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Zusammenfassung

Bei N-Acyl-Ethanolaminphosphaten handelt es sich um eine bislang wenig untersuchte
Klasse polarer Substanzen, deren Erforschung aufgrund ihrer strukturellen Analogie zu
apolaren, physiologisch wirksamen N-Acyl-Ethanolaminen von Interesse ist. Zu bear-
beiten waren analytische Fragestellungen, die auch synthetische Aufgaben beinhalteten,
wie Methodenentwicklung und Versuche zur Erfassung von N-Acyl-Ethanolamin-
phosphaten in ausgewihlten Lebensmitteln sowie strukturelle Studien zur ,,Bioaktivitat™
der Verbindungen. Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es demzufolge, eine geeig-
nete Methode fiir deren qualitative und quantitative Analytik zu entwickeln. Gleichzei-
tig wurden ausgewdhlte N-Acyl-Ethanolaminphosphate synthetisiert.

Aufgrund des literaturbekannten Vorkommens von N-Acyl-Ethanolaminen in Wein
wurden fiir die Lebensmitteluntersuchungen fermentierte Produkte, d.h. drei verschie-
dene Sake (Japanischer Reiswein) und ein fermentierter Rotkohl verwendet. Parallel zu
diesen Untersuchungen erfolgten auch Studien zur Stabilitdt der N-Acyl-Ethanolamin-
phosphate.

Versuchsreihen zur Uberpriifung potentieller ,,Bioaktivitit umfassten Studien mit al-
kalischer Phosphatase, PhospholipaseA,, Lipoxygenase, Xanthinoxidase, B-N-Acetyl-
hexosaminidase und dem Cannabinoidrezeptor-1.

Es lassen sich folgende Ergebnisse zusammenfassen:

e Es erfolgten die Synthesen von N-Acetyl- und N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat;
das uns verfiigbare, verunreinigte N-Lactoyl-Derivat wurde gereinigt und wie
die Synthese-Produkte spektroskopisch charakterisiert.

e Es gelang letzteres, als Trimethylsilyl-Derivat mit MSTFA zu derivatisieren und
anschlieend per GC-MS zu bestimmen.

e Die Trennung von N-Acetyl-, N-Benzoyl- und N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
sowie Ethanolaminphosphat war mittels HPLC an einer HILIC-Saule moglich.
Die Detektion erfolgte massenspektrometrisch.

e Mit Hilfe der Ionenchromatographie (Leitfdhigkeitsdetektion) lieBen sich N-
Acetyl- und N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat ohne vorherige Derivatisierung
direkt analysieren. Mit einer Nachweisgrenze von 1.3 mg/L war diese Technik
den vorgenannten Methoden im Hinblick auf die Empfindlichkeit weitaus iiber-

legen.
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e Die N-Acyl-Ethanolaminphosphate erwiesen sich als sehr stabile Verbindungen.
Fir das N-Lactoyl-Derivat wurde eine auf lonenaustauschchromatographie
basierende Probenaufarbeitung fiir Lebensmittel entwickelt. Ein positiver
Nachweis in den genannten Lebensmitteln gelang nicht.
e Tab. 1 gibt ein Uberblick iiber die Ergebnisse der Enzymversuche und des Can-
nabinoidrezeptor-1 Kompetetitionsversuchs.
Tab.1 Zusammenfassung der Enzymversuche und kompetetiven Rezeptor-Bindungsstudie
EAP NAEAP NBEAP NLEAP
AP Km: 1.9+ 0.3 mM Km: 2.2+ 0.5 mM Km: 1.1+02mM Km: 1.4+02mM
Vmax 0.02 Vmax 0.08 Vmax 0.04 Vmax 0.02
IC50: 3.3 mM + 0.1 1C50: 4.2 £0.3 mM 1C50: 5.9+ 0.3 mM 1C50: 5.8 £ 0.2 mM
unkompetitiver unkompetitiver unkompetitiver unkompetitiver
Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor
PLA, EC 50 Wert: 140 uM EC 50 Wert: 136 uM
- (max. Hemmung (max. Hemmung -
78 %) 63 %)
LOX i IC 50 Wert: 328 uM IC 50 Wert: 394 uM )
(CI: 278-387uM) (CI: 350-445 uM)
XOD
B-N-
AcHex - - - -
CB1 Keine Kompetition mit Keine Kompetition Keine Kompetition mit | Keine Kompetition mit

SH-CP55940

mit *H-CP55940

*H-CP55940

SH-CP55940

AP, alkalische Phosphatase; PLA,, Phospholipase A,; LOX, Lipoxygenase; XOD, Xanthinoxidase; -N-AcHex, -
N-Acetyl-Hexosaminidase; CB1, Cannabinoid Rezeptor 1; EAP, Ethanolaminphosphat; NAEAP, N-Acetyl-Ethanol-
aminphosphat; NBEAP, N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat; NLEAP, N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat.

Die untersuchten N-Acyl-Ethanolaminphosphate wurden von der alkalischen
Phosphatase als Substrate erkannt. In Gegenwart von p-Nitrophenylphosphat
zeigten alle Verbindungen unkompetitive Eigenschaften.

Sowohl im PhospholipaseA,- als auch im Lipoxygenase-Versuch erwiesen sich
N-Acetyl-Ethanolaminphosphat und N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat als Inhi-
bitoren.

Die untersuchten N-Acyl-Ethanolaminphosphate einschlielich Ethanolamin-
phosphat zeigten weder einen Effekt auf die Aktivitit der B-N-Acetylhexos-
aminidase, noch wirkten sie als Superoxidanionenfinger im Xanthinoxidase-

Assay.
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e In keinem Fall war eine kompetitive Eigenschaft am Cannabinoidrezeptor-1
feststellbar. Dies diirfte auf die hohe Polaritdt der Verbindungen zuriickzufiihren

sein.
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Summary

N-acyl-ethanolaminphosphates are a group of polar compounds that have rarely been
studied as yet and whose investigation is attractive due to their structural analogy to
nonpolar physiologically active N-acyl-ethanolamines. Main targets of this work com-
prised the synthesis of N-acyl-ethanolaminphosphates, elaboration of analytical methods
to detect them in selected food samples and to perform effector studies.

Hence, the first goal was to establish a suitable method for the qualitative and quantita-
tive analysis of N-acyl-ethanolaminphosphates. At the same time, the synthesis of se-
lected compounds was performed.

Based on the published occurrence of N-acyl-ethanolamines in wine, selected fermented
foods were chosen for the food screening, i.e. three samples of sake (Japanese rice
wine) and one sample of fermented red cabbage. In addition, stability tests of N-acyl-
ethanolaminphosphates were carried out.

The “bioactivity” potential of N-acyl-ethanolaminphosphates was checked by using
alkaline phosphatase, phospholipaseA,, lipoxygenase, xanthinoxidase, [-N-
acetylhexos-aminidase and the cannabinoid receptor-1.

Following results can be summarized:

e The syntheses of N-acetyl- and N-benzoyl-ethanolaminphosphate were per-
formed and the substances characterized; the N-lactoylderivate was already
available in the laboratory, it was purified and also spectroscopically character-
ized.

e N-lactoyl-ethanolaminphosphate was derivatized with MSTFA and analyzed by
GC-MS.

e The separation of N-acetyl-, N-benzoyl- und N-lactoyl-ethanolaminphosphate as
well as ethanolaminphosphate was achieved by using HPLC with an HILIC-
column, followed by masss spectrometric detection.

e Direct analysis without any derivatization of N-acetyl- and N-lactoyl-ethanol-
aminphosphate was achieved by ion chromatography (conductivity detection).
With a limit of detection of 1.3 mg/L this method was much more sensitive than
the GC-MS- and HPLC-MS methods.

e N-acyl-ethanolaminphosphates were found to be very stable compounds. Sample

preparation of the N-lactoyl-derivate was successfully achieved by ion exchange
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chromatography, but the targeted compound was not detected in any of the fer-

mented foods under study.

The results of the enzyme tests and the competitive studies with the cannabinoid

receptor-1 are summarized in table 1:

Tab.1 Summary of results achieved by enzyme tests and competive binding assay studies

EAP NAEAP NBEAP NLEAP
AP Km: 1.9 £ 0.3 mM Km: 2.2 +£0.5mM Km: 1.1 £0.2 mM Km: 1.4+£0.2 mM
Vmax 0.02 Vmax 0.08 Vmax 0.04 Vmax 0.02
IC50: 3.3 mM £ 0.1 IC50: 4.2+ 0.3 mM IC50: 5.9 £ 0.3 mM IC50: 5.8 = 0.2 mM
uncompetitive uncompetitive uncompetitive uncompetitive
inhibitor inhibitor inhibitor Inhibitor
PLA, EC 50 value: 140 uM | EC 50 value: 136 uM
- (max. inhibition (max. inhibition -
78 %) 63 %)
LOX i IC 50 value: 328 uM IC 50 value: 394 uM )
(CI: 278-387uM) (CI: 350-445 uM)
XOD
B-N-
AcHex - - - -
CB1 no competition with no competition with no competition with no competition with

3H-CP55940

3H-CP55940

3H-CP55940

3H-CP55940

AP, alkaline phosphatase; PLA,, phospholipase A,; LOX, lipoxygenase; XOD, xanthinoxidase; B-N-AcHex, -N-
acetylhexosaminidase; CB1, cannabinoid receptor 1; EAP, ethanolaminphosphate; NAEAP, N-acetyl-ethanolamin-

phosphate; NBEAP, N-benzoyl-ethanolaminphosphate; NLEAP, N-lactoyl-ethanolaminphosphate.

The tested N-acyl-ethanolaminphosphates were recognized as substrates by alka-

line phosphatase. In the presence of p-nitrophenyl phosphate, all compounds

showed uncompetitive inhibition.

N-acetyl-ethanolaminphosphate and N-benzoyl-ethanolaminphosphate were

found to be inhibitors of phospholipaseA, and lipoxygenase.

N-acyl-ethanolaminphosphates and ethanolaminphosphate did not exhibit any

influence on the activity of B-N-acetylhexosaminidase or xanthinoxidase.

The target compounds did not show competitive properties to the cannabinoid

receptor-1. The high polarity of the substances might be the reason for this lack

of activity.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Das Interesse an N-Acyl-Ethanolaminen und deren Derivaten steht im engen Zusam-
menhang mit der Entdeckung der Cannabinoid-Rezeptoren (CB-Rezeptoren) (Devane et
al., 1988). Anandamid, das Ethanolamin-Derivat der Arachidonsdure, wurde als erster
Vertreter der Stoffklasse als Endocannabinoid im Schweinegehirn entdeckt (Devane et
al., 1992). Mittlerweile weill man, dass neben Anandamid weitere N-Acyl-Ethanolamin-
Derivate in Geweben vorkommen, die sowohl Affinitit zu den beiden bekannten CB-
Rezeptoren aufweisen, als auch gar keine. Weitere Eigenschaften dieser apolaren N-
Acyl-Ethanolamine sind unter anderem die Aktivierung der Peroxisom-Proliferator-
aktivierten-Rezeptoren (PPAR-0) oder auch die Wirkung als Agonist des Vanilloid-
Rezeptor Typs 1 (TRPV1) (Thabuis et al., 2008).

Anandamid und seine Strukturanaloga besitzen einen Festtsdurerest und sind dadurch
apolare N-Acyl-Ethanolamine, die von polaren Vertretern zu unterscheiden sind. Als
polares Analogon von Anandamid z.B. beschrieben Wissenschaftler die Synthese von
phosphoryliertem Anandamid, welches als wasserlosliches Prodrug Anwendung finden
kann (Juntunen et al., 2003).

Die Synthese von polaren N-Acyl-Ethanolaminphosphaten wurde bereits vor der
Entdeckung von Anandamid beschrieben, jedoch sind damals keine Studien iiber die
Eigenschaften dieser polaren Derivate durchgefiihrt worden (Cherbuliez und Rabino-
witz 1956a).

Spéter wird in einem Patent von Rennes et al. (2005) auf die nichtphosphorylierte Vor-
stufe eines N-Acyl-Ethanolamins hingewiesen, welche den Geschmack von Nahrungs-
mitteln, Getrinken, Arzneimitteln, Tabakwaren und Mundpflegemitteln verbessern soll.
Im Patent wird eine Vielzahl von Ethanolaminderivaten beschrieben, unter anderem
auch das phosphorylierte N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (Rennes et al., 2005).
N-Lactoyl-Ethanolamin hat man spiter als geschmacksmodulierende Substanz in Bee-
renausleseweinen entdeckt (de Rijke et al., 2006). In Hautpflegeprodukten zeigte die
Verbindung eine kiihlende Wirkung (Watson et al., 2008). N-Gluconyl-Ethanolamin
wurde nachfolgend ebenfalls in Beerenausleseweinen entdeckt (de Rijke et al., 2007; de
Rijke et al., 2008).

In einem weiteren Patent sind Ethanolaminphosphate beschrieben, welche mit
Zuckerresten verkniipft sind. Dieser Substanzklasse hat man geschmacksverstirkende

Eigenschaften zugeschrieben (Visser et al., 20006).
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Aus diesen wenigen Beispielen wird deutlich, wie breit das Wirkungsspektrum von so-
wohl polaren als auch apolaren N-Acyl-Ethanolaminderivaten sein kann. Um insbeson-
dere die polaren N-Acyl-Ethanolaminphosphate besser charakterisieren zu kdnnen, ist
die erste wichtige Aufgabe, eine geeignete Nachweismethode fiir diese Substanzklasse
zu entwickeln. Die Analytik dieser Verbindungen wird durch ihre strukturellen Eigen-
schaften, d.h. unter anderem hohe Polaritit und das Fehlen von UV-Aktivitit, limitiert.
Daher war es unsere erste Aufgabe, eine Methode zur qualitativen und quantitativen
Analyse derartiger Verbindungen zu etablieren, um anschliefend mit einer ebenfalls zu
entwickelnden Isolierungstechnik Lebensmittel auf das Vorhandensein von N-Acyl-
Ethanolaminphosphaten zu screenen. Aufgrund des Nachweises von N-Lactoyl-
Ethanolamin (de Rijke et al., 2006) und N-Gluconyl-Ethanolamin (de Rijke et al., 2007,
de Rijke et al., 2008) in Wein liegt die Vermutung nahe, dass polare N-Acyl-
Ethanolaminphosphatderivate in Fermentationsprozessen gebildet werden konnen. Fer-
ner beschiftigten wir uns mit der Synthese von N-Acyl-Ethanolaminphosphaten. Dies
war erforderlich, um ein erweitertes Referenzmaterial zur besseren Charakterisierung
dieser Substanzklasse in Handen zu haben.

SchlieBlich war es ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, diese polaren Verbindun-
gen mittels verschiedener Enzymscreenings auf Ihre potentiellen Eigenschaften als Ef-

fektoren zu priifen.
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2 Kenntnisstand

2.1 N-Acyl-Ethanolaminphosphate

In dieser Arbeit verwendete Strukturen gehdren in die Klasse der N-Acyl-Ethanolamin-
phosphate (NAcCEAP). Daneben wurden auch Versuche mit Ethanolaminphosphat
(EAP) durchgefiihrt.

2.2 Ethanolamin

2.2.1 Biosynthese

Fiir die Synthese von Ethanolamin (EA) in Pflanzen (aber nicht in Sdugetieren) sind
direkte und indirekte Synthesewege beschrieben. Der direkte Weg ist auf die Decarb-
oxylierung von L-Serin durch die L-Serin-Decarboxylase (SDC) (Abb. 2. 1) zuriickzu-
fiihren. Serin-Decarboxylasen (SDCs) sind 16sliche Proteine, die Pyridoxalphosphat als
Kofaktor bendtigen (Rontein et al., 2001). Die Decarboxylierung von Serin durch SDC
wird als Hauptquelle der Ethanolaminsynthese in Pflanzen betrachtet (Rontein et al.,

2003b).

co,
, SDC ,
Ethanolamin Serin

|

v

E{\P
Serin CMP '
v
CDP-DAG P-Ser P-EA <*--------: CDP-EA
PSS
PSD
co,
Abb. 2.1 Biosynthesewege von Ethanolamin in der Pflanze (modifiziert nach Rontein, et al.,

2003a). Die gestrichelten Linien stellen den ,,Kennedy-Weg™ dar. BE (Basenaustausch-
Enzym), CDP-DAG (Cytidindiphosphat-diacylglycerin), CDP-EA (Cytidindiphosphat-
Ethanolamin), CMP (Cytidin 5°-phosphat), CO, (Kohlendioxid), EAP (Ethanol-
aminphosphat), P-EA (Phosphatidylethanolamin), PSD (Phosphatidylserin-Decarb-
oxylase), P-Ser (Phosphatidylserin), PSS (Phosphatidylserin-Synthase), SDC (Serin-
Decarboxylase).

Der indirekte Syntheseweg von Ethanolamin (Abb. 2. 1) beginnt mit der Synthese von
Phosphatidylserin (P-Ser), welches aus L-Serin iiber den Cytidindiphosphat-diacyl-
glycerin-Weg (CDP-DAG) entsteht. Die dabei erforderliche Phosphatidylserinsynthet-
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ase (PSS) konnte bisher nur aus Weizen isoliert werden (Delhaize et al., 1999). Im
ndchsten Schritt wird Phosphatidylserin (P-Ser) durch die Phosphatidylserin-
Decarboxylase (PSD) zum Phosphatidylethanolamin (P-EA) decarboxyliert (Rontein, et
al., 2003a). Durch eine enzymkatalysierte Basenaustauschreaktion mit L-Serin, wie z.B.
die Reaktion des Basenaustauschenzyms (BE) in Ricinnus communis (Shin und Moore,
1990), entstehen Ethanolamin und Phosphatidylserin (P-Ser) (Kent, 1995).
Phosphatidylethanolamin kann auch aus dem ,Kennedy-Weg“ (Abb. 2. 1, unter-
brochene Pfeile) hervorgehenden Cytidindiphosphat-Ethanolamin (CDP-EA) stammen
(Kennedy und Weiss, 1956).

In Sédugetierzellen ist die Synthese von Ethanolamin auch iiber Basenaustauschreaktio-
nen beschrieben (Hiibscher et al., 1959). Phosphatidylserin (P-Ser) wird tiber eine Cal-
ciumabhéngige Basenaustauschreaktion (Abb. 2. 2, rechter Abschnitt) gebildet. Dabei
kommt es zum Austausch einer polaren Kopfgruppe eines vorhandenen Phospholipids,
wie z.B. Ethanolamin eines Phosphatidylethanolamins durch L-Serin; Ethanolamin wird
frei. Fiir diese Basenaustauschreaktion mit Phosphatidylcholin (P-C) und Phosphatidyl-
Ethanolamin (P-EA) sind die Enzyme Phosphatidylserin-Synthase 1 und 2 (PSS 1 und
PSS 2) verantwortlich (Hiibscher et al., 1959). Auch die Decarboxylierungsreaktion
(Abb. 2. 2) von Phosphatidylserin (P-Ser) zu Phosphatidylethanolamin (P-EA) durch
die Phosphatidylserin-Decarboxylase (PSD) ist in den Mitochondrien von Sdugetieren
bekannt (Borkenhagen, 1961).

Serin Cholin Serin
> PSS 1 é E PSS 2 é
P-C P-Ser P-EA

«— _—

PSD
Co,

Abb. 2.2 Auftreten von Ethanolamin im Lipidstoffwechsel von Séugetieren. (Schema modifiziert
nach Borkenhagen, 1961 und Hiibscher et al. 1959).

Die Synthese von Phosphatidylserin {iber den Cytidindiphosphat-Diacylglycerol-Weg
(CDP-DAG-Weg) ist bei Sdugern nicht bekannt (Vance, 2008).

Fiir Sdugetiere ist der anabole Weg die Hauptquelle fiir Ethanolamin. Ein geringer An-
teil wird liber den Abbau von Sphingolipiden durch die Sphingosinphosphatlyase (Zhou
et al., 1998; Van Veldhoven et al., 2000) gedeckt.
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Decarboxylierungsreaktionen finden bei einer Vielzahl von Aminosduren mit Hilfe von
pyridoxalabhidngigen Enzymen statt. Die entstehenden biogenen Amine wirken als Neu-
rotransmitter und Gewebshormone oder sind Bestandteile von Coenzymen (z.B. De-

carboxylierung von Histidin zu Histamin und Tyrosin zu Tyramin) (L6ffler et al., 2007).

Ethanolamin ist essentieller Bestandteil fiir die Synthese von Cholin, Phosphatidyl-
ethanolamin und -cholin sowie bei einigen Arten fiir die Synthese der Glycinbetaine
(Mudd und Datko 1989; Rhodes und Hanson 1993). Neben der Tatsache, dass Glycin-
betaine fiir die Membranbiogenese von groBer Bedeutung sind, gewinnen sie grofle
Aufmerksamkeit aufgrund ihrer ,technischen* Funktionalitit. Beispielsweise wirken
Glycin-betaine als potenter Osmoseschutz, indem sie Schiden durch Stressfaktoren, wie
hohe Salzkonzentrationen oder Diirre, abschwiachen (Nomura et al., 1995; Sakamoto,
und Murata, 2001; Rontein et al., 2002). Cholin ist des Weiteren ein essentieller Nahr-
stoff fiir Mensch und Tier (Zeisel 2000; McNeil et al., 2001).

2.2.2 Abbau

Der Abbau von Ethanolamin (EA) im Stoffwechsel erfolgt durch Monoaminoxidasen.
Diese oxidieren EA zum Imin, welches nach hydrolytischer Spaltung in Aldehyd und
Ammonium zerfillt. Der gebildete Aldehyd wird im Stoffwechsel weiter zur ent-
sprechenden Carbonsdure dehydriert und im letzten Schritt in die B-Oxidation einge-

leitet (Loftler et al., 2007).

2.3 N-Acylierte Verbindungen - Biosynthese und Funktion

2.3.1 Acylierung

Bei Acylierungsreaktionen kommt es zur Reaktion einer elektrophilen Acyl-Gruppe
(-CO-R mit R= Alkyl, Hetaryl) mit Amino- (-NH), Hydroxyl- (-HO), Thiol- (-HS), oder
einer geeigneten Kohlenwasserstoff- (HC-) Gruppe einer organische Verbindung. Be-
kannte chemische Acylierungsreaktionen fiihren z.B. durch die Acylierung von Alkoho-
len und Phenolen zu Carbonsédureestern (Schotten-Baumann und Einhorn-Reaktion),

oder durch die Acylierung von Aromaten zu Ketonen (Friedel-Crafts-Reaktion).
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Im Organismus finden enzymatische Acylierungsreaktionen statt. Die Acyl-
Transferasen (Transacylasen) spielen hier eine wichtige Rolle bei Stoffwechselprozes-

sen (Rompp A-Cl, 1995).

2.3.2 Coenzym A

Die Coenzym A-Biosynthese erfolgt in jeder Stoffwechselzelle aus Pantothensdure,
Adenosintriphosphat (ATP) und Cysteamin. Im Intermedidrstoffwechsel ist Coenzym A
als Cofaktor z.B. im Tricarbonsdurecyclus, bei den Synthesen von Fettsduren, Choles-
terol und Ketonkdrpern oder auch bei Acetylierungsreaktionen zu finden. Coenzym A
ist in der Lage, mit Carboxylgruppen (-COOH) von Metaboliten (z.B. Fettsduren) Thio-
esterbindungen tiber die SH-Gruppe einzugehen. Es entstehen energiereiche Verbin-
dungen, die bei Hydrolyse vergleichbare Energie liefern wie bei einer ATP-Spaltung.
Ohne die Aktivierung der Metabolite als Thioester wiren diese reaktionstriger (Rehner

und Daniel 2002).

2.3.3 Acetyl-CoenzymA und Acyl-CoenzymA - Funktion und Wirkung

Acetyl-CoenzymA (Acetyl-CoA, aktivierte Essigsdure) ist iiber die SH-Gruppe des
CoenzymA mit Essigsdure verestert. Es ist ein Stoffwechselprodukt des Fett- (B-
Oxidation) und Kohlenhydratabbaus (Decarboxylierung von Pyruvat) sowie des Abbaus
von bestimmten Aminosduren (z.B. L-Alanin). Acetyl-CoA ist auch fiir die Neusynthe-
se von Fettsduren, Cholesterol und den Autbau von Ketonkorpern (z.B. Acetacetat) zu-

standig.

Acetyl-CoA kann mit Hilfe von spezifischen Acyltransferasen Acetylgruppen iiber-
tragen. Acetylcholin und acetylierte Aminozucker entstehen auf diesem Weg. Die Ace-
tylierung von Lysinresten in Histonen hat eine wichtige regulatorische Funktion in der
Genaktivierung.

Beim Abbau von Acetyl-CoA im Citratcyclus entstehen Kohlenstoffdioxid (CO,), Was-
ser (H,0) und Energie. Acyl-CoenzymA (Acyl-CoA) ist eine Verbindung, in der eine
Fettsdure an CoenzymA iiber eine Thioveresterung verkniipft ist. In der Triglycerin-
synthese werden Fettsduren, die durch Bindung an Coenzym A aktiviert vorliegen
(Acyl-CoA), durch die Katalyse der Glycerophosphat-Acyltransferase an a-Glycero-

phosphat verestert. Neben der bereits beschriebenen Funktion in Zellmetabolismus sind
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Acylierungsreaktion flir die Regulation von Wachstum und Differenzierung in Zellen
von groBBer Bedeutung. Beispielsweise bewirkt die Acylierung von Proteinen mit Palmi-
tinsdure die Verankerung von Signalproteinen an Zellmembranen. Die Regulation von
Membranrezeptoren oder die Neuordnung des Cytoskeletts nach Stimulierung wird
auch durch Acylierungsreaktionen kontrolliert (Karlsons Biochemie, 2005; Loffler et
al., 2007; Stryer Biochemie 2007).

Fiir die Eliminierung von a-Aminosduren, aromatischen Aminen, Sulfonamiden und
Hydrazinen im Stoffwechsel von Lebewesen werden diese in der Phase-1I-Reaktion der
Biotransformation acetyliert. Die fiir die Acetylierung durch Acetyl-CoA benétigten

Acyltransferasen kommen in Mikrosomen, Mitochondrien und im Zytosol vor.

0

0 )k
NH, < HN

S——CoA

Transacylasen
Amidasen
OH OH
Abb. 2.3 Acylierung durch Transacylase und Acetyl-CoA und Deacylierung durch Amidasen.

Reaktion von p-Aminophenol zu N-Acetyl-p-aminophenol (Schema modifiziert nach
Dekant et al., 2005).

Die fiir die Elimination wichtige Hydrophilie wird jedoch bei der Acetylierung nicht
immer erreicht, denn durch Amidasen kommt es 6fters zur Entfernung der Acetylgrup-
pen. Es stellt sich dadurch ein Gleichgewicht (Abb. 2. 3) zwischen den Aminen in freier
Form und den dazugehdrigen Amiden ein, welche abhingig vom Stoff und ihrer Spezies

ist (Dekant et al., 2005).

2.3.4 N-acylierte Verbindungen

2.3.4.1 Sphingolipide

Die im Gebiet der Naturstoffe wohl bekanntesten und mengenméfig am haufigsten vor-
kommenden N-acylierten Verbindungen sind die Sphingolipide (Abb. 2. 4). Sie sind
Bestandteile biologischer Membranen. Ceramide stellen die einfachste Form N-

acylierter Sphingolipide durch die Veresterung der Aminogruppe mit einer Fettsdure am
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Aminodialkoholgeriist dar. Sphingomyeline sind im Vergleich zu den Ceramiden an der
Hydroxylgruppe des Amido-alkoholgeriists mit Phosphatidylcholin oder Ethanolamin
verestert und kommen in den Myelinscheiden des Nervengewebes vor. Die im Zentral-
nervensystem vorliegenden Cerebroside sind stattdessen mit Galaktose oder Glukose
verkniipft.

Sulfatide sind Cerebroside, die am Cs;-Atom des Zuckermolekiils mit Schwefelsdure
verestert sind.

Ganglioside, die bevorzugte Bausteine des Nervengewebes sind, besitzen an der Hydro-
xylgruppe einen verzweigten Oligosaccharidrest aus Glukose, Galaktose oder N-

Acetylneuraminsédure (Loffler et al., 2007).

R——O——CH, [e]
| H | |/\/\/W/\/
C|H —N——-ocC =
HO—C/\/\/\/\/\
H
Ceramid: R=H
Sphingomyelin: R =EAP
Cerebrosid: R = Glucose

Sulfatide: R = Glucose- H,SO,
Gangliosid: R = Oligosaccharid

Abb. 2.4 Aufbau der Sphingolipide.

2.3.4.2 Vorkommen von N-Acylethanolaminen

Die Grundstruktur von N-Acyl-Ethanolaminen (NAE) bestehet aus mit unterschiedli-
chen Fettsduren N-acylierten Ethanolamin. Bislang hat man eine Vielzahl von NAEs im
Gehirn von Sdugern identifiziert. Die Fettsdurereste der NAEs stellten dabei hauptséich-
lich (Gehalt > 25 % der Gesamt-NEAs) Palmitin-, Stearin- oder Olsiure dar (Koga et
al., 1997; Mechoulam et al., 1998). Weitere im Gehirn nachweisbare NAEs sind N-
Arachidonoyl-Ethanolamin (Anandamid), N-Linoyl-, N-Linolenyl-, N-Dihomo-y-
linolenyl- und N-Docosatetraenyl-Ethanolamin (Mechoulam et al., 1998). Auch im An-
hangsgewebe des Gehirns sind NAEs gefunden worden (Koga et al., 1997).

2.3.4.2.1 Biosynthese von N-Acylethanolaminen

Die Biosynthese von AEA und anderer NAEs erfolgt durch die Hydrolyse ihrer N-Acyl-
phosphatidylethanolamin-Vorstufen (NAPE).

Die Synthese von N-Arachidonoyl-phosphatidylethanolamin (NArPE), die Vorstufe von

AEA, ist auf die calciumabhéngige Enzymkatalyse einer Transacylase zuriickzufiihren
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(Abb. 2. 5). Dabei kommt es zur N-Acylierung an Phosphatidylethanolamin mit Arachi-
donsédure an Position sn1 eines Phospholipids. Die N-Acylierung findet dabei am Stick-
stoff von Ethanolaminphosphat (EAP) statt (Schmid, 2000). Die fiir die Bildung der
NAPSs verantwortliche Transacylase (Cadas et al., 1997; Di Marzo et al., 1996) weist
geringe Substratspezifitit auf, d.h. dass die Substrate kaum einen unterschiedlichen Ein-
fluss auf die Enzymaktivitdt haben. Zu den Substraten der Transacylase gehoren die
meisten Glycerinphospholipide (GLP) und jegliche Art von Fettsduren, welche an die
snl-Position von GLP mit EAP verkniipft werden (Sugiura et al., 1996b).

\
OH o O——C—R;y
O—P—0—X ofT—o—CHZCHQ NH—AA oH

o / o
. NAPE-PLD DAGL «
Zwischenprodukte (intrazelulire DAGL p

ABHD4 Membran) (Plasmamembran)
PTPN22

fo) o
e ”20‘*0”
—_— —_ OH — r—
u/\/ i TH
/ — = — = o

Anandamid 2-Arachidonylglycerin)

parakrine oder autokrine
Aktivierung (CBund CB,)

weitere molekulare Ziele (TRPV1, GPR55 usw.) FAAH MAGL

s . FAAH
Inhibition von Enzymen (Lipoxygenase, Cyclooxygenase-2) ABHD6 | (Cytosol-
ABDH12 und PLasmamembran)

Arachidonséure + Arachidonséure +
Ethanolamin Glycerin

Phospholipide

Abb. 2.5 Biosynthese von Anandamid (AEA) und 2-Arachidonoylglycerin (modifiziert nach
Banni und Di Marzo 2010).

