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I. EINLEITUNG

|. EINLEITUNG

Biomembranen sind wahrscheinlich genauso alt wie lebende Organismen, da erst
durch sie eine Abgrenzung des Zellinhaltes von seiner Umgebung mdglich ist.
Biomembranen dienen als Grenzflachen zwischen einzelnen Zellen, Zellen und ihrer
Umgebung und zwischen Zellorganellen und dem Cytoplasma. Membranen sind
aullerdem auch an Signalwahrnehmung und Signalweiterleitung beteiligt. Sie stellen
zudem eine wichtige Quelle fur die Bildung von Signalmolekulen, die aus Fettsauren
generiert werden, dar. Diese Molekile kdnnen als intrazellulare Mediatoren,
extrazellulare Signale oder als Botenstoffe zwischen verschiedenen Organismen
fungieren.

Oxygenierte Fettsdauren (Oxylipine) sind sowohl im Tier als auch in der Pflanze als
Signalstoffe seit langem etabliert. Eine der bedeutendsten und am besten untersuchten
Substanzen im Tier stellen Cyclopentan(on)-Verbindungen wie z. B. die Prostaglandine
dar. In den vergangenen Jahren wurde eine weitere Verbindungsklasse genauer
charakterisiert, die ein eigenes Spektrum an biologischen Aktivitdten besitzt, die
Cyclopentenon-Prostaglandine. Das im Vergleich zu den Cyclopentanonen unter-
schiedliche Wirkspektrum wird zum Teil auf das a,b-ungesattigte Keton im Ringsystem
zuriickgefihrt (Straus und Glass, 2001). Interessanterweise besitzen Oxylipine in
Tieren und Pflanzen auffallende Anlichkeiten in Struktur, Biosynthese und Funktion
(Blée, 2002). Ein wichtiger Signalstoff in Pflanzen ist Jasmonsaure (JA), eine
Cyclopentanon-Verbindung, die an verschiedenen physiologischen und patho-
logischen Prozessen in der Pflanze beteiligt ist, z. B. bei pflanzlichen Abwehr-
reaktionen (Farmer und Ryan, 1992). 12-Oxo-Phytodiensaure (OPDA), ein Zwischen-
produkt in der Jasmonsaure-Biosynthese mit Cyclopentenon-Struktur, ist ebenfalls
biologisch aktiv. OPDA ist beispielsweise der entscheidende Signalstoff bei der
Rankenspiralisierung von Bryonia dioica (Weiler et al., 1993). Jasmonsaure und 12-
Oxo-Phytodiensdure besitzen zum Teil gleiche biologische Funktionen, wahrend an
anderen Reaktionen nur ein Signalstoff beteiligt zu sein scheint. Dieser Unterschied im
Wirkungsspektrum kann in Analogie zu den Cyclopentenon-Prostaglandinen im Tier in
der reaktiven Cyclopentenon-Struktur von 12-Oxo-Phytodiensaure begriindet sein
(Farmer et al., 2003; Stintzi et al., 2001; Weber, 2002).
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[.1 Oxylipine in Tieren

Der gro3te Teil der in tierischen Organismen gebildeten Oxylipine leitet sich von
Arachidonsaure (20:4) ab, der haufigsten ungesattigten Fettsaure in Membranlipiden.
Die daraus gebildeten Fettsaure-Derivate werden als Eicosanoide bezeichnet (griech.
eicosin = zwanzig)?

I.1.1 Enzymatisch gebildete Oxylipine - Prostaglandine

Eine wichtige Klasse der Eicosanoide sind die Prostaglandine (z.B. PGD,, PGE,)
(siehe Ubersicht in Abbildung 1.2), die enzymatisch aus Arachidonséure gebildet
werden. lhr Name bezieht sich auf die Prostata, in der sie zuerst nachgewiesen wurden
(von Euler, 1934). Die Struktur der Prostaglandine basiert auf der nicht nattrlich
vorkommenden Prostansaure (siehe Abbildung 1.1). Der Buchstabe, der der Abklrzung
PG nachgestellt ist, bezeichnet die Art der Sauerstoffsubstitution am Cyclopentanring
mit Hydroxyl- bzw. Ketogruppen, der numerische Index gibt die Anzahl der
Doppelbindungen in den Seitenketten an. Ein nachgestelites a bzw. b (z.B. bei
PGF,,) charakterisiert die Stellung der C9-Hydroxygruppe unterhalb oder oberhalb der

Ringebene.
9 1
11 15

Abbildung I.1: Grundgerist und Kohlenstoff-Numerierung der Prostanséure

Cyclopentan-Prostaglandine spielen eine entscheidende Rolle bei verschiedenen
physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen, Dbeispielsweise bei der
Regulation des Wasserhaushalts, bei Entzindungsprozessen, bei der Wundheilung
und Reproduktion. Prostaglandine kdnnen in Saugetieren in fast allen Geweben und
Organen synthetisiert werden, aber nicht in allen Zelltypen (Smith und Marnett, 1991).

1.1.1.1 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentan(on)-Prostaglandinen

Die Biosynthese dieser Verbindungen umfasst drei Schritte: die Freisetzung von
Arachidonsaure aus Membranlipiden durch eine Phospholipase, die Umwandlung in
PGH, durch die PGH-Synthase und die anschlieBende Bildung der verschiedenen
Prostaglandin-Typen (siehe Abbildung 1.2) (Smith und Fitzpatrick, 1996).
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Abbildung I.2: Ringstrukturen verschiedener Prostaglandin-Klassen. PGG;, Hy, D;, E;, Foq
und I, (Prostacyclin) sind enzymatisch gebildete Prostaglandine des
tierischen Organismus. Die Cyclopentenone PGJ,, Dlz-PGJz und 15d-D'**-
PGJ, sowie PGA, und PGB, sind nichtenzymatisch gebildete Abbau-
produkte von PGD, bzw. PGE,.

Prostaglandine werden in vivo nicht gespeichert, sondern nach Zellstimulation de novo
synthetisiert (Marks und Firstenberger, 1999). Dabei wird Arachidonsaure nach einem
Reiz durch eine Phospholipase aus der Zellmembran herausgelést und von der PGH-
Synthase, einem bifunktionellen Enzym, bestehend aus einer Cyclooxygenase und
einer Peroxidase, in ein Bicyclo-Endoperoxid tberfiihrt (PGH,). Prostaglandin H, kann
weiter Uber spezifische Synthasen in die entsprechenden Cyclopentan-Prostaglandine
D, E und F sowie Thromboxan und Prostacyclin umgesetzt werden (Marks und
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Furstenberger, 1999). Welche Verbindung dabei gebildet wird, hdngt vom Zelltyp ab,
da fast jede Zelle nur ein PGH,-metabolisierendes Enzym besitzt (Smith und Marnett,
1991). Durch Reduktion kann aus PGH, Prostaglandin F,, gebildet werden, die
Prostaglandine D, und E, entstehen durch Umlagerung von PGH, (Smith, 1992).

1.1.1.2 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentenon-Prostaglandinen

D- und E-Ring-Verbindungen sind als b-Hydroxyketone im Gegensatz zu PGF,, relativ
instabil, sie kdnnen nichtenzymatisch zu Cyclopentenon-Derivaten dehydratisieren.
Prostaglandin E, und D, werden spontan unter Wasserabspaltung und Isomerisierung
in PGA, bzw. PGB, sowie eine Serie von Prostaglandinen J umgewandelt (siehe
Abbildung 1.2) (Straus und Glass, 2001). PGJ, wurde erstmals von Fukushima et al. bei
Untersuchungen zur antitumoralen Aktivitat von PGD, entdeckt (Fukushima et al.,
1982). Ein Jahr spater konnten Fitzpatrick und Wynalda durch in vitro-Inkubation von
PGD, in Albumin-haltigem Puffer drei weitere Abbauprodukte isolieren, 15d-PGD,, D"*-
PGJ, und 15d-D'***-PGJ, (Fitzpatrick und Wynalda, 1983). In neueren Untersuchungen
zum in vitro-Abbau von PGD, wurde der bisher angenommene Weg zur Bildung von
Cyclopentenon-Prostaglandinen widerlegt (Shibata et al., 2002). Hier konnte gezeigt
werden, dass die Bildung von 15d-PGD,, PGJ, und 15d-D'***-PGJ, Albumin-
unabhangig ablauft, wobei 15d-D'***-PGJ, direkt aus PGJ, gebildet werden kann. Das
bisher angenommene Intermediat D*-PGJ, entsteht dagegen nur tiber einen Abumin-
abhangigen Abbauweg aus PGD, und stellt ein Endprodukt im PGD,-Metabolismus dar
(siehe Abbildung 1.3) (Shibata et al., 2002).

HO

7,
i -H,0
© OH \ HO
PGD, NN COo0oH
-HO .

o

.-'\:MCOOH 15d-PGD2
@\9\/\/\/ [Albumin]
PGJ, “NZ= AN cooH
_|—LO S -
0
D*PGJ,
O 15d-D**-PGJ,
Abbildung 1.3: PGD,-Abbauweg. Die in der Seitenkette von D12-PGJ2 enthaltene isolierte

Hydroxy-Funktion ist reaktionstrage und wird nicht mehr als Wasser
abgespalten.
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Obwohl die in vivo-Existenz dieser Verbindungen seit ihrer Entdeckung kontrovers
diskutiert wird (Maxey et al., 2000), gibt es Evidenz fir die Entstehung von
Cyclopentenon-Derivaten, z.B. von 15d-D"***-PGJ,, in vivo (Gilroy et al., 1999; Straus
und Glass, 2001). Die entsprechende Literatur zu diesem Thema sollte kritisch
betrachtet werden, da die Umwandlung von PGD, und PGE, auch in vitro, z.B.
wahrend der Probenaufarbeitung, stattfinden kann (Maxey et al., 2000; Straus und
Glass, 2001).

Cyclopentenon-Prostaglandine enthalten als gemeinsames Strukturmerkmal ein
elektrophiles a,b-ungesattigtes Keton, das anfallig fur nucleophile Additionen ist
(Michael-Addition). D>-PGJ, zum Beispiel reagiert in vitro kovalent mit Thiolen wie
Cystein und Glutathion (GSH). Diese Konjugationsreaktion, die bereits nicht-
enzymatisch ablauft, kann durch die Anwesenheit von Glutathion-S-Transferasen
(GST) noch beschleunigt werden (Atsmon et al., 1990).

1.1.1.3 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentenon-Prostanoiden in
Invertebraten

Prostaglandine wurden neben in Sdugetieren auch in einer Vielzahl anderer Wirbeltiere
und Wirbellosen gefunden, z.B. in Végeln, Froschen und Insekten (Bundy, 1985). Eine
grof3e Vielfalt an Eicosanoiden wurde auf3erdem in Korallen nachgewiesen. Sowohl
Prostaglandine vom A, E- und FTyp als auch verschiedene atypische Prostanoide,
wie Clavulone und Punaglandine, wurden bisher in Korallen entdeckt (siehe Abbildung
1.4) (Gerwick, 1993).

0 o) OAc
Z [ = NN
AcO
OH
15(R)-PGAsMethylester Clavulon |
O o) OAc OAc
- COOCH;
cl - COOCH; cl OAc
: — ' —\—\
CH OH
Chlorovulon | Punagandin |

Abbildung 1.4: Eine Auswahl verschiedener Prostanoide, die aus Korallen isoliert
wurden. Die C15-Hydroxy-Gruppe des PGA,-Methylester aus P.
homomalla weist im Gegensatz zu den Prostaglandinen in Saugetieren
eine R-Konfiguration auf.
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Die Karibische Koralle Plexaura homomalla ist der Organismus mit der hdchsten
Prostaglandin-Konzentration in der Natur (Varvas et al., 1999). Neben E- und F-Ring-
Verbindungen konnten mit PGA,-Estern Cyclopentenone als Hauptprodukte
nachgewiesen werden (Varvas et al., 1999). Interessanterweise sind die aus der
Koralle isolierten 15R-Prostaglandine im Vergleich zu den 15S-Verbindungen im
Sdugetier entgegengesetzt konfiguriert (Valmsen et al, 2001). Trotz der
Charakterisierung einer Cyclooxygenase in P. homomalla ist die Biosynthese dieser
Verbindungen noch nicht vollstandig geklart (Valmsen et al., 2001).

Eine weitere Gruppe von Cyclopentenon-Prostanoiden, die Clavulone (Kikuchi et al.,
1982; Kobayashi et al., 1982), sowie einfach halogenierte Clavulon-Analoga, wie z.B.
die Chlorovulone (lguchi et al., 1985), konnten aus der Weichkoralle Clavularia viridis
isoliert werden (siehe Abbildung 1.4). Auch hier wurde ein Enzym mit Homologie zu
Cyclooxygenasen im Saugetier gefunden (Koljak et al.,, 2001). Ungeachtet dessen
besteht die Mdglichkeit, dass Prostanoide wie die Clavulone in Korallen tber einen
Lipoxygenase/Allenoxid-Weg gebildet werden koénnen (Varvas et al., 1999), vergleich-
bar mit dem Biosyntheseweg von 12-Oxo-Phytodiensdure und Jasmonsaure in
Pflanzen (Tijet und Brash, 2002).

Den Chloroclavulonen ahnliche Cyclopentenon-Verbindungen, sogenannte Puna-
glandine, wurden in der Achtstrahligen Koralle Telesto riisei gefunden (siehe Abbildung
I.4) (Baker et al., 1985). Sowohl die Clavulone als auch ihre halogenierten Analoga,
Chlorovulone und Punaglandine, besitzen cytotoxische und antiproliferative Aktivitat in
verschiedenen Zellsystemen (Gerwick, 1993). Die Cytotoxizitét spielt moglicherweise
bei der Verteidigung der Korallen gegen andere maritime Lebewesen eine Rolle
(Grechkin, 1995).

I.1.2 Nichtenzymatisch gebildete Oxylipine - Isoprostanoide

Mehrfach ungeséttigte Fettsauren wie z.B. Arachidonsaure sind duf3erst oxidations-
empfindlich. In Gegenwart von molekularem Sauerstoff kann so eine Vielzahl von
Peroxy-, Hydroxy- und Epoxy-Verbindungen durch Autoxidation gebildet werden. Die
beiden dafir notwendigen Voraussetzungen sind das Vorhandensein von
nichtkonjugierten, cis-standigen Doppelbindungen in den Fettsauren und die
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff (Marks und Furstenberger, 1999).

Neben der enzymatischen Synthese von Prostaglandinen kann es durch
nichtenzymatische, Radikal-katalysierte Oxidation von Arachidonséure zur Bildung von
Prostaglandin-ahnlichen Verbindungen kommen (Morrow et al., 1990a). Da diese
Verbindungen racemische Isomere der Prostaglandine sind, werden sie als
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Isoprostane (iP) bezeichnet (Rokach et al., 1997a). Isoprostane unterscheiden sich von
Prostaglandinen in der Lange und der Stereochemie der Seitenketten, die durch den
unterschiedlichen Biosyntheseweg begrtindet ist (Rokach et al., 1997b).

I.1.2.1 Vorkommen und Biosynthese von Isoprostanen

Isoprostane entstehen im Vergleich zu den Prostaglandinen CGber ahnliche
Zwischenstufen. Bei der Prostaglandin-Biosynthese wird unter dem Einfluss der PGH-
Synthase ausschliel3lich ein Isomer, Prostaglandin H,, mit einer trans-Stellung der
beiden Seitenketten gebildet. Dagegen entstehen bei der Radikal-katalysierten
Oxidation von Arachidonsaure fast nur cis-lsomere (Liu et al., 1998). Es gibt zwei
Vorschlage fir die Bildung von Isoprostanen, die jeweils nach einem darin
vorkommenden Zwischenprodukt benannt wurden: den Endoperoxid- und den
Dioxetanweg. In Abbildung L5 ist der Endoperoxidweg dargestellt (Morrow et al.,
1990b):
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4 v I
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2
O=0 0-0°
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O COOH O O COOH o —
o O =/A\"cooH © - O COOH
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Isoprostan G;lli Isoprostan G-IV Isoprostan G-V Isoprostan G-VI

Abbildung I.5: Der Endoperoxidmechanismus: postulierte Synthese von Isoprostanen
aus Arachidonséaure. Als Intermediat entsteht dabei ein Endoperoxid.
Theoretisch kdnnen Uber diesen Reaktionsmechanismus vier regio-
isomere Verbindungen (lll — VI) gebildet werden, die jeweils aus 16
Isomeren bestehen.
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Da fur die Bildung eines Cyclopentan-Rings lediglich eine 1,4,7-Octatrien-Einheit
notwendig ist, kbnnen bei der Isoprostan-Biosynthese insgesamt vier Regioisomere mit
unterschiedlich langen Seitenketten formiert werden (Rokach et al., 1997b). Im ersten
Schritt wird eines der bis-allylischen Wasserstoffatome von C 13, 10 oder 7 radikalisch
abgespalten, die dabei entstehenden Pentadienylradikale kénnen mit molekularem
Sauerstoff Peroxylradikale bilden. Diese Radikale kdnnen zum Bicyclo-Endoperoxid
umgelagert werden und anschlieRend ein weiteres Sauerstoffmolektl aufnehmen. Die
so gebildeten Bicyclo-Endoperoxylradikale kdnnen wiederum z.B. von einer weiteren
Fettsaure Wasserstoff abstrahieren. Da die Cyclisierung der Endoperoxide nach den
Woodward-Hoffmann-Regeln disrotatorisch erfolgt, sind die Seitenketten fast
ausschliel3lich cis-orientiert (Corey et al., 1984; O'Connor et al., 1984; Porter et al.,
1984). Diese in Analogie zu den Prostaglandinen als Gy-Isoprostane (iPG,)
bezeichneten Verbindungen lagern sich im wassrigen Milieu spontan zu D,- und E-
Isoprostanen um (Morrow et al., 1994), durch direkte Reduktion entstehen F,-
Isoprostane (Morrow et al., 1990a) (siehe Abbildung 1.6).

o R,
(I)q//\rRz

G,-lsoprostane

K‘[Eg] {J[Red] \ied]
o AU s AU o

Ds;Isoprostane E,-Isoprostane F,-Isoprostane

Abbildung I.6: Umlagerung des Endoperoxids iPG, in die verschiedenen Isoprostan-
Klassen iPD,, E, und F,. Die Reste R; und R, reprasentieren die
Carboxylat- bzw. die Methylenden von Arachidonsaure.

Fur die Entstehung von Isoprostanen wurde zudem ein alternativer Biosyntheseweg
diskutiert, der Uber eine Dioxetan-Zwischenstufe verlauft (nicht abgebildet) (Corey und
Wang, 1994). Inzwischen konnte allerdings gezeigt werden, dass eine Isoprostan-
Biosynthese Uber den Dioxetanweg unwahrscheinlich ist (Yin et al., 2003).

Isoprostane konnten in allen tierischen Geweben und Korperflissigkeiten
nachgewiesen werden (Morrow und Roberts, 1997), wobei ihre Konzentration die der
Prostaglandine um mehr als eine Zehnerpotenz Ubersteigen kann (Liu et al., 1998). Bei
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vielen pathophysiologischen Prozessen im ierischen Organismus, z.B. bei Asthma,
Diabetes oder Krebs, werden verstarkt freie Radikale bzw. Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) gebildet, die ungesattigte Fettsduren oxidieren kénnen (Janssen, 2001; Morrow
et al.,, 1999). Tatsachlich wird bei einer Vielzahl von Erkrankungen eine verstarkte
Bildung von Isoprostanen nachgewiesen (Janssen, 2001), diese Verbindungen kénnen
deshalb als Marker fir oxidativen Stress eingesetzt werden (Roberts und Morrow,
2002). koprostane sind dartiber hinaus biologisch aktiv. Zwei synthetisch hergestellte
Isomere, iPE, Typ Il und iPF,; Typ lll, sind potente renale Vasokonstriktoren, l6sen
Bronchokonstriktion aus und modulieren die Plattchenaggregation (Pratico et al.,
2001). Wahrend Isoprostane als Marker fur Lipidperoxidation etabliert sind, ist ihre
Rolle als Mediator von oxidativem Stress noch unklar (Janssen, 2001).

1.1.2.2 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentenon-Isoprostanen

Das wachsende Interesse an reaktiven Cyclopentenon-Prostaglandinen aufgrund ihres
im Vergleich zu den Cyclopentan(on)-Verbindungen unterschiedlichen Wirkungs-
spektrums fuhrte auch zur Entdeckung einer weiteren Gruppe von Isoprostanen, die
ebenfalls ein a,b-ungesattigtes Keton enthalten.

In Analogie zu den Prostaglandinen sind auch die D- und E-Isoprostane instabile
Verbindungen, die spontan unter Wasserabspaltung in Cyclopentenon-Isoprostane
umgewandelt werden kénnen (siehe Abbildung 1.7).

o OH HO OH
\
~N R N R
& eag
HO o
iPD, iPE,
§Ho §-HO
o) OH OH
R oI - R
iPJ, iPA,

Abbildung 1.7: Bildung von Cyclopentenon-lsoprostanen durch Dehydratisierung.

Chen et al. konnten zeigen, dass A.- und J,-Isoprostane in vitro durch Autoxidation von
Arachidonsaure gebildet werden kdnnen (Chen et al., 1999). AuRerdem gelang es,
diese Verbindungen in veresterter Form in Lipiden nachzuweisen (Chen et al., 1999).
Unveresterte, freie Cyclopentenon-Isoprostane konnten in vivo dagegen nicht detektiert
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werden. Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte die schnelle Metabolisierung dieser
Molekile sein (Roberts und Morrow, 2002), da a,b-ungeséttigte Carbonylverbindungen
kovalent mit Nucleophilen wie Glutathion oder freien Thiolen, z.B. in Proteinen,
reagieren (Chen et al., 1999).

1.1.2.3 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentenon-Neuroprostanen

Cyclische Verbindungen kénnen durch Autoxidation aus jeder mindestens dreifach
ungesattigten Fettsaure gebildet werden. Die einzig notwendige Voraussetzung ist die
Anwesenheit einer 1,4,7-Octatrieneinheit, molekularer Sauerstoff und ROS (Roberts
und Morrow, 2002). Aus Docosahexaenséure (DHA, 22:6W3), einer besonders in der
grauen Substanz im Gehirn haufig vorkommenden ungesattigten Fettsdure, kdnnen
nichtenzymatisch Isoprostan-ahnliche Verbindungen, sogenannte Neuroprostane,
gebildet werden (Roberts et al., 1998). Ein signifikanter Anstieg von F,-Neuroprostanen
konnte in der Cerebrospinalfliissigkeit von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden,
so dass diese Verbindungen einen Hinweis auf die Beteiligung freier Radikale bei der
Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen geben kénnen (Roberts et al.,
1998).

Da die Biosynthese der Neuroprostane wie die Entstehung der Isoprostane Uber
Endoperoxide verlauft, ist auch hier neben der Reduktion zu F-Ring-Verbindungen die
Umlagerung zu DJ/E,;-Neuroprostanen moglich (Reich et al., 2000). Diese wiederum
kénnen spontan in vitro und in vivo zu J,/As-Neuroprostanen dehydratisieren (Fam et
al., 2002). Obwohl diese Verbindungen wie alle oben genannten Cyclopentenone mit
Glutathion reagieren, sind die in verschiedenen biologischen Systemen nach-
gewiesenen Mengen um eine Zehnerpotenz hoher als alle bisher analysierten
Neuroprostane (Fam et al., 2002).

Inwieweit Isoprostane und ihre verwandten Verbindungen, insbesondere die mit
hochreaktiven Cyclopentenon-Strukturen, auch eine physiologische Rolle spielen, ist
noch weitgehend unklar.

I.2 Biologische Aktivitat von Oxylipinen in Tieren

Prostaglandine sind essentielle Mediatoren fir eine Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen in Saugetieren. Cyclopentan(on)-Prostaglandine
binden an membranstandige GProtein-gekoppelte Rezeptoren, wodurch intrazellulare
.second messenger” wie cAMP und Inositoltriphosphat reguliert werden (Straus und
Glass, 2001). Wahrend fur Cyclopentenon-Prostaglandine noch keine membran-
standigen Rezeptoren identifiziert wurden, konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
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sie aktiv in die Zellen transportiert werden kénnen (Negishi und Katoh, 2002) und mit
zellularen Zielproteinen wie Transkriptionsfaktoren oder Signalmolekilen reagieren
(Straus und Glass, 2001).

I.2.1 Biologische Aktivitat von Cyclopentan(on)-Oxylipinen

Bislang konnten acht spezifische Prostanoid-Rezeptoren charakterisiert werden, vier
davon fir PGE (EP..), je ein Rezeptor fur PGF (FP), PGD (DP) und Prostacyclin (IP)
sowie einer fir Thromboxan (TP) (Narumiya et al., 1999). Die Prostanoid-Rezeptoren
kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden, je nach der Art der Signalweiterleitung und
ihrer Effekte: Rezeptoren, die Uber einen cAMP-Anstieg eine Entspannung glatter
Muskulatur auslésen (IP,DP,EP, und EP,), Rezeptoren, die iiber eine Ca**-Freisetzung
zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur fihren (TP, FP und EP;) und ein
inhibierender Rezeptor (EPs), der Uber eine cAMP-Abnahme die Entspannung der
glatten Muskulatur verhindert (Narumiya et al., 1999). Entsprechend vielféltig sind die
dadurch vermittelten Reaktionen, z.B. auf die Blutplattchenaggregation, die Regulation
der Nierenfunktion, auf eine Aktivierung sensaorischer Nerven sowie bei Schmerz- und
Entzindungsreaktionen (Narumiya et al., 1999).

I.2.2 Biologische Aktivitat von Cyclopentenon-Oxylipinen

Verschiedene Mitglieder der Cyclopentenon-Familie besitzen antivirale, antitumorale
und antiinflammatorische Eigenschaften (Straus und Glass, 2001). Prostaglandin A
und D“-Prostaglandin J, kénnen zum Beispiel durch eine verstarkte Bildung
cytoprotektiver Proteine die virale Replikation sowohl von DNA- als auch von RNA-
Viren inhibieren (Santoro, 1997). PGA; und Prostaglandine der JFamilie hemmen die
Zellproliferation und induzieren die Zelldifferenzierung (Fukushima, 1990; 1992). In
hoheren Konzentrationen sind diese Verbindungen cytotoxisch und kénnen zur
Apoptose fuhren (Fukushima, 1990; 1992; Kim et al., 1993). 15d-PGJ, unterdriickt in
aktivierten Makrophagen die Expression verschiedener Gene, z.B. fir die
Cyclooxygenase 2 (COX-2), den Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) sowie die
induzierbare NO-Synthase (iINOS), die an Entzindungsreaktionen beteiligt sind (Straus
und Glass, 2001). Cyclopentenone werden auch als Stressantwort auf verschiedene
Umweltreize gebildet, wobei sie selbst die Biosynthese verschiedener Stress-
bezogener Proteine induzieren, z.B. die Bildung von Hitzeschockproteinen (HSP) oder
Proteindisulfid-lsomerasen (Straus und Glass, 2001). AuRerdem konnen weitere
cytosolische Zielproteine durch kovalente Reaktion mit Cyclopentenonen wie 15d-PGJ,
irreversibel modifiziert werden. Dazu gehdren der Transkriptionsfaktor NF-¢B (siehe
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1.2.2.2) (Cerunda-Morollon et al., 2001; Straus et al., 2000), «Bb Kinase, eine NF-«B-
aktivierende Kinase (Rossi et al., 2000), und die Thioredoxin-Reduktase (TrxR), die an
der Regulation des Redox-Status in der Zelle beteiligt ist (Moos et al., 2003). 1995
wurde gezeigt, dass 15d-PGJ, ein natirlicher Ligand mit hoher Affinitat fur den
Peroxisomen-Proliferator aktivierten Rezeptor ist (PPAR(Q (siehe 1.2.2.1) (Forman et
al., 1995; Kliewer et al., 1995). 15d-PGJ, aktiviert zudem HRas-Proteine durch direkte
Reaktion mit einem Cystein-Rest. H-Ras-Proteine sind an der Kontrolle von
Zellproliferation und Ausdifferenzierung beteiligt (Oliva et al., 2003).

Fur viele der oben genannten biologischen Aktivitdten scheint das Vorhandensein
eines a,b-ungesittigten Ketons notwendig zu sein (Straus und Glass, 2001). In
tierischen Systemen konnten einige Wirkungen der Cyclopentenon-Prostaglandine
durch die Chemikalie 2Cyclopenten-1-on imitiert werden, wenn auch in 30- bis 100-
fach hoherer Konzentration (Rossi et al., 1996; Straus und Glass, 2001).

1.2.2.1 Cyclopentenon-Prostaglandine als nattirliche Liganden fir PPARg

Die glsoform des Peroxisomen-Proliferator aktivierten Rezeptors g (PPAR(), die vor
allem im Fettgewebe lokalisiert ist, ist ein spezifischer Kernrezeptor fur 15d-PGJ,
(Negishi und Katoh, 2002). D'*-PGJ, bindet ebenfalls an diesen Kernrezeptor, jedoch
mit geringerer Affinitat (Forman et al.,, 1995; Kliewer et al., 1995). PPARg ist unter
anderem entscheidend an der Ausdifferenzierung von Praadipozyten in Adipozyten
beteiligt (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995).

Bindet ein Ligand wiel5d-PGJ, an PPARg, kann es zur verstarkten Transkription von
Genen, zum Beispiel fur die Bildung von Hitzeschockproteinen (HSP) und dem
Hitzeschockfaktor (HSF), kommen. Andererseits kann dies auch zu einer negativen
Regulation von Genen und Transkriptionsfaktoren wie NF-¢B fuihren (siehe Abbildung
1.8) (Straus und Glass, 2001).

12
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Abbildung 1.8: Eine Aktivierung des Peroxisomen-Proliferator aktivierten Rezeptors g
durch natirliche Liganden wie 15d-PGJ, fuhrt u.a. zu einer verstarkten
Genexpression.

1.2.2.2 Cyclopentenon-Prostaglandine als NF-¢B-Inhibitoren

NF-¢B spielt eine zentrale Rolle bei Entziindungsprozessen, zellularen Stressantworten
und bei der Regulation des Immunsystems (Cernuda-Morollon et al., 2001). NF-«B liegt
in der Zelle assoziiert mit I-«B vor (Straus et al., 2000). Die |-«B-Kinase (IKK)
phosphoryliert B, was zur Dimerisierung und damit zur Aktivierung von NF-¢B fihrt,
wahrend das phosphorylierte B in Proteasomen abgebaut wird (Negishi und Katoh,
2002; Straus und Glass, 2001). Die NF-¢B-Dimere kdnnen in den Zellkern einwandern
und Zielgene aktivieren, z.B. die COX-2 (Rossi et al., 2000).

15d-PGJ, inhibiert direkt die NF-¢B-abhangige Genexpression. Dabei werden sowohl
in der DNA-Bindedomé&ne von NF-«B-Untereinheiten als auch in der b-Untereinheit der
l«B-Kinase Cystein-Reste kovalent modifiziert und so der Transkriptionsfaktor
inaktiviert (siehe Abbildung 1.9) (Negishi und Katoh, 2002).

13
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Abbildung 1.9: Inhibierung der NF-«B-abhangigen Genexpression durch eine kovalente
Reaktion von 15d-PGJ, sowohl mit NF-«B als auch mit IKK, einer NF- B-
aktivierenden Kinase. NF-xB besteht aus einem Dimer zweier NF-«B-
Untereinheiten, p50 und p65.

Die Cyclooxygenase 1 (COX-1) ist konstitutiv in vielen Geweben vorhanden und bildet
Prostaglandine fur die Aufrechterhaltung von verschiedenen physiologischen
Prozessen. COX-2, eine Isoform der COX-1, wird verstéarkt bei Entziindungsreaktionen
gebildet (Colville-Nash und Gilroy, 2000). In einer frihen Phase der Entzindung wird
Uber eine COX-2-Aktivierung vermehrt PGE, synthetisiert, das an der Ausbildung von
Entziindungssymptomen beteiligt ist. Zu einem spéteren Zeitpunkt der Entziindung
konnte parallel zu einer weiteren COX-2-Aktivierung eine verstérkte Bildung von PGD,
und dessen Abbauprodukt 15d-PGJ, nachgewiesen werden, die mdglicherweise an
der Terminierung der Entztindungsreaktion beteiligt sind (Gilroy et al., 1999).

1.3 Oxylipine in Pflanzen

Eicosanoide werden in hoheren Pflanzen nicht gebildet, da diese im Gegensatz zu
Tieren keine Arachidonséaure synthetisieren konnen. Die in Pflanzen gebildeten
Oxylipine leiten sich vorwiegend von a-Linolensdure (18:3) bzw. Linolsdure (18:2) ab,
deren Anteile ca. 40% bzw. 20% der gesamten mehrfach ungesattigten Fettsauren
ausmachen (Conconi et al., 1996), und werden deshalb als Octadecanoide bezeichnet.
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1.3.1 Enzymatisch gebildete Oxylipine - Jasmonate

Pflanzen kénnen enzymatisch aus Linolensaure Prostaglandin-dhnliche Verbindungen
synthetisieren, die Jasmonate. Zu dieser Gruppe zdhlen neben der Jasmonsaure
selbst das biologisch aktive Intermediat der JA-Biosynthese, 12-Oxo-Phytodiensaure
(OPDA) (siehe Abbildung 1.10) und Derivate der Jasmonsaure, wie deren fllichtiger
Methylester (Turner et al.,, 2002). Jasmonate besitzen eine hohe strukturelle und
funktionelle Ahnlichkeit zu den in Tieren gebildeten Prostaglandinen (Liechti und
Farmer, 2002) und sind im Pflanzenreich weit verbreitet (Creelman und Mullet, 1997).

@) @)
\ — \ —
COCH COOH
12-Oxo-Phytodienséaure Jasmonsaure

Abbildung 1.10: Strukturen von  9(S),13(S)-12-Oxo-Phytodiensédure und  3(R)-7(S)-
Jasmonsaure.

Jasmonsdure wurde als erstes cyclisches Fettsdurederivat mit regulatorischen
Eigenschaften in der Pflanze identifiziert (Vick und Zimmerman, 1983). Spater konnte
gezeigt werden, dass nicht nur Jasmonséure, sondern auch 12-Oxo-Phytodienséure,
eine Cyclopentenon-Zwischenstufe in der Jasmonat-Synthese, biologisch aktiv ist
(Weiler et al., 1993). Jasmonate sind sowohl fir das Wachstum und die Entwicklung
einer Pflanze als auch fir die Verteidigungsantwort auf biotische und abiotische
Stressoren wichtige Signalmolekiile (Creelman und Mullet, 1997).

Die Biosynthese von Jasmonsaure beginnt mit der stereo- und positionsspezifischen
Einfihrung eines Sauerstoffmolekdls in freie a-Linolensaure durch eine Lipoxygenase
(siehe Abbildung 1.11). Das dabei entstandene 13(S)-Hydroperoxid wird durch die
Allenoxid-Synthase (AOS) in ein Allenoxid Uberfiihrt, das ein Substrat fur die Allenoxid-
Cyclase (AOC) ist. Auf diesem Weg wird die erste cyclische Verbindung, 12-Oxo-
Phytodiensaure, in der Jasmonat-Kaskade gebildet. 12-Oxo-Phytodienséure wird
anschlieBend enzymatisch zu 10,11-Dihydro-12-oxo-Phytodiensaure reduziert, das
durch dreimalige b-Oxidation in (+)-7-iso-Jasmonsaure uberfiihrt wird (Creelman und
Mullet, 1997). (+)-iso-Jasmonsaure, bei der die Seitenketten in cis-Stellung zum Ring
stehen, epimerisiert leicht in die thermodynamisch stabilere, trans-orientierte (-)-7-
Jasmonsaure. Das Verhaltnis von cis- zu trans-Jasmonséaure betragt etwa 1:9 (Mueller
und Brodschelm, 1994).
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Abbildung 1.11:
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Die Jasmonat-Biosynthese bis zur Stufe von 12-Oxo-Phytodiensaure ist in Plastiden,
hauptsachlich in Chloroplasten, lokalisiert, wahrend die Reduktion und die b-Oxidation
vermutlich in Peroxisomen ablauft (Stintzi und Browse, 2000; Weber, 2002).

Veresterte a-Linolensaure ist in Pflanzenmembranen, insbesondere in Chloroplasten,
in groBen Mengen vorhanden (Turner et al.,, 2002). Die Verfugbarkeit bzw. die
Verteilung von freier a-Linolensaure in Chloroplasten scheint der limitierende Faktor in
der Jasmonat-Bildung zu sein (Creelman und Mullet, 1997; Schaller, 2001). Obwohl die
Beteiligung einer spezifischen Phospholipase in Analogie zum Tier noch nicht
nachgewiesen werden konnte (Creelman und Mullet, 1997), gibt es Hinweise, dass a-
Linolenséure durch regulatorische Lipasen fur die Jasmonat-Biosynthese bereitgestellt
wird (Conconi et al., 1996; Ishiguro et al., 2001; Narvaéz-Vasquez et al., 1999).

O
N — - -
N OWR R
Divinylether OH
\ EAS/ Epoxyalkohol
DES
O OH OOH OH
SAANI = = e o S
Epoxyalkohol POX 13(S)-HPOTE RED Hydroxyfettsédure
/HPL
/\:/\CHO
_ o Aldehyde
/\—/\: S="R —P +
OHC_—=~g
Ketosauren

Abbildung 1.12: Auswahl weiterer Oxylipin-Bioynthesewege in Pflanzen, ausgehend von
13(S)-HPOTE (R = GH;i50;) nach (Blée, 2002; Feussner und Wasternack,
2002). POX (Peroxygenase), DES (Divinylether-Synthase), EAS
(Epoxyalkohol-Synthase), RED (Reduktase), HPL (Hydroperoxid-Lyase).

Der erste Schritt der Jasmonat-Kaskade ist nicht spezifisch fur die Bildung von
Jasmonsaure, 13(S)-Hydroperoxyoctadecatriensaure ist zugleich Substrat flr
mindestens funf weitere enzymatische Reaktionswege, wodurch ein Vielzahl
unterschiedlicher Oxylipine gebildet werden kdnnen (siehe Abbildung 1.12) (Blée, 2002;
Feussner und Wasternack, 2002). Das durch die AOS gebildete Intermediat cyclisiert
anschlieend unter dem Einfluss der AOC zu 9(S),13(S)-12-Oxo-Phytodiensaure
(Schaller, 2001). Aufgrund der Instabilitdt dieses Allenoxids sind beide Enzyme
moglicherweise funktional und raumlich miteinander verknipft (Turner et al., 2002). Fur
die anschlielende Reduktion muss 12-Oxo-Phytodiensaure von den Chloroplasten in
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Peroxisomen transportiert werden (Turner et al., 2002). Bislang konnten drei Isoformen
der OPDA-Reduktase (OPR) in Lycopersicon esculentum und Arabidopsis thaliana
charakterisiert werden, wobei nur OPR3 das naturlich vorkommende 9(S),13(S)-Isomer
in der JA-Biosynthese als Substrat akzeptiert (Schaller, 2001). OPR1 reduziert
unspezifisch eine Vielzahl a,b-ungesattigter Carbonylverbindungen, wahrend fir OPR2
noch keine Substrate gefunden wurden (Strassner et al., 2002).

Interessanterweise wurde in Arabidopsis nachgewiesen, dass ein Grof3teil der 12-Oxo-
Phytodiensaure verestert in der snl-Position von Monogalactosyl-Diacylglycerol-
Lipiden (MGDG) vorliegt (siehe Abbildung 1.13) (Stelmach et al., 2001). Das
Vorhandensein einer Hexadecatriensdure (16:3) in der sn2-Position dieser Lipide ist
charakteristisch fur Plastidmembranen, ein weiterer Hinweis dafir, dass die OPDA-
Biosynthese in Plastiden ablauft (Stelmach et al., 2001). Noch unklar ist, ob die
Synthese von 12-Oxo-Phytodiensaure direkt in  Monogalactosyl-Diacylglycerolen
ablauft oder freie OPDA in Lipide rtckverestert wird (Creelman und Rao, 2002) bzw.
inwieweit veresterte OPDA bei Bedarf Uber eine Lipase freigesetzt werden kann
(Stelmach et al., 2001; Weber, 2002).

fe
1 O AN

o HaC =0=C U AUANAN
Y= | 2
COOH 2 HT-O-C — p— =
DnOPDA 3 MGDG-O

Abbildung 1.13:  Strukturformeln von Dinor-Oxo-Phytodiensdure und sn1-O-(9S,13S-12-
Oxo-Phytodienoyl)-sn2-0-(7Z,10Z,13Z-Hexadecatrienoyl)-sn3-O-(b-D-
Galactopyranosyl)-glycerol (MGDG-O) (Stelmach et al., 2001).

