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Arbeitshypothese und Fragestellung 1

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

In der Behandlung von autoimmunen und entziindlichen Erkrankungen sind Glucocorticoide
weit verbreitet. Auf molekularer Ebene ist hierbei der Mechanismus Transaktivierung im
wesentlichen fiir die unerwiinschten Nebenwirkungen, die Transrepression dagegen fiir die
erwiinschte Immunsuppression verantwortlich. Ziel experimenteller Forschung ist es daher,
Substanzen zu identifizieren, die die Glucocorticoid-vermittelte Transaktivierung hemmen
und gleichzeitig die Transrepression verstirken oder unbeeinflusst lassen, um so letztlich ein

giinstigeres Verhiltnis von Nebenwirkungen und erwiinschten Wirkungen zu erzielen.

Anhand der Genexpression des proinflammatorischen Cytokins Leukemia Inhibitory Factor
(LIF) auf Promotorebene sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob Vitamin B6
und/oder das vorwiegend in der Nebennierenrinde gebildeten Dehydroepiandrosteron

(DHEA) diese Kriterien erfiillen.

Konkret stellten sich dabei die folgenden Fragen:

Beeinflusst Vitamin B6 die Glucocorticoidrezeptor-vermittelte Transaktivierung und/oder
Transrepression, hier am Beispiel des LIF-Promotors in menschlichen Immunzellen?
Beeinflusst DHEA die Glucocorticoidrezeptor vermittelter Transaktivierung und

Transrepression ebenfalls am Beispiel des LIF-Promotors in menschlichen Immunzellen?
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2 Einleitung

2.1 Glucocorticoide

Glucocorticoide sind lebenswichtige Steroidhormone, die einerseits endogen im Menschen
produziert, andererseits bei der Therapie vieler Krankheiten exogen ergénzt werden.

Das wichtigste endogene Glucocorticoid ist das Cortisol, welches durch diverse
Stoffwechselschritte aus dem Cholesterinmolekiil in der Zona fasciculata der
Nebennierenrinde entsteht.

Auf molekularer Ebene werden die Effekte von Glucocorticoiden durch den intrazellulidr

gelegenen Glucocorticoidrezeptor (GR) vermittelt.

2.1.1 Regulation der Glucocorticoide in der Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenachse

Im Ruhezustand sezerniert der Hypothalamus in einem pulsatil circadianem Rhythmus das
Peptidhormon CRH (Corticotropin-Releasing-Hormon). CRH fordert zusammen mit dem
ebenfalls im Hypothalamus gebildetem Vasopressin und Urocortin die Produktion und
Freisetzung des Peptidhormons ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) aus dem
Hypophysenvorderlappen. [22, 23]

Diese Freisetzung hat wiederum in der Nebennierenrinde einen stimulierenden Effekt auf die
Cortisolproduktion. Die normale Tagesproduktion von Cortisol betrigt etwa 20 mg [68]. Das
Produktionsmaximum liegt im circadianen Rhythmus zwischen 6-8 Uhr morgens, das
Minimum gegen Mitternacht. In Stresszustdnden werden gro3ere Mengen an CRH und
Vasopressin und somit auch an ACTH und Cortisol freigesetzt.

Dieses Achsensystem wird durch ein negatives Feedback, d.h. die hemmende Wirkung von
Cortisol auf die CRH- und ACTH-Produktion, reguliert. [22]

Teile des Immunsystems wie z.B. Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Leukemia
inhibitory factor (LIF) aktivieren ebenfalls die Produktion von CRH und ACTH. Das

Immunsystem seinerseits wird durch Cortisol in seiner Aktivitit gebremst.
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2.1.2 Nebenwirkungen einer Glucocorticoidtherapie

Man unterscheidet zwischen einer reinen Substitutionstherapie bei Patienten mit
Nebenniereninsuffizienz und einer Pharmakotherapie mit supraphysiologischen
Glucocorticoiddosen.

Bei Patienten mit Hypocortisolismus zeigen sich besonders in Stresssituationen hiufig
Symptome wie Miidigkeit, Hypotonie und Hypoglykidmie. Auch eine erhohte Inzidenz von
Autoimmunphinomenen wird beobachtet. Bei einer nicht adiquaten Substitution der
Glucocorticoide besteht die Gefahr eines Katecholamin-refraktiren Schocks. Die Therapie
wird mit dem physiologischen Glucocorticoid Cortisol (= Hydrocortison), Prednisolon oder
Dexamethason mit einer Dosis im physiologischen Bereich (ca. 5-7,5 mg Prednisolon-
Aquivalent) durchgefiihrt. Diese sollte in Stresssituationen auf das 2-3fache gesteigert
werden. Eine korrekt durchgefiihrte Substitutionstherapie ist als nebenwirkungsfrei
anzusehen. [41]

Bei der Pharmakotherapie hingegen ist aufgrund der supraphysiologischen
Glucocorticoiddosen stets mit Nebenwirkungen zu rechnen. [41, 71] Den
immunsuppressive/antientziindliche Effekt des Glucocorticoids macht man sich bei
autoimmun, nichtinfektios-entziindlichen oder allergisch bedingten Erkrankungen zu Nutze.
Demgegeniiber stehen metabolische, kardiovaskuldre und zentralnervose Nebenwirkungen,
die Ausdruck einer erhohte GR-Aktivitét sind. Eine genaue Cushing-Schwellendosis ergibt
sich aufgrund interindividueller Unterschiede beziiglich der Sensitivitit gegeniiber
Glucocorticoiden nicht. Bei lingeren Therapien iiber ca. 4 Wochen mit mehr als 5 mg
Prednisoloniquivalent nimmt die Wahrscheinlichkeit ausgeprigterer, z.T. irreversibler
Nebenwirkungen jedoch deutlich zu. [41]

Durch die systemische Gabe von Glucocorticoiden kommt es zu einer Inhibition der zentralen
CRH- und ACTH-Freisetzung, die eine Unterdriickung der endogenen Cortisolproduktion zur
Folge hat. Bei Unterschreiten der Substitutionsdosis ist die Entwicklung einer sekundéren
Niereninsuffizienz moglich. Zur Verhinderung dieses Pathomechanismus wird die circadiane
Gabe empfohlen. Bei Absetzen des Glucocorticoids bei Ende der Therapie ist eine
schrittweise Dosisreduktion sinnvoll.

Zu den metabolischen Nebenwirkungen der Glucocorticoide gehort deren diabetogene
Wirkung, so dass bei disponierten Personen diabetische Stoffwechsellagen bzw.
Blutzuckerentgleisungen entstehen konnen. Regelmifige Blutzuckerkontrollen und

gegebenenfalls der angepasste Einsatz von Antidiabetika sind sinnvoll. Des weiteren kann
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man bei 30-50 % der Patienten mit lédngerfristiger Glucocorticoidtherapie eine Steroid-
induzierte Osteoporose mit signifikanten Knochenmasseverlusten beobachten. [49] Als
Therapie erscheint die Supplementierung von Calcium, die Gabe von Biphosphonaten. [2]
sowie ein Ausgleich eines eventuellen Vitamin D-Mangels sinnvoll.

Kardiovaskulér ist die arterielle Hypertonie eine hiufige Komplikation, die mit den
gewohnlichen Antihypertonika behandelt werden sollte. [41,71]

Die zentralnervésen Nebenwirkungen der Glucocorticoidtherapie sind nur zum Teil erforscht.
Es kann beim Patienten zu euphorisierenden, aber auch zu depressiven Wirkungen, in
selteneren Fillen auch zu einer Steroidpsychose kommen. Diese kdnnen in letzterem Falle
den Einsatz von Neuroleptika erfordern.

Patienten unter Steroidtherapie zeigen durch die therapeutisch erwiinschte Immunsuppression
eine erhohte Anfilligkeit fiir Infekte.

Eine regelmifBige augenirztliche Untersuchung ist aufgrund der Katarakt- und Glaukom-
fordernden Wirkung von Glucocorticoiden zu empfehlen. [41]

Bei kurzfristigen Glucocorticoidtherapien unter ca. 4 Wochen konnen die vorwiegend
auftretenden Nebenwirkungen wie Verschlechterung einer diabetischen Stoffwechsellage,
arterieller Blutdruckanstieg und Induktion psychischer Veridnderungen meist durch eine

Pharmakotherapie beherrscht werden.