Die Hydrolysereaktion von NAPEs wird durch eine NAPE-spezifische
»Phospholipase-D* (NAPE-PLD) katalysiert (Sugiura et al., 1996¢). Das Enzym ist kein
Phospholipase D-dhnliches Enzym und wird in die Kategorie der Metallo-f-Lactamasen
Phosphodiesterasen zugeordnet. Die NAPE-PLD ist fiir die Hydrolyse aller bisher un-
tersuchten NAPEs zustindig, dabei ist sie hinsichtlich der Reste an sn1, sn2 oder den N-

Acylrest unspezifisch. Die Art des Phospholipids hat jedoch einen Einfluss auf die En-



10 Kenntnisstand

zymfunktion. Durch die Hydrolyse entsteht das entsprechende NAE und Phosphatid-
sdure (Okamoto, 2004). Leung und seine Arbeitsgruppe wiesen im Tierversuch mit
NAPE-PLD-, knock-out* Méusen keine verringerten Gehalte an AEA in den meisten
Geweben nach (Leung et al., 2006). Somit stand fest, dass es weitere Wege und verant-
wortliche Enzyme fiir die NAE-Biosynthese aus NAPEs geben muss (Abb. 2. 5). Einer
dieser Wege ist die Synthese der entsprechenden phospho-NAEs durch Phospholipase C
und die anschlieBende Hydrolyse zu NAEs durch Proteintyrosinphosphatase N22
(PTPN22) (Liu et al., 2008). Als Ausgangssubtanz ist die Synthese von NAEs aus Gly-
cerophospho-NAPEs (GNAPE) beschrieben. Im ersten Schritt kommt es zur Abspal-
tung der sn-1- und 2- N-Acylreste durch o/pB-Hydrolase 4 (Abdh4), im nichsten Schritt
entsteht durch die enzymkatalysierte Hydrolyse der Phosphodiesterase das NAE (Simon
und Cravatt 2006). Ein anderer Weg ist die durch Lysophospholipase katalysierte Hyd-
rolyse von 2-lyso-NAPEs, welche anschlieBend von einer 16slichen PhospholipaseA, in
NAE:s gespalten wird (Sun et al., 2004).

An sn2-Position mit Arachidonsédure acylierte Diacylglycerine (DAG) stellen die Vor-
stufe von 2-Arachidonoylglycerin (2-AG) (Struktur s. Abb. 2. 6) dar. In den meisten
Zellen und Geweben hat man zwei selektive DAG-Lipasen (DAGL-o und DAGL-p),
die an snl1-Position der DAG die Hydrolyse katalysieren, festgestellt (Bisogno et al.,
2003).

HO——CH,

HC—-0O

HO——CH,

Abb. 2.6 2-Arachidonoylglycerin (2-AG).

Der Inaktivierung von Anandamid und 2-AG erfolgt iiber die Fettsdureamidhydrolase
(FAAH), welches das erste klonierte ,,endocannabinoide Enzym* ist (Bracey et al.,
2002). Substrate der FAAH sind verschiedene langkettige, bevorzugt ungesattigte Fett-
sdureamide, dazu gehoren insbesondere auch Ethanolamide wie Anandamid, Oleoyl-
und Palmitoylethanolamin, Taurinamide und primére Amide. Auch langkettige Fettsau-
reester, wie das 2-AG und die weniger bekannten Endocannabinoide, wie das Virod-
hamin, werden von FAAH hydrolysiert (McKinney und Cravatt 2005). Die Mono-
acylglycerolipase (MAGL) (Karlsson et al., 1997; Dinh et al., 2002) und zwei weitere
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a/B-Hydrolasen (AbdH 6 und 12) (Blankmann et al., 2007) sind weitere Enzyme, die 2-
AG als Substrat erkennen und inaktivieren. Die durch die Hydrolyse von 2-AG und
Anandamid frei werdende Arachidonsdure und wahrscheinlich auch Glycerin sowie

Ethanol-amin werden schnell in Membranphospholipide eingebaut (Di Marzo et al.,

1994; Di Marzo et al., 1998).

2.3.4.2.2 N-Acylethanolamine als Endocannabinoide

Nach erster Charakterisierung der Cannabinoid-Rezeptoren (CB-Rezeptoren) (Devane
et al.,, 1988) mit anschlieBender Klonierung und molekularer Charakterisierung des
Typ-1 Rezeptors CB; (friihere Bezeichnung zentraler Typ) (Matsuda et al., 1990) folgte
die Entdeckung des CB;-Rezeptors (frithere Bezeichnung peripherer Typ) (Munro et al.,
1993) und dessen Vorkommen im Gehirn (Herkenham 1995). Infolge dieser neuen Er-
kenntnisse ergab sich der Zusammenhang mit den Wirkungen von a’(—)-Tetrahydro-
cannabinol (THC) und Marihuana in zentralen und peripheren Geweben. Aullerdem
stellte man fest, dass es endogen gebildete Cannabinoide (Endocannabinoide) geben
muss, die spezifisch fiir die CB-Rezeptoren sind (Di Marzo et al., 1998). Im Jahr 1992
gelang es, das erste Endocannabinoid im Schweinegehirn nachzuweisen. Dieses oben
schon mehrfach genannte N-Arachidonoylethanolamin wurde Anandamid, nach dem
sanskrit Wort Ananda = Gliick, genannt (Devane et al., 1992). Im Tierversuch ver-
ursachte Anandamid die meisten typischen Verhaltensauffilligkeiten, wie die Stérung
des Bewegungsapparats im Freigeldinde und Ringimmobilitits-Test, Schmerzunemp-
findlichkeit an einer heilen Platte und renale Hyperthermie, wie sie samtlich durch
THC ausgelost werden (Mechoulam und Fride 1995).

Nach der Entdeckung von Anandamid und den CB-Rezeptoren folgten weitere Untersu-
chungen mit Endocannabinoiden und &hnlichen Strukturen. Heute weifl man, dass ne-
ben Anandamid und 2-Arachidonoylglycerin (2-AG) weitere NAEs in Geweben vor-
kommen, die sowohl héhere Affinitit zu den beiden CB-Rezeptoren aufweisen, als auch
gar keine. In Geweben finden sich mengenmaflig mehr langkettige NAEs als Ananda-
mid. Ausnahmen stellen dabei ihre Homologen mit 3 bis 4 Doppelbindungen und 18 bis
20 Kohlenstoffatomen dar, welche auch eine Affinitdt zu den CB-Rezeptoren aufwei-
sen. Die restlichen langkettigen NAEs iiben biologische Funktionen {iber andere Rezep-
toren aus. Als Beispiel sei hier N-Oleoylethanolamin (OEA) genannt. OEA ist unter
anderem ein Appetitziigler, der durch die Aktivierung der Peroxisom-Proliferator-

aktivierte-Rezeptoren (PPAR-a) einen Einfluss auf den Fett- und Glukosemetabolismus
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hat. Es ist auch als Agonist des Vanilloid-Rezeptor Typ 1 (TRPV1) beschrieben (Tha-
buis et al., 2008).

Das antiinflammatorisch wirkende N-Palmitoylethanolamin (PEA) iibt seine Wirkung
durch direkte Aktivierung des PPAR-a Rezeptors (LoVerme et al., 2005) und durch die
Verstarkung der Affinitdt von Anandamid an CB;, TRPV1- oder PPAR-y-Rezeptoren
aus (Costa et al., 2008). Die Wirkung von Anandamid beschrinkt sich nicht nur auf die
beiden CB-Rezeptoren, es hat des Weiteren einen Einfluss auf eine Vielzahl von G-
Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR) und Ionenkanélen. Diese werden teilweise
aktiviert oder, wie in den meisten Féllen, inhibiert (Oz, 2006). Allerdings konnte in vivo
mit einem speziell auf diese Ziele praparierten Mausemodell nur die Aktivierung von
TRPV1-Kanélen bestétigt werden (Starowicz et al., 2007).

Kongenere des 2-AG sind jedoch meistens inaktiv gegeniiber CB-Rezeptoren (Sugiura
et al., 1996a), jedoch steigern mehrere die von CB-Rezeptoren ausgeldsten Wirkungen
(Ben Shabat et al., 1998; Panikashvili et al., 2001).

Banni und Di Marzo fassten 2010 in einer Ubersicht zusammen, dass der Gehalt an
Anandamid, 2-AG und deren Kongenere durch eine gezielte Erndhrung mit langketti-
gen, mehrfach ungesittigten Fettsduren und deren Vorstufen beeinflusst werden kann.
Diese Anderungen wirken sich auch auf die von den Lipidmediatoren ausgeldsten Wir-
kungen im Gemiitszustand und insbesondere auf die Energiehomeostase aus. Es wird
beschrieben, dass iiberméBig erhohte Endocannabinoid-Konzentrationen sowohl im
Hypothalamus als auch in den visceralen Adipocytgeweben der Leber, Skelett-
muskulatur und Pankreas ursichlich fiir Hyperphagia (appetitive Stérungen) sind, was
zu Adipositas, Dyslipiddmie (Verschiebung der Zusammensetzung der Lipide im Plas-
ma) und Insulinresistenz fiihrt.

Im Tierversuch, in dem eine Leistungsminderung des Tiers erfolgte, um sie an stressige
Situationen anzupassen, ist die Entwicklung von dngstlichen und depressionsidhnlichen
Verhaltenweisen moglicherweise auf den geringen Endocannabinoidtonus im Gehirn
zuriickzufiihren. Es ist absehbar, dass in Zukunft Didten mit gezielter Zusammenset-
zung an langkettigen und mehrfach ungeséttigten Fettsduren Alternativen flir pharma-
kologische ,,Minderer (z.B. CB-Antagonisten) oder ,,Verstirker* (z.B. Inhibitoren von
Endocannabionoid-inaktivierenden Enzymen) der Endocannabinoidaktivitit, metabo-
lischen- bzw. affektiven neurologischen Stérungen sein konnen. Zuvor ist allerdings
noch eine Vielzahl von Studien erforderlich, bei denen beriicksichtigt werden muss,

dass Endocannabinoide und dhnliche Molekiile ihre Effekte nicht nur in einem zeitab-
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hiangigen, sondern auch seitenspezifischen Verhalten ausiiben. Somit muss jede didtet-
ische Verdnderung auf ihre Gewebsspezifitdt liberpriift werden, um die Zeit- und Sei-
tenspezifitit einer genauen endocannabinoiden Funktion wiederherzustellen.

Sauger besitzen eine grofle metabolische Anpassungsfiahigkeit. Daher ist nicht auszu-
schlieBen, dass der Endocannabinoidgehalt in Geweben, die einer Langzeitdidtetischen
Manipulation ausgesetzt sind, mit einem adaptiven Mechanismus dies ausgleichen kann.
Es sind aus diesen Griinden weitere Untersuchungen fiir die eindeutige Beurteilung né-
tig, um beispielsweise den Einfluss von Langzeitdidtetischen MaBBnahmen auf die Ex-
pression der CB-Rezeptoren, Endocannabinoid-Biosynthese und den Einfluss auf die

EC-Abbauenden Enzyme zu ermitteln (Banni und Di Marzo 2010).

2.34.3 (R)-Methyl-anandamid

(R)-Methyl-anandamid ist ein synthetisiertes chirales Analogon von Anandamid. Es
weist hohere Stabilitidt und eine stirkere Affinitdt gegeniiber dem CB;-Rezeptor als

Anandamid auf (Abadji et al., 1994).

2.4 Phosphorylierung

Biochemische Modifikationen von Molekiilen, wodurch diese neue Eigenschaften erhal-
ten, sind bei allen Naturstoffen, unter anderem auch bei Aminosiuren (AS) von Protei-
nen zu beobachten. Diese Verdnderungen konnen Acetylierung am Aminoende eines
Proteins (erschwert den Proteinabbau), die Kniipfung mit Hydroxylgruppen (Kollagen-
stabilitdt), Kohlenhydrat-Einheiten (Erhohung der Hydrophilie, so dass Wechselwir-
kungen mit anderen Proteinen moglich werden) oder Fettsduren (Erhéhen der Hydro-
phobie) beinhalten.

Die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von Proteinen bzw. Enzymen ist die
hiufigste Form der Modifikation an AS und findet an ihren Hydroxylresten statt, wo-
durch Stoffwechselwege und physiologische Prozesse schnell an- und abgeschaltet,
bzw. Enzyme aktiviert oder deaktiviert werden konnen. Hormone, wie z.B. Insulin oder
Glucagon, bewirken die Stimulation von Proteinkinasen, wodurch Phosphorylierungs-
reaktionen eingeleitet werden. Adenosintriphosphat (ATP) ist hierbei der am haufigsten
gebrauchte Phosphordonor.

Die Aufgabe von Proteinphosphatasen dagegen ist die hydrolytische Spaltung von
Phosphatresten (Dephosphorylierung), so dass Orthophosphat (P;) entsteht und die mo-
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difizierte Hydroxylgruppe wieder frei vorliegt. Somit werden die durch Proteinkinasen
(Phosphorylierung) gestarteten Reaktionen und Signaltransduktionswege durch Protein-
phosphatasen (Dephosphorylierung) abgeschaltet. Diese beiden Enzymklassen sind in
der Regel sehr spezifisch, wodurch ihre Aktivitit gezielt geregelt werden kann. Beide
Reaktionswege sind unter physiologischen Bedingungen irreversibel und finden ohne
die entsprechenden Enzyme nicht statt.

Die Dephosphorylierung von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) oder Adenosin-
monophosphat (AMP) ist eine stark exergonische Reaktion. Da die im Organismus ab-
laufenden Prozesse den Gesetzen der Thermodynamik folgen, werden energieliefernde
Reaktionen an endergone Reaktionen gekoppelt, die alleine entweder nur sehr langsam
oder gar nicht stattfinden wiirden. Ein typisches Beispiel fiir eine derartige Kopplungs-
reaktion ist die Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-phosphat im Kohlen-
hydratstoffwechsel (Glykolyse). Ohne ATP als Phosphordonor und die Katalyse der
Hexokinase wiirde diese endergonische Reaktion nicht spontan ablaufen (Loffler et al.,

2007; Stryer Biochemie 2007).

2.4.1 Themenrelevante phosphorylierte Verbindungen und ihre Wirkungen

2.4.1.1 Phosphoryliertes Anandamid und (R)-Methyl-anandamid

Phospho-Anandamid (pAEA) ist ein Zwischenprodukt in der Biosynthese von Ananda-
mid. Nach Dephosphorylierung durch Phosphatasen, einschlielich der PTPN22, ent-
steht Anandamid (Abb. 2. 5) (Liu et al., 2008).

Anandamid und seine Derivate sind lipophil und daher wasserunlosliche Substanzen.
Fiir pharmakologische Untersuchungen stellt die Wasserunloslichkeit ein Problem dar.
Daher ist es notig, die Polaritdt dieser Substanzklasse z.B. durch Phosphorylierung zu
erhohen. So hat man zum Beispiel die Synthese von pAEA (Abb. 2. 7) aus dem N-
Hydroxy-succinimidester der Arachidonsdure mit Ethanolaminphosphat zum p-AEA

beschrieben (Sheskin et al, 1997).

0
o \\; o
— — . OPOzH, NaHCOs — — ~_-OFPOsH:
X PRCS ;
— = HCI — =
o

Abb. 2.7 Synthese von Phospho-Anandamid (p-AEA) (modifiziert nach Sheskin et al., 1997).
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Der von Juntunen et al. (2003) beschriebene Syntheseweg fiir pAEA (Abb. 2. 8) beginnt
im ersten Schritt mit der Umsetzung von Arachidonsidure zum Amid. Im zweiten Schritt
wird mit Di-tert-butyl-diisopropyl-phosphoramidit phosphoryliert, danach werden die t-
Butyl-Reste am Phosphat abgespalten, wodurch pAEA entsteht. Durch den Einsatz von
methyliertem Ethanolamin entsteht das phosphorylierte (R)-Methyl-anandamid
(pPRmAEA).

o R (e} R
OH * H,N - = N
— — (COCl)2 — — H
(]
CX}&V‘“ - @O&Jw T
|
Tetrazol %

Di-tert-butyl
diisopropyl

phosphoramidit R=H (Anandamid)

R=CH3 (R-methanandamid)

Abb. 2.8 Synthese von Phospho-Anandamid und Phospho-(R)-Methyl-anandamid (modifiziert
nach Juntunen et al., 2003).

Durch die Phosphorylierung wird die Wasserloslichkeit der Substanzen erhoht. Weiter-
hin zeigten die beiden Verbindungen gute Stabilitit in Pufferldsungen und wurden in
Gegenwart von alkalischer Phosphatase bzw. in Leberhomogenat in ihre nicht-
phosphorylierten Vorstufen hydrolysiert. Im Tierversuch bewirkten (R)-Methyl-
anandamid und p-R-mAEA einen Druckabfall im Intraokulardruck-Versuch. Die Ar-
beitsgruppe beschreibt die Mdoglichkeit, diese phosphorylierten Verbindungen als gut
wasserldsliche Prodrugs zu verwenden (Juntunen et al., 2003).

Zur Analytik von pAEA hat man kiirzlich die Synthese von deuteriertem p-AEA als
Standard beschrieben (Cheng et al., 2008).

2.4.1.2 N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

Wie einleitend bereits erwdhnt wurde, sind in einem Patent (Rennes et al., 2005) eine
Vielzahl von Ethanolaminderivaten beschrieben, unter anderem auch das phosphorylier-
te N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (Struktur s. Abb. 2. 9), die den Geschmack von
Nahrungsmitteln, Getrdnken, Arzneimitteln, Tabakwaren und Mundpflegemitteln

verbessern sollen.
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Abb. 2.9 N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat.

Spater berichtete die Forschergruppe von Givaudan {iber einen Versuch, in dem Ethano-
lamin-Derivate auf ihre kithlende Wirkung in Hautpflegeprodukten getestet wurden.
Dabei hat man ethanolische Losungen mit je 0.2 % Menthol und 0.2 % N-Lactoyl-
Ethanolaminphosphat vorbereitet und je am Unterarm in gleichen Mengen aufgetragen.
Die Testpersonen empfanden dabei die ethanolische N-Lactoyl-Ethanolaminphos-

phatlésung kiihlender als die ethanolische Menthollosung (Watson et al., 2008).

2.4.1.3 N-Gluconyl-Ethanolaminphosphat

Visser et al. (2006) stellten in ihrem Patent Ethanolaminphosphate vor, welche mit
Zuckerresten, z.B. das N-Gluconyl-Ethanolaminphosphat (Abb. 2. 10), verkniipft sind.

Im Patent wird die geschmacksverstirkende Eigenschaft dieser Substanzklasse be-

schrieben.
OH OH ) ﬁ
O—P——O0OH
HOH.C N/\/ |
| OH
OH OH H
Abb. 2. 10 N-Gluconyl-Ethanolaminphosphat.

2.4.1.4 Ethanolaminphosphat, N-Acetyl- und N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat
Bereits vor rund 50 Jahren hat man {ber die Synthese von N-Acetyl-
Ethanolaminphosphat (NAEAP) und N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (NBEAP)
(Strukturen s. Abb. 2. 11) berichtet (Cherbuliez und Rabinowitz 1956a).
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Abb. 2. 11 N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (links) und N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (rechts).

In einer Versuchsreihe zur Bestimmung der Hydrolyseeigenschaften (in 1N HCI bei pH
4.5 und 100 °C sowie 1N NaOH) von verschieden alkylierten Phosphorsidurederivaten
wurde auch die Hydrolyse von EAP, NAEAP und NBEAP gepriift. Dabei stellte sich
heraus, dass eine freie oder acylierte Aminogruppe keinen grofen Einfluss auf die
Hydrolyse der Phosphorsdureesterbindung hat. Nur das Vorhandensein einer Carboxyl-
gruppe oder eines Carboxylderivats in [B-Position zum Sauerstoff der Phosphor-
sdureesterbindung zeigte dagegen einen starken Effekt auf die Hydrolyse der Phosphor-
sdureesterbindung (Cherbuliez und Rabinowitz 1956b).

2.5 Analytik

2.5.1 Analytik von Ethanolaminphosphat (EAP)

EAP wird, neben Aminosiuren und anderen biogenen Aminen, in der Metabolitenana-
lytik untersucht (Guo und Li 2009). Da EAP keine UV-Aktivitdt oder Fluoreszenz auf-
weist, ist eine vorherige Derivatisierung notig. Derivatisierungen werden hauptsichlich
am N-terminalen Ende durchgefiihrt. Allerdings ermdglicht eine Methode wie z.B. die
Kapillarelektrophorese mit Kopplung an ein Massenspektrometer auch eine direkte Be-
stimmung von EAP. Im Folgenden sind géngige Analysetechniken beschrieben.

Eine Reihe von Methoden mit Aminosédureanalysatoren, die z.B. die Ninhydrinderivate
(Abb. 2. 12) nach Retention an einer Kationenaustauschersdule trennen und anschlie-
Bend bei 570 nm detektieren, sind beschrieben (Le Boucher et al., 1997). Die Derivati-
sierung mit o-Phthaldialdehyd/Mercaptoethanol (Abb. 2. 12) zur fluorimetrischen De-
tektion ist ebenfalls géngig (Gundlach et al., 1984). Die Derivatisierung mit markiertem
Dansylchlorid (Abb. 2. 12) und anschlieBende Analyse mit RP-HPLC-FTICR-ESI,;os-
MS ist eine weitere, jiingst beschriebene Analysenmdglichkeit (Guo und Li 2009). Ein
weiteres, aktuell genanntes Derivatiserungsreagenz fiir EAP ist 3-Aminopyridyl-N-
hydroxysuccinimidyl-carbamat (APDS) (Abb. 2. 12). Dieses wird zur Bestimmung von
Aminopyridylderivaten mittels HPLC-ESI,,s-MS/MS verwendet. Allerdings vermerk-
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ten die Autoren geringe Nachweisempfindlichkeit, da vermutlich die Derivate im Reak-
tionsmedium instabil sind (Shimbo et al., 2009).

N-Isobutoxycarbonyl-Derivate (N-isoBOC) von EAP mit anschlieBender Methylierung
durch Diazomethan (Abb. 2. 12) beschrieben Kataoka et al. (1988) fiir die Detektion via
GC-FID; spéter berichteten die selben Autoren von einer empfindlicheren (Nachweis-
grenze 30 pg) Detektion des gleichen Derivats mittels GC-FPD (Kataoka et al., 1989).
Andere Autoren veresterten EAP an der Aminogruppe mit Isothiocyanat und fiihrten
dann eine zweifache Silylierung (BSTFA/TMCS) (Abb. 2. 12) am Phosphatrest durch.
Es wurde berichtet, dass die Silylierung ohne Isothiocyanat zu instabilen Produkten
fiihrte (Harvey und Horning 1973).

Fiir die direkte Analytik ohne Derivatisierung eignen sich kapillarelektrophoretische
Techniken. Die massenspektrometrische Detektion ist mittels CE-ESI,o-MS-Kopplung
moglich (Kato et al., 2009).
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Abb. 2. 12 Schema verschiedener Moglichkeiten zur Derivatisierung von Ethanolaminphosphat als

Grundlage dessen Analytik. Erlduterung siche Text im Abschnitt 2.5.1.

2.5.2 Analytik von apolaren N-Acyl-Ethanolaminphosphaten

Wie oben ausgefiihrt wurde, stellen Endocannabinoide und strukturell verwandte Fett-
sdureamide eine wichtige Gruppe von apolaren phosphorylierten Ethanolamiden auf-
grund ihrer physiologischen Wirkungsweisen dar. Daher ist es von Bedeutung, emp-
findliche analytische Methoden zu entwickeln, mit denen prizise Identifizierung und
Quantifizierung der Verbindungen durchgefiihrt werden konnen. Da die Vertreter dieser

Subtanzklasse nicht fliichtig sind, keine Fluoreszenz besitzen und keine oder nur
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schwache UV-Absorption zeigen, ist die Analytik erschwert. Grundsitzlich sind fiir die
verschiedenen Detektionsmethoden in der Gas- und Fliissigkeitschromatographie vorhe-

rige Derivatisierungen nétig (Kingsley und Marnett 2009).

2.5.2.1 Probenvorbereitung und Aufreinigung

Die Analytik von Endocannabinoiden und strukturell dhnlicher Verbindungen erfolgt
iiblicherweise aus Geweben. Solche Matrices stellen eine enorme analytische Heraus-
forderung dar, da neben den Zielkomponenten eine Vielzahl von Lipiden und anderen
Gewebsbestandteilen vorkommen.

Generell wird im ersten Schritt der Probenvorbereitung das Gewebe in einem organi-
schen Losungsmittel homogenisiert, gereinigt und anschlieBend der Analyt per Festpha-
senextraktion (SPE) oder einer ,,open-bed* chromatographischen Methode isoliert.

Bei einer etwas aufwendigeren Aufreinigungsmethode wird das Gewebe zuerst in einem
Losungsmittelgemisch homogenisiert, anschlieend zentrifugiert und die wiéssrige Pha-
se iliber eine mit Kieselgel gepackte Saule fraktioniert. Dann folgt nach weiterer Reini-
gung der Zielfraktion (mit z.B. Anandamid und 2-AG) mittels Normalphasen(NP)-
HPLC die Abtrennung der entsprechenden Teilfraktion, welche anschlieBend per GC-
MS analysiert wird (Kirkham et al., 2002).

Die elegantere Form der Probenaufreinigung ist die mittels SPE. Die hierfiir in Frage
kommenden Kartuschen bestehen aus Kieselgel- (Schmid et al., 2000) oder RP-Phasen
(Bazinet et al., 2005; Opitz et al., 2007). Andere Autoren verwendeten ein PolymyxinB
Harz fiir die Adsorption von Anandamid und 2-AG aus biologischen Fliissigkeiten ein-

schlieBlich Blutserum (Wang et al., 2000; Wang et al., 2001).

2.5.2.2 Trennung und Detektion

Zur Trennung und weiteren Analytik der Endocannabinoide und strukturverwandter
Verbindungen sind eine Reihe von chromatographischen Methoden entwickelt worden.
Diese lassen sich in drei Kategorien einteilen:
- die Auftrennung der derivatisierten Analyten per HPLC mit anschlieBender
Fluoreszenz- oder UV-Detektion,
- die Auftrennung per GC mit MS-Detektion,
- die Trennung per LC mit MS- oder Tandem-MS-Detektion (Kingsley und Mar-
nett 2009).
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HPLC

Eine Vielzahl von HPLC-Methoden mit Fluoreszenz- oder UV-Detektion hat man in der
Literatur beschrieben. Der Detektion ist, wie vorgéngig erldutert, Derivatisierung vorge-
schaltet. Solche Derivate konnen z.B. Dansylester (Abb. 2. 13) sein, die an einer Cs-
Phase getrennt und bei 255 nm detektiert werden (Yagen und Burstein 2000).

Die Derivatisierung zu 4-N-Chloroformylmethyl-N-methylamino-7-N,N-dimethyl-
amino-sulfonyl-2,1,3-benzo-diazol-Derivaten (DBD-COCI) ist aus verschiedenen Mat-
rices, wie biologischen Fliissigkeiten (Wang et al., 2001), aus Rattengehirngewebe
(Arai et al., 2000) oder beispielsweise aus Humanplasma (Schmidt et al., 2006) be-
schrieben. Dabei erfolgt die Trennung der Derivate an C;g-Sdulen (Wang et al., 2001)
oder mittels einem gekoppelten HPLC-Saulensystem, indem einer C,g-Sdule eine Vor-
trennung an einer Phenylphasensiule vorangeschaltet ist (Arai et al, 2000). Beide Me-
thoden erlauben Fluoreszenzdetektion (Extinktion bei 450 nm und Detektion bei 560
nm).

Solche HPLC-Techniken liefern empfindliche Nachweise bis in den fmol-Bereich (on-
column). Trotzdem basieren heutzutage die meisten Analysenmethoden (aufgrund des
Vorteils der Strukturinformation) auf GC-MS- oder LC-MS-Techniken (Kingsley und
Marnett 2009).

GC-MS

Die Forschungsentwicklung im Bereich der Endocannabinoide beruht auf der GC-MS-
Technik, mit deren Hilfe Anandamid entdeckt worden ist. Devane und seine Mitarbeiter
haben nach Aufreinigung von Schweinegehirn die Anandamid enthaltende Fraktion
trimethylsilyliert (Abb. 2. 13) und per GC-MS analysiert. Parallel erfolgte ein Kontroll-
versuch mit synthetisiertem Anandamid (Devane et al., 1992). Die Analytik von 2-AG
aus Hundedarm ist, ebenfalls nach vorheriger Silylierung, auch per GC-MS durchge-
fiihrt worden (Mechoulam et al., 1995). Andere Autoren verwendeten zur Erfassung
von NAEs aus Saugetiergehirn tert-Butyl-dimethylsilyl-Derivate fiir die GC-MS-
Analytik. (Schmid et al., 1995) (Abb. 2. 13).
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Abb. 2. 13 Derivatisierungsgruppen fiir Anandamid und 2-AG.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die nichtfliichtigen Endocannabinoide zur GC-
Analytik mit einer geeigneten GC-Derivatisierungsmethode funktionalisiert werden
miissen. Nach Trennung per GC erfolgt die massenspektrometrische Detektion, entwe-
der mit Elektronenstol (EI)-oder mit chemischer Ionisierung (CI) (Kingsley et al.,
2009).

LC-MS

Heutzutage stellen LC-MS-Techniken die gidngigsten Analysenmethoden fiir Endocan-
nabinoide und strukturverwandte Molekiile dar. Aufgrund der Lipophilie dieser Sub-
stanzklasse werden HPLC-Trennungen an RPg-Sdulen durchgefiihrt. MS-Detektionen
basieren auf der Ilonisierung des Analyten. Unter Anwendung moderner Mas-
senspektrometer liefern milde Ionisierungstechniken wie die Elektrospray-Ionisierung
(ESI) und die chemische Ionisierung unter Atmosphéirendruck (APCI) ausreichende
Ionisierungen der Endocannabinoide und dhnlicher Strukturen mit Nachweisgrenzen bis
in den fmol-Bereich (on-column). Ionisierungsprodukte der Endocannabinoide und dhn-
licher Strukturen sind protonierte Verbindungen [M+H]", Addukte von Metallionen wie
z.B. Natrium oder Silber [M+Na/Ag]" oder Ammoniumkationen [M+NH,]".

Zu Quantifizierungen werden oft SIM-Methoden beschrieben. Vorteilhafter sind dage-
gen (kostspieligere) Tandem-MS-Systeme im SRM-Modus. Im Vergleich zur SIM-
Methode wird hier das Grundrauschen minimiert, wodurch es zur Steigerung von Em-
pfindlichkeit und Prizision kommt (Kingsley et al., 2009). Hierzu seien im Folgenden

einige einschldgige Beispiele genannt.



Kenntnisstand 23

Ionisierungen zu protonierten Verbindungen [M+H]™ wurden bei LC-APCI-MS-
Methoden mit Messung im SIM-Modus beschrieben (Di Marzo et al., 2001). Richard-
son et al. (2007) berichteten iiber die Detektion von [M+H]" mittels LC-ESI,,s-MS/MS,
bei der gleichzeitig acht Verbindungen an einer amidierten Cg-Sdule getrennt und im
SRM-Modus erfasst worden sind. Die erzielten Nachweisgrenzen lagen beispielsweise
fiir Anandamid, OEA und PEA bei 25 fmol (on-column) und fiir 2-AG bei 250 fmol
(on-column). Dagegen erreichte die von Lam et al. etablierte LC-ESI-MS/MS-Technik
mit Ultra-Hochdruck-Fliissigchromatographie (UPLC) eine Nachweisgrenze fiir Anan-
damid von 0.055 fmol (on-column) (Lam et al., 2008).

Durch die Anreicherung von Natrium-lonen in der mobilen Phase werden Metall-
kationen-Addukte [M+Na]" generiert. Kozak et al. (2000) beschrieben dies bei Verwen-
dung einer Cs-Séule, in der unter anderem [M+Na] -Ionen von Prostaglandinglycero-
len und Ethanolamiden entstehen. Diese lonen wurden dann im SIM-Modus mas-
senspektrometrisch erfasst.

Die Affinitit von Silberionen (Ag") an n-Elektronen ist in der Lipidchemie schon lange
bekannt (Belitz et al., 2001). Diese Eigenschaft nutzen Analytiker auch fiir die Ionisie-
rung von Endocannabinoiden und verwandten Strukturen zu [M+Ag] -Ionen, jedoch ist
diese Art der Ionisierung aufgrund der Anlagerung von Ag’ an eine Doppelbindung nur
fiir ungesattigte Lipide moglich. Schreiber et al. (2007) verwendeten solch eine lonisie-
rungsart in ihrem LC-ESI-MS/MS-System fiir die Elution an einer C;s-Sdule mit einem
FlieBmittel aus Silberacetat-Ionen. Die Detektion erfolgte im SRM-Modus. Die Ionisie-
rung zu [M+Ag] -Ionen von Anandamid und 2-AG wurde schon vor einiger Zeit mit
Nachweisgrenzen von 14 und 13 fmol (on column) beschrieben (Kingsley und Marnett
2003).

NH, "-Ionen werden oft fiir die Tonisierung von oxygenierten Metaboliten von Ananda-
mid und 2-AG eingesetzt. Fiir die Analytik von Prostaglandinglyceriden und
Prostaglandinen per LC-ESI,,,-MS/MS erfolgte die Trennung der Substanzen an einer
RPs-Siule mit einem Ammoniumacetatpuffergemisch. Die erzeugten [M-+NH,4] -
Derivate wurden im SRM-Modus bestimmt. Die Nachweisgrenzen lagen zwischen 5

und 20 fmol (on column) (Kingsley et al., 2005).

