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I. Einleitung

|. Einleitung

Fettsduren sind sowohl im Tier- as auch im Pflanzenreich von essentieller Bedeutung: sie
dienen als Energidieferant, als Energiespeicher und sind am Membranaufbau beteiligt. Als
wesentlicher Bestandteil von Biomembranen beeinflussen Fettsduren die Membranfluiditét
sowie die Barrierefunktion von Membranen. Zudem sind Membranlipide Ausgangspunkt for
die Biosynthese einer Vielzahl verschiedener Signalstoffe. Eine der bedeutendsten Gruppen
derartiger Signalstoffe stellen Cyclopentanverbindungen dar. Im folgenden werden bekannte
Cyclopentanverbindungen des tierischen und pflanzlichen Organismus vorgestellt.
Gegenstand der Arbeit ist eine neue Klasse von Cyclopentanverbindungen in Pflanzen, die
Phytoprostane.

Im tierischen Organismus leiten sich Cyclopentanverbindungen, wie z.B. Prostaglandine, von
Arachidonsdure (C20:4), der mengenmdllig dominierenden ungeséttigten Fettsure in
Phospholipiden ab (Abb. 1). Prostaglandine z&hlen ebenso wie die Arachidonsaure-
abkdmmlinge Thromboxan, Prostacyclin und Leukotriene zu den Eikosanoiden und spielen
eine entscheidende Rolle bei verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen, wie beispielsweise Regulation des Wasserhaushaltes, Initiierung von
Entziindungsprozessen, Wundheilung und Reproduktion.

Enzymatisch gebildete
Cyclopentanverbindungen

des
Eikosanoidweges Oktadekanoidweges
in Tieren und Menschen in Pflanzen
AN LCOOH V=AVS\AAN COOH
Arachidonséaure (20:4) Linolenséaure (18:3)
U U

HO, o

: , COOH
HO OH

Prostaglandin F, Jasmonsaure

Abb. 1: Aus Fettsduren abgeleitete Signalstoffe des tierischen und pflanzlichen Organismus.

In hoheren Pflanzen kommt Arachidonsdure nicht vor. An deren Stelle tritt Linolensdure
(C18:3), die enzymatisch zu Oktadekanoiden umgesetzt werden kann (Abb. 1). Eine wichtige
Gruppe dieser Oktadekanoide sind Jasmonate, die wie Prostaglandine im Tier ein
Cyclopentanringsystem als Strukturelement besitzen. Jasmonate sind Pflanzenhormone, die
zum einen bei Abwehrreaktionen nach Verwundung oder Pathogenbefall und zum anderen
bei der Reproduktion essentiell sind (Bergey et al., 1996; Hamberg und Gardner, 1992).
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Es war eine grofe Uberraschung als Morrow und Roberts 1990 erstmals nicht-enzymatisch
gebildete Cyclopentanverbindungen im menschlichen Plasma entdeckten (Morrow et al.,
1990a), von denen spater gezeigt werden konnte, dal3 sie eine biologische Aktivitét aufweisen
(Fukunaga et al., 1993b; Sinzinger et al., 1997; Takabashi et al., 1992). Da diese
Verbindungen Isomere der enzymatisch gebildeten Prostaglandine darstellen, werden sie as
Isoprostane bezeichnet. Eine gesteigerte Isoprostanakkumulation kann bei verschiedenen
Erkrankungen und Intoxikationen beobachtet werden, bel denen vermehrt freie Radikae
auftreten (z.B. Alzheimer, Arthritis, Tetrachlorkohlenstoffintoxikation) (Burk et al., 1995;
Gniwottaet al., 1997; Morrow et al., 1992b; Mueller, 1998).

Isoprostane sind Endprodukte der Radikal-katalysierten Oxidation von Arachidonsdure und
konnten as zuverldssige Marker fir die Schadigung von Geweben durch reaktive
Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS) etabliert werden. Im Gegensatz zu
den klassischen Markern, wie Malondialdehyd, sind Isoprostane chemisch stabil. DarUber
hinaus kdnnen Sie nicht-invasiv bestimmt werden, da Isoprostane und ihre Metabolite Uber
den Harn ausgeschieden werden (Burke et al., 2000; Roberts et al., 1996; Roberts und
Morrow, 2000; Walter et al., 2000).

Nachdem es gelungen war einige der Isoprostane synthetisch herzustellen, konnten diese in
biologischen Testsystemen eingesetzt werden. Dabei zeigte sich, dal3 enige dieser
Verbindungen bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich potente Vaso- und
Bronchokonstriktoren sind (siehe 1.2.2.4). Aufgrund dieser Befunde werden |soprostane heute
als Mediatoren der oxidativen Zellverletzung im Tier diskutiert (Morrow und Roberts, 1997).

In Tieren stellen Isoprostane mit einer sogenannten F-Ringstruktur (Abb. 5) die quantitativ
bedeutendsten und dartiber hinaus die chemisch stabilsten Isoprostane dar, weswegen sie as
Marker fur , oxidativen Stress‘ bevorzugt werden. In hdheren Pflanzen kdnnen Isoprostane F
grundsétzlich nicht gebildet werden, da hoheren Pflanzen Arachidonsdure als Vorstufe fur die
Isoprostansynthese fehlt. Theoretisch kdnnen jedoch Isoprostan F-ghnliche Verbindungen
durch Oxidation von Linolensdure in Pflanzen entstehen.

I.1 Prostaglandine
[.1.1 Vorkommen und Struktur der Prostaglandine

Prostaglandine wurden erstmals 1934 von van Euler beschrieben. Sie erhielten den Namen
Prostaglandine, da man urspriinglich annahm, sie wiirden in der Prostata gebildet werden. Die
Struktur der Prostaglandine leitet sich von Prostansdure ab, einer monocyclischen C20-
Fettsdure, die in der Natur nicht existiert (Abb. 2). Prostaglandine kommen in allen tierischen
Geweben vor, kénnen jedoch nicht von allen Zelltypen gebildet werden (Michal, 1998).
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1
I~ s N NN\-COOH
Sl/\/\/\/

15

Prostansaure
Abb. 2: Grundgerist und Kohlenstoff-Numerierung der Prostansaure.

Abbildung 3 zeigt Arachidonséure und die von ihr abgeleiteten Prostaglandine (PG). Der
Buchstabe, der der Abkirzung PG nachgestellt ist, kennzeichnet die Art der Sauerstoff-
substitution des Cyclopentanringes (z.B. PGF), wahrend der numerische Index die Anzahl der
Doppelbindungen in den Seitenketten angibt. Im Falle von PGF;, findet sich noch der
zusédtzliche Index a bzw. b, der die Stellung der Hydroxygruppe an C9 wiedergibt. Bei PGF2,4
stehen beide Hydroxygruppen unterhalb der Ringebene, wéahrend bel PGFy, die
Hydroxygruppe am C11 unterhalb und am C9 oberhalb der Ringebene steht.

Neben Sdugetieren sind auch einige Invertebraten in der Lage Prostaglandine zu
synthetisieren, so beispielsweise die Korallen Plexaura homomalla und Gersemia fructicosa
(Varvas et al., 1999). Gersemia fructicosa synthetisert 15S-Prostaglandine, also
Prostaglandine mit der Konfiguration der Prostaglandine im Saugetier, wahrend Plexaura
homomalla 15R-Prostaglandine synthetisiert (Vamsen et al., 2001).



I. Einleitung

Arachidonséaure

v PGH- Synthase

0" ~" "\ COOH
1
On-

OOH
PGG,

v PGH- Synthase

O--

OH
PGH,
¥ > 4 A
/
Q HQ, HQ Q
'\R '\R 7 '\R :
) & \/R G;&\/R Q;//\/R \//\/R
HO OH HO OH o H © :
PGE, PGF PGD, PGI, OH

L HO A (@]

OH OH OH
vaAQ PGF,, PGJ,
¢\R

R

OH
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Abb. 3: Ringstrukturen verschiedener Prostaglandinklassen. Prostaglandine G, H,, E;, Fz, Dy und b
sind enzymatisch gebildete Prostaglandine des tierischen Organismus. PGF;, ist ein Metabolit
des PGE,, der ebenfalls im tierischen Organismus vorkommt. PGA;, B, und } sind nicht
enzymatische Abbauprodukte, deren Vorkommen in vivo noch nicht eindeutig bewiesen ist.

I.1.2 Biosynthese der Prostaglandine

Die Prostaglandinbiosynthese umfald drel Schritte: die Freisetzung von Arachidonsdure aus
Membranen, die Konversion von Arachidonsaure zu PGH, durch die PGH-Synthase und die
anschliefiende Umsetzung zu den verschiedenen Prostaglandinklassen (PGE;, PGF,, PGD»
oder PGlI>), wobei jede dieser Synthesen durch eine spezifische Synthase katalysiert wird.

Prostaglandine werden nicht gespeichert, sondern nach Zellstimulation de novo synthetisiert
(Marks und Furstenberger, 1999). Nach einem hormonellen oder anderen Reiz (z.B.

Lipopolysaccharide) wird Arachidonsdure durch eine Phospholipase aus der Zellmembran
4



I. Einleitung

herausgel 6st. Anschlief3end wird Arachidonséure von der PGH-Synthase tiber PGG, zu PGH
umgesetzt (Abb. 4). Die PGH-Synthase ist an der Membraninnenseite des Endoplasmatischen
Retikulums lokalisiert und stellt ein bifunktionales Enzym dar, welches eine Cyclooxygenase-
und eine Peroxidaseaktivitét aufweist (Marks und Flrstenberger, 1999).

Phospholipid
|::>¢ PHOSPHOLIPASE

— COOH
Arachidonséaure Cm

=/\=" N/

¢ |[CYCLOOXYGENASE

o~ \=/\/COOH
1
Prostaglandin G, O%/

OOH

¢ | PEROXIDASE|

o~ ="\ COOH
1
Prostaglandin H, OQ//\/W

OH

| PROSTAGLANDIN H-SYNTHASE|

PROSTAGLANDIN4{ | PROSTACYCLIN- THROMBOXAN-

SYNTHASEN SYNTHASE SYNTHASE
Prostaglandine Prostacyclin Thromboxan

Abb. 4: Entstehung von Eikosanoiden in tierischen Geweben [Abbildung nach (Marks und
Furstenberger, 1999)].

Im ersten Schritt der Biosynthese wird von der Cyclooxygenase das 13-pro-S
Wasserstoffradikal der Arachidonséure abstrahiert. Danach kommt es zur Anlagerung eines
Sauerstoffmolekils an Position 11 und zum Ringschlul3. Anschlief3end reagiert ein zweites
Sauerstoffmolektl mit dem Endoperoxid-Alkylradikal an Position 15 und das vorher
abstrahierte Wasserstoffradikal wird wieder hinzugefiigt, so dal3 dann ein Hydroperoxy-
Endoperoxid (PGG,) vorliegt. Das so entstandene PGG, wird anschliefend durch die
Peroxidaseaktivitét der PGH-Synthase zum PGH; reduziert.
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Die PGH-Synthase kommt in zwei Isoformen vor, der sogenannten PGH-Synthase-1, welche
auch als COX-1 bezeichnet wird, und der PGH-Synthase-2 bzw. COX-2. Die Isoformen
unterscheiden sich darin, da3 die PGH-Synthase-1 konstitutiv in tierischen Geweben
exprimiert und as eine Art ,housekeeping enzyme* betrachtet wird, wahrend die PGH-
Synthase-2 as ,immediate early response protein® eingestuft wird. Die PGH-Synthase-2-
codierende-mRNA ist in den meisten nicht stimulierten Zellen kaum detektierbar, wahrend
ihre Konzentration wenige Minuten nach Zellstimulation mit einem Mitogen dramatisch
ansteigt (Lim et al., 1987).

Beide Enzyme sind durch nicht-steroidale-Antirheumatika, wie z.B. Acetylsalicylsaure (z.B.
Aspirin®), in ihrer kataytischen Aktivitds hemmbar, was zur Unterdrickung der
Prostanglandinbildung fuhrt.

Das uUber die PGH-Synthase-1 bzw. -2 entstandene PGH, kann anschlief3end, je nach
Enzymaustattung der jeweiligen Zelle, zu Prostaglandinen (PGD,, PGE, oder PGF»),
Prostacyclin (PGI;) oder Thromboxan (in Abbildung 3 nicht dargestellt) umgesetzt werden
(Abb. 3und Abb. 4).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dal3 in den Korallen Gersemia fructicosa und Plexaura
homomalla ebenfals eine PGH-Synthase vorkommt (Koljak et al., 2000; Vamsen et al.,
2001). Diese besitzt eine 80%ige Homologie auf Aminosaureebene verglichen mit der PGH-
Synthase aus Saugetieren. Es wird daher vermutet, dal? es eine Art ,, Ur-PGH-Synthase” gab,
von der die heute bekannten PGH-Synthasen aus Saugetieren und Invertebraten abgeleitet
sind.

I.1.3 Ubertragung des Prostaglandinsignals

Prostaglandine werden nach ihrer Synthese durch Carrier aus dem Zelinneren in den
Interzellularraum transportiert (Kanal et al., 1995). Dort binden Prostaglandine an membran-
sténdige Rezeptoren von Zielzellen, woraufhin durch intrazellulare ,,second messenger” eine
Vielzahl von physiologischen Funktionen geregelt wird (Tab. 1) (Marks und Firstenberger,
1999).

Prostaglandine sind bereits in nanomolaren Konzentrationsbereichen wirksam. PGE, mul3 in
einer Konzentration von mindestens 1-10 nM vorliegen, um wirksam zu werden, wahrend die
Konzentration des PGF,; mindestens 125 nM betragen mul3. Die Blutplasmaspiegel der
meisten Eikosanoide liegen jedoch nicht hdher als 1 nM und somit weit unterhalb ihrer
Wirkkonzentration (Marks und Furstenberger, 1999). Diese konnen erst nach Zellstimulation
(z.B. durch Cytokine) lokal erreicht werden. Prostaglandine erzielen systemisch keinen
Effekt, da sie vom Interzellularraum in die Zellen zurlcktransportiert werden, wo sie dann
sofort metabolisiert werden (Itoh et al., 1996; Schuster et al., 2000). Die Hauptmetabolisier-
ungsschritte sind die Oxidation an C15 durch die 15-Hydroxy-Prostaglandin-Dehydrogenase,

6
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die Hydrierung der Doppelbindung an Position 13, die Oxidation des Alkanendes zur
Carboxyfunktion und der Abbau der Seitenketten durch b-Oxidation, wobel unter anderem
C18- und C16-Prostanoide entstehen kénnen.

Bisang wurden 8 membransténdige Rezeptoren fir Prostaglandine gefunden, die ale zur
grof3en Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdren (Tab. 1) (Austin und Funk,
1999).

Rezeptor Ligand second messenger Vorkommen des Rezeptors

EP; PGE, DAG und IP; Glatter Muskdl, Niere und ZNS

EP, PGE, cCAMP Weitverbreitet

EP; PGE, DAG, IP; und cAMP Weitverbreitet

EP, PGE, cAMP Welitverbreitet

DP PGD, cAMP Ileun, Thrombozyten, Leukozyten und
Gehirn

FP PGF,, DAG und IP; Corpus luteum, weitverbreitet

IP PGl , cAMP Thrombozyten und Glatter Muskel
(Lunge und Aorta)

TP TXA, DAG und IP; Thrombozyten und Glatter Muskel
(Lunge und Aorta)

Tab. 1: Rezeptorvermittelte Wirkungen verschiedener Prostaglandine. cAMP (cyclisches Adenosin-
monophosphat), DAG (Diacylglycerol), 1Pz (Inositol-1,4,5-triphosphat) (Marks und
Firstenberger, 1999).

Fir die Cyclopentenon-Prostaglandine (PGA, und PGJ) konnten bisang keine
membranstandigen Rezeptoren gefunden werden. Jedoch konnte gezeigt werden, dal3 diese
Prostaglandine an intrazellulére Zielproteinen binden, so z.B. an Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptoren (engl.: peroxisome-proliferator-activated receptors, PPAR) (Bernardo et
al., 2000; Heneka et al., 2000). Nach Bindung an PPAR’s modulieren sie Genaktivitaten.

I.1.4 Physiologische Rolle der Prostaglandine

Prostaglandine sind essentielle Mediatoren fir eine Vielzahl physiologischer und
pathophysiolgischer Prozesse. Die rezeptorvermittelten Wirkungen der Prostaglandine sind
komplex und kénnen sich in verschiedenen Geweben desselben Organismus unterscheiden.
Tabelle 2 gibt eine kurze Ubersicht tiber die biologischen Aktivititen von Prostaglandinen im
Menschen.
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Eikosanoid

Wichtige Stoffwechselwirkung beim Menschen

PGD,

PGE,

PGF,

TXA;

DP-Rezeptor vermittelt: Inhibierung der Blutpl&ttchenaggregation, Relaxation
glatter Muskeln, Vasodilatation in der Niere, erhbhte Wasserresorption im
Dunndarm

EP;-Rezeptor vermittelt: Inhibierung der Blutpl&ttchenaggregation
EP,-Rezeptor vermittelt:  Verstérkung der  Blutplétchenaggregation,
Relaxation der glatten Muskulatur, Vasodilatation, Aktivierung sensorischer
Nerven, Inhibierung der Mediatorfreisetzung bei der Entzindung
EPs;-Rezeptor vermittelt: Inhibierung der autonomen Freisetzung von
Neurotransmittern, Inhibierung der Lipolyse in Adipozyten, Inhibierung der
Wasserreabsorption in der Nierenmedulla, Unterdriickung der Sdure-
freisetzung im Magen, Kontraktion der glatten Muskulatur, Potenzierung der
Blutpl&ttchenaggregation

EP,-Rezeptor vermittelt: ?

FP-Rezeptor vermittelt: Zunahme des Muskeltonus im Uterus, Kontraktion
der Bronchialmuskulatur, Inhibierung der Wasserreabsorption im Dinndarm

IP-Rezeptor vermittelt: Vasodilatation, Inhibierung der Blutpl&ttchen-
aggregation, Zunahme der Wasserreabsorption im Dinndarm, Sensibilisierung
der Schmerzrezeptoren

TXA-Rezeptor vermittelt: Vasokongtriktion, Einleitung der Blutpléttchen-
aggregation, starke Kontraktion der Bronchia muskulatur

Tab. 2: Ubersicht tiber die Stoffwechselwirkungen von Prostaglandinen, Prostacyclin und Thromboxan
im menschlichen Organismus [verdndert nach (Michal, 1998)].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 Prostaglandine im Saugetier essentielle
Signalstoffe der Abwehrantwort und Wundreaktionen (Serhan et al., 1996; Vane et al., 1998),
der Reproduktion (Nguyen et al., 1997; Sugimoto et al., 1997) und verschiedener
Entwicklungsprozesse (Morham et al., 1995) sind.
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1.2 Isoprostane

[.2.1. Vorkommen der |soprostane

I soprostane sind Prostaglandin-&hnliche Verbindungen, die im Gegensatz zu Prostaglandinen
nicht enzymatisch gebildet werden, sondern Uber Radikal-katalysierte Oxidation aus
Arachidonsaure entstehen (Morrow et al., 1990b; Nugteren et al., 1967). Es konnte gezeigt
werden, dal3 Isoprostane in allen tierischen Geweben und Korperfliissigkeiten vorkommen
(Roberts und Morrow, 1997), wobel ihre Konzentration die der Prostaglandine um mindestens
den Faktor 10 Ubersteigt (Litu et al., 1998).

[.2.2 Biosynthese und Struktur der 1soprostane

Eines der wichtigen strukturellen Unterscheidungsmerkmale von Prostaglandinen und
Isoprostanen ist die unterschiedliche Orientierung der Seitenketten. Sowohl bel der
enzymatischen Synthese der Prostaglandine, als auch bei der Radikal-katalysierten Bildung
der Isoprostane treten radikalische Zwischenstufen auf. Wahrend jedoch im ersten Fall die
Arachidonsaure durch die PGH-Synthase derart gefaltet wird, dal3 eine trans-Orientierung der
Seitenketten erzwungen wird, entstehen bel der Radikal-katalysierten Oxidation fast
ausschliefdlich cis-orientierte Seitenketten.

Es existieren zwel vorgeschlagene Reaktionsmechanismen, wie Isoprostane gebildet werden,
die jeweils nach einem darin vorkommenden Zwischenprodukt benannt wurden: der
Endoperoxid- und der Dioxetanmechani smus.

[.2.2.1 Synthese der Isoprostane nach dem Endoper oxidmechanismus

Abbildung 5 zeigt die Synthese von Isoprostanen nach dem Endoperoxidmechani smus.

Im ersten Schritt der Synthese wird eines der beiden bis-allylischen Wasserstoffatome
radikalisch abgespalten. Es entstehen Pentadienylradikale, welche mit molekularem
Sauverstoff zu Peroxylradikalen reagieren. Diese konnen sich dann zu bicyclischen
Endoperoxiden umlagern und anschlief3end ein weiteres Sauerstoffmolekil aufnehmen. Da
die Cyclisierung der Endoperoxide nach den Woodward-Hoffmann-Regeln disrotatorisch
erfolgt, sind die Seitenketten fast ausschliefdich cis-orientiert (ca. 97%) (Corey et al., 1984,
O'Connor et al., 1984; Porter et al., 1984). Die so gebildeten Bicyclo-Endoperoxylradikale
kobnnen nun z.B. von ener Fettsdure Wasserstoff abstrahieren, wobel PGGy-dhnliche
Verbindungen entstehen, die analog zu den Prostaglandinen as Isoprostane G, (iPG)
bezeichnet werden. iPG, stellen die zentralen Vorstufen aller Isoprostane dar, da aus dem G-
Ringsystem ale anderen Prostaglandin-Ringsysteme auf nicht-enzymatischen Wege

9
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hervorgehen kénnen (ausgenommen das Prostacyclinringsystem). Im wélrigen Milieu lagern
sich iPG, spontan zu den Isoprostanen E (iPE;) und D, (iPDz) um (Morrow et al., 1994,
Stehle, 1982) (in Abbildung 5 nicht dargestellt), wadhrend durch direkte Reduktion der
Peroxide Isoprostane F» (iPF;) entstehen.

| Arachidonsaure |

ESEX
4{ v m

= A=A/

* (o)) 3 (o)) 4 * O2
0-0" 0=0"*
== COOH P = COOH =\/=
— | A= COOH
0=0. =\\, COCH - 0=0.
O\ A=A CcooH O \AaN= O-NA\ CooH

- 02 . 02 . 02 02
+H +H +H +H
Q — COOH O @) COOH 0 —

O v, 0] Y/, - coon © v - @) < COOH
OOH OOH OOH OOH
Isoprostan G, -lll Isoprostan G, -IV Isoprostan G, -V Isoprostan G, -VI

H H H H
HO v HO v HO v HO ViH
— COOH COOH =
= COOH — COOH
HO  OH HO  OH HO  OH HO  on
Isoprostan F -llI Isoprostan F» -IV Isoprostan F, -V Isoprostan F» -VI

Abb. 5: Endoperoxidmechanismus: postulierte Synthese von Isoprostanen aus Arachidonsaure. Als
Intermediat tritt ein Endoperoxid auf (grau unterlegt). Theoretisch kénnen vier regioisomere
Verbindungen gebildet werden (Typ 1lI-VI, Nomenklatur siehe 1.2.2.4), die jeweils aus 16
Isomeren bestehen.

Strukturelle Voraussetzung fur die Synthese eines Cyclopentanringes sind drei Doppel-
bindungen, die jeweils durch eine Methylengruppe voneinander getrennt sind. Im folgenden
Text wird diese Struktureinheit as 1,4,7-Oktatrieneinheit bezeichnet. Die beiden
Substituenten der 1,4,7-Oktatrieneinheit sind beliebig und so kdnnen aus Arachidonséure, die
zwel 1,4,7-Oktatrieneinheiten besitzt (Abb. 7), insgesamt vier verschiedene Regioisomere
entstehen. Diese werden mit den rémischen Ziffern Il bis VI bezeichnet (siehe 1.2.2.4)
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(Rokach et al., 1997b). Jedes dieser Regioisomere besitzt vier Chiralitatszentren, so daf3
theoretisch acht Diastereomerenpaare (insgesamt 64 Isomere) gebildet werden koénnen. Im
Fal von iPF werden die zwe Chiralitdiszentren des Cyclopentanringes, die mit
Hydroxygruppen substituiert sind, as eines gerechnet, da sie aus einem Endoperoxid
entstanden sind und so die gleiche raumliche Orientierung (beide oberhalb oder unterhalb der
Zeichenebene) besitzen.

1.2.2.2 Synthese der Isoprostane nach dem Dioxetanmechanismus

Einen adternativen Mechanismus Uber den Isoprostane entstehen konnen, den
Dioxetanmechanismus, stellten Corey und Wang 1994 vor (Abb. 6) (Corey und Wang, 1994).

Die Synthese startet mit der Peroxylradikalbildung am auf3eren Kohlenstoffatom einer 1,4,7-
Oktatrieneinheit einer ungeséttigten Fettsaure, beispielsweise Arachidonsaure, wobei sich ein
Dioxetan bildet. Im weiteren Verlauf der Synthese wird ein zweites Sauerstoffmolekdil
angelagert, was zur Entstehung eines cyclischen Endoperoxides und anschlief3endem
RingschluR fiihrt. Umlagerungen resultieren in der Offnung des Dioxetans und es entsteht ein
Bicyclo-Endoperoxylradikal, das nach Aufnahme eines Wasserstoffradikals die PGG-
Ringstruktur aufweist.

Die Substituenten der 1,4,7-Oktatrieneinheit sind mechanistisch gleichwertig, so dal3 diese
Reaktion auch mit anderen mindestens dreifach ungeséttigten Fettsauren ablaufen kann.

Dieser Syntheseweg fuhrt zu denselben Regioisomeren wie der Endoperoxidmechanismus
(Abb. 5), jedoch entstehen auch Isoprostane, deren Seitenketten trans orientiert sind. Das
Verhdtnis der trans-konfigurierten Produkte zu den cis-konfigurierten Produkten betréagt 1:3,
wéahrend beim Endoperoxidmechanismus nur ca. 3% der trans-Verbindungen entstehen
(O'Connor et al., 1984).

11
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Abb. 6: Dioxetanmechanismus: ein weiterer Syntheseweg zur Darstellung von Isoprostanen durch
Radikal-katalysierte Oxidation. Als Intermediat tritt ein Dioxetan auf (grau unterlegt), nach dem
dieser Mechanismus benannt wurde.

1.2.2.3 PGH-Synthase-induzierte Synthese desiPFaa-I111 (8-is0-PGF23)

I soprostane werden generell Uber Radikal-katalysierte Oxidation gebildet. Es gibt jedoch eine
Ausnahme: iPF,,-111 (frihere Schreibweise: 8-iso-PGF2;).
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Pratrico konnte 1995 zeigen, dal3 die PGH-Synthase-1 und -2 nicht absolut stereospezifisch
arbeiten: als Nebenprodukt der Enzymaktivitét entstand ein einziges Isoprostan, iPFza-111,
dessen Seitenketten im Gegensatz zu PGF2, cis-orientiert sind. Dabei konnte eine Synthese
von iPF,-111 sowohl in aktivierten Thrombozyten (enthalten PGH-Synthase-1) als auch in
Monozyten (enthalten PGH-Synthase-2) beobachtet werden (Pratico und FitzGerald, 1996;
Pratico et al., 1995).

Die Menge des iPF2a-111 betrug jedoch nur ~0.05-0.01% bzw. ~0.5-0.8% der enzymatisch
gebildeten Produkte. Heute geht man davon aus, dal3 der enzymatisch entstandene Anteil an
iPF2a-111 gegenliber dem nicht-enzymatisch gebildeten iPF2,-111 bedeutungslos ist. Somit
kann iPF,-111 prinzipiell als Marker fur Lipidperoxidation eingesetzt werden (Mueller, 1998).

1.2.2.4 Nomenklatur der Isoprostane

Isoprostane (iP) werden wie Prostaglandine je nach Art der Substitution des
Cyclopentanringes in verschiedene Klassen eingeteilt, die durch nachgestellte Buchstaben
gekennzeichnet sind (z.B. iPF). Zusétzlich wird durch einen numerischen Index die Anzahl
der Doppelbindungen in den Seitenketten angegeben (z.B. iPF,).

Um Isoprostane eindeutig bezeichnen zu kdnnen, reicht die Prostaglandin-Nomenklatur nicht
aus. Im Falle der Prostaglandine wird nur ein Isomer gebildet, wohingegen im Falle der
Isoprostane vier Regioisomere mit jeweils 16 Isomeren gebildet werden konnen
(Abb. 5 und 6). Dartiber hinaus kénnen auch aus anderen mindestens dreifach ungeséttigten
Fettsduren Prostaglandin-dhnliche Verbindungen synthetisiert werden, aus denen wiederum
mindestens zwei regioisomere Strukturen hervorgehen konnen. Daher empfahl Rokach 1997
eine Nomenklatur fir Prostaglandin-ahnliche Verbindungen, welche die Molekile nach der
Lénge der Seitenkette zwischen dem terminalen Kohlenstoffatom und der 1,4,7-
Oktatrieneinheit, die die Cyclopentan-Stuktur bildet, in die Typen I-VI eintellt (Abb. 7)
(Rokach et al., 1997).
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Ungesattigte Fettsaure

A (W-3]  Trieneinheit | |
\V=\/=\/=\_(CH,),= COOH
[w-6 [ Trieneinheit | |
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W6 [ Trieneinheit | |
C [w9 [ Trieneinheit | |

AN NN (), = COOH

(w31 Trieneinheit | |

[w-6 I Trieneinheit | |

D (w9 | Trieneinheit | |
NN NSNS\, (CH,), = COOH

Klassifizierung der Isoprostanoid-Regioisomere

Trienderivate Substituenten Typ

R, = |

R, = I

1

? R, = I

OXF R, = v

OH | R,= [wd Y

R;= (w9 | Vi
Abb. 7: Isoprostanoid-Klassifizierung.  Exemplarische  Beispiele:  a-Linolensaure (A, n = 6),
gLinolensaure (B, n = 3), Arachidonsaure (C, n = 2) und Eikosapentaensaure (D, n = 2)

[Abbildung nach (Mueller, 1998)].

Arachidonsdure beispielsweise besitzt zwel 1,4,7-Oktatrieneinheiten (Abb. 7 C), wobei aus
jeder Trieneinheit zwel regioisomere Strukturen hervorgehen koénnen (Abb. 5und 6).
Betrachtet man nun die Isoprostane, die aus der w-6-Trieneinheit gebildet werden, so kdnnen
die Typen Il und IV entstehen. Dabel hangt die Bezeichnung von der Position des
Methylendes der Struktur ab: ist das Methylende an Position R, so handelt es sich um Typ
IV, ist esan Position R, um Typ Ill (Abb. 7). Aus der w-9-Trieneinheit entstehen auf analoge
Weise Typ V und VI.
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1.2.3 Bedeutung und magliche Funktion der 1soprostane

1.2.3.1 Entstehung und Metabolisierung freier Radikale im tierischen Organismus

Die Isoprostanbildung wird durch Radikale initiiert und propagiert. Eine wichtige Gruppe
dieser Radikale bilden reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die beim Zusammentreffen von
Radikalen mit molekularem Sauerstoff entstehen.

Eine der reaktivsten ROS ist das Superoxid-Radikal (O, "), das u.a. durch Nebenreaktionen
von Oxidasen (z.B. Xanthinoxidase) oder Elektronentbertrdgern in der Atmungskette
entstehen kann. G;"" kann in Membranen zu Lipidperoxidation fihren, wenn es nicht rasch
genug metabolisiert wird. Diese Funktion Ubernimmt eine Superoxid-Dismutase (SOD),
welche O, " in das ebenfalls toxische aber weniger reaktive Wasserstoffperoxid (H2O5)
umsetzt (Abb. 8). Diese Reaktion l&uft auch spontan ab.

ROS werden jedoch nicht nur als unerwiinschte Nebenprodukte einiger Oxidasen gebildet,
sondern im Falle von Entziindungsreaktionen erzeugen aktivierte Makrophagen O, auch ds
Abwehragens, beispielsweise gegen Pathogene. In diesem Fall wird O™ durch eine NADPH-
Oxidase gebildet und mittels SOD in HyO, Uberfihrt. Dartiber hinaus kann H,O, von
verschiedenen Oxidasen, die z.B. in Peroxisomen oder im Endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert sind, gebildet werden. Die Toxizitdt von HO, beruht einerseits auf der direkten
Inaktivierung von Enzymen, andererseits auf der Erzeugung von Hydroxylradikalen (OH') bei
der Reaktion mit Semichinonen oder Schwermetalen. Das OH ist die reaktivste und
kurzlebigste ROS, welche mit fast allen Molekilen einer Zelle reagieren kann. O, ™ oder OH’
kénnen beispielsweise Alkane angreifen und diese zu Alkylradikalen oxidieren. Durch die
Umsetzung von molekularem Sauerstoff mit Alkylradikalen entstehen Peroxid-Radikale
(ROO). ROO snd Zwischenprodukte der Lipidperoxidation. Sie konnen Wasser-
stoffradikale von ungeséttigten Fettsduren abstrahieren und so die Lipidperoxidation
propagieren.

Zellen konnen sich durch enzymatische und nicht-enzymatische Entgiftungsmechanismen
teilweise gegen ROS schiitzen. O, ™ kann durch SOD in H,O» Uberfihrt werden, welches dann
durch Katalasen und verschiedene Peroxidasen (z.B. Glutathion-Peroxidase) zu Wasser
reduziert werden kann. Abbildung 8 zeigt drel wichtige Metabolisierungsreaktionen von
Sauerstoffradikalen bzw. Peroxiden.

()20, +2H —2_p H,0,+0,
(2) H0,+2GSH — S 2 H,0 + GSSG
(3)2H,0, —AT p 2H,0+ O,

Abb. 8: Enzymkatalysierte Metabolisierungsreaktionen von Radikalen bzw. Peroxiden: (1) Abbau von
Superoxidanionen durch die Superoxid-Dismutase (SOD); (2) Abbau von Wasserstoffperoxid
durch die Glutathion-Peroxidase (GPx); (3) Abbau von Wasserstoffperoxid durch Katalase
(CAT); GSH/GSSG (reduziertes/oxidiertes Glutathion).
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Neben enzymatischen Mechanismen zur Begrenzung von ROS in einer Zelle gibt es auch
antioxidative Molekile, wie Ascorbinsdure, a-Tocopherol, Phenole und Glutathion.
Radikalfanger wie das Vitamin E konnen die Radikalkettenreaktion stoppen, indem sie selbst
oxidiert werden und langlebige Radikale bilden, die dann mit einem weiteren Radikal oder
mit physiologischen Antioxidantien (z.B. Ascorbat) zu nicht-radikalischen Produkten
reagieren.

