellen sind sowohl die 

Reduktion der Zelldichte als auch die Veränderung in der Mediumzusammensetzung 

notwendig. Dabei ist es denkbar, dass in den Zellen durch das Umsetzen eine bestimmte 

Maschinerie angeworfen wird, die zur Synthese eines Mediators/Proteins führt, der den 5-LO-

Abbau begünstigt. Dieser kann dann möglicherweise für die Aktivierung der Caspasen 

sorgen, die ihrerseits für die 5-LO-Spaltung verantwortlich gemacht werden. Die Synthese 

dieses Proteins lässt sich möglicherweise durch den Einsatz von CHX unterbinden, was dann 

wiederum in ausbleibender Caspasen-Aktivierung und fehlendem 5-LO-Abbau resultiert. 

Obwohl die Aktivierung der Caspasen in den meisten Fällen mit Apoptose-Induktion in 

Verbindung gebracht wird [171, 181, 187], sind Caspasen auch an einer Vielzahl nicht-

apoptotischer Vorgänge beteiligt [167, 172]. In BL41-E95-A-Zellen ist die Aktivierung der 

Caspase-8 und der Caspase-6 nach Umsetzen der Zellen nicht mit Apoptose assoziiert, 

sondern mit einer erhöhten Proliferation der Zellen. Die BL41-E95-A-Zellen sind 

ursprünglich durch die in vitro-Infektion der Burkitt´s Lymphoma Zelllinie BL41 mit der 

B95-8 Variante des Epstein-Barr Virus erhalten worden [251]. Dadurch erhielten die Zellen 

neben dem malignen Phänotyp die Apoptoseresistenz, die auf EBV-kodierten kleinen RNAs, 

inaktivem Caspase-3-Signalweg, erhöhter Bcl-2-Expression und erniedrigter Expression des 
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proapoptotischen Bim basiert [255-258]. Die Aktivierung der Caspase-6 ist aufgrund 

fehlender aktiver Caspase-3 nicht ganz geklärt, allerdings haben spätere Untersuchungen an 

BL41-E95-A-Zellen gezeigt, dass das typische Caspase-3-Substrat PARP in den Zellen unter 

bestimmten Bedingungen trotz des inaktiven Caspase-3-Signalweges gespalten werden kann 

(siehe Kapitel 0, Abbildung 32B).  

Interessanterweise proliferieren BL41-E95-A-Zellen 24-48 Stunden nach Umsetzen ins 

frische Medium nicht nur deutlich schneller als Zellen, die sich bereits seit 4-5 Tagen im 

konditionierten Wachstumsmedium befinden, sondern sind auch wesentlich größer. So haben 

Beobachtungen im konfokalen Mikroskop ergeben, dass frisch passagierte Zellen einen circa 

2-3-fach größeren Durchmesser besitzen (15-20 µm) als BL41-E95-A-Zellen nach vier-

tägigem Wachstum (6-10 µm). 

In den BL41-E95-A-Zellen wird eine Korrelation zwischen der Caspasen-Aktivierung und der 

verstärkten Zellproliferation beobachtet. Die Inhibitoren der Caspase-8 und der Caspase-6 

führen zu einer deutlichen Reduktion der durch das Umsetzen von Zellen induzierten 

Zellproliferation. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen an dichten 

tonsillären B-Zellen, in denen die Caspase-8 und -6, nicht aber die Caspase-3, durch 

proliferative Stimuli aktiviert werden, um den Zellen den Eintritt in den Zellzyklus zu 

ermöglichen [232]. Die wichtige Rolle der Caspase-6 an der Proliferation und dem Überleben 

von B-Zellen ist durch die Deletion des Caspase-6-Gens in einer Hühnerzelllinie gezeigt 

worden [270]. Zusätzlich konnte auch die positive Rolle der Caspasen während der 

Zellproliferation humaner T-Lymphozyten [271, 272] und anderer hematopoetischer Zellen 

[273, 274] demonstriert werden.  

Es sind mehr als 280 Targets für verschiedene Caspasen identifiziert worden [214], wobei die 

Effizienz der Substratspaltung sehr stark variiert. Innerhalb der Substrate erkennen Caspasen 

ein Konsensus-Tetrapeptid (P4 bis P1) mit einem Aspartat-Rest in Position P1. Das Aspartat 

ist essentiell für die Substraterkennung und die Hydrolyse der Peptidbindung auf dessen 

Carboxylseite [164]. Während die Aminosäure in Position P4 für die Substratspezifität 

verantwortlich ist, kommt den Positionen P2 und P3 im Tetrapeptid eine geringe Bedeutung 

zu [183]. Darüber hinaus existieren spezifische Unterschiede zwischen den Spezies in der 

Umsetzung einiger Caspasen-Substrate [182]. 

Untersuchungen an isolierter aufgereinigter 5-LO in vitro haben ergeben, dass die Caspase-6, 

nicht aber die Caspase-8, für den 5-LO-Abbau zu einem 58 kDa-Spaltfragment verantwortlich 

ist. Diese Spaltung fällt unter experimentellen Bedingungen nach Zusatz von DTT oder GSH 

zum Inkubationsansatz noch deutlicher aus. In Übereinstimmung mit diesem Befund ist 
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mehrfach demonstriert worden, dass in zellfreien Systemen die Aktivität der Caspasen ein 

reduzierendes Milieu erfordert [275-278]. Da alle Caspasen in ihren aktiven Zentren Cysteine 

enthalten, ist die Entstehung von Disulfidbrücken eine mögliche Erklärung für verminderte 

bzw. fehlende Aktivität der Caspasen in Abwesenheit reduzierender Agentien, wie zum 

Beispiel Glutathion [277].  

Die optimale Peptidsequenz für die Prozessierung der Substrate durch die Caspase-6 ist 

VEID, wie sie beispielsweise innerhalb der Struktur von Lamin A [279], einem typischen 

Substrat der Caspase-6, vorhanden ist. Andere verwandte Motive werden ebenfalls von der 

Caspase-6 erkannt, wie VEVD in Lamin B [280], VEMD in SATB1 [281], aber auch PEDD 

und EEED in der DNA-Topoisomerase I [282]. Basierend auf in vitro-Untersuchungen 

scheint die 5-LO das Tetrapeptid IQFD170 als Erkennungsmotiv für die Caspase-6 zu 

enthalten. Von allen getesteten mutierten 5-LO-Proteinen, in denen das für die Spaltung 

essentielle Aspartat durch Alanin ausgetauscht wurde, kann nur die mutierte 5-LO-D170A 

durch die Caspase-6 in vitro nicht abgebaut werden. Die Tatsache, dass in der 

voraussichtlichen sekundären Struktur der 5-LO das Motiv IQFD auf der Oberfläche des 

Enzyms zu liegen scheint, ist von enormer Bedeutung. Das 3D-Homologiemodell der  

5-LO [23] lässt eindeutig erkennen, dass der proteolytische Angriff der Caspase-6 am IQFD-

Tetrapeptid leicht erfolgen kann und die Spaltung der 5-LO zwischen Asp170 und Ser171 

sterisch nicht behindert wird. Diese Spaltung würde in der Trennung der katalytischen und der 

regulatorischen Domäne des Enzyms resultieren, was mit dem Verlust der enzymatischen 

Aktivität der 5-LO einherginge. Ein weiteres, kurz zuvor veröffentlichtes 5-LO-Modells, 

bestätigt diese Ergebnisse [30, 283]. 