Neben 12-Oxo-Phytodienséure konnte u.a. in Arabidopsis eine weitere Cyclopentenon-
Verbindung charakterisiert werden, die aufgrund ihrer um zwei Kohlenstoffatome
kirzeren Seitenkette als Dinor-10-Oxo-Phytodiensaure (dnOPDA) bezeichnet wird
(siehe Abbildung 1.13) (Weber et al., 1997). dnOPDA kann in vivo und in vitro aus
Hexadecatriensaure gebildet werden, wobei gezeigt werden konnte, dass dnOPDA
direkt aus Hexadecadiensaure und nicht tber b-Oxidation aus 12-Oxo-Phytodiensaure
gebildet wird (Weber et al., 1997). Die Bildung dieses Oxylipins legt nahe, dass die
Substratspezifitat der an der OPDA-Biosynthese beteiligten Lipoxygenase und
Allenoxid-Synthase nicht auf C18-Fettsauren beschrankt ist (Weber et al., 1997).
Enzymatisch gebildete Allenoxide kénnen in vitro neben dem enzymatischen Weg tber
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die AOC auch spontan zu racemischen Cyclopentenonen umgelagert werden
(Grechkin und Hamberg, 2000; Hamberg, 2000).

1.3.2 Nichtenzymatisch gebildete Oxylipine - Phytoprostane

Fur eine Radikal-katalysierte Bildung cyclischer Verbindungen aus mehrfach
ungesattigten Fettsduren sind nur eine 1,3,7-Octatrieneinheit und molekularer
Sauerstoff notwendig. Aus a-Linolensdure, der mengenmalfiig haufigsten ungesattigten
Fettsaure in Pflanzen, kdnnen neben der enzymatischen Bildung der Jasmonate auch
nichtenzymatisch  Prostaglandin-ahnliche Verbindungen entstehen. Da diese
Verbindungen im Vergleich zu den Isoprostanen um zwei Kohlenstoffatome verkirzt
sind, wurden sie urspriinglich als Dinor-Isoprostane bezeichnet (Mueller, 1998). Um
Verwechslungen mit Dinor-Isoprostanen zu vermeiden, die durch b-Oxidation aus
Isoprostanen in Tieren entstehen kdnnen, wurde die Bezeichnung Phytoprostane (PP)
vorgeschlagen (Imbusch und Mueller, 2000a). In Analogie zu der Prostaglandin-
Nomenklatur bezeichnet der nachgestellte Buchstabe die Substitution des
Cyclopentan-Rings und der numerische Index die Anzahl der Doppelbindungen in den
Seitenketten.

1.3.2.1 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentan(on)-Phytoprostanen

Die Phytoprostan-Biosynthese verlauft wie die Bildung von Isoprostanen Uber
radikalische Zwischenstufen, wobei auch hier zwei Reaktionsmechanismen formuliert
werden kdnnen, ein Endoperoxid- und ein Dioxetanweg (vgl. 1.1.2.1.).

a-Linolensdure besitzt im Gegensatz zu Arachidonsaure nur eine 1,4,7-Octa-
trieneinheit. Entsprechend werden bei der Biosynthese lediglich zwei Regioisomere
gebildet (siehe Abbildung 1.14). Bei Abstraktion eines Wasserstoffatoms von der bis-
allylischen Methylengruppe in Position 14 und anschlieRender zweifacher Sauerstoff-
addition entstehen beim Endoperoxidweg PPG;-Regioisomere vom Typ |1, bei
Beteiligung der Cl11-Methylengruppe Regioisomere vom Typ Il. Jedes Regioisomer
besteht aus maximal acht racemischen Diastereomeren (Parchmann und Mueller,
1998).
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Abbildung I.14: Postulierter Syntheseweg fiur die Entstehung von Gi;- bzw. H;-
Phytoprostanen nach dem Endoperoxid-Mechanismus.

Beim Dioxetanweg (Corey und Wang, 1994), der Uber ein 9 bzw. 16-Peroxylradikal
verlauft, entstehen nur zwei racemische Diastereomere je Regioisomer, wobei die
Seitenketten entweder cis oder trans am Cyclopentanring angeordnet sind. Ahnlich wie
bei den Isoprostanen kénnen aus G-Phytoprostanen theoretisch durch Umlagerung
und/oder Reduktion die entsprechenden D-, E- und F-Ring-Verbindungen gebildet
werden, wobei jede Familie aus maximal 32 Stereoisomeren besteht (siehe Abbildung
1.15).
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Abbildung 1.15: Umlagerung bzw. Reduktion von PPH; in andere Phytoprostan-Klassen.

Die E;-Phytoprostane wurden erstmals 1998 in Pflanzen identifiziert, wobei beide
theoretisch méglichen Regioisomere nachgewiesen werden konnten (Parchmann und
Mueller, 1998). Aufgrund der grof3en Anzahl an Isomeren sind diese Verbindungen
einer analytischen Untersuchung nur schwer zuganglich. Durch alkalische
Dehydratisierung der E;-Phytoprostane zu B-Ring-Verbindungen (siehe Abbildung
1.16), einer bekannten Reaktion aus der Prostaglandin-Chemie, ist es mdglich, die
Anzahl der Stereozentren von urspriinglich vier auf eines zu reduzieren.

@)
\ R
1 MKOH 1
_—
-H,0 A~-R2
OH

Abbildung 1.16: Umsetzung von PPE; zu PPB; durch alkalische Dehydratisierung.
Dadurch reduziert sich die Anzahl moéglicher Isomere von 32 auf 4.
(» = Chiralitatszentrum; Typ I: R, = CgH150,, Ry = CoHs; Typ Il: Ry = CyHs,
R2 = CgH1505).

Die beiden verbliebenen racemischen Regioisomere vereinfachten eine analytische
Charakterisierung (Parchmann und Mueller, 1998). Die E;-Phytoprostane konnten

somit erstmals eindeutig in pflanzlichen Zellkulturen und in getrocknetem
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Pflanzenmaterial nachgewiesen und quantifiziert werden (Parchmann, 1999). Die
erhaltenen chromatographischen Daten ermdéglichten die Gewinnung einzelner PPE;-
Regioisomere aus autoxidierter a-Linolenséure. Durch Partialsynthese, ausgehend von
PPE;, konnte eine weitere Phytoprostan-Familie, die F;-Phytoprostane, dargestellt
werden (Imbusch und Mueller, 2000a). Auch diese Verbindungen wurden sowohl in
frischem und getrocknetem Pflanzenmaterial als auch in pflanzlichen Zellkulturen
gefunden (Imbusch und Mueller, 2000a). Phytoprostane kdnnen in Pflanzen entweder
durch Radikal-katalysierte Oxidation von freier oder in Membranen veresterter a-
Linolensdure gebildet werden. Nur ca. 0,25% der gesamten Fettsduren liegen frei in
Pflanzen vor, wéhrend der Grof3teil in Form von Glyco-, Phospho- und neutralen
Lipiden in pflanzlichen Zellmembranen verestert ist (Conconi et al., 1996). Da die F;-
Phytoprostane m Gegensatz zu PPE; stabile Verbindungen sind, war es maglich,
pflanzliche Zellmembranen auf das Vorkommen von Phytoprostanen hin zu
untersuchen. Abhangig vom untersuchten Pflanzenmaterial wurde eine um ein bis zwei
Zehnerpotenzen héhere Konzentration veresterter F-Phytoprostane im Vergleich zu
freien PPF; bestimmt (Imbusch und Mueller, 2000b). Phytoprostane konnten bisher in
verschiedenen, systematisch weit voneinander entfernten Pflanzenfamilien nach-
gewiesen werden. Sie werden durch oxidativen Stress, ausgelost z.B. durch Peroxide
und Schwermetalle, dramatisch induziert. Darliber hinaus kann auch eine
Akkumulation von Phytoprostanen nach mechanischer Verwundung, bei Frost
verletzung sowie nach Pathogenbefall beobachtet werden (Imbusch und Mueller,
2000b; Parchmann, 1999; Thoma et al., 2003).

1.3.2.2 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentenon-Phytoprostanen

Zur vereinfachten Bestimmung der E;-Phytoprostane in Pflanzen wurden diese durch
Alkali-Behandlung in PPB; Uuberfihrt. Eine weitere bekannte Reaktion aus der
Prostaglandin-Chemie ist die Saure-katalysierte Dehydratisierung der instabilen E;-
Phytoprostane zu den A-Phytoprostanen in vitro (siehe Abbildung 1.17), einer weiteren
Verbindung mit einer a,b-ungesattigten Carbonylgruppe.
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Abbildung I1.17: Umwandlung von PPE; in die Cyclopentenone PPA; und PPB;.

Thoma et al. (2003) konnten zeigen, dass durch Lipidperoxidation gebildete E;-
Phytoprostane auch in vivo spontan unter Wasserabspaltung in A;- und B;-
Phytoprostane umgewandelt werden kénnen. Die dabei entstehenden Cyclopentenone
kommen in Pflanzen in vergleichbaren Basalkonzentrationen wie die enzymatisch
gebildeten Jasmonate vor. Dies deutet darauf hin, dass selbst in gesunden,
unbehandelten Pflanzen laufend Lipidperoxidation stattfindet (Thoma et al., 2003).

Die Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist eine Reaktion von Pflanzen
auf eine Vielzahl biotischer und abiotischer Stressfaktoren (Vranova et al., 2002),
wobei ROS eine direkte antimikrobielle Wirkung besitzen kénnten (Lamb und Dixon,
1997). Zudem werden ROS, insbesondere H,O,, als Signalstoffe allein oder im
Zusammenwirken mit anderen Signalmolekilen wie NO und Salicylaten bei der
Pathogenabwehr diskutiert (Neill et al., 2002; Vranova et al., 2002). ROS kdnnen
jedoch auch eine radikalische Lipidperoxidation initieren, die unter anderem bei
Pathogenbefall zu beobachten ist (Muckenschnabel et al., 2002). Die Bildung der
Cyclopentenon-Phytoprostane A; und B; wird z.B. in pflanzlichen Zellkulturen durch
Peroxidgabe oder nach Infektion von Pflanzen mit Botrytis cinerea, einem
nekrotrophen Pilz, induziert (Thoma et al, 2003). Inwieweit Cyclopentenon-
Phytoprostane Mediatoren von oxidativem Stress in vivo darstellen oder nur
Abbauprodukte der Lipidperoxidation sind, ist noch unklar. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass diese Verbindungen biologisch aktiv sind (siehe V.2) (Thoma et al.,
2003).
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1.3.3 Vorkommen und Biosynthese von Cyclopentenon-Oxylipinen in
Chromolaena-Spezies

Bereits 1981 wurde eine weitere Cyclopentenon-Familie in zwei verschiedenen
Chromolaena-Spezies charakterisiert (C. morii, C. chasleae; Asteraceae) (Bohlmann et
al., 1982a; Bohlmann et al., 1981; Bohimann et al., 1982b), die strukturelle Ahnlichkeit
zu den bereits unter 1.1.1.3. beschriebenen Clavulonen aus Korallen und zu 12-Oxo-
Phytodiensdure in Pflanzen besitzt. Die charakteristischen Merkmale dieser Ver-
bindungen sind ein tertiarer Alkohol und/oder eine exo-Doppelbindung am
Cyclopentenon-Ring. Das Grundgerist entspricht dem von 12-Oxo-Phytodiensaure
(siehe Abbildung 1.18, Verbindungen 1, 2 und 3) (Grechkin, 1995).
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Abbildung 1.18: Hypothetische Biosynthesewege fiir die Bildung von Cyclopentenonen
in Chromolaena-Spezies.

Die Biosynthese dieser Strukturen ist bisher noch nicht geklart. Urspringlich wurde
angenommen, dass sie Uber einen zur Prostaglandin-Biosynthese analogen Weg aus
a-Linolensaure gebildet werden (Bohlmann et al.,, 1981). Bisher konnte jedoch in
Pflanzen noch keine Cyclooxygenase-Aktivitat nachgewiesen werden. Die Verbindung
1 unterscheidet sich lediglich durch eine Hydroxylierung an Position C-13 von 12-Oxo-
Phytodiensaure, weshalb spater vorgeschlagen wurde, dass sich diese Oxylipine direkt
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von der enzymatisch gebildeten OPDA ableiten (siehe Abbildung 1.18). Es gelang aber
nicht, OPDA in eine der oben genannten tert-Hydroxy-Cyclopentenone zu tberfiihren
(Grechkin, 1995). Eine weitere Hypothese geht von einem a-Ketol aus, einem weiteren
Produkt des Allenoxid-Synthase-Wegs, das Uber a- und g-Diketon-Zwischenstufen in
die Cyclopentenone umgewandelt werden kann (siehe Abbildung 1.18) (Grechkin,
1998; Grechkin, 1995). Bis jetzt konnten allerdings weder die Diketon-Intermediate
noch an der Cyclisierung beteiligte Enzyme in Pflanzen identifiziert werden.

I.4 Biologische Aktivitat von Oxylipinen in Pflanzen

Jasmonate sind wichtige Signalmolekiille, die an einer Vielzahl regulatorischer
Vorgange in Pflanzen beteiligt sind. Dazu gehdren sowohl physiologische Prozesse,
wie Reproduktion und Stoffwechselregulation, als auch pathophysiologische
Reaktionen, z.B. nach mechanischer Verwundung und bei Pathogenbefall (Liechti und
Farmer, 2002).

1.4.1 Biologische Aktivitat von Cyclopentanon-Oxylipinen

Jasmonsaure ist u.a. an der Kontrolle von Fruchtreifung, Knollenbildung,
Samenkeimung und -entwicklung sowie an Proteinspeicherung, Wachstums- bzw.
Alterungsprozessen der Pflanze und an der Photosynthese beteiligt (Creelman und
Mullet, 1997; Creelman und Rao, 2002).

Die Bedeutung von Jasmonsdaure fur die pflanzliche Abwehrreaktion wurde erstmals
1990 von Farmer und Ryan erkannt. Sie konnten zeigen, dass fliichtiges Methyl-
jasmonat in Tomaten eine vergleichbare Reaktion auslésen kann wie Verwundung
oder Befall durch Herbivore (Farmer und Ryan, 1990). Tomaten reagieren auf
Fral3feinde mit der Akkumulation von Proteinase-Inhibitoren, die im Schadling die
Protein-Verdauung unterbinden und so zur Untererndhrung und dessen Tod fiihren
koénnen (Farmer und Ryan, 1990; Farmer und Ryan, 1992).

Inzwischen gibt es zahlreiche Beweise fir eine essentielle Rolle der Jasmonate bei der
pflanzlichen Defensivantwort: Die Behandlung von Pflanzen mit Jasmonsaure bzw.
Methyljasmonat fuhrt zu einer verstarkten Expression von Genen, die an der
pflanzlichen Verteidigung beteiligt sind (Reymond et al., 2000). Die Bildung von
endogener Jasmonsdure ist durch Verwundung oder Pathogenbefall induzierbar
(Schaller, 2001). Zudem zeigen Pflanzenmutanten mit Defekten in der JA-Biosynthese
und JA-Reizaufnahme eine erhthte Anfalligkeit gegeniiber verschiedenen Schadlingen
(Howe et al., 1996; McConn et al., 1997; Royo et al., 1999). Noch unklar ist, durch
welche Mechanismen Jasmonsadure zu einer Genaktivierung fihren kann, da bisher
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noch kein JA-Rezeptor identifiziert werden konnte. Es ist ebenfalls noch nicht
vollstandig geklart, inwieweit Jasmonsaure mit weiteren pflanzlichen Signalstoffen wie
Ethylen und Salicylsdure interagiert (Turner et al., 2002).

1.4.2 Biologische Aktivitat von Cyclopentenon-Oxylipinen

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass nicht nur Jasmonsaure,
sondern auch ihre biosynthetische Vorstufe, 12-Oxo-Phytodiensdure, biologische
Aktivitat in Pflanzen aufweist. Mehrere Jasmonséaure-vermittelte Effekte in Pflanzen
werden durch OPDA ausgel6st, wobei nachgewiesen werden konnnte, dass fir die
Rankenspiralisierung von Bryonia dioica 12-Oxo-Phytodiensaure und nicht Jasmon-
saure das endogene Signalmolekl ist (Blechert et al., 1995; Weiler et al., 1993; Weiler
et al., 1994). Diese Versuche wurden mit Strukturanaloga von OPDA durchgefiuhrt, die
nicht mehr zu Jasmonséaure metabolisiert werden kénnen (Blechert et al., 1995). Dieser
Befund legte nahe, dass 12-Oxo-Phytodiensaure und nicht Jasmonséure den
eigentlichen Signalstoff aus dem Octadecanoidweg darstellt. In anderen pflanzlichen
Testsystemen war eine Differenzierung der Jasmonat-Signale jedoch nicht ohne
weiteres durchfuhrbar.

Erst die Herstellung einer Arabidopsis thaliana-Mutante, der die 12-Oxo-
Phytodiensaure-Reduktase 3 (OPR3) fehlt, ermoglichte weitere Untersuchungen.
Mannliche Pflanzen dieser Mutante, die nicht in der Lage sind, aus OPDA
Jasmonsaure zu synthetisieren, sind steril (Stintzi und Browse, 2000). Die Fertilitat
dieser Pflanzen konnte durch die Gabe exogener Jasmonsaure, nicht aber durch
OPDA, wieder hergestellt werden. Dies zeigt, dass fir die Pollenreifung Jasmonsaure
bendtigt wird (Stintzi und Browse, 2000).

Durch Zufall wurde entdeckt, dass opr3-Mutanten wie der A.thaliana-Wildtyp resistent
gegen Larven der Miicke Bradysia impatiens sind, im Gegensatz zu der Jasmonat-
insensitiven coil-Mutante und der fad3fad7fad8-Tripelmutante, die keine a-Linolen-
sédure bzw. Hexadecatriensaure und damit keine Jasmonsdure mehr bilden kann
(Stintzi et al., 2001). Die Infektion aller vier A.thaliana-Linien mit Alternaria brassicicola,
einem nekrotrophen Pilz, ergab das gleiche Ergebnis, nur die opr3-Mutante und der
Wildtyp blieben lebensfahig (Stintzi et al., 2001).

Untersuchungen von A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen und der coil-Mutante (Feys et al.,
1994) nach mechanischer Verwundung bzw. nach Befall mit Larven des Kohlweil3lings
(Pieris rapae) zeigten eine differenzierte Genexpression (Reymond et al., 2000). Das
COI1-Gen kodiert fur ein F-Box-Protein, das regulatorische Proteine ihrem Ubiquitin-
vermittelten Abbau in Proteasomen zuftihrt (vgl. 1.2.2.2.) (Turner et al., 2002; Xie et al.,
1998). Die durch Verwundung induzierbaren Gene lassen sich in zwei Gruppen
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einteilen, COIl-abhéngige und durch Jasmonsaure regulierbare Gene sowie COI1-
unabhangige Gene, die andere Signale als Jasmonsaure benétigen (Reymond et al.,
2000). Interessanterweise sind viele COIll-abhangigen Gene durch Verwundung auch
in der opr3-Mutante aktivierbar (Stintzi et al., 2001). Durch die exogene Gabe von
OPDA zu opr3-Mutante lassen sich sowohl COll-abhangige als auch COIl-
unabhangige Gene induzieren (Stintzi et al.,, 2001). 12-Oxo-Phytodiensaure als
Cyclopentenon ist anscheinend tber zwei unterschiedliche Mechanismen aktiv, wobei
der COI1-unabhangige Weg noch unklar ist (Weber, 2002).

Unter Umstanden wird ein Teil der biologischen Aktivitét in Analogie zum Tier Uber die
elektrophilen Eigenschaften des a,b-ungesattigen Ketons vermittelt (Rossi et al., 2000;
Weber, 2002). Mdoglicherweise besitzen Cyclopentanon-Verbindungen wie Jasmon-
saure und Cyclopentenone wie OPDA und dnOPDA unterschiedliche, aber zum Teil
Uberlappende Wirkspektren (siehe Abbildung 1.19) (Weber, 2002).
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Abbildung 1.19: Zwei unterschiedliche Signalfunktionen fur Jasmonate. Cyclopentanone
(wie Jasmonsaure) und Cyclopentenone (wie OPDA) bzw. reaktive
Elektrophile (z.B. Vinylketone) regulieren in Pflanzen unterschiedliche,
aber sich zum Teil Uberschneidende Gruppen von Genen (Farmer et al.,
2003). (RES = Reaktive Elektrophile Spezies).

a,b-ungeséttige Ketone sind reaktive elektrophile Spezies, die leicht z. B. mit freien
Thiolgruppen von cytosolischen und membrangebundenen Proteinen eine Michael-
Addition eingehen kodnnen. Zu diesen Verbindungen gehoren neben enzymatisch
gebildeter 12-Oxo-Phytodiensaure auch Malondialdehyd, Hydroxynonenal, Ketodiene
und Cyclopentenon-Phytoprostane, Substanzen, die bei der nichtenzymatischen
Lipidperoxidation von Zellmembranen gebildet werden konnen (Thoma, 2003;
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Vollenweider et al., 2000). Da diese Verbindungen eine Gefahr fir die Zelle darstellen,
kénnen sie durch Konjugation mit Glutathion entgiftet werden. Glutathion-S-
Transferasen (GST), die diesen Prozess katalysieren, konnen durch elektrophile Lipide
induziert werden (Vollenweider et al., 2000). Die Cyclopentenon-Phytoprostane A, und
B; fuhren auch zu einer verstarkten Genexpression von GST1 (Thoma, 2003).

1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Sowohl in Tieren als auch in Pflanzen konnten cyclische Fettsdurederivate mit
strukturellen Ahnlichkeiten zu den Prostaglandinen nachgewiesen werden, die auf
enzymatischem Weg oder durch radikalkatalysierte Oxidation aus mehrfach
ungesattigten Fettsauren entstehen kénnen.

In Pflanzen gibt es mindestens zwei Wege, Uber die cyclische Fettsduren gebildet
werden, den bereits relativ gut charakterisierten, enzymatischen Jasmonat-Weg und
den Phytoprostan-Weg. Uber den zweiten, radikalischen Weg kénnen theoretisch mehr
als 156 verschiedene Verbindungen gebildet werden (Mueller, 1998). Die E;- und Fy-
Phytoprostane (Imbusch, 2001; Parchmann und Mueller, 1998) konnten bisher ebenso
charakterisiert und in Pflanzen nachgewiesen werden wie die aus PPE; entstehenden
Cyclopentenon-Phytoprostane A; und B; (Parchmann und Mueller, 1998; Thoma,
2003). Alle identifizierten Verbindungen kommen ubiquitdr in Pflanzen vor und sind
durch oxidativen Stress induzierbar. Neben den oben genannten Strukturen kann
theoretisch noch eine weitere Phytoprostan-Klasse gebildet werden, die D;-
Phytoprostane.

Aus der Prostaglandin-Chemie ist bekannt, dass D-Ring-Verbindungen im Vergleich zu
den deutlich stabileren F-Ringen leicht unter Wasserabspaltung in Cyclopentenon-
Prostaglandine umgewandelt werden kodnnen. Diese Dehydratisierungsprodukte,
insbesondere  15-Deoxy-D'***-Prostaglandin J, sind biologisch hochaktive Ver-
bindungen, die z.B. an der Terminierung der Entziindungsreaktion in Saugetieren
beteiligt sind.

In Pflanzen konnten bisher 2zwei biologisch aktive Cyclopentenone, 12-Oxo-
Phytodiensaure und Dinor-OPDA, nachgewiesen werden. Eine weitere Gruppe von
a,b-ungesiattigen Carbonylverbindungen mit auffallender Ahnlichkeit zu OPDA wurde
bereits 1981 von Bohlmann et al. in verschiedenen Chromolaena-Spezies nach-
gewiesen, deren Biosynthese bis jetzt nicht geklart werden konnte (siehe 1.3.3).
Theoretisch kdnnten diese Cyclopentenon-Verbindungen in Analogie zum Tier
Abbauprodukte der durch Lipidperoxidation gebildeten D;-Phytoprostane sein (siehe
Abbildung 1.20).
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Abbildung 1.20: Hypothetischer Biosyntheseweg von Cyclopentenon-Phytoprostanen
mit struktureller Ahnlichkeit zu enzymatisch gebildeter OPDA und den
aus Chromolaena-Spezies isolierten Verbindungen. Die beiden
Vorstufen PPD; kdnnen nichtenzymatisch tUber den postulierten D;-
Phytoprostan-Weg entstehen.

Das Ziel der Arbeit war es, D;-Phytoprostane und deren Cyclopentenon-Derivate, im
Speziellen Deoxy-J;-Phytoprostane, als weitere Quelle cyclischer Fettsduren in
Pflanzen zu identifizieren. Um dies zu ermdglichen, war es zunachst notwendig,
authentisches Referenzmaterial fir eine chromatographische und spektroskopische
Charakterisierung zu gewinnen. Dazu sollte eine Partialsynthese dieser Verbindungen,
ausgehend von den F;-Phytoprostanen, durchgefiuihrt werden und eine geeignete
Methode zur Bestimmung der Zielverbindungen aus Pflanzenmaterial entwickelt
werden. Eine weitere Fragestellung war, inwieweit ein Zusammenhang zwischen der
Biosynthese und verschiedenen Stress-Situationen in Pflanzen besteht und ob diese

Verbindungen eine mit 12-Oxo-Phytodiensaure vergleichbare biologische Aktivitat
besitzen.
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I[l. MATERIAL
[I.1 Pflanzliches Material

I1.1.1 Zellsuspensionskulturen

Die verwendeten pflanzlichen Zellsuspensionskulturen stammten aus den
Sammlungen des Lehrstuhls fir Pharmazeutische Biologie der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen und der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg. Die Kultivierung
der Zellsuspensionskulturen erfolgte bei 24°C im diffusen Dauerlicht (650 lux) auf
Rotationsschuttlern (Fa. New Brunswick Scientific) bei 100 rpm.

Zur Subkultivierung wurden nach sieben Tagen 150 ml Inokulum in 250 ml frisches LS-
Medium pH 6.0 (Linsmaier und Skoog, 1965) tberimpft.

Fur Untersuchungen in Erlenmeyerkolben wurden die Pflanzenzellen drei Tage vor
Beginn des Versuches durch Absaugen uber einen Bichnertrichter, der mit einem
feinen Nylonnetz ausgelegt war, vom alten Medium abgetrennt und in frisches Medium
eingewogen. Die Einwaage betrug 40 - 60 g Zellen in 250 ml Medium.

Eine Ausnahme stellte die Untersuchung von Scopoletin in Zellsuspensionskulturen
von Nicotiana tabacum ssp. xanthii dar. Hier wurden 25 ml einer 3 Tage alten
Zellsuspensionskultur in 75 ml frisches Medium tberfuhrt.

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Um die Zellkulturen auf
mikrobielle Infektionen zu Uberprifen, wurde in regelmaRigen Abstanden 3 - 4 Tage
nach der Subkultivierung 1 ml Medium entnommen und auf eine LB-Platte (Maniatis et
al.,, 1982) aufgetragen. Diese wurde anschlieRend drei Tage bei RT und drei Tage bei
37°C inkubiert. Konnten nach dieser Zeit keine Bakterienkolonien oder Pilzhyphen
beobachtet werden, so galt die Zellkultur als nicht infiziert.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurde ca. 1g feuchtes Zellmaterial bis zur
Gewichtskonstanz bei 60°C gelagert. Der Trockengewichtsanteil betrug ca. 10% des
Feuchtgewichtes.

1I.1.2 Frische Pflanzenorgane

Die verwendeten frischen Pflanzenorgane stammten aus den Gewdachshausern des
Lehrstuhls fur Pharmazeutische Biologie der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
[Lycopersicon esculentum var. Moneymaker (Blattgewebe), Arabidopsis thaliana
Ecotyp Columbia (Blattgewebe) und Nicotiana tabacum ssp. Samson (Blattgewebe)].
Die Tomaten- und Tabakpflanzen unterlagen im Gewachshaus einem normalen Tag-
Nacht-Zyklus (16 Stunden Tag, 8 Stunden Nacht). Arabidopsis-Pflanzen wurden in
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einer Klimakammer mit einer taglichen Beleuchtung von 9 Stunden bei einer
Temperatur von 22°C bzw. von 20°C in der Dunkelperiode kultiviert.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurde auch hier ca. 1 g frisches Pflanzen-
material bis zur Gewichtskonstanz bei 60°C gelagert. Der Trockengewichtsanteil betrug
in der Regel 10 - 15% des Feuchtgewichtes.

[1.2 Chemikalien

a-Linolenséaure (naturliche, ca. 70%), 7-Mercapto-4-methylcumarin, N,O-Bis-(trimethyl-
silyl)-trifluoracetamid (BSTFA), Platin(IV)oxid und Pyridiniumdichromat wurden von
Fluka (Neu-Ulm) bezogen, 3,4-Dihydro-2H-pyran (97%), Diazald, Triphenylphosphin
(TPP) und N,N-Diisopropylethylamin (DIEA) von Aldrich (Steinheim). n-Butylboron-
saure stammte von der Firma Lancaster (Frankfurt/Main), Butylhydroxytoluol (BHT),
Methoxyamin (Hydrochlorid) und Trypanblau 0,4% (fir die Mikroskopie) von Sigma
(Deisenhofen) und Lindlar-Katalysator (5% Palladium/Calciumcarbonat) von Merck
(Darmstadt).

L6sungsmittel fir die HPLC hatten HPLC-gradient-grade-Qualitdt und wurden von der
Firma Scharlau (Barcelona, ESP) bzw. Merck (Darmstadt) bezogen. Fir die Synthese
und die spurenanalytischen Untersuchungen wurden nur Losungsmittel mit reinst- bzw.
p.a.-Qualitat verwendet.

Prostaglandine und 12-Oxo-Phytodiensaure wurden bei Cayman Chemicals (Ann
Arbor, USA) erworben.

Alle weiteren handelsiblichen Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich
(Steinsheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma
(Deisenhofen) bezogen.

[1.3 Verbrauchsmaterial

Zur Festphasenextraktion wurden Aminopropyl (NH,)- und Silica (SiOH)-Phasen von
Macherey-Nagel (Diren) in 500 mg-Glassaulen eingesetzt, wahrend fir die
Séaulenchromatographie Silicagel 60 (PartikelgroBe 63 - 200 um) von Merck
(Darmstadt) verwendet wurde. DC-Kieselgelfolien Polygram SIL  G/UVas, mit
Fluoreszenz-Indikator, 20 x 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm, stammten von Macherey-
Nagel (Diren).
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1.4 Gerate

Gaschromatographie-  GC-MS (Jeol, Tokyo, Japan)

Massenspektrometrie:  Agilent 6890 Series Gaschromatograph (Agilent, Waldbronn)
gekoppelt mit einem JMS-GCMate Il Sektorfeld-
Massenspektrometer (Jeol, Tokyo, Japan)

GC-MS (Finnigan MAT, Bremen)

Varian 3400 Gaschromatograph (Varian, Darmstadt) gekoppelt
mit einem SSQ 700 Quadrupol-Massenspektrometer (Finnigan
MAT, Bremen)

Analytische HPLC: HPLC-Anlage Waters (Milford, USA)
W600 Pump
W717 Auto Sampler
996 Diode Array Detector
W474 Fluorescence Detector
W600 Controller, Millenium32 Software

HPLC-Anlage Merck-Hitachi (Darmstadt)

L-6200 Intelligent Pump

AS-4000 Intelligent Auto Sampler

L-4250 UV-VIS Detector

D-2500 Chromato-Integrator bzw.

Eurochrom Integration Package Software (Knauer, Berlin)

Semipraparative HPLC: HPLC-Anlage Merck-Hitachi (Darmstadt)
L-6250 Intelligent Pump
L-4000A UV Detector
D-2000 Chromato-Integrator

Préaparative HPLC: HPLC-Anlage Knauer (Berlin)
K 1001 Pump
Midas Autosampler (Spark)
K 2501 UV Detector
Foxy Jr. Fraction collector
Eurochrom Software
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Lobar-Anlagen: Lobar-Anlage Merck-Hitachi (Darmstadt)
L-6200 Intelligent Pump
L-655A UV Monitor
D-2500 Chromato-Integrator

Lobar-Anlage Knauer/Merck-Hitachi (Berlin/Darmstadt)
2 x Knauer HPLC Pump 64

HPLC Programmer 50

L-4200 UV Monitor

D-2500 Chromato-Integrator

Mikroskopie: Leitz HM-Lux (Leitz Messtechnik, Wetzlar)

Homogenisieren: Ultra-Turrax IKA T25 basic mit Dispergierwerkzeug S 25 N-
10G (Janke & Kunkel, Staufen)

Ruhren/Durchmischen: Diverse Magnetruhrer, IKA RET basic mit Kontakt-
thermometer ETS-D4 fuzzy (Janke & Kunkel, Staufen)

Vortex REAX 2000 (Heidolph, Kehlheim)

Uberkopfschiittler GFL 3025 (Burgwedel)

Festphasenextraktion Vakuumbox fiir SPE-Saulen (Eigenbau Werkstatt Julius-von-
(SPE): Sachs-Institut, Wirzburg) mit Membran-Vakuumpumpe MZ 2C
(Vakuubrand, Wertheim)

Zentrifugen: Kihlzentrifugen Heraeus Sepatech Minifuge RF und Megafuge
1.0R (Heraeus-Christ, Osterode)

Eppendorf-Tischzentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)

Probenkonzentrierung:  Rotavapor R 110 (Buichi, Flawil, Schweiz)

Rotationsvakuumkonzentrator RVC 2-18 (Christ, Osterode) mit
Membran-Vakuumpumpe MZ 2C (Vakuubrand, Wertheim)

Rotationsvakuumkonzentrator RVC 2-25 (Christ, Osterode) mit
Membran-Vakuumpumpe MZ 2C (Vakuubrand, Wertheim)
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Rotationsschiittler:

Autoklaven:

Temperieren/
Inkubieren:

Messen/Wiegen:

Sonstige Geréte:

Rotationsschuttler G53 (New Brunswick Scientific, NUrtingen)

Rotationsschittler, Eigenbau der Universitatswerkstatten
Bochum

Technomara-Autoklaven (Fedegari, Albuzzano, Italien)

Autoklav 5075 ELV (Systec, Wettenberg)

Thermostatisierbares Wasserbad Julabo U3 (Braun,
Melsungen)

-20°C-Gefrierschrank (Liebherr)

-80°C-Gefrierschrank (New Brunswick Scientific, Nurtingen)

Analysenwaage AT 200 (Mettler, Giel3en)

Laborwaage BP3100 (Sartorius, Gottingen)

Eppendorf Reference Kolbenhubpipetten (Eppendorf,
Hamburg)

Laminar-Flow-Box (CEAG Envirco, Dortmund)

UV-Lampe MIinUVIS mit| =254 nm und 356 nm (Desaga,
Heidelberg)

Ultraschallbad Sonorex TK52 (Bandelin)

Digital-pH-Meter 643 (Knick, Berlin)
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1. METHODEN
[1l.1 Derivatisierung von freien Fettsauren und deren Derivate

In der vorliegenden Arbeit wurden Fettsaure-Derivate durch Gaschromatographie (GC)
getrennt und Uber Massenspektrometrie (MS) im Elektronenstof3ionisationsmodus
(engl.: electron impact, EI) sowie im positiven (Cl) bzw. im negativen chemischen
lonisationsmodus (negative ion chemical ionization, NICI) bestimmt. Diese
analytischen Methoden erforderten eine Uberfilhrung dieser Verbindungen in fliichtige,
stabile und in dem jeweiligen lonisationsmodus nachweisbare Derivate.

I11.1.1 Herstellung von Diazomethan

Zur Methylierung freier Carboxylgruppen wurde die Umsetzung mit Diazomethan
gewadhlt. Diazomethan ist ein leichtfliichtiges hochreaktives Gas, das durch Hydrolyse
von Diazald gewonnen wird. Dazu wurden 5,3 g Diazald in einem 100 ml-Rundkolben
eingewogen und mit 30 ml Ether versetzt. Nach Zugabe von 5 ml Ethanol und 2 g
Kaliumhydroxid, gel6st in 3,2 ml Wasser, wurde der Reaktionsansatz unter stdndigem
Ruhren leicht erwarmt. Das entstandene etherldsliche Diazomethan wurde tber eine
Destillationsbriicke in einen eisgekihlten 100 ml-Spitzkolben, in dem 3 ml Ether
vorgelegt waren, Uberfihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde zu dem
verbleibenden Reaktionsansatz vorsichtig Essigsaure zugesetzt, um Reste des
Diazomethans zu Methylacetat umzusetzen. Die gelblich gefarbte Diazomethan-
L6sung konnte bei -20°C gelagert werden.

I11.1.2 Herstellung von Methylestern

Die zu methylierenden Fettsdure-Derivate wurden in 30 pl Methanol angeldst und
tropfenweise bis zu einer bleibenden Gelbfarbung mit Diazomethan versetzt. Nach 10
min bei Raumtemperatur konnten Uberschiissiges Reagenz und das Ldsungsmittel
unter einem Stickstoffstrom entfernt werden.

111.1.3 Herstellung von Pentafluorbenzylestern

Eine der empfindlichsten Nachweismethoden fir Fettsauren und ihre Derivate ist die
massenspektrometrische Bestimmung im NICI-Modus. Dazu muissen die
Carboxylfunktionen mit einer Verbindung derivatisiert werden, die einen hohen
Elektroneneinfangquerschnitt besitzt. In der Prostaglandin-Chemie ist die Veresterung
freier Sauren mit a-Brom-2,3,4,5,6-Pentafluortoluol (PFB-Br) eine etablierte
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Derivatisierungsmethode (Morrow et al., 1990b). Die Verbindungen wurden in 200 pl
Chloroform geldst, mit 10 pl N,N-Diisopropylethylamin (DIEA) und 10 ul PFB-Br
versetzt und bei 40°C inkubiert. Nach 60 min wurde der Ansatz unter einem
Stickstoffstrom getrocknet und der Rickstand Uber eine SiOH-SPE gereinigt, um
Uberschissige Reagenzien zu entfernen.

l11.1.4 Herstellung von Trimethylsilylethern

Die Phytoprostane besitzen zum Teil noch freie Hydroxygruppen, die ebenfalls
derivatisiert werden muissen, um eine gaschromatographischen Auftrennung zu
ermdglichen. Dazu wurden die Verbindungen in 200 ul Chloroform geldst und mit 50 pl
N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA) fir 45 min bei 40°C inkubiert. Die
dabei entstandenen Trimethylsilylether konnten anschliel3end in einem Stickstoffstrom
bis zur Trockene eingeengt werden.

I11.1.5 Herstellung von Methoximen

Phytoprostane, die neben einer Hydroxygruppe eine zusatzliche ringstandige
Carbonylfunktion aufweisen, sind unter der im Injektor des Gaschromatographen
vorherrschenden Temperatur von 300°C instabil. Um eine Isomerisierung bzw. einen
Dehydratisierung dieser Verbindungen zu verhindern, wurde eine Derivatisierung der
Carbonylfunktion zum Methoxim durchgefihrt. Die Phytoprostane wurden mit 50 pl
einer Losung von Methoxyamin-Hydrochlorid in Dimethylformamid (5 mg/100 ul)
versetzt und eine Stunde im Wasserbad bei 60°C inkubiert. AnschlieRend wurde der
Ansatz bis zur Trockene eingeengt, in 2 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit 2 ml
Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden bis zur Trockene eingeengt.