Konnen die Abwehrmechanismen die ROS-Konzentration in einer Zelle nicht begrenzen,
kann es zu Strukturschadigungen der Zelle, wie z.B. Lipidperoxidation, kommen.
Ausgepragte Strukturschaden konnen zum Zelltod fihren.

1.2.3.2 Physiologische Bedeutung von Reaktiven Sauer stoffspezies

In der Zele laufen stadndig oxidative und antioxidative Prozesse ab, die in einem
Gleichgewicht zueinander stehen. Eine Verschiebung des oxidativen/antioxidativen
Verhdtnisses zur oxidativen Seite wird haufig als ,,oxidativer Stress‘ bezeichnet. Sehr haufig
wird dieses Phanomen mit Krankheitsbildern in Verbindung gebracht, bei deren Auftreten
eine erhthte Konzentration an ROS zu beobachten ist, wie z.B. Entziindungen,
Arteriosklerose, Vergiftungserscheinungen durch Xenobiotika oder Metalle, sowie
Reperfusionsschaden (siehe V.2). Die genauen Zusammenhange zwischen der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies und der Entstehung bzw. Entwicklung pathologischer Zustande
sind bisher alerdings noch unklar.

Um diese Zusammenhénge zu klaren, bedarf es zunéchst einer Quantifizierungsmdglichkeit
fir ROS. Da ROS hochinstabile Verbindungen sind, werden gewdhnlich verschiedene
Reaktionsprodukte der Lipidperoxidation vermessen. Diese sind jedoch meist selbst
metabolisch oder chemisch instabil (Maondialdehyd, Peroxide, konjugierte Diene) oder
flichtig (Ethan) (siehe V.2, Tab. 10). Die Entdeckung der Isoprostane erdffnete die
Moglichkeit einen chemisch stabilen Marker fir Lipidperoxidation zu etablieren.

1.2.3.3 Isoprostane als Marker fur Lipidperoxidation

In den letzten Jahren haben verschiedene Untersuchungen gezeigt, dal3 Isoprostane
zuverldssige und sensitive Marker fur Lipidperoxidation sind (Morrow und Roberts, 1996),
die mit klassischen Markern sehr gut korrelieren (Longmire et al., 1994; Mueller, 1998).
Die besten Voraussetzungen, um als Marker eingesetzt zu werden, besitzen iPF,, da se
chemisch sehr stabil sind. iPF; werden vorwiegend in den Membranen gebildet (Morrow et
al., 1992a), wo sie nach ihrer Bildung nur langsam metabolisiert werden und daher als
Langzeitmarker fur Lipidperoxidation dienen konnen. Isoprostane kénnen auch im Plasma
und Urin detektiert werden, wobei die Konzentration der |soprostane mit dem Ausmal3 der
16
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systemischen Lipidperoxidation korrelieren. Mit dem Nachweis der Isoprostane im Urin
wurde eine genaue, nicht-invasive Messung von Lipidperoxidation im tierischen Organismus
maoglich. In den meisten Untersuchungen wurde iPF2,-111 as Marker bestimmt, wobel seit
kurzem auch der Nachweis von iPF25-VI moglich ist, welches in hdheren Konzentrationen im
Urin vorkommt (Pratico et al., 1998a). Der Nachweis selbst erfolgt immunologisch mittels
ELISA oder durch GC-MS-Analyse.

Es ist auch denkbar, das Isoprostan-ahnliche Verbindungen, die aus gewebsspezifischen
ungesdttigten Fettsduren entstehen, als Marker fUr Lipidperoxidation bestimmter Gewebe
eingesetzt werden. In Frage kdme beispielsweise Docosahexaensaure (C20:6). Morrow und
Roberts zeigten 1998, dal3 F,-lsoprostan-ahnliche Verbindungen durch Autoxidation von
Docosahexaensdure, die vorwiegend im Gehirn vorkommt, in vitro entstehen (Roberts et al.,
1998). Diese als Neuroprostane bezeichneten Verbindungen konnten im Gehirn von Ratten
und in der cerebrospinalen Flussigkeit von Menschen nachgewiesen werden. Neuroprostane
konnten somit als Marker fur Lipidperoxidation im Gehirn dienen.

1.2.3.4 Biologische Aktivitéat der 1soprostaneim Saugetier

Bidang sind nur wenige Isoprostane als reine Isomere durch chemische Totalsynthese
zuganglich. Zu diesen lIsoprostanen gehdren iPEx-II1 und iPFxa-111, die zu den Haupt-
produkten der Autoxidation der Arachidonséure zahlen.

iPE-111 und iPF2a-111 wirken in vitro auf viele Gewebe als potente Vasokonstriktoren, so z.B.
in der Niere, wo es zu einer Senkung der glomeruldren Filtrationsrate kommt (Fukunaga et
al., 1993b; Takabashi et al., 1992). iPF,-111 ist darliber hinaus ein starker Vasokonstriktor in
Leber (Marley et al., 1997), Lunge (Kang et al., 1993), Herz (Kromer und Tippins, 1996;
Mobert et al., 1997) und Retina (Lahaie et al., 1998).

Interessanterweise zeigten iPE-IIl und iPFxa-1Il die gleiche Wirkung, wéhrend die
korrespondierenden Prostaglandine PGE, und PGF,; generell entgegengesetzte Wirkungen
haben. So wirkt PGE, vasodilatatorisch und PGF,, vasokostriktorisch.

Die meisten der oben genannten Wirkungen der |soprostane konnten durch Zugabe eines
Thromboxanrezeptorantagonisten aufgehoben werden (Kinsela et al.,, 1997), was auf
Thromboxanrezeptor-vermittelte Vorgange schlief3en 1&3t. Trotzdem wurde immer wieder die
Existenz von | soprostanrezeptoren postuliert, da Rezeptorbindungsstudien andeuteten, dal3 die
Plasmakonzentration des iPFya-l1l zu gering sei, um den Thromboxanrezeptor der
Blutplattchen zu erregen (Pratico et al., 1996). Darlber hinaus verursachten iPE-IIl und
iPFa-1ll eine stérkere Kontraktion der glatten Gefddmuskeln as einige Thromboxan-
rezeptoragonisten (Fukunaga et al., 1993a; Fukunaga et al., 1993b). Jedoch konnte anhand
von transgenen Mausen, die Tromboxanrezeptoren in der Gefal3wand Uberexprimieren,
gezeigt werden, dald iPE-Ill und iPFa-111 ihre Effekte auf Geféldonus und Blutplé&ttchen-
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funktion Uber Thromboxanrezeptoren vermitteln und vermutlich nicht Uber spezifische
| soprostanrezeptoren (Audoly et al., 2000).
Isoprostane kdnnen auch an Prostaglandinrezeptoren binden, so beispielsweise aktiviert 12-
iS0-iPF2a-111 (frihere Bezeichnung 8,12-is0-PGF24) [ECso = 5 uM] den PGF24-Rezeptor am
Auge (PGF24 [ECso = 10 nM]). Andere iPF,, wie z.B. iPF2,-111, besitzen nur einen geringen
oder keinen Effekt auf den PGF2,-Rezeptor.

1.2.3.5 Einfluld der Isoprostane auf Membranen

Freile Radikale verursachen Lipidperoxidation, was wiederum eine Veranderung der
physikalischen und funktionalen Eigenschaften von Zellmembranen zur Folge haben kann,
z.B. ein Plasmaleck oder verénderte Transporteigenschaften von Carrier- und Kanal proteinen.
Unter physiologischen Umsténden sind die Atmungskette und Cytochrom-P450-Enzyme eine
Quéelle von ROS. Daher wurde vermutet, dal3 am Lokalisationsort dieser Enzymsysteme, aso
in der Mitochondrienmembran oder der Membran des Endoplasmatischen Retikulums, eine
hohe Konzentration an Isoprostanen in Membranen gefunden wird. Phospholipide, die
Isoprostane enthalten, weisen eine stark gewinkelte Struktur auf, die die Fluidité und die
Integritdt von Membranen stark beeinflussen konnte (Morrow et al., 1992a).
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.3 Jasmonate

Linolenséure (C18:3) ist mit einem Antell von ca 40% am Gesamtfettsduregehalt die in
Pflanzen am haufigsten vorkommende ungeséttigte Fettsdure. Sie ist neben der Linolsaure das
wichtigste Substrat fur die Synthese oxygenierter Fettsdurederivate, sogenannter Oxylipine,
die in Pflanzen eine Vielzahl von Funktionen besitzen (Blee, 1998). Jedoch sind nur wenige
von Fettsduren abgeleitete Signalstoffe bekannt und sicher etabliert, wie beispielsweise
Jasmonséure (Beale und Ward, 1998; Blee, 1998).
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Abb. 9: Auswahl einiger aus Linolensaure entstandener Oxylipine in Pflanzen.

Oxylipine entstehen in Pflanzen beispielsweise durch Umsetzung von Linolensdure durch
Lipoxygenasen, a-Dioxygenasen und Monooxygenasen (Abb. 9) (Blee, 1998).

Hohere Pflanzen besitzen keine PGH-Synthase-Aktivitdt. Bei Untersuchungen zu dem
Vorkommen von PGH-Synthasen in Pflanzen wurde eine a-Dioxygenase gefunden, die eine
hohe strukturelle Ahnlichkeit mit der PGH-Synthase aufweist (Hamberg et al., 1999; Sanz et
al., 1998). Die Produkte der a-Dioxygenase, a-Hydroperoxyfettsduren, konnen durch
Peroxygenasen in fungizid wirkende Epoxyfettsauren umgesetzt werden (Hamberg et al.,
1999).

Die Produkte der 9- und 13-Lipoxygenasen (LOX) spielen eine wichtige Rolle in der
Pflanzenabwehr: zum einen konnen direkt antimikrobiell wirkende Stoffe, wie z.B.
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Colnelensdure (hemmt die Germination von Pilzsporen) (Weber et al., 1999), verschiedene
Aldehyde und Trihydroxyverbindungen (Croft et al., 1993; Kato et al., 1985) entstehen, zum
anderen werden auf diesem Weg Signamolekile gebildet, die durch Genaktivierung die
Akkumulation von Abwehrproteinen induzieren (Farmer und Ryan, 1990).

Die wohl am besten untersuchte Gruppe dieser Signalstoffe sind die Jasmonate, die aus 13-
Hydroperoxylinolensaure durch Umsetzung mit einer Allenoxid-Synthase und -Cyclase
entstehen.

Jasmonate weisen sowohl strukturelle als auch funktionelle Ahnlichkeiten zu den in Tieren
gebildeten Prostaglandinen auf. In der pflanzlichen Zelle stellen Jasmonate ein essentielles
Signal bei Abwehrmechanismen und in der Fortpflanzung dar.

1.3.1 Entdeckung, Vorkommen und Struktur der Jasmonate

Der Begriff Jasmonate leitet sich von Jasmonsaure ab, die as erste cyclische Fettsdure mit
regulatorischen Eigenschaften in der Pflanze identifiziert wurde (Weiler et al., 1998). Die
Bezeichnung Jasmonate umfald nicht nur Jasmonsdure, deren Isomere (Abb. 10) und
Methyljasmonat, sondern auch biosynthetische Vorstufen, wie z.B. 12-Oxo-Phytodiensaure,
und Metabolite der Jasmonséure, wie z.B. Tuberonsdure (Abb. 11). Freie Jasmonsaure wurde
erstmals 1971 im Filtrat des Pilzes Botryodiploida theobromae (syn.. Lasiodiploida
theobromae) entdeckt (Aldridge et al., 1971), wahrend Methyljasmonat bereits 1962 als
Hauptduftstoffkomponente des &herischen Ols von Jasminum grandiflorum identifiziert
wurde (Demole et al., 1962). Die Forschungen der letzten Jahre zeigten, dal3 das Vorkommen
von Jasmonsdure und Jasmonsaurederivaten im Pflanzenreich welt verbreitet ist (Hamberg
und Gardner, 1992).

Synthetische
Isomere
|
Natdrliche
Isomere
[ ]
(0] o
\ —/\ o N\=/\
COOH ~, /COOH
3(R), 7(S)- 3(S), 7(R)-
Jasmonsaure Jasmonsaure

Ql* 1 Epimerisierung l*
O

0o
“N=/"\ W
E \ COOH .. ,COOH

3(R), 7(R)- 3(S), 7(S)-
Jasmonsaure Jasmonsaure

Abb. 10: Stereoisomere der Jasmonsaure.
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I'n vivo kommen nur die 3(R)-Stereoisomere der Jasmonsaure (Abb. 10) vor, wobei 3(R),7(9-
Jasmonsaure (cis-Jasmonsaure) das Produkt des enzymatischen Syntheseweges ist. Durch
Epimerisierung kann die thermodynamisch stabilere 3(R),7(R)-Form (trans-Jasmonsaure)
entstehen. Das Verhdtnis von cis zu trans-Jasmonsdure betrégt etwa 1:9 im thermo-
dynamischen Gleichgewicht (Mueller und Brodschelm, 1994). Die in Abbildung 10
dargestellten 3(S)-1somere der Jasmonsdure entstehen nur bei der chemischen Synthese und
kommen in Pflanzen nicht genuin vor.

1.3.2 Biosynthese der Jasmonate

Die Biosynthese der Jasmonsaure (Abb. 11) wurde von Vick und Zimmerman zwischen 1978
und 1984 weltestgehend aufgeklart (Vick et al., 1980; Vick und Zimmerman, 1984,
Zimmerman und Feng, 1978). Sie konnten alle Intermediate des Syntheseweges isolieren und
identifizieren, mit Ausnahme eines chemisch instabilen Allenoxids, das spéater von Hamberg
und Brash entdeckt wurde (Brash et al., 1988; Hamberg, 1988).

Das Substrat der Jasmonsaurebiosynthese ist frele a-Linolensaure (C18:3), die vermutlich
durch Lipasen aus Membranen herausgel st wird (Weiler et al., 1998). Durch eine 13-LOX
wird im weiteren Verlauf der Synthese molekularer Sauerstoff in die Linolensdure unter
Bildung eines 13(S)-Hydroperoxids eingefiihrt. Diese Reaktion ist nicht spezifisch fur die
Jasmonatbiosynthese, da das entstandene Hydroperoxid auch ein Substrat der Hydroperoxid-
lyase, der Divinylethersynthase und verschiedener Peroxidasen ist (Abb. 9) (Blee, 1998;
Gobel et al., 2001).

Die Bildung der 12-Oxo-Phytodiensdure aus 13(S-Hydroperoxylinolensaure ist der erste
spezifische Biosyntheseschritt in der Jasmonatkaskade, der Uber die Allenoxid-Synthase und -
Cyclase katalysiert wird (Weiler et al., 1998). Im Anschlul® daran wird 12-Oxo-Phytodien-
sdure durch eine NADPH-abhangige Reduktase zu 10,11-Dihydro-12-Oxo-Phytodienséure
hydriert, die abschlief3end der b-Oxidation zugefuhrt wird.

Vor kurzem konnte 12-Oxo-Phytodiensdure in veresterter Form in Membranen nachgewiesen
werden (Stelmach et al., 2001). Bidang ist nicht bekannt, ob veresterte 12-Oxo-Phytodien-
sdure durch direkte Einwirkung der Enzyme des Oktadekanoidweges in situ in Membranen
entsteht oder ob 12-Oxo-Phytodiensdure erst nach der Synthese aus freler Linolensaure in
Membranen verestert wird (Stelmach et al., 2001).
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Abb. 11: Biosynthese und Metabolismus der Jasmonsaure. HPOT (Hydroperoxytriensaure), EOT
(Epoxytriensaure).
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1.3.3 Regulierung und Kompartimentierung der Jasmonsaur ebiosynthese

Die Freisetzung der Linolensdure aus Membranlipiden von Plastiden ist wahrscheinlich einer
der limitierenden Faktoren der Jasmonsdurebiosynthese (Farmer und Ryan, 1992), wobei
Linolensdure vermutlich durch Lipasen aus Membranlipiden herausgel6st wird (Weiler et al.,
1998). Narvaez-Vasguez konnte 1999 einen schnellen und systemischen Anstieg einer
Phospholipase A-Enzymaktivitdt nach Verwundung von Tomatenbléttern nachweisen
(Narvaéz-Vasquez et al., 1999), wobei noch unklar ist, ob die Phospholipase A auch in die
Jasmonatkaskade involviert ist. Bei Befall einer Pflanze durch pilzliche Pathogene scheint es
darUber hinaus mdglich, dal3 das Heraus6sen von Linolensdure bzw. veresterter 12-Oxo-
Phytodiensaure aus den Membranen durch pilzliche Lipasen katalysiert werden kann
(Stelmach et al., 2001).

Nach den bislang vorliegenden Untersuchungen findet die Jasmonatbiosynthese in drei
Kompartimenten statt: den Chloroplasten, dem Cytosol und den Peroxisomen (Abb. 12).

Die Synthese der 12-Oxo-Phytodiensaure ist vermutlich in Chloroplasten lokalisiert:

Bell konnte 1995 zeigen, dal? in Arabidopsis thaliana die LOX 2, die fir die Steigerung des
Jasmonsaurespiegels nach Verwundung verantwortlich ist, im Stroma von Chloroplasten
lokalisiert ist (Bell et al., 1995). Das néchste Enzym der Jasmonatkaskade, die Allenoxid-
Synthase, konnte ebenfalls in Chloroplasten von Spinatbléttern nachgewiesen werden (Vick
und Zimmerman, 1987). Die Cyclisierung des Allenoxids zur 12-Oxo-Phytodiensaure wird
von der Allenoxid-Cyclase katalysiert, wobei dies ein |16diches Enzym ist (Hamberg, 1988),
welches bislang nicht in Chloroplasten nachgewiesen wurde. Jedoch konnte sowohl fir die
Allenoxid-Synthase as auch fur die Allenoxid-Cyclase gezeigt werden, da3 sie ene
Chloroplasten-Transitsequenz aufweisen (Laudert et al., 1996; Song et al., 1993; Ziegler et
al., 1997).

Die Allenoxid-Synthase ist ein zentraer Kontrollpunkt der Jasmonsdurebiosynthese, da die
Konzentration an Allenoxid-Synthase-codierender-mRNA innerhalb weniger Minuten nach
Verwundung von Arabidopsis thaliana-Blétter ansteigt (Weller et al., 1998). Die Allenoxid-
Synthase nimmt jedoch nicht nur 13-Hydroperoxylinolensdure as Substrat an, sondern auch
13-Hydroperoxylinolsdure (Schaller, 2001), womit sie kein spezifisches Enzym der
Jasmonatkaskade ist. Im Gegensatz dazu nimmt die Allenoxid-Cyclase, nur 13-
Hydroperoxylinolensdure as Substrat an. Eine unmittelbare Nachbarschaft von Allenoxid-
Synthase und -Cyclase kann den Diffusionsweg des instabilen Produktes verkirzen und damit
eine nicht-enzymatische Hydrolyse minimieren (Blee, 1998). Es wird sogar die Existenz eines
12-Oxo-Phytodiensdure-Synthasekomplex, bestehend aus Allenoxid-Synthase und -Cyclase,
in Chloroplasten diskutiert (Abb. 12) (Weller et al., 1998).

Der Befund, dal’3 12-Oxo-Phytodiensdure nicht nur frel, sondern auch verestert in der snl-
Position von Monogalactosyl-Diacylglycerol-Lipiden vorliegt, deren sn2-Position mit einer
Hexadecatriensaure (C16:3) besetzt ist, ist ein weiterer Hinwels darauf, dal3 die
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Jasmonatbiosynthese bis zur Stufe der 12-Oxo-Phytodiensaure in Chloroplasten lokalisiert ist,
denn das Vorhandensein von Hexadecatriensdure in der sn2-Position ist typisch fir
Plastidenmembranen (Stelmach et al., 2001).

Der néchste Schritt der Jasmonsaurebiosynthese ist die Reduktion der 12-Oxo-Phytodiensiure
zur 10,11-Dihydro-12-Oxo-Phytodiensiure, wobei diese Reaktion von der 12-Oxo-Phytodien-
siure-"10-Reduktase katalysiert wird. Dieses Enzym ist 16slich und weist keine Plastiden-
Transitsequenz auf, was die Vermutung zuldl3t, dald es sich um ein cytosolisches Enzym
handelt (Blee, 1998). Daher muf3 die in Chloroplasten entstandene 12-Oxo-Phytodiensiure fiir
die weitere Jasmonsaurebiosynthese ins Cytosol gelangen (Schaller und Weller, 1997). Die
postulierte b-Oxidation der 10,11-Dihydro-12-Oxo-Phytodiensdure zur Jasmonsdure findet
vermutlich in Peroxisomen statt (Gerhardt, 1983; Vick und Zimmermann, 1984), in die 12-
Oxo-Phytodiensdure moglicherweise tiber Transporter eingeschleust wird.
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Abb. 12: Kompartimentierung der Jasmonsaurebiosynthese [nach (Weiler et al., 1998), modifiziert].

AOC (Allenoxidcyclase), AOS (Allenoxidsynthase), 13-HPL (13-Hydroperoxylinolenséaure),

JA (Jasmonséure), L (Linolenséure), LOX (Lipoxygenase), OPDA (12-Oxo-Phytodiensaure),
mogliche Transportprozesse zwischen Zellen und Geweben.
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Interessanterweise sind auch enige Pilze in der Lage 12-Oxo-Phytodiensdure bzw.
Jasmonsédure zu synthetisieren. Daher mul3 eine nicht-plastiditdre Biosynthese zumindest in
Pilzen existieren und ein aternativer Synthesaeweg in Betracht gezogen werden.

1.3.4 Funktion der Jasmonate in Pflanzen

Jasmonate spielen eine essentielle Rolle bel der pflanzlichen Abwehr und der Fortpflanzung.
Daneben regulieren Jasmonate weitere physiologische Prozesse z.B. durch Hemmung von
Wachstum, Samenkeimung und Photosynthese der Pflanzen und durch Induktion von
Rankenspiralisierung, Proteinspeicherung, Knollenbildung, Fruchtreifung und Samen-
entwicklung (Creelman und Mullet, 1997; Mueller, 1997).

Farmer und Ryan beobachteten 1990 erstmals, dal3 Jasmonate einen wichtigen Platz in der
pflanzlichen Abwehr einnehmen. Sie konnten zeigen, dal3 gasformiges Methyljasmonat eine
ahnliche Abwehrantwort in Tomatenpflanzen auslost wie Verwundung oder ein Befall mit
Herbivoren (Farmer und Ryan, 1990). Die Abwehrantwort bestand in der Akkumulation von
Proteinaseinhibitoren, die die Verdauung von Proteinen durch den Frafeind verhindern, so
dal3 es letztendlich zu einer Untererndhrung des Angreifers und dessen Tod kommt. Ein
direkter Zusammenhang zwischen der Synthese der Proteinaseinhibitoren und Jasmonsdure
konnte mittels einer Tomatenmutante, defenselessl, nachgewiesen werden, die 13-
Hydroperoxylinolensaure nicht zu 12-Oxo-Phytodiensaure umsetzen kann. Die Konzentration
an Jasmonsaure in diesen Pflanzen war deutlich reduziert, was mit einem niedrigen
Proteinaseinhibitorgehalt korrelierte. Die Mutanten waren wesentlich stérker durch
Herbivorenbefall geféhrdet als normale Tomatenpflanzen - ein Phdnomen, das durch exogene
Gabe von 12-Oxo-Phytodiensaure wieder behoben werden konnte (Howe et al., 1996). Die
Funktion der Jasmonate in der pflanzlichen Abwehr wurde durch weitere Untersuchungen
untermauert. So sind Jasmonsdure-insensitive Arabidopsis thaliana-Mutanten (coil)
gegenuiber Herbivorenbefall anfélliger als Jasmonsaure-sensitive Kontrollpflanzen (Rojo et
al., 1998).

Arabidopsis thaliana-Mutanten (fad3-2fad7-2fad8), die unféhig sind den Precursor der
Jasmonsaurebiosynthese, a-Linolensaure, zu synthetiseren, sind ebenfals stéarker durch
Herbivorenbefall gefahrdet. Nach Befall durch Larven der Micke Bradysia impatiens starben
80% der Pflanzen, wobel die Sterblichkeit auf 12% zuriickging, nachdem Methyljasmonat
von aul3en zugefuhrt wurde (McConn et al., 1997).

Farmer und Ryan stellten 1992 die Hypothese auf, dal3 Jasmonate durch Elicitoren, wie z.B.
Pilzzellwandfragmente, induziert werden und die eigentliche Abwehrantwort ausldsen
(Farmer und Ryan, 1992). Diese Hypothese wurde durch Versuche mit pflanzlichen
Zdllkulturen belegt, da nach Zugabe einer Hefezellwandpraparation die Jasmonatbiosynthese
in pflanzlichen Zellkulturen induziert wurde (Gundlach et al., 1992; Mueller et al., 1993) und
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der Zusatz von Methyljasmonat zu pflanzlichen Zelkulturen zur Akkumulation von
Phytoalexinen (niedermolekulare Verbindungen mit antimikrobiellen Eigenschaften, die von
der Pflanze als Reaktion auf Infektion, Verwundung oder abiotischen Stress gebildet werden)
fuhrte (Gundlach et al., 1992).

In weiteren Versuchen wurde nachgewiesen, dal3 Stimuli wie z.B. Verwundung (Creelman et
al., 1992), Systemin und Oligogalacturonide (Doares et al., 1995), Austrocknung (Creelman
und Mullet, 1995) und Schwermetalle (Rakwal et al., 1996) ebenfalls eine Steigerung der
Jasmonatbiosynthese hervorrufen.

1.3.5 Biologische Aktivitat der 12-Oxo-Phytodiensaure

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dal3 nicht nur Jasmonsaure, sondern auch deren
biogenetische Vorstufe, 12-Oxo-Phytodiensdure, eine biologische Aktivitéat in Pflanzen
aufweist.

12-Oxo-Phytodiensdure und deren Reduktionsprodukt, Dihydro-12-Oxo-Phytodiensaure,
fUhrten bel Bryonia dioica zu einer Rankenspiralisierung (Weller et al., 1993). Der Vorgang
der Rankenspiralisierung lief in kirzerer Zeit und bei geringeren Konzentrationen als mit
Jasmonsaure ab. Jedoch konnte in diesen Versuchen die Metabolisierung von 12-Oxo-
Phytodiensaure zu Jasmonsdure nicht ausgeschlossen werden. Daher wurden weitere
Untersuchungen mit Strukturanaloga der 12-Oxo-Phytodiensdure (Coronatin und Methyl-
trihomojasmonsaure) vorgenommen, die nicht zu Jasmonsaure abgebaut werden kénnen. Die
Strukturanaloga |6sten wie 12-Oxo-Phytodiensure die Rankenspiralisierung in Bryonia
dioica aus. Somit ist die Rankenspiralisierung auf 12-Oxo-Phytodiensdure selbst und nicht auf
Jasmonsaure zurtickzufihren (Blechert et al., 1995; Weller et al., 1994).

Die Untersuchungen gaben Grund zu der Annahme, dal3 12-Oxo-Phytodiensdure und nicht
Jasmonsaure der eigentliche Signalstoff aus dem Okatadekanoidweg ist und Jasmonsdure
lediglich ein Abbauprodukt mit einer biologischen Restaktivitdt darstellt. Diese Hypothese
wurde jedoch widerlegt, da fur die Pollenreifung Jasmonsdure und nicht 12-Oxo-
Phytodiensdure verantwortlich ist: mannliche Pflanzen einer Arabidopsis thaliana-Mutante,
denen die 12-Oxo-Phytodiensaurereduktase fehlt, sind steril, es sai denn, man fihrt ihnen
exogen Jasmonsaure wahrend der Pollenreifung zu (Stintzi und Browse, 2000).

[.3.6 Signaltransduktion

Jasmonate induzieren Uber Genaktivierung die Biosynthese von Abwehrproteinen, Enzymen
des Oktadekanoidweges oder von Proteolyse-assoziierten Proteinen (Bergey et al., 1996).
Uber den genauen Mechanismus der Genaktivierung ist noch wenig bekannt. So ist es
denkbar, dal3 Jasmonate direkt an Transkriptionsfaktoren binden oder dal3 sie ihre Wirkungen

26



I. Einleitung

Uber Rezeptoren vermitteln. Jasmonatrezeptoren konnten bislang weder charakterisiert noch
kloniert werden.

Jasmonat-insensitive Pflanzen bieten, neben dem klassischen Weg der Identifizierung bzw.
Reinigung moglicher Rezeptoren aufgrund ihrer Affinitét zu Jasmonsdure, eine alternative
Moglichkeit die Signaltransduktion der Jasmonate aufzukldren. Der Ansatz, die
Signaltransduktion mit Hilfe von Mutanten aufzukldren scheint erfolgversprechender: mit
coil wurde eine Arabidopsis thaliana-Mutante gefunden, die insensitiv gegentber
Jasmonsaure und Coronatin ist (siehe 1.3.4). Die Mutante ist sensitiv gegeniiber Pathogenen,
besitzt einen Defekt in wund-induzierten Reaktionen und ihre méannlichen Blitenteile sind
steril. Dies bedeutet, dal3 ein der Jasmonathbiosynthese nachgeschalteter Schritt defekt ist. Das
coi1-Genprodukt ist ein Protein, das Repressorproteine mit Ubiquitin markiert und damit zum
Abbau in Proteosomen freigibt (Creelman, 1998; Xie et al., 1998). So wurde erstmals ein
Protein identifiziert, das sich in der Jasmonatkaskade hinter der Biosynthese der Jasmonsaure
befindet und fiir die Ubertragung des Jasmonatsignals essentiell ist. Jedoch ist nicht geklart
wie dieses Protein in die SignalUbertragung involviert ist.
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|.4 Phytoprostane: Prostaglandin-ghnliche Verbindungen in Pflanzen

Seit der Entdeckung der Isoprostane im Tier (Morrow et al., 1990a) wei3 man, dai
Prostaglandin-analoge V erbindungen aus mindestens dreifach ungeséttigten Fettsauren in vivo
entstehen konnen. 1976 zeigte Pryor, dal3 durch Oxidation von Methyllinolenat Endoperoxide
mit dem PGG-Ringsystem in vitro gebildet werden kénnen (Pryor et al., 1976). Er formulierte
einen Reaktionsmechanismus, den Endoperoxidmechanismus (Abb. 13), nach dem diese
Prostaglandin-ahnlichen Verbindungen entstehen kénnen. Allerdings gelang es bis in die
80iger Jahre nicht, reine Isomere dieser Verbindungen zu erhalten (O'Connor et al., 1981;
O'Connor et al., 1984). Die Entdeckung Prostaglandin-ghnlicher Verbindungen wurde als ein
Kuriosum der Fettsdurechemie betrachtet und rief erst mit der ldentifizierung von
| soprostanen im Blutplasma erneutes Interesse hervor (Morrow et al., 1990a).

Linolensdure (C18:3) ist in Pflanzen die quantitativ bedeutsamste dreifach ungeséttigte
Fettsdure. Sie kann theoretisch zu Isoprostan-&hnlichen Verbindungen der Typen | und 11
oxidieren (siehe 1.2.2 und 1.4.1), die im Vergleich zu den C20-analogen Isoprostanen aus
Arachidonsdure um zwei Methylengruppen kirzer sind und deswegen zunéchst als Dinor-
| soprostane bezeichnet wurden (Mueller, 1998).

1998 konnten in unserem Labor zum ersten mal Dinor-Isoprostane E; in Pflanzen
nachgewiesen werden (Parchmann und Mueller, 1998). Um Verwechslungen mit Dinor-
| soprostanen, die durch b-Oxidation von Isoprostanen im tierischen Organismus entstehen, zu
vermeiden, schlugen wir die Benennung Phytoprostane fir die aus a-Linolensdure
entstandenen Dinor-lsoprostane vor (Imbusch und Mueller, 2000). In Anlehnung an die
Prostaglandin-Nomenklatur kennzeichnet der Buchstabe hinter der Abkirzung PP (flr
Phytoprostane) die Substitution des Cyclopentanringes und der numerische Index die Anzahl
der Doppelbindungen in der Seitenkette.

I.4.1 Hypothetische Synthesemechanismen der Phytoprostane

Bei Betrachtung der Synthese von Isoprostanen durch Radikal-katalysierte Oxidation von
Arachidonsdure ist festzustellen, dal3 fur die Bildung eines zyklischen Fettsdurederivates nur
ein Strukturelement, ndmlich eine 1,4,7-Oktatrieneinheit, notwendig ist. Die Substituenten
dieser Trieneinheit sind fir den Synthesemechanismus nicht relevant (Abb. 13). Die mégliche
Synthese von PGG;-ahnlichen Verbindungen, Phytoprostanen G, (PPG,), aus a-Linolensdure
Uber den Endoperoxid- und den Dioxetanmechanismus (siehe 1.2.2.1 und 1.2.2.2) ist in
Abbildung 14 dargestellt. Dabel entstehen zwei regioisomere Strukturen (jewells aus 16
Isomeren bestehend), die nach der Nomenklatur der Isoprostane als Typ | und Il bezeichnet
werden (sehel.2.1.5).
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Abb. 13: Postulierte Synthesemechanismen der Phytoprostane G (PPG;) nach dem Endoperoxid-
und Dioxetanmechanismus. In grau unterlegt ist das stukturverwandte PGG, dargestellt.
(POTE = Peroxytriensaure).
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Ausgehend von den Phytoprostanen G; (PPG;) kénnen ale weiteren Phytoprostan-
ringstrukturen auf nicht-enzymatischem Wege gebildet werden (Abb. 14) (Mueller, 1998):
die Reduktion der Hydroperoxidgruppe der Seitenkette fuhrt zu den Phytoprostanen H;
(PPHy)
die Reduktion der PPG; fuhrt zu den Phytoprostanen F; (PPF,)
durch Umlagerung und Reduktion der PPG; entstehen Phytoprostane & (PPE;) und D;
(PPDy)
aus PPE; kénnen durch Dehydratisierung Phytoprostane A (PPA1) gebildet werden und
durch anschlief3ende | somerisierung Phytoprostane B; (PPB;)
aus PPD; kénnen durch Dehydratisierung Phytoprostane J; (PPJ;) entstehen.

PPG,

gzzg;:\/‘ COOH
‘6 OOH &

K[Red.] ﬁRed.] [Red.N [Red.]\

PPE; H PPF PPH,; HO PPD,;
%:C;\/%:OOH ?J::;/\:\/‘COOH Qz:r\\/;::\/*com mCOOH
o]
Ho &y HO 7 by ~ by o &
o PPA | PPJ;
COCH m/\com
< OH (6] i OH

Abb. 14: Umwandlung der PPG; Typ | in andere Phytoprostanklassen.

1.4.2 Phytoprostane E; in Pflanzen

PPE; wurden erstmals 1998 in Pflanzen identifiziert, wobei gezeigt werden konnte, dal3 zwel
regioisomere Verbindungen existieren (Parchmann und Mueller, 1998). Jedes dieser
Regioisomere besitzt vier Chiralitdtszentren und damit ergibt sich eine Anzahl von 16
Isomeren pro Regioisomer. Diese Anzahl an Isomeren erschwerte die Analytik, da bislang
keine anaytische Daten zu PPE vorlagen. Durch ene klassische Reaktion der
Prostaglandinchemie, die alkalische Dehydratisierung der E-Ringverbindungen zu B-
Ringverbindungen, konnte die Zahl der Chiralitétszentren von vier auf eines reduziert werden.