Die offensichtliche Diskrepanz in der molekularen Masse der 5-LO-Spaltfragmente aus 

BL41-E95-A-Zellen (ca. 62 kDa) und nach der Spaltung der aufgereinigten 5-LO durch die 

Caspase-6 in vitro (ca. 58 kDa) führte zu weiteren Untersuchungen. So liegt die Vermutung 

nahe, dass das 5-LO-Spaltprodukt in B-Lymphozyten posttranslational modifiziert wird. Es ist 

denkbar, dass die neu entstandene Oberfläche bzw. die nach der Spaltung veränderte Faltung 

des 5-LO-Fragments den Angriff modifizierender Enzyme begünstigt. Das 5-LO-

Spaltprodukt könnte beispielsweise durch Ubiquitinierung, Glykosylierung, Phosphorylierung 

oder andere Modifikationen in seinem Gewicht bzw. seiner elektrophoretischen Mobilität 

verändert werden.  

Für die mögliche Ubiquitinierung des 5-LO-Spaltfragmentes spricht die Tatsache, dass viele 

Proteine oder Proteinfragmente, die von der Zelle nicht verwendet werden können und/oder 

eine fehlerhafte Faltung/Struktur besitzen, im Proteasom abgebaut werden. Die dem Abbau 
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vorausgehende Markierung des Proteins erfolgt durch Anhängen eines oder meist mehrerer 

Ubiquitin-Reste [284, 285].  

Um eine Polyubiquitinierung könnte es sich allerdings im Falle des 5-LO-Fragmentes 

aufgrund der PTM-Größe nicht handeln. Außerdem haben die vorgenommenen 

Untersuchungen mit dem zellpermeablen Proteasom-Inhibitor MG-132 nicht zu einer 

Anreicherung des 5-LO-Spaltfragmentes in der Zelle geführt (Daten nicht gezeigt). Es kommt 

also vermutlich nicht zu einem Abbau des 5-LO-Spaltproduktes im Proteasom der BL41-E95-

A-Zellen. 

Es ist mehrfach über ein enges Zusammenspiel zwischen Ubiquitinierung und Caspasen-

aktivierung bzw. apoptotischen Vorgängen berichtet worden [286-288]. Die kovalente 

Bindung eines Ubiquitin-Restes an ein Zielprotein kann aber auch an einer Vielzahl nicht-

degradativer Prozesse beteiligt sein [289, 290], wie beispielsweise an der Regulation des 

Proteintransports innerhalb der Zelle oder an Protein-Protein-Interaktionen [291, 292]. 

Im Falle des 5-LO-Spaltfragmentes würde eine Monoubiquitinierung zu einer Gewichts-

Änderung von ca. 8 kDa führen, was in einem SDS-Polyacrylamidgel eine etwas kleinere 

Größenverschiebung ergeben könnte. Die Untersuchung einer möglichen Ubiquitinierung des 

5-LO-Spaltfragmentes mit deubiquitinierenden Enzymen UCHL3 und Ipase-T haben nicht in 

einer Änderung des Molekulargewichts resultiert. Dies deutet auf die Modifikation der 5-LO 

durch ein von Ubiquitin verschiedenes Protein. 

Eine weitere Möglichkeit könnte in der posttranslationalen Modifizierung des intakten 5-LO-

Proteins bestehen, was eventuell als Signal für die Spaltung dienen könnte. Nach der 

Durchführung einer Immunopräzipitation mit einem geeigneten 5-LO-Antiserum konnten 

zwar ubiquitinierte Proteine im BL41-E95-A-Zellhomogenat detektiert werden, es handelt 

sich bei denen allerdings nicht um die 5-LO. 

Eine Vielzahl Ubiquitin-ähnlicher Proteine kommt als potentielle posttranslationale 

Modifizierer der 5-LO ebenfalls in Frage, wie zum Beispiel Proteine der SUMO-Familie, 

NEDD8 oder Rub1 [293-296]. Allerdings weicht die Größe dieser Proteine (ca. 11 kDa bei 

SUMO-1 bzw. ca. 15 kDa bei SUMO 2/3) und somit die vermutete Veränderung im 

Laufverhalten des 5-LO-Fragmentes im SDS-Polyacrylamidgel stark von den experimentellen 

Befunden ab. Darüber hinaus ist die strukturelle Ähnlichkeit dieser Proteine und des 

Ubiquitins sehr groß, so dass die eingesetzten Deubiquitinierungsenzyme diese Proteine 

ebenfalls erkennen und von der 5-LO abspalten müssten [297, 298]. 

Eine weitere Möglichkeit der posttranslationalen Modifikation der 5-LO bzw. des 5-LO-

Spaltfragmentes könnte die Glykosylierung darstellen. Auch wenn die Konjugation mit einem 



 Diskussion  

 88 

oder mehreren Zuckerresten vermutlich eine wesentlich kleinere Gewichtsänderung des 

Proteins als ca. 4 kDa verursachen würde, lässt sich die Änderung des Migrationsverhaltens 

im Gel nicht immer exakt voraussagen. Die Behandlung des 5-LO-Spaltfragmentes aus BL41-

E95-A-Zellen mit der N-Glykosidase PNGase F hat allerdings nicht zur Größenanpassung 

dieses Spaltproduktes an die Größe des 5-LO-Fragments aus der Prozessierung in vitro 

geführt. Bei der gesuchten PTM scheint es sich also auch nicht um die Glykosylierung zu 

handeln. 

Über die Phosphorylierung der 5-LO in PMNL oder MM6-Zellen [59], in B-Lymphozyten 

[60] und in in vitro-Studien [61, 62] ist mehrfach berichtet worden. Dabei wird in den meisten 

Fällen eine Korrelation zwischen der 5-LO-Phosphorylierung und einer verstärkten 

Translokation und LT-Produktbildung beobachtet. Die Phosphorylierung der 5-LO durch die 

PKA am Ser523 führt allerdings zur Inhibition der Leukotrienbildung durch die 5-LO [63]. In 

passagierten BL41-E95-A-Zellen ist ebenfalls eine deutliche Reduktion der 5-LO-Aktivität 

beobachtet worden, allerdings wird diese auf den Verlust des funktionellen 5-LO-Proteins 

zurückgeführt. Trotzdem besteht die Möglichkeit, dass die intakte 5-LO oder das 5-LO-

Abbauprodukt einer Phosphorylierung unterworfen werden.  