Quantifizierung
Die Stabilisotopen-Verdiinnungsanalyse (SIVA) oder die Quantifizierung iiber eine

Standardkurve stellen die gdngigen Quantifizierungsmethoden dar.
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SIVA sind nur in massenspektrometrischen Systemen anwendbar. Dabei wird vor der
Probenvorbereitung die Probe mit einem markierten Standard versetzt. Als Standard
werden nur Substanzen verwendet, die dem zu analysierenden Analyten strukturell
gleich, aber mit unterschiedlichen Isotopen versehen sind. Neben den {iiblicherweise
deuterierten Isotopen kann ein Isotopenstandard auch aus "N oder 'O beinhalten
(Kingsley et al., 2009). Wenn ein entsprechendes Stabilisotop kommerziell nicht ver-
fligbar ist, bietet sich dessen Synthese z.B. aus Vorstufen an. Beispielsweise wird deu-
teriertes Prostaglandin-E2-glycerin (PGE2-G-d5) durch die Kondensation von
Prostaglandin-E2 (PGE) mit deuteriertem Glycerin synthetisiert (Kozak et al., 2000).
Weiterhin sind Synthesewege fiir deuterierte NAEs und MAGs beschrieben (Schmid et
al., 2000).

Fiir die Quantifizierung tiber eine Standardkurve wird bei massenspektrometrischen
Methoden oft parallel zu einer Standardkurve ein markierter interner Standard mit in die
Probe gegeben. Die Auswertung erfolgt durch den Vergleich des Ergebnisses des unbe-
kannten Analyten mit der Standardkurve. Fiir diese Art der Quantifizierung ist eine zu-
satzliche Standardaddition angebracht, jedoch wird dies in der Literatur selten beschrie-
ben. Die Griinde hierfiir sind wahrscheinlich in der limitierten Menge an Probenmaterial

zu suchen (Kingsley et al., 2009).

2.5.2.3 Analytik von phosphoryliertem Anandamid (pAEA)

Die Identifizierung von pAEA als Vorstufe von Anandamid im Rattengehirn erfolgte
via HPLC-ESI-MS/MS bei Verwendung einer C3-Séule mit einem FlieBmittelgemisch
bestehend aus 0.1 % Ameisensédure in Wasser und Methanol. Die Quantifizierung er-
folgte mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA), wobei [*H4]-AEA als interner
Standard eingesetzt wurde (Liu et al., 2006). Nach der Synthese von deuteriertem p-
AEA konnten genauere Quantifizierungen durchgefiihrt werden (Cheng et al., 2008).

2.5.2.4 Polare N-Acyl-Ethanolaminphosphate

Die Analytik von polaren N-Acyl-Ethanolaminphosphaten (NAcEAP) wie N-Lactoyl-,
N-Acetyl-, N-Benzoyl- und N-Gluconyl-Ethanolaminphosphat ist in der Literatur nicht

beschrieben.
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2.5.2.5 N-Acyl-Ethanolamine
N-Lactoyl-Ethanolamin (NLEA) (Abb. 2. 14) wurde als geschmacksmodulierende Sub-

stanz in Beerenausleseweinen entdeckt. Die entwickelte LC-ESI,o-MS/MS-Technik
basiert auf der Trennung an einer C;g-Sdule mit einem Ammoniumformiatpuf-
fer/Acetonitril-Gemisch mit anschlieBender Detektion der lonen im SRM-Modus. Es
wurde eine Nachweisgrenze im SIM-Modus von 3 pg/L angegeben. Die Quantifi-

zierung erfolgte iiber externe Kalibrierung mit NLEA (de Rijke et al., 20006).

o] OH OH (0]
/\/OH /\/OH
T HOH,C T
H OH OH H

OH

Abb. 2. 14 N-Lactoyl-Ethanolamin (links) und N-Gluconyl-Ethanolamin (rechts).

Auch N-Gluconyl-Ethanolamin (NGEA) (Abb. 2. 14) hat man spéter in zwei Beerenaus-
leseweinen identifiziert. Nach Trennung an einer C;s-Sdule mit einem Ammoniumfor-
miatpuffer/Acetonitril-Gemisch konnten durch Addition von Chloroform die CI-
Addukte des NGEA im ESI,c,-Modus per Ionenfallen-MS bestimmt werden. Im Ver-
gleich zu den Messungen im ESI,.s-Modus erhohte dies die Empfindlichkeit um ein
Zehnfaches. Die Nachweisgrenzen lagen ohne Cl-Anlagerung bei 0.2 mg/L (Fullscan)
und 0.025 mg/L (MS/MS), mit Cl-Anlagerung bei 0.02 und 0.0025 mg/L (de Rijke et
al., 2007; de Rijke et al., 2008).

2.5.2.6 Analytik strukturihnlicher polarer Verbindungen

2.5.2.6.1 N-Acetyl-L-glutaminsiure

Fiir die Analytik von N-Acetyl-L-glutaminsdure (NAcG) sind in der Literatur eine Rei-
he von Analysenverfahren beschrieben. Dazu gehoren RP-HPLC-Techniken mit Fluo-
reszenzdetektion durch enzymatische Deacylierung und anschlieBende Derivatisierung
mit o-Phthaldialdehyd (Nachweisgrenze 5 pmol) (Alonso und Rubio 1985) und die
Analytik mittels lonenpaarreagenz (Tetrabutyl-ammoniumhydroxid) per HPLC/UV-
Detektion bei 210 nm (Nachweisgrenze 10 pmol) (Tavazzi et al., 2000). Die GC-MS-
Analytik von NAcG erfolgte nach Silylierung mit BSTFA/TMCS im SIM-Modus
(Nachweisgrenze 3.5 ng) (Tuchman und Holzknecht 1990), HPLC-APCI-MS-
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Messungen im positiven Modus [M+H]" (Nachweisgrenze 15 pg/mL) (Ma et al., 1999)
und die Bestimmung von NAcG mittels HPLC-ESI-MS/MS mit einer Nachweisgrenze
von 0.3 ng/mL (Hession et al., 2008).

2.6 Enzyme

Wie einleitend ausgefiihrt wurde, sind im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir ,,Bioak-
tivititsstudien® einige Enzymversuche unter Anwendung von N-Acyl-Ethanolamin-
phosphaten durchgefiihrt worden. Auf die entsprechenden Enzyme wird nachfolgend

kurz eingegangen.

2.6.1 Alkalische Phosphatase

Phosphatasen sind im allgemeinen Enzyme, welche die Hydrolyse von Phosphorséure-
estern oder organischen Phosphorverbindungen katalysieren. Somit werden sie in die
Klasse der Hydrolasen (EC 3), spezieller den Esterasen (EC 3.1), zugeordnet. Phosphat-
asen kommen als Isoenzyme mit Molmassen zwischen 10000 und 100000 Da vor. Die
monomeren und dimeren Enzyme weisen geringe Substratspezifitit auf und werden
anhand ihres pH-Optimums eingeteilt. Von besonderer Bedeutung ist neben der alkali-
schen Phosphatase (AP) (EC 3.1.3.1) die saure Phosphatase (EC 3.1.3.2). Die AP be-
steht aus drei genetisch determinierten Isoenzymen. Im Organismus des Menschen un-
terscheidet man Leber-, Nieren-, Knochen-, Darm- und Plazenta-AP. Auflerdem existie-
ren postgenetische Formen wie Gallengang- und Tumor-AP.

AP sind membrangebundene Enzyme, die im aktiven Zentrum Zink enthalten und fiir
thre Wirkung Magnesium benétigen (Rompp M-Pk, 1995; Neumeister et al., 1998).

Die Hydrolysereaktion von Phosphorséureestern im aktiven Zentrum der alkalischen
Phosphatase ist in Abb. 2. 15 dargestellt. Das Zink-(II)-lonenpaar dient zur Bindung
einer terminalen Phosphorgruppe. Durch den Angriff einer Serin-Hydroxylgruppe an
die Phosphorylgruppe kommt es durch Bildung eines Phosphoserinrestes zur Ubertra-
gung der Phosphatgruppe auf das Enzym (s. b in Abb. 2. 15). Im nichsten Schritt (s. ¢
in Abb. 2. 15) kommt es zur Hydrolyse des Phophoserinrestes durch ein koordiniertes
Hydroxidion, wodurch der katalytische Zyklus geschlossen wird (Lippard und Berg
1995).
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Abb. 2. 15 Alkalische Phosphatase: Darstellung des aktiven Zentrums. Hydrolyse von Phosphor-

sduremonoestern, modifiziert nach Lippard und Berg 1995.

Die AP ist an der Mineralisierung der Knochen beteiligt und kommt in den Osteoblasten
vor. Die Hilfte der Gesamt-AP stammt aus den Knochen (bonespecific-AP), der Rest
aus der Leber. Erkrankungen mit erhohten AP-Werten sind unter anderem primére Le-
bertumoren oder Skeletterkrankungen wie Rachitis oder Osteomalazie. Niedrige AP-
Werte kommen z.B. bei Untererndhrung, familidrer Hypophosphatasdmie oder Hypo-
thyreose vor (Thomas 1998).

Die AP ist hitzelabil und wird aus diesem Grund in der Lebensmittelchemie als Marker

einer Erhitzung (z.B. von Milch) verwendet (Belitz et al., 2001).
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2.6.2 PhospholipaseA,, Lipoxygenase und Eicosanoide

2.6.2.1 PhospholipaseA;

Die PhospholipaseA, (PLA;) gehort in die Enzymklasse der Hydrolasen (EC 3.1.1.4)
(Rompp M-Pk, 1995). PLA, leitet den Phospholipidabbau durch hydrolytische Spaltung
der Fettsdure am C-Atom 2 (B-C-Atom) des Glycerins ein (s. Abb. 2. 17). Durch die
Hydrolyse von mehrfach ungesittigten Fettsduren, vor allem der Arachidonsiure, initi-
iert die PLA, die Bildung von Prostaglandinen, Thromboxanen und Leukotrienen in
tierischen Geweben. Diese Substanzen werden auch unter dem Begriff der Eicosanoide

zusammengefasst (Rehner und Daniel 2002).

2.6.2.2 Lipoxygenasen
Lipoxygenasen (LOX) (EC 1.13.11.12) sind Dioxygenasen, die unter Beteiligung von

Luftsauerstoff selektiv ungesittigte Fettsduren mit einem 1-cis-4,-cis-Pentadiensystem
zu Monohydroperoxiden umsetzen. Im aktiven Zentrum besitzen sie ein nicht-Ham-
gebundenes-Eisen®"-Atom (inaktives Enzym), welches im Verlauf der Katalyse durch
sein eigenes Hydroperoxid-Produkt zum Eisen’" (aktives Enzym) oxidiert wird. Typi-
sche Substrate pflanzlicher LOX sind Linol- und Linolensédure. Tierische bzw. mensch-
liche LOX bevorzugen Arachidonsdure als Substrat. Die LOX-Katalyse erfolgt regio-
und stereoselektiv, so dass beispielsweise die LOX aus Tomaten 9-S-Hydroperoxid und
das Enzym aus Sojabohnen 13-S-Hydroperoxid bilden (Belitz et al., 2001; Eisenbrand
und Schreier A-L 2006).

Das von De Grooter et al. (1975) schon vor Jahren présentierte Reaktionsschema fiir die
Aktivierung der LOX und ihre katalytische Aktivitdt gemél einem Radikalmechanis-
mus (unter aeroben und anaeroben Bedingungen) hat Eingang in die Lehrbiicher gefun-

den (Abb. 2. 16):

Aerobe Katalyse (Dioxygenase-Reaktion):
1. Enzymaktivierung: Hydroperoxide oxidieren das nicht-Him-gebundene Fe** der
LOX in die aktive Fe’*-Form.
2. H-Abstraktion und Oxidation zum H' aus der Methylgruppe des 1,4-Penta-
diensystems des Substrats (z.B. Linolsiure). LOX wird in die inaktive Fe*'-

Form reduziert.
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3. Umlagerung des enzymgebundenen Pentadienyradikals in ein konjugiertes Dien-
system und Aufnahme von Sauerstoff. Ein Peroxyradikal entsteht.
4. Das Peroxyradikal wird durch die LOX reduziert. Oxidation LOX-Fe*" in Fe’".

5. Freisetzung von Hydroperoxid nach H'-Anlagerung.

AEROB AKTIVIERUNG ANAEROB
LOX-Fe?"
(natives inaktives Enzym) /\‘ I(])-f:;:j;c
}/ROOH \ //\ /

LOX-Fe*"
(aktives Enzym)

LOX-Fe%--- j // \ / LOX-Fe?"
°00 0, \ //\ /

+ Dimere

Abb. 2. 16 LOX Aktivierung und katalytische Aktivitit bei Fettsduren unter aeroben und anaero-
ben Bedingungen, modifiziert nach De Groot et al., 1975.

Anaerobe Katalyse (Hydroperoxidasereaktion):

1. Enzymaktivierung: Hydroperoxide oxidieren das nicht-Hdm-gebundene LOX-
Fe*" in die aktive Fe’"-Form.

2. H-Abstraktion und Oxidation zum H™ aus der Methylgruppe des 1,4-
Pentadiensystems des Substrats (z.B. Linolsdure). LOX wird in die inaktive
Fe**-Form reduziert.

3. Dissoziation des Enzym-Fettsdureradikal-Komplexes. Fettsdureradikale, Dimere
der Fettsiureradikale und inaktive LOX (Fe®") entstehen.

4. Enzymaktivierung: Hydroperoxide oxidieren das nicht-Hdm-gebundene LOX-
Fe" zur aktiven Fe'*-Form. Hydroxyionen und Alkoxyradikale werden gebildet,
welche zu Oxodienen und n-Pentan zerfallen konnen (De Grooter et al., 1975;

Garssen et al., 1971; Belitz et al., 2001).
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2.6.2.2.1 Biologische Funktion der Lipoxygenase und ihrer Produkte

Lipoxygenasen sind in eine Vielzahl von unterschiedlichen Reaktionen involviert. Sie
haben eine wichtige Funktion bei der Synthese von biologischen Mediatoren, die fiir die
Signaltransduktion verantwortlich sind. Ein biologischer Mediator in der Pflanze ist
beispielsweise die Jasmonsdure, die aus Linolensdure gebildet wird (Grechkin 1998). In
Wirbeltieren wird die Synthese von Leukotrienen (Rehner und Daniel 2002) oder Lipo-
xinen (Serhan 1997) von LOX katalysiert.

Durch Peroxidationsreaktionen der LOX bei Membran-Lipiden entstehen Gemische aus
Hydroperoxiden, die Verdnderungen der Membranstruktur bewirken (Rapoport und
Schewe 1985).

Die LOX-15 kann low-density-lipoprotein (LDL) oxidieren, wodurch sie die Ent-

stehung von Arteriosklerose initiiert (Feinmark und Cornicelli 1997).

2.6.2.3 Eicosanoidbiosynthese und Funktionen der Eicosanoide im Organismus

Eicosanoide entstehen aus mehrfach ungesittigten C,o-Fettsduren, insbesondere der
Arachidonséure (Arachidonsdurekaskade) (Abb. 2. 17). Nach Hydrolyse der Arachidon-
sdure durch die PLA; aus z.B. Phosphatidylinositol wird die Reaktion der Eicosanoide
durch die Cyclooxygenase oder die 5-Lipoxygenase katalysiert. Durch die Cyclooxy-
genase entsteht aus der Arachidonsdure im ersten Schritt das Prostaglandin H,, woraus
sich dann weitere Protaglandine und Thromboxane ableiten lassen. Durch die Katalyse
der 5-LOX entsteht das 5-Hydroperoxyeikosatetraenoat (5S-HPTE), wovon sich dann die
Leukotriene ableiten (Rehner und Daniel 2002).
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1-Acyl-2-arachidonyl-

3glycerophosphoinositol PhospholipaseA,

oo™
1

Arachidonat

5-Lipoxygenase Cyclooxygenase

'coo"

weitere Prostaglandine

und Thromboxane Prostaglandin H,

o
o\

Prostaglandin E, Thromboxan A,

o0

¢ Leukotrien A, \

weitere Leukotriene -

co0

o Leukotrien B,

Abb. 2. 17 Schema Eicosanoidbiosynthese, modifiziert nach Rehner und Daniel 2002.

2.6.2.3.1 Physiologische Bedeutung der Eicosanoide

Eicosanoide sind Mediatoren, die hormonelle oder sonstige Signale modulieren Die
Synthese und Freisetzung der Eicosanoide ist auf neutrale Reize und andere Mediatoren
wie z.B. Histamin und gastrointestinale Hormone (Bsp. Gastrin) zuriickzufiihren. Die
biologische Wirkung der Eicosanoide ist bei weitem noch nicht geklart. Ein einheitli-
ches Wirkungsprinzip ist aufgrund der Komplexitidt nicht definierbar. Prostaglandine
sind beispielsweise unter anderem auch fiir das Schmerzempfinden verantwortlich. In
der Medizin werden daher Salicylate zu Blockierung der Prostaglandinsynthese ver-
wendet (Rehner und Daniel 2002).

Erhohte Werte von Leukotrienen werden unter anderem bei Erkrankungen der Lunge,

bei Hautkrankheiten und entziindlichen Darmerkrankungen festgestellt (Mayatepek und
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Hoffmann 1995). Fiir die Behandlung von Asthma werden daher LOX-Inhibitoren oder
Leukotrienrezeptor-Antagonisten eingesetzt, um die Leukotrienproduktion zu mini-

mieren bzw. zu hemmen (Drazen et al., 1999).

2.6.3 Xanthinoxidase

Die Xanthinoxidase (XOD) gehort in die Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC
1.17.3.2). Elektronenakzeptor der Enzymkatalyse ist Sauerstoff (O;). XOD entsteht bei
Sauerstoffarmut aus einer Xanthin-Dehydrogenase (XDH) (EC 1.1.1.204), die NAD"
als Elektronen-Akzeptor verwendet (Eisenbrand und Schreier, M-Z 2006; Rompp T-Z,
1995).

XOD katalysiert die Spaltung einer C-H-Bindung mit Bildung einer C-OH-Bindung
durch Sauerstofftransfer. Im Stoffwechsel ist die XOD in den Abbau von Purinnukleo-
tiden involviert. Das beim Abbau der Purine entstehende Hypoxanthin wird durch XOD
zu Xanthin und anschliefend zu Harnsdure oxidiert, die renal ausgeschieden wird. Sau-
erstoff wird dabei in eine reaktive Sauerstoffspezies (*O,’, Superoxidanionenradikal)
(Abb. 2. 18) liber einen Einelektronen-Reduktionsmechanismus iiberfiihrt. Zwei Mol
Superoxidanionradikale konnen mit zwei Protonen durch die Superoxiddismutase
(SOD) zu H,0O; reagieren (1), welcher anschlieend durch Katalase in Wasser und Sau-

erstoff abgebaut wird (3) (Rehner und Daniel 2002; Stryer Biochemie, 2007).

XOD
O O

0, H,0
HN

iy N\ : )
0)\§ ‘ E> \v \v o)\g ‘ §>:

* 02- 2 HJr

Abb. 2. 18 Abbau von Xanthin in Harnsdure. Entstehung von Superoxidradikalanion, modifiziert
nach Rehner und Daniel 2002.

- d. . -

02 +e e 02 (1)

.02- + 2H+&> 02 + 2H202 (2)
Katalase

2H202 - > 02 +2H20 (3)
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Enzyme der Xanthinoxidase-Familie besitzen einen Molybdinkern als Mo"'=0, =S, -
OH und als Kofaktoren, Pyranopterin, FAD und zwei Schwefel-Eisen-Zentren [2-Fe-
2S] des Ferredoxintyps, die an der Enzymbkatalyse beteiligt sind (Hille 1996).

Die Hydroxylierungsreaktion der XOD erfolgt iiber die Molybdaneinheit und ist in Abb.

2. 19 dargestellt. Der Reaktionsmechanismus wird in folgende Schritte eingeteilt:

o
O'

G|U1251‘<

[¢]

o, L
AT ! mw

Afgsso

Gluggz
Glugpz

o7 ™o

o

o (e Ii# O X fx

O'
Glu261 Gluggpq +
g g HZN

o (o] NH

Abb. 2. 19 Reaktionsmechanismus der Xanthinoxidase. Substratbindungsmodelle im aktiven
Zentrum nach (A) Pauff et al., 2007 und (B) Yamaguchi et al., 2007.

1. Reaktionsbeginn durch eine Basen-katalysierte Abstraktion eines Protons an der
Mo-OH Gruppe durch Glutamat. Anschlie8end erfolgt ein nukleophiler Angriff
des Sauerstoffs auf das Substrat, begleitet von einem Wasserstofftransfer auf die
Mo=S- Gruppe.

Die Bildung von Mo-SH fiihrt zur Reduktion von Mo"" in Mo V.

Fiir diesen Schritt der Substrathydroxylierung sind in der Literatur zwei mdog-
liche Bindungsmodelle fiir das Substrat im aktiven Zentrum der Kuhmilch-XOD
beschrieben, die jedoch keinen Unterschied im Reaktionsmechanismus ergeben:

(A)  Nach Pauff et al., 2007

NH
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(B)  Nach Yamaguchi et al., 2007

2. Die Reaktion wird durch Elektroneniibertragung von Molybdidn an andere Re-
dox-aktiven Zentren des Enzym und der Deprotonierung der Mo' -SH Gruppe
zu Mo"'=S beendet. Harnsiure entsteht, wobei der Sauerstoff aus dem Wasser

stammt.

Xanthinoxidase spielt eine wichtige Rolle als protektiver Regulator des Redoxpotentials
der Zelle, da das Enzym sowohl fiir die Synthese von reaktiven Sauertoffspezies als
auch fiir die Entstehung antioxidativ wirkender Harnséure verantwortlich ist. Harnséure
und deren Oxidationsprodukte wirken als potente Antioxidantien und Radikalfianger.
Sie sind in der Lage, die Zelle vor reaktiven Sauerstoffspezies und dadurch ausgeldsten

oxidativen Schéden zu schiitzen (Squadrito et al., 2000; Droge 2002).

2.6.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies, physiologische Bedeutung in vivo

Das Superoxidanionradikal (*O;") zdhlt neben Hydroperoxyradikal (*HO,"), Wasser-
stoffperoxid (H,O,), Hydroxylradikal (*HO), Alkoxyradikal (*RO"), Peroxyradikalen
(*ROOH) und Singulettsauerstoff ('0,) zu der Gruppe der hoch reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS, ,reactive oxygen species™). Diese werden in jeder lebenden Zelle aus

Sauerstoff gebildet (Eisenbrand und Schreier, M-Z 2006).

Die Abwehr der ROS kann, wie in Abschnitt 2.6.3 erldutert, durch Enzyme (SOD) oder
durch antioxidativ wirkende Substanzen erfolgen. Dabei kdnnen diese endogenen Ur-
sprungs sein (Glutathion, Harnsdure, Ubichinon u.a.) oder iiber die Nahrung aufge-

nommen werden (Ascorbinsdure, Carotinoide und Tocopherole) (Finkel und Holbrook

2000).

Man spricht von oxidativem Stress, wenn mehr reaktive Sauertoffspezies als antioxida-
tiv wirkende Enzyme oder Substanzen vorhanden sind. Dabei kann es zur Schidigung
von DNA, Proteinen und Zellmembranlipiden kommen. Oxidativer Stress wird mit
Stoffwechselstorungen bzw. verschiedenen Krankheitskomplexen in Verbindung ge-
bracht. Dies sind unter anderem neurodegenerative Erkrankungen wie Parkinson, Down
Syndrom und Alzheimer oder Herzkreislauf-Erkrankungen wie Arteriosklerose oder

koronare Herzkrankheiten (Markesbery 1997; Valko et al., 2007).
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Als ,,second messenger* sind ROS im Stoffwechsel durch Redox-Reaktionen unter an-
derem in die Gentranskription, Signaliibertragung in Zellen, Immunfunktion und Apop-

tose involviert (Valko et al., 2007).

2.6.3.2 Physiologische Bedeutung der Xanthinoxidase und Harnséure in vivo

Xanthinoxidase

Der Mangel an XOD bewirkt eine Storung des Abbaus von Purinnucleotiden und die
daraus entstehende Anreicherung von Hypoxanthin und Xanthin. Man spricht auch von
Xanthinurie. Diese autosomal rezessive Fehlstorung flihrt zu Ablagerungen von Xan-

thinsteinen in der Niere und den ableitenden Harnwegen (Ichida et al., 1997).

Harnséure

Hyperuricdmie ist eine Erkrankung, die auf hohe Serum Harnsdure-Werte durch einen
gestorten Purinabbau zuriickzufiihren ist. Man unterscheidet dabei zwei Formen: Die
primire (iodopathische) Form ist auf Enzymdefekte zuriickzufiihren, in der es zu Uber-
aktivitit wie z.B. der XOD kommt. Die sekunddre Form wird durch eine purinreiche

Erndhrung und bestimmte Medikamente verursacht (Becker und Jolly 2005).

Auf Einzelheiten braucht im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter eingegangen

werden.

2.6.4 p-N-Acetylhexosaminidase

Die B-N-Acetylhexosaminidase (AHA) (EC 3.2.1.52) gehort zu der Enzymklasse der
Hydrolasen. Typische Substrate der AHA sind B-glykosidisch gebundene N-Acetyl-
glucoside und N-Acetylgalactoside (Katalyse s. Abb. 2. 20) (Brenda Enzymes).

NO,
CH,0H /©/ .
o @ o OH NO;
OH . OH
B-N-Acetylhexosaminidase
+ H,O +
OH 2 OH HO

Y Y

o o
pNP-NAcG NAcG pNP
Abb. 2. 20 Schema: Enzymkatalyse der B-N-Acetylhexosaminidase. Substrat p-Nitrophenyl-N-

acetyl-B-D-glucosamin (pNP-NAcG), Produkte p-Nitrophenol (pNP) und N-Acetyl-B-
D-glucosamin (NAcG), modifiziert nach Borooah et al., 1961.
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Drei Isoformen des dimeren Enzyms sind in der Literatur beschrieben: Die [B-Hexos-
aminidase A (HexA), welches das Heterodimer der kovalent gebundenen a- und p- Ket-
te darstellt, das homodimere Isoenzym B-Hexosaminidase B (HexB, Bp) und die B-
Hexosaminidase S (HexS, aa). Die a- und - Untereinheiten sind zu 60 % in ihrer Pri-
marstruktur identisch (Proia 1988). Trotzdem weisen die dimere HexA, HexB und
HexS, welche jeweils zwei aktive Seiten in ihrer Untereinheit der Phasengrenzfliche
besitzen, individuelle Substratspezifititen auf. Die beiden aktiven Seiten des Homodi-
mers HexB (Bp) katalysieren die Spaltung ungeladener Substrate, dagegen kdnnen nur
die a-Untereinheit enthaltenden HexA (o) und HexS (aw) zusétzlich die Spaltung ne-
gativ geladener Glukokonjugate bewirken (Kytzia und Sandhoff 1985).

Die Enzyme sind besonders wichtig beim Abbau von Glycerosphingolipiden, welche
essentielle Membranbestandteile von Eukaryontenzellen sind (Kolter und Sandhoff
1999). Von den drei Isoenzymen ist nur das HexA in der Lage, das physiologisch be-
deutendste Substrat, Gangliosid GM2, in signifikanten Raten abzubauen. Allerdings
findet diese Reaktion an der Phasengrenze zwischen einer wasserloslichen Exohydrola-
se und einem membraneingebauten Gangliosidsubstrat statt und benétigt einen Glyko-
proteinkofaktor, das GM2-Aktivatorprotein (GM2AP), als physiologisches Detergenz
(Conzelmann und Sandhoff 1979). GM2AP wird auch als ,,Liftase* bezeichnet, denn sie
erkennt das Lipidsubstrat in der Membran und hebt sie daraus hervor, so dass das En-
zym sie abbauen kann (Furst und Sandhoff 1992). AuBlerdem wird vermutet, das
GM2AP die starre Konformation der Saccharid-Kopfgruppe am GM2 modifiziert, so
dass die enzymatische Hydrolyse am N-terminalen Acetylgalactosamin erleichtert wird
(Lietal., 1999).

Des Weiteren wird berichtet, dass die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen GM2
und der f-Hexosaminidase einen Einfluss auf den GM2-Abbau haben soll (Yadao et al.,
1997; Xie et al., 1998).

Ein Defekt in einem der drei Polypeptide, welche in der Codierung des GM2-Abbaus,
der Codierung der a- und B- Untereinheit der -Hexosaminidase oder der GM2AP in-
volviert sind, resultiert in einer Anreicherung von nicht abgebauten Glykolipiden in den
lysosomalen Kompartimenten und fiihrt dadurch zu schweren neurodegenerativen The-
saurismosen, bekannt als GM2-Gangliosidose (Gravel et al., 2001; Kolter und Sandhoff
2006). Ein Defekt in der a-Kette resultiert in einem Defekt der HexA- und HexS- Funk-
tion. Ein normaler oder leicht erhohter Gehalt an HexB fiihrt zur B-Variante einer

GM2-Gangliosidose (Sandhoff 1969), sie wird beim Kind als ,,Tay-Sachs-Krankheit*


http://www.jbc.org/search?author1=H+J+Kytzia&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=K+Sandhoff&sortspec=date&submit=Submit
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bezeichnet (Okada und O'Brien 1969). Die Bl-Variante wird durch eine Nebenform
HexA beschrieben, die keine Aktivitit gegeniiber dem neutralen Substrat Gangliosid
GM2 oder einem negativ geladenen synthetischen Substrat (z.B. 4-Methylumbelliferyl-
2-acetamido-2-deoxy-6-sulfo-B-D-glucopyranosid (MUGS)) aufweist. Im Gegensatz
dazu werden im Diagnoseversuch der B1-Variante ungeladene synthetische Substrate
(z.B. 4-Methylumbelliferyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid (MUG)) gespal-
ten (Kolter und Sandhoff 2006; Kytzia et al., 1983). Die 0-Variante, auch bekannt als
»Sandhoff-Krankheit®, ist auf den Mangel der -Kette und dem damit verbundenen Ver-
lust der Aktivitit von HexA und HexB zuriickzufiihren. Der Mangel an GM2AP fiihrt
zur AB-Variante der Gangliosidose, dabei sind normale Gehalte der B-Hexosaminidase

zu finden (Conzelmann und Sandhoff 1978).

In der Literatur werden Therapieansitze fiir ,,Tay Sachs“- und ,,Sandhoff*-
Erkrankungen unter anderem durch Einsatz von Substanzen, welche die Speicherung
der Lipide im Zentralnervensystem verzogern, wie z.B. N-Butyldesoxynojirimycin
(Platt et al., 1997), durch den Austausch von Enzym (Akeboshi et al., 2007) oder den

Einsatz von chemischen Chaperonen (Tropak und Mauhran 2007) beschrieben.

2.7 Cannabinoid-Rezeptoren

Die Bezeichnung Cannabinoid-Rezeptor ist auf den ersten entdeckten Liganden aus der
Pflanze Cannabis sativa, das A’-Tetrahydrocannabinol (THC), zuriickzufiihren (Gaoni
et al., 1964). Mit der Entdeckung des ersten Rezeptors CB; (Devane et al., 1988) ist das
Interesse an der Forschung mit dem Cannabinoid-System geweckt worden. Auf der Su-
che nach endogen gebildeten Liganden entdeckte man das Anandamid (Devane et al.,
1992) und weitere Strukturanaloga (siche dazu Abschnitt 2.3.4.2.2).

Bis heute sind zwei Cannabinoid-Rezeptoren (CBR) CB; und CB, des Menschen be-
schrieben. Beide gehoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der CB -
Rezeptor wird hauptsédchlich im Zentralnervensystem (ZNS) exprimiert (Matsuda et al.,
1990), wo es durch die ,lipid rafts* wirkt (Bari et al., 2005). Der CB-Rezeptor spielt
eine entscheidende Rolle in der Neuroprotektion (Galve-Roperh et al., 2008) und auch
bei der Nahrungsaufnahme (Richard et al., 2009).

Aufgrund der Erkenntnis, dass die Aktivitit des Endocannabinoidsystems bei Adiposi-

tas erhoht ist, wird die pharmakologische Blockade als moglicher Ansatzpunkt zur Be-
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handlung von Adipositas und dhnlichen metabolischen Funktionsstorungen angesehen
(Di Marzo 2008).

Der CB;-Rezeptor ist dagegen auBlerhalb des ZNS (Munro et al., 1993), d.h. hauptsidch-
lich in den Zellen des Immunsystems zu finden, was auf eine Rolle in der Immunmodu-
lation hinweist (Lynn und Herkenham 1994).