2.1.3 Molekularer Wirkmechanismus von Glucocorticoiden

Durch eine Stimulation oder Inhibition der Transkriptionsrate von Hormon-responsiven
Zielgenen wirken Glucocorticoide auf zelluldrer und molekularer Ebene. [15-17, 77, 78]
Die therapeutisch bedeutsame Supprimierung des Immunsystems wird durch Inhibition der
dafiir verantwortlichen Gene, wie z.B. dem IL-2-Gen bewirkt. [13, 60, 63 ,80]

Uber den ubiquitir exprimierten Glucocorticoidrezeptor (GR) werden alle transkriptionellen
Effekte der Glucocorticoide vermittelt. Dieser ist ein m Cytosol lokalisiertes 770
Aminoséuren langes und somit ca. 94000 Dalton grofles Protein [36] und zeigt eine Drei-
Doménen-Struktur. Diese ldsst sich unterscheiden in die N-terminale lokalisierte
Transaktivierungs-Domine, die C-terminale Hormonbindungs-Doméine und die von ihnen
eingeschlossene DNA-Bindungsdomine. Im unligierten Zustand ist der GR in fast allen
Zelltypen im Cytosol an sog. Hitzeschockproteine (Heat Shock Proteins = HSPs) gebunden
[38,42,64,75] und dadurch inaktiviert. Die HSPs sorgen als Chaperone fiir die korrekte

dreidimensionale Faltung intrazelluldrer Proteine. Zur Abspaltung des GR-Rezeptors vom
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HSP-Komplex kommt es in einem nicht ganz aufgeklérten Prozess durch das Eindringen von
Glucocorticoiden ins Cytosol, welche als lipophile Substanzen die Zellmembran ungehindert
durchdringen kénnen. Nach Bindung des spezifischen Liganden des Hormons an die C-
terminale Ligandenbindungs-Domine wird dieser Komplex in den Zellkern transloziert. Im
Kern moduliert dieser Hormon-aktivierte Rezeptor die Gentranskription vorwiegend in zwei
Richtungen, die Transaktivierung und die Transrepression. [15,16]

Die Transaktivierung ist besonders fiir die Regulation von kardiovaskulédr und metabolisch
relevanten Genen bedeutsam. Sie wird bewirkt durch das Binden eines Homodimer aus zwei
GR-Molekiilen an eine spezifische DNA-Sequenz in der Promotorregion des jeweiligen
Glococorticoid-responsiven Gens. Diese Palindrom-DNA-Sequenz-Basenfolge: ,,GGTACA-
NNN-TGTTCT - bezeichnet man als Glucocorticoid Respsonse Element (GRE). [33, 95]
Die Transrepression ist fiir inhibitorisch beeinflusste Gene verantwortlich, somit vorwiegend
fiir solche mit immunologischer Wirkung, wie z.B. das IL-2-Gen. Die Promotoren dieser
Gene sind Glucocorticoid-responsiv obwohl die Promotoren dieser Gene keine
Bindungsstellen fiir GR enthalten. Die Aktivierung erfolgt hier vorwiegend iiber ein
Homodimer aus zwei Proteinen der Jun-Protoonkogen-Familie oder einem Jun/Fos-
Heterodimer. Diesen Transkriptionsfaktor bezeichnet man als Activating Protein 1 (AP1). [7,
43, 65]

Des weiteren kann scheinbar auch der stimulierende Effekt von AP-1 auf die Transkription
von hormon-aktiviertem GR antagonisiert werden, ohne dabei selbst direkt an die DNA zu
binden (siehe Abb. 1). [40, 48, 69, 91]

So ist die Transaktivation als Steigerung der Transkriptionsrate von Glucocorticoid-Zielgenen
fiir die meisten kardiovaskuldren, metabolischen und wahrscheinlich auch zentralnervosen
Wirkungen verantwortlich, wihren der Transrepression durch Inhibierung von

Gentranskription die meisten immunsuppresiven Glucocorticoideffekte zuzuschreiben sind.
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Abb. 1 — Transaktivierung und Transrepression von Glucocorticoiden

2.2 Cytokine

Die Bezeichnung Cytokine wird heute fiir eine Gruppe von diversen

loslichen Proteinen benutzt, welche als humorale Regulatoren in nano- und picomolaren
Konzentrationen wirken.

Die meisten Cytokine sind Glycoproteine, die durch die Zellen iiber normale

sekretorische Wege sezerniert werden. Im Gegensatz zu Hormonen werden Cytokine nicht in
spezifischen Driisen, sondern meist in einer Vielzahl von unterschiedlichen Zellen und
Geweben produziert. Auch haben viele Cytokine multiple Zielzellen und -gewebe. Viele
Cytokine zeigen stimulierende oder inhibitorische Aktivitdten, die auch andere wirkende
Faktoren verstirken oder abschwiichen konnen. Die meisten von ihnen werde nicht in Zellen

gespeichert sondern nur voriibergehend durch die Regulation der Gen-Expression produziert.
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Cytokine sind auch an der Embriogenese und der Organentwicklung beteiligt; sie
beeinflussen die Mitose, die Differenzierung und die Migration (z.B. durch Chemotaxis) von
Zellen. Auch der neuroimmunologische, -endokrinologische und -regulatorische Prozess wird
von ihnen beeinflusst. So regulieren z.B. Interleukin (IL) 1, IL-2, y-Interferon, Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) o, und TNF-B das Wachstum, Uberleben und die Genexpression von
Neuronen und Gliazellen in vitro. Die biologische Aktivitit von Cytokinen wird durch
spezifische Membranrezeptoren iibertragen, die theoretisch von fast allen Zellarten exprimiert
werden konnen.

Als Bespiel fiir die Modulation der Glucocorticoidwirkung dient in dieser Arbeit u.a. das

Cytokin Leukemia inhibitory factor (LIF).

2.3 Leukemia inhibitory factor (LIF)

Leukemia inhibitory factor (LIF) ist ein 58 kD groB3es und 179 Aminosduren langes
pleiotropes Cytokin mit diversen Effekten in verschiedenen Organsystemen. Im
Zusammenhang mit der Fahigkeit, die Differenzierung und den Tod von murinen M1
Leukédmie-Zellen zu induzieren, wurde LIF zum ersten Mal beschrieben. [54]

Die Produktion von LIF konnte in verschieden Zellen nachgewiesen werden: in aktivierten T-
Lymphocyten-Klonen nach Antigen-Stimulation [34,58], in Fibroblasten, in endothelialen
Zellen, in Chondrocyten menschlicher Gelenke, sowie in Synoviocyten [47], in welchen eine
Stimulation der Induktion von anderen Cytokinen und Proteasen nachgewiesen werden
konnte. [84] Die Hauptproduktion von LIF erfolgt jedoch in aktivierte T-Lymphozyten.

LIF spielt eine wichtige Rolle in der Frithphase der Schwangerschaft bei der Implantation des
Blastocysten im Uterus. Wihrend des potentiellen Implantationszeitpunktes in der mittleren
und spiten sekretorischen Phase im Zyklus der Frau zeigt das Endometrium die hochste

Produktion von LIF mRNA und -Protein.[85]

Hohe LIF-Titer zeigten sich bei diversen pathologischen Zustidnden. So lassen sich erhhte
Spiegel in der Synovialfliissigkeit von Patienten mir Rheumatoider Arthritis finden. [47]
Auch auf eine mogliche Beteiligung an der Entstehung von Osteoporose deutet die Induktion

der Knochenresorption und Zunahme der Anzahl von Osteoklasten durch LIF hin. [1]
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Einen weiteren Funktionsbereich scheint LIF bei der neuralen Entwicklung und bei
Reparaturvorgiingen an Nerven zu haben.