Auch wenn das 5-LO-Spaltfragment durch die Phosphorylierung keine reine Gewichts-

zunahme von ca. 4 kDa erfahren würde (ein Phosphatrest wiegt ca 80 Da), ist trotzdem 

überprüft worden, ob die Behandlung mit zwei verschiedenen Phosphatasen (LAR und PP1) 

zu einer Größenänderung des Proteins führt. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich 

bei der potentiellen PTM auch nicht um die Phosphorylierung handelt. 

Untersuchungen der subzellulären Lokalisation der 5-LO in unterschiedlichen Zelllinien 

haben ergeben, dass die 5-LO je nach Zelltyp und/oder Aktivierungszustand des Enzyms sich 

im Zytosol, an der äußeren oder inneren Kernmembran oder im Nukleus befinden kann 

[57, 71, 85]. In humanen tonsillären B-Lymphozyten und peripheren B-Lymphozyten der 

Patienten mit chronischer lymphatischer Leukämie vom B-Zell Typ (B-CLL Zellen) konnte 

die Lokalisation der 5-LO im Zellnukleus gezeigt werden [299]. In BL41-E95-A-Zellen 

wurde die 5-LO mittels Immunfärbung vorwiegend in Bereich der Kernmembran 

gefunden [299]. Laut Ergebnissen dieser Arbeit scheint sich die 5-LO in unpassagierten 

BL41-E95-A-Zellen (5 Tage nach Umsetzen) zwischen dem Zytosol und der Plasmamembran 

zu verteilen. In passagierten Zellen (24-48 Stunden nach Umsetzen) findet man die intakte  

5-LO ebenfalls in löslicher Form im Zytosol sowie gebunden an die Plasmamembran, das  

5-LO-Spaltfragment befindet sich dagegen in der partikulären nukleären Fraktion (Abbildung 

19A). Da die Caspase-8 und die Caspase-6 in BL41-E95-A-Zellen jeweils in der 
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zytosolischen Fraktion gefunden wurden, erfolgt vermutlich auch die 5-LO-Spaltung, für die 

die Caspase-6 verantwortlich gemacht wird, im Zytosol. Demnach liegt die Vermutung nahe, 

dass die gespaltene 5-LO, die an der nukleären Membran akkumuliert, an die äußere 

Kernmembran gebunden vorliegt. Unklar ist allerdings, ob die intakte 5-LO zunächst an die 

nukleäre Membran bindet und anschließend die Spaltung zum 62 kDa-Degradationsfragment 

erfährt, oder ob die gespaltene, verkürzte 5-LO direkt an die Kernmembran bindet.  

Interessanterweise ist bisher die N-terminale C2-ähnliche Domäne für die 5-LO-Bindung an 

membranäre Strukturen verantwortlich gemacht worden [31, 43, 44]. Basierend auf den hier 

gezeigten Ergebnissen aus in vitro-Studien an isolierter, aufgereinigter 5-LO erfolgt die 

Spaltung des Enzyms durch die Caspase-6 auf der Carboxylseite vom Asp170, was zur 

vollständigen Trennung der C2-ähnlichen Domäne vom Enzym führt. Überträgt man diese 

Resultate auf die 5-LO-Spaltung in BL41-E95-A-Zellen, kann die Bindung der gespaltenen  

5-LO an die Kernmembran nicht den bisher vermuteten Trp13, Trp75 und Trp102 

zugeschrieben werden [31, 33].  

Ein weiteres denkbares Szenario besteht in der posttranslationalen Modifikation der intakten 

oder gespaltenen 5-LO durch ein Lipid bzw. eine lipophile Struktur. Diese könnte dann als 

eine Art Lipidanker fungieren und das 5-LO-Spaltprodukt an die nukleäre Membran 

binden [300]. Solche Reste wie Glykosylphosphatidylinositol (GPI), Farnesyl oder Stearyl 

könnten eventuell in Frage kommen, allerdings würden sie vom Molekulargewicht allein 

vermutlich nicht ausreichen, um eine Massenverschiebung von ca. 4 kDa auszulösen.  

Das 5-LO-Spaltfragment aus B-Lymphozyten besitzt laut Westen blot-Untersuchungen ein 

Molekulargewicht von circa 62 kDa. Wird allerdings die intakte 5-LO aus den S-100 der 

BL41-E95-A-Zellen, die nach fünftägigem Wachstum im Kulturmedium und anschließender 

Homogenisierung und Ultrazentrifugation nur das intakte 5-LO-Protein enthalten, in in vitro-

Experimenten einer Spaltung durch die Caspase-6 unterworfen, so lässt sich ein 5-LO-

Abbauprodukt von circa 58 kDa-Größe detektieren (Abbildung 24). Die isolierte, 

aufgereinigte, rekombinant hergestellte 5-LO wird durch die Caspase-6 in vitro ebenfalls zu 

einem Abbaufragment von 58 kDa prozessiert. Basierend auf dieser Übereinstimmung, lässt 

sich festhalten, dass die intakte 5-LO in BL41-E95-A-Zellen die gleiche Größe/Masse besitzt 

wie das rekombinante 5-LO-Protein aus E. coli und nur die 5-LO-Abbaufragmente sich in der 

Größe unterscheiden. Demnach ist es denkbar, dass in B-Lymphozyten zunächst die Spaltung 

der 5-LO erfolgt, gefolgt von der nachträglichen Modifikation des entstandenen 

Spaltfragmentes.  
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Durch Isolierung des 5-LO-Spaltproduktes aus BL41-E95-A-Zellen und anschließende 

Untersuchung mittels MALDI-MS könnte möglicherweise die Frage der 5-LO-Modifikation 

geklärt werden. Die praktische Vorgehensweise wird allerdings dabei durch die geringe 

Menge des exprimierten 5-LO-Proteins in BL41-E95-A-Zellen deutlich erschwert. 

 

5-LO in einigen weiteren Zelllinien 

Es stellte sich natürlicherweise die Frage nach dem 5-LO-Abbau in anderen Zelllinien, die 

nicht den B-Lymphozyten angehören. So wurde die 5-LO in HeLa-Zellen überexprimiert und 

die mögliche Spaltung des Proteins untersucht. Die Aktivierung der Caspasen erreicht man in 

Apoptose-sensitiven HeLa-Zellen durch Stimulation der Zellen mit typischen Apoptose-

Induktoren wie TNFα, CHX oder Daunorubicin in indizierten Konzentrationen. Es ist 

bemerkenswert, dass weder die Aktivierung der Caspasen durch verschiedene 

Apoptosestimuli, noch die Überexpression zusätzlicher Caspase-6 zu einem Abbau des 

exprimierten 5-LO-Proteins führt. In Kontrollexperimenten kann allerdings unter analogen 

Bedingungen die Spaltung von PARP detektiert werden, die als typisches Substrat für aktive 

Caspasen (vorwiegend für Caspase-3) gilt und auf apoptotische Vorgänge in der Zelle 

schließen lässt. Die konzentrationsabhängige Spaltung der in HeLa-Zellen endogen 

vorhandenen zytosolischen Phospholipase A2, die vor einiger Zeit auch als Target für 

verschieden Caspasen identifiziert wurde [263, 264], kann ebenfalls nach Behandlung der 

Zellen mit TNFα oder CHX detektiert werden. 