Im Jahr 2006 entdeckten Wissenschaftler einen Orphan-Rezeptor GPRS55. Aufgrund
dhnlicher Signaltransduktionswege wurde er als vermeintlicher CB-Rezeptor eingestuft
(Baker et al., 2006). GPR55 wird durch einige CB-Liganden aktiviert, jedoch ist die
Homologie der Aminosduresequenz zu den beiden CBR sehr gering (Johns et al., 2007;

Ryberg et al., 2007).

2.7.1.1 Aktivierung der CB-Rezeptoren

Wie erwihnt, gehéren CBR in die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) mit sieben Transmembran-Dominen und sind iiber ihre C-Terminale an Gai/o
Protein gekoppelt. Signaliibertragung tiber Gi fiihrt zur Inhibierung der Adenylatcyclase
in vielen Geweben und Zellen, jedoch sind auch Studien zur Stimulierung der Adenylat-
cylase iiber Gs-Protein bekannt. Ca*"-Fluss und Stimulierung der Phospholipase A und
C sind weitere Eigenschaften, die durch die Aktivierung des Rezeptors bewiesen sind.
Stimulierung der beiden CBR fiihrt zur Phosphorylierung und Aktivierung der MAP-
Kinase (mitogen-activated-protein-Kinase) und der Jun N-terminalen Kinase (JNK).
Diese leiten die Wege zur Regulation von nuklearen Transkriptionsfaktoren ein (How-
lett 2005).

Vergleicht man die Aminoséduresequenz beider Rezeptoren (CB; undCB,), so ist nur
eine 48 %ige Ubereinstimmung zu erkennen, wohingegen GPCR in der Regel 70 - 80
%ige Ubereinstimmung zeigen (Howlett et al., 2002).

Im Gegensatz zu den klassischen Neurotransmittern wie Catecholamine werden die En-
docannabinoide trotz ihrer Lipophilie nicht im Inneren synaptischer Vesikel gespei-
chert. Daraus ldsst sich schlielen, dass das Endocannabinoid-System nach Bedarf funk-
tioniert, d.h. dass Endocannabinoide je nach physiologischer oder pathophysiologischer

Stimulation synthetisiert werden (De Petrocellis et al., 2004).
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2.7.1.2 Liganden der CB-Rezeptoren

Die Liganden fiir den CB;-Rezeptor sind sowohl strukturell als auch pharmakologisch
unterschiedlich. Dabei gibt es Liganden mit agonistischer und antagonistischer bzw.

invers-agonistischer Wirkung.

Agonisten des CB-Rezeptors

Die Agonisten werden aufgrund ihrer Struktur in vier Gruppen eingeteilt (Howlett et al.,
2002; Pertwee 2006):

1. Klassische Cannabinoide (C.): natiirliche Komponenten der Pflanze Cannabis
sativa wie THC und seine strukturverwandten synthetischen Derivate (z.B.
HU-210).

2. Nichtklassische C., welche den klassischen C. bis auf das Fehlen des Di-

hydropropanrings (z.B. CP940) &hneln.
Eicosanoide, Derivate der Arachidonsdure (z.B. AEA und 2-AQG).
4. Aminoalkylindole z.B. WIN 55212-2 und verwandte Strukturen.

THC

Anandamid WIN 55212-2

Abb. 2. 21 Strukturformeln von CB-Agonisten.

Antagonisten bzw. inverse Agonisten des CB;-Rezeptors

Die géngigste Gruppe von Antagonisten fiir CB;-Rezeptoren sind die Diarylpyrazole,

die sich deutlich von den vier Gruppen der Agonisten unterscheiden. Genauer werden
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sie als inverse Agonisten eingeteilt. Rimonabant (SR141716) stellt den Prototyp dieser
Verbindungsklasse dar (Howlett et al., 2002). AuBBerdem gibt es noch Antagonisten, die
in ihrer Struktur den Agonisten dhneln, z.B. der neutrale Antagonist O-2050 (Garnder
und Mallet 2006).

Abb. 2. 22 Strukturen des inversen Agonisten Rimonabant (links) und Antagonist O-2050 (rechts)
des CB,-Rezeptors, modifiziert nach Hudson et al., 2010.

Der inverse Agonist des CB;-Rezeptors: Rimonabant

Rimonabant (SR141716) ist der als erstes beschriebene Antagonist, genauer inverse
Agonist des CB-Rezeptors (Rinaldi-Carmona et al., 1994). In einer Reihe von klini-
schen Studien hat man die Aktivitdtsschwéichung des CB;-Rezeptors und die dadurch
resultierende signifikante Gewichtsreduktion und Verringerung des Hiiftumfangs ge-
zeigt. Weitere Auswirkungen der Rimonabantgabe waren die Verbesserung der Serum-
lipid-Werte und die Insulinregulation mit damit verbundener Kontrolle des Zuckerspie-
gels bei Patienten mit Typ 2-Diabetes (Van Gaal et al., 2005; Després et al., 2005; Pi-
Sunyer et al., 2006; Scheen et al., 2006). Allerdings fiihrt die Behandlung mit Rimo-
nabant zu schwerwiegenden Nebenwirkungen, die man in drei Gruppen einteilen kann:
(1) psychische Verdnderungen, wie Depressionen, Angstzustinde und Verwirrtheit; (2)
Funktionsstorungen des Gastrointestinal-Trakts, die mit Brechreiz einhergehen; (3) neu-
rologische Verdnderungen wie Kopfschmerzen und Schwindelgefiihl (Després et al.,
2005; Ducobu und Sternon 2005; Gelfand und Cannon 2006). Am 13 Juni 2007 nahm
demzufolge die U.S. Food and Drug Administration (FDA) aufgrund der hohen Risiken
und der Suizidgefahr, die durch Rimonabant besteht, die Freigabe in den USA zuriick
(Food and Drug Administration, 2007). 2008 zog der Hersteller (Sanofi Aventis) Rimo-

nabant vom europdischen Markt (Sanofi-Aventis, 2008).
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2.8 Fermentation

Von den in dieser Arbeit untersuchten fermentierten Lebensmitteln sei nur kurz auf den
japanischen Reiswein (Sake) als in westlichen Landern eher exotisches Produkt einge-

gangen.

2.8.1 Herstellung von Japanischem Reiswein — Sake

Die Herstellung dieses alkoholischen Nationalgetrinks hat eine tiber 2000 Jahre alte

Tradition in Japan. Fiir die Gewinnung werden folgende Prozesse durchlaufen:

1. Polieren: Am Anfang der Sake-Herstellung wird der Reis poliert. Dies ist ein quali-
tatsbestimmender Schritt, denn dadurch werden die unerwiinschten duleren Schichten
entfernt. Je stirker der Reis poliert wird, desto besser ist am Ende die Sakequalitét. Das
Polieren muss langsam und vorsichtig durchgefiihrt werden, damit der Reis nicht iiber-
hitzt wird und bricht.

2. Waschen und einweichen: Die Reiskdrner werden anschliefend mit Wasser gewa-

schen, um die Polierreste zu entfernen. Danach wird der Reis in Wasser eingeweicht,
bis er die gewiinschte Menge an Wasser aufgenommen hat.

3. Ddmpfen: Am néchsten Tag wird der gequollene Reis zur Sterilisierung fiir 50 Minu-
ten in einen kontinuierlichen Dampfer gestellt. Der Reis soll anschlieBend eine feste
Hiille haben und innen weich sein. Das macht ihn bereit fiir die spitere Einwirkung des
Koji-Schimmels. Ein Teil des geddmpften Reises wird anschlieBend fiir die Herstellung
des Koji-Schimmels verwendet, der Rest geht direkt in den Gérprozess ein.

4. Koji-Herstellung: Dies ist das Herzstlick der Sakeherstellung. Die Koji-Herstellung

dauert insgesamt zwei Tage und Nachte und hat groBen Einfluss auf das Aromaprofil
des Sake. Fiir die Koji-Herstellung wird ca. 20 % des vorher geddmpften Reises mit
Koji-Sporen (4spergillus oryzae) bespriiht; dies geschieht in einem flachen Tunnel, dem
»toko*. Dieser Schritt wird in einem bestimmten Koji-Kultur-Raum, dem ,,Koji-muro®,
mit jeweils hoher Temperatur und Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt. Abends sammeln sich
die Arbeiter um den foko und kneten den Koji sanft, um ihn aufzuweichen und sorgfil-
tig zu mischen. Am nichsten Morgen (2. Tag) wird der Koji aus dem toko in eine Spe-
zial-Box, den ,.tana*, iiberfiihrt, an diesem Punkt erreicht der Koji seine Hochstleistung.
Am Nachmittag wird der Koji auf einen erhitzen Tisch gegeben. Am Morgen des dritten

Tages wird der geddmpfte Koji dem Koji-muro entnommen. Die Sake-Brauer geben den
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Koji in langen, wirbelnden Reihen auf eine Ablage. Bei genauerem Hinsehen ist zu er-
kennen, wie der Koji die Reiskdrner mit seinen kronenbesetzten Filamenten umwickelt
hat. Die Filamente enthalten Enzyme, die Stirke in Glukose spalten. Der Koji ist nun
fiir den Brauprozess am nichsten Tag bereit.

5. Startermaische (Shubo): Hierbei handelt es sich um die Einmaischung des Getreide-

korns. Der vorbereitete Koji, gedimpfter Reis und Wasser werden in einen Tank ge-
geben. Dann fligt man noch Milchsdure und ein reines Hefekonzentrat hinzu. Die En-
zyme der Koji beginnen mit dem Stdrkeabbau. Die Hefe verwendet die abgespaltene
Glukose als Nahrung, und es kommt zur Vermehrung der Hefe. Dieser Abschnitt dauert
14 Tage.

Fermentation: Nach zwei Wochen im Shubo hat die Hefe den groBiten Anteil an Glukose
umgesetzt. Der Shubo wird in einen groeren Tank umgefiillt und es wird nochmals
Koji, gedimpfter Reis und Wasser hinzugefiigt. Man nennt diese Mischung ,, Maromi “.
Wenn das Maromi sein volles Volumen (2.5 t Reis, 4 t Wasser) erreicht hat, beginnt die
Fermentation. Die Hefe bezieht neue Energie aus der erneut frei werdenden Glukose
und beginnt Alkohol und die typischen Sake-Aromen und geschmacksgebenden Kom-
ponenten zu produzieren. Der wichtigste Faktor dieses Prozesses ist die Temperatur, die
< 28 °C gehalten wird, was optimal fiir die Hefe und die Aromabildung des Sakes ist.

6. Auspressen: Nach ca. 21 bis 25 Tagen besitzt die Maromi-Maische zwischen 18 und
20 % Alkohol und das Aroma- und Geschmacksprofil ist voll entwickelt, so dass der
Sake nun abgepresst werden kann. Durch Pressen bzw. Filtration wird der klare Sake

erhalten.

7. Nachbehandlung: Bevor der Sake in Flaschen abgefiillt werden kann, wird noch vor-
handener Bodensatz entfernt, erstmalig pasteurisiert, Wasser zugegeben, um den Alko-
holgehalt einzustellen und dann in einem Tank gelagert. Je nach Sake-Qualitéit kann die
Dauer der Lagerung 6 Monate bis 2 Jahre betragen (Rompp Pi-S 1995; Miyasaka Bre-
wing Company, Ltd. 2010).
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Abb. 2. 23 Schematische Darstellung der Herstellung von Sake.

Die Durchschnittswerte fiir die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe eines Sakes sind in

Tab. 2. 1 dargestellt.

Tab. 2.1 Inhaltsstoffe eines Sake. Nach Rémpp Pi-S, 1995
Inhaltsstoff Menge
Gesamtzucker (als Glukose) 4.2 g/100 mL
3.46 g/100 mL

direkt vergérbarer Zucker (als Glukose)

Gesamte organische Sduren 115.2 mg/100 mL

Glutaminsdure 20.2 mg/100 mL
Gesamt-Stickstoff 72.6 mg/100 mL
Formol-Stickstoff 28.8 mg/100 mL

Alkohol 15 Vol.-%
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 HPLC- ESI,, -MS/MS-Analytik von Ethanolaminphosphat

Ethanolaminphosphat (1), Grundbaustein der im Rahmen der vorliegenden Arbeit un-
tersuchten NAcEAP-Derivate (2 - 4), wurde mittels Hochleistungsfliissigchromato-
graphie-Tandemmassenspektrometrie (HPLC- ESI;.e-MS/MS) untersucht. Das Frag-
mentierungsmuster von (1) wurde als Referenz fiir die leichtere Identifizierung der
NACcEAP-Derivate (2 - 4) verwendet, da flir diese noch keine Literaturdaten bekannt
sind.

EAP (1) wurde in Wasser geldst und mittels HPLC- ESI,¢,-MS/MS [140 @ 20 eV]
(HPLC Bedingungen siche 4.2.2, HPLC System 2) untersucht. Bei der ESI,,-HPLC-
MS/MS-Messung ergaben sich folgende Fragmente: m/z (%) 79.2 (100); 97.8 (3); 140.1
(10). Das Fragmentierungsmuster ist durch die Spaltung der Esterbindung zum Phos-
phatrest charakterisiert. Die Zuordnung der Fragmente ist im Massenspektrum in Abb.

3. 1 dargestellt.
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Abb. 3.1 ESI,es-HPLC-MS/MS-Spektrum von Ethanolaminphosphat (1) in Wasser. Zuordnung

der m/z Fragmente. Precurserion ist m/z 140.1, Produktionenfragmente sind m/z 97.8
und m/z 79.2. m/z= Masse/Ladung. HPLC-ESI-MS/MS-Bedingungen siche 4.2.2, HPLC
System 2.
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3.2 Synthese und Reinigung von N-Acetyl-Ethanolaminphosphat

3.2.1 Synthese von N-Acetyl-Ethanolaminphosphat

Die Synthese von N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (NAEAP) (2) erfolgte nach der Vor-
schrift von Cherbuliez und Rabinowitz (1956) mit Ethanolaminphosphat (1) und
Acetanhydrid als Edukte. NAEAP (2) wird dabei als Bariumsalz gefillt. Die genaue
Versuchsdurchfithrung ist im Abschnitt 4.3.2 zusammengefasst.

AnschlieBend wurde das Syntheseprodukt in Wasser gelost und per Hochleistungsfliis-
sigchromatographie-Massenspektrometrie (HPLC- ESl,,co-MS) im Fullscan-Modus nach
der m/z 182 von NAEAP (2) untersucht. Da sich m/z 182 detektieren liess, wurde zur
eindeutigen Identifizierung das Syntheseprodukt weiter mittels Hochleistungsfliissigch-

romatographie-Tandemmassenspektrometrie (HPLC-ESI,..-MS/MS) [182 @ 20 eV]

analysiert.
100
80
< 60
|
£ 40
= o 0
& o )‘\N/\/O_!il’_07
20 ')kn/\cw2 }l-l on
\
182.3
50 100 150 200 250
m/z
Abb. 3.2 HPLC-ESI,,-MS/MS-Spektrum von N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (2) nach Frag-

mentierung. Precurserion ist m/z 182.3, Produktionenfragmente sind m/z 97.1 und m/z
79.1. m/z= Masse/Ladung. HPLC Bedingungen siehe 4.2.2, HPLC System 2.

Bei der HPLC- ESI,¢;-MS/MS-Messung ergaben sich folgende Fragmente: m/z [%]
79.1 (100); 97.1 (10), 182.3 (9) (Abb. 3. 2). Das MS-Spektrum ist bis auf unterschiedli-
che Precurserionen identisch mit dem MS-Spektrum von EAP (1) (Vergleich Abb. 3. 1),
somit konnte massenspektrometrisch NAEAP (2) identifiziert werden, woraus sich der
Syntheseweg nach Cherbuliez und Rabinowitz als erfolgreich erwies. Die Reinheit des

Syntheseprodukts wurde per HPLC- ESI,¢.-MS bestimmt (HPLC Bedingungen siehe
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4.2.2, HPLC System 2) (Cherbuliez und Rabinowitz 1956): Reinheit Syntheseprodukt
NAEAP (2): 37 %

Fiir die Synthese wurde EAP (1) als Edukt eingesetzt, dieses war als Hauptverunreini-
gung im Syntheseprodukt zu finden. Eine Reinheit von 37 % war nicht ausreichend zur
Durchfiihrung weiterer Untersuchungen mit NAEAP (2), somit wurde eine geeignete

Reinigungsmethode etabliert (Abschnitt 3.2.2).

3.2.2 LC-Reinigung mittels Ionenaustausch

NAEAP (2) ist nur in Wasser sehr gut 16slich, daher war die Verwendung von organi-
schen Losungsmitteln nicht mdglich. Eine Reinigung mittels Kieselgelfraktionierung
war aufgrund mangelnder Interaktion mit dem S&ulenmaterial nicht anwendbar. Auch
die priparative HPLC-UV war aufgrund fehlender UV-Aktivitdt von NAEAP (2) nicht
durchfiihrbar. Die Struktur von (2) erlaubte jedoch Wechselwirkungen mit ionischen
Austauscherharzen. Die HPLC-MS/MS-Analyse hatte gezeigt, dass (1) als Hauptverun-
reinigung im Syntheseprodukt auftrat. EAP (1) besitzt im Gegensatz zu NAEAP (2)
eine freie Amingruppe (NH,-) und konnte somit als erstes iiber diese an eine  Katio-
nentauschersdule (Dowex” 50WX8) gebunden werden. NAEAP (2) besitzt dagegen
keine freie NH,-Gruppe und eluierte in den Fraktionen ,,Probenaufgabe“ und ,,Wa-
schen®. Die Reinigungsparameter sind in Kapitel 4.3.2 zusammengefasst.

Mit diesem Analysenschritt wurde die Reinheit von NAEAP (2) auf 76.7 % erhoht.
(Kontrolle: HPLC- ESI,¢,-MS/MS, HPLC Bedingungen siehe 4.2.2, HPLC System 2).
In einem Folgeschritt wurde - unter Bindung an den Phosphatrest - iiber eine Anionen-
tauschersdule (Dowex" 1X8) weiter aufgereinigt. Der genaue Ablauf ist in Kapitel 4.3.2
zusammengefasst. Hiermit ist schlieBlich ein Reinheitsgrad von 93.8 % (Kontrolle:

HPLC-MS, HPLC Bedingungen siche 4.2.2, HPLC System 2) erzielt worden.
3.3 Synthese und Reinigung von N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat

3.3.1 Methode nach Cherbuliez und Rabinowitz 1956

Die Synthese von N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (NBEAP) (3) wurde zunichst nach
der Vorschrift von Cherbuliez und Rabinowitz (1956) (s. Kapitel 4.3.3) versucht, fiihrte
jedoch trotz mehrfacher Wiederholung jeweils nur zu Spuren an (3). Den mdglichen

Ursachen wurde nicht weiter nachgegangen.
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3.3.2 Methode mit Benzoylchlorid und Triethylamin in Tetrahydrofuran

Alternativ wurde fiir die Synthese von NBEAP (3) eine Estersynthese von Aminen mit
Alkanoylchloriden zu Amiden durchgefiihrt (Abb. 3. 1). Dazu wurde die Reaktion von
Ethanolaminphosphat (1) mit Benzoylchlorid und Triethylamin in Tetrahydrofuran
(THF) gewahlt (s. Kapitel 4.3.3). Triethylamin erfiillt die Funktion als Base, um frei
werdendes HCI zu neutralisieren, wobei THF als Losungsmittel dient (Vollhardt und
Schore 1995). Dieser Weg fiihrte zum gewiinschten Produkt (3) (Kontrolle: HPLC-
ESI;ee-MS und HPLC- ESI,,..-MS/MS [244 @ 20 eV]; HPLC Bedingungen siche 4.2.2,
HPLC System 2).
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Abb. 3.3 HPLC-ESI,,-MS/MS-Spektrum  von  N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat  (3) nach

Fragmentierung. Precurserion ist m/z 244.2, Produktionenfragmente sind m/z 97.1 und
m/z 79.1. m/z= Masse/Ladung. HPLC Bedingungen siehe 4.2.2, HPLC System 2.

Bei der HPLC-ESI,,..-MS/MS-Messung ergaben sich folgende Fragmente: m/z (%) 79.1
(100); 97.1 (80), 244.2 (40) (Abb. 3. 3). Das MS-Spektrum war bis auf unterschiedliche
Precurserionen vergleichbar mit demjenigen von EAP (1) (Abb. 3. 1) und NAEAP (2)
(Abb. 3. 2). Allerdings lag die Reinheit von NBEAP (3) bei nur 10 %; wie bereits bei
der Synthese von NAEAP (2) war EAP (1) Hauptprodukt.

3.3.3 Reinigung von N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat mittels priparativer
HPLC

Aufgrund der Benzoylgruppe war eine Reinigung mittels préparativer HPLC (HPLC
Bedingungen siehe 4.2.1, HPLC System 1) prinzipiell mdglich, jedoch erwies sich die-
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ses Vorgehen als sehr uneffektiv, da nach 20 HPLC-Laufen die Ausbeute bei nur 1-2
mg (3) lag. Aufgrund des damit verbundenen hohen Zeitaufwands und des enormen
Verbrauchs an Losungsmitteln wurde im Folgenden analog zur Reinigung von NAEAP

(2) vorgegangen (sieche 3.3.4).

3.3.4 LC-Reinigung mittels lonenaustausch

Das Syntheseprodukt NBEAP (3) wurde iiber eine Kationentauschersdule gereinigt
(Prinzip siehe 3.2.2). Die Aufreinigung ist in Kapitel 4.3.3 beschrieben und fiihrte zu

einer Reinheit von 90.1 %.

3.3.5 Reinigung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat mittels Festphasen-
extraktion (SPE)

N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (NLEAP) (4) war als Industriespende im Labor vor-

handen. Die HPLC-ESI,¢,-MS-Analyse (HPLC Bedingungen siehe 4.2.2, HPLC Sys-

tem 2) ergab, dass im Produkt neben m/z 212 fiir NLEAP (4) auch eine Verunreinigung
mit m/z 327 vorlag (s. Abb. 3. 4).
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Abb. 3.4 HPLC-ESI,¢,-MS-Chromatogramm von uns verfiigbarem N-Lactoyl-Ethanolamin-

phosphat (4). m/z= Masse/Ladung. HPLC Bedingungen siehe 4.2.2, HPLC System 3.

Zu deren Charakterisierung wurden HPLC-ESI,..-MS/MS-Messungen durchgefiihrt
(HPLC Bedingungen siehe 4.2.2, HPLC System 3). Das MS-Spektrum und die Zuord-

nung der Fragmente ist in Abb. 3. 5 dargestellt. Folgende Fragmente waren im Spek-

trum enthalten: m/z (%) 79.2 (60); 97.2 (18); 212.2 (100); 327.3 (12). Das Fragmen-
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tierungsmuster (m/z 327, 212, 97, 79) deutet auf eine dhnliche Struktur wie NLEAP (4)
hin, da es die fiir NACEAP (2 - 4) typischen Fragmente mit m/z 97 und 79 aufweist. Das
Molekiil mit m/z 327 ist wahrscheinlich ein NLEAP (4) mit einem zweiten N-Lactoyl-
Ethanolamin (5) am Phosphorsédurerest verkniipft, welches vermutlich als Nebenprodukt
bei der Synthese von NLEAP (4) entstanden ist. Als Produktreinheit (4) wurden 39.6 %

ermittelt, damit war auch in diesem Fall weitere Reinigung erforderlich.
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Abb. 3.5 HPLC-ESI,,-MS/MS-Spektrum von vermutlich N-di-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
nach Fragmentierung. Precurserion ist m/z 327.3, Produktionenfragmente sind m/z
212.2, m/z 97.1 und m/z 79.1. m/z= Masse/Ladung. HPLC Bedingungen siche 4.2.2,
HPLC System 2.

3.3.6 Reinigung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat mittels SPE-Anionen-

tauscherkartuschen

Fiir die Reinigung von NLEAP (4) wurde nach dem vorgingig geschilderten Prinzip,
d.h. unter Nutzung des Phosphorséurerestes, wie bei NAEAP (2) (3.2.2) und NBEAP
(3) (3.3.3), vorgegangen. Allerdings konnte in diesem Fall das stark basische Anionen-
tauschermaterial Dowex® 1X8 nicht verwendet werden, da es sowohl NLEAP (4) als
auch die Verunreinigung bindet. Demzufolge wurden schwache Anionentauscher-
Festphasenkartuschen (Discovery® DSC-NH, SPE) eingesetzt. In Anlehnung an die
drei pKs-Werte (Abb. 3. 6) der Phosphorséure (Riedel, 1999) wurde die Reinigung mit-
tels SPE-Kartuschen durchgefiihrt.
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Abb. 3.6 Protonierung am Phophatrest von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) in Anlehnung an

pK;-Werte der Phosphorsdure. Durchfiihrung siehe 4.3.4.

Die Verunreinigung besitzt nur eine freie Hydroxylgruppe und um diese vollstindig an
das Anionentauschermaterial binden zu kdnnen, muss der pH-Wert {iber 12.32 (3. pK;-
Wert der Phosphorséure) liegen. Beim pH von 7.21 liegt die Verunreinigung protoniert
vor und kann nicht an die Festphase binden. NLEAP (4) ist bei pH 7.21 deprotoniert,
bindet an das Anionentauschermaterial und kann so von der Verunreinigung abgetrennt
werden. Die genaue Durchfiihrung der Reinigung von NLEAP (4) ist in Kapitel 4.3.4
zusammengefasst. Durch dieses Vorgehen ist fiir (4) ein Reinheitsgrad von 88.4 %
erreicht worden (Kontrolle: HPLC-ESI,¢,-MS mit folgenden Fragmenten im MS/MS-
Spektrum: m/z (%) 79.2 (100); 97.2 (80); 212.2 (100)).

3.4 Analytik polarer N-Acyl-Ethanolaminphosphate-Methodenentwicklung

In der Literatur ist, iiber die Analytik der themenrelevanten NACEAP nichts bekannt.
Die NACEAP (2 - 4) weisen folgende Eigenschaften auf, welche ma3gebend fiir ihre
Analytik sind: polar; unloslich in organischen Losungsmitteln; UV-inaktiv; nichtfliich-
tig. Diese Charakteristika erschweren die Methodenentwicklung zur Analytik dieser
Verbindungsklasse. Wenige Daten sind fiir &hnliche Strukturen bekannt:

Die Analytik von Ethanolaminphosphat (1) ist im Kenntnistand (Abschnitt 2.5.1) bereits
erldutert worden, an dieser Stelle kann zusammengefasst werden, dass zur Analyse von
EAP (1) eine vorherige Derivatisierung notig ist. Die meisten Modifizierungen erfolgen
dabei am N-terminalen Ende. Die NH,-Gruppe ist jedoch bei den NACEAP (2 - 4)

bereits acyliert und kann somit nicht analog EAP (1) derivatisiert werden.
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Ein weiteres Beispiel dhnlicher Strukturen sind die nicht phosphorylierten
N-Acyl-Ethanolamine. N-Lactoyl-Ethanolamin (5) wurde beispielsweise in Rotwein
mit einem Gehalt von 0.4 - 2.5 mg/L mittels LC-MS/MS identifiziert (de Rijke et al.,
2006). N-Gluconyl-Ethanolamin hat man ebenfalls via LC-MS/MS in Rotwein mit Ge-
halten von 1.1 und 4 pg/L gefunden (de Rijke et al., 2007). Da der Phosphatrest einen
betrdchtlichen Einfluss auf die Polaritit der NACEAP (2 - 4) hat, lieB3 sich die Analytik
der N-Acyl-Ethanolamine nicht auf die NACEAP (2 - 4) iibertragen.

Als weitere strukturverwandte Gruppe ist noch die einleitend bereits mehrfach erwihnte
Klasse der N-Acyl-Fettsduramide, wie z.B. Anandamid, zu nennen (s. 2.5.2). Diese Ver-
bindungen haben jedoch eine apolare Struktur, so dass die hierfiir etablierte Analytik

ebenfalls nicht anwendbar war.

Demzufolge war zur Erfassung der N-Acyl-Ethanolaminphosphate (2 - 4), unter denen
aufgrund des Vorkommens von (5) in Rotwein dessen phosphoryliertes Derivat (4) von
besonderem Interesse war, eine neue Analytik zu entwickeln. Ein Ziel war es dabei ins-
besondere auch, eine mdglichst niedrige Nachweisgrenze* zu erreichen, um anschlies-
send die Detektion der potentiell in fermentierten Lebensmitteln vorkommenden NAc-
EAP (2 - 4) zu erleichtern.

Als  Analysentechniken kamen die Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS), die Hochleistungfliissigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie
(HPLC-MS/MS) und die Ionenchromatographie mit Leitfdhigkeitsdetektion in Frage.
Die Methodenentwicklung erfolgte mit der Verbindung (4).

3.4.1 Derivatisierungstechniken fiir die Gaschromatographie

Damit eine Verbindung gaschromatographisch erfasst werden kann, muss diese ausrei-
chend fliichtig sein. Durch geeignete Derivatisierung lassen sich nichtfliichtige Verbin-

dungen in GC-gédngige umwandeln.

3.4.2 Derivatisierung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

Die hohe Polaritit von NLEAP (4) ist hauptsédchlich auf den Phosphorsiurerest zurtick-
zufiihren. Daher stellen die Hydroxylgruppen am Phosphat den Ausgangpunkt der Deri-
vatisierung von NLEAP (4) dar.

*Die Nachweisgrenze wird definiert als die kleinste Konzentration einer Verbindung, die mit einer Analysenmethode noch detek-
tiert werden kann. Ein Signal/Rauschverhiltnis von 3:1 gibt den Wert fiir die Nachweisgrenze an (Coleman et al., 2001). Die Be-
stimmungsgrenze dagegen wird definiert als die kleinste Konzentration mit welcher reproduzierbare Quantifikationen durchgefiihrt
werden konnen. Sie wird als die doppelte Menge der Nachweisgrenze bestimmt (Hadrich und Vogelsang 1996).
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3.4.2.1 Silylierung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

Silylierungsreaktionen miissen in wasserfreiem Medium durchgefiihrt werden, da sonst
das Silylierungsreagenz mit dem Wasser und nicht mit dem Zielmolekiil reagiert. Da
NLEAP (4) am besten in Wasser und Methanol 16slich ist, musste ein alternatives or-
ganisches Losungsmittel verwendet werden, welches nicht mit dem Silylierungsreagenz
reagiert. Als geeignet erwies sich Pyridin, das als Losungsmittel fiir die Silylierung ein-
gefiihrt ist (Blau und Halket 1997).

Eine Vielzahl von Silylierungsreagenzien sind fiir Silylierungsreaktionen erhéltlich. Fiir
die Silylierung von NLEAP (4) wurden folgende Reagenzien verwendet: BSTFA (N,O-
Bis[trimethylsilyl]rifluoracetamid), MBDSTFA (N-Methyl-N-tert-butyldimethylsilyl-
trifluoracetamid), MSTFA (N-Methyl-N-trimethyl-silyl-trifluoracetamid), TMCS (Tri-
methylchlorsilan) und TSIM (N-Trimethylsilylimidazol) (Strukturen siehe Kapitel 4.1.1
Tab. 4. 1).

Nach Silylierung wurde per Gaschromatographie-Massenspektrometire (GC-MS) (GC-
MS Bedingungen siche 4.2.4, HRGC-MS System 1) das Reaktionsgemisch festgelegt.
Durch Variation der Reaktionszeit zwischen 30 min bis 4 h und Variation der
Reaktionstemperatur (30 - 100 °C) wurden die optimalen Bedingungen untersucht.
Léngere Reaktionszeiten als 30 min und hohe Temperaturen zeigten keinen verbessern-
den Effekt (Daten nicht gezeigt) auf die Silylierung, so dass diese schlieflich mit
MSTFA bei 60 °C und 30 min durchgefiihrt wurde (Durchfiihrung siehe Kapitel
4.3.5.1). Das erhaltene GC-MS-Spektrum ist in Abbildung Abb. 3. 7 dargestellt.
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Abb. 3.7 GC-MS-Spektrum von silyliertem N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (6). Durchfiihrung

der Silylierung siche 4.3.5.1. (GC-MS Bedingungen siche 4.2.4, GC-MS System 1).
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Folgende Fragmente sind im GC-MS-Spektrum vorhanden: m/z (%) 73.1 (60), 117.1
(35), 172.1 (40), 188.1 (85), 243.1 (62), 256.1 (27), 312.1 (100), 370.1 (10), 429.1 (2).

3.4.2.1.1 Identifizierung von Trimethylsilyl-N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
mittels Gaschromatographie-Massenspektrometie

Abb. 3. 8 gibt einen Uberblick iiber potentielle Strukturen der mittels GC-MS mit Elek-

tronen-lonisierung (EI) entstandenen Fragmente.