Es zeigte sich des weiteren eine LIF-Expression in den senilen Plaques bei Morbus
Alzheimer, so dass auch hier moglicherweise LIF als Mediator einer inflammatorischen
Reaktion in Frage kommt. [66]

LIF stimuliert des weiteren die Produktion von pro-inflammatorischen Cytokinen durch
menschliche Monocyten im Blut [84] und ist moglicherweise bedeutend an der Pathogenese
der Sepsis beteiligt. Eine Korrelation mit anderen entziindungsrelevanten Parametern ist
bislang jedoch noch nicht erfolgt.

Eine reduzierte Anzahl von pluripotenten Stammzellen und beeintrichtigte Reifung des
Thymus bei homozygoten LIF-knock-out-Miusen [31] deutet auf eine wichtige Rolle dieses
Cytokins bei der Hamatopoese hin. LIF wirkt hier als ein himatopoetischer Wachstumsfaktor,
der die Blutzellvorstufen als Co-Faktor zum Wachstum anregt. [44]

LIF-Uberexpression, z.B. durch Injektion von hohen Dosen LIF in Miuse und Rhesusaffen
fiihrt zu einer Zunahme der Thrombozyten, der Megakaryocyten in der Milz, einer
Splenomegalie, einer Akuten-Phase-Reaktion, iiberschiefender Knochenneubildung und einer
Dysgenesie der Gonaden. [50,53,55]

LIF spielt des weiteren zusammen mit anderen Cytokinen wie IL-1, TNF-o, IL-6 und IFN-y
eine Rolle als Inhibitor der Adipogenese. So inhibiert LIF z.B. bei Tumorkachexie die
Lipoproteinlipase (LPL) der Adipozyten.

Der LIF-Rezeptor (LIF-R) gehort zu der IL-6-Cytokin-Familie, der Interleukin 6, Interleukin
11, Onkostatin M, Ciliary neurotrophic factor (CNTF) und Cardiotrophin 1 (CT-1) angehéren.
Sie alle besitzen als Untereinheit eine gleiche, ca. 100 kD grof3e Glycoprotein gp130-
Rezeptor-Untereinheit. Neben dem membrangebundenen LIF-R existiert ein als Antagonist
wirkender 16slicher LIF-R, der im menschlichen Urin und Plasma nachgewiesen werden
konnte. [94]

LIF wirkt in den verschiedenen Geweben iiber die Jak-STAT (janus kinase-signal transducer
and activatior of transcription)-Kaskade und wird durch negatives Feedback iiber SOCS
(suppressor-of-cytokine-signaling proteins) autoreguliert. Im einzelnen fiihrt bei LIF-R, wie
bei allen anderen Cytokinen der IL-6-Familie in dhnlicher Weise, die Ligandenbindung am
Rezeptor zu einer Konfirmationséinderung und zu einer Heterodimerisation des LIF-R-gp130-
Kompexes. Dieses bewirkt eine Aktivierung von Jakl und Jak2, die an die cytoplasmatischen

Rezeptoruntereinheiten gp130 und LIF-R angelagert sind und fiihrt zur Phosphorylierung der
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selben und einer sich daraus ergebenden Ankoppelungsmoglichkeit fiir die SH-2-Doméne von
STAT-Proteinen. Eine Bindung dieser Proteine verursacht eine weitere Phosphorylierung und
Dimerisation von STAT-1, STAT-3 oder STAT-5a. Diese Komplexe binden, nachdem sie in
den Nucleus transloziert sind, mit ihrer DNA-Bindungsdoméne an spezifische STAT-
Bindungselemente in der DNA und bewirken dadurch eine Aktivierung der Transkription.
Die Inhibierung der Jak-STAT-Signalkaskade kann tiber SOCS-1 und/oder SOCS-3 erfolgen.
So reduziert eine hohe Expression von SOCS-3 die Phosphorylierung von gp130 und STAT-
3; SOCS-1 dagegen inhibiert die Jak2-Aktivitéit. Die Genexpression von SOCS-1 und SOCS-
3 ist von STAT-3 abhiéingig, so dass ein autoregulatives negatives Feedback besteht. [9] Es ist
anzunehmen, daB fiir die Verstirkung der LIF-Promotor-Aktivitit, ets-Transkriptionsfaktoren
die an ets-Bindungstellen am menschlichen LIF-Promotor binden, eine erhebliche Rolle
spielen. [11] Ets-Proteine sind eine ,,Familie* von Transkriptionsfaktoren, die an spezielle
DNA-Sequenzen (GGAA/T) binden. Diese finden sich bei diversen viralen und zelluldren
Transkriptionsvorgingen, die u.a. fiir die zellulare Proliferation, Differention, Transformation

und Apoptose verantwortlich sein konnen.

2.4 Vitamin B6 (Pyridoxin)

Vitamin B6 ist ein Uberbegriff der Derivative von 3-Hydroxymethlyl-2 Meththylpyridin wie
Pyridoxin, Pyridoxamin und Pyridoxal. Sie kommen in hohen Konzentrationen in
Nahrungsmitteln wie Hefe, Weizen, Mais und Leber vor. Die Resorption dieses
wasserloslichen Vitamins erfolgt im Jejunum. Eine Dosis von 100mg Vitamin B6 zeigt beim
Menschen 2 Stunden nach Aufnahme die hochste Konzentration im Plasma; in Folge besteht
eine Halbwertzeit von ca. 8 Stunden. [37] In den menschlichen Geweben, besonders in der
Leber wird resorbiertes Pyridoxol und Pyridoxal durch eine ATP-abhéngige Pyridoxakinase
zu Pyridoxalphosphat (PLP) phosphoryliert. Letzteres ist die im menschlichen Korper aktive
Form des Vitamin B6 und das Coenzym des Aminosiurestoffwechsels - hierbei wird eine
Schiff-Base zwischen der Aldehydfunktion des Coenzyms und der Aminogruppe des
Aminosédure gebildet. So ist Vitamin B6 ein Cofactor in der Umwandlung von Tryptophan zu
5-Hydroxytryptamin und von Methionin zu Cystein. Es dient zum Beispiel unter anderem zur
Decarboxylierung von bestimmten Aminosduren zur Synthese von Neurotransmittern wie

Serotonin, Noradrenalin, Gamma-Aminobuttersdure (GABA) und Histamin.
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Der tédgliche Bedarf dieses wasserloslichen Vitamins ist weitestgehend abhéngig von der
Proteinaufnahme und betrigt pro 100g zugefiihrtem Protein 1,5 - 2mg (9 -12umol).

Meist leichte Vitamin B6-Mangelzustinde konnen vermehrt bei Alkoholikern, Patienten mit
chronischem Nierenversagen und Frauen mit hormoneller Kontrazeption beobachtet werden.
Es kann hierbei zu einer verminderten Immunabwehr, peripherer Neuritis,
Hautverdnderungen, wie Schleimhautldsionen und seborrhoischer Dermatitis und
Verianderungen der zerebralen Funktion, wie Depression, Ataxie, Ubelkeit und Erbrechen
kommen. [46]

Hohe Dosen von Vitamin B6 kénnen als unerwiinschte Wirkung neurotoxisch wirken und
unter anderem zu sensiblen Neuropathien fiithren. [67]

Auch der Glucocorticoidrezeptor wird von Vitamin B6 beeinflusst. So zeigten sich in
Zellkulturen mit einfachen Promotoren, die nur Hormon-responisive Elemente und eine
TATA-Sequenz enthielten, zwar keine veridnderte Glucocorticoid-induzierte Gen-Expression
durch verschiedene Vitamin B6-Konzentrationen. Sobald aber dem Hormone-responsiven
Element eine Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor ,,nuclear factor 1 (NF1)
hinzugefiigt wurde, war unter erhohen Vitamin B6-Spiegeln die Genexpression durch
Glucocorticoide vermindert. Gegenteilige Effekte waren bei leichtem Vitamin-B6-Mangel mit
einer vermehrten glucocorticoid-induzierten Genexpression zu beobachten. [4-6]

Die durch Vitamin B6 verminderte Genexpression zeigte sich auch bei anderen
Steroidhormonrezeptoren, wie den Androgen-, Progesteron- und Oestrogenrezeptoren. Ein
Vitamin B6-Mangel, verursacht durch den Vitamin B6-Antagonisten 4-Deoxypyrdoxin,

fiihrten auch bei diesen Rezeptoren zu einer verstirkten Genexpression. [3]

2.5 Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Dehydroepiandrosteron (DHEA) wurde 1931 von dem deutschen Chemiker A. Butenandt im
menschlichen Urin entdeckt.

