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Abstract

The intake of fruit and vegetables is associated with a positive impact on human
health such as reduced inflammation or prevention of cardiovascular diseases.
Secondary plant metabolites, particularly polyphenols, are believed to be in part
responsible for these effects. However, the underlying molecular mechanisms
are still controversial and not fully understood. In the regulation of the vascular
tone and the homeostasis of several physiological processes such as
inflammation, the products of the cytochrome P450 monooxygenase (CYP)-
catalyzed oxidation of arachidonic acid, i.e. epoxy- and hydroxy-fatty acids, play
a crucial role. As polyphenols can lead to food-drug interactions by modulation of
CYP activity yielding side effects of pharmaceuticals, the inhibition of CYP-
catalyzed oxylipin formation by these food ingredients might contribute to the

health effects of these compounds.

In this thesis the product pattern of nine human arachidonic acid oxidizing CYP
was investigated and a human liver microsomes-based multi-enzyme assay was
developed based on these data. The assay allows to investigate the inhibition
epoxidizing (CYP2C, CYP3A4), w-hydroxylating (CYP4F and CYP4A), and
(w-n)-hydroxylating (CYP1A1, CYP2E1) CYP in parallel, but independently from
each other. Screening of a library of selected polyphenols revealed inhibition of
oxylipin formation by these plant metabolites with a remarkable selectivity and a
potency comparable to known CYP inhibitors with [ICsp-values in the low
micromolar or sub-micromolar range. Moderate permeability of the flavonoids as
tested in the Caco-2 model of intestinal absorption and confirmation of the
inhibition of 20-HETE formation by apigenin in the colorectal cancer-derived cell

line HCT 116 underline the possible relevance of these effects for human



health. Further research is needed to better understand how polyphenols impact

human physiology by this newly described molecular mode of action.

In order to elucidate the structure-activity relationship of the inhibition of fatty acid
oxidizing CYP by flavonoids, a sum of 64 naturally occurring as well as new
flavonoids were tested in the multi-enzyme assay. Substituents at C2’ and C7-
position of the flavone structure caused epoxygenase blockade, while
electronegative substituents at C4’-position led to w-hydroxylase-selective
inhibition. 4’-trifluoromethylflavone was identified as potent and selective
compound inhibiting CYP4F2-catalyzed 20-HETE formation with an ICso-value of
0.76 pM, while the other human w-hydroxylating CYP, CYP4A11, or epoxidizing
CYP were not affected. The compound was also active in microsomes from rat
and mouse liver, allowing its use in animal models. Moreover, it exhibited
moderate permeability properties in membrane- and CaCo-2-models and was
stable to metabolic conversion. With this inhibitor, a novel tool to selectively
investigate the CYP4F2-catalyzed 20-HETE formation is provided which will help

to further elucidate its role in physiology.
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Kapitel 1

Motiv und Zielsetzung

Der Verzehr von pflanzlichen Lebensmitteln, insbesondere von wenig
verarbeitetem Obst und GemuUse, wird aus ernahrungswissenschaftlicher Sicht
als positiv bewertet. Dabei werden nicht nur die enthaltenen Mikro- und
Makronahrstoffe als physiologisch bedeutsam eingeschatzt — auch die Aufnahme
von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen, insbesondere Flavonoiden und anderen
Polyphenolen, wird mit positiven gesundheitlichen Wirkungen assoziiert.
Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass eine erhohte Aufnahme von
Polyphenolen das Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen sowie fur Typ Il
Diabetes reduzieren kann [1-3]. Die diesen Effekten zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen sind bisher wenig aufgeklart. Mit grofRer
Wahrscheinlichkeit sind die Wirkungen jedoch nicht ausschliefdlich mit den
antioxidativen Eigenschaften der Polyphenole zu begriinden — eine mdgliche
Modulation verschiedener zellularer Signalwege durch Polyphenole wird in

vielfaltigen Studien beschrieben [4].

Die Wechselwirkung zwischen Polyphenolen und Cytochrom P450 Mono-
oxygenasen (CYP), einer Gruppe von Enzymen, die im Rahmen des
Phase I-Metabolismus endogene Verbindungen und exogene Substanzen wie
pharmakologische Wirkstoffe umsetzt, ist eine der bekanntesten Lebensmittel-
Arzneistoff-Interaktionen.  Eine  Modulation der CYP-Aktivitdt  durch
Lebensmittelinhaltsstoffe kann die Konzentration eines Arzneistoffes im Kérper
verandern, und folglich die Wirksamkeit und Sicherheit der Verbindung
beeinflussen [5-8]. Als Konsequenz finden sich in den Gebrauchsinformationen
zahlreicher Medikamente Hinweise auf mogliche Veranderungen der

Wirksamkeit bei gleichzeitigem Verzehr pflanzlicher Produkte. Darunter fallen
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zum Beispiel Grapefruit, Preiselbeerprodukte oder Johanniskraut — unter
anderem beim Cholesterolsenker Simvastatin, dem Anticoagulanz Warfarin

sowie oralen Kontrazeptiva.

Auch wenn CYP vornehmlich fir ihre Rolle im Fremdstoffmetabolismus bekannt
sind, katalysieren sie mehrheitlich, und zum Teil hoch spezifisch, die Oxidation
endogener Substrate, wie beispielsweise Sterole [9]. Mehrfach ungesattigte,
langkettige Fettsauren wie die Arachidonsaure werden durch CYP in der so
genannten Arachidonsaure-Kaskade zu Oxylipinen umgesetzt. Die resul-
tierenden Produkte sind als Lipidmediatoren physiologisch aktiv und steuern
unter anderem inflammatorische Prozesse, die Regulation des Gefalltonus und
die Angiogenese [10, 11]. Das Produkt der w-Hydroxylierung von
Arachidonsaure, 20-Hydroxyeicosatetraensaure (20-HETE), spielt insbesondere
bei der Regulation des Blutdrucks eine entscheidende Rolle, wobei in
Abhangigkeit des Wirkungsortes ambivalente Effekte beschrieben sind: Wahrend
20-HETE in BlutgefaRen eine Vasokonstriktion verursacht, wirkt es in der Niere

vasodilativ [12].

Ob Inhaltsstoffe pflanzlicher Lebensmittel die CYP-katalysierte Bildung von
Oxylipinen modulieren, ist bisher — trotz der bekannten Wechselwirkungen
zwischen Polyphenolen und CYP im Rahmen des Fremdstoffmetabolismus —
wenig erforscht. Mit der Hypothese, dass sekundare Pflanzenstoffe ihre
gesundheitlichen Effekte teilweise durch eine Veranderung der Oxylipinbildung
hervorrufen, wurde in dieser Arbeit die Inhibition der Bildung von Lipidmediatoren
durch CYP ausgehend von natirlichen Polyphenolen untersucht. Die
Charakterisierung der Potenz sowie Selektivitdt gegenutber einzelnen
Arachidonsaure-oxidierenden Enzymen liefert Hinweise auf die potenziellen
gesundheitlichen Auswirkungen einer polyphenolreichen Ernahrung und hilft, die
komplexen molekularen Mechanismen, uber die Polyphenole ihre Wirkungen im

menschlichen Korper entfalten, besser zu verstehen.

Insbesondere eine selektive Inhibition und die daraus resultierenden

Veranderungen des endogenen Oxylipinmusters kdnnten zum Beispiel im Falle
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von 20-HETE die Homoostase des Tonus des kardiovaskularen Systems
beeinflussen. Die genaue biologische Bedeutung einer solchen enzymselektiven
Inhibition und unter Umstéanden gewebe- oder organspezifischen Anderung des
Oxylipinmusters ist jedoch nicht bekannt — Es fehlen selektive, potente Wirkstoffe
fur entsprechende Untersuchungen beispielsweise im Tiermodell. Um eine
solche Verbindung zu erarbeiten wurden ausgehend von naturlichen Flavonoiden
die Flavon-Grundstruktur iterativ modifiziert und grundlegende Merkmale der
Struktur-Wirkungsbeziehung der Inhibition der CYP-katalysierten Oxylipinbildung
abgeleitet. Der damit entwickelte enzymselektive Inhibitor kann zukunftig genutzt
werden, die Modulation der Oxylipinbildung durch Lebensmittelinhaltsstoffe
besser zu verstehen und die daraus resultierenden physiologischen Effekte

weiter zu untersuchen.






Kapitel 2

Theoretischer Hintergrund

2.1 Die Arachidonsaure-Kaskade

Arachidonsaure und andere mehrfach ungesattigte Fettsauren wie
Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaensaure (DHA) sind nicht nur
Bestandteile von Lipiden und damit Biomembranen, sondern auch Substrate fur
die Enzyme der Arachidonsadure-Kaskade: Cyclooxygenasen (COX),
Lipoxygenasen (LOX) und Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP) oxidieren
in diesem Stoffwechselprozess die Fettsauren zu Eicosanoiden und anderen
Oxylipinen. Auch aus autoxidativen Prozessen gehen Oxylipine hervor, deren
Strukturen teilweise mit denen enzymatisch gebildeten Produkte Uberein-
stimmen. Wahrend die enzymatisch katalysierten Reaktionen jedoch zumeist
regio- und stereo-spezifisch erfolgen, resultiert aus der nicht-enzymatischen
Lipidperoxidation ein komplexes Gemisch von Regio- und Stereoisomeren [13,
14]. Viele der in der Arachidonsaure-Kaskade gebildeten Oxylipine sind potente
Lipidmediatoren, die im Organismus eine grundlegende und ebenso vielseitige

Rolle bei der Regulation zahlreicher physiologischer Prozesse spielen [15, 16].

COX katalysieren die Bildung von Prostaglandin Hz aus Arachidonsaure, welches
im Weiteren chemisch oder durch spezifische Synthasen zu weiteren
Prostaglandinen, Thromboxanen oder zu Prostacyclin umgesetzt wird [15]. Es
sind zwei humane Isoformen der COX bekannt (COX-1 und COX-2). Fur die
COX-1 ist aulRerdem eine mit COX-3 benannte Variante beschrieben, die durch
alternatives Splicing nach der Transkription des COX-1-codierenden PTGS1-
Gens resultiert [18]. PTGS1 wird in vielen Geweben konstitutiv exprimiert,
insbesondere in der Mucosa des Magens und der Niere. Die Aktivitat der COX-1

ist flr die Homoostase der Gewebe bedeutsam [19, 20]. Die Expression des
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COX-2-codierenden PTGS2-Gens wird Uber Cytokine und andere Signalwege
induziert, zum Beispiel durch Entzindungsmediatoren wie den Tumor-
nekrosefaktor a (TNFa), Interleukin-1 (IL-1), oder Lipopolysaccharide [20, 21].
Bei der Entstehung von Entziindung und Schmerz spielen die COX-2 und ihre
Produkte eine wesentliche Rolle. Viele entzindungshemmenden und
schmerzstillenden Medikamente wie Diclofenac oder Ibuprofen wirken Uber eine
Inhibition der COX [22].

Die Umsetzung von Arachidonsaure durch 5-LOX, 12-LOX und 15-LOX flhrt zur
regio- und stereospezifischen Bildung von Hydroperoxyfettsduren. Diese kdnnen
zu Hydroxyfettsauren reduziert werden und sind Vorlaufer fir Leukotriene und
Hepoxiline [14, 15, 23]. 5-HETE und andere Hydroxyfettsauren sind wie
Prostanoide parakrine  Mediatoren inflammatorischer Prozesse und
immunologischer Reaktionen. Zusammen mit Leukotrienen mediieren sie die
Chemotaxis und Degranulierung von Neutrophilen [24-27]. Leukotriene kdnnen
auBerdem eine Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur auslésen und
stehen folglich im Zusammenhang mit Asthma und Allergien [28]. Neuere
Forschungsarbeiten weisen darauf hin, dass mehrfach hydroxylierte Fettsauren,
sogenannte specialized pro-resolving mediators (SPM), fur die aktive Auflosung
von Entzindungsvorgangen bedeutsam sind [29, 30]. Insbesondere Resolvine,
Protektine und Maresine aus w3-Fettsauren und Lipoxine aus Arachidonsaure
werden als lokal wirkende, potente Mediatoren beschrieben, die die Ruckkehr
des Gewebes zur Homoostase vermitteln. Als Bildungsweg der SPM wird ein
konsekutives Zusammenspiel mehrerer Enzyme, in erster Linie der 5-LOX und
12- oder 15-LOX angenommen [29, 30].

2.1.1 Cytochrom P450 Monooxygenasen und der dritte

Zweig der Arachidonséaure-Kaskade

Die Bildung von Oxylipinen im sogenannten dritten Zweig der Arachidonsaure-
Kaskade wird durch Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP) katalysiert. Unter

dem Begriff der CYP wird eine heterogene Gruppe von Uberwiegend
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membrangebundenen Ham-Proteinen zusammengefasst, die ein Substrat
monooxygenieren. CYP sind ubiquitar in pflanzlichen und tierischen Lebewesen
vertreten: Mehr als 300 000 CYP-codierende Sequenzen sind bekannt, davon 57
im humanen Genom [31]. Die systematische Nomenklatur und Kategorisierung
der einzelnen Enzyme basiert auf Sequenzhomologien: Bei einer
Ubereinstimmung von mehr als 40% werden CYP einer Familie zugeordnet, die
mit einer arabischen Zahl nach dem Prafix CYP benannt wird (z. B. CYP4).
Unterfamilien bilden Enzyme mit einer Sequenzhomologie von mehr als 55%.
Diese werden mit einem lateinischen Buchstaben als Majuskel gekennzeichnet
(z. B. CYP4A). Die einzelnen Enzyme werden abermals mit einer Ziffer
bezeichnet (z. B. CYP4A11) [32].

Bei der von CYP katalysierten Reaktion werden formal ein Molekll Sauerstoff
und die Aquivalente eines Wasserstoffmolekiils (2 H* und 2 e) zu Wasser
umgesetzt, wahrend das Substrat oxidiert wird. Als Reduktionsmittel dient
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), wobei der Elektronentransport
von der Nicotinamid-Struktur nicht unmittelbar auf das CYP erfolgt: NADPH-
Cytochrom-P450-Oxidoreduktasen, membranstandige Flavoproteine, Uber-
tragen in zwei einzelnen Schritten jeweils ein Elektron auf das Ham-Eisen [33].
In Ruhephasen liegt das vom Protoporphyrin IX-Gertist des Hams koordinierte
Eisen in der Oxidationsstufe (+l1l) vor. Neben den vier N des Porphyrin-GerUstes
als aquatoriale Liganden werden ein Thiolat-Rest einer Cysteinseitenkette des
Proteins sowie ein Wassermolekul axial koordiniert. Durch das Binden eines
Substrates wird das Wasser vom Ham verdrangt, was den katalytischen Zyklus
durch eine Reduktion des Fe(+11l) zu Fe(+Il) und die anschlielRende Bindung von
Oz initiiert. [34, 35]

Im dritten Zweig der Arachidonsaure-Kaskade werden die Fettsduren durch CYP
epoxidiert oder hydroxyliert (Abbildung 3-1). Die Epoxidierung der
Doppelbindung fihrt zur Bildung vier regioisomerer Epoxyeicosatriensauren
(EpETrE): 14(15)-, 11(12)-, 8(9)- und 5(6)-EpETrE [36]. Die Reaktion wird unter
anderem durch CYP der CYP2C- und CYP2J-Unterfamilien katalysiert (Kapitel
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3.1). Abgesehen vom 5(6)-Epoxid, fir welches eine Lactonbildung beschrieben
ist [37], sind die Produkte unter physiologischen Bedingungen verhaltnismafig
stabil. Durch lésliche Epoxidhydrolasen (sEH) werden sie jedoch mit hohen
Umsatzraten zu Dihydroxyeicosatriensduren (DIHETrE) hydrolysiert, und damit
inaktiviert [38].

9 8 6 5 3
—_ = COOH _ Epoy- /== C00H opygrony- —_— COOH
- — —_—
o dierung o _ 5 20 lierung o _

no2t% 1517 e OH

= i a -HETE
14(1 T Arachidon r 20-HET
( 5) EpE rE I saure

allylische”” (wn)-
11(12)-EpETTE, 8(9)-EpETrE, Hydroxylierung Hydroxylierung
- A
GT) EPETIE % __coon S — COOH
OH
¢ 15-HETE 17-HETE

19-HETE, 18-HETE, 16-HETE

—__— COOH  12-HETE, 11-HETE,
m 9-HETE, 8-HETE, 5-HETE
HO OH
14,15-DiHETrE

11,12-DIHETTE, 8,9-DIiHETTE,
5,6-DIHETrE

Abbildung 2-1 CYP-Zweig der Arachidonsaure-Kaskade. Arachidonsdure wird durch CYP zu
verschiedenen Oxylipinen umgesetzt: Aus Epoxidierungsreaktionen gehen vier regioisomere
Epoxyeicosatriensduren (EpETrE) hervor, die (enzymatisch katalysiert) zu Dihydroxy-
eicosatriensauren (DIHETrE) hydrolysiert werden. Eine Hydroxylierung am w-Ende der Fettsaure
fuhrt zu 20-Hydroxyeicosatetraensaure (20-HETE). Die Hydroxylierung an anderen aliphatischen
Positionen bringt entsprechende (w-n)-HETE hervor. Hydroxyfettsduren mit einem konjugierten
cis-trans Dienol-System resultieren durch Oxidation in allylischer Position.

In Abhangigkeit der Position der Hydroxylierung der Arachidonsaure durch CYP
werden drei Produktgruppen unterschieden: Eine Hydroxylierung in allylischer
Position fuhrt zu mittelkettigen Hydroxylierungsprodukten, die eine konjugierte
cis-trans-Dienol-Struktur aufweisen: 5-, 8-, 9-, 11-, 12- und 15-HETE (Abbildung
3-1) [39]. Die Produkte Uberschneiden sich somit mit den Folgeprodukten der
Lipoxygenasereaktion. Mechanistisch ist zwischen den beiden Enzymklassen
jedoch zu differenzieren: Die Peroxidation von Fettsauren durch LOX findet
infolge einer Aktivierung des Substrates statt. CYP unterdessen mono-
oxygenieren das Substrat durch eine Aktivierung von Sauerstoff [23, 39, 40].
Wahrend LOX die Arachidonsaure mit hoher Regio- und Stereoselektivitat

oxidieren, liegen die meisten der aus CYP-Katalyse resultierenden Produkte (5-,
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8-, 9-, 11- und 15-HETE) annahernd racemisch vor (< 20% ee). Lediglich
CYP2C9 bildet 12(R)-HETE in deutlichem Uberschuss. [23, 39, 41, 42]. Die
verschiedenen HETE-Regioisomere sind jeweils das Produkt mehrerer CYP
(Kapitel 3.1).

Die Hydroxylierung der w- sowie (w-n)-Positionen von Arachidonsaure fihrt zur
Bildung von 20-HETE und den entsprechenden subterminalen Hydroxylierungs-
produkten (16-, 17-, 18- und 19-HETE). Die Hydroxylierung des aliphatischen
Fettsaurerestes ist eine CYP-spezifische Reaktion [15]. Dabei wird die Bildung
von 20-HETE ausschlieBlich durch Enzyme der CYP4-Familie katalysiert,
wahrend (w-n)-HETE die Produkte verschiedener Enzymfamilien sind (Kapitel
3.1) [36].

Wahrend 20-HETE ein Oxylipin mit groRer physiologischer Relevanz ist und
dessen Wirkmechanismen Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten sind
(Kapitel 2.1.3), sind die subterminalen Hydroxylierungsprodukte hinsichtlich ihrer
biologischen Effekte nur wenig charakterisiert. Einige Daten lassen vermuten,
dass 19-HETE und 18-HETE den Effekten von 20-HETE auf den Gefaldtonus
entgegengerichtet agieren und, wie auch 17- und 16-HETE, die
Natriumrtckresorption in der Niere induzieren [15, 43]. Im Zellmodell stellt sich
19-HETE als protektiv gegen Angiotensin-Il induzierte Herzmuskelhypertrophie
dar [44]. Aulierdem ist eine Inhibition der Adhasion von Neutrophilen durch
16(R)-HETE beschrieben [45].

Unter basalen Bedingungen liegt Arachidonsaure an sn-2 Position in
Phospholipiden, zum Beispiel in biologischen Membranen, verestert vor. Nur die
freien, nicht veresterten Fettsauren sind Substrate der CYP. Nach einer
Aktivierung der cytosolischen, calciumabhangigen Phospholipase A2 durch
extrazellulare Stimuli kommt es zur hydrolytischen Spaltung der Esterbindung,
und damit zu einer Freisetzung der veresterten Fettsauren. Die Bildung von
Oxylipinen ist direkt mit Signalkaskaden verknupft, die eine Aktivierung von
Phospholipasen ausldosen. Die Lipidmediatoren sind folglich als second

messenger von Cytokinen, Hormonen oder Wachstumsfaktoren zu verstehen
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[46, 47]. Nach der Monooxygenierung wird ein Teil der gebildeten Epoxy- und
Hydroxyfettsduren an sn-2 Position von Lipiden reverestert [47-49] und bildet so
einen Pool an verfigbaren Oxylipinen, die ihrerseits durch die Phospholipase A

freigesetzt werden kdnnen [36, 50].

2.1.2 Physiologische Bedeutung von Epoxyfettsduren

Viele der Epoxygenasen, welche Arachidonsaure zu EpETrE umsetzen, sind in
hepatischen Geweben aktiv. Hierunter fallen insbesondere die Enzyme der
CYP2C-Familie, sowie CYP3A4. AulRer in der Leber sind CYP2C9 und CYP2C19
auch im Endothel von BlutgefalRen und der Lunge vorhanden [46]. CYP2J2,
welches nur in geringen Mengen in der Leber vorkommt, ist mehrheitlich in
Kardiomyozyten und im Gefallendothel aktiv, aber auch im lleum und anderen
Teilen des Gastrointestinaltraktes. [51-53]. Es wird vermutet, dass
Epoxyfettsauren als auto- und parakrine Mediatoren ihre Signale teilweise Uber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermitteln, auch wenn bis heute kein

entsprechender Rezeptor identifiziert werden konnte [54, 55].

Die aus Arachidonsaure durch CYP gebildeten Epoxyfettsdauren regulieren als
endothelium derived hyperpolarization factors (EDHF) den Gefaldtonus: Im
Endothel gebildete Epoxyfettsauren bewirken eine Relaxation der glatten
Muskulatur des Gefalles durch eine Hyperpolarisation der Zellen. Die Bildung
bzw. Freisetzung von Epoxyfettsduren wird durch Hormone wie Bradykinin, aber
auch zyklische Dehnung des Gefaldes und Scherbelastung ausgeldst [56]. Die
EpETrE vermitteln eine Aktivierung Calcium-abhangiger Kaliumkanale der
Muskelzellen, was zu einem Einstrom von Kalium in die Zellen fuhrt, und in Folge

dessen zu einer Hyperpolarisation und Dilatation des Gefalles [56-58].

Epoxyfettsauren sind auch fur die Regulation von Entzindungsprozessen
physiologisch relevant: Entzindungen als Reaktion eines Organismus auf eine
Schadigung sind gepragt von einer Infiltration von Leukozyten in die betroffenen

Gewebe und einer anschlieBenden Ausschittung von (proinflammatorischen)
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Cytokinen wie TNFa, einem zentralen Mediator von akuten und systemischen
Entzindungsprozessen. Die durch TNFa ausgeldste Signalkaskade fuhrt unter
anderem zu einer Aktivierung des nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NF-xB), einem Transkriptionsfaktor, welcher seinerseits die
Expression inflammatorischer Gene, wie das der COX-2, induziert [59, 60].
EpETrE und andere Epoxyfettsduren reduzieren Entziindungen durch eine
Verminderung der Ausschuttung von TNFa durch Monozyten [61], sowie eine

Inhibition der Aktivierung von NF-kB bei verschiedenen Zelltypen [61-63].

Neben den (positiven) Effekten auf Blutdruck und Entziindungsprozesse werden
weitere Wirkungen von Epoxyfettsauren diskutiert. So wird den Verbindungen
eine Rolle bei der Entstehung von Tumoren und der Metastasierung
zugeschrieben, unter anderem, weil EpETrE die Proliferation von Zellen sowie

die Angiogenese fordern [64-66].

Die Epoxyfunktionen nicht veresterter EpETrE werden durch die Idsliche
Epoxidhydrolase (sEH) rasch zu vicinalen Dihydroxyfunktionen hydrolysiert. Fur
die resultierenden DIHETrE sind bisher keine biologischen Wirkungen bekannt.
Die Inhibition der sEH ist ein vielfach beachtetes pharmakologisches Target: Zur
Pravention und Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen soll eine Erhéhung
der biologischen Level von Epoxyfettsauren aufgrund verminderter Degradation
durch sEH-katalysierte Hydrolyse erzielt werden. Einige sEH-Inhibitoren werden

zur Zeit in klinischen Phase |- und Phase Il-Studien untersucht [67].

2.1.3 Physiologische Bedeutung von 20-HETE

Das Produkt der w-Hydoxylierung von Arachidonsaure, 20-HETE, kann durch
seine Modulation der Nieren- und Gefal3¢funktion sowohl blutdrucksenkende als
auch blutdruckerhéhende Wirkungen ausuben. In der glatten Muskulatur von
Blutgefalien inhibiert 20-HETE Calcium-abhangige Kaliumkanale. Dies bewirkt
zunachst eine Erniedrigung des Membranpotentials, und infolge dieser

Depolarisation ein Offnen der spannungsabhdngigen Calciumkanéle. Die
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dadurch ausgeldste Kontraktion und Verengung des GefalRes fuhrt unmittelbar
zu einem Anstieg des Gefaldtonus. Weitere Mechanismen der vasokonstriktiven
Wirkung von 20-HETE werden diskutiert [12, 68-70]. Seine vasodilativen
Eigenschaften entfaltet 20-HETE insbesondere in der Niere: Durch die
Verminderung der Natriumruckresorption im Nierentubulus, unter anderem durch
eine Blockade der Na*/K*-ATPase, wird auch die Resorption von Wasser, und
damit das Blutvolumen und der Gefal3tonus beeinflusst [70-73]. Eine
Fehlregulierung der 20-HETE-Level in verschiedenen Organen kann zur
Entstehung von Hypertonie beitragen. Die Bildung von 20-HETE aus
Arachidonsaure wird im Menschen Uberwiegend durch CYP4A11 und CYP4F2
katalysiert (Kapitel 3.1). Sequenzvariationen durch Polymorphismen der
CYP4A11- und CYP4F2-Gene konnten in verschiedenen epidemiologischen
Studien in einen Zusammenhang mit der Inzidenz von Bluthochdruck gebracht
werden [74]. Wie Kkurzlich beschrieben, vermittelt 20-HETE seine Effekte
(teilweise) Uber den G-Protein-gekoppelten Rezeptor GPR75 [75].

Aufgrund der vielfaltigen und oft kontraren Wirkungen von Epoxyfettsauren aus
Arachidonsaure und 20-HETE konnte eine Modulation dieser sensitiven
Homoostase durch sekundare Pflanzenstoffe weitreichende physiologische

Folgen haben.

2.2 Polyphenole und Lebensmittel-Arzneistoff-Interaktionen

Gemiuse und Obst werden von der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung (DGE)
im Rahmen der Kampagne ,5 am Tag® als zentraler Teil einer gesunden und
ausgewogenen Ernahrung empfohlen [3]. Die in diesen Lebensmitteln
enthaltenen Nahr- und Ballaststoffe sind nicht die einzige Begrtiindung fur diese
Empfehlung — auch die sekundare Pflanzenstoffe werden als erndhrungs-
physiologisch wertvoll eingeschatzt [3]. Die pflanzlichen Sekundarmetabolite sind
basierend auf ihrer chemischen Struktur und den zugrundeliegenden
Biosynthesewegen in drei Gruppen einzuteilen: Terpenoide, Alkaloide und
(Poly-) Phenole [76].
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Auch wenn der Begriff der ,Polyphenole“ nicht immer einheitlich definiert wird,
wird er zumeist zusammenfassend flur (pflanzliche) Verbindungen verwendet,
deren Strukturen mehr als einen (hydroxylierten) Phenolring aufweisen [77, 78].
Eine groRe Gruppe innerhalb der Polyphenole sind die Flavonoide. |hr
Grundkorper setzt sich aus zwei aromatischen Ringen zusammen, die Uber eine
Cs-Brucke verknUpft sind, welche ihrerseits einen O-heterozyklischen Ring bildet.
Basierend auf der Oxidationsstufe der Kohlenstoffatome in der Cs-Bricke und
den Positionen der Verknipfungen werden die Flavonoide in weitere

Untergruppen eingeteilt (Abbildung 2-2).

O
Flavon Flavonol Flavanon
(0]
e B¢
Co,” C
OH Z > oH ©
Flavan-3-ol Anthocyanidin Isoflavon

Abbildung 2-2 Grundstrukturen der verschiedenen Flavonoidklassen.

Mehr als 8000 naturliche Flavonoide sind bisher beschrieben. Die strukturelle
Vielfalt ergibt sich unter anderem aus der Variation der Substitutionsmuster der
Phenylringe. Die Biosynthese erfolgt Uber Phenylpropanoide aus dem Shikimat-
Weg, die im Polyketid-Weg weiter zu Flavonoiden umgesetzt werden [77]. In der
Pflanze haben die Flavonoide mehrere Funktionen, unter anderem dienen sie der
Abwehr von Fralfeinden und pathogenen Organismen, sowie dem Schutz vor
UV-Strahlung [79].

Die Aktivitat humaner fremdstoffmetabolisierender CYP kann durch Polyphenole
beeinflusst werden: Beispielsweise fuhren einige Flavonoide durch Interaktion

mit dem Pregnan-X-Rezeptor zur Induktion von CYP3A4 und anderen Enzymen
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des Fremdstoffmetabolismus [80]. In zahlreichen Studien mit unterschiedlichen
Modellsystemen ist die Inhibition verschiedener CYP durch Flavonoide
beschrieben [80-84] — die belegte klinische Relevanz von toxischen Effekten
pharmakologischer Wirkstoffe, die auf eine Modulation der CYP-Aktivitat durch
Flavonoide zuruckzufuhren ist, ist jedoch auf wenige Beispiele begrenzt.
Nichtsdestoweniger ist die Interaktion zwischen CYP und sekundaren
Pflanzenstoffen und die daraus resultierenden Effekte auf die Gesundheit ein
vielfach beachtetes Thema, welches sowohl im Bereich der klinischen
Wirkstoffentwicklung als auch in Gebrauchsinformationen zu Medikamenten
Beachtung findet [6, 8, 85-87]. Der Einfluss von Flavonoiden auf die
Oxylipinbildung durch CYP der Arachidonsaure-Kaskade ist bisher nicht

untersucht.
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Kapitel 3

Inhibition der CYP-katalysierten Oxylipinbildung

durch naturliche Polyphenole im Multienzymassay

Ein Teil der in diesem Kapitel beschrieben Ergebnisse wurde bereits publiziert:

Dietary Polyphenols Inhibit the Cytochrome P450 Monooxygenase Branch of the
Arachidonic Acid Cascade with Remarkable Structure-Dependent Selectivity and
Potency. Nadja Kampschulte, Ayah Alasmer, Michael T. Empl, Michael Krohn, Pablo
Steinberg, and Nils Helge Schebb; Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2020, 68 (34),
9235-9244

Teile der in diesem Kapitel diskutierten Daten basieren auf der von der Autorin im Jahr 2017
im Rahmen der ersten Staatspriifung fiir Lebensmittelchemikerinnen an der Bergischen
Universitdt Wuppertal vorgelegten wissenschaftlichen Abschlussarbeit mit dem Titel
»,Charakterisierung des Produktmusters der Umsetzung von Arachidonséure durch

Cytochrom-P450-Monooxygenasen®.

Die Bildung von Epoxy- und Hydroxyfettsauren aus Arachidonsaure wird im
humanen Organismus nicht durch eine einzelne Cytochrom P450
Monooxygenase (CYP) katalysiert: Zahlreiche dieser Enzyme akzeptieren die
Fettsaure als Substrat [36, 46, 52, 88-92]. Die isolierte Betrachtung der
Interaktion zwischen Polyphenolen aus Lebensmitteln mit einem einzelnen CYP
bertcksichtigt folglich nur einen limitierten Ausschnitt moglicher Effekte der
Lebensmittelinhaltsstoffe auf die CYP-katalysierte Oxylipinbildung. Um eine
umfassendere Sichtweise zu ermdglichen, war es ein Ziel dieser Arbeit einen
Multienzymassay zu etablieren, welcher die parallele und gleichzeitige
Untersuchung der Aktivitat mehrerer CYP unabhangig voneinander erlaubt.

Dafiir wurden zunachst die aus der Oxidation der Arachidonsaure durch einzelne
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Enzyme resultierenden Produktmuster charakterisiert. Neben rekombinanten
CYP wurden auch die Produktmuster humaner Leber- sowie Nierenmikrosomen
bestimmt. Mittels selektiver sowie nicht selektiver CYP-Inhibitoren konnte auf
Grundlage dieser Produktmuster gezeigt werden, dass Mikrosomen aus
humanem hepatischen Gewebe eine geeignete Enzymquelle darstellen, um die
Aktivitat w-hydroxylierender, epoxidierender sowie (w-n)-hydroxylierender CYP
parallel und unabhangig voneinander zu untersuchen. Das Multienzymassay
wurde eingesetzt, um eine Auswahl natirlicher Polyphenole auf ihre
inhibitorischen Effekte auf die CYP-katalysierte Oxylipinbildung zu untersuchen.