[1l.2 Katalytische Hydrierung

Die katalytische Hydrierung wurde zur Reduktion von Doppelbindungen zu
Einfachbindungen verwendet. Die Probe wurde in 1 ml Methanol geldst, mit einer
Spatelspitze Platin(IV)oxid (Katalysator nach Adams und Shriner) versetzt und fir 10
min molekularer Wasserstoff Uber eine Glaskapillare durch den Reaktionsansatz
geleitet. Zur Hydrierung von Verbindungen mit konjugierten Doppelbindungen wurde
Lindlar-Katalysator (5% Palladium/Calciumcarbonat) verwendet und fiir 1 h molekularer
Wasserstoff durch die Probe geleitet. AnschlieRend wurde der Katalysator tber einen
Glasfaserfilter von der Reaktionsmischung abgetrennt und die Lésung bis zur Trockene
eingeengt. Der Ruckstand konnte dann weiter derivatisiert bzw. aufgereinigt werden.
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[11.3 Isolierung von Fi-Phytoprostanen
111.3.1 Reinigung von a-Linolenséaure

5 g a-Linolenséure wurden in Hexan/Ether (9:1, v/v) geldst, auf eine Silicasaule (10 g
Silicagel 60, PartikelgroRe 0,063 - 0,2 mm) geladen und mit 200 ml Hexan/Ether (9:1,
viv) eluiert. Damit konnten bereits vorhandene oxygenierte Fettsduren abgetrennt
werden. Das Eluat wurde anschlieRend an einem Rotationsverdampfer eingeengt und
die verbleibende a-Linolensdure zur Herstellung von Phytoprostanen verwendet.

111.3.2 Autoxidation von a-Linolensaure zur Herstellung von PPF;

5 g vorgereinigte a-Linolensdure wurden in 50 ml Choroform gel6st und unter
permanenter Luftzufuhr bei Raumtemperatur geriuhrt. Nach 10 Tagen wurde die
Autoxidation gestoppt, dabei wurden noch vorhandene Hydroperoxide durch die
Zugabe von Triphenylphosphin (1 g je Gramm eingesetzter a-Linolensdure) unter
weiterem Ruhren fir 30 min zu Alkoholen reduziert [modifiziert nach (Imbusch und
Mueller, 2000a; 2000b)].

111.3.3 Praparative Saulenchromatographie zur Reinigung von PPF;

Die autoxidierte a-Linolensdure wurde mittels praparativer Saulenchromatographie
aufgetrennt. Dazu wurde eine Glasséaule (3 cm Innendurchmesser) mit 30 g Kieselgel
60 (PartikelgroRe 0,063 - 0,2 mm) gefilllt. Das Kieselgel wurde nacheinander mit 200
ml Methanol und 200 ml Ether gewaschen und mit 300 ml Chloroform equilibriert. Der
zuvor konzentrierte Autoxidationsansatz wurde in Chloroform auf die Saule
aufgegeben und mit 600 ml Ether/Essigsédure (99:1, v/iv) sowie 300 ml Chloro-
form/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v) gewaschen, um Reste der a-Linolensaure, des
Triphenylphosphins und eventuell vorhandene Monohydroperoxide zu entfernen. Fi-
Phytoprostane wurden mit 500 ml Ether/Aceton/Essigsaure (70:30:1, v/v) eluiert und
das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt (Imbusch, 2001).

111.3.4 Festphasenextraktion von PPF;

Die Phytoprostan F;-Fraktion wurde anschlieRend uber eine Silica-SPE-Saule
gereinigt. Ein Teil des vorgereinigten Autoxidationsansatzes (entsprechend einem
Gramm eingesetzter a-Linolensaure) wurde auf eine Silica-SPE-Saule (500 mg)
aufgegeben, die zuvor mit 6 ml Methanol gewaschen und mit 6 ml Chloroform
equilibriert wurde. Die Saule wurde mit 6 ml Ether/Essigsaure (99:1, v/v) sowie 6 ml

37



I1l. METHODEN

Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v) gewaschen und die F,-Phytoprostane mit
9 ml Ether/Methanol/Essigsaure (90:10:1, v/v) eluiert. Das Eluat wurde zur Trockene
eingeengt und in 1 ml Methanol aufgenommen (Imbusch, 2001).

111.3.5 Quantifizierung von PPF;

Ein Aliquot der Phytoprostan F;-Fraktion wurde mit 500 ng einer [**O];PPF;-
Isomerenmischung als internem Standard versetzt. Der [?0];PPF,-Standard wurde
durch Autoxidation von a-Linolensdure in einer '0,-Atmosphére hergestellt.
Isotopenmarkierte Standards sind fur die GC-MS-Analytik am besten geeignet, da sie
die gleichen physikalisch-chemischen und chromatographischen Eigenschaften sowie
gleiche lonisationsraten in der Massenspekirometrie aufweisen. Der Ansatz wurde
katalytisch hydriert (siehe IIl.2), zum PFB-Ester (siehe 111.1.3) umgesetzt und Uber eine
SIOH-SPE-Séaule gereinigt (siehe 111.3.6). Zum Abschluss wurden die noch
verbliebenen Hydroxygruppen zu Trimethylsilylethern derivatisiert (siehe I1.1.4) und
Uber GC-NICEMS analysiert und quantifiziert (siehe 111.4.5a) (Imbusch, 2001).

111.3.6 Festphasenextraktion von PPF,-PFB-Estern

Eine SIOH-SPE-Saule (500 mg) wurde mit 6 ml Methanol gewaschen und mit 6 ml
Chloroform equilibriert. Die PFB-veresterten F,-Phytoprostane konnten, rekonstituiert in
1 ml Chloroform, auf die Saule aufgegeben und Uberschiissige Reagenzien mit 3 ml
Ether entfernt werden. Die PPF;-PFB-Ester wurden anschlieBend mit 6 ml
Ether/Methanol (9:1, v/v) eluiert und das Losungsmittel in einem Stickstoffstrom bis zur
Trockene eingeblasen.

[1l.4 Chromatographische Methoden

l11.4.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Die dunnschichtchromatographische Auftrennung bzw. praparative Isolierung von
Phytoprostanen und Prostaglandinen wurde auf Polygram SIL G/UV.s, Kieselgelfolien
20x20 cm mit einer Schichtdicke von 0,25 mm und Fluoreszenzindikator (Macherey
und Nagel, Duren) durchgefuhrt. Dabei kamen folgende Laufmittelsysteme zur
Anwendung:

Laufmittelsystem 1: Ethylacetat/Essigsaure 99:1 (v/v)
Laufmittelsystem 2: Chloroform/Methanol/Essigséaure/Wasser 86:14:1:0,8 (v/v)

Laufmittelsystem 3: Hexan/Ether/Essigsaure 50:50:1 (v/v)
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Nach der Entwicklung des Dinnschichtchromatogramms wurden folgende Methoden
zur Detektion verwendet:

UV-L6schung bei 254 nm

Detektion in einer Jodkammer

Sublimiertes Jod reagiert als Lewis-Saure mit geeigneten Lewis-Basen
(Elektronenpaar-Donoren), z.B. ungesattigten Kohlenwasserstoffen, und bildet
intensiv braun oder rotgefarbte Charge-Transfer-Komplexe. Die Reaktion ist
reversibel und wirkt nicht zerstérend auf die Verbindungen, so dass nach kurzer
Zeit eine weitere Detektionsmethode angewandt werden kann. Auf diese Weise
konnten Prostaglandine und Phytoprostane, die durch UV-Licht nicht
nachweisbar sind, detektiert werden.

Kupferacetat-Sprihreagenz

Eine 3%-ige (w/v) Loésung von Kupferacetat in 80%iger wassriger
Phosphorsédure bildet mit Prostanoiden beim Erwarmen charakteristisch
gefarbte Komplexe (Hurst et al., 1987).

Die Identifizierung der Substanzen erfolgte, soweit verfiigbar, durch Vergleich mit
parallel aufgetragenen Referenzsubstanzen.

111.4.2 Festphasenextraktion (SPE)

Die Festphasenextraktion (engl.: solid phase extraction, SPE) ist ein schneller
Reinigungsschritt zur Aufarbeitung von Proben. Als Adsorptionsmaterialien kamen
Aminopropyl- (NH,) und Silica-Phasen (SIOH) zum Einsatz. Bei den verwendeten
Séaulen handelte es sich um 3 ml-Glasséaulen der Fa. Macherey und Nagel (Diren), die
mit jeweils 500 mg der stationaren Phase beflllt waren. Die Chromatographie erfolgte
unter leichtem Vakuum an einer Vakuumbox, wodurch mehrere Proben parallel
aufgearbeitet werden konnten. Um die Festphasenextraktionssaulen mehrfach
verwenden zu kénnen, wurden Reinigungs- und Regenerationsschritte durchgefihrt:

SIOH-SPE: 5ml 5% HCI konz./Methanol (v/v)
5ml Methanol

NH,-SPE: 5ml 5% HCI konz. /Methanol (v/v)
5ml  Methanol
5ml 5% Triethylamin/Methanol (v/v)
5ml  Methanol
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Im Anschluss an die Regeneration konnten die Saulen mit dem L&sungsmittel
equilibriert werden, in dem anschlieRend die Probe aufgetragen wurde. Wéahrend der
Probenaufarbeitung durften die SPE-Saulen nicht trockenlaufen, da dies das
Elutionsprofil der Saule verandern konnte. Nach der Elution der Probe konnten die
Séaulen wie oben beschrieben regeneriert werden, wobei zur Lagerung nach der
Methanolspilung nochmals mit je 1,5 ml Ether und Hexan nachgewaschen und
abschlieRend trockengesaugt wurde. Aminopropyl-Material, das zur Aufarbeitung von
pflanzlichen Blattmaterial eingesetzt wurde, konnte nicht regeneriert werden und wurde
erneuert.

I11.4.3 Praparative Saulenchromatographie

Die saulenchromatographische Auftrennung von Mischungen bzw. Autoxidations-
ansatzen im praparativen Mal3stab erfolgte in Glassaulen mit einem Innendurchmesser
von 1,5 bis 3 cm, deren untere Enden mit einer Fritte verschlossen waren bzw. mit
silanisierter Glasfaserwatte geschlossen wurden. Das Saulenmaterial wurde nach dem
Einwiegen mit Methanol aufgeschlammt und portionsweise in die Glassaule Gberfuhrt.
Nachdem sich das Kieselgel abgesetzt hatte, wurde die Séaule mit ca. 1 cm Seesand
Uberschichtet, um ein Aufwirbeln des Saulenmaterials bei der Probenaufgabe oder
beim FlieBmittelwechsel zu verhindern. AnschlieBend wurde die Saule mit drei
Séaulenvolumen Methanol gespilt und mit drei Saulenvolumen des Laufmittels
equilibriert, in dem die Probenaufgabe erfolgte. Bei organischen Lésungsmitteln, die
eine Mischungslicke mit Methanol aufweisen, wurde vor der Equilibrierung der Saule
ein Saulenvolumen Ether bzw. Ethylacetat als Ldsungsvermittler eingesetzt. Die
Elutionsgeschwindigkeit des Lésungsmittels wurde auf ca. zwei Tropfen pro Sekunde
eingestellt. War diese aufgrund des FlieBwiderstandes der Saule nicht méglich, wurde
der Druck am oberen Ende der Saule durch Einleiten von Druckluft oder Stickstoff
erhoht (Flash-Chromatographie).
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I11.4.4 Hochauflésende Flissigkeitschromatographie (HPLC)

Die hochauflésende Flussigkeitschromatographie (HPLC) wurde zur Trennung und zur
Reinigung freier Fettsduren sowie derivatisierter Fettsduren eingesetzt. Als stationare
Phase wurde Reversed Phase-Material (C18, endcapped) eingesetzt. Die mobile
Phase wurde nach den entsprechenden Analyten ausgewabhilt.

l11.4.4.1 Analytische HPLC-Trennung von Deoxy-J:/A;-Phytoprostanen

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Waters

Trennsaule: LiChrospher 100 RP18 endcapped (250 mm x 4 mm,
PartikelgrofRe 5 um, Knauer)

Laufmittel: Wasser/Methanol/Acetonitril/Essigsaure (42:29:29:0,1, v/v)

Gradient: isokratische Elution

Flussrate: 1,5 ml/min

Detektion: PDA-Detektor, | =309 nm fur dPPJ;, | =328 nm fur dPPA;

Retentionszeiten: dPPJ; Typ I: ca. 14 min
dPPJ; Typ II: ca. 16 min
dPPA;, Typ I ca. 18 min
dPPA; Typ Il ca. 20 min

I11.4.4.2 Analytische HPLC-Trennung von 15-Deoxy-Prostaglandinen J,/A,

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Waters

Trennsaule: LiChrospher 100 RP18 endcapped (250 mm x 4 mm,
PartikelgrofRe 5 um, Knauer)

Laufmittel: Wasser/Methanol/Acetonitril/Essigsaure (30:35:35:0,1, v/v)
Gradient: isokratische Elution
Flussrate: 1,5 ml/min
Detektion: PDA-Detektor, | =309 nm fur 15d-PGJ;, | =328 nm fur 15d-PGA;
Retentionszeiten: 15d-PGJ,: ca. 11 min

15d-PGA;: ca. 13 min
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111.4.4.3 HPLC-Quantifizierung von Deoxy-J./A-Phytoprostanen

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Waters

Trennsaule: LiChrospher 100 RP18 endcapped (250 mm x 4 mm,
PartikelgrofRe 5 um, Knauer)
Laufmittel A:  Wasser/Methanol/Acetonitril/Essigsaure (42:29:29:0,1, v/v)
Laufmittel B: Methanol/Essigsaure (100:0,1, v/v)
Gradient:
Zeit[min] | LMA[%)] | LM B [%]

0,0 100 0

20,0 100 0

20,1 55 45

30,0 55 45

30,1 100

35,0 0 100
Flussrate: 1,5 ml/min
Detektion: PDA-Detektor, | =309 nm
Retentionszeiten: dPPJ; /dPPA;: siehe 111.4.4.1

15d-PGJ.: ca. 29 min

I11.4.4.4 Semipréaparative HPLC-Trennung von D,/E;-Phytoprostanen

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Merck-Hitachi

Trennsaule: LiChrospher 100 RP18 endcapped (250 mm x 8 mm,
Partikelgrofie 5 um, Knauer)

Laufmittel: Wasser/Methanol/Acetonitril/Essigsaure (57:27:16:0,1, v/v)

Gradient: isokratische Elution

Flussrate: 3,0 ml/min

Detektion: UV-Detektor, | =204 nm

Retentionszeiten: PPD,/E;: ca. 25 - 50 min
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111.4.4.5 Praparative HPLC-Trennung von Deoxy-J;-Phytoprostanen

Die Auftrennung bzw. Isolierung von Deoxy-J;-Phytoprostanen im praparativen
Malf3stab erfolgte an zwei unterschiedlichen Systemen:

(a) Praparative HPLC:

HPLC-Anlage: Praparative HPLC Knauer

Trennsaule: LiChrosorb RP18 (Hibar 250 mm x 25 mm, Partikelgrof3e 7 um, Merck)
Laufmittel: Wasser/Methanol/Acetonitril/Essigsaure (42:29:29:0,1, v/v)
Gradient: isokratische Elution
Flussrate: 17,0 ml/min
Detektion: UV-Detektor, | =309 nm
Retentionszeiten: dPPJ; Typ I: ca. 62 min
dPPJ; Typ II: ca. 70 min

(b) Lobar-System:

HPLC-Anlage: Lobar-Anlagen 1 und 2

Trennséule: LiChroprep RP18 (Lobar Fertigsaule Grof3e A, 240 mm x 10 mm,
PartikelgréRe 40 - 63 um, Merck)

Laufmittel: Wasser/Methanol/Acetonitril/ Tetrahydrofuran/Essigséure
(52:12:21:5:0,1, viv)

Gradient: isokratische Elution

Flussrate: 1,6 ml/min

Detektion: UV-Detektor, | =309 nm

Retentionszeiten: dPPJ; Typ I ca. 255 min

dPPJ; Typ Il ca. 284 min

111.4.4.6 Fluoreszenz-HPLC zur Bestimmung von Cyclopentenonen

Trennsystem 1:

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Waters

Trennsaule: LiChrospher 100 RP18 endcapped (250 mm x 2 mm,
PartikelgrofRe 5 um, Knauer)

43



I1l. METHODEN

Laufmittel A:  Wasser/Acetonitril/Essigsaure (55:45:0,1, v/v)

Laufmittel B:  Acetonitril/Essigsaure (100:0,1, v/v)

Gradient:
Zeit[min] | LMA[%] | LM B [%]
0,0 100 0
20,0 90 10
40,0 0 100
55,0 100
Flussrate: 0,45 ml/min
Detektion: Fluoreszenz-Detektor W474, | o, =335 nm, | ¢ =420 nm
Retentionszeiten: dPPJ; Typl: ca.15 min
dPPJ; Typll: ca.18 min
12-OPDA: ca. 38 min
15d-PGJ,: ca. 41 min

Trennsystem 2:

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Waters

Trennséaule:

Superspher 100 RP18 endcapped (100 mm x 2 mm,

PartikelgrofRe 4 um, Knauer)
Laufmittel A:  Wasser/Acetonitril/Essigsaure (60:40:0,1, v/v)

Laufmittel B:  Acetonitril/Essigsaure (100:0,1, v/v)

Gradient:
Zeit[min] | LMA[%] | LM B [%)]
0,0 100 0
30,0 50 50
30,1 100
40,0 0 100
Flussrate: 0,45 ml/min
Detektion: Fluoreszenz-Detektor W474, | o =335 nm, | ¢ =420 nm
Retentionszeiten: dPPJ; Typl: ca.11 min
dPPJ; Typll ca.16 min
12-OPDA: ca. 28 min
15d-PGJ.: ca. 30 min
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111.4.4.7 Fluoreszenz-HPLC zur Bestimmung von Scopoletin

HPLC-Anlage: Analytische HPLC Waters

Trennsaule: Purospher Star RP18 endcapped (250 mm x 4 mm,
Partikelgréf3e 5 um, Merck)
Laufmittel A:  Wasser/Essigsaure (100:0,1, v/v)
Laufmittel B:  Acetonitril/Essigsaure (100:0,1, v/v)
Gradient:
Zeit[min] | LMA[%] | LM B [%]
0,0 90 10
5,0 90 10
8,0 80 20
30,0 40 60
30,1 0 100
35,0 0 100
Flussrate: 1,0 ml/min
Detektion: Fluoreszenz-Detektor W474, | o« = 350 nm, | ¢, =430 nm
Retentionszeiten: Scopolin: ca. 13 min
Scopoletin: ca. 20 min
4-Methylumbelliferon: ca. 23 min
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111.4.5 Gaschromatographie (GC)

Die gaschromatographische Analyse von Proben konnte an zwei verschiedenen

Systemen durchgefuihrt werden. Die beiden Systeme zeigten nur geringe Unterschiede

bezuglich der Retentionszeit der Analyten sowie der Detektions- und Nachweisgrenzen

in den verschiedenen lonisationstechniken. Fir Analysen im positiven chemischen

lonisationsmodus (CI) wurde vor allem System 1 eingesetzt.

GC-MS-System 1:

Gaschromatograph:

Vorsaule 1:

Saule 1:

Vorsaule 2:

Saule 2:

Tragergas:
FlieRgeschwindigkeit:
Injektor:

Split:

Detektor:

GC-MS-System 2:

Gaschromatograph:
Vorsaule:

Saule:

Tragergas:
FlielRgeschwindigkeit:
Injektor:

Split:

Detektor:

Varian 3400

methyldesaktivierte Saule (5 m x 0,25 mm, Machery-Nagel,
Duren)

Optima 5 (25 m x 0,25 mm, Schichtdicke 0,25 pum, Machery-
Nagel, Dlren)

methyldesaktivierte Saule (10 m x 0,25 mm, Phenomenex,
Aschaffenburg)

Zebron ZB 5 (30 m x 0,25 mm, Schichtdicke 0,25 pm,
Phenomenex, Aschaffenburg)

Helium

23 cm/s

Insert-Liner gepackt mit silanisierter Glaswolle, 300°C
Offnung nach 1 min

SSQ 700 Massenspektrometer (Finnigan MAT, Bremen)

Agilent 6890

methyldesaktivierte Saule (10 m x 0,25 mm, Phenomenex,
Aschaffenburg)

Zebron ZB 5 (30 m x 0,25 mm, Schichtdicke 0,25 um,
Phenomenex, Aschaffenburg)

Helium

1 ml/min bzw. 2 ml/min

Insert-Liner gepackt mit silanisierter Glaswolle, 300°C
splitless injection

JMS-GCMate Il (Jeol, Tokyo, Japan)
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(a) Trennbedingungen fiur hydrierte, TMS-veretherte PPF,-PFB-Ester:

Zur Bestimmung von hydrierten, TMS-veretherten PPF,-PFB-Estern mit dem GC-MS-

System 2 wurde der Tragergasfluss auf 1 ml/min eingestellt.

Gesamtzeit [min] | DT [°C/min] | Endtemperatur [°C]
0,0 - 175
0,5 - 175
4,2 30 285
10,2 25 300
15,2 - 300

(b) Trennbedingungen flir Deoxy-J:/A:-Phytoprostan- bzw. 15-Deoxy-Prostaglandin J>-

Methylester:

Zur Bestimmung der Methylester von Deoxy-J./A;-Phytoprostanen bzw. 15-Deoxy-
Prostaglandin J mit dem GC-MS-System 2 wurde der Tréagergasfluss auf 1 ml/min

eingestellt,

zur Analyse von hydrierten Methylestern bzw. von methoximierten

Methylestern wurde der Tragergasfluss auf 2 ml/min eingestellt.

Gesamtzeit [min] | DT [°C/min] | Endtemperatur [°C]
0,0 - 160
1,7 29 210
19,7 5 300
247 - 300

(c) Trennbedingungen fiir hydrierte Deoxy-J,/A;-Phytoprostan- bzw. 15-Deoxy-
Prostaglandin J,-PFB-Ester:

Zur Bestimmung der PFB-Ester von hydrierten Deoxy-J,/A;-Phytoprostanen bzw. 15-
Deoxy-Prostaglandin 3 mit dem GC-MS-System 2 wurde der Tragergasfluss auf 1
ml/min eingestellt.
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Gesamtzeit [min] | DT [°C/min] | Endtemperatur [°C]
0,0 - 175
0,5 - 175
3,0 30 250
18,0 2 280
18,7 30 300
22,7 - 300

(d) Trennbedingungen flir TMS-veretherte PPD;-Methoxim-Methylester:

Die Bestimmung von TMS-veretherten PPD;-Methoxim-Methylestern erfolgte am GC-

MS-System 1.
Gesamtzeit [min] | DT [°C/min] | Endtemperatur [°C]
0,0 - 170
2,0 30 230
16,0 5 300
21,0 - 300

(e) Trennbedingungen fur PFB-Ester und fur hydrierte, methoximierte dPPJ:/A:- bzw.

15d-PGJ,-PFB-Ester:

Zur Bestimmung der verschiedenen PFB-Ester von Deoxy-J:/A;-Phytoprostanen bzw.

15-Deoxy-Prostaglandin J mit dem GC-MS-System 2 wurde der Tragergasfluss auf 1

ml/min eingestellt.

Gesamtzeit [min] | DT [°C/min] | Endtemperatur [°C]
0,0 - 175
0,5 - 175
4,3 30 290
12,3 0,5 294
12,9 10 300
16,9 - 300
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[11.5 Massenspektrometrie (MS)

Die massenspektrometrischen Analysen wurden an einem SSQ 700-
Massenspektrometer (Finnigan MAT, Bremen) und an einem JMS GCMate |
Massenspektrometer (Jeol, Tokyo, Japan) vorgenommen. Die Probenzufuhr erfolgte
Uber die Gaschromatographen. An beiden Gerdten war eine Detektion im
Elektronenstol3ionisationsmodus (El) sowie im positiven bzw. negativen chemischen
lonisationsmodus (Cl bzw. NICI) méglich. Die hochauflosende Massenspektrometrie
(HR-MS) wurde am Jeol GCMate Il durchgefuhrt.

Die Aufnahme von EI-Spektren erfolgte unter folgenden Bedingungen:

SSQ 700 JMS-GCMate I
lonenquellentemperatur 150°C 200°C
Elektronenenergie 70eV 70eV

Die Aufnahme von positiven und negativen CIl-Spektren wurde unter folgenden
Bedingungen durchgefuhrt:

SSQ 700 JMS-GCMate II
lonenquellentemperatur 150°C 200°C
Elektronenenergie 200eV 200eV
Reaktand-Gas Isobutan Methan
Quellendruck 2,0-25x 10" Torr 2,4x 107 Pa
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V. ERGEBNISSE

Prostaglandine sind im Tierreich weitverbreitete Signalmolekile, die enzymatisch aus
Arachidonsaure gebildet werden. Auf einem zweiten Weg konnen durch Radikal-
katalysierte Autoxidation von Arachidonsdure Prostaglandin-ahnliche Verbindungen,
die Isoprostane, entstehen, die als Marker fUr oxidativen Stress in vivo angesehen
werden. HoOhere Pflanzen konnen keine Arachidonsaure, die Vorstufe fiir beide
Bildungswege, synthetisieren. Aus der in Pflanzen weitverbreiteten a-Linolenséure
kénnen dagegen Uber eine enzymatische Reaktionsfolge die Jasmonate synthetisiert
werden, die an der Regulation verschiedener pflanzlicher Reaktionen, z.B. an der
Pathogenabwehr, beteiligt sind. In Analogie zum Tier kann auch hier aus a-
Linolensdure nichtenzymatisch durch Autoxidation eine Serie von cyclischen
Fettsdurederivaten, die Phytoprostane, gebildet werden. Die Strukturanaloga der
Prostaglandine E und F, in Pflanzen, die E- und F-Phytoprostane, konnten bereits
1998 und 2000 charakterisiert und in Pflanzen nachgewiesen werden (Imbusch und
Mueller, 2000a; 2000b; Parchmann und Mueller, 1998). Phytoprostane mit einer
Prostaglandin D,-ahnlichen Ring-Struktur konnten in Pflanzen bisher noch nicht
charakterisiert werden.

Von Prostaglandin D, ist bekannt, dass es leicht unter Wasserabspaltung in
Cyclopentenon-Derivate umgewandelt werden kann, die eine biologisch hochwirksame
Verbindungsklasse im Tier darstellen. Analog dazu konnten theoretisch aus Di-
Phytoprostane a,b-ungeséttigte Carbonylverbindungen entstehen, die eine hohe
strukturelle  Ahnlichkeit zu 12-Oxo-Phytodiensdure und den in verschiedenen
Chromolaena-Spezies gefundenen Cyclopentenonen aufweisen.

IV.1 Gewinnung von PPD; und dPPJ; durch Partialsynthese

Um Pflanzen auf das Vorkommen von D;-Phytoprostanen und deren mdglichen
Abbauprodukten, den Deoxy-J;-Phytoprostanen, zu untersuchen, mussten
authentische Referenzverbindungen fir eine chromatographische und massen-
spektrometrische Charakterisierung hergestellt werden. Die Synthese der Di-
Phytoprostane bzw. derer Dehydratisierungsprodukte aus F;-Phytoprostanen wurde
entsprechend einer modifizierten Vorschrift von Nishizawa zur Partialsynthese von
Prostaglandin D, aus Prostaglandin F,, durchgefuhrt (siehe Abbildung IV.1) (Nishizawa
et al., 1975). Die chemische Reaktionsfolge umfasste die Einfihrung einer
Schutzgruppe fur die beiden ringstdndigen Alkohole, gefolgt von einer stabilen
Derivatisierung der Hydroxygruppe in der Seitenkette. Durch die anschlieRende
Hydrolyse der ersten Schutzgruppe war eine selektive Oxidation des 1,3-Diols im
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Cyclopentanring maglich, wobei von dem verwendeten Oxidationsmittel bevorzugt die
alkoholische Funktion angegriffen wurde, die zu D-Ring-Verbindungen fiihrte. Nach der
Entfernung der verbliebenen Seitenkettenschutzgruppe erhielt man D-Ring-
Verbindungen in einer Mischung mit E-Ring-Verbindungen.

HO o
R, CHB(OH), / R,
P R, > C4H9_B\ » ,
HO OH o OH
PPF, / DHP, H'
o)
/ R,
C4H9-B\ P R,
o)
OTHP
H,0,, KOH
HO
R,
7z R,
HO OTHP
HO / Oxidation \ 0
R, R,
~, R2 2, R2

o OTHP H OTHP

O
v
)

1 ) R1
g//YRz q//YRz
o OH HO OH

PPE

1

Abbildung IV.1: Schematische Darstellung der Partialsynthese von PPD;/E; ausgehend
von F-Phytoprostanen. (Typ I: Ry = CgH150;,, Ry = CoHs; Typ 1l: Ry = CoHs,
Rz = CgH1502).

IV.1.1 Isolierung von F;-Phytoprostanen

Die Ausgangsverbindungen der Partialsynthese, F;-Phytoprostane, konnten durch
Autoxidation von a-Linolensdure in einem aprotischen Losungsmittel wie Chloroform
oder Tetrachlorkohlenstoff hergestellt werden (siehe I11.3) (Imbusch und Mueller,
2000a; 2000b).
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Die Aufreinigung des Autoxidationsansatzes erfolgte durch praparative Saulen-
chromatographie der oxidierten Fettsduren Uber Silicagel (siehe 111.3.3). Die so
erhaltene Mischung von Fettsdureoxidationsprodukten, die neben den Fi-
Phytoprostanen noch weitere Autoxidationsprodukte, unter anderem auch acyclische
Trihydroxyverbindungen mit ahnlichen chromatographischen Eigenschaften, enthielt,
wurde nochmals chromatographisch Uber eine Silica-SPE-Saule gereinigt (siehe
I11.3.4). Die erhaltene Isomerenmischung konnte mittels Gaschromatographie
gekoppelt mit einem Massenspektrometer gegen [**O];PPF; als internem Standard
quantifiziert werden (siehe I11.4.5, System 1). Die Autoxidation von a-Linolenséure in
einem aprotischen Ldsungsmittel ergab PPF; in einer Ausbeute von 11,7 mg pro
Gramm eingesetzter a-Linolensdure. Da eine weitere Isolierung reiner Fi-
Phytoprostane aus diesem komplexen Gemisch durch HPLC sehr aufwendig war,
wurde die Partialsynthese direkt mit dieser Fraktion durchgefthrt.

IV.1.2 Herstellung von PPF;-n-Butylboronséure-Estern

Um eine Schutzgruppe fir die leicht zu oxidierenden Hydroxygruppe in der Seitenkette
einfihren zu kénnen, musste zuerst das 1,3-Diol im Cyclopentanring maskiert werden.
Da die beiden ringstandigen Alkohole aufgrund ihrer Synthese Uber ein Bicyclo-
Endoperoxid in cis-Stellung angeordnet waren, bot sich die Bildung eines cyclischen n-
Butylboronsaure-Esters an.

Dazu wurden 10 mg einer Isomerenmischung von F,-Phytoprostanen (30,5 pumol) in 4
ml Dichlormethan (seccosolv, < 0,005% H,O, Merck, Darmstadt) gelést und 50 mg n-
Butylboronsaure zugesetzt. Die Mischung wurde unter stédndigem RUhren im
Wasserbad bei 45°C zum Sieden erhitzt und verflichtigtes Lésungsmittel regelméanig
ersetzt. Da die entstandenen Verbindungen hydrolyse-empfindlich waren, war es
notwendig, das durch die Kondensationsreaktion freigesetzte Wasser kontinuierlich mit
dem Loésungsmitteldampf aus dem Reaktionsansatz zu entfernen. Der Verlauf der
Reaktion wurde mittels Dunnschichtchromatographie (DC) verfolgt. Die Entwicklung
der DC-Platte wurde in Ethylacetat/Essigsaure (99:1, v/v, Laufmittelsystem 1, siehe
ll1.4.1) durchgefuhrt. Als Standard wurden die PPF;-Isomerenmischung und
Prostaglandin F,,, das ebenfalls zum n-Butylboronsaure-Ester umgesetzt wurde,
verwendet. Die n-Butylboronséure-Ester von PGF,, und PPF; (Rf = 0,8 - 0,9)
unterschieden sich deutlich von den underivatisierten Referenzsubstanzen PGF,, und
PPF; (Rf = 0,1 - 0,2). Nach 30 bis 45 min war kein PPF; mehr nachweisbar. Aufgrund
der Solvolyse-Empfindlichkeit der Verbindung war die darauffolgende Aufreinigung
Uber eine Silica-Festphasenextraktion mit grol3en Verlusten verbunden.
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IV.1.3 Festphasenextraktion von PPF;-n-Butylboronsaure-Estern

Eine Derivatisierung mit n-Butylboronséure gelingt vor allem mit 1,2- bzw. 1,3-Diolen,
so dass weitere im Autoxidationsansatz enthaltene, nicht derivatisierte Fettséure-
oxidationsprodukte aufgrund ihrer hoheren Polaritéat tber Silica-Material abgetrennt
werden konnten. Dazu wurde eine Silica-SPE-Saule (500 mg) mit 6 ml Methanol
gewaschen und mit 6 ml Dichlormethan equilibriert. Der Ansatz konnte in
Dichlormethan auf die Saule aufgegeben werden und die PPF;-n-Butylboronséure-
Ester mit 9 ml Ether/Essigsaure (99:1, v/v) eluiert werden. Das Eluat wurde bei
Raumtemperatur in einem Stickstoffstrom eingeblasen. Der Rickstand wurde in
Dichlormethan aufgenommen.

IV.1.4 Herstellung von Tetrahydropyranylethern

Die Seitenketten-Hydroxygruppe des PPF;-n-Butylboronsédureester wurde im
darauffolgenden Schritt zum Tetrahydropyranylether (THP) umgesetzt. Alkohole bilden
mit Uberschissigem Dihydropyran unter Sdurekatalyse Acetale, die alkalistabil, jedoch
nur wenig saurestabil sind. Dazu wurden dem Reaktionsansatz 2 ml 3,4-Dihydro-2H-
pyran und 10 mg p-Toluolsulfonsaure (Merck, Darmstadt) als saurer Katalysator
zugesetzt und die Mischung unter standigem Riuhren im Wasserbad auf 40°C erwérmt.
Nach 20 Stunden waren die Verbindungen quantitativ umgesetzt und die Reaktion
wurde abgebrochen. Nachdem Uberschiissiges Reagenz unter Vakuum entfernt
worden war, wurde ohne weitere Aufreinigung weitergearbeitet.

IV.1.5 Hydrolyse von PPF;-n-Butylboronsaure-Estern

Zur Oxidation der ringstadndigen Hydroxy-Gruppen musste die zu Beginn der
Reaktionsfolge eingefihrte Schutzgruppe, der n-Butylboronséure-Ester, wieder
abgespalten werden. Boronsaureester sind schonender zu entfernen, wenn diese
zuvor zu den leichter hydrolysierbaren Borsaureestern oxidiert werden. Der Rickstand
wurde hierfir in 2 ml Methanol gelést, 850 ul 3 N wassrige Kaliumhydroxid-Lésung
sowie 330 ul Wasserstoffperoxid (30%) wurden zugesetzt und 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieend wurde der Methanol unter Vakuum entfernt und der verbleibende
Reaktionsansatz mit 7 ml Wasser verdiinnt. Durch zweimaliges Ausschitteln des
Ansatzes mit 3 ml Ether konnten Uberschiissige Reagenzien entfernt werden. Der
wassrige Rest wurde auf 0°C gekuhlt, mit eiskalter 2 N Kaliumhydrogensulfat-Lésung
auf einen pH-Wert von 3 eingestellt und dreimal mit je 3 ml Ethylacetat ausgeschiittelt.
Die Ethylacetat-Phasen wurden vereinigt, zweimal mit geséttigter Kochsalzlésung
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gewaschen, Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Die Umsetzung zum R-Phytoprostan-THP-Ether wurde tber DC
kontrolliert. Die DC-Platte wurde im Laufmittelsystem 1 entwickelt. Der THP-Ether der
F,-Phytoprostane (Rf = 0,3 - 0,5) hatte ein deutlich anderes Laufverhalten als die
eingesetzte Vorstufe, der nButylboronsdure-Ester (Rf = Q8 - 0,9). Die Ausgangs-
verbindungen der Partialsynthese, die F-Phytoprostane, konnten nur noch in Spuren
nachgewiesen werden.

IV.1.6 Festphasenextraktion von F;-Phytoprostan-THP-Ethern

Die zum THP-Ether umgesetzten R-Phytoprostane wurden lber eine weitere Silica-
SPE-Saule gereinigt, um noch vorhandene Reagenzien weitgehend zu entfernen.
Dazu wurde eine Silica-SPE-Saule (500 mg) mit 6 ml Ethylacetat gewaschen und mit 6
ml Hexan/Ethylacetat (50:50, v/v) equilibriert. Die Probe wurde in 6 ml Hexan/Ethyl-
acetat (50:50, v/v) auf die Saule aufgegeben und mit 6 ml Hexan/Ethylacetat (50:50,
viv) gewaschen. Die F;-Phytoprostan-THP-Ether konnten mit 9 ml Ethylacetat eluiert
und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt werden. Ein Aliquot der Probe wurde
mittels DC auf vollstandige Elution und Reinheit Gberprtft (siehe 1V.1.5).

IV.1.7 Oxidation von PPF;-Tetrahydropyranylethern

Zur selektiven Oxidation der ringstandigen Hydroxygruppen wurde eine Ldsung von
Pyridiniumdichromat in Acetonitril (50 mg/10 ml) eingesetzt. Das Pyridiniumdichromat
wurde mit Acetonitril versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt.
Anschlieend wurden die nicht vollstandig geldsten Anteile des Oxidationsmittels
abzentrifugiert. Die PPF,-Tetrahydropyranylether wurden mit 1 ml des Uberstands
versetzt und fur 10 min bei Raumtemperatur unter standigem Rihren inkubiert.

Die Oxidationsreaktion wurde durch die Zugabe von 10 ml Wasser beendet und der
Ansatz dreimal gegen 2 ml Ethylacetat/Essigsaure (99:1, v/v) ausgeschiittelt. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet
und zur vollstandigen Entfernung des Uberschiissigen Oxidationsmittels auf eine mit
Ethylacetat/Essigsaure (99:1, v/v) equilibrierte Silica-SPE-Saule aufgegeben und mit 3
ml Ethylacetat/Essigsdure (99:1, v/v) nacheluiert. Das Ldsungsmittel wurde unter
Vakuum entfernt. Ein Aliquot der Lésung wurde zuvor Uber DC auf vollstdndigen
Umsatz im Laufmittelsystem 1 Gberprift. Die oxidierten PPD,/E;-THP-Ether ergaben
eine breiten gelben Bereich (Rf = 0,6 - 0,9) oberhalb des Ausgangsprodukts, den
PPF;-THP-Ethern (Rf = 0,3 - 0,5), die nur noch in Spuren zu erkennen waren.
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IV.1.8 Hydrolyse von D4/E;-Phytoprostan-THP-Ethern

Zum Abschluss der Reaktionssequenz musste die noch verbliebene Schutzgruppe des
Alkohols in der Seitenkette, der Tetrahydropyranylether, wieder entfernt werden. Dazu
wurde der Ruckstand in 2 ml einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Wasser und 1 M
Citronensaure (1:3:1, v/v) gel6st und bei 40°C inkubiert.