Untersuchungen der subzellulären Verteilung der 5-LO und der Caspase-6 in HeLa-Zellen 

haben gezeigt, dass die ausbleibende Prozessierung der 5-LO nicht auf der räumlichen 

Trennung der beiden Proteine basiert. Sowohl die überexprimierte 5-LO als auch die 

endogene Caspase-6 und -8 können sowohl in der zytosolischen als auch in der nukleären 

Zellfraktion detektiert werden. Die für die potentielle Spaltung der 5-LO durch die Caspase-6 

notwendige Anwesenheit beider Proteine in demselben Zellkompartiment ist also 

gewährleistet. Trotzdem wird die Spaltung der 5-LO in HeLa-Zellen unter keinen 

Bedingungen beobachtet. 

In humanen Monozyten (MM6-Zellen), die zuvor mit TGFβ und Calcitriol über vier Tage 

differenziert wurden, in basophilen Leukämiezellen der Ratte (RBL-1) und in isolierten 

primären Granulozyten (PMNL) kann der 5-LO-Abbau weder durch das Passagieren von 

Zellen, noch durch die Behandlung mit apoptotischen Stimuli induziert werden.  

Untersuchungen der 5-LO-Spaltung durch die rekombinante Caspase-6 in vitro haben 

ergeben, dass die in E. coli exprimierte und aufgereinigte 5-LO und die 5-LO aus S-100 der 
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BL41-E95-A-Zellen durch die Caspase-6 zu einem Degradationsprodukt von 58 kDa 

prozessiert werden. Dagegen bleibt sowohl die in den HeLa-Zellen überexprimierte 5-LO, als 

auch die 5-LO aus differenzierten MM6-Zellen nach Inkubation von entsprechenden 

100.000 g-Überständen mit rekombinanter Caspase-6 völlig intakt.  

Einerseits scheinen die BL41-E95-A-Zellen über einen einzigartigen Mechanismus der 

Caspasen-Aktivierung und der Regulation des 5-LO-Abbaus zu verfügen. Andererseits 

exprimieren die anderen untersuchten eukaryontischen Zellen möglicherweise einen Faktor, 

der einen protektiven Effekt auf die 5-LO ausübt. Dies kann beispielsweise durch Bindung an 

das 5-LO-Enzym und Verdecken der potentiellen Erkennungs- und Spaltstelle für die 

Caspase-6 erreicht werden. Auf diese Weise könnte die 5-LO trotz Anwesenheit aktiver 

Caspasen vor dem proteolytischen Angriff der Caspase-6 geschützt werden. 

Hinweise auf einen solchen Mechanismus sollten weitere in vitro-Untersuchungen liefern. 

Dabei wurde die aus E. coli isolierte, aufgereinigten 5-LO mit rekombinanter Caspase-6 

inkubiert. Den Ansätzen sind S-100-Aliquots aus BL41-E95-A- (nach einem und fünf Tagen 

Wachstum in frischem Medium), HeLa- (5-LO-negative und -positive) oder MM6-Zellen  

(5-LO-negative und -positive) in steigenden Konzentrationen (entsprechend 2,5-30 × 106 

Zellen) zugegeben worden, um den Einfluss der S-100 auf die 5-LO-Spaltung durch die 

Caspase-6 in vitro zu untersuchen.  

Diesen Experimenten zufolge, haben die S-100 aus BL41-E95-A-Zellen (nach einem oder 

fünf Tagen Wachstum in frischem Medium) keinen hemmenden Effekt auf den 5-LO-Abbau 

durch die Caspase-6 in vitro, und zwar unabhängig von der Konzentration der Zellüberstände. 

Die S-100 aus 5-LO-negativen HeLa- oder MM6-Zellen verhindern die 5-LO-Spaltung 

ebenfalls nicht oder erst in höheren Konzentrationen (entsprechend 20-30 × 106 MM6-

Zellen). Dagegen bleibt die 5-LO-Spaltung nach Zugabe von S-100 aus 5-LO-positiven 

HeLa-Zellen gänzlich aus. Die S-100 aus 5-LO-positiven MM6-Zellen haben nur in geringen 

Konzentrationen (entsprechend 2,5-5 × 106 Zellen) keinen 5-LO-protektiven Effekt, bei 

Zusatz der S-100 entsprechend 10-30 × 106 MM6-Zellen kann die 5-LO nicht mehr durch die 

Caspase-6 in vitro prozessiert werden.  

Die Kontrollexperimente haben gezeigt, dass die Aktivität der Caspase-6 in allen Proben 

detektierbar war und mit steigenden S-100-Mengen ebenfalls konzentrationsabhängig 

zunahm. Daher kann bei diesen Experimenten nicht die fehlende Aktivität der Caspase-6 für 

das Ausbleiben der 5-LO-Prozessierung verantwortlich sein. Tatsächlich liefern diese 

Ergebnisse Hinweise darauf, dass HeLa- und MM6-Zellen zusätzlich zur 5-LO einen Faktor 

zu exprimieren scheinen, der die 5-LO direkt oder indirekt vor dem proteolytischen Abbau 



 Diskussion  

 92 

durch die Caspase-6 in vitro schützt. Interessanterweise scheint dieser Faktor 

temperaturempfindlich zu sein, da er sein 5-LO-protektives Potential durch das Einfrieren bei 

-20°C und das anschließende Auftauen verliert.  

Bisher wird nur einigen wenigen Proteinen die 5-LO-Bindung zugesprochen. So ist 

beispielsweise über die Bindung der 5-LO an das GST-Grb2-Fusionsprotein berichtet 

worden [91]. TRAP-1, Dicer und CLP sind als mögliche 5-LO-Interaktionspartner im Yeast 

Two-Hybrid Verfahren identifiziert worden [88].  

Eine direkte Bindung von Coactosin-like Protein (CLP) [301, 302] an die 5-LO ist vor einiger 

Zeit nachgewiesen worden [89]. In Abwesenheit von Membranen bzw. PC vermag CLP die 

5-LO-Aktivität zu erhöhen [303]. Dabei scheint die Bindung des CLP innerhalb der 

regulatorischen β-Barrel-Domäne der 5-LO über die Tryptophane Trp13, Trp75 und Trp102 

zu erfolgen [303]. Aufgrund der räumlichen Nähe zwischen der vermutlichen CLP-

Bindungsstelle innerhalb des 5-LO-Proteins und der Erkennungssequenz für die Caspase-6, 

könnte die Bindung des CLP an die 5-LO die potentielle Erkennungs- und Spaltstelle für die 

Caspase-6 verdecken und auf diese Weise die 5-LO dem Abbau entziehen. Es bedarf weiterer 

Untersuchungen um festzustellen, ob CLP verstärkt in HeLa- und MM6-, nicht aber in BL41-

E95-A-Zellen, exprimiert wird, und möglicherweise in diesen Zelllinien den 5-LO-Abbau 

durch die Caspase-6 verhindert. Die ersten Erkenntnisse über die protektive Rolle des CLP 

beim 5-LO-Abbau durch die Caspase-6 könnten in in vitro-Untersuchungen durch die 

Inkubation isolierter aufgereinigter 5-LO mit rekombinanter Caspase-6 unter dem Zusatz von 

isoliertem CLP gewonnen werden. 