Im Screening zeigten funf der neun getesteten Polyphenole eine hemmende
Wirkung auf die Bildung eines oder mehrerer Produkte. Genauere
Untersuchungen offenbarten eine zum Teil bemerkenswerte Selektivitat auf die
Oxidation von Arachidonsaure durch einzelne CYP, mit ICso-Werten im niedrigen
mikromolaren Bereich. Auch das in erster Linie in extrahepatischen Geweben
aktive und physiologisch hochst bedeutsame CYP2J2 wird durch einige
Polyphenole gehemmt. Der Effekt von Apigenin auf die w-Hydroxylierung von
Arachidonsaure konnte nach Auswahl einer geeigneten Zelllinie auch in
Zellkulturen bestatigt werden. Unter Berlcksichtigung der moderaten intestinalen
Resorption der untersuchten Polyphenole unterstreicht dies, dass auch Effekte
in vivo denkbar sind. Dies stellt einen neuartigen Mechanismus dar, uber den
Polyphenole ihre vielbeschriebenen Effekte auf die menschliche Physiologie und

Gesundheit ausuben konnten.
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3.1 Produktmuster Arachidonsaure-oxidierender CYP

Fir die Etablierung eines Multienzymassays wurden im ersten Schritt die
charakteristischen Oxylipinmuster, die aus der Umsetzung von Arachidonsaure
durch individuelle CYP hervorgehen, bestimmt. Dabei wurden CYP
bertcksichtigt, fur die ein Beitrag zur Bildung physiologisch relevanter Oxylipine
beschrieben ist. Aulierdem wurden CYP untersucht, die in hepatischem Gewebe
in groflen Mengen exprimiert werden und denen ein wichtiger Beitrag zum

Phase-lI Metabolismus von Xenobiotika zugeschrieben wird [93, 94].

Alle eingesetzten CYP setzen Arachidonsaure als Substrat zu Oxylipinen um,
wobei die Umsatzraten in einer GroRenordnung von 0.2 bis
11 pmol-min-'-pmol CYP-! variieren (Abbildung 3-1, Appendix 2). Keines der
Enzyme katalysiert die Bildung eines einzigen Oxylipins, vielmehr ergibt sich fur
jedes CYP ein individuelles Muster. Gleichzeitig wird kein Oxylipin exklusiv durch
ein einziges Enzym gebildet (Abbildung 3-1). Folglich ist es nicht moglich in
biologischen Systemen einen ausgewahlten Lipidmediator als Aktivitatsmarker
fur ein individuelles CYP heranzuziehen. Basierend auf den Hauptprodukten
lassen sich die CYP in drei Gruppen einteilen: (i) w-hydroxylierende CYP
(CYP4A11 und CYP4F2), deren Hauptprodukt aus der Umsetzung von
Arachidonsaure 20-HETE ist, (ii) (w-n)-hydroxylierende CYP wie CYP2E1 und
CYP1A1, die mit hohen Raten 19-HETE und andere subterminale Hydroxy-
lierungsprodukte hervorbringen, und (iii) epoxidierende CYP (CYP3A4 und die
CYP2C-Unterfamilie), die Uberwiegend die Bildung der vier EpETrE-
Regioisomere katalysieren (Abbildung 3-1).

3.1.1 Epoxidierende CYP

Epoxyeicosatriensauren (EpETrE), die Epoxidierungsprodukte von Arachidon-
saure, sind die Hauptprodukte von CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4,
wobei die gebildeten Epoxyfettsauren unter den gegebenen experimentellen
Bedingungen teilweise in Form des Hydrolyseproduktes Dihydroxy-

eicosatriensaure (DIHETrE) zu detektieren sind (Abbildung 3-1).
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Epoxyfettsduren Dihydroxyfettsduren o/(o-n)-Hydroxyfettsduren Mittelkettig-hydroxylierte Fettséuren
3 14(15)-EpETrE [ 14,15-DIHETrE [ 20-HETE B 17-HETE [ 15-HETE [ 9-HETE
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Abbildung 3-1 Produktmuster Arachidonsaure-oxidierender CYP und humaner
Lebermikrosomen. 100 pM  Arachidonsdure wurden mit rekombinanten CYP
(25 pmol CYP'mL")  oder humanen Lebermikrosomen (HLM, 0.5 mg ProteinmL™,
400 pmol CYP-mL™") fir 20 min bei 37 °C inkubiert. Ein NADPH-generierendes System wurde als
Cosubstrat eingesetzt. Die Flachen der Diagramme stellen das Verhaltnis der Bildungsraten
zwischen den verschiedenen Praparaten dar (relativ zu CYP2C19, dem Enzym mit der hdchsten
Umsatzrate: 100% = 11 pmol'min-' pmol CYP-"). Faktoren indizieren die vergréRerte Darstellung
des jeweiligen Diagramms.

Aus der Epoxidierung der Arachidonsaure gehen vier regioisomere
Verbindungen hervor. Keine der Positionen scheint bei der Umsetzung dieser
Fettsaure durch CYP deutlich bevorzugt. Allerdings variiert die Bildungsrate der
verschiedenen Regioisomere zwischen den einzelnen Enzymen: CYP2CS8 bildet
14(15)-EpETrE und 11(12)-EpETrE mit vergleichbarer Geschwindigkeit (1.8 bzw.
2.1 pmol Produkt-min-'-pmol CYP-"), wahrend andere Regioisomere, sowie auch
Hydroxyfettsauren, nur in kleinem Umfang gebildet werden. Eine vergleichbare

Produktverteilung wurde auch bei der Identifizierung von CYP2C8 als
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Epoxygenase beschrieben: 11(12)-EpETrE macht einen Anteil von 52% an der
Summe aller gebildeter Epoxyfettsauren aus, und 14(15)-EpETrE 48%, wahrend
die Bildung von 8(9)-EpETrE und 5(6)-EpETrE nicht beobachtet werden konnte
[95].

Im Falle von CYP2C9 ist fur 14(15)-EpETrE ein groRerer Anteil an der
Produktsumme beschrieben als fur 11(12)-EpETrE und insbesondere
8(9)-EpETrE (52%, 30% und 17%) [95], was sehr gut mit dem hier gezeigten
Produktmuster fur CYP2C9 Ubereinstimmt (52% 14(15)-EpETrE, 30%
11(12)-EpETrE und 14% 8(9)-EpETrE bezogen auf die Summe aller gebildeten
EpETrE). In der Mehrzahl bisheriger Studien, welche die Produktmuster dieser
Enzyme aus Arachidonsaure beschreiben, wurden die Hydroxylierungsprodukte
nicht erfasst. Die hier dargestellten Daten zeigen, dass 19-HETE ein
Nebenprodukt der CYP2C9-abhangigen Monooxygenierung von Arachidonsaure
ist, und dass CYP2C8 die sub-terminale Hydroxylierung an verschiedenen
Positionen der Fettsaure katalysiert: (w-n)-HETE machen 15% der Produkte von
CYP2C8 aus (Abbildung 3-1). Rifkind et al. konnten in mit CYP2C8 und CYP2C9
mittels Vacciniavirus transfizierten HepG2 Zellen ebenfalls die Bildung von
18-HETE und anderen aliphatischen Hydroxylierungsprodukten beobachten [89].
Allerdings wurden dabei, wie auch in einigen anderen Arbeiten [96, 97], 19- und
20-HETE aufgrund nicht ausreichender chromatografischen Trennung lediglich
als Summe erfasst. Die in dieser Arbeit bestimmten Produktmuster lassen
schlussfolgern, dass 19-HETE, aber nicht 20-HETE, ein Produkt dieser CYP2C-

Enzyme ist.

Auch CYP2C19, das dritte Mitglied der humanen CYP2C-Unterfamilie, katalysiert
uberwiegend die Bildung von Epoxyfettsauren, wobei in vergleichbarem Umfang
auch eine Hydroxylierung an Position C19 der Arachidonsaure erfolgt. Andere
Hydroxylierungsprodukte sind als Nebenprodukte einzuordnen. Vergleichbare
Produktmuster sind flir dieses Enzym auch in der Literatur beschrieben [88, 96,
98]. Innerhalb der Epoxyfettsauren wird 11(12)-EpETrE von CYP2C19 mit

geringerer Rate gebildet als die anderen Regioisomere (Abbildung 3-1).
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CYP3A4 ist allgemein bekannt flr seine Rolle im Fremdstoffmetabolismus: Das
Enzym oxidiert gering- bis mittelpolare Xenobiotika verschiedenster Grofde, von
4-Acetaminophenol (Paracetamol), Uber Steroide bis hin zu Cyclosporin A [99,
100]. Rund die Halfte aller auf dem Markt verfugbaren Wirkstoffe wird durch
CYP3A4 metabolisiert [101]. Die hier dargestellten Resultate zeigen, dass
CYP3A4 nicht nur die Bildung von Oxidationsprodukten von Xenobiotika
katalysiert, sondern ebenso Fettsauren monooxygeniert und somit zur
endogenen Bildung von Lipidmediatoren beitragen kann. Dabei flhrt die
CYP3A4-katalysierte Umsetzung von Arachidonsdure zu einem breiten
Produktspektrum, in dem Epoxyfettsauren Uberwiegen. Gleichzeitig sind alle
Regioisomere aliphatischer und mittelkettiger Hydroxylierungsprodukte vertreten
(Abbildung 3-1). Dieses Produktmuster stimmt gut mit Publikationen zur
Epoxidierung [102] und Hydroxylierung [42, 103] von Arachidonsaure durch
CYP3A4 Uberein. Es ist hervorzuheben, dass 20-HETE nicht durch dieses
Enzym gebildet wird.

3.1.2 w-hydroxylierende CYP

Kontrar zum vielfaltigen Produktmuster von CYP3A4 stellen sich die Produkte
der Enzyme der CYP4-Familie dar: CYP4A11 und CYP4F2 bilden 20-HETE, das
Produkt der w-Hydroxylierung von Arachidonsaure mit hohen Umsatzraten,
wahrend andere Produkte wie Epoxy- und allylische Hydroxyfettsauren in den
Inkubationen nicht zu detektieren sind (Abbildung 3-1). Neben 20-HETE wird in
kleinerem Umfang auch 19-HETE gebildet: Dieses Oxylipin macht rund ein Drittel
der gesamten Produkte von CYP4A11 und weniger als 10% an den Produkten
von CYP4F2 aus. Vergleichbare Produktmuster sind auch fir rekombinantes
CYP4F2 sowie fur aus humaner Leber isolierte CYP4 beschrieben. [96, 104]

3.1.3 (w-n)-hydroxylierende CYP

Im Phase-l Metabolismus kleiner, polarer Moleklle spielt CYP2E1 eine

entscheidende Rolle. Die hier dargestellten Daten zeigen, dass dieses P450-
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Enzym auch Fettsduren als Substrat akzeptiert. Aus der Oxidation von
Arachidonsaure durch CYP2E1 resultiert Uberwiegend 19-HETE (64% der
Gesamtprodukte), wahrend 18-HETE und 20-HETE 8% beziehungsweise 9% der
Gesamtprodukte ausmachen (Abbildung 3-1). Weitere aliphatische
Hydroxyfettsduren sowie Epoxyfettsauren [insbesondere das 14(15)-
Regioisomer] werden als Nebenprodukte gebildet, konsistent zu bereits
bestehenden Daten zur Oxidation von Arachidonsaure durch CYP2E1 in
transfizierten, humanen Hepatom-Zellen (HepG2) [89] und durch aus
Baculovirus-infizierten Insektenzellen gewonnenem rekombinanten CYP2E1 [88,
98].

Neben CYP2E1 oxidiert auch CYP1A1 Arachidonsaure vornehmlich zu
(w-n)-Hydroxyfettsauren (Abbildung 3-1). Dabei werden alle 4 Regioisomere
gebildet und machen 86% der Gesamtprodukte aus. Mit Anteilen von 47% und
22% an den Gesamtprodukten sind 19-HETE und 18-HETE als Hauptprodukte
zu identifizieren. Vergleichbare Produktmuster sind von Schwarz et al. [105]
(92% (w-n)-HETE in Summe, 42% 19-HETE und 28% 18-HETE) und Choudhary
et al. [106] (75% (w-n)-HETE)) beschrieben, wobei letztere nicht zwischen 19-
und 20-HETE differenzieren, und auch 16-, 17- und 18-HETE als Summe
erfassen. Aus Rattenleber extrahiertes CYP1A1 weist ein mit dem humanen
Enzym vergleichbares Produktmuster auf [87% (w-n)-Hydroxylierungsprodukte,
sowie 46% 19-HETE und 19% 18-HETE [107]], was die im Zusammenhang mit
dem Phase-l Metabolismus von Xenobiotika beschriebene Konservierung der

Sequenz zwischen verschiedenen Spezies unterstreicht [108].

Wahrend CYP2E1 in der menschlichen Leber konstitutiv exprimiert wird, geht
einer CYP1A1-Aktivitat die Induktion durch exogene Aryl-Hydrocarbon- (Ah-)
Rezeptor-Liganden voraus. Die Exposition mit p-Naphthoflavon oder
2,3,7,8-Tetrachlordibenzodioxin — beide Verbindungen sind starke Ah-Rezeptor-
Agonisten — fuhrt in zahlreichen Tiermodellen zu einer starken Erhéhung der
CYP1A1 Aktivitat, und damit auch zu veranderten Produktmustern der aus

Arachidonsaure gebildeten Oxylipine [109].
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3.1.4 Humane Leber- und Nierenmikrosomen

In der menschlichen Leber werden mehr CYP exprimiert als in jedem anderen
humanen Gewebe. Folglich erscheinen mikrosomale Praparate, die aus
hepatischem Gewebe gewonnen werden, als eine geeignete Quelle aktiver CYP,
um die Oxylipinbildung verschiedener CYP parallel in einem Multienzymassay zu
untersuchen. In Inkubationen von Arachidonsaure mit humanen Leber-
mikrosomen (HLM) werden sowohl Epoxy- als auch Hydroxyfettsauren gebildet.
Im resultierenden Produktmuster machen EpETrE (und ihre Hydrolyse-Produkte
DIiHETrE) rund 50% aus, wahrend die andere Halfte von monohydroxylierten
Fettsauren gepragt ist, was gut Ubereinstimmt mit bisherigen Daten [42, 109,
110]. Innerhalb der Hydroxyfettsauren Gberwiegen 19-HETE und 20-HETE. 18-
HETE ist als Nebenprodukt zu detektieren (Abbildung 3-1). Die Produktverteilung
unterscheidet sich zwischen Mikrosomen einzelner Individuen zum Teil merklich,
wobei eine hdhere Bildungsrate von 19-HETE mit erhohter CYP2E1-Aktivitat
(ermittelt durch den enzymspezifischen Umsatz des Modellsubstrats
p-Nitrophenol) korreliert [89]. Da in dieser Arbeit ein HLM-Pool von 150 Donoren
eingesetzt wurde (vgl. Kapitel 8), ist davon auszugehen, dass das Praparat eine

reprasentative Verteilung und Aktivitat der CYP aufweist.

Die Bildung von 20-HETE wird in der menschlichen Leber durch CYP4A11 und
CYP4F2 katalysiert, wobei CYP4F2 ein etwas groferer Beitrag zugeschrieben
wird [104, 111]. 20-HETE ist damit ein geeigneter Marker fur die Aktivitat der
w-hydroyxlierenden Enzyme der CYP4-Familie in HLM in Abgrenzung zu

anderen CYP der Arachidonsaure-Kaskade.

Auch fur jedes untersuchte CYP innerhalb der Gruppe der Epoxygenasen
(CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4) ist eine Expression des
entsprechenden Gens in humanen hepatischen Geweben beschrieben [94, 112,
113]. Konsistent zu den ermittelten Produktmustern der einzelnen Enzyme macht
14(15)-EpETrE den groften Anteil innerhalb der Epoxyfettsaure-Regioisomere
am Produktmuster von HLM aus (Abbildung 3-1). Die in HLM gebildeten

Epoxyfettsauren sind dabei Uberwiegend in Form ihrer Hydrolyseprodukte zu
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detektieren. Dieser Umstand lasst eine Restaktivitat der I6slichen
Epoxidhydrolase (sEH) im verwendeten Mikrosomenpraparat vermuten. Fur die
sEH sind sehr hohe Umsatzraten der Hydrolyse von EpETrE beschrieben, die
mit der Nahe der Epoxy-Funktion hin zum A-Terminus der Fettsaure abnehmen
[114, 115]. Im Gegensatz dazu wird von der mikrosomalen Epoxidhydrolase
(mEH) 11(12)-EpETrE gegenuber 8(9)-EpETrE leicht und gegeniber 14(15)-
EpETrE deutlich bevorzugt [116]. Auch wenn der sEH eine groRere Bedeutung
bei der Hydrolyse der Epoxyfettsauren im menschlichen Kdrper zugeschrieben
wird, weisen neuere Studien darauf hin, dass auch die mEH eine nennenswerte
Rolle im Metabolismus biologisch aktiver Epoxyfettsauren spielt [116]. Es ist
wahrscheinlich, dass in der Membran lokalisierte Komplexe aus CYP und mEH
unter den gegebenen experimentellen Bedingungen eine enzymatische

Hydrolyse der Epoxyfettsauren katalysieren [117-119].

Aus den Produktmustern der epoxidierenden CYP wir deutlich, dass kein
EpETrE-Regioisomer das Produkt eines einzelnen Enyzmes ist. Daher kann
keines dieser Oxylipine allein als Marker fiir die Aktivitat eines individuellen CYP
dienen. Die in HLM gebildeten Epoxyfettsauren konnen jedoch als Marker fur die
Aktivitat epoxidierender CYP in Summe verwendet werden, was eine
Abgrenzung zu anderen Produkten, und damit CYP-Familien, erméglicht. Um die
Hemmung von EpETrE-bildenden Isoformen in einem Multienzymassay zu
untersuchen, werden die Produkte dieser Enzyme als Marker zusammengefasst.
Dies umfasst die verschiedenen EpETrE-Regioisomere sowie die korrespon-
dierenden DIHETrE. 5(6)-EpETrE und -DiHETrE sind von dieser Betrachtung
auszunehmen, da von der Bildung eines Lactons auszugehen ist. Der
resultierende zyklische Ester weil3t unter anderem eine andere Polaritat als die
eigentlichen CYP-Produkte auf, wodurch die quantitative Analyse mittels
Fllssigkeitschromatografie verfalscht wird [37]. Da die Zyklisierung auch ohne
vorherige enzymatische Hydrolyse der Epoxy-Gruppe durch eine intramolekulare
Reaktion zwischen Epoxy- und Carbonsaurefunktion erfolgt, ist das zumeist als
Parameter der sEH-Aktivitat herangezogene Verhaltnis zwischen Epoxid und

Diol fur das 5(6)-Regiogisomer nur beschrankt aussagekraftig [37, 120, 121].
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Um die Aktivitat von CYP2E1 und CYP1A1 in einem Multienzymassay zu
bemessen, dient die Bildung von 18-HETE als Indikator. 18-HETE, der
reprasentative Metabolit dieser beiden Enzyme, tragt mit etwa 4% zu den in den
mikrosomalen Inkubationen gebildeten Metaboliten bei (Abbildung 3-1). Die
Bildung dieses Oxylipins in HLM kann auf das Vorhandensein von
(w-n)-hydroxylierenden CYP hinweisen und unterstreicht somit die Eignung von
HLM fur die Verwendung in einem Multi-Enzym-Assay zur Untersuchung der
CYP-katalysierten Oxylipinbildung in Bezug auf (w-n)-HETE. Auch wenn
19-HETE mit deutlich hoheren Raten von den (w-n)-hydroxylierenden CYP
gebildet wird, ist die Verbindung als Marker ungeeignet, da sie auch ein Produkt
zahlreicher weiterer Monooxygenasen wie CYP2C19 oder CYP4A11 ist.
18-HETE wird ausschlie3lich von CYP1A1 und CYP2E1 in groReren Mengen
gebildet. Somit ist dieses Oxylipin ein geeigneter Marker fur die Aktivitat der

(w-n)-hydroxylierenden CYP.

In Ubereinstimmung mit dem Produktmuster der in der menschlichen Leber
aktiven CYP gehen mittelkettig-hydroxylierte Fettsauren lediglich als
Nebenprodukte aus den Inkubationen von Arachidonsaure mit HLM hervor
(Abbildung 3-1). Dabei ist innerhalb dieser Produkte 12-HETE das dominierende
Produkt, wie bereits an anderer Stelle beschrieben [41, 103]. Allylische HETE
sind unspezifische Nebenprodukte von CYP1A1, der CYP2C-Unterfamilie und
CYP3A4 (Abbildung 3-1). Sie kdnnen daher nicht als Marker fur die Aktivitat
einzelner Enzyme oder Enzymfamilien innerhalb des CYP-Zweiges der
Arachidonsaure-Kaskade angesehen werden. Insgesamt ist aufgrund der
geringen Bildungsraten sowie der unspezifischen Regioselektivitat bei der CYP-
katalysierten Hydroxylierung von Arachidonsaure in allylischen Positionen davon
auszugehen, dass die CYP-Superfamilie nur einen sehr beschrankten Beitrag zur
endogenen Bildung der physiologisch relevanten Lipidmediatoren 5-HETE,
12-HETE und 15-HETE leistet. Als para- und autokrine Lipidmediatoren werden
diese Oxylipine mit deutlich hdheren Raten durch Lipoxygenasen uber andere

enzymatische Mechanismen gebildet.
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Aus humanem Nierengewebe gewonnene Mikrosomen (HKM) setzen
Arachidonsaure ebenfalls zu Oxylipinen um. Unter den resultierenden Produkten
dominieren die Produkte der w-hydroxylierenden CYP: 20-HETE und 19-HETE.
Mit den hohen Gehalten von CYP4, die fur die Niere beschrieben sind, ist dieses
Produktmuster konsistent [91, 122-124]. 5-HETE und die EpETrE-Regioisomere
(bestimmt als DIHETrE) werden nur in kleinem Umfang gebildet (Abbildung 3-2).
Da 20-HETE in der Niere bedeutende physiologische Funktionen ausubt (Kapitel

2.1.3) ist ein solches von 20-HETE gepragte Produktmuster zu erwarten.

H KM Epoxyfettsdauren o/(w-n)-Hydroxyfettsduren

= 14(15)-EpETrE [ 20-HETE BH 17-HETE

B 11(12)-EpETrE 3 19-HETE HE 16-HETE

Bl 8(9)-EpETrE B 18-HETE

Il 5(6)-EpETrE

Dihydroxyfettsauren Mittelkettig-hydroxylierte Fettsduren
[ 14,15-DiIHETrE [ 15-HETE E 9-HETE

3 11,12-DiIHETrE @3 12-HETE BEH 8-HETE

= 8,9-DiHETrE 3 11-HETE B 5-HETE

B 5,6-DiIHETrE

Abbildung 3-2 Produktmuster der in HKM aus Arachidonsdure gebildeten Oxylipine.
100 pM Arachidonsaure wurden mit 0.5 mg HKM Protein mL-' und einem NADPH-generierenden
System (1 mM NADPH) als Kosubstrat bei 37 °C fiir 20 min inkubiert.

Aufgrund der nur marginalen EpETrE-Bildung durch HKM sind diese Mikrosomen
ungeeignet fur die weitere Betrachtung des gesamten CYP-Zweigs der
Arachidonsaure-Kaskade. Im Vergleich zu HLM sind in HKM die absoluten
Gehalte an CYP4 geringer, was in einer vierfach geringeren Bildungsrate von
20-HETE resultiert [91]. Mikrosomen aus humaner Leber sind demnach die
geeignetere Multienzymquelle zur parallelen Untersuchung der verschiedenen
CYP der Arachidonsaure-Kaskade.

3.2 Humane Lebermikrosomen als Multienzymassay

Um die parallele und unabhangige Modulation der CYP-katalysierten

w-Hydroxylierung, (w-n)-Hydroxylierung und Epoxidierung von Arachidonsaure
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in HLM weiter zu charakterisieren, wurden eine Reihe selektiver sowie
unselektiver CYP-Inhibitoren eingesetzt (Abbildung 3-3) und deren Potenz im

HLM-Assay bestimmt.

Die beiden Imidazolderivate Ketoconazol und Miconazol hemmen die Bildung
aller drei Produktgruppen in HLM mit ICso-Werten im niedrigen mikromolaren
Bereich (Tabelle 3-1). Bei diesen Verbindungen, die als Antimykotika eingesetzt
werden, handelt es sich um unspezifische CYP-Inhibitoren. Nichtsdestoweniger
variieren die Potenz und die Selektivitdt zwischen den einzelnen Verbindungen
[125].

OH
W(

17-ODYA o ﬁij/m
o o)
“ N 7N
J @

N
-7 =/ cl
MS-PPOH Cl ...S/O Miconazol
o=( 9 o, o)) j< [

Ketoconazol

Abbildung 3-3 Chemische Struktur der verwendeten CYP-Inhibitoren. Die Imidazolderivate
Ketoconazol und Miconazol wurden als unselektive Inhibitoren eingesetzt. 17-ODYA stellt einen
selektiven w-Hydroxylaseinhibitor dar, und MS-PPOH ist als selektiver Epoxygenaseinhibitor
beschrieben.

Die Bildung von EpETrE in HLM, und damit die Aktivitat der Epoxygenasen
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4, wird durch Miconazol mit einem ICsg
von 3 yM gehemmt (Tabelle 3-1). Eine vergleichbare Potenz ist flr diese
Verbindung bei der Inhibition der Oxidation von Nifedipin durch CYP3A4 (ICso
0.1 uM), der Tolbutamid-Hydroxylierung durch CYP2C9 (ICso 2.0 uM) und der
S-Mephenytoin 4'-Hydroxylierung durch CYP2C19 (ICsp 0.3 uM) in HLM
beschrieben [126]. Ketoconazol hemmt die EpETrE-Bildung etwas weniger
effizient, mit einem ICsp von 25 puM. Auch dies ist konsistent mit den
Literaturwerten fur einzelne CYP: Diese liegen, in Abhangigkeit des Enzymes
sowie der Enzymquelle und der gewahlten Modellreaktion, in einem Bereich von
0.4 uM-7 uM, [127-129]. Die Bildung von 20-HETE wird durch die nicht-selektiven

CYP-Inhibitoren mit einem ICso-Wert von 8 yM gehemmt. Fir Ketoconazol ist
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eine Inhibition von CYP4F2 in vergleichbarer Groflenordnung bereits
beschrieben [127]. Die etwas geringere Potenz von Ketoconazol im Vergleich zu
Miconazol bei der Inhibition der Bildung von (w-n)-HETE deutet auf
unterschiedliche Selektivitat der beiden Verbindungen hin. Vergleichbare Effekte
konnen auch bei der Verwendung von Modellsubstraten fur CYP2E1 und
CYP1A1 beobachtet werden [127, 130].

Die eingesetzten, unspezifischen CYP-Inhibitoren hemmen die gesamte
Oxylipinbildung in HLM und beeinflussen die verschiedenen Enzymgruppen mit
vergleichbarer Potenz. Der hier vorgestellte Assay und die Inhibitoren sind daher
geeignet neue Verbindungen mit vergleichbaren unspezifischen Wirkungen auf

CYP zu charakterisieren.

Tabelle 3-1 Inhibition der Oxylipinbildung in humanen Lebermikrosomen durch CYP-
Inhibitoren.?

IC,, [uM] (95% Cl)

17-ODYA MS-PPOH Ketoconazol Miconazol
0.6 100 pM: 7.8 8.5
20-HETE (0.3-1)  <50% Inhibiton  (5.0-12) (4.1-18)
- - c
18-HETE 100 uM: | 100 uM: | 69 17
< 50% Inhibition < 50% Inhibition  (25-193) (8.4-33)
s 100 uM: 6.2 25 3.1
EPETE" _ 509 Inhibition ~ (2.1-18) (17-37) (2.3-4.1)

°Arachidonsaure (100 yM) wurde mit 0.5 mg HLM Protein mL™" fur 20 min mit einem NADPH-
generierenden System inkubiert. Die dosisabhangige Inhibition der Produktbildung wurde in
einem Konzentrationsbereich von 0.01-100 uM des Inhibitors bestimmt. Die ICso-Werte und die
entsprechenden 95%-Konfidenzintervalle (Cl) wurden auf Grundlage der Produktbildung und
relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor berechnet.

PEPETrE bezeichnet die Summe von 8(9)-, 11(12)- und 14(15)-EpETrE und -DIHETrE

°Mit der héchsten getesteten Konzentration (100 pM) wurden 71% Inhibition erreicht.

Im Folgenden wurden die selektiven CYP-Inhibitoren 17-ODYA und MS-PPOH
im HLM-basierten Multienzymassay getestet. Dabei hemmt 17-ODYA die Bildung
von 20-HETE mit einem ICso-Wert von 0.6 uM, ohne die Bildung von 18-HETE
oder EpETrE zu beeintrachtigen. Im Gegensatz dazu hemmt MS-PPOH die
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Epoxidierung der Arachidonsaure (ICso: 6 uM), verringert aber nicht die
Hydroxylierungsrate der Fettsaure (Tabelle 3-1). MS-PPOH ist als Epoxygenase-
selektiver CYP-Inhibitor in vitro beschrieben. Mit einem ICso-Wert von 13 uM
hemmt die Verbindung die Epoxidierung von Arachidonsaure in
Nierenrindenmikrosomen der Ratte [131]. /n vivo fuhrt die Behandlung von
Ratten mit MS-PPOH zu einer verringerten EpETrE-Bildung in anschlieffend
praparierten Nierenmikrosomen, wahrend keine Veranderungen bei der Bildung
von 19- oder 20-HETE beobachtet wird [132]. Die Selektivitat von 17-ODYA ist
weniger einheitlich: Obwohl diese Verbindung als selektiver und irreversibler
Inhibitor von w-Hydroxylasen entwickelt und weithin eingesetzt wurde [133], ist
in weiterflhrenden Studien auch eine Blockade der Arachidonsaure-
Epoxidierung im niedrigen mikromolaren Bereich beschrieben [131]. In den hier
durchgefuhrten Experimenten verhalt sich 17-ODYA den Erwartungen

entsprechend wie ein selektiver w-Hydroxylaseinhibitor.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Oxylipinbildung in HLM durch eine spezifische
Hemmung einzelner CYP selektiv moduliert werden kann. Der eingesetzte
Multienzymassay ist folglich ein geeignetes Instrument fur die parallele und
dennoch unabhangige Untersuchung von terminal- und subterminal-

hydroxylierenden CYP, sowie von Epoxygenasen.

Der Einsatz von HLM als Quelle komplexer Enzymgemische findet bei
zahlreichen Fragestellungen Anwendung: HLM werden fur die Untersuchung
isoformspezifischer UDP-Glucuronosyltransferase-Aktivitat [134] oder fur die
Identifizierung von CYP4A-selektiven Inhibitoren verwendet [135]. Auch die
Aktivitdtsmessung einzelner CYP erfolgt unter Einsatz von HLM [136-138]. Bei
diesen Ansatzen wird jedoch nicht der Metabolismus endogener Substrate
berlcksichtigt — stattdessen konzentrieren sich die Studien auf den
Metabolismus von Modellsubstanzen als Surrogate fur Xenobiotika. Des
Weiteren sind flir CYP spezifische und selektive Fluoreszenzassays
beschrieben, die Hochdurchsatzanalysen (HTS) ermdglichen [139]. Die

Verfugbarkeit von Fluoreszenzsonden ist jedoch auf einige P450-Enzyme
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beschrankt. Aulerdem schrankt der Modellcharakter dieser Verbindungen die
Genauigkeit der Tests ein und kann sogar irrefUhrende Resultate verursachen.
Beispielsweise ergeben sich aus einem auf 7-Methoxy-4-trifluormethylcumarin
(MFC) basierendem CYP2C9-Assay zehnfach niedrigere [Cso-Werte im
Vergleich zu dem hier beschriebenen Assay, der auf einem naturlichen Substrat
beruht (Appendix 1). Fur andere als durch CYP-katalysierte Enzymreaktionen
sind ahnliche Diskrepanzen zwischen naturlichen und synthetischen Substraten
beschrieben [140, 141]. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, zur Untersuchung
der Modulation der Aktivitat eines Enzyms nicht ausschlie3lich Modellsubstrate
heranzuziehen, sondern der Verwendung eines naturlichen Substrates Vorzug
zu geben. Das hier beschriebene Multienzymassay ist folglich ein
unverzichtbares Instrument fur die Erforschung der CYP-katalysierten
Oxylipinbildung, welches die parallele und unabhangige Betrachtung der
Epoxidierung, w-Hydroxylierung und (w-n)-Hydroxylierung von Arachidonsaure,

einem naturlichen Substrat der Enzyme, ermdglicht.