Das Elternion von Trimethylsilyl-NLEAP (6) ist m/z 429.1. Das Bruchstiick m/z 211 ist
das Fragmention von NLEAP, m/z 73.1 ist ein typischer Trimethylsilyl-Rest (Waller,
1972). Durch eine a-Spaltung am Carbonyl-C-Atom (C=0) konnen die Fragmente mit
m/z 117 und m/z 312 erkléart werden. Die Fragmente m/z 172 und m/z 257 sind ebenfalls
in Abb. 3. 8 dargestellt.
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OSi(CHa); OSi(CHy)3
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Si(CH,),
m/z 13
Abb. 3.8 Maogliche Strukturen der Fragmente von Trimethylsilyl-N-Lactoyl-Ethanolamin-

phosphat (6) nach El-Ionisierung (GC-MS).

Durch EI unterliegen Trimethylsilylderivate einer Vielzahl von intramolekularen Wan-
derungen und Umlagerungen (Draffan et al., 1968; Petersson et al., 1972a; Petersson et

al., 1972b). Ein bekannter Umlagerungsmechanismus ist die nach McLafferty benannte
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McLafferty-Umlagerung. Dabei kommt es zur Wanderung des y-H-Atoms iiber einen
sterisch giinstigen Ubergangszustand zu einer ungeséttigten Gruppe (z.B. Carbonyl) mit
einer B-Spaltung (McLafferty und Turecek 1993). In Abb. 3. 8 ist dies schematisch fiir
Trimethylsilyl-NLEAP (6) dargestellt, wodurch m/z 243 und m/z 188 erklart werden
konnen (Abb. 3. 9) gezeigt.
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Abb.3.9 McLafferty-Umlagerung von Trimethylsilyl-N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (6).

3.4.2.1.2 Ermittlung der Nachweisgrenze von Trimethylsilyl-N-Lactoyl-Ethanol-
aminphosphat

Durch Silylierung war es demzufolge moglich, NLEAP (4) GC-gingig zu machen.
Die Ermittlung der NWG wurde iiber das Verhéltnis von Peak zum Rauschen ermittelt:

NWG fiir Trimethylsilyl-NLEAP (6): 54.2 mg/L

Der Grund fiir diesen hohen NWG-Wert diirfte in der geringen Léslichkeit von NLEAP
in Pyridin liegen. Dieses unbefriedigende Ergebniss war vielfach reproduzierbar und
schloB weitere Anstrengungen, die Silylierung als geeignete Derivatisierung von

NLEAP (4) einzusetzen, aus.

3.4.2.2 Sonstige Derivatisierungen von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

Zur Derivatisierung von NLEAP (4) wurden demzufolge weitere Derivatisierungs-
moglichkeiten wie Methylierung, Acylierung und Benzylierung gepriift. (Durchfiihr-
ungen sieche Abschnitte 4.3.5.2 - 4.3.5.5).

Die Analytik dieser derivatisierten Ansitze mittels GC-MS (GC-MS Bedingungen siche
4.2.4, GC-MS System 1) ergab trotz vielfacher Versuche keine entsprechenden derivati-
sierten Produkte von NLEAP (4). Auf eine Darstellung wurde dementsprechend ver-

zichtet.
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3.4.3 Flissigchromatographie von N-Acyl-Ethanolaminphosphaten

In der HPLC-Analytik werden meist sogenannte Umkehrphasen-Saulen (RP-Siulen,
reversed phase) verwendet. Dreiviertel aller HPLC-Trennungen werden an Umkehrpha-

sen durchgefiihrt (Skoog und Leary 1996).

Die Anwendung der Hydrophilen-Interaktions-Chromatographie (HILIC) mit sogenann-
ten HILIC-S&ulen ist fiir die Auftrennung polarer Verbindungen wie z.B. Aminosduren
(Kato et al., 2009) oder organische Sduren (Guo et al., 2007) in der Literatur bekannt.
Im Folgenden wird die Analytik von EAP (1) und der NAcEAP-Derivate (2 - 4) mittels
RP- und HILIC-Trennung und anschliessender massenspektrometrischer Detektion be-

handelt.

3.4.3.1 Umkehrphasen-Fliissigchromatographie

Mit C18-Kohlenstoffketten modifiziertes Kieselgel stellt die stationdre Phase von RP -
Séulen fiir die Fliissigkeitschromatographie dar (Skoog and Leary, 1996).

Es wurde untersucht, ob RPg-Phasen fiir die Trennung von EAP (1) und den NAcEAP-
Derivaten (2 - 4) geeignet ist. Das Fliessmittel wurde mit einem Gradientensystem von
organisch auf wiéssrige Zusammensetzung eingesetzt (HPLC Bedingungen siehe 4.2.2,
HPLC System 2). Es zeigte sich, dass Ethanolaminphosphat (1) und die NAcEAP-
Derivate (2 - 4) keine Retention an einer RPg-Sédule aufweisen Offensichtlich waren
aufgrund der hohen Polaritit der untersuchten Verbindungen (1 - 4) keine Wechselwir-
kungen zwischen Analyt und der stationdren Phase moglich, wodurch keine Retention

der Verbindungen an einer RP g-Phase zu verzeichnen war.

3.4.3.2 Hydrophile Interaktions-Chromatographie

Die Hydrophile-Interaktions-Chromatographie (HILIC) stellt eine Alternative zur
Normal-Phasen (NP)-Chromatographie fiir stark polare Verbindungen dar. In der NP-
Chromatographie werden nicht-wiéssrige Fliessmittel verwendet (Skoog und Leary,
1996), im Gegensatz dazu setzt man fiir die Trennung an HILIC-S4ulen Puffersysteme
in Kombination mit einem organischen Losungsmittel, meist Acetonitril, ein. Die sta-
tiondre Phase Dbesteht bei HILIC-Sdulen, ebenso wie bei fliissigkeits-
chromatographischen Normalphasen-Saulen, aus polaren Gruppen. Diese sind entweder

an Silika oder an Polymere gebunden. Abb. 3.10 zeigt beispielhaft eine funktionelle
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Gruppe vom Sulfobetain-Typ, die hdufig in HILIC-Sdulen zu finden ist. Die zwitterio-
nische Struktur ist charakteristisch fiir das Trennprinzip der HILIC.

CHs

|® S
F\f\ CH3N—CHy-CHy~CHy-SO5

CH;

Abb. 3.10 Beispiel einer funktionellen Gruppe der stationédre Phase einer HILIC-S&ule: Sulfobetain
Typ.

Die Hauptfunktion der stationdren Phase in diesem Prozess ist es, Wasser zu binden.
Durch die Migration polarer Verbindungen in diese extrem polare Phase werden diese
auf der Séule zuriickgehalten. Unpolare Substanzen werden dagegen aufgrund des
jeweiligen unpolaren Anteils im Eluenten bevorzugt von der Sidule eluiert. Das
Trennprinzip der HILIC lésst sich demnach als Verteilungschromatographie zwischen
einer stark polaren stationdren und einer, je nach Methode, unterschiedlich stark
unpolaren fliissigen Phase beschreiben. Es treten schwache elektrostatische Wechsel-
wirkungen zwischen den zu analysierenden Substanzen und den zwitterionischen funk-
tionellen Gruppen der stationéren Phase auf. Durch die Anwendung verschiedener Puf-
fersysteme kann das FlieBmittel auf einen fiir die zu trennenden Substanzen giinstigen
pH-Wert eingestellt werden, der je nach Sdule im Bereich von 1 - 12 variieren kann

(SeQuant ™, 2008).

Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften einer HILIC-Sdule wurde diese zur Tren-
nung der NAcEAP-Derivate (2 - 4) und EAP (1) eingesetzt. Fiir eine optimale Trennung
der Verbindungen wurden die in Abschnitt 4.2.2 beschriebenen HPLC-Parameter und
HPLC System 3 gewihlt.

In Abb. 3.11 sind die Spuren der m/z von EAP (1) und den drei NAcEAP-Derivaten
(2 - 4) in einem HPLC-ESiyee-MS-Chromatogramm gelegt. Im Vergleich zur RP-Phase
trat hier Retention aller Substanzen auf. Man sieht deutlich, dass sich die drei Derivate

untereinander und von EAP (1) trennen lassen.
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Abb. 3. 11 HPLC-MS-Chromatogramme von Ethanolaminphosphat (1), N-Acetyl-Ethanolamin-
phosphat (2), N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) und N-Benzoyl-Ethanolamin-
phosphat (3). HPLC-Bedingungen 4.2.2, HPLC-System 3 und MS ESI,.,Detektion im
SIM Modus m/z 140, 182, 212, 244. m/z Masse/Ladung. Experimentelle Bedingungen
siche Abschnitt 4.3.6.1.

Folgende Elutionsreihe ergab sich fiir die analysierten Verbindungen:

NBEAP (3) < NLEAP (4) < NAEAP (2) < EAP (1).

EAP (1) zeigte demzufolge die stirkste Wechselwirkung mit der HILIC Phase, was auf

die freie Aminogruppe in (1) zuriickzufiihren ist.

Mit der Hydrophilen-Interaktions-Chromatographie (HILIC) war es also mdglich, eine
fliissigchromatographische Trennung der Verbindungen (1 - 4) zu erzielen. Allerdings
ergab die mittels HPLC-MS fiir NLEAP bestimmte NWG von 23 mg/L einen unattrak-
tiv hohen Wert.

Diese analytische Methode war damit fiir den geplanten Nachweis von NLEAP aus
fermentierten Lebensmitteln nicht anzuwenden, jedoch war sie zur Untersuchung der
Stabilitdt der einzelnen Verbindungen (mit EAP (1) als internem Standard) geeignet
(vgl. Abschnitt 3.6).

3.4.4 Ionenchromatographie

Eine weitere Moglichkeit der fliissigchromatographischen Analytik der N-Acyl-
Ethanolaminphosphatderivate (2 - 4) ist die lonenchromatographie. Dabei werden die
Substanzen an einer ionisch geladenen Sidule, in unserem Fall eine Anionensidule,
getrennt und anschliefend direkt von einem Leitfahigkeitsdetektor erfasst. Die Wech-
selwirkung zwischen Analyt und stationdrer Phase findet dabei {iber den negativ

geladenen Phosphorséurerest der NAcEAP-Derivate (2 - 4) statt.
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Um die Eignung eines Leitfdhigkeitsdetektors zu testen, erfolgte eine vorherige Mes-
sung der Leitfdhigkeiten der einzelnen Verbindungen in Wasser mittels einer Leitfahig-
keitselektrode. Im Anhang Tab. 7. 1 sind die jeweiligen Werte der Leitfdhigkeitsmes-
sung zusammengefasst. Folgende Reihe ergab sich fiir die Leitfahigkeit der Referenz-

substanzen:

EAP (1) < NLEAP (4) < NAEAP (2) < NBEAP (3).

Es muss darauf hingewiesen werden, dass die hier ermittelten Werte nur als Richtwerte
anzusehen sind, weil fiir den direkten Vergleich von Leitfdhigkeiten verschiedener
Substanzen untereinander die Kenntnis der so genannten Agivalentleitfihigkeit (A) not-
wendig ist (Buchberger, 1998). Diese konnte nicht bestimmt werden, da keine Informa-
tionen iiber die Aquivalentzahl der NACEAP (2 - 4) und EAP (1) vorliegen.

Da aber alle vier zu untersuchenden Verbindungen eine Phosphatgruppe aufweisen,
wird von einer dhnlichen Aquivalentzahl ausgegangen, und es sollte somit mdglich sein,

die molaren Leitfahigkeiten zum Vergleich heranzuziehen.

Die Messergebnisse zeigen (Anhang Tab. 7. 1), dass die Detektion von EAP (1) mittels
Leitfdhigkeit als problematisch angesehen werden muss, da die Substanz eine sehr ge-
ringe molare Leitfdhigkeit aufweist und somit nicht empfindlich erfasst werden kann.
Somit entfdllt EAP (1) als mogliche Standardsubstanz fiir die ionenchromatographische
Analyse der NAcCEAP-Derivate (2 - 4) mit Leitfahigkeitsdetektion. Als Grund fiir die
geringe Leitfdhigkeit von EAP (1) im Vergleich zu den NAcEAP- Derivaten (2 - 4) ist
die zwitterionische Struktur anzunehmen. Auch Aminoséuren zeigen keine Leitfdhigkeit
in ihrer zwitterionischen Form (Rompp T-Z, 1995).

In der Literatur wird die ionenchromatographische Bestimmung von EAP (1) mit

Fluoreszenz- und UV-Detektionen beschrieben (siehe Kapitel 2.5.1).

Anhand dieses Vorversuchs konnte die Leitfahigkeitsdetektion als eine alternative
Detektionsmoglichkeit fir NAEAP (2), NBEAP (3) und NLEAP (4) in Betracht

gezogen werden.
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3.4.4.1 Analytik von N-Acyl-Ethanolaminphosphaten mittels Ionenchroma-
tographie- Leitfihigkeitsdetektion

Fiir die ionenchromatographische Analytik wurde im Folgenden eine Trennung der
Verbindungen (2 - 4) an einer Anionentauschersiule (Asuppl5) mit anschlieBender

Leitfahigkeitsdetektion durchgefiihrt (IC-Bedingungen siehe 4.2.5).

3.4.4.1.1 N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (2)

NAEAP (2) wurde gemif3 den in Abschnitt 4.2.5 genannten IC-Bedingungen mittels IC-
Leitfahigkeitsdetektion analysiert. Das Ionenchromatogramm von NAEAP (2) ist in
Abb. 3.12 dargestellt. Mit einer Retentionszeit von ca. 20 min wird deutlich, dass die
verwendete Siule eine gute Grundlage zur Abtrennung von Matrixbestandteilen aus
Lebensmitteln liefert. Fiir die eindeutige Eignung muss die Wiederfindung von NAEAP

(2) aus den entsprechenden Lebensmitteln durchgefiihrt werden.

uS/cm
0.45
0.40 7
0351 19.9, N-A-EAP
0.30 H
0.25+
0.20
0.157
0.10+
0.05
O/ | ‘ 4/ | 8 12 16 20 24
‘ Zeit [min]
Abb. 3. 12 Ionenchromatogramm von NAEAP (2). IC-Bedingungen siehe 4.2.5.

Die Ermittlung der NWG (Signal/Rausch 3:1) und BG (Signal/Rausch 5:1) fiir NAEAP
(2) ergab folgendes Ergebnis:

NWG: 1,5 mg/L
BG: 3 mg/L
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3.4.4.1.2 N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (3)

N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (3) wurde ebenfalls geméd den in Abschnitt 4.2.5
aufgefiihrten IC-Bedingungen analysiert. Aufgrund der Ergebnisse des Leitfdhigkeits-
vorversuchs (s. 3.4.4 bzw. Anhang Tab. 7. 1) sollte NBEAP (3) vom Detektor gut er-
fasst werden; allerdings konnte kein Peak im Ionenchromatogramm dem NBEAP (3)
zugeordnet werden (Vergleich Abb. 3. 13).

Die im Vorversuch festgestellte hohe Leitfahigkeit ist wahrscheinlich auf das Vorhan-
densein von Chloridionen im Syntheseprodukt zuriickzufiihren. Dies wird durch den
intensiven Cl” Peak im Chromatogramm (siche Abb. 3. 13) bestétigt. Somit ldsst sich fiir

NBEAP (3) zusammenfassen, dass keine Detektion mittels Leitfahigkeitsdetektor mog-

lich war.
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Abb. 3. 13 Ionenchromatogramm von NBEAP (3). IC-Bedingungen siche 4.2.5.

3.44.13 N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4)

Die Retentionszeit von NLEAP (4) gemél den in Abschnitt 4.2.5 aufgefiihrten IC-
Bedingungen lag bei ca. 32 min (Abb. 3. 14).
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Abb. 3. 14 Ionenchromatogramm von NLEAP (4) IC Bedingungen s. 4.2.5.

40
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Die Ermittlung der NWG (Signal/Rausch 3:1) und BG (Signal/Rausch 5:1) fiir NLEAP
(4) ergab:

NWG: 1.4 mg/L
BG: 2.7 mg/L

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass im Vergleich zu den mit mittels GC-MS-
Analytik erhaltenen Werten mit Hilfe der lonenchromatographie wesentlich niedrigere

NWG und BG fiir NLEAP zu erreichen waren.

3.4.5 Extraktionsmethoden zur Isolierung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

(4) aus Sake und Rotkohl

3.4.5.1 Probenvorbereitung

Ein Teilziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, mit der NLEAP (4) aus
fermentierten Lebensmitteln isoliert, detektiert und anschlieend moglichst quantifiziert
werden kann. Fiir die Analytik wurde die vorgingig aufgefiihrte, erstmalig entwickelte
Ionenchromatographie-Leitfdhigkeitsdetektion angewendet (s. Kapitel 3.4.4).

Fiir das Screening von fermentierten Lebensmitteln standen verschiedene Sake zur Ver-
fligung: Ein Produkt, das traditionell mit Aspergillus oryzae und Hefen fermentiert und
anschliefend filtriert wurde, ein Nigorisake, der analog zu Sake hergestellt ist, aber
nicht filtriert wurde, und ein Amasake, bei dessen Herstellung nur Aspergillus oryzae,
aber keine Hefe zugesetzt wurde, so dass dieser keinen Alkohol enthielt. Als weiteres
fermentiertes Lebensmittel wurde fermentierter Rotkohl gewahlt. Zur Isolierung von (4)
wurde gepriift, ob klassische Sdulenchromatographie (SC) mit Anionentauschermaterial
oder Anionentauscher-Festphasenkartuschen (SPE) effektiver ist. Die Arbeitsschritte
sind in Kapitel 4.3.7 beschrieben.

3.4.5.1.1 Wiederfindung nach LC-Aufarbeitung mittels Anionentauscher

Zur Bestimmung der Wiederfindung von NLEAP (4) aus den drei verschiedenen
Sakeproben (Sake, Nigorisake und Amasake) und dem fermentiertem Rotkohl mittels
LC-Anionentauscherharz Dowex 1X8 wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Parallel wurde ein Ansatz mit NLEAP (4) ohne Matrix angesetzt, um die Affinitdt der
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Verbindung fiir das Austauschermaterial zu bestimmen. Die ermittelten Wiederfin-

dungsraten sind in Abb. 3. 15 dargestellt. (Durchfiihrung siehe Abschnitt 4.3.7.1).

1201 1018 100.7
100 -
80 4
S 60
40
20 +
0 1

N-L-EAP Nigorisake Amasake Rotkohl
Abb. 3. 15 Wiederfindungsraten nach LC-Isolierung von NLEAP (4) aus fermentierten Lebensmit-

teln mittels Anionentauscher. Durchfiihrung siehe 4.3.7.1.

Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 54.1 % (Rotkohl) und 100.7 % (Amasake).

3.4.5.1.2 Wiederfindung nach  Aufarbeitung mittels Anionentauscher—
Festphasenkartuschen (SPE)

Zur Bestimmung der Wiederfindung von NLEAP (4) aus den Sake-Proben und fermen-
tiertem Rotkohl mittels Anionentauscher-Festphasenkartuschen (DSC-NH,) (SPE) wur-
den Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Parallel wurde ein Ansatz mit der Referenz
von NLEAP (4) ohne Matrix angesetzt, um die Affinitdt der Verbindung fiir das Aus-
tauschermaterial zu bestimmen. (Durchfiihrung sieche Abschnitt 4.3.7.2). Die Wieder-
findungsraten sind in Abb. 3. 16 dargestellt.
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Abb. 3. 16 Wiederfindungsraten nach Isolierung von NLEAP (4) aus fermentierten Lebensmitteln

mittels SPE Anionentauscherkartuschen. Durchfiihrung siche 4.3.7.2.
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Die Wiederfindungsraten lagen dhnlich wie in der vorangegangenen Versuchsreihe, d.h.

zwischen 52.8 % (Amasake) und 91.1 % (Sake).

Tab. 3. 1 gibt einen vergleichenden Uberblick iiber die Ergebnisse der Wiederfindungs-
studien. Die Wiederfindungsrate von NLEAP (4) ohne Matrix war bei beiden Methoden
sehr gut (101.8 % mittels LC und 98.0 % mittels SPE). Damit war die grundsitzliche
Eignung des Vorgehens belegt.

Tab. 3.1 Vergleich der Wiederfindungsraten der Isolierung von NLEAP (4) mittels Sdulenchro-
matographie (LC) und Anionentauscher Festphasenkartuschen (SPE)
LT LC [%] | SPE [%]
NLEAP ohne Matrix | [01.8+74 | 98.0+1.4
Nigorisake 69.7£9.5 | 809+13
Sake 87245 | 91.1+26.3
Amasake 100.7+£12.7 | 52.8 £ 18.7
Rotkohl 541+24 | 62.1+42

Aus Tab. 3. 1 geht hervor, dass hohere Wiederfindungsraten durch die Anwendung von
SPE-Kartuschen- mit Ausnahme der Isolierung von NLEAP (4) aus Amasake- erzielt
wurden. Die hochste Wiederfindungsrate (91.1 %) ergab sich bei Anwendung der SPE
mit dem Sake. Dies diirfte auf die klare Losung des Produktes zuriickzufiihren sein.
Nigorisake und Amasake wurden zwar vor der Anwendung filtriert, um noch vorhande-
ne Triibstoffe zu entfernen, jedoch war dies offensichtlich nicht ausreichend, da es wih-
rend der Aufreinigung mittels SPE 6fters zum Verstopfen der Kartuschen kam.

Die Isolierung von NLEAP (4) aus Nigorisake mittels LC wurde ebenfalls durch
Triibstoffe erschwert (Wf 69.7 %), wohingegen die Wiederfindungsrate aus dem Ama-
sake mittels LC sehr gut war (100.7 %). Die Isolierung von NLEAP (4) aus Rotkohl
lieferte bei beiden Isolierungsmethoden nur befriedigende Ergebnisse (54.1 % LC und
62.1 % SPE). Fermentierter Rotkohl, wie auch fermentiertes Sauerkraut, enthilt sehr
viel NaCl (1.4 — 1.9 % Abtropfgewicht) (Belitz, 2001). Es ist vom Hersteller bekannt
(Merck, Ionentauscher und Adsorberharze), dass das Saulenmaterial Chloridionen mit

hoherer Selektivitit als Phosphat bindet, wodurch offensichtlich Bindungsstellen fiir
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NLEAP (4) blockiert wurden. Zwar wurde der Gehalt an Sdulenmaterial im Vergleich
zu den Anwendungen mit den Sakeproben hoher gehalten, jedoch war dies nicht ausrei-
chend hilfreich zur Erzielung einer hoheren Wiederfindungsrate.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Isolierung von NLEAP (4) aus dhnlichen Ma-
trices unterschiedliche Anforderungen (z.B. Menge an Sdulenmaterial) und somit diffe-
rierenden Resultate lieferte. Daher sind die hier dargestellten Isolierungsmethoden bei
der Ubertragung auf andere Lebensmittel aus vergleichbaren und/oder aus anderen Le-
bensmittelgruppen neu zu tliberpriifen, individuell an die Matrix anzupassen und, wenn

moglich, mit einem isotopenmarkierten Standard zu erweitern.

3.5 Screening von fermentierten Lebensmitteln

Die fiir die Wiederfindung verwendeten fermentierten Lebensmittel (Sake, Nigorisake,
Amasake und Rotkohl) wurden auf das Vorhandensein von NLEAP (4) untersucht (IC
Bedingungen siehe 4.2.5). Die Studien erfolgten sowohl per LC als auch SPE (siche
Abschnitt 4.3.7).

Trotz mehrfach durchgefiihrter Analytik konnte in keiner der untersuchten Proben
NLEAP (4) nachgewiesen werden. Um auszuschlieBen, dass dieses negative Ergebnis
auf mangelnde Stabilitit der Zielverbindung zuriickzufiihren ist, wurden fiir die im Rah-
men dieser Arbeit interessierenden N-Acyl-Ethanolaminphosphate (2 — 4) ausfiihrliche

Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt, tiber die nachfolgend berichtet wird.

3.6 Stabilitiitsstudien

Wiéhrend der Probenvorbereitung zur Isolierung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
(4) aus fermentierten Lebensmitteln durchliuft dieses verschiedene pH-Werte, mit un-
terschiedlich langer Dauer. Es liegen keine Literaturdaten iiber die Stabilitit von
NLEAP (4) und den hier untersuchten anderen Derivaten unter diesen Bedingungen vor,
so dass es insbesondere auch unter den im Abschnitt 3.5 genannten Gesichtspunkten
von Interesse war, sich mit der Frage der Stabilitdt von N-Acyl-Ethanolaminphosphaten
zu beschiftigen. Fiir die Stabilititsstudien von NAEAP (2), NBEAP (3) und NLEAP (4)

wurden folgende Puffer und Temperaturen fiir 24 Tage gewéhlt:

— pH 3/25 °C Ammoniumformiatpuffer S0mM
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— pH 7.4/ 37 °C Natriumcarbonatpuffer S0mM
— pH 10/ 25 °C Natriumcarbonatpuffer SO0mM.

3.6.1 Stabilititsstudien: N-Acetyl-Ethanolaminphosphat, N-Benzoyl-Ethanol-
aminphosphat und N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

Die Stabilitatsuntersuchungen wurden in mindestens doppelten Ansitzen durchgefiihrt.
Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-MS/MS nach Zusatz von EAP (1) als
Standard. Zur Berechnung wurde der Quotient aus Area waceap) und Area gap) gebildet
(vgl. Bedingungen in Abschnitt 4.2.2, HPLC System 3). In Abb. 3. 17 sind die fiir
NLEAP (4) nach Inkubation in den verschiedenen Puffern erhaltenen Ergebnisse
graphisch dargestellt. Einzeldaten finden sich im Anhang in Tab. 7. 2 fiir pH 3/25 °C,
Tab. 7. 3 fir pH 7.4/37 °C und Tab. 7. 4 fiir pH 10/25 °C).
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Abb. 3.17 Stabilitit von NLEAP (4) a) bei pH 3/ 25 °C, b) bei pH 7.4/ 37 °C, ¢) bei pH 10/ 25 °C.

HPLC Bedingungen vgl Abschnitt 4.2.2, HPLC System 3.
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Aus Abb. 3. 17 geht hervor, dass (4) eine sehr stabile Verbindung ist; lediglich bei pH
10 /25 °C war nach ca. 10-15 Tagen eine Abnahme der Stabilitét zu verzeichnen. Aus
dem jeweiligen Graphen wird an den Schwankungen der Messergebnisse deutlich, wie

kritisch die Analytik dieser polaren Verbindungen ist.

Betrachtet man zum Vergleich die Ergebnisse fiir die Stabilitdt von phosphoryliertem
Anandamid (p-AEA) und phosphorylierten (R)-Methyl-anandamid (p-RAEA)(als zwar
apolare, aber doch strukturverwandte Verbindungen), so gibt die Literatur in 50 mM
Phosphatpuffer pH 7.4 eine Halbwertszeit (t;») von 2.4 (p-AEA) und 3.1 (p-RAEA)
Tagen und in 185 mM Boratpuffer pH 7.4 eine t;, von 11.9 (p-AEA) und 13.9 (p-
RAEA) an (Juntunen et al., 2003). Daraus folgt, dass das hier untersuchte polare Derivat

(4) stabiler als die literaturbekannten apolaren Derivate ist.

3.6.2 Stabilitiatsstudien N-Acetyl-Ethanolamin und N-Lactoyl-Ethanolamin

In Analogie zu den fiir Anandamid und dessen Methylderivat publizierten Ergebnissen
(Cabral et al., 1995) lag die Vermutung nahe, dass die nichtphosporylierten Vorstufen
der NAcEAP-Derivate (2 - 4) eine geringere Stabilitét als die phosphorylierten auf-
weisen sollten. Als représentative Beispiele wurden N-Acetyl-Ethanolamin (NAEA) (8)
und N-Lactoyl-Ethanolamin (NLEA) (5) herangezogen. Als Standard diente Ethanola-
min (9). Die HPLC-ESI-MS/MS-Messungen erfolgten in diesem Fall mit positiver loni-
sierung (im Vergleich zu den phosphorylierten Verbindungen ist eine Ionisierung in
negativen-Modus nicht moglich). Exemplarisch ist die graphische Auswertung von
NLEA (5) in Abb. 3.18 dargestellt. Die Auswertungen fiir NAEA (8) und NLEA (5)
sind im Anhang in Tab. 7. 2 fiir pH 3/25 °C, Tab. 7. 3 fiir pH 7.4/37 °C und Tab. 7. 4
fiir pH 10/25 °C aufgelistet.
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Abb. 3. 18 Stabilitit von L-EA (5) a) bei pH 3/ 25 °C, b) bei pH 7.4/ 37 °C, ¢) bei pH 10/ 25 °C.

Die Analytik der nichtphosphorylierten Verbindungen erwies sich schwieriger als die
der phosphorylierten Derivate. Ursdchlich verantwortlich ist hierfiir die gerétespezifi-
sche Sensitivitdt der Ionisierung im positiven Modus. Es wurde zwar mit dreifach h6he-
ren Mengen an Substanz im Vergleich zu den phosphorylierten Verbindungen gearbei-
tet, dennoch ergaben sich hohe Schwankungen, wie auch aus der Darstellung in Abb.
3.18 hervorgeht (Vergleich Abschnitt 4.3.10).

Die nicht phosphorylierten Vorstufen von NAEAP (2) und NLEAP (4) erwiesen sich
bei den Studien als iiberraschend stabil.

Aufgrund dieser und der vorgingig aufgefiihrten Ergebnisse ist demzufolge das negati-
ve Ergebnis des Lebensmittelscreenings (vgl. Abschnitt 3.5) nicht auf eine Instabilitit
der N-Acyl-Ethanolaminphosphate zuriickfiihren. So ldsst sich nur festhalten, dass diese
Verbindungen in den gepriiften Lebensmitteln im untersuchten MefB3bereich (bis ca. 1

mg/L) nicht vorkommen.
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3.7 Biologische Eigenschaften

3.7.1 Alkalische Phosphatase

Zur Bearbeitung eines weiteren Ziels der vorliegenden Arbeit, ndmlich einige biologi-
sche Eigenschaften der Targetverbindungen zu erkunden, erfolgen mehrere Versuchs-
reihen unter Anwendung ausgewihlter Enzyme. Uber die bei diesen Studien erzielten
Ergebnisse wird nachfolgend berichtet. In der ersten Versuchsreihe wurde alkalische
Phosphatase eingesetzt. Wie einleitend ausgefiihrt, gehort die alkalische Phosphatase
(AP) in die Enzymklasse der Hydrolasen, speziell der Esterasen. Die monomeren und
dimeren Enzyme weisen geringe Substratspezifitit auf und sind Biokatalysatoren, wel-
che die Hydrolyse von Phosphorsdureestern oder organischen Phosphorverbindungen

katalysieren (ROmpp M-Pk, 1995; Neumeister et al., 1998).

Zur niheren Charakterisierung der Substrateigenschaften von EAP (1), NAEAP (2),
NBEAP (3) und NLEAP (4) fiir die alkalische Phosphatase wurden die K;,,- und V -
Werte nach Michaelis Menten bestimmt (Copeland 2000). Als Enzym diente die alkali-

sche Phosphatase aus Rinderdarmzellen.

3.7.1.1 Bestimmung der Enzymaktivitiit

Mit p-Nitrophenylphosphat (pNPP) (10) als Substrat wurde die Enzymaktivitit nach
Walter und Schiitt (1974) bestimmt (Durchfithrung Abschnitt 4.3.9.1). AP spaltet pNPP
(10) in p-Nitrophenol (pNP) (11) und Phosphat. Die Hydrolyserate wird durch die Mes-
sung von freiem pNP (11) bei 405 nm bestimmt (Abb. 3. 19).
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Abb. 3. 19 Alkalische Phosphatase: Ermittlung von K., und V ,,,x durch Auftragen der Konzentrati-

on von pNPP (10) [mM] (x-Achse) gegen die Geschwinwdigkeit [v] (y-Achse).
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3.7.1.2 Substrateigenschaften

Nach Bestimmung der Enzymaktivitdt mit pNPP (10) wurde die Eignung der Zielver-
bindungen als Substrate fiir die AP gepriift (Durchfiihrung vgl. Abschnitt 4.3.9.2). Da
sich im Gegensatz zu pNPP (10) die Hydrolyseprodukte der Targetsubstanzen photo-
metrisch nicht vermessen lieBen, wurde freies Phosphat durch die Reaktion mit Ammo-
niumolybdat-Malachitgriin bei 660 nm bestimmt (Baykov et al., 1988; Chalvardijan und
Rudnicki 1970; Lanzetta et al., 1979).