Die Bindung der 5-LO an (Phospho)Lipide sowie lipophile membranäre Strukturen ist 

ebenfalls erforscht worden [35, 41, 42, 47, 64]. Es wäre also möglich, dass der 5-LO-

protektive Faktor ein Lipid ist, das an die 5-LO bindet und auf diese Weise den Zugang der 

Caspase-6 zu dem Konsensus-Tetrapeptid innerhalb der 5-LO blockiert. Die Bindung der  

5-LO an Phospholipid-Membranen wird durch die Aminosäuren Trp13, Trp75 und Trp102 

vermittelt [31]. Das mutierte 5-LO-3W-Protein, in dem alle drei Tryptophan-Reste durch 

Alanin ersetz wurden, besitzt diese Fähigkeit dagegen nicht. Sollte ein Lipidfaktor den 

protektiven Effekt auf die 5-LO in HeLa-Zellen ausüben, so dürfte seine Wirkung bei der 

Expression des mutierten 5-LO-3W-Proteins ausbleiben.  

Zur Überprüfung dieser Hypothese ist die 5-LO-3W in HeLa-Zellen überexprimiert worden. 

Die Behandlung der Zellen mit den Apoptosestimuli TNFα, CHX und DR führt zwar zu 

Aktivierung der Caspasen, nicht aber zur Degradation des mutierten 5-LO-3W-Proteins. Auch 

die zusätzliche Expression der Caspase-6 resultiert in HeLa-Zellen nicht in einem 5-LO-3W-
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Spaltfragment. In in vitro-Untersuchungen wird das mutierte 5-LO-3W-Protein analog zur 

Wildtyp-5-LO vor dem Abbau durch die Caspase-6 geschützt. Darüber hinaus können die  

S-100-Aliquots aus 5-LO-3W-positiven HeLa-Zellen die Spaltung isolierter aufgereinigter  

5-LO durch die Caspase-6 in vitro hemmen. Das mutierte 5-LO-3W-Protein verhält sich 

somit in allen Experimenten analog zur Wildtyp-5-LO, was nicht für die Beteiligung der drei 

mutierten Tryptophan-Reste (Trp13, Trp75 und Trp102) an der 5-LO-Protektion spricht.  

In einigen eukaryontischen Zelllinien (HeLa-, MM6-Zellen) scheint die Expression des 5-LO-

Proteins mit der eines möglichen (neuen?) 5-LO-Interaktionspartners zu korrelieren. Bisher 

sind erst einige Versuche zur Identifizierung und Charakterisierung dieses Faktors, der die  

5-LO offensichtlich vor dem Abbau durch die Caspase-6 schützt, (zumindest in in vitro-

Untersuchungen), vorgenommen worden. Weitere Erkenntnisse auf diesem Gebiet können 

zum Verständnis der 5-LO-Regulation und -Funktion maßgeblich beitragen. 

 

Hyperforin-Effekt in BL41-E95-A-Zellen 

Versuche zur Aufklärung des Regulatonsmechanismus der Caspasen-Aktivierung mit 

anschließender Prozessierung des 5-LO-Proteins in BL41-E95-A-Zellen, haben zu 

Untersuchungen verschiedener Substanzen bezüglich ihrer Beeinflussung der 5-LO-

Degradation geführt. Überraschenderweise sorgt Hyperforin konzentrationsabhängig für eine 

Hemmung des 5-LO-Abbaus in B-Lymphozyten. Die Spaltung der 5-LO kann bereits durch 

die Zugabe von 3 µM Hyperforin supprimiert werden.  

Hyperforin ist als dulaler Inhibitor der 5-LO und der COX-1 beschrieben worden [135, 145], 

wobei seine inhibitorische Potenz auf die direkte Bindung an die 5-LO innerhalb der β-Barrel-

Domäne des Enzyms zurückgeführt werden kann [146]. Die Bindung des Hyperforins an die 

5-LO könnte die potentielle Erkennungsstelle für die Caspase-6 innerhalb des 5-LO-Proteins 

verdecken bzw. sterisch abschirmen und auf diese Weise die 5-LO-Spaltung verhindern. 

Untersuchungen an rekombinanter 5-LO unter Hyperforin-Zusatz in vitro haben allerdings 

keine Hemmung der 5-LO-Prozessierung durch die Caspase-6 gezeigt. Der Hyperforin-Effekt 

kann ebenfalls nicht auf die Beeinflussung der subzellulären Verteilung intakter und 

gespaltener 5-LO zurückgeführt werden. Vielmehr wird eine signifikante Reduktion der 

Aktivität der Caspase-6 und -8 unter Hyperforin-Einfluss beobachtet. Diese 

Aktivitätshemmung basiert nicht auf direkter Inhibition der katalytischen Caspasenaktivität 

durch das Hyperforin, sondern resultiert aus der reduzierten Prozessierung der beiden 

Caspasen zu ihren aktiven Formen.  
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In BL41-E95-A-Zellen führt Hyperforin demnach zu einer Hemmung der Aktivierung der 

Caspase-6 und -8, die letztendlich in einer supprimierten 5-LO-Degradation resultiert.  

Interessanterweise führt Hyperforin in BL41-E95-A-Zellen konzentrationsabhängig nicht nur 

zu einer Hemmung der Zellproliferation, sondern, in höheren Konzentrationen, auch zu einer 

Reduktion der Zellzahlen. Der Nachweis der PARP-Spaltung, die Anreicherung von 

Oligonukleosomen aus dem DNA-Abbau sowie das Auftreten einer typischen apoptotoischen 

DNA-Leiter in Hyperforin-behandelten Zellen, liefern genug Hinweise auf die proapoptosche 

Wirkung des Hyperforins in BL41-E95-A-Zellen.  

In Übereinstimmung mit bereits bekannten Ergebnissen, laut denen Hyperforin in einigen 

Krebszelllinien Apoptose durch Aktivierung der Caspasen-Kaskade auslösen kann [148-150], 

führt Hyperforin in HL-60- und MM6-Zellen ebenfalls zu einem apoptotischen Zelltod. Als 

eindeutige Nachweise dienen hierbei die Reduktion der Proliferation und der Lebensfähigkeit 

der Zellen, die Aktivierung der Caspase-6 und -8 sowie die Spaltung von PARP. Zusätzlich 

kann in HL-60-Zellen der DNA-Abbau zu oligonukleosomalen Fragmenten in Form einer 

apoptotoischen Leiter beobachtet werden.  

