Wie wirken antientzundliche Therapien?

Steroide, Curcuma, Vitamin D und andere

Die Rolle der Toll-like-Rezeptoren

7. November 2012, 15:00 Uhr
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Was ist (chronische) Entziundung ?

Untersuchung Ergebnis Einheit
TNF-alpha i.S. (CLIA) 17.8 pg/ml
IP-10 i.Serum (PIA) 1555 pg/ml

Hinwels auf systemische Entziindung (TNF-a) und auch
TH1-Immunaktivierung (IP-10).

Histamin (gesamt) i. Hep.-Bl. (EIA) 11258 ng/ml
Kein Hinweis auf Mastzell-assoziierte Entziindung

ATP intrazellul&dr©® (CLIA) 1.44 uM
Vermindertes intrazelluldres ATP als Hinweis auf eine
sekunddre Mitochondriopathie.

MDA-LDL 1.S. (EIA) 144 Uzl
Ein erhéhtes MDA-modifiziertes LDL spricht fiir eine
gesteigerte Lipidperoxidation bei oxidativem Stress.

Freies 3-Nitrotyrosin i. EDTA-P1.° &l .1 ng/1
Kein Hinweis auf nitrosativen Stress
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Wie kommt es zur (chronischen) Entzundung? |
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Wie kommt es zur (chronischen) Entzundung? |

Autoantigene /Immunkomplexe
Partikel

Bakterien

Umwelt
schadstoffe

.\\ —
IkB-Kinase Wirkung liber

Toll-like-Rezeptoren

zeitversetzt:

N Antiinflammation

IL-10, IL-1ra
TGF-

Inflammation
TNF-o, IL-1
IFN-y, IL-12, IL-6



Entzundung ist die Folge der Aktivierung von Toll-like-
Rezeptoren auf Immunzellen

Aktivierung uber
Toll-like-Rezeptoren auf der
Oberflache von Makrophagen
und Endothelzellen

Intrazellulare Kettenreaktion
von Proteinkinasen

|

NFkB-Aktivierung
(Ablesung von mRNA fiir Aktivierungs-
zytokine und Adhasionsmolekiile)

. A
proinflammatorischer #& “3 ¥\~ "8

Freisetzung von TNF-a und IL-1
und immun- us
modulatorischer Gene E ntzu n d un g

Quelle: Vollmar et al. Immunologie —
Grundlagen und Wirkstoffe, Seite 21

Transkription



TLR-Rezeptoren sind phylogenetisch alte Erkennungs-
strukturen von Fremdmolekulen (PAMPS)

Toll-like PAMPS qi Pathogen-assoziierte Strukturen

Rezeptoren

LPS (G-) Gram-negative Bakterien

RSV-F-Protein . .
pflanzliche und bakterielle
Immunstimulanzien

TLR 2 nur auf

Makrophagen | RepHaogIKENS (GH) viele_ Bakterien, Hefen, Pilze,
und . TLR-2 Lipoproteine Lektine u.a.
Endothelzellen \ G T Annarie pflanzliche und bakterielle
exprimiert TLR-2 Immunstimulanzien

TLR-1
TLR 3 nur auf
dentritischen
Zellen TLR-3 dsRNA Virale doppelstrangige DNA
TLR 5 auf . .
Basal- J TLR-5 Flagellin Flagellen vieler Bakterien
Seite der
Diinndarm- TLR-9 O Bakterien, da CpG-Motive in
Schleimhaut Siugerzellen methyliert sind.




Autoantigene /Immunkomplexe
Partikel

Bakterien

Umwelt-
schadstoffe
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Wirkung uber
Toll-like-Rezeptoren

zeitversetzt:

N Antiinflammation

IL-10, IL-1ra
TGF-

Inflammation
TNF-o, IL-1
IFN-y, IL-12, IL-6



Uber den Darm findet Immunstimulation mit
Fremdantigenen statt.