3.3 Inhibition der CYP-katalysierten Oxylipinbildung durch

natuirliche Polyphenole

Im nachsten Schritt wurden pflanzliche Polyphenole auf ihre Wirksamkeit und
Selektivitat bei der Inhibition der CYP-katalysierten Oxidation der Arachidonsaure
getestet. Die Auswahl umfasste drei Flavone (Apigenin, Nobiletin und Wogonin),
das Isoflavon Genistein, das Flavanon Naringenin, das Anthocyanidin
Pelargonidin, das Flavanolkonjugat Epigallogatechingallat (EGCG) sowie das
Stilben Resveratrol, sein Dimer ¢-Viniferin, sein Tetramer Hopeaphenol und ein
synthetisches Resveratrol-Imin-Analogon (IRA) (Abbildung 3-4). Der HLM-
basierte Multienzymassay wurde verwendet, um die hemmende Wirkung von
Polyphenolen bei einer Screening-Konzentration von 10 yM zu testen. Alle
Verbindungen, die 50% der Bildung von (i) 20-HETE, (ii) (w-n)-HETE und/oder
(i) EpETrE hemmten, wurden flr weitere Untersuchungen ausgewahlt. Zur

Beurteilung der Potenz wurden ICso-Werte bestimmt. Auf gleichem Wege wurde
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auch die selektive Inhibition einzelner CYP durch die aktiven Polyphenole
ermittelt. Die w-hydroxylierenden Enzyme CYP4F2 und CYP4A11, die (w-n)-
hydroxylierenden Enzyme CYP2E1 und CYP1A1 sowie die epoxidierenden
Isoformen CYP2C9, CYP2C19, CYP2C8 und CYP3A4 wurden dabei verwendet.

OH
o LI

Naringenin

Nobiletin

0 ©

e-Viniferin

OH HO
o6 q )
HO |O\ @N
IRA
ZOH OH OH
O \\\\ @i OH Hopeaphenol ©\
OH

OH Pelargonidin
"'O HO
)
OH O OH OH
EGCG OH HO

Genistein

HO

OH Resveratrol

Abbildung 3-4 Chemische Struktur der getesteten Polyphenole. Von der Auswahl wurden
Flavone (Apigenin, Wogonin, Nobiletin), Flavanone (Naringenin), Isoflavone (Genistein),
Anthocyanidine (Pelargonidin), Catechine [Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG)], Stilbenoide
(Resveratrol, ¢-Viniferin, Hopeaphenol) sowie das synthetische Resveratrol-Derivat IRA
abgedeckt.

3.3.1 Epoxygenase- und w-Hydroxylaseinhibition durch
Stilbenoide

Die Mehrheit der getesteten Polyphenole zeigt eine inhibitorische Wirkung auf
die Oxylipinbildung in HLM (Tabelle 3-2). Allerdings reduzieren weder
Resveratrol noch sein Imin-Analogon die Oxylipinbildung in HLM bei einer

Konzentration von 10 yM um mehr als 50%. Gleiches gilt fir das
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Grlntee-Polyphenol EGCG im verwendeten Multienzymassay (Tabelle 3-2).
Insgesamt hemmen sechs von elf Polyphenolen die Bildung von mindestens
einer Oxylipin-Produktgruppe bei einer Konzentration von 10 yM um mehr als
50%. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen liegen die resultierenden
ICs0-Werte im niedrigen mikromolaren oder submikromolaren Bereich (Tabelle 3-
3).

Die Bildung von 20-HETE wird im Multienzymassay durch die Flavonoide
Apigenin und Genistein (ICso: 5 bzw. 15 pM), sowie die Resveratrol-Oligomere
e-Viniferin und Hopeaphenol gehemmt (ICso: 13 bzw. 7 yM) inhibiert (Tabelle 3-
3). Neben der w-Hydroxylierung von Arachidonsaure hemmen ¢-Viniferin und
Hopeaphenol auch die Bildung von Epoxyfettsauren, wahrend Resveratrol und
IRA auch die epoxidierenden CYP nicht beeinflussen (Tabelle 3-2). Die Inhibition
der EpETrE-Bildung durch Apigenin, ¢-Viniferin und Hopeaphenol ist einer
Inhibition von CYP2C9 und CYP2C8 zuzuschreiben. CYP3A4, welches ebenfalls
zur Bildung von Epoxyfettsauren beitragt, wird von keinem der getesteten
Polyphenole inaktiviert (Tabelle 3-2). Interessanterweise wird CYP2C19 durch
e-Viniferin stark gehemmt, wahrend Hopeaphenol und Apigenin nur eine
moderate Inhibition dieses Enzyms bewirken. Im Kontrast dazu werden die
anderen Mitglieder der CYP2C-Unterfamilie (CYP2C8 und CYP2C9) von
e-Viniferin, Hopeaphenol sowie Apigenin mit ICso-Werten zwischen 0.36 und
10 yM gehemmt (Tabelle 3-3). Auch wenn sich die Aminosauresequenzen
innerhalb dieser Unterfamilie nur geringflgig unterscheiden (< 10% Unterschied
zwischen CYP2C9 und CYP2C19), sind signifikante Unterschiede in der
Substratspezifitat und Struktur beschrieben [142, 143]. Es ist zu schlussfolgern,
dass die Variation in der Aminosauresequenz am aktiven Zentrum der Enzyme
auch die Bindung von Polyphenolen und die daraus resultierende Inhibition

beeinflusst.

Die reduzierte Bildung von 20-HETE im Multienzymassay ist auf eine Inhibition
des w-hydroxylierenden CYP4F2 zurlickzufihren. Die Aktivitat von CYP4A11
wird von den eingesetzten Polyphenolen nur in geringem Malde beeinflusst

(Tabelle 3-2). CYP4F2 wird von Apigenin mit einem ICso von 8.4 yM gehemmt.
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Die anderen getesteten Flavone (d.h. Nobiletin und Wogonin) interagieren nicht
mit diesem Enzym. Das Isoflavon Genistein hemmt CYP4F2 mit einer
vergleichbaren Potenz wie Apigenin (ICso 5.4 uM; Tabelle 3-3). Die Beobachtung,
dass ¢-Viniferin bei einer Konzentration von 10 yM die CYP4A11-katalysierte
20-HETE-Bildung um weniger als 50% hemmt (Tabelle 3-2), deckt sich mit der
von Piver et al. [144] beschriebenen Inhibition der CYP4A-katalysierten
Hydroxylierung von Laurinsaure in HLM durch dieses Stilbenderivat mit einem
ICs0 von 15 uM. Resveratrol hemmt die Bildung von 20-HETE in HLM bei einer
Konzentration von 10 yM um 20% (Tabelle 3-2). In anderen Arbeiten ist unter
gleichen Bedingungen eine Inhibition von 32% beschrieben [103]. Dabei wird ein
ICs0 von 3.5 pM flr die Inhibition der w-Hydroxylasen in HLM durch Resveratrol
bestimmt. Des Weiteren wird das Stilben von den Autoren als selektiver CYP4F2-
Inhibitor eingestuft, da dieses Enzym von Resveratrol mit einem ICso von 4.0 yM
gehemmt wird, wahrend CYP4A11 nur geringfugig beeinflusst wird (ICs0 90 uM)
[103]. Letzteres ist gut zu vereinbaren mit den hier beobachteten marginalen
Effekten der untersuchten Polyphenole auf die CYP4A11-Aktivitat. Die von
Resveratrol im Multienzymassay gezeigte geringe Potenz fuhrt jedoch zu dem
Schluss, dass diese Verbindung unter unseren Inkubationsbedingungen kein
(selektiver) w-Hydroxylaseinhibitor ist. Es sei angemerkt, dass der hier
beschriebene Assay andere w-Hydoxylaseinhibitoren mit ICso-Werten im

niedrigen mikromolaren Bereich zuverlassig identifiziert.

CYP4A11 wird im Vergleich zu CYP4F2 deutlich weniger durch Polyphenole
inhibiert. Eine abschlieRende Erklarung kann hier nicht gegeben werden. Die
reine Grofe der Polyphenole scheint nicht die Ursache zu sein, da sowohl das
verhaltnismalig kleine Apigenin als auch das sperrige Hopeaphenol keine
Inhibition von CYP4A11 hervorrufen. Es ist wahrscheinlich, dass sich die aktiven
Zentren bzw. die jeweiligen Bindungstaschen der beiden Enzyme strukturell
unterscheiden. Somit sind auch die strukturellen Anspriiche an eine Verbindung,
die zur Hemmung der katalytischen Aktivitat der beiden CYP erforderlich ist,
verschieden. Experimentelle kristallographische Daten Uber die Strukturen von
CYP4A11 und CYP4F2 sind in der Literatur bisher jedoch nicht beschrieben.
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Tabelle 3-3 Inhibition der Oxylipinbildung in HLM und CYP durch Polyphenole.?

IC,, [uM] (95% Cl)

Polyphenole CYP-Inhibitoren
Apigenin Nobiletin Wogonin Genistein €-Viniferin Hopeaphenol 17-ODYA Ketoconazol
HLM 5.4 48° 100 uM: 15 13 7.3 0.6 7.8
20-HETE (2.9-10) (11-220) < 50% inhibition ~ (5.5-46) (7.7-20) (4.4-12) (0.3-1) (5.0-12)
8.4 5.4 0.82 2.8 0.4 0.24
CYP4F2 (4.9-14) ) i (3.1-9.5) (0.48-1.4) (1.8-4.3) (0.3-0.5) (0.18-0.31)
HLM 1.6 10 0.22 100 uM: 39° 35 100 pM: 69’
(1.0-2.5) (2.5-42) (0.07-0.70) < 50% Inhibition  (10—140) (15-76)  |< 50% Inhibition  (25-193)
1.0
18-HETE . . . . . . .
CYP2E1 (0.48-2.0)
0.90 2.9 0.15 0.36
CYP1A1 (0.68-1.2) (1.8-4.8) (0.10-0.22) i ) i i (0.26-0.51)
HLM 6.6 41° 100 uM: 100 uM: 16 2 100 uM: 25
(4.4-9.8) (19-86)  55% Inhibition < 50% Inhibiton  (8.9-28) (1.3-3.0) |<50% Inhibiton ~ (17-37)
6.7
I CYP2C19 - - - - (4.9-9.3) - - -
P CYP2CS 10 ) ] ) 2.3 0.36 ) ]
(3.6-29) (1.6-3.3) (0.26-0.50)
2.7 0.87 1.5 4.0
CYP2C8 (1.9-3.8) ) i i (0.68—1.1) (1.1-2.1) i (3.5-4.5)

aArachidonsaure (100 pM) wurde mit 0.5 mg HLM Protein mL™" oder 25 pmol CYP mL™" fiir 20 min mit einem NADPH-generierenden System inkubiert. Die
dosisabhangige Inhibition der Produktbildung wurde in einem Konzentrationsbereich von 0.01-100 uM des Inhibitors bestimmt. Die relativen 1Cso-Werte
und die entsprechenden 95%-Konfidenzintervalle (Cl) wurden auf Grundlage der Produktbildung relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor berechnet.
b EpETrE bezeichnet die Summe von 8(9)-, 11(12)- und 14(15)-EpETrE und DIHETrE
¢ mit der héchsten eingesetzten Konzentration (100 uM) wurde 67% Inhibition erreicht.
4 mit der hdchsten eingesetzten Konzentration (100 uM) wurde 58% Inhibition erreicht.
¢ mit der hdchsten eingesetzten Konzentration (100 uM) wurde 76% Inhibition erreicht.
fmit der héchsten eingesetzten Konzentration (100 uM) wurde 71% Inhibition erreicht.
"-" nicht bestimmt [< 50% Inhibition im Screening (10 uM)]
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3.3.2 Flavonoide als selektive Inhibitoren CYP-katalysierter

Arachidonséaure-Hydroxylierung

Die Bildung von 18-HETE in HLM wird durch Wogonin mit hoher Potenz
(ICs0: 0.22 yM) gehemmt, wahrend Nobiletin einen etwas weniger potenten
Inhibitor darstellt (ICso: 10 uM). Das dritte untersuchte Flavon Apigenin hemmt
die 18-HETE-Bildung in HLM mit einem I1Cso von 1.5 uM. Interessanterweise ist
das Apigenin-lsomer Genistein als selektiver w-Hydroxylase-Inhibitor
einzuordnen, der (w-n)-hydroxylierende CYP nicht inhibiert. Das Flavanon
Naringenin und das Anthocyanidin Pelargonidin — beide weisen Substitutions-
muster analog zu dem des Apigenins auf — zeigen keine inhibitorischen Effekte
auf die CYP-katalysierte Oxylipinbildung in HLM (Tabelle 3-2). Die Inhibition der
18-HETE Bildung in HLM durch Apigenin basiert auf einer nicht-selektiven
Hemmung von CYP2E1 und CYP1A1 mit ICso-Werten von 1.0 und 0.9 uM
(Tabelle 3-2, Tabelle 3-3). Die beiden anderen getesteten Flavone Wogonin und
Nobiletin inhibieren selektiv CYP1A1, ohne die Aktivitat von CYP2E1 zu
beeinflussen (Tabelle 3-2, Tabelle 3-3). Wogonin ist in der Literatur bereits als
selektiver CYP1A-Inhibitor beschrieben (ICso CYP1A2: 0.27 uM). Von CYP3A4,
CYP2E1, CYP2C9 und CYP2C19 katalysierte Modellreaktionen in HLM werden
nicht inhibiert [145]. Docking-Simulationen von CYP1A2 mit dem Flavon Apigenin
legen nahe, dass sich das Polyphenol mit einer Ausrichtung des B-Rings zum
Ham im katalytischen Zentrum des Enzyms platziert. Ein Hydroxy-Substituent an
C4‘-Position ist dabei fur diese Wechselwirkung nicht Voraussetzung. Vielmehr
tragt eine Wechselwirkung zwischen dem A-Ring des Flavons und dem
Phenylring des Phe226 in der Aminosauresequenz des Proteins zur
Bindungsaffinitat bei. Isoflavone wie Genistein interagieren nicht auf diese Weise
mit dem aktiven Zentrum von CYP1A2 [146]. Ein Ubertragen dieser Befunde auf
das strukturell verwandte CYP1A1 kann als Erklarung flr die potente Inhibition
des Enzyms durch die Flavone Wogonin und Apigenin und die nicht vorliegende

Wirkung von Genistein und Naringenin herangezogen werden.

35



KAPITEL 3

Die Epoxygenaseaktivitat in HLM wird von keinem der getesteten Flavonoide,
Apigenin ausgenommen, inhibiert. Die fehlende Inhibition der EpETrE- sowie
(w-n)-HETE-Bildung durch Genistein ist konsistent mit Ergebnissen von
Kopec&na-Zapletalova et al. [145], die keine relevante Inhibition (ICso > 20 uM)
von CYP2C-, CYP3A4-, CYP2E1- und CYP1A1-katalysierten Modellreaktionen
durch diese Verbindung und andere Isoflavonderivate beschreiben. Die
chemische Struktur der Isoflavone, nicht aber der Flavanone, Flavone und
Anthocyanidine, ermdglicht offenbar eine Interaktion mit CYP4F2, wahrend sie
eine Inhibition anderer CYP verhindert. Die planare Struktur der (Iso-) Flavone
scheint ein essentielles Strukturmerkmal fur die Interaktion mit CYP zu sein: Das
aufgrund der sp3-Hybridisierung des Kohlenstoffs C2 im C-Ring nicht planare
Flavanon Naringenin zeigt keine Inhibition der CYP-katalysierten Oxylinbildung
(Tabelle 3-2).

20-HETE EpETrE 18-HETE
1004{ HLM : 1004 HLM © 100 HLM
— 80- : — 801 : — 801
= PR S IC50=1.6 uM
— 60 ;2 60 T eo{ o0 oM
2 ;.0 18
3 40 : 2 40 _§ 40
< 20 © £ 20 ‘£ 204 ¢
= D= D= ° e
0 . 0 : 1 1 P
0.61 0:1 ‘; 1I0 1(I)0§ 0.2)1 0:1 'i 1I0 1(I)0§ 0.61 0:1 ’; 1I0 160
c(Apigenin) [uM] : c(Apigenin) [pM] : c(Apigenin) [uM]
100] 4F2 : 100 2C8 : 1004 2E1
— 80- : — 804 ._. 80-
2 = R = 'R =
.E. 60- ICSO 8.4 uM pm 60- |C50 2.7 NM p 60 ICso 1.0 uM
] ) ]
3 404 3 404 -§ 404
£ 201 : £ 207 L E 20
[ P N 0 OB ..ot . 04 - &g
L4 o
0.01 0.1 1 10 100§ 0.01 0.1 1 10 100§ 0.01 0.1 1 10 100
c(Apigenin) [uM] : c(Apigenin) [pM] : c(Apigenin) [uM]

Abbildung 3-5 Inhibition der Oxylipinbildung in HLM und CYP durch Apigenin. Die Inhibition
wurde auf Grundlage der Produktbildung relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor berechnet.
Die relativen ICso-Werte wurden durch einen Fit der Daten an eine logistische Funktion
(4 Parameter) bestimmt.
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Unabhangig von etwaigen Struktur-Wirkungsbeziehungen ist hervorzuheben,
dass Apigenin einen hochpotenten und nicht selektiven CYP-Inhibitor darstellt.
Wahrend Apigenin CYP3A4 — das Enzym, das fur den Metabolismus von mehr
als 50% der derzeit zugelassenen Arzneimittel verantwortlich ist — nicht blockiert,
werden die meisten anderen der getesteten CYP inhibiert. Dabei wird die Bildung
von EpETrE, 20-HETE und (w-n)-HETE aus Arachidonsaure, einem endogenen
Substrat der Enzyme, mit vergleichbarer Potenz inhibiert (Abbildung 3-5, Tabelle
3-3).

Die Inhibition der Oxylipinbildung in HLM durch Apigenin andert sich nicht mit der
Dauer der Vorinkubation (0—30 min). Es ist zu schlussfolgern, dass es sich um
einen zeitunabhangigen Inhibitionsmechanismus handelt. Im fluoreszenz-
basierten CYP2C9-Assay steigt die Michaelis-Menten-Konstante der CYP2C9-
katalysierten MFC-Demethylierung von 22—-26 uM ohne Inhibitor auf 58—70 uM
durch 0.1 yM Hopeaphenol sowie auf 97—-119 yM durch 5 uM Apigenin an. Im
Gegensatz dazu ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit in allen
Experimenten vergleichbar (120-140, 80-110 und 120-130 ymol min’
pmol CYP-'), was auf einen vorwiegend kompetitiven Inhibitionsmechanismus
hindeutet. Die Polyphenole werden nicht, mit Ausnahme von Nobiletin, unter den
gegebenen Versuchsbedingungen durch HLM oxidativ metabolisiert (Appendix

3, Appendix 4), und scheinen somit als kompetitive Inhibitoren zu agieren.

Die hier gezeigten Daten lassen schlussfolgern, dass pflanzliche Polyphenole mit
hoher Potenz und bemerkenswerter Selektivitat die Bildung von Lipidmediatoren
durch CYP inhibieren. Schon auf Basis weniger ausgewahlter Verbindungen
lassen sich grundlegende Struktur-Wirkungsbeziehungen ableiten, die es weiter
zu untersuchen gilt. AuRerdem sind die Effekte in weiteren, komplexeren in vitro
Testsystemen zu bestatigen. Neben der Interaktion mit CYP sind unter anderem
auch Informationen Uber die intestinale Resorption essentiell, um mdgliche

physiologische Wirkungen ableiten zu konnen.
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3.3.3 Inhibition von CYP2J2

CYP2J2 ist ein weiteres Mitglied der CYP2-Familie, welches eine bedeutende
Rolle bei der Bildung physiologisch relevanter Epoxyfettsauren spielt. CYP2J2
katalysiert die Epoxidierung an allen vier Doppelbindungen der Arachidonsaure
in vergleichbaren Anteilen, wobei das 14(15)-EpETrE-Regioisomer mit einem
Anteil von 34% an der Summe der Epoxyfettsauren leicht Gberwiegt. Aulerdem
wird die Hydroxylierung an C19-Position der Arachidonsaure katalysiert
(Abbildung 3-6). Weitere Hydroxyfettsduren werden nicht gebildet. Frihe
Literaturdaten kategorisieren CYP2J2 ebenfalls als Epoxygenase mit leichter
Bevorzugung der (w-6)-Position [52, 98]. In neueren Studien wird auch das
Hydroxylierungsprodukt 19-HETE erfasst [88, 147], wobei es Hinweise gibt, dass
das Verhaltnis der Produkte untereinander durch funktionelle Polymorphismen
des CYP2J2-Gens beeinflusst wird [147].

2J2 o/(w-n)-Hydroxyfettsauren

[ 20-HETE B 17-HETE

= 19-HETE EE 16-HETE

I 18-HETE

Epoxyfettsduren Dihydroxyfettsduren
2 14(15)-EpETrE 3 14,15-DIiHETrE
Bl 11(12)-EpETrE (3 11,12-DIiHETrE
Bl 8(9)-EpETrE [ 8,9-DIiHETrE
Bl 5(6)-EpETrE = I 5,6-DIHETrE

Abbildung 3-6 Produktmuster der Oxidation von Arachidonsdure durch CYP2J2. 100 yM
Arachidons&ure wurden mit 25 pmol CYP2J2 mL™" und einem NADPH-generierenden System
(1 mM NADPH) als Cosubstrat bei 37 °C fur 40 min inkubiert.

Innerhalb der hepatischen CYP macht CYP2J2 nur einen kleinen Anteil aus und
tragt in diesem Organ wenig zum Phase-l Metabolismus von Xenobiotika bei
[148]. Grolle Mengen von CYP2J2 wurden auf mRNA- und Proteinebene
zunachstim Gewebe des menschlichen Herzens nachgewiesen [52], spater auch
im Gastrointestinaltrakt, insbesondere im lleum [53], sowie im Endothel von
Blutgefalten [51]. Die von CYP2J2 aus Arachidonsaure gebildeten Metabolite
wirken folglich als auto- oder parakrine Mediatoren unmittelbar am Bildungsort,

wo sie unter anderem als endothelium-derived hyperpolarizing factor an der
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Regulation des Gefaldtonus beteiligt
sind [10, 57]. Das auf Mikrosomen
aus hepatischem Gewebe
basierende Multienzymassay

(Kapitel 3.2) reprasentiert CYP2J2

nichtt Um die Interaktion von
Lebensmittelinhaltsstoffen mit
diesem  wichtigen CYP  der
Arachidonsaure-Kaskade zu

betrachten, ist folglich das isolierte
Enzym heranzuziehen. Es wurde die
gleiche Polyphenolauswahl
getestet, die auch im HLM-Assay
Sowohl der

Keto-

wurde.
CYP-Inhibitor
conazol als auch der Epoxygenase-
inhibitor MS-PPOH hemmen, wie
erwartet, die CYP2J2-katalysierte
EpETrE-Bildung mit ICso-Werten im

niedrigen mikromolaren bzw. sub-

untersucht

unselektive

Bereich. Der
Hydroxylaseinhibitor 17-ODYA
reduziert die CYP2J2-Aktivitat, wie
erwartet, nicht (Tabelle 3-4).

mikromolaren

Die aus dem HLM-basierten Multi-
enzymassay abgeleiteten Zusam-

menhange zwischen Polyphenolen

Tabelle 3-4 Inhibition der CYP2J2-
katalysierten Epoxidierung von CYP2J2

durch Polyphenole und CYP-
Inhibitoren.?
Inhibition CYP2J2
ICs0 [M] (95% CI)
Apigenin 1.1 (0.48-2.5)
Nobiletin 10 pM: 27% Inhibition
Wogonin 10 pM: 32% Inhibition
Genistein 0.25 (0.14-0.42)
Naringenin 3.3 (1.7-6.2)
Resveratrol 0.13 (0.08-0.21)
€-Viniferin 1.8 (1.2-2.7)
IRA 10 uM: 46% Inhibition

Hopeaphenol 10 pM: 46% Inhibition
EGCG 10 pM: 30% Inhibition
17-ODYA 10 uM: 26% Inhibition
Ketoconazol 0.10 (0.05-0.17)
MS-PPOH 1.4 (0.78-2.5)

®Arachidons&ure (100 yM)  wurde  mit
25 pmol CYP2J2 mL' und einem NADPH-
generierenden System (1 mM NADPH) als
Cosubstrat bei 37 °C fir 40 min inkubiert. Die
dosisabhangige Inhibition der Produkt-
bildung (Summe von 8(9)-, 11(12)- und
14(15)-EpETrE und -DIiHETrE) wurde in
einem Konzentrationsbereich von 0.01-
100 uM des Inhibitors bestimmt. Die ICso-
Werte und die entsprechenden 95%-
Konfidenzintervalle  (ClI) wurden  auf
Grundlage der Produktbildung und relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor
berechnet.

und den CYP der Arachidonsaure-Kaskade lassen sich auf CYP2J2 Ubertragen:
Im Multienzymassay zeigten die Flavone Nobiletin und Wogonin keine
inhibitorischen Effekte auf die Bildung von EpETrE durch Epoxygenasen (Kapitel
3.3.2). Ubereinstimmend damit wird auch die CYP2J2-Aktivitat durch diese
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Flavone nicht reduziert (< 50% Inhibition im Screening mit einer Testkonzen-
tration von 10 uM). Das zuvor als nicht-selektiver und potenter CYP-Inhibitor
identifizierte Flavon Apigenin hemmt wie erwartet auch CYP2J2. Der
resultierende 1Cso-Wert (1.1 uM, Tabelle 3-4, Appendix 5) liegt dabei in der
gleichen GroRRenordnung wie fur die anderen untersuchen CYP (Kapitel 3.3.2,
Tabelle 3-3). EGCG und das getestete Resveratrol-Imin-Analogon (IRA)
inhibieren, wie auch im Multienzymassay, die CYP-katalysierte Oxylipinbildung
nur wenig. Im Gegensatz dazu hemmt das im HLM-Assay nicht aktive
Resveratrol mit bemerkenswert hoher Potenz CYP2J2 (Tabelle 3-4, Appendix 5).
Das Resveratrol-Dimer ¢-Viniferin ist als CYP2-Inhibitor einzuordnen, da neben
den zuvor getesteten CYP2C-Enzymen auch die Arachidonsaure-Epoxygenase-
aktivitat von CYP2J2 durch diese Verbindung inhibiert wird (Tabelle 3-4). Das
Resveratrol-Tetramer Hopeaphenol hemmt CYP2J2 nur begrenzt (Tabelle 3-4).
Auch dieser Befund ist konsistent mit den inhibitorischen Eigenschaften von
Hopeaphenol gegenuber der CYP2C-Unterfamilie. Das initial als CYP4F2-
selektiver Inhibitor eingeordnete Isoflavon Genistein (Kapitel 3.3.2) inhibiert die
Monooxygenierung von Arachidonsaure durch CYP2J2 mit einem ICso von
0.25 yM und ist folglich kein CYP4F2-exklusiver Inhibitor (Tabelle 3-4).
Interessanterweise hemmt auch das Flavanon Naringenin das CYP2J2 mit einem
ICs0 von 3.3 yM, ohne mit anderen CYP der Arachidonsdure-Kaskade zu
interagieren (Kapitel 3.3.2). Auch CYP2E1- und CYP3A4-katalyiserte
Modellreaktionen werden von Naringenin nicht mit der hier fur CYP2J2
beobachteten Potenz gehemmt [149, 150].

Insgesamt folgt die Interaktion von CYP2J2 mit Polyphenolen also dem Trend
anderer CYP. Allerdings stellt sich CYP2J2 etwas sensitiver dar, denn Naringenin
und Resveratrol inhibieren dieses Enzym, wahrend diese Stoffe im
Multienzymassay keine Wirkung zeigen (Appendix 5). Des Weiteren inhibiert
Genistein die CYP2J2-katalysierte Epoxidierung von Arachidonsaure, ohne dass
andere Epoxygenasen von diesem Isoflavon gehemmt werden. Obwohl
Resveratrol und Genistein als Pan-Assay Interference Compounds (PAINS) in

vielen biochemischen Testsystemen falsch-positive Effekte zugeschrieben
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werden [151-153], ist anzunehmen, dass die hier beobachtete Modulation der
CYP2J2-Aktivitat nicht von einer solchen artifiziellen Interaktion ausgeht, da die
Verbindungen keine generische und unspezifische Inhibition, zum Beispiel im
Multienzymassay, aufzeigen, sondern einzelne CYP hemmen — und andere
nicht. Des Weiteren zeigt das ebenfalls umfassend als PAINS beschriebene
EGCG [153] im hier angewandten Testsystem keine auffalligen Effekte. Es ist zu
schlussfolgern, dass der in dieser Arbeit eingesetzte, auf einem naturlichen
Substrat basierende Assay eine geeignete Grundlage zur ldentifizierung von mit

CYP wechselwirkenden Polyphenolen darstellt.

3.3.4 Apigenin als Inhibitor der w-Hydroxylierung von

Arachidonséure in Zellkultur

Die Untersuchung von Substanzen und deren Wirkungen in lebenden Zellen ist
haufig aussagekraftiger als in zellfreien Enzyminkubationen. Kultivierte
Humanzellen sind sowohl flir Metabolismusstudien als auch fur vielfaltige andere
biologische Fragestellungen ein vielversprechendes Model. Neben der direkten
Interaktion zwischen Substanz (Polyphenol) und (CYP-) Enzym werden hier auch
zellulare  Transportsysteme, metabolische Aspekte, sowie zellulare
Signalkaskaden abgebildet. In Bezug auf den CYP-katalysierten
Phase-lI Metabolismus von Xenobiotika, der Gberwiegend in der Leber stattfindet,
sind die meisten Zellkulturen allerdings limitiert, da immortalisierte Zelllinien nur
noch einen Bruchteil der CYP-Aktivitat von hepatischem Gewebe oder primaren
Hepatozyten aufweisen. Dem gegeniiber steht die Uberexpression einzelner
CYP-Gene in Karzinomzelllinien [154-157]. Fur die Kolonkarzinomzellen
HCT 116 und CaCo-2 ist eine im Vergleich zu gesunden Zellen erhéhte
Expression von CYP2-Genen beschrieben [158]. Weitere Enzyme der
Arachidonsaure-Kaskade werden ebenfalls in einigen Kolonzelllinien in hohem
Mald gebildet — beispielsweise die 5-Lipoxygenase in HCT 116 und die
Cyclooxygenase-2 in HCA-7 und HT-29 [159].
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Die durch CYP gebildeten Oxylipine beeinflussen die Proliferation von
Tumorzellen sowie auch das Tumorwachstum im Korper: Eine Inhibition der
EpETrE-Bildung aus Arachidonsaure durch CYP3A4 reduziert die Proliferation
von MCF-7 Zellen, einer aus einem Estrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom
generierten Zelllinie [160]. CYP4A11 und CYP4F2 werden in vielen Tumoren,
unter anderem auch solchen des Kolons in deutlich héherem Male als in
gesunden Geweben exprimiert [161]. Eine Inhibition der 20-HETE-Bildung in
renalen Adenokarzinomzellen durch den CYP4-selektiven Inhibitor HET0016
reduziert die Proliferation dieser Zellkulturen, wahrend die Proliferation primarer
Epithelzellen aus humanen proximalen Nierentubuli nicht beeinflusst wird [162].
In Mausmodellen zu Kolonkarzinomen ist eine Uberexpression von Cyp2c
festzustellen, die mit deutlich erhdhten Leveln von Epoxyfettsduren im
Blutplasma einhergeht. Eine Inhibition der CYP2C in diesem Modell fuhrt zu einer
Reduktion der Tumorgenese, ebenso wie ein genetischer knock-out von CypZ2c.
Im Gegensatz dazu erhdht die Gabe von 12(13)-Epoxyoctadecensaure
[12(13)-EpOME], einer aus Linolsdure (18:2n6) durch CYP gebildeten
Epoxyfettsaure, die Tumorgenese deutlich [158]. Es ist zu schlussfolgern, dass
Epoxygenasen und durch diese aus Fettsauren gebildeten Metabolite zur

Pathogenese von Kolonkarzinomen beitragen konnen.

Kolon-Adenokarzinom-Zelllinien kommen folglich als Modell infrage, um die
CYP-katalysierte Oxylipinbildung und den Einfluss von Polyphenolen auf diese
zu untersuchen. Neben den physiologischen Eigenschaften der Zellen legt noch
ein weiterer Aspekt die Berucksichtigung von Darmzellen nahe: Es ist
anzunehmen, dass Gewebe des Intestinaltraktes nach dem Verzehr von
polyphenolreichen Lebensmitteln hohen Polyphenoldosen exponiert sind. Eine
eingeschrankte Bioverfugbarkeit der Substanzen kdonnte im Gegensatz dazu die
Level dieser sekundaren Pflanzenmetabolite in anderen Geweben eines

Organismus limitieren.

Um eine geeignete Zelllinie auszuwahlen, wurde in einem ersten Schritt die

Bildung von Lipidmediatoren aus Arachidonsaure in vier verschiedenen Kolon-
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Adenokarzinom-Zelllinien untersucht: Caco-2, HCT 116, HCA-7 und HT-29.
Dazu wurde das Zellkulturmedium mit Arachidonsaure (10 uM) supplementiert
und die Oxylipine nach alkalischer Verseifung der Lipide in den Zellen bestimmt.
In allen vier Zelllinien ist nach Inkubation mit der Fettsaure ein héherer Gehalt an
20-HETE, dem w-Hydroxylierungsprodukt der Arachidonsaure, festzustellen
(Abbildung 3-7). Dabei unterscheiden sich sowohl die basalen Level als auch die
Gehalte nach Zugaben der Fettsdure zwischen den Zelllinien. Fur die
Untersuchung der Inhibition der Oxylipinbildung durch Polyphenole wird diejenige
Zelllinie am geeignetsten eingeschatzt, bei der aus geringen 20-HETE-Leveln
unter basalen Bedingungen hohe Gehalte nach Inkubation mit der Fettsaure
resultieren, da eine solche die Enzymaktivitat der w-hydroxylierenden CYP am
besten abbildet. Zur Bemessung dieser Effekigrofle in einem Assay ist der
Z'-Faktor ein etablierter Parameter [163]. Zur Berechnung dieser
dimensionslosen statistischen Grof3e werden der dynamische Bereich zwischen

Positiv- und Negativkontrolle sowie die Variabilitat der Messwerte herangezogen.