Somit lagen nach der Umsetzung zu PPB; zwel racemische Regioisomere vor, die nur noch
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an C16 (Typ I) bzw. C9 (Typ I1) ein Chiralitdtszentrum aufwiesen (Abb. 15) (Parchmann und
Mueller, 1998).

(@) (@)
COOH COOH
Y/ Y
HO Typ | Typ |
OH OH
1MKOH
(@) (@)
Typ 1l Typ Il
HO % COOH % COOH
OH OH
PPE; PPB,

Abb. 15: Umsetzung der PPE; zu PPB; durch alkalische Dehydratisierung.

Diese Vereinfachung machte es moglich aus einer Vielzahl von Autoxidationsprodukten eines
Linolensdureautoxidationsansatzes zwel racemische PPB;-Regioisomere Uber RP-HPLC zu
isolieren. Die Struktur der Verbindungen konnte anschliefiend tber HR-MS und NMR
bestimmt werden (Parchmann und Mueller, 1998; Parchmann, 1999). Ebenfalls flhrte diese
Vereinfachung zu einer genauen Quantifizierungsmoglichkeit der PPE; bzw. PPB; Uber GC-
NICI-MS, da auch hier das Chromatogramm einer Peakfamilie aus theoretisch 32
Verbindungen auf zwel voneinander separierte Peaks reduziert wurde. Mit Hilfe dieser
Detektionsmethode konnten PPE; erstmals eindeutig in pflanzlichen Zellkulturen und in
Teedrogen nachgewiesen und quantifiziert werden. Fir PPB; konnte gezeigt werden, dal3 sie
in pflanzlichen Zelkulturen nicht vorkommen, jedoch ihre Konzentration in Teedrogen-
material annadhernd der der PPE; entspricht (Parchmann und Mueller, 1998).

Die Isolierung und Charakterisierung der PPB; schaffte die Voraussetzung fir die Isolierung
und Charakterisierung weiterer Phytoprostane. So gelang es reine PPE;-Regioisomere zu
erhalten, die durch chemische Reaktionen in PPA; und PPF; umgesetzt wurden, so dal3 auch
fUr diese Substanzen erste analytische Daten zuganglich waren.

1.4.3 Ziele der vorliegenden Arbeit

Wie unter 1.4.1 beschrieben, kénnen PPF; durch Radikal-katalysierte Oxidation von a-
Linolensaure entstehen. Im Gegensatz zu E-Ringverbindungen sind F-Ringverbindungen
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chemisch stabil. Daher werden iPF, bevorzugt als Marker fur Lipidperoxidation in tierischen
Geweben herangezogen (siehe 1.2.3.3). iPF, kommen in pflanzlichen Geweben nicht vor.
Daher sollte mit dem Nachweis von PPFy in vivo ein Aquivaent zu iPF, in Pflanzen gefunden
werden.

Zu Beginn der Arbeit sollten PPF; ausgehend von a-Linolensaure durch Autoxidation im
Milligramm-Mal3stab synthetisiert werden. Das PPF;-Autoxidationsgemisch sollte weiter
aufgereinigt werden, um reine Isomere zu isolieren, die anschlieRend mittels spektro-
skopischer Methoden charakterisiert werden sollten.

Das primére Ziel war es PPF; in pflanzlichem Material nachzuweisen. Fur den Nachweis
muidte eine Methode gewahlt werden, die eine hohe Spezifitdt und Sensitivitdt aufweist,
weswegen die Detektion im NICI-Modus der MS gewahlt wurde. Diese Methodik erfordert
einen internen Standard, der ideaderweise eine isotopenmarkierte Verbindung der
nachzuweisenden Substanz ist. Daher sollten isotopenmarkierte PPF; synthetisiert werden, die
alsinterner Standard eingesetzt werden sollten. Die analytischen Daten, sowie die Herstellung
von [®0]sPPF, sollten dann der Entwicklung und Validierung einer GC-MS-Methode zur
Bestimmung von PPF; in vivo dienen. Mittels dieser Methode sollte das Vorkommen von
PPF1 in Pflanzen Uberprift werden. HierfUr sollten Pflanzen systematisch weit entfernter
Familien analysiert werden, um zu Uberpriifen, ob PPF;, wie ihr Precursor a-Linolenséure,
ubiquitér im Pflanzenreich verbreitet sind.

Die homologen C20 Verbindungen werden im Tier als Signalstoffe der oxidativen
Zellverletzung diskutiert, da sie zum einen bel ,oxidativen Stress* akkumulieren und zum
anderen eine biologische Aktiviat aufweisen. In Pflanzen kann es ebenfalls zu Situationen
kommen, die eine gesteigerte ROS-Konzentration und eine erhohte Lipidperoxidation
aufweisen. Daher stellte sich die Frage, ob PPF; unter solchen Bedingungen in pflanzlichen
Zellen akkumulieren. Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollte die PPF;-Konzentration in
Zellsuspensionskulturen, die oxidativ geschadigt werden sollten, vermessen werden. In
weiteren Versuchen sollte dann Uberprift werden, ob PPF; eine Akkumulation von
Phytoaexinen in Zellsuspensionskulturen induzieren.
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[I. Material

1.1 Pflanzenmaterial
[1.1.1 Zellsuspensionskulturen

Die verwendeten pflanzlichen Zdlsuspensonskulturen sammten aus der Sammlung des
Lehrduhls fir Pharmazeutische Biologie der Ludwig-Maximilians-Universitét Minchen. Die
Kultivierung der Zdlsuspensonskulturen erfolgte bel 24°C im diffusen Dauerlicht (650 ux)
auf Rotationsschiittlern (Fa. New Brunswick Scientific) bei 100 rpm.

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

Fur ale Untersuchungen wurden die Pflanzenzellen drel Tage vor Beginn des Versuches
durch Absaugen Uber einen Blichnertrichter, der mit einem feinen Nylonnetz ausgdegt war,
vom dten Medium abgetrennt und in frisches Medium eingewogen. Die Einwaage betrug
60-80 g Zelen in 250 ml Medium.

Alle Arbaten efolgten unter derilen Bedingungen. Um die Zdlkulturen auf mikrobidle
Infektionen zu Uberprifen, wurde 3-4 Tage nach der Subkultivierung 1 ml Medium
entnommen und auf eine LB-Plate (Maniatis et al., 1982) aufgetragen. Diese wurde
anchliel¥end drei Tage bel RT und drei Tage bei 37°C inkubiert. Konnten nach dieser Zeit
keine Bakterienkolonien oder Pilzhyphen beobachtet werden, so gdt die Zd lkultur as nicht
infiziert.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurde ca. 1g feuchtes Zdimaerid bis zur
Gewichtskonstanz bei 60°C gelagert. Der Trockengewichtsanteil betrug in der Regd 10%
des Feuchtgewichtes und wurde fr jeden Mel3punkt einer Kinetik bestimmit.

I1.1.2 Frische Pflanzenorgane

Die verwendeten frischen Pflanzenorgane sammten von Wildsammlungen [Tilia cordata
(Bliten), Hypericum perforatum (Kraut) und Betula pendula (Blétter)] oder aus den
Gewéchshausern (dle anderen verwendeten frischen Pflanzenorgane) des Lehrstuhles fir
Pharmazeutische Biologie der Ludwig-Maximilians-Universtét Minchen. In beiden Falen
unterlagen die Pflanzen enem normaen Tag-Nacht-Zyklus, im Fdle der
Gewéchshauspflanzen aber keinen jahreszaitlichen Einfliissen oder Umwaetfaktoren.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurde auch hier ca 1 g frisches Pflanzenmaterid bis
zur Gewichtskonstanz bei 60°C gelagert. Der Trockengewichtsanteil betrug in der Rege
15% des Feuchtgewichtes, er wurde fir jeden Mef3punkt einer Kinetik bestimmt.
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11.1.3 Teedrogen

Die andydeten Teedrogen entdammten der Sammlung des Lehrstuhles  fir
Pharmazeutische Biologie der Ludwig-Maximilians-Universtét Minchen. Se entsprachen
den Anforderungen des DAB 1999 und wurden in pulveriserter Form fir die Andysen

verwendet.

1.2 Gerate

Gaschromatograph-
M assenspektrometer:

HPLC:
-analytisch

-préparativ

Photometer:

Readioaktivitétsmessung:

Gaschromatograph  Varian 3400 (Varian, Darmgtadt),
gekoppet mit enem SSQ 700  Quadrupol-
M assenspektrometer (Finnigan MAT, Bremen)

HPLC- Anlage “LaChrom" (Merk-Hitachi, Darmstadt)
L-7100 Pump
L-7200 Auto Sampler
L-7450 Diode Array Detector
D-7000 Interface

HPL C-Anlage Merk-Hitachi (Darmstadt)
L-6200 Intelligent Pump
AS-4000 Inteligent Auto Sampler
L-4250 UV-VIS Detector
D-2500 Chromato-Integrator

HPL C-Anlage Merk-Hitachi (Darmstadt)
L-6250 Intelligent Pump
L-4000A UV Detector
D-2000 Chromato-Integrator

Perkin-Elmer  551S-Spektra photometer  (Perkin-Elmer,
Uberlingen)

Precison Microplate Reader B (Molecular Devices, USA)
Hissgszintillationszéhler LS  6000TA  (Beckmann,
M inchen) und Betazint bF 8000 (Berthold, Wildbad)

Dinnschicht-Scanner  Automatic  TLC-Linear Andyzer
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Mikroskopie:

Homogeniseren:

RuhreryDurchmischen;

Festphasenextraktion
(SPE)

Zentrifugen:

Probenkonzentrierung:

Rotationsschiittler:

Autoklaven:

Temperieren/Inkubieren:

Tracemagter 20 (Berthold, Wildbad)
Axioskop (Carl Zeiss, Jend)

Ultra-Turrax T20 basic mit Dispergierwerkzeug S25N-10G
(Janke & Kunke, Staufen)

Uberkopfschiittler (Heidolph, Kehlheim)
Magnetrihrer der IKA-Werke (Janke & Kunkel, Staufen)
Vortex (Heidolph, Kelheim)

Vakuumbox fur SPE-Saulen (Diagen, Dussddorf) mit
Membran-Vakuumpumpe MZ 2C (Vakuubrand, Wertheim)

Kuhlzentrifugen Sorval RC-5B und RC-5C mit SS34- und
GSA-Rotoren (DuPont, Bad Homburg)
Eppendorf-Tischzentrifuge 5414 (Eppendorf, Hamburg)
Tischkihizentrifuge Megafuge 10R  (Heraeus-Chrig,
Osterode)

Rotavapor R 110 (Buchi, Flawil, CH)

Rotationsschiittler  G53  (New  Brunswick — Scientific,
Nartingen)

Rotationschiittler, Eigenbau der Universitétswverkstétten
Bochum

Kottermann ~ 4020-Schittler  fur  Multiwdlschaden
(Kéttermann, Hanigsen)

Technomara-Autoklaven (Fedegari, Albuzzano,|)
Tischautoklav Typ 23 (Mdag, Berlin)

Thermostatierbare Wasserbader Julabo EM und Thermomix
MM (Braun, Mesungen)

-20°C-Gefrierschrank (Bauknecht)

-80°C-Gefrierschrank  (New  Brunswick  Scientific,
Nartingen)
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Messen/Wiegen: Analysenwaage 2006 MP und Laborwaage 1213 MP
(Sartorius, Gottingen)
Eppendorf Reference Kolbenhubpipetten  (Eppendorf,
Hamburg)

Songtige Geréte: Laminar-Flow-Box (Prettl)
UV-Lampe MinUVISmit| =254 nm und 356 nm (Desaga,
Heidelberg)
Ultraschallbad Sonorex TK52 (Banddlin)
pH-Meter 766 Caimatic (Knick, Berlin)

1.3 Chemikalien

Die handd dliblichen Chemikaien wurden von den Firmen Aldrich (Steinsheim), Fluka (Neu-
Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

180,-Gas (99.1 % **0) wurde von Isotech (Miamisburg) bezogen.
[5,6,8,9,11,12,14,15-*H]PGF, (spezifische Aktivitat 179.00 Ci/mmol) wurde von NEN
(Boston) erworben.

1.4 Verbrauchsmaterialien

Zur Festphasenextraktion wurden Oktadekyl (C18)- und Silica-Phasen von Machery-Nagel
(Diren) in 500 g-Glasséulen eingesetzt, wahrend fUr die Saulen-chromatographie Silicagel
60 (PartikelgroRe 63-100 pm) von Merck (Darmstadt) verwendet wurde. DC-
Kiedgdfolien PolygramSIL G/ UV 254 mit Fuoreszenz-indikator, 20 x 20 cm,
Schichtdicke 0,25 mm, sammten von Machery-Nage (Duren).
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1. Methoden
[11.1 Reinigung der Linolensaure

Linolensdaure (5g) wurde in Hexan/Ether (9:1,v/v) gelést, auf eine Silicagelsaule
(10 g Silicagel 60, PartikelgrofRe 63-100 pm) geladen und mit 200 ml Hexan/Ether (9:1, v/iv)
eluiert. Damit wurden bereits vorhandene oxygenierte Fettsauren abgetrennt. Das Eluat wurde
anschlieffend an einem Rotationsverdampfer eingeengt und die verbleibende Linolensdure zur
Herstellung von Phytoprostanen eingesetzt.

I11.2 Derivatisierung freler Fettsauren und deren Derivate

In der vorliegenden Arbeit wurden Fettsdurederivate gaschromatographisch getrennt und
mittels Massenspektrometrie (MS) im Elektronenstoldionisationsmodus (engl.: electron
impact, El) bzw. im negativen chemischen lonisationsmodus (engl.: negative ion chemical
ionization, NICI) bestimmt. Diese Analytik erforderte eine Veresterung der Sduregruppen
zum Methyl- bzw. Pentafluorbenzylester und im Falle hydroxylierter Fettsduren eine
Umsetzung der Hydroxylgruppen zum Trimethylsilylether.

[11.2.1 Herstellung von Diazomethan

Zur Methylierung von Fettsdurederivaten wurde die Umsetzung mit Diazomethan gewahlt.
Diazomethan selbst ist ein leichtflichtiges, hochreaktives Gas, das durch Hydrolyse von
Diazald gewonnen wurde.

Hierfur wurden 5.3 g Diazald (Aldrich, Steinheim) in einem 100 ml-Rundkolben eingewogen
und mit 30 ml Diethylether gel6st. Nach Zugabe von 5 ml Ethanol und 2 g KOH, gelogt in
3.2 ml Wasser, wurde das Reaktionsgemisch unter standigem Rihren leicht erhitzt. Das
entstandene Diazomethan wurde Uber eine Destillationsbriicke in einem gekihlten 100 ml-
Spitzkolben, in dem 3 ml Ether vorgelegt wurden, Uberdestilliert. Nach Beendigung der
Destillation wurde zu dem verbleibenden Reaktionsansatz Essigsaure hinzugefligt, um das
restliche Reagenz zu Methylacetat umzusetzen. So konnte die Reaktion gestoppt werden und
noch vorhandenes Diazomethan wurde abreagiert.

I11.2.2 Methylierung freler Fettsaurederivate mit Diazomethan

Die zu methylierenden Fettsaurederivate wurden in 30 ul Methanol angelést und mit
Diazomethan bis zur bleibenden Gelbfarbung versetzt. Der Reaktionsansatz wurde dann
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weitere 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlief3end unter einem Stickstoff-
strom bis zur Trockene eingeengt.

[11.2.3 Herstellung von Pentafluor benzylestern

Eine der empfindlichsten Nachweismethoden von Fettsduren und ihren Derivaten ist die
Detektion im NICI-Modus des Massenspektrometers. Dafir missen Fettsduren mit einer
Gruppe derivatisiert werden, die einen hohen Elektroneneinfangsquerschnitt besitzt.

Hierfir wurde die Derivatiserung mit a-Brom-2,3,4,5,6-pentafluortoluol (PFB-Br) gewahlt,
eine Methode, die in der Prostaglandinchemie etabliert ist (Morrow et al., 1990b).
Phytoprostane F, (PPF,), die als freie Sauren vorlagen, wurden in 200 pl Chloroform gel 6st
und mit 10pul N,N-Diisopropylethylamin (DIEA) und 10l PFB-Br versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde dann 30 min bei 60°C inkubiert, anschlieflend unter einem
Stickstoffstrom getrocknet und tber SIOH-Festphasenextraktion gereinigt.

[11.2.4 Herstellung von Trimethylsilylethern

PPF; besitzen drei Hydroxylgruppen, die ebenfalls derivatisert werden missen, um die
Phytoprostane Uber Gaschromatographie trennen zu kénnen. Die veresterten Phytoprostane
wurden in 200 ul Chloroform gelost, mit 50 pl  N,O-Bis-(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(BSTFA) versetzt und bei 40°C 30 min derivatisiert. Anschlief3end wurde der Reaktionsansatz
bis zur Trockene eingeengt.

I11.2.5 Herstellung von 4°-Bromoacetophenonester n

PPF; und PGF1a wurden in 200 pl Chloroform gelést, mit 10 ul DIEA und 10l 2,4°-
Dibromoacetophenonreagenz (10 mg/ml 2,4 -Dibromoacetophenon in Acetonitril) versetzt.
Die Veresterung erfolgte 90 min bei 40°C im Wasserbad. Anschlief?end wurde der
Reaktionsansatz unter einem Stickstoffstrom getrocknet und tGber SIOH-Festphasenextraktion
aufgereinigt.

[11.3 Reduktion mit Natriumborhydrid

Zur Umsetzung der Phytoprostane & (PPE;) in PPF; wurde die Ketogruppe der PPE; mittels
Natriumborhydrid zum Alkohol reduziert. Hierzu wurden die PPE; in 300 pl Methanol gel6st
und auf 4°C gekihlt. Nach Zugabe einer Spatel spitze Natriumborhydrid wurde die Mischung
10 min auf Eis und anschlief?end 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde der Reaktionsansatz
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mit Wasser versetzt bis die Methanolkonzentration auf unter 10% sank. Das Wasser wurde
dabei tropfenweise und auf Eis hinzugeflgt, um die entstehende Warme abzufangen und ein
Uberschdumen der Probe aufgrund der Wasserstoffentwicklung zu vermeiden. Die
entstandenen PPF; wurden nach Ansauern des Reaktionsansatzes auf einen pH-Wert von 3-4
mit 1M Zitronensdure mit Ether extrahiert. Der FEtherextrakt wurde unter einem
Stickstoffstrom getrocknet und anschlief3end fur die GC-MS-Analytik derivatisiert.

I11.4 Katalytische Hydrierung

Mit Hilfe der katalytischen Hydrierung wurden Doppelbindungen zu Einfachbindungen
reduziert. Dafir wurde die Probe in 1 ml Methanol gelést, eine Spatelspitze Adams
Katalysator [Pt(IV)O2] hinzugefiigt und Wasserstoff fur 5 min durch die Losung geleitet.
Anschlieffend wurde der Katalysator Uber einen Glasfaserfilter abgetrennt und die Ldsung
unter einem Stickstoffstrom getrocknet. Der Rilckstand wurde dann weiter gereinigt oder
direkt derivatisiert.

[11.5 Versuche mit pflanzlichen Zellsuspensionskulturen

Pflanzliche Zellsuspensionskulturen dienten als Modellsystem, um die Auswirkung von
chemischen Reizen auf pflanzliche Zellen zu verfolgen.

[11.5.1 Elicitierung von pflanzlichen Zellsuspensionskulturen

80g Zdlen (FG) der entsprechenden pflanzlichen Zellkultur wurden unter sterilen
Bedingungen durch Filtration Uber einen Buchnertrichter geerntet und in enem
1 |-Erlenmeyerkolben, der 250 ml LS-Medium enthielt, eingewogen. In Fernbachkolben
hingegen wurden 200 g Zellen (FG) in 800 ml frisches LS-Medium gegeben. Im Fall von
Eschscholza californica und Nicotiana tabacum wurde nach drei Tagen Wachstum, im Fall
von Crotalaria cobalticola nach vier Tagen Wachstum der Elicitor zugesetzt und der Verlauf
der Phytoprostanbildung verfolgt. Die Elicitoren wurden als methanolische Lésung zugesetzt
oder as wal¥ige Losung nach Sterilfiltration. Die Methanolkonzentration wurde unter 2%
gehalten und den parallel angesetzten Kontrollkulturen wurde die entsprechende Menge
Methanol zugefugt.
Zu den festgelegten Zeitpunkten einer Kinetik wurde ein Aliquot der jewelligen Kultur unter
sterilen Bedingungen entnommen. 100 pl der Zellsuspensionskultur wurden mit 100 pl einer
2%igen Trypanblau-Losung versetzt und durch Auszéhlen unter dem Mikroskop wurde der
Antell toter Zellen bestimmt. Bel dem restlichen Aliquot wurde das Medium Uber
Vakuumfiltration von den Zellen getrennt, die dann direkt mit flissgem Stickstoff
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eingefroren wurden. Das Trockengewicht wurde fir jeden Mef3punkt einer Kinetik bestimmt
indem das Zellmaterial bis zur Gewichtskonstanz bei 60°C gelagert wurde.

Das eingefrorene Material wurde in der Regel bei -20°C aufbewahrt, wenn die eingefrorenen
Zellen innerhalb eines kurzen Zeitraumes (ca. eine Woche) aufgearbeitet wurden. Bel |éngerer
Lagerung wurden die Proben bei -80°C aufbewahrt. Der Unterschied in der Lagerung wurde
vorgenommen, da Morrow und Roberts die Beobachtung machten, dal3 lipidhaltige Proben
bei einer Aufbewahrung Uber 6 Monate bei -20°C weiterhin der Autoxidation unterlagen,
welche bei einer Lagerung bei -70°C nicht auftrat (Morrow und Roberts, 1994).

I11.5.2 PPF;-Zugabe zu pflanzlichen Zellsuspensionskulturen in Multiwellschalen

Um die Abwehrantwort von pflanzlichen Zelkulturen hinsichtlich ihrer Sekundérstoff-
produktion nach Zugabe von PPF; zu Uberprifen, wurden Tests in 24-Loch-Multiwellschalen
etabliert.

[11.5.2.1 Eschscholzia californica-Testsystem

Nach drei Tagen Wachstum der Eschscholzia californica-Zellkulturen wurden 8g Zellen
(FG) in 80 ml LS-Medium eingewogen und weitere drei Tage kultiviert. Danach wurde unter
sterilen Bedingungen jewells ein Aliquot von 1ml in die N&pfe einer 24-Loch-
Multiwellschale Uberfihrt. In Konzentrationsreihen wurden dann in Methanol geldste PPF;
zugegeben. Als Podtivkontrolle diente in Methanol geloste Jasmonsaure und zur
Negativkontrolle wurde Methanol zugegeben. Dabel wurden jeweils 20 pl der entsprechenden
Elicitorstammlsung bzw. des reinen Methanols zu einem Napf hinzugefugt, so dal3 Effekte
bedingt durch das Ldsungsmittel und dessen Volumen vermieden wurden. Um das
Verdunsten von Flussigkeit aus den Nadpfen zu korrigieren, wurden 250 pl autoklaviertes
Wasser hinzugefugt. Weitere 3 ml autoklaviertes Wasser wurden in die Napfzwischenréume
gegeben. Die Multiwellschalen wurden mit Parafilm verschlossen und drei Tage bei 24°C und
Dauerlicht (650 lux) auf einem Multiwellschalenschiittler bei ca. 200 rpm inkubiert.

Die Sekundarstoffproduktion kann bel Eschscholzia californica visuell verfolgt werden, da
die synthetisierten Benzophenanthridine, z.B. Sanguinarin und Chelirubin, fir die rote Farbe
des Elicitierungsansatzes verantwortlich sind (Gundlach et al., 1992). Dies erméglicht eine
photometrische Quantifizierung der Sekundérstoffe nach vorangegangener ethanolischer
Extraktion. Hierfir wurde der Inhalt eines Napfes der 24-Loch-Multiwellschale in ein
Eppendorfgefal uberfuhrt und bei 13 000 rpm fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig entfernt und verworfen. Die verbliebenen Zellen wurden sofort mit 1 ml
salzsaurem Ethanol [1.8 ml 37% HCI/I 80% (v/v) Ethanol] gemischt und zwei Stunden bei

40



[11. Methoden

60°C im Wasserbad extrahiert. Anschlief3end wurden die Zellen erneut abzentrifugiert. 250 pl
des Uberstandes wurden abgenommen und in eine Mikrotiterplatte tiberfiihrt. Anschlieffend
wurde die Extinktion bei 490 nm im Microplate Reader bestimmt.

Mit Hilfe einer zuvor erstellten Eichkurve konnte der Alkaloidgehalt der Extrakte mit
folgender Formel berechnet werden (Gundlach et al., 1992; Schumacher, 1987; Schumacher
et al., 1987):

Aago X 90 = Benzophenanthridine in pg/ ml Zellkultur.

111.5.2.2 Crotalaria cobalticola-Testsystem

Crotalaria cobalticola-Zellkulturen wurden analog den unter 111.5.2.1 beschriebenen
Eschscholzia californica-Zellkulturen eingesetzt. Jedoch wurden die Zellen bereits nach
36-40 h extrahiert. Im Extrakt war das Flavonoid |sobavachalkon vorhanden, dessen
Extinktion bei 367 nm bestimmt wurde. Da der Extrakt weitere Substanzen enthielt, die
ebenfalls bel 367 nm absorbieren, wurde der Extrakt Uber RP-HPLC nach einer Methode von
Thoma (unpublizierte Daten) aufgereinigt. Dazu diente eine LiChrospher RP18e-HPL C-Saule
(Fa. Knauer, 4 x 250 mm, 10 pum Partikelgrof3e) als Trennsaule. Als mobiles Laufmittel system
wurde ein Laufmittelgradient gewdahlt, der in den ersten funf Minuten von 0 auf 60%
Acetonitril und in welteren 10 min auf 100% Acetonitril gesteigert wurde (Fluf¥rate 1
ml/min), wobei dem Laufmittel (Wasser bzw. Acetonitril) 0.1% Phosphorsdure zugesetzt war.
| sobavachalkon eluierte nach ca. 15 min.

[11.5.2.3 Thalictrum tuberosum-Testsystem

Thalictrum tuberosum-Zellkulturen wurden nach sieben Tagen Wachstum unter sterilen
Bedingungen eingewogen (16 g/80 ml LS-Medium). Nach weiteren finf Tagen wurden sie,
wie unter [11.5.2.1 beschrieben, ausplattiert, mit Testlosungen versetzt und vor dem
Austrocknen geschitzt. Nach funf Tagen wurden die Zellkulturen aus den Napfen in
Eppendorfgefale tberfuhrt und bei 13 000 rpm 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen mit 1 ml salzsaurem Methanol (1.8 ml 37% HCI/I) fur zwei Stunden
bei 40°C im Wasserbad extrahiert. Nach Abzentrifugieren wurde der Uberstand abgenommen
und direkt Gber RP-HPLC (LiChrosorb Rpl18, 4 x 25 mm, 7 um Partikelgréf3e) bei 280 nm
analysiert. Das Laufmittelsystem bestand aus Methanol und Wasser, wobel beide Laufmittel
mit Hexansulfonsaurereagenz (0.94g Hexansulfonsdure in 5ml 0.1 N Phosphorsaure)
versetzt waren. Dieses lonenpaarreagenz dient der Verbesserung der Elutionsprofile der
Berberinalkaloide. In den ersten 15 min wurde der Methanolanteil des Laufmittels von 30%
auf 60% erhoht, anschlief3end wurde Uber weitere 20 min auf 90% gesteigert (Galle et al.,
1994). Die FHul¥rate betrug 1 ml/min.
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[11.6 Chromatographische Methoden
[11.6.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Die dunnschichtchromatographischen Auftrennungen von Prostaglandinen und Phyto-
prostanen wurden auf Polygram SIL G/ UVas4 Kieselgelfolien mit Fluoreszenzindikator,
20x 20 cm, Schichtdicke 0.25 mm, durchgefthrt (Macherey-Nagel, Duren). Dabei fand
folgendes Laufmittel system Verwendung:

LM 1 Chloroform/M ethanol/Essigséure/Wasser 86:14:1:0.8 (V/v)

Nach der Entwicklung des Dunnschicht-Chromatogrammes wurden die Substanzen mittels

folgender Methoden detektiert:

- UV-Loschung bei 254 nm

- Detektion in einer Jodkammer
(Jod sublimiert und lagert sich an Doppelbindungen an, dadurch kdnnen ungesdttigte
Fettsduren detektiert werden, die keine UV-Ldschung erzeugen.)

- Radio-DC-Scanner im Falle von radioaktiv markierten Substanzen

- Kupferacetat-Sprilhreagenz (3% Kupferacetat in 80%iger waldriger Phosphorsaure) (Hurst et
al., 1987) (Dieses Spruhreagenz bildet mit Prostanoiden charakteristisch geférbte
Komplexe, z.B. bildet es mit Prostaglandin F, einen violett gefarbten Komplex.)

Die Identifizierung der Substanzen erfolgte Uber parallel aufgetragene Referenzsubstanzen.

111.6.2 Festphasenextraktion (SPE)

Die Festphasenextraktion (engl.: solid phase extraction, SPE) diente als schneller
Reinigungsschritt wéahrend der Probenaufarbeitung. Die Festphasenextraktion ist eine
Adsorptionschromatographie, wobei die Substanzen Uber Silicagel(SIOH)-Materia nach
Polaritét getrennt werden. Bei den verwendeten Saulen handelte es sich um 3 ml-Glassaulen
der Fa. Macherey-Nagel, die jeweils mit 500 mg der stationdren Phase gefillt waren. Die
Chromatographie erfolgte unter leichtem Vakuum an einer Vakuumbox, da so mehrere
Proben parallel aufgereinigt werden konnten.

Die Festphasenextraktionssaulen wurden mehrfach verwendet. Hierfir wurden folgende
Reinigungs- und Regenerationsschritte durchgefihrt:

SIOH-SPE 5ml 5% (v/v) 37%ige HCl/ Methanol
5ml Methanol
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Anschlief3end wurden die SPE-Saulen mit dem Losungsmittel equilibriert, in dem die Probe
aufgetragen wurde. Nach Reinigung und Elution der Probe wurde die Saule wie oben
beschrieben regeneriert. Wahrend sich die Probe auf der Saule befand, durfte diese nicht
trockenlaufen, da dies zu Verdnderungen im Elutionsprofil fuhren konnte; sollte die Saule
jedoch nach dem Regenerieren gelagert werden, wurde sie nach der Methanolspilung mit je
1.5 ml Ether und Hexan gespult und anschlief3end trocken gesaugt.

111.6.3 Préparative Sdulenchromatographie

Die praparative Auftrennung von Linolensaureautoxidations-Gemischen wurde mittels
Saulenchromatographie vorgenommen. Dabel wurde eine Glassaule (Durchmesser 3 cm) mit
30 g Kieselgel (Kieselgel 60, 63-100 um Partikelgrofde, Merck) gefiillt. Das Kieselgel wurde
mit 200 ml Methanol gewaschen und mit 300 ml Chloroform equilibriert. Der Autoxidations-
ansatz wurde in Chloroform gel6st und auf die Séule gegeben. Anschlieffend wurde die Séule
mit 600 ml Ether/Essigsdure (99:1,v/v) und 300 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure
(80:20:1, v/v) gewaschen, um Reste der Linolensdure, eventuell noch vorhandener Mono-
hydroperoxide und des Triphenylphosphins (siehe 1V.3.1) zu eluieren. PPF; wurden mit 500
ml Ether/Aceton/Essigsaure (70:30:1, v/v) euiert.

I11.6.4 Hochauflésende Flussigkeitschromatographie (HPL C)

Die HPLC wurde zur Trennung freier Fettsduren sowie von Fettsdurederivaten und deren
Estern verwendet. Als stationdre Phase wurde Reversed Phased Cig-Materia eingesetzt,
wahrend die mobile Phase nach den entsprechenden Analyten ausgewahlt wurde.

[11.6.4.1 Trennung von Phytoprostanen F;

HPLC- Anlage: Merck-Hitachi analytisch

Trennsaule: RP18e-LiChrospher 100, Knauer
analytische Trennung: 250 x 4 mm,
Partikelgrofie 5 um
semiprgparative Trennung: 250 X 8 mm,
Partikelgrofie 8 um
praparative Trennung: 250 x 25 mm,
Partikelgrofe 10 pm
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Laufmittel: isokratischer Lauf mit
Acetonitril/Wasser/Essigsaure (20:80:0.1, v/v)

Flulrate: analytische Trennung: 1 ml/min
semipréparative Trennung: 8 mi/min
préparative Trennung: 17 ml/min

Detektion; | =204 nm

I njektionsvolumen: 50-500 pl

[11.6.4.2 Trennung der 4"-Bromoacetophenonester von Fettsaurederivaten

HPLC-Anlage: Merck-Hitachi analytisch

Trennséaule: RP18e-LiChrospher 100 (250 x 4 mm, 5 pm
Partikelgrofie, Knauer)

Laufmittel: Laufmittel A: Acetonitril
Laufmittel B: Wasser

Gradient:
Zeit [min] LM A [%] LM B [%]
0 40 60
15 40 60
30 60 40
45 60 40
FluRrate: 1 ml/min
Detektion: | =258 nm
I njektionsvolumen: 100 pl
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I11.6.5 Gaschromatographie (GC)

Die Analyse von Proben wurde mit einer gaschromatographischen Trennung Uber einen
Varian 3400-Gaschromatographen (Varian, Darmstadt) durchgefihrt. Als stationdre Phase
diente eine Optima 5-Saule (25 mx 0.25 mm, Machery-Nagel, Duren). lhr wurde eine
Vorsaule (Methyldesaktivierte Saule, 10 m x 0.25 mm, Machery-Nagel, Diren) vorgeschaltet,
um die Lebensdauer der Trennsdule zu erhthen. Als Tragergas wurde Helium mit ener
Flief3geschwindigkeit von 23 cm/s verwendet. Der Injektor (Insert-Liner mit silanisierter
Glaswolle gepackt) wurde auf 300°C geheizt und der Split wurde nach 1 min gedffnet. Die
Detektion erfolgte mit einem angekoppelten SSQ 700-M assenspektrometer (Finnigan MAT,
Bremen).