Candida-Hyphen o€ . Intakte _ _
P Nahrun ittelproteine
L -
Darmlumen . . L
Voooooeoooo  Lipopolysaceharide (LPS) E.coli-Antjgene
o © o o &

Intestinale
Submukosa

Ausschuttung von Entzundungs-
mediatoren

Lokale und systemische Entzundung



Ein erhohtes Zonulin im Serum spricht fur ein leaky gut

Eine systemische Entzundung bei gleichzeitigem
Hinweis auf leaky gut spricht fur die Bedeutung des
Darmes als Entzundungsquelle

Untersuchung Ergebnis Einheit Referenzbereich
zonulin 1.S. (EIA) 92.4 ng/ml < 31

Das erhthte Zonulin im Serum spricht fiir eine gesteigerte

intestinale Permeabilitdt ("leaky gut")

TNF-alpha i.S. 23.6 pg/ml 2 B
Interleukin 1-8 1.8S. 6.1 pg/ml < 5.0



Chronische systemische Entzundung ist Folge einer
dauerhaften, nicht regulierten Stimulation von
korpereigenen Entzundungszellen

Jedes korperfremde (bedrohliche) Signal kann
Ausloser der Entzundung sein

z.B. Bakterien, Hefen, Pilze, Parasiten, Fremdantigene
iInkl. Nahrungsmittel, Entzundungszytokine, ROSs,
Partikel (auch Nanopartikel), Immunkomplexe,
Xenobiotika



Wie lasst sich die gesteigerte chronische
Entzundungsantwort hemmen?

1. Durch Elimination der Reize
(z.B. Behandlung von leaky gut oder Elimination eines
bakteriellen Herdgeschehens)

2. durch Hemmung der NFxB-Aktivierung in Makrophagen
und damit der Synthese von proentzundlichen Zytokinen

3. durch Modulation der Toll-like-Rezeptoren auf
Makrophagen mit dem Ziel, diese weniger responsiv
auf proentzundliche Reize zu machen

oder durch 2. und 3.
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Glukokortikoide hemmen die Losung von |kB und somit die
,Wanderung" von p50/p65 in den Zellkern

Glucocorticoid

Enzyme

tokine

Adhésionsmolekile
Rezeptoren

Glukokortikoidrezeptor, Hsp = Hitzeschockprotein, COX-2 Cyclooxygenase 2

GC-R =
INOS = induzierbare NO-Synthase, PLA, Phospholipase A2
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Incensole Acetate, a Novel Anti-Inflammatory Compound
Isolated from Boswellia Resin, Inhibits Nuclear Factor-«B
Activation®
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ABSTRACT

Boswealliz resin is a major anti-inflammatory agent in herzal  lipopolysaccharide-mediated NF-xB activation. It had no f-
medical tradition, as well as a common food supplement. it fect on IKK activity in vitro, and it did not suppress |«xBo
anti-inflammatory activity has been attributed to boswellic phosphorylation in costimulated T-cells, indicating that the
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Incensole acetate, a novel anti-inflammatory compound isolated from Boswellia resin, inhibits
nuclear factor-kappa B activation. Moussaieff A et al. Mol Pharmacol. 2007, 72:1657-64
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Vitamin D decreases NFkB activity by increasing IkBo levels
Merav Cohen-Lahav'?, Shraga Shany', David Tobvin®, Cidio Chaimovitz® and Amos Douvdevani'?
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Fig. 4. Treatment of PIREDI cells with 1,25(0HRD; or | 24(0H)-D: reduces NFeB-p63 in the nucleus and increases NFeB-p65 in
the cytosol. P3EEDI cells were pmmcubated for 16h with 1,250HRD; or 1,24(0H)D. (10 'TMJl followed by activation with LPS
(lpg/ml}y for an additional 0.5h. Nuclear and cytosol extracts were prepared and western blot analysis was performed, using an anti-
NFkB-p63 antibody. The results are expressed as mean + SE and represent three experiments performed in duplicate #£ <0.05 vs no LPS,
*P<0.05 v LPS alone.