Wie bereits diskutiert, führt das Passagieren von BL41-E95-A-Zellen zu einer Induktion der 

Caspasen-Prozessierung, die zum 5-LO-Abbau führt und mit einer verstärkten Proliferation 

der B-Lymphozyten assoziiert ist. Hyperforin scheint zu einer Hemmung dieser Caspasen-

Aktivierung zu führen, mit anschließender Suppression des 5-LO-Abbaus. Trotz des 

hemmenden Hyperforin-Effektes auf die Caspasen-Aktivierung kann in BL41-E95-A-Zellen 

der Zellniedergang durch apoptotische Vorgänge eindeutig charakterisiert werden.  

Die Apoptose-Induktion durch Hyperforin in scheinbar Apoptose-resistenten BL41-E95-A-

Zellen verläuft offenbar über einen unbekannten, einzigartigen Mechanismus. Die pro-

apoptotischen Eigenschaften des Hyperforins, kombiniert mit der antiangiogenetischen 

Aktivität in B-Zellen über die Hemmung der Sekretion der Matrix-Metalloprotease-9 [249], 

lassen Hyperforin als ein potentes Therapeutikum für Chemotherapie-resistente EBV-

transformierte B-Lymphozyten vermuten.  

 

Eine interessante Beobachtung betrifft Untersuchungen mit vier potentiellen 5-LO-

Inhibitoren, die im AK von Prof. G. Schneider in einem virtuellen Screening-Verfahren 

entdeckt wurden und Pirinixinsäurte-Derivate darstellen. Die Verbindungen besitzen eine 

strukturelle Ähnlichkeit mit Hyperforin und stellen chemisch gesehen zwei Säure-

Verbindungen (LP-105 und LP-121) und zwei dazu gehörende Ester-Derivate (LP-131 und 

LP-119) dar. 
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Untersuchungen an BL41-E95-A-Zellen haben ergeben, das die beiden Ester-Verbindungen 

LP-131 und LP-119 in Analogie zu Hyperforin die 5-LO-Spaltung verhindern, wobei für  

LP-131 zusätzlich eine deutliche Reduktion der Caspase-8-Prozessierung beobachtet wird. Im 

Gegensatz dazu haben die Säure-Verbindungen LP-105 und LP-121 keinerlei Effekt auf den 

5-LO-Abbau bzw. auf die Caspasen-Aktivierung. Alle Verbindungen sind in intakten  

B-Lymphozyten durch Zugabe zum Wachstumsmedium getestet worden, so dass zunächst die 

Vermutung nahe lag, dass die Säure-Derivate gar nicht erst in die Zellen gelangen konnten 

und ihre fehlende Wirkung darauf beruht. Durch einige weitere Experimente, in denen die 

hemmende Wirkung der LP-Substanzen auf die 5-LO-Aktivität evaluiert werden sollte, ließ 

sich diese Vermutung allerdings entkräften. In intakten Zellen können eindeutige Effekte der 

Säure-Derivate auf die Aktivität des 5-LO-Enzyms gezeigt werden. 

Neben der strukturellen Ähnlichkeit zu Hyperforin, können die Verbindungen LP-131 und 

LP-119 auch als Lipidanaloga aufgefasst werden. Möglicherweise intervenieren Hyperforin 

und seine Analoga in die Caspasen-Kaskade bei der Apoptoseauslösung in den Krebszellen 

über eine Fettsäure-mimetische Wirkung [304, 305]. Die BL41-E95-A-Zellen könnten 

möglicherweise auch hierbei über einen einzigartigen Mechanismus verfügen. 

 

Myrtucommulon-Effekt in BL41-E95-A-Zellen 

Das nicht prenylierte Acylphloroglycinol Myrtucommulon [152] ist in Analogie zu 

Hyperforin als ein dualer Inhibitor der 5-LO und der COX-1 charakterisiert worden [151]. Für 

MC sind demnach ebenfalls Hyperforin-ähnlich Eigenschaften bezüglich der 5-LO-Spaltung 

in BL41-E95-A-Zellen vermutet worden.  

Eine konzentrationsabhängige Hemmung des 5-LO-Abbaus durch MC kann tatsächlich in  

B-Lymphozyten beobachtet werden. Diese Hemmung basiert weder auf der sterischen 

Abschirmung der putativen Erkennungsstelle für die Caspase-6 innerhalb des 5-LO-Proteins, 

noch auf der Beeinflussung der subzellulären Lokalisation der 5-LO. Stattdessen wird eine 

mit Hyperforin vergleichbare konzentrationsabhängige Hemmung der Caspase-8-

Prozessierung durch MC, nicht aber durch S-MC und IBP-C in BL41-E95-A-Zellen 

beobachtet. Die Inhibition der Caspase-8-Aktivierung durch MC steht in direkter Korrelation 

mit einer Reduktion der Zellproliferation bzw. mit dem Auftreten oligosomaler DNA-

Fragmente, was auf den apoptotischen Tod der BL41-E95-A-Zellen schließen lässt.  

Offensichtlich inhibieren Hyperforin und Myrtucommulon in gleicher Weise die durch das 

Passagieren von BL41-E95-A-Zellen ausgelöste Caspasen-Aktivierung, die in der Hemmung 

des 5-LO-Abbaus resultiert. Zusätzlich scheinen Hyperforin und Myrtucommulon auch über 
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den gleichen einzigartigern Mechanismus den apoptotischen Tod der B-Lymphozyten 

auszulösen, der trotz Hemmung der Caspasen-Aktivierung in den BL41-E95-A-Zellen 

vollzogen wird. 

 

Myrtucommulon-Effekt in verschiedenen Krebszelllinien 

Neben seinen Effekten in BL41-E95-A-Zellen konnte Myrtucommulon als potenter 

Apoptose-Induktur in diversen Krebszelllinien identifiziert werden. In allen neun getesteten 

malignen Zelllinien konnte mittels MTT-Test [259] apoptotischer Zelltod nach fünftägiger 

Behandlung mit MC detektiert werden. Von besonderer Bedeutung ist der fehlende 

zytotoxische Effekt des Myrtucommulons in „normalen“, nicht entarteten Zellen, wie 

humanen Vorhautfibroblasten (HFF) und primären mononukleären Blutzellen (HPBMC). Die 

proapoptotische Potenz des Myrtucommulons ist zusätzlich mittels Trypanblau-Färbung und 

Untersuchung der Zellproliferation und -vitalität im Lichtmikroskop an den leukämischen 

HL-60- und MM6-Zellen bestätigt worden. In HL-60-Zellen führt MC konzentrations-

abhängig zur Apoptose 24 Stunden nach Inkubationsbeginn. Im Gegensatz zum apoptotischen 

Zelltod, wird bei nekrotischen Zellen eine deutlich früher eintretende Membranpermeabilität 

für Trypanblau nach Einwirkung zytotoxischer Agentien beobachtet [306].  