Folgende Temperatur-Zeitprogramme wurden zur Analyse von Fettsdurederivaten gewahit:

a) Trennung der Methylester, TMS-Ether der Phytoprostane

Gesamtzeit [min] DT [°C/min] Endtemperatur [°C]
0 - 140
1 - 140
5.8 20 235
21 1 250
23 29 300
28 - 300

b) Trennung der PFB-Ester, TM S-Ether der Phytoprostane

Gesamtzeit [min] DT [°C/min] Endtemperatur [°C]
0 - 175
0.5 - 175
4.2 30 285
10.2 25 300
15.2 - 300
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¢) Trennung der Methylester von Fettsauren

Gesamtzeit [min] | DT [°C/min] Endtemperatur [°C]
0 - 100
0.5 - 100
3.2 30 180
15 10 300
18 - 300

I11.7 Radioaktivitatsmessungen

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate bei den Renigungsschritten erfolgte mittels
Tritium-markiertem Prostaglandin F>;. Die zu vermessenden Proben wurden in mit
SzintillationsflUissigkeit gefillte Szintillationsgléaschen Uberfihrt und in einem Flssig-
szintillationszéhler vermessen. Die Detektion von Derivaten des Tritium-markierten
Prostaglandins F», (z.B. Ester des Prostaglandins F.a), die auf Dinnschichtplatten aufgetrennt
wurden, erfolgte mit Hilfe eines Radiodiinnschicht-Scanners.

I11.8 Spektroskopische M ethoden
[11.8.1 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Kernresonanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic resonance, NMR) wurde von Dr. H.
Lerche vom Lehrstuhl fir Organische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitédt MUnchen
an einem JEOL FT NMR Spektrometer Eclipse 400 MHz-Gerédt durchgefihrt, im Falle der
NOE-Einstrahlungsexperimente wurde ein JEOL FT NMR Spektrometer Eclipse 500 MHz-
Gerét verwendet.

[11.8.2 Massenspektrometrie (M S)

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden an einem SSQ 700-Massen-
spektrometer der Firma Finnigan MAT, Bremen, vorgenommen. Mit diesem Gerét war die
Detektion im Elektronenstofdonisations (El)-Modus sowie im chemischen lonisations (Cl)-
Modus moglich. In der Routineanalytik wurde vorwiegend mit negativer chemischer
lonisation gearbeitet, da durch die Detektion negativer lonen eine Steigerung der
Empfindlichkeit erzielt wurde.
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Die Aufnahme von El-Spektren erfolgte unter folgenden Bedingungen:

lonenquellentemperatur: 150°C
Elektronenenergie: 70eV

Die Aufnahme von positiv- und negativ-Cl-Spektren wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefihrt:

lonenquellentemperatur: 150°C
Elektronenenergie: 70eV
Reaktandgas: |sobutan; Quellendruck 2.0-2.5 x 10 Torr

Die hochaufldsende Massenspektrometrie (HR-MS) wurde von Herrn Dr. W. Spahl
(Lehrstuhl fur Organische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitét Minchen) an einem
MAT 95Q Sektorfeld-Quadrupol-Massenspektrometer der Firma Finnigan MAT, Bremen,
durchgefuihrt. Der Probeneinlald erfolgte Uber ein an das Massenspektrometer gekoppelten
Gaschromatographen (Varian 3400, Varian, Darmstadt).

Fur die Messung wurden die Parameter des Massenspektrometers wie folgt eingestellt:

|onenquellentemperatur: 250°C
Elektronenenergie: 70eV.
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V. Ergebnisse
IV.1 Isoprostanein niederen Pflanzen

In hoheren Pflanzen kdnnen Prostaglandine und Isoprostane nicht synthetisiert werden, da
diesen Organismen Arachidonsdure als Substrat beider Synthesen fehlt. In niederen Pflanzen
hingegen, z.B. einigen Moosen und Farnen, kann Arachidonsdure in einer Konzentration von
bis zu 5-6% des Trockengewichtes (oder bis zu 40% des Gesamtfettsduregehaltes)
vorkommen. Um zu Uberprifen, ob Isoprostane in niederen Pflanzen durch Radikal-
katalysierte Autoxidation von Arachidonsdure entstehen konnen, wurde Marchantia
polymorpha, ein Lebermoos, analysiert. Bei der Autoxidation von Arachidonsaure entsteht ein
komplexes | soprostan F,-Gemisch aus theoretisch 64 |someren, welche Uber GC nur tellweise
zu trennen sind. Um die Zusammensetzung der Isoprostane F, (iPF;) aus Marchantia
polymorpha mit der Zusammensetzung von iPF, zu vergleichen, die aus rener
Arachidonsdure in vitro entstanden sind, wurden letztere in einem weiteren Versuch
autoxidiert und analysiert.

1VV.1.1 Autoxidation von Arachidonsiure

100 mg Arachidonsdure wurden in 1 ml Methanol/Wasser (1:1, v/v) fir 24 h bei RT gerdhrt.
Die Autoxidation wurde durch Zugabe von 100 mg TPP gestoppt und der Reaktionsansatz fir
weitere 15 min gerthrt. Nach Ansduern des Reaktionsansatzes mit 1 M Zitronensdure auf
einen pH-Wert von 3-4 und Verdinnen auf 10 ml wurden die Isoprostane mit Ether
ausgeschittelt. Die Etherphase wurde unter einem Stickstoffstrom getrocknet und in
Chloroform rekonstituiert. Der Extrakt wurde auf eine 500 mg-SiOH-SPE-Saule aufgetragen,
mit 3 ml Ether/Essigsdure (99:1, v/v) und 6 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v)
gewaschen. iPF, wurden mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsaure (90:10:1, v/v) euiert. Das Eluat
wurde bis zur Trockene unter einem Stickstoffstrom eingeblasen und in 1 ml Chloroform
aufgenommen. Ein Aliquot dieser Losung wurde mit [D4]PGF,, as internem Standard
versetzt. Anschlief?end wurden die im Aliquot enthaltenen Isoprostane und [D4]PGF24 zu
Pentafluorbenzyl(PFB)estern (siehe 111.2.3) und Trimethylsilyl(TMS)ethern (siehe 111.2.4)
umgesetzt. Vor der GC-NICI-MS-Analyse (siehe 111.6.5) wurde der Reaktionsansatz Uber
SIOH-SPE gereinigt. Dafir wurde der erhaltene Rickstand in 1 ml Hexan rekonstituiert, auf
eine mit Hexan equilibrierte SIOH-SPE-Saule aufgetragen und direkt mit Hexan/Ether (2:1,
v/v) eluiert. Anschlief3end erfolgte die GC-MS-Analyse wie unter 111.6.5 beschrieben.
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IV.1.2 Autoxidation von Marchantia polymorpha-Zellkulturen

Frische Zellen einer Suspensionskultur von Marchantia polymorpha wurden durch Filtration
Uber einen Bichnertrichter vom Medium getrennt. Anschlief3end wurden die Zellen mit
flussigem Stickstoff eingefroren. 10g (FG) des Pflanzenmaterials wurden entnommen, in
20 ml geséttigter NaCl-L6sung suspendiert, die 0.05% (w/v) BHT, 20 mg TPP und 200 pl
1M Zitronensaure enthielt, und mit [D4]PGF2, as internem Standard versetzt. Die
Temperatur der Lésungen betrug 4°C, um ein schnelles Auftauen des Pflanzenmaterials zu
vermeiden. Nach Zusatz von 20 ml Ether wurde der Ansatz fur 3 min mit einem Ultraturrax
(24 000 rpm) homogenisiert. Das Homogenisat wurde anschlief3end bel 2900 x g fir 10 min
zentrifugiert. Anschlief3end wurde die Etherphase abgenommen und unter einem  Stickstoff-
strom getrocknet. Der Rickstand wurde in Chloroform aufgenommen und auf eine SiOH-
SPE-Saule aufgetragen. Zunéchst wurde mit 3 ml Ether/Essigsaure (99:1, v/iv) und 6 ml
Chloroform/Aceton/Essigsaure  (80:20:1, v/v) gewaschen. Anschlieffend wurden die
Isoprostane und der interne Standard mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsdure (90:10:1, v/v)
eluiert. Das Eluat wurde bis zur Trockene unter einem Stickstoffstrom eingedampft und zu
PFB-Estern (siehe 111.2.3) und TMS-Ethern (siehe 111.2.4) umgesetzt. Vor der GC-NICI-M S
Analyse (siehe I11.6.5) wurde der Reaktionsansatz Uber SIOH-SPE gereinigt. Daflr wurde der
erhaltene Rickstand in 1 ml Hexan rekonstituiert, auf eine mit Hexan equilibrierte SIOH-
SPE-Saule aufgetragen und direkt mit Hexan/Ether (2:1, v/v) eluiert. Anschlief3end erfolgte
die GC-MS-Anayse wie unter 111.6.5 beschrieben.

In den Zellen der frischen Marchantia polymorpha-Zellkultur konnten keine iPF, oberhalb
der Bestimmungsgrenze von 100 ng detektiert werden. Deshalb wurde in einem weiteren
Versuch die Lipidperoxidation durch Einfrieren/Auftauen forciert. Hierfir wurde das frische
Zellmaterial mit flissigem Stickstoff eingefroren, bel RT aufgetaut und insgesamt 3 Tage bel
RT stehengelassen. Die Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen und die
Aufarbeitung der Zellen fir die GC-NICI-MS-Analyse wurde, wie oben beschrieben,
durchgefihrt.

Das Ergebnis der Autoxidation von Arachidonsaure und Marchantia polymorpha nach
Einfrieren/Auftauen ist in Abbildung 16 illustriert:

Chromatogramm A zeigt das Ergebnis der Aufarbeitung von Arachidonséure. Bel m/z 569 ist
ein Peakmuster zu erkennen, welches fur iPF, charakteristisch ist (Morrow et al., 1990a).
Dieses Peakmuster ist im Chromatogramm B ebenfalls bei n/z 569 wiederzufinden, welches
das Ergebnis der Aufarbeitung von Marchantia polymorpha darstellt. Zum Vergleich wurden
in einem separaten Ansatz authentisches PGF,, und iPF24-111 aufgearbeitet (Chromatogramm
C, m/z 569), die ebenso mit [D4]PGF,, ds internem Standard versetzt wurden. Der interne
Standard, [D4] PGF24, ist im Chromatogramm D bel m/z 573 dargestellt.
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Die Peaks der Chromatogramme A und B stellen eine Substanzfamilie dar, die bezuglich des

Molekulargewichtes und der Retentionszeit eine grolRe Ubereinstimmung mit iPF2a-111 und
PGF,, zeigen.

A oo - . )
1007 Arachidonsaure-
Autoxidation
m/z : 569
50
B 100 M.polymorpha i
m/z : 569
501
1007 Referenzsubstanz iPF,-ll| PGF,, I
m/z : 569
50 4
D _
1009 Interner Standard [DJPGF,,
m/z : 573
50
|

| I
7:30 8:20 9:10 10:00
Retentionszeit [min]
Abb. 16: GC-NICI-MS-Analyse: iPF,, gewonnen aus der Autoxidation von Arachidonséure (theoretisch

64 Isomere) (A); iPF,;, gewonnen aus der Autoxidation von Pflanzenmaterial von M.

polymorpha (15.4 pg/g TG) (B); Referenzsubstanzen: iPFa,-1ll und PGF,, (C); Interner
Standard: [D4]PGF2, (D).
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IV.2 Herstellung und analytische Charakterisierung von PPF1 Typ | und 11

Parchmann und Mueller konnten zeigen, dal3 in héheren Pflanzen Prostaglandin E-&hnliche
Verbindungen (PPE;) aus a-Linolensdure gebildet werden (Parchmann und Mueller, 1998).
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Prostaglandin F-dhnliche Verbindungen (PPF;) in
Pflanzen nachzuweisen. Am Anfang der Arbeiten lagen noch keinerlei analytische Daten zu
PPF, vor, zu deren Erstellung reine Isomere der PPF; bendtigt werden. Die Autoxidation von
a-Linolensaure liefert jedoch ein komplexes Gemisch von PPF;, welches theoretisch aus 32
Isomeren besteht. Die Isolierung reiner Isomere aus einem solchen Gemisch erfordert eine
aufwendige Renigung, die fur erste analytische Daten durch Synthese von PPF;i-
Regioisomeren Typ | bzw. Il durch Reduktion von PPE; Typ | bzw. Il umgangen wurde.
Parchmann ist es gelungen, eine Mischung von PPE; durch Linolensdure-Autoxidation in
Methanol/Wasser (1:1,v/v) und anschliefender Saulenchromatographie zu erhalten
(Parchmann und Mueller, 1998). Eine weitere Aufreinigung der PPE; Uber RP-HPLC
(LiChrospher RP18e, 5um Porengrofe, 10x 250 mm, Merck) wurde vorgenommen,
wobei ein isokratisches Laufmittelsystem  (Acetonitril/Methanol/Wasser/Essigsaure,
16.5:19.25:64.25:0.01, v/v, Flul¥ate: 4,5 ml/min, Detektion: 204 nm) verwendet wurde. Das
Eluat wurde fraktioniert, mit dem ftinffachen Volumen an Wasser verdiinnt und anschlief3end
auf eine C18-SPE-Saule aufgetragen. Die PPE; wurden mit 3 ml Methanol von der Sdule
eluiert. Ein Aliquot des Eluates wurde entnommen, die darin enthaltenen PPE; wurden zu
Methylestern-Methyloxim-TM S-Ethern umgesetzt und Uber GC-EI-MS vermessen, um die
Regioisomere der PPE; zu bestimmen (Parchmann und Mueller, 1998). In Abbildung 17 sind
die EI-Massenspektren der Derivate der PPE; Typ | und Il dargestellt. So gewonnene reine
Regioisomere der PPE; Typ | bzw. 11 wurden mit Methanol/NaBH, versetzt und zu PPF; Typ
| bzw. Il reduziert (siehe 111.3). Anschlief3end wurden die PPF, zu Methylester-TM S-Ethern
derivatisert und mittels GC-EI-MS analysiert (Abb. 17).
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Abb. 17: EI-Massenspektrum der PPE; Typ | und Il als Methylester-Methoxim-TMS-Ether und PPF;
Typ | und Il als Methylester-TMS-Ether.
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V.3 Herstellung und I solierung von PPF;
IV.3.1 Herstellung von PPF; durch Autoxidation von a -Linolensaure

Ziel der vorliegenden Arbeit war es PPF; im Milligramm-Mal3stab zu synthetisieren und zu
isolieren, ihre Struktur mittels HR-MS und NMR aufzukl&ren und in biologischen
Testsystemen einzusetzen.

Die Synthese selbst erwies sich als ein sehr einfaches Verfahren: 5g vorgereinigte
Linolensdure (siehe I11.1.) wurde in den unten genannten Ldsungsmitteln gelést und bei
Raumtemperatur unter standiger Luftzufuhr gertihrt.

Die Oxidation wurde in einem protischen [Methanol/Wasser (1:1,v/v)] und in einem
aprotischen (Tetrachlorkohlenstoff) Lésungsmittel durchgefthrt, um den Einflu von
L 6sungsmitteln auf die PPF;-Ausbeute zu untersuchen.

Nach zehn Tagen wurde die Autoxidation gestoppt. Das Losungsmittel wurde abrotiert und
anschliefRend wurden 5 g Triphenylphosphin, das in 50 ml Chloroform gel6st war, zugegeben,
um noch vorhandene Peroxide zu Alkoholen zu reduzieren. Der Resktionsansatz wurde fir
weitere 30 min geruhrt und anschlief3end auf eine Silicasaule (siehe 111.6.3) aufgetragen und
gereinigt. Das Eluat wurde in 50 ml-Fraktionen aufgefangen und jeweils ein Aliquot von
50 pl mittels DC auf die Anwesenheit von PPF; Uberprift, wobel PGF,, als Referenzsubstanz
diente. Hierbel wurde das Laufmittel 1 verwendet (siehe 111.6.1). Die DC-Platte wurde mit
Kupferacetat-Spruhreagenz (siehe 111.6.1) angefarbt. Kupferacetat bildet nach kurzem
Erhitzen Komplexe mit Prostanoiden, die eine fur diese charakteristische Farbe aufweisen
(Parchmann, 1999). Der Kupfer-PGF2,-Komplex besitzt eine violette Farbe und ist mit einem
Rf-Wert von 0.52 auf der DC-Platte zu finden. Die Fraktionen, die ebenso violett geféarbte
Flecken auf der DC-Platte aufwiesen, wurden vereinigt. So erhielt man am Ende der
Reinigungsprozedur eine Mischung von theoretisch 2 Regioisomeren mit jeweils 16 1someren
der PPF;.

Bel dem Vergleich der Autoxidationsansdtze in Methanol/Wasser (1:1,v/v) und in
Tetrachlorkohlenstoff konnte folgende Beobachtung gemacht werden:

Der Autoxidationsansatz in Methanol/Wasser (1:1, v/v) ergab eine Ausbeute von 5.55 + 0.34
mg PPE; und 2.38 + 0.06 mg PPF; pro g eingesetzter Linolensdure. Im Autoxidationsansatz
mit Tetrachlorkohlenstoff as Ldsungsmittel war das Verhdtnis zu Gunsten der PPF;
verschoben, wobei die Konzentration der PPF; mit 11.66 + 3.60 mg pro g Linolensaure die
PPE;-Ausbeute um das fast 40fache Ubertraf (Abb. 18).

Dieser Befund |&3t sich darauf zurtckfuhren, daf3 die Intermediate der PPE;- bzw. PPF;-
Synthese, PPG;, in verschiedenen Losungsmitteln unterschiedlich stabil sind.

PPG,, die vermutlich hochinstabil sind, stellen die Vorlaufer aler anderen Phytoprostan-
klassen dar. Beispielsweise konnen durch Umlagerung E- und D-Ringverbindungen
entstehen. Diese Reaktion wird bevorzugt in einem protischen LOsungsmittel ablaufen,
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wahrend PPG; in einem aprotischen Losungsmittel stabilisiert sein sollten und so fir die
direkte Reduktion zu PPF; langer zur Verfligung stehen.
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Abb. 18: Einflu3 des Losungsmittels [Methanol/Wasser (1:1, v/v) bzw. Tetrachlorkohlenstoff] auf die
Synthese der PPF; und PPE; wahrend der Autoxidationen von Linolenséure.

Fur die Herstellung von PPF; durch Autoxidation von Linolensdure ist daher Tetrachlor-
kohlenstoff als Lésungsmittel besser geeignet al's ein Methanol/Wasser-Gemisch.

Die oben beschriebene Reinigungsmethode wurde mit radioaktiv markierten PGF,, validiert.
Hierfr wurde ein reduzierter Linolensdure-Autoxidationsansatz (entsprechend 300 mg
Linolensdure) mit radioaktiv markiertem PGF2, versetzt und Uber eine 500 mg-SiOH-SPE-
Saule aufgereinigt. Die Ldsungsmittelvolumina wurden auf die Grof3e der Saule skaliert, so
dal3 mit 6 ml Ether/Essigsaure (99:1, v/v) und 3 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1,
v/v) gewaschen und mit weiteren 6 ml Ether/Methanol/Essigsaure (90:10:1, v/v) eluiert
wurde. Alle Eluate der einzelnen Reinigungsschritte wurden dabel aufgefangen und Uber eine
Szintillationsmessung auf Anwesenheit von radioaktivmarkierten PGF2, und Uber DC auf
Anwesenheit von PPF; Uberpriift. In den Eluaten der Reinigungsschritte wurden keine PPF;
detektiert. Die Wiederfindungsrate von PGF2, betrug 98 £ 1.59%.
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IV.3.2 Herstellung von [*®0]3PPF; durch Autoxidation von a -Linolensiure

Die GC-MS-Anayse erfordert einen geeigneten internen Standard. Im Falle der PPF4, die aus
theoretisch 32 Isomeren bestehen, ware der Gebrauch von kommerziell erhaltlichen
Prostaglandinen oder Isoprostanen zwar zielgerichtet, aber fehlerbehaftet, da verschiedene
PPF;-lsomere und Prostaglandine bzw. Isoprostane voraussichtlich unterschiedliche
chromatographische Eigenschaften und lonisationsraten in der MS aufweisen. PPF;-Isomere,
die mit schweren Isotopen markiert sind, sind als interner Standard in der GC-MS-Analytik
am geeignetsten, da sie gleiche physikalische und chromatographische Eigenschaften besitzen
wie die zu untersuchenden PPF;.

Markierte PPF; wurden durch Autoxidation von Linolensiure unter einer '0,-Atmosphére
hergestellt. Der Reaktionsmechanismus der PPF;1-Synthese (Abb. 13) erklart den Einbau von
drei [*®O]Hydroxygruppen in jedes Isomer der PPF;, so daR diese isotopenmarkierte PPF;-
Mischung um 6 Masseneinheiten schwerer ist als PPFy, die unter °0,-Atmosphére entstehen.
Dieser Befund wurde durch die GC-MS-Analyse der 2O-markierten PPF; bestétigt.

IV.3.3 Isolierung reiner PPF1-Regioisomere

Bel der PPF;-Synthese entsteht eine Mischung aus theoretisch 32 Isomeren. Diese Mischung
diente als Ausgangsprodukt zur Gewinnung reiner Regioisomere der PPF;. Hierfir wurde die
Mischung Uber RP-HPLC (siehe 111.6.4.1) aufgetrennt (Abb. 19).
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Abb. 19: RP-HPLC Analyse der PPF;. PPF; wurden in den Peaks 1 bis 7 identifiziert. Die
Regioisomerkomposition der einzelnen Peaks ist jeweils in den Klammern angegeben [(I)
fur PPF; Regioisomer Typ | bzw. (Il) fur PPF; Regioisomer Typ IlI; (-) es sind keine PPF;
vorhanden].
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Jeder HPLC-Peak wurde gesammelt und jeweils ein Aliquot nach Derivatiserung zum
entsprechenden Methylester-TMS-Ether (siehe 111.2.2 und 111.2.4) mittels GC-EI-MS
analysiert (Imbusch, 2000b). Die Analyse ergab, dal3 die mit 1 bis 7 gekennzeichneten Peaks
PPF1 enthielten, wobel die Peaks 1 und 3 reine Regioisomere des Typs| (I) und Peak 2 und 4
reine Regioisomere des Typs Il (1) darstellten. Alle weiteren Peaks enthielten keine (-) oder
eine Mischung aus PPF;- Regioisomeren (I+11).

Die so erhatenen reinen PPF;-Regioisomere dienten der Charakterisierung der PPF; und der
Strukturaufkl&rung Uber HR-MS und NMR. Dariiber hinaus konnte nun eine geeignete
Anaytik zum Nachweis von PPF; in Pflanzen aufgebaut werden.

IV.4 Charakterisierung von PPF;

Reine Regioisomere der PPF; Typ | und Il wurden tber RP-HPLC gewonnen (siehe 1V.3), die
chromatographisch und spektroskopisch untersucht wurden.

IV.4.1 Dunnschichtchromatographie

Die Dunnschichtchromatographie wurde routinemaldig zur Kontrolle auf Verunreinigungen
von Phytoprostan- und Prostaglandinldsungen angewendet, da die Durchfiihrung sehr einfach
und keine weitere Derivatisierung der Verbindungen notwendig ist.

Fur Phytoprostane und Prostaglandine wurde immer das Laufmittelsystem 1 (siehe 111.6.1)
gewdhlt. Folgende Rf-Werte konnten gemessen werden:

Prostanoid Rf-Wert:
PGF,, 0.52
PGF1, 0.51
8-epi PGF, 0.49
PPF, Typ | (sehelV.3.3 Abb. 19 Pesk 1) 0.39
PPF, Typ Il (sSehe |V.3.3 Abb. 19 Pesk 2) 0.43
PPF;-Mischung, aus theoretisch 32 someren

bestehend 0.37-0.78

Alle aufgelisteten Cyclopentanverbindungen ergaben mit dem Kupferacetat-Spriihreagenz
(siehe 111.6.1) nach kurzzeitigem Erhitzen (60°C, 5 min) eine charakteristische violette Farbe.
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IV.4.2 UV-Spektren der PPF-Regioisomere Typ | und Il und desiPFia-111

Die UV-Spektren der PPF; Typ | und Il sowie des iPFia-1lIl wurden in Methanol
aufgenommen (Abb. 20). Wie zu erwarten, lag das UV-Maximum im Bereich von 201 nm, da
hier die isolierte C=C-Doppelbindung der Seitenkette ein Absorptionsmaximum aufweist. Die
Struktur der PPF; enthdlt kein weiteres Chromophor und somit war auch kein weiteres
Absorptionsmaximum zu erwarten. Abbildung 20 illustriert die UV-Spektren von PPF; Typ |
und iPF14-111. Das UV-Spektrum von PPF; Typ |1 entspricht dem des PPF; Typ | (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 20: UV-Spektren von PPF; Typ | und iPF,-lll.

Die molaren Extinktionskoeffizienten bei 201 nm konnten fir PPF; Typ | mit 12818, fur PPF;
Typ Il mit 19808 und fur 8 epi-PGF1, mit 5027 berechnet werden. Theoretisch sollten die
Extinktionskoeffizienten der drei Verbindungen ungefahr den selben Wert besitzen, allerdings
kann die UV-Messung bei 201 nm stark fehlerbehaftet sein. Bereits kleinste Mengen an
Verunreinigungen, dietrotz HPLC-Reinigung noch in den isolierten Verbindungen vorhanden
sein kdnnen, haben eine Absorptionsteigerung zur Folge, die eine genaue Bestimmung des
molaren Extinktionskoeffizienten verhindern.

IV.4.3 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie wurde sowohl zur Charakterisierung der Phytoprostane als auch zu
deren Quantifizierung eingesetzt. Mittels HR-MS konnte das Fragmentierungsmuster der
PPF; Typ | (Abb. 19 Peak 1 und 3) und Il (Abb. 19 Peak 2 und 4) bestimmt und Fragmente
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identifiziert werden. Die Analyse der PPF; im NICI-Modus der M S erdffnete die Moglichkeit
einer extrem sensitiven, bis theoretisch in den pg-Bereich genauen Messung.

IV.4.3.1 Elektronensto3ionisation (EI)

Bel der Elektronenstoldionisation einer Verbindung entstehen meist charakteristische
Fragmente, aus denen man RuickschlUsse auf deren Struktur ziehen kann.

Die Phytoprostane wurden gaschromatographisch getrennt und mittels HR-MS analysiert
(sehe 111.6.5 und 111.8.2). Fir die Messungen wurden die Carboxylgruppe zum Methylester
und die Hydroxylgruppen zu Trimethylsilylethern (siehe 111.2 und 111.8.2) umgesetzt.

TMSO 5 TMS
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S 191 468 311
3
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S 191
= 323 439 195
‘ 352
S 271 217 poe 1
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E T > 378‘ 529
II 2 i l i |l| I IlI
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Abb. 21: EI-Massenspektren der Methylester-TMS-Ether-Derivate von PPF; Typ | und Typ Il

Die HR-MS-Analyse (Abb. 21; Tab. 3) zeigte, dal3 das PPF;-Fragmentierungsmuster beider
PPF;-Regioisomere lonen bei m/z 217.1074 (TMS-O-CH=CH-CH=0"-TMS) und 191.0928
(TMS-O'=CH-O-TMS) aufweisen, die durch intramolekulare Umlagerung bei F-Ring-
Prostanoiden entstehen (Roberts et al., 1998).

Uberdies wiesen auch beide Fragmentierungsmuster lonen bei m/z 529.3207 (CosHs3SizOs,
Verlust von CyHs), 468.3101 (C25H48Si204, Verlust von HOTMS) und 378.2578 (C22H3sS O3,
Verlust von 2 x HOTMYS) auf.

Beide Regioisomere zeigten zudem jewelils fir sie charakteristische Fragmente: so konnten
PPF; Typ | anhand der lonen bel nmVz 439.2703 (C3Hs3Si04, Verlust von CyHs und
HOTMS), 323.2041 (C1gH:1SO, Verlust von CyHs, CH,CH-OTMS und HOTMS) und
131.0889 (CgH15Si0, TMSO '=C3Hg) identifiziert werden.
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Anhand der lonen bel m/z 401.2342 (C19H1Siz03, Verlust von (CH;)7COOCHs), 311.1850
(C16H31SiOs, Verlust von (CHz)7COOCH;3 und HOTMYS) und 195.1192 (C11H19SIO, Verlust
von TMSO-CH(CH.)7COOCH;s und HOTMYS) konnte das Massenspektrum den PPF; Typ Il
zugeordnet werden. Verschiedene Isomere einzelner Regioisomere konnten jedoch nicht
unterschieden werden, da einzelne Fragmente der Regioisomere lediglich Unterschiede in den
Intensitdten aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

PPF, Typ | PPF, Typ I
m'z m'z
191.0928 191.0928
217.1074 217.1074
378.2578 378.2578
468.3101 468.3101
529.3207 529.3207
131.0889 195.1192
323.2041 311.1850
439.2703 401.2342

Tab. 3: Fragmente (m/z) der PPF; Typ I- und llI-Methylester-TMS-Ether-Derivate, erhalten durch HR-
EI-MS. Gezeigt sind sowohl gemeinsame Fragmente, wie auch Fragmente, die fir das
jeweilige Regioisomer charakteristisch sind (Erlauterungen siehe Text).

In einem folgenden Versuch wurde eine PPF;-Autoxidationsmischung, die theoretisch aus 32
Isomeren besteht, aufgereinigt (siehe 1V.3.1) und anschlief3end zu den korrespondierenden
Methylester-TM S-Ether-Derivaten umgesetzt (siehe [11.2 und 111.8.2). Eine Messung mit GC-
EI-MS sollte Auskunft darliber geben, ob PPF; einer 1somerenmischung tber GC in einzelne
Peaks getrennt wirden, die exklusiv Regioisomer | oder 1l enthalten. In Abbildung 22 ist das
Ergebnis illustriert: das Chromatogramm bel m/z 468 stellt beide Regioisomere dar, wahrend
das Chromatogramm bei m/z 439 Regioisomer Typ | und bei m/z 401 Regioisomer Typ Il
darstellt (Tab. 3). Im Retentionsbereich um 17 min eluieren fast ausschliefdich PPF; des
Regioisomers Typ | von der GC-Saule. PPF; Typ |l eluieren fast 1.5 min spéter, wobel hier
deutlich PPF; Typ | coeluieren. Insgesamt gesehen konnten PPF;-Regioisomere nicht Uber
GC getrennt werden.
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Abb. 22: GC-EI-Messung einer PPF;-Autoxidationsmischung nach Derivatisierung zu Methylester-
TMS-Ethern.

IV.4.3.2 Positive Chemische lonisation (PCI)

Eine weitverbreitete Methode zur Quantifizierung von Verbindungen in der MS ist die
Detektion im PCI-Modus. Fur die Anwendung dieses Verfahrens wurden Methylester-TMS-
Ether-Derivate der PPF; hergestellt (siehe [11.2).

Die vorherrschenden lonen, die sowohl vom PPF;, Typ | als auch Typ |l gebildet wurden, sind
der Molekilionenpeak [M+H]" bei myz 559 und die durch sequentielle Abspaltung von
HOTMS der TM S-Ethergruppen entstandenen Peaks bei m/z 469, 379 und 289 (Abb. 23). Die
Intensitét der einzelnen Peaks variierte sehr stark zwischen den einzelnen Isomeren der PPF;.
Zusammenfassend gesehen ist eine Unterscheidung der Regioisomere der PPF; im PCI-
Modus der MS nicht méglich.
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Abb. 23: PCI-Massenspektren der PPF; Typ | und Typ Il nach Derivatisierung zum Methylester-TMS-
Ether.

IV.4.3.3 Negative Chemische lonisation (NICI)

Die Messung von Prostanoiden im NICI-Modus der MS ist eine der sensitivsten Methoden
zur quantitativen Bestimmung dieser Substanzgruppe. Deshab wurde diese Methode gewéhlt,
um PPF; noch in Spuren in pflanzlichen Geweben nachweisen zu kdnnen. Die PPF; mufdten
fir diese Bestimmung mit einer Abgangsgruppe derivatisiert werden, die einen hohen
Elektroneneinfangsquerschnitt besitzt und nach Abspaltung ein Molekllanion entstehen 18(X.
Diese geforderten Eigenschaften besitzen Pentafluorbenzylester, die im Massenspektrometer
nach Einfang eines Elektrons in ein  mesomeriestabilisiertes Pentafluorbenzylradikal und in
ein Saureanion zerfallen (Abb. 24) (Barrow und Taylor, 1987).
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Abb. 24: Spaltung eines PFB-Esters wahrend der lonisation im Massenspektrometer.

Die Derivatisierung der PPF; zum PFB-Ester erfolgte nach der Methode von Morrow und
Roberts (Morrow und Roberts, 1994) (siehe 111.2.3). Anschlief3end wurde der Reaktionsansatz
Uber eine SIOH-SPE-Saule gereinigt. Dafir wurde der Reaktionsansatz unter einem
Stickstoffstrom getrocknet, in Chloroform rekonstituiert und auf eine SIOH-SPE-Saule

61



IV. Ergebnisse

aufgetragen. Reste der Derivatisierungsreagenzien wurden mit 3 ml Ether entfernt und die
PPF-PFB-Ester wurden mit 6 ml eines Ether/Methanol-Gemisches (9:1, v/v) von der Saule
eluiert. Das Eluat wurde bis zur Trockene eingeblasen und anschliefend wurden die
Hydroxylgruppen zu TMS-Ethern umgesetzt (siehe 111.2.4).
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Abb. 25: Massenspektren der PPF;-PFB-Ester-TMS-Ether. Das vorherrschende lon beider Massen-
spektren ist bei m/z 543 das Saureanion der PPF; Typ | und II.

In Abbildung 25 sind die Massenspektren der PPF; Typ | und Typ Il nach entsprechender
Derivatisierung dargestellt. Die dominanten lonen in diesen Spektren sind die Saureanionen,
welche in keine weiteren Anionen zerfallen.

Mit dieser Methodik war die Voraussetzung fir eine sensitive Messung der PPF; in Pflanzen
geschaffen.

IV.4.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Mit Hilfe der HR-MS konnten erste Riickschliisse auf die Struktur der PPF; vorgenommen
werden. So konnte die chemische Zusammensetzung einzelner Fragmente bestimmt werden,
die Verknupfung der Fragmente und die relative Konfiguration konnte jedoch nur mittels
NMR charakterisiert werden.