Nephrol Dial Transplant (2006) 21: 889-897



Vitamin D hemmt dosisabhangig die Freisetzung von
LPS-induziertem TNF-a
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Fig. 1. Treatment of P3ERD] cells with 1.25(0H).D; or 1.24(0H).D: reduces TNFa protemn secretion. P3RRD] (1= 10° cellswell)
were incubated for 16h with increased concentrations of 1. 25(0H)kD; or 1L,24(0OHRD: (107" to 10" M). This was followed by an
additional 6h of incubation with LPS (1 pg/ml). Supernatants were collected and subsequently assaved for TNFa protein levels by ELISA.
The results are expressed as mean SE and represent three experiments performed in triplicate (***P<0.001, ¥ P <001 vs LPS alone).

Nephrol Dial Transplant (2006) 21: 889-897



Wie lasst sich die gesteigerte chronische
Entzundungsantwort hemmen?

1. Durch Elimination der Reize
(z.B. Behandlung von leaky gut oder Elimination eines
bakteriellen Herdgeschehens)

2. durch Hemmung der NFxB-Aktivierung in Makrophagen
und damit der Synthese von proentzundlichen Zytokinen

3. durch Modulation der Toll-like-Rezeptoren auf
Makrophagen mit dem Ziel, diese weniger responsiv
auf proentzundliche Reize zu machen

oder durch 2. und 3.



Die entzundungshemmende Wirkung vieler Praparate ist
durch Suppression der Toll like-Rezeptoren auf Makrophagen zu

erklaren

Specific inhibition of MyD88-independent signaling pathways of TLR3 and

TLR4 by resveratrol.
J Immunol. 2005;175:3339-46

Inhibition of homodimerization of Toll-like receptor 4 by curcumin.
Biochem Pharmacol.2006;72:62-9

S-adenosylmethionine prevents the up regulation of Toll-like receptor (TLR)

signaling caused by chronic ethanol feeding in rats.
Exp Mol Pathol. 2011;90:239-43

Vitamin D3 down-regulates intracellular Toll-like receptor 9 expression and

Toll-like receptor 9-induced IL-6 production in human monocytes.
Rheumatology 2010;49:1466-71

Statins decrease Toll-like receptor 4 expression and downstream signaling in

human monocytes.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:1439-45.



Inhibition of homodimerization of Toll-like receptor 4 by curcumin.
Biochem Pharmacol.2006;72:62-9

Curcumin
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Makrophage ist weniger reagibel

auf (normale) endogene und exogene
Entzindungsreize (transloziertes LPS,
Immunkomplexe u.a.)

mmp NFkB-Aktivierung ¢
TNF-a, IL-1 Freisetzung |



‘Simvastatin suppresses endotoxin-induced upregulation
of toll-like receptors 4 and 2 in vivo :

- Alexander Niessner®®*, Sabine Steiner®, Walter S. Speidl?, Johannes Pleiner®,
~ Daniela Seiﬂingef..b, Gerald Maurer?, Jorg J. Goronzy d,, Cornelia M, Weyancid,
- Christoph W. Kopp®, Kurt Huber®, Michael Wolzt®, Johann Wojta®
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Study drug

Atherosclerosis 2006; 189: 408-413
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Concise report

Vitamin D3z down-regulates intracellular Toll-like
receptor 9 expression and Toll-like receptor
9-induced IL-6 production in human monocytes

Laura J. Dickie', Leigh D. Church?, Lydia R. Coulthard’, Rebeccah J. Mathews’,
Paul Emery' and Michael F. McDermott’
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Rheumatology key messages

« Vitamin D3 modulates expression of TLR9 in healthy
human monocytes.

« Vitamin D5 down-regulates TLRS expression, which
is associated with decreased IL-6 production.

o Modulation by vitamin D3 jnay have clinical implica-
tions for susceptibility to autoimmune disease.




ABER: Das Ausmal der NFkB-Hemmung auf verschiedene
Praparate ist sehr individuell.