Spaltung von PARP und Aktivierung der Caspase-3, -8 und -9, die als typische 

Charakteristika für apoptotische Zellen dienen, wurden durch Behandlung der HL-60- und 

MM6-Zellen mit MC ebenfalls beobachtet. Zusätzlich kann in HL-60-Zellen die Bildung von 

Mono- und Oligonukleosomen in Form einen apoptotischen DNA-Leiter sowie durch den 

signifikanten Anstieg des apoptotischen Anreicherungsfaktors mittels Cell Death Detection 

ELISA detektiert werden [265]. Diese Ergebnisse liefern eindeutige Hinweise auf die 

proapoptotische Wirkung des Myrtucommulons in Tumorzellen.  

In allen durchgeführten Untersuchungen zeigen weder S-MC noch IBP-C einen mit 

Myrtucommulon vergleichbaren apoptotischen Effekt. Die MC-induzierten apoptotischen 

Signale basieren daher offenbar nicht auf einer unspezifischen Wirkung des 

Acylphloroglycinol-Gerüstes, sondern benötigen eine definierte chemische Struktur. 

Die ersten Experimente zur Aufklärung des apoptotischen MC-Mechanismus bzw. des 

Signaltransduktionsweges, lassen die Beteiligung des intrinsischen, Cytochrom c-abhängigen 

Signalweges vermuten. Einerseits aktiviert MC die Caspase-9, die typischerweise eine 

zentrale Rolle innerhalb der intrinsischen Signaltransduktionskaskade spielt und für die 

Aktivierung der nachgeschalteten effektorischen Caspase-3, -6 und -7 verantwortlich ist 

[185, 191]. Andererseits wird durch MC-Einwirkung der apoptotischer Zelltod in Fas-
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positiven Jurkat-Zellen und in Jurkat DD3-Zellen, die eine Mutation des Fas in der 

Todesdomäne aufweisen, gleichermaßen ausgelöst. Bei beiden T-Zelllinien wird kein 

Unterschied in der MC-induzierten Caspasen-Aktivierung und PARP-Spaltung detektiert.  

Die eindeutige MC-induzierte Prozessierung der Caspase-8, die normalerweise durch die 

Ligandenbindung an die Todesrezeptoren Fas oder TNFR ausgelöst wird [187, 189], kann 

auch über den intrinsischen Mitochondrien-abhängigen Signalweg erfolgen [193]. Die 

aktivierte Caspase-8 kann anschließend für die Spaltung von Bid zu t-Bid führen, welches 

dann die Freisetzung von Cytochtom c aus den Mitochondrien stimulieren kann [187, 198].  

Zum ersten mal ist für die natürlich vorkommende Verbindung Myrtucommulon eine potente 

Apoptose-induzierende Wirkung mit einer bemerkenswerten Selektivität für Krebszelllinien 

und einer minimalen zytotoxischen Wirkung gegenüber normalen nicht-transformierten 

Zellen gezeigt worden. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind nur wenige Erkenntnisse über die pharmakologischen 

Wirkungen der Myrthe-Zubereitungen allgemein und der Myrthe-spezifischen Inhaltsstoffe 

gewonnen worden. Es bedarf einer Vielzahl weiterer Untersuchungen zu intrazellulären 

Effekten, pharmakokinetischem Verhalten, Funktionalität in Tiermodellen, um 

Myrtucommulon als ein geeignetes potentielles Therapeutikum zu bestätigen.  

 



 Zusammenfassung  

 98 

Zusammenfassung 

In der Biosynthese der Leukotriene (LT) aus Arachidonsäure (AA) kommt der  

5-Lipoxygenase (5-LO) eine Schlüsselrolle zu. Leukotriene sind bioaktivie Lipidmediatoren, 

die an einer Vielzahl entzündlicher Erkrankungen wie Asthma, Psoriasis, allergische Rhinitis, 

Arthritis und Arthrose beteiligt sind. Zusätzlich konnten 5-LO-Metabolite bei der Entstehung 

von Atherosklerose, Osteoporose und einigen Krebsarten nachgewiesen werden.  

Die 5-LO wird bevorzugt in Zellen myeloiden Ursprungs wie Granulozyten, Monozyten oder 

B-Lymphozyten exprimiert. Die Regulation der zellulären 5-LO-Aktivität ist sehr komplex 

und wird durch Ca2+, ATP, Phosphatidylcholin (PC) und den zellulären Redoxstatus 

beeinflusst. Die subzelluläre Lokalisation der 5-LO sowie die Proteininteraktionen spielen 

ebenso eine wichtige Rolle für die Enzymaktivierung und -aktivität. 

In der Epstein-Barr Virus-transformierten B-lymphozytären Zelllinie BL41-E95-A wird die  
5-LO konstitutiv exprimiert. An der Regulation der zellulären 5-LO-Aktivität in den  
B-Lymphozyten sind Caspasen, Aspartat-spezifische Cysteinproteasen, beteiligt. 
Durch das Passagieren der BL41-E95-A-Zellen in frisches Kulturmedium kommt es zu einem 

deutlichen Verlust der 5-LO-Aktivität, der mit dem Auftreten eines 62 kDa-Spaltfragmentes 

der 5-LO korreliert. Die Herabregulation der 5-LO erfolgt in B-Lymphozyten durch die 

Reduktion der Zelldichte mit gleichzeitiger Veränderung der Medium-Zusammensetzung. 

Zusätzlich wird eine signifikante Aktivitätserhöhung der Initiatorcaspase-8 und der ihr 

nachgeschalteten effektorischen Caspase-6 nachgewiesen, die in direkter Korrelation zum  

5-LO-Abbau in BL41-E95-A-Zellen steht. Dabei ist die Aktivierung der Caspasen nicht mit 

der Apoptose der B-Lymphozyten assoziiert, sondern geht mit einer erhöhten Proliferation der 

Zellen einher. 

Durch den Einsatz des Proteinsyntheseinhibitors Cycloheximid (CHX) lässt sich sowohl die 

5-LO-Spaltung als auch die Caspasen-Aktivierung unterbinden, was für eine Beteiligung von 

de novo-Proteinsynthese am 5-LO-Abbau in BL41-E95-A-Zellen spricht. Offensichtlich lässt 

sich durch CHX die Synthese eines oder mehrerer Proteine hemmen, die für die Aktivierung 

der Caspasen sorgen, welche dann ihrerseits die 5-LO-Spaltung auslösen. 