Wie unter 1V.3.3 beschrieben, konnten vier reine Regioisomere der PPF; Uber RP-HPLC
erhalten werden. Diese reinen Regioisomere wurden von Herrn Dr. H. Lerche vom Lehrstuhl
fiir Organische Chemie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen mittels *H-, *C- und
2D-NMR-Spektroskopie sowie NOE-Einstrahlungsexperimenten auf ihre Struktur hin
anaysiert. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der *H- und **C- Experimente
aufgefihrt:

62



IV. Ergebnisse

'H-NMR-Daten

PPF; Typ | Peak 1

6.4- 7.5 Hz

qtrans
H

8.4 HzH 15.3 Hz
Cis trans

OOH

BC-.NMR-Daten

Position  Chemische Kopplungs- Position  Chemische
Verschiebung konstante Verschiebung
d [HZ] d

C t; 2.10 7.3 Co 37.32

Cs qui; 1.49 7.21 Cs 26.96

CsGCs, CsrGCg 29.17- 31.32

Cii Ci7 - m; 1.2-1.29 Cy 50.50

Co qui; 1.9 75 Cio 76.85

Cio g; 3.73 6.4 Cn 43.76

Ci1a qui; 1.41 5.5-6; 4 Ci 76.56

Cr dt; 3.81 6.3;4.4 Cis 53.92

Cis dt; 2.55 8.4, 4.2 Cu 136.22

Cu dd; 5.35 15.1; 8.6 Cis 129.86

Cis dd; 5.42 15.3; 5.70 Cis 74.65

Cis g; 3.82 6.2 Cyr 31.32

Cis t; 0.81 75 Cis 10.18

63



IV. Ergebnisse

HO i Y

PPF; Typ | Peak 3

6.2- 6.4 Hz

H
H O 4.0 HzH OH
trans

'H-NMR-Daten 13C-NMR-Daten
Position  Chemische Kopplungs- Position Chemische

Verschiebung  konstante Verschiebung

d [HZ] d
C t; 2.27 7.3 C 34.97
Cs-Gs, Cs 26.06
Ci7,Cia m; 1.25-155 CsCg, Ci7  29.00-31.25
Co m; 1.95- 2.05 Cy 50.43
Cio dt; 3.82 7.5;6.2 Cio 76.85
Ci1b ddd; 2.46 14.3;8.1; 6.4 Cn 43.80
Ci2,Cig  m;3.85-3.95 Cp 76.53
Cis dt; 2.63 9.2,4.0 Cis 54.17
Cu dd; 5.39 15.5; 9.3 Cu 136.33
Cis dd; 5.49 15.4; 6.8 Cis 130.77
Cis t; 0.90 7.32 Cis 75.19

Cis 10.19
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'H-NMR-Daten

PPF1 Typ Il Peak 2

OOH

BC-NMR-Daten

Position  Chemische Kopplungs- Position  Chemische
Verschiebung  konstante Verschiebung
d [HZ] d

C, t; 2.19 7.52 C 38.49

Cs m; 1.556- 1.62 Cs 27.10

CsGCs, CsrCs 30.52-30.56

Ci4a, Ci7 m; 1.30- 1.60 Co 73.34

Co g; 3.99 6.2 Cio 136.50

Ciwo dd; 5.52 15.5; 5.7 Cu 129.75

Cu dd; 5.46 15.5; 8.60 Cop 53.66

Cr dt; 2.66 88,44 Ciz 76.46

Cis dt; 3.91 6.8; 4.4 Cua 43.82

Cuap ddd; 2.46 14.4;7.7; 6.8 Cis 76.60

Cis g; 3.85 7.0 Cis 52.40

Cis qui; 1.93 7.2 Ci7 22.57

Cis t; 0.93 7.2 Cis 13.03
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'H-NMR-Daten

PPF, Typ |l Peak 4

4.04- 4.4 Hz

OOH

BC-NMR-Daten

Position  Chemische Kopplungs- Position  Chemische
Verschiebung konstante Verschiebung
d [HZ] d
C, t; 2.27 7.16 C 34.95
Cs-Gs, Cs 26.08
Ci4a m; 1.25- 1.65 Cs+rC 26.51,
Co q; 3.97 6.6 30.14-30.46
Cio dd; 5.48 15.20; 6.80 Cs 38.39
Cn dd; 5.40 15.20; 9.16 Co 76.63
Ci dt; 2.64 8.60; 4.04 Cio 136.61
Ci3 dt; 3.90 6.80; 4.40 Cn 130.58
Cuap ddd; 2.45 14.5;7.7; 6.8 Ci 53.99
Cis g; 3.83 7.32 Ciz 76.48
Ci qui; 1.95 7.3 Cus 43.83
Cis t; 0.92 7.3 Cis 73.77
Ci 52.39
Ci7 22.69
Cis 12.99
Tab. 4: *H-NMR- und **C-NMR-Daten der PPF; Typ | und Il. Die reinen PPF;-Isomere wurden, wie

unter IV.3.3 beschrieben, gewonnen. Die Bezeichnung der einzelnen Isomere lehnt sich an
Abb. 19 an. Die Spektren wurden in deuteriertem Methanol aufgenommen, wobei Tetramethyl-
silan als interner Standard diente. Die PPF;-Abbildung oberhalb der entsprechenden Tabelle
gibt das Molekll und die entsprechenden Kopplungskonstanten der H-Atome am Ring und an
der Doppelbindung wieder. Die Bezeichnung cis bzw. trans gibt die Stellung der H-Atome
zueinander an.
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Mit Hilfe des 3C/*H-Spektrums und des H/*H-Spektrums konnte eine genaue strukturelle
Zuordnung der Protonen und der Kohlenstoffe im Molekll getroffen werden. Dabei bestétigte
sich die Regioisomerstruktur der Typen | und Il. Anhand der Kopplungskonstanten J 13 bel
dem Regioisomer Typ | bzw. J216 bel dem Regioisomer Typ I, die ale kleiner als 10 Hz
waren, konnte man erkennen, dal3 die Seitenketten in cis-Orientierung zueinander stehen. Die
Kopplungskonstanten Jo 10 bzw. Ji213 zeigen, dald diese H-Atome in trans-Orientierung
zueinander stehen, was wiederum bedeutet, da’3 die OH-Gruppen des Cyclopentanringes
zueinander cis orientiert sind, wie durch den Synthesemechanismus vorhergesagt wurde. Die
Protonen der Doppelbindung stehen in trans-Orientierung zueinander, was man aus der hohen
Kopplungskonstante von 15 Hz ablesen kann. Die Konfiguration des C16 der PPF; Typ |
bzw. die des C9 bei Typ Il konnte nicht bestimmt werden, allerdings schien diese sich nur
wenig auf die chemische Verschiebung des Protons auszuwirken.

Durch NOE-Differenzialmessungsexperimente konnte die cis-Orientierung der Seitenketten
bestétigt werden.

Die thermodynamisch ginstigste Stellung ist die  Envelope-Konformation  des
Cyclopentanringes. Abbildung 26 zeigt diese raumliche Struktur der PPF, Typ I1.

Abb. 26: 3D-Darstellung der PPF; Typ Il. Die weien Kreise symbolisieren Kohlenstoffatome, wobei
die Nummern innerhalb der Kreise die Nummerierung des Kohlenstoffgeriistes wiedergeben.
Die schwarzen Kreise symbolisieren Sauerstoff und die schwarzen Bindungen die Doppel-
bindungen im Molekiil. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung von
Wasserstoffatomen verzichtet.

Bel der polarimetrischen Vermessung der einzelnen reinen Regioisomere wurde ein
Drehwinkel von 0° bestimmt, was bedeutet, dal3 Racemate vorlagen.

Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dal3 (i) die einzelnen reinen Regioisomere
racemische Mischungen waren, wobei sich (ii) die Regioisomere der Peaks 1 und 3 (Typ 1)
bzw. 2 und 4 (Typ 1) durch die absolute Konfiguration der Hydroxygruppe am C16 bzw. C9
unterschieden.
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IV.5 Quantifizierung der PPF;

Zur Quantifizierung der PPF;, stand PGF1, as kauflich erwerbbarer Standard zur Verfligung.
Die Bestimmung der PPF;-Konzentration in Pflanzen sollte im NICI-Modus der M S erfolgen,
wobei [*®0]sPPF, as interner Standard eingesetzt werden sollte. Jedoch konnte eine
Quantifizierung des [*0]3PPF-Standards tiber GC-NICI-MS gegen PGF1, nicht in betracht
gezogen werden, da PPF; und PGF1, unterschiedliche lonisationsraten besitzen und dies eine
fehlerhafte Konzentrationsbestimmung zur Folge gehabt hétte. Um die massenspektros-
kopische Bestimmung zu umgehen, wurden HPLC-gereinigte [1°0]sPPF-Regiocisomere UV-
spektroskopisch gegen PGFi, quantifiziert. Eines der so quantifizierten [*°0]sPPF:-
Regioisomere wurde dann zur Bestimmung der [20]sPPF;. mittels NICI-MS eingesetzt, da
sich natirliche und isotopenmarkierte Substanzen nicht in ihren physikalischen Eigenschaften
unterscheiden.

IV.5.1 Quantifizierung reiner PPF;-Regioisomere tber RP-HPLC

Reine PPFi-Regioisomere wurden Uber RP-HPLC (Fa. Knauer, LiChrospher RP18e,
4 x 250 mm, 5 um Partikelgrofze) getrennt und UV-spektroskopisch quantifiziert, wobei
PGF1, as interner Standard verwendet wurde. Sowohl Analyt als auch Standard besitzen ein
Absorptionsmaximum bel 201 nm (siehe 1V.4.2). Da eine Detektion bel dieser Wellenlange
sehr unspezifisch ist, wurde ein Chromophor mit bekanntem molaren Extinktions-
koeffizienten in beide Verbindungen eingefihrt. Hierfir wurde die Veresterung mit
2,4 -Dibromoacetophenon (siehe 111.2.5) gewdahlt, wobei die entstandenen Produkte
anschlieffend aufgrund des eingeftihrten aromatischen Systems photometrisch bei 258 nm
vermessen werden konnten. Der Reaktionsansatz wurde vor der Vermessung Uber SiOH-SPE
gereinigt, um Uberschiissige Reagenzien abzutrennen. Dafir wurde der Ansatz in Chloroform
rekongtituiert, auf eine SIOH-SPE-Saule aufgetragen und anschlieflend mit 3 ml Ether
gewaschen. Die Ester wurden mit 6 ml Ether/Methanol (9:1, v/v) eluiert, anschlief3end unter
einen Stickstoffstrom getrocknet und in 100 pl Acetonitril/Wasser (4.6, v/v) aufgenommen.
Die HPLC-Auftrennung erfolgte wie unter 111.6.4.2 beschrieben. Abbildung 27 zeigt ein
entsprechendes RP-HPL C-Chromatogramm. PPF; Typ | euierte nach ca. 28 min, wahrend
das um zwei Methyleneinheiten langere PGF1, nach ca. 43 min eluierte. Die Quantifizierung
von PPF; erfolgte Uber den Flachenvergleich mit dem internen Standard PGF 5.
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Abb. 27: RP-HPLC-Chromatogramm der Produkte aus den HPLC-gereinigten PPF; Typ | (Abb. 19,
Peak 1) und PGF;, nach Veresterung mit 2,4’ -Dibromoacetophenon. Die Detektion erfolgte
mit einem Diodenarray-Detektor. Die UV-Spektren der Produkte sind mitdargestellt.

IV.5.2 Quantifizierung von PPF1-1somer engemischen mittels GC-NICI-M S

Bei der Quantifizierung eines PPFi-lsomerengemisches, das nach der Autoxidation von
Linolensdure durch séulenchromatographische Aufreinigung gewonnen wurde, war die RP-
HPL C-Methode nicht anwendbar, da die PPF;-1somere vermutlich tber einen weiten Bereich
eluieren und nur teilweise getrennt wirden. Aul3erdem konnte nicht ausgeschlossen werden,
da3 in dieser aufgereinigten Isomerenmischung nicht noch weitere Linolensdure-
oxidationsprodukte enthalten waren, die ebenfalls eine Saurefunktion besitzen und so
falschlicherweise mitdetektiert wirden. Die Spezifitdét der HPLC-Methode war damit
insgesamt gesehen zu gering.

Eine sehr hohe Spezifitdt hingegen besitzt die Analyse mittels GC-NICI-MS, die unter
anderem auf dem Messen negativer lonen beruht. Organische Moleklle zerfallen in der
lonisationskammer des Massenspektrometers in der Regel in positive lonen. Bei der
negativen chemischen lonisation werden die primdren Elektronen vom Reaktandgas
aufgefangen und es entstehen sekundére Elektronen mit geringer Restenergie. Nur Substanzen
mit einem hohen Elektroneneinfangsquerschnitt koénnen diese sekundaren Elektronen
aufnehmen und so ionisiert werden. Da PPF; keinen entsprechend hohen Elekronen-
einfangsquerschnitt besitzen, missen sie mit einer geeigneten Substanz derivatisiert werden.
Wie in 1V.4.3.3 beschrieben, wahlten wir fir die Derivatisierung die Veresterung mit PFB-Br
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zum PPF;-PFB-Ester, der bei lonisierung im Massenspektrometer in das Hauptfragment [M -
PFB]" zerfdlt. Zusétzliche Spezifitdt wurde durch die gaschromatographische Auftrennung
eingebracht, da hier die Retentionszeiten der PPF; genau bestimmt werden konnten, was
jedoch eine weitere Derivatisierung der Hydroxygruppen zum TMS-Ether erforderte.

IV.5.2.1 Quantifizierung eines[*®0]3PPF;-1 somer engemisches

Die Quantifizierung einer Substanz im Massenspektrometer erfordert einen adaquaten
internen Standard, der die gleichen physikalischen Eigenschaften aufweisen sollte wie die zu
vermessende Substanz. |dealerweise stellt man fir derartige Analysen Substanzen her, die mit
stabilen, schweren Isotopen markiert sind. Bel organischen Substanzen sollte sich dabei der
interne Standard um mindestens 2 Massen von den endogenen Verbindung unterscheiden, da
sonst der Isotopenpeak des Kohlenstoffes (1.11% *3C) die Integration der Peakflachen zur
Quantifizierung stéren wrde.

Als interner Standard fir die Bestimmung von PPF; ([1°O]sPPFi) wurden ['80]sPPF;
eingesetzt, die durch Autoxidation von a-Linolensiure unter 20,-Atmosphare synthetisiert
wurden (siehe 1V.3.2) und sich um 6 Masseneinheiten von den endogen gebildeten PPF;
unterscheiden.

Bevor [*80]sPPF; jedoch in der Analytik eingesetzt werden konnten, muRten sie quantifiziert
werden.

Ein Aliquot einer [*®0]sPPFi-lsomerenmischung wurde mit einem reinen, HPLC-
quantifizierten Regioisomer der [*°0O]sPPF, Typ | vermischt, hydriert, zum PFB-Ester-TMS-
Ether umgesetzt (siehe 1V.4.3.3) und Uber GC-NICI-MS vermessen (siehe 111.6.5). Durch
Flachenvergleich der Peaks bel nVz 545 zu myz 551 konnte dann die Gesamtkonzentration der
[180]3PPF; bestimmt werden (Abb. 28).
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Abb. 28: Quantifizierung der f‘SO]gPPFl nach Hydrierung und anschlieRender Derivatisierung zum
PFB-Ester-TMS-Ether. m/z 545 stellt das HPLC-quantifizierte PPF;-Regioisomer Typ |
(Abb. 19 Peak 1) und m/z 551 die [1SO]3PPF1-Mischung dar.

IV.5.2.2 Quantifizierung von [*°0]sPPF1-1 somer engemischen

Die Quantifizierung von ['°0O]3PPFi-Isomerengemischen erfolgte, wie unter 1V.5.2.1
beschrieben, im NICI-Modus der MS, wobei hier das quantifizierte [*30]sPPF:-
Isomerengemisch als interner Standard eingesetzt wurde. Die Chromatogramme in Abbildung
29 zeigen, dal? die |somerenzusammensetzung eines [°0];PPF;-1somerengemisches dem des
[0]sPPF;-Isomerengemisch  entspricht, da sich die Muster der Chromatogramme
entsprechen.
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Abb. 29: Quantifizierung von [1GO]3PPFl-Isomerengemischen. m/z 545 stellt ein [160]3PPF1-
Isomerengemisch und m/z 551 den internen Standard, [lBO]3PPF1, dar.

1V.6 Verlauf der Autoxidation von a-Linolensaure

Mit der unter 1V.5.2.2 vorgestellten Vorgehensweise stand nun eine Methode zur Verfligung,
um den Verlauf der Akkumulation von PPF; bei der Autoxidation von a-Linolensaure zu
verfolgen.

1V.6.1 Verlauf der Autoxidation von a -Linolensaurein Tetrachlorkohlenstoff

a-Linolensaure wird aufgrund der drei Doppelbindungen sehr leicht oxidiert. Bei direkter
Aufarbeitung von kommerziell erworbener a-Linolenséure konnte ein Gehat an PPF; von
286.7 = 3.5 ug/g a-Linolensaure (Mittelwert £ S.D., n = 3) bestimmt werden.
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Vor Beginn der Untersuchung zum Verlauf der Autoxidation wurde 1 ml a-Linolensdure auf
eine 500 mg-SIOH-SPE-Saule gegeben, die zuvor mit Hexan equilibriert wurde.
Anschlief3end wurde a-Linolensdure mit 20 ml Ether/Hexan (1:9, v/v) eluiert (siehe 111.1),
wobei bereits vorhandene PPF; und Hydroperoxide auf der Saule verblieben. Nach dem
Abrotieren des Eluates wurde die Linolensaure in 10 ml Tetrachlorkohlenstoff gelést und
unter Lichtausschlufd gerdhrt. Zur Bestimmung der PPF-Konzentration wurde ein Aliquot
entnommen, mit 20 mg Triphenylphosphin und einer definierten Menge [120]sPPF; versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde 10 min bel RT stehen gelassen, dann direkt auf eine SiOH-SPE-
Saule aufgetragen und mit 6 ml Ether/Essigsaure (99:1, v/v) sowie 3 ml eines Gemisches aus
Chloroform/Aceton/ Essigsaure (80:20:1, v/v) gewaschen. Die Elution der PPF; erfolgte mit 6
ml Ether/Methanol/Essigsdure (90:10:1, v/v). Nach Hydrierung und Derivatisierung zu PFB-
Ester-TM S-Ethern wurden die PPF; mittels GC-NICI-MS quantifiziert.

Phytoprostane F, [%]

0 2 4 6 8
Tage

Abb. 30: Autoxidation von a-Linolensaure in Tetrachlorkohlenstoff. Die Gesamtausbeute an PPF; ist in

[%] der eingesetzten Linolenséure angegeben. Jeder MeRpunkt ist das Ergebnis einer
Dreifachbestimmung (Mittelwert £ S.D., n = 3).

Abbildung 30 illustriert das Versuchsergebnis, wobei sich ein sigmoider Kurvenverlauf des
Konzentrationanstieges der PPF; andeutet.

IV.6.2 Autoxidation von 13-Hydroper oxylinolensiur e zu PPF;

Ein Ziel der Arbeit war es, reine PPF;-Regioisomere zu synthetisieren. Bel der Autoxidation
von a-Linolensdure sollten PPF;-Regioisomere des Typs | und Il zu gleichen Teilen
entstehen. Um eines der Regioisomere zu erhalten, kann als Ausgangssubstanz der Synthese
ein reines Hydroperoxid verwendet werden, welches dann in das entsprechende Regioisomer

autoxidieren kann, beispielsweise das 13-Hydroperoxid der a-Linolensdure in PPF; des
Typsll.
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Zur Herstellung des 13-Hydroperoxides (13-HPOTE) wurde Linolensdure mit Soja-
Lipoxygenase umgesetzt. 10 mg Lipoxygenase (LOX) wurden mit 100 mg Linolenséure und
10mg BHT in 100 ml 100 mM Boratpuffer (pH-Wert 7.5) fur 2h bei RT gerthrt. Zur
Beendigung der Reaktion wurde der pH-Wert auf 3-4 mit 1 M Zitronensaure abgesenkt; dabei
denaturierte die LOX und die Hydroperoxide und nicht umgesetzte Linolensaure konnten mit
Hexan ausgeschuittelt werden. Der Hexan-Extrakt wurde tber NaSO4 getrocknet und bis auf
3 ml eingeengt. Weil sich die Methylester der Linolensdure und 13-HPOTE besser
voneinander trennen lassen als die freien Sduren, wurden Linolensdure und 13-HPOTE durch
Zugabe von Diazomethan methyliert. Zur anschlief3enden Trennung wurde der Ansatz auf
eine SIOH-SPE-Saule (500 mg) aufgetragen und die Methylester mit Hexan/Ether (95:5, v/v)
eluiert. Es wurden sechs 1 ml-Fraktionen gesammelt. Die ersten zwei Fraktionen wurden
verworfen, da sie Methyllinolenat enthielten, wahrend dieses in den restlichen Fraktionen
nicht mehr vorhanden war. Die restlichen vier Fraktionen wurden vereinigt und die
Konzentration an 13-HPOTE € 23000) wurde spektroskopisch bei 235 nm bestimmt. Die
Ausbeute an 13-HPOTE betrug 26 mg. Die Losung wurde dann vorsichtig bis zur Trockene
eingeengt, der Ruckstand in 2 ml Methanol gelést und anschlief3end wurden 2 ml Wasser
hinzugegeben. Der Ansaiz wurde 10 Tage bel RT gerthrt. Anschlieffend wurden zum
Oxidationsansatz 10 ml Chloroform, 20 mg Triphenylphosphin, 25 pl einer 5%igen BHT-
Losung in Methanol und 10 ml geséttigte Natriumchlorid-Ldsung hinzugegeben. Die wél¥ige
Phase wurde mit 1 M Zitronenséaure auf einen pH-Wert von 3-4 eingestellt und die
Chloroformphase abgetrennt. Anschlief3end wurde ein zweites Ma mit 10 ml Chloroform
ausgeschittelt. Die Chloroformphasen wurden vereinigt und zur Trockene eingeengt. Der
Rickstand wurde in 3 ml Chloroform rekonstituiert und auf eine SIOH-SPE-Saule
aufgetragen. Es wurde mit 6 ml Ether und 3 ml Chloroform/Aceton (80:20, v/v) gewaschen
und die entstandenen Phytoprostane mit Ether/Aceton (70: 30, v/v) eluiert. Das Eluat wurde
unter einem Stickstoffstrom getrocknet und der Riickstand in 1 ml Methanol aufgenommen.
Ein Aliquot dieser Losung wurde unter einem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeblasen.
Die PPF; lagen nach Silylierung als Methylester-TM S-Ether vor und wurden tber GC-EI-MS
vermessen. Dabel zeigte sich, dal3 nicht nur PPF; Typ 11 gebildet worden waren, sondern auch
Typ |. Das Verhdltnis zwischen Typ | und Typ Il konnte nicht festgelegt werden, da einige
Isomere verschiedener Regioisomere fast gleichzeitig von der GC-Saule eluierten und so
nicht einzeln integriert werden konnten.

Zusétzlich sollten PPF; im NICI-Modus der MS vermessen werden, um das Peakmuster der
PPF1, die durch Linolensdure- bzw. 13-HPOTE-Autoxidation entstanden sind, zu vergleichen.

Hierflr wurde ein Aliquot von 40 ul der Losung mit 940 pl Methanol, 20 ul einer 5%igen
BHT-L6sung in Methanol und 1 ml 15%ige wéal¥rige Kalilauge versetzt. Der Hydrolyseansatz
wurde 1 h bel 40°C inkubiert. Anschlief3end wurde der Ansatz mit 1 M Zitronensaure auf
einen pH-Wert von 3-4 eingestellt, mit Wasser auf 20 ml verdinnt und zweima mit 5 ml
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Ether ausgeschittelt. Die Etherphasen wurden vereinigt und unter einem Stickstoffstrom
getrocknet. Die so aufgearbeiteten PPF; wurden anschlief3end hydriert, zum PFB-Ester-TMS-
Ether derivatisiert und mittels GC-NICI-MS analysiert. Bei dem Vergleich des Peakmusters
der [*°0O]sPPF; mit dem des internen Standards ([*®0]sPPF;, entstanden durch Autoxidation)
konnten unterschiedliche Peakintensitéten beobachtet werden (Abb. 31). Besonders auffalig
ist die Abnahme der Intensitdt des ersten Peaks (Retentionszeit 8:20 min, Abb. 31 B). Zu
diesem Zeitpunkt eluiert PPF; Typ I, was in eéinem weiteren Experiment gezeigt wurde
(Abb. 31 A). So scheint das Verhdltnisvon PPF; Typ | zu Typ Il deutlich auf Seiten des Typs
Il zu liegen.

Da jedoch weitere Isomere der PPF; Typ | und Il auch in diesem GC-Programm fast
gleichzeitig euieren, konnte auch hier kein exaktes Verhdtnis zwischen PPF; Typ | und Il
angegeben werden. Die Gesamtausbeute an PPF; betrug 2.30 = 0.07%. (Mittelwert + S.D., n =
3), bezogen auf das eingesetzte 13-Hydroperoxid.
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Abb. 31: GC-NICI-MS-Chromatogramme der H,-PPF;-PFB-Ester-TMS-Ether-Derivate. A: m/z 545,
PPF,; Typ | (siehe IV.3.3 Abb. 19 Peak 1); B: m/z 545, PPF;, gewonnen durch Autoxidation
von 13-HPOTE, C: m/z 551, interner Standard: [180]3PPF1.
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IV.7 PPF;in fetten Olen

iIPF, haben sich als exzellente Marker der Lipidperoxidation in vitro und in vivo bel
tierischen Produkten/Geweben bewdahrt, da sie stabile Endprodukte der Lipidperoxidation sind
(Roberts und Morrow, 2000).

Da iPF in hoheren Pflanzen selbst nicht vorkommen, konnen diese Marker nicht fir
pflanzliche Produkte angewendet werden. Dort konnten PPF; als Marker fir Lipid-
peroxidation dienen, da sie stabile Endprodukte der Linolenséureoxidation darstellen und
Linolensdure eine der wichtigsten mehrfach ungeséttigten Fettsduren in pflanzlichen Geweben
i

Ein erster Nachweis von PPF; in pflanzlichen Produkten wurde in kommerziell erhaltlichen
Olen vorgenommen, die in der Nahrungsmittelindustrie eine groRRe Rolle spielen und die
darUber hinaus einen hohen Linolensduregehalt aufweisen: Leindl (ca. 40-70% Linolensaure)
und Sojadl (ca. 8% Linolensaure).

40 mg Ol wurden nach Zusatz von BHT (Endkonzentration 0.5%) und [OJsPPF; ds
internem Standard alkalisch verseift. Die Verseifung wurde mit 1 M ethanolischer KOH fir
90 min bei 40°C durchgefiihrt. Nach Beendigung der Verseifung wurde der Ansatz mit
Essigsaure auf einen pH-Wert von 3-4 angesauert und mit Wasser auf 10 ml verdinnt. PPF;
wurden zweimal mit 3 ml Ether extrahiert. Die Etherextrakte wurden vereinigt und unter
einem Stickstoffstrom getrocknet. Der Rickstand wurde in 1 ml Chloroform gelést und auf
eine SIOH-SPE-Saule aufgebracht. Es folgten zwel Waschschritte mit 6 ml Ether/Essigsdure
(99:1, v/v) und 3 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (70:30:1, v/v). PPF; wurden anschlief3end
mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsaure (90:10:1, v/v) eluiert. Nachdem das Eluens unter einem
Stickstoffstrom abgeblasen worden war, wurden die so isolierten PPF; hydriert und zum PFB-
Ester-TM S-Ether umgesetzt. Die Quantifizierung erfolgte im NICI-Modus der MS.

Leindl enthielt 105.7 + 18.2 pug PPF1/g Ol (Mittelwert + S.D., n = 3 ) und Sojadl 8.2 + 2.4 ug
PPF1/g Ol (Mittelwert + SD., n=3).

Fir die Bestimmung des Linolensiuregehaltes der Ole wurden diese wie oben beschrieben
verseift, jedoch wurde statt [*®O]sPPF; [U-Y*C]Linolensiure als interner Standard
hinzugesetzt. Nach Beendigung der Reaktion und Einstellung des pH-Wertes auf 3-4, wurde
die Linolensdure zweimal mit 3 ml Hexan ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden
vereinigt und zur Trockene gebracht. Anschlief3end wurde der Ruckstand in 50 pl Methanol
angelost und mit Diazomethan versetzt. Die Linolensduremethylester wurden dann mittels
GC-PCI-MS vermessen (siehe 111.6.5 und 111.8.2). Leindl enthielt 790.3 + 112.0 mg Linolen-
saurelg Ol (Mittelwert + S.D., n=3) und Sojadl 130.8+ 9.2 mg Linolensaure/g Ol
(Mittelwert £ SD.,n=3).
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V.8 Isolierung und Quantifizierung von PPF; aus Pflanzenmaterial

Die Analyse der PPF; in Pflanzenmaterial wurde durch mehrere Faktoren erschwert: (i) PPF;
stellen nur einen kleinen Antell der Linolensdureoxidationsprodukte dar (ca. 1% in vitro), (ii)
PPF; bestehen aus theoretisch 32 Isomeren und (iii) en vermutlich grof3er Teil der
Oxidationsmischung besteht aus acyclischen Trihydroxyfettsduren, die sowohl durch
Autoxidations- as auch Photooxidationsprozesse entstehen konnen und &hnliche
chromatographische Eigenschaften und die gleiche Masse wie PPF; besitzen.

IV.8.1 Bestimmung von PPF;
1V.8.1.1 Bestimmung frei vorliegender PPF;

Fur die Bestimmung nicht veresterter PPF; wurden 3-15 g FG (entsprechend 0.3-1.5 g TG)
Pflanzenmaterial eingewogen und in flussigem Stickstoff eingefroren. Das Pflanzenmaterial
wurde entweder sofort aufgearbeitet oder bel -80°C gelagert, um eine weitere Autoxidation
der Linolensdure zu verhindern. Im Falle von getrocknetem Pflanzenmaterial wurde das
Material direkt aufgearbeitet. Zur Aufarbeitung wurde das Pflanzenmateria in 20 ml
gesdttigter NaCl-Losung suspendiert, die 0.05% (w/v) BHT, 20 mg TPP und 200 pl
1 M Zitronensdure enthielt. Die Temperatur der Losungen betrug 4°C, um ein schnelles
Auftauen des Pflanzenmaterials zu vermeiden. Als interner Standard wurden 500 ng
[*80]sPPF; hinzugefiigt. Nach Zusatz von 20 ml Ether wurde der Ansatz fir 3 min mit einem
Ultraturrax homogenisiert. Das Homogenisat wurde anschlief3end bei 2900 x g fir 10 min
zentrifugiert. Anschlielend wurde die Etherphase abgenommen und unter einem
Stickstoffstrom getrocknet. Der Rickstand wurde in 2 ml Chloroform rekongtituiert, auf eine
500 mg-SIOH-SPE-Saule aufgetragen und mit 6 ml eines Gemisches aus Ether/Essigsdure
(99:1, v/v) sowie 3 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v) gewaschen. Die Elution
der PPF; erfolgte mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsaure (90:10:1, v/v). Das Eluat wurde bis zur
Trockene eingeengt und anschlief3end in 1 ml Methanol aufgenommen. Nach Zusatz von
20 mg Adams-K atalysator wurden die PPF; hydriert (sehe 111.4) und im Anschlu® zu PFB-
Ester-TM S-Ether derivatisiert, so dal3 sie mittels GC-NICI-MS anaysiert werden konnten.
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Abb. 32: GC-NICI-MS-Analyse freier PPF; aus getrockneten Blattern der Pfefferminze. PPF;
wurden zum PFB-Ester-TMS-Ether umgesetzt: (A) ohne, (B) mit vorheriger Hydrierung. Die
Massenchromatogramme bei m/z 543 und m/z 545 stellen endogen gebildete PPF; dar,
wahrend die Massenchromatogramme bei m/z 549 bzw. m/z 551 den internen Standard

[JBO]gPPFl darstellen. Durch Peakflachenvergleich von m/z 545 mit m/z 551 konnte ein
Gehalt von 20.01 £ 0.76 pug PPF,/g TG (Mittelwert = S.D., n = 3) berechnet werden.

Acyclische Triole, die durch Autoxidation oder Photooxidation von Linolensdure entstehen
koénnen, konnten durch einfache sdulenchromatographische Aufreinigungen nicht von den
PPF; getrennt werden. Zudem €eluierten die offenkettigen Triole nach Derivatisierung zum
PFB-Ester-TM S-Ether fast gleichzeitig mit den PPF;1-Derivaten von der GC-Saule und storten
so eine selektive und genaue Integration der PPF;-Derivate. Durch Hydrierung der Proben
konnten die acyclischen Triole zwar nicht physikalisch von den PPF; getrennt werden, jedoch
gelang eine Trennung durch die Detektion in verschiedenen Massenspuren im NICI-Modus
der MS. So wurden die acyclischen Triole aufgrund der zwel Doppelbindungen um 4
Masseneinheiten und die PPF; nur um 2 Masseneinheiten verschoben. Die PFB-Ester-TMS-
Ether-Derivate der hydrierten acyclischen Triole wurden in der Massenspur m/z 547
detektiert, wahrend die Derivate der hydrierten PPF; bei m/z 545 vermessen wurden.
Abbildung 32 zeigt das Ergebnis einer Probenaufarbeitung von getrockneten Pfefferminz-
blattern vor und nach Hydrierung der Proben. Es ist deutlich zu erkennen, dal3 vor der
Hydrierung keine saubere Integration der Peaks endogener PPF; auf der Massenspur m/z 543
moglich war, da hier trihydroxylierte offenkettige Triole mit den PPF; coeluieren. Durch die
Hydrierung vereinfachte sich das Peakmuster der PPF; auf 4 Peaks bei m/z 545.
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1V.8.1.2 Bestimmung freier und veresterter PPF;

Uber 95% der Ausgangsverbindung der PPF;-Synthese, a-Linolensiure, liegt in Membranen
verestert vor, wo sie durch Einwirken von freilen Radikalen theoretisch zu PPF; umgesetzt
werden kann. Daher wurde eine Lipidextraktion vorgenommen, bei der sowohl Membran-
lipide als auch frei vorliegende Lipide extrahiert wurden. Nach Hydrolyse des Lipidextraktes
und entsprechender Derivatisierung wurde die Gesamtkonzentration an PPF; gemessen.

Fir die Bestimmung freier und veresterter PPF; wurden 1-5 g FG (entsprechend 0.1-0.5 g
TG) des Pflanzenmaterials eingewogen und in flissigem Stickstoff eingefroren. Das
Pflanzenmaterial wurde entweder sofort aufgearbeitet oder bei -80°C gelagert, um ene
weitere Autoxidation der Linolensdure zu verhindern. Im Falle von getrocknetem
Pflanzenmaterial wurde das Material direkt aufgearbeitet. Das Pflanzenmaterial wurde in
eind Mischung aus Methanol/Chloroform (2:1, v/v) aufgenommen, wobel 80 pl
1 M Zitronensaure, 0.115 mg BHT, 20 mg TPP sowie 500 ng [*20]sPPF; as interner Standard
zugesetzt wurden. Diese Mischung wurde fir 1 min mit einem Ultraturrax homogenisiert.
Anschlieffend wurden 18 ml Chloroform und 8 ml 0.88%ige (w/v) Kaliumchlorid-Ldsung
zugesetzt. Die untere, organische Phase wurde abgetrennt und bis zur Trockene eingeengt.
Der Riickstand wurde in 2 ml Methanol mit 0.1% (w/v) BHT gel6st.