TNF-o (pg/ml)

Patient A 600

1200

800

400

O ,
- 100 ng LPS + Curcuma + Curcuma + Curcuma
100 ng/ml 20 ng/ml 5 ng/ml

Patient B TP (pg/m

1600

1200

800

400

0 _
- 100 ng LPS + Curcuma + Curcuma + Curcuma
100 ng/ml 20 ng/ml 5 ng/ml




Damsgaard CT et al.

Whole-blood culture is a valid low-cost method to measure monocytic

cytokines - a comparison of cytokine production in cultures of human whole-blood,
mononuclear cells and monocytes. J Immunol Methods. 2009;340:95-101

Zugabe der verschiedenen antientziindlichen
Wirkstoffe in Parallelansatzen

Basisansatz

50 Patientenblut

500 uL RPMI + LPS

Mischung und Inkubation fur 4h bei 37 °C
Zentrifugation
Analyse von TNF-o im Uberstand

/\

TNF-a Basiswert (gehemmte) TNF-a - Werte



Hier wirkt Silymarin und Boswellia-Extrakt am starksten antientzundlich.
Hox alpha und Colibiogen wirken hier eher proentzundlich !

TNF-alpha-Hemmtest

Der TNF-a-Basiswert ist die Bezugsgrdéfie mit der die TNF-a-
Werte der einzelnen Priparate verglichen werden.

Werte die niedriger als der Basiswert sind, zeigen eine anti-
entzindliche Wirkung an. H6here Werte sprechen fiir einen pro-
entziindlichen in vitro-Effekt des jeweiligen Pridparates.

Hemmwirkung

TNF-a-Basiswert (LPS stimuliert) 1243.0 pg/ml
TNF-a Prédparat 1 322.0 pg/ml 75% l

Ziehol
TNF-a Pré&parat 2 1476.0 pg/ml +18% '

Hox alpha (Brennessel)

TNF-a Prdparat 3 188.0 pg/ml 85% l
Boswellia

TNF-a Prédparat 4 64.9 pg/ml 94% l

Silymarin (Mariendiestel)
TNF-a Pr&parat 5 2177.0 pg/ml +75% '

Colibiogen

Interpretation
Deutliche antientziindliche Effekte zeigen sich durch
das getestete Zieh&l, Boswellia und auch Silymarin.
Das Hox alpha-Prdparat wirkt eher TNF-a-induzierend.
Colibiogen hat erwartungsgemdfs proentziindliche Effekte
auf Makrophagen.



Das Ausmal der entzundungshemmenden
Wirkung der Praparate ist individuell
n= 122 Patienten

Curcumin
Boswellia
Resveratrol
S-Adenosylmethionin
Prednisolon
Hemmung LPS-induzierte TNF-a-Freisetzung im Vergleich
zum LPS-Basalwert
<10% 10 - 50% > 50%
. 17 % 47 % 36 %
Boswellia 22 % 36 % 42 %
Resveratrol 12 % 84 % 4 %
SAM 17 % 24 % 59 %
Prednisolon 39, 22 % 75 %

Institut fir Medizinische Diagnostik Berlin, Nicolaistrae 22, 12247 Berlin @ +49 3077001-220, info@inflammatio.de



TNF-a ist als proentzundliches Schlusselzytokin der
ideale Marker um den Einfluss von Praparaten auf die
NF«kB-Aktivitat zu messen?

TNF-o.
IL-1
IL-10
N\E
IL-6 / IL1RA
%
T 90 2h 4h 8h 12h 16h

Entzundungsreiz



Warum TNF-a und nicht IL-1 ?