DHEA und die im Blutplasma iiberwiegende Sulfatester-Form DHEA-S sind hauptsichlich
von der menschlichen Nebennierenrinde (Zona reticularis) produzierte Androgene. Eine freie
Umwandlung dieser beiden Formen scheint durch eine Sulfotransferase und einer Sulfatase

auBlerhalb der Nebennieren moglich. [8] Eventuell agiert das mit einer lingeren
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Halbwertszeit (ca. 7-22 Stunden, im Vergleich zu DHEA mit 15-38 Minuten). ausgestattete
DHEA-S als Speicherform im Plasma und sorgt so fiir eine Feinregulation der DHEA-
Konzentration auflerhalb der Nebenniere. [74] Die Stimulation zur Produktion von DHEA
erfolgt neben iiber Proopiomelanocortin (POMC) und ACTH, méglicherweise iiber weitere
noch nicht aufgeklirte Wege.

Fiir die Synthese von DHEA erfolgt eine Protein-Kinase vermittelte Umwandlung von
Cholesterin in Pregnenolon in den Mitochondrien der Steroid-umwandelnden Zellen.

Im Cytosol erfolg durch das Enzym P450c17 der Umbau in 17-a-Hydroxypregnenolon.
Infolge Abspaltung einer Seitenkette durch das Enzym C17,20-Lyse entsteht DHEA.

In der Nebenniere gebildetes DHEA wird sulfatiert und unter anderem als Testosteron-
Vorlédufer in den Testes verwendet. Es wird des weiteren im Skelettmuskel und Fettgewebe zu
Estradiol, aber auch zu Testosteron umgebaut.

Im Leydig-Zellen-Cytosol der Testes wird DHEA durch das Enzym 17-B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase zu AS-Androstendiol und anschlieBend unter anderem durch einen
Dehydrogenase-Isomerase-Komplex in Testosteron umgewandelt. [46]

Auch in neonatalen Rattengehirnen konnte die Bildung von DHEA und des Schliisselenzyms
P450c17 durch Neuronen und Astrozyten nachgewiesen werden, hier zeigte sich ein
Antagonismus zum GABA-Rezeptor (Typ A) und als Modulator des N-methyl-D-Aspartat
Rezeptors. [96,97] Gaben von DHEA zeigten eine Zunahme des Testosteron-Plasmaspiegels
bei Ménnern und Frauen.

Die hochsten Plasmaspiegel von DHEA und DHEA-S existieren um das 25. Lebensjahr.
Basale Konzentrationen im Blutplasma sind in etwa 500 ng/dL. DHEA und 200000 ng/dL
DHEAS. Ab ca. dem 40. Lebensjahr finden sich rasch sinkende Konzentrationen dieser
Hormone. Die Plasmakonzentration von 70-jdhrigen entsprechen nur noch 5-10 % von
Jugendlichen. [18]. Dieses steht im Gegensatz zu vielen anderen
Nebennierenrindenhormonen, die nicht derart deutliche Verénderungen abhéngig vom
Lebensalter zeigen.

Ein @hnlicher Abfall der Plasmakonzentrationen mit zunehmendem Alter findet sich beim
Insulin-like growth factor-1 (IGF-I) welches im Korper anabole Funktionen wahrnimmt. Eine
DHEA-Substitution fiihrt auf bisher nicht aufgeklirte Weise zu einem Anstieg von IGF-1 im
Blutplasma. [57]

Einige Studien erweisen die Korrelation von sinkenden DHEA-Serumspiegeln und eine
Zunahme von typischen Alterserkrankungen wie erhohter Carcinominzidenz,

Artherosklerose, Osteoporose, verminderte Immunabwehr, sowie erhohter Mortalitit,
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Schlaflosigkeit und eine Verminderung des Wohlbefindens. Eine Gabe von DHEA in Doppel-
Blind-Studien zeigte eine Zunahme des Wohlbefindens. [82]

Auf eine mogliche Verbesserung von Depressionen weisen einige Untersuchungen hin. So
zeigte sich in einer Doppel-Blind-Studie nach 6-monatiger Gabe von 50mg DHEA ein
durchschnittlich deutlich verbessertes psychisches und physisches Befinden bei Ménnern und
Frauen. [57]

Auch bei Patienten mit der Autoimmunerkrankung Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)
verbesserte eine DHEA-Gabe von 200mg pro Tag das Krankheitsbild im Gegensatz zur
Placebo-Gruppe. [82]

Auf immunologischer Ebene zeigt sich eine negative Korrelation von DHEA-S und
Interleukin-6, letzteres hat eine wichtige Schliisselrolle in der Inmunabwehr und ist bei vielen
chronischen Erkrankungen reduziert. [76] Dementsprechend steigen auch mit hoherem Alter
und sinkenden DHEA-S Konzentrationen der IL.-6 Plasmaspiegel durchschnittlich an. [93]
DHEA-Gabe bei Miusen zeigte eine Zunahme der Immunabwehr und durch Stimulation von
Osteoklasten und Lymphoidzellen eine Verzogerung einer Osteoporose.

Auch bei dlteren Minnern, denen tiber 20 Wochen hohe Dosen von DHEA (50mg pro Tag)
gegeben wurden, lieB sich eine Verbesserung des Immunsystems nachweisen. [45] Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich bei postmenopausalen Frauen in einer Doppel-Blind-Studie. [21]

In einigen Studien zeigt sich bei DHEA Gabe eine Reduzierung der Korperfettmasse [27,59]
ohne Einfluss auf das Gesamtgewicht [86], in anderen konnte keine Anderung der Fettmasse
gefunden werden. [79,88]

Niedrige DHEA-Serumspiegel fiihren somit moglicherweise zu einer verstérkten Lipogenese
und Gluconeogenese und damit zu einer Erhthung des Risikos fiir Diabetes mellitus und
Herzkrankheiten.

Im Gegensatz zur Annahme in fritheren Studien besteht wahrscheinlich kein Zusammenhang
zwischen niedrigen Serumspiegeln diese Hormons und Demenzerkrankungen wie z.B.

Morbus Alzheimer. [87]

2.5.1 DHEA — Mogliche Nebenwirkungen

So ist DHEA als ,,Anti-Aging*“-Lifestyle-Medikament in den letzten Jahren in die

Schlagzeilen gelangt. Nebenwirkungen bei Gabe von DHEA iiber kurze Zeitrdume
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(1600mg/Tag tiber 28 Tage) scheinen eher gering: es zeigten sich leichte Verdnderungen im
Blutzuckermetabolismus, Akne, leichte Zunahme des Haarwachstums an Armen und Beinen.
[81] Auch bei geringeren Dosen von 50-200 mg pro Tag kam es zu Akne (50% der
Patienten), vermehrtem Wachstum des Gesichtshaares (18%) und vermehrter Schwei3bildung
(8%). [83]

Uber mogliche Langzeitnebenwirkungen existieren im Moment nur relativ wenig Daten.

In Tierversuchen fanden sich bei Forellen und Ratten erhohte Inzidenzen von Lebertumoren
[56,62]. Bei Ménnern besteht moglicherweise ein Zusammenhang zwischen hohen DHEA -
Plasmaspiegeln und dem Auftreten von Prostatacarcinomen. [51]

Im Gegensatz zu jungen Frauen, bei denen Mammatumore auch oft mit niedrigen DHEA-
Plasmaspiegeln einhergehen, zeigt sich bei postmenopausalen Frauen eine signifikante

Verbindung zwischen hohen DHEA-Spiegeln und dem Brustkrebsrisiko. [30,35]

So stellen sich letztendlich folgende Fragen:

Interferiert Vitamin B6 mit einer Glucocorticoidrezeptor-vermittelten Transaktivierung
und/oder Transrepression hier am Beispiel des LIF-Promotors ?