Zur Hydrolyse der Lipide wurden 2 ml 15%ige (w/v) KOH zugesetzt und der Ansatz wurde
bei 40°C fir 1h stehen gelassen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4ml 1M
Zitronensdure und 32 ml Wasser gestoppt. Anschlief3end wurden die Lipide zweima mit 5 ml
Ether extrahiert, die Etherextrakte vereinigt und unter einem Stickstoffstrom trocken
geblasen. Der Ruckstand wurde in Chloroform aufgenommen und, wie unter 1V.8.1.1
beschrieben, gereinigt und derivatisiert.

Die Differenz der beiden PPFi-Bestimmungen (1V.8.1.1 und 1V.8.1.2) [(verestertetfreie
PPF,) - freie PPF;] ergab die Konzentration veresterter PPF;.

Durch die Behandlung mit dem Ultraturrax wadhrend der Homogenisierung wurde standig
Sauerstoff in die Probe einfihrt. Um zu verhindern, dald3 dadurch eine Lipidperoxidation
forciert wird, wurden den Proben der Radikalfanger BHT wie auch das Reduktionsmittel TPP
zugesetzt.

Um die Effizienz des Oxidationsschutzes zu untersuchen, wurden beide Aufarbeitungs-
methoden auf eine Artefaktbildung von PPF; hin analysiert. Hierfir wurde ein Aligquot
Linolensdure direkt zur Bestimmung der PPFi-Konzentration aufgearbeitet, wadhrend mit
einem weiteren Aliquot die unter 1V.8.1.1 und 1V.8.1.2 beschriebenen Aufarbeitungs-
methoden durchgeftihrt wurden. Anschlief3end wurden die PPFi-Konzentrationen vor und
nach der Aufarbeitung verglichen. Dabel konnte keine signifikante Steigerung der PPF;-
Konzentration beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Eine Entstehung von PPF; wahrend
der Aufarbeitung kann demnach ausgeschlossen werden.
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IV.8.1.3 Aufarbeitungsparameter und Validierung

Die Wiederfindungsrate der PPF; in den verschiedenen Aufarbeitungsschritten wurde durch
Analyse (wie unter 1V.8.1 bzw. 1V.8.1.2 beschrieben) von 300 mg getrockneten Lindenbl Uten
(Flores Tiliae, Tilia cordata), die zuvor mit [5,6,8,9,11,12,14,15-3H]PGF,, (spezifische
Aktivitéat 179.00 Ci/mmol) versetzt wurden, bestimmt. Sowohl fir die Etherextraktion und die
Lipidextraktion zur Bestimmung freier und veresterter PPF;, as auch fir den folgenden
Reinigungsschritt  wurden Wiederfindungsraten von dber 90% ermittelt. Bel  der
Gesamtaufarbeitung wurden 60.6 £ 1.5% der eingesetzten Radioaktivitdt im Fall der
Aufarbeitung freier bzw. 31.3+ 9.0% im Fall der Aufarbeitung freler und veresterter PPF;
wiedergefunden.

Die Quantifizierung endogener PPF; erfolgte durch den Peakflachenvergleich des internen
Standards ([*0]3PPF1) bei m/z 551 mit Peaks der gleichen Retentionszeit bei m/z 545. Die
Detektionsgrenze lag bei 100 pg (Signal-Rausch-Verhdltnis5:1). Es wurden mehrere
Versuche durchgefihrt, die die Genauigkeit der Methode bestétigten. Die Prézision des
Verfahrens wurde durch die Aufarbeitung von Nicotiana tabacum-Zellen (170 mg TG)
bestimmt (siehe 1V.8.1). Das dafir benétigte Pflanzenmaterial wurden aus einer
Zellsuspensionskultur gewonnen. Eine Sechsfachbestimmung freler endogener PPF; in diesen
Suspensionszellen ergab einen Gehalt von 36.7 £ 5.8 ng/g TG. Um die Genauigkeit der
Methode zu bestimmen, wurden Aliquots der Suspensionszellen mit 10 bis 1500 ng PPF;
Typ! und 500ng[®0]sPPF, versetzt. In Abbildung33 ist der erhatene lineare
Zusammenhang eingesetzter und wiedergefundener PPF; dargestellt. Der Korrelations
koeffizient belief sich auf 0.9890. Die Standardabweichung der PPF-Bestimmung variierte

mit dem Gehalt an PPF;.
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Abb. 33: Genauigkeit und Prazision der quantitativen Bestimmung von PPF;. PPF; Typ | (10-1500 ng)
und [1 O]sPPF; (interner Standard, 500 ng) wurden zu jeweils 170 mg TG Nicotiana
tabacum-Zellen hinzugeftigt und nach der Methode 1V.8.1 aufgearbeitet. Jeder MeRRpunkt ist
das Ergebnis einer Dreifachbestimmung (Mittelwert + S.D., n = 3).
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Um einen weiteren kommerziell erhéltlichen internen Standard mit einzubeziehen, wurde die
oben genannte Versuchsdurchfiihrung auch mit PGF1, anstelle von [*80]sPPF; durchgefihrt.
Hierbei wurden 10-2000 ng PPF; Typ | den Nicotiana tabacum-Zellen zugesetzt. Als interner
Standard dienten 500 ng PGF1,. Abbildung 34 stellt das Versuchsergebnis graphisch dar.

Es ist ein linearer Zusammenhang zwischen eingesetzten und wiedergefundenen PPF; zu
erkennen, jedoch betragt die Steigung der Geraden nicht 1, sondern 0.629. Dies bedeutet, dal3
wahrend der Aufarbeitung bzw. im Massenspektrometer PPF; gegentber PGF1, diskriminiert
werden. Unter Berlcksichtigung eines Korrekturfaktors kann PGF1, jedoch als interner
Standard eingesetzt werden.
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Abb. 34: Genauigkeit und Préazision der quantitativen Bestimmung von PPF;, wobei PGF, als interner
Standard diente. PPF; Typ | (10-2000 ng) und PGFy, (interner Standard, 500 ng) wurden zu
170 mg TG Nicotiana tabacum-Zellen hinzugefigt und nach der Methode [V.8.1
aufgearbeitet. Jeder MelR3punkt stellt das Ergebnis einer Dreifachbestimmung dar (Mittelwert
+S.D.,n=23).

IV.8.2 PPF; in pflanzlichen Zellsuspensionskulturen

Mittels oben beschriebener Methoden wurden Zellsuspensionskulturen systematisch weit
entfernter Pflanzenspezies aufgearbeitet, um das Vorkommen von PPF; zu untersuchen.

Die Zellen wurden durch Filtration Uber einen Buchnertrichter, der mit einem feinen
Nylonnetz ausgelegt war, vom Medium getrennt und direkt mit flissigem Stickstoff
eingefroren.

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Untersuchung von Nicotiana tabacum (Solanaceae),
Glycine max (Fabaceae), Rauvolfia serpentina (Apocyanaceae), Agrostis tenuis (Poaceae) und
Eschscholzia californica (Papaveraceae) dargestellt. In den Suspensionszellen aller
untersuchten Arten konnten PPF; sowohl in freier as auch in veresterter Form nachgewiesen
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werden, wobei die Konzentration der veresterten PPF; in der Regel um den Faktor 10 hoher
war.

Freie PPF, Veresterte PP,
[ng/g TG
Nicotiana tabacum 37+ 6 150+ 12
Glycine max 317+ 60 3320 + 195
Rauvolfia serpentina 23+6 897 £ 236
Agrostis tenuis 38+6 2542 + 56
Eschscholtzia californica 153+ 15 1263+ 64

Tab. 5: Vorkommen der PPF; in pflanzlichen Zellsuspensionskulturen (Mittelwert + S.D., n = 3).

1V.8.3 PPF; in intakten Pflanzen

Neben Zelensuspensionskulturen wurden auch intakte Pflanzen aufgearbeitet, um zu
untersuchen, ob PPF; ebenfalls in photosynthetisch aktiven Pflanzen vorkommen. Abbildung
35 zeigt die Chromatogramme einer Aufarbeitung frischer Pfefferminzblétter. Die
Aufarbeitung wurde wie unter 1V.8.1 beschrieben vorgenommen.

m/z=545 .| m/z=545
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Abb. 35: In der Abbildung sind die Massenchromatogramme der Aufarbeitung frischer Pfefferminz-
blatter zu sehen. In A sind die Chromatogramme der Aufarbeitung freier PPF4, in B die
Chromatogramme der Aufarbeitung freier und veresterter PPF; zu sehen. m/z = 545 stellt
die endogenen PPF; dar, m/z = 551 den internen Standard.

Um PPF;-Konzentrationen in pflanzlichen Zellkulturen mit den Konzentrationen in intakten
Pflanzen zu vergleichen, wurden frische Nicotiana tabacum-Blétter aufgearbeitet. Die
Konzentration an freien PPF; konnte mit 3.1+ 0.6 pg/g TG, die veresterter PPF; mit
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122+ 1.2pg/lgTG (Mittelwert+S.D.,,n=3) bestimmt werden. Somit waren die
Konzentrationen der PPF; in intakten Pflanzen im Vergleich zu den Zdlkulturen (Tab. 5) um
den Faktor 100 erhoht.

In weiteren Aufarbeitungen wurden frische Arzneipflanzen und die entsprechenden Drogen
(siehe 1V.8.4.1) auf ihren Gehalt an PPF; untersucht.

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Untersuchung frischer Arzneipflanzen aufgefihrt:

Freie PPF, Veresterte PPF, Freie/Veresterte
PPF,
[ng/g TG]

Vaerianae radix 43+5 470+ 84 1:10.9
Hyperici herba 211+ 84 2805 = 106 1:13.3
Tiliae flos 135+ 11 838 + 52 1.6.2
Betulae folium 1380+ 14 3940 + 1320 1.2.9
Menthae folium 680 + 13 11690 + 1520 1:17.2

Tab. 6: Vorkommen der PPF; in frischen Arzneipflanzen (Mittelwert + S.D., n = 3).

IV.8.4 PPF; in getrocknetem Pflanzenmaterial
IV.8.4.1 PPF;in Teedrogen

Bel der Lagerung von Pflanzenmaterial ist mit einer Oxidation von Linolenat zu rechnen.
Daher wurden handelsiibliche Teedrogen auf ihren Gehalt an PPF; hin untersucht (Tab. 7).
Diese Teedrogen stammten aus der Sammlung des Lehrstuhls fir Pharmazeutische Biologie
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen; die Lagerzeit der Teedrogen konnte nicht
genau bestimmt werden, Uberschritt jedoch mindestens zwel Jahre.

Freie PPF, Veresterte PPF, Freie/Veresterte
PPF,
[ngg TG

Valerianae radix 5334 + 683 7500 + 2420 1:14
Hyperici herba 3225 + 393 10323 + 1184 1:32
Tiliae flos 5477 + 370 7855 + 2660 114
Betulae folium 11512 + 445 22306 + 4425 1:19
Menthae folium 20010 £ 760 47280 + 1400 1:2.3
Colchici semen 2406 + 497 2680 + 558 111

Tab. 7: Vorkommen der PPF; in verschiedenen getrockneten Teedrogen (Mittelwert + S.D., n = 3).
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Der Vergleich der PPFi-Konzentration in intakten Pflanzen (siehe 1V.8.3) und in den
Teedrogen &% deutlich erkennen, dald der PPF;-Gehalt der Teedrogen stark erhoht ist.
Betrachtet man das Verhdtnis von freien PPF; zu veresterten PPF;, stellt man fest, dal3 dieses
Verhdtnis bel dem getrockneten Pflanzenmaterial zugunsten freier PPF; verschoben ist.
Vermutlich ist diese Verschiebung auf Lipasesktivitéten zuriickzufiihren, die wéhrend des
Trocknungsprozesses noch aktiv. waren und PPF; bzw. Linolensdure aus Membranen
herausgel 6st haben.

1V.8.4.2 PPF; in Teezubereitungen

Isoprostane sind im Saugetierorganismus bereits in niedrigen Konzentrationsbereichen
biologisch aktiv (siehe 1.2.3.4). Es besteht die Moglichkeit, dal3 Phytoprostane aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zu den Isoprostanen ghnliche Wirkungen im S&ugetierorganismus
aufweisen. Eine Moéglichkeit, PPF; dem Saugetier zuzufihren, ist die orale Aufnahme.

Da in den untersuchten getrockneten Teedrogen hohe Konzentrationen an nicht veresterten
PPF; (Menthae folium 20010 + 760 ng PPFi/g TG) gefunden wurden, sollte als néchstes
Uberprift werden, ob PPF, wahrend einer Teezubereitung in das Teewasser Ubergehen.

Zur Klérung dieser Frage wurde ein Tee aus den unter 1V.8.4 eingesetzten Pfefferminzbl&ttern
hergestellt: 1.5 g der Teedroge wurden mit 150 ml kochendem Wasser tibergossen und 8 min
extrahiert. Anschlief3end wurde der Tee Uber Filterpapier gefiltert und 20 ml des erkalteten
Filtrats wurden mit 500 ng [*®0]sPPF;, 200pl1M  Zitronensiure, 400 pl 5%iger
methanolischer BHT-LAsung und 20 ml Ether versetzt. Der Extraktionsansatz wurde dann
3min mit einem Ultraturrax homogenisiert und anschlieRend 10min bei 2900 x g
zentrifugiert. Die Etherphase wurde abgenommen und unter einem Stickstoffstrom zur
Trockene eingeengt. Die anschlief3ende Aufreinigung und Derivatisierung wurde wie unter
IV.8.1.1 beschrieben vorgenommen.

Es stellte sich heraus, dal3 90% der frelen PPF; [18103 + 635 ng/g TG (Mittelwert £ S.D.,
n= 3)] durch die Wasserextraktion aus den Teedrogen herausgel 6st wurden.

Bei der Durchfiihrung einer Wasserdampfdestillation der Pfefferminzblétter nach DAB
konnten, wie aufgrund der polaren Struktur der PPF; zu erwarten, keine PPF; im Destillat
nachgewiesen werden.

IV.8.5 Phytoprostanein Pollen

Pollen besitzen einen sehr hohen Anteil an Linolensaure. Es war daher anzunehmen, dal3 in
Pollen auch hohe Konzentrationen an Phytoprostanen vorkommen. Um diese Vermutung zu
Uberprifen, wurden Pollen verschiedener Pflanzen (verschiedene Betula-Arten und Picea
abies) auf ihren Gehalt an Phytoprostanen hin untersucht. Da manche Pollen eine sehr harte,
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undurchléssige Exine haben, wurden die Extraktionsbedingungen und Aufreinigungs-
methoden variiert. Zusétzlich wurden Phytoprostane A1/B;, E1 und F; parallel bestimmt. Die
Anayse der Phytoprostane Ai/B; und E; erfolgt nach der Methode von Parchmann
(Parchmann und Mueller, 1998). Neuere Untersuchungen zeigten, dal3 PPA; wahrend der
Derivatiserung zum PFB-Ester-TMS-Ether zu PPB; isomerisieren (unverdffentlichte Daten,
Thoma). Somit wurden mit dieser Methode PPA; und PPB; gemeinsam bestimmt.

200 mg Pollen wurden eingewogen und zu einem Gemisch aus 18 ml Methanol/Chloroform
(2:1, viv) gegeben, welchem 80 pl 1 M Zitronenséure, 0.115 mg BHT, 20 mg TPP sowie
500 ng [*0]3PPF; und je 100 ng [*®0],PPE; und [*®0]1PPB; als interner Standard zugesetzt
wurden. Die Mischung wurde anschlieffend 15 min im Ultraschallbad behandelt und
anschlief3end Uber Nacht bei RT unter standigem Schiitteln extrahiert. Anschlief3end wurden
die Pollen bei 2900 x g fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und bis
zur Trockene eingeengt. Dieser Lipidextrakt wurde zur Bestimmung freler Phytoprostane wie
unter a) beschrieben aufgearbeitet, wahrend veresterte Phytoprostane wie unter b) beschrieben
bestimmt wurden.

a) Bestimmung frei vorliegender Phytoprostane

Der Ruckstand wurde in Chloroform rekongtituiert und auf eine 500 mg-SiOH-SPE-Saule
aufgetragen. Anschlief3end wurde mit 9 ml Hexan/Ether/Essigsdure (67:33:1, v/v) gewaschen.
Im ersten Elutionsschritt wurden PPA1/B; mit 9 ml Hexan/Ether/Essigsdure (33:67:1, v/v) von
der SIOH-SPE-Saule eluiert. Anschlieffend folgten zwei weitere Reinigungsschritte mit 6 ml
Ether/Essigsaure (99:1, v/v) und 3 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v). Sowohl
PPE; als auch PPF; wurden anschlief3end mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsaure (90:10:1, v/v)
eluiert. Das Eluat wurde unter einem Stickstoffstrom getrocknet und in 100 pl Methanol
aufgenommen. Durch Zugabe von 400 pul 100 mM KOH wurden PPE; durch alkalische
Dehydratisierung in PPB; Uberfuhrt, wahrend PPF; unter diesen Bedingungen stabil waren.
Nach einer Reaktionszeit von 15 min bel 40°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 ml
Wasser und 50 pl 1 M Zitronenséure gestoppt. Die Phytoprostane wurden anschlief3end
zweima mit 2 ml Ether extrahiert. Die Etherphasen wurden vereinigt und zur Trockene
eingeengt. Der Rickstand wurde in Chloroform aufgenommen und auf eine SIOH-SPE-Saule
aufgetragen. Die PPE;, die nun als PPB; vorlagen, wurden mit 6 ml Ether/Essigsdure
(99:1, v/v) eluiert, wahrend PPF; mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsdure (90:10:1, v/v) von der
Saule gespult wurden. PPB; wurden anschlief3end zum PFB-Ester-TMS-Ether umgesetzt
(Parchmann und Mueller, 1998). PPF; wurden vor der Umsetzung zum PFB-Ester-TM S-Ether
katalytisch hydriert. Die jeweilige Analyse erfolgte anschlief?end Gber GC im NICI-Modus
der MS.

85



V. Ergebnisse

b) Bestimmung freier und veresterter Phytoprostane

Der Rickstand wurde in 2 ml 0.1%iger BHT (w/v) in Methanol gelost. Nach Zusatz von 2 ml
15%iger (w/v) wal¥iger KOH wurden die im Extrakt enthaltenen Lipide fur 1 h bel 40°C
hydrolysiert. Nach Beendigung der Reaktion wurde der pH-Wert auf 3-4 durch Zugabe von
4 m 1 M Zitronensdure herabgesenkt und der Ansatz mit Wasser auf 40 ml verdinnt.
Anschlief3end wurde dreimal mit 5 ml Hexan ausgeschiittelt, wobei die organischen Phasen
verworfen wurden. Die Phytoprostane wurden zweimal mit je 5 ml Ether ausgeschittelt. Die
Etherphasen wurden vereinigt und zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde in
Chloroform aufgenommen und auf eine SIOH-SPE-Saule aufgetragen. Zundchst wurde die
Saule mit 9 ml eines Gemisches aus Hexan/Ether/Essigsaure (67:33:1, v/v) gewaschen. Im
folgenden ersten Elutionsschritt wurden PPB; mit 9 ml Hexan/Ether/Essigséure (33:67:1, v/v)
von der SIOH-SPE-Séaule eluiert, wobei zu beachten ist, dal3 an dieser Stelle nicht mehr
zwischen PPA1/B; und PPE; unterschieden werden konnte, da nach Alkalibehandlung nur
noch PPB; vorlagen. Anschlief?end folgten zwei weitere Reinigungsschritte mit 6 ml
Ether/Essigsaure (99:1, v/v) und 3 ml Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v). Die PPF,
wurden anschlief?end mit 6 ml Ether/Methanol/Essigsdure (90:10:1, v/v) euiert. Es folgte
dann die Derivatisierung der einzelnen Proben wie unter @) beschrieben.

In Tabelle 8 sind Aufarbeitungen von Betula pendula- und spanischer Blitenpollen (kauflich
erwerbbar bei: Alfred Gake GmbH, 37543 Gittelde) angegeben.

Betula pendula-Pollen Spanische Blitenpollen
frel verestert frei verestert
[ng/g TG] [ng/g TG]
PPA./B, 149766 + 11434 - 369 + 85 -
PPE; 14363 + 1330 - 839 + 109 -
PPA./B,/E; - 6848 + 1679 - 1423 + 1023
PPF, 32440 + 806 2783+ 2471 2390 £ 350 3267 + 1548

Tab. 8: Vorkommen der PPA,/B1, PPE; und PPF, in Pollen (Mittelwert + S.D., n = 3).

Bei weiteren Analysen von Pollen der Gattungen Betula und Picea wurden nur PPF; in freier
und veresterter Form bestimmt. Dafir wurden die unter @ und b) beschriebenen
Aufarbeitungen vereinfacht, indem der RUckstand der Extraktion bzw. der Etherextraktion
nach der Hydrolyse in Chloroform aufgenommen wurde und direkt auf eine SIOH-SPE-Saule
gegeben wurde. Danach wurde mit 6ml Ether/Essigsaure (99:1,v/v) und 3 ml
Chloroform/Aceton/Essigsaure (80:20:1, v/v) gewaschen. Die PPF; wurden anschlief3end mit
Ether/Methanol/Essigsdure (90:10:1, v/iv) duiert. Es folgte die Reduktion zur Dihydro-
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verbindung und die Derivatisierung zum PFB-Ester-TM S-Ether fur die Bestimmung im NICI-
Modus der MS.

Die Gesamtkonzentrationen an PPF; in den untersuchten Pollen beliefen sich auf
4.5-58.1 pg/g (Abb. 35). Diese Schwankungen sind vermutlich vom Standort der jeweiligen
Pflanze und den Umweltbedingungen abhangig und kénnen nicht mit Gattung oder Art einer
Pflanze in Verbindung gebracht werden. Leider konnten diese Zusammenhénge nicht genauer
untersucht werden, da die Pollen aus Wildsammlungen stammten, zu denen uns die genauen
Standort-Daten nicht zuganglich waren.

Nicht nur die hohen PPF;-Konzentrationen waren auffallig, sondern auch das Verhaltnis von
frelen zu veresterten PPF;, da es zu Gunsten freier PPF; verschoben war. In den drei zuerst
dargestellten Proben aus Abbildung 36 Ubersteigt die Konzentration freier PPF; sogar die
Konzentration veresterter PPF;, was auf unterschiedliche Lipaseaktivitdten in den Pollen
hindeuten konnte.
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Abb. 36: PPF; in Pollen verschiedener Pflanzen. Dargestellt sind die Ergebnisse einer Dreifach-
bestimmung in pug/g TG (Mittelwert + S.D., n = 3).
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IV.9 Induktion der PPFi-Akkumulation in pflanzlichen Zellsuspensionskulturen

Nachdem in pflanzlichen Zellen PPF; sowohl in freler as auch in veresterter Form
nachgewiesen werden konnten (siehe 1V .8), stellte sich die Frage, ob eine Akkumulation von
PPF; durch ,oxidativen Stress* in Pflanzen induziert werden kann, wie es fur die C20-
homologen Isoprostane im Sdugetier bereits gezeigt wurde (Morrow et al., 1990b). Eine
oxidative Zellschadigung kann in Pflanzen durch eine Vielzahl anorganischer oder
organischer Verbindungen hervorgerufen werden, so z.B. durch tert-Butylhydroperoxid
(t-BuOOH), Schwermetalle oder Paraquat.

t-BUOOH ist selbst eine reaktive Sauerstoffspezies und kann Lipidperoxidation ausldsen.
Schwermetalle, wie z.B. Kupfer, sind fir Pflanzen essentielle Minerastoffe, schadigen jedoch
in zu hohen Konzentrationen die Zelle. Die Toxizité beruht auf der oxidativen Schédigung
von Zélen (Stohs und Bagachi, 1995), die unter anderem durch eine Lipidperoxidation
hervorgerufen wird. Lipidperoxidation wird ebenfalls durch das Herbizid Paraguat verursacht,
das in das Photosystem | eingreift und dort Elektronen unter Bildung von O, ™ abfangt. O, " ist
eine reaktive Sauerstoffspezies, welche bel der Erzeugung durch Paraquat vor alem die
Chloroplastenmembran schadigt.

Die genannten Stressoren wurden zum Medium verschiedener Suspensionszellkulturen
hinzugefugt (siehe 111.5.1). Der Verlauf der resultierenden PPFi-Akkumulation wurde Uber
mehrere Stunden verfolgt.
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IV.9.1 Behandlung von Eschscholza californica-Zelsuspensionskulturen mit tert-Butyl-
hydroperoxid

Um die Auswirkungen von ,oxidativem Stress* auf die Bildung von PPF; in Pflanzenzellen
zu Uberpriifen, wurden Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen t-BuOOH in einer
Endkonzentration von 10 mM zugesetzt (siehe 111.5.1). Dabei konnte nach 25h ein
dramatischer Konzentrationsanstieg veresterter PPF; beobachtet werden (Abb. 37 B), der
nach 4 bis 5 h ein Maximum bel 12 pg/g TG erreichte. Diese PPF;-Konzentration blieb tber
den weiteren Mel3zeitraum konstant.

Die Konzentration der freien PPF; stieg nach 3 h an und erreichte eéin Maximum von 1.6 pg/g
TG nach 12 h, wobei der Gehalt an freien PPF; anschlief3end wieder abfiel (Abb. 37 A).
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Abb. 37: Induktion freier (A) und veresterter (B) PPF; in Eschscholzia californica-Zellsuspensions-

kulturen nach Zusatz von t-BuOOH (Endkonzentration 10 mM) (-) im Vergleich zu den
PPF,-Konzentrationen der Kontrolle (O).
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IV.9.2 Behandlung von Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen  mit
Kupfer(I1)acetat

Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen wurden mit einer Endkonzentration von
500 uM Kupfer(I1)acetat im Medium behandelt. Dabel konnte eine biphasische Induktion der
PPF1-Bildung beobachtet werden. Nach 2 bis 3 h stieg die Konzentration veresterter PPF; an
und erreichte ein erstes Maximum nach 6 h (20 pg/g TG) (Abb. 38 B). Der Gehalt an
veresterten PPF; fiel im weiteren Verlauf ab und stieg nach 14-17 h auf Uber 30 pg/g TG an.
Die Konzentration freier PPF; erreichte nach 9 h ein erstes Maximum (2.8 pg/g TG), nahm
anschlief3end ab und stieg nach 15 h erneut an (Abb. 38 A).
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Abb. 38: Induktion freier (A) und veresterter (B) PPF; in Eschscholzia californica-Zellsuspensions-
kulturen nach Behandlung mit Cu(Ac), (Endkonzentration 500 uM) ¢) im Vergleich zu den
PPF,-Konzentrationen unbehandelter Zellen (O).
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IV.9.3 Behandlung von Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen  mit
Eisen(Il)sulfat

Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen wurden mit Eisen(ll)sulfat (Endkonzen-
tration 500 uM) behandelt. Dabei konnte zunéchst ein leichter Anstieg der Konzentration
freier PPF, Uber 15 h beobachtet werden (Abb. 39 A). Im weiteren Verlauf konnte nach 18 h
eine Gehaltssteigerung auf 6.8 ug PPFi/g TG verzeichnet werden. Die Konzentration der
veresterten PPF; erreichte bereits nach 12 h ein Maximum von 83.11 pg/g TG, wobel die
Konzentration der PPF; nach 18 h wieder auf den Ausgangswert von 7.75 pg/g TG abfiel
(Abb. 39 B).
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Abb. 39: Induktion freier (A) und veresterter (B) PPF; in Eschscholzia californica-Zellsuspensions-
kulturen nach Zusatz von FeSO, (Endkonzentration 500 uM) (O) im Vergleich zu den PPF;-
Konzentrationen der Kontrollzellen (O).
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1V.9.4 Behandlung von Eschscholza californica-Zellsuspensionskulturen mit Paraquat

In einem weiteren Versuch wurde dem Medium von Eschscholza californica-
Zdllsuspensionskulturen Paraquat (Endkonzentration 1 mM) zugesetzt. Die Konzentration
freler PPF, stieg nach 4 h an und erreichte ein Maximum von 3.7 pg/g TG nach 15 h, wobei
die Konzentration der freien PPF; anschlieffend wieder auf den Ausgangswert abfiel
(Abb. 40 A). Der Gehalt an veresterten PPF; stieg nach 4 h an und erreichte ein Plateau von
ca. 6 pg/g TG, das tber 9 h gehalten wurde und nach 15 h langsam abfiel (Abb. 40 B).
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Abb. 40: Induktion freier (A) und veresterter (B) PPF; in Eschscholzia californica-Zellsuspensions-

kulturen nach Zusatz von Paraquat (Endkonzentration 1 mM) (O) im Vergleich zu den PPF;-
Konzentrationen der Kontrolle (O).
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IV.9.5 Behandlung von Nicotiana tabacum-Zellsuspensionskulturen mit
Quecksilber(I1)chlorid

Nicotiana tabacum-Zellsuspensionskulturen wurden mit einer Endkonzentration von 1 mM
Quecksilber(I1)chlorid behandelt.

Der Gehalt an freien PPF; stieg nach 2 h an und erreichte nach 4 h ungeféhr das Dreifache der
PPF;-Konzentration der Kontrolle (Abb. 41 A). Der Gehalt an veresterten PPF; stieg nach
3.5 h auf ein Maximum an, das etwa ein Achtfaches (3.9 pug/g TG) der Konzentration nicht
eicitierter Zellen (0.5 pug/g TG) (Abb. 41 B) betrug. Anschlief3end fiel die Konzentration
veresterter PPF; ab.
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Abb. 41: Induktion freier (A) und veresterter (B) PPF; in Nicotiana tabacum-Zellsuspensionskulturen
nach Zusatz von HgCl, (Endkonzentration 1 mM) (O) im Vergleich zu den PPF;-
Konzentrationen der Kontrolle (O).
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1V.10 Induktion der PPF-Akkumulation in intakten Pflanzen

1V.10.1 Induktion der PPF;-Akkumulation in frischen Pfefferminzblattern durch
Verwundung

Orozco-Cardenas und Ryan konnten 1999 zeigen, da eine Verwundung von
Tomatenpflanzen mit der Bildung von Wasserstoffperoxid einhergeht (Orozco-Cardenas und
Ryan, 1999).

Um zu Uberprifen, ob Verwundung die PPF;-Bildung induziert, wurden frische Pfefferminz-
bltter (Mentha piperita, Lamiaceae) abgeschnitten und mit einem Nagelbrett (12 Nagel/cnt)
verwundet. Zusétzlich wurden intakte Blétter als Kontrolle aufbewahrt. Sowohl verwundete
als auch unversehrte Bléatter wurden in einer Kammer mit wassergeséttigter Atmosphére
gelagert, was ein Austrocknen der Blétter verhinderte. Zu den in Abbildung 42 angegebenen
Zeitpunkten wurden Proben der verwundeten und der unversehrten Blatter entnommen und
mit fluissigem Stickstoff eingefroren. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte wie unter 1V.8.1
beschrieben.
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Abb. 42: Induktion freier (A) und veresterter (B) PPF; durch Verwundung (O) im Vergleich zu nicht
verwundeten Blattern (O).

Die Konzentration an freien PPF; stieg innerhalb von 1 h auf eéin Maximum von 0.19 ug/g TG
(das Vierfache der Kontrolle) und fiel anschlief3end wieder ab. Ein weiterer Anstieg war nach
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3 h zu beobachten (Abb. 42 A). Der Gehalt an veresterten PPF; nahm nach der Verwundung
ebenfalls zu und erreichte nach 1.5 h ein Maximum von 4 pg/g TG (Abb. 42 B).

Das Abschneiden der Blétter stellt selbst eine Verwundung dar, wobel es alerdings nur zu
einer schwachen Lipidperoxidation kam, wie der Verlauf der Kontrollwerte zeigte.

1V.10.2 Induktion der PPF;-Akkumulation in Bohnen nach Besprihen mit Paraquat

In Eschscholza californica-Zellsuspensionskulturen konnte die PPF1-Synthese durch Zusatz
von Paraguat induziert werden (siehe 1V.9.4). Da Paraguat das Photosystem | der
Photosynthese hemmt, werden ROS vor alem in Chloroplasten unter Lichteinstrahlung
gebildet. Daher ist zu erwarten, dal3 der Effekt von Paraquat bei intakten, im Licht stehenden
Pflanzen sehr viel ausgeprégter ist as in heterotroph Iebenden Zellsuspensionskulturen, so
dal3 sowohl Lipidperoxidation als auch PPF;-Bildung in den Pflanzen stark erhoht sind.

Um diese Vermutung zu prifen, wurden junge Bohnenpflanzen (Vicia faba, Fabaceae) mit
einer 1 mM wal¥igen Paraguatldsung bespriiht. Die Bohnenpflanzen waren 14 Tage at und
besallen in der Regel bereits 6 Laubblétter. Als Kontrolle dienten Bohnenpflanzen der
gleichen Aussaat, die nicht mit Paraquat behandelt wurden. Da Paraquat in die Photosynthese
eingreift, wurden Blétter fir die Anayse verwendet. Die Blétter der Bohnen wurden nach
3.5 h geerntet und in flissigem Stickstoff eingefroren, wobei sie zu diesem Zeitpunkt bereits
deutlich nekrotische Bereiche ausgebildet hatten. Diese nekrotischen Stellen deuten auf eine
starke Lipidperoxidation hin (Mosier et al., 1990). Wie unter 1V.8.1 beschrieben wurde der
Gehalt an PPF; im Pflanzenmaterial bestimmt. Die Konzentration freier PPF, war in den mit
Paraguat behandelten Pflanzen im Vergleich mit der in unbehandelten Pflanzen nur
unbedeutend erhoht, wéhrend die Konzentration membrangebundener PPF; unverandert war
(Abb. 43).
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Abb. 43: Behandlung junger Bohnenpflanzen mit 1 mM Paraquat. A: Konzentration freier PPF; in den
Kontrollpflanzen; B: Konzentration freier PPF; in den mit Paraquat behandelten Pflanzen; C:
Konzentration veresterter PPF; in den Kontrollpflanzen; D: Konzentration veresterter PPF; in
den mit Paraquat behandelten Pflanzen. Angegeben ist die Konzentration in ug PPF./g TG
(Mittelwert £ S.D., n = 3).
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Anschlief3end wurde ein PPF;-Konzentrationsverlauf Uber 30 h nach Bespriihen von Pflanzen
mit 100 pM Paraguat aufgenommen. Die Konzentration wurde von 1 mM auf 100 pM
gesenkt, um die Ausbildung von Nekrosen zu verzégern. Optisch konnten jedoch auch bel der
niedrigeren Konzentration erste Nekrosen der Blétter bereits nach 30 min beobachtet werden.
Die Konzentration der freien PPF; schwankte sowohl in der Kontrolle als auch in den
behandelten Pflanzen Uber einen Zeitraum von 30 h um einen Wert von 0.5 ug/g TG (Daten
nicht gezeigt). Die Auswertung der Kinetik freier PPF; erhartete den bereits oben genannten
Befund, dal? Paraquat die Synthese der PPF; in Bléttern nicht induziert. Dieses Ergebnis steht
im Widerspruch zu der Hypothese, dal3 Lipidperoxidation immer mit einer entsprechend
erhdhten Konzentration von PPF; korreliert. Das Ergebnis kann gegenwértig nicht
interpretiert werden.