Nach einer Stunde wurde der Ansatz mit 5 ml Wasser verdiinnt und dreimal gegen 3
ml Ethylacetat ausgeschittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Uber
wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt.
Der Rickstand wurde in einer definierten Menge Uber wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknetem Ethylacetat aufgenommen. Ein Aliquot dieser Lésung wurde tber DC im
Laufmittelsystem 2 analysiert. Der Oxidationsansatz zeigte nach Detektion mit dem
Kupferacetat-Sprihreagenz eine breite gelbliche Verfarbung mit einem Rf-Wert von
0,45 - 0,6. Diese Bande lag im Bereich der als Referenzen aufgetragenen Prosta-
glandine D, (Rf = 0,56, gelbe-orange Farbung) und PGE, (Rf = 0,52, gelb-grine
Farbung). Die als Standard mitaufgetragene, polarere Phytoprostan-F;-lIsomeren-
mischung und Prostaglandin F,; zeigten eine blau-violette Farbung im Rf-Bereich von
0,34 - 0,4. Aufgrund der grol3en Anzahl an Isomeren - fir die D;- und E;-Phytoprostane
sind theoretisch jeweils 32 Isomere denkbar - und des sehr &hnlichen chromato-
graphischen Verhaltens der D- und E-Ring-Verbindungen, die sich nur in der
entgegengesetzten Stellung der ringstandigen Carbonyl- und Hydroxygruppe
unterschieden, war eine weitere Auftrennung des komplexen Reaktionsansatzes bzw.
eine Isolierung der D;-Phytoprostane nicht mdglich. Eine Quantifizierung des
Reaktionsansatzes war ebenfalls nicht direkt moglich. Eine Gehaltsbestimmung konnte
erst nach saurer Dehydratisierung zu Deoxy-J;- und Deoxy-A;-Verbindungen
durchgefiihrt werden (siehe 1V.3).

IV.1.9 Herstellung von Deoxy-J,/A-Phytoprostanen

Zur weiteren analytischen Untersuchung wurde die Phytoprostan D./E;-Isomeren-
Mischung durch séurekatalysierte Dehydratisierung in die entsprechenden Deoxy-J;-
Phytoprostane (dPPJ;) und Deoxy-A;-Phytoprostane (dPPA,) Uberfihrt. Prostaglandin
D, und E, wurden als Referenzverbindungen ebenfalls durch Saurekatalyse
dehydratisiert. Dadurch konnte die Anzahl der Isomeren auf jeweils zwei Regioisomere
je Verbindungsklasse reduziert werden, wobei jeder Typ aufgrund der cis-trans-
Isomerie der Doppelbindungen in der Seitenkette theoretisch aus vier geometrischen
Isomeren bestehen kann (siehe Abbildung V.1). Dazu wurde ein Aliquot der PPD,/E;-
Isomerenmischung in einem Stickstoffstrom zur Trockene eingeblasen, mit 500 pl
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Trifluoressigsaure versetzt und 15 min bei 40°C im Wasserbad inkubiert. Anschliel3end
wurde die flichtige Trifluoressigsaure in einem Stickstoffstrom abgeblasen und der
Ruckstand in 1 ml Chloroform aufgenommen.

HO
R, R,
N - R, 2, R,
o OH
PPD

O

HO OH

1

PPE,
b b
(@)
R, \ R,

g\/—\ ~

’ - R2 - Rz
(@)
Deoxy-PPJ, Deoxy-PPA,

Abbildung IV.2: Sauer katalysierte Dehydratisierung von PPD; und PPE; zu den Deoxy-
J1/A1-Phyt0prostanen. (Typ I: Rl = C8H1502, R2 = C2H5; Typ Il: Rl = CzH5,
R2 = CgH15052).

Zur vollstdndigen Dehydratisierung von E;-Phytoprostanen bzw. von Prostaglandin E
reichte die Saurestarke der Trifluoressigsaure nicht aus. Hierfir wurde der Ansatz mit
200 pl konzentrierter Salzsaure (37%) versetzt und 15 min bei 40°C im Wasserbad
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 3 ml Wasser verdiinnt und dreimal gegen
3 ml Ether ausgeschuttelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt und das
Losungsmittel unter Vakuum entfernt.

IV.1.10 Festphasenextraktion von dPPJ; und dPPA;

Zur Entfernung polarerer Verunreinigungen wurde der Dehydratisierungsansatz tber
eine weitere Silica-Festphasenextraktion aufgereinigt. Dazu wurde eine Silica-SPE-
Séaule mit 6 ml Methanol gewaschen, mit 6 ml Chloroform equilibriert und die Probe in
Chloroform auf die Saule aufgegeben. Unpolare Verbindungen wie dPPJ; und dPPA;
konnten mit 9 ml Hexan/Ether/Essigsaure (50:50:1, v/v) eluiert werden. Das Eluat
wurde in einem Stickstoffstrom zur Trockene eingeengt, der Rickstand in Ethylacetat
aufgenommen und bei -20°C gelagert.
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IV.1.11 Dunnschichtchromatographische Auftrennung und Isolierung von
Cyclopentenonen

Eine dunnschichtchromatographische Auftrennung eines Aliquots des
Dehydratisierungsansatzes im Laufmittelsystem 3 ergab zwei UV-léschende Banden
mit Rf-Werten von 0,41 bzw. 0,52 mit gelber bzw. gelb-brauner Farbung nach
Kupferacetat-Detektion, die sich in ihrem DC-Laufverhalten sehr ahnlich zu den als
Referenzen aufgetragenen, ebenfalls sauer dehydratisierten Prostaglandin D- (Rf =
0,43, gelbbraune Féarbung) und Prostaglandin E,-Derivaten (Rf = 0,55, gelb-braune
Farbung) verhielten. Zur weiteren Charakterisierung dieser Verbindungen wurde eine
entsprechende Menge des Dehydratisierungsansatzes sowie der eingesetzen
Standardverbindungen praparativ Gber Dinnschichtchromatographie vorgereinigt.
Dazu wurde jeder einzelne Ansatz quantitativ auf eine Kieselgel-DC-Platte aufgetragen
und im Laufmittelsystem 3 entwickelt. Die unter UV-Licht bei 254 nm sichtbaren
Bereiche wurden grof3ziigig ausgekratzt und der Kieselgelrtickstand fur 15 min in 3 ml
Methanol geschittelt. Das Eluat wurde zur Abtrennung von Kieselgelresten Uber einen
Glasfaserfilter gegeben und unter einem Stickstoffstrom getrocknet.

IV.1.12 HPLC-Nachweis und -Isolierung von Cyclopentenon-Phytoprostanen
bzw. -Prostaglandinen

Der Ruckstand jeder DC-Isolierung wurde in 100 pl Acetonitril aufgenommen. Davon
wurden 50 pl tber RP-HPLC analysiert. Die Auftrennung Phytoprostan-haltiger Proben
erfolgte wie unter I11.4.4.1 beschrieben. Fir Prostaglandin-haltige Proben wurde die
mobile Phase entsprechend modifiziert (siehe 111.4.4.2). Zum Nachweis der
Verbindungen wurde ein Photodiodenarray-Detektor verwendet. Abbildung IV.3 zeigt
ein  Chromatogramm von Deoxy-J:-Phytoprostanen, der unteren DC-Bande des
Dehydratisierungsansatzes, bei 309 nm. Es konnten zwei Hauptverbindungen, Typ |
mit einer Retentionszeit von ca. 14 min und Typ Il mit einer Retentionszeit von ca. 15,5
min, detektiert werden, die beide Absorptionsmaxima bei 227,6 nm und 309,0 nm
aufwiesen. Die so erhaltenen UV-Spektren dieser Verbindungen sind identisch mit aus
Prostaglandin D, hergestelltem 15d-PGJ, sowie authentischem 15-Deoxy-D'**-
Prostaglandin J, (siehe Abbildung 1V.3), was auf die Anwesenheit eines
kreuzkonjugierten Trienon-Systems in den Molekilen hindeutet. Eine weitere
Auftrennung der in jedem Peak enthaltenen, theoretisch mdglichen geometrischen
Isomere war aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit nicht moglich.
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Abbildung IV.3: HPLC-Chromatogramme mit UV-Spektren von dPPJ; Typ I (I) und Typ I
(I) sowie der Referenz 15d-PGJ, (lll). Trennbedingungen siehe 111.4.4.1
bzw. 111.4.4.2.

Die HPLC-Auftrennung der zweiten, oberen Bande ergab mehrere Peaks bei einer
Detektion bei 328 nm, wovon zwei Peaks, entsprechend dPPA; Typ | mit einer
Retentionszeit von ca. 17,8 min und Typ Il mit einer Retentionszeit von ca. 20,0 min, in
ihrem UV-Spektrum und den Absorbtionsmaxima mit dem ebenfalls durch saure
Dehydratisierung aus PGE, hergestellten 15d-PGA;, vergleichbar waren (siehe

Abbildung IV.4).

58



IV. ERGEBNISSE

328,0 Il 329,1

234,6

/

200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Wellenldnge [nm] Wellenlange [nm)]

234,6

Absorption
Absorption

Absorption [328nm]

M\J

5 10 15 20 25
Zeit [min]
]
i 328,0
S
8l 2346
o
2
<

200 250 300 350 400

Wellenlange [nm]

5 10 15 20 25
Zeit [min]

Abbildung IV.4: HPLC-Chromatogramme mit UV-Spektren von dPPA; Typ | (I) und Typ I
(I1) sowie der Referenz 15d-PGA; (lll). Trennbedingungen siehe 111.4.4.1
bzw. 111.4.4.2.

Absorption [328nm]

Zur weiteren Charakterisierung wurden die von der HPLC eluierten Peaks aufgefangen
und der organische Losungsmittelanteil unter Vakuum reduziert. Der Rickstand wurde
mit 3 ml Wasser verdinnt und dreimal gegen Ether/Essigsdure (99:1, v/v)
ausgeschuttelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt und unter einem
Stickstoffstrom getrocknet.
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IV.2 Massenspektrometrische Charakterisierung von Cyclopentenon-
Phytoprostanen

IV.2.1 GC-MS-Analytik von dPPJ,/A;-Methylestern

Aufgrund der UV-Spektren konnte bereits eine vorlaufige Identifizierung der Peaks als
dPPJ; und dPPA; vorgenommen werden. In weiteren Versuchen sollte nun eine
Zuordnung der Regioisomere erfolgen. Dazu wurden die Uber HPLC isolierten vier
Hauptverbindungen der Partialsynthese, jeweils Typ | und Il der Deoxy-J;-
Phytoprostane und der Deoxy-A;-Phytoprostane, sowie die Referenzverbindung 15d-
PGJ, zum Methylester umgesetzt (siehe 111.1.2) und zuerst Gber GC-MS im positiven
Cl-Modus analysiert (GC-Trennbedingungen und MS-Bedingungen siehe I11.4.5b bzw.
lI1.5). Die Derivatisierung zum Methylester diente dazu, die Phytoprostane bzw. die
Prostaglandine in leichter flichtige und damit Uber Gaschromatographie auftrennbare
Verbindungen zu Uberfuhren. Alle untersuchten Phytoprostan-Verbindungen ergaben
im Chromatogramm eine Serie von Peaks mit einem Molekulion (M+H)" von m/z 305,
was der Masse der gesuchten Verbindungen entspricht (nicht abgebildet). Der
Standard 15d-PGJ, ergab ebenso eine Serie von mehreren Peaks mit einem
Molekilion mit der Masse m/z 331 (M+H)*, entsprechend der Molekilmasse des
eingesetzten 15d-PGJ,-Methylesters (nicht abgebildet). Kreuzkonjugierte Cyclo-
pentenone isomerisieren offensichtlich bereits im Injektor des Gaschromatographen,
was zu der relativ grof3en Anzahl an Peaks in den Chromatogrammen fiihrt.

Neben der Cl-lonisation, die vor allem Aussagen Uber die Molekilmasse zuldsst,
wurden die Verbindungen im El-Modus analysiert, um weitere Aussagen beziiglich der
Regioisomerie treffen zu kdénnen. Bei der ElektronenstoR3ionisation einer Verbindung
entstehen meist charakteristische Fragmente, Uber die Ruickschlisse auf die
Molekdilstruktur gezogen werden konnen. In Abbildung 1.5 sind die erhaltenen
Chromatogramme und die dazugehotrigen Massenspekiren von dPPJ; und dPPA,
jeweils Typ 1 und I, und der Standardverbindung 15d-PGJ, dargestellt.
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Abbildung IV.5: Erlauterung siehe nachste Seite.
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Abbildung IV.5: EI-MS-Chromatogramme mit Massenspektren der Methylester von
dPPJy/A; Typ | und 1l und 15d-PGJ,. In den Strukturformeln sind die
jeweiligen Fragmente, soweit zuzuordnen, angegeben.

Bei allen Deoxy-J:/A-Verbindungen war das Molekdlion mit der Masse m/z 304 bzw.
fir den Standard 15d-PGJ, mit der Masse m/z 330 nachweisbar. Die erhaltenen
Fragmente der untersuchten Verbindungen lieferten jedoch keine Hinweise bezuglich
der Position der Carbonylfunktion am Cyclopentenonring, da vor allem unspezifische
Fragmente, z.B. der Verlust einer Methylgruppe (M" - 15) oder einer Methoxygruppe
(M - 31) des Methylesters, generiert wurden. Eine interessante Fragmentierung ergab
die Abspaltung der carboxylstandigen Seitenkette von Typ | der Deoxy-A;-
Phytoprostane. Entgegen der erwarteten Abspaltung der Seitenkette mit der Masse
157 (CyH;70,) unmittelbar am Cyclopentenonring, was ein verbleibendes Fragment mit
m/z 147 ergeben musste, konnte ein Fragment mit einer um eine Einheit erhéhten
Masse nachgewiesen werden (m/z 148). Die Ursache hierfir ist eine sogenannte
McLafferty-Umlagerung (siehe auch 1V.2.3). Dabei handelt es sich um eine in der
Massenspektrometrie charakteristische Umlagerung, bei der ein gstandiges
Wasserstoffatom auf die ungesattigte Carbonylfunktion Ubertragen wird und
anschlie3end ein Bindungsbruch in b-Stellung eintritt. Das Ergebnis dieser Umlagerung
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ist die Abspaltung einer einfach ungesattigen Verbindung, die um eine Masse
erniedrigt ist. Der daraus resultierende Rest ist entsprechend um eine Masseneinheit
erhoht, d.h. das Fragment besitzt die Masse m/z 148 anstelle der berechneten Masse
m/z 147. Die so erhaltenen Fragmentierungsmuster ergaben zwar Hinweise auf diese
Molekiile, waren aber noch kein eindeutiger Beweis fiur die Strukturen der postulierten
Verbindungen.

Da aufgrund der Mesomeriestabilisierung der Molekiille das Molekilion (M)* deutlich
nachweisbar war, konnten unter diesen Bedingungen auch hochauflésende
Massenspektren won diesen Verbindungen erhalten werden (MS-Bedingungen siehe
lI1.5), durch die eine exakte Aussage Uber die Elementarkomposition dieser Molekile
gemacht werden konnte. Die Bestimmung der exakten Masse von Molekilen und die
dadurch durchfihrbare Berechnung ihrer Elementarkomposition ist moglich, da die
Atomgewichte der Isotopen nicht ganzzahlig sind und sich somit fur jedes Molekil die
exakte Masse berechnen lasst. Die untersuchten Verbindungen ergaben eine
Molekilmasse von 304,2039 = 5 ppm, die mit der Elementarkomposition (Ci9H203)
der Methylester von dPPJ; und dPPA, jewelils Typ | und Il, Gbereinstimmten.

IV.2.2 GC-MS-Analytik von dPPJ;-Methoxim-Methylestern

Ein Aliqguot der dber HPLC aufgereinigten Verbindungen wurde zum Methoxim
umgesetzt (siehe 111.1.5), der Reaktionsansatz anschlieend methyliert und durch
Massenspektrometrie im El-Modus analysiert (GC-Trennbedingungen siehe 111.4.5b). In
Abbildung V.6 sind die Chromatogramme und die entsprechenden Massenspektren
von dPPJ,, Typ I und Il, sowie des Dehydratisierungsproduktes von PGD; dargestellt.
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Abbildung IV.6: EI-MS-Chromatogramme mit Massenspektren der methoximierten

Methylester von dPPJ; Typ | und Il und 15d-PGJ;. In den Strukturformeln
sind die jeweiligen Fragmente, soweit zuzuordnen, angegeben.

Fir jede Verbindung konnte ein charakteristisches Fragmentmuster erhalten werden,
wobei die Molekulionen mit m/z 333 bzw. m/z 361 nachweisbar waren. Anhand dieser
Derivatisierung konnte die in den Molekilen enthaltene funktionelle Gruppe, das Keton,
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bestétigt werden. Die Umsetzung zum Methoxim filhrte zu einer Stabilisierung der
Moleklle und somit zu einer verringerten Isomerisierung. Je Verbindung konnten nur
noch zwei charakteristische Peaks nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um
die syn- und anti-lsomere des Methoxims, die bei der Derivatisierung gebildet werden
kénnen. Die Umsetzung zum Methoxim war nicht quantitativ, da auch noch nicht-
derivatisierte Methylester detektiert werden konnten. Auch mit dieser Derivatisierung
konnte die Position der Seitenketten bezlglich der Carbonylfunktion im Ringsystem der
Verbindungen nicht endguiltig geklart werden.

IV.2.3 GC-MS-Analytik von hydrierten dPPJ,/A-Methylestern

Zur eindeutigen Unterscheidung der Regioisomere sowie zur Bestimmung der Anzahl
der in den Verbindungen enthaltenen Doppelbindungen wurden diese katalytisch
hydriert (siehe II.2), zum Methylester umgesetzt und tGber GC-MS im positiven CI-
bzw. EI-Modus analysiert (GC-Trennbedingungen siehe IlIl.4.5b). Unter CI-
Bedingungen ergab jedes Regioisomer der hydrierten Deoxy-Ji/A;-Phytoprostan-
Methylester zwei Peaks mit einer Masse von m/z 311 (M+H)" (nicht abgebildet), was
die Anwesenheit von drei Doppelbindungen in den nicht-hydrierten Molekilen zeigt.
Der Standard, 15d-PGJ,, ergab ebenso zwei Peaks (m/z 339) mit einer
Massenzunahme um acht Einheiten, entsprechend den im nicht-derivatisierten Molekiil
enthaltenen drei konjugierten Doppelbindungen sowie der isolierten Doppelbindung in
der Carboxyl-Seitenkette.

Die carbonylstandige Seitenkette von Cyclopentanon-Verbindungen kann wahrend der
Probenaufarbeitung und im Injektor des Gaschromatographen utber Enol-Intermediate
isomerisieren. Bei Jasmonsaure entsteht so bevorzugt das thermodynamisch stabilere
trans-lsomer mit einem cis-trans-Verhaltnis von 1 : 9 beziiglich der Stellung der beiden
Seitenketten (Mueller und Brodschelm, 1994). Auch hier wurden zwei Peaks je
Verbindung identifiziert, die ebenfalls ein Verhaltnis von ca. 9 : 1 aufweisen, was darauf
schliel3en lasst, dass der erste, grofiere Peak das trans- und der zweite, kleinere Peak
das cis-lsomer des Cyclopentanons reprasentiert. Uber die erhaltenen El-
Massenspektren der hydrierten Methylester von Deoxy-Ji/A;-Phytoprostanen und von
15d-PGJ, konnte zudem die Orientierung der Seitenketten beziglich des
Cyclopentenon-Ring-Systems eindeutig aufgeklart werden. Jede Verbindung ergab
zwei Peaks mit charakteristischen Fragmentierungsmustern (siehe Abbildung IV.7).
Das Molekulion (M)* war bei allen untersuchten Verbindungen nur noch mit geringer
relativer Intensitat nachweisbar.
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Abbildung IV.7: EI-MS-Chromatogramme mit Massenspektren der hydrierten Methyl-
ester von Deoxy-J;-Phytoprostan Typ | und Il sowie der Referenz
15-Deoxy-Prostaglandin . In den Strukturformeln sind die jeweiligen
Fragmente, soweit zuzuordnen, angegeben.

Das Typ #Regioisomer von dPPJ; ergab drei Hauptfragmente: Das erste, weniger
spezifische Fragment mit der Masse m/z 279 entsteht durch die Abspaltung der
Methoxygruppe des Methylesters. Die beiden anderen Fragmente mit den Massen m/z
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240 und m/z 153 sind charakteristisch fur dieses Regioisomer. Die Masse m/z 153 wird
durch einen Bindungsbruch der oberen Seitenkette am Cyclopentanonring gebildet.
Das Fragment mit der Masse m/z 240 ergibt sich aus der Abspaltung der
carbonylsténdigen Seitenkette. Das erhaltene Fragment weicht um eine Masseneinheit
von dem berechneten Fragment (n/z 239) ab, die Ursache hierfur ist wiederum die
bereits oben erwahnte McLafferty-Umlagerung.

COOCH;

COOCH;,4 Q{:/\/\C 0OCH;

COOCH,
+?_| S~ \/\/ m/z =70
g;/\/\/\/‘coow3 m/z = 240
+Q SA
H

Abbildung IV.8: Schematische Darstellung der McLafferty-Umlagerung am Beispiel des
hydrierten Methylesters von dPPJ;-l. Dabei handelt es sich um die
Wanderung eines g-standigen Wasserstoffs zu einer ungesattigten
Gruppe mit einer anschlieBenden b-Spaltung des Molekilions (M)*.

Dabei wird aufgrund der Umlagerung anstelle der aliphatischen Seitenkette (CsH,;;) mit
der Masse m/z 71 eine einfach ungesattigte Seitenkette (CsHy0) mit der Masse m/z 70
abgespalten (Abbildung 1V.8). Ein Vorteil dieser Derivatisierungsmethode liegt darin,
dass 12-Oxo-Phytodienséure nach Kkatalytischer Hydrierung der beiden Doppel-
bindungen und anschlielender Methylierung identisch mit dem dPPJ;-Regioisomer
Typ | ist und somit eine ideale Referenzverbindung fur die Strukturaufkl&rung der
Deoxy-Phytoprostane darstellt (siehe Abbildung 1V.9). Die GC-MS-Analyse so
derivatisierter 12-OPDA liefert ebenfalls zwei Peaks mit identischen Retentionszeiten
und dem gleichen Fragmentierungsmuster wie das Regioisomer Typ | (nicht
abgebildet).
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Abbildung IV.9: dPPJ; Typ | und 12-OPDA ergeben nach katalytischer Hydrierung und
anschlielender Methylierung identische Molekile.

Das Typ lI-Regioisomer von dPPJ; ergab neben dem unpezifischen Fragment mit der
Masse m/z 279 (M-OCHs) ebenfalls zwei fir dieses Regioisomer charakteristische
Fragmente mit den Massen m/z 112 und m/z 281. Die Bindungsspaltung der
aliphatischen Seitenkette (C,Hs) am Cyclopentanonring fuhrt zu der Masse m/z 281.
Die Abspaltung der carbonylstandigen Seitenkette ergibt aufgrund der McLafferty-
Umlagerung ein Fragment mit der Masse m/z 112, das wiederum um eine
Masseneinheit von dem berechneten Fragment abweicht (m/z 111) (vergleiche
Abbildung IV.8).
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Abbildung IV.10: EI-MS-Chromatogramme mit Massenspektren der hydrierten Methyl-
ester von Deoxy-A;-Phytoprostan Typ | und Il. In den Strukturformeln
sind die entsprechenden Fragmente, soweit zuzuordnen, angegeben.

Die McLafferty-Umlagerung und die damit verbundenen Fragmentierungsmuster
lassen sich auch bei den ebenfalls analysierten dPPA;-Regioisomeren sowie dem
verwendeten Standard, 15d-PGJ, (siehe Abbildung 1V.7), nachweisen. Die durch die
Abspaltung der carbonylstédndigen Seitenkette generierten Fragmente weisen bei allen
drei Verbindungen eine Zunahme um eine Masseneinheit auf. Das dPPA;-Regioisomer
vom Typ | zeigt charakteristische Fragmente mit m/z 239 (M - CsHy;) und m/z 154 (M
- CgHy0,) anstelle von m/z 153 (M - CgHy,0,) (siehe Abbildung 1V.10). Eine um 1 Da
erhbhte Fragmentmasse zeigt an, dass dieses Fragment durch Abspaltung der
Seitenkette in C2-Position am Cyclopentanon-Ring entsteht. Wird die exakte
Fragmentmasse bestimmt, erfolgte ein Bindungsbruch der Seitenkette in C3-Stellung.
Das dPPA;-Regioisomer Typ Il zerféllt charakteristisch in Fragmente mit den Massen
m/z 111 (M" - Cy,H,30,) und m/z 282 (M - C,H,) statt der berechneten Masse m/z 281
(M" - C,Hs). Das als Standardverbindung eingesetzte 15d-PGJ, lieferte charak-
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teristische Fragmente mit den Massen m/z 195 und m/z 226 (M" - CgH,¢) anstatt der
Masse m/z 225 (M' - CgH,;) (siehe Abbildung 1V.7). Die McLafferty-Umlagerung konnte
zudem durch die parallel aufgearbeitete Analyse von 15d-PGA, bestatigt werden
(Daten nicht gezeigt).

Durch die hochauflosende Massenspektrometrie und die erhaltenen Massenspektren,
insbesondere durch die charakteristischen Fragmentierungsmuster der hydrierten
Verbindungen, die auch den direkten Vergleich mit 12-Oxo-Phytodiensdure als
Referenzverbindung ermdéglichten, konnten alle Verbindungen eindeutig identifiziert
werden. Eine zusatzliche Bestéatigung der Strukturen und eine Aufklarung der relativen
Konfiguration der Verbindungen durch Kernresonanzspektroskopie (NMR) scheiterte
aufgrund der in jedem einzelnen HPLC-aufgereinigten Peak enthaltenen Isomeren-
mischung, die eine eindeutige Bestimmung verhinderte. Eine weitere Auftrennung der
cis-trans-Isomere Uber RP-HPLC konnte aufgrund der Komplexitat der Mischung nicht
durchgefihrt werden.

IV.2.4 GC-MS-Analytik von hydrierten dPPJ,/A-PFB-Estern

Eine der empfindlichsten Methoden zum Nachweis von Fettsauren und deren
Derivaten ist die massenspektrometrische Detektion im negativen chemischen
lonisationsmodus (NICI). Negative lonen werden in der Massenspektrometrie nur von
Verbindungen generiert, die einen hohen Elektroneneinfangquerschnitt besitzen. Da
dies fur die hier zu vermessenden Verbindungen nicht zutrifft, wurden sie mit a-Brom-
2,3,4,5-Pentafluortoluol (PFB-Br) verestert, eine Derivatisierungsmethode, die in der
Prostaglandin-Chemie etabliert ist (Morrow et al., 1990b). Der PFB-Ester wird nach der
Aufnahme eines Elektrons n ein mesomeriestabilisiertes Pentafluorbenzylradikal und
ein Carboxylat-Anion (M-PFB) gespalten (siehe Abbildung 1V.11), das massen-
spektrometrisch nachgewiesen werden kann.

CCC\’“T J@( - q/\v:v\” HZC'Y\:

Abbildung IV.11: Spaltung eines PFB-Esters wahrend der lonisation im Massen-
spektrometer am Beispiel des hydrierten Methylesters von dPPJ;-I.
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In der Massenspektrometrie werden nur aus wenigen Molekilen negative lonen
generiert. Daraus ergibt sich eine hohere Nachweisempfindlichkeit und ein
verbessertes Signal-Rausch-Verhaltnis im Vergleich zur Detektion positiver lonen.
Andererseits ist bei dieser Derivatisierungs- und lonisationstechnik eine geringere
Fragmentierung der entstandenen Saureanionen zu beobachten, was mit einem
Verlust von Strukturinformationen verbunden ist.

Zum Nachweis der Cyclopentenon-Phytoprostane wurden die HPLC-gereinigten
Verbindungen zuerst katalytisch hydriert (siehe 111.2), um eine Isomerisierung zu
verhindern, und anschlieRend zum PFB-Ester umgesetzt (siehe II1.1.3). Vor der
Aufarbeitung wurde zu jedem Ansatz 1 ug 15d-PGJ, als Retentionszeitstandard fur die
Gaschromatographie zugesetzt. Die katalytische Hydrierung der Verbindungen hatte
zudem den Vorteil, dass 12-Oxo-Phytodiensaure wieder als authentische
Referenzverbindung fur dPPJ;-I eingesetzt werden konnte. Nach der Umsetzung zum
PFB-Ester musste der Reaktionsansatz zur Entfernung Uberschissiger Reagenzien
Uber eine Silica-SPE gereinigt werden. Dazu wurde das Ldsungsmittel in einem
Stickstoffstrom entfernt und der Ruickstand in 3 ml Hexan rekonstituiert. Eine SiOH-
SPE-Saule (500 mg) wurde mit 6 ml Methanol und 6 ml Ether gewaschen und mit 6 ml
Hexan equilibriert. Die Probe wurde auf die SPE-Saule aufgegeben und mit 6 ml
Hexan/Ether (1:1, v/v) eluiert. Das Uberschiissige Losungsmittel wurde mit einem
Stickstoffstrom trockengeblasen und in Hexan aufgenommen. Ein Aliquot jeder Lésung
wurde mittels GC-MS analysiert (Trennbedingungen siehe 111.4.5c). Jede Verbindung
lieferte wiederum zwei Peaks in einem Verhéltnis von ca. 9 : 1 fur die trans- bzw. cis-
Isomere tei einer Masse (M-PFB) von m/z 295 bzw. m/z 323 flr den eingesetzten
Standard (siehe Abbildung 1V.12).
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Abbildung IV.12: NICI-MS-Chromatogramme von katalytisch hydrierten dPPJ;-
dPPA;-PFB-Estern, jeweils Typ | und Il, sowie des hydrierten

18

I
17 o

(¢}
Deoxy-J,-Phytoprostan Typ |

OPFB
g:\/\/\/\/Y

o e}

Deoxy-J;Phytoprostan Typ Il

(o]

OPFB
O

Deoxy-A,;-Phytoprostan Typ |

O
\
OPFB
O

Deoxy-A;Phytoprostan Typ Il

(o]

!

o)
Deoxy-Prostaglandin J,

und
15d-

PGJ,-PFB-Ester. Es wurden nur die Molekilanionen detektiert, eine
Fragmentierung konnte nicht beobachtet werden.
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Eine weitere Fragmentierung der Molekilanionen konnte nicht beobachtet werden. Die
parallel zu diesen Proben als Referenz aufgearbeitete 12-Oxo-Phytodiensaure lieferte

ein im Vergleich zu dPPJ; Typ | identisches Chromatogramm und Massenspektrum
(nicht abgebildet).

IV.3 Quantifizierung von Deoxy-J;-Phytoprostanen

Zur Quantifizierung der durch die Partialsynthese und die anschlieRende vollsténdige
Dehydratisierung hergestellten Deoxy-Ji/A;-Phytoprostane konnte 15-Deoxy-Prosta-
glandin } als kauflich erwerbbarer Standard eingesetzt werden. Ein Aliquot des Uber
Silica-Festphasenextraktion gereinigten Ansatzes (siehe 1V.1.10) wurde mit 5 ug 15d-
PGJ, als nternem Standard versetzt. Das organische Ldsungsmittel wurde in einem
Stickstoffstrom entfernt, der Rickstand in 100 pl Acetonitril aufgenommen und Uber
Reversed-Phase-HPLC analysiert. Die HPLC-Auftrennung in die einzelnen Regio-
isomere der Deoxy-Phytoprostane wurde unter den in Il1.4.4.3 beschriebenen
Bedingungen durchgefihrt, die Identifizierung der Verbindungen erfolgte mit einem
Photo-Dioden-Array-Detektor anhand ihres UV-Spektrums (siehe Abbildung 1V.13).

Absorption [309nm]

e Mo

5 10 15 20 25 30 35
Zeit [min]

Abbildung 1V.13: HPLC-Quantifizierung von dPPJ;-l (1), dPPJs-II (I1), dPPA;s-I (IIl) und
dPPA;-1I (IV) gegen 15d-PGJ, (IS) als internem Standard bei 309 nm.

Zur Quantifizierung wurden die entsprechenden Peaks in ihrem Absorptionsmaximum
bei 309 nm integriert. Da die Deoxy-J;-Phytoprostane das gleiche chromophore
System aufweisen wie der verwendete Standard, wurde der Berechnung des Gehaltes
der molare Extinktionskoeffizient von 15d-PGJ, (e = 12000) zugrunde gelegt. Die
Bestimmung der Deoxy-A;-Phytoprostane, die als Nebenprodukt bei der Synthese
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gebildet wurden, erfolgte nur naherungsweise, da diese Verbindungen abweichende
UV-Spektren mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima besitzen. Die Aalyse ergab
eine Isomerenmischung von dPPJ; zu dPPA; in einem Verhdltnis von ca. 5 : 1, die
gesamte Ausbeute der Partialsynthese nach Aufarbeitung lag bei 1,18 mg (4,1 umol)
der Isomerenmischung von dPPJ;, entsprechend 13,4% bezogen auf das
Ausgangsmaterial der Partialsynthese, den F,-Phytoprostanen.

IV.4 Gewinnung von PPD; und dPPJ; durch Autoxidation von a-
Linolensaure

Eine praparative Gewinnung grof3erer Mengen an D;-Phytoprostanen bzw. deren
Dehydratisierungsprodukten, Deoxy-J;-Phytoprostane, Uber die oben dargestellte
Partialsynthese war aufgrund der sehr aufwendigen Durchfihrung und der geringen
Ausbeute der Reaktionsfolge nur schwer durchfihrbar. Zudem ist die Gewinnung
gereinigter F;-Phytoprostane, die die Ausgangsverbindungen der Partialsynthese
darstellen, langwierig. Durch die partialsynthetisch hergestellten Deoxy-Ji-
Phytoprostane konnten aber ausreichende analytische Daten zum Nachweis dieser
Verbindungen erhalten werden, um eine in vitro-Herstellung und Isolierung dieser
Verbindungen durch Autoxidation von a-Linolensdure zu untersuchen.

IV.4.1 Autoxidation von a-Linolensaure zur Herstellung von PPD,

F.-Phytoprostane werden bei der Autoxidation von a-Linolensaure bevorzugt in
aprotischen Ldsungsmitteln, wie Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff, gebildet
(Imbusch, 2001), wahrend die Ausbeute an E;-Phytoprostanen, die sich von PPD; nur
in der entgegengesetzten Position der ringstandigen Carbonyl- und Hydroxy-Gruppe
unterscheiden, bei der in vitro-Autoxidation in protischen L&ésungsmitteln, z.B.
Methanol-Wasser-Mischungen, deutlich héher war (Parchmann, 1999). Die Ursache
hierfir liegt in der unterschiedlichen Stabilitit der gemeinsamen Vorstufe aller
Phytoprostane, den Bicyclo-Endoperoxid-Phytoprostanen G;, in verschiedenen
Losungsmitteln. In wassrigem Milieu kann sich PPG; leicht in D- und E-Ring-
Verbindungen umlagern, fiir die analoge Prostaglandin-Verbindung PGG, konnte in
wassriger Umgebung eine Halbwertzeit von weniger als 5 min nachgewiesen werden
(Hamberg et al., 1974). In aprotischen Lésungsmitteln scheint PPG; stabiler zu sein, so
dass eine langere Zeit fur die Bildung von F;-Phytoprostanen durch Reduktion der
Bicyclo-Endoperoxide zur Verfligung steht.

Zur in vitro-Herstellung von Phytoprostanen wurden 10 g a-Linolensédure mit 40 ml
Methanol/Wasser (1:1, v/v) versetzt und unter permanenter Luftzufuhr bei
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Raumtemperatur gerihrt. Nach 7 Tagen wurde die Autoxidation durch die Zugabe von
10 g Triphenylphosphin (TPP) und 1 g Butylhydroxytoluol (BHT, als Radikalfanger) in
50 ml Chloroform gestoppt. Der Ansatz wurde zur vollstandigen Reduktion noch
vorhandener Hydroperoxide bzw. Endoperoxide durch TPP 15 min lang gerthrt und
anschlieend in einen Scheidetrichter Uberfuhrt. Die Mischung, die neben zahlreichen
weiteren Oxidationsprodukten auch die durch Endoperoxid-Umlagerung gebildeten D-
und E-Ringverbindungen sowie die durch die Endoperoxid-Reduktion entstandenen F-
Ring-Verbindungen enthielt, wurde mit 200 ml geséttigter Natriumchlorid-Lésung
versetzt, mit 1 M Citronensaure auf einen pH-Wert von 3 eingestellt und dreimal gegen
50 ml Chloroform ausgeschittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt und das
Uberschissige Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der 6lige Rickstand wurde in
Chloroform aufgenommen und bei -20°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

IV.4.2 Praparative Saulenchromatographie zur Reinigung von PPD;

Die Aufreinigung des Autoxidationsansatzes erfolgte durch praparative Saulen-
chromatographie (siehe 111.4.3). Dazu wurden 10 g Silicagel 60 (0,062 - 0,2 mm, Merck)
mit Methanol in eine Glassaule mit 1,5 cm Innendurchmesser tberfiihrt. Das Kieselgel
wurde nacheinander mit 100 ml Methanol sowie 100 ml Ethylacetat gewaschen und
anschlieBend mit 100 ml Chloroform equilibriert. Ein Teil des Autoxidationsansatzes,
entsprechend 2 g a-Linolensaure, wurde in einem Gesamtvolumen von 4 mi
Chloroform auf die Séule aufgegeben und mit 50 ml Chloroform/Essigsaure (100:0,1,
vliv) gewaschen. Die weitere Elution erfolgte mit 100 ml-Fraktionen eines
Losungsmitttelgemisches von Hexan/Ethylacetat/Essigséure, beginnend bei einem
Mischungsverhdéltnis von 90:10:0,1, wobei in jeder darauffolgenden Fraktion der
Ethylacetat-Anteil um 10 Teile bis zu einem Mischungsverhaltnis von 10:90:0,1 erhdht
wurde. Jede einzelne Fraktion wurde zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt,
in Ethylacetat aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Ein Aliquot jeder Fraktion wurde mittels Dunnschichtchromatographie auf die
Anwesenheit von D;-Phytoprostanen Gberprift, als Referenz wurden parallel
Prostaglandin D, und E, aufgetragen. Die DC-Platte wurde im Laufmittelsystem 2
entwickelt und mit Kupferacetat-Sprilhreagenz unter Erwarmung detektiert (siehe
I11.4.1). Die Chloroform/Essigsaure-Waschphase sowie die ersten drei Elutionsphasen
zeigten keine Farbung im Bereich der Referenzen. In den folgenden Fraktion ab einem
Losungsmittelverhaltnis von Hexan/Ethylacetat/Essigsaure (60:40:0,1, v/v) bis zu
Hexan/Ethylacetat/Essigsaure (20:80:0,1, v/v) war eine gelb-braune Verfarbung im
Bereich der Prostaglandine D, und E, nachweisbar, wobei keine scharfen Banden zu
erkennen waren.
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Zur Uberpriifung auf D,-Phytoprostane wurde ein Aliquot aller Fraktionen durch die
Zugabe von Trifluoressigsaure dehydratisiert (siehe IV.1.9) und anschlie3end Uber
HPLC analysiert (Trennbedingungen und Detektion siehe 111.4.4.1). Die ersten drei
Fraktionen enthielten keine Cyclopentenon-Derivate, in der Fraktion mit Hexan/Ethyl-
acetat/Essigsaure (60:40:0,1, v/v) wurden nur Spuren an dPPJ; nachgewiesen,
wahrend der Grofdteil der Deoxy-J;-Phytoprostane in den darauffolgenden drei
Fraktionen enthalten war. Eine Quantifizierung der erhaltenen Deoxy-J;-Phytoprostane
aus der Rohpréaparation war nicht moglich. In allen Phytoprostan D;-haltigen Fraktionen
waren auch die von ihrem chromatographischen Verhalten her sehr ahnlichen E;-
Phytoprostane nachweisbar.

Zur Vereinfachung der Aufarbeitung wurden die Elutionsbedingungen der Silicasaule
spater modifiziert. Nach der Probenaufgabe konnten lipophilere Verbindungen, z.B.
nicht oxidierte Fettsauren mit 50 ml Chloroform/Essigséure (100:0,1, v/v) und 50 ml
Hexan/Ethylacetat/Essigsaure (70:30:0,1, v/v) von der Séule gewaschen werden und
darauf die Phytoprostan D,/E;-lIsomerenmischung mit 150 ml Hexan/Ethyl-
acetat/Essigsaure (30:70:0,1, v/v) eluiert werden. Die so erhaltene Préparation wurde
an einem Rotationsverdampfer eingeengt, in Ethylacetat aufgenommen und bei -20°C
gelagert.