Hl Kontrolle EE 10 uM Arachidonséaure

1000-
800+
600+
400-
200-

0-

fmol 20-HETE/mg Protein

HCA-7 Caco-2 HT-29 HCT 116
Z'-Faktor -0.1 -1.1 2.4 0.3

Abbildung 3-7 20-HETE-Level in humanen Kolonkarzinomzelllinien mit und ohne
Supplementierung von Arachidonséure. 2-10° Zellen wurden in 60 cm2-Schalen ausgesat und
fir 24 h kultiviert. Nach 24 h erfolgte eine Zugabe von 10 puM Arachidonsaure ins
Zellkulturmedium. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und pelletiert und
die Gesamtoxylipine nach Hydrolyse in den Zellen mittels LC-MS/MS bestimmt.
Mittelwert + Standardabweichung, n = 4-6.
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Der Z'-Faktor wird eingesetzt, um die Eignung von Hochdurchsatzassays (HTS)
bei der Identifizierung von Hits zu beurteilen. Testsysteme mit Z° < 0 sind als nicht
geeignet anzusehen, exzellente Assays weisen Z'-Faktoren > 0.5 auf.
Z‘-Faktoren zwischen 0 und 0.5 indizieren Verfahren mit akzeptabler Eignung
[163, 164]. Innerhalb der getestet Zelllinien ist die HCT 116 Kultur am
geeignetsten zur Untersuchung des Einflusses von Polyphenolen auf die Bildung
von 20-HETE (Abbildung 3-7).

Die flr HT-29 und Caco-2 beschriebenen sehr geringen Level von CYP4F2-
mMRNA [165] unterstutzen die hier beobachtete eingeschrankte w-Hydroxylierung
der Fettsaure. Die Level w-hydroxylierender CYP in HCA-7 und HCT 116 sind
bisher nicht untersucht — die Erhéhung der 20-HETE-Gehalte in HCT 116 Zellen
nach Arachidonsauregabe lassen jedoch vermuten, dass diese Enzyme in den
Zellen vorliegen. In HTS, und damit auch zur Bestimmung des Z‘-Faktors, werden
zumeist einzelne chemische oder enzymatische Reaktionen betrachtet, die ohne
weitere Probenaufarbeitung, zum Beispiel photometrisch, mit hohem
Probendurchsatz zu messen sind. Der Probendurchsatz, und damit auch die
Anzahl von Positiv- und Negativkontrollen in Zellkulturexperimenten mit
instrumentell-analytischem Endpunkt istim Vergleich dazu deutlich beschrankter,
was die Bestimmung des reellen Z'-Faktors limitieren kann [164]. Auch wenn der
ermittelte Z‘-Faktor fir die w-Hydroxylierung von Arachidonsaure in
HCT 116 Zellen mit 0.3 kein ideales Testsystem auszeichnet, ist der Assay unter
diesen Bedingungen als geeignet anzusehen, eine Modulation dieser Reaktion
durch Polyphenole zu untersuchen. Der unselektive CYP-Inhibitor Ketoconazol
inhibiert die 20-HETE-Bildung in den Zellen mit einem ICso von 5.6 uM (95% CI:
0.92-34 pM) und ist damit ahnlich potent wie im HLM-Assay. Folglich sind die

w-Hydroxylasen auch im Zellmodell, wie erwartet, zu modulieren.

Neben 20-HETE fuhrt die Inkubation der HCT 116 Zellen auch zu erhdéhten
Leveln weiterer Oxylipine in den Zellen: Das Produktmuster ist gepragt von
Epoxyfettsauren sowie von 5-HETE (Abbildung 3-8). Einige weitere mittelkettige

Hydroxylierungsprodukte sowie Dihydroxyfettsduren sind ebenfalls zu
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detektieren. 18-HETE, der Markermetabolit (w-n)-hydroxylierender CYP, wird
nicht gebildet. Die Bildung von 5-HETE ist wahrscheinlich einer 5-LOX-Aktivitat
in den Zellen zuzuschreiben [166] und erfolgt nicht durch eine CYP-katalysierte
Reaktion. Die Bildung von EpETrE ist konsistent mit der fir diese Zelllinie
beschriebenen Expression von CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19 und CYP2J2 [158,
167]. In vorherigen Arbeiten der Gruppe [168] wurde die Bildung von
Hydroxyfettsduren im Uberstand von HCT 116-Kulturen, sowie in Uberstanden
anderer Zelllinien nach Zugabe von Fettsaureethylestern untersucht. Dabei
wurde die Bildung von 8-HETE und 12-HETE festgestellt. Es ist jedoch nicht
abschlieend zu differenzieren, ob durch die Zellen eine enzymatische Oxidation
der Fettsaure (-Ethylester) erfolgt, oder lediglich eine Freisetzung autoxidativ
gebildeter Oxylipine durch Hydrolyse der Ester. Weitere Hydroxylierungs-
produkte, wie das ausschliel3lich enzymatisch gebildete 20-HETE, waren nicht
zu detektieren [168]. In den hier durchgefuhrten Analysen wurden die Oxylipine
nicht im Medium, sondern in den Zellen nach Verseifung der Lipide bestimmt. Es
ist zu schlussfolgern, dass grof3e Anteile der untersuchten Lipidmediatoren wie

20-HETE nicht ins Kulturmedium abgegeben werden [168].

HCT 116 Epoxyfettsduren ®/(w-n)-Hydroxyfettsauren

I 14(15)-EpETrE [ 20-HETE BE 17-HETE

Bl 11(12)-EpETrE [ 19-HETE EE 16-HETE

Il 8(9)-EpETrE = 18-HETE

Il 5(6)-EpETrE

Dihydroxyfettsauren Mittelkettig-hydroxylierte Fettsduren
[ 14,15-DIHETrE [ 15-HETE @ 9-HETE

3 11,12-DIHETrE [ 12-HETE E& 8-HETE

= 8,9-DiHETrE 3 11-HETE BE 5-HETE

Bl 5,6-DiHETrE

Abbildung 3-8 Produktmuster der Oxidation von Arachidonsaure durch HCT 116 Zellen.
2:108 Zellen wurden in 60 cm?2-Schalen ausgesat und fiir 24 h kultiviert. Nach 24 h wurde 10 yM
Arachidonsaure ins Zellkulturmedium gegeben. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit Trypsin
abgel6st und pelletiert und die Gesamtoxylipine nach Hydrolyse in den Zellen mittels LC-MS/MS
bestimmt. Von der Menge der Produkte in den Inkubierten Zellen wurden die Oxylipingehalte in
Kontrollinkubationen ohne Arachidonsaure abgezogen.

Auch die weiteren untersuchten Zelllinien =zeigten einen Anstieg an

Epoxyfettsauren nach einer Inkubation mit Arachidonsaure fir 24 h (Appendix 6).
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Dieser Befund entspricht der in der Literatur beschriebenen Prasenz von CYP2C
und CYP2J auf Protein- und mRNA-Ebene in HT29 und CaCo-2 Zellen [169]. In
weiteren Experimenten konnte jedoch mit keinem der getesteten Inhibitoren
(MS-PPOH als selektiver Epoxygenaseinhibitor und Miconazol sowie
Ketoconazol als unspezifische CYP-Inhibitoren) eine Reduzierung der EpETrE-
Level in den Zellen bewirkt werden. Die Ursache fur diesen Befund ist nicht
abschlieRend zu benennen: Mdglicherweise werden die Epoxyfettsauren durch
CYP gebildet, deren Aktivitat die getesteten CYP-Inhibitoren nicht reduzieren,
wobei dies bei den in dieser Arbeit betrachteten Enzyme nicht der Fall ist. Ein
Beitrag zur EpETrE-Bildung von weiteren CYP ist jedoch nicht auszuschlie3en.
Auch eine nicht-enzymatische Bildung von Epoxyfettsauren Uber radikalische
Mechanismen ist moglich [170]. 20-HETE und andere aliphatische
Hydroxylierungsprodukte werden nicht autoxidativ gebildet. Die Autoxidation
kann wahrend der Inkubation im Zellkulturmedium erfolgen, es ist aul’erdem
wahrscheinlich, dass EpETrE Uber die Fettsaure in das Medium eingebracht
werden: Auch in  Spuren in der Arachidonsaure vorliegende
Autoxidationsprodukte fuhren zu erhdohten Gehalten in den Zellen, da eine
Aufkonzentrierung in oder an den Zellen anzunehmen ist. Die Epoxyfettsauren
gelangen wahrscheinlich ahnlich effizient in die Zellen wie Fettsaure selbst [171,
172]. Die autoxidative Bildung der EpETrE bringt dabei, anders als die
enzymatisch katalysierte Reaktion, nicht ausschlieBlich cis-Epoxyfettsauren
hervor — trans-konfigurierte Produkte sind bevorzugt [170, 173]. In den
durchgefuhrten Zellkulturexperimenten waren im Vergleich zu den cis-lsomeren
nur geringe Mengen an ftrans-Epoxyfettsauren zu detektieren, sodass
radikalische Autoxidation nicht als ausschliel3liche Quelle der EpETrE

anzunehmen ist.

Insgesamt sind die verwendeten Zellkulturen unter den gegebenen
Versuchsbedingungen nicht geeignet den gesamten CYP-Zweig der
Arachidonsaure und dessen Modulation durch Polyphenole umfassend
abzubilden. Gleichwohl sind die HCT 116 Kolon-Adenokarzinom-Zelllinien ein

adaquates Modell zur Untersuchung des Einflusses auf die w-Hydroxylierung von
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Arachidonsaure, da (i) die Inkubation der Zellen mit der Fettsdure einen
ausgepragten Anstieg an 20-HETE bewirkt, welcher (ii) durch einen Inhibitor
(Ketoconazol) dosisabhangig und mit gleicher Potenz wie im Enzymassay

reduziert werden kann.

ICs, = 3.7 uM

100- (15;5) 8.8 IJIM)
. 5-88p
< 80
5 60+
S 40-
2
£ 20

0-
g

0.01 0.1 1 10 100
c(Apigenin) [uM]

Abbildung 3-9 Inhibition der 20-HETE-Bildung in HCT 116-Zellen durch Apigenin.
2:10° Zellen wurden in 60 cm?-Schalen ausgesat und fiir 24 h kultiviert. Nach 24 h erfolgte eine
Zugabe von 10 uyM Arachidonsaure ins Zellkulturmedium. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen
mit Trypsin abgeldst und pelletiert und die Gesamtoxylipine nach Hydrolyse in den Zellen mittels
LC-MS/MS bestimmt. Die Inhibition wurde auf Grundlage der Produktbildung relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor berechnet (100 - % der Kontrolle). Der relative 1Cso-Wert
wurde durch einen Fit der Daten an eine logistische Funktion (4 Parameter) bestimmt.

In diesem Testsystem inhibiert das Flavon Apigenin die w-Hydroxylierung von
Arachidonsaure mit einem ICsg von 3.6 uM (Abbildung 3-9). Dieses Polyphenol
ist damit auch ahnlich potent wie im Multienzymassay und bei der Inhibition von
CYPF2. Dieses Ergebnis zeigt einerseits, dass sehr wahrscheinlich CYP4F2 zur
Bildung von 20-HETE in HCT 116 beitragt, da das andere w-hydroxylierende
CYP — CYP4A11 — nicht durch Apigenin inhibiert wird. Andererseits unterstreicht
die Interaktion von Polyphenolen mit CYP der Arachidonsaure-Kaskade auch in
komplexeren Modellen wie Zellkulturen die Relevanz dieses maoglichen
molekularen Mechanismus, Uber den Lebensmittelinhaltsstoffe auf die

Physiologie wirken kdnnten.
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3.4 Schlussfolgerungen

Die Produkte, die im dritten Zweig der Arachidonsaure-Kaskade aus Fettsauren
gebildet werden, sind physiologisch von hdchster Relevanz. Insbesondere fur die
Homodostase des Gefalditonus ist eine ausgewogene Interaktion zwischen diesen
Lipidmediatoren von wesentlicher Bedeutung. Die vasodilativen Effekte der
EpETrE [insbesondere des 14(15)- und des 11(12)-Regioisomers], die durch
CYP2C und CYP2J und Gefal3- und Endothelzellen gebildet werden, werden
kontrastiert durch die vasokonstriktiven Wirkungen von 20-HETE, dessen
Bildung in vaskularen glatten Muskelzellen von CYP4F, und in kleinerem Umfang
von CYP4A, katalysiert wird [10].

Ein Eingriff in diese sensitive Homoostase durch die selektive Inhibition der
Bildung einzelner Lipidmediatoren durch Polyphenole kdnnte weitreichende
Konsequenzen flir die humane Physiologie haben. Die selektive Inhibition der
EpETrE-Bildung beeinflusst den Gefalltonus nachteilig (fordert einen
Phanotypen mit erhdhtem Blutdruck und daraus resultierenden Organschaden),
wie in zahlreichen Tiermodellen flir Hypertonie gezeigt werden konnte: Bei
salzresistenten Dahl-Ratten fuhrt bei einer salzreichen Diat die selektive
Inhibition epoxidierender CYP durch MS-PPOH zu einer Erhohung des
Blutdrucks [174]. Im Einklang mit diesem Befund bewirkt eine Stabilisierung der
Epoxyfettsauren durch Inhibition des Abbaus Gber sEH eine Reduzierung des
Gefalltonus, unter anderem in spontan hypertensiven Ratten [38, 175]. Die
Erhdhung der EpETrE-Level durch Inhibition der sEH in Verbindung mit einer
Reduzierung der 20-HETE-Level mittels w-Hydroxylaseinhibitoren senkt auch die
Hypertonie in Ren-2 Renin transgenen Ratten [176]. Eine Senkung des
Gefalltonus wird ebenso bewirkt bei Gabe eines 20-HETE-Antagonisten in
angiotensinogen-defizienten Mausen [177] und durch Inhibition des
w-hydroxylierenden CYP4A1 in spontan hypertonen Ratten [178]. Aus einer
durch Polyphenole aus pflanzlichen Lebensmitteln erwirkten selektiven Inhibition

der CYP der Arachidonsdure-Kaskade koénnte folglich eine Anderung des
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Gefaltonus folgen, und somit die Gesundheit des Menschen direkt beeinflusst

werden.

In Anbetracht der in der Literatur genannten Plasmakonzentrationen im
mikromolaren Bereich, zum Beispiel fur das lIsoflavon Genistein [179], ist
anzunehmen, dass die in dieser Arbeit beschriebenen Level der bioaktiven
Lebensmittelinhaltsstoffe auch in vivo erreicht werden. Zahlreiche kommerziell
verfugbare Nahrungserganzungsmittel auf Basis konzentrierter Pflanzenextrakte
kénnen bei Konsumierenden solcher Produkte zu sehr hohen Aufnahmemengen
fuhren. Eine Bindung an Plasmaproteine und ein schneller Metabolismus konnen
die effektiven Konzentrationen in vivo limitieren. Entscheidend flr etwaige
systemische Effekte eines Lebensmittelinhaltstoffes ist jedoch die Absorption im

Gastrointestinaltrakt.

Im Caco-2 Permeabilitatsmodell, welches zur Abschatzung der Bioverfugbarkeit
der Flavonoide, welche die CYP-katalysierte Oxylipinbildung inhibieren,
eingesetzt wurde [180], zeigen die getesteten Polyphenole einen moderaten
Transfer durch die Zellbarriere (Appendix 7): Der hdchste Permeabilitatskoeffi-
zient (Papp) wurde fiir Nobiletin bestimmt (Papp 52 + 8 [106-cm-s™]). Fir Stoffe, die
im humanen Intestinaltrakt vollstandig resorbiert werden, sind Papp-Werte Uber
70-10%-cm's™' im Caco-2 Modell anzunehmen, wahrend Pap-Werte unter
10-10%-cm-s™" eine Resorption von weniger als 20% indizieren [181]. Andere
Quellen korrelieren eine gute Resorption (70% — 100%) mit Papp-Werten Uber
10-10%-cm-s?", und gehen erst ab einer Permeabilitdit von weniger als
1-10%-cm's™ von einer Resorption unter 20% aus [182-184]. Wogonin und
Genistein werden moderat absorbiert (Appendix 7), wahrend von Apigenin
geringere Mengen den Caco-2-Layer passieren (Papp4.5 £ 1.0 [10%-cm-s™"]). Fir
alle getesteten Flavonoide ist folglich eine zumindest teilweise Absorption in vivo

anzunehmen.

Obwohl die Resorptionsrate von Polyphenolen im humanen Gastrointestinaltrakt

limitiert ist, ist eine Modulation der CYP der Arachidonsaure-Kaskade in den
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Zellen des Intestinaltraktes moglich, da diese nach dem Verzehr
polyphenolreicher Speisen oder Getranke hohen Dosen dieser sekundaren
Pflanzenstoffe exponiert sind. Hohe Expressionsraten von CYP2C9, und in
geringerem Malde von CYP2C19, sind fir Darmgewebe beschrieben [185]. Des
Weiteren konnte CYP4F2, aber nicht CYP4A11, in humanen Darmmikrosomen
nachgewiesen werden. Bei Inkubation von Arachidonsaure mit solchen
Praparaten in Anwesenheit von NADPH wird die Fettsaure zu 20-HETE oxidiert
[186]. Das Flavon Apigenin inhibiert die 20-HETE-Bildung in HCT 116 Zellen mit
einem ICso von 3.6 uM (Abbildung 3-9). Die Inhibition der Bildung von
Lipidmediatoren durch Lebensmittelinhaltsstoffe ist folglich nicht auf mikrosomale

Assays beschrankt, sondern erfolgt in humanen Zellen mit gleicher Wirksamkeit.

Es konnte gezeigt werden, dass Polyphenole, insbesondere Flavonoide und
Stilbenoide, selektiv und potent den CYP-Zweig der Arachidonsaure-Kaskade
modulieren. Auch wenn weitere Untersuchungen notwendig sind, um die
physiologischen Auswirkungen zu verstehen, ist zu schlussfolgern, dass dies
einen neuen molekularen Mechanismus darstellt, Uber den Polyphenole die
vielfach beschriebenen Effekte auf die menschliche Gesundheit entfalten

konnten.

50



Kapitel 4

Struktur-Wirkungsbeziehung der Inhibition von
CYP durch Flavonoide: Entwicklung eines

CYP4F2-selektiven w-Hydroxylaseinhibitors

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden bereits publiziert:

Inhibition of cytochrome P450 monooxygenase catalyzed oxylipin formation by
flavonoids: Evaluation of structure-activity relationship towards CYP4F2-selective
inhibitors. Nadja Kampschulte, Tim Berking, Ibrahim E. Celik, Stefan F. Kirsch, Nils Helge
Schebb; European Journal of Medicinal Chemistry, 2022, 238, 11433

Die in dieser Arbeit eingesetzten synthetischen Flavonoide wurden im Rahmen eines
Kooperationsprojektes dargestellt von Tim Berking als Teil der unter Anleitung von Prof. Dr.
S. F. Kirsch durchgefiihrten Masterthesis ,Synthese von Flavonen und Isoflavonen und ihre
Wirkung auf die Aktivitdt von CYP Monooxygenasen®, die im September 2020 an der
Bergischen Universitdt Wuppertal vorgelegt wurde. Die Verbindungen sind im Folgenden

unsystematisch mit der Syntheseproduktkennung TB[ZAHL] benannt.

Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP) stellen eine Superfamilie Ham-haltiger
Enzyme dar, die im Tier- und Pflanzenreich ubiquitar sind [31]. Die Mehrheit der
bekannten Mitglieder dieser Superfamilie katalysiert die Monooxygenierung
endogener Substrate: Im Rahmen der Arachidonsaure-Kaskade oxidieren CYP
mehrfach ungesattigte Fettsduren zu Eicosanoiden und anderen Oxylipinen. Aus
der Epoxidierung von Arachidonsaure gehen vier regioisomere Epoxyeicosa-
triensauren (EpETrE) hervor. Diese Reaktion wird vornehmlich von Enzymen der
CYP2C und CYP2J-Unterfamilie katalysiert (Kapitel 3.1). Im Endothel gebildete
EpETrE, insbesondere das 14(15)- und das 11(12)-Regioisomer, wirken als
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Vasodilatatoren indem sie die K*-Kanale der Zellen der glatten Gefalimuskulatur
aktivieren und so eine Hyperpolarisierung und Relaxation des Blutgefales
hervorrufen [10]. Die Verminderung der Inaktivierung von Epoxyfettsduren durch
enzymatische Hydrolyse ist ein therapeutischer Ansatz der beispielsweise bei

kardiovaskularen Erkrankungen verfolgt wird [187].

Fir das Produkt der w-Hydroxylierung von Arachidonsaure ist eine den EpETrE
kontrare Wirkung auf glatte Gefalmuskelzellen beschrieben: 20-Hydroxy-
eicosatetraensaure (20-HETE) wirkt vasokonstriktiv unter anderem durch eine
Blockade von Calcium-abhangigen Kaliumkanalen, was zu einer Depolarisierung
und einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration fuhrt. Weitere
Mechanismen der Signalwirkung dieses Oxylipins in Bezug auf Vasokonstriktion
sind beschrieben [69, 70]. Es gibt Hinweise darauf, dass eine Fehlregulierung
von 20-HETE im vaskularen System zur Entstehung von Hypertonie betragt [12].
Dies wird kontrastiert von den anti-hypertonischen Eigenschaften, die 20-HETE
in der Niere entfaltet: Diese sind primar, aber nicht ausschlieRlich, auf eine
Inhibition der Natriumrickresorption im dicken aufsteigenden Abschnitt der
Henle-Schleifen zurickzufuhren [12]. 20-HETE spielt folglich eine Schlisselrolle
bei der Regulation des Gefaldtonus, die den ambivalenten Effekten dieses

Lipidmediators in der Niere und den Blutgefal’en unterliegt.

Die Bildung von 20-HETE im Menschen wird durch zwei CYP Enzyme katalysiert:
CYP4A11 und CYP4F2. Die Bedeutung sowie die gewebespezifischen Einflisse
des durch CYP4A11 und CYP4F2 gebildeten 20-HETE sind bisher sparlich
beschrieben [12, 70]. Die begrenzte Anzahl an Studien auf diesem Gebiet ist
unter anderem auf einen Mangel an verfligbaren spezifischen CYP4A- oder
CYP4F-Inhibitoren zurtckzufuhren. Es besteht also ein Bedarf an Verbindungen,
die die CYP4A- oder CYP4F-Aktivitat selektiv modulieren. Ausgehend von
vorherigen Befunden, wonach natirliche Polyphenole die CYP-katalysierte
Bildung von Oxylipinen mit vergleichbarer Potenz wie pharmazeutisch
eingesetzte CYP-Inhibitoren hemmen (Kapitel 3), wurde hier die Struktur-

Wirkungsbeziehung zwischen Flavonoiden und der Inhibition des CYP-Zweigs
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der Arachidonsaure-Kaskade iterativ mit einem Fokus auf die Enzymselektivitat
charakterisiert. Von 65 synthetisierten Flavonoiden wurde der Einfluss die auf
Oxylipinbildung im Multienzymassay charakterisiert. Der abgeleitete selektive
CYP4F-Inhibitor stellt ein neues Werkzeug zur Untersuchung der
physiologischen Bedeutung des durch CYP4F gebildeten 20-HETE dar.
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4.1 Modifikation der Flavonstruktur zur Inhibition der20-HETE-
Bildung

Natarlich vorkommende Polyphenole inhibieren die CYP-katalysierte
Oxylipinbildung mit vergleichbarer Potenz wie bekannte CYP-Inhibitoren (Kapitel
3.3). Innerhalb der getesteten naturlichen Polyphenole sind zwei Strukturen als
vielversprechender Ausgangspunkt fur einen selektiven w-Hydroxylaseinhibitor
zu identifizieren: Das Isoflavon Genistein stellt sich im HLM-basierten
Multienzymassay als ein selektiver CYP4F2-Inhibitor mit moderater Potenz dar.
Dem gegenuber steht das potentere Flavon Apigenin, welches die CYP der
Arachidonsaure-Kaskade unspezifisch mit ICso-Werten im  niedrigen
mikromolaren Bereich inhibiert. Ausgehend von diesen Verbindungen wurde in
diesem Teil der Arbeit eine potente sowie CYP4F2-selektive Flavonoidstruktur
erarbeitet, welche weitere Untersuchungen der physiologischen Bedeutung von
CYP4F2 und den durch CYP4F2 gebildeten Lipidmediatoren —in Abgrenzung zu
CYP4A11 — ermoglicht.

Abbildung 4-1 Chemische Struktur von Isoflavonen (A) und Flavonen (B) mit Angabe der
Lokanten [188].

In einem ersten Schritt wurde die Isoflavon-Struktur (Abbildung 4-1A) modifiziert
mit dem Ziel potentere Verbindungen als Genistein (Abbildung 3-4, Tabelle 4-1)

zu entwickeln, bei gleichzeitigem Erhalt der Selektivitat dieses Isoflavons. Es
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wurden sechs Isoflavon-Derivate mit unterschiedlichen Substitutionsmustern
dargestellt und diese im HLM-basierten Multienzymassay bei einer Screening-
Konzentration von 10 yuM hinsichtlich ihrer inhibitorischen Wirkungen auf die
CYP-katalysierte Bildung von 20-HETE einerseits und die Bildung von
Epoxyfettsauren andererseits untersucht. Als Kriterien fur eine Verbindung mit
gewulnschten Eigenschaften wurden eine Inhibition der 20-HETE-Bildung von
mehr als 50% sowie ein Selektivitatsfaktor, welcher das Verhaltnis zwischen
Inhibition der Epoxidierung und w-Hydroxylierung beschreibt, von Uber 0.5

zugrunde gelegt.

Keines der getesteten Isoflavone ist bei der Testkonzentration von 10 uM ein
potenter CYP-Inhibitor: Weder die Bildung von EpETrE noch von 20-HETE wird
um mehr als 50% gehemmt (Tabelle 4-1). Heterozyklische B-Ringe haben
ebenfalls keinen Einfluss auf die inhibitorischen Eigenschaften der Isoflavone
(Appendix 8).

Tabelle 4-1 Isoflavone mit variierenden Substitutionsmustern des B-Rings als CYP-
Inhibitoren. Die Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 uM im
Multienzymassay getestet. Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor bestimmt (100-% der Kontrolle; n=2). Der
Selektivitatsparameter wurde berechnet als Logarithmus des Verhdltnisses zwischen dem
Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung (Mittelwert aus zwei Werten) und dem
Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus zwei Werten) [log(Inhibition
w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung “"I';'e{‘l’"r:’;‘y' Selektivitit
Genistein OH H OH H H OH <15 39-53 0.49
TB021 H H H H H H <15 < 15-31 0.19
TB032 H H H OMe H H  <15-27 <15 015
TB039 H H H H OMe H <15 <15 0.00
TB022 H H H H H OMe <15 <15-30 0.18
TB040 H H H H OMeOMe <15-19 27-29 0.22
H

Biochanin A OH

OH H H OMe <15 25-28 0.25

Jer Epoxygenasen < 15%

Selektivitat
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Auch zahlreiche weitere natlrliche Isoflavone zeigen keine inhibitorischen
Effekte auf die Oxidation von Modellsubstraten, die selektiv von einzelnen CYP
umgesetzt werden. Vielmehr ist auch in diesen Testsystemen Genistein als der
potenteste Inhibitor beschrieben, mit ICso-Werten > 20 uM [189, 190]. Es ist zu
schlussfolgern, dass Isoflavone die Bildung von Oxylipinen durch CYP im
Allgemeinen nicht potent inhibieren. Das Isoflavon-Gerust ist folglich kein
geeigneter Ausgangspunkt zur Entwicklung eines potenten und gleichzeitig

selektiven w-Hydroxylaseinhibitors.

Neben Isoflavonen stellt auch das Flavon Apigenin einen vielversprechenden
Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines potenten w-Hydroxylaseinhibitors dar:
Im Multienzymassay inhibiert dieses Polyphenol die CYP-katalysierte
Oxylipinbildung potent, aber nicht selektiv (Kapitel 3.3). Um die Selektivitat des
Flavons zu verbessern, wurden verschiedene Substituenten und
Substitutionsmuster in die Grundstruktur des Flavons (Abbildung 4-1B)
eingebracht, und iterativ verschiedene Aspekte der Struktur-Wirkungsbeziehung

zwischen Flavonen und CYP der Arachidonsaure-Kaskade abgeleitet.

Die Modifikation des Substitutionsmusters des B-Rings der Flavon-Grundstruktur
(Abbildung 4-1B) fihrt in Abhangigkeit der Position zu unterschiedlichen Effekten
auf die CYP-katalysierte Bildung von Oxylipinen (Tabelle 4-2): Methyl-, Methoxy-
oder Hydroxy-Funktionen an C4'-Position verursachen eine reduzierte
w-Hydroxylierung von Arachidonsaure und damit der Bildung von 20-HETE. Die
Bildung von EpETrE wird jedoch gleichermallen inhibiert, sodass diese
Strukturen nicht als selektive w-Hydroxylaseinhibitoren wirken. Im Gegensatz
dazu inhibieren Flavone mit nicht-natirlichen Bromid- oder Trifluormethyl-
Substituenten an C4'-Position die 20-HETE-Bildung stark, wahrend die Aktivitat
epoxidierender CYP, und damit die Bildung von EpETTE, nicht beeintrachtigt wird
(Tabelle 4-2).

Durch Alkoxy-Substituenten an C2'-Position wird die Epoxidierung von
Arachidonsaure zu EpETTrE selektiv inhibiert (Tabelle 4-2). Bei den resultierenden

Strukturen handelt es sich zum Teil um potente Epoxygenaseinhibitoren
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(Appendix 9). Die Wirkung ist dabei unabhangig vom Substitutionsmuster des
A-Rings (Appendix 9). Auch bei sperrigeren, unpolaren Substituenten wie
Isopropoxy-Resten an C2‘-Position und bei Thioflavonen bleibt dieser Effekt
bestehen (Appendix 9, Appendix 10). Heterozyklische 2-Thienyl- oder 2-Pyridyl-
Substituenten an C2 anstelle des Phenyls als B-Ring bewirken keine Inhibition

der CYP-katalysierten Oxylipinbildung (Appendix 11).

Tabelle 4-2 Flavone mit variierenden Substitutionsmustern des B-Rings als CYP-
Inhibitoren. Die Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 uM im
Multienzymassay getestet. Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor bestimmt (100-% der Kontrolle; n=2). Der
Selektivitatsparameter wurde berechnet als Logarithmus des Verhdltnisses zwischen dem
Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung (Mittelwert aus zwei Werten) und dem
Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus zwei Werten) [log(Inhibition
w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung “’]'?eyrﬂf;y' Selektivitit
Apigenin OH H OH H H OH 54-55 _T
TB003 H H H H H H <15 <15 0.00
TB017 H H H OMe H H 37-39 <15 -0.40
TB008 H H H H H OMe  20-21 27-28 0.13
TB018 H H H H OMeOMe <15-19 18-23 0.08
TB086 H H H OH H H 24-34 <15 -0.29
TB042 H H H H H OH <15 <15-22 0.09
TB087 H H H H OH OH 1927 32-36 0.17
TB013 H H H H H Br <15 35-41 0.40
TB009 H H H H H CF, <15 53-62 0.58
TB085 H H H H H CH 2638 3244 0.07

Von den getesteten A-Ring-Substitutionsmustern inhibiert keines die Aktivitat von

w-Hydroxylasen (Tabelle 4-3). Allerdings fuhren Hydroxy- sowie Methoxy-
Substituenten an Position C7 des Flavons zu einer Inhibition der EpETrE-Bildung
im Multienzymassay. Selektive w-Hydroxylaseinhibitoren sollten folglich einen

solchen Substituenten nicht aufweisen. Diese Struktur-Wirkungsbeziehung
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besteht unabhangig vom Substitutionsmuster des B-Rings (Appendix 12). Eine
Verknupfung der Positionen C6 und C7 uber eine Dioxolstruktur bewirkt keine
Inhibition der CYP-katalysierten Oxylipinbildung, lediglich die durch Substi-
tutionsmuster des B-Rings hervorgerufenen Effekte bleiben bestehen (Appendix
13). Die Dioxolfunktion am A-Ring der Flavone fuhrt folglich nicht zu potenten
(w-Hydroxylase-) Inhibitoren, auch wenn einige Benzodioxole als suicide-
Inhibitoren unter anderem von CYP3A4 beschrieben sind. Bei suicide-Inhibitoren
wird das Enzym durch die Bildung eines reaktiven Metaboliten aus dem Substrat
inaktiviert. Im Falle der Benzodioxole fuhrt die Oxidation (Hydroxylierung) der
Methylenbricke zu einem instabilen Produkt, welches zu einer Carbenstruktur
zerfallt und in Folge dessen aufgrund der hohen Affinitdt zum Eisen im
katalytischen Zentrum das Enzym inaktiviert [191]. Substituenten an Position C6
haben nur marginale inhibitorische Effekte auf die Bildung von Epoxy- und
Hydroxyfettsduren (Tabelle 4-3), so dass ein prototypischer selektiver

w-Hydroxylaseinhibitor durch einen solchen Substituenten nicht limitiert wird.