Fir die Untersuchung der Substrateigenschaften von EAP (1) und der NAcCEAP-
Derivate (2 - 4) wurden in Mehrfachmessungen die jeweiligen Substratkonzentrationen
variiert und die Enzymmenge konstant gehalten. Die graphische Auswertung im Soft-
wareprogram Origin” erfolgte durch das Auftragen der Substratkonzentration gegen die
Geschwindigkeit. Die Datenauswertung nach Michaelis und Menten gibt die K,- und
Vmax-Werte des Substrats an (Copeland 2000). Die erzielten Ergebnisse sind nachfol-
gend zusammen mit den bei Inhibierungsstudien erhaltenen Resultaten in Tab. 3. 2 zu-

sammengefasst.

3.7.1.3 Inhibitorische Eigenschaften

Nach Ermittlung der maximalen Hydrolysegeschwindigkeit der AP wurden Versuche zu
inhibierenden Eigenschaften mehrerer Zielverbindungen in Gegenwart von pNPP (10)
durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Inhibitionseigenschaften wurde die Menge an Sub-
strat (hier pNPP (10)) und Enzym konstant gehalten und die Konzentration an Inhibitor
(hier EAP (1) bzw. NAcEAP-Derivate (2 - 4)) variiert. Zur Bestimmung der Inhibition
wurde frei werdendes p-Nitrophenol (11) bei 405 nm bestimmt. Als Wert fiir die Inhibi-
toreigenschaften ist die mittlere inhibitorische Konzentration, der IC 50 Wert, angege-
ben. Dieser Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, bei dem es zu 50 % iger Inhibition
der Enzymaktivitdt kommt (Copeland 2000). Die Auswertung der Messergebnisse er-
folgte mittels GraphPadPrism®.

In Abb. 3. 20 ist die graphische Auswertung fiir die Bestimmung des IC50-Wertes am
Beispiel von NAEAP (2) dargestellt. Die Ergebnisse dieser und der anderen untersuch-

ten Verbindungen sind in Tab. 3. 2 zusammengefasst.
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Abb. 3.20 Dosis-Wirkungskurve: Inhibition der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase durch
NAEAP (2). Ermittlung des IC 50 Wertes von NAEAP (2). Durchfiihrung s. Abschnitt
43.9.3.

Nach Ermittlung der IC 50-Werte fiir EAP (1) und die NAcEAP-Derivate (2 - 4) wurde
anschlieend der Inhibitionstyp fiir die jeweilige Verbindung bestimmt. Hierin wurde
die Konzentration an Inhibitor (hier EAP (1) bzw. NAcEAP-Derivate (2 - 4)) so ge-
wihlt, dass die Konzentration an Inhibitor im Bereich einer 30 - 70 % igen Inhibierung
lag (Copeland, 2000).

Folgende Konzentrationen wurden fiir diese Versuchsdurchfiihrung gewihlt: 0, 30, 40
und 60 % Inhibition durch EAP (1) bzw. die jeweiligen NAcEAP-Derivate (2 - 4).
AnschlieBend wurde jede Konzentrationsreihe an Inhibitor mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Substrat (pNPP (10)) versetzt, die Enzymkonzentration wurde dabei
konstant gehalten. Die erhaltenen Daten wurden anschlieBend nach Lineweaver-Burk
linearisiert. Durch die graphische Darstellung der doppelt-reziproken Auftragung und
Linearisierung entstehen charakteristische Muster fiir jeden Inhibitionstyp (kompetetiv,
nichtkompetetiv und unkompetetiv). Die Auswertung ist am Beispiel von Ethanola-

minphosphat (1) in Abb. 3. 21 dargestellt.
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Lineweaver-Burk-Plott der Inhibierung von alkalischen Phosphatase: Ermittlung des
Inhibitionstyps von Ethanolaminphosphat (1). 0 % EAP (1)(0), 30 % EAP (1) (m), 40 %
EAP (1) (a), 60 % EAP (1) (e). X-Achse [1/S], y-Achse [1/v].

Graphische Charakteristika einer unkompetetiven Inhibition zeichnen sich durch eine

Serie an parallel verlaufenden Linien aus, welche die y-Achse schneiden. Das Ergebnis

der graphischen Darstellung ist typisch fiir einen unkompetetiven Inhibitor. Sowohl das

Geschwindigkeitsmaximum (V.x) als auch der K,,-Wert werden durch einen unkom-

petetiven Inhibitor verdndert.

Die Bindungseigenschaften unkompetitiver Inhibitoren sind fast ausschlieSlich an den

Enzym-Substratkomplex orientiert, in unserem Beispiel an den Komplex pNPP mit der

alkalischen Phosphatase, statt dass sie an das Enzym selber ausgerichtet sind (Copeland,

2000).

In Tab. 3. 2 sind die Ergebnisse der Enzymversuche mit der alkalischen Phosphatase

und EAP (1) sowie den N-Acyl-Ethanolaminphosphaten (2 - 4) zusammengefasst.

Tab. 3.2

Zusammenfassung der Ergebnisse der alkalischen-Phosphatase-Assays mit pNPP (10),
EAP (1) sowie N-Acetyl-Ethanolaminphosphaten (2 - 4)

Ky [mM] | Viax | IC 50 [mM] | Inhibitionstyp
pNPP (10) 1.0+£0.2 0.02 - -
EAP (1) 1.9+0.3 0.08 33+0.1 unkompetitiv
NAEAP (2) 22+0.5 0.04 42+0.3 unkompetitiv
NBEAP (3) 1.1+£0.2 0.04 59+03 unkompetitiv
14402 | 0.02 58+02 unkompetitiv

NLEAP (4)
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Bei einem Vergleich der in Tab. 3. 2 aufgefiihrten K,,-Werte ergibt sich folgende
Affinitétsreihe der Verbindungen zu der AP:

pNPP (10) > NBEAP (3) > NLEAP (4) > EAP (1) > NAEAP (2).

Aus dieser Anordnung wird deutlich, dass die unpolarsten Verbindungen pNPP (10)
und NBEAP (3) die hochste Affinitdt fiir die AP zeigen. (Die apolaren Eigenschaften
von pNPP (10) und NBEAP (3) sind auf ihren aromatischen Ring zuriickzufiihren).
EAP (1) und NAEAP (2) besitzen die geringste Affinitdt in der Versuchsreihe.

Aus den in Tab. 3. 2 zusammengefassten Ergebnissen lésst sich folgende Geschwindig-

keitsreihe der Substratsittigung aufstellen:

pNPP (10) /NLEAP (4) > NAEAP (2) / NBEAP (3) > EAP (1).

Dies bedeutet, dass die Substratsittigung mit EAP (1) am lédngsten dauert.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass NBEAP (3) die besten und NAEAP (2) die
schlechtesten Substrateigenschaften fiir alkalische Phosphatase zeigt. Alle Ergebnisse
liegen im mM-Bereich, was zum Beispiel fiir NBEAP (3) einem Gehalt von ca. 244
mg/kg Korpergewicht entspricht. Dies ist ein sehr hoher Wert, der aus physiologischer
Sicht praktisch nicht realisierbar ist. Daten zur Bioverfiigbarkeit von N-Acyl-
Ethanolaminphosphaten im Humanstoffwechsel liegen bislang nicht vor. Fiir EAP (1)
findet man in der Literatur eine Angabe von 5.1 pmol/L Plasma (Durchschnittswert fiir

Frauen und Ménner, n=37) (McGale et al., 1977).

3.7.2 PhospholipaseA,-Inhibition

Die PhospholipaseA, (PLA;) gehort in die Familie der Hydrolasen, speziell der
Esterasen, welche spezifisch die Hydrolyse von Fettsduren an sn2-Position von Trigly-
ceriden katalysieren (Rompp M-Pk, 1995). Die PLA; leitet durch die Spaltung von
mehrfach ungesittigten Fettsduren, vor allem Arachidonséure, die Eicosanoidbiosynthe-

se ein (Rhener und Daniel 2002).

Der Einfluss von EAP (1) und der NAcEAP-Derivate (2 - 4) auf die PLA, wurde mit
einem in vitro Enzym-Assay Kit (PLA, (Type V) (Inhibitor Screening Assay Kit von
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Cayman Chemicals) getestet. Die Versuchsdurchfiihrung basiert auf der Ellman-
Methode (Ellman et al., 1961). Dabei wird als Substrat fiir die PLA, Diheptanoyl-thio-
phosphatidylcholin eingesetzt. Die PLA, spaltet das Substrat an der Position sn-2, wo-
bei ein freier Thiolrest und Fettsdure entstehen. 5,5'-Ditihio-bis-(2-nitrobenzoesdure)
(DTNB) diente als Nachweisreagenz, indem es zu 2 Mol 5-Thio-2-nitrobenzoeséure
aufgespalten wurde, wobei das eine Molekiil an die freie Thiolgruppe bindet und die
andere 5-Thio-2-nitrobenzoesdure frei steht und eine Absorption bei 412 nm aufweist

(Versuchsdurchfiihrung siehe Kapitel 4.3.10).

Der Einfluss von Ethanolaminphosphat (1), N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (2), N-
Benzoyl-Ethanolaminphosphat (3) und N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) wurde im
Konzentrationsbereich von 0.2 uM bis 2376 uM iiberpriift. Die genaue Durchfiihrung
ist im Kapitel 4.3.10 angegeben.

In Abb. 3. 22 ist exemplarisch die graphische Auswertung der fiir NBEAP (3) ermittel-
ten Werte dargestellt. Gezeigt ist die Konzentration an NBEAP (3) (x- Achse), die ge-
gen die Enzymaktivitét (y-Achse) aufgetragen ist.
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Abb. 3. 22 Graphische  Darstellung der  Inhibition der PLA, durch  N-Benzoyl-

Ethanolaminphosphat (3). x-Achse Konzentration an NBEAP (uM). y-Achse Enzymak-
tivitdt. EC 50 Wert: 136 uM, maximale Inhibition 63 %. Durchfiihrung siehe 4.3.10.

Aus einer solchen Grafik lassen sich der EC-50 Wert (mittlere effektive Konzentration)
und der maximale Hemmwert der PLA, ablesen. Die Bestimmung eines IC-50 Wertes
ist in diesem Fall nicht mdglich, da der IC-50 Wert den Wert angibt, bei dem es zu
Inhibierung der Enzymaktivitdt um 50 % kommt (Copeland 2000). Da hier aber nur
eine maximale Hemmwirkung angegeben werden kann, welche iiber 50 % liegt, wird

zur Auswertung des Ergebnisses der EC-50 Wert angegeben.
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In Tab. 3. 3 sind die Ergebnisse der mittels GraphPad-Prism durchgefiihrten graphi-
schen Auswertungen zusammengefasst. Die ermittelten Werte von NAEAP (2) und

NBEAP (4) sind im Anhang aufgelistet (Tab. 7. 7).

Tab. 3.3 Ergebnisse der Inhibition der Aktivitdt von PhospholipaseA, durch EAP (1) und der N-
Acetyl-Ethanolaminphosphate (2 — 4). Angegeben sind die maximale Hemmung der
PLA, und die dazugehdrigen EC 50 Werte

EC 50 [nM] | STABW [uM] Maximale
Hemmung [%]
EAP (1) i i i
NAEAP (2) 136 +19 78 %
NBEAP (3) 140 +23 63 %
NLEAP (4) i i i

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass EAP (1) und NLEAP (4) in dem Testbereich
(0.2 - 2376 uM) keinen hemmenden Einfluss auf die PLA, - Aktivitit aufweisen.

Die beiden anderen NAcEAP-Derivate (2 und 3) zeigten dagegen einen hemmenden
Effekt auf die Aktivitit der PLA,. Mit NAEAP (2) wurde eine maximale Hemmung von
78 % mit einem EC-50 Wert von 140 uM erreicht. NBEAP (3) zeigte einen etwas ge-
ringeren EC-50 Wert mit einer maximalen Hemmwirkung von 63 % auf die PLA,.
Interessant ist, dass NLEAP (4) keinen Effekt auf die PLA, zeigte, obwohl die Struktur
sich bis auf ein weiteres Kohlenstoffatom und eine Hydroxylgruppe nicht stark unter-
scheiden. Die Hydroxylgruppe diirfte fiir die fehlende Wirkung verantwortlich sein.
EAP (1) zeigt vermutlich aufgrund seiner freien Aminogruppe keinen inhibierenden
Effekt.

Auch bei diesem Versuchsansatz ist die Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf

den menschlichen Organismus noch offen.

3.7.3 Lipoxygenase

Lipoxygenasen (LOX) gehoren in die Klasse der Dioxygenasen. In der Eicosanoid-
Kaskade ist die LOX der PLA; nachgeschaltet. Als Substrate akzeptiert LOX nur unge-
sattigte Fettsduren mit einem 1-cis-4,-cis-Pentadiensystem, deren Dioxygenierung zu
Monohydroperoxiden sie unter Beteiligung von Sauerstoff katalysiert. Bevorzugte Sub-

strate pflanzlicher LOX sind demgemal Linol- und Linolensdure, im tierischen bzw.
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Humangewebe ist Arachidonsdure Substrat der LOX-Katalyse (Belitz et al., 2001; Ei-
senbrand und Schreier A-L 2006).

In einer weiteren Versuchsreihe waren Ethanolaminphosphat (1), NAEAP (2), NBEAP
(3) und NLEAP (4) als potentielle LOX-Inhibitoren zu priifen. Dabei wurde unter
aeroben Bedingungen mit Soja-LOX-5 und Arachidonsdure als Substrat gearbeitet. Die
Messung der Enzymaktivitit erfolgte dabei fluorimetrsich mit 2°,7 -Dichlorodihydro-
fluoresceindiacetat (H2ZDCFDA) nach einer jiingst beschriebenen Methode (Pufahl et
al., 2007), die gemiaB Angaben von Locher (2011) optimiert wurde.

Zur Etablierung des Enzymsystems wurde zundchst Nordihydroguaretsdure (NDGA)
(12) als bekannter unspezifischer LOX-Inhibitor eingesetzt (Gronert et al., 1995). Die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte im Konzentrationsbereich jeweils von 0 uM bis 1000
uM Targetsubstanz (1 - 4). Die ermittelten Fluoreszenz-Daten wurden gegen die Kon-
zentration der jeweiligen Zielsubstanz (1 - 4) in einer Dosis-Wirkungskurve aufgetragen
(Exemplarisches Beispiel in Abb. 3. 23); daraus erfolgte die Bestimmung der IC-50
Werte (Tab. 3. 4) (Die genaue Versuchsdurchfiihrung ist im Abschnitt 4.3.11 angege-
ben). Auch im pflanzlichen Fettsdureabbau nach Zerstorung des Zellverbandes folgt die
LOX-Katalyse einer vorangegangenen Glyko- bzw. Phospholipidspaltung, in diesem
Fall katalysiert durch Acylhydrolasen.
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Abb. 3. 23 Im fluorimetrischen LOX-Test mit NAEAP (2) ermittelte Dosis-Wirkungskurve.

Versuchsdurchfiihrung siehe 4.3.11.
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Tab. 3. 4 Bei der LOX-Katalyse fiir die Zielsubstanzen [EAP (1); N-Acetyl-Ethanolamin-
phosphate (2 — 4)] ermittelte IC-50 Werte. (Referenzinhibitor, NDGA) Angegeben sind
die jeweiligen Konfidenzintervalle (CI)

IC 50 [uM] | C1 95 % [uM]
EAP (1) - ]
NAEAP (2) 328 278 - 387
NBEAP (3) 394 350 - 445
NLEAP (4) - ]
NDGA (12) 38.2 353-412

Aus der in Tab. 3. 4 aufgefiihrten Zusammenstellung geht hervor, dass EAP (1) und
NLEAP (4) keine LOX-Inhibitorwirkung zeigten. Die Verbindungen NAEAP (2) und
NBEAP (3) erwiesen sich als schwache Inhibitoren der LOX. Mit einer gegeniiber
NDGA (als bekannten Referenzinhibitor) etwa zehnfach niedrigeren Effektivitit haben
die erzielten Ergebnisse lediglich akademisches Interesse. Wie auch bei den vorgingig
beschriebenen Resultaten (vgl. Anandamid und dessen Phosphat) ist die Ursache fiir die

geringe Aktivitét in der hohen Polaritét unserer Zielverbindungen zu suchen.

3.7.4 Xanthinoxidase

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Ethanolaminphosphat (1) und die Zielkompo-
nenten (2-4) auf ihre Fahigkeit, Superoxidanionen abzufangen bzw. die Xanthinoxidase
zu hemmen, untersucht.

Xanthinoxidase setzt Xanthin (12) in Harnsdure (13) unter Bildung von Superoxidanio-
nen (-O%) um, wobei unter Sauerstoffmangel bevorzugt Hydroxylradikale (-HO) gebil-
det werden (Kuppusamy und Zweier 1989). Die Bildung der Superoxidanionen wurde
indirekt durch die Reduktion von Cytochrom C (CytoC) bestimmt. Dabei wird durch
das Superoxidanion das dreiwertige Eisen im CytoC zu zweiwertigem Eisen reduziert
(McCord und Fridovich 1968), welches bei 550 nm (Extinktionskoefizient € = 19.4 mM
"' em™) photometrisch erfasst werden kann (Chance 1957).

Zur Uberpriifung der Durchfiihrbarkeit wurde zuniichst Allopurinol (14) als bekannter
Inhibitor (Feigelson et al., 1957) der Xanthinoxidase eingesetzt. Nach Etablierung der
Methode (Daten nicht gezeigt), wurde diese analog zum Allopurinol (14) mit den Ziel-
substanzen im Bereich von 0 uM bis 1000 pM durchgefiihrt.
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Es erwies sich rasch, wie exemplarisch in Abb. 3. 24 fiir NAEAP (2) dargestellt ist und
dessen Ergebnisse auch auf alle anderen gepriiften Substanzen iibertragbar sind (Daten

nicht gezeigt), dass keine der Zielverbindungen Inhibitorwirkung auf die Xanthinoxida-

se zeigte.
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Abb. 3. 24 Einfluss von N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (2) auf die Xanthinoxidase-Katalyse

(Experimentelle Angaben in Abschnitt 4.3.12.2).

Dieses Ergebnis ist fiir EAP (1) insofern iiberraschend als diese Verbindung in der
Literatur als Superoxidanionenfianger beschrieben ist. In einem Xanthinoxidase-Assay
mit einer unserer Versuchsanordnung analogen Methode hat man schon vor einigen
Jahren gezeigt, dass EAP (1) im Bereich von 2.5 - 20 mM als O*-Radikalfinger wirkt
(Gordon et al., 1991). Da jedoch aus physiologischer Sicht ein mmolarer Bereich
schwer realisierbar ist (entspricht fiir EAP (1) 0.7 — 2.8 g/kg Korpergewicht), hatten wir
unsere Methodik realititsndher, d.h. auf den pmolaren Bereich von 16 - 1000 uM (bei-
spielsweise fiir EAP (1) 2.2 — 141 mg/Kg Korpergewicht) ausgelegt. Fiir EAP (1) wird
in der Literatur ein Wert von 5.1 umol/L Plasma (Durchschnittswert fiir Frauen und
Minner, n= 37) angegeben (McGale et al., 1977).

Aufgrund der erzielten Ergebnisse machte es keinen Sinn, unsere durch die Enzymaus-
wahl (Xanthinoxidase aus Rinderserum) eingeschriankt aussagekriftigen Daten - wie
urspriinglich geplant- mit humaner Xanthinoxidase im ex vivo-Zellversuch zu iiber-

tragen.
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3.7.5 PB-N-Acetylhexosaminidase
Die B-N-Acetylhexosaminidase (AcHex) (EC 3.2.1.52) gehort zu der Enzymklasse der

Hydrolasen. Substrate der AcHex sind vorzugsweise B-glykosidisch gebundene N-
Acetylglucoside und N-Acetylgalactoside (Katalyse s. Abb. 2. 20) (Brenda Enzymes).
Zur Aktivititsbestimmung diente als Substrat p-Nitrophenyl-N-acetyl-glucosaminid
(pNP-NAG) (15). AcHex katalysiert die Spaltung des Substrats in N-Acetyl-glucosamin
(17) und p-Nitrophenol (pNP) (10) (Reaktionsmechanismus siche Abb. 2. 20). Durch
die Extinktionszunahme von pNP bei 405 nm wird die Enzymaktivitét einfach bestimmt

(Borooh et al., 1961). Die genaue Durchfiihrung ist im Kapitel 4.3.13 zusammengefasst.

Analog zu den bei Xanthinoxidase erhaltenen Ergebnissen wurde auch bei dieser Ver-
suchsreihe keine Beeinflussung der Enzymaktivitit infolge der Verwendung unserer
Zielverbindungen (1 — 4) festgestellt. Vergleichbare Literaturdaten fehlen in diesem
Fall.

3.7.5.1 Cannabinoid-Rezeptor

Mit einem kompetiven Radioligand-Bindungsassay wurde die Affinitdt von Ethanola-
minphosphat (1) und den NACEAP-Derivaten (2 - 4) fiir den CB-Rezeptor getestet. *H-
CP55940 wurde als radioaktiv markierter Ligand (Agonist) verwendet. Die genaue Ver-
suchsdurchfiihrung ist im Kapitel 4.3.14 beschrieben.

Die Auswertung erfolgte iiber die Messung der Radioaktivitit (Daten nicht angezeigt).
Kommt es zur Abnahme in Gegenwart von Ethanolaminphosphat (1) oder eines der
NACcEAP-Derivate (2 - 4), dann ist ein kompetitiver Effekt dieser auf den markierten

Liganden nachweisbar.

In Abb. 3. 25 ist exemplarisch die graphische Auswertung der Eigenschaften von
NBEAP (3) auf den *H-CP55940 Liganden dargestellt.
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Abb. 3. 25 Messung der Radioaktivitit (in cpm), CB Rezeptor mit *H-Ligand und NBEAP (3) als

potentiellem Kompetitor.

Die mit NBEAP (3) durchgefiihrte Versuchsreihe ergab keine Abnahme der Radioakti-
vitdt durch den Zusatz von verschiedenen Konzentrationen an NBEAP (3). Somit war
keine Kompetition durch NBEAP (3) nachweisbar. Auch die anderen untersuchten Ver-
bindungen (1, 2, 4) zeigten das gleiche Ergebnis wie NBEAP (3) (Daten nicht gezeigt).
Infolgedessen ist festzuhalten, dass unsere Zielkomponenten (1 — 4) keinen kompetiti-

ven Effekt im CB; Bindungsassay zeigen.

Ethanolamin (9) ist Strukturbestandteil von Anandamid. Jedoch ist fiir die Affinitit von
Anandamid zum CB-Rezeptor neben dem Ethanolamidrest der unpolare Rest von
grofler Bedeutung (Regio 2002). Auch die Bindung von THC beruht auf das Vorhan-
densein einer langen Kohlenstoffkette, die an Position 3 des Dihydrobenzopyranrings
verkniipft und eine Hydroxylgruppe in Position 1 oder 11 aufweist (Razdan 1986; Me-
choulam et al., 1987). Somit ldsst sich der fehlende kompetitive Effekt auf die hohe

Polaritdt der Verbindungen (1 - 4) zuriickfiihren.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien und Chemikalien

4.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p. a. - Qualitdt von den Fir-
men Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen), Merck (Darm-
stadt), Extrasyntheése (Lyon, Frankreich), EurisoTop (Gif sur Yvette, Frankreich), BD
Bioscience (Heidelberg), Gruessing (Filsum), Serva (Heidelberg) und Apin Chemicals
Ltd. (Abingdon, UK) bezogen. N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) stand dem Labor
als Industriespende zur Verfiigung, N-Acetyl- (2) und- N-Benzoyl-Ethanolamin-
phosphat (3) wurden synthetisiert (Vergleich Abschnitte 4.3.2 und 4.3.3). Losungsmittel
wurden vor der Verwendung tiber Fiillkorperkolonnen rektifiziert. Reinstwasser stamm-
te aus der hauseigenen Millipore™-Aufbereitungsanlage (Millipore Corp., Bedford,
MA, USA). Fiir HPLC-DAD- und HPLC-MS(MS)-Analysen wurden ,gradient grade‘-
Losungsmittel von Acros Organics (Geel, Belgien) und Merck (LiChrosolv®, Darm-
stadt) verwendet. Reinstgase lieferten die Firmen Linde (Berlin) und Messer Griesheim

(Frankfurt).

4.1.2 Untersuchungsmaterial

Die untersuchten Lebensmittel waren Industriespenden bzw. stammten aus dem Inter-
nethandel. Dabei handelte es sich um japanische Reisweine, Sake, Amasake, Nigorisa-
ke, und einen mit Milchsdurebakterien fermentierten Rotkohl. Fiir die ,,Bioaktivititsstu-
dien* wurden alkalische Phosphatase (Rinder Darmzellen), Xanthinoxidase (Rinderse-
rum) und N-Acetyl-glucosaminidase (Rinder Nieren) sowie Lipoxygenase Typ V (Soja-
bohne) von Sigma-Aldrich (Schnelldorf) bezogen. Fiir die Untersuchungen am Canna-
binoid-Rezeptor wurden Membran-Preparationen des rekombinanten humanen Canna-
binoidrezeptors 1 (Chem-1-Zellen) von Millipore (Schwalbach) bezogen. [*'H]-CP55940
stammte von der Firma PerkinElmer (Boston, MA, USA) und nicht markiertes CP5940
von Sigma-Aldrich (Schnelldorf).

4.1.3 Verbrauchsmaterial

Alle Verbrauchsmaterialien wurden bei den Firmen Roth (Karlsruhe), Fisher-Scientific

(Ulm) und Hartenstein (Wiirzburg) erworben. HPLC-Zubehdr wurde von Wicom (Hep-
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penheim), GC-Zubehor von CTZ (Kriftel) bezogen. Der stark saure Kationentauscher
Dowex® 50WX8 (200 - 400 mesh) und das stark basische Anionentauschermaterial
Dowex”® 1X8 (200 - 400 mesh) stammten von der der Firma Sigma Aldrich. Fiir die
Festphasenextraktion wurden schwache Anionentauscherkartuschen Discovery” DSC-
NH; (1 g Adsorbens, 6 mL Volumen) der Firma Supelco verwendet. Die funktionelle
Gruppe hierbei stellt die polymergebundene Aminopropylenphase dar. Die zur Derivati-

sierung verwendeten Silylierungsreagenzien wurden von Sigma Aldrich bezogen.

In Tab. 4. 1 sind die verwendeten Silylierungsreagenzien aufgelistet.

Tab. 4.1 Fiir die in Versuchsreihen mit N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) eingesetzten Silylie-
rungsregenzien

Silylierungsreagenz Struktur
BSTFA 0-Si(CH3);
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid CF3C\\

N-SI(CHs),
MBDSTFA CHs
N-Methyl-N-tert-Butyldimethylsilyl- CF,CO—N
trifluoracetamid Si(CH3)2C4Hg
MSTFA CHs
N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid CF;CO—N

Si(CH3)3
TMCS (CH;)5SiCl
Trimethylchlorsilan
[

TSIM T
N-Trimethylsilyl-imidazol H3C —Si——CHj

C(CHs)s
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4.2 Geriate

4.2.1 Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC)

HPLC 1

Gerat:

Pumpen:
Gradientenformer:
Injektor:
Trennséule:

FlieBmittel:

Gradient:

Wellenlinge:

Priparative HPLC (Knauer)

2 x Knauer HPLC 64-Pumpen mit préparativen Pumpenkopf
Knauer HPLC Software

Rheodyne 7725 mit ImL-Probenschleife

XBridge, Waters

A: 0.1 % Ameisensdure in Millipore Wasser

B: Acetonitril

Linear, 30 - 80 % B in 25 min

254 nm

4.2.2 Hochleistungsfliissigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie

(HPLC-MS/MS)

HPLC-System 2
Gerit:
Pumpe:

Autosampler:

Trennsaule:

FlieBmittel:

Fluf3:

Injektionsvolumen:

Gradient:

HPLC-System 3
Gerit:

Pumpe:

Hochdruckgradientenanlage (Applied Biosystems, Bensheim)
Applied Biosystems 140b Spritzenpumpe fiir bindre Hochdruck-
gradienten (Bensheim)

Spark Holland Triathlon mit automatischer Injektion (Emmen,
Niederlande)

Atlantis (RP;g), 150 mm x 3.9 mm, 3 um

A: 0.1 % Ameisensédure in Reinstwasser

B: Acetonitril

0,2 mL/min

SuL

Linear, 99 - 40 % B in 15 min

Hochdruckgradientenanlage (Applied Biosystems, Bensheim)
Applied Biosystems 140b Spritzenpumpe fiir bindre Hochdruck-

gradienten (Bensheim)
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Autosampler: Spark Holland Triathlon mit automatischer Injektion (Emmen,
Niederlande)
Trennséaule: SeQuant Zic®-HILIC, 150 mm x 2.1 mm, 3.5 pm, 100 A
FlieBmittel: 40 % 50 mM Ammoniumformiatpuffer pH 3
60 % Acetonitril
Fluf3: 0,1 mL/min

Injektionsvolumen: 5 pL

Isokratsich: 30 min
Massenspektrometer
Gerat: Finnigan TSQ 7000 Triple-Stage-Quadrupol-Tandemmassen-

spektrometer  (Finnigan MAT, Bremen) mit Finnigan
Electrospray Ionisations-Interface (ESI)
ESI-Kapillare: desaktivierte Fused Silica Kapillare (50 pum [.D.) (J&W, Folsom,)
Ionenquelle: Atmosphirendruck, Raumtemperatur
Eingangskapillare: 250 °C
Kapillarspannung: 3,2 kV

Sheathgas: Stickstoff 5.0 (70 psi)

Hilfsgas: Stickstoff 5.0 (10 Skalenteile)

Messbereich: m/z 150 - 1500 (Full Scan Modus)

Kollisionsgas: Argon 5.0, Kollisionsgasdruck 0,27 Pa (2,0 mTorr)

Kollisionsenergie: 20 bis 50 eV
Multiplierspannung: 1450 V fiir ESI-MS, 1 750 V fiir ESI-MS/MS
Die Datenauswertung erfolgte mit Xcalibur™ Software Version 1.2 (Thermo Fisher,

Dreieich) nach Konvertierung.

4.2.3 Kapillargaschromatographie (HRGC)
HRGC-System 1

Gerat: Carlo Erba Instruments

Injektor: Split/Splitlessinjekor (Split 1:20), Temperatur 250 °C
Trennséule: J & W DB-530mx 0,25 mm [.D., d¢ 0,25 um)
Tragergas: 2,0 mL/min Helium 5.0, konstanter Fluf3

Make-up Gas: 30 mL/min Stickstoff 5.9

Brennergase: 30 mL/min Wasserstoff 5.0, 300mL/min gereinigte Luft
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Temperaturprogramm: 60 °C, 5 °C/min, 300 °C, 10 min isotherm

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 310 °C

4.2.4 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)
HRGC-System 2

Gerit: HP Agilent 6890 Series (Agilent Technologies Inc., Wilming-
ton, USA)

Injektor: Split/Splitlessinjekor (Split 1:20), Temperatur 250 °C

Autosampler: Agilant 7683 Series Injektor

Trennsaule: J & W DB-1 30 m x 0,25 mm L[.D., d¢ 0,25 pm)

Tragergas: 2,0 mL/min Helium 5.0, konstanter Fluf}

Temperaturprogramm: 60 °C, 5 °C/min, 300 °C, 10 min isotherm

Massenspektrometer

Gerit: Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent Techno-
logies, Wilmington, USA)

Ionenquelle: ElektronenstoBionisation (EI) mit 70 eV

Temperatur: Ionenquelle 220 °C, Transferline 300 °C

Quellendruck: 1*10” mbar

Multiplier: 1800 V

Massenbereich: m/z 38 bis 450 amu

Die Datenaufnahme erfolgte mit Hewlett Packard ChemStation® (Hewlett Packard, San-
ta Clara, CA, USA); nach Konvertierung mit File Converter (Finnigan Corp., San Jose,
CA, USA) erfolgte die Datenauswertung mit Xcalibur™ Version 1.2 (Finnigan Corp.,
San Jose, CA, USA).

4.2.5 Ionenchromatographie

IC - System

Gerit: 792 Basic IC von Metrohm (Filderstadt)

Trennséule: Metrosep A Supp 15-250, Metrohm (Filderstadt)
FlieBmittel: 5,0 mmol/L Natriumcarbonat; 0,3 mmol/L Natriumhydroxid
Detektor: Leitfahigkeitsdetektor mit chemischer Suppression

Injektionsvolumen: 20 pL
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FluB3: 0,7 mL/min
Isokratsich: 20 min

Datenaufnahmen und -auswertung erfolgten mit Metrodata 792 PC Software 1.0

(Metrohm CH-9101 Herisau; Schweiz).