IV.4.3 HPLC-Isolierung von D;-Phytoprostanen

Ein Teil der durch praparative Saulenchromatographie vorgereinigten Phytoprostan
D./E;-lsomerenmischung wurde vor der HPLC-Auftrennung nochmals tber eine SPE-
Séule gereinigt. Dazu wurde eine Silica-SPE-Saule mit 6 ml Methanol sowie 6 ml Ether
gewaschen und mit 6 ml Chloroform equilibriert. Die zuvor trockengeblasene Probe
wurde in 500 pl Chloroform aufgenommen und auf die Saule aufgegeben.
AnschlieBend wurde die SPE-Saule mit 6 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (90:10:1,
viv) und 6 ml Hexan/Ether/Essigsdure (50:50:1, v/v) zur Entfernung apolarer
Verunreinigungen gewaschen und die PPD./E;-lsomerenmischung mit 9 ml
Ether/Aceton/Essigsaure (70:30:1, v/v) von der Saule eluiert. Das Losungsmittel wurde
in einem Stickstoffstrom entfernt und der Rickstand in Methanol aufgenommen. Ein
Aliquot dieser Losung wurde Uber semipréaparative RP-HPLC bei 204 nm analysiert
(siehe Abbildung V.14, Trennbedingungen siehe 111.4.4.4).
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Abbildung IV.14: HPLC-Chromatogramm der durch Autoxidation gewonnenen,
vorgereinigten PPD,/E;-Isomerenmischung. Die Detektion erfolgte bei
204 nm.

Die im Chromatogramm markierten Peaks wurden aufgefangen, mit Wasser verdiinnt
und dreimal gegen 3 ml Ether ausgeschuttelt. Die organischen Phasen wurden
vereinigt und das Losungsmittel in einem Stickstoffstrom entfernt. Der Rickstand
wurde in Methanol geldst und bei -20°C gelagert.

Da keine Referenzverbindung zur Identifizierung der D;-Phytoprostane verfligbar war,
wurde ein Aliquot jedes isolierten Peaks durch sauer katalysierte Dehydratisierung in
die Deoxy-J,/A;-Phytoprostane Uberfihrt (siehe 1V.1.9), fir die ausreichende
chromatographische und massenspektrometrische Daten verfiigbar waren. Die Proben
wurden anschlieRend katalytisch hydriert (siehe 111.2) und zum PFB-Ester umgesetzt
(siehe 111.1.3). Nach der Abtrennung Uberschiissiger Reagenzien Uber Festphasen-
extraktion (siehe 1V.2.4) wurde jede Probe mittels NICI-GC-MS analysiert (siehe
l11.4.5c).

Mit Ausnahme von Peak VII enthielten alle untersuchten Proben Mischungen von
Deoxy-Ji/As-Phytoprostan-Regioisomeren bzw. nur die aus E;-Phytoprostanen
entstandenen dPPA; (siehe Tabelle IV.1). Lediglich in Peak VII waren ausschlief3lich
die aus PPD; gebildeten Deoxy-J;-Phytoprostan-Regioisomere nachweisbar.
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Peak Retentions- PPD;-I PPD;- PPE;-I PPE;-II
zeit — — - -
[min] dPPJ,-l dPPJ,-lI dPPA-I dPPA;-II
| 25,4 X
I 28,0 X X X X
" 29,4 X (x) X
v 31,1 (x) (x) X
\% 32,3 X X
VI 34,8 X
Yl 36,4 X X
Vil 39,4 (x) (X)
IX 41,9 X
X 43,5
X1 47,6 X X
Tabelle IV.1: Nachgewiesene Abbauprodukte der isolierten PPD,/E;-Fraktionen nach

sauer Kkatalysierter Dehydratisierung und GC-NICI-MS-Bestimmung.
(x = Hauptbestandteile; (x) = nur in Spuren enthalten).

Eine weitere Auftrennung der Mischung war unter den gewahlten Bedingungen und
aufgrund der hohen Anzahl an Stereoisomeren, theoretisch je 32 Isomere fur die D;-
und E;-Phytoprostane, nicht durchfiihrbar. Uber Peak VII, der beide Regioisomere von
PPD; enthielt, war jedoch eine weitere massenspektrometrische Charakterisierung der
D,-Phytoprostane maglich.

IV.4.4 GC-MS-Analytik von D;-Phytoprostanen

Zur Bestimmung der Phytoprostan D;-Regioisomere mittels EI-GC-MS wurde ein
Aliquot der HPLC-Isolierung von Peak VII zur Stabilisierung der Verbindungen bzw. zur
Vermeidung einer Dehydratisierung wahrend der Aufarbeitung bzw. der GC-MS-
Analyse zum Methoxim umgesetzt (siehe 111.1.5). Der Ansatz wurde anschlieRend mit
Diazomethan methyliert (siehe 111.1.2) und die noch vorhandenen Hydroxygruppen mit
BSTFA zum Trimethylsilylether derivatisiert (siehe 111.1.4). Ein Teil dieses Ansatzes
wurde Uber GC-MS im EI-Modus analysiert (Trennbedingungen siehe 111.4.5d).
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Abbildung IV.15: EI-MS-Chromatogramme der silylierten und zum Methoxim um-
gesetzen PPD;-Methylester. Die obere Massenspur entspricht dem
Hauptfragment des Regioisomers Typ |, die untere dem Typ II-
Regioisomer.

Im RIC-Chromatogramm waren zwei Peaks nachweisbar, die beide das fur die
methoximierten O-TMS-Methylester berechnete Molekilion mit der Masse m/z 513
enthielten (siehe Abbildung IV.15). Die dazugehdrigen Massenspektren konnten den
beiden Regioisomeren von PPD; zugeordnet werden (siehe Abbildung IV.16) und
unterschieden sich eindeutig von den bereits bekannten Massenspekiren der
Phytoprostan E;-Regioisomere (Parchmann, 1999), die die gleiche Moleklimasse wie
die untersuchten D;-Phytoprostane aufweisen.
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Abbildung IV.16: EI-Massenspektren der zum Methoxim umgesetzten, silylierten
Methylester von PPD;. In den Strukturformeln sind die entsprechen-
den Fragmente, soweit zuzuordnen, angegeben.

Die Uber semipréaparative RP-HPLC gereinigten D;-Phytoprostane reichten fur eine
massenspektrometrische Charakterisierung aus. Eine praparative Gewinnung dieser
Verbindungen bzw. die Isolierung einzelner Isomere im mg-Mal3stab, die fur
Untersuchungen einer mdoglichen biologischen Aktivitat von D,-Phytoprostanen
notwendig gewesen waren, war aufgrund der komplexen Mischung und der Instabilitat
dieser Verbindungen nicht durchfihrbar. Die Deoxy-J;-Phytoprostane, die durch
Abspaltung von zwei Molekulen Wasser aus den D-Ring-Verbindungen entstehen
koénnen, bestehen theoretisch aus vier geometrischen Isomeren je Regioisomer, so
dass eine préparative Isolierung einzelner Regioisomere im mg-Malf3stab moglich war.

IV.4.5 Herstellung und praparative Saulenchromatographie zur Reinigung von
dPPJ,

Die saulenchromatographisch vorgereinigte D,/E;-Phytoprostan-Mischung wurde durch
sauer katalysierte Dehydratisierung in die Deoxy-J;-Phytoprostane uberfiihrt. Dazu
wurde das Losungsmittel unter Vakuum entfernt und der olige Rickstand mit 2 ml
Trifluoressigséaure versetzt (siehe 1V.1.9). Nach einer 15-mindtigen Inkubation bei 40°C
im Wasserbad wurde die Saure in einem Stickstoffstrom entfernt und der Rickstand in
2 ml Chloroform aufgenommen.

Die Aufreinigung des Dehydratisierungsansatzes erfolgte Uber préaparative Saulen-
chromatographie (siehe I11.4.3). Dazu wurden 10 g Silicagel 60 (0,062 - 0,2 mm, Merck)
mit Methanol in eine Glassaule mit 1,5 cm Innendurchmesser Uberfiihrt. Das Kieselgel
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wurde nacheinander mit 100 ml Methanol sowie 100 ml Ethylacetat gewaschen und
anschlielend mit 100 ml Chloroform equilibriert. Der Reaktionsansatz wurde auf die
Séaule aufgegeben, mit 50 ml Hexan und 50 ml einer Mischung von Hexan/Ethyl-
acetat/Essigsaure (90:10:0,1, v/iv) zur Entfernung apolarer Reaktionsprodukte
gewaschen. Die Deoxy-J;-Phytoprostane konnten anschlieGend mit 75 ml
Hexan/Ethylacetat/Essigsdure (70:30:0,1, v/iv) von der Saule eluiert werden. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand in Ethylacetat
aufgenommen und bis zur weiteren HPLC-Auftrennung bei -20°C gelagert.

IV.4.6 Praparative HPLC-Isolierung von Deoxy-J;-Phytoprostanen

Die Autrennung von dPPJ; in die beiden Regioisomeren erfolgte durch préparative
HPLC. Dazu wurde ein Teil des gereinigten Dehydratisierungsansatz, entsprechend
einem Gramm a-Linolenséaure, in 1 ml Methanol aufgenommen. Der Ansatz wurde Uber
HPLC unter den in 111.4.4.5 angegebenen Bedingungen aufgetrennt (siehe Abbildung
IV.17).
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Abbildung IV.17: Praparativer HPLC-Lauf zur Isolierung von dPPJ;. Der Peak mit einer
Retentionszeit von 62,7 min entspricht dem Typ FRegioisomer, der
Peak mit der Retentionszeit von 70,7 min dem Typ Il

Das HPLC-Chromatogramm zeigt drei Peaks bei einer Absorption von 309 nm, wobei
der erste Peak keine Deoxy-J;-Phytoprostane enthielt. Die beiden dPPJ;-
Regioisomere, Typ | mit einer Retentionszeit von 62,7 min und Typ Il mit einer
Retentionszeit von 70,7 min, konnten voneinander getrennt und aufgefangen werden.
Nach einer Reduzierung des organischen Ldsungsmittelanteils mit einem
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Rotationsvakuumkonzentrator wurde die verbliebene Losung mit Wasser verdiinnt und
dreimal gegen Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und Uberschissiges Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und bei -20°C
gelagert.

Eine direkte Quantifizierung des Dehydratisierungsansatzes (siehe 1V.4.5) durch
analytische HPLC war nicht mdglich, da im Bereich der Retentionszeit des
verwendeten Standards 15d-PGJ, eine grol3e Menge lipophiler Verunreinigungen von
der HPLC-Saule eluierte. Ein Aliquot der im praparativen Mal3stab gereinigten Deoxy-
J;-Phytoprostane konnte jedoch zur Uberpriifung der Reinheit und zur Quantifzierung
der in dem Ansatz enthaltenen Menge gegen 5 pg 15-Deoxy-Prostaglandin J,-
Standard uber HPLC analysiert werden (Trennbedingungen siehe 111.4.4.3). Uber die
erhaltenen Chromatogramme konnte naherungsweise auf die in den Autoxidations-
ansatzen gebildete dPPJ;-Menge geschlossen werden. Die Berechnung ergab eine
Gesamtausbeute von bis zu 210 ug/g eingesetzter a-Linolenséure (entsprechend
0,021%) fur das Typ I|-Regioisomer und bis zu 290 ug fir Typ Il (entsprechend
0,029%).

Die praparative HPLC-Auftrennung erwies sich als effektiv, war aufgrund der hohen
Flussrate und dem damit verbundenen Ldsungsmittelverbrauch aber sehr
kostenintensiv, so dass eine andere Methode zur Auftrennung der Deoxy-J;-
Phytoprostane Uber ein Lobar-Mitteldruckchromatographie-System entwickelt wurde,
das mit deutlich geringeren Flussraten eine vergleichbare Auftrennung und Isolierung
der Verbindungen erlaubte (siehe 111.4.4.5).

Uber dieses System war es moglich, dPPJ;-Regioisomere im mg-MaRstab zu isolieren,
um diese Verbindungen auf eine mdgliche biologische Aktivitdt zu testen bzw.
Methoden zum Nachweis dieser Phytoprostane in pflanzlichen Geweben zu
entwickeln. Zuerst wurde untersucht, ob und in welchen Mengen D-Phytoprostane
bzw. deren Abbauprodukte, die Deoxy-J;-Phytoprostane, in pflanzlichen Geweben
durch Autoxidation von a-Linolensaure gebildet werden kénnen.

IV.5 Nachweis von PPD;und dPPJ; in pflanzlichem Material
V.5.1 Nachweis von PPD; und dPPJ; mittels GC-MS

Die empfindlichsten Nachweismethoden zur Quantifizierung von Prostanoiden in
biologischen Systemen basieren auf der Detektion dieser Verbindungen im negativen
chemischen lonisationsmodus nach ihrer Derivatisierung zum Methoxim, Trimethylsilyl-
Veretherung und Uberfilhrung in die entsprechenden Pentafluorbenzylester. Auch alle
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bisher bekannten Phytoprostane, z.B. PPF, oder PPE;, wurden mit dieser Methode
analysiert. 15-Deoxy-Prostaglandin J, konnte jedoch noch nicht Uber GC-MS in Tieren
nachgewiesen werden, da es vermutlich aufgrund der hohen Temperaturbelastung im
GC leicht isomerisiert. Der bisher einzige Nachweis von 15d-PGJ, in tierischen
Geweben gelang mit Hilfe von einem ELISA unter Verwendung eines monoklonalen
Antikorpers (Shibata et al., 2002). Andere Ansatze zur Untersuchung von
Cyclopentenon-lsoprostanen (A;- und J.-Isoprostane) mittels GC-MS ergaben bei
verschiedenen Derivatisierungsansatzen aufgrund der grof3en Anzahl an Isomeren und
ihrer geringen Temperaturstabilitat zumeist eine Vielzahl schlecht aufgeloster,
Uberlappender Peaks (Chen et al., 1999), die eine Quantifizierung einzelner Isomere
nur schwer ermdglichte.

Die zur Charakterisierung der Deoxy-J,/A;-Phytoprostane verwendete GC-MS-
Nachweismethode im negativen chemischen lonisationsmodus nach katalytischer
Hydrierung und PFB-Veresterung, die fir jedes untersuchte Regioisomer im
Chromatogramm zwei Peaks ergab (siehe 1V.2.4), war flr eine spurenanalytische
Untersuchung in Pflanzenmaterial nicht geeignet, da aufgrund der Hydrierung eine
Unterscheidung von dPPJ; Typ | und der enzymatisch in Pflanzen gebildeten 12-Oxo-
Phytodiensaure nicht mehr moglich war. Zudem ergaben Analysen von pflanzlichem
Material nach Aufarbeitung (siehe 1V.5.4) eine grof3e Menge an Verunreinigungen mit
dem gleichen Masse/Ladungs-Verhaltnis und mit vergleichbaren GC-Retentionszeiten,
so dass die Cyclopentenon-Phytoprostane nicht eindeutig nachgewiesen werden
konnten.

Durch die Umsetzung der hydrierten Phytoprostane zum Methoxim mit einer Zunahme
um 29 Masseneinheiten wurde versucht, die gesuchten Verbindungen in eine hdhere
Massenspur zu verschieben und damit selektiv von den Verunreinigungen zu trennen.
Die Derivatisierung der Carbonylfunktion ergab jedoch zwei zusatzliche Peaks je
Regioisomer bzw. des Standards, entsprechend den syn- und anti-lsomeren des
gebildeten Methoxims (siehe Abbildung 1V.18, Trennbedingungen siehe 1V.4.5¢).
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Abbildung IV.18: GC-MS-Chromatogramme im  NICl-lonisationsmodus der zum
Methoxim derivatisierten und hydrierten PFB-Ester von dPPJ; Typ |
und Typ Il und des Standards 15d-PGJ,. Eine Fragmentierung der
Molekiilanionen (M’ wurde nicht beobachtet.

Eine Unterscheidung zwischen dem Regioisomer Typ | und 12-OPDA war auch mit
dieser Derivatisierungstechnik nicht moglich. Bei Aufarbeitungen von verschiedenen
Pflanzenproben konnten keine dPPJ; nachgewiesen werden.

Eine Untersuchung der Cyclopentenone als Pentafluorbenzyl-Ester ohne eine
vorausgegangene katalytische Hydrierung, wodurch eine Unterscheidung zwischen
Typ | und 12-OPDA realisierbar gewesen ware, ergab aufgrund der thermischen
Isomerisierung der a,b-ungeséttigten Ketone wahrend der GC-Analyse mehrere Peaks
mit einer nur ungenigenden Auftrennung der einzelnen Verbindungen (siehe
Abbildung 1V.19, Trennbedingungen siehe IV.4.5e).
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Abbildung IV.19: GC-MS-Chromatogramme im NICl-lonisationsmodus der PFB-Ester
von dPPJ; Typ | und Typ Il und des Standards 15d-PGJ;. Eine
Fragmentierung der Molekiilanionen (M) wurde nicht beobachtet.

Ein weiteres Problem dieser Untersuchung war die sehr geringe massen-
spektrometrische Nachweisempfindlichkeit der nicht hydrierten PFB-Ester, so dass
eine spurenanalytische Untersuchung von Pflanzenmaterial auch in diesem Fall keinen
Erfolg hatte.

Zur Stabilisierung und zur Verhinderung einer Isomerisierung der Cyclopentenone
wurde als nachstes die Umsetzung der nicht hydrierten Verbindungen zum Methoxim
mit anschlielender PFB-Veresterung versucht. Auch diese Derivatisierung fihrte
wieder zu einer Vielzahl von nicht ausreichend trennbaren Peaks (nicht abgebildet), die
eine Detektion der Cyclopentenon-Phytoprostane in pflanzlichem Gewebe verhinderte.
Neben der ebenfalls geringen Nachweisempfindlichkeit dieser Verbindungen im
Massenspektrometer war zudem eine quantitative Umsetzung der Carbonylfunktion
zum Methoxim problematisch.
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Insgesamt konnte trotz mehrerer Versuche keine GC-MS-Methode zum
spurenanalytischen Nachweis der Deoxy-J;-Phytoprostane entwickelt werden. Ein
gravierender Nachteil aller oben genannten Methoden war allgemein die - neben der
Extraktion und der weiteren Aufreinigung der pflanzlicher Proben - zeitlich sehr
langwierige und aufwendige Derivatisierung der Verbindungen, die in der téglichen
Routineanalytik kaum durchfiihrbar gewesen ware.

IV.5.2 Nucleophile Addition von Glutathion an a,b-ungesattigte Carbonyl-
Verbindungen

a,b-ungeséttigte Ketone sind aufgrund ihres elektrophilen Charakters reaktive
Verbindungen, die leicht von Nucleophilen angegriffen werden koénnen. Der b-
Kohlenstoff von Cyclopentenon-Prostaglandinen kann kovalent mit freien Thiolen
reagieren (Michael-Addition). Prostaglandin A und ein Ax-Isoprostan (15-A-iP) binden
innerhalb weniger Minuten in Anwesenheit von Glutathion-S-Transferase (GST) fast
quantitativ an Glutathion (GSH), wahrend ohne enzymatische Katalyse (allerdings bei
einem pH-Wert von 6,5) keine merkbare Umsetzung nachgewiesen werden konnte
(Chen et al., 1999). Bereits 1990 wurde von Atsmon et al. gezeigt, dass D'*-PGD, und
9-Deoxy-D’-D'*-PGD, mit freien Thiolen wie in Cystein und GSH reagieren koénnen,
wobei die Konjugationsreaktion mit 9-Deoxy-D’-D"*-PGD, bei einem pH-Wert von 7,5
bereits in Abwesenheit von Glutathion-S-Transferase fast quantiativ ablauft (Atsmon et
al., 1990).

Die Deoxy-J;-Phytoprostane sollten als kreuzkonjugierte a,b-ungeséttigte Carbonyl-
verbindungen ebenfalls mit freien Thiolen reagieren. Dazu wurden 25 ug jedes dPPJ;-
Regioisomers (86 nmol) in 1 ml einer Losung von Glutathion (1 mg/ml, 3,25 mM) in
PBS-Puffer pH 7,4 gel6st und bei 37°C inkubiert. Parallel dazu wurde ein Ansatz zur
Uberprifung der Stabiltat der Verbindungen unter den gewéhlten Bedingungen in 1 ml
PBS-Puffer pH 7,4 ohne GSH inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Anséatze mit 4
ml Wasser verdiinnt, mit 1 M Citronensaure auf pH 3 eingestellt und dreimal gegen 2
ml Ethylacetat ausgeschittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt und das
Uberschissige Losungsmittel unter Vakuum entfernt. AnschlieRend wurde ein Aliquot
jedes Ansatzes Uber HPLC analysiert (siehe 111.4.4.3).

Nach der einstindigen Inkubation mit Glutathion konnten im Gegensatz zum
Kontrollansatz nur noch ca. 20% der Ausgangsverbindungen in die organische Phase
extrahiert werden. Der Grof3teil der Cyclopentenon-Phytoprostane (83,4% Typ | und
79,08% Typ II) wurde an Glutathion gebunden.
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IV.5.3 Nachweis von Deoxy-J;-Phytoprostanen mittels Fluoreszenz-HPLC

Eine Analyse der Deoxy-J;-Phytoprostane in Pflanzen mit in der Prostaglandin-Chemie
etablierten GC-MS-Methoden war, auch unter Verwendung verschiedener
Derivatisierungsmethoden, nicht durchfiihrbar. Ein Nachweis der Verbindungen gelang
schlie8lich mit der Entwicklung einer empfindlichen HPLC-Methode mit Fluoreszenz-
Detektion. Da die chemisch reaktiven, elektrophilen Cyclopentenone durch Michael-
Addition kovalent an freie Thiole binden kénnen, war es mdéglich, dPPJ;, 12-OPDA und
das als Standard verwendete 15d-PGJ, selektiv an 7-Mercapto-4-methylcumarin, einer
fluoreszierenden Verbindung mit freier Thiol-Gruppe, zu binden (siehe Abbildung
IV.20). Die dabei gebildeten Konjugate konnten anschlieend hochempfindlich und
selektiv mittels Fluoreszenz-HPLC bestimmt werden.

N
=R, 7 =\

o dPPJ o OPDA
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Abbildung IV.20: Schematische Darstellung der Derivatisierungsreaktion mit 7-
Mercapto-4-methylcumarin. a,b-ungeséttigte Carbonylverbindungen
wie dPPJ; und OPDA reagieren in Anwesenheit eines sauren
Katalysators mit Thiolen (Michael-Addition). (Typ I: Ry = CgHi150;; R, =
CoHs; Typ II: Ry = CoHs, R2 = CgH3505).

Nucleophile Michael-Additionen laufen im allgemeinen basenkatalysiert ab, die zu
bestimmenden Cyclopentenone sind unter diesen Bedingungen, insbesondere in
wassrigem Milieu, allerdings nicht stabil und kénnen mdoglicherweise polymerisieren.
Deshalb wurde eine Kopplung unter sauren Reaktionsbedingungen in einem
organischen Losungsmittel durchgefiihrt.

25 pg des dPPJ;-Regioisomers Typ Il wurden in 50 pl einer Losung von 7-Mercapto-4-
methylcumarin in Ethylacetat (1 mg/ml) unter Zugabe von 25 ul Trifluoressigsaure fur
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und die Mischung anschliel3end tiber HPLC
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unter Verwendung eines Photodiodenarray- und eines Fluoreszenzdetektors analysiert
(LiChrospher 100 RP18 endcapped, 250 mm x 4 mm, Fluss 1,5 ml/min, linearer
Gradient von 30% bis 85% Acetonitril in Wasser mit 0,1% Essigsaure). Im Vergleich zu
einem parallelen Ansatz, der nur die Derivatisierungsreagenzien enthielt, konnte im
UV-Chromatogramm ein weiterer Peak bei einer Wellenldnge von 326 nm detektiert
werden, wéahrend das Edukt dPPJ;-Il nur mehr in Spuren nachgewiesen wurde. Im
Fluoreszenzchromatogramm wurde bei der gleichen Retentionzeit und einer flr
vergleichbare Cumarine charakteristischen Anregungs- und Emissionswellenlange (I e
=330, | .n = 450) ebenfalls ein Peak detektiert. Dieser Peak wurde aufgefangen und
Uber den auch im Scan-Modus betreibbaren Fluoreszenzdetektor die fir das Konjugat
optimale Anregungs- und Emissionswellenlange bestimmt (siehe Abbildung IV.21).

420 nm 335 nm

wellenlange von 450nm

Fluoreszenz bei einer Anregungs-
wellenldnge von 330nm
Fluoreszenz bei einer Emissions-

400 420 440 460 480 500 260 280 300 320 340 360 380 400

Emissionswellenlange [nm] Anregungswellenléange [nm)]

Abbildung IV.21: Bestimmung der optimalen Anregungs- und Emissions-Wellenlangen
fiur das Kopplungsprodukt von 7-Mercapto-4-methylcumarin Uber
einen Wellenlangen-Scan.

Nach der Bestimmung der optimalen Anregungswellenlange des Konjugats bei 335 nm
und der Emmissionswellenldange von 420 nm konnten sowohl die optimalen
Reaktionsbedingungen und Loésungsmittel fur die nucleophile Addition ermittelt als
auch eine HPLC-Methode zur Auftrennung von dPPJ;, 12-OPDA und des als Standard
verwendeten 15d-PGJ, entwickelt werden.

Zur Konjugation wurden die Verbindungen mit 50 pl einer Lésung von 7-Mercapto-4-
methylcumarin in Ethylacetat (1 mg/ml) sowie 25 ul Trifluoressigséure versetzt und bei
0°C im Eisbad inkubiert. Nach einer Stunde konnten die Gberschiissigen Reagenzien in
einem Stickstoffstrom entfernt werden. Der Rickstand wurde in Acetonitril
aufgenommen und Uber HPLC analysiert (siehe Abbildung 1V.22; HPLC-Bedingungen
siehe I1.4.4.6, Trennsystem 2).
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Abbildung IV.22:
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HPLC-Chromatogramme der fluoreszenzmarkierten Verbindungen
dPPJ; Typ | und Il, OPDA und des Standards 15-dPGJ,. Im untersten
Chromatogramm ist eine Mischung aller vier Verbindungen nach
Aufarbeitung und Derivatisierung abgebildet. Die Peaks im Bereich
bis 5 min stammen von den Derivatisierungsreagenzien.
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Fur die beiden Regioisomere der Cyclopentenon-Phytoprostane und 15d-PGJ, wurde
jeweils ein Peak detektiert, 12-Oxo-Phytodiensaure isomerisierte wahrend der
Konjugationsreaktion und ergab 2 Peaks im HPLC-Chromatogramm. Eine weitere
Charakterisierung der gebildeten Konjugate Uber GC-MS gelang nicht. Die
Nachweisgrenze der Verbindungen Uber diese Derivatisierungsmethode lag bei 10 ng.

IV.5.4 Extraktion und Reinigung von dPPJ, aus Pflanzenmaterial

Mit der Entwicklung der Fluoreszenz-HPLC-Methode war es mdglich, dPPJ; und 12-
Oxo-Phytodiensaure in pflanzlichem Material zu bestimmen. Die Isolierung der feien
Fettsduren und Lipide wurde aus Zellgewebe durchgefiihrt, das unmittelbar vor der
Aufarbeitung in flussigem Stickstoff tiefgefroren und gemarsert oder bei -80°C gelagert
wurde. Bei Zellsuspensionskulturen wurde das Medium Uber einen Blchnertrichter
abgesaugt und das Zellmaterial in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Um ein schnelles
Auftauen der Proben wahrend der Extraktion zu vermeiden, wurden alle dabei
verwendeten Losungsmittel auf 4°C gekdhlt und die Pflanzenextrakte wahrend der
einzelnen Aufarbeitungsschritte auf Eis gelagert. Dadurch sollte eine weitere
Autoxidation und damit eine mdgliche ex-vivo-Entstehung von Phytoprostanen aus a-
Linolenséure wahrend der Probenaufarbeitung verhindert werden.

Zur Extraktion wurden 2 - 10 g frisches Pflanzengewebe bzw. Zellsuspensionskultur,
entsprechend einem Trockengewicht von 0,1 - 1 g, mit 10 ml geséttigter Kochsalz-
I6sung und 10 ml Ethylacetat versetzt. Zu der Mischung wurden zudem 200 pl einer
5%-igen Losung (w/v) von Butylhydroxytoluol (BHT) in Ethylacetat als Radikalfanger,
eine Spatelspitze (ca. 20 mg) Triphenylphosphin zur Reduktion von Hydroperoxiden
und 500 ng 15-Deoxy-D'***-Prostaglandin J als interner Standard zugegeben. Zum
Einstellen der Proben auf einen pH von 2 - 3 waren je nach der eingesetzten
Pflanzenmenge zwischen 100 und 250 pl 1 M Citronensaure notwendig.

Die Zellen wurden durch eine dreiminttige Dispersion mit einem Ultra-Turrax bei 24000
rpm homogenisiert und zur Trennung der Phasen fiir 10 min bei 2900 x g und 4°C
zentrifugiert. Die organische Phase wurde vorsichtig abgenommen, wobei keine
Bestandteile der Interphase oder der Wasserphase miterfasst werden durften.

Der Ethylacetat-Extrakt wurde anschlieBend Uber eine Aminopropyl-Festphasen-
extraktion gereinigt. Die Aminopropyl-SPE (500 mg) wurde nacheinander mit 6 ml 5 %
Triethylamin in Methanol (v/v) und 6 ml Methanol gespult und anschlieRend mit 6 ml
Ethylacetat equilibriert. Der Pflanzenextrakt wurde quantitativ aufgegeben und die
Séaule mit 9 ml Chloroform/lsopropanol (2:1, v/iv) zur Entfernung der in Ethylacetat
I6slichen Kontaminanten wie Chlorophyll oder Fettsdureestern gewaschen. Die Deoxy-
J;-Phytoprostane konnten mit 6 ml Hexan/Ethylacetat/Essigsaure (75:25:2) eluiert
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werden. Das Eluat wurde in einem Stickstoffstrom zur Trockene eingeengt und in 1 mi
Chloroform rekonstituiert.

Der so erhaltene Extrakt wurde Uber eine weitere Festphasenextraktion aufgereinigt.
Dazu wurde eine Silica-SPE (500 mg) mit 6 ml Methanol sowie 6 ml Ethylacetat
gewaschen und mit 9 ml Chloroform equilibriert. Die Probe wurde auf die Saule
appliziert und mit 6 ml Chloroform gespdlt. Die Elution von dPPJ; erfolgte mit 9 ml
Hexan/Ethylacetat/Essigséure (75:25:1), Uberschissiges Losungsmittel wurde in einem
Stickstoffstrom entfernt.

Der Riuckstand der Aufreinigung wurde zur Fluoreszenzmarkierung in 50 pl einer
Loésung von 7-Mercapto-4-methylcumarin in Ethylacetat (1 mg/ml) sowie 25 ul
Trifluoressigsdure als Katalysator versetzt und eine Stunde bei 0°C inkubiert.
AbschlieBend wurden die im Uberschuss zugegebenen Reagenzien unter Vakuum
entfernt und der Rickstand in 100 pl Acetonitril aufgenommen. Ein Aliquot dieser
Losung wurde mittels Fluoreszenz-HPLC analysiert (HPLC-Bedingungen siehe
I11.4.4.6). Jeder einzelne Aufarbeitungsschritt wurde unter der Verwendung von
Standardverbindungen entwickelt und UGberprift. Um unterschiedliche physiko-
chemische Eigenschaften der Verbindungen in den Analysen auszugleichen, die
sowohl die Ausbeute bei der chromatographischen Aufarbeitung als auch bei der
Derivatisierungsreaktion beeinflussen kdnnen, musste fur die Berechnung der dPPJ;-
und OPDA-Konzentrationen mit 15d-PGJ, als internem Standard (IS) ein
Korrekturfaktor bestimmt werden. Zur Ermittlung des Korrekturfaktors wurden je 500 ng
dPPJ; Typ | und Il, 100 ng OPDA sowie 500 ng 15d-PGJ, nach der oben genannten
Extraktion und Aufreinigung aufgearbeitet, derivatisiert und tber HPLC analysiert. Die
Peakflachen wurden bestimmt und ein Korrekturfaktor wie folgt berechnet:

f = c(Analyt) % Flache(IS)
" T c(S) ' Flache(Analyt)

Aus der Tabelle V.2 ist ersichtlich, dass gleiche Mengen eingesetzter Deoxy-J;-
Phytoprostane und 15d-PGJ, (interner Standard) in etwa gleichen Peakflachen
resultieren. Im Fall von 12-Oxo-Phytodienséure ist die zugehotrige Peakflache mehr als
doppelt so grol3 wie die Flache des internen Standards.
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Berechnete Menge in ng
Eingesetzte Menge | (ohne Korrekturfaktor): Korrektur-
in ng: (Mittelwert + S.D., n = 3) Faktor f:
dPPJ;-I 500 511,45 + 38,88 0,9776
dPPJ;-ll 500 507,62 + 14,73 0,9850
OPDA 100 249,52 + 66,49 0,4008
Tabelle IV.2: Ermittelte Korrekturfaktoren fir die Bestimmung von Cyclopentenonen

mit 15d-PGJ, als internem Standard.

IV.5.5 Extraktion und Reinigung von PPD, aus Pflanzenmaterial

Ein direkter Nachweis der D;-Phytoprostane in pflanzlichem Material war aufgrund der
Instabilitéat dieser Verbindungen und der grossen Anzahl an Isomeren sowie deren
Ahnlichkeit zu den E,-Phytoprostanen nicht moglich. Zudem standen fiir die
Entwicklung einer Extraktions- und Aufreinigungsmethode keine gereinigten
Referenzverbindungen zur Verfugung. D;-Phytoprostane kénnen jedoch nach der
Uberfuhrung in die Deoxy-J;-Phytoprostane und darauffolgender Kopplung mit 7-
Mercapto-4-methylcumarin  tGber die Fluoreszenz-HPLC-Methode nachgewiesen
werden.

Die Extraktion von 2 - 10 g Pflanzengewebe bzw. Suspensionszellkultur wurde wie
unter 1V.5.4 beschrieben durchgefiihrt, als interner Standard diente Prostaglandin D,,
das wahrend der Aufarbeitung wie die D;-Phytoprostane in die Deoxy-Verbindung
Uberfuhrt wurde. Der so erhaltene Ethylacetat-Extrakt wurde anschlief3end in einem
Stickstoffstrom zur Trockene eingeengt und in 1 ml Chloroform aufgenommen. Diese
L6sung wurde zur Aufreinigung auf eine zuvor mit 6 ml Methanol und 6 ml Ethylacetat
gewaschene sowie mit 6 ml Chloroform equilibrierte Silica-Festphasenextraktionssaule
aufgegeben. Die Saule wurde mit 6 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (90:10:0,1, v/v)
zur Entfernung apolarer Kontaminanten und anschlieend zur Entfernung eventuell
vorhandener Deoxy-J;-Phytoprostane mit 6 ml Hexan/Ethylacetat/Essigsaure
(70:30:0,1, v/v) gespiilt. PPD; wurden mit 9 ml Hexan/Ethylacetat/Essigsaure (30:70:1,
v/v) von der Saule eluiert und das Losungsmittel in einem Stickstoffstrom entfernt.

Zur Uberfihrung von D,-Phytoprostanen und des Standards PGD, in die
entsprechenden Deoxy-Verbindungen wurde der Ruckstand mit 400 pl Trifluoressig-
saure versetzt und 15 min bei 40°C inkubiert. Die Uberschiissige Saure wurde in einem
Stickstoffstrom entfernt und der Rickstand in 1 ml Ethylacetat aufgenommen. Der
Dehydratisierungsansatz wurde, wie unter [V.5.4 beschrieben, zuerst Uber eine
Aminopropyl-Festphasenextraktion und anschlieBend lber eine weitere Silica-SPE
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aufgereinigt. Die so erhaltenen Deoxy-J;-Phytoprostane und 15d-PGJ, konnten mit 7-
Mercapto-4-methylcumarin zum fluoreszierenden Konjugat derivatisiert und mittels
Fluoreszenz-HPLC analysiert werden (HPLC-Bedingungen siehe 111.4.4.6).

IV.6 Vorkommen von dPPJ; und PPD; in Pflanzen

Mit der oben genannten Fluoreszenz-HPLC-Methode konnte pflanzliches Gewebe
sowohl auf das Vorkommen von freien Deoxy-J;-Phytoprostanen als auch auf deren
biosynthetischen Vorstufen PPD; untersucht werden. Von Interesse war dabei, ob
diese Verbindungen bereits in gesunden, unbehandelten Pflanzen nachzuweisen sind
und insbesondere, ob eine verstarkte Bildung von Deoxy-J;-Phytoprostanen infolge
von oxidativem Stress in behandelten Pflanzen und Zellsuspensionskulturen zu
beobachten ist.

IV.6.1 Basale Konzentrationen von dPPJ; und PPD; in Pflanzenmaterial

Die Bestimmung von Deoxy-J;-Phytoprostanen bzw. von PPD; erfolgte in drei
verschiedenen Pflanzenspezies, Arabidopsis thaliana cv. Columbia, Lycopersicon
esculentum var. Moneymaker und Nicotiana tabacum ssp. Samson, die oft als
Modellpflanzen fir biochemische Studien verwendet werden. Dazu wurde frisches
Blattmaterial von unbehandelten Pflanzen in flissigem Stickstoff schockgefroren,
zerkleinert und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Ca. 2 - 3 g jeder
Pflanzenprobe wurden nach den oben angegebenen Methoden (siehe 1V.5.4 und
IV.5.5) in einer Dreifachbestimmung auf dPPJ;, 12-Oxo-Phytodiensédure und PPD; hin
untersucht. Fur jede Pflanzenart wurde in einer Dreifachbestimmung das
Trockengewicht bestimmt. Parallel zu den Pflanzenproben wurden eine Positivkontrolle
mit allen nachzuweisenden Verbindungen sowie eine Pflanzenaufarbeitung als
Negativkontrolle aufgearbeitet (ohne die Zugabe von 7-Mercapto-4-methylcumarin bei
der Derivatisierung) (siehe Abbildung 1V.23; HPLC-Bedingungen siehe 111.4.4.6,
Trennsystem 1). In den Pflanzenaufarbeitungen sind neben den im Uberschuss
zugesetzten Reagenzien vier Peaks deutlich detektierbar, die in ihren Retentionszeiten
mit den ebenfalls analysierten Referenzverbindungen Ubereinstimmten. Die als
Negativkontrolle aufgearbeitete Pflanzenprobe ergab keine detektierbaren Peaks.
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Abbildung 1V.23:
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Chromatogramm A zeigt eine Aufarbeitung von A. thaliana-Blattern,
die ohne 7-Mercapto-4-methylcumarin derivatisiert wurde (Negativ-
kontrolle). B ist eine aufgearbeitete Blindprobe ohne Zusatz von
Cyclopentenonen, es sind nur die Reagenzienpeaks (R) erkennbar.
Chromatogramm C ist eine Pflanzenaufarbeitung von A. thaliana mit
vollstandiger Derivatisierung. Die drei gesuchten Verbindungen und
der Standard sind eindeutig detektierbar. Aufarbeitung D wurde als
Positivkontrolle mit allen vier Verbindungen dPPJ; Typ | (Rt = ~14
min) und Typ Il (Rt = ~17 min, OPDA (Rt = ~38 min) und 15d-PGJ; (Rt =
~40 min) durchgefuhrt.
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Die in der Tabelle IV.3 angegebenen Basalkonzentrationen von dPPJ;, 12-OPDA und
PPD; in unbehandelten Pflanzen stellen die Mittelwerte mit Standardabweichungen,
berechnet auf Gramm Trockengewicht (TG), dar.