Tabelle 4-3 Flavone mit variierenden Substitutionsmustern des A-Rings als CYP-
Inhibitoren. Die Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 puM im
Multienzymassay getestet. Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor bestimmt (100-% der Kontrolle; n=2). Der
Selektivitatsparameter wurde berechnet als Logarithmus des Verhaltnisses zwischen dem
Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung (Mittelwert aus zwei Werten) und dem
Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus zwei Werten) [log(Inhibition
w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung ‘*"ri'eﬂ’:;‘y' Selektivitit
TB065 H OMe H H H H 16-18 <15 -0.05
TBO71 H H OMe H H H 50-55 <15 -0.54
TB077 OMe OMe OMe H H H  <15-32 < 15-23 -0.09
TB084 H OH H H H H 15-24 < 15-23 -0.01
TB095 H H OH H H H 35-43 <15 -0.41
TB093 OH OH OH H H H 32-37 <15 -0.36

n der Epoxygenasen < 15% | < 15% Inhibition der w-Hydro: '

Selektivitat
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Die Kombination der Substitutionsmuster des A- und B-Rings, die einerseits zu
einer Inhibition der w-Hydroxylierung von Arachidonsaure und somit zu einer
verminderten Bildung von 20-HETE fUhren, aber andererseits keine Inhibition der
EpETrE-Bildung verursachen, fuhrt zu Flavonen, die an den Positionen C7 und
C2° nicht substituiert sind und vorzugsweise einen elektronegativen
Substituenten an C4‘-Position aufweisen (Tabelle 4-4). Die CF3-Funktion an C4'-
Position bewirkt eine ausgepragte w-Hydroxylaseinhibition, auch in Kombination
mit unterschiedlichen A-Ring-Substituenten, z.B. Methoxy-Funktionen an den
Positionen C6 oder C7. Zwei dieser Substanzen erflllen die initial definierten
Kriterien flr einen potenten (> 50% Inhibition bei 10 yM Inhibitorkonzentration im
Multienzymscreening) und selektiven (Selektivitat > 0.5) w-Hydroxylaseinhibitor:
TBO009 und TB069 (Abbildung 4-2).

Tabelle 4-4 Flavone mit variierenden Substitutionsmustern des A- und B-Rings als
selektive Inhibitoren der CYP-katalysierten w-Hydroxylierung. Die Substanzen wurden bei
einer Screeningkonzentration von 10 yM im Multienzymassay getestet. Die Inhibition wurde
basierend auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor bestimmt
(100 - % der Kontrolle; n=2). Der Selektivitatsparameter wurde berechnet als Logarithmus des
Verhaltnisses zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung (Mittelwert aus zwei
Werten) und dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus zwei Werten)
[log(Inhibition w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%)]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung “"I';'eﬁ’r:’;y' Selektivitit
TB115 H OMe H H OMe H  <15-22 <15 -0.09
TB066 H OMe H H H OMe <15 <15 0.00
TB068 H OMe H H OMeOMe <15 < 15-20 0.07
TB089 H OH H H OH OH <15 26-32 0.29
TB070 H OMe H H H Br <15 17-26 0.16
TB099 H OH H H H Br <15 <15 0.00
TB069 H OMe H H H CF, <15 55-62 0.59

‘ > 90% n der Epoxygenasen < 15% | < 15% Inhibition der \
2 i Selektivitat N -

In weiteren Experimenten (Kapitel 6) stellte sich TBO09 als der geeignetere

w-Hydroxylaseinhibitor heraus: Es wurde eine Loéslichkeit von 3.4 + 0.6 uM fur
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TB009 bestimmt [in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), pH 7.4, 25 °C, vgl.
Kapitel 6.1]. Die Ldslichkeit von TB069 unter den gleichen experimentellen
Bedingungen ist deutlich geringer (1.0 £ 0.2 yM). Aufgrund dieser limitierten
Léslichkeit kdnnen in wassrigen Puffern, die in biologischen Assays eingesetzt
werden, effektive Konzentrationen von TB069 nur teilweise erreicht werden. Da
die Methoxylierung des A-Rings keinen offensichtlichen (positiven) Einfluss auf
die inhibitorischen Eigenschaften des Flavonderivates zeigt, wurde lediglich
TBO009 als prototypischer w-Hydroxylaseinhibitor weiter charakterisiert.

CF; CF;

Abbildung 4-2 Chemische Struktur der w-Hydroxylaseinhibitoren TB009 (4‘-Trifluormethyl-
flavon) und TB069 (4'-Trifluormethyl-6-Methoxyflavon).

4.2 Inhibitorische Eigenschaften von 4‘-Trifluormethylflavon

Die Potenz des entwickelten w-Hydroxylaseinhibitors TB009 (4'-Trifluormethyl-
flavon) wurde basierend auf dessen relativen ICso-Werten charakterisiert (Tabelle
4-5, Appendix 14). Der relative 1Cso beschreibt den Wendepunkt der Dosis-
Wirkungskurve, welche aus einer logistischen Regression [Four Parameter

Logistic Regression] resultiert [192].

In humanen Lebermikrosomen inhibiert TBO09 die Bildung von 20-HETE aus
Arachidonsaure mit einem ICso von 2.8 uM (Tabelle 4-5). Eine vergleichbare
Potenz ist auch in Mikrosomen aus Ratten- oder Mausleber festzustellen
(ICs0 1.4 yM bzw. 0.71 pM), sowie in der humanen Kolon-Adenokarzinom-
Zelllinie HCT 116 (ICso 1.9 uM). Gleichzeitig werden Epoxygenasen, und damit
die Bildung von EpETrE, durch TBOO09 nicht inhibiert (21 — 28% Inhibition bei
einer Konzentration von 50 uM TB009 in HLM). Auch die Aktivitat der extra-
hepatischen Epoxygenase CYP2J2 moduliert TB0O09 nicht (Tabelle 4-5).
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Die Verminderung der 20-HETE-Bildung in HLM ist auf eine effektive Inhibition
des w-hydroxylierenden Enzyms CYP4F2 zurlckzufihren (ICso 0.76 pM),
wahrend CYP4A11 auch bei hohen Konzentrationen von TB009 nicht inhibiert
wird (Tabelle 4-5). TB069 weist ahnliche Eigenschaften auf (Appendix 15). Das
Flavonderivat TB009 ist damit nicht nur hoch selektiv, sondern auch potenter als
die Ausgangsverbindung Apigenin (Kapitel 3.3). Da eine Variation der Dauer der
Vorinkubation Uber einen Zeitraum von 0 bis 30 min die Potenz des Inhibitors
nicht beeinflusst, erfolgt die Inhibition von CYP4F2 durch TB009 zeitunabhangig.
Jump-Dilution-Experimente, bei welchen die Vorinkubation des Enzyms mit
hoher Inhibitorkonzentration erfolgt und die Produktbildung im Anschluss nach
rapider Verdunnung des Inkubationsansatzes bestimmt wird [193, 194], lassen
einen reversiblen Inhibitionsmechanismus schlussfolgern (Abbildung 4-3), da die

Aktivitat des Enzyms nach der Verdunnung wieder hergestellt werden kann.

Tabelle 4-5 Inhibitorische Potenz des synthetischen Flavonoids TB009.2

relativer IC., [uM] absoluter IC, [uM]

(95% CI)° (95% CI)°

Humane Lebermikrosomen 2.8 (1.3-6.1) 4.9 (3.0-8.1)
CYP4F2 0.76 (0.42-1.4) 0.87 (0.61-1.2)
CYP4A11 50 pM: < 25% Inhibition
CYP2J2 50 pM: < 25% Inhibition
Rattenlebermikrosomen 1.4 (0.77-2.7) 4.3 (2.9-6.5)
Mauslebermikrosomen 0.71 (0.24-2.2) 7.6 (2.6-22)
HCT 116 1.9 (0.61-5.9) 1.1 (0.50-2.3)

® Die Inkubationen von Mikrosomen, Enzymen und HCT 116-Zellen mit Arachidonsaure und die
quantitative Bestimmung der Oxidationsprodukte erfolgten wie in den Kapiteln 3 und 8
beschrieben. Die Dosisabhangigkeit der Inhibition der Produktbildung wurde in einem
Konzentrationsbereich von 0.01 bis 50 yM (HCT 116: bis 30 pM) des Inhibitors bestimmt. Die
Inhibition wurde auf Grundlage der Produktbildung relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor
berechnet (100 - % der Kontrolle).

° Wendepunkt der Dosis-Wirkungskurve nach Fit der Daten an eine logistische Funktion
(4 Parameter).

° Konzentration, bei der 50% Inhibition der maximalen Produktbildung erreicht wird.

Wahrend sich der relative 1Cso-Wert auf 50% der durch die Testsubstanz

tatsachlich erreichten Wirkung bezieht, berticksichtigt der absolute 1Cso-Wert die
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verbleibende Aktivitat innerhalb des Bereichs
von 0 bis 100% Inhibition. Er benennt folglich
jene Inhibitorkonzentration, bei welcher 50%
Inhibition Produktbildung

erreicht Wenn die

maximalen
[192].

w-Hydroxylierung von Arachidonsaure von

der

werden

mehr als einem mikrosomalen CYP katalysiert
wird, und eines davon durch den eingesetzten
Inhibitor nicht blockiert wird,
Inhibition von 100% des absoluten Effekts nicht

erzielt werden. In humanen Lebermikrosomen

kann eine

liegt der absolute ICso nur marginal Uber dem
relativen Wert (Tabelle 4-5). Dies deutet auf
aber

einen geringen, messbaren Beitrag

weiterer w-hydroxylierender Enzyme hin,
welche neben CYP4F2 zur
20-HETE beitragen — in HLM wahrscheinlich

hauptsachlich CYP4A11 [104, 111].

Bildung von

Auch in der
absolute ICso-Wert etwas hoher als der
Relative (4.3 uM und 1.4 uM), wahrend bei den

bedeutende

Rattenlebermikrosomen st

Lebermikrosomen der Maus

Unterschiede gegeben sind (7.6 uM und

100+
804
=
c 60'
2
=
2 40-
L
£
204
0-

0.3 uMm
1.0 yM

Jjump dilution
1.5 uyM auf 0.3 uM

Abbildung 4-3 Jump dilution.
Inhibition der CYP4F2-kata-
lysierten 20-HETE-Bildung durch
0.3 uM und 1.0 uM TBO009, sowie
im Enzymassay, welcher mit
1.5uM TBO009 vorinkubiert und
unmittelbar vor dem Start der
Reaktion auf 0.3 yM verdinnt
wurde. Die Inhibition wurde auf
Grundlage der Produktbildung
(20-HETE) relativ zu Kontroll-
inkubationen ohne Inhibitor
berechnet (100 - % der Kontrolle).
Mittelwert + Standardabweichung,
n =4-6.

0.71 uM, Tabelle 4-5). Die w-Hydroxylierung von Arachidonsaure wird in der
Leber der Ratte durch CYP4F1 und CYP4F4 [195-197] katalysiert, sowie durch
die Enzyme 1, 2 und 3 der CYP4A-Unterfamilie [198, 199]. Die Maus verfugt uber
die Enzyme CYP4A10, CYP4A12A und CYP4A12B, welche die 20-HETE-
Bildung in hepatischen Geweben katalysieren [200, 201]. Zusatzlich ist flr sechs

Gene der CYP4F-Unterfamilie die Expression in der Mausleber beschrieben
(Cyp4f13, Cyp4f14, Cyp4f15, Cyp4f16, Cyp4f17 und Cyp4f18) [202]. Die

funktionellen Eigenschaften und katalytischen Aktivitaten dieser CYP4F-Enzyme
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im Hinblick auf die w-Hydroxylierung von Arachidonsaure sind jedoch nicht
aufgeklart, auch wenn einige Daten darauf hindeuten, dass zumindest CYP4F13
und CYP4F 16 zur Bildung von 20-HETE in der Leber der Maus beitragen kénnten
[203]. TBOO9Y inhibiert die w-Hydroxylierung von Arachidonsaure in Mausleber-
mikrosomen mit einem absoluten ICso von 7.6 uM. Da die Verbindung TB009 als
CYP4F-selektiver Inhibitor wirkt, ohne die CYP4A-Aktivitat zu beeintrachtigen,
zeigen diese Daten, dass neben CYP4A auch Enzyme der CYP4F-Unterfamilie

in der Leber der Maus eine w-Hydroxylase-Aktivitat aufweisen.

4.3 Schlussfolgerungen

Selektive CYP-Inhibitoren haben sich in den letzten Jahrzehnten als
unverzichtbares Werkzeug fur ein besseres Verstandnis der menschlichen
Physiologie erwiesen. Sie werden eingesetzt, um die Rolle einzelner CYP im
Fremdstoffmetabolismus zu charakterisieren, und sind als Medikament zur
Behandlung von Prostatakrebs zugelassen [204, 205]. Die endogene Bildung von
Eicosanoiden aus Arachidonsaure wird ebenfalls durch CYP katalysiert. Da die
resultierenden Produkte eine fundamentale Rolle spielen bei der Regulierung der
Vasokonstriktion, der endothelialen (Dys-) Funktion, der Angiogenese, sowie bei
der Homoostase der Niere und bei inflammatorischen Prozessen, ist dieser
Stoffwechselweg ein relevantes und gleichzeitig sensitives pharmakologisches
Target. Der Beitrag einzelner CYP zur Bildung von 20-HETE in vielen Geweben
und die Folgen einer selektiven Modulation ihrer Aktivitat sind bisher wenig
aufgeklart [12, 70]. Um die Bedeutung der CYP4A- und CYP4F-Aktivitat fur die
humane Physiologie besser zu verstehen, sind Inhibitoren, die eine selektive

Modulation der Aktivitat dieser Enzyme ermdglichen, unverzichtbar.

Ausgehend von den eingangs identifizierten Flavonen mit bemerkenswert
potenten und zum Teil selektiven CYP-inhibitorischen Eigenschaften (Kapitel
3.3), wurden hier grundlegende strukturelle Merkmale eines Flavons erarbeitet,
die fur eine Inhibition der w-Hydroxylierung von Arachidonsaure wesentlich sind,

sowie Substitutionsmuster, die eine Inhibition der Epoxygenasen verhindern,
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abgeleitet. Es konnte gezeigt werden, dass Flavone, welche (Methoxy-)
Substituenten an C2'-Position und/oder an Position C7 tragen, eine Inhibition
epoxidierender CYP bewirken. Zahlreiche weitere inhibitorische Eigenschaften
sind fur solche Verbindungen beschrieben: Eine Hydroxylierung an Position C7
ist auch ein essentielles Strukturmerkmal von Flavonderivaten, die die CYP3A4-
katalysierte Hydroxylierung von Testosteron inhibieren [190, 206]. Die von
CYP19A1 katalysierte Oxidation von Dibenzylfluorescein wird durch 7-Methoxy-
sowie 7-Hydroxyflavon mit ICso-Werten von 0.51 yM und 1.9 uM inhibiert [207].
McKendall et al. beschreiben unter Verwendung eines fluorophorhaltigen
Modellsubstrates eine Reduzierung der CYP1A2- und CYP2A6-Aktivitat durch
2'-Methoxyflavon [208]. Substituenten an C2‘ und C7 bewirken folglich eine nicht-
selektive Inhibition der katalytischen Aktivitat von CYP, auch Uber die
P450-Enzyme der Arachidonsaure-Kaskade hinaus. Im Gegensatz dazu fuhren
elektronegative Substituenten an C4'-Position zu selektiven
w-Hydroxylaseinhibitoren. Das resultierende Flavon TB009 ist ein hoch selektiver
CYPA4F-Inhibitor, welcher die w-Hydroxylierung der Arachidonsdure mit einem
ICso-Wert im sub-mikromolaren Bereich inhibiert, ohne die Aktivitdt von CYP4A
zu beeinflussen. Der neue Inhibitor weist nicht nur bei humanen Enzymen eine
hohe Potenz auf, sondern inhibiert die Bildung von 20-HETE auch in Mikrosomen
der Maus und der Ratte und ist ein wirksamer Inhibitor der w-Hydroxylaseaktivitat
in HCT 116 Zellen.

Obwohl von CYP4F2 ein bedeutender Beitrag zur Bildung von 20-HETE im
Menschen ausgeht [104, 111], wird die w-Hydroxylaseaktivitat in Tiermodellen zu
Hypertonie, wie spontan-hypertensiven Ratten, im Allgemeinen CYP4A-
Enzymen zugeschrieben, wahrend die CYP4F-Unterfamilie bisher wenig
Beachtung findet [209-214]. Der neu entwickelte zeitunabhangige, reversible
CYP4F-Inhibitor wird eine umfassende Untersuchung der physiologischen
Auswirkungen des durch CYP4F-katalysierten 20-HETE in vitro und in vivo
ermoglichen. Einige wenige Inhibitoren der w-hydroxylierenden CYP4-Familie,
aber nicht der 4F- oder 4A- Unterfamilie, sind verfugbar, wie zum Beispiel die
Formamidderivate HET0016 und TS-011, die als tight-binding Inhibitoren die
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CYP4-katalysierte 20-HETE-Bildung mit 1Cso-Werten im Bereich um 100 nM
inhibieren [210, 215, 216]. Der suicide-Inhibitor 17-ODYA wurde urspringlich als
selektiver w-Hydroxylaseinhibitor identifiziert [133], in anschlieRenden Studien
konnte eine solche Selektivitat jedoch nicht immer beobachtet werden [131, 210,
217]. Lediglich eine Verbindung mit CYP4F-Selektivitat ist in der Literatur
beschrieben: Das naturliche Triterpenoid Rubiarbonon C inhibiert die Bildung von
20-HETE durch CYP4F2 mit einem ICso von 4.2 uM ohne eine Reduzierung der
katalytischen Aktivitat von CYP4A11 zu verursachen [218]. Aufgrund der
anzunehmenden ungunstigen pharmakokinetischen Eigenschaften dieser

Verbindung [219] ist ihr Anwendungsfeld jedoch limitiert.

Es kann geschlussfolgert werden, dass Flavon-Derivate eine vielversprechende
Ausgangsstruktur fir die Entwicklung selektiver CYP4F-Inhibitoren sind. Der
entwickelte Inhibitor TBO09 weist eine hohe Potenz und ausgepragte Selektivitat
auf. Erist ein neues Instrument fur die differenzierte Untersuchung von Enzymen
der CYP4-Familie und eroffnet damit neue Mdglichkeiten die ambivalente Rolle
von 20-HETE, unter anderem bei der Regulierung des Blutdrucks, und den

Beitrag von CYP4F2 zur Entstehung von Hypertonie besser zu verstehen.
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Kapitel 5

Entwicklung einer online-SPE Methode zur
quantitativen Analyse von Flavonen und anderen

small molecules

Instrumentelle chromatografische Methoden sind fur die Analyse von
Minorbestandteilen in komplexen Matrices unersetzlich. Die quantitative Analyse
von pharmakologischen Wirkstoffen und deren Metaboliten erfolgt haufig mittels
Fllssigkeitschromatografie (LC) gekoppelt mit Massenspektrometrie (MS) [220,
221]. Auch fir die Bestimmung von Polyphenolen in pflanzlichen Materialien,
sowie von deren Transformationsprodukten in biologischen Proben wie
Blutplasma oder Urin, werden zumeist LC-MS-Methoden eingesetzt [222, 223].
In zahlreichen aktuellen Methoden zur Quantifizierung von Flavonoiden geht der
Analyse eine FlUssig-Flussig-Extraktion der Analyten, haufig mit Ethylacetat,
voraus [224-226]. Seltener wird eine Extraktion mittels Festphase (SPE)
durchgefuhrt [227, 228]. Ziel solcher Extraktionen ist die Abtrennung von
Matrixbestandteilen, welche die folgende Analyse durch Interferenzen stéren
konnen. Je nach Fragestellung und Probenmatrix konnen dies insbesondere
Makromoleklle wie Proteine, aber auch die Lipidfraktion oder Salze sein [229].
Neben Interferenzen bei der Detektion, zum Beispiel durch lonensuppression,
kann eine ungentgende Matrixabreicherung auch die Verwendungsdauer von
HPLC-Saulen und -Systemen limitieren. Eine effiziente Extraktion ermoéglicht
aullerdem eine Aufkonzentrierung der Analyten, sodass auch solche
Verbindungen zuverlassig bestimmt werden konnen, die nur in geringen Mengen

in den Proben vorliegen.

Um die aus der Aufklarung der Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen
Arachidonsaure-oxidierenden CYP und Flavonoiden abgeleiteten CYP4F-

Inhibitoren (Kapitel 4) weiter charakterisieren zu kénnen, wurde im Folgenden
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eine Methode zur online-Festphasenextraktion (online-SPE) in Verbindung mit
Flussigkeitschromatografie mit UV-spektroskopischer sowie tandemmassen-
spektrometrischer Detektion (LC-UV-MS/MS) entwickelt. Die online-SPE erlaubt
die Analyse verschiedener Proben, wie zum Beispiel Uberstande von Zellkulturen
oder Plasmaproben, direkt nach Zugabe eines internen Standards und ohne
manuelle Aufreinigung [141, 168, 230]. Nach der automatisierten Festphasen-
extraktion werden die extrahierten Analyten direkt auf eine analytische
Trennsaule transferiert und chromatografisch getrennt. Dies ermdglicht die
Analyse und quantitative Bestimmung der in verschiedenen Assays eingesetzten
Flavonoide mit einem hohen Probendurchsatz. Die Detektion mittels
Diodenarray-Detektor (DAD) und Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
ermoglicht eine selektive Erfassung der Analyten Uber einen weiten
Konzentrationsbereich. Die entwickelte Methode deckt dabei nicht nur einzelnen
Verbindungen wie TB009 und TB069 (Kapitel 4, Abbildung 4-2) ab, sondern ist
vielseitig einsetzbar und ermdoglicht die Analyse zahlreicher niedermolekularer
Verbindungen, wodurch sie auch bei anderen Fragestellungen Anwendung

finden kann.
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5.1  Aufbau und chromatografische Parameter

Der Aufbau des hier verwendeten online-SPE-Systems entspricht im
Allgemeinen dem gangiger HPLC-Anlagen, mit dem Unterschied, dass eine
zusatzliche HPLC-Pumpe sowie ein weiteres 2-Positionen-6-Wege-Ventil
installiert sind. Auferdem wird das System durch eine zusatzliche
chromatografische Saule erganzt, welche fur die Festphasenextraktion
eingesetzt wird [Abbildung 5-1 (1)]. Fur eine Vielzahl von Extraktionsverfahren ist
eine online-Kopplung mit FlUssigkeitschromatografie beschrieben. Die
eingesetzten Extraktionsphasen reichen von klassischen vollporosen 5 pum
RP18-Partikeln [231-234] Uber monolithische Phasen in verschiedensten
Dimensionen [235, 236] bis hin zu metallorganischen Gerusten [237] und
Kohlenstoff(nano)strukturen [238-240]. Fur die Analytik von niedermolekularen
Verbindungen in proteinhaltigen Matrices finden insbesondere restricted-access
materials (RAM) Anwendung [241, 242]. Basierend auf dem Prinzip des
GrolRenausschlusses findet bei RAM keine Interaktion mit Makromolekulen wie
Proteinen statt, wahrend kleine Molekule in die Poren der Partikel diffundieren
und durch intermolekulare Wechselwirkungen und Adsorptionseffekte retardiert
und damit extrahiert werden [240, 242]. Diese Eigenschaften der RAM werden
zumeist durch Modifizierung vollpordser Partikel realisiert, zum Beispiel indem
innere und aullere Oberflachen mit funktionellen Gruppen unterschiedlicher
Polaritat modifiziert werden oder fir Makromolekile zugangliche Oberflachen

durch den Einsatz von Polymeren gezielt desaktiviert werden [242, 243].

Eine alternative Technik zur Extraktion von niedermolekularen Verbindungen aus
unter anderem proteinreichen Matrices ohne fir diese Anwendung modifizierte
stationare Phasen ist die Trennung mit turbulentem Fluss (turbulent flow
chromatography, TFC). Die fur die TFC verwendeten Extraktionsphasen
zeichnen sich durch verhaltnismafig groRe Partikel (20-50 um) bei gleichzeitig
geringer Saulenlange (<50 mm) und kleinem Innendurchmesser der Saule
(< 2 mm) aus. Wahrend der Extraktion wird die Probe mit hohen Flussraten von

bis zu 10 mL/min auf die SPE-Saule gebracht.
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(I) Festphasenextraktion
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Analytische
Saule
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Abbildung 5-1 Aufbau des online-SPE-LC-UV-MS/MS-Systems. (Aus [244] erweiterte
Darstellung) (1) Die Probe wird nach der Injektion durch den Fluss der Pumpe 1 auf die SPE-
Saule gebracht, wo die Analyten extrahiert werden. (ll) Nach Schaltung des Ventils 1 werden die
Analyten durch den Fluss der Pumpe 2 mit hoher Elutionskraft von der SPE-Saule auf die
analytische Saule transferiert. Das Eluat wird Giber ein T-Stlick mit dem von Pumpe 3 geforderten
wassrigen Eluenten vereint, was zu einer Reduktion der Elutionskraft des Solvents fuhrt, und eine
Retention polarer Analyten an der analytischen Saule (RP18-Material) ermoglicht. (lll) Nach dem
der Transfer abgeschlossen ist, wird das Ventil 1 erneut geschaltet. Es erfolgt die chromato-
grafische Trennung mittels Gradientenelution, welche durch Anderungen der Fliisse der Pumpen
2 und 3 realisiert wird. Durch ein Schalten des Ventils 2 wird nur der zu analysierende Teil des
Eluats in das Massenspektrometer zur Detektion eingeleitet. Wahrend der chromatografischen
Trennung wird die SPE-Phase durch die Pumpe 1 gespllt und aquilibriert. Die Konfigurationen
(D—(11) entsprechen den in Abb. 5-5 identisch gekennzeichneten Abschnitten des Analysenlaufs.
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Der hohe Fluss und die Grolie der Partikel flUhren zu einer turbulenten Strémung
[245]. Diese erhoht die Effizienz der Retention durch einen schnelleren
Massentransfer zwischen mobiler und stationarer Phase [245-247]. Bei hohen
Flussraten haben auRerdem die Diffusionskoeffizienten der in der mobilen Phase
geldsten Stoffe einen Einfluss auf die Retention: GroRere Molekule wie Proteine
diffundieren langsamer als niedermolekulare Verbindungen — wahrend kleine
Molekule an die Oberflache und in die Poren der stationaren Phase diffundieren
und in Abhangigkeit der Eigenschaften des Phasenmaterials retardiert werden,
werden grof3e Molekule, die wenig Interaktion mit der stationaren Phase
aufweisen, durch den hohen Fluss eluiert [248, 249]. Die online-Extraktion mittels
TFC flhrt zu einer effizienten Extraktion niedermolekularer Analyten und
Abtrennung von Proteinen [249, 250], wobei die Matrixabreicherung teilweise
reproduzierbarer und vollstandigerer ablauft als mit automatisierter offline-SPE
oder manueller FlUssig-Flussig-Extraktion [251]. Auch die hier entwickelte online-
SPE nutzt das Prinzip der TFC. Als SPE-Saule wird dabei ein polymeres
Phasenmaterial (Waters Oasis HLB direct connect HP Saule, 2.1 x 30 mm,
20 ym Partikel) gewahlt, da sich dieses fur vergleichbare Anwendungen im
Arbeitskreis als am Geeignetsten herausstellte [244]. Als Eluenten fur die SPE
werden 0.1% Essigsaure in Wasser als Solvent A und 0.1% Essigsaure in

Acetonitril als Solvent B verwendet.

FUr die Analyse der Polyphenole wurde mit Fokus auf die quantitative
Bestimmung der synthetischen Flavonoide TB009 und TB069 (Abbildung 4-2) ein
Flavon mit ahnlichem Substitutionsmuster als interner Standard gewanhlt:
TB127  (2'-Trifluormethyl-7-Methoxyflavon,
Abbildung 5-2). Diese Substanz weist ein
vergleichbares Retentionsverhalten bei der
chromatografischen Trennung auf wie die
zu analysierenden CYPA4F-Inhibitoren
(Abbildung 5-5 D, Tabelle 5-1). Aufgrund Abbildung 5-2 Struktur des als

. internen  Standard eingesetzten
dessen ist zu erwarten, dass Verluste der 1g4o7 (2"-Trifluormethyl-7-Methoxy-

Analyten, sowie Matrixeffekte wahrend der flavon).
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Extraktion und Detektion durch diesen internen Standard ausgeglichen werden.
Bei Analysen mit massenspektrometrischer Detektion sind Isotopologe der
jeweiligen Analyten als interne Standards der ,Goldstandard” fur die quantitative
Bestimmung. Da neben der Detektion mittels Massenspektrometrie in dieser
Arbeit auch die spektroskopische Bestimmung mittels UV-Detektion angewendet
wird, ist ein isotopenmarkierter interner Standard jedoch nicht geeigenet, weil
dessen Signal mit dem Signal des Analyten im UV-Detektor interferieren wirde.
Da die Flavonderivate aulerdem vergleichbare Chromophore aufweisen — und
damit eine differenzierte Erfassung uber verschiedene Wellenangen nicht
moglich ist — ist bei den Zielsubstanzen eine chromatografische Trennung von
Analyt und internem Standard Voraussetzung flr die selektive UV-Detektion.
Trotz struktureller Ahnlichkeit zu TB069 und TBO009 erfillt TB127 diese
Voraussetzung (Abbildung 5-5). Da zudem auszuschlie3en ist, dass TB127 als
ursprunglicher Bestandteil in der Probenmatrix enthalten ist, ist diese Verbindung

fur die Verwendung als interner Standard als geeignet anzusehen.

Vor der Injektion wird die zu analysierende Probe (zumeist eine wassrige Ldsung,
z.B. Kulturmedium von mit TBO09 inkubierten Zellen) mit einem aquivalenten
Volumen des in Acetonitril geldsten internen Standards versetzt. Fir die
Injektionslésung resultiert somit eine Zusammensetzung von Wasser/Acetonitril
50/50 (v/v). Der nach Zentrifugation erhaltene Uberstand dieser Probe wird fiir
die online-SPE eingesetzt. Mit einem Fluss von 3.5 mL/min 0.1% Essigsaure in
Wasser (Eluent A der SPE) wird die Probe (Injektionsvolumen: 20 pL) auf die
SPE-Saule gebracht [Abbildung 5-1 (1)], wo die Extraktion der Analyten und das
Entfernen von Matrixbestandteilen erfolgt. Die Extraktion erfolgt fur 30 Sekunden.
Da bei der hier gewahlten Applikation eine Verlangerung der Extraktionszeit von
0.5 Minuten auf 5.5 Minuten keinen Einfluss auf die Peakhdhe der zu
extrahierenden Polyphenole zeigt (bei gleicher Peakbreite, Abbildung 5-3), ist zu
schlussfolgern, dass die verwendete SPE-Phase flr die Extraktion von
(synthetischen) Polyphenolen zweckmallig ist, da unter den gegebenen
Extraktionsbedingungen eine dauerhafte Retention erfolgt. Durch ein Schalten
des 6-Wege-Ventils 1 nach 0.5 Minuten [Abbildung 5-1 (I1)] wird der Fluss der flr
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die SPE eingesetzten Pumpe (Pumpe 1) auf die SPE-Saule unterbrochen und
somit die Extraktion beendet. Gleichzeitig wird durch dieses Schalten von Ventil 1
das von der Pumpe 2 geférderte Solvent gegenlaufig auf die Extraktionsphase
geleitet. In Folge dessen werden die retardierten Analyten im sogenannten

Backflush-Modus von der SPE-Phase eluiert und auf die analytische Saule

transferiert.
°
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Abbildung 5-3 Durchbruchtest der online-SPE-Extraktion Dargestellt sind die
Chromatogramme nach online-Extraktion fir 0.5 min (graue, gepunktete Linie), sowie fiir 5.5 min
(schwarze Linie). Die identischen Peakformen und -flachen weisen auf eine ausreichende
Retention der Analyten auf der SPE-Phase hin, da bei verlangerter Extraktionsdauer kein Verlust
zu beobachten ist. 20 yL einer Polyphenollésung (0.5 uM in Wasser/Acetonitril 50/50 (v/v))
wurden mit einem Fluss von 3.5 mL/min 0.1% Essigsaure in Wasser auf die SPE-Saule (Waters
Oasis HLB, 2.1 x 30 mm, 20 um Partikel) gebracht. Nach 0.5 min oder 5.5 min wurden die
Analyten im Backflush-Modus mit einem Fluss von 0.1 mL/min 0.1% Essigsaure in
Acetonitril/Wasser 95/5 (v/v) eluiert. Das Eluat wurde mit einem Fluss von 0.5 mL/min 0.1%
Essigsaure in Wasser/Acetonitril 95/5 (v/v) Gber ein T-Stlick vereint und die Polyphenole mittels
eines linearen Gradienten auf einer RP18-Phase (50 x 2.1 mm, 1.8 uym Partikel) chromatografisch
getrennt. Die Abbildung zeigt das UV-Signal (300 nm) der Trennung. Die Zeitachse ist relativ zum
Schalten des 6-Wege-Ventils dargestellt, welches die Elution der Analyten und die
chromatografische Trennung initiiert.