Und interferiert DHEA mit einer Glucocorticoidrezeptor vermittelter Transaktivierung und

Transrepression am Beispiel des LIF-Promotors ?
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Es wurden sowohl Zelllinien als auch normale menschliche Lymphocyten verwendet.

Menschliche Jurkat T-Lymphomzellen (ATCC, Rockville, MD) bei denen es sich um eine
Zelllinie eines T-Zell-Leukidmie-Patienten handelt, wurden als Modell fiir menschliche
Lymphocyten verwendet und in RPMI11640-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) , welches mit 10
% fetalem Kélberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin, Streptomycin und L-Glutamin versetzt
wurde. Diese in Suspension wachsenden Zellen besitzen keinen endogenen, funktionsfihigen
GR. Ebenso wurden HeLa-Zellen (ATCC, Rockville, MD) kultiviert. Hierbei handelt es sich
um eine Zelllinie aus einem Adenocarcinom des Cervix uteri. Die Transfektionsexperimente
wurden in Vitamin B6-freiem RPMI 1640 durchgefiihrt.

Die Isolation normaler menschlicher Leukocyten erfolgte aus heparinisiertem, peripher-
vendsem Blut gesunder Spender. Die Erythrocyten wurden durch Dichtegradienten-
Zentrifugation in Ficoll-Isopaque abgetrennt. Die Leukocyten wurden in RPMI1640-Medium
kultiviert, welches mit 10 % FKS, den oben genannten Antibiotika und L-Glutamin
supplementiert wurde. Bei den Transfektionsexperimenten wurde zusétzlich 1 pg/ml
Phytohdmagglutinin (PHA) zugefiigt. Dieses entspricht einem Fiinftel der zur Aktivierung der
Lymphozyten notwendigen PHA-Konzentration und verbessert deren nachfolgende
Transfektion. Nach 20-stiindiger Kultivierung wurde die Lymphocyten angereicherte Fraktion

der nichtadhérenten Zellen abgetrennt und zur Transfektion verwendet.

3.2 Plasmide

pGL3-IL-2-Luciferase wurde wie in der Literatur beschrieben [13,14] hergestellt. Es
beinhaltet ein 595 bp Fragment des menschlichen IL-2 Gens (-548/+47), an welchem IL-2
Gentranskription und die Suppression dieser Transkription moglich ist. [60,63,80] Der IL-2
Promoter besitzt Bildungsstellen fiir AP-1, NF-kB, NF-AT (nuclear factor von aktivierten T-
Zellen) und ets-Transkriptionsfaktoren, aber keine GREs. [60,63,80] pGL3-LIF-Luciferase
wurde wie in der Literatur beschrieben [10] hergestellt. Es beinhaltet ein 666 bp Fragment
(-629/+37) der 5"-Region des menschlichen LIF Gens mit Bindungsstellen fiir AP-1, NF-kB,
NF-AT und ets Transkriptionsfaktoren. [11] pGL3-MMP9-Luciferase enthilt die
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Promotorregion (570bp) des humanen Matrix-Metalloproteinase 9-Gens (MMP9), welches
zwei AP-1 Bindungsstellen beinhaltet. pGL3-GRE-tk81-Luciferase beinhaltet die GRE-
Sequenz des humanen Tyrosin Aminotransferase-Promotors, verbunden mit einem kleinen
Herpes Simplex Virus Typ 1 Thymidin-Kinase (tk) Promotor. [13,14] PRShGRalpha
beinhaltet die vollstindige codierende Region des humanen GRalpha mit dem Promotor [36]
des aktiven Rous-Sarkom-Virus; dieses Plasmid wurde von Dr. R. Evans (Salk Institute, La

Jolla, CA) zur Verfiigung gestellt.

3.3 Transfektion

Jurkat-Zellen und normale menschliche Lymphocyten wurden durch Elektroporation
transfiziert (250 V, 950 pF). Jurkat-Zellen wurden mit 10ug Reportervektor und 5 pg
Expressionsvektor pRShGRalpha pro 8 x 10° Zellen in einem Volumen von 400 ul
elektroporiert. pPRShGRalpha wurde bei der Transfektion hinzugefiigt, da diese Zellen keinen
funktionierenden GR besitzen. Die hochste Transfektionseffizienz fiir normale Lymphocyten
wurde durch Elektroporation von 50 ug Reportervektor pro 5 x 10°Zellen in einem Volumen
von 250 ul erzielt. Nach der Transfektion wurden die Zellen in 12-Well-Platten in einer
Dichte von 500000 Zellen/Well kultiviert. Nach 12 Stunden wurden die Zellen mit
Phorbolester (TPA, 0,5 x 107 M, Sigma, Deisenhofen) und Ionomycin (1 pg/ml, Sigma)
stimuliert. Dieses entspricht einer Simulation der Lymphocytenaktivierung durch
Makrophagen-vermittelte Antigenpriasentation. Diesen stimulierten Lymphocyten wurden
aullerdem die angegebenen Konzentrationen von Dexamethason, Dehydroepiandrosteron
(DHEA), Pyridoxin oder Pyridoxal-5-Phosphat hinzugefiigt. HeLa-Zellen wurden wie in der
Literatur beschrieben durch Lipofektion [12] bzw. auch wie oben angegeben durch
Elektroporation transfiziert. Die Ergebnisse dieser Experimente unterschieden sich nicht
signifikant von denen, die mit Vitamin B6-freiem Serum durchgefiihrt wurden, was darauf
hindeutet, dass die Restemengen von Vitamin B6 in normalem RPMI keinen Effekt auf die

GR-Funktion haben.
3.4 Luziferase-Assays
Nach weiteren 8 Stunden wurden die transfizierten und wie unter 2.3 angegebenen

behandelten Zellen aus den Wells in Eppendorf-Réhrchen transferiert, bei 4000/U fiir 10 min

zentrifugiert, zweimal mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen und mit einem
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Reporter-Lysispuffer (Promega, Madison, Wisconsin, USA) lysiert. Die Luziferase-Aktivitét
im Zelllysat wurde in einem Luminometer (Lumat LB 9501, Berthold, Wildbad) bestimmt.

Alle Experimente wurden mindestens dreimal in Triplikaten durchgefiihrt.

3.5 Cytokin-ELISAs

Zur Untersuchung der Glucocorticoid-modulierten Expression der Cytokine LIF, IL-1j3, 1L-2,
IL-4, IL-6, IL-18 auf Proteinebene wurden nichttransfizierte menschliche Lymphocyten wie
unter 2.1 beschrieben kultiviert und wie oben angegeben stimuliert; die Messung der LIF, IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6 und IL-18-Proteinkonzentration im Zellkulturmedium wurde mit einem
jeweiligen spezifischen kommerziellen ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

entsprechend den Angaben der Hersteller (R & D Systems, Wiesbaden) durchgefiihrt.

3.6 Statistische Auswertung

Samtliche Experimente wurden mindestens dreimal in Triplikaten durchgefiihrt. Alle

Resultate wurden als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben.
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4 Ergebnisse
4.1 Einfluss von Vitamin B6 auf GR-vermittelte Transaktivierung

HeLa-Zellen die mit pGL3-GRE-tk81-Luziferase transfiziert wurden, zeigten bei Stimulation
mit Dexamethason bei zunehmender Konzentration (10'10 M, 10 M, 10°° M) eine vermehrte
Induktion der Reportergen-Aktivitit (bei Stimulation von Dexamethason 10° M das
29,7-fache £16,9). Die Zugabe von 10> M Vitamin B6 (Pyridoxin) fiihrte zu einer 58,0 %igen
Inhibition dieses Effektes. Dieser Effekt zeigt sich in dhnlicher Form bei Zugabe von 10°M
Pyridoxal-5-Phosphat, der im menschlichen Korper aktiven Form von Vitamin B6 (siehe

Abb. 2 -, Transaktivation HeLa-Zellen®).