4.2.6 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-System
Gerat: Bruker Avance 400 MHz Spektrometer (Rheinstetten)
Losungsmittel: 0,5 % Wasser-d, (D0, 99.97 % D)

Datenaufnahmen und -auswertung erfolgten mittels Mestre-C 4.4.1.0 Software (Santia-
go de Compostela, Spanien). Die chemische Verschiebung ¢ ist in ppm angegeben. Als
interner Standard dienten bei den "H-NMR-Spektren Tetramethylsilan (1ys = 0,0 ppm)
bzw. die Resonanzsignale der Restprotonen des eingesetzten deuterierten Losungsmit-
tels (dpmso-a6 = 2,50 ppm, dp2o = 4,79 ppm). Die Multiplizitit der Signale wird in fol-
genden Abkiirzungen wiedergegeben: s = Singulett, d=Dublett, t=Triplett,
m = Multiplett (Feinstruktur) und br = Multiplett (breit). Die Kopplungskonstante J ist
in Hertz (Hz) angegeben.

4.2.7 Sonstige Geriite

Cell Harvester: Inotech cell harvester, Dietkon, Schweiz

Lyophilisator: Christ Alphal-4; 0,063 mbar, Christ (Osterode)

Magnetriihrer: IKAMAG® RH, IKA Labortechnik (Staufen)

Mixer: Mixi 700

pH-Meter: Labor-pH-Meter, Knick (Berlin)

Photometer: Varian, Cary 50 Bio UV Visible Spectrophotometer

Plattenlesegerit: FluoStar Galaxy, BMG Labtech GmbH (Offenburg)

Rotavapor: Biichi Vakuum System B-173, Vakuum Controller B-720, Biichi-
Rotavapor (Konstanz)

Szintilator: Win Spectral 1414 Fliissigszintillationstdhler, PerkinElmer, Wal-
lac GmbH (Freiburg)

Trockenschrank: Memmert, Modell 400 (Schwabach)
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Ultraschallbad: Branson 1210, G. Heinemann (Schwibisch-Gmiind)

Vakuumkammer: Supelco Preppy (Bellefonte, USA)

Waagen: Mettler PL 300 Analysenwaage, Mettler-Toledo (Gie3en);
Mettler AT 21 Comparator, Mettler-Toledo (Gielen);
Sartorius BP 210 S Analysenwaage, Sartorius AG (Goéttingen)

Zentrifuge: EBA12, Hettich Zentrifugen Hettich (Tuttlingen)

4.3 Methoden

4.3.1 Ethanolaminphosphat: Spektroskopische Daten

LC-ESI,.-MS/MS (140 @ 20 eV): m/z (%) 79.2 (100); 97.8 (3); 140.1 (10).

"H-NMR: (400 MHz, D,0) & [ppm] = 3.21 [t, J = 4.94 Hz, 2H, H,-C-N], 4.03 [m, J =
6.23, 16.51 Hz, 2H, H,-C-O].
BC-NMR:(400 MHz, D,0) & [ppm] = 40.10 [CH,-N], 61.42 [CH,-O].

4.3.2 Synthese und Reinigung von N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (2)

Die Synthese von (2) erfolgte nach der Vorschrift von Cherbuliez und Rabinowitz
(1956). Hierzu wurden 2,4 g Ethanolaminphosphat (1) (17 mmol) in 20 mL wasserfreies
Pyridin gegeben. Unter Riihren setzte man 10 mL Acetanhydrid (90 mmol) zu und riihr-
te fiir vier Stunden unter Riickfluss bei 60 °C. Nach dem Abkiihlen wurde am Rotati-
onsverdampfer bei 85 °C und vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Nieder-
schlag wurde in wenig Wasser aufgenommen und mit gesittigter Bariumhydroxid-
16sung gegen Phenolphthalein neutralisiert. Nach Filtration erfolgte Einengen des Filt-
rats am Rotationsverdampfer bei 85 °C und vermindertem Druck bis zur Trockne, Auf-
nahme in ca. 25 mL Wasser und Zugabe von 100 mL Ethanol. Nach drei Tagen Lage-
rung im Gefrierschrank bei —18 °C kristallisierte das Bariumsalz des N-Acetyl-
Ethanolaminphosphats (2) aus. Der erhaltene Feststoff wurde an der Luft getrocknet.

Ausbeute: 5 g.
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Reinigung von NAEAP (2):

Vor der Reinigung des erhaltenen (2) liber eine Kationentauscherséule (Dowex S0WX8)
wurden 10 g Sdulenmaterial wie folgt konditioniert:

e 10 g Sdulenmaterial in Millipore Wasser vorquellen

e Umfiillen in eine Glassdule 35 x 5,5 cm L.D.

e 30 mL Millipore Wasser

e 30mL 2 N NaOH

e 30 mL Millipore Wasser

e 30mL 2N HCI

e 30 mL Millipore Wasser

Danach erfolgte die Reinigung von 200 mg (2) (in 5 mL 0.1 N HCI) wie folgt:

Probenaufgabe: 3x
Waschen: 35 mL Millipore Wasser
Elution: 30 mL 4 N NH; x H,O

Die Flussrate wurde mit Druck bei 2 mL/min gehalten. Die Fraktionen ,,Probenaufgabe‘
und ,,Waschen* wurden vereinigt und bei max. 50 °C unter verminderten Druck einge-
engt. Anschlieend erfolgte weitere Reinigung an einer Anionentauschersidule (Dowex

1X8), welche zuvor wie folgt konditioniert wurde:

e 8 g Sdulenmaterial in Millipore Wasser vorquellen
e Umfiillen in eine Glassdule 35 x 5,5 cm L1.D.

e 30 mL Millipore Wasser

e 30mL 0.1 N HCI

e 30 mL Millipore Wasser

e 30mL 0.1 N NaOH

e 30 mL Millipore Wasser

40 mg des Feststoffs nach Aufreinigung an der Kationentauschersdule (Dowex SOWXS)
wurden in 5 mL 0.1 N NaOH gelost und wie folgt weitergereinigt:
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e Probenaufgabe: 3x
e Waschen: 30 mL Millipore Wasser
e Elution: 50 mL 0.1 N HC1

Die Flussrate wurde mit Druck bei 2 mL/min gehalten. Die Elutionsfraktion wurde un-
ter Vakuum eingeengt und anschliefend iiber Kieselgel getrocknet. Ausbeute ca. 30 mg.

Spektroskopische Daten:

LC-ESI,;-MS/MS (182 @ 20 eV): m/z [%] 79.1 (100); 97.1 (10), 182.3 (9).

"H-NMR: (400 MHz, D,0) & [ppm] = 1.96 [s, 3H, H3-C], 3.375 [t, J = 5.24 Hz, 2H,
H,-C-NJ, 3.91 [m, J = 6.51, 17.6 Hz, 2H, H,-C-O].

BC.NMR: (400 MHz, D,0) § [ppm] = 21.86 [C-H3], 40.01 [CH,-N], 64.22 [CH,-O],
174.46 [C=0].

4.3.3 Synthese von N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (3)

4.3.3.1 Nach Cherbuliez und Rabinowitz 1956

0.52 g Ethanolaminphosphat (1) und 3.2 g Bariumhydroxid wurden mit 1 mL Ben-
zoylchlorid vermischt. Anschlieend wurde 15 mL Millipore-Wasser hinzugegeben und
fiir drei Stunden geriihrt. Die ausgefallenen Kristalle wurden iiber einen Faltenfilter ab-
getrennt und in 100 mL heiBem Wasser gelost, danach wurde erneut filtriert und nach
dem Abkiihlen in 50 mL Ethanol geldst. Nach Aufbewahrung der Losung iiber vier Ta-
ge im Gefrierschrank wurde filtriert und die Losung unter vermindertem Druck am Ro-
tationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Niederschlag wurde in wenig Wasser
gelost und mit 50 mL Ethanol vermengt. Die erneut ausgefallenen Kristalle wurden ab-

filtriert und an der Luft getrocknet. Ausbeute ca. 0.12 g.

4.3.3.2 Mit Benzoylchlorid und Triethylamin in Tetrahydrofuran

Synthese:

In einer Mischung von 0,5 g Ethanolaminphosphat (1) (3.5 mmol) mit 5 ml wasser-
freiem Tetrahydrofuran (THF) wurde unter Rithren 1 mL Triethylamin zugegeben. Da-
nach fiigte man 0,5 mL Benzoylchlorid (3 mmol) dem hinzu und riihrte ca. 20 Stunden.

AnschlieBend wurden 2,5 mL Wasser zugegeben und die entstehenden Phasen getrennt.
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Die wissrige Phase wurde am Rotationsverdampfer bei 50 °C unter vermindertem

Druck zur Trockne eingeengt, der Riickstand an der Luft getrocknet. Ausbeute: 0.3 g.

Reinigung von NBEAP (3):

Das gemiB 4.3.3.2 gewonnen (3) wurde {iber eine Kationentauschersidule (Dowex
50WX8) gereinigt. 30 g Sdulenmaterial wurden zuvor wie folgt konditioniert:

e 30 g Sdulenmaterial in Millipore Wasser vorquellen

e Umfiillen in eine Glassdule 35 x 5,5 cm L1.D.

e 100 mL Millipore Wasser

e 100 mL 2 N NaOH

e 100 mL Millipore Wasser

e 100mL 2 N HCI

e 100 mL Millipore Wasser

Nach Konditionierung des Sdulenmaterials erfolgte die Reinigung von 80 mg Synthese-

produkt (3) geldst in 5 mL 0.1 N HCI wie folgt:

e Probenaufgabe: 3x
e Waschen: 120 mL Millipore Wasser
e Elution: 120 mL 4 N NH;

Die Flussrate wurde mit Druck bei 2 mL/min gehalten. Die Fraktionen ,,Probenaufgabe‘
und ,,Waschen* wurden vereinigt und unter Vakuum eingeengt. Das gereinigte (3) wur-

de iiber Kieselgel getrocknet. Spektroskopische Daten:

LC-ESI,eg-MS/MS (244 @ 20 eV): m/z (%) 79.1 (100); 97.1 (80), 244.2 (40).
BC.NMR: (400 MHz, D,0) & [ppm] = 40.00 [CH,-N], 61.61 [CH,-O], 127.12 [2,6],
128.76 [3.4,5], 171.2 [C=O].

4.3.4 Reinigung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) mittels Festphasenex-
traktion (SPE)

Die Konditionierung der Festephasenkartuschen erfolgte mit 6 mL Methanol und 12 mL
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50 mM Ammoniumacetatpuffer pH 7.2. AnschlieBend wurde wie folgt aufgereinigt:

e Probenaufgabe: in 50 mM Ammoniumacetatpuffer pH 7.2, 3x
e Waschen: 35 mL Methanol
e Elution: 35 mL Imol/L Ameisensdure

In der Elutionsfraktion befand sich (4). Spektroskopische Daten:

LC-ESI,.-MS/MS (212 @ 20 eV): m/z (%) 79.2 (100); 97.2 (80); 212.2 (100).

"H-NMR: (400 MHz, D,0) & [ppm] = 1.28 [d, J = 6.84 Hz, 3H, H;-C], 3.41 [t, J = 5.07
Hz, 2H, H,-C-N], 3.92 [m, J = 6.18, 17.24 Hz, 2H, H,-C-0], 4.18 [dd, J = 6.84, 20.49
Hz, 1H, H-C-CH;].

BC-NMR: (400 MHz, D,0) & [ppm] = 19.56 [C-Hs], 39.40 [CH,-N], 64.32 [CH,-O],
67.7 [C-OH], 177.89 [C=O].

4.3.5 Derivatisierung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4)

4.3.5.1 Silylierung

Silylierungen von (4) (Img/L) erfolgten in wasserfreiem Pyridin. Es wurde 1:1 mit dem
Silylierungsreagenz vermischt (Endkonzentration von 0.5 mg/mL). Der Einfluss der
Reaktionstemperatur wurde bei 30 °, 50 °, 60 °, 70 ° und 100 °C getestet, wobei parallel
die Reaktionszeit zwischen 30 min und 4 Stunden variiert wurde. Kontrollen wurden

jeweilis mit p-OH-Benzoesédure durchgefiihrt.

4.3.5.2 Methylierung

Die analytischen Kontrollen der nachfolgend berichteten Methylierungsversuche erfolg-

ten jeweils mittels p-OH-Benzoeséure.

4.3.5.2.1 MeOH/BF3

100 pL einer 1 g/ N-Lactoyl-Ethanolaminphosphatlésung (4) (4.7 mmol) in Methanol
wurden mit 1000 uL. Methanol/BF; Losung versetzt und 10 min bei 60 °C stehen ge-

lassen.
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4.3.5.2.2 Trimetylsulfoniumhydroxid (TMSH)

Fiir die Reaktion mit TMSH wurden wasserfreies Methanol und wasserfreies Pyridin
jeweils als Losungsmittel fiir (4) (1 g/L) (4.7 mmol). Je 500 pL der Losungen wurden
mit 250 uL TMSH Loésung in Methanol (25 % w/w) versetzt und 30 min bei 25 °C ge-

rihrt.

4.3.5.2.3 Trimethylsilyl-diazomethan

100 pL Toluol und 50 pL einer Losung von (4) (1g/L) (4.7 mmol) in Methanol wurden
mit 50 puL der TMSDM Losung in Diethylether (2 M) versetzt. Der Einfluss der Reakti-
onszeit (nach 30 min und 120 min) und der Einfluss der Reaktionstemperatur (bei 25

und 50 °C) wurden jeweils gepriift.

4.3.5.2.4 Diazomethan

4.3.5.2.4.1 Etherische Diazomethan-Losung

In einem Scheidetrichter wurden 75 mL Diethylether, 15 mL einer eisgekiihlten 40
%igen KOH-Losung vorgelegt, 4 g (42 mmol) N-Nitrosomethylharnstoff in kleinen
Aliquoten zugegeben und vorsichtig geschiittelt. Durch Kiihlung mit Eis wurde die
Temperatur im Scheidetrichter unter 5 °C gehalten (Organikum, 1996). Zur Trocknung
wurde der organischen Phase 10 g KOH zugegeben und fiir drei Stunden in den Kiihl-
schrank gestellt. Die getrocknete Diazomethanldsung wurde mit 75 mL Diethylether

verdiinnt und direkt zur Methylierung verwendet:

Zu einer Losung von (4) in Methanol (7 pmol) wurde bis zur anhaltenden Gelbfarbung
die Diazomethan-Diethylether-Losung zupipettiert. Mit Stickstoff wurde das Losungs-

mittel entfernt und danach mit 500 pL Diethylether aufgenommen.

4.3.5.2.4.2 Diazomethangas

Fiir die Herstellung von Diazomethangas wurde eine Apparatur vorbereitet mit zwei
Glasgefilen einer Stickstoffzufuhr und einer Vorrichtung um das entstandene Gas in
die Probe zu fiihren. Glasgefal Nr. 1 diente als Zwischenstiick. Gefd3 Nr.2 diente der
Diazomethangasgeneration. Dieses Gefd3 war mit einer Klemme an die Apparatur ver-

bunden.
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Das aus der Reaktion von N-Nitrosomethylharnstoff (100 mg [1 mmol] in 2 mL Diethy-
lether) mit KOH (50 %) (1 mL) generierte Diazomethan wurde mit einem Stickstoft-
strom in ein Reaktionsgefdl mit einer methanolischen Losung von (4) (1 mg/L) einge-

leitet. Einleitung bis zur permanenten Gelbfarbung.

4.3.5.2.5 Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und Methanol

2.13 mg (10 pmol) (4) wurden in 20 mL wasserfreiem Methanol gel6st und mit 10.2 mg
(50 umol) DCC versetzt. Der Ansatz wurde 5 Tage bei 25 °C gertihrt.

4.3.5.2.6 Dimethylcarbonat (DMC) im Basischen und Sauren

Methylierung im Basischen:

3.8 mg (18 umol) (4) wurden in 1 mL DMF gel6st, mit 5 uLL Dimethylcarbonat DMC
(50 pmol) versetzt und mit 1 mg K,COs3 versetzt. Nach einer Stunde bei 100 °C wurde

iberschiissiges DMC durch den Zusatz von 2.7 mg (30 umol) Butandiol entfernt (Tun-
do et al., 2002).

Methylierung im Sauren:

2.13 mg (10 pmol) (4), 1.8 mg (90 umol) DMC und 1.7 mg (10 pmol)
p-Toluolsulfonsdure wurden in ImL Methanol gelost. Bei 120 °C wurde fiir drei Stun-
den unter Riickflusskiihlung geriihrt. AnschlieBend wurde auf einen schwach basischen
Anionentauscher DSC-NH,, den man vorher mit 4 mL Methanol und 4 mL NH;OAC
(pH 7.4) vorkonditioniert wurde, gegeben und mit 1 mL Methanol eluiert (Tundo et al.,
2002). Parallel wurde ein Blindversuch durchgefiihrt in dem kein (4) enthalten war.

4.3.5.2.7 Dimethylsulfat (DMS), Kkatalysiert durch Tetrabutylammoniumsulfat
(TBAH)

100 pL einer Losung von 5.4 mg (25 umol) (4) in 1 mL DMF wurden mit 95.5 pL (600
uM) DMS und 40 pL (80 mmol) Tetrabutylammoniumsulfat (TBAH) 40 % in DMF fiir
1 h bei 120 °C unter Riickflusskiihlung geriihrt (Blau und King 1977).
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4.3.5.2.8 Methyliodid

100 uL (0.5 mmol) einer Losung von (4) in wasserfreiem Pyridin wurden mit 300 pL
(1 mmol) Methyliodid-Losung und 5 mg K,CO3 vermischt. Die Umsetzung erfolgte bei
25 °C und 50 °C. Die Reaktionszeit wurde von 1 bis 3 h variiert (Blau und King 1977).

4.3.5.3 Acylierung mit Essigsiureanhydrid

10 pL einer 1 mg/mL Losung von (4) (0.5 pmol) wurden in wasserfreiem Pyridin geldst
und mit 100 pL (1 pmol) Acetanhydrid bei 50 © und 100 °C zwischen 30 min und 10 h
stehen gelassen. Danach wurde unter Stickstoffstrom und milder Hitze eingeengt und in

100 pL Chloroform aufgenommen (Blau und King 1977).

4.3.5.4 Zweistufensynthese zum Phenyldiazomethan

1. Stufe: Herstellung von Benzaldehydtosylhydrazon (nach Creary, 1986).

In einem 50 mL Erlenmeyerkolben wurden 3.7 g (20 mmol) p-Toluolsulfonylhydrazin
mit 5 mL Methanol geriihrt. Schnell wurden 2.1 g (20 mmol) Benzaldehyd zugegeben.
Nach einigen Minuten fiel das Benzaldehydtosylhydrazon aus. Zum Kiihlen wurde der
Kolben in ein Eisbad gestellt, anschlieBend filtriert, der Riickstand mit kaltem Methanol

gewaschen und das Filtrat unter Vakuum getrocknet. Ausbeute: 4.8 g.

2. Stufe: Herstellung von Phenyldiazomethan (nach kombinierter Methode von Wulf-
mann 1988 und Jonczyk und Wiostowska 1978).

In einem 250 mL Rundkolben wurden 400 mg synthetisiertes Benzaldeyhdtosylhydra-
zon, 20 mL Toluol, 20 mL 14 % NaOH und 80 mg Benzyltriethylammoniumchlorid
(BTMACI) bei 60 °C fiir 2 h geriihrt. Nach Abtrennung der wissrigen Phase mit Hilfe
eines Scheidetrichters wurde die organische Phase mit 10 mL Wasser dreimal gewa-
schen und anschlieBend mir Natriumsulfat getrocknet (Wulfmann 1988; Jonczyk und

Wiostowska 1978). Die Losung war bei -18 °C Lagerung fiir einen Monat haltbar.
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4.3.5.4.1 Phenyldiazomethan

50 pL einer 1 mg/mL (2.5 umol) Lésung von (4) in Methanol wurden mit 500 pL der
Phenyldiazomethanldsung versetzt. Durch Variation der Reaktionszeit (bei Raumtempe-
ratur) wurde nach 10, 60 und 120 min durch Einlass von Stickstoffgas bei 40 °C das

Losungsmittel entfernt. AnschlieBend wurde in 1 mL Hexan wieder aufgenommen.

4.3.5.5 Benzylbromid

500 pL (4) in Methanol (1 mg/mL) (0.5 pmol) wurden mit 500 pL Benzylbromid (2
umol) und 100 mg K,COj3 versetzt. Bei 65 °C wurde die Reaktion durch Variation der
Reaktionszeit bei 15, 30 und 60 min gepriift (Blau und King 1977).

4.3.6 Fliissigchromatographie

4.3.6.1 Hydrophile-Interaktions-Chromatographie (HILIC)

Fiir die Analytik der N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate (2 - 4) sowie EAP (1) per
HILIC wurden als Fliessmittel Ammoniumacetatpuffer/Acetonitril und Ammonium-
formiatpuffer/Acetonitril untersucht. Dazu wurden 2.1 mg (4), 1.3 mg N-Acetyl-
Ethanolaminphosphat (2), 1.3 mg N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat (3) und 1,6 mg
Ethanolaminphosphat (1) eingewogen, und in 1.5 mL LC-Wasser gelost und vor der

Messung mikrofiltriert.

Pufferlosungen:

50 mM Ammoniumacetatpuffer pH 5: In einem 200 mL MeBkolben wurden 2 mL 5 M

Ammoniumacetatldsung ca. 170 mL LC-Wasser versetzt und mit konzentrierter Essig-
sdure auf einen pH-Wert von 5 eingestellt. AnschlieBend wurde mit LC-Wasser zur

Marke aufgefiillt und die Losung unmittelbar vor der Messung mit Helium entgast.

50 mM Ammoniumformiatpuffer pH 3: In einem 200 mL MeBkolben wurden 1 mL 10

M Ammoniumformiatlésung mit ca. 170 mL LC-Wasser versetzt und mit konzentrierter
Ameisensdure auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. AnschlieBend wurde mit LC-Wasser

zur Marke aufgefiillt und die Losung unmittelbar vor der Messung mit Helium entgast.
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4.3.6.2 lonenchromatographie

Losungen fiir die lonenchromatographie:

50 mmol/L Schwefelsdure (Regenerierlosung fiir den Suppressor)

Zu ca. 900 mL Millipore - Wasser wurden in einem 1000 mL Messkolben 2,8 mL kon-
zentrierte Schwefelsdure (18 mol/L) gegeben und fiir 15 Minuten in das Ultraschallbad

gestellt. AnschlieBend wurde mit Millipore - Wasser zur Marke aufgefiillt.

FlieBmittel fiir die lonenchromatographie (5.0 mmol/L Na,COs3, 0.3 mmol/L. NaOH)

Vor dem Losen der Salze wurde 1 1 Millipore - Wasser fiir ca. 15 min mit Helium ent-
gast. Anschliefend wurden in einem 1 1 MeBkolben 530 mg Na,CO; (wasserfrei) und
11 mg NaOH in dem zuvor entgasten Millipore - Wasser geldst und bis zur Marke auf-

gefiillt. Vor der Messung wurde die Losung mikrofiltriert.

Fiir die Analytik der N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate (2 - 4) per Ionenchroma-
tographie wurde als Fliessmittel eine wéssrige Natriumcarbonat-Losung mit Natrium-
hydroxid verwendet. Dazu wurden jeweils Stammlosungen mit 50 mg/L (2), (3) sowie

(4) hergestellt und vor der Messung mikrofiltriert.

4.3.7 Versuche zur Isolierung von (4) aus Sake, Amasake, Nigorisake und

Rotkohl

Fiir die Isolierung von (4) aus den genannten Lebensmitteln wurden zwei unterschiedli-
che Systeme (Festphasenextraktion und Saulenchromatographie) mit dem gleichen

Prinzip (Ionenbindung) verwendet.

Probenvorbereitung:

Die Uberpriifung der Effektivitit beider Systeme erfolgte anhand von Bestimmungen
der Wiederfindung von (4). Der untersuchte Sake wies keine Triibungen auf und wurde
nach Entfernen des Alkohols (bei 40 °C im Vakuum) lyophilisiert. Der Nigorisake und
Amasake wurden je durch einen Faltenfilter filtriert, bei 40 °C wurde im Vakuum der
Alkohol entfernt und durch Gefriertrocknung das Wasser entzogen. Es wurde jeweils 10

mL der eben erwihnten Lebensmittel so behandelt. Mit Hilfe eines Stabmixers wurde
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Rotkohl homogenisiert. 10 g dieses Homogenats wurden iiber einen Faltenfilter filtriert,
gewaschen, erneut filtriert und anschlieBend mittels Membranfilter filtriert; schlieBlich
erfolgte Lyophilisierung. Die jeweiligen Lebensmittel wurden nach der Einwaage bzw.
Abmessung mit je 0.64 mg (4) versetzt. Parallel wurde eine Versuchsreihe mit NLEAP
(4) (0.64 mg) ohne Matrix durchgefiihrt. Es wurden je Isolierungsmethode (LC siehe
Abschnitt 4.3.7.1 und SPE siehe Abschnitt 4.3.7.2) zwei Ansétze jeder Probe durchge-
fiihrt.

4.3.7.1 Isolierung mittels LC-Anionentauschermaterial und Bestimmung der

Wiederfindung mittels lonenchromatographie

Fir die Sdulenchromatographie (LC) wurden die lyophilisierten Proben (Abschnitt
4.3.7, Probenvorbereitung) in 0.1 N HCI gelost und der pH tiberpriift. Die Wiederfin-
dung von NLEAP (4) ohne Matrix wurde ebenfalls in 0.1 N HCI gelost. Es erfolgte die
Aufarbeitung wie in Tab. 4. 2 dargestellt.

Tab. 4. 2 Schema zur LC-Isolierung von (4) aus Sake, Nigorisake, Amasake und Rotkohl mittels
LC (Anionentauschermaterial Dowex 1X8):
NLEAP Sake Amasake | Nigorisake | Rotkohl
Dowex 1X8 10g 10g 10g lOg 40g
QTG DN R 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 120 mL
m m m m m

0.1 N HC] 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 120 mL
Millipore Wasser 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 120 mL
0.1 N NaOH 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 120 mL
Millipore Wasser 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 120 mL
0.1 N NaOH
Probenaufgabe in 3 mal 3 mal 3 mal 3 mal 6 mal
0.1 N NaOH ma ma ma ma ma
Waschen mit Mil-

. 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 200 mL
lipore Wasser
g i 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL 200 mL
0.1 N HCI o o " "

Die Fraktionen Probenaufgabe, Waschen und Elution wurden auf ein Volumen von 10
mL eingeengt bzw. aufgefiillt, mikrofiltriert und per lonenchromatographie (Bedingun-

gen siche 4.2.5) gemessen. Es wurden Dreifachbestimmungen an der IC durchgefiihrt.
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Fiir die Auswertung der Wiederfindung wurde eine Standardlosung mit 0.64 mg/mL als

100 % Wert gesetzt.

4.3.7.2 Isolierung mittels Festphasenextraktion-Anionentauscherkartuschen und
Bestimmung der Wiederfindung mittels lonenchromatographie

Fiir die Festphasenextraktion wurden die lyophilisierten Proben (Abschnitt 4.3.7, Pro-

benvorbereitung) in NH4OAc Puffer pH 7.4 gelost und der pH tiberpriift. Die Wieder-

findung von NLEAP (4) ohne Matrix wurde ebenfalls im NH4OAc Puffer pH 7.2 ge-

16st. Es erfolgte die Aufarbeitung wie in Tab. 4. 3 dargestellt

Tab. 4.3 Schema zur Isolierung von N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat (4) aus Sake, Nigorisake,
Amasake und Rotkohl mit Festphasenextraktion (Anionentauscherkartuschen Supelco
DSC-NH2)
NLEAP Sake Amasake | Nigorisake | Rotkohl
Konditionieren: 6 mL 6 mL 6 L. 6 mL 6 mL
Methanol o o o o o
NH4OAc Puffer 12 mL 12 mL 12 mL 12 mL 12 mL
pH 7.4
Probenaufgabe in
NH,OAc Puffer 3 mal 3 mal 3 mal 3 mal 3 mal
pH 7.4
Waschen mit
NH4OAc Puffer 35 mL 35 mL 35 mL 35 mL 35 mL
pH 7.4
Elution mit
35 mL 35 mL 35 mL 35mL 35 mL

1 mol/L HCOOH

Die Fraktionen Probenaufgabe, Waschen und Elution wurden auf ein Volumen von 10
mL eingeengt bzw. aufgefiillt, mikrofiltriert und per Ionenchromatographie analysiert.
Es wurden Dreifachbestimmungen mittels IC durchgefiihrt. Fiir die Auswertung der
Wiederfindung wurde eine Standardlosung mit 0.64 mg/mL als 100 % gesetzt.

4.3.8 Stabilititsuntersuchungen

4.3.8.1 Stabilitatsuntersuchung phosphorylierter Verbindungen

Die Stabilitit von (2), (3) und (4) wurde in 50 mM Formiatpuffer (pH 3) bei 25 °C, 50
mM Ammoniumacetatpuffer (pH 7.4) bei 37 °C und in 50 mM Natriumcarbonatpuffer
(pH 10) bei 25 °C durchgefiihrt. Die Probennahme erfolgte je nach Versuchsansatz fiir
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insgesamt 24 Tage. Zu je 100 uL Probe wurden 100 uL 50 mM Ethanolaminphosphat
(1) als Standardsubstanz zupipettiert. Je Substanz wurden Doppelbestimmungen durch-

gefilihrt und gemd3 HPLC-Bedingungen 4.2.2 und HPLC-System 3 vermessen.

4.3.8.2 Stabilitatsuntersuchungen nicht-phosphorylierter Verbindungen

Die Stabilitit von 145 mM (2) und 150 mM (4) wurde in 50 mM Formiatpuffer (pH 3)
bei 25 °C, 50 mM Ammoniumacetatpuffer (pH 7.4) bei 37 °C und in 50 mM Natrum-
carbonatpuffer (pH 10) bei 25 °C durchgefiihrt. Die Probennahme erfolgte je nach Ver-
suchsansatz flir insgesamt 24 Tage. Zu je 100 pL wurden je 100 pL 50 mM Ethanol-
amin (9) als Standardsubstanz zupipettiert. Je Substanz wurden Doppelbestimmungen

durchgefiihrt und gemi3 HPLC-Bedingungen 4.2.2 und HPLC-System 3 vermessen.

4.3.9 Alkalische Phosphatase

4.3.9.1 Bestimmung der Enzymaktivitiit

Die Aktivitidt von AP wurde mit pNPP (10) als Substrat geméfl Walter und Schiitt
(1974) bestimmt. Anhand der Messung des Produktes pNP (11) bei 405 nm liel3 sich

berechnen:

Units/mL Enzym =
(18.5) *(0.1)
3.1 = Endvolumen Assay (in Milliliter)
18.5 = Millimolarer Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol bei 405 nm

0.1 = Enzymvolumen (in Milliliter).

Folgende Losungen wurden fiir die Aktivititsbestimmung vorbereitet:

Triethanolaminphosphatpuffer pH 9.8/37 °C: In einem 100 mL MeBkolben wurden in
80 mL Millipore-Wasser 17.5 g NaCl (3 M), 101.4 mg MgCl, * 6 H,O (5 mM), 2.7 mg
ZnCl; (0.2 mM) und 396 pL Triethanolamin (30 mM) geldst, auf 37 °C temperiert und
der pH Wert auf 9.8 eingestellt. Nach Abkiihlen wurde auf 100 mL Endvolumen aufge-
fullt.
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p-Nitrophenylphosphat-Losung

557 mg pNPP (10) (150 mM) wurden in 10 mL Millipore-Wasser gelost.

Alkalische Phosphatase aus ..bovine intestinal mucosa‘

Die alkalische Phosphatase wurde in Triethanolaminphosphatpuffer gelost.

Tab. 4. 4 Pipettierschema: Durchfiihrung der Aktivititsbestimmung in einer 3 mL-
Quarzglaskiivette
Test [nL] Blind [pL]

Triethanolamin- 700 2800
phosphatpuffer pH 9.8/37°C
p-NPP 300 300
Alkalische Phosphatase 100 )

Absorptionsmessung bei

405 nm, 37 °C, 5 min

4.3.9.2 Bestimmung der Substrateigenschaften von Ethanolaminphosphat,

N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivaten und p-Nitrophenylphosphat.

Die Enzymkinetik wurde durch Bestimmung von K, und V. untersucht. p-
Nitophenylphosphat (10) als Substrat fiir die AP konnte direkt durch Absorption bei 405
nm bestimmt werden. Die Phosphathydrolyse an EAP (1) und die NAcEAP-Derivate (2
- 4) wurde indirekt mit Ammoniummolybdat/Malachitgriinreagenz als Férbereagenz
bestimmt. Die Enzymmenge wurde konstant gehalten und die Menge an Substrat je-
weils variiert. Nach Auftragen der Substratkonzentration [S] die gegen die Geschwin-
digkeit [v] aus der Steigung der jeweiligen Gerade lieBen sich Ky,- und V,,x-Wert gra-

phisch darstellen und berechnen.