IV.11 Messung der Sekundarstoffakkumulation in pflanzlichen Zellsuspensions-
kulturen nach Zugabe von PPF;

Mittels einfacher Testsysteme sollte Uberprift werden, ob PPF; die Akkumulation von
Phytoalexinen in verschiedenen pflanzlichen Zellsuspensionskulturen induzieren. Um den
Testverfahren die gréftmadgliche Konstanz zu geben, wurden die Zellen immer nach einem
bestimmten Rhythmus eingewogen, kultiviert, ausplattiert und elicitiert (siehe 111.5.2). Um
trotzdem auftretende natiirliche Schwankungen zu beriicksichtigen, wurde grundsétzlich
gegen eine Negativkontrolle (Zellen mit entsprechendem Ldsungsmittel ohne Elicitor) und
Jasmonsaure als Positivkontrolle gemessen. Als PPF-Elicitor diente ein Autoxidations-
gemisch, das theoretisch aus 32 |someren bestand (siehe IV.3.1). Dieses Gemisch wurde zwar
saulenchromatographisch  gereinigt, enthielt jedoch noch geringe Mengen an
Verunreinigungen.

IV.11.1 Induktion der Benzophenanthridinalkaloidproduktion in Eschscholzia
californica-Zellsuspensionskulturen

Dieser Test beruht auf der Produktion von antibiotisch wirksamen Benzophenanthridin-
alkaloiden wie Sanguinarin und Chelirubin (Abb. 44), die nach Elicitierung in Eschscholzia
californica-Zellsuspensionskulturen gebildet werden. Die Alkaloide konnen aus den Zellen
mit salzsaurem Ethanol extrahiert und die Konzentrationen anschliefiend mittels eines
photometrischen Verfahrens bestimmt werden (siehe 111.5.2.1).
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Abb. 44: Benzophenanthridinalkaloide von Eschscholzia californica (Papaveraceae).

In einem ersten Versuch wurde die Benzophenanthridinalkaloidproduktion in Abhangigkeit
von der Konzentration an PPF; untersucht.

Abb. 45:
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Konzentrationsabhangigkeit der Benzophenanthridinalkaloidproduktion in Eschscholzia
californica-Zellsuspensionskulturen. Abbildung A zeigt eine Multiwellschale: die rote Farbe
wird durch die akkumulierten Alkaloide hervorgerufen. In Abbildung B ist die Auswertung in
pg Benzophenanthridinalkaloide/ml Zellkultur (Mittelwert + S.D., n = 3) dargestellt.

97



V. Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, da3 die Zugabe von PPF; die Akkumulation von
Benzophenanthridinalkaloiden steigert (Abb.45). Im Konzentrationsbereich zwischen
50-75 uM entsprach die durch PPF; induzierte Benzophenanthridinalkaloidproduktion der
durch Jasmonsdure hervorgerufenen Alkaloidbildung, wahrend in hoheren Konzentrations-
bereichen Jasmonsdure eine stérkere Alkaloidakkumulation hervorrief. Bel  PPF;-
Konzentrationen oberhalb 125 pM starben die Zellen im Versuchsansatz ab, so dal3 die
Versuche nicht ausgewertet werden konnten.

In einem weiteren Versuch wurde die Zeitabhangigkeit der Benzophenanthridinalkaloid-
produktion in Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen nach Elicitierung mit
Jasmonsdure bzw. PPF; untersucht. Die Alkaloidkonzentration der Elicitierungsanséize,
denen 100 uM Elicitor (Endkonzentration) zugesetzt wurde, wurde Uber einen Zeitraum von
110 h verfolgt.
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Abb. 46: Zeitlicher Verlauf der Alkaloidakkumulation in einer Eschscholzia californica-
Zellsuspensionskultur nach Elicitierung mit 100 uM PPF; (O) bzw. 100 uM Jasmonsaure (0O).
Zusatzlich wurde zu den gegebenen Zeitpunkten die Alkaloidkonzentration in einer nicht
behandelten Zellsuspensionskultur bestimmt ¢). Angegeben sind die Konzentrationen in
png/ml Zellkultur (Mittelwert + S.D., n = 3).

In Abbildung 46 ist das Ergebnis dieses Versuches graphisch dargestellt. Die Konzentration
an Benzophenanthridinalkaloiden nach Elicitierung mit Jasmonsaure stieg bereits nach 20 h
an und erechte nach 110 h ein Maximum mit 44 pg Alkaoide/ml Zelkultur. Die
Elicitierung mit 100 uM PPF; fiel in diesem Versuch deutlich schwécher aus (Maximum von
19 pg Alkaloide/ml Zellkultur).
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Das PPF;-Gemisch induzierte in Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen die
Synthese von Benzophenanthridinalkaloiden. In weiterfiihrenden Versuchen wurde ein PPF;-
Gemisch Uber RP-HPLC aufgereinigt (siehe 1V.3.3) und wiederum im Eschscholzia
californica-Testsystem eingesetzt. Es zeigte sich, dal3 die Zugabe von reinen Regioisomeren
des Typs | (Abb. 19 Peak 1 und 3) und Il (Abb. 19 Peak 2 und 4) die Benzophenanthridin-
alkaloidsynthese nicht steigerten. In Abbildung 47 ist das Ergebnis eines Multischalentests
dargestellt, bei dem PPF; Typ | (Abb. 19 Peak 3) und Il (Abb. 19 Peak 4) in Konzentrationen
von 1-250 uM eingesetzt wurden.

120 A

1 I JA
100 41 [ PPF, Typ | (abb. 19 Peak 3)
{1_ PPF,Typ Il (Abb. 19 Peak 4

Kontrolle

bl

Abb. 47: Benzophenanthridinalkaloidakkumulation in Eschscholzia californica-Zellsuspensionskulturen
nach Elicitor-Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen.
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IV.11.2 Induktion  der |sobavachalkonsynthese in  Crotalaria  cobalticola
Zellsuspensionskulturen

Ein weiteres Testsystem, in dem die eingesetzten Zellen mit der Bildung von Phytoalexinen
auf Elicitorzugabe reagieren, wurde mit Crotalaria cobalticola (Fabaceae) erstmals von
Gundlach (Gundlach et al., 1992) beschrieben. Crotalaria cobalticola synthetisiert das
antibiotisch wirksame Isobavachalkon (Abb. 48), ein isoprenyliertes Chalkonderivat, dessen
Konzentration in der Zellkultur nach Elicitierung mit Hefezellwandfragmenten und
Methyljasmonat binnen weniger Stunden ansteigt.
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Abb. 48: Isobavachalkon: ein antibiotisch wirksamer Sekundarstoff in Crotalaria cobalticola
(Fabaceae).

Dieses Testsystem wurde eingesetzt, um in einer weiteren Zellkultur die Induktion von
Phytoalexinen durch Zugabe von PPF; zu untersuchen. Dazu wurde eine HPLC-Trenn-
methode entwickelt, die die selektive Quantifizierung von Isobavachalkon ermoglichte (siehe
[11.5.2.2). Abbildung 49 zeigt die Konzentrationsabhangigkeit der Induktion der
| sobavachalkonsynthese.
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Abb. 49: Konzentrationsabhangigkeit der Isobavachalkonakkumulation bei Elicitierung mit
Jasmonsaure bzw. PPF;. Angegeben ist die Steigerung des Isobavachalkongehaltes der
elicitierten Zellen in Bezug auf das Niveau unbehandelter Zellen (Mittelwert + S.D. ,n = 3).

Der Gehdt an Isobavachalkon stieg mit zunehmender Elicitorkonzentration an, wobei
Jasmonsaure in dem niedrigen Konzentrationbereich zwischen 25 und 50 UM eine stérkere
Induktion erzielte als PPF;. Im Konzentrationsbereich zwischen 75 und 125 yuM fie die
Steigerung des | sobavachalkongehaltes gleich stark aus. In einem weiteren Versuch wurde die
Zeitabhangigkeit der | sobavachalkonsynthese vermessen, die in Abbildung 50 illustriert ist.
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Abb. 50: Zeitlicher Verlauf der Isobavachalkonsynthese einer Crotalaria cobalticola-Zellsuspensions-
kultur nach Zugabe von 100 yuM Jasmonsaure (), 100 uM PPF; (O) oder Methanol als
Kontrolle (O). Angegeben ist die Steigerung in Bezug auf das Niveau unbehandelter Zellen
(Mittelwert £ S.D., n = 3).

Der Gehat an Isobavachalkon durchlief bereits nach 24 h ein Maximum und sank dann
innerhalb der folgenden 60 h fast auf das Niveau der Kontrolle ab. Die Abnahme der
| sobavachalkonkonzentration kann so gedeutet werden, dal3 diese Verbindung ein Intermediat
der Biosynthese weliterer, vermutlich glykosylierter Flavonoide ist.

IV.11.3 Induktion der Isochinolinalkaloidbiosynthese in Thalictrum tuberosum-
Zellsuspensionskulturen

Thalictrum tuberosum (Ranunculaceae) akkumuliert antibiotisch wirksame Isochinolin-
alkaloide. Zu diesen Isochinolinalkal oiden gehtren Scoulerin, Columbamin und Berberin, die
sich Uber HPLC trennen und photometrisch bei 280 nm detektieren lassen. In Abbildung 51
sind die drei Alkaloide entsprechend ihres Auftretens im Biosyntheseweg dargestel lt.
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Berberin

Abb. 51: Isochinolinalkaloide von Thalictrum tuberosum (Ranunculaceae).

Die Elicitierung der Zellsuspensionskulturen und die anschlief3ende methanolische Extraktion
der Alkaloide erfolgte wie unter 111.5.2.3 beschrieben. Die quantitative Bestimmung der
Alkaloide wurde photometrisch nach der Methode des externen Standards durch Integration
der Peakflachen bestimmt. Die Eichgerade der Referenzsubstanz Berberin zeigte dabel einen
linearen Verlauf (r = 0.992). In Abbildung 52 ist der Alkaloidgehalt pro ml Zellsuspensions-
kultur nach Zugabe von 0, 100, 200 und 250 uM (Endkonzentration) Elicitor dargestellt.

102



V. Ergebnisse

Scoulerin T
El T
2 Il PPF,
2 15 Jasmonsaure
=
N
£
E 10 -
(_‘—U'
<
(3]
o
T
o
Ie]
=
<

0 100 200

250
Konzentration [uM]
Columbamin
__ 20 1
5 | EEPPF,
E | Jasmonséaure T
o 15 1
IS
=)
= 10 1
e 1
()
=t
s 517
o
é .
. m
0 ]
0 100 200 250
Konzentration [uM]
-| Berberin -"
— 70 -| HIIPPF,
= | Jasmonséaure
2 60 - T
N 50 -
é -
E T
T 30 -
<
5 .
S 20 -
O -
g0
< 1
0 100 200 250

Konzentration [uM]

Abb. 52: Steigerung des Isochinolinalkaloidgehaltes in Thalictrum tuberosum-Zellsuspensionskulturen
nach Zugabe steigender Konzentrationen an Jasmonsaure bzw. PPF;. Angegeben ist die
Konzentration in pug Alkaloid/ml Zellkultur (Mittelwert + S.D., n = 3).

Aus den Abbildungen ist zu entnehmen, dald der Gehat an Isochinolinalkaloiden in
Thalictrum tuberosum-Zellsuspensionskulturen nach Zugabe von PPF; zum Medium
gesteigert wurde. Im Vergleich zu Jasmonsdure ist die Steigerung des Gehats an
Isochinolinalkal oiden durch PPF; jedoch schwach.
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V. Diskussion

V.1 Vorkommen von Prostaglandin-&hnlichen Verbindungen in Pflanzen

Seit der Entdeckung der Prostaglandine im Tier wurde immer wieder von dem Auffinden von
Prostaglandinen in Pflanzen berichtet (Attrep et al., 1980; Janistyn, 1982). Diese Befunde
sind insofern Uberraschend, da mit Ausnahme von einigen niederen Pflanzen (Algen, Moose
und Farne) und verschiedenen Pilzen das Vorkommen der Ausgangssubstanz der
Prostaglandin-Biosynthese, Arachidonsdure, auf das Tierreich begrenzt ist. Arachidonsaure
macht in einigen Rotalgen bis zu 20%, in diversen niederen Pflanzen bis zu 40% und in
manchen Pilzen bis zu 70% des Totalfettsduregehaltes aus (Bundy, 1985).
In vielen Untersuchungen wurden Prostaglandine durch Enzym- oder Radio-Immunoassays,
durch chromatographische Verfahren oder Uber Bioassays nachgewiesen. Diese analytischen
Methoden sind im Falle von pflanzlichen Extrakten jedoch nicht spezifisch, da Pflanzen
trihydroxylierte Verbindungen der Linol- und Linolensaure enthalten. Diese Verbindungen
weisen ein dhnliches chromatographisches Verhalten wie PGE, und PGF, auf und dartber
hinaus besitzen sie eine PGE,-ahnliche Aktivitét in biologischen Testsystemen (Hamberg und
Gardner, 1992; Panossian et al., 1983). Fur eine eindeutige ldentifizierung missen
Prostaglandine daher Uber Methoden wie EI-MS oder NMR analysiert werden. Mittels dieser
Verfahren konnten PGE, und PGF, in der Rotalge Gracilaria lichenoides (Gregson et al.,
1979; Ichiro et al., 1992), PGA1 in Allium cepa (Attrep et al., 1980) und PGF, in Kalanchoe
blossfeldiana (Janistyn, 1982) nachgewiesen werden. Mit Ausnahme der Prostaglandin-Funde
in Algen handelt es sich dabei aber um vereinzelte Berichte, die bisher nicht bestétigt wurden.
Neben der Verflgbarkeit des Substrates ist fur die Biosynthese von Prostaglandinen auch eine
PGH-Synthase-Enzymaktivitédt essentiell, die trotz vielfacher Bemthungen bislang noch nicht
fur Pflanzen gezeigt werden konnte (Hamberg und Gardner, 1992; Sanz et al., 1998). Dal3
sich der Nachweis einer PGH-Synthase-Enzymaktivitét allerdings durchaus schwierig
gestalten kann, zeigte das Beispiel der Koralen Plexaura homomalla und Gersemina
fructicosa. Obwohl Plexaura homonalla hohe Mengen an Prostaglandinen akkumuliert (2-3%
bezogen auf das Trockengewicht) und deshalb in den 70iger Jahren sogar die Hauptquelle fir
die Gewinnung dieser Verbindungen war, konnte erst im Jahr 2000 durch homologe
Klonierung eine PGH-Synthase in den Korallen identifiziert werden (Koljak et al., 2000;
Vamsen et al., 2001). Dies war der erste Nachweis einer PGH-Synthase in Invertebraten.
Koljak et al. folgerten, dal3 sowohl die Enzyme von Invertebraten, als auch die der
Vertebraten von einer "Ur-PGH-Synthase" abgeleitet sind.
Seit 1990 weil3 man durch die Arbeiten von Morrow et al., da3 eine PGH-Synthase-
Enzymaktivitét nicht zwingend notwendig ist, um Prostaglandin-dhnliche Verbindungen aus
Arachidonséure (Isoprostane) in vivo zu synthetisieren (Morrow et al., 1990a). Voraussetzung
fir die Entstehung von Isoprostanen ist das Vorhandensein von Arachidonsaure und
molekularem Sauerstoff.
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Um zu untersuchen, ob Isoprostane nicht nur im tierischen Organismus gebildet werden,
sondern auch in niederen Pflanzen, untersuchten wir ein Lebermoos, Marchantia polymorpha.
Dieses Lebermoos enthdlt bis zu 7% Arachidonsdure (bezogen auf den Totalfettsduregehalt)
(Chiou et al., 2001). Fur die Untersuchungen wurden Zellen einer Marchantia polymorpha-
Zellsuspensionskultur direkt nach der Ernte aufgearbeitet (siehe 1V.1). Jedoch konnten keine
Isoprostane in den Zellen detektiert werden. Deshalb wurde in einem weiteren Versuch durch
Einfrieren und anschlief3endem Auftauen der Zellen eine Lipidperoxidation forciert. Nach
Aufarbeitung der so oxidativ geschadigten Zellen konnten tatséchlich iPF, in Marchantia
polymorpha nachgewiesen werden (siehe 1V.1, Abb. 16). Allerdings erforderte selbst die
Detektion im NICI-Modus der MS, welche in der Literatur als sensitivste Nachweismethode
fur Prostanoide beschrieben ist, eine Aufarbeitung von ca. 10 g Pflanzenmaterial. Zwar kann
man mit NICI-MS Prostanoide noch im pg-Bereich detektieren, jedoch basert die
Identifizierung allein auf der Bestimmumg der Retentionszeit und des Molekiilionenpeaks
[M7]. Charakteristische Fragmentionen einer Substanz erh&lt man bei dieser Detektion nicht.
Um einen sicheren Nachweis einer Substanz zu erbringen, sollte diese daher Uber GC-EI-MS
vermessen werden. Hierbel sind die Retentionszeit und das Fragmentierungsmuster einer
Verbindung fir deren ldentifizierung ausschlaggebend. Um ein El-Massenspektrum von
Prostaglandinen (nach Aufarbeitung und Derivatisierung) zu erhalten, braucht man ca. 1 ug
dieser Substanz in der zu untersuchenden Matrix. Fur die Pflanzenaufarbeitung bedeutet dies,
dald die Menge des zu untersuchenden Pflanzenmaterials hétte drastisch erhoht werden
muissen. So wurden beispielsweise fir den Nachweis von PGA1 mittels GC-EI-MS 15-22 kg
Zwiebeln aufgearbeitet (Attrep et al., 1980).

Da, wie zuvor erwéhnt, weder das Vorkommen von C20-Fettsduren noch eine PGH-Synthase-
Aktivitdt for hohere Pflanzen beschrieben ist, stellt sich die Frage, ob tatséchlich PGA;
nachgewiesen wurde. Denkbar wére eine Detektion von iPA;: enige Isoprostane sind
lediglich Sterecisomere von Prostaglandinen, die ahnliche Fragmentierungsmuster im El-
Massenspektrum (sieht man von geringen Fragmentintensitétsunterschieden ab) aufweisen.
Dies ist in Abbildung 53 am Beispiel von PGF,; und iPF2a-111 illustriert. Dies bedeutet, dal3
der Nachweis Uber EI-MS nicht ausreicht, um Isoprostane sicher von Prostaglandinen zu
unterscheiden.

Fur die Synthese von Isoprostanen ist lediglich die Anwesenheit einer ungeséttigten Fettsdure
erforderlich, d.h. im Fal von iPA; muld Eicosatriensaure, die biogenetische Vorstufe der
Arachidonsaure, vorhanden sein. Um 1 pg iPA; durch Autoxidation zu erzeugen, benttigt
man ca. 100 ug Eicosatriensaure. Dies bedeutet, dal3 die Einbringung von 100-1000 pg
Eicosatriensdure in 15-22 kg Pflanzenmaterial ausreichend wére, um eine nachweisbare
Menge an iPA; zu erzeugen. Es ware dabei denkbar, dal3 Eicosatriensdure durch
Kontaminationen wie beispielsweise Pilze in die Proben eingebracht und wahrend der
Probenaufarbeitung zu Isoprostanen autoxidiert wurde. Bei den oben genannten
Prostaglandin-Funden in hoheren Pflanzen ist es daher moglich, dald statt Prostaglandine
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Isoprostane detektiert wurden, die durch Verunreinigungen der Proben mit Eicosatriensdure
bzw. Arachidonsdure entstanden sind.
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Abb. 53: ElI-Massenspektren der Methylester-TMS-Ether-Derivate von PGF,; und iPFo,-Ill, wobei sich
die Verbindungen nur durch die Konfiguration an C8 unterscheiden.

V.2 Phytoprostane: Marker von Lipidperoxidation in vitro und in vivo

Lipidperoxidation ist im Lebensmittelbereich von grof3er Bedeutung, da die Oxidation von
ungesittigten Fettsiuren zum , Ranzigwerden® von Olen und damit zum Nahrwertverlust von
Nahrungsmitteln, die ungeséttigte Fettsduren enthalten, fuhrt. In den letzten Jahren wurde
Lipidperoxidation auch in der Humanmedizin immer bedeutsamer, da viele Krankheitsbilder
mit dem Auftreten von frelen Radikalen und dem sogenannten ,oxidativen Stress‘ in
Verbindung gebracht werden. In Tabelle9 sind einige dieser Erkrankungen und
Intoxikationen aufgefuhrt.

Diabetes (Davi et al., 1999) - CCl,-induzierte Lebervergiftung (Morrow et
al., 1990a)

Alzheimer (Pratico et al.,1998b) - Koronare Reperfusionsschéden (Delanty et
al., 1997)

Atheriosklerose (Pratico et al., 1997) - Rauchen (Relilly et al., 1996)

Allergisches Asthma (Dworski et al., 1999) - Alkohol-induzierte L eberschadigung

(Alehnik et al., 1998)

Tab. 9: Erkrankungen bzw. Intoxikationen, die mit dem Auftreten von freien Radikalen in Verbindung
gebracht werden und bei denen eine erhdhte Isoprostankonzentration gemessen werden
kann [Review-Artikel (Roberts und Morrow, 2000)]. Die Isoprostankonzentration korreliert mit
dem Schweregrad der Erkrankung bzw. mit der Starke der Noxe.
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Der Begriff ,oxidativer Stress® kann bis heute jedoch nicht genau definiert werden. Die
grundlegenden Fragen, die sich zu diesem Thema stellen, sind: Welches Mal3 an
Lipidperoxidation einer Zelle kann als normal betrachtet werden? Welche Konzentration an
ROS kann von einer Zelle entgiftet werden und bel welcher kommt es zu einer
Zellschadigung?

Bidang nutzte man eine Viefadt von Indizes (z.B. Maondiadehyd, Tab.10), deren
Konzentrationsanstieg mit dem , oxidativen Stress* einherging, jedoch sind die genutzten
Verbindungen nicht immer spezifisch und héaufig chemisch instabil. Daher wurden grofe
Anstrengungen unternommen, um einen Marker fur Lipidperoxidation zu etablieren, der sich
durch chemische Stabilitdt und zuverldssige Nachweismdglichkeiten auszeichnet. In
Tabelle 10 ist eine Auswahl haufig gebrauchter Marker und deren Vor- und Nachteile
aufgefihrt.

Isoprostane stellen eine neue Klasse von Marker fur Lipidperoxidation dar. Sie sind
spezifische Produkte der Lipidperoxidation, die einer genauen Quantifizierung zuganglich
sind (siehe 1.2.) und sich durch chemische Stabilitdt auszeichnen. Bel der Etablierung eines
Markers fur Lipidperoxidation wurden Isoprostane mit F-Ringsystem bevorzugt, da sie sich
durch besondere Stabilitét auszeichnen (Roberts und Morrow, 2000).

Isoprostane konnten in alen biologischen Geweben und Flissigkeiten gesunder Personen
nachgewiesen werden, was zum ersten Mal die Moglichkeit erdffnete, Lipidperoxidation in
ungeschadigtem Gewebe genau zu quantifizieren (Roberts und Morrow, 2000).
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Hauptprodukte der Oxidation von w-6 Fettsauren (z.B. Arachidonsdure) sind 4-
Hydroxynonenal und Hexenal (Esterbauer et al., 1991), die von w-3 Fettséuren (z.B. a-
Linolensdure) Propana und 4-Hydroxyhexena. Diese Aldehyde sind die am meisten
verbreitetsten Aldehyde in biologischen Geweben. Sie kénnen durch GC-MS-Analysen
bestimmt werden. Da sie jedoch mit DNA, RNA oder Proteinen reagieren und dartber
hinaus auch noch fliichtig sind, ist eine genaue und zuverlassige Quantifizierung kaum
maglich.

Ein anderer weitverbreiteter Marker der Lipidperoxidation ist Malondialdehyd. Es wird
héufig durch den Thiobarbitursdure-reaktive-Substanzen-Test detektiert, wobel nach
Erhitzen von Maondialdehyd mit Thiobarbitursdure ein rosa geféarbtes Chromophor
entsteht, welches photometrisch bei 532 nm vermessen werden kann. Dieser Test ist
alerdings bel Verwendung von biologischem Material ungenau, da viele Substanzen mit
Thiobarbiturséure ein solches Chromophor bilden. Daneben ist ebenfalls bekannt, dal3
Malondialdehyd as ein Nebenprodukt der PGH-Synthase-Aktivitdt in Blutpléttchen
gebildet wird (Hamberg et al., 1975), d.h. dal3 Maondialdehyd nicht nur durch nicht-
enzymatische Lipidperoxidation entsteht.

Ein Vegleich des Thiobarbitursduretests mit ener GC-MS-Anadyse von
Mdondialdehyd zeigte die Unzuverléssigkeit des Testes sehr deutlich auf: das
photometrische Verfahren lieferte eine 10fach hohere Konzentration als die GC-MS-
Andyse, was vor dlem auf das Erhitzen der Probe und das damit einhergehende
Degradieren von Peroxiden zu Aldehyden zurtickgefthrt werden kann (Gutteridge, 1986;
Yeo et al., 1994).

Das Messen von konjugierten Dienen bei 230-235nm zeigt in Fettsaureaut-
oxidationsansdtzen den Beginn der Lipidperoxidation an. Eine Bestimmung von
konjugierten Dienen in biologischen Flissigkeiten hingegen ist nicht zuverlassig, da bei
230-235 nm eine Vielzahl von Substanzen Licht adsorbieren. Dartiber hinaus werden
konjugierte Diene nach Probennahmeex vivo weitergebildet und so spiegdlt die Analyse
nach Aufarbeitung der Probe nicht den Zustand bel Probennahme wieder (Dormandy
und Wickens, 1987).

Die Bestimmung von Ethan und Pentan in der Atemluft stellte bislang die Methode zur
nicht-invasiven Messung der Lipidperoxidation dar, da w3-Fettsduren Ethan und w6-
Fettsduren Pentan liefern, wenn sie oxidieren (Reily et al., 1974). Jedoch it die genaue
quantitative Erfassung der Ethan-/Pentanentstehung durch ihre Flichtigkeit, ihr Vor-
kommen in der Umwelt und durch die mdgliche Bildung durch Bakterien extrem
erschwert.

Tab. 10: Gebréuchliche Marker zur Bestimmung des Ausmalies der Lipidperoxidation in tierischen
und pflanzlichen Geweben.

Die oben genannten Lipidperoxidationsmarker, ausgenommen Isoprostane, finden ebenfalls
Anwendung in Pflanzen und auch hier fuhrt ihre Instabilitét und Flichtigkeit zu ungenauen

Ergebnissen.
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Mit der Entdeckung der PPF; ertffnet sich eine neue Perspektive fur die Quantifizierung von
Lipidperoxidation in Pflanzen: PPF; sind wie iPF, stabile Endprodukte der Lipidperoxidation,
die durch GC-MS sensitiv und selektiv detektiert werden konnen. Mit der in dieser Arbeit
entwickelten Methode konnten PPF; nicht nur in Linolensiureautoxidationsansdtzen
quantifiziert werden, sondern auch in fetten Olen nach Hydrolyse von Triglyceriden. Als
Marker der oxidativen Degradierung bzw. zur Bestimmung der Nahrungsmittelqualitét sollte
jedoch der PPF;-Gehalt dem Linolensduregehalt gegentibergestellt werden. In Sojadl wurden
8.2 g (entspricht 2.5 x 10°® mol) PPF; und 130.8 mg (entspricht 4 x 10 mol) Linolenssure/g
Ol gefunden (siehe 1V.7), d.h. PPF; und Linolensiure lagen im Verhdtnis 1:16000 vor. Im
Leinél hingegen konnten 105.7 ug (entspricht 3 x 107 mol) PPF; und 790.3 mg (entspricht
2.4x 10 mol) Linolensaure/g Ol nachgewiesen werden, d.h. PPF; und Linolensaure lagen in
einem Verhdtnis von 1:8000 vor. Dieses Ergebnis zeigt, dal3 die Lipidperoxidation im Leindl
stérker fortgeschritten war als im Sojadl. Die Konzentration der PPF; und damit das Ausmal3
der Lipidperoxidation héngt von mehreren Faktoren ab, beispielsweise dem Linolensaure-
gehalt, dem Alter, der Art der Lagerung und dem Tocopherolgehat eines Oles. Um die
Wertigkeit eines Produkt wiederzugeben, sollte man Molverhditnisse der PPFp zur
Linolensdure festlegen. Hierfir muften die Messungen jedoch mittels Massenspektrometrie
erfolgen, was einen relativ grof3en Derivatisierungs- und Gerdteaufwand bedeutet. Eine
Methodik, die von vielen, auch kleinen, Lebensmittellaboren durchfihrbar wére, ist der
Nachweis mit Hilfe eines Enzymimmunoassays. Fir das C20-homologe iPF,-111 existiert ein
solcher Test bereits, der auch kommerziell erhdltlich ist. Bel Anwendung dieser Methodik
wére die Erarbeitung von Grenzwerten des PPF;-Gehaltes fur Lebensmittel notwendig.
Weiterhin mufdten die Ergebnisse der PPF;-/Linolensaurebestimmung mit Daten, die durch
klassische Verfahren wie beispielsweise Peroxidbestimmung oder dem Malondial dehydtest
erhalten wurden, verglichen werden. Somit sind die erhatenen Werte nur erste Ergebnisse,
die einen moglichen neuen, chemisch stabilen Marker von Lipidperoxidation in
Pflanzenmaterialien vorstellen. Zur Etablierung von PPF; als Marker im Lebensmittelbereich
sind noch weitere, umfassendere Untersuchungen notwendig.

PPF1 konnen nicht nur as Marker fur Lipidperoxidation von isolierten pflanzlichen
Inhaltsstoffen, wie z.B. fetten Olen, sondern auch von Pflanzengeweben dienen. Linolensiure
liegt in Pflanzen zu Uber 90% verestert in Membranen und nur zu einem kleinen Teil frei vor.
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit pflanzliche Lipide sowohl mit as auch ohne
vorherige Hydrolyse vermessen (siehe 1V .8).

Als erstes Versuchsmaterial wurden Teedrogen auf das Vorkommen und den Gehalt an PPF;
untersucht. Es war zu erwarten, dal3 in getrocknetem Pflanzenmaterial eine massive
Lipidperoxidation stattgefunden hat, da antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe (Vitamin E,
Phenole, Ascorbat, Glutathion etc.) und Enzymsysteme oxidiert bzw. abgebaut sind. In den
verwendeten Teedrogen konnten Konzentrationen zwischen 2406-20010 ng/g TG fir frele
und 2680-47280 ng/g TG fir veresterte PPF; nachgewiesen werden (1V.8.4.1, Tab. 7). Die
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leicht schwankenden Verhdtnisse von freien zu veresterten PPF; von 1:1 bei Colchici semen
im Vergleich zu 1:3 be Hyperici herba, sind vermutlich auf unterschiedliche
Lipaseaktivitaten zurtickzuf ihren.

In intakten Zellen findet ebenfals eine wenn auch im Vergleich zu toten Zellen stark
reduzierte- Autoxidation statt. Unter physiologischen Bedingungen kénnen Radikale und
ROS in der Atmungskette, wahrend der Photosynthese sowie durch Cytochrom P450-Enzyme
gebildet werden (Lambund Dixon, 1997), wobel die Radikae durch vorhandene
antioxidative Systeme inaktiviert werden koénnen. Zu diesen Systemen gehéren Katalasen,
Peroxidasen, Superoxiddismutasen und das Glutathionsystem, das aus oxidiertem und
reduziertem Glutathion, sowie der Glutathion-Peroxidase und -Reduktase besteht. Neben
diesen enzymatischen Schutzmechanismen sind in der Pflanzenzelle noch niedermolekulare
Stoffe, wie z.B. Vitamin E oder Carotinoide, enthalten, die langlebige, stabile Radikale bilden
und so eine Propagierung radikalischer Reaktionen unterdriicken kénnen. Trotz der hohen
Effizienz dieser Schutzsysteme kann es in ungeschadigten wie auch in geschadigten Pflanzen
zur Oxidation von Geweben bzw. Gewebebestandtellen kommen. Eine solche oxidative
Schadigung wird haufig mit dem Begriff , oxidativer Stress*® bezeichnet. Allerdings gibt es
bislang noch kein allgemein akzeptiertes Mal3, um das Ausmal? vom , oxidativen Stress* zu
erfassen. Der Nachweis von PPF; in Pflanzenzellen (intakte Pflanzen: 43-1380 ng frele
PPF1/g TG bzw. 470-11690 ng veresterte PPF/g TG; Zellsuspensionskulturen: 23-316 ng
frele PPF1/g TG bzw. 150-3320 ng veresterte PPFi/g TG) ermoglicht es, das Ausmal? der
Autoxidation in unbeschédigten Pflanzenzellen zu quantifizieren. Diese Befunde zeigen die
Maoglichkeit auf, PPFi/Linolensaure-Verhéltnisse festzulegen und diese as ,normal® oder
»erhoht” einzustufen. Hierflr sind weitere umfassende Untersuchungen notwendig.

Dartiber hinaus sind PPF; vermutlich ubiquitdr im Pflanzenreich verbreitet. Diese Hypothese
stitzt sich auf den Nachwels von PPF; in insgesamt 16 verschiedenen Pflanzenarten aus 13
systematisch weit entfernten Pflanzenfamilien, die im Rahmen dieser Arbeit analysiert
wurden. Zudem ist die Ausgangsverbindung der PPF;-Synthese, a-Linolensdure, ubiquitdr im
Pflanzenreich verbreitet ist.

Das Verhdltnis von PPE; zu PPF; gibt Hinweise auf das Milieu in dem eine Lipidperoxidation
stattfindet: PPF; werden durch direkte Reduktion aus PPG; gebildet, wahrend durch
Umlagerung und Reduktion D- bzw. E-Ringverbindungen entstehen. Diese Umlagerung
findet bevorzugt in einem wél¥igen Milieu stattfinden (Halbwertzeit PPG; ca. 5 min.; siehe
IV.3.1), wdhrend PPF; eher in einem aprotischen Milieu gebildet werden, da unter den zuletzt
genannten Bedingungen PPG; langer der direkten Reduktion zur Verfligung stehen. Um diese
Vermutung zu Uberprifen, wurde die Konzentration an PPF; und PPE; in
Linolensaureautoxidationansétzen [MeOH/Wasser (1:1, v/v) bzw. Tetrachlorkohlenstoff] und
in frischen Pfefferminzblttern bestimmt. In Tabelle 11 sind die Ergebnisse zusammengefalit.