Die Zusammensetzung des Solvents fir den Transfer ist so zu wahlen, dass die
Elutionskraft ausreichend ist, um die zu erfassenden Analyten vollstandig von der
SPE-Phase zu eluieren. Damit die auf den Transfer folgende chromatografische
Trennung nicht limitiert wird, ist der Anteil an organischem L&sungsmittel
gleichzeitig so gering wie moglich ist zu halten: Ein hoher Anteil an organischem
Losungsmittel wurde die Retention polarer Analyten an der stationaren RP18

Phase der analytischen Saule erschweren. Durch eine geringe Elutionskraft
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wahrend des Transfers wird zudem die Abtrennung der Analyten von der
Probenmatrix verbessert, da stark unpolare Matrixbestandteile auf der SPE-
Phase verbleiben. Der Transfer und die chromatografische Trennung wurden mit
Wasser/Acetonitril  95/5 (v/v) mit 0.1% Essigsaure als Eluent A und
Acetonitril/Wasser 95/5 (v/v) mit 0.1% Essigsaure als Eluent B realisiert. Eine
Variation der fur den Transfer eingesetzten Eluentenzusammensetzung zeigt,
dass fur den vollstandigen Transfer unpolarer Verbindungen wie TB069 eine
verhaltnismaRig hohe Elutionskraft notwendig ist: Steigt der wassrige Anteil
(Eluent A) im Eluenten auf uber 30%, ist eine verminderte Elution festzustellen
(Abbildung 5-4 A). 70% B sind folglich fur den Transfer zu wahlen.

A A TBOO9 ¢ TBOG9 B 801062 — 100% B — 90% B — 80% B
s X — 70% B 60% B 50% B
E * * * <* —
§ 1.0x108- §. 6.0x106-
o S 4.0x106-
8 5.0x107{a A a4 4 e
< £ 2.0x106-
© _—
[}
o
0 T T T T T T 0' T T —1
ﬂg ﬂg ﬂg ﬂg ﬂg ﬂg 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
S5 3553553 Zeit [min]
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Abbildung 5-4 Optimierung der Eluentenzusammensetzung fiir die Elution der Analyten
von der SPE-Saule. Nach der Beladung der SPE-S&ule mit 20 yL einer 100 nM Polyphenol-
Standardlosung in Wasser/Acetonitril 50/50 (v/v) mit einem Fluss von 3.5 mL/min 0.1%
Essigsaure in Wasser fur 0.5 min wurden die Analyten im Backflush-Modus mit einem Fluss von
100 pL/min mit verschiedenen L&sungsmittelzusammensetzungen eluiert. Eluent A entsprach
Wasser/Acetonitril 95/5 (v/v) mit 0.1% Essigséure und als Eluent B wurde Wasser/Acetonitril 5/95
(v/v) mit 0.1% Essigsaure eingesetzt. Das Eluat des Transfers wurde ohne analytische Saule
direkt in den Detektor geleitet. A Peakflachen der SIM-Signale von m/z 321 ([M+H]*-lon von
TB069) und von m/z 291 ([M+H]*-lon von TB009). B Chromatogramm des SIM-Signals von
m/z 321 ([M+H]*-lon von TB069).

Der Transfer des unpolarsten Analyten (TB069) von der SPE-Saule mit 70% B
ist nach 2.0 Minuten (2.5 Minuten Gesamtlaufzeit) beendet (Abbildung 5-4 B).
Nach dieser Zeit wird das 6-Wege-Ventil 1 erneut umgeschaltet, sodass der Fluss

der Pumpe 2 zur Trennung der Polyphenole direkt auf die analytische Saule
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gelangt [Abbildung 5-1 (lll)]. Da die zu entwickelnde Methode eine mdglichst
vielseitige sein sollte, die nicht nur die Bestimmung der synthetischen Flavone
TB009 und TB069 ermdoglicht, sondern auch weitere, deutlich polarere kleine
Moleklle wie die Polyphenole Resveratrol und Apigenin, sowie einige
pharmazeutische Wirkstoffe erfasst, wurde der in der Arbeitsgruppe etablierte
instrumentelle Aufbau des online-SPE-Systems [168, 244] um eine weitere
Pumpe erganzt: Der Fluss dieser dritten Pumpe (Pumpe 3) wird mit dem Fluss
von Pumpe 2 hinter der SPE-Saule, aber vor der analytischen Saule, Uber ein
T-férmiges Verbindungsstuck (, T-Stuck®) vereint (Abbildung 5-1). Dieser Aufbau
erlaubt den Transfer der Analyten von der SPE-Saule auf die analytische Saule
mit hoher Elutionskraft (70% Acetonitril) ohne die chromatografische Trennung
negativ zu beeinflussen, da das Eluat durch den Fluss der Pumpe 3 mit einem

wassrigen Eluenten verdunnt und die Elutionsstarke so reduziert wird.

Die Trennung der Polyphenole auf der analytischen Saule (RP18-Phase,
50 x 2.1 mm, 1.8 um Partikel) erfolgt mittels Gradientenelution, wobei diese
durch eine Variation der Flusse der Pumpen 2 und 3 realisiert wird, und nicht
durch die Anderung der Zusammensetzung des von einer einzelnen binaren
Pumpe geférderten Solvents (Abbildung 5-5; Kapitel 8.3.2). Durch das Schalten
des 6-Wege-Ventils 2 wird das Eluat der analytischen Saule zum Zeitpunkt der
Elution der Analyten aulRerdem in das Massenspektrometer geleitet, um
zusatzlich zur photometrischen Detektion eine massenspektrometrische
Detektion zu realisieren (Abbildung 5-1 (lll)). Parallel zur chromatografischen
Trennung erfolgt das Spulen und Reaquilibrieren der SPE-Saule durch die
Pumpe 1 (Abbildung 5-5). Nach einer Gesamtlaufzeit von 7.0 Minuten sind
Extraktion, Trennung und Reaquilibrierung abgeschlossen (Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5 Parameter der online-SPE-Methode. (links, Seite 74) A Gradient und Flussrate
der SPE-Pumpe (Pumpe 1). Als Eluent A wird 0.1% Essigsaure in Wasser eingesetzt und als
Eluent B 0.1% Essigsaure in Acetonitril. B Gradient und Flussraten der fiir die Chromatografie
eingesetzten Pumpen (Pumpe 2 und 3). Eluent A ist Wasser/Acetonitril (95/5) (v/v) mit 0.1%
Essigsaure und Eluent B Acetonitril/Wasser (95/5) (v/v) mit 0.1% Essigsaure. Pumpe 3 fordert
Uber den gesamten Lauf ausschlie3lich Eluent A. C UV-Signal (300 nm) Uber den Analysenlauf
(3 M Standard-Losung). Einteilung des Analysenlaufs in 4 Abschnitte: (I) Beladung der SPE-
Saule und Extraktion der Analyten (0.0-0.5 min), (II) Transfer der Analyten auf die analytische
Saule (0.5-2.5 min), (lll) Chromatografische Trennung der Zielverbindungen (2.5-5.5 min) und
(IV) Spiilen und Aquilibrieren der analytischen S&ule (5.5-7.0 min). Das Spiilen und Aquilibrieren
der SPE-Saule erfolgt parallel in den Abschnitten (111) und (IV). D Chromatogramm der getrennten
Verbindungen. Neben den synthetischen Flavonen werden auch weitere pflanzliche
Sekundarmetabolite durch die Methode abgedeckt [schwarz: relatives UV-Signal bei 300 nm
eines gemessenen Flavonoidgemisches. grau: Relatives UV-Signal am Absorptionsmaximum
der jeweiligen Verbindung (separate Messungen)].

Fir die UV-spektroskopische Detektion wird flr die einzelnen Zielverbindungen
jeweils die aus dem Absorptionsspektrum ermittelte Wellenlange des
Absorptionsmaximums herangezogen. Im Falle von TB009 ergeben sich zwei
Maxima: 255 nm und 291 nm (Abbildung 5-6). Auch wenn die Verbindung bei
255 nm ihr absolutes Absorptionsmaximum aufweist, ist die hdhere Wellenlange
(291 nm) fir die Detektion zu bevorzugen: Sie ist spezifischer fur Flavone [252,
253] und erlaubt so eine bessere Abgrenzung zu anderen Verbindungen der

Probenmatrix ohne die Sensitivitat merklich zu reduzieren (Abbildung 5-6 C).

Die massenspektrometrische Detektion erfolgt im Selected Reaction Monitoring
(SRM) Modus nach Elektrosprayionisierung im Positiven (ESI+). Beim SRM
erfolgt die Selektion eines ausgewahlten Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z)
— in der Regel des [M+H]*-lons — im ersten Quadrupol (Q1). Im zweiten
Quadrupol (g2) wird dieses lon mittels kollisionsinduzierter Dissoziation (CID)
fragmentiert, bevor das m/z eines ausgewahlten Fragments im dritten Quadrupol
(Q3) selektiert wird. Der SRM-Modus ermdglicht somit eine selektive Detektion
von Verbindungen. Die zu betrachtenden m/z sind fur jede Verbindung individuell
zu bestimmen. Die Fragmentierung von Flavonen nach kollisionsinduzierter
Dissoziation erfolgt zumeist am C Ring. Die resultierenden Fragmente werden
entsprechend mit A und B gekennzeichnet (Abbildung 5-6 A). Die Nomenklatur
folgt dem von Ma et al. [254] formulierten Vorschlag. Neben der Ringspaltung
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zeigen die meisten Flavonoide im CID-Spektrum auch einen Neutralverlust von
Wasser (-18), sowie im Falle methoxylierter Verbindungen von CH3 (-15) [254-
256]. Da die Kollisionsenergie einer derjenigen Parameter der
Massenspektrometrie ist, der die Sensitivitat einer Transition am starksten
beeinflusst [257], wurde diese GroRe fur die synthetischen Flavone TBO0O09,
TB069, TB127 sowie fur Apigenin optimiert (Abbildung 5-6 B; Tabelle 5-1).
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Abbildung 5-6 Wahl der Detektionsparameter — exemplarisch dargestellt fiir das
synthetische Flavon TB009. A Fragmentspektrum des m/z 291 ([M+H]*-lon von TB009) nach
kollisionsinduzierter Dissoziation mit einer Kollisionsenergie (CE) von 30-65 V, sowie Struktur
von TB009 mit vermuteten Positionen der Fragmentierung des C-Rings. B Signalintensitat des
Masseniibergangs m/z 291 — 121 in Abhangigkeit der Kollisionsenergie. C Absorptionsspektrum
von TB009. Das Spekirum wurden mittels DAD in einem chromatografischen Lauf mit Wasser,
Acetonitril und Essigsaure als Solvent aufgezeichnet.

Die entwickelte Methode ermdglicht eine automatisierte Extraktion der Analyten

mittels online-SPE. Durch die Integration einer weiteren Pumpe zur Reduzierung
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der Elutionskraft der Eluats beim Transfer auf die chromatografische Trennsaule
ist eine Analyse von Polyphenolen Uber einen weiten Polaritatsbereich mdglich
(Abbildung 5-5, Tabelle 5-1). Die optimierte Trennung weist eine ausreichende
Retention der Verbindungen (Retentionsfaktor k' > 1, bei einer Durchflusszeit von
~ 0.4 min), sowie schmale und symmetrische Peaks auf [Halbwertsbreite
(FWHM) <2 Sekunden, Asymmetriefaktor zwischen 0.9 und 1.3 auf 5%
Peakhdhe]. Aulierdem ist eine Basislinientrennung der Analyten gegeben
(Auflésung R = 1.5; Abbildung 5-5, Tabelle 5-1). Mit den analytspezifischen
Detektionsparametern kdonnen die Verbindungen selektiv und sensitiv erfasst

werden.

Tabelle 5-1 Detektionsparameter der Flavonoide.? Gezeigt sind die Retentionszeit, die
Peakbreite auf halber Hohe (FWHM), die zur UV-Detektion eingesetzte Wellenlange, die fiir die
massenspektrometrische Detektion verwendete Transition sowie die optimierte Kollisionsenergie
(CE) der Verbindungen.

Retentionszeit FWHM

Analyt Amax m/zQ1 m/zQ3 CE[V]

[min]® [sI°
TB009 5.02 + 0.01 1.8+02 291 291.2 121.0 41
TB069 5.09 + 0.01 1.5+£01 271 321.2 108.0 54
Apigenin 4.08 + 0.01 1.8+0.1 337 271.2 153.0 42

TB127 (IS) 4.87 £ 0.01 16+01 297 321.2 151.0 30

a: Verbindungsunabhangig wurden die folgenden Parameter eingesetzt: Temperatur der Quelle:
450 °C, Curtain gas (N2): 50 psi, Quellengas 1 (zero air): 60 psi; Quellengas 2 (zero air): 70 psi;
Sprayspannung: 5000 V; declustering potential (DP): 90 V; Kollisionsgas (N2): medium; dwell
time: 7 ms; cycle time: 0.19 s, Eingangsspannung: 10 V; Kollisionszellenausgangsspannung: 10 V;
b: Die Retentionszeit entspricht dem Signalmaximum im DAD. Zur massenspektrometrischen
Detektion ergibt sich eine Verzogerung von 0.03 min. Angegeben ist der Mittelwert + Standard-
abweichung der Retentionszeit Gber drei verschiedene Messreihen.

¢ Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung der Peakbreite auf halber Hohe Gber drei
verschiedene Messreihen.
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5.2 Parameter der Quantifizierung

Die Quantifizierung der Flavonoide erfolgt mittels externer Kalibrierung unter
Standards (TB127). Ende des

Kalibrierbereichs ist durch die Bestimmungsgrenze limitiert, welche die geringste

Einsatz eines internen Das untere
quantifizierbare Analytkonzentration in der Probenlosung darstellt [258]. In
Anlehnung an die Guideline on bioanalytical method validation der Europaischen
Arzneimittel-Agentur (EMA) wird fur die Konzentration an der Bestimmung-
sgrenze ein Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (S/N) groRer als funf sowie eine
Richtigkeit von 80 bis 120% innerhalb der Kalibriergraden zugrunde gelegt [258].
Fiar die betrachteten Flavone wird dies bei der UV-Detektion am jeweiligen
Absorptionsmaximum ab einer Analytkonzentration von 30 nM in der Messlosung
erreicht (Abbildung 5-7) — bei einem Injektionsvolumen von 20 uL entspricht dies
0.6 pmol Analyt auf der Saule. Bei massenspektrometrischer Detektion liegt die
Bestimmungsgrenze unterhalb von 1 nM (Tabelle 5-2). Die obere Grenze des
Kalibierbereichs wird bei dieser Detektionsmethode durch das Ende des linearen
Bereichs limitiert. Dieses ist gekennzeichnet durch eine Richtigkeit der basierend

auf der Kalibriergraden berechneten

Konzentration der Kalibratoren von 1.0 (------gral
weniger als 80% (Gewichtung der 20.8-

Kalibrierlevel mit 1/x?). Bei den hier IE.OG-

betrachteten Flavonen ist dies bei 2

Konzentrationen > 500 nM der Fall. 50-4' _\_Rauschen
Der lineare Bereich des UV-Detektors < 0.2d ~ /N = 7"
lasst die Quantifizierung hoherer 0.0 : : :
Konzentrationen  zu:  Auch  bei 4.0 4.2 4.4

Zeit [min]
Abbildung 5-7 Bestimmungsgrenze der
Methode exemplarisch fiir Apigenin.

Flavonkonzentrationen von 50 pM st

eine Linearitat gegeben. Die obere

Bestimmungsgrenze kann jedoch auch
durch carry-over limitiert werden: Als
carry-over (Verschleppung) wird das

Auftreten eines Analytsignals in einer
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30nM  Standards  (Injektionsvolumen:
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einem S/N = 5 und einer Richtigkeit von 80—
120%.
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Leerprobe nach der Messung von Proben mit einer hohen Analytkonzentration
bezeichnet [258]. Eine vorliegende Verschleppung kann die quantitative Analyse
einer Probe verfalschen, insbesondere dann, wenn in der Messreihe auf Proben
mit hohen Analytgehalten solche mit niedrigen Leveln folgen. Aufgrund des
relativ_hohen Injektionsvolumens und wiederholter Verwendung der selben
TFC-Extraktionssaule sind online-SPE-Methoden anfallig fur carry-over [259].
Fur die synthetischen Flavone TB009 und TB069 ist bei Konzentrationen von bis
zu 10 yM (Konzentration der Analyten in der Messlésung) keine Verschleppung
im UV-Signal festzustellen. Ab einer Konzentration von 50 uM in der
Injektionslésung wird in einer nachfolgenden Messung ein Signal detektiert.
Folglich ist 10 uM (200 pmol injizierte Stoffmenge) als obere Grenze des
Arbeitsbereichs zu definieren (Tabelle 5-2). Da bei Analytkonzentrationen bis
50 uM der lineare Bereich der UV-Methode nicht Uberschritten wird, ist
theoretisch auch eine Kalibrierung tber 10 yM maoglich, sofern sichergestellt wird,
dass auf Proben sowie Standards mit Analytkonzentrationen uber 10 uM
Messungen von Leerproben erfolgen [258]. Der carry-over des internen
Standards bei der fur die Quantifizierung eingesetzten Konzentration von 500 nM
in der Messlosung betragt < 0.3% und liegt damit deutlich unter den in der
Guideline on bioanalytical method validation der EMA geforderten 5% [258].
Dabei ist ein carry-over lediglich bei der massenspektrometrischen Detektion zu
bemessen, wahrend er im UV-Signal nicht festzustellen ist. Hieraus resultiert eine
Limitierung der oberen Grenze des Kalibrierbereichs fur die UV-Detektion, wenn
innerhalb einer Messreihe zusatzlich das MS-Signal bericksichtigt werden soll,
da fur hohe Konzentrationen innerhalb des Arbeitsbereiches des UV-Detektors
eine Verschleppung im MS-Signal sichtbar ist. Folglich ist fur jede Fragestellung
und Messreihe die Detektionsart und der entsprechende Arbeitsbereich

individuell festzulegen.

Die quantitative Bestimmung von TB009 und TB069 innerhalb einer Messreihe
(intraday) fuhrt zu richtigen (bemessen als Verhaltnis der bestimmten
Konzentration und der theoretischen) sowie prazisen (bemessen als relative

Standardabweichung) Resultaten (Tabelle 5-2). Die Ergebnisse aus
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verschiedenen Messreihen (interday) weichen um bis zu 10% von der nominalen
Konzentrationen der Verbindungen ab, und zeigen eine weitere Streuung
(<10%; Tabelle 5-2). Sie erfullen jedoch die in der EMA-Guideline zur
Methodenvalidierung beschriebenen Anforderungen an Richtigkeit (85 — 115%)
und Prazision (£ 15% relative Standardabweichung) [258]. In mit TBO09 bzw.
TBO069 versetztem Humanplasma werden die beiden Verbindungen zu beinahe
100% wiedergefunden (Tabelle 5-2), was die Eignung der Methode zur
Bestimmung der Flavonoide in komplexen Matrices verdeutlicht.

Tabelle 5-2 Parameter der quantitativen Bestimmung von Flavonen mittels online-SPE-LC-
UV-MS/MS. Gezeigt sind die Kalibrierbereiche der verschiedenen Detektoren, die Prazision und
Richtigkeit der Methode sowie die Wiederfindung der Analyten in komplexer Matrix.

Richtiakei Prizisi o/ 1a . )
Kalibrierbereich Kalibrierbereich ichtigkeit und Prazision [%] Wieder

Analyt UV [nM] MS/MS [nM] innerhalb einer tiber 3 findung ib"
Messreihe Messreihen Plasma

TB009 30-10 000¢° 1-5004 100 + 1 91+6 97 +3

TB069 30-10 000¢ 1-500¢ 100 + 1 1107 103 +4

2. Angegeben sind die Ubereinstimmung der gemessenen zur nominalen Konzentration
(Richtigkeit) und relative Standardabweichung (Prazision) der wiederholten Bestimmung der
Analytkonzentration eines 1 uM Standards. Mittelwert der Wiederfindung + relative Standard-
abweichung, n=3.

b: Humanes EDTA-Plasma wurde mit 2 uM TB009 bzw. TB069 versetzt. Zu 50 yL der Probe
wurden 50 yL einer 1 yM Losung des internen Standards gegeben. Die Konzentration der
Analyten wurde im Uberstand nach 20 min Zentrifugation (20 000 g, 4 °C) bestimmt (eine
Messreihe). Mittelwert + Standardabweichung, n=4

¢. Das obere Ende des Kalibrierbereichs der UV-Detektion stellt nicht das Ende des linearen
Bereichs dar, sondern ergibt sich durch Verschleppung bei hdheren Konzentrationen.

d: Das untere Ende des Kalibrierbereichs der massenspektrometrischen Detektion stellt nicht das
Ende des linearen Bereichs dar, sondern entspricht der kleinsten gemessenen Konzentration der
Kalibrierreihe.

Gleichzeitig erlaubt die Methode auch die Bestimmung weiterer, zum Teil deutlich
polarerer Verbindungen: Zum Beispiel wird nach der Inkubation von Apigenin mit
HLM und Uridin-5"-diphosphoglucuronsaure (UDPGA) — dem Cosubstrat der
mikrosomalen Glucuronosyltransferasen (vgl. Kapitel 6.4) — ein frih eluierender
Peak im UV-Chromatogramm detektiert, von dem aufgrund der Retentionszeit

und dem Absorptionsspektrum anzunehmen ist, dass es sich um ein Glucuronid
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des Apigenins handelt. Auch Triflourmethylumbelliferon, eine Standardsubstanz
zur Untersuchung der Aktivitat von UDP-Glucuronosyltransferasen [260], und
(wahrscheinlich) sein Glucuronid werden erfasst (Appendix 16). Ebenso werden
pharmazeutische Wirkstoffe wie Indometacin, Fluconazol und Zileuton Gber die
online-SPE extrahiert (Appendix 16). Die entwickelte online-SPE-LC-UV-MS/MS-
Methode stellt damit ein vielseitiges Werkzeug fur die quantitative Analyse von
Flavonen und anderen niedermolekularen Verbindungen Uber einen weiten

Konzentrationsbereich dar.

83






Kapitel 6

Charakterisierung der pharmakokinetischen
Eigenschaften des CYP4F2 Inhibitors 4‘-Trifluor-

methylflavon

Fir chemische Stoffe, die als pharmakologische Wirkstoffe eingesetzt werden,
muss neben der Wirkung auf ein pharmakologisches Target —im Falle von TB009
die Inhibition der 20-HETE-Bildung durch CYP4F2 — auch deren Pharmakokinetik
betrachtet werden. Dazu sind insbesondere die (intestinale) Resorption, die
Verteilung im Organismus, die metabolische Transformation sowie die Exkretion
der Verbindung oder der Metabolite zu charakterisieren, da durch diese Prozesse

die Verflugbarkeit der aktiven Substanz mafigeblich bestimmt wird.

Lipinski et al. definierten 1997 vier physikochemische Parameter, mit denen die
orale Bioverfugbarkeit einer Substanz eingeschatzt werden kann [261]. Demnach
ist eine geringe Resorption nach oraler Applikation einer Verbindung
wahrscheinlich, wenn das Molekul mehr als funf Wasserstoffbricken-Donoren
und mehr als zehn Wasserstoffbricken-Akzeptoren aufweist, das
Molekulargewicht Gber 500 gmol' liegt und der n-Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient (log P) groRer als funf ist [261]. Diese Parameter wurden
Uberwiegend aus theoretischen Uberlegungen und Metaanalysen von
Datenbanken zu oral verabreichten Wirkstoffen in klinischen Phase II-Studien
abgeleitet, und werden von rund 90% aller Stoffe in diesem Entwicklungsstadium
erfullt [261-263]. Bei der Mehrzahl gangiger Arzneistoffe handelt es sich also um
lipophile, kleine Molekulle. Die als rule of five zusammengefassten Kriterien
wurden funf Jahre spater von Veber et al. [263] konkretisiert: Sie erkannten, dass
nicht das Molekulargewicht an sich ein Kriterium fir die Bioverfugbarkeit ist,
sondern dass die Anzahl der im Molekul vorliegenden rotierbaren Bindungen

sowie seine polare Oberflache die Resorption beeinflussen — zwei Grolen, die
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im Allgemeinen mit der MolekulgroRe (bemessen am Molekulargewicht) positiv
korrelieren [263]. Eine hohe orale Bioverfugbarkeit ist wahrscheinlich, wenn die
Verbindung zehn oder weniger rotierbare Bindungen und die polare
Molekiiloberflache weniger als 140 A2 betragt [263, 264].

Tabelle 6-1 Physikochemische Parameter des w-Hydroxylaseinhibitors 4‘-Trifluor-
methylflavon die im Sinne der rule of five eine gute orale Bioverfiigbarkeit wahrscheinlich
machen.

Parameter Wert
Molekulargewicht 290.24 g'mol!
H-Brucken-Donoren 2
H-Brucken-Akzeptoren 0

log P 4.06°
Rotierbare Bindungen 1

polare Oberflache® 26 A

GemaR Lim et al. [265]

® Berechnet mittels Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V11.02

Der hier entwickelte selektive CYP4F2-Inhibitor erfullt die beschriebenen
Parameter fiir eine wahrscheinlich hohe orale Bioverflugbarkeit allesamt (Tabelle
6-1). FUr eine abschlieRende Beurteilung sind diese theoretischen KenngréRen
jedoch nicht ausreichend, weswegen pharmakokinetische Eigenschaften wie die
Permeabilitat durch artifizielle Membranen und intestinale Zellbarrieren, Bindung
an Plasmaproteine sowie die metabolische Stabilitdt von TB009 untersucht

wurden.
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6.1 Loslichkeit

Die Loslichkeit eines Wirkstoffes in einem wassrigen Medium ist ein wichtiger
physikochemischer Parameter, der verschiedene physikalische und biologische
Prozesse beeinflusst: Nur die geldste Substanz kann intestinal aufgenommen
werden und mit der Zielstruktur interagieren. Diese stoffspezifische Grélie hangt
von zahlreichen Parametern wie zum Beispiel der Temperatur und dem pH-Wert
des Solvens ab. Auch die Kristallstruktur des Feststoffes [266, 267] und das
Vorhandensein  weiterer im Ldsungsmittel solvatisierter Stoffe  wie
Komplexbildner, aber auch Emulgatoren wie Gallensauren beeinflussen die

Ldsungseigenschaften.

Als thermodynamische Ldslichkeit einer Substanz wird die Gleichgewichts-
konzentration in einem Ldsungsmittel Uber einem vorhandenen Bodenkdrper
verstanden [268]. Dabei liegt der Feststoff in seiner stabilsten kristallinen Form
vor [269]. Zur Bestimmung dieser GréRe wird ein Uberschuss an Feststoff mit
dem Ldsungsmittel versetzt. Die resultierende Suspension wird Uber einen
Zeitraum (Stunden bis Wochen) unter temperierten Bedingungen geschdttelt.
Nach Abtrennung des uberschissigen Feststoffes durch Filtration oder
Zentrifugation wird die Konzentration des Stoffes instrumentell-analytisch
bestimmt [269, 270]. Die Bestimmung der Gleichgewichtskonzentration findet in
frihen Phasen der Entwicklung und Charakterisierung pharmakologischer
Wirkstoffe selten Anwendung: Die zahlreichen notwendigen manuellen
Handgriffe, unter anderem aufgrund der nicht trivialen Automatisierung der
Dosierung kleiner Feststoffmengen, der hohe Zeitaufwand und die notwendige
quantitative Bestimmung der Analytkonzentration limitieren den Probendurchsatz
[269-272].

Eine alternative Grol3e, welche das Losungsvermogen wassriger Medien fur eine
Verbindung bemisst, ist die so genannte kinetische Loslichkeit. Bei deren
Bestimmung wird nicht von einer Gleichgewichtskonzentration ausgegangen,
sondern jene Konzentration ermittelt, bei der das gewahlte Solvens nicht mehr in

der Lage ist, den solvatisierten Stoff in Losung zu halten. Dazu wird eine
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hochkonzentrierte Losung (z.B. 10 mM) der Testsubstanz in einem mit Wasser
mischbaren organischen Ldsungsmittel, zumeist Dimethylsulfoxid (DMSO)
eingesetzt. Diese Losung wird graduell zu dem wassrigen Medium gegeben, in
dem die kinetische Loslichkeit bestimmt werden soll [269, 270]. Die
Konzentration, bei welcher das Losungsvermogen der wassrigen Phase
Uberschritten ist, entspricht der Loslichkeit der am schnellsten prazipitierenden
Spezies, und damit der kinetischen Ldslichkeit [269, 270]. Die Bestimmung der
einsetzenden Prazipitation erfolgt haufig durch eine Streulichtmessung, seltener
durch die Messung der (reduzierten) Transmission [269, 273]. Das resultierende
Prazipitat ist zumeist amorph und damit nicht die thermodynamisch gunstigste
Struktur. Auch die Bildung metastabiler Kristallformen kann beobachtet werden
[267, 270, 274]. Die auf dieser Grundlage ermittelte Léslichkeit ist folglich
fehlerbehaftet, da nicht der Gleichgewichtszustand zwischen dem Feststoff und
der in L6sung befindlichen Fraktion der Substanz erfasst wird. Der aufgrund der
Verdlinnung der Substanzlésung nicht vermeidbare Anteil von organischem
Lésungsmittel (0.03% bis 5%) tragt zu einem hoéheren Lésungsvermdgen im
Vergleich zu reinem Wasser bei [270, 272, 274]. Das experimentelle Design
begiinstigt aulerdem eine Ubersattigung der Lésung [269, 270]. Die kinetische
Loslichkeit ist somit im allgemeinen hoher als die thermodynamische
Gleichgewichtskonzentration [274]. AuRerdem sind die Ergebnisse zeit- sowie
methodenabhangig, und damit wenig vergleich- und reproduzierbar [270, 274,
275]. Aufgrund der einfachen Automatisierbarkeit und dem dadurch mdglichen
hohen Probendurchsatz, zum Beispiel im 96-Well Plate-Format, ist die
Bestimmung der kinetischen Loslichkeit eine beliebte Methode zur
Charakterisierung neuer (pharmakologisch interessanter) Verbindungen. Wegen
der genannten Limitierungen sind inzwischen jedoch auch zahlreiche
Hochdurchsatzmethoden zur Bestimmung der thermodynamischen Loslichkeit
verfigbar [270, 271]. Da theoretische, softwarebasierte Methoden zur
Beurteilung  pharmakokinetischer  Eigenschaften eines  Stoffes auf
experimentellen Daten zur Ld&slichkeit aufbauen, ist fur valide Berechnungen
auch bei diesen Anwendungen die thermodynamische Loslichkeit gegenuber der

kinetischen zu bevorzugen [272].
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Flr das als potenter und selektiver CYP-Inhibitor identifizierte Flavon TB009
wurde die Gleichgewichtsloslichkeit in phosphatgepufferter Salzlésung (pH 7.4)
bei einer Temperatur von 25 °C nach 45 h ermittelt. Der pH-Wert der Lésung
blieb Uber diesen Zeitraum konstant. Mit einer bestimmten Loslichkeit von
3.4 £ 0.6 uM ist die Verbindung als nahezu unléslich zu klassifizieren [276].
Andere Flavone weisen sehr vergleichbare Ldslichkeiten auf [277-279]. Auch
wenn diese Eigenschaft im Allgemeinen als eher unglnstig fir die
Bioverfugbarkeit eines Wirkstoffs einzuschatzen ist, ist sie kein
Ausschlusskriterium fur die Eignung als Pharmakon: Eine steigende Zahl von
Wirkstoffen in klinischen Studien sowie als Medikament zugelassen Substanzen
sind unldslich in Wasser, wie zum Beispiel der Lipidsenker Fenofibrat [280], das
Antimykotikum Itraconazol [281] und der COX-Inhibitor Indometacin [282]. Durch
angepasste Formulierungen bei der Applikation, unter Anderem mittels
oberflachenaktiven Stoffen oder (Nano)- Carriern kann eine ausreichende
Bioverfugbarkeit erreicht werden [283]. Auch durch die Verwendung als Salz
kann die Wasserloslichkeit verbessert werden, da Stoffe in ihrer dissoziierten
Form zumeist eine erhdhte Loslichkeit aufweisen [269, 283]. Bei sauren bzw.
basischen Verbindungen hangt die Loslichkeit maflgeblich vom pH-Wert des
Losungsmittels ab. Im Falle der Flavone ist keine Dissoziation im vornehmlich
sauren pH-Bereich des Gastrointestinaltraktes zu erwarten: Die Loslichkeit von
Apigenin bleibt in einem Bereich von pH 1 bis pH 7 nahezu konstant [277]. Ein

vergleichbares Verhalten ist auch fur TBO09 anzunehmen.

Die tatsachliche Konzentration von TB009 in den mikrosomalen Inkubationen
sowie in Zellkulturexperimenten lag zum Teil oberhalb der in PBS bestimmten
Ldslichkeitsgrenze von 3.4 uM (Kapitel 4.2). Zu erklaren ist dies durch eine
Stabilisierung der Losung durch Proteine (vgl. Kapitel 6.3). Der Einsatz von
TBO0O09 in den Testsystemen und der verwendete Konzentrationsbereich (10 nM—

50 uM) sind folglich durch die geringe Wasserldslichkeit nicht limitiert.
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6.2 Permeabilitat

Die Permeabilitat, also die Fahigkeit eines Molekuls biologische Membranen zu
passieren, ist einer der limitierenden Faktoren fur die Resorption eines
Wirkstoffes in den Organismus. Die meisten Wirkstoffe passieren Membranen
durch passive Diffusion. Als Modell zur Untersuchung der passiven Diffusion sind
zahlreiche parallel artificial membrane permeability assays (PAMPA)
beschrieben: Durch das Aufbringen lipophiler Strukturen auf ein Filtermaterial
werden kunstliche Membranen generiert, die als Barriere zwischen zwei
Kompartimenten dienen. Dieser Aufbau ermoglicht Permeabilitatsexperimente
im 96-Well Plate-Format mit hohem Durchsatz (Abbildung 6-1). [284-286].