TNF-a ist als read out Parameter fur die NFkB-Aktivierung
aussagekraftig fur die Entzundungsantwort der Makrophagen

1 Basiswert B Curcumin Il Resveratrol

2000

2000

2500

1500 1

1500 2000

1500
1000 1 1000

1000 |
0 : 0 - 0

TNF-a IL-1 TNF-o IL-1

il |

TNF-o IL-1

TNF-o und IL-1 unterscheiden sich zwar in der absolut freigesetzten Menge,
nicht aber in ihrer Reaktivitat auf entzindungshemmende Praparate

TNF-a zeigt die hoheren Basiswerte im Vergleich zum IL-1



Praparate die fur die TNF-a-Hemmtest im Labor
zur Verfugung stehen

Activomin
Aktren

Angocin

Anti Inflamma
Arcoxia MSD
Arthroflexan plus
ASS
Bioflavonoids Citrus
Boscari
Boswellia
Boswellia plus
Bromelain
Cefatec 480
Cellagon aurum
Cell-Defense
Cilantris
Coenzym Q10

Colestyramin
Colostrum
Curcumin

Dolozym
Eicosapen
Enzymatin Omega 600
Eritrea Weihrauch
Felis
Hericium-Erinaceus
Hox-Alpha

Incanus

Inflazym

Lachsol

MSM

Omega 3 Duo
Praevent Loges
Prednisolon

Pro Sirtusan
ProCurmin Complete Il
Pro Dialvit 44
Quercitin

Resveratrol
Rheuma-Hek

Salofalk

SAM / Gumbaral
Sanomit Q10
Silymarin

TNF-direkt (Viathen-A)
Trans Max

Turmeric

Urbason

Vayara

Viathen-T

Voltaren Resinat

Hier nicht genannte Praparate mussen einmalig mit eingesendet werden



Die zu untersuchenden Praparate mussen auf dem
Anforderungsschein angegeben sein.

Zuzlgl. einmalig 20,40 € fir die Basalsekretion,

H 20,40 je

Zuzigl. einmalig 20,40 € fUr die Basalsekretion. Praparat

H 4080 je

Zuzlgl. einmalig 23,31 € fUr die Basalsekretion. Préparat

@ "__‘1 E Er’%- BRI YU LV
IL-6 s 2798 TNF—a—Hemmtest
IL-8 Sz 27,98
IL-10 § 27.98 IL-4-Hemmtest
IFN-y 8 27,98
IP-10 (TH1-Aktivitat) S 27,98 IFN-+/IL-10-Modulation
slL-2-Rezeptor 8 2798
Lﬁfafnirl:‘ﬂl f; 3320 bitte hier eintragen:
RANTES [NEU] S 4372 1. X
2.
[33] ATP-intrazellular [24h]H 43,71 3
MDA-modifiziertes LDL SN 2798
(35| Glutathion intrazellular [2dh]H 66,22 4.
[36 ] Nitrothyrosin E| 2915 5
Laktat / Pyruvat 2NaF 25,64
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Der Erfolg einer antientzundlichen Therapie ist an mehreren
Labormarkern des zellularen Regulationssystems abzulesen.

1. Untersuchung: 8.3.2011

Untersuchung Ergebnis Einheit

Glutathion GSH-intrazelluldr

Lymphozyten CD3 122 mfi
Monozyten CD14 855 mfi
NK-Zellen CD16/56 725 mfi

Befund
Grenzwertiger intrazelluldrer Gehalt an reduziertem Gluta-
thion (GSH). Wohingegen bei Monozyten und NK-Zellen der
Normbereich erreicht wird, zeigen sich bei T-Zellen
verminderte Spiegel.

TNF-alpha i.S. 26.2 pg/ml

Interleukin 1-8 i.S. 5.8 pg/ml

Interleukin 6 i.S. 118 pg/ml
Hinweise auf proentziindliche Reaktion

Interleukin 10 i.S. <5.0 pg/ml

Der fehlende Anstieg des antientziindlichen IL-10 verstédrkt
den Befund einer bestehenden proentziindlichen Reaktionslage.

CRP hoch sensitiv i.S. (CLIA) 577 mg/1

IP-10 i.Serum (ELISA) 233 pg/ml
Kein Hinweis auf eine begleitende Aktivierung des THI-
Immunsystems.