110



V. Diskussion

Probe PPF, PPE,; Verhdtnis
PPF, zu PPE;
HO/g TG
Frische Blétter
frei 0.076 + 0.004 0.037 + 0.005 2:1
verestert 1124+ 152 0.13+0.004 86:1
Linolensaure-
autoxidationsansatz
protisches
L 6sungsmittel 2380 £ 60 5550 + 340 0411
aprotisches
L 6sungsmittel 11660 + 3600 300+ 10 391

Tab. 11: Vergleich des PPF;- und PPE;-Konzentrationsverhaltnisses in vivo und in vitro. Gehalt an
PPF; und PPE; in Pfefferminzblattern [ug/g TG] und Linolensaureautoxidationsansatzen
[Mo/g Linolensaure]. Es mul3 beachtet werden, dal’ bedingt durch die Aufarbeitungsmethode
veresterte PPA;/B; und PPE; nicht getrennt werden kénnen. Die Angaben stammen aus der
Dreifachbestimmung einer GC-MS-Analyse (Mittelwert + S.D., n = 3).

Im in vitro-System steht die Umlagerungsreaktion der PPG; zu PPE; in direkter Konkurrenz
zur Reduktion zu PPF;. Die Reduktion der PPG; kann wahrend der 10 Tage Autoxidation
durch Linolensdure oder Lipidperoxidationsprodukte oder bei der Aufarbeitung des
Linolensdureautoxidationsansatzes durch Zugabe von Triphenylphosphin stattfinden. Es
zeigte sich, dal3 das protische Ldsungsmittel die Umlagerung zu PPE; beginstigt, wdhrend im
Tetrachlorkohlenstoffautoxidationsansatz vorzugsweise PPF; entstehen. Dabel konnten PPG;
im aprotischen Losungsmittel stabilisiert und spédtestens bei der Aufarbeitung des
Autoxidationsansatzes durch Tripenylphosphin zu PPF; reduziert werden.

In vivo ist die Situation der PPF;-Bildung viel komplexer. Membranen stellen ein unpolares
Milieu dar. In diesen werden PPG; mdglicherweise dhnlich wie in einem unpolaren
Losungsmittel stabilisiert. Die Konzentration der veresterten PPG; hangt von der
Konzentration an ROS und von der Kapazitét der Pflanzenzelle die Bildung von ROS zu
unterdriicken ab.

PPG; sind potentielle Substrate fur reduzierende Enzyme wie beispielsweise der Glutathion-
Peroxidase, so dal3 eine PPF1-Bildung gegenliber der Umlagerung zu PPE; bevorzugt wirde.
Bei dem Vergleich der Konzentrationsverhédltnisse von PPF; zu PPE; fallt auf, dal3 diese in
der Zelle sowohl fir veresterte als auch fir frele Phytoprostane zu Gunsten der PPF;
verschoben sind, was auf eine direkte Reduktion des PPG; zu PPF; hindeutet.

Freie PPF; werden vermutlich durch HerauslGsen von veresterten PPF; aus Membranen
erzeugt. Da dieser Vorgang wahrscheinlich von Lipasen katalysiert wird, hangt die PPF;-
Konzentration im Cytosol zum einen von Lipaseaktivitdééen und zum anderem vom
Metabolismus freier PPF; ab (Abb. 54). Uber die Praferenzen dieser Enzymsysteme ist noch
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nichts bekannt. Alternativ kénnten freie PPF; auch aus freier Linolenséure gebildet und dann
in Membranen eingebaut oder metabolisiert werden. Jedoch ist dieser Weg vermutlich von
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Abb. 54: Hypothetische Bildung von Phytoprostanen in der Pflanzenzelle.

Die Untersuchungen der Pfefferminzblétter deuten daraufhin, da? PPF; vorzugsweise in
Membranen gebildet werden, da die Konzentration veresterter PPF; um mehr als das
140fache hoher ist als die freier PPF;.

Dies sind bisang nur erste Ergebnisse, die die oben genannten Vermutungen zulassen.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um zu zeigen, dal3 (i) Phytoprostane in
Membranen gebildet werden, (ii) sie dort durch Lipasen herausgel6st werden und (iii) PPG,
durch direkte Reduktion, beispiel sweise mittels Glutathion, zu PPF; umgesetzt werden.

V.3 Induzierbarkeit und mogliche Signalfunktion der PPF;

Ein stark erhthtes Vorkommen von Radikalen bzw. ROS in der Pflanzenzelle findet man
wahrend des Abwehrgeschehens beispielsweise beim Angriff durch Pathogene. Diese
Situation wird as ,oxidative burst” (oxidativer Ausbruch) bezeichnet (Lamb und Dixon,
1997; Sandermann jr., 2000) und geht mit der Aktivierung einer membrangebundenen
NADPH-Oxidase einher (Abb. 55) (Lamb und Dixon, 1997; Sandermann jr., 2000). Bei dem
Befall von Zelen mit avirulenten Pathogenen kann ein zweiter, massiver und langer
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andauernder , oxidative burst“ beobachtet werden (Lamb und Dixon, 1997). Diese zweite
Phase ist abhéngig von der Expression spezifischer Abwehrgene; unter anderem kann die
sogengenannte Hypersensitivitéatsreaktion eingeleitet werden, die mit einem Anstieg der ROS-
Konzentration einhergeht und héufig mit dem Tod des befallenen und des direkt umgebenen
Gewebes endet.

v

Elicitor
Z\W ¢ 0O > ROS — Verkniipfung von
* 2 Zellwandelementen
NADPH-
R .
PM ___Oxidase
< >
lonenflisse, v
Qggiﬂrg?ﬂ;gn_—b Aktivierung der Gene fur:

- Hypersensitivitatsreaktion
- Phytoalexinbildung

- Ligninbiosynthese

- Abwehrproteinsynthese

potentials

Abb. 55: Mdgliche Abwehrmechanismen einer Pflanzenzelle gegen Pathogenbefall und deren
mogliche Zusammenhange. ZW (Zellwand); PM (Plasmamembran); R (Rezeptor); ROS
(Reaktive Sauerstoffspezies, engl.: reactive oxygen species) (hach Taiz und Zeiger, 2000).

Um den Verlauf der PPF;-Bildung wahrend einer , oxidativen Stress-Situation® zu verfolgen,
wurden in der vorliegenden Arbeit Zellsuspensionskulturen mit Agentien behandelt, von
denen bekannt ist, dal3 sie eine verstarkte Bildung von ROS induzieren: Paraquat, t-BuOOH,
FeSO4, HgCl, und CuAc; (Cuyperset al., 1999; Garciaet al., 1999; Mosier et al., 1990; Stohs
und Bagachi, 1995). In diesen Versuchen stieg sowohl die Konzentration freier as auch die
Konzentration veresterter PPF; in den Zelen an (siehe 1V.9), wobe dich die
Konzentrationsverlaufe im Ausmald und zeitlichem Verlauf unterschieden. Vermutlich
korreliert die PPF1-Akkumulation mit dem Ausmald der Lipidperoxidation, die wiederum vom
Stimulus, dessen Konzentration und vom antioxidativen Potential der Zellen abhéngig ist.

Der Befund, dai3 die Konzentration veresterter PPF; verglichen mit der freier PPF; meist um
den Faktor 10 hoher lag (sehe 1V.8.9), 18 die Schluf¥folgerung zu, dal3 ROS veresterte
Linolensdure angreifen und oxidieren kénnen. Vermutlich werden PPF; in Membranlipiden
gespeichert und durch aktivierte Lipasen herausgelst, wie es in Arabidopsis thaliana fir
12-Oxo-Phytodiensaure, eine Cyclopentanverbindung der Jasmonatkaskade, gezeigt werden
konnte (Stelmach et al., 2001).

113



V. Diskussion

Ein weiterer Stimulus, der mit der Bildung von ROS in Verbindung gebracht wird, ist die
Verwundung von Pflanzen. So berichteten Orozco-Céardenas und Ryan beispielsweise, dal3
H,O, systemisch in Bléttern verschiedener Pflanzenfamilien nach Verwundung produziert
wird (Orozco-Cérdenas und Ryan, 1999). Um festzustellen, ob Verwundung ebenso zur
Synthese von PPF; fihrt, wurden Pfefferminzblétter verletzt und anschlief3end der PPF;-
Konzentrationszeitverlauf beobachtet (1VV.10.1). Dabei erfolgte direkt nach Verletzung ein
transienter Konzentrationsanstieg freler und veresterter PPF;. Aus diesem Befund kann
geschlossen werden, dal? eine Verwundung von Pflanzen zu Lipidperoxidation und damit zur
PPF,-Akkumulation fuhrt.

Im Gegensatz zu diesen Daten, die die Hypothese unterstiitzen, dal3 die PPFi-Konzentration
im direkten Zusammenhang mit dem Ausmal® der Lipidperoxidation steht, stehen die
Ergebnisse der Behandlung von Bohnenpflanzen mit Paraguat. In diesem Versuch konnte
keine PPFi-Akkumulation verfolgt werden, obwohl Paraguat zur Lipidperoxidation fihrt
(Mosier et al., 1990) (I1V.10.2). Derzeit kann dieser Befund nicht erklart werden. Eine
Erklarung konnte in einem madglichen Verbrauch antioxidativer Systeme liegen. So wére es
denkbar, dal3 durch die Behandlung mit Paraquat die Konzentration an ROS in einem kurzen
Zeitraum rapide ansteigt. Die entstandenen ROS kénnten die antioxidativen Ressourcen der
Zelle, wie beispielsweise Glutathion, aufbrauchen, so dal3 entstandene PPG; nicht mehr zu
PPF; reduziert werden kdnnen, sondern zu PPE; umgelagert werden. Diese Vermutung muf3
jedoch noch experimentell belegt werden.

Betrachtet man die PPF;i-Konzentrationsverlaufe der oben genannten Kinetiken, so ist haufig
nach einem Anstieg der Konzentration eine Abnahme dieser zu verzeichnen. Wie bereits
erwadhnt, werden veresterte PPF; vermutlich durch Lipasen aus Membranen geldst und
anschlief3end in freier Form metabolisiert (Abb. 54). Wahrend bislang noch keine PPF;-
Metabolite in Pflanzen bekannt sind, sind Abbauschritte und Metabolite von Prostanoiden in
Tieren hingegen gut charakterisiert (Marks und Firstenberger, 1999). So findet bei
Prostaglandinen und Isoprostanen héaufig eine Oxidation der Hydroxylgruppen der
Seitenketten und eine b-Oxidation statt, welche sowohl vom Carboxylende as auch - nach
vorangegangener Oxidation - vom Methylende her starten kann (Marks und Firstenberger,
1999) (Abb. 56). Esist zu erwarten, dal3 sich der Metabolismus von Prostanoiden in tierischen
und pflanzlichen Organismen aufgrund verschiedener Enzymausstattungen der Zellen
unterscheidet. Dabel kann in Erwégung gezogen werden, daf3 die Abbaureaktionen der
Phytoprostane denen der Jasmonsaure dhneln, da sie strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen.
Damit konnen folgende Metabolisierungsschritte vermutet werden:

Glykosylierung der Hydroxygruppen
Oxidation der Hydroxygruppen
Reduktion der Doppel bindung
Oxidation des Methylendes
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b-Oxidation der Seitenketten
Konjugation der Carboxylfunktion beispielsweise mit Aminoséuren (Abb. 55).

Diese hypothetischen Reaktionen miissen noch experimentell Gberprift werden.

Glucosylierung
3-Oxidation Oxidation

HO Hydroxylierung

7,
HO OH Hydroxylierung COOH

RO Oxidation HO
Oxidation 3-Oxidation
Konjugation

Abb. 56: Metabolismus der Isoprostane und Prostaglandine im Tier und mdégliche Metabolisierung der
PPF; in der Pflanze.

Die beim ,oxidative burst” entstehenden ROS wirken direkt als protektive Agentien gegen
Pathogene. Sie verursachen die oxidative Quervernetzung von Zellwandelementen und
mindestens eines der ROS, HO,, wird as Mediator des ,,oxidative burst” diskutiert (Lamb
und Dixon, 1997, Sandermann jr., 2000; Orozco-Cérdenaz et al., 2001). H,O, soll dabei die
Rolle eines,, second messengers‘ einnehmen (Orozco-Cérdenaz et al., 2001). In Folge kdnnen
Defensivgene  aktiviert werden, die zur Akkumulation von Phytoalexinen und
Abwehrproteinen fiihren und den programmierten Zelltod einleiten.

In diesem Zusammenhang ist die hohe strukturelle Verwandtschaft der PPF; zu den
enzymatisch gebildeten Jasmonaten bemerkenswert. Jasmonate sind Pflanzenhormone, die
unter anderem am Abwehrgeschehen beteiligt sind (siehe 1.3.4). PPF; konnten an
Jasmonatrezeptoren binden und so eine Abwehrantwort auddsen. Solche zufédlige
Kreuzreaktionen konnten fur die C20-homologen iPF, im Tier mit Thromboxan- bzw.
Prostaglandinrezeptoren gezeigt werden (siehe 1.2.3.4). Aufgrund der Induzierbarkeit und der
biologischen Aktivitét der iPF, werden sie heute als Mediatoren des , oxidativen Stress®
diskutiert. Es stellte sich daher die Frage, ob PPF; - analog den iPF, im Tier - in der
Pflanzenstressphysiologie eine Rolle als Mediator spielen. In den gewahlten Testsystemen
[Eschscholzia californica (1V.11.1), Crotalaria cobalticola (1V.11.2) und Thalictrum
tuberosum (I1V.11.3)] induzierte die Zugabe eines PPF;-Gemisches zu den Zellen eine
Phytoalexinakkumulation. Dagegen waren die im Eschscholzia californica-Testsystem
eingesetzten reinen PPFi-Regioisomere nicht aktiv (Abb. 47). Da diese jedoch nur vier
racemische PPFi-lsomere aus insgesamt 32 PPFi-Isomeren waren, mul3 ein Zie
nachfolgender Arbeiten die Isolierung bzw. die Synthese von weiteren stereochemisch
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definierten PPF;1-1someren sein, die in den oben genannten Testsystemen auf ihre biologische
Aktivitdt getestet werden mussen.

Die massive Synthese von ROS wahrend des ,,oxidative burst® kann zur Oxidation zellul&rer
Strukturen fihren, wobel hier vor alem die Lipidperoxidation von Membranen zu
Zéellschaden bis hin zum Zelltod fuhren kann (Bowler und Fluhr, 2000). Veresterte
Fettsdureoxidationsprodukte in Membranen konnen die Membranintegritét storen und ein
Plasmaleck verursachen. In dieser Hinsicht wurde postuliert, dal3 F-Ring-1soprostanoide
aufgrund ihrer stark geknickten Struktur, den drei Hydroxygruppen und dem anhéngenden
lipophilen Rest an der Entwicklung eines Membranlecks beteiligt sind (Lawson et al., 1999;
Morrow et al., 1992a; Rokach et al., 1997a). Ahnliches kann fir PPFy in Pflanzen
angenommen werden, da PPF; ebenfalls die genannten strukturellen Charakteristika
aufweisen. Jedoch ist nicht bekannt, in welchen Konzentrationen membrangebundene
oxygenierte Fettsdurederivate letal fir Zellen sind.

Zusammenfassend liefern diese Befunde erste Evidenzen fir eine Hypothese, welche as
Ausgangsbasis weiterer Untersuchungen zum Geschehen bei ,,oxidativem Stress* dienen soll
(Abb. 57): PPF; fungieren as Signalstoffe einer , oxidativen Stress*-Situation in Pflanzen.
Dabei wére es denkbar, dal3 PPF; selbst Mediatoren der oxidativen Zellverletzung sind (wie
es fur die C20 homologen iPF im Tier diskutiert wird) oder in andere Signalkaskaden, wie
bei spiel sweise der Jasmonatkaskade, eingreifen und so das Abwehrgeschehen beeinflussen.

ZW Verkniipfung von
l ©: ? ROS =¥ cliwandelementen A
NADPH- > ) Veranderung der
PM Oxidase > ROS PIIDF Membranintegritat
induzierbare v
Anderungen
LmoIensaure » PPF, des Mc_er:wbran-
potentials
? ?
Jasmonsaure H
/ \“frUhe Gene” l
Signalgene

Genaktivierung Genaktivierung

Abb. 57: Mdogliche Beteiligung der PPF; bei der Pathogenabwehr. PM (Plasmamembran); R
(moglicher Rezeptor); ROS (Reaktive Sauerstoffspezies, engl.: reactive oxygen species);
ZW (Zellwand).
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Es drangt sich ein Vergleich zwischen enzymatischen und der méglichen nicht-enzymatischen
Signalwege in Tieren und hoheren Pflanzen auf. Diese Signalwege sind in Abbildung 57
direkt gegentbergestellt.

Zwischen Jasmonaten und Prostaglandinen sind Paralelen zu erkennen, die nicht nur
struktureller, sondern auch funktioneller Art sind (Bergey et al., 1996). So sind beide
Substanzgruppen Cyclopentanverbindungen, die am Abwehrgeschehen des jeweiligen
Organismus beteiligt sind. Diese Parallelen konnen heute auf iPF, als mogliche Mediatoren
des ,oxidativen Stress* im tierischen und PPF; im pflanzlichen System erweitert werden.
Beide Substanzgruppen sind Cyclopentanverbindungen und werden tber Radikal-katalysierte
Oxidation gebildet. Die Konzentration von biologisch aktiven iPF, im Tier steigt mit dem
Ausmal’ der Lipidperoxidation, verursacht durch Erkrankungen oder Intoxikationen, an. Die
Konzentration an PPF; in Pflanzen steigt vermutlich ebenfalls mit dem Ausmald3 der
Lipidperoxidation und PPF; weisen eine biologische Aktivitét in Pflanzen auf. Wéhrend iPF;
aufgrund der oben genannten Befunde als Mediatoren des ,oxidativen Stress® diskutiert
werden, erfordert die Beurteilung der PPF; hinsichtlich einer méglichen Funktion als
Mediatoren des ,, oxidativen Stress* noch weitere Untersuchungen.

Tier Pflanze

AA»| PG, p{ iPF, Membran | PPF; |« PPG; | <€ |Ln

3 ) S — ) )
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. =/\\/ .
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COOH
v HO OH v
H ’ o
Ot $CTA, S OAN
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“oxidativen Stress”

Abb. 58: Enzymatisch und nicht-enzymatisch gebildete Cyclopentanverbindungen im tierischen und
pflanzlichen Organismus. AA (Arachidonsaure); Ln (Linolensaure).
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V.4 Biologische Aktivitét im Tier

Prostaglandine sind Mediatoren im tierischen Organismus, die eine Vielzahl von
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen regeln (siehe 1.1.4, Tab.2). Die
strukturverwandten |soprostane sind ebenfalls biologisch aktiv und werden as Signastoffe,
die bel ,oxidativem Stress’ gebildet werden, diskutiert. Beide Verbindungsklassen werden
endogen im Korper gebildet, rasch metabolisert und wirken daher nur in der direkten
Umgebung des Bildungsortes. Oral aufgenommene Prostanoide werden schlecht resorbiert
und schnell metabolisiert, so dal3 sie vermutlich auf diesem Wege keine Effekte im Tier
erzielen. Metabolisch stabilere Prostaglandin-Analoga mussen bei oraler  Anwendung
mindestens in einer Dosierung von 100 pg verabreicht werden. Es ist denkbar, dal3 PPF;
aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu PGF24 und iPFoa-111 Wechselwirkungen mit deren
Rezeptoren elngehen kdnnen und so eine biologische Aktivitédt im Tier besitzen.

Aufgrund des Nachweises von PPF; in alen in dieser Arbeit untersuchten Pflanzen, kann
davon ausgegangen werden, dal3 PPF; in vielen pflanzlichen Lebensmitteln vorkommen. Bei
oraler Aufnahme werden Phytoprostane vermutlich schlecht resorbiert und rasch
metabolisiert, so dal3 eine systemische Wirkung der Phytoprostane im tierischen Organismus
vermutlich nicht zu erwarten ist. Dagegen konnten lokale Kontakte von Phytoprostanen mit
Schleimhauten, beispielsweise am Auge oder in den Bronchien, Reizungen hervorrufen.

Die topische Anwendung von PGF,-Estern oder -Analoga am Auge (ca. 1-10 pug/Auge) wird
therapeutisch zur Senkung des Augeninnendrucks bei Glaukomapatienten verwendet
(McKibbin und Menage, 1999). Fir iPF,-11l konnte gezeigt werden, dal3 es ein potenter
Vasokonstriktor der Retinagefélde ist (Lahaie et al., 1998; Michoud et al., 1998). Ein sehr
interessantes Ergebnis wurde 2001 von Hou et al. veroffentlicht: Ein Metabolit des iPFa-11|
(15-Fx-lsoprostane, 8-isoPGF»,), 2,3-Dinor-5,6-dihydro-iPFa,-111, besitzt eine vergleichbare
biologische Aktivitét wie sein Precursor in bezug auf Vasokonstriktion von Retina- und
Gehirngeféal3en, sowie hinsichtlich der Steigerung des intrazelluldren Calciumspiegels in
Astrogliazellen (Hou et al., 2001). Bis zu diesen Untersuchungen war kein Metabolit eines
Prostanoids beschrieben, der eine biologische Aktivitdt aufweist, da die Metabolisierung vor
allem der Inaktivierung von Prostanoiden dient. Dieser Befund zeigte zum ersten Mal, dal3
auch C18-Prostanoide im tierischen Organismus hoch wirksame Verbindungen sein konnen.
Deswelteren konnte bei einer intratrachealen Verabreichung von iPFa,-I11 (Verabreichung
von 354 bzw. 3540 ng/Tier) eine Dosis-abhangige Verengung der Atemwege festgestellt
werden. In hoheren Dosen verursachte iPF,-111 eine Plasmaexsudation (Okazawa et al.,
1997).

In diesem Zusammenhang sind die hohen Konzentrationen freier PPF; in frischen Birken-
pollen (siehe IV.8.5) bemerkenswert. Der Gehalt an freien PPF; in Betula pendula/pubescens-
Pollen (32440 ng/g) ist ca. eine Grofdenordnung hoher als der Gehalt freler PPF, in anderen
frischen Pflanzenorganen, auch wenn der Gehalt an veresterten PPF; anndhernd dem anderer

frischer Pflanzenorgane entspricht (Tab. 6). Da PPF; vermutlich gut wasserléslich sind, ist es
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denkbar, dal? sie aus Pollen oder autoxidiertem Pflanzenstaub, der ins Auge oder in die oberen
Atemwege gelangt ist, durch das wal¥rige Milieu des tierischen Gewebes extrahiert werden
und eventuell wie ihre C20-Homologen eine biologische Aktivitét im Tier austiben.

Bel ersten Versuchen, die mit reinen PPB;-1someren vorgenommen wurden (unveréffentlichte
Daten Thoma, 2000), zeigte sich, dal? diese schwache bronchokonstriktorische Eigenschaften
besitzen. Jedoch sind die C20-homologen Verbindungen, PGB;, ebenfalls nur schwache
Bronchokonstriktoren. Besonders stark wirksame Bronchokonstriktoren sind Prostanoide mit
F-Ringsystem wie beispielsweise PGF;, PGF, und iPFa-lll, wie be intratrachealer
Verabreichung dieser Substanzen am Meerschweinchen beobachtet werden konnte. Daher
galt das Hauptaugenmerk den PPF;. In ersten Versuchen wurden Meerschweinchen mit einem
Isomerengemisch der PPF; behandelt (Dr. Jan Lotvall, Lung Pharmacology Group, Dep. of
Respiratory Medicine und Allergology, Sahlgrenska Hospital, Goteburg), wobei allerdings
keine Bronchokonstriktion beobachtet wurde. Jedoch konnten aktive Isomere in dem
Isomerengemisch in zu niedrigen Konzentrationen vorhanden gewesen sein. Und so bleibt zu
zeigen, ob reine PPF;-Isomere eine Bronchokonstriktion aus dsen.
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V.5 Ausblick

Phytoprostane F1 (PPF1) sind Autoxidationsprodukte von a-Linolensdure, die sich durch
chemische Stabilitéé und ihr vermutlich ubiquitdres Vorkommen im Pflanzenreich
auszeichnen. Aufgrund dieser Eigenschaften eignen sich PPF; prinzipiell als Marker von
Lipidperoxidation.

Die Induzierbarkeit der PPF;-Akkumulation durch ,,oxidativen Stress* und die Induktion der
Phytoal exinakkumulation bel Stimulation mit PPF; 183 die Vermutung zu, dal3 PPF;, dhnlich
den Isoprostanen F, im Tier, Signalstoffe der oxidativen Zellverletzung darstellen. Diese
Hypothese gilt es durch weitere Untersuchungen zu Uberprifen. Eines der ersten Ziele dieser
Versuche mui3 die Isolierung bzw. Synthese reiner PPF1-Isomere mit definierter Stereochemie
sein, da bidang nur vier racemische PPF;-Diastereomere aus insgesamt theoretisch 32
Isomeren isoliert und untersucht wurden. Diese wiesen keine biologische Aktivitét auf.

Die transienten PPF1-Konzentrationsverlaufe nach Behandlung von pflanzlichen Zellen mit
verschiedenen Stimuli lassen auf eine rasche Metabolisierung der PP, schliefen.

DarUber hinaus stellt sich die Frage, wie PPF; ihre Wirkung vermitteln. Erste Vorversuche
(Daten nicht gezeigt) lassen die Vermutung zu, dal3 PPF; die Synthese von Jasmonsdure
induzieren. Diese Befunde missen jedoch noch bestétigt werden. Alternativ wére es auch
denkbar, dal PPF; aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit Jasmonaten an
Jasmonatrezeptoren binden. Allerdings sind die postulierten Jasmonatrezeptoren bislang noch
nicht identifiziert worden.

Neben diesen , pflanzlichen® Aspekten sollte eine mdgliche Wirkung von PPF; auf den

tierischen Organismus genauer untersucht werden. Voraussetzung fur diese Untersuchungen
ist die Verflgbarkeit von PPF;-Isomeren mit definierter Konfiguration.
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V1. Zusammenfassung

Untersuchungen zur Synthese von Prostaglandin-Analoga in Pflanzen erbrachten folgende
Ergebnisse:

1.

Isoprostane R, (iPF,) konnten erstmals in einer Pflanze, Marchantia polymorpha, mittels
GC-MS-Anayse nachgewiesen werden. In lebenden Zellen war die iPF-Konzentration
unterhalb der Nachweisgrenze. Erst nach Abtéten und Lagerung der Zellen konnten iPF;
eindeutig identifiziert werden. Die Bildung von Isoprostanen erfolgte vermutlich nicht-
enzymatisch durch Autoxidation endogener Arachidonsaure.

Durch Autoxidation von a-Linolensdure in vitro wurden Prostaglandin Fz-ghnliche
Verbindungen erhaten, die als Phytoprostane F; (PPF;) bezeichnet werden. Mittels
saulenchromatographischer Aufreinigung wurde ein PPF;-Gemisch gewonnen, das
theoretisch aus 2 Regioisomeren (Typ | und 1) mit jeweils 16 Stereoisomeren besteht.
Durch nachfolgende Reinigung Uber RP-HPLC konnten aus diesem Gemisch reine PPF;-
Regioisomere vom Typ | und |l isoliert werden, die erstmals Uber hochauflGsende
M assenspektroskopie und NMR spektroskopisch charakterisiert werden konnten.

Es wurde eine GC-NICI-MS-Methode zur quantitativen Bestimmung von PPF; in
biologischem Material entwickelt, welche sich durch eine hohe Spezifitét und Linearitét
auszeichnet. Dieses Verfahren trennt offenkettige Triole, die durch Autoxidation von a-
Linolensaure entstehen und eine Quantifizierung der PPF; stéren kénnen, ab. [*20]sPPF
wurden aus Linolensiure durch Autoxidation unter 80,-Atmosphére hergestellt. Die
[180]sPPF;-Isomerenmischung wurde quantifiziert und als interner Standard fir GC-MS-
Anaysen verwendet. Die Nachweisgrenze fir PPF; lag bel 100 pg.

PPF; konnten in freier und veresterter Form in pflanzlichen Zellen nachgewiesen werden.
Die Konzentration nicht veresterter PPF; belief sich in pflanzlichen Zellkulturen auf 23-
316 ng/g TG, wahrend in intakten Pflanzen Konzentrationen zwischen 43-1380 ng/g TG
bestimmt werden konnten. Veresterte PPF; lagen in einer ca. 10fach hoheren
Konzentration vor. Eine Ausnahme bildeten Pollen verschiedener Betula-Arten, bel denen
die Konzentration freier PPF; (1-32 pg/lg TG) die Konzentration veresterter PPFp
(1-26 pg/g TG) Uberstieg. In verschiedenen getrockneten Pflanzenmaterialien konnte eine
um ca den Faktor 10 erhthte Konzentration an PPF; in Vergleich zu frischen
Pflanzenmaterialien gemessen werden. Nicht veresterte PPF; konnten aus dem
getrocknetem Pflanzenmaterial bel der Zubereitung eines Tees zu 90% in den wal¥rigen
Auszug extrahiert werden.

121



V1. Zusammenfassung

Insgesamt wurden 16 verschiedenen Pflanzenarten aus 13 systematisch weit entfernten
Pflanzenfamilien untersucht, wobei in jeder Spezies PPF; nachgewiesen wurden. Diese
Befunde lassen die Hypothese zu, dal3 PPF; ebenso wie der Precursor, a-Linolensdure,
ubiquitér im Pflanzenreich verbreitet sind.

,OXidativer Stress’, ausgelost durch die Zugabe von t-BuOOH, Kupfer(ll)acetat,
Eisen(I1)sulfat und Quecksilber(l1)chlorid zu pflanzlichen Zellsuspensionskulturen, fuhrte
zu einem Konzentrationsanstieg sowohl freier als auch veresterter PPF; in den Zellen. Die
Steigerung der Konzentration variierte je nach Art und Konzentration des Agens. Damit
konnte erste Evidenz dafiir erhalten werden, dal3 die PPF;-Konzentration vom Ausmal3 der
Lipidperoxidation einer Zelle abhangt.

Nach Verwundung von Pfefferminzblditern kommt es zu enem transienten
Konzentrationsanstieg von freien und veresterten PPF;. Die Steigerungen beliefen sich auf
ca. das 4.5fache bzw. 2.7fache der Konzentrationen nicht verwundeter Zellen. Daraus
kann geschlossen werden, dali3 eine Verwundung von Pflanzen zu einer Lipidperoxidation
fahrt.

Der Zusatz eines vorgereinigten PPF;-Gemisches zu Eschscholza californica-, Crotalaria
cobaticola-, Thalictrum tuberosum-Zellsuspensionskulturen fihrte zur Akkumulation von
Phytoalexinen in den Zellen.

Aus dem Befund, dal3 die Konzentration der PPF; bei ,, oxidativem Stress® anstieg und daf3
der Zusatz von PPF; zu verschiedenen Zellkulturen eine Phytoalexinakkumulation
hervorrief, kann abgleitet werden, dal3 PPF; biologisch relevante Lipidperoxidations-
produkte sind. Bislang ist jedoch nicht geklart, ob PPF; Mediatoren von ,oxidativem
Stress’ in vivo sind.

PPF1 wurden tUber RP-HPLC aufgetrennt, um reine PPF;-Isomere zu isolieren. Dabei
wurden vier reine racemische Regioisomere in einer Menge erhalten, die es erlaubte ihre
Struktur aufzuklaren und ihre biologische Aktivitét zu testen. Alle vier erhatenen PPF;-
Isomere induzierten im Eschscholzia californica-Testsystem jedoch keine Steigerung der
Phytoal exinakkumulation.
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Investigations of the synthesis of prostaglandin-like compounds in plants revedled the
following results:

1.

For the first time, Isoprostanes F, (iPF;) were detected in a plant, Marchantia
polymorpha, using a GC-MS-analysis method. In intact cells, the iPF;-concentration was
below the limit of detection. After forcing lipidperoxidation by a freeze damage of the
cells, iPF, could be unequivoca identified.

PGF,-like compounds, termed phytoprostanes F1 (PPF1), were prepared by autoxidation of
a-linolenic acid. PPF; were isolated and purified by column-chromatography and yielded
a complex isomeric mixture of PPF; comprising two regioisomers (type | and I1). In
addition, each regioisomer is theoretically comprised of 16 isomers. The mixture of PPF;
was analyzed by RP-HPLC and PPF; were partially resolved. For the first time, pure
regioisomerstype | and Il were isolated and analyzed by HR-MS and NMR .

A highly sensitive GC-NICI-MS-method was developed to quantify PPF; in plant
material. Accuracy and precision of the method were validated. Using this method, acyclic
trihydroxylated linolenic acid derivatives, which can interfere with the quantification of
PPF1, were separated from PPF;. [*0]sPPF; were synthesized by autoxidation of linolenic
acid under an '80,-atmosphere and used as interna standard for GC-MS-analysis. The
lower limit of detection of PPF; was approximately of 100 pg.

PPF1 were found in plant cellsin free and esterified form. The concentration of free PPF;
amounted to 23-316 ng/g of dry weight in plant cell cultures and 43-1380 ng/g of dry
weight in plant cells, whereas the concentrations of esterified PPF; were 10times higher.
Birch pollen were an exception due to the fact that the concentration of free PPF; (1-32
pg/g of dry weight) exceeded the levels of esterified PPF; (1-26 pg/g of dry weight).
Dried plant drugs contained PPF; concentrations which were about 10times higher than in
fresh plant material. About 90% of free PPF; were extracted by preparing a tea from dried
plant material.

Altogether PPF; were detected in 16 different plant species belonging to 13 systematically
different plant families. These findings and the fact that the precursor of PPF1, linolenic
acid, exists ubiquitoudly in the plant kingdom suggests that PPF; also occur ubiquitously
in the plant kingdom.

“Oxidative stress’, which was triggered by the addition of t-BuOOH, copper(Il)acetate,

iron(I1)sulfate and mercury(ll)chloride in plant cell cultures, induced elevated levels of
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PPF1 in comparison with non-treated cells. The increase of the concentration depended on
the stimulus itself and its concentration. Therefore we concluded that levels of PPF, are
directly correlated to the status of lipidperoxidation in a cell.

. Wounding of peppermint leaves lead to an increase of the levels of free and esterified
PPF;. The rise of PPF; levels were about 4.5 or 2.7times in comparison to the levels of
PPF; in control cells respectively.

. The addition of a prepurified mixture of PPF; to Eschscholzia californica-, Crotalaria
cobaticola- and Thalictrum tuberosum-cell suspension cultures triggered accumulation of
phytoalexines. With respect to these findings, we can say that PPF, are biologically active
substances. However, at thistime it is not clear if PPF; are mediators of “oxidative stress”.

In an attempt to identify the biologically active PPF;1-isomers, PPF; were resolved by RP-
HPLC. However, only four racemic isomers out of 32 theoretically possible PPF; isomers
were obtained in sufficient quantity and purity to alow structure determination and
biologically testing. All of the four purified isomers were inactive in the Eschscholzia
californica-bioassay. Thus, the biologically active isomer yet remains to be identified.
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