Diese Transaktivierung zeigte sich bei anderen Zelltypen nicht. So ergab sich bei Jurkat-
Zellen, die mit pPRShGRalpha und pGL3-GRE-tk81-Luziferase Reporter Plasmid
cotransfiziert und mit Dexamethason in verschiedenen Konzentrationen stimuliert wurden,
eine dosisabhéngige Erhohung der Reportergen-Aktivitét bis zum 43,4-fachen bei 10°M
Dexamethason. Dieses Reportergen-Stimulation wurde bei den Jurkat-Zellen nicht durch
10°M Pyridoxin oder 10°M Pyridoxal-5-Phosphat inhibiert (siehe Abb. 3 - ,, Transaktivation
Jurkat-Zellen®).

Auch bei mit TPA und Ionomycin vorbehandelten und mit pGL3-GRE-tk81-Luziferase
Reporter Plasmid transfizierten normalen menschlichen Lymphozyten, denen Dexamethason
in verschiedenen Konzentrationen hinzu gegeben wurde, zeigte sich eine Induzierung der
Reportergen-Aktivitit, abhingig von der Dexamethason-Dosis bis zum 6,0-fachen bei 10° M,
aber keine signifikante Inhibierung der Aktivitit unter Zugabe von 10°M Pyridoxin oder

10°M Pyridoxal-5-Phosphat (siehe Abb. 4 - , Transaktivation humane Lymphozyten®).
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Transaktivation HeLa-Zellen
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Abb. 2 — Transaktivation HeLa-Zellen
Legende: Unstim.= Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10710 M, 10 M, 10° M;
Pyr = Pyridoxin 10” M, P5P = Pyridoxal-5-Phosphat 10> M
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Abb. 3 - Transaktivation Jurkat-Zellen
Legende: ohne= Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10710 M, 10 M, 10° M;
Pyr = Pyridoxin 10° M, P5P = Pyridoxal-5-Phosphat 10°M
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Transaktivation humane Lyphozyten
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Abb. 4 — Transaktivation humane Lymphozyten

Legende: ohne= Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10710 M, 10 M, 10°° M;
Pyr = Pyridoxin 10° M, P5P = Pyridoxal-5-Phosphat 10° M

3.3. Einfluss von Vitamin B6 auf GR-vermittelte Transrepression

HeLa-Zellen, die mit einem AP-1 abhingigen pGL3-MMP9-Luziferase-Konstrukt (Matrix
metalloproteinase 9) transfiziert wurden, zeigte sich eine TPA-stimulierte Reportergen-
Aktivitit, die um 54,3 22,1 % durch 10° M und 10™® M Dexamethason inhibiert wurde. Es
zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der Werte bei Zugabe von 10°M Pyridoxin

und 10° M Pyridoxal-5-Phosphat (siehe Abb. 5 -, Transrepression HeLa-Zellen / MMP9*).

4.2 Einfluss von Vitamin B6 auf GR-vermittelte Transrepression

Bei Jurkat-Zellen, die mit pRShGRalpha transfiziert und mit Dexamethason in verschiedenen
Konzentrationen (10'8 M, 10° M) behandelt wurden, zeigte sich eine Dexamethason-Dosis-
abhiéingige Reduktion der Werte von Leukemia inhibitory factor (LIF) um bis zu 51,7 % im
ELISA. Das Ergebnis unterschied sich nicht signifikant bei Zugabe von 10°M Pyridoxin
oder 10° M Pyridoxal-5-Phosphat (siehe Abb. 6 - ,, Transrepression Jurkat-Zellen / LIF*).



Ergebnisse 20

Bei mit TPA und Ionomycin vorbehandelten normalen menschlichen Lymphozyten, denen
Dexamethason in verschiedenen Konzentrationen (10°* M, 10 M) hinzu gegeben wurde,
zeigten sich bei Dexamethason-Konzentrations-abhéngige Reduktion der Werte im LIF-
ELISA um bis zu 78,8 %. Diese wurden durch Zugabe von 10 M Pyridoxin um weitere
12,4 % reduziert. Versuche mit Konzentrationen von 10° M Pyridoxin zeigten diesen Effekt
nicht. So scheint sich ein immunsuppresiver Effekt eher bei hoheren Konzentrationen von

Pyridoxin einzustellen (siche Abb.7 - ,, Transrepression humane Lymphozyten / LIF*).

Transrepression Hela-Zellen / MMP9

Reportergenaktivitat

Abb. 5 — Transrepression HeLa-Zellen/MMP9-Promotor

Legende: TPA = Phorbol Ester 0.5 x 107 M; Iono = Ionomycin 1 pg/ml;
Unstim.= Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10 M, 10® M; Pyr = Pyridoxin 10~ M, P5P =
Pyridoxal-5-Phosphat 10° M
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Transrepression Jurkat-Zellen / LIF
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Abb. 6 — Transrepression Jurkat-Zellen / LIF

Legende: TPA = Phorbol Ester 0.5 x 107 M; Iono = Ionomycin 1 pg/ml;

Unstim.= Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10 M, 10° M; Pyr = Pyridoxin 10° M,
P5P = Pyridoxal-5-Phosphat 10° M

Transrepression humane Lymphozyten / LIF
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Abb. 7 — Transrepression Lymphozyten / LIF

Legende: TPA = Phorbol Ester 0.5 x 107 M; Tono = Ionomycin 1 pg/ml; Unstim.=
Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10710 M, 10 M, 10° M; Pyr = Pyridoxin 10°
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4.3 Einfluss von DHEA auf GR-vermittelte Transaktivierung

Humane Lymphozyten, die mit TPA und Ionomycin vorbehandelt wurden und mit pGL3-
GRE-tk81-Luziferase Reporter Plasmid transfiziert wurden, zeigten unter Zugabe
verschiedener Dexamethason-Konzentrationen (10'10 M, 10% M, 10°¢ M) keine signifikanten
Unterschiede in der Reportergen-Aktivitidt mit und ohne Dehydroepiandrosteron (DHEA,

10® M). Eine Dexamethason-Dosis abhiingige Verstiarkung der Reportergen-Aktivitét bis zum

3,6-fachen war indes zu beobachten (siehe Abb. 8 -, Transaktivation humane Lymphozyten®).

Transaktivation humane Lyphozyten
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Abb. 8 - Transaktivation humane Lymphozyten

Legende: Ohne= Unstimuliert; Dex = Dexamethason 1010 M, 10 M, 10 M;
DHEA = Dehydroepiandrosteron 10°M
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4.4 Einfluss von DHEA auf GR-vermittelte Transrepression bei LIF

Bei der Stimulierung von normalen menschlichen Lymphozyten mit TPA und Ionomycin und
unter Zugabe von Dexamethason in unterschiedlicher Konzentration (10'10 M, 108 M, 10° M)
und mit ohne DHEA (10° M) zeigten sich divergente Effekte. So ergab sich bei einigen
Versuchen neben der Dexamethason-Dosis abhingigen Inhibition der LIF-Produktion im
ELISA eine erhebliche Reduktion dieses Cytokins um das bis zu 95,8 % unter Anwesenheit
von 10° M DHEA (siche Abb. 9 - ., Transrepression humane Lymphozyten / LIF*).

In anderen Experimenten blieb diese signifikante LIF-Inhibierung unter 10° M DHEA aus
(siehe Abb. 10 - ,, Transrepression humane Lymphozyten / LIF*).