ATP intrazellul&dr®® (CLIA) 0.66 uM
Vermindertes intrazelluldres ATP als Hinweis auf eine
sekunddre Mitochondriopathie.

2. Untersuchung: 19.04.2011

Untersuchung Ergebnis Einheit
Glutathion GSH-intrazellulér
Lymphozyten CD3 322 mfi
Monozyten CD14 911 mfi
NK-Zellen CD16/56 822 mfi
Befund
Im Vergleich zum Vorbefund nahezu Normalisierung des
intrazelluldrem Glutathions (GSH).
TNF-alpha 1.S. 14.3 pg/ml
Interleukin 1-8 i.S. <5.0 pg/ml
Interleukin 6 1.8S. 10;3 pg/ml
Riickldufige Entziindungszeichen
CRP hoch sensitiv i.S. (CLIA) 5.34 mg/1l
ATP intrazelluldr©® (CLIA) p 8 | uM

Im Vergleich zum Vorbefund ist das ATP angestiegen und 1
jetzt geringgradig unter dem Erwartungsbereich.



Die Ergebnisse des TNF-Hemmtest konnen sich

langerfristig verandern!
(d.h. sie sind nicht nur genetisch bedingt)

1. Untersuchung: 12.10.2010

TNF-alpha-Hemmtest
Der TNF-a-Basiswert ist die Bezugsgrofe mit der die TNF-a-
Werte der einzelnen Priparate verglichen werden.
Werte die niedriger als der Basiswert sind, zeigen eine anti-
entziindliche Wirkung an. Hohere Werte sprechen fiir einen pro-
entziindlichen in vitro-Effekt des jeweiligen Priparates.

TNF-a-Basiswert (LPS stimuliert) 1655

TNF-a Prédparat 1 877
Curcumin

TNF-a Prdparat 2 593
Boswellia

TNF-a Prdparat 3 632
Resveratrol

TNF-a Préparat 4 1622
Brennnessel

TNF-a Prdparat 5 26043
Colibiogen

pg/ml

pg/ml

pg/ml

pg/ml

pg/ml

pg/ml

2. Untersuchung: 22.07.2011

TNF-alpha-Hemmtest
Der TNF-a-Basiswert ist die Bezugsgrife mit der die TNF-a-
Werte der einzelnen Prdparate verglichen werden.
Werte die niedriger als der Basiswert sind, zeigen eine anti-
entziindliche Wirkung an. Hbhere Werte sprechen flir einen pro-
entziindlichen in vitro-Effekt des jeweiligen Priparates.

TNF-a-Basiswert (LPS stimuliert) 1525

TNF-a Prdparat 1 588
Curcumin

TNF-a Priparat 2 " 1477
Boswellia

TNF-a Préparat 3 622
Resveratrol

TNF-a Préparat 4 1600
Brennnessel

TNF-a Prdparat 5 2387

Colibiogen

pg/ml

pg/ml

pg/ml

pg/ml

pg/ml

pg/ml



Zusammenfassung

Die chronische systemische Entzundung ist Folge einer andauernden,
nicht regulierten Stimulation von korpereigenen Entzundungszellen

Jedes korperfremde Signal kann Ausloser der Entzindung sein
Eine Entzundungshemmung ist moglich durch:
1. Elimination der Entzindungsreize (leaky gut, Herdgeschehen)

2. durch Hemmung der NF«kB-Aktivierung in Makrophagen und damit der
Synthese von proentzindlichen Zytokinen (z.B. Kortikoide, Boswellia, Vit.D)

3. durch Modulation der Toll-like-Rezeptoren auf Makrophagen mit dem Ziel,
diese weniger responsiv auf proentzundliche Reize zu machen
(z.B. Curcuma, Simvastatin, Vitamin D, SAM, Resveratrol u.v.a.)

Die Wirkung dieser Praparate ist sehr individuell

Das individuelle Ansprechen auf die NFkB-Hemmung kann anhand der
Hemmung der TNF-a-Freisetzung gemessen werden