Folgende Losungen wurden fiir die Bestimmung von K, und V ,,,x vorbereitet:

Firbereagenz zur Bestimmung von Phosphat:

Das Férbereagenz wurde nach den Vorschriften von Lanzetta et al., und Boykov et al.,
(Lanzetta et al., 1979; Boykov et al., 1988) hergestellt. Anstelle von Sterox wurde
Tween 20 verwendet (Chalvardijan und Rudnicki, 1970).

Losung A: 126.6 mg Malachitgriinoxalat in 100 mL Millipore-Wasser
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(0.045 % Malachitgriin)

Losung B: 2.6 g Ammoniummolybdat in 100 mL 4 N HCl
(4.2 % Malachitgriin)
Losung C: 1.36 mL Tween 20 in 100 mL Millipore — Wasser
(1.5 % Tween 20)
Losung D: 3 Teile Losung A + 1 Teil Losung B, 30 min riihren, filtrieren.
Reagenz 1: 1 mL Losung C in 50 mL Losung D.
Citronenséure: 34 g Citronensdure*3 Na*H,O in 66 mL Millipore-Wasser

(34 % Citronensdure)

Reagenz 1 war fiir ca. 10 Tage im Kiihlschrank (4 °C) haltbar.

Substratldésungen:

Stammlosung an Substraten (1 - 4):

100 uL Stammlésung + 1700 pL Triethanolaminpuffer pH 9.8/37 °C.

Blank: 450 pL + 50 pL Triethanolaminpuffer pH 9.8/37 °C (Blankmix)

Test: 450 pL + 50 pLL AP (Testmix)

Inkubation von Blankmix und Testmix bei pH 37 °C. Probennahme (10 pL) nach 1, 2,
3,4, 15, 30 und 60 min. Die Messungen wurden in Halbmikrokiivetten durchgefiihrt. Es
wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Pipettierschema der Phosphatbestimmung

ist in Tab. 4. 5 dargestellt.
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Tab. 4.5 Pipettierschema der Phosphatbestimmung
Test [uL] Blind [pL]
IN HCI 10 10
Triethanolaminpuffer 30 30
pH 9.8/37 °C
Blankmix ] 10
Testmix 10
Reagenz 1 800 800
Inkubation 1 min
Citronensiure 100 100
Farbentwicklung: 30 min
Absorptionsmessung bei 660 nm

4.3.9.3 Inhibition mit p-Nitrophenylphosphat

Fiir die Inhibitionsversuche wurde die Konzentration an Enzym (0.05 U/mL) und Sub-
strat (p-Nitrophenylphosphat) (14.6 mM) konstant gehalten. Die Konzentration an
pNPP (10) lag dabei im V. Die Konzentration an den potentiellen Inhibitoren (1 - 4)
wurde jeweils variiert (0.04 — 15 mM) (die Auswertung erfolgte graphisch durch Auf-

tragen der Inhibitorkonzentration [I] gegen die Geschwindigkeit [v].

4.3.9.4 Bestimmung des Inhibitionstyps

Fir die Ermittlung des Inhibitionstyps wurden der Bereich von 30 - 75 %
Enzyminhibierung gewihlt (Copeland 2000). Fiir die Messungen wurden jeweils die
Konzentration an Inhibitor und die Enzymmenge (0.05 U/mL) konstant gehalten und
die Menge an p-NPP (10) variiert. Die Auswertung erfolgte durch das Auftragen von
[1/S] gegen [1/v]. Aufgrund des Verlaufs der Geraden war der Inhibitionstyp zu

bestimmen.
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4.3.10 Inhibition der Phospholipase A,

Die Durchfithrung der Inhibitionsversuche der Phospholipase A, durch (1) bzw. (2 - 4)
erfolgte mit dem Enzymkit sSPLA, (Type V) Inhibitor Screening Assay Kit von Cayman
Chemicals. Als Substrat fiir die PLA; diente Diheptanoyl-thio-phosphatidylcholin.

Folgende Losungen wurden fiir die Aktivititsbestimmung vorbereitet:

25 mM Tris-HCI pH 7.5 Assay — Puffer: 3 mL des gelieferten Assay Puffers wurden in
27 mL HPLC-grade Wasser gel0st.
Der Puffer setzt sich aus 10 mM CaCl,, 100 mM KCI, 0.3 mM Triton-X und 1 mg/mL

BSA zusammen. Laut Hersteller ist der Puffer bei 4 °C fiir mindestens zwei Monate

haltbar.

5.5 -Ditihio-bis-(2-nitrobenzoesiure) (DTNB) — Losung: Das in dem Kit enthaltene

DTNB wurde in 1 mL HPLC-grade Wasser geldst. Die Losung wurde auf Eis im Dun-

keln gelagert und innerhalb von acht Stunden verbraucht.

Diheptanoyl-thio-phosphatidylcholin — Substratlésung: Das im Kit enthaltene Dihepta-
noyl-thio-phosphatidylcholin wurde in 12 mL Assay Puffer gelost und entsprach somit

einer Konzentration von 1.66 mM.

Humane sPLA; (Type V) — Enzymlésung: 20 pL der Enzymldsung aus dem Kit wurden

mit 980 uL des Assay Puffers gemischt. Die Enzymlosung wurde auf Eis gelagert und

war laut Hersteller fur vier Stunden stabil.

EAP und N-Acetyl-Ethanolaminphosphatderivate (2 - 4): Die einzelnen Substanzen

wurden im Assay Puffer verdiinnt.

Die Versuchsdurchfiihrungen zur Bestimmung der inhibitorischen Eigenschaften von N-
Acyl-Ethanolaminphosphaten erfolgten geméd3 Angaben in Tab. 4. 6. Es erfolgten Drei-

fachmessungen.
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Tab. 4. 6 Pipettierschema fiir die Durchfiihrung des PLA, Assays zur Bestimmung der inhibitori-
schen Eigenschaften von EAP (1) bzw. den NAcEAP-Derivaten (2 - 4)
Enzymaktivitits- Blind-Werte Inhibitor-
Wells [uL] Wells [uL] Wells[uL]
sPLA, 10 - 10
Assay Puffer 10 20
Inhibitorlésung - - 10
Substratlosung 200 200 200
30 sec Platte automatisches schiitteln
Inkubation: 15 min bei 25 °C mit Plattenabdeckung
Nach 15 min Plattenabdeckung entfernen
DTNB Lisung 10 10 10
Vorsichtig Platte 30 sec automatisch schiitteln
Nach einer Minute Absorption zwischen 405 - 420 nm messen

4.3.11 Lipoxygenase-Assay

Die Bildung des cis, trans-Hydroperoxidderivats der Arachidonsdure wurde indirekt
durch die Oxidation des Farbreagenzes 2°, 7°- Dichlorfluorescin - diacetat (H,DCFDA)
fluorimetrisch bei einer Extinktion von 485 nm, Emission von 520 nm und Raumtempe-
ratur liber mindestens 30 min verfolgt. Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei pH 9.0 in
Sauerstoff-gesittigtem 0.1 M Phosphatpuffer. Alle Versuche wurden in dreifacher Aus-
fiihrung durchgefiihrt.

Losungen fiir die Aktivititsbestimmung der Lipoxygenase und Inhibition durch N-
Acetyl-Ethanolaminphosphat / Ethanolaminphosphat bzw. NDGA:

100 mM Dikaliumhydrogenphosphatpuffer (K,HPO4) pH 9: 1.74 g K.HPO4 wurden in
100 mL Millipore Wasser gelost. Der pH Wert des Puffers war 9.0.

Nordihydroguajaretsdure (NDGA): Nordihydroguajaretsdure (NDGA) (12), wurde in

DMSO geldst und die Verdiinnungen mit Phosphatpuffer hergestellt. Die Stammldsun-
gen wurden zwischen 1 uM und 48 uM hergestellt und anschlieBend 50 pL ins Well
pipettiert (Endkonzentrationen pro Well zwischen 0.25 uM und 12 uM).
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EAP (1) und N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate (2 - 4): Ethanolaminphosphat (1)

und die N-Acylethanolaminphosphatderivate (2 - 4) wurden direkt im Phosphatpuffer
gelost. Es wurden Stammldsungen zwischen 2.5 uM und 400 uM hergestellt. Pro Well
wurden 50 pL der Stammldsung pipettiert (Endkonzentrationen pro Well zwischen

0.625 uM und 1000 uM).

Substratmischung fiir die Lipoxygenase: Fiir die Substratmischung wurde eine 16 mM

Arachidonsédureldosung (AA) in Ethanol und eine 16 mM Ldsung des Farbereagenzes 2°,
7°- Dichlorofluorescein-diacetat (H,DCFDA) in DMSO Phosphatpuffer (DMSO - Ge-
halt im Well 0,1 %) verwendet.

Die Substratmischung wurde wie folgt hergestellt:

Tab. 4.7 Zusammensetzung der Substratmischung fiir die Versuchsdurchfiihrung mit der LOX
V [nL] Losung [konz.]
40 AA [16 mM]
40 H,DCFDA [16 mM]
1920 Phosphatpuffer [100 mM]

Pro Well wurden 50 pL der Substratmischung pipettiert.

Lipoxygenaseldsung

Fiir die Enzyml6sung wurde der Soja — LOX V (701000 U/mg bzw. 3,6 mg Protein/mL)
verwendet. Die Enzymlosung wurde so hergestellt, dass die Endkonzentration je Well
25 U betrug. Pro Well wurde per automatischer Injektion am Plattenlesegerdt 100 pL
der Enzymlosung injiziert und die Reaktion gestartet. Die Aktivitdtsbestimmung der
Lipoxygenase und Inhibition durch (2 - 4), (1) bzw. NDGA (12) ist in Tab. 4. 8 darge-
stellt.
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Tab. 4. 8 Pipettierschema fiir die Durchfithrung der Lipoxygenase Versuche nach 4.3.11

Aktivitit [puL] Blind [pL] Test
N-Acyl- 50
Ethanolaminphosphat/ i
Ethanolaminphosphat
bzw. NDGA
Phosphatpuffer pH 9 >0 >0 )
Substratmischung >0 >0 >0
Lipoxygenase 100 100 100

Fluoreszensmessung Fluoreszensmessung Fluoreszensmessung
Ex 485 Em 520 Ex 485 Em 520 Ex 485 Em 520
30 min 30 min 30 min

4.3.12 Xanthinoxidase-Assay

Die Aktivitatsbestimmung der Xanthinoxidase erfolgte anhand der Detektion der gebil-
deten Harnsdure (13) bei 290 nm. Die gebildeten Superoxidanionen wurden indirekt
durch Reduktion von dreiwertigem Eisens zum zweiwertigen Eisen im Cytochrom C bei

550 nm spektralphotometrisch erfasst.

Folgende Losungen wurden fiir die Versuchsdurchfiithrung vorbereitet:

Enzymaktivitiit:

50 mM Kaliumdihydrogenphosphat — Puffer: In einem 200 mL MeBkolben wurden 1.36
g KH,PO4 in 190 mL Millipore -Wasser gelost, mit I M KOH auf einen pH-Wert von
7.5 eingestellt und auf 200 mL aufgefiillt.

0.15 mM Xanthinldsung fiir die Aktivititsbestimmung (Substrat): In einem Becherglas
wurden 2.28 mg Xanthin (13) in wenig 1 M NaOH gel6st und anschlieBend 90 mL Mil-

lipore - Wasser zugegeben, mit 0.1 M HCI auf pH 7.5 eingestellt, in einen 100 mL
MeBkolben umgetfiillt und bis zur Marke aufgefiillt.

Xanthinoxidase-Losung: Es wurde eine Xanthinoxidase Losung mit 0.1 - 0.2 U/mL in

KH,PO4 — Puffer pH 7.5 hergestellt.
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Inhibitionsversuche:

Phosphatpuffer pH 7.4: 0.87 g K,HPO4 und 0.68 g KH,PO4 wurden in jeweils 50 mL
Millipore Wasser gelost (Konzentration 100 mM). AnschlieBend wurde in die K;HPO,-

Losung KH,PO4-Losung langsam hinzugetropft bis man einen pH von 7.4 eingestellt

hatte. Der pH-Wert wurde mit Hilfe einer pH-MeBelektrode iiberpriift.

3.4 mM Xanthinlésung (13) fiir die Inhibitionsversuche (Substrat): 12.9 mg Xanthin

(13) in 25 mL 0.1 M NaOH gelost, ergaben eine Endkonzentration von 3.4 mM Xanthin
(13).

200 uM Cytochrom C Losung: 12.4 mg Cytochrom C in 2 mL Puffer pH 7.4 gelost,

ergaben Endkonzentration von 200 uM.

Xanthin/Cytochrom C Mischung (Mischung 1): 100 pL der 3.4 mM Xanthinldsung
(12), 100 L der 200uM Cytochrom C Losung wurden mit 300 pL Puffer pH 7.4 ver-

mischt. Von dieser Mischung wurden 50 pL in jedes Well pipettiert (Endkonzentration
pro Well Xanthin 170 uM und 100 uM Cytochrom C).

Xanthinoxidaselosung: 50 pL. Xanthinoxidase wurden in 500 puL Puffer pH 7.4 gelost

(Konzentration 1.45 U/mL). Aus dieser Stammldsung wurden 40 pL entnommen mit
960 pL Puffer pH 7.4 vermischt und jeweils 100 pL in jedes Well automatisch injiziert
(Konzentration pro Well 6 mU).

100 mM Allopurinol: 6.8 mg Allopurinol (23) in 500 uL DMSO gelost, ergaben eine

100 mM Stammldsung. Die einzelnen Verdiinnungen wurden anschlieBend in Puffer pH
7.4 gelost. Es wurde eine Verdiinnungsreihe mit einer Endkonzentration im Well zwi-

schen 500 und 7.8 uM hergestellt.

Ethanolaminphosphat und N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate: Die jeweiligen Kon-

zentrationen wurden in Puffer pH 7.4 hergestellt. 50 pL der jeweiligen Losung wurden

pro Well pipettiert.
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4.3.12.1 Versuchsdurchfiithrung: Bestimmung der Aktivitit der Xanthinoxidase

In einer 3 mL Volumen Quarzglaskiivette wurde der Versuch wie folgt durchgefiihrt:

Tab. 4.9 Pipettierschema zur Bestimmung der Aktivitit der Xanthinoxidase
Testmessung Blankmessung
[mL] [mL]

KH2PO4 -Puffer

pH 7.5 1.9 1.9
Xanthinlosung 1.0 1.0
Millipore Wasser - 0.1
XOD-Stammlosung 0.1 -

4.3.12.2 Einfluss von Ethanolaminphosphat und N-Acyl-Ethanolaminphosphaten
auf die Xanthinoxidase

Die Superoxidaniondetektion erfolgte durch die Redox-Reaktion mit dem Cytochrom

C-Eisen bei 550 nm fiir 5 min. Endvolumen pro Well war 200 pL.

Tab. 4. 10 Pipettierschema fiir die Inhibitionsversuche bzw. Superoxidanionfangreaktion
Testmessung | Endkonzentration
[nL] im Well
Xanthin/CytC 170 uM Xanthin
Mischung 50 100 pM CytC
Inhibitor 50 je nach Verdiinnung
XOD 100 6 mU
Detektion 5 min bei 550 nm

4.3.13 B-N-Acetylhexosaminidase Assay

4.3.13.1 Aktivititsbestimmung

Die Aktivitdt der B-N-Acetylhexosaminidase wurde nach den Vorschrift von Bessey et
al. (1946) und Borooh et al. (1961) bestimmt. Als Substrat diente p-Nitrophenyl-N-
acetyl-pB-D-glucosamin (pNPP-NAcG) (16). Nach Hydrolyse des Substrats werden N-
Acetyl-B-D-glucosamin (NAcG) (17), p-Nitrophenol (11) und Phosphat frei. P-
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Nitrophenol (11) absorbiert Licht bei einer Wellenldnge von 405 nm, iiber die Extinkti-
on konnte der Gehalt an p-Nitrophenol (11) und somit die Enzymaktivitdt errechnen

werden.

Folgende Losungen wurden fiir die Aktivititsbestimmung und Einflussbestim-
mung auf die B-N-Acetylhexosaminidase durch Ethanolaminphosphat und den
N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivaten hergestellt:

100 mM Citratpuffer pH 4.25: In einem Becherglas wurden 2.1 g Citronenséiure, 0.6 g
NaCl und 0.02 g BSA in 90 mL Millipore Wasser gelost mit 1 N NaOH auf pH 4.25

eingestellt und in einem 100 mL MeBkolben bis zur Marke aufgefiillt.

10 mM p-Nitrophenyl-N-Acetyl-B-D-Glucosamin (pNP-NAcG): 3.4 mg p-NP-NAcG

(24) wurden in 1 mL Millipore - Wasser gelost. Die Endkonzentration betrug 10 mM.

200 mM Boratpuffer pH 9.8: 1.24 g Borsdure wurden in 100 mL Millipore Wasser ge-

10st.

B-N-Acetylhexosaminidase: B-N-Acetylhexosaminidase wurde in einer Konzentration

von 0.05 U/mL in kaltem Citratpuffer pH 4.25 gelost.

Ethanolaminphosphat (1) bzw. N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate: Es wurden Ver-

diinnungsreihen zwischen 0.0625 und 50 mM in Citratpuffer pH 4.25 hergestellt. Je 20
uL wurden pro Well pipettiert, dies entspracht Endkonzentrationen zwischen 0.006 und
5 mM/Well.

Die Aktivitdtsbestimmung der B-N-Acetylhexosaminidase ist in Tab. 4. 11 dargestellt

Dabei wurde parallel ein Blindwert bestimmt
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Tab. 4. 11 Versuchsdurchfiithrung zur Bestimmung der Aktivitit der B-N-Acetylhexosaminidase
Test [pL] Blind [pL]
Citratpuffer pH 4.25 20 20
pNP-NAcG 25 25
Mischen
B-N-Acetylhexosaminidase 3 )
Mischen

10 min Inkubation

Boratpuffer pH 9.8

150

150

B-N-Acetylhexosaminidase

Absorptionsmessung bei 405nm

Die Berechnung der Aktivitit erfolgt nach folgender Gleichung:

(AA405nm Test — AA405nm) * (02)

Units/mL Enzym =

(10) * (18.5) * (0.005)

0.2 = Endvolumen Assay (in Milliliter)
10 = Reaktionszeit Assay (in Minuten)

18.5 = Millimolarer Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol bei 405 nm

0.005 = Enzymvolumen (in Milliliter)
Definition Unit:

Ein Unit hydrolysiert 1 pmol von p-Nitrophenyl-N-Acetyl-B-D-Glucosamin (16) pro

Minute bei einem pH Wert von 4.25 bei 25 °C

4.3.13.2 Bestimmung der Wirkung von N-Acyl-Ethanolaminphosphaten auf die

p-N-Acetylhexosaminidase

Analog zur Aktivititsbestimmung wurde auch der Einfluss von (1) bzw. (2 - 4) vorge-

gangen. Die Extinktion bei 405 nm ohne (1) bzw. (2 - 4) wurde nach Subtraktion des

Blindwertes als 100 % Wert gesetzt.
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Um den Einfluss von (1) bzw. (2 - 4) auf die Enzymaktivitdt zu {iberpriifen, wurde de-
ren Extinktion nach Abzug des Blindwertes jeweils vom 100 %-Wert subtrahiert und als
Prozentwert zum 100 %-Wert dargestellt. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen im

Konzentrationsbereich von 0.006 mM bis 2.5 mM durchgefiihrt.

Tab. 4. 12 Versuchsdurchfithrung zur Bestimmung der Aktivitat der B-N-Acetylhexosaminidase
nach Zusatz von N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivaten bzw. Ethanolaminphosphat (1)

Test [pL] Blind [pL] Konzentrationen
Ethanolaminphosphat
bzw. N-Acyl- 20 0.006 - 5 mM
Ethanolaminphosphat i AT
in Citratpuffer pH 4.25
p-NP-NAG 25 25 1.25 mM
Mischen Mischen
B-N-Acetyl-
hexosaminidase 3 i 0.05 U/mL
Mischen Mischen
10 min Inkubation 10 min Inkubation
Boratpuffer pH 9.8 150 150
B-N-Acetyl-
hexosaminidase i 3 0.05 U/mL
Absorptionsmessung Absorptionsmessung
bei 405 nm bei 405 nm

4.3.14 Cannabinoid-Rezeptor

Der ChemiSCREEN™ Membran Preparation recombinant human CB; Cananabi-
noidrezeptor Assay (Chemicon International a Seriologicals Company) wurde verwen-
det, um Kompetetionsversuche durch (1) und (2 - 4) mit *H-CP55940, dem markierten

synthetischen Agonisten des CB; Rezeptors, zu testen.

Folgende Losungen wurden fiir die Versuchsdurchfithrung vorbereitet:

Bindungs — Puffer: 50 mM HEPES, 5 mM CacCl,, 0.2 % BSA, pH 7.4 wurden filtriert
und bei 4 °C gelagert.

Wasch — Puffer: 50 mM HEPES, 500 mM NaCl, 0.1 % BSA, pH 7.4 wurden filt-
riert und bei 4 °C gelagert.
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Assay — Puffer: 50 mM HEPES, 0.5 % BSA, pH 7.4 wurden filtriert und bei
4 °C gelagert.

Ethanolaminphosphat, N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate: Die Substanzen (1 - 4)

wurden jeweils in Bindungs-Puffer gelost und Verdiinnungen (2, 20, 200, 2000, 5000
und 10000 pM) hergestellt. 10 pL der Verdiinnungen wurden pro Well pipettiert.

Konzentrationen pro Well: Die Sattigungseigenschaften des CB; wurden mit CP55940

Konzentrationen 1-12.5 nm und 10 pug CB; getestet. Fiir die Radioligand-Rezeptor-
Versuche wurden in eine 96 Well Platte 100 uL der Membranpreparation (Endkonzent-
ration pro Well 10 pg, bzw. 1 Unit), 80 uL Assay - Puffer, 10 uL der zu testenden Sub-
stanzlosungen im Assay-Puffer ((1), (2 - 4), Endkonzentration im Well 0.1, 1, 10, 100,
250 und 500 uM in Bindungspuffer) und 10 pL *H-CP55940 in DMSO (Endkonzentra-
tion pro Well 12,5 nm) pipettiert und fiir 90 min bei Raumtemperatur inkubiert (End-
konzentrationen DMSO 5 % (v/v), Ethanol 0.28 % (v/v)). Die spezifische Bindung der
eingesetzten Substanz in ihrer jeweiligen Konzentration wurde als Totalbindung abziig-
lich der Bindung in Gegenwart des nicht markierten CP55940-Liganden fiir jede Kon-
zentration *H-CP55940 ermittelt.

Durch Filtration durch mittels GF/C Filtermat A, welches vorher fiir eine Stunde in ei-
nen 0.33 % Polyethylenimin-Puffer lag, wurde mit Hilfe eines 96-Cell Harvesters die
Reaktion beendet. Der Filter wurde mehrmals mit destilliertem Wasser und anschlie-
Bend mit Assay-Puffer gewaschen, bei 60 °C eine Stunde getrocknet und in Szintillati-
onsgefafle tiberfithrt. 4 mL Rotiszint eco plus-Cocktail wurde in jedes Gefdll zugegeben
und die Radioaktivitit am folgenden Tag im Szintillationszdhler gemessen. Es wurden

jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.
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6 Strukturmatrix

In der folgenden Ubersicht sind die wesentlichen in dieser Arbeit aufgefiihrten Verbin-

dungen zusammengefasst.

Nr. | Substanz

(1) | Ethanolaminphosphat

(2) | N-Acetyl-Ethanolaminphosphat

(3) | N-Benzoyl-Ethanolaminphosphat

(4) | N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat

(5) | N-Lactoyl-Ethanolamin

(6) | Trimethyl-silyl-N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
(7) | Di-methyl-Ethanolaminphosphat

(8) | N-Acetyl-Ethanolamin

(9) | Ethanolamin

(10) | p-Nitrophenylphosphat

(11) | p-Nitrophenol

(12) | Nordihydroguaretséure

(13) | Xanthin

(14) | Harnsdure

(15) | Allopurinol

(16) | p-Nitrophenyl-N-acetyl-glucosamid

(17) | N-Acetyl-glucosamin

(18) | Methyl-N-lactoyl-Ethanolaminphosphat
(19) | Di-methyl-N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
(20) | Benzyl-N-Lactoyl-Ethanolaminphosphat
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7 Anhang

Tab. 7.1 Ergebnisse der Leitfahigkeitsmessung der N-Acyl-Ethanolaminphosphatderivate (2 - 4)
und Ethanolaminphosphat (1). Bestimmung der spezifischen Leitfahigkeit einer ca.
1*10~* molaren Lésung in Millipore-Wasser der jeweiligen Verbindung mittels Leitfi-
higkeitsmessgerdt und Berechnung der molaren Leitfédhigkeit iiber die molare Stoff-

mengenkonzentration
spezifische Leit- molare Leit-
fihigkeit fihigkeit

Substanz ¢ [mol/L] [uS/cm] [(S*cmz)/mol]
EAP 1.05 * 107 3.77 3.59
NLEAP 8.73 * 10™ 52.0 59.32
NAEAP 1.02 * 107 70.0 68.87
NBEAP 9.88 * 10™ 78.7 79.68

Tab. 7.2 Ermittelte Stabilititsraten von NAEAP (2), NBEAP (3) und NLEAP (4) mit EAP (1) als

Standard und NAEA (8) und NLEA (5) mit EA (9) als Standard bei pH 3/25 °C. Anga-
ben in g/L mit der jeweiligen Standardabweichung n=2.

Zeit [d] NAEAP NBEAP NLEAP NAEA NLEA
[g/L] [g/L] [g/L] [g/L] [g/L]

0 14.8+0.0 12.3+0.0 10.7+0.0 14.8+0.0 20.0+£0.0
1 10.6 £0.9 12.6 + 1.7 14.0+£0.8
2 11.7+0.2 104 £0.1 13.3£0.3 13.4+0.6
3 13.0+0.7 11.0+£1.9
4 11.4+2.0
7 13.2+0.6
8 13.5+1.4 9.0+04
9 10.1 £0.1
10 133+04 11.1+£0.5 8.5+0.3
11 9.1+0.5
13 10.5+2.2 149+3.6
15 11.6+0.9 8.7+1.9 12.3+0.3 14.8+1.2
16 10.1+1.2 16.0+ 1.4 123+0.4
17 7.9+0.6
18 73+0.3
19 11.2.0+0.1 10.7+2.7
20 11.1+2.1
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21 9.8+1.6
22 158+ 1.6
23 10.8+ 1.3 13.5+0.9 124+1.9
24 12.8 +£0.7 122+ 19 10.1 £0.1 10.9+£0.3

Tab. 7.3 Ermittelte Stabilitdatsraten von NAEAP (2), NBEAP (3) und NLEAP (4) mit EAP (1) als

Standard und NAEA (8) und NLEA (5) mit EA (9) als Standard bei pH 7.4/37 °C. An-
gaben in g/L mit der jeweiligen Standardabweichung n=2.
Zeit [d] NAEAP NBEAP NLEAP NAEA NLEA
[g/L] [g/L] [g/L] [g/L] [g/L]

0 9.2+0.0 123+0.0 10.7+0.0 14.8+0.0 20+ 0.0
1 134+0.1 20.1+3.9
2 10.6 + 0.6 144+1.8 146+1.4
3 75+0.9 10.7 £ 0.7
7 8.8+04
9 82=+1.5 83+1.0 9.2+0.2
10 7.4+0.7 10.3+0.4 8.6£0.6
11 7.2+£0.1 10.6 £ 0.7
13 145+1.6 21.5+0.8
15 11.1+1.7 18.4+0.3
16 8304 10.5+0.2 10.8+04 17.0+0.7 14.1+£52
17 94+13 10.3+0.1 11.1+0.1
18 10.9+0.7
19 123+£2.2 123+2.1
21 9.8+0.5 93+0.5 11.2+0.1
22 7.6+1.2 9.6+0.2 142+0.8
23 11.7+0.1 16.1 +3.1
24 8.3+0.3 9.4+£0.6 14.1+0.7
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Tab. 7. 4 Ermittelte Stabilititsraten von NAEAP (2), NBEAP (3) und NLEAP (4) mit EAP (1) als
Standard und NAEA (8) und NLEA (5) mit EA (9) als Standard bei pH 10/25 °C. An-
gaben in g/l mit der jeweiligen Standardabweichung n=2.

Zeit [d] NAEAP NBEAP NLEAP NAEA NLEA
[g/L] [g/L] [g/L] [g/L] [g/L]

0 9.2+ 0.0 12.3+0.0 10.7 0.0 14.8 0.0 20.0 + 0.0
1 6.6+2.0 10.8 0.2 11.4+04 192+1.7
2 102+ 14 10.8+ 1.3
3 11.1+13
5 71424 13.4+0.5 13.2+2.9
6 84+18 11.8+1.1
7 8.9+0.2
8 9.1+0.4
9 6.6+2.2 122+1.2 8.0+0.5
10 45+1.5 11.9+1.6 9.2+0.9 159+2.6
11 97+12
12 52+13 18.5+4.9
13 10.9 0.3
15 9.6+0.8 11.7+1.7 113+12
16 8.7+ 1.0 13.1+3.3
18 46+0.1 215+2.1
19 10.3+0.9
20 6.5+2.1 21.0+2.3
21 19.9+0.5
22 8.6+0.1 8.8+ 1.4 12.6 £0.1
23 7.0+0.1 19.0+2.1
24 2.9+0.8 7.1£0.3 142+23 20.5+0.1




Anhang 137

uS/em a)
14 Cr

N-L-EAP

Cond 2 Y] § 10 n 16 18 2 22 24 2 28 30 3% 3 36

Zeit [min]

Abb. 7.1 oben: Tonenchromatogram Isolierung von NLEAP (4) aus Nigorisake mit Dowex.
Durchfiihrung siehe 4.3.7.1
Unten: lonenchromatogramm Isolierung von NLEAP (4) aus Nigorisake mit SPE.
Durchfiihrung siche 4.3.7.2. IC Bedingungen 4.2.5.

us/em {Cond 2

N-L-EAP

- . /\ . JZ !
20 22 24 26 28 30 32 34

Zeit [min]

=
16 1

8

Abb. 7.2 oben: Ionenchromatogram Isolierung von NLEAP (4) aus Amasake mit Dowex.
Durchfiihrung siehe 4.3.7.1
unten: lonenchromatogramm Isolierung von NLEAP (4) aus Amasake mit SPE.
Durchfiihrung siehe 4.3.7.2. IC Bedingungen 4.2.5.



138 Anhang

Zeit [min]

Abb. 7.3 oben: lonenchromatogram Isolierung von NLEAP (4) aus Rotkohl mit Dowex.
Durchfiihrung siche 4.3.7.1
unten: lonenchromatogramm Isolierung von NLEAP (4) aus Rotkohl mit SPE.
Durchfiihrung siche 4.3.7.2. IC Bedingungen 4.2.5.

Tab. 7.5 Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=2) aus der Isolierung
von Lebensmitteln bzw. Kontrolle mit NLEAP (4) mit SC. Durchfiihrung sieche 4.3.7.1.
IC Bedingungen 4.2.5.
Lebensmittel | Wiederfindung [%] | SD [%]
NLEAP 101.8 74
Nigorisake 69.7 9.5
Sake 87.2 4.5
Amasake 100.7 12.7
Rotkohl 54.1 24
Tab. 7. 6 Ermittelte Wiederfindungsraten und Standardabweichungen (n=2) aus der Isolierung

von Lebensmitteln bzw. Kontrolle mit NLEAP (4) mit SPE. Durchfiihrung sieche
4.3.7.1. IC Bedingungen 4.2.5.

Lebensmittel | Wiederfindung [%] | SD [%]

NLEAP 98.0 1.4
Nigorisake 80.9 1.3
Sake 91.1 26.3
Amasake 52.8 18.7

Rotkohl 62.1 4.2
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Tab. 7.7

Ermittelte Werte des PhospholipaseA,-Assays. Angegebene Werte: Mittelwerte und

Standardabweichungen fiir N-Acetyl-Ethanolaminphosphat (2) und N-Benzoyl-

Ethanolaminphosphat (3) (n=3).

[uM] | MW NAEAP [%] MW NBEAP [%]
0.2 98.7+1.6 99.2+0.7
1 97.1+2.7 98.2+0.9
5 97.8+5.1 98.6 £0.1
20 98.1+1.4 95.8+0.3
100 95.2+0.2 86.9+£5.7
600 77.7+0.3 66.4+0.2
2376 782+2.2 64.4+29
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