Phytoprostane [ng/g TG] (Mittelwerte + S.D., n = 3)
PPD, PPD, dPPJ, dPPJ;
Typ | Typ Il Typ | Typ Il OPDA
L. esculentum
var. Moneymaker | 459 %130 | 698+ 161 | 20420 | 1668+ 202 | 212 51
N. tabacum 348+ 83 | 492+ 139 | 576+ 181 | 1074+ 345 | 67+ 13
ssp. Samson - - - - j
A.thaliana 1 539 + 606 | 3995 + 258 | 932+ 202 | 2413+ 194 | 549 + 331
cv. Columbia

Tabelle 1V.3: Basalkonzentrationen von PPD;, dPPJ; und OPDA in Blattern von drei

unterschiedlichen Pflanzen.

Das dPPJ;-Regioisomer | wurde in allen drei Pflanzenarten in Konzentrationen von 294
bis 932 ng/g Trockengewicht nachgewiesen, einer Menge, die deutlich héher war als
die der enzymatisch gebildeten, strukturell ahnlichen 12-OPDA (67 bis 549 ng/g TG).
Das Typ lI-Regioisomer von dPPJ; konnte ebenfalls nachgewiesen werden, wobei die
Konzentration dieser Verbindungen mit 1074 bis 2413 ng/g Trockengewicht die von 12-
OPDA und des Typ I-Regioisomers nochmals um ein Vielfaches Uberstieg.

Neben diesen a,b-ungeséttigten Verbindungen konnten in einer weiteren Messreihe
auch D;-Phytoprostane nachgewiesen werden, wobei auch hier das Regioisomere Typ
I mit einer Konzentration von 492 bis 3995 ng/g Trockengewicht Uber der
Konzentration der Typ [-Regioisomere (348 bis 2239 ng/g TG) lag. Die basalen
Konzentrationen von dPPJ; und PPD; variierten je nach Pflanze deutlich, dPPJ; und
PPD,
nachzuweisen als 12-Oxo-Phytodiensaure.

waren aber in allen untersuchten Pflanzen in hoheren Konzentrationen

IV.6.2 Induzierte Akkumulation von dPPJ; in pflanzlichen Zellsuspensions-
kulturen

Nachdem Deoxy-J;-Phytoprostane und D;-Phytoprostane bereits in nicht behandelten,
gesunden Pflanzen nachgewiesen werden konnten, stellte sich die Frage, ob eine
Akkumulation dieser Verbindungen durch oxidativen Stress in Pflanzen induziert
werden kann. Phytoprostane werden in vitro nichtenzymatisch gebildet, die hierfir
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notwendige Voraussetzung ist die Anwesenheit von a-Linolensédure, molekularem
Sauerstoff und freien Radikalen, durch die eine Radikalkettenreaktion initilert werden
kann. Redox-aktive Schwermetalle, wie zum Beispiel Kupferacetat, kénnen in Pflanzen
die Bildung von Hydroxylradikalen aus endogenen Hydroperoxiden katalysieren und
damit zu einer verstarkten Lipidperoxidation und oxidativen Schadigung der
Pflanzenzellen fihren.

Vor einer Behandlung pflanzlicher Zellsuspensionskulturen mit Kupferacetat musste
zuerst die hochstmdgliche Dosierung des Schwermetalls ermittelt werden, die noch zu
keiner letalen Schadigung der Zellen fihrte. Dazu wurden zu jeweils 10 ml der
verwendeten Zellsuspensionskulturen von N. tabacum und L. esculentum steigende
Mengen einer zuvor sterilfiltrierten Kupferacetat-Losung in einer finalen Konzentration
von 100 uM bis 1 mM zugesetzt und Uber einen Zeitraum von 12 h auf einem
Rotationsschittler bei 24°C inkubiert. In regelméRigen Abstdnden wurde den
Suspensionskulturen ein Tropfen unter sterilen Bedingungen entnommen, auf einem
Objekttrager mit einem Tropfen einer 0,4%-igen Trypanblau-L6sung versetzt und unter
dem Mikroskop der Anteil toter Zellen im Vergleich zu einer unbehandelten Zellkultur
bestimmt. Der Vitalfarbstoff Trypanblau diffundiert leicht in die Zellen, wird jedoch von
lebenden Zellen sofort wieder ausgeschieden, wahrend er in toten Zellen akkumuliert.
Die héchstmdgliche Konzentration, bei der im Vergleich zur Kontrolle tber den
gesamten Zeitraum maximal 5% tote Zellen nachzuweisen waren, lag fur N. tabacum
bei 500 uM und fir L. esculentum bei 250 uM Kupferacetat.

Die Zellsuspensionskulturen wurden mit der fir die jeweilige Kultur ermittelten
Konzentration an Kupferacetat versetzt. Zu den in den Abbildungen 1V.25 und 1V.26
aufgefiinrten Zeitpunkten wurde jeweils ein Aliquot der Suspensionskulturen tber einen
Blchnertrichter unter schwachem Vakuum vom Medium getrennt und sofort in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C. Zur
Untersuchung der Pflanzenproben auf dPPJ; wurden je Zeitpunkt drei Proben
(entsprechend einem Frischgewicht von 3 - 10 g) enthommen, wie unter IV.5.4
angegeben aufgearbeitet und mittels Fluoreszenz-HPLC analysiert (HPLC-
Bedingungen siehe I11.4.4.6, Trennsystem 2). Parallel zu den Inkubationsanséatzen
wurden Kontrollansatze der Zellkulturen mit der entsprechenden Menge sterilfiltriertem
Wasser versetzt und analog zu den Inkubationsansatzen aufgearbeitet. In allen
Ansatzen waren neben den im Uberschuss zugesetzten Reagenzien drei Peaks
nachzuweisen, die in ihren Retentionszeiten mit den parallel aufgearbeiteten
Referenzverbindungen dPPJ; und dem verwendeten internen Standard 15d-PGJ,
Ubereinstimmten (siehe Abbildungen 1V.22 und 1V.24). 12-Oxo-Phytodienséure konnte
in den Inkubationsansatzen nicht nachgewiesen werden.

96



IV. ERGEBNISSE

420 nm)

Fluoreszenz (I ,,=335nm, |

29,5

16,3

I L—/j\’\-«_/\_z-

o

Abbildung IV.24:

5 10 15 20 25 30 35 40

Retentionszeit [min]

Beispiel-Chromatogramm einer Aufarbeitung von L. esculentum
(Zellsuspensionskultur) nach Behandlung mit 250 uM Kupferacetat.
Die fluoreszenzmarkierten Verbindungen dPPJ; Typ | (Rt = 11,3 min)
und Typ Il (Rt = 16,3 min) und der Standard 15d-PGJ, (Rt = 29,5 min)
sind deutlich detektierbar, OPDA konnte in dem Ansatz nicht
nachgewiesen werden.

Die Behandlung von L. esculentum-Zellsuspensionskulturen mit Kupferacetat in einer

Endkonzentration von 250 pM fihrte etwa zu einer Vervierfachung der dPPJ;-

Konzentrationen beider Regioisomere mit einem Maximum zwischen zwei und vier

Stunden. Wie schon bei der Ermittlung der Basalkonzentrationen in Pflanzen

festgestellt, konnte wiederum das Typ lI-Regioisomer (3327 + 334 ng/g TG) in einer

deutlich hdheren Konzentration nachgewiesen werden als dPPJ;-I (715 ng + 78 ng/g
TG) (siehe Abbildung IV.25).
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Abbildung IV.25: Induktion von dPPJ; in L. esculentum-Zellsuspensionskulturen durch
250 uM Kupferacetat (- ) im Vergleich zur Kontrolle (m)(A = dPPJ; Typ |,
B = dPPJ; Typ IlI; Mittelwerte + S.D., n = 3).

Ein vergleichbares Ergebnis lieferte die Untersuchung von N. tabacum-
Suspensionszellkulturen nach Behandlung mit 500 uM Kupferacetat Uber 12 Stunden.
Hier wurde ein Anstieg von dPPJ; ca. um den Faktor 11 fiir das Regioisomer Typ |
(maximal 1162 ng + 169 ng/g TG) und das Siebenfache fur das Typ II-Regioisomer
(maximal 3556 ng + 1044 ng/g TG) im Vergleich zu den Kontrollen ermittelt, wobei das
Maximum im Untersuchungszeitraum fir beide Verbindungen bei ca. 2 h lag (siehe
Abbildung 1V.26). Auch in diesem Versuchsansatz konnte keine 12-Oxo-
Phytodiensaure nachgewiesen werden.
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Abbildung IV.26: Induktion von dPPJ; in N. tabacum-Zellsuspensionskulturen durch
500 puM Kupferacetat (- ) im Vergleich zur Kontrolle (m)(A = dPPJ; Typ |,
B = dPPJ; Typ Il; Mittelwerte + S.D., n = 3).

IV.6.3 Induzierte Akkumulation von dPPJ; in Pflanzen

In Zellsuspensionskulturen konnte durch Kupferacetat eine verstarkte Bildung von
dPPJ; induziert werden, so dass sich als nachstes die Frage stellte, inwieweit Deoxy-
J;-Phytoprostane auch in intakten Pflanzen infolge von oxidativem Stress akkumulieren
kénnen. Imbusch et.al. konnten zeigen, dass die Verwundung von Mentha piperita-
Blattern mit einem Nagelstempel zu einem signifikanten Anstieg von F;-
Phytoprostanen fiihrt (Imbusch und Mueller, 2000b), eine Verwundung von
Tomatenpflanzen resultiert in einer gesteigerten Bildung von Wasserstoffperoxid
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(Orozco-Cardenas und Ryan, 1999). Da die Verwundung von Blattmaterial einen
massiven Eingriff in die Pflanze darstellt, der mit einer verstéarkten Lipidperoxidation
einhergeht, wurde hier mit einem Kaltereiz ein schwacherer Stimulus gewahlt, um zu
untersuchen, ob bereits geringe Formen von oxidativem Stress zu einer verstarkten
Bildung von Phytoprostanen fuhren. Dazu wurden A. thaliana-Blatter abgeschnitten,
was an sich schon eine geringe Verwundung des Pflanzenmaterials darstellt, und fir
10 min bei 4°C bzw. die Kontrollblatter parallel dazu bei 20°C in einer
wassergeséttigten Atmosphare gelagert und unmittelbar danach in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die Aufarbeitung und
Analyse der Pflanzenproben auf Deoxy-J;-Phytoprostane erfolgte wie unter IV.5.4 bzw.
11.4.4.6 (HPLC-Trennsystem 2) angegeben.

Die zehnminitige Lagerung der abgeschnittenen Blatter bei 4°C fihrte lediglich zu
einem geringen Anstieg von dPPJ,, vor allem des Regioisomers Typ I, im Vergleich zu
den Kontrollblattern. Allerdings wurde, wahrscheinlich infolge der \erwundung durch
das Abschneiden der Blatter, eine Verdopplung des 12-OPDA-Gehaltes festgestellt
(siehe Abbildung 1V.27), so dass die festgestellten Veranderungen auf eine
Uberlappung des Kéltereizes mit der Blattverletzung zuriickgefiihrt werden konnten.
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Abbildung IV.27: Induktion von dPPJ; Typ | und Typ Il sowie von OPDA nach einem
kurzfristigen Kalteschock. Zur Untersuchung wurden abgeschnittene
Blatter verwendet. (Mittelwerte £ S.D., n = 3).

Um die durch die Verwundung hervorgerufenen Effekte auszuschlie3en, wurden in
weiteren Versuchsansatzen ganze Pflanzen fir 10 min bei 4°C bzw. die Kontroll-
pflanzen bei 20°C gelagert, ohne die Blatter abzuschneiden. Anschliel3end wurde das
Blattmaterial jeder einzelnen Pflanze in flissigem Stickstoff tiefgefroren und wie oben
angegeben gelagert und aufgearbeitet.

Bereits dieser kurzfristige Stimulus induzierte bei den unverwundeten Pflanzen eine
verstarkte Bildung von Deoxy-J;-Phytoprostanen (siehe Abbildung 1V.28). Der Kaltereiz
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fuhrte innerhalb von 10 min zu einer Verdopplung des Gehalts an dPPJ;-l. Die
Konzentration des Regioisomers Typ Il wurde im Vergleich zu den Kontrollen um das
2-3-fache gesteigert. Auch hier konnte parallel zu den durch Autoxidation gebildeten
Phytoprostanen ein Anstieg von enzymatisch gebildeter OPDA nachgewiesen werden.
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Abbildung IV.28: Induktion von dPPJ; Typ | und Typ Il sowie von OPDA durch einen
kurzfristigen Kalteschock. Das Experiment wurde mit unverwundeten
Pflanzen durchgefuhrt. (Mittelwerte + S.D., n = 3).

IV.7 Biologische Aktivitdt von dPPJ; in pflanzlichen Zellsuspensions-
kulturen

Nachdem gezeigt wurde, dass die Deoxy-J;-Phytoprostane in Pflanzen vorkommen
und infolge von oxidativem Stress, z.B. durch abiotische Stimuli, eine verstarkte
Bildung dieser Verbindungen nachgewiesen werden konnte, stellte sich als néchstes
die Frage, welche Auswirkungen diese Verbindungen und ihre Akkumulation in
Pflanzen bzw. pflanzlichen Zellkulturen haben.

Jasmonsaure und ihre biologisch aktive Vorstufe, 12-Oxo-Phytodienséure, sind
wichtige Signalstoffe bei pflanzlichen Abwehrreaktionen und bewirken Uber eine
Genaktivierung unter anderem die Synthese von Abwehrproteinen und von
antimikrobiellen Sekundarstoffen, sogenannten Phytoalexinen.

N. tabacum (Solanaceae) bildet bei verschiedenen Formen von Stress verstarkt das
Phytoalexin Scopoletin (Taguchi et al., 2001), ein Hydroxycumarinderivat, das tber den
Phenylpropanstoffwechsel gebildet wird. Scopoletin wird in der Zelle durch
Glycosyltransferasen in Scopolin, die Transport- und Speicherform, Gberfihrt und kann
bei einer Abwehrreaktion in den Extrazellularraum abgegeben werden. Durch b-
Glucosidasen kann das Aglykon Scopoletin wieder freigesetzt werden. Scopoletin
besitzt neben einer antimikrobiellen (Goy et al., 1993) und antiviralen Wirkung (Chong
et al., 1999) auch Radikalfanger-Eigenschaften (Chong et al., 2002). Die Zugabe von
exogenem Methyljasmonat zu Tabak-Suspensionszellkulturen fuhrt zu einer
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verstarkten Biosynthese und Akkumulation von Scopoletin im Medium (Sharan et al.,
1998). In unserem Labor konnte gezeigt werden, dass durch tert-Butylhydroperoxid
und Jasmonsaure eine Scopoletin-Freisetzung induziert werden kann. t-BuOOH fihrte
in einer Endkonzentration von 1 mM zu einer Erhéhung des Scopoletin-Gehaltes um
das 16-fache, die Zugabe von 10 uM Jasmonsaure zu Tabak-Zellkulturen ergab
innerhalb von 4 h eine Scopoletin-Zunahme um das Sechsfache im Vergleich zu
Kontrollansétzen. Da Phytoprostane durch freie Radikale aus a-Linolensdure gebildet
werden kénnen, sollte eine Scopoletinfreisetzung auch durch Phytoprostane
induzierbar sein. Der Zusatz exogener Phytoprostane (Endkonzentration 10 uM) zu
Tabak-Zellkulturen ergab z.B. fir die Cyclopentenon-Verbindungen PPA; eine
Erhdhung um das Zehnfache, die B;-Phytoprostane steigerten die Scopoletin-
Konzentration im Medium um das Zweifache (Regioisomer Typ 1) bzw. Siebenfache
(Typ I) (Thoma et al., 2003).

Zur Uberpriifung der Cyclopentenon-Phytoprostane dPPJ, auf eine mogliche
biologische Aktivitat wurden 25 ml einer drei Tage alten Suspensionszellkultur von N.
tabacum ssp. xanthii zu 75 ml Medium gegeben und unter Standardbedingungen drei
Tage kultiviert. Ein Aliquot (10 ml) jeder Zellkultur wurde abzentrifugiert und das
Verhdltnis von Zellen zu Medium bestimmt. Die Zellmasse wurde zur
Trockengewichtsbestimmung abgewogen und bis zur Gewichtskonstanz im
Trockenschrank bei 60°C gelagert. Die Bestimmung des Medienvolumens war
notwendig, um die einzusetzende Menge der zu testenden Verbindungen zu
berechnen. Zu der verbliebenen Zellkultur wurden die beiden Regioisomere von dPPJ;
in einer Endkonzentration von 10 puM in einer methanolischen Ldsung zugegeben,
wobei die Methanolmenge so gewdahlt wurde, dass die Endkonzentration unter 1% (v/v)
lag, um toxische Effekte des Lésungsmittels zu vermeiden. Die Kontrollansatze wurden
jeweils mit der gleichen Menge Methanol versetzt. Zu den in der Abbildung 1V.30
angegebenen Zeitpunkten wurde je ein Aliquot (ca. 5 ml) Zellsuspension entnommen,
mit dem internen Standard 4-Methylumbelliferon (100 uM) versetzt und fir 10 min bei
2900 x g zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes wurde (ber Fluoreszenz-HPLC
analysiert (Trenn- und Detektionsbedingungen siehe 111.4.4.7, siehe Abbildung 1V.29).
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Der Zusatz von 10 pM dPPJ; zu Tabak-Suspensionszellkulturen fiihrte zu einem ca.
15-fachen Anstieg fur das Regioisomer Typ | und einem ca. 14-fachen Anstieg fir Typ
Il im Vergleich zu den Kontrollansatzen (siehe Abbildung 1V.30). Die maximale
Konzentration an Scopoletin im Medium wurde in beiden Versuchen nach ca. 3 h
erreicht. Die beobachtete Scopoletin-Induktion der Deoxy-J,-Phytoprostane ist mit der
von 12-Oxo-Phytodiensdure (ca. 18-fache Steigerung) vergleichbar (siehe Abbildung

IV.30).

103



IV. ERGEBNISSE

181 mCOOH
N
I -
dPPJ- |
9-
114 —0—90 : *
= 0 6 12 18 24
9o
<
S 18'
E ?;C:W\/\/COOH
0
2 dPPJ,- Il
& 91
X,
£
o 1] *
O T T T T T
8— 0 6 12 18 24
@
187 q/\:\\:\/‘COOH
d -
OPDA
9 -
11 8
0 6 12 18 24
Zeit [N]

Abbildung IV.30:

Zeitlicher Verlauf der Scopoletin-Induktion nach Behandlung von N.
tabacum-Zellsuspensionskulturen mit dPPJ; Typ | und Il sowie 12-
Oxo-Phytodiensaure in einer Endkonzentration von 10 pM (Mittelwerte
+ S.D., n = 3). Die Daten fiur OPDA wurden von Fr. Dr. Loffler
(Lehrstuhl  far  Pharmazeutische Biologie, Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg) zur Verfigung gestellt.
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Die Zugabe von Kupferacetat in einer Endkonzentration von 500 uM zu N. tabacum-
Suspensionszellkulturen filhrte zu einem deutlichen Anstieg freier Deoxy-Ji-
Phytoprostane (siehe 1V.6.2). Da durch exogen zugesetzte dPPJ; zu N. tabacum-
Zellkulturen eine verstérkte Freisetzung von Scopoletin in das Medium zu beobachten
war, wurde im Folgenden untersucht, ob in diesem Testsystem auch nach Zusatz von
Kupferacetat eine Konzentrationszunahme von Scopoletin nachzuweisen ist. Dazu
wurde eine wie oben vorbereitete Zellkultur mit einer sterilfiltrierten, wassrigen
Kupferacetat-Lésung in einer Endkonzentration von 500 UM versetzt und zu den im
Diagramm dargestellten Zeitpunkten Teile der Zellsuspensionskultur unter sterilen
Bedingungen abgenommen und wie oben angegeben analysiert. Parallel dazu wurde
ein Kontrollansatz aufgearbeitet, der mit einer adaquaten Menge Wasser versetzt
wurde. Die Zugabe von Kupferacetat fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu einer
Erhéhung der Scopoletin-Menge um ca. den Faktor 9 (siehe Abbildung 1V.31). Hier
wurde die maximale Konzentration an Scopoletin erst nach ca. 6 h erreicht, im
Gegensatz zu den bisher untersuchten Verbindungen wie Jasmonsaure oder den
Phytoprostanen mit einem Maximum nach ca. 2 - 4 h.

(]

Scopoletin
[x-fache Induktion]
o1

Zeit [h]

Abbildung IV.31:  Zeitlicher Verlauf der Scopoletin-Induktion in N. tabacum-Zell-
suspensionskulturen nach Zugabe von Kupferacetat in einer
Endkonzentration von 500 pM.
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V. DISKUSSION
V.1 Synthese von Di;-Phytoprostanen und Deoxy-Ji-Phytoprostanen

Isoprostane sind eine komplexe Familie von Prostaglandin-ahnlichen Verbindungen,
die in vivo und in vitro Uber Radikal-katalysierte Mechanismen aus mehrfach
ungeséttigten Fettsauren, z.B. aus Arachidonséure, Eicosapentaensédure und
Docosahexaensaure, gebildet werden kénnen (Morrow et al., 1990b; Nourooz-Zadeh
et al., 1997; Roberts et al., 1998). In hoheren Pflanzen kdnnen aus a-Linolenséure, der
- neben Linolsdure - am haufigsten vorkommenden mehrfach ungesattigten Fettsaure
in Pflanzen (Conconi et al., 1996), auf chemisch analogem Weg nichtenzymatisch
cyclische Verbindungen, sogenannte Phytoprostane, gebildet werden. Diese
Verbindungen weisen eine strukturelle Ahnlichkeit zu den enzymatisch gebildeten
Jasmonaten auf (Imbusch und Mueller, 2000a; 2000b; Parchmann und Mueller, 1998).
Jasmonate wie Jasmonsaure und 12-Oxo-Phytodiensaure sind etablierte Signal-
molekile in Pflanzen, die an der Regulation einer Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse in der Pflanze beteiligt sind (Liechti und Farmer, 2002).
Eine wichtige Funktion von Jasmonaten ist die Induktion von Phytoalexinen im
Rahmen der pflanzlichen Verteidigungsantwort (Gundlach et al., 1992). Spater konnte
gezeigt werden, dass auch Phytoprostane eine mit den Jasmonaten vergleichbare
Bildung bzw. Freisetzung von Phytoalexinen auslosen kénnen (Imbusch und Mueller,
2000a; Thoma et al., 2003).

Fur eine umfassende Untersuchung der biologischen Aktivitat von Phytoprostanen
sowohl in Pflanzen als auch in Tieren ist die Verfigbarkeit grof3erer Mengen (ca. 50
mg) der reinen Verbindungen notwendig. Bisher wurden Phytoprostane ausschlieflich
durch in vitro-Autoxidation von a-Linolensdure hergestellt (Imbusch und Mueller,
2000a; 2000b; Parchmann und Mueller, 1998). Bedingt durch den radikalischen
Reaktionsmechanismus kann dabei neben einer Vielzahl weiterer oxygenierter
Fettsduren in Analogie zu den Isoprostanen eine Mischung aller drei theoretisch
maoglichen Phytoprostan-Klassen PPD,;, PPE; und PPF; gebildet werden. Jede dieser
Verbindungsklassen besteht theoretisch aus zwei Regioisomeren mit jeweils 16
Stereoisomeren. Die Cyclopentanon-Phytoprostane E; sind im Gegensatz zu den F;-
Phytoprostanen instabil und kdénnen unter Wasserabspaltung in die Cyclopentenon-
Phytoprostane A/B; mit theoretisch 8 bzw. 4 Stereoisomeren umgelagert werden, so
dass sich allein fir die bisher charakterisierten Phytoprostane (PPE;, PPF,, PPA; und
PPB;) eine Anzahl von 76 Stereoisomeren ergibt. Eine chromatographische
Auftrennung einzelner Phytoprostan-Klassen und insbesondere eine Gewinnung
einzelner Stereoisosomere ist aufgrund der Komplexitat der Mischung sehr aufwendig.
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Schon eine Isolierung einzelner Enantiomere der B-Phytoprostane, die lediglich aus
vier Stereoisomeren bestehen, ist mit mehreren chromatographischen Aufreinigungs-
schritten verbunden und liefert insgesamt nur geringe Ausbeuten der gewinschten
Verbindungen (Thoma, 2003).

Die groRe Anzahl an Isomeren fiihrt auch zu Problemen bei der Untersuchung dieser
Verbindungen auf biologische Aktivitat. Einzelne PPB;-Regioisomere, die als
racemische Mischung eingesetzt wurden, fuhrten in N. tabacum-Zellsuspensions-
kulturen zu einer unterschiedlichen Scopoletin-Akkumulation. Wahrend das Typ |I-
Regioisomer zu einer verstarkten Freisetzung von Scopoletin fiihrte (siebenfach im
Vergleich zur Kontrolle), zeigte das Regioisomer vom Typ | mit einer Verdopplung der
Scopoletin-Konzentration eine deutlich schwachere Aktivitat (Thoma et al., 2003).
Dieses Ergebnis veranschaulicht, dass einzelne Regioisomere einer Phytoprostan-
klasse deutliche Aktivitatsunterschiede aufweisen konnen, obwohl sie sich nur in der
Lange der Seitenketten am Ringsystem unterscheiden.

Nach Behandlung von pflanzlichen Zellsuspensionskulturen mit einer lediglich
vorgereinigten PPF;-Isomerenmischung konnte in verschiedenen Testsystemen, z.B. in
Eschscholtzia californica (Papaveraceae), ebenfalls eine Akkumulation von
Phytoalexinen nachgewiesen werden, wohingegen einzelne, durch HPLC gereinigte,
racemische PPF;-Regioisomere in dem oben genannten Testsystem nicht aktiv waren
(Imbusch, 2001). Eine Ursache fiir diese Beobachtung kénnte sein, dass die durch
Autoxidation gewonnene und lediglich vorgereinigte PPF;-Isomerenmischung noch
andere Lipidperoxidationsprodukte als Verunreinigung enthielt, auf die die biologische
Aktivitat der Testmischung zurlckzufihren ist. Eine weitere Erklarung konnte sein,
dass nur einige der insgesamt 32 PPF;-Stereoisomere eine Phytoalexin-Akummulation
induzieren kénnen, diese jedoch nicht unter den getesteten Verbindungen waren, da
bisher lediglich vier Regioisomere, jeweils als Racemate, isoliert werden konnten.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass zur Untersuchung der biologischen Aktivitat von
Phytoprostanen einzelne Isomere mit bekannter Stereochemie eingesetzt werden
sollten. Eine Isolierung ausreichender Mengen hierfir sowie zur genauen
Strukturaufklarung der Verbindungen, z.B. die Bestimmung der absoluten Konfiguration
einzelner Enantiomere mittels Circulardichroismus-Spektrometrie (CD), ist lGber eine
chromatographische Auftrennung von a-Linolensaure-Autoxidationsgemischen kaum
durchfihrbar. Hier bietet sich eine stereoselektive Totalsynthese einzelner
Verbindungen an. Inzwischen sind sowohl fir die R-Phytoprostane (Fangour et al.,
2003) als auch fur die E-Phytoprostane Totalsynthesen flr die ersten Typ Hsomere
beschrieben worden (Rodriguez und Spur, 2003). Die Typ-l-lsomere werden in Kiirze
ebenfalls zur Verfigung stehen (W. Spur, personliche Mitteilung).
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Die beiden Phytoprostan-Klassen E; und F; konnten bereits frilher durch in vitro-
Autoxidation von a-Linolensédure gewonnen und charakterisiert werden. Durch die
Verfugbarkeit dieser Verbindungen konnten anschlieBend analytische Methoden
entwickelt werden, mit denen es gelang, diese Verbindungen in Pflanzen
nachzuweisen (Imbusch und Mueller, 2000a; 2000b; Parchmann und Mueller, 1998). In
Tieren konnte neben den E- und F-Ring-Verbindungen auch Prostaglandin D,-
Analoga, D.-Isoprostane, identifiziert werden (Morrow et al., 1990a; Morrow et al.,
1990b; Morrow et al., 1994). Da es sich bei der Biosynthese der Phytoprostane wie bei
der Bildung der Isoprostane um eine nichtenzymatische Reaktion handelt, missen bei
der Umlagerung der gemeinsamen Vorstufe aller Phytoprostane, dem Bicyclo-
Endoperoxid PPG;, auch D;-Phytoprostane gebildet werden. Eine Charakterisierung
bzw. ein Nachweis dieser dritten theoretisch mdglichen Phytoprostanklasse in Pflanzen
gelang bisher noch nicht.

Aus der Prostaglandin-Chemie ist bekannt, dass PGD,, ein Hauptprodukt des
Cyclooxygenase-Wegs, leicht unter Wasserabspaltung in  Cyclopentenon-
Prostaglandine umgewandelt werden kann. Eines der dabei gebildeten Produkte ist 15-
Deoxy-D"***-Prostaglandin J, (15d-PGJ,) (Fitzpatrick und Wynalda, 1983; Maxey et al.,
2000; Shibata et al., 2002). In Analogie zu Prostaglandin D, sollten aus D;-
Phytoprostanen durch Wasserabspaltung und Umlagerung ebenfalls dPPJ;-
Cyclopentenone gebildet und in Pflanzen nachgewiesen werden kénnen. Bei diesen
Verbindungen fallt auf, dass sie eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zu 12-Oxo-
Phytodiensaure aufweisen. Neben der fir beide dPPJ;-Regioisomere und OPDA
charakteristischen a,b-ungesattigten Carbonylfunktion unterscheidet sich das Typ }
Regioisomer nur durch eine zusatzliche Doppelbindung von enzymatisch gebildeter
OPDA.

12-Oxo-Phytodiensaure ist nicht nur eine Zwischenstufe in der Jasmonséure-
Biosynthese, sondern weist ein mit Jasmonsaure Uberlappendes, eigenes
Wirkungsspektrum auf (Stintzi et al., 2001; Weber, 2002). Ein Teil der biologischen
Aktivitat von OPDA ist auf die reaktive funktionelle Gruppe zurlickzufiihren (Farmer et
al., 2003). Aufgrund ihrer groRen strukturellen Ahnlichkeit sind von den Deoxy-J;-
Phytoprostanen ebenfalls Effekte bzw. eine Modulation der Genexpression zu
erwarten, die mit der von OPDA vergleichbar sind. Interessanterweise filhren auch
zahlreiche andere a,b-ungesattigte Aldehyde und Ketone zu einer verdnderten
Genexpression in Pflanzen, dazu gehéren zum Beispiel Ketodiene bzw. Ketotriene
(Vollenweider et al., 2000) sowie 2(E)-Alkenale und Malondialdehyd (Alméras et al.,
2003). Diese Verbindungen konnen infolge einer enzymatischen und nicht-
enzymatischen Lipidperoxidation, z.B. nach Verwundung oder Pathogenbefall, in
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pflanzlichen Geweben akkumulieren (Alméras et al.,, 2003; Croft et al., 1993,
Vollenweider et al., 2000).

Eine Induktion der Phytoprostan-Biosynthese, ausgeldst durch freie Radikale, konnte
bisher bei verschiedenen Formen von oxidativem Stress in Pflanzen beobachtet
werden. Dabei fuhrten sowohl abiotische Faktoren, wie die Zugabe von Schwer-
metallen zu Zellsuspensionskulturen oder eine mechanische Verwundung von Blattern,
als auch biotische Faktoren wie Pathogenbefall zu einer teilweise dramatischen
Konzentrationserh6hung aller bisher untersuchten Phytoprostane (Imbusch und
Mueller, 2000a; 2000b; Thoma et al., 2003), so dass auch bei den Deoxy-J;-
Phytoprostanen eine verstarkte Bildung infolge von oxidativem Stress zu beobachten
sein sollte.

Phytoprostane kénnen in pflanzlicher Nahrung vorkommen, z.B. in partiell autoxidierten
Pflanzenprodukten, oder in Arzneipflanzen. In verschiedenen, getrockneten Arznei-
drogen konnten grol3e Mengen sowohl freier als auch in Zellmembranen veresterter F;-
Phytoprostane nachgewiesen werden (siehe V.3) (Imbusch und Mueller, 2000a). a-
Linolensaure als gemeinsame Vorstufe aller Phytoprostane ist nicht nur ein haufiger
Bestandteil von pflanzlichen Zellmembranen, sondern ist auch in vielen fetten Olen,
z.B. in Sojadl, in veresterter Form in Triglyceriden enthalten. Es konnte gezeigt werden,
dass durch Autoxidation dieser Ole groRe Mengen von F,-Phytoprostanen gebildet
werden (siehe unten) (Imbusch, 2001). Eine Untersuchung fetter Ole auf ihren Gehalt
an Cyclopentenon-Phytoprostanen wurde noch nicht durchgefiihrt, vermutlich kommen
diese Verbindungen ebenfalls verestert in Triglyceriden vor.

Phytoprostane weisen nicht nur eine strukturelle Ahnlichkeit zu den Jasmonaten,
sondern auch zu den tierischen Prostaglandinen und Isoprostanen auf. Phytoprostane
kommen in Pflanzen in einer vielfach hoheren Konzentration vor, als die strukturell
verwandten Prostaglandine bzw. Isoprostane in Tieren (Loeffler et al., 2003).
Angesichts dieser Konzentrationsunterschiede stellt sich die Frage, inwieweit
Phytoprostane die Prostaglandin-Signaltransduktion pharmakologisch beeinflussen
koénnen. Interessant ist dies insbesondere bei den Deoxy-J;-Phytoprostanen, da in den
vergangenen Jahren verschiedene Mechanismen aufgeklart wurden, die zeigen, wie
Cyclopentenon-Prostaglandine ihre Aktivitdt vermitteln. Im Gegensatz zu den
Cyclopentan(on)-Prostaglandinen, fur die je mindestens ein klassischer, membran-
standiger Rezeptor identifiziert wurde (Narumiya et al., 1999), knnen Cyclopentenone
wie 15d-PGJ, z.B. durch Interaktion mit Kernrezeptoren wie PPARgoder aufgrund ihrer
a,b-ungesattigten Carbonylfunktion durch eine kovalente Modifikation von Zielproteinen
wie den Transkriptionsfaktor NF-xB wirken (Straus und Glass, 2001).

Eine Strukturaufklarung bzw. der Nachweis von D;-Phytoprostanen und Deoxy-J;-
Phytoprostanen in Pflanzen konnte jedoch mangels Referenzverbindungen bisher noch
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nicht durchgefihrt werden. Deshalb war es notwendig, die gesuchten Verbindungen
zuerst in gréBeren Mengen durch Synthese herzustellen, um ausreichende
chromatographische und massenspektrometrische Daten zur Entwicklung geeigneter
Nachweismethoden und zur Uberpriifung einer biolgischen Wirksamkeit dieser
Verbindungen zu erhalten.

Mit &hnlichen Problemen hatte auch die Prostaglandin-Forschung in ihren Anfangen zu
k&mpfen, da diese Verbindungen in biologischen Systemen oftmals nur im picomolaren
Konzentrationsbereich vorkommen. Die Gewinnung ausreichender Mengen flr eine
weitergehende klinische Untersuchungen gelang erst mit der Entdeckung, dass grol3e
Mengen (bis au 1,3 %) an Prostaglandin A,-Derivaten aus der karibischen Koralle
Plexaura homomalla isoliert und durch synthetische Modifikationen in Prostaglandin E;
und R, Uberfihrt werden konnten (Bundy, 1985). Bereits in den 70er Jahren wurden
verschiedene Madoglichkeiten zur Totalsynthese von Prostaglandin D, bzw. PGD;
entwickelt (Hart et al., 1979; Jenny et al., 1974). Eine partialsynthetische Herstellung
von Prostaglandin D, durch eine selektive Oxidation von Prostanglandin F,, nach
Einfuhrung spezifischer Schutzgruppen wurde 1975 vertffentlicht (Nishizawa et al.,
1975). Eine Oxidation von Prostaglandinen der E und FSerie ohne Schutzgruppe fur
die Hydroxy-Funktion in der Seitenkette fiihrt neben geringen Mengen von Trioxo-
Verbindungen vor allem zu einer Mischung der entsprechenden 15-Oxo-Analoga von
Prostaglandinen D, E und F (Doehl und Greibrokk, 1989).

Eine Durchfuihrung der Partialsynthese mit einer F-Phytoprostan-lsomerenmischung
ergab eine Mischung aller D;- und E;-Phytoprostane im Verhdltnis von ca. 3 : 1. Die als
Ausgangsverbindung der Partialsynthese eingesetzte PPF;-Fraktion enthielt neben
den cyclischen Verbindungen unter anderem offenkettigen Trihydroxy-Verbindungen,
die sowohl durch Autoxidation (O'Connor et al., 1981) als auch durch Photooxidation
(Frankel, 1998) von a-Linolensaure gebildet werden kénnen. Die partialsynthetische
Gewinnung von PPD; gestaltete sich durch diese Kontaminationen schwierig, da bei
jedem Reaktionsschritt die Menge an unerwinschten Nebenprodukten deutlich
zunahm und die Gesamtausbeute somit insgesamt weit unter der von Nishizawa et al.
(1975) erreichten Ausbeute lag.

Eine chromatographische lIsolierung einzelner PPD;-Isomere aus dieser Mischung
bzw. die Abtrennung der als Nebenprodukt gebildeten E-Phytoprostane war aufgrund
dieser Probleme nicht durchfihrbar. Die Uber diesen Syntheseweg hergestellte
PPD,/E;-Mischung konnte durch Saurebehandlung in Deoxy-Ji/A;-Phytoprostane
Uberfuhrt werden. Es gelang, jeweils mg-Mengen der beiden dPPJ;-Regioisomere bzw.
geringere Mengen von dPPA; zu isolieren, um diese Verbindungen chromatographisch
sowie spektrometrisch zu charakterisieren.
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Mittels hochauflésender Massenspektrometrie im ElModus konnte die exakte
Molektlmasse (304,2039 + 5ppm) der zum Methylester umgesetzten Cyclopentenone
ermittelt werden. Die erhaltenen Werte bestétigten die Elementarzusammensetzung
(C19H26C3) der Deoxy-Ji/A-Phytoprostane, die mit den postulierten Strukturformeln
Ubereinstimmte. Die Regioisomerie der einzelnen Cyclopentenone und insbesondere
die Position der Seitenketten bezlglich der Carbonylfunktion im Ringsystem konnten
anhand der Massenspektren allerdings nicht eindeutig festgelegt werden. Durch eine
Reduktion der in den Molekilen enthaltenen Doppelbindungen konnten die
Verbindungen so modifiziert werden, dass diese Zuordnung aufgrund der
charakteristischen Fragmentierungsmuster eindeutig mdoglich war. Zudem war mit
katalytisch hydrierter 12-Oxo-Phytodiensaure eine authentische Referenzverbindung
fur das Typ I-Regioisomer von dPPJ; verfiigbar.

Kreuzkonjugierte Cyclopentenone wie 15-Deoxy-Prostaglandin J, oder dPPJ; sind
lichtempfindliche und instabile Verbindungen, die schon bei nhormalem Tageslicht und
Raumtemperatur beziglich der Doppelbindungskonfiguration isomerisieren kénnen
(Maxey et al., 2000). Die Konfiguration der konjugierten Dien-Einheit in der Seitenkette
von 15d-PGJ, wurde von Fitzpatrick und Wynalda (1983) urspringlich mit trans-trans-
D'** angegeben, aktuellere Untersuchungen von Maxey et al. (2000) kommen jedoch
zu anderen Ergebnissen. Der seit 1990 auch kommerziell erhaltliche PGD,-Metabolit
15d-PGJ, ist keine isomerenreine Substanz, sondern eine Mischung verschiedener
geometrischer Isomere dieser Verbindung (Maxey et al., 2000). Das Hauptisomer von
15d-PGJ, weist eine trans,cis-D"***-Orientierung der Dien-Einheit auf, wéhrend das
von Fitzpatrick und Wynalda beschriebene Isomer lediglich ein Nebenprodukt der
Abbaureaktion darstellt (Maxey et al., 2000). Theoretisch kénnen bei den dPPJ;-
Phytoprostanen insgesamt vier geometrische Isomere je Regioisomer entstehen (siehe
Abbildung V.1). Es ist allerdings wahrscheinlich, dass auch hier in Analogie zu 15d-
PGJ, ebenfalls bevorzugt die thermodynamisch stabileren Isomere mit einer trans-cis-
Konfiguration der konjugierten Doppelbindungen gebildet werden. Die relative
Konfiguration der Cyclopentenon-Phytoprostane konnte allerdings noch nicht eindeutig
Uber Kernresonanzspektroskopie (NMR) bestimmt werden, da die einzelnen
Regioisomere der Cyclopentenon-Phytoprostane als Isomerenmischung vorlagen.
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Abbildung V.1: Alle geometrischen Isomere von Deoxy-J;-Phytoprostanen.