Transrepression humante Lymphozyten / LIF
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Abb. 9 — Transrepression humane Lymphozyten / LIF

Legende: TPA = Phorbol Ester 0.5 x 107 M; Iono = Tonomycin 1 pg/ml;
Ohne = Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10710 M, 107 M, 10 M; DHEA =
Dehydroepiandrosteron 10°M
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Transrepression humane Lymphozyten
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Abb. 10 — Transrepression Humane Lymphozyten / LIF

Legende: TPA = Phorbol Ester 0.5 x 107 M; Iono = Tonomycin 1 pg/ml;
Unstim. = Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10" M, 10®* M, 10 M; DHEA =
Dehydroepiandrosteron 10°M

4.5 Einfluss von DHEA auf GR-vermittelte Transrepression bei IL-1p, IL-2, IL-4 und
IL-6

Bei Untersuchung des Einflusses von DHEA auf die GR-vermittelte Transrepression bei
weiteren Cytokinen zeigte sich bei Interleukin-2 (IL-2) keine signifikante Beeinflussung. So
zeigte sich zum Teil neben der Dexamethason-Dosis (10 M) abhiingigen Inhibition der IL-2-
Produktion (um bis zu 45,6 %) bei humanen Lymphozyten (mit TPA und lonomycin
stimuliert) ohne signifikante Inhibierung der IL-2 Produktion bei Zugabe von DHEA 10°M
Andere Cytokine wie Interleukin-1p3, Interleukin-4 und Interleukin-6 zeigten ebenfalls keine
signifikanten DHEA (10° M) abhingigen Veridnderungen ihrer Konzentration bei mit TPA
und Ionomycin stimulierten normalen menschlichen Lymphozyten in ELISAs, wohl aber eine
Dexamethason-Dosis (10 M) abhiingigen Inhibition (siche Abb.11 - Transrepression

Interleukine).
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Transrepression Interleukine
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Abb. 11 — Transrepression Interleukine

Legende: TPA = Phorbol Ester 0.5 x 107 M; Iono = Tonomycin 1 pg/ml;

Ohne = Unstimuliert; Dex = Dexamethason 10® M; DHEA = Dehydroepiandrosteron 10 M.
IL = Interleukin
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5 Diskussion

Glucocorticoide sind aufgrund ihrer immunsuppresiven Wirkung in der Behandlung von
autoimmun- und entziindlichen Krankheiten weit verbreitet. Ein wiinschenswertes Ziel ist, die
Nebenwirkungen einer Langzeit-Glucocorticoidtherapie zu reduzieren. Dieses konnte durch
die Entwicklung neuer ,,dissoziierender* Glucocorticoide (GC) erreicht werden, die eine
Transrepression der Immungene bewirken jedoch die Transaktivation, welche fiir die meisten
Nebenwirkungen der GC-Therapie verantwortlich ist, unbeeinflusst lassen. [60] Diese
erwiinschte selektive Wirkung konnte moglicherweise auch durch Kombination
konventioneller GC mit weiteren Substanzen, die selektiv mit der Funktion des
Glucocorticoid-Rezeptors (GR) interferieren, erreicht werden.

Es wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen von Dehydroepiandrosteron (DHEA) und
Vitamin B6 auf den GR untersucht. Hierzu wurde die Wirkung der Substanzen auf die
Transaktivation und Transrepression des GR, letzteres am Beispiel des Cytokins Leukemia
inhibitory factor, bzw. der Interleukine (IL) 18, 2, 4, und 6 untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, daB Vitamin B6 selektiv die GR-vermittelte Transaktivierung in
Nicht-Immunzellen (hier HeLLa-Zellen) inhibiert, wihrend die Transrepression in diesen
Zellen nicht beeinflusst wird. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass in Immunzellen (hier
humane Lymphozyten) Vitamin B6 schwach die Transaktivierung inhibiert, jedoch keine
Wirkung auf die Transrepression hat. Es ist daher anzunehmen, dafl Vitamin B6 die GR-
Funktion auf eine promoter- und zellspezifische Weise modulieren kann.

Weiter zeigten die Ergebnisse, dal DHEA die GR-vermittelte Transaktivation nicht
beeinflusst. Die GR-vermittelte Transrepression zeigte divergente Ergebnisse, bei einigen
Experimenten zeigten sich eine signifikante Inhibition der LIF-Produktion durch DHEA, bei
anderen Experimenten gleicher Art zeigte sich dieses nicht. Die Ursachen hierfiir bleiben zur
Zeit unklar.

Die GR-vermittelte Transrepression der IL 1, 2, 4, und 6 zeigt sich durch DHEA nicht

beeinflusst.

Eine Inhibition der GR-Funktion durch Pryridoxal-5-Phasphat, der biologisch aktiven Form
des Vitamin B6 ist seit langem bekannt (Cidlowski et al.). Die GC-induzierte Genexpression
zeigt bei Vorhandensein von einfachen Promotern, des Hormon Response Elements sowie
einer TATA-Sequenz, keine Veridnderungen durch unterschiedliche Vitamin B6-

Konzentrationnen. Erst unter einem zusétzlichen Transkriptionsfaktor (NF1) ist eine
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Reduktion dieser Genexpression unter Vitamin B6 zu verzeichnen (Allgood et al.) Diese
Beeinflussung der Genexpression durch Vitamin B6 zeigt sich auch bei Androgen-,
Progesteron- und Oestrogenrezeptoren (Allgood et al.). Zuvor durchgefiihrte Experimente
erwiesen, dass die Veridnderung der Vitamin B6-Konzentraktion in kultivierten Zellen oder
Geweben die Spiegel der GC-induzierten Tyrosin-Aminotransferase und die enzymatische
Reaktion der Alkalischen Phosphatase im selben Sinne verédnderte, d.h. erhohte Pyridoxal-5-
Phosphat-Konzentrationen fiihrten zu niedriger Aktivitit der Substanzen. Auch wenn der
Mechanismus der Glucocorticoid-vermittelten Immunsuppression bis heute nicht vollstindig
verstanden wurde, zeigte sich dass dieser weniger von einer direkten Bindung des GR an
spezifische DNA-Sequenzen, als vielmehr auch von der Interaktion des GR mit anderen
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-kB abhiingig ist. Diese zeigte sich bisher in Nicht-
Immunzellen, wie z.B. HeLLa S3-Zellen, E8.2-Zelllinie (murine Fibroblasten) und der
humanen Brustkrebszelllinie T47D. [3]

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dall Pyridoxal-5-Phosphat die GR-vermittelte
Transaktivation in HeLa-Zellen, also Nicht-Immunzellen inhibiert, wihrend die
Transaktivation in Immunzellen (humane menschliche Lymphozyten) durch Pyridoxal-5-
Phosphat nicht beeinflusst wurde. Hierbei war es unerheblich, ob bei den Experimenten diese,
im Korper aktive Form des Vitamin B6 oder Pyridoxal verwendet wurde.

Zur Zeit ist unklar, iiber welchen Mechanismus die GR-Funktion selektiv beeinflusst wird.
Einige Veroffentlichungen zeigten Daten, welche darauf hindeuten, dal Vitamin B6 die
Bindung des GR an die DNA durch direkte Interaktion mit dem Rezeptor beeinflusst.
[3,20,24,29] Da Pyridoxal-5-Phosphat in seiner klassischen Rolle als Cofaktor durch
spezifische Wirkung an bestimmten Aminosduren wirkt, wire eine dhnliche Wirkung am GR
durch eine einfache Interaktion mit spezifischen Aminosiuren, z.B. Lysin moglich. [3] Dieses
wire eine Erkldrung, warum Vitamin B6 die Transaktivation, nicht aber die Transrepression
inhibieren kann, da letztere nicht von der Bindung an DNA abhingig ist. Dieses Modell
erklért jedoch nicht die in dieser Arbeit gezeigte Zelltyp-spezifische Weise, mit der Vitamin
B6 die GR-vermittelte Transaktivation beeinflusst.

Es ist eher anzunehmen, dafl Vitamin B6 selektiv mit verschiedenen Coaktivatoren
interagiert, welche fiir die GR-vermittelte Transaktivation benotigt werden. Weitere
Untersuchungen konnten die Wechselwirkungen verschiedener bekannter GR-Coaktivatoren
wie z.B. steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) und CBP/P300 mit Vitamin B6 kléren.
[25,39] Zellspezifische Expression dieser Coaktivatoren konnte fiir die zelltypspezifische

Wirkung von Vitamin B6 verantwortlich sein.