Donor- _ [®) o G Testsubstanz
Kompartiment o
Kinstliche © ©) ©
Membran .
o | Receiver-
O Kompartiment

Abbildung 6-1 Schematischer Aufbau eines Permeabilititstestsystems. Auf ein
Filtermaterial wird eine Lipidphase aufgebracht, die als Membran fungiert. Eine Lésung der
Testsubstanz wird das Donor-Kompartiment gegeben. Durch die quantitative Bestimmung der
Substanz im Reciever- und Donor-Kompartiment nach entsprechender Inkubationszeit wird die
Permeabilitat der Verbindung bestimmt.

Urspringlich wurde Phosphatidylcholin aus Ei (Eilecithin) als Material fur die
Lipidmembran verwendet, welches — geldst in unpolaren, organischen Losungs-
mitteln wie n-Dodecan oder 1,9-Decadien — auf die Filter aufgebracht wurden
[284]. Abhangig von der Zusammensetzung dieser Membran ist jedoch die
Permeabilitat verschiedener Organe zu untersuchen: Durch den Einsatz von
Ceramiden und synthetischen Ceramidanaloga wird eine Hautbarriere zur
Untersuchung transdermaler Permeabilitat nachgestellt [287]. Mit einer aus dem
Gehirn von Schweinen extrahierten polaren Lipidfraktion kann eine artifizielle
Blut-Hirn-Schranke nachgestellt werden [288]. Ein erster Ansatz zum Imitieren

der Lipidzusammensetzung der Plazentaschranke ist ebenfalls beschrieben
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[289]. Fur die Untersuchung intestinaler Permeabilitat wurde das ursprungliche
Phosphatidylcholin  zu einem komplexeren = Gemisch verschiedener
Phospholipide optimiert, welches die Lipidzusammensetzung der intestinalen
Burstensaummembran nachstellen und eine prazisere Voraussage der Permea-
bilitat im Organismus ermdglichen soll [290, 291]. Eine Weiterentwicklung sind
so genannte lipid/oil/lipid-Systeme, bei der die Phospholipide Uber und unter
einer Schicht von n-Hexadecan aufgetragen werden, was die Ausrichtung der
amphiphilen Phospholipide nach dem Vorbild biologischer Membranen

unterstitzen und stabilisieren soll [292].

FUr das Flavon-Derivat TBO09 wurde ein Permeabilitatskoeffizient (Papp) von
4.6 £ 0.6 [10° cm's'] im PAMPA bestimmt [lipid/oil/lipid-System, PBS (pH 7.4) im
Donor- und Akzeptor-Kompartiment]. Damit weist der w-Hydoxylaseinhibitor eine
hohere Permeabilitat auf als die ,Ausgangsverbindung® Apigenin (Papp
0.59 + 0.08 [10¢ cm's™"]). Der fiir diese natirliche Flavon bestimmte Wert ist mit
in der Literatur fur ein solches Testsystem genannten Werten gut zu vereinbaren
[293]; die Permeabilitdt von TBOO09 liegt in der gleichen GréRenordnung wie die
anderer Flavonoide [294, 295], und entspricht eher der von unpolaren oder
methoxylierten Flavonen als der des freie aromatische Hydroxy-Gruppen
tragenden Apigenins [293]. Viele gangige, gut resorbierte Wirkstoffe zeigen einen
mit TBO09 vergleichbaren Permeabilitatskoeffizienten [292]. Da der in dieser
Arbeit  bestimmte  Pspp-Wert von Indometacin, einem  gangigen
entzindungshemmenden Medikament mit hoher Bioverfigbarkeit [296], mit
3.7+1.0[10%cm's"] ebenfalls etwas unter dem von TB009 liegt, ist auf

Grundlage des PAMPA eine Resorption von TB0O09 anzunehmen.

Zahlreiche Publikationen belegen die Korrelation zwischen der mittels PAMPA
ermittelten Permeabilitdt und der Resorption im humanen Gastrointestinaltrakt
[284, 290, 292, 297-299]. Die kunstlichen Membranen eignen sich jedoch
ausschlieBlich zur Untersuchung passiver Permeabilitdt: Sie weisen im
Gegensatz zu biologischen Zellbarrieren keine parazellularen Raume, Influx-

oder Effluxtransporter sowie fremdstoffmetabolisierenden Enzyme auf, welche
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die Resorption von Stoffen beeinflussen. Fur kleine, hydrophile Molekile und
insbesondere Stoffe, die durch Carrier Uber die Membran hinweg transportiert
werden, liefert der PAMPA mitunter unzureichende Resultate [300, 301].

Mit dem Caco-2-Zellmodell zur Untersuchung der Permeabilitat von Stoffen
durch das Darmepithel werden weitere Transportvorgange neben der passiven
Diffusion durch Membranen abgebildet. Konfluente Dauerkulturen der humanen
Kolon-Adenokarzinom-Zelllinie Caco-2 weisen phanotypische Eigenschaften des
menschlichen Dinndarmepithels auf, welche sich insbesondere durch eine enge
Verbindung der einzelnen Zellen durch tight junctions und Desmosomen sowie
einen Burstensaum auszeichnen [302, 303]. Ein dichte Caco-2 Barriere zur
Untersuchung der Permeabilitdt einer Substanz wird zumeist nach einer
Kultivierung der Zellen fur 14 — 21 Tage auf semipermeablem Membranen
erreicht. Modelle, die bereits nach vier [304] oder sechs [305] Tagen erfolgreich

fur entsprechende Experimente eingesetzt werden, sind ebenfalls beschrieben.

Zahlreiche der flr Enterozyten charakteristischen Enzyme, wie zum Beispiel die
alkalische Phosphatase, Saccharase und verschiedene Aminopeptidasen, sind
in differenzierten Caco-2-Zellen aktiv [303, 306-308]. Die Aktivitat
fremdstoffmetabolisierender Enzyme in Caco-2-Zellen unterscheidet sich jedoch
zum Teil von der in gesunden Saumzellen: Viele Cytochrom P450 Proteine sind
in Caco-2 nicht vorhanden [309]. Gleichzeitig werden zahlreiche
Konjugationsreaktionen in Caco-2 katalysiert [310]. Auch aktive Efflux-
Transporter wie Permeabilitatsglycoproteine (P-Glycoproteine) und das Multidrug
Resistance Associated Protein (MRP) 2 konnten in dem Zellmodell nach-
gewiesen werden [311-313], wobei fur P-Glycoproteine eine sehr hohe Aktivitat
beschrieben ist [182, 312]. Fur Substrate dieses Transporters indiziert das
Caco-2-Modell mitunter eine zu geringe Permeabilitat, da entsprechende Stoffe
vermehrt aus der Zelle zuruck ins apikale Kompartiment transportiert werden
[182]. Polyphenole sind nicht als Substrat dieses Transporters bekannt, lediglich

fur einige Polyphenolkonjugate ist ein aktiver Transport (vornehmlich Efflux) tber
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Plasmamembranen beschrieben [295, 314]. Folglich ist auch fir TB009 ein

Uberwiegend passiver Transport durch die Zellbarriere zu erwarten.

Im Caco-2-Modell (mit serumfreiem Kulturmedium im Donor- und Akzeptor-
Kompartiment) wurde fur TBO009 ein Permeabilitatskoeffizient von
4.1+0.4[10% cms'] ermittelt. Die Substanz verhalt sich somit in diesem
Testsystem ahnlich wie das naturliche Polyphenol Apigenin
(Papp 4.5 £ 1.0 [10%-cm's™], vgl. Kapitel 3.4). Wahrend Apigenin durch die
Caco-2-Kultur glucuronidiert wird, bleibt TBO09 Uber die Inkubation hinweg
weitestgehend unverandert (Kapitel 6.4). Auf Grundlage dessen ist von einer
zumindest moderaten intestinalen Resorption auszugehen [181, 182], welche

eine systemische Verfugbarkeit des neuen w-Hydroxylaseinhibitors ermoglicht.

6.3 Proteinbindung

Die Distribution intestinal resorbierter Wirkstoffe im Organismus erfolgt Gber den
Blutkreislauf. Im Falle unpolarer Substanzen ist aul3erdem eine Verteilung durch
das lymphatische System maglich [315, 316]. Beim Transport zum Wirkungsort
mit dem Blut ist der Wirkstoff entweder im wassrigen Blutplasma geldst, oder an
die im Blut enthaltenen Proteine (reversibel) gebunden. Insbesondere an das in
hoher Konzentration vorkommende Serumalbumin (35— 50 mg/mL im Plasma)
assoziiert eine Vielzahl lipophiler Verbindungen. Genauso vermogen es auch das
saure a-1-Glykoprotein, sowie eine Reihe von Globulinen und Lipoproteinen

niedermolekulare Stoffe zu adsorbieren [317].

Im Sinne der free drug hypothesis wird angenommen, dass die Bindung eines
Wirkstoffs an ein Protein einen reversiblen und schnell eintretenden
Gleichgewichtsprozess darstellt, welcher zu einer konstanten Konzentration des
nicht-gebundenen Wirkstoffs fuhrt. Da nur ein ungebundenes Molekll durch
passive Diffusion vom vaskularen System aus an den Zielort gelangen und dort
mit den Zielstrukturen interagieren kann, ist es der freie, ungebundene Anteil der

Verbindung, der fur die pharmakologischen Effekte des Wirkstoffs verantwortlich
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ist [318, 319]. Die interzellulare Konzentration des Wirkstoffs entspricht nach
dieser Theorie der Konzentration des ungebundenen Wirkstoffs im Blutkreislauf,
wahrend die Gesamtkonzentration im Blutplasma unter Bericksichtigung der
gebundenen Fraktion deutlich dartber liegen kann [320]. Energieabhangige
Prozesse wie die Aktivitdt von Influx- oder Efflux-Transportern oder
pH-Gradienten werden dabei nicht berucksichtigt, ebenso wenig wie etwaige

Unterschiede zwischen intra- und extrazellularen Targets [318, 320].

Eine hohe Plasmaproteinbindung kann das pharmakokinetische Profil einer
Verbindung beeinflussen, was bei der Wahl der Dosis fir in vivo Experimente zu
berticksichtigen ist [318, 321]. Informationen Uber die Proteinbindungsrate und
die damit einhergehende die freie Wirkstoffkonzentration in verschiedenen
Spezies sind auRerdem wichtige Parameter zur Ubertragung sicherer und

effektiver Dosen von Tiermodellen auf klinische Studien im Menschen [320].

Als Verbindungen mit geringer Proteinaffinitdt werden Substanzen eingestuft, die
zu weniger als 80% im Plasma proteingebunden vorliegen. Es ist davon
auszugehen, dass unter diesen Umstanden die Pharmakokinetik der Substanz
nicht beeinflusst wird [322]. Alle maRig bis stark lipophilen Verbindungen weisen
eine hohe Plasmaproteinbindung auf, was die Eignung als pharmakologischen
Wirkstoff jedoch nicht begrenzt: Unter den meist verkauften Arzneimitteln sind
zahlreiche Verbindungen vertreten, die zu mehr als 99% an Plasmaproteine
gebunden im Blut zirkulieren, darunter die Entzindungshemmer Diclofenac und
Ibuprofen und der =zur Behandlung von Typ Il Diabetes eingesetzte
Insulinsensitizer Pioglitazon. Die geringen therapeutischen Dosen dieser
Wirkstoffe in Groldenordnungen von wenigen Milligramm veranschaulichen, dass
bei hoher Affinitat zum Target die Wirksamkeit dieser Substanzen durch den
geringen nicht-proteingebundene Anteil und die damit einhergehende theoretisch

niedrige freie Plasmakonzentration nicht limitiert wird [320, 321].

Stoffe, die mit hoheren Anteilen an Plasmaproteine assoziiert sind, weisen nicht
nur eine veranderte Verfugbarkeit am Wirkungsort auf, sondern unter Umstanden

auch eine verlangerten Halbwertszeit im Blutplasma [322]: In der Niere gelangen
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nicht-proteinassoziierte, kleine, polare Molekule durch Filtration in den
Nierenglomeruli in den Primarharn, von wo aus sie zum Teil nicht rickresorbiert
werden, wahrend Proteinstrukturen und daran gebundene Substanzen im Blut
zuruckgehalten werden [320, 321]. Durch die Assoziation an Plasmaproteine wird
auch die Verfugbarkeit des Pharmakons in der Leber reduziert. In diesem
Gewebe werden weniger polare Molekile im Rahmen des
Fremdstoffmetabolismus in polarere Strukturen transformiert, die im Anschluss
renal oder biliar ausgeschieden werden [321]. Die Bedeutung der
Plasmaproteinbindung fur die Pharmakokinetik einer Verbindung ist folglich nicht
generalisiert zu bewerten, und kann lediglich als erster Anhaltspunkt fir das in

vivo-Verhalten eines Stoffes dienen [320, 321].

FUr quantitativen Bestimmung der Plasmaproteinbindung sind zahlreiche
Methoden beschrieben. Diese basieren zumeist auf Fluoreszenzloschung [323-
325] oder der quantitativen Bestimmung der zu untersuchenden Verbindung in
einer proteinhaltigen und/oder proteinfreien Phase nach Gleichgewichtsdialyse,
Ultrafiltration oder Ultrazentrifugation [318, 319]. In dieser Arbeit wurde die
Proteinbindung mittels eines rapid equilibrium dialysis (RED)-Systems bestimmit.
Dieses setzt sich aus zwei Kammern zusammen, die durch eine Membran
voneinander getrennt sind. Eine der Kammern wird mit einer proteinfreien
Pufferldsung beflllt, die andere mit einer proteinreichen Matrix wie Blutplasma,
welche mit der zu untersuchenden Substanz dotiert ist. Die semipermeable
Membran ermdglicht einen passiven Durchgang niedermolekularer
Verbindungen, wahrend Molekile mit einem Gewicht von Uber 8 kDa zurick
gehalten werden [326]. Von der Gleichgewichtskonzentration kleiner Molekiile,
die sich Uber die Membran hinweg in den Kompartimenten einstellt, kann auf die
proteingebundenen Anteile geschlossen werden: Da nur der freie, ungebundene
Anteil des Stoffes durch die Membran diffundiert, wahrend der die an
Plasmaproteine gebundenen Molekule zurickgehalten werden, entspricht die
Gleichgewichtskonzentration im pufferhaltigen Kompartiment der Konzentration

an nicht-gebundenem Wirkstoff im Kompartiment der Proteinmatrix [318, 326].
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Far TBO09 wurde eine Proteinbindung von tber 95% bestimmt (Tabelle 6-2). Der
w-Hydroxylase-Inhibitor verhalt sich damit analog zu anderen, natirlichen
Flavonoiden, welche ebenfalls zu groRen Teilen an Proteine assoziiert im Blut
zirkulieren. Dabei erfolgt die Bindung vornehmlich an Serumalbumin [323, 324,
327], wobei innerhalb der verschiedenen Klassen der Flavonoide Flavone die

starkste Affinitat zu humanem Serumalbumin aufweisen [327, 328].

Die hohe Proteinaffinitat von TB009 unterstitzt die Annahme, dass durch
Proteine eine wassrige Losung von TB009 stabilisiert wird und Konzentrationen
oberhalb der Ldslichkeitsgrenze (Kapitel 6.1) durch Adsorption an Proteine in der
Ldsung verfugbar bleiben. Dies ermdglicht eine Applikation von TB0O09 auch in
Konzentrationen von uber 3.4 yM. Fur die Bestimmung des ICso-Wertes der
Inhibition der w-Hydroxylierung durch TB009 in HCT 116-Zellen wurde die
Substanz in Konzentrationen von bis zu 30 yM im Zellkulturmedium eingesetzt
(Kapitel 4.2, Appendix 14). Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Medium,
welchem 10% Serum zugesetzt sind. Es ist anzunehmen, dass ein groler Teil
des CYP4F2-Inhibitors wahrend der Inkubation gebunden an das Serumprotein
vorliegt. In einem Konzentrationsbereich von 300 nM bis 30 yM ist TBO09 in dem
serumhaltigen, carbonatgepufferten Medium stabil: Nach 24-stlindiger
Inkubation bei 37 °C werden 90% der Verbindung wiedergefunden (Tabelle 6-2).
Wahrscheinlich beglnstigen die Serumproteine die Stabilitdt von TB009 in der
wassrigen Losung, wie es auch fur einige naturliche Polyphenole beschrieben ist
[329-332]. Trotz der hohen Proteinaffinitat inhibiert TBO09 unter diesen
Bedingungen die w-Hydroxylierung von Arachidonsaure mit vergleichbarerer
Potenz und unveranderter Dosisabhangigkeit wie im proteinarmeren
Enzymassay (Kapitel 4.2, Appendix 14). Es ist zu schlussfolgern, dass die
Verflugbarkeit von TB009 am Wirkungsort, und damit die Interaktion mit CYP4F2,

durch die Assoziation mit Proteinen nicht eingeschrankt ist.
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6.4 Metabolische Stabilitat

Etwa 75% aller Arzneimittel werden nicht unverandert vom menschlichen
Organismus ausgeschieden, sondern zuvor im Rahmen des Fremdstoff-
metabolismus in polarere Metabolite mit hdherer Wasserloslichkeit transformiert
[333]. Die enzymatische Umsetzung einer Verbindung wirkt sich unmittelbar auf
die systemisch verfugbare Dosis und ihre Halbwertszeit im Organismus aus —
durch die metabolische Stabilitat wird folglich die zu applizierende Menge des
Stoffes definiert [334]. Interindividuelle Regulierung der Expression sowie
genetische Variabilitat fremdstoffmetabolisierender Enzyme kdnnen die
Wirksamkeit von Pharmaka beeinflussen und eine individuelle Anpassung der

Dosis notwendig machen [335].

Die metabolischen Prozesse, denen Xenobiotika unterliegen, werden in zwei
Phasen eingeteilt: In der ersten Phase erfolgt die sogenannte Funktionalisierung
der Verbindung. Die im Molekul freigelegten oder in das Molekul eingebrachten
funktionellen Gruppen fungieren als Anker flr eine Konjugation mit polaren
Strukturen im Rahmen der Phase II-Reaktionen [334]. Die aktive Sekretion von
funktionalisierten und/oder konjugierten Xenobiotika durch ATP-binding cassette
(ABC) Transporter wie das P-Glycoprotein oder MRP2 wird bisweilen als
Phase llI-Metabolismus bezeichnet, auch wenn aufgrund der nicht vorliegenden
metabolischen Transformation des Molekuls die Benennung als Phase lll

Eliminierung treffender erscheint [336, 337].

Den Phase |-Reaktionen ist unter anderem die hydrolytische Spaltung von
Estern, Amiden und Thioestern durch Esterasen und andere Hydrolasen
zuzuordnen [338, 339]. Einen groRen Anteil an der Katalyse der
Funktionalisierung machen Monoxygenierungsreaktionen durch CYP aus [333]:
Diese katalysieren aliphatische oder aromatische Hydroxylierung, Desalkylierung
sowie Epoxidierung von C=C-Doppelbindungen. Auch die Hydroxylierung von
Heteroatomen durch CYP ist beschrieben [339, 340]. Neben CYP oxidieren

Flavin-abhangige Monooxygenasen mit dem Cosubstrat NADPH verschiedene
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(xenobiotische) Substrate, wobei zumeist, wie bei der Bildung des Nikotin-N'-

Oxids aus Nikotin, sekundare oder tertiare Amine oxidiert werden [341, 342].

An funktionelle Gruppen der Molekulstruktur der urspringlichen Verbindung oder
des funktionalisierten Metaboliten erfolgt im Phase II-Metabolismus eine
Konjugation mit weiteren polaren Strukturen, was eine renal oder biliare
Ausscheidung der Verbindung ermdglichen soll. Am haufigsten erfolgt eine
Konjugation mit Glucuronsaure [333]. Die entsprechenden Glucuronosyl-
transferasen (UGT) setzen insbesondere Substrate mit nucleophilen Strukturen
wie Alkoholen, Carbonsauren oder Aminen um [334, 343]. Mit geringerer
Kapazitat, aber zumeist hoherer Reaktionsgeschwindigkeit, werden
Hydroxyfunktionen durch Sulfotransferasen mit einer Sulfonyl-Gruppe
(—SOs3°) konjugiert [334]. Elektrophile Xenobiotika und Metabolite reagieren — wie
auch reaktive Sauerstoffspezies und Elektrophile, die durch andere Stoffwechsel-
prozesse entstehen — mit Glutathion (y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin) zu Thio-
etherkonjugaten. Die Reaktion mit Glutathion, welches in Konzentrationen von
bis zu 10 mM in hepatischen Zellen vorliegt, erfolgt auch ohne enzymatische
Katalyse. Dabei reagieren weiche Elektrophile, also leicht polarisierbare
Strukturen, schnell mit der als weiches Nucleophil einzustufenden Thiolfunktion
des Glutathions. Im Gegensatz dazu reagieren harte Elektrophile nicht bevorzugt
Glutation, was eine Katalyse durch Glutathion-S-Transferasen erforderlich macht
[344-346].

Der Metabolismus von Flavonen und anderen Polyphenolen ist an zahlreichen
Beispielen untersucht. Hydroxylierte Verbindungen werden mit hohen Raten
glucuronidiert, und teilweise sulfonyliert [347]. Methoxylierte Flavonoide werden
zuvor durch CYP-katalysierte Reaktionen oxidiert, und folglich demethyliert,
wobei diese Umsetzung deutlich langsamer erfolgt [348, 349]. Verbindungen
ohne oder mit einzelnen Substituenten am A-Ring oder B-Ring werden durch
CYP hydroxyliert, wobei die Position 4° am B-Ring bevorzugt wird. Die in das
Molekul eingebrachten Hydroxyfunktionen werden ihrerseits durch UGT
glucuronidiert [348, 349].
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Inkubationen von TB009 mit NADPH, dem Cosubstrat der CYP und anderer
Monooxygenasen sowie mit Uridin-5-diphosphoglucuronsaure (UDPGA), dem
Cosubstrat der UGT, weisen auf eine hohe metabolische Stabilitat des neuen
w-Hydroxylaseinhibitors hin: Wahrend die Ausgangsverbindung Apigenin wie
erwartet rasch glucuronidiert wird (> 95% Umsetzung durch HLM nach
30 Minuten, Appendix 16), ist fur TBO09 keine Konjugation festzustellen (Tabelle
6-2). Lediglich kleine Mengen werden im Rahmen des NADPH-abhangigen
Phase |-Metabolismus oxidiert (87% Wiederfindung nach 30 Minuten Inkubation
mit HLM, Tabelle 6-2). Etwaige Oxidationsprodukte wurden mittels LC-UV nicht
detektiert. Eine hohe Bestandigkeit von TB009 gegen metabolische Konversion
ist auch in Pilzorganismen beschrieben: Lim et al. [265] beobachteten eine
Resistenz des CFs-substituierten B-Rings gegenlber oxidativen Metabolismus
und identifizierten die Hydroxylierung des A-Rings von TBO009 als
wahrscheinlichsten Transformationsweg in Aspergillus niger, da geringe Mengen

dieser Metabolite detektiert werden konnten [265].

Die aus den Experimenten abzuleitende hohe metabolische Stabilitdt von TB0O09
lasst schlussfolgern, dass TBO009, anders als viele andere (hydroxylierte)
Flavonoide, keiner direkten Exkretion nach Glucuronidierung in den Enterozyten
bzw. in der Leber (first pass Metabolismus) unterliegt. Es ist demnach
wahrscheinlich, dass die resorbierte und systemisch verteilte Verbindung ihren
Wirkungsort unverandert erreicht, ohne dass es zu einer raschen Ausscheidung

kommt.

6.5 Schlussfolgerungen

Der w-Hydroxylaseinhibitor TBO09 weist neben seiner ausgepragten Selektivitat
gegenuber CYP4F2 auch moderate pharmakokinetische Eigenschaften auf:
Bemessen an grundlegenden Ansatzen zur Bewertung von Wirkstoffen (rule of
five [261]) erfullt die Molekulstruktur des Trifluormethylflavons TB0O09 mit ihrer
geringen Anzahl von Wasserstoffbricken-Akzeptoren und -Donoren sowie einem

niedrigen Molekulargewicht und einer geringen Polaritat die an einen Arzneistoff
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gestellten Anforderungen. Sind diese Parameter erfillt, weist die entsprechende
Verbindung zumeist eine ausreichende WasserlOslichkeit sowie intestinale

Permeabilitat auf, welche Voraussetzung flr orale Bioverflugbarkeit ist [262].

Auch wenn TBO009 basierend auf der experimentell bestimmten Léslichkeit in
wassrigen Medien als nahezu unldslich einzuordnen ist (Tabelle 6-2) [276], ist
diese — fur pharmakologische Stoffe nicht unibliche — Eigenschaft fur seine
Eignung als Pharmakon nicht als limitierend anzusehen. Die hydrophoben
Eigenschaften von TBO009 flihren des Weiteren 2zu einer hohen
Proteinbindungsrate von >95% (Tabelle 6-2). Die daraus resultierende
Stabilisierung der wassrigen Losung von TB009 durch Proteine ermdglicht eine
Verwendung der Substanz in Dosen Uber diese Ldslichkeitsgrenze hinweg, ohne
dass dabei die Inhibition von CYP4F2 durch TB009 beeinflusst wird.

Tabelle 6-2 Pharmakokinetische Parameter des w-Hydroxylaseinhibitors 4‘-Trifluor-
methylflavon

Parameter Wert

Léslichkeit? 3.4+0.6 uyM
Plasmaproteinbindung® > 95% gebunden
Membranpermeabilitatc (P, ) 4.6 +0.6 x10% cm/s
Permeabilitat durch Caco-2-MonoIayerd (Papp) 41+04x10° cm/s
Stabilitat tiber Zellkulturen® 89% + 13% Wiederfindung
NADPH-abhangiger oxidativer Metabolismus' 87% = 4% Wiederfindung
UDPGA-abhangige Konjugation' > 95% Wiederfindung

2 in phosphatgepufferter Salzlésung, pH 7.4, bei 25 °C. Bestimmt aus dem Uberstand einer
gesattigten Lésung

b bestimmt mittels RED-System unter Verwendung von humanem Plasma

¢ lipid/oil/lipid-PAMPA

4 CaCo-2 Permeabilitatsassay mit differenzierten, fiir 21 Tage kultivierten Zellen

¢ Wiederfindung nach 24 h im Uberstand von HCT 116 Zellen kultiviert in DMEM mit 10% fétalem
Kalberserum

fWiederfindung nach Inkubation von TB009 mit dem jeweiligen Cosubstrat und humanen
Lebermikrosomen nach 30 min
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Da im PAMPA und im Caco-2-Transwell-System vergleichbare Permeabilitats-
koeffizienten flr den w-Hydroxylaseinhibitor bestimmt wurden (Tabelle 6-2), ist
anzunehmen, dass TB009 die intestinale Barriere Uberwiegend durch passive
Diffusion Uberquert, wie es flir zahlreiche polyphenolische Aglykone beschrieben
ist [350]. Die Permeabilitatskoeffizienten indizieren eine akzeptable intestinale
Resorption von TB009. In Kombination mit der hohen Stabilitat des
Flavonderivates gegenuber oxidativem Metabolismus und Konjugation im
Rahmen des Fremdstoffmetabolismus ist eine ausreichend hohe systemische
Verflugbarkeit zu erwarten. Der neu entwickelte w-Hydroxylaseinhibitor erscheint
damit ein geeignetes Instrument, um erstmals auch im Tierversuch die selektive
Modulation der CYP4F2-katalysierten 20-HETE-Bildung zu untersuchen.
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Kapitel 7

AbschlieBende Betrachtungen

In dieser Dissertation wurde die Inhibition der CYP-katalysierten Bildung von
Lipidmediatoren aus Arachidonsaure durch Flavonoide und andere pflanzliche
Sekundarmetabolite umfassend untersucht, mit dem Ziel, die Interaktion
zwischen Lebensmittelinhaltstoffen und dem menschlichen Organismus besser

zu verstehen.

Zur Entwicklung eines Multienzmyassays wurden zunachst die Produktmuster
von verschiedenen Arachidonsaure-metabolisierenden P450-Enzymen sowie
von Mikrosomen aus humaner Leber und Niere charakterisiert. Auch wenn kein
Oxylipin das exklusive Produkt eines einzelnen CYP ist, kbnnen die Enzyme
basierend auf ihren Produktspektren in drei Gruppen kategorisiert werden:
w-hydroxylierende, (w-n)-hydroxylierende und epoxidierende CYP. Aus
Inkubationen von Arachidonsaure mit humanen Lebermikrosomen gehen
Oxylipine aller drei Produktgruppen hervor. Da in HLM die Bildung einzelner
Oxylipine durch selektive Inhibitoren gezielt reduziert werden kann, ohne die
Bildungsraten andere Produkte zu beeinflussen, sind diese Mikrosomen als
Multienzymquelle flr ein Testsystem der parallelen aber unabhangigen
Untersuchung von CYP der Arachidonsaure-Kaskade geeignet. Extrahepatische
CYP wie CYP2J2 werden dabei nicht mit abgebildet und sind individuell zu
betrachten. Des Weiteren wird im mikrosomalen Assay lediglich die unmittelbare
Interaktion zwischen Polyphenolen und CYP erfasst — mogliche Einflisse auf der
Ebene der Genexpression oder anderer Signalkaskaden bleiben

unberucksichtigt.

Ein Screening verschiedener Flavone, einem Flavanon, dem Isoflavon Genistein,
einem Anthocyanidin sowie verschiedenen Stilbenoiden und einem Catechin-

Konjugat im Multienzymassay zeigte eine Inhibition der CYP-katalysierten
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Oxylipinbildung durch einige diese Naturstoffe mit vergleichbarer Potenz wie
bekannte CYP-Inhibitoren. Die Bildung von 20-HETE, (w-n)-HETE oder EpETrE
wird mit ICso-Werten im niedrigen mikromolaren Bereich inhibiert. Wahrend das
Flavon Apigenin die Aktivitat zahlreicher CYP unselektiv reduziert, wirken die
anderen getesteten Flavone als selektive (w-n)-Hydroxylaseinhibitoren. Das
Isoflavon Genistein hemmt selektiv die w-Hydroxylierung der Fettsaure, und die
Resveratrololigomere Hopeaphenol und e-Viniferin inhibieren potent die CYP2C-

katalyiserte Bildung von Epoxyfettsauren.

Basierend auf diesen Befunden wurden in einem iterativen Ansatz grundlegende
Strukturmerkmale des Flavongerustes erarbeitet, die eine selektive Inhibition der
Bildung von Epoxy- bzw. Hydroxyfettsauren verursachen. Flavone mit (Methoxy-)
Substituenten an den Positionen C2' und/oder C7 hemmen die Bildung von
Epoxyfettsauren, wahrend elektronegative Substituenten an C4‘ selektiv die
w-Hydroxylierung von Arachidonsaure inhibieren. 4‘-Trifluormethylflavon
(TBO09) inhibiert die Bildung von 20-HETE in Mikrosomen aus Humanleber
sowie der Leber von Ratten und Mausen selektiv mit ICso-Werten von 1 — 7 uM,
ohne die Epoxygenaseaktivitat in diesen Praparaten herabzusetzen. Die
Inhibition in HLM basiert dabei auf einer selektiven Hemmung von CYP4F2 mit
einem ICsp von 0.76 pM — die Aktivitdt von CYP4A11 wird nicht reduziert. Die
Verbindung TBO009 ist somit ein vielversprechender Ausgangspunkt fir die

Untersuchung der physiologischen Bedeutung von CYP4F2.

Die inhibitorischen Effekte der Flavone auf die Bildung von 20-HETE sowie die
Permeabilitat konnten auch im Zellsystem belegt werden. Eine Wirkung der
Verbindungen nach oraler Aufnahme ist demnach mdglich. TB009 ist in
Anbetracht der pharmakokinetischen Eigenschaften (u.a. metabolische Stabilitat)
auch fur die Anwendung im Tiermodell zur Erforschung der physiologischen
Effekte einer selektiven Inhibition CYP4F2-katalysierter 20-HETE-Bildung
geeignet. In Modellen zu Hypertonie wurde vielfach gezeigt, dass eine
Modulation der 20-HETE-Level durch die Hemmung w-hydroxylierender CYP

den Blutdruck beeinflussen kann. Unter anderem Salz-sensitive Dahl-Ratten und
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spontan hypertone Ratten sind hierflr geeignete Modelle [178, 351]. Die Effekte
einer selektiven Inhibition von CYP4F sind bisher nicht bekannt — diese gilt es zu
untersuchen. Weitere Modifikationen der Struktur von TB009, zum Beispiel eine
leichte Erhdhung der Wasserloslichkeit durch die Einflihrung polarer Anteile,
konnten die pharmakokinetischen Eigenschaften weiter verbessern und die
Verbindungen fur erganzende in vitro-Assays zuganglicher machen. Es ist
anzunehmen, dass durch weitere Optimierung der Struktur die Potenz noch

weiter erhoht werden kann.