Untersuchungen an rekombinanter aufgereinigter 5-LO haben gezeigt, dass die Caspase-6, 

nicht jedoch die Caspase-8, die 5-LO zu einem 58 kDa-Fragment in vitro spaltet. Diese 

Spaltung erfolgt laut Ergebnissen aus in vitro-Studien an mutierten 5-LO-Proteinen zwischen 

dem Asp170 und dem Ser171, wobei das Tetrapeptid VEID170 als Erkennungsmotiv für den 

Angriff der Caspase-6 dient. Die bisher existierenden Modelle des 5-LO-Proteins bestätigen, 

dass sich das Motiv VEID170 auf der Oberfläche der 5-LO befindet und dem proteolytischen 
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Angriff der Caspase-6 frei zugänglich ist. Die Spaltung der 5-LO nach Asp170 führt zu einer 

Abtrennung der regulatorischen C2-ähnlichen Domäne von der katalytischen Domäne des 

Enzyms, was mit einem Verlust der katalytischen Aktivität der 5-LO einhergeht. 

Die offensichtliche Diskrepanz in der Größe des 5-LO-Spaltproduktes aus BL41-E95-A-

Zellen (62 kDa) im Vergleich zum Spaltfragment nach der Prozessierung rekombinanter  

5-LO durch die Caspase-6 in vitro (58 kDa) lässt eine mögliche posttranslationale 

Modifikation (PTM) des 5-LO-Spaltfragmentes bzw. der intakten 5-LO in B-Lymphozyten 

vermuten. Laut Ergebnissen dieser Arbeit scheint diese PTM weder durch Ubiquitinierung, 

noch durch Glykosylierung oder Phosphorylierung der 5-LO zustande zu kommen.  

Die intakte 5-LO befindet sich in den BL41-E95-A-Zellen im Zytosol, wobei sie teilweise in 

löslicher Form und teilweise an die Plasmamembran gebunden vorliegt. Die Untersuchung 

der subzellulären Lokalisation des 5-LO-Spaltfragmentes ergab die Bindung der gespaltenen 

5-LO an die äußere Kernmembran. Die bisher für diese Bindung angenommene notwendige 

C2-ähnliche β-Barrel-Domäne der 5-LO wird allerdings durch die Caspase-6 vom Enzym 

abgetrennt, so dass nicht die Tryptophane Trp13, Trp75 und Trp102 für die Akkumulation des 

5-LO-Spaltfragmentes an der Kernmembran verantwortlich sein können. Möglicherweise 

stellt die PTM des 5-LO-Spaltfragmentes ein Lipid dar, das wie ein Membran-Anker fungiert 

und die Bindung des verkürzten 5-LO-Proteins an die Kernmembran vermittelt. 

In einigen weiteren untersuchten Zelllinien wie Mono Mac 6 (MM6), RBL-1 oder PMNL, die 

nicht den B-Lymphozyten angehören, konnte die 5-LO-Spaltung weder durch das Passagieren 

von Zellen noch durch die Behandlung mit diversen proapoptotischen Agentien ausgelöst 

werden. Die in den HeLa-Zellen überexprimierte 5-LO konnte ebenso trotz aktiver Caspasen 

nicht zu einem Spaltfragment abgebaut werden.  

Werden Zellüberstände (S-100) der homogenisierten 5-LO-positiven HeLa- bzw. MM6-

Zellen in höheren Konzentrationen mit rekombinanter, aufgereinigter 5-LO inkubiert, so 

bleibt die Spaltung der 5-LO durch die Caspase-6 in vitro aus. Einen solchen 5-LO-

protektiven Effekt besitzen weder die S-100 der 5-LO-negativen HeLa- und MM6-Zellen, 

noch die S-100 der BL41-E95-A-Zellen. Es ist demnach denkbar, dass einige Zelllinien, wie 

beispielsweise HeLa- und MM6-Zellen, einen Faktor exprimieren, der die 5-LO direkt oder 

indirekt vor dem Angriff der Caspase-6 und anschließender Prozessierung schützt. 

Möglicherweise stellt dieser Faktor einen bereits bekannten Interaktionspartner der 5-LO dar.  

Die in den BL41-E95-A-Zellen beobachtete Aktivierung der Caspasen mit anschließender 

Prozessierung der 5-LO lässt sich durch zwei Pflanzeninhaltsstoffe supprimieren, das 

Hyperforin (HP) aus Johanniskraut-Extrakten und das Myrtucommulon (MC) aus Myrte-
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Blättern. Beide Verbindungen sind vor kurzem als duale Inhibitoren der 5-LO und der COX-1 

charakterisiert worden. Von großem Interesse ist die Tatsache, dass der 5-LO-protektive 

Effekt von HP und MC in B-Lymphozyten weder durch direkte Bindung an das Enzym und 

sterisches Abschirmen der Caspase-6-Erkennungsstelle noch durch die Beeinflussung der 

zellulären Lokalisation der 5-LO zustande kommt. Vielmehr scheinen beide Verbindungen 

die Aktivierung der Caspasen zu hemmen, was wiederum in fehlendem 5-LO-Abbau 

resultiert. 

Trotz des hemmenden Effektes auf die Caspasen-Aktivierung in BL41-E95-A-Zellen konnte 

eindeutig nachgewiesen werden, dass Hyperforin und Myrtucommulon in B-Lymphozyten zu 

einem apoptotischen Tod der Zellen führen. Offensichtlich wird dabei ein (unbekannter) 

einzigartiger Mechanismus der Apoptose-Induktion ausgelöst. 

In Übereinstimmung mit den bereits aus der Literatur bekannten Befunden, wird durch 

Hyperforin in eukaryontischen Krebszelllinien HL-60 und MM6 ebenfalls Apoptose 

ausgelöst, die auf einer signifikanten Erhöhung der Caspasen-Aktivität beruht.  

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal eine potente Apoptose-induzierende 

Wirkung des natürlich vorkommenden Myrtucommulons auf Krebszelllinien gezeigt werden.  

In allen getesteten Krebszelllinien führte Myrtucommulon zum Zelltod, wobei die HL-60-

Zellen mit einem IC50-Wert von 3,26 ± 0,51 µM MC am sensitivsten gegenüber MC-Einfluss 

waren. Zusätzlich konnte in HL-60- und MM6-Zellen nach MC-Behandlung neben einer 

erhöhten Caspasen-Aktivität und PARP-Spaltung ein signifikanter DNA-Abbau in mono- und 

oligonukleosomale Fragmente detektiert werden.  

Die ersten Erkenntnisse über den möglichen MC-vermittelten apoptotischen Signal-

transduktionsweg lassen auf den intrinsischen, Cytochrom c-abhängigen Signalweg schließen, 

da die Jurkat DD3-Zellen, die eine Fas-Mutation aufweisen, nach MC-Behandlung in gleicher 

Weise Apoptose eingehen wie die Fas-positiven T-Lymphozyten (Jurkat). 

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass die zytotoxische MC-Wirkung eine 

bemerkenswerte Selektivität für entartete Zelllinien zu besitzen scheint und gegenüber nicht-

transfizierten Zellen minimal ist.  
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