In den ersten Jahren nach der Isolierung und Charakterisierung bestand nur geringes
Interesse an 15-Deoxy-D'***-Prostaglandin J, bis 1995 gezeigt werden konnte, dass
15d-PGJ, ein potenter endogener Ligand fur den Kernrezeptor PPARg st (Forman et
al.,, 1995; Kliewer et al., 1995). Im Folgenden konnten in verschiedenen tierischen
Modellen weitere biologische Aktivitdten dieses Cyclopentenon-Prostaglandins
nachgewiesen werden [siehe V.3 und Ubersicht in (Straus und Glass, 2001)], obwonhl
diese Verbindung zu diesem Zeitpunkt noch nicht eindeutig in vivo nachgewiesen
werden konnte. Die Experimente wurden alle mit kéuflich erwerbbaren 15-Deoxy-D'***-
Prostaglandin J durchgefiinrt. Seit 1995 gibt es verschiedene Quellen fir 15d-PGJ,,
die jedoch alle eine unterschiedliche Qualitat bezlglich der Isomerenreinheit aufweisen
(Maxey et al.,, 2000). In zwei unterschiedlichen Bioassays konnten mit einigen
isomerenrein eingesetzten Verbindungen z.T. deutliche Aktivitatsunterschiede
festgestellt werden, wobei das von Fitzpatrick beschriebene Isomer in einigen
Bioassays nur wenig aktiv ist (Maxey et al., 2000). Unter Umsténden sind die in
anderen Studien erhaltenen z.T. widersprichlichen Ergebnisse (Thieringer et al., 2000;
Vaidya et al., 1999) auf unterschiedliche Konfigurationen des verwendeten 15-Deoxy-
D'**-Prostaglandins J} zuriickzufilhren, was fiir eine Interpretation der meisten auf
diesen Weg erhaltenen Aussagen bertcksichtigt werden muss. Ein ebenfalls
kommerziell verfugbarer Immunoassay zum Nachweis dieser Verbindung wurde
inzwischen vom Markt genommen (Maxey et al., 2000). Bei dieser Problematik kénnte
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der Einsatz totalsynthetisch hergestellter Verbindungen mit definierter Stereochemie
Abhilfe schaffen. Aufgrund der Photolabilitat dieser Substanzen kann allerdings selbst
beim Einsatz reiner Verbindungen eine weitere Isomerisierung, verbunden mit
eventuellen Aktivitdtsunterschieden einzelner Isomere, wahrend der Durchfihrung des
Experiments oder bei der Probenaufarbeitung nicht ausgeschlossen werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellten Deoxy-J;-Phytoprostane liegen
ebenfalls als Isomerenmischung vor, da sie im Gegensatz zu den enzymatisch
gebildeten Prostaglandinen direkt durch Autoxidation von a-Linolensdure bzw. durch
Partialsynthese aus F;-Phytoprostan-lsomerenmischungen gewonnen wurden. Ein
Vorteil dieser Herstellungsmethode ist, dass die tatséchlichen Verhdaltnisse der
Stereoisomere, wie sie zum Beispiel bei oxidativem Stress in Pflanzen entstehen
kénnen, am besten widergespiegelt werden. Eine synthetische Herstellung einzelner
Phytoprostan-Isomere ist aufgrund der groRen Anzahl an Isomeren sehr aufwendig
und kann zudem zu einer falschen Einschatzung bei Untersuchungen der biologischen
Aktivitat fuhren, da einzelne Isomere in Pflanzen unter Umstanden in deutlich
unterschiedlichen Konzentrationen vorkommen bzw. entstehen kénnen.

Die Gewinnung einzelner Phytoprostane auf chemischem Wege ist dennoch sinnvoll,
da oftmals nur so ausreichende Mengen entsprechend reiner und stereochemisch
definierter Verbindungen isoliert werden konnen. Inzwischen ist es aufgrund des
steigenden Interesses an Cyclopentenonen gelungen, sowohl A-Isoprostan-lsomere
(Zanoni et al.,, 2003a) als auch J-lIsoprostan-lsomere (Zanoni et al., 2003b) durch
Totalsynthese herzustellen. Zudem wurde eine Methode entwickelt, um Prostaglandin
A; in die entsprechende J-Verbindung zu tberfihren (Zanoni et al., 2003c). Erst vor
kurzem gelang die Totalsynthese der ersten dPPJ;-Regioisomere in enantiomeren-
reiner Form (Dr. Paul Evans, Dept. of Chemistry, Trinity College, Dublin, Irland,;
unverdffentlicht), die Substanzen wurden uns kirzlich zuganglich gemacht. Eine
Synthese von Cyclopentenon-Phytoprostanen A; und B, ist dagegen bis jetzt noch
nicht beschrieben worden.

V.2 Vorkommen von Cyclopentenon-lsoprostanen in der Natur

Die Aufklarung verschiedener physiologischer Effekte von Cyclopentenon-
Prostaglandinen/Isoprostanen wirft die Frage auf, ob diese Verbindungen in vivo in
einer fir eine biologische Aktivitdt notwendigen Konzentration gebildet werden kdénnen.
Eine kritische Beurteilung alterer Befunde Uber das Vorkommen von Cyclopentenonen
in Tieren und Menschen ist notwendig, da die Umwandlung von Prostaglandinen bzw.
Isoprostanen der D- und E-Familie auch in vitro ablaufen kann, z.B. wéahrend der
Lagerung oder der Aufarbeitung der Proben (Straus und Glass, 2001).

113



V. DISKUSSION

Wahrend es sich bei den in frilheren Untersuchungen von biologischen Proben
nachgewiesenen Cyclopentenonen PGA und PGB mdoglicherweise um Artefakte
handelte (Straus und Glass, 2001), gelang es in neueren Arbeiten jedoch,
Cyclopentenone nach schonender Aufarbeitung zweifelsfrei nachzuweisen. So konnte
D'%-PGJ, im menschlichen Urin mit Hilfe eines Enzymimmunoassays (EIA) detektiert
werden (Hirata et al., 1988). Zudem konnte eine Bildung von D“-PGJ, und PGJ, in
murinen Mastzellen Uber HPLC kombiniert mit einem Radioimmunoassay (RIA)
nachgewiesen werden (Haberl et al., 1998).

Physiko-chemische Beweise fur die Existenz von 15-Deoxy-Prostaglandin } mittels
Massenspektrometrie gibt es bis jetzt nur vereinzelt. Thévenon et al. bestimmten freies
15d-PGJ, mittels GC-MS im menschlichen Urin in einem Konzentrationsbereich um 1,2
pg/l (Thévenon et al., 2001). Zudem konnte diese Verbindung mittels HPLC-MS/MS in
picomolaren Konzentrationen im Medium von Praadipozyten bzw. intrazellular im
Bereich von 1,0 £ 0,4 nM detektiert werden (Bell-Parikh et al., 2003). Dieser Zelltyp ist
aufgrund der Beteiligung von PPARg an der Adipogenese von besonderem Interesse
(siehe V.3) (Bell-Parikh et al., 2003). Nichtenzymatisch gebildete Cyclopentenone wie
Ax/J,-1soprostane bzw. AJ/J;-Neuroprostane wurden dagegen bisher nur in veresterter
Form nachgewiesen (Chen et al., 1999; Fam et al., 2002).

Es war deshalb eine groRe Uberraschung, als gezeigt werden konnte, dass
Cyclopentenone mit dem Isoprostan/Prostaglandin A und B-Ringsystem in verhaltnis-
mafRig hohen Konzentrationen in Pflanzen vorkommen, obwohl sie (ber einen
biochemisch analogen Mechanismus wie die tierischen Isoprostane gebildet werden. In
verschiedenen Pflanzenspezies wurden Konzentrationen von bis zu 131 ng/g TG fir
A./B;-Phytoprostane ermittelt (Thoma et al., 2003). Diese Konzentrationen liegen im
Bereich der enzymatisch gebildeten Jasmonate wie z.B. 12-Oxo-Phytodiensaure, die in
Pflanzen in Konzentrationen von ca. 0.01 - 1 ug/g FG vorkommt (Stelmach et al.,
1998).

DarlUber hinaus wurde bereits 1981 von Bohlmann et al. eine - zu diesem Zeitpunkt
neuartige - Klasse Prostaglandin-ahnlicher Octadecanoide in luftgetrockneten, ober-
irdischen Pflanzenteilen von verschiedenen Chromolaena-Spezies identifiziert
(Bohlmann et al., 1981). Diese Verbindungen weisen eine sehr groRe Ahnlichkeit zu
OPDA und dPPJ; auf, wobei eine der Bohlmann'schen Verbindungen identisch mit
dPPJi-l ist (siehe 1.3.3) (Bohimann et al., 1982a; Bohlmann et al., 1981; Bohlmann et
al.,, 1982b). Die Biosynthese dieser Verbindungen blieb fir lange Zeit jedoch ratselhatft.
Urspringlich wurde von Bohlmann et al. vorgeschlagen, dass diese Verbindungen
analog zur Biosynthese von Prostaglandinen durch einen Cyclooxygenase-abhangigen
Weg Uber Prostaglandin-G-ahnliche Zwischenstufen aus a-Linolensaure gebildet
werden (Bohlmann et al., 1982a; Bohlmann et al., 1981). Allerdings konnte bisher
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- trotz intensiver Bemuihungen - eine Cyclooxygenase-Enzymaktivitat in Pflanzen nicht
nachgewiesen werden.

Eine Moglichkeit zur Bildung von cyclischen Verbindungen stellt in Pflanzen der
Allenoxid-Synthase/-Cyclase-Weg (AOS, AOC) dar, lUber den aus a-Linolensaure
OPDA biosynthetisiert werden kann (Mueller, 1997). OPDA wurde aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zu den Bohlmann’schen Verbindungen spéter als mégliche
Vorstufe diskutiert. Dieser Hypothese zufolge wird zunachst die Verbindung 1 (siehe
Abbildung 1.18) durch Hydroxylierung von OPDA an Position C-13 gebildet. dPPJ;-I (2)
kénnte dann durch Dehydratisierung aus Verbindung 1 gebildet werden. Die
Verbindung 3 wuirde dieser Hypothese zufolge aus dPPJ; durch Hydroxylierung in
Position C-8 entstehen (Grechkin, 1995). Bisher scheiterten jedoch alle Versuche,
exogene OPDA in einem pflanzlichen System in eine der von Bohlmann et al. isolierten
Verbindungen umzuwandeln (Grechkin, 1995).

Deshalb wurde ein weiterer Biosyntheseweg vorgeschlagen. Dieser verlauft Gber ein
a-Ketol, welches als Nebenprodukt des Allenoxid-Synthase-Wegs gebildet wird
(Grechkin, 1998; Grechkin, 1995). Das uber diesen Weg aus 13(S)-Hydroperoxy-
linolensaure gebildete Allenoxid ist instabil und kann entweder zu einem a-Ketol bzw.
gKetol hydrolysiert werden oder spontan zu racemischer 12-Oxo-Phytodiensaure
cyclisieren (Blee, 1998). Es wurde postuliert, dass aus dem a-Ketol tiber a- oder ¢
Diketon-Zwischenstufen die Verbindung 1 gebildet werden kann. Allerdings wurden
weder die Diketone, noch Enzyme, die diese Reaktionen katalysieren, in Pflanzen
aufgefunden (siehe Abbildung 1.18) (Grechkin, 1995). Somit gibt es bisher keine
experimentelle Evidenz fur einen dieser postulierten Wege.

Eine attraktive neue Hypothese besteht darin, dass die Bohimann’schen Verbindungen
Uber den von uns postulierten D,-Phytoprostan-Weg gebildet werden. Dieser
Hypothese zufolge wird zundchst die Verbindung 2 auf nichtenzymatischem Weg
gebildet. Von Verbindung 2 leiten sich die Cyclopentenone 1 und 3 durch
Hydratisierung bzw. Hydroxylierung ab. Falls diese Hypothese stimmt, kann eine Reihe
von Voraussagen getroffen werden, die experimentell tGberprift werden kénnen. So
sollte neben dem bereits identifizierten Regioisomer (Typ |) ein weiteres Isomer
existieren, das die Struktur von dPPJ; Typ Il aufweist. Bedingt durch den radikalischen
Synthesemechanismus sollten diese Verbindungen nicht auf Chromolaena-Spezies
beschrankt sein, sondern ubiquitdr in allen Pflanzen vorkommen. Aufgrund der
nichtenzymatischen Biosynthese misste das Cyclopentenon 2 (dPPJ:-l) als
racemische Mischungen gebildet werden. Neben den Cyclopentenonen dPPJ; sollten
zudem auch die postulierten Vorstufen dieser Substanzen, die Cyclopentanon-
Verbindungen PPDy, in Pflanzen nachgewiesen werden kénnen. Wie bisher schon fur
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verschiedene Phytoprostane gezeigt werden konnte, ist auch bei dieser Phytoprostan-
Klasse eine verstéarkte Bildung infolge von oxidativem Stress zu erwarten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die beiden postulierten dPPJ;-
Regioisomere tatsdchlich in gesunden Pflanzen vorkommen. Chromolaena-
Pflanzenmaterial stand uns fiir Untersuchungen nicht zur Verflgung. Stattdessen
wurden drei Pflanzenspezies (die Modellpflanzen A. thaliana, N. tabacum und L.
esculentum) untersucht. In allen drei Pflanzen konnten dPPJ; vom Typ | (entsprechend
dem Cyclopentenon 2) und Typ Il quantifiziert werden. Dieser Befund legt nahe, dass
diese Verbindungen - &hnlich wie die anderen Phytoprostane - weitverbreitet oder
sogar ubiquitar in allen Pflanzen vorkommen. Bemerkenswerterweise kann die von uns
gefundene Typ II-Verbindung von dPPJ; weder aus Metaboliten des Allenoxid-
Synthase-Wegs, noch (ber einen anderen bekannten Oxylipin-Weg in planta
biosynthetisiert werden. Die Bildung dieser Cyclopentenone konnte entsprechend der
Voraussage durch abiotische Stimuli, die eine vermehrte Bildung von freien Radikalen
in vivo bewirken, induziert werden. Dartber hinaus konnten auch die beiden
postulierten PPD;-Regioisomere, die biosynthetischen Vorstufen dieser Verbindungen,
in den Pflanzen nachgewiesen werden. Bisher wurde noch nicht untersucht, ob die von
Bohimann et al. charakterisierte Verbindung 2 bzw. die von uns identifizierten dPPJ;
als Racemate gebildet werden. Interessanterweise hat Bohlmann alle vier theoretisch
maoglichen geometrischen Isomere des Cyclopentenons 2 (cis,cis; cis,trans; trans,cis;
trans,trans) in Chromolaena-Spezies gefunden (Bohlmann et al., 1982a; Bohlmann et
al., 1982b). Auch dieser Befund deutet darauf hin, dass die Bohlmann'sche
Verbindung 2 nicht enzymkatalysiert, sondern nichtenzymatisch gebildet wird und
somit als Racemat vorliegen sollte. Die stereochemische Orientierung der Carboxyl-
Seitenkette  beziglich des Ringsystems wurde nicht ndher untersucht.
Zusammengefasst sprechen alle bisher erhaltenen Befunde dafir, dass der
urspringlich von Bohlmann et al. vorgeschlagene Biosyntheseweg tber Prostaglandin
G-ahnliche Zwischenstufen im Prinzip korrekt ist (Bohlmann et al., 1982a; Bohlmann et
al., 1981).

Beide dPPJ;-Regioisomere sollten, bedingt durch die postulierte nichtenzymatische
Biosynthese, in vitro und in vivo in anndhernd gleichen Konzentrationen vorkommen.
Aufgrund des radikalischen Reaktionsmechanismus des D;-Phytoprostan-Wegs
erscheint eine Bildung beider Regioisomere gleich wahrscheinlich. Da die
Verbindungen eine strukturelle Ahnlichkeit zu den enzymatisch gebildeten Jasmonaten
aufweisen, ist aber auch eine Beteiligung von Enzymen an der Biosynthese dieser
Verbindungen nicht vollstandig auszuschliel3en.
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Das Verhdltnis der beiden moglichen Regioisomere war bei allen bisher
nachgewiesenen Phytoprostan-Klassen in der Regel 1 : 1, unabhangig davon, ob die
Verbindungen in vivo oder in vitro entstehen (Imbusch und Mueller, 2000a; 2000b;
Parchmann und Mueller, 1998), so dass ein vergleichbares Ergebnis auch hier zu
erwarten war. Die Herstellung von dPPJ; durch eine in vitro-Autoxidation von a-
Linolensaure bestatigte diese Annahme, beide Regiosiomere wurden ca. in einem
Verhdltnis von 1 : 1 gebildet. In allen untersuchten Pflanzen konnte jedoch sowohl das
dPPJ;-ll-Regioisomer als auch das entsprechende PPD;-ll-Regioisomer in deutlich
hoheren Konzentrationen nachgewiesen werden. Das Verhéltnis der Typ I
Regioisomere lag im Vergleich zu Typ Il in planta bei ca. 1 : 1,4 - 5,7. Dieser Befund
kénnte ein Hinweis fur eine enzymatische Beteiligung entweder bei der Entstehung
oder - aufgrund der Beobachtungen der in vitro-Synthese eher wahrscheinlich - bei der
Metabolisierung dieser Verbindungen sein. Bisher ist zur Metabolisierung dieser
Substanzen jedoch nichts bekannt (siehe unten).

Der Nachweis von PPD; und Deoxy-J;-Phytoprostanen in pflanzlichen Proben erwies
sich als nicht trivial. Mit den klassischen Methoden der Prostaglandin-Chemie und der
Isoprostan-Analytik (GC-MS) konnten diese Verbindungen nicht analysiert werden.
Dies lag einerseits an der Instabilitat dieser Verbindungen sowie an der Anfalligkeit der
kreuzkonjugierten Cyclopentenone zur Isomerisierung, andererseits an der An-
wesenheit einer in pflanzlichen Geweben ubiquitar nachweisbaren Kontamination.
Deshalb musste eine neue, spezifische Methode zum Nachweis dieser Verbindungen
entwickelt werden. Cyclopentenone sind a,b-ungesattigte Verbindungen, die leicht mit
freien Thiolen nucleophile Michael-Additionen eingehen kénnen (Chen et al., 1999).
Eine Konjugation erfolgt dabei bevorzugt in b-Position zur Carbonylgruppe im
Ringsystem (Maxey et al., 2000). Durch diese reaktive funktionelle Gruppe war es
mdoglich, die Cyclopentenone selektiv an einen Fluoreszenzmarker zu koppeln und
mittels Fluoreszenz-HPLC zu bestimmen. Neben den Cyclopentenon-Phytoprostanen
konnte durch diese Methode parallel 12-Oxo-Phytodienséure miterfasst werden. Mittels
dieser neuentwickelten Nachweismethode konnte analysiert werden, ob PPD; und
dPPJ; in ahnlichen Konzentrationen in Pflanzenmaterial gebildet werden kénnen, wie
Jasmonate oder de bereits charakterisierten Phytoprostane, z.B. die Cyclopentenon-
Verbindungen PPA; und PPB;.

Untersuchungen von frischen, unverwundeten Blattern von A. thaliana Ecotyp
Columbia, N. tabacum ssp. Samson und L. esculentum var. Moneymaker zeigten, dass
die gesuchten Verbindungen dPPJ; und ihre biosynthetischen Vorlaufer PPD; in allen
drei Spezies vorkommen (siehe Tabelle 1V.2). Im Vergleich zu allen anderen bisher
quantifizierten Phytoprostanen zeigt sich am Beispiel von L. esculentum, dass sowohl
dPPJ; als auch PPD; in deutlich hdheren Konzentrationen vorkommen als andere
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Phytoprostan-Klassen. Zumindest fur diese Modellpflanze stellen diese Verbindungen
die Hauptprodukte des Radikal-katalysierten Phytoprostan-Wegs dar (siehe Abbildung
V.2).
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Abbildung V.2: Ubersicht tber alle bisher in L. esculentum nachgewiesenen Phyto-
prostane im Vergleich zu den Jasmonaten.
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Der Befund, dass Phytoprostane (PPA;, PPB,;, PPE; und PPF;) seit 1998 in tber 20
Pflanzen aus taxonomisch unterschiedlichen Pflanzenfamilien nachgewiesen werden
konnten, sowie das Vorkommen der Uber den D;-Phytoprostan-Weg gebildeten
Substanzen in drei verschiedenen Pflanzenspezies lasst darauf schliel3en, dass diese
Verbindungen ubiquitéar im Pflanzenreich verbreitet sind (Imbusch und Mueller, 2000a;
2000b; Parchmann und Mueller, 1998; Thoma et al., 2003).

dPPJ;-I, die Verbindung mit der groRten Ahnlichkeit zu 12-Oxo-Phytodienséure, konnte
in derselben GréRenordnung nachgewiesen werden wie enzymatisch gebildete OPDA.
Die mit dieser Methode fir OPDA erhaltenen Konzentrationen waren mit den Uber
konventionelle GC-MS-Methoden ermittelten Werten vergleichbar (Stelmach et al.,
1998).

Der dPPJ;-I-Gehalt in frischen Pflanzen wurde von uns in einem Konzentrationsbereich
von 294 bis 932 ng/g TG bestimmt. Da dieselbe Verbindung zuvor aus oberirdischen
Teilen von C. chasleae in einer Menge von 8 ug/g TG isoliert wurde (Bohlmann et al.,
1982a), stellt sich die Frage nach der Ursache fir diesen gro3en Konzentrations-
unterschied. Dabei konnte es sich entweder um eine speziesspezifische
(enzymatische?) Biosynthese dieser Verbindungen oder lediglich um eine bereits
fortgeschrittene, unspezifische Autoxidation des Pflanzenmaterials handeln. Bohlmann
et al. verwendeten zur Isolierung der Cyclopentenon-Verbindungen luftgetrocknetes
Pflanzenmaterial verschiedener Chromolaena-Spezies. Da bereits friher gezeigt
werden konnte, dass beim Trocknen von Pflanzen durch eine fortschreitende
nichtenzymatische Lipidperoxidation verstarkt Phytoprostane gebildet werden (Imbusch
und Mueller, 2000a; Parchmann und Mueller, 1998), ist der grol3e
Konzentrationsunterschied wahrscheinlich auf das Trocknen des Pflanzenmaterials
zuriickzufuhren.

Isoprostane sind etablierte Marker von oxidativem Stress in Tieren. Daher stellt sich die
Frage, ob auch Phytoprostane durch oxidativen Stress in Pflanzen gebildet werden
kénnen. Redox-aktive Schwermetalle wie z.B. Kupfer kénnen in hohen Konzen-
trationen eine oxidative Zellschadigung auslésen, die unter anderem auf eine
gesteigerte Bildung Reaktiver Sauerstoffspezies zurtickzufiihren ist (Cuypers et al.,
1999; Garcia et al., 1999; Schiutzendubel und Polle, 2002). In Pflanzen konnte durch
verschiedene abiotische Stimuli, die eine verstarkte Freisetzung von freien Radikalen
in vivo auslésen, ebenfalls eine Induktion von Phytoprostanen beobachtet werden
(Imbusch und Mueller, 2000a; Thoma et al., 2003). Die Behandlung von Eschscholtzia
californica-Zellsuspensionskulturen mit tert-Butylhydroperoxid (10 mM) oder mit
Kupferionen (500 uM) fuhrte zum Beispiel zu einem dramatischen Anstieg sowohl freier
als auch veresterter R-Phytoprostane (Imbusch und Mueller, 2000b). Nach Zugabe
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von 250 pM bis 500 pM Kupferacetat zu L. esculentum- bzw. N. tabacum-
Zellsuspensionskulturen konnte auch in der vorliegenden Arbeit ein vier- bis elffacher
Anstieg freier Deoxy-Ji-Phytoprostane in den Zellen festgestellt werden (siehe 1V.6.2).
Neben den bereits oben genannten Faktoren kann die Bildung Reaktiver
Sauerstoffspezies in Pflanzen auch durch verschiedene Umwelteinflisse wie
Trockenheit, UV-Strahlung oder extreme Temperaturen ausgelost werden (A-H-
Mackerness et al.,, 2001; Desikan et al., 2001). Eine Anzucht von A. thaliana-
Kalluskulturen bei 4°C flihrte zu einer oxidativen Belastung dieser Pflanzen, die unter
anderem anhand zunehmender Konzentrationen von Lipidperoxidationsprodukten
nachgewiesen werden konnte (O'Kane et al., 1996). Bisher wurden in derartigen
Experimenten vor allem Effekte einer langerfristigen Kalteexposition Uber mehrere
Tage hinweg beobachtet (O'Kane et al.,, 1996), wahrend Auswirkungen eines
kurzfristigen Kalteschocks in Pflanzen noch nicht untersucht wurden. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei intakten, unverwundeten A.
thaliana-Pflanzen (die unter normalen Bedingungen bei 20°C angezogen wurden)
bereits eine zehnminitige Lagerung bei 4°C ausreichte, um die dPPJ;-Konzentration
im Vergleich zu Kontrollpflanzen um das zwei- bis dreifache zu erh6hen. Parallel dazu
konnte eine Verdopplung der OPDA-Konzentration nachgewiesen werden (siehe
V.6.3). dPPJ; werden somit schon bei geringen Formen von oxidativem Stress
induziert.

Wo werden Isoprostane gebildet? Untersuchungen in Tieren haben ergeben, dass iPF,
vorwiegend in Membranen gebildet werden (Morrow et al., 1992). Der Grol3teil der a-
Linolensaure, der gemeinsamen Vorstufe der Jasmonate und aller Phytoprostane, liegt
in Pflanzenzellen verestert in Form von Membranlipiden vor. Dementsprechend sind
zwei Mdglichkeiten denkbar, die zu einer Akkumulation von freien Phytoprostanen bei
oxidativen Stress fihren kdénnen. Zum einen konnten in der Pflanzenzelle Lipasen
aktiviert werden, die mehrfach ungesattigte Fettsauren freisetzen. Diese kénnten
anschlieRend zu Phytoprostanen oxidiert werden. Alternativ kbnnten Phytoprostane in
Membranen in situ gebildet und anschlie3end praformiert durch eine Lipase freigesetzt
werden. In beiden Fallen kommt einer Lipase eine regulatorische Funktion zu.

Erste Hinweise, dass die Bildung von Phytoprostanen auch in Membranlipiden
stattfindet, lieferten die Bestimmungen von F;-Phytoprostanen in pflanzlichen
Lipidfraktionen nach alkalischer Hydrolyse, die eine ca. zehnfach héhere Konzentration
im Vergleich zu freien PPF; ergaben (Imbusch und Mueller, 2000b). Ein direkter
Nachweis von veresterten Phytoprostanen in Membranlipiden ist bisher jedoch noch
nicht erbracht worden. Da in tierischen Lipiden Peroxidationsprodukte wie z.B.
Cyclopentenon-lsoprostane J,/A, in veresterter Form gefunden werden konnten, ist
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eine  Phytoprostan-Bildung auch in pflanzlichen Membranen zu erwarten.
Untersuchung hierzu stehen allerdings noch aus.

Die Biosynthese von OPDA erfolgt, soweit bekannt, nur Uber unveresterte
Intermediate. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Hauptmenge der
zellularen 12-Oxo-Phytodiensaure in A. thaliana verestert in der snl-Position von
Monogalactosyldiacylglycerolen  (MGDG) der Chloroplastenmembran  vorliegt
(Stelmach et al., 2001). Es ist vorstellbar, dass OPDA nach der Biosynthese in
Membranen eingebaut, dort gespeichert und bei Bedarf durch eine Lipase freigesetzt
werden kann (Stelmach et al., 2001). Andererseits ware es auch moéglich, dass tber
einen bisher noch unbekannten Weg auch in Membranen veresterte Fettsauren zu
OPDA umgesetzt werden kénnen. Wahrend die Biosynthese von Jasmonaten aus
freier a-Linolenséure bereits gut untersucht ist (Turner et al., 2002), gibt es fir einen
Einbau praformierter Verbindungen in Membranen noch keine Hinweise. Auch fir eine
direkt in den Membranen stattfindende OPDA-Biosynthese gibt es keine Evidenz. Es
gelang in vitro nicht, Monogalactosyldiacylglycerole (MGDG) mit Hilfe einer
Lipoxygenase aus Glycine max und einer A. thaliana-Allenoxid-Synthase zu OPDA-
haltigen MGDG (MGDG-O) umzusetzen (Stelmach et al., 2001). Die Enzyme
katalysieren lediglich die OPDA-Synthese aus freien Fettsauren, so dass noch nicht
abschlieBend geklart ist, warum groBe Mengen von OPDA in der Zelle
membrangebunden vorliegen.

Phytoprostane kdnnen in Pflanzen aus freien Fettsauren und wahrscheinlich in grof3en
Mengen auch aus veresterten Fettsduren in Membranlipiden gebildet werden. Freie
Phytoprostane kommen in gesunden Pflanzen in einem Konzentrationsbereich vor, der
mit den Produkten des Jasmonat-Wegs vergleichbar ist. Fir die Jasmonate konnten
mittlerweile vielfaltige biologische Wirkungen gezeigt werden. Deshalb stellt sich die
Frage, ob Phytoprostane ebenfalls eine biologisch relevante Aktivitat in Pflanzen
aufweisen. Bei vielen pathophysiologischen Prozessen werden sowohl in Tieren als
auch in Pflanzen verstarkt freie Radikale gebildet, die zu einer unspezifischen
Lipidperoxidation von Zellmembranen und infolge dessen zu einer Schéadigung der
Zelle bis hin zum Zelltod fuhren kénnen. Andererseits kdnnte die Eliminierung oxidativ
geschadigter Membranbestandteile mittels einer Lipase sowohl einen Membran-
schaden reparieren als auch zur Freisetzung von biologisch aktiven Molekdlen fiihren.
In Tieren konnte eine Signalfunktion fur oxidierten Phospholipide (OxPL), darunter
Isoprostan-Phospholipide, gezeigt werden (Fontana et al., 2002; Subbanagounder et
al., 2002). OxPL konnen in Tieren zudem durch spezifische intra- und extrazellulare
Phospholipasen (z.B. PAF-Acylhydrolase) erkannt und die oxidierten Fettsduren
selektiv aus den veranderten Lipiden eliminiert werden (Kudo und Murakami, 2002;

121



V. DISKUSSION

Marathe et al., 2003). Dabei kommt es zur Freisetzung biologisch aktiver Molekule wie
Isoprostane oder Aldehyde (Fontana et al., 2002). In Pflanzen ist ein derartiger
Reparaturmechanismus fir oxidierte Lipide noch unbekannt, es ist jedoch denkbar,
dass Uber einen vergleichbaren Weg in Pflanzen ebenfalls biologisch aktive Oxylipine
aus oxidierten Membranen freigesetzt werden kénnen. Inwieweit Phytoprostane nur
Nebenprodukte einer unspezifischen Lipidperoxidation in Pflanzen sind oder biologisch
aktive Verbindungen, die eine Signalfunktion bei oxidativem Stress aufweisen, ist noch
nicht geklart.

Eine der biologischen Haupteigenschaften der Jasmonate, insbesondere bei
Verteidigungsreaktionen, ist die Induktion der de novo-Synthese von Phytoalexinen
(Mueller et al., 1993). Phytoalexine sind antimikrobiell wirksame Pflanzeninhaltsstoffe
aus dem Sekundarstoffwechsel (Gundlach et al.,, 1992). Sie gehéren keiner
einheitlichen Naturstoffgruppe an, sondern umfassen strukturell verschiedene
Sekundarstoffe. So werden z.B. durch Jasmonate in Eschscholtzia californica
(Papaveraceae) verstarkt Benzophenanthridin-Alkaloide und in N. tabacum Scopoletin,
ein Cumarin-Derivat, gebildet (Gundlach, 1992). Cyclopentanon- und Cyclopentenon-
Verbindungen mit einer strukturellen Ahnlichkeit zu den Jasmonaten induzieren in
vielen, wenn nicht allen, Pflanzenfamilien eine verstarkte Phytoalexin-Biosynthese
(Gundlach et al., 1992; Gundlach und Zenk, 1998).

Sowohl Phytoprostane E; als auch die Cyclopentenon-Phytoprostane A; und B, fihrten
in E. californica-Zellsuspensionskulturen zu einer mit den Jasmonaten vergleichbaren
Induktion der Benzophenanthridin-Synthese (Parchmann und Mueller, 1998; Thoma et
al., 2003). Eine Untersuchung der Cyclopentenone dPPJ; in diesem Testsystem steht
noch aus.

Eine Behandlung von N. tabacum-Zellsuspensionskulturen mit Methyljasmonat l6st in
den Zellen eine verstarkte Biosynthese sowie eine Akkumulation von Scopoletin im
extrazellularen Medium aus (Sharan et al., 1998). Dieser Effekt ist auch nach der
Zugabe von tert-Butylhydroperoxid, einem Katalase-resistenten Wasserstoffperoxid-
Derivat, zu dieser Zellkultur zu beobachten (Thoma et al., 2003).

tert-Butylhydroperoxid fuhrt in N. tabacum nicht zu einer gesteigerten Biosynthese von
Jasmonaten, jedoch zu einer Akkumulation von Phytoprostanen (Imbusch und Mueller,
2000b; Thoma et al., 2003). Der Zusatz von Deoxy-J;-Phytoprostanen zu N. tabacum-
Zellkulturen in einer Konzentration von 10 pM bewirkte wie PPE; und die
Cyclopentenone PPA)/B; eine deutliche und mit Jasmonséure bzw. OPDA ver-
gleichbare Scopoletin-Freisetzung ins Medium (siehe 1IV.7) (Thoma et al., 2003). Der
zeitliche Verlauf des Anstiegs war bei allen untersuchten Verbindungen mit einem
Maximum nach ca. 2 - 4 h in etwa vergleichbar. Der Zusatz von Kupferacetat zu N.
tabacum-Zellsuspensionskulturen ergab ebenfalls einen Scopoletin-Anstieg, wobei die

122



V. DISKUSSION

maximale Konzentration erst nach ca. 6 Stunden erreicht wurde und damit, in
Abweichung zu der bisher untersuchten Induktion durch Phytoprostane bzw.
Methyljasmonat, um zwei Stunden verzdgert war. Die Zugabe von Kupferacetat zu N.
tabacum-Kulturen fiihrte zudem zu einer Induktion von dPPJ; mit einem Maximum
nach ca. 2 h (siehe 1V.6.2). Somit ist es vorstellbar, dass Kupferionen in dieser
Zellkultur zu einer Induktion von dPPJ; fihren und infolgedessen (mit einer zeitlichen
Verzégerung von ca. vier Stunden) eine verstarkte Freisetzung von Scopoletin
ausgelost wird.

Bei einem Vergleich der durch Radikal-katalysierte Peroxidation von mehrfach
ungesattigten Fettsdauren entstandenen Oxylipin-Mengen in Pflanzen und Tieren fallt
auf, dass in Pflanzen deutlich héhere Gehalte dieser Verbindungen zu finden sind. F;-
Phytoprostane kommen in Pflanzen in freier Form in Mengen von 4 - 144 ng/g TG bzw.
verestert im Bereich von 47 - 1124 ng/g TG vor (Imbusch und Mueller, 2000a; 2000b),
wohingegen freie R-Isoprostane in menschlichen Blut nur in einer Konzentration von
0,04 ng/ml bzw. veresterte F-iP in der Leber von Ratten in einem Bereich von 6 ng/g
Frischgewicht nachgewiesen werden konnten (Morrow et al., 1992; Morrow et al.,
1990a).

Die Ursache fur die vergleichsweise hohen Konzentrationen dieser Verbindungsklasse
in Pflanzen im Vergleich zum Tier ist weitgehend unklar. Dies kann einerseits in einer
verstarkten Biosynthese dieser Verbindungen in Pflanzen oder an einer schnelleren
Metabolisierung von Lipidperoxidationsprodukten in Tieren liegen. Eine Bildung von
Phytoprostanen kénnte in Pflanzen auf eine vermehrte Freisetzung freier Radikale Gber
die Photosynthese zurtickgeftihrt werden. Untersuchungen von Imbusch und Mueller
(2000a) zeigten jedoch, dass auch in Wurzeln grol3e Mengen an F-Phytoprostanen
gebildet werden konnen. Da es sich dabei allerdings zum Teil um getrocknetes
Pflanzenmaterial handelte und somit eine fortgeschrittene Autoxidation des
Pflanzengewebes nicht ausgeschlossen werden kann, ist eine gesteigerte Biosynthese
aufgrund der photosynthetischen Aktivitat bzw. unter Lichteinfluss noch nicht geklart.
Eine weitere Ursache fir die auffélligen Konzentrationsunterschiede kdnnte zudem
eine schnellere Beseitigung freier Radikale in Tieren sein. Pflanzen besitzen jedoch
auch ausgepragte enzymatische und nichtenzymatische Mechanismen zum Schutz vor
freien Radikalen. Dazu gehdren zum Beispiel die Superoxid-Dismutase (SOD), die den
Abbau von Superoxid-Radikalen katalysiert (Wojtaszek, 1997), und antioxidative
Molekile wie a-Tocopherol und Ascorbinsaure, so dass keine Hinweise fiir einen
verbesserten Radikalschutz in Tieren vorliegen. Eine weitere Moglichkeit fur die
niedrigen Konzentrationen von Isoprostanen in Tieren kdnnte ein ausgepragter
Metabolismus dieser Verbindungen sein. Allerdings sind auch in Pflanzen
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verschiedene Wege denkbar (siehe unten), wie Phytoprostane eliminiert werden
kénnen, so dass die grof3en Konzentrationsunterschiede bis jetzt nicht erklart werden
konnen.

Fur die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Deoxy-J;-Phytoprostane sind in
Pflanzen drei Abbauwege vorstellbar. In Analogie zu OPDA ist sowohl eine
enzymatische Reduktion der ringstdndigen Doppelbindung durch 12-Oxo-
Phytodiensaure-Reduktasen (OPR) als auch eine Seitenkettenverkirzung durch b-
Oxidation denkbar (Creelman und Rao, 2002). Aufgrund der a,b-ungeséttigten
Carbonylfunktion kénnten diese Molekile zudem mit Biomolekilen reagieren, die
nucleophile Gruppen wie z.B. freie Thiole aufweisen.

Eine wegen ihrer Beteiligung an der Jasmonat-Kaskade naher untersuchte
Enzymgruppe sind OPDA-Reduktasen. Bisher konnten in A. thaliana drei Isoenzyme
charakterisiert werden (Biesgen und Weiler, 1999; Schaller et al., 2000; Schaller und
Weiler, 1997). Eine Expression von OPR1 und OPR2 konnte vor allem in Wurzeln
nachgewiesen werden (Biesgen und Weiler, 1999), wahrend OPR3 in allen
Pflanzenteilen gebildet werden kann (Schaller et al., 2000). An der Reduktion von 12-
Oxo-Phytodienséaure, die in Peroxisomen ablauft (Stintzi und Browse, 2000), ist nur
OPR3 beteiligt (Schaller et al., 2000). Fur die OPR2-Isoform konnte bis jetzt noch kein
endogenes Substrat identifiziert werden, dagegen ist OPR1 in der Lage, unspezifisch
eine Vielzahl a,b-ungesattigter Verbindungen zu reduzieren (Strassner et al., 2002).
Inwieweit dPPJ; durch diese Enzyme reduziert werden kdnnen, ist noch nicht geklart.
Das C20-Homologe von dPPJ;, 15-Deoxy-Prostaglandin }, z.B. kann durch OPR3
reduziert werden (Costa et al., 2000), so dass eine vergleichbare Reaktion auch mit
den Cyclopentenon-Phytoprostanen zu erwarten ist.