Die in dieser Dissertation erstmals umfassend untersuchte Interaktion zwischen
Polyphenolen und CYP der Arachidonsaure-Kaskade ist ein neuartiger
Mechanismus, Uber den diese sekundaren Pflanzenstoffe auf den Organismus
wirken. Dieser Mechanismus kann zu der Erklarung beitragen, wie Polyphenole
ihre vielbeschriebenen Effekte auf die menschliche Physiologie und Gesundheit
ausuben. Aufgrund des komplexen Zusammenspieles strukturell vielfaltiger
Polyphenole aus dem mannigfaltigen Angebot an pflanzlichen Lebensmitteln
liefert diese Arbeit lediglich einen Grundstein zur Erfassung dieses
Mechanismus. Weitere Studien Uber den Einfluss von Polyphenolen auf die
Arachidonsaure-Kaskade sind erforderlich, um die zugrundeliegenden
molekularen Zusammenhange weiter zu verstehen und die potenziellen
gesundheitlichen Auswirkungen einer polyphenolreichen Ernahrung bewerten zu

konnen.
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Kapitel 8

Experimenteller Teil

8.1  Materialien und allgemeine Informationen

Oxylipinstandards, deuterierte Oxylipine sowie die CYP-Inhibitoren Ketoconazol,
Miconazol, MS-PPOH, 17-ODYA und Sulfaphenazol wurden bei Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, US) gekauft. PhytoLab (Vestenbergsgreuth, DE) stellte
Perlargonidinchlorid (=2 90%) zur Verfigung. Hopeaphenol (=95%) und
e-Viniferin (= 90%) wurden von Actichem (Montauban, FR) erhalten. Resveratrol
(2 99%), Genistein (= 98%), Apigenin (= 97%), (£)-Naringenin (= 95%), Wogonin
(= 98%), Epigallocatechingallat (EGCG, =95%), Nobiletin (=97%) und das
Resveratrol-Imin-Analogon (IRA) wurden gekauft bei Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
DE). Humane Lebermikrosomen (UltraPool HLM 150, mixed gender),
Rattenlebermikrosomen (pooled male Sprague-Dawley liver microsomes),
Mauslebermikrosomen (pooled male B6C3F1 liver microsomes) und
rekombinante humane CYP (Supersomes) wurden gekauft bei Corning
(Amsterdam, NL) und die humanen Nierenmikrosomen (mixed gender human

kidney microsomes) bei BiolVT (West Sussex, UK).

Polyphenole, Inhibitoren und weitere Testsubstanzen wurden als 10 mM
Stammlésungen in DMSO bei -20 °C gelagert. Verdinnungsreihen wurden durch

sequenzielle Verdunnung aus dieser Stammlosung erstellt.

Das Cosubstrat fur die CYP-katalysierte Oxidation, NADPH (Kapitel 8.2.1), wurde
in Form eines NADPH-generierenden Systems in den Inkubationsansatzen
eingesetzt. In diesem System oxidiert das Enzym Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase  (G6P-DH) das  Substrat  Glucose-6-Phosphat  zur

entsprechenden Gluconsaure, wahrend das Cosubstrat NADP* zu NADPH
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reduziert wird. Die Losung enthalt 43 mM MgCl., 38 mM Glucose-6-Phosphat,
10 U'mL-', G6P-DH aus Saccharomyces cerevisiae (jeweils von Sigma-Aldrich),
und 10 mM NADP* (Carl Roth, Karlsruhe, DE). Die Aktivitat der G6P-DH und die
Bildung von NADPH wurden in jedem System photometrisch Uber eine
Extinktionsmessung am fur NADPH charakteristischen Absorptionsmaximum
von 340 nm sichergestellt [Extinktion > 2, ansonsten wurde ein neues Aliquot des
Enzyms verwendet und/oder eine neue Losung Glucose-6-Phosphat eingesetzt.
Die Extinktion wurde gemessen mit einem NanoQuant-System (Tecan Infinite
200 pro Mikroplattenleser, TECAN, Grodig, AT)]. 20 uyL dieses NADPH-

generierenden Systems wurden im Assay (Gesamtvolumen 200 pL) eingesetzt.

Alle eingesetzten Lésungsmittel waren HPLC-grade oder LC-MS-grade, soweit
verfligbar. Sie wurden gekauft bei Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE) oder
VWR (Darmstadt, DE). Fur alle Experimente wurde Reinstwasser (R > 18 MQ;

Barnstead GenPure Pro System, Thermo Fisher Scientific) verwendet.

8.2 Inkubationen und Charakterisierungsassays

8.2.1 Mikrosomale Umsetzungen von Arachidonsaure

50 yL einer 400 uM Losung von Arachidonsaure (> 99%, Nu-Check Prep,
Elysian, MN, US) in Ethanol (VWR) wurden in ein 1.5 mL Reagiergefald gegeben
und das Losungsmittel sodann im Rotations-Vakuum-Konzentrator (Christ,
Osterode am Harz, DE) bei 30 °C in einem Vakuum von rund 5 mbar entfernt.
Die Fettsdure wurde anschlieRend mit 175 yL 0.1 M Kaliumhydrogenphosphat-
Puffer, pH 7.4, rekonstituiert. Nach Zugabe von 5 pL des Mikrosomen- oder
Enzympraparates (0.5 mgmL" mikrosomales Protein oder 25 pmol'mL" des
rekombinanten CYP) erfolgte eine Vorinkubation bei 37 °C und 500 rpm im
Thermoschuttler (Thermomixer F, Eppendorf, Hamburg, DE und Biometra TSC
ThermoShaker, Analytik Jena, Jena, DE). Nach 10 min wurde die Reaktion durch
Zugabe von 20 uL des NADPH-generierenden Systems gestartet. Es resultierte
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ein Gesamtvolumen des Assays von 200 uL. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C
und 500 rpm fir 20 min (CYP2J2: 40 min). Durch die Zugabe von 600 uL
eiskaltem Ethylacetat (VWR) und rigorosem Schiutteln wurde die Reaktion
abgestoppt. Als interne Standards wurde eine Lésung von 2Hg-5-HETE, 2Hs-12-
HETE sowie ?Hs-15-HETE, jeweils 100 nM in Methanol, fiir die Bestimmung der
Hydroxyfettsauren eingesetzt. Mittels 2H14-11,12-DIHETrE (100 nM) und
°H41-14(15)-EpETrE (200 nM) in Methanol wurden Epoxy- und Dihydroxy-
fettsduren quantifiziert. Von beiden Ldsungen wurden je 50 yL zu den
Probenansatzen nach Abstoppen der Reaktion zu den Inkubationsansatzen

gegeben.

Anschliel’end erfolgte eine Zentrifugation bei 20 000 g und 4 °C far 10 min.
Daraufhin wurde die obere, organische Phase in ein weiteres Reagiergefal
uberfuhrt und die wassrige Phase erneut mit 600 yL kaltem Ethylacetat
extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde die organische Phase mit der
vorherigen vereint und das Losungsmittel des Extraktes im Rotations-Vakuum-
Konzentrator bei 30 °C vollstandig verdampft. Der verbleibende Extrakt wurde in
50 yL Methanol resuspendiert und fur mindestens 30 min bei -80 °C gelagert.
Nach anschlieBender Zentrifugation bei 20 000 g und 4 °C fur 10 min wurde der
Uberstand der Probe mittels LC-MS/MS vermessen (Kapitel 8.3.1).

Bei Inkubationen, in denen Inhibitoren oder Testsubstanzen eingesetzt wurden,
wurden lediglich 173 L des Puffers eingesetzt, sowie 2 uL der in DMSO geldsten
Testsubstanz. Die Konzentration der zugegebenen Substanzen entsprach dabei
dem hundertfachen der Zielkonzentration im Assay. Kontrollinkubationen wurden
mit dem gleichen Volumen an reinem DMSO durchgeflihrt. Bei Experimenten zur
Untersuchung der Zeitabhangigkeit der Inhibition wurde die Dauer der
Vorinkubation variiert: Sie erfolgte fir Ansatze mit der jeweiligen Testsubstanz
und den entsprechenden Kontrollansatzen fir 0, 10 und 30 Minuten. Bei den
Jump dilution Ansatzen erfolgte die Vorinkubation in einem kleineren Volumen:
Statt 173 yL Puffer wurden zunachst lediglich 33 pL Puffer zugegeben. Die

Volumina der anderen Komponenten blieben unverandert. Nach Ablauf der
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Vorinkubation wurde unmittelbar vor dem Start der Reaktion durch das NADPH-
generierende System das urspringliche Assayvolumen von 200 pyL durch die

Zugabe von 120 uL 37 °C warmem Puffer hergestellt.

8.2.2 Oxidation von Polyphenolen durch Mikrosomen

Der Assay zur Stabilitat der Verbindungen gegenuber oxidativem (NADPH-
abhangigem) Metabolismus wurde wie unter 8.2.1 beschrieben, allerdings ohne
die Zugabe von Arachidonsaure zu Beginn, durchgefuhrt. Die naturlichen
Polyphenole (Kapitel 3.3.2) wurden mit einer Konzentration von 100 uM inkubiert
und nach Extraktion mit Ethylacetat mit Flavon als internem Standard (2.5 yM)
mittels LC-DAD vermessen (Kapitel 8.3.3). Die Inkubation von TB009 (3 uM,
30 min) wurde durch Zugabe von 200uL TB127 (1 uM), geldst in
Acetonitril/Essigsaure (97/3, v/v), abgestoppt und der Uberstand nach Zentri-
fugation (20 000 g, 10 min) mit online-SPE-LC-UV vermessen (Kapitel 5, Kapitel
8.3.2). Es wurde jeweils die Wiederfindung relativ zu Kontrollinkubationen ohne

Cosubstrat bestimmt.

8.2.3 Glucuronidierungsassay

Die Inkubationen zur Untersuchung der Glucuronidierung wurden in 200 uL 0.1 M
Phosphatpuffer (pH 7.4) mit HLM (0.5 mgmL"' Protein), 5uM
Glucarsaure-1,4-lacton und 10 yM MgCl2 durchgefuhrt [352]. Die Konzentration
der Testsubstanz betrug 3 yM. Nach 10 min Vorkinkubation bei 37 °C und
500 rpm wurde die Reaktion durch die Zugabe von 2mM Uridin-5-
diphosphoglucuronsaure (UDPGA) gestartet. Nach 30 min wurde durch Zugabe
von 200 uL TB127 (1 yM), geldst in Acetonitril/Essigsaure (97/3, v/v), die
Reaktion abgestoppt, und der Uberstand nach Zentrifugation (20 000 g, 10 min)
mit online-SPE-LC-UV vermessen (Kapitel 5, Kapitel 8.3.2). Es wurde jeweils die

Wiederfindung relativ zu Kontrollinkubationen ohne Cosubstrat bestimmt.
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8.2.4 Fluoreszenzbasiertes CYP2C9-Assay

Das auf der CYP2C9-katalysierten Demethylierung von 7-Methoxy-4-Trifluor-
methylcoumarin (MFC) basierende Assay wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte
in Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 7.4, finales Volumen: 200 uL) durchgefuhrt.
CYP2C9 (25 pmol CYP-mL-") wurden mit MFC (8 uM) und Sulfafenazol oder
Hopeaphenol flir 10 min bei 37 °C vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe des NADPH-generierenden Systems (20 uL) gestartet. Nach 60 min
Inkubation bei 37 °C wurde die Fluoreszenz des MFC-Metaboliten bei einer
Absorptionswellenlange von 405 nm und einer Emissionswellenlange von
535 nm gemessen und die Konzentration Uber eine externe Kalibrierung

bestimmt.

8.2.5 Loslichkeitsbestimmung

Es wurde die Gleichgewichtskonzentration der Testsubstanzen in PBS (pH 7.4)
bei 25 °C bestimmt. 200 uL PBS wurden zu einem Uberschuss der Testsubstanz
(als Feststoff vorliegend) gegeben und das Gefall in einem Orbitalschittler
(Innova 4000 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, New Jersey, US) fir
4 Tage bei 25 °C und 150 rpm gelagert. Anschlie3end wurde die Probe fur 30 min
bei 20 000 g zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes wurde mit dem gleichen
Volumen Acetonitril versetzt (mit 1 uM TB127). Die Gleichgewichtskonzentration
wurde mit online-SPE-LC-UV bestimmt (Kapitel 5, Kapitel 8.3.2).

8.2.6 Membranpermeabilititsassay

Das PAMPA wurde mit einem kommerziell erhaltichen Membransystem
durchgefuhrt (Corning Gentest Pre-coated PAMPA Plate System, Corning).
200 uL PBS wurden in die Filterplatte gegeben (oben, Receiver-Kompartiment)
und 300 pL der in PBS gelosten Testsubstanz (2 uM) in die Donor-Wells. Die
zusammengesetzte PAMPA-Platte wurde fur 6 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschliefend wurden 50 pL aus jedem Kompartiment entnommen, mit dem
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gleichen Volumen Acetonitril (mit 1 uM internem Standard) versetzt und mittels
online-SPE-LC-UV-MS/MS vermessen Kapitel 5, Kapitel 8.3.2).

8.2.7 Bestimmung der Proteinbindung

Zur Bestimmung der Proteinbindung wurde ein RED-System eingesetzt (Thermo
Fisher Scientific). Humanes EDTA-Plasma wurde mit 2 yM der Testsubstanz
versetzt (aus einer 1 mM Stammlésung in DMSO) und 200 uL dieses Plasmas
wurden in das Donor-Well der RED-Platte gegeben. 400 yL PBS wurden in das
Receiver-Well gegeben. Die versiegelte Platte wurde bei 37 °C in einem
Orbitalschuttler inkubiert. Nach 4 h wurden 50 yL aus jeder Kammer entnommen,
und mit 100 uL des internen Standards (1 pM in Acetonitril) versetzt. Zu den
Donorproben wurden auflerdem 50 uL PBS gegeben und zu den Receiverproben
50 uyL Plasma. Nach rigorosem Mischen wurden die Proben fir 30 min mit
20 000 g bei zentrifugiert und die Konzentration im Uberstand mit online-SPE-
LC-UV-MS/MS bestimmt.

8.2.8 Zellkulturexperimente

HCT 116 und HCA-7-Zellen wurden kultiviert in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM, Sigma Aldrich), welches mit 10% fotalem Kalberserum (FCS,
superior standardisiert; Biochrom, Berlin, DE), 2 mM L-Glutamin, 200 U'mL""
Penicillin und 200 ug'mL-! Streptomycin (jeweils Sigma-Aldrich) supplementiert
wurde. Das Kulturmedium fur die HT-29 und Caco-2 Zellen enthielt aulerdem
1% nicht-essentielle Aminosauren. Die Zellkulturen wurden in einem Inkubator
bei 37 °C und einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO: kultiviert.
Alle zwei bis drei Tage wurden Passagen durchgefiihrt, bei denen 1 x 10° Zellen

in 10 mL Medium in 60 cm?-Schalen ausgesat wurden.

Fir die Inkubationen wurden 2 x 10° Zellen in 60 cm?-Schalen ausgesat und
nach 24 h wurden 10 yuM Arachidonsaure (in DMSO geldst) und ggf. Inhibitoren

oder Polyphenole zugegeben. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit
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Trypsin/EDTA (Sigma Aldrich) abgeldst und pelletiert. Das Pellet wurde einmal
mit PBS gewaschen. Zur Bestimmung der Oxylipine im Zellpellet wurde dieses in
490 yL PBS aufgenommen, mit 10 yL einer Losung verschiedener Antioxidantien
versetzt [353] und fur 8 s sonifiziert (25% output, Branson Sonifier 250; Branson
Ultrasonics, Brookfields, CT, US). 100 pL dieser aufgeschlossenen Suspension
wurde fur die Bestimmung der Oxylipine nach Hydrolyse eingesetzt. Die
Probenvorbereitung erfolgte nach einer im Arbeitskreis etablierten
Festphasenextraktion, die in der entsprechenden Publikation im Detail
beschrieben ist [354].

Der Proteingehalt in der Suspension nach Sonifizierung wurde mit der
Bicinchoninsaure-Methode bestimmt (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo
Fisher Scientific) mit Rinderserumalbumin (Sigma Aldrich) als Referenzprotein.
Die Zytotoxizitat aller inkubierten Verbindungen wurde im Resazurinassay Uber
die zellulare Dehydrogenaseaktivitdt evaluiert. Bei den in den Assays
eingesetzten Konzentrationen zeigten die Substanzen keine zytotoxischen
Effekte.

Fir die Caco-2 Transwell-Experimente wurden 1 x 10° Zellen in einem 12 mm
Insert mit permeabler Membran (1.12 cm? Wachstumsfliche, 0.4 ym
Membranporen; Corning Costar, Amsterdam, NL) kultiviert. Die Transport-
experimente wurden 23 Tage nach der Aussaat mit Medium ohne FCS einem
etablierten Protokoll entsprechend durchgefuhrt [244, 330]. Der transepithelische
elektrische Widerstand (TEER) wurde mit einem cellZscope Instrument
(nanoAnalytics, Minster, DE) wahrend der Experimente gemessen. Alle Wells
wiesen einen TEER 2 200 Q-cm auf. Es wurden 2 L der Testverbindungen in
das apikale Kompartiment gegeben und nach 3 h 40 pL aus dem apikalen und
80 uL aus dem basolateralen Kompartiment entnommen und mit dem gleichen
Volumen von internem Standard (1 uM in Acetonitril) versetzt. Die Konzentration
in beiden Kompartimenten wurde im Uberstand nach 10 min Zentrifugation bei
20 000 g mittels online-SPE-LC-UV-MS/MS bestimmt.
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8.3  Analytische Methoden

8.3.1 Quantifizierung von Oxylipinen

Far die Quantifizierung der durch CYP gebildeten Oxylipine in den Enzym- bzw.
mikrosomalen Assays wurde ein 1260-LC-System (Agilent Technologies,
Waldbronn, DE) mit einem CTC-Pal-Autosampler (CTC Analytics, Zwingen, CH),
gekoppelt an ein 3200 Tripple Quadrupol Massenspektrometer (Sciex,
Darmstadt, DE) eingesetzt. Die Trennung erfolgte auf einer C18 Umkehrphase
(2.1 x 150 mm, 1.8 um Partikelgréf3e; 9.5 nm Poren; Zorbax Eclipse Plus; Agilent
Technologies) mit einem SecurityGuard Ultra Vorsaulensystem (1 x 2 mm;
Phenomenex, Aschaffenburg, DE) mit einem Fluss von 0.3 mL/min bei 40 °C. Als
Eluent A wurde 0.1% Essigsaure in Wasser mit 5% Solvent B (v/v) verwendet,
Solvent B war eine Mischung aus Acetonitril, Methanol und Essigsaure
[800/150/1 (v/v/v)]. Mit dem folgenden Gradienten wurde die Trennung der
Analyten innerhalb von 21 Minuten realisiert (Tabelle 8-1).

Tabelle 8-1 LC-Gradient zur Trennung der Oxylipine (1260 LC-System mit 3200 MS).

Zeit [min] %B 100+
0.0 60 807 /_\_
10.0 62 m 60
2
15.0 98 404
19.0 98 20+
19.5 60 0 T T T T
0 5 10 15 20
21.0 60 Zeit [min]

Das Injektionsvolumen betrug 10 pL. Die Detektion erfolgte im scheduled SRM
nach Elektrosprayionisierung im negativen Modus (ESI-) mit einem
Detektionszeitfenster von 90s und einer cycle time von 0.45s. Die
analytunspezifischen Quellenparameter des MS waren wie folgt: Temperatur:
500 °C, Curtain gas (N2): 20 psi, Quellengas 1 (zero air): 70 psi; Quellengas 2
(zero air). 55 psi; Sprayspannung: -4500 V; Kollisionsgas (N2): 12 psi;
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Eingangsspannung: -10V; Kollisionszellenausgangsspannung: -12V. Die
Quantifizierung erfolgte durch externe Kalibrierung unter Verwendung
isotopenmarkierter interner Standards. Die analytspezifischen Parameter der

Detektion sowie der Kalibrierbereich sind in Tabelle 8-2 zusammengefasst.

Die Analyse der in Zellkulturen gebildeten Oxylipine erfolgte mit einer im
Arbeitskreis entwickelten Multimethode fur die quantitative Bestimmung von rund
160 Lipidmediatoren mit einem 1290-LC-System (Agilent) und einem 5500
QTrap-Massenspektrometer (Sciex). Die Methode ist im Detail in
entsprechenden Publikationen beschrieben [257, 353-355].
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Tabelle 8-2 MS-Parameter und Kalibrierbereich zur Bestimmung der in Enzyminkubationen gebildeten Oxylipine.

Kalibrierbereich

Verbindung _NNmmﬁ_m.qu”“u_”Hm- M\‘_N M\HWN DP [V] CE[V] Interner Standard yntere mmmﬂ_sﬁ‘:c:@m- Wmmﬁn_u_‘”wq_ﬂ.msmm-
grenze' [nM] 2
grenze< [nM]
14,15-DIHETrE 7.87 3372 2071 -30 -25 d11-11(12)-DIHETrE 4.7 2350
11,12-DIHETrE 9.02 337.2 1671 -40 -27  d11-11(12)-DIHETrE 7.5 7500
8,9-DIHETrE 10.06 3372 1271 -35 -26  d11-11(12)-DIHETrE 4.7 4650
5,6-DIHETrE 11.70 337.2 1451 -35 -26  d11-11(12)-DIHETrE 9.4 2350
19-HETE 11.17 319.2 2751 -55 -23  d8-15-HETE 100 1000
20-HETE 11.61 319.2 2751 -60 -23  d8-15-HETE 250 1000
18-HETE 12.44 319.2 261.0 -50 -23  d8-15-HETE 25 1000
17-HETE 12.72 319.2 2470 -50 -23  d8-15-HETE 25 1000
m, 16-HETE 12.90 319.2 233.0 -50 -23  d8-15-HETE 50 1000
M 15-HETE 13.91 319.2 2192 -50 -25 d8-15-HETE 44 440
< 11-HETE 14.28 319.2 167.2 -45 -23  d8-12-HETE 4.4 440
8-HETE 14.51 319.2 1552 45 -22  d8-12-HETE 24 940
12-HETE 14.53 319.2 179.2 -45 -23  d8-12-HETE 10 1000
9-HETE 14.27 319.2 167.2 -40 -20 d8-5-HETE 27 530
5-HETE 14.89 319.2 1152 -45 -20 d8-5-HETE 7 700
14(15)-EpETrE 15.35 319.2 2193 -30 -24  d11-14(15)-EpETrE 39 1950
11(12)-EpETrE 15.66 319.3 167.2 -30 -24  d11-14(15)-EpETrE 13 1250
8(9)-EpETrE 15.76 319.2 1552 -35 -20 d11-14(15)-EpETrE 70 700
5(6)-EpETrE 15.87 319.2 1911 -35 -20  d11-14(15)-EpETrE 125 1250
°H11-11(12)-DIHETTE 8.78 348.2 1671 -40 -27
© m 2Hs-15-HETE 13.77 327.0 226.0 -35 -20
mm *He-12-HETE 1442 327.2 1842 45 28 O e e eme Richikelvon 80 be 120% autneie
=& 2Hg-5-HETE 14.80 3272 1161 -45 -20  2Die obere Zmo.:s\m_m@_.m:Nm stellt a_o:ﬁ das ._.m:Qm des linearen wma_o.:m.m dar,
2H11-1 4(15)-EpETIE 15.28 3302 2193 230 24 MW::QQM__‘JQMJGQEZ der Konzentration des héchsten gemessenen Kalibrier-
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8.3.2 Online SPE

Der Aufbau und die Parameter der online-SPE-LC-UV-MS/MS-Methode sind in
Kapitel 5 im Detail erlautert. Tabelle 8-3 und Tabelle 8-4 fassen die von den

Pumpen geférderten Gradienten zusammen.

Tabelle 8-3 Gradient der online-SPE- Pumpe (Pumpe 1).

Zeit [min] %B Fluss [mL/min]
0.0 0 3.5
0.7 0 3.5
0.8 0 0.0
4.4 0 0.0
4.5 100 2.0
6.4 100 2.0
6.5 0 3.5
7.0 0 3.5

Tabelle 8-4 Gradient der chromatografischen Pumpen (Pumpe 2 und Pumpe 3).

. . Pumpe 2 Pumpe 3

Zeit [min] . ]
%B Fluss [ml/min] Fluss [mi/min]

0.0 70 0.10 0.50

2.7 70 0.10 0.50

55 100 0.59 0.01

6.9 100 0.59 0.01

7.0 70 0.10 0.50

Pumpe 3 fordert UGber den gesamten Lauf Solvent A. Die Schaltung des
2-Positionen-6-Wege-Ventils der online-SPE erfolgte nach 0.5 min (Beenden der
Extraktion) und 2.5 Minuten (Beenden des Transfers). Kalibrierreihen zur
Quantifizierung wurden fir jede Messreihe hergestellt durch sequenzielle
Verdunnung. Die Absorption des Eluats wird im Bereich von 210 nm-500 nm

(4 nm Spalt) mit einer Frequenz von 5 Hz aufgezeichnet.
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8.3.3 LC-UV zur Untersuchung der CYP-katalysierten

Oxidation natiirlicher Polyphenole

Die Messung von Polyphenolinkubationen zur Untersuchung der metabolischen
Stabilitat (Kapitel 3.3.2) erfolgte Mittels LC-DAD. 10 pL des jeweiligen Extraktes
wurden auf einer C18-Phase (100 x 3 mm, 2.6 ym Partikel; SecurityGuard Ultra
Vorsaulensystem; beides Phenomenex) bei einem flachen Gradienten mit wenig
Elutionskraft getrennt (Tabelle 8-5). Die HPLC-Anlage setzte sich zusammen aus
einem L-7000 Interface, einer L-7100 quaternaren Pumpe, einem L-7250
Autosampler und einem L-7455 Dioden Array Detektor (jeweils Merck-Hitachi,
Hitachi Europe, Dusseldorf, DE), einem Igloo-Cil Saulenofen (50 °C, ERC,
Riemerling, DE) und einem DG-2080-53-Degasser (Jasco, Pfungstadt, DE). Die
Detektion erfolgte bei einer Spaltbreite von 4 nm und einer Frequenz von 5 Hz
im Bereich von 220-320 nm. Es wurde das Absorptionsmaximum des jeweiligen

Polyphenols zur Auswertung herangezogen (Appendix 3).

Tabelle 8-5 LC-Gradient zur Trennung gebildeter Polyphenolmetabolite (Merck-Hitachi-
System).

Zeit [min] %B

100+
0.0 0 80-
10.0 0 o 60
60.0 40 2 40-
60.5 100 204
67.0 100

0 L] L] L] —

67.5 0 0 15 30 45 60 75
750 0 Zeit [min]
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8.4 Datenauswertung

Die Bestimmung des ICso erfolgte mit Daten aus zwei unabhangigen Replikaten.
Die Oxlipinbildung in den mikrosomalen Inkubationen wurde berechnet nach
Subtraktion der Oxylipinlevel von Leerinkubationen ohne Cosubstrat (bei
Zellkulturexperimenten erfolgten Leerinkubationen ohne Arachidonsaure). Die
Inhibition wurde berechnet basierend auf Kontrollinkubationen ohne Inhibitor
(100% - % der Kontrolle). Die ICso-Werte und 95% Konfidenzintervalle wurden
durch einen Fit der Konzentrations-Wirkungskurve an eine logistische Funktion
(4 Parameter) bestimmt mittels GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, San
Diego, CA, US).

Die Steuerung und Datenerhebung erfolgte mit Sciex Analyst 1.6.2 (3200 LC-
MS), 1.6.3 (5500 LC-MS) oder 1.7 (online-SPE, 6500+). Zur Peakintegration und
Quantifizierung wurde Sciex Multiquant 3.0.3 verwendet. Die Kalibriereihen zur
LC-MS/MS-Analyse wurden mit 1/x?> gewichtet, die der LC-UV-Analysen mit 1/x.

Der Z‘-Faktor wurde berechnet nach [163]
(1) 7' =1—3% OmaxtOmin

Hmax—Hmin

Mit u und o als Mittelwert und Standardabweichung der Oxylipinkonzentration in

Kontroll- (max) und Leerinkubationen (min).

Die Permeabilitatskoeffizienten (Papp) im PAMPA und Caco-2 wurden berechnet

nach:

- 1n(1-549)

1 1
Aty )t

Mit C,(t) als Konzentration der Testsubstanz im Receiverkompartiment zum

(2) Papp =

Zeitpunkt t, A als GrolRe der Grenzflache, V, als Volumen des Donor-
kompartiments, V, als Volumen des Receiverkompartiments und t als
Inkubationszeit. C,,(t) ist die Konzentration der Testsubstanz im Donor-
kompartiment zum Zeitpunkt ¢t. Fir C,, gilt:

_ Cp(®)*Vp+Ca(t)+V 4
(3) Ceq = Vp+Va
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Appendix 1 Vergleich der Inhibitor-Potenz in zwei verschiedenen Assaysystemen. (A) der
CYP-Inhibitor Sulfaphenazol und (B) das Polyphenol Hopeaphenol. Im LC-MS-basierten Assay
wurde die Hemmung der CYP2C9-katalysierten EpETrE-Bildung aus Arachidonsdure durch
Bestimmung von EpETrE mittels LC-MS gemessen. Im fluoreszenzbasierten Assay wurde das
Fluorophor 7-Hydroxy-4-Trifluormethyl-Coumarin, ein durch CYP2C9 gebildeter Metabolit von
7-Methoxy-4-Trifluormethyl-Coumarin gemessen, um die CYP2C9-Hemmung zu evaluieren. Die
Inhibition wurde anhand der Produktbildung im Vergleich zu Kontrollinkubationen berechnet. Die

ICso-Werte wurden durch einen Fit der Daten an eine logistische Funktion (4 Parameter)
bestimmt.
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Appendix 2 Produktmuster der CYP-katalysierten Oxidation von Arachidonsdure. Produktbildungsraten [fmol min'-pmol CYP-'] von
Oxylipinen, katalysiert durch CYP und Mikrosomen aus humaner Leber (HLM) sowie aus humanen Nierenmikrosomen (HKM). 100 uM
Arachidonsaure wurde mit CYP (25 pmol CYP mL") oder humanen Mikrosomen (0.5 mg Protein mL™") bei 37 °C fiir 20 Minuten inkubiert. Als
Cosubstrat wurde ein NADPH-generierendes System (1 mM NADPH) eingesetzt. Die Oxylipingehalte in Kontrollinkubationen ohne Cosubstrat
wurden subtrahiert. Mittelwert £ Standardabweichung, n=3.

CYP2C8 CYP2C9  CYP1C19 CYP2J2 CYP4F2 CYP4A11 CYP2E1 CYP1A1 CYP3A4 HLM HKM'
14,15-DIHETrE =~ 320 £ 40 86+ 18 8.8+ 1 10x1.2 - - 86 +4 380 + 140 60 +2 435+15 0.2+0.04
11,12-DiIHETrE =~ 400 £ 40 126 £ 18 36 142 - - 34 +2 166 + 50 112+6 185+8  0.15+0.05
8,9-DIHETrE 3414 134 £ 14 38+4 20%2 - - 42+ 2 88 + 16 146 £ 8 3108 0.21+0.08
5,6-DIHETrE - - 5.6+0.2 - - - - 82 106+04 43+03 -
14(15)-EpETrE 1520 £ 160 2200 +400 1660 +180 52+ 12 - - 740 = 60 152 + 14 700 = 80 14 £1 -
11(12)-EpETrE 1700 £ 100 1200 +200 680 + 60 304 - - 306 + 16 24+ 4 840 + 80 10.3+0.3 -
8(9)-EpETrE 50+4 500 £ 120 1580 + 140 32+6 - - 62+6 126+18 480+40 8.25%05 -
5(6)-EpETrE 62 %2 160 + 20 1360 + 60 24 £2 - - 56 + 6 240+ 20 960 + 20 40+5 -
20-HETE - - 58 £ 6 - 1000 + 200 140+ 30 660 * 40 - - 243 £ 15 11.9+0.8
19-HETE 420 + 60 460+20 4800+200 102+18 80 + 20 72+4 4600 £ 600 5000 + 200 74+8 400 + 25 351
18-HETE 20+ 20 306 186 + 4 - - - 540 £ 60 2400 + 140 88+4 52.5+25 -
17-HETE 220+ 20 - 84 +2 - - - 40+4 860 + 60 36+4 1M1+£2 -
16-HETE 158 £ 6 - 13+1.6 - - - - 960 + 80 164 + 12 10.3+0.8 -
15-HETE 160 £ 20 116 £ 14 168 £ 6 - - - - 100 + 14 136+ 8 9.5+15 -
12-HETE 106 £ 12 480 + 40 376 £ 14 - - - - 98+6 106 = 2 3.8+£0.5 -
11-HETE 112+ 16 190 + 16 80+4 - - - 22+2 62+8 94 +6 258+1.8 -
9-HETE - 164 92+10 - - - - 22+2 180 + 12 23+038 -
8-HETE 16+ 6 26+8 92+6 - - - - 66 + 10 134 +8 11+£05 -
5-HETE 54+04 142 182 £ 18 - - - - 46 + 4 128 £ 2 2x03 0.34 £ 0.07

"pmol Produkt min"' mg Protein-!
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Appendix 3 Wiederfindung der Polyphenole nach Inkubation mit humanen
Lebermikrosomen.?

A [nm]° Wiederfindung [%]°
Apigenin 265 > 95%
Nobiletin 248 90%
Wogonin 274 > 95%
Genistein 258 > 95%
g-Viniferin 319 > 95%
Hopeaphenol 220 > 95%

2 die Polyphenole (100 uM) wurden jeweils mit 0.5 mg HLM Protein mL"' und NADPH-
generierendem System fir 20 min inkubiert.
b Absorptionsmaximum der jeweiligen Verbindung und Wellenlange, bei der die jeweiligen

Chromatogramme ausgewertet wurden

¢ Bezogen auf Kontrollinkubationen ohne NADPH
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Appendix 4 Metabolite von Polyphenolen nach Inkubation mit humanen
Lebermikrosomen. (A) Apigenin und (B) Nobiletin. Das Polyphenol (100 pM) wurde mit
humanen Lebermikrosomen (HLM