Diskussion 28

Potentielle Anwendungsmoglichkeiten der Ergebnisse der Arbeit konnten sich zum Beispiel
bei der Langzeit-Glucocorticoidtherapie, z.B. bei Autoimmunerkrankungen ergeben. Diese
konnen bekanntermafBlen unerwiinschte Wirkungen wie u.a. arterielle Hypertonie, Diabetes,
Gewichtzunahme und Osteoporose haben. Eine additive Gabe von Vitamin B6 konnte diese
Nebenwirkungen reduzieren, ohne auf die immunsuppressive Wirkung der GC Einfluss zu
nehmen, da Vitamin B6 in den Untersuchungen nur die Transaktivation in Nicht-Immunzellen
(nicht erwiinsche GC-Effekte) und nicht in den Immunzellen (erwiinschte GC-Effekte)
inhibiert. Des weiteren zeigte sich kein Einfluss von Pyridoxal-5-Phosphat auf die
Transrepression mit den erwiinschter Immunsuppression einer GC-Therapie.

Allerdings war die Dosis von Vitamin B6 bei den hier gezeigten Versuchen

(10-3 M) mehrere tausend Mal hoher als die normale Serumkonzentration (ca. 0,25x10-6 M).
Zur Zeit ist noch unklar, ob solch hohe Konzentrationen von Vitamin B6 zur Inhibition der
GC-Aktivitit in vivo notwendig sind. Bei hohen Dosen von Vitamin B6 sind als
unerwiinschte Wirkungen neurotoxische Effekte moglich. Ergebnisse von Patienten, die
tiaglich tiber 2-14 Monate 2-6 g Vitamin B6 oral aufnahmen, zeigten das Auftreten von
sensiblen Neuropathien, welche nach Absetzen des Vitamins nach Monaten reversibel waren.

[26]

Das Steroidhormon DHEA und seine im Blut vorwiegend zu findende sulfatierte Form
DHEAS haben in Bezug auf GC und das Immunsystem noch nicht vollstéindig geklirte
Effekte.

Es ist eine glucocorticoid-antagonistische Wirkung beschrieben, d.h. eine anabole Wirkung
auf Knochen und Muskel, eine Reduktion des Korperfettes und eine antidiabetogene
Wirkung. Dieses konnte eine der physiologischen Funktionen von DHEA sein. In
Experimenten bei Frauen mit nicht insulin-abhingigem Diabetes mellitus zeigten sich der
unter Gabe des GC Dexamethason erhohte Glucose-Toleranztest Insulin-Level unter
gemeinsamer Gabe von Dexamethason und DHEA als Ausdruck einer verbesserten Insulin-
Sensitivitit reduziert. [19] Bei Ratten zeigte sich die Gewichtszunahme unter erhéhten GC-
Spiegeln im Blut unter Gabe von DHEA gemindert. [90] Ebenso ergab die Gabe von DHEA
bei Ratten einen priventiven Effekt auf die Hypertension durch GC. [73]

In den Ergebnissen lief3 sich unter verschiedenen DHEA-Konzentrationen kein Unterschied in

der GR-vermittelten Transaktivation durch Dexamethason in humanen Lymphozyten
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verzeichnen. Es zeigt sich also, daf} die antagonistische Wirkung nicht auf einem direkten
Antagonismus am GR beruht.

Es wiire somit als alternativer Mechanismus eine Wirkung iiber die Metabolisierung von
DHEA zu Ostrogenen oder Androgenen denkbar.

In einigen Experimenten zeigte sich bei Bestimmung des Cytokins LIF eine Zunahme der GR
vermittelte Transrepression in humanen Lymphozyten unter steigender DHEA Konzentration.
Es bleibt unklar, warum nur einige Lymphozyten-Populationen mit einer GR-vermittelten
Transrepression reagierten. Eine solche durch DHEA verstérkte Transrepression wire fiir den
klinischen Alltag wiinschenswert, da hierdurch die gewiinschte Immunsuppression durch
geringere GC-Gaben herbeigefiihrt werden konnte. Einige der typischen unerwiinschten
Langzeitwirkungen von GC wie Osteoporose konnten durch DHEA zumindest verringert
werden. Eine derartige additive Therapie mit DHEA konnte auch durch einen eventuellen
DHEA-Mangel eine verstirkte katabole Wirkung der GC reduzieren. So zeigt sich durch
negative Riickkopplung bei externer Gabe von GC eine ACTH Suppression. Dieser Mangel
an ACTH konnte somit zu einer reduzierten DHEA-Produktion in der Nebennierenrinde und
hierdurch als vermindertem anabolen Faktor zu einer Verstirkung der katabolen Wirkung von
GC fiihren.

Eine spezifische DHEA-Bindung konnte in unterschiedlichen Geweben von verschiedenen
Spezies gezeigt werden, z.B. in T-Zellen von Miusen [52], glatten Muskelzellen in Geféden
bei Kaninchen [32] oder humanen T-Lymphoiden Zelllinien [61]. Es wire also auch die
direkte Interaktion mit einem moglichen spezifischen DHEA-Rezeptor denkbar, welcher
allerdings noch nicht nachgewiesen werden konnte.

Ungeklart sind bisher die unerwiinschten Langzeitwirkungen von DHEA. In
Tierexperimenten zeigte sich bei Ratten und Forellen eine erhdhte Inzidenz von
Lebertumoren [56,62]; bei Ménnern besteht moglicherweise ein Zusammenhang zwischen
hohen Blut-DHEA-Spiegeln und vermehrtem Auftreten von hormonabhéngigen Tumoren,
wie z.B. dem Prostatacarcinomen. [S1] Von einer Gabe von DHEA als ,,Anti-aging*-

Medikament muss deswegen zum jetzigen Zeitpunkt abgeraten werden.
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6 Zusammenfassung

Glucocorticoide sind ein bedeutsamer Bestandteil der Homoostase physiologischer Vorginge
und werden medikamentds zur Therapie autoimmuner Prozesse und zur Immunsuppression
eingesetzt. Eine lingerfristige hoherdosierte Glucocorticoidtherapie geht oft mit bedeutsamen
Nebenwirkungen wie Osteoporose, diabetischen Stoffwechsellagen und arterielle Hypertonie
einher.

Glucocorticoide wirken auf molekularer Ebene durch Bindung an den Glucocorticoidrezeptor
(GR). Die durch den GR bedingte Genregulation teilt sich in die Transaktivierung und
Transrepression. Eine Induktion der Genexpression durch direkte Bindung des GR an
Glucocorticoid-responsive Elemente (GRE) bedingt eine Transaktivierung. Diese scheint fiir
die Nebenwirkungen einer Glucocorticoidtherapie verantwortlich zu sein. Die
Transrepression ist gekennzeichnet durch Interaktion des GR mit weiteren
Transkriptionsfaktoren. Sie ist fiir die erwiinschte Immunsuppression verantwortlich.

So wire der selektive Einfluss von Medikamenten auf den GR und somit eine Reduktion von
eventuellen Nebenwirkungen einer Glucocorticoid-Therapie wiinschenswert.

So wurden in den Experimenten der Einfluss von Vitamin B6 und Dehydroepiandrosteron
(DHEA) auf den GR in verschiedenen Zelllinien untersucht. Hierbei wurde quantitativ die
Produktion des Cytokins Leukemia inhibitory factor (LIF) bestimmt.

Es zeigte sich bei Nicht-Immunzellen am Beispiel von HeLa-Zellen, dass Vitamin B6 selektiv
die GR-vermittelte Transaktivierung hemmt. Bei Immunzellen - hier am Beispiel von
humanen Lymphozyten - war dieser Effekt nur schwach nachweisbar.

DHEA zeigte bei beiden Zelllinien keinen Einfluss auf die GR-vermittelte Transaktivierung.
Die GR-vermittelte Transrepression zeigte unter DHEA keine eindeutigen Ergebnisse . So
wurden in einigen Experimenten eine signifikante Reduktion der Produktion von LIF
beobachtet, wihrend sich diese in anderen nicht zeigte. Die Ursache hierfiir bleibt unklar.

Es besteht aufgrund der Ergebnisse die Vermutung, dass Vitamin B6 die GR-Funktion auf
zell- und promoterspezifische Weise beeinflussen kann.

Weitere Experimente konnten zu einer spezifischen Modulation der GR-vermittelten
Transaktivierung und somit zu einer Reduktion der klinischen Nebenwirkungen von

Glucocorticoiden fiithren.
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