Einen weiteren Metabolisierungsweg von dPPJ; kénnte eine b-Oxidation der Carboxyl-
Seitenkette darstellen. Diese Reaktion ist auch aus der Jasmonsaure-Biosynthese
bekannt und ist in Peroxysomen bzw. in Glyoxysomen lokalisiert (Creelman und Rao,
2002). Dabei entsteht aus 10,11-Dihydro-12-Oxo-Phytodiensaure, der durch OPR3
reduzierten Form von OPDA, mittels dreifacher b-Oxidation Jasmonsaure. In Tieren
konnte gezeigt werden, dass Isoprostane wie 8-epi-PGF,, und Prostaglandine durch
b-Oxidation metabolisiert werden kdnnen (Chiabrando et al., 1999). Ein Abbau von
Phytoprostanen tber diesen Stoffwechselweg wurde bis jetzt noch nicht untersucht.
Lipidperoxidationsprodukte, die eine elektrophile ab-ungesattigte Carbonylfunktion
aufweisen, stellen eine Gefahr fir die Zelle dar. Es konnte gezeigt werden, dass sie
Uber die Reaktivitat dieser funktionellen Gruppe z.B. Proteine kovalent modifizieren
(Vranova et al., 2002) und zu einer Zellschadigung im Pflanzengewebe fihren kénnen
(Vollenweider et al., 2000). Sowohl in Tieren als auch in Pflanzen kdnnen ungesattigte
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Ketone und Aldehyde durch Reaktion mit Glutathion (GSH) entgiftet werden. Dieser
Prozess wird durch Glutathion-S-Transferasen (GST) katalysiert.

As-Isoprostan (15-Ax-iP) und Prostaglandin A, die in Tieren entstehen kdnnen, werden
in vitro schnell unter GST-Katalyse an GSH konjugiert (Chen et al., 1999). Diese
nucleophile Additionsreaktion (Michael-Addition) kann, wie friiher schon am Beispiel
von 9-Deoxy-D’**-Prostaglandin D, gezeigt wurde, in vitro auch nichtenzymatisch
ablaufen, wenngleich langsamer als die enzymkatalysierte Reaktion (Atsmon et al.,
1990). Cyclopentenon-Phytoprostane wie dPPJ; reagieren in vitro ebenfalls bereits in
Abwesenheit von GST mit Glutathion (siehe 1V.5.2).

In A. thaliana filhren a,b-ungeséttigte Carbonylverbindungen wie z.B. Ketodiene und
Ketotriene, die sowohl enzymatisch als auch nichtenzymatisch durch Oxidation von
mehrfach ungesattigten Fettsauren entstehen konnen, zu einer Induktion der
Glutathion-S-Transferase 1 (GST1) (Vollenweider et al., 2000). Die Expression von
Gstl kann in A. thaliana auch durch 12-Oxo-Phytodienséure gesteigert werden, nicht
jedoch durch Jasmonsaure (Stintzi et al., 2001), so dass die funktionelle Gruppe
notwendig fur eine Induktion von GST1 zu sein scheint (Vollenweider et al., 2000).
Durch Infiltration von Cyclopentenon-Phytoprostanen A und B, (Thoma et al., 2003)
und von dPPJ; in Blatter von A. thaliana konnte in unserem Arbeitskreis eine
Aktivierung des Gstl-Promotors beobachtet werden (siehe Abbildung V.3).
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Abbildung V.3: Aktivierung des GSTI1-Promotors in transgenen A. thaliana-Blattern
(Col-0) nach Infiltration von dPPJ; Typ | und Il. Der GST1-Promotor
enthédlt ein b-Glucuronidase-Reportergen-Konstrukt (GUS). Je Blatt
wurden 4 nmol dPPJ; durch die Stomata der Blatter infiltriert, als
Kontrolle diente Wasser. Nach 3, 6 und 24 h wurde in drei unabhéngigen
Experimenten die GUS-Aktivitat bestimmt. (Mittelwert + S.D., n = 3).
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Die Cyclopentenon-Verbindungen induzieren damit ein System zur Metabolisierung
von reaktiven Molekilen und damit moglicherweise ihre eigene Inaktivierung. Vielleicht
haben Cyclopentenon-Phytoprostane in Verbindung mit anderen Lipidperoxidations-
produkten eine Signalfunktion bei der Induktion von Schutzmechanismen, die die
Konsequenzen von oxidativem Stress limitieren.

V.3 Phytoprostane: Mediatoren von oxidativem Stress?

Phytoprostane kénnen wie die Jasmonate in Pflanzen und die tierischen
Prostaglandine/lsoprostane in Cyclopentan(on)e und Cyclopententenone unterteilt
werden, fur die differenzierte biologische Aktivitaten nachgewiesen werden konnten.
Prostanoide vermitteln eine Vielzahl von Effekten in verschiedenen Geweben und
Zelltypen. Die Wirkung von Cyclopentan(on)-Prostaglandinen wird dabei durch eine
Interaktion mit membransténdigen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vermittelt. Fur
jedes Prostaglandin konnte mindestens ein spezifischer Rezeptor in Tieren
nachgewiesen werden (Narumiya et al., 1999). Nichtenzymatisch gebildete Isoprostane
kénnen als Prostaglandin-Analoga zum Teil ebenfalls Uber Prostaglandin-Rezeptoren
wechselwirken, wobei auch das Vorkommen eigener Isoprostan-Rezeptoren diskutiert
wird (Janssen, 2001). Die biologische Aktivitdt von Cyclopentenon-Prostaglandinen
beruht dagegen auf einer Ligation mit Kernrezeptoren wie PPARg oder einer
kovalenten Modifikation von zellularen Zielproteinen wie dem Transkriptionsfaktor NF-
kB (Straus und Glass, 2001). Eine kovalente Reaktion z.B. mit der Thioredoxin-
Reduktase (TrxR) kann in Zellen zu einer Veranderung der Redox-Regulation fiihren
(Moos et al., 2003).

1995 konnte gezeigt werden, dass die glsoform des Peroxisomen-Proliferator
aktivierten Rezeptors (PPARgQ) ein spezifischer Kernrezeptor fir 15d-D'***-PGJ, ist
(Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995). Dieser ist vor allem im Fettgewebe, sowie in
Makrophagen und im Kolon lokalisiert (Bell-Parikh et al., 2003). PPAR(g spielt eine
entscheidende Rolle bei der Ausdifferenzierung von Adipozyten (Forman et al., 1995;
Kliewer et al., 1995) und bei der Regulation des Glucose-Gleichgewichts (Negishi und
Katoh, 2002). Zudem ist PPARg an der Unterdriickung von Entziindungsreaktionen
beteiligt (siehe unten) (Straus und Glass, 2001). Bis jetzt wurde 15d-PGJ, in vivo, z.B.
im Fettgewebe, jedoch noch nicht nachgewiesen (Straus und Glass, 2001). Auch bei in
vitro-Untersuchungen von Praadipozyten konnten im Medium lediglich picomolare
Mengen dieser Verbindungen gefunden werden (Bell-Parikh et al., 2003). Somit ist
eine physiologische Bedeutung von 15d-PGJ, bei der Aktivierung von PPARg in vivo
fragwtrdig, da hierfir in vitro Konzentrationen in einem Bereich von 2,5 bis 100 uM
bendtigt werden (Bell-Parikh et al., 2003).
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Cyclopentenon-Prostaglandine kdnnen aufgrund ihrer Reaktivitdt zu einer direkten
kovalenten Modifikation von Proteinen fuhren, dazu gehort z.B. die Inaktivierung des
Transkriptionsfaktor NF-xB, der an der Regulation von Entztindungsprozessen beteiligt
ist (siehe unten) (Cerunda-Morollon et al., 2001; Straus et al., 2000). Zu den weiteren
Signalproteinen, die ebenfalls durch kovalente Reaktion mit Cyclopentenonen inhibiert
werden kdnnen, gehoren B Kinase (IKK), die zu einer Aktivierung von NF-¢B fuhrt
(siehe unten) (Rossi et al.,, 2000), sowie HRas-Proteine, die an der Regulation von
Zellproliferationsvorgdngen beteiligt sind (Oliva et al., 2003). Dabei konnte gezeigt
werden, dass 15d-PGJ, direkt mit Cystein-Resten dieser Proteine reagieren kann
(Oliva et al., 2003).

Eine direkte kovalente Reaktion fuhrt auch zur Inhibierung eines weiteren
regulatorischen Proteins, der Thioredoxin-Reduktase (TrxR) (Moos et al., 2003). TRxR
dient in der Zelle zur Redox-Regulation und beeinflusst damit z.B. die Funktion von
redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren (Moos et al., 2003).

Die Isolierung dieser Proteine gelang lber eine Inkubation von Zellkulturen mit Biotin-
markierten Cyclopentenon-Prostaglandinen und eine anschlie3ende Aufreinigung der
gebildeten Prostaglandin-Protein-Konjugate mittels Affinitdtschromatographie
(Cerunda-Morollon et al., 2001; Moos et al., 2003). Die verwendeten Biotin-
konjugierten Prostaglandine wurden von tierischen Zellen aufgenommen und waren
biologisch aktiv (Cerunda-Morollon et al., 2001). Interessant ist die hohe Spezifitat, mit
der Cyclopentenone an bestimmte Proteine koppeln kdnnen. Selbst in Gegenwart
hoher cytosolischer GSH-Konzentrationen wurden nur ca. 15 Zielproteine kovalent
modifiziert (Moos et al., 2003). Inwieweit auch pflanzliche Cyclopentenon-
Verbindungen wie OPDA und dPPJ; mit intrazellularen Proteinen kovalent reagieren
kénnen und ob die oben angewandte Methode auch auf diese Verbindungen
Ubertragbar ist, wird noch geklart werden.

Im Gegensatz zu den Prostaglandinen ist Uber die Signaltransduktionswege von
Jasmonaten in Pflanzen noch wenig bekannt. In den vergangenen Jahren konnte
gezeigt werden, dass Jasmonate ihre biologische Aktivitat Gber eine Modulation von
verschiedenen Genen vermitteln. Der genaue Mechanismus der Genregulation ist
jedoch noch unklar. Bisher konnte noch kein spezifischer Jasmonat-Rezeptor
charakterisiert werden (Turner et al., 2002). Da Cyclopentenon-Phytoprostane und 12-
Oxo-Phytodiensaure eine mit den tierischen Analoga vergleichbare chemische
Reaktivitat aufweisen, ist es vorstellbar, dass diese Cyclopentenone einen Teil ihrer
Wirkung in Pflanzen Uber eine kovalente Modifikation von Zielproteinen vermitteln.

Die biologischen Funktionen von Jasmonsaure und OPDA stimmen teilweise tberein.
Es gibt jedoch auch Wirkungen, die nur von einem der beiden Signalstoffe vermittelt
werden. Die Unterschiede im Wirkungsspektrum lassen sich in Analogie zu den

127



V. DISKUSSION

Cyclopentenon-Prostaglandinen im Tier auf die reaktive a,b-ungesattigte Carbonyl-
funktion von 12-Oxo-Phytodiensaure zurtickfiihren (Alméras et al., 2003; Farmer et al.,
2003; Weber, 2002).

Eine isolierte Betrachung beider Signalmolekile im Bezug auf ihre jeweilige
physiologische Bedeutung war bisher nur schwer durchfiihrbar, da eine Umwandlung
von 12-Oxo-Phytodiensédure zu Jasmonsaure in planta erfolgen kann (Stintzi und
Browse, 2000). Neue Erkenntnisse lieferte hier die Charakterisierung einer A. thaliana-
Mutante ©pr3), die 12-Oxo-Phytodiensaure nicht mehr zu Dihydro-OPDA reduzieren
kann und damit nicht in der Lage ist, Jasmonsadure zu biosynthetisieren (siehe auch
V.2) (Stintzi und Browse, 2000). Mit dieser Mutante konnten erstmals biologische
Effekte von Jasmonsaure und OPDA differenziert werden (Stintzi et al., 2001).

Diese Mutanten sind mannlich steril, die Fertilitdt konnte durch die Gabe exogener
Jasmonsaure, nicht jedoch durch OPDA, wieder hergestellt werden (Stintzi und
Browse, 2000). Dadurch konnte gezeigt werden, dass Jasmonsaure und nicht OPDA
- zumindest in A. thaliana - der entscheidende Signalstoff fiir die Entwicklung der
Antheren und die Bildung von Pollen ist (Stintzi und Browse, 2000). Bei einer
weitergehenden Untersuchung der opr3-Mutante fiel auf, dass diese Pflanzen wie der
Wildtyp resistent gegeniiber dem Fral3feind Bradysia impatiens und dem Pilz Alternaria
brassicicola waren, wahrend sowohl die fad3fad7fad8-Mutante, die keine a-
Linolensdure mehr biosynthetisieren kann, als auch die Jasmonat-insensitive coil-
Mutante anfallig gegeniber beiden Pathogenen waren (Stintzi et al.,, 2001). Im
Gegensatz zur Fertilitat kann Jasmonséaure in diesem Fall durch OPDA ersetzt werden.
COIl1 ist ein Box-Protein, das an der Ubiquitin-Konjugation von Proteinen und damit
an deren Abbau beteiligt ist (Weber, 2002). Auf diese Weise kdnnten regulatorische
Proteine, die an der Jasmonat-Signaltransduktion beteiligt sind, markiert und abgebaut
werden (Weber, 2002). Durch Verwundung werden in A. thaliana-Wildtypen zwei
unterschiedliche Gruppen von Genen aktiviert, COIll-abhéngige Gene, die durch
Jasmonséaure reguliert werden, und COIll-unabhéngige Gene, fir deren Induktion
andere Signalstoffe als Jasmonsaure benétigt werden (Reymond et al.,, 2000).
Genexpressionsstudien in  opr3-Pflanzen nach Verwundung zeigten auch in
Abwesenheit von Jasmonsadure eine Induktion vieler Gene, von denen urspriinglich
angenommen wurde, dass sie nur durch Jasmonsaure Uber COI1 reguliert werden
kénnen (Stintzi et al.,, 2001). Dieser Effekt lasst sich mdglicherweise auf 12-Oxo-
Phytodiensaure zurickfiihren. Die Zugabe exogener OPDA zu opr3-Mutanten fiihrte
ebenfalls zu einer gesteigerten Genexpression vieler, jedoch nicht aller Jasmonsaure-
sensitiven und COI1-abhangigen Gene und zusétzlich zu einer Induktion verschiedener
COll-unabhangiger Gene, die nicht Gber Jasmonsaure vermittelt werden (Stintzi et al.,
2001). Die Signaltransduktion von 12-Oxo-Phytodiensaure verlauft somit offensichtlich

128



V. DISKUSSION

Uber zwei Wege. Diese unterschiedlichen, sich allerdings zum Teil auch Uber-
schneidenden biologischen Aktivitaten von Jasmonséure und OPDA kénnten einer
verbesserten Feinabstimmung der Genexpression, z.B. nach Verwundung, dienen
(Stintzi et al., 2001).

Inzwischen gibt es experimentelle Hinweise daflr, dass Cyclopentenon-Phytoprostane
biologische Wirkungen aufweisen, die mit 12-Oxo-Phytodienséure vergleichbar sind,
z.B. eine Induktion von GST1 und eine Akkumulation von Phytoalexinen [siehe V.2 und
(Thoma et al., 2003)]. Eine gesteigerte Gstl-Expression konnte auch fir weitere ab-
ungesattigte Carbonylverbindungen nachgewiesen werden (Vollenweider et al., 2000).
Gstl wird als Markergen fur Reaktive Sauerstoffspezies angesehen (Grant et al.,
2000). Durch geringe Mengen an Cyclopentenonen wird somit ein essentielles System
zur Inaktivierung von Elektrophilen angeschaltet, das die Zelle vor einer mdglichen
Schadigung durch oxidativen Stress schitzt. Hohere Konzentrationen (> 150 uM)
dieser Verbindungen fuihren dagegen zu einem Absterben der Zellen. Inwieweit es sich
dabei um toxische Effekte oder eine Auslésung des Programmierten Zelltods handelt,
ist nicht untersucht worden.

In Eukaryoten spielt bei vielen Signaltransduktionskaskaden eine Aktivierung von
Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK) eine entscheidende Rolle bei Abwehr-
reaktionen z.B. gegenluber Pathogenen oder abiotischem Stress (Zhang und Klessig,
2001). MAP-Kinasen sind in einer dreistufigen Kaskade angeordnet, ihre Aktivierung
erfolgt durch eine zweifache Phosphorylierung mittels einer MAPK-Kinase (MAPKK),
die wiederum durch eine weitere MAPKK-Kinase (MAPKKK) phosphoryliert wird
(Zzhang und Klessig, 2001). MAPK sind vermutlich sowohl an der Aktivierung von
Abwehrgenen als auch an der Hypersensitiven Reaktion (HR) in N. tabacum beteiligt
(Yang et al., 2001; Zhang und Klessig, 2001). In A. thaliana ist der MAPK-Signalweg
auch durch H0, induzierbar (Kovtun et al., 2000). In Zusammenarbeit mit Dr. A. Sinha
(Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie, Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg)
konnte gezeigt werden, dass exogen zugesetzte Phytoprostane A und das Typ II-
Regioisomer von PPB; sowie Deoxy-J:-Phytoprostane (siehe Abbildung V.4) in L.
esculentum zu einer MAPK-Aktivierung fihren, wahrend Methyljasmonat inaktiv ist
(unverdffentlichte Daten) (Thoma et al., 2003). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass
Phytoprostane und Jasmonate ihre biologische Aktivitdt Uber unterschiedliche
Signaltransduktionswege vermitteln. Ob Cyclopentenon-Phytoprostane bei der
Aktivierung von MAPK durch oxidativen Stress in Pflanzen von Bedeutung sind, ist
noch unklar.
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Abbildung V.4: Die MAPK-Aktivitdt wurde in L. esculentum-Zellsuspensionskulturen
nach Zugabe von dPPJ; (75 uM) untersucht, als Kontrolle diente
Wasser. Nach einer funfminitigen Inkubation wurden Tyrosin-
phosphorylierte  Proteine mit phospho-Tyr-spezifischen  MAPK-
Antikdrpern prézipitiert und in einem ,in gel kinase assay“ mit MBP
(myelin basic protein) analysiert.

Cyclopentenon-Phytoprostane weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu den
analogen Prostaglandinen auf und sind in biologischen Geweben in zum Teil deutlich
groReren Mengen enthalten (siehe V.2). Insbesondere beim Trocknen oder bei der
Lagerung von Pflanzen, z.B. von Arzneidrogen, konnen groRe Mengen an
Phytoprostanen gebildet werden. In getrockneten Pflanzenproben wurden freie bzw.
veresterte F;-Phytoprostane in Konzentrationen von bis zu 55 pg/g TG gefunden
(Imbusch und Mueller, 2000a). Daneben konnen Phytoprostane auch in a-
Linolens&ure-haltigen Pflanzenprodukten entstehen, z.B. in fetten Olen, die in der
Erndhrung eingesetzt werden. In Sojadl konnten 8,2 pg/g PPF, in veresterter Form
nachgewiesen werden (Imbusch, 2001). Entsprechend ist zu erwarten, dass auch die
anderen Phytoprostanklassen in fetten Olen vorkommen. Untersuchungen hierzu
stehen noch aus. Phytoprostane kénnten z.B. als Marker fur Lipidperoxidation in
pflanzlichen Lebensmitteln herangezogen werden. Viel interessanter ist allerdings die
Frage, ob Phytoprostane, insbesondere die Cyclopentenon-Verbindungen, eine
biologische Aktivitat in Tieren aufweisen.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. V. Dirsch am Lehrstuhl fir
Pharmazeutische Biologie in Minchen konnten Effekte von Cyclopentenon-
Phytoprostanen auf die Aktivitit von NF-¢<B untersucht werden. 15-Deoxy-D'**-
Prostaglandin J unterdriickt in aktivierten Makrophagen die Expression einiger Gene,
wie z.B. fur die induzierbare NO-Synthase (iNOS) und die Cyclooxygenase 2 (COX2),
die an der akuten und chronischen Entziindungsantwort beteiligt sind (Cuzzocrea et
al., 2002; Ricote et al., 1998). Ein Teil dieser Genrepression kann in Makrophagen
durch Bindung von 15d-PGJ, an PPARg vermittelt werden (Ricote et al., 1998). Es
existieren jedoch auch zwei PPARgunabhéngige Mechanismen. 15d-PGJ, kann
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sowohl B Kinase (IKK) in Makrophagen als auch NF-¢<B (in HeLA Zellen) durch
kovalente Modifikation von Cystein-Resten inhibieren. Durch die Reaktion von
Cyclopentenon-Prostaglandinen mit IKK wird eine Aktivierung von NF-«B und damit die
Translokation dieses Transkriptionsfaktors in den Zellkern unterbunden (Straus und
Glass, 2001). Zudem kann NF-¢B direkt durch Alkylierung der DNA-Bindungsdomane
inaktiviert werden (Straus et al., 2000). Mit einem NF-¢B-Luciferase-Assay konnte in
vitro gezeigt werden, dass auch Deoxy-J;-Phytoprostane in HEK-Zellen zu einer dosis-
abhangigen Inhibierung von NF-«B fuhren, die fast identisch mit der von 15d-PGJ, ist
(Abbildung V.5, unverdffentlichte Daten).
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Abbildung V.5: NF-B-Inhibierung durch dPPJ; Typ | und Il im Vergleich zu 15d-PGJ,.
Dazu wurden HEK 293-Zellen (,human embrionic kidney"), die zuvor mit
einem pNF-¢Bluc- und pRSV-b-gal-Plasmid transfektiert wurden, mit den
Testsubstanzen fiur 2 h vorinkubiert und anschlie@Bend mit Tumor-
Nekrose-Faktor a (TNF-a) stimuliert. Nach 6 h wurde die NF-«xB-Aktivitat
in den Zellen anhand eines Luciferase-Reportergen-Assays (Luciferase
Assay System, Promega, Heidelberg) bestimmt. (Ergebnisse von Dr. V.
Dirsch, Pharmazeutische Biologie, LMU Munchen; unveréffentlicht).

Es ist noch nicht klar, inwieweit dieses Ergebnis fir den Menschen auch in vivo von
Bedeutung ist. Am wichtigsten erscheint dabei die Frage, ob Cyclopentenon-
Phytoprostane in biologisch relevanten Mengen in Nahrungsmitteln vorkommen.
Zudem muss geklart werden, inwieweit diese Verbindungen vom menschlichen
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Organismus aufgenommen werden konnen. Uber die Resorption bzw. den
Metabolismus und die Ausscheidung von Phytoprostanen in vivo ist bisher noch wenig
bekannt.
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V.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neuartige Klasse von Phytoprostanen untersucht,
PPD; und die aus diesen Substanzen abgeleiteten dPPJ,. Phytoprostane entstehen
durch Radikal-katalysierte Peroxidation von a-Linolensaure. Diese Verbindungen
kommen vermutlich ubiquitdr in Pflanzen vor und werden durch oxidativen Stress in
Pflanzen verstérkt gebildet.

Bisher konnten nur freie PPD; und dPPJ; untersucht werden. Da der grof3te Teil der a-
Linolensaure verestert in Lipiden vorliegt, ist anzunehmen, dass auch Membranen
hohe Konzentrationen dieser Phytoprostane enthalten. Zudem ist eine Akkumulation
dieser Verbindungen in fetten Olen, die reich an dieser Fettsdure sind, anzunehmen.
Diese Hypothese muss jedoch durch weitere Untersuchungen noch Uberprft werden.
Da PPD; und dPPJ; instabile Verbindungen sind, ist eine alkalische Hydrolyse von
Lipiden nicht durchfihrbar. Hier bietet sich der Einsatz einer Lipase zur Spaltung der
Fettsaureester an.

Phytoprostane weisen in Pflanzen eine mit den Jasmonaten vergleichbare biologische
Aktivitat auf. Jasmonate sind unter anderem an pflanzlichen Verteidigungsreaktionen
beteiligt, z.B. an der Produktion von antimikrobiellen Sekundarstoffen. Es konnte
gezeigt werden, dass dPPJ; wie auch andere Phytoprostanklassen eine gesteigerte
Bildung bzw. Freisetzung von Phytoalexinen in verschiedenen Pflanzenspezies
bewirken kénnen (Loeffler et al., 2003; Thoma et al., 2003). Eine Akkumulation von
Phytoprostanen bei oxidativem Stress ist durch eine verstarkte Lipidperoxidation von
freier a-Linolensdure, aber auch durch eine gesteigerte Freisetzung praformierter
Phytoprostane aus Membranlipiden mittels einer Lipase vorstellbar. In Tieren sind
Phospholipasen bekannt, die selektiv oxidierte Fettsauren aus Phospholipiden
entfernen und so zur Freisetzung von biologisch aktiven Molekilen wie Isoprostanen
fuhren kénnen (siehe V.2). Ein ahnlicher Mechanismus ist auch in Pflanzen denkbar,
bis jetzt konnte jedoch noch kein vergleichbares Reparatursystem charakterisiert
werden. Inwieweit diesen biologisch aktiven Verbindungen eine Funktion als Mediator
von oxidativem Stress in Pflanzen zukommt, ist allerdings noch zu belegen.

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Cyclopentenon-Prostaglandinen wie 15d-
PGJ, ist von dPPJ; auch eine biologische Aktivitat in Tieren zu erwarten, was in ersten
Versuchen auch bestétigt werden konnte (siehe V.3). Unklar ist allerdings noch, ob
Phytoprostane zum Beispiel in Nahrungsmitteln oder Phytopharmaka in biologisch
relevanten Konzentrationen vorkommen. Zudem muss noch geklart werden, inwieweit
diese Verbindungen in Tieren freigesetzt bzw. resorbiert und metabolisiert werden
konnen.
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Phytoprostane (PP) kénnen nichtenzymatisch in vivo und in vitro durch freie Radikal-
katalysierte Peroxidation von a-Linolensaure entstehen. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, zu untersuchen, ob Gber den von uns postulierten D,-Phytoprostan-Weg
in Pflanzen Jasmonat-ahnliche Produkte gebildet werden kénnen, die eine mit den
Jasmonaten und den in Tieren nachgewiesenen Cyclopentenonen-Prostanoiden
vergleichbare biologische Aktivitat aufweisen.

Folgende Ergebnisse wurden dabei erzielt:

1. Phytoprostane mit dem Prostaglandin D- und Deoxy-J-Ringsystem (PPD; und
dPPJ;) konnten erstmals durch Partialsynthese hergestellt werden. Dabei
wurden jeweils zwei racemische Regioisomere (Typ | und Typ Il) der Ver-
bindungen erhalten. Die Regioisomere von dPPJ; konnten chromatographisch
aufgetrennt werden. Alle Produkte wurden UV-spektroskopisch und massen-
spektrometrisch charakterisiert.

2. PPD; und dPPJ; entstehen in vitro durch Autoxidation von a-Linolensaure. Es
wurden praparative Methoden entwickelt, um diese Verbindungen zu isolieren.
Die Ausbeute betrug fur das dPPJ;-Regioisomer Typ | 210 pg bzw. fir dPPJ;-Il
290 ug je Gramm eingesetzter a-Linolensdure. Eine praparative Gewinnung
einzelner PPD;-Regioisomere gelang nicht.

3. Zum Nachweis von PPD; und dPPJ; wurde eine neuartige Analysenmethode
entwickelt. Aufgrund der in Cyclopentenonen wie dPPJ; enthaltenen reaktiven
a,b-ungesattigten Carbonylfunktion konnten diese Verbindungen selektiv mit 7-
Mercapto-4-methylcumarin, einem Fluoreszenzmarker, gekoppelt und mittels
Fluoreszenz-HPLC bestimmt werden. Mit dieser Methode konnten die PPD;-
und dPPJ;-Regioisomere sowie ein strukturell verwandtes Phytohormon, 12-
Oxo-Phytodiensédure (OPDA), in allen untersuchten Pflanzenspezies nach-
gewiesen werden. Die Nachweisgrenze lag bei 10 ng.

4. Mit dieser Methode konnten erstmals alle iber den D;-Phytoprostan-Weg
gebildeten Verbindungen in intakten Pflanzen nachgewiesen werden. Von
diesen konnte allein dPPJ;-I bereits vor Uber 20 Jahren von Bohlmann et al.
aus getrocknetem Pflanzenmaterial von Chromolaena morii und C. chasleae
isoliert werden. Zur Biosynthese dieses Cyclopentenons existieren seit langem
eine Reihe von Hypothesen, die jedoch alle nicht experimentell bestatigt
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werden konnten. Die vorgelegten Ergebnisse bestatigen unsere neu
aufgestellte Hypothese, nach der die von Bohlmann et al. erstmals
beschriebene Verbindung durch Autoxidation von a-Linolensaure nicht nur in
Chromolaena-Spezies, sondern in allen Pflanzen gebildet werden kdnnen.

PPD; konnte in gesunden und unbehandelten Pflanzen von Lycopersicon
esculentum, Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana in einem
Konzentrationsbereich von 348 - 2239 ng/g Trockengewicht (TG) fur Typ | und
492 - 3995 ng/g TG fiur das Typ ll-Regioisomer nachgewiesen werden. Die
ermittelten Konzentrationen fir dPPJ; lagen im Bereich von 294 - 932 ng/g TG
fur das Typ FRegioisomer und 1074 - 2413 ng/g TG fur das Typ ll-Regioisomer.
dPPJ; weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu OPDA auf. OPDA kommt in den
untersuchten Pflanzen in einer Konzentration von 67 - 549 ng/g TG vor. Die
Hauptprodukte des nichtenzymatischen PPD;-Wegs kommen somit in héheren
Konzentrationen als enzymatisch gebildete OPDA vor.

A. thaliana-Pflanzen wurden fur 10 min bei 4°C gelagert. Der Kaltereiz fuhrte
anndhernd zu einer Verdopplung der Konzentration von dPPJ;-1 (597 ng/g TG)
im Vergleich zu Kontrollpflanzen (317 ng/g TG), die bei 20°C gelagert wurden.
Fur dPPJ;-1l wurde ein Anstieg von 1082 ng/g TG (Kontrollen) auf 2764 ng/g
TG ermittelt. OPDA wurde ebenfalls induziert, die Kalteexposition fuhrte zu
einer Verdopplung der OPDA-Konzentration. Das Ergebnis zeigt, dass bereits
milde Stressbedingungen eine verstarkte Bildung von freien Radikalen und so
eine Synthese von dPPJ; ausldsen.

Eine vermehrte Bildung von freien Radikalen z.B. bei oxidativem Stress fiihrt zu
einer nichtenzymatischen Lipidperoxidation und zu einer transienten Akku-
mulation von Phytoprostanen. Die Behandlung von L. esculentum-Zellkulturen
mit Kupferacetat (250 uM), einem starken Induktor einer Radikal-katalysierten
Lipidperoxidation, fiihrte zu einer Vervierfachung der dPPJ;-Konzentration nach
2 - 4 h im Vergleich zu Kontrollansatzen. Unter diesen Bedingungen wurde
OPDA nicht induziert.

Auch die Behandlung von N. tabacum-Zellkulturen mit Kupferacetat (500 uM)
fuhrte zu einer Akkumulation von dPPJ;. Die dPPJ;-I-Konzentration wurde um
den Faktor 11 und die dPPJ;-ll-Konzentration um das Siebenfache gesteigert.
Maximale dPPJ;-Konzentrationen wurden nach 2 h beobachtet. Neben einer
Akkumulation von Phytoprostanen konnte auch eine Akkumulation von
Scopoletin, einem antimikrobiellen Sekundéarstoff, im Zellkultur-Medium
beobachtet werden. Maximale Scopoletin-Konzentrationen wurden 4 h nach
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dem Phytoprostan-Maximum bei 6 h gemessen. Eine Akkumulation von
Scopoletin konnte in N. tabacum-Zellkulturen auch durch exogene Gabe von
dPPJ; (10 pM) induziert werden, wobei maximale Scopoletin-Konzentrationen
nach 2 - 4 h ermittelt wurden. Beide Regioisomere von dPPJ; waren gleich
wirksam und ergaben eine 14- bis 15-fache Induktion von Scopoletin. Aufgrund
des zeitlichen Verlaufs der Scopoletin-Induktion nach Zusatz von Kupferacetat
bzw. dPPJ, ist es denkbar, dass dPPJ; in diesem Testsystem eine Funktion als
Mediatoren von oxidativem Stress besitzen. Exogen zugesetzte OPDA (10 uM)
fuhrte in dieser Zellkultur ebenfalls zu einem 18-fachen Anstieg von Scopoletin
mit einem Maximum nach 2 - 4 h. Allerdings wird OPDA in N. tabacum nicht
durch Kupferactat induziert. Somit kann OPDA in diesem Testsystem als
Mediator der Scopoletin-Freisetzung in N. tabacum ausgeschlossen werden.

Elektrophile Cyclopentenone wie dPPJ; und OPDA konnen kovalent an SH-
Gruppen von Peptiden binden. Nach einer einstiindigen Inkubation von dPPJ;
(86 uM) mit Glutathion (GSH, 3,25 mM) waren ca. 80 % der Cyclopentenone an
GSH gebunden.

dPPJ; und OPDA induzieren in A. thaliana die Glutathion-S-Transferase 1
(GST1). Nach 3 h konnte eine im Vergleich zu Kontrollen um mehr als das 14-
fache gesteigerte Gstl-Expression nachgewiesen werden. GST katalysieren die
Konjugation von Elektrophilen an GSH. Diese Reaktion kann zur Inaktivierung
von reaktiven Verbindungen fiihren, die durch Lipidperoxidation bei oxidativem
Stress gebildet werden, und schitzt so die Zelle méglicherweise vor den
Konsequenzen von oxidativem Stress.

dPPJ; sind auch in Tieren pharmakologisch wirksame Verbindungen. In in vitro-
Assays konnte gezeigt werden, dass dPPJ; in demselben Konzentrations-
bereich wie das in Tieren gebildete strukturanaloge 15d-PGJ, den NF-(B-
Signalweg inhibieren und somit potentiell eine antiinflammatorische Wirkung
aufweisen.
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VI.SUMMARY

Phytoprostanes (PP) are formed in vivo and in vitro by free radical-catalyzed
peroxidation of linolenic acid. The aim of the present thesis was to investigate, whether
jasmonate-like products could be synthesized via the postulated phytoprostane D,
pathway and whether these compounds display biological activity similar to jasmonates
in plants and to cyclopentenone prostanoids in animals.

The following results were obtained:

1. Phytoprostanes containing the prostaglandin D- and deoxy J-like ring structure
(PPD,; and dPPJ;) were prepared by partial synthesis. Each phytoprostane
class is comprised of two racemic regioisomers (type | and type Il). dPPJ;
regiosiomers were separated by chromatography and characterized by UV
spectroscopy and mass spectrometry.

2. PPD; and dPPJ; were also prepared by autoxidation of linolenic acid in vitro.
Methods for the preparative isolation of these compounds were developed.
Yields of pure dPPJ; regioisomers were 210 pg and 290 ug per g of linolenate
for type | and Il compounds, respectively. A large scale preparation of PPD;
regioisomers was not practicable.

3. A novel analysis method for the quantitation of PPD; and dPPJ; was
developed. Due to the chemical reactivity of the a,b-unsaturated ketone
component in cyclopentenones like dPPJ;, these compounds selectively react
with 7-mercapto-4-methylcoumarin, a fluorescent molecule. Analysis of the
obtained fluorescent products was performed by HPLC using fluorescence
detection. This method allowed the identification of PPD; and dPPJ,
regioisomers as well as OPDA, a structurally related phytohormone, in all plants
investigated so far. The detection limit of these compounds was approximately
10 ng.

4. For the first time, determination of all products of the phytoprostane D, pathway
in plants was achieved using this method. One exception ist dPPJ;-I, which was
already discovered 20 years ago by Bohlmanns group in dried plant material
from Chromolaena morii and C. chasleae. The biosynthesis of this compound
remained unclear, since several hypotheses that have been proposed could not
be substantiated experimentally. Our results suggest, that the compound
characterized by Bohlmann et al. is not limited to Chromolaena species, but is
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formed during autoxidation of linolenate via the phytoprostane D, pathway in all
plants.

PPD; were detected in healthy and untreated plants of Lycopersicon
esculentum, Nicotiana tabacum and Arabidopsis thaliana in a concentration
range of 348 - 2239 ng per g of dry weight for type | and 492 - 3995 ng per
gram of dry weight for the type Il regioisomer. The determined concentrations
for dPPJ; were in a range of 294 - 932 ng per g of dry weight for the type |
regioisomer and 1074 - 2413 ng per g of dry weight for type Il, respectively.
dPPJ; is structurally related to the phytohormone OPDA. OPDA was detected in
the above mentioned plants in levels of 67 - 549 ng per g of dry weight. The
main products of the non-enzymatic PPD; pathway exceed the levels of
enzymatically formed OPDA.

A. thaliana plants were chilled for 10 min at 4°C. This short cold shock caused
an approximately twofold induction of dPPJ;-1 (597 ng per g of dry weight)
compared to control plants (317 ng per g of dry weight), which were stored at
20°C. dPPJs-1l levels increased from 1082 ng (controls) to 2764 ng per g of dry
weight. In addition, OPDA levels rose approximately twofold in the cold. This
result indicates, that already mild stress conditions trigger formation of free
radicals and, as a consequence, the synthesis of dPPJ,.

The augmented formation of free radicals, e.g. during oxidative stress, causes a
non-enzymatic lipid peroxidation and a transient accumulation of phyto-
prostanes. Treatment of L. esculentum cell suspension cultures with cupric
acetate (250 uM), a strong inductor of free radical catalyzed lipid peroxidation,
resulted in a 4fold increase of free dPPJ; with a maximum value between 2
and 4 h. Induction of OPDA was not observed in this experiment.

Treatment of N. tabacum cell cultures with cupric acetate (500 pM) also
resulted in an accumulation of dPPJ;. Levels of dPPJ;-1 and dPPJ;-1l increased
up to 11- and #fold. Maximum values were observed after 2 h. Beside the
accumulation of phytoprostanes also an accumulation of scopoletin, a
antimicrobial secondary metabolite, in the cell culture medium could be
observed. Maximum levels of scopoletin were determined after 6 h, 4 h later
than the maximum phytoprostane levels. Exogenous addition of dPPJ; (10 uM)
to N. tabacum cell cultures also resulted in an accumulation of scopoletin.
Maximum scopoletin concentrations were observed after 2 - 4 h. Both
regioisomers exhibit similar activities, resulting in a 14- to 15-fold increase of
scopoletin with a maximum after 2 - 4 h. Results are compatible with the
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hypothesis that dPPJ; act as mediators of oxidative stress at least in this
system. Treatment of the cell culture with exogenous OPDA (10 uM) led to a
18-fold induction of scopoletin with a maximum value after 2 - 4 h. However,
formation of OPDA in N. tabacum was not induced by cupric acetate.
Consequently OPDA could be ruled out as potential mediator of scopoletin
release in N. tabacum.

Electrophilic compounds such as dPPJ; and OPDA are susceptible to covalent
reactions with thiols, e.g. of peptides. After incubation of dPPJ; (86 uM) with
glutathione (GSH, 3,25 mM) for 1 h, 80 % of the cyclopentenones were
conjugated to GSH.

Exogenous application of dPPJ; and OPDA trigger the expression of
glutathione-S-transferase 1 (GST1) in A. thaliana. After 3 h, a more than 14-fold
increase of Gstl expression was observed, compared to control experiments.
GST catalyze the conjugation of electrophilic compounds with GSH. This
reaction leads to a inactivation of electrophiles, which can be formed through
lipid peroxidation during oxidative stress and, thus, possibly can protect cells
from the consequences of oxidative stress.

dPPJ; display pharmacological activity in animal systems. It was shown, that
dPPJ; inhibit the NF-«B signaling pathway in vitro in the same concentration
range as the structurally related mammalian 15d-PGJ, and, hence, may exert
antiinflammatory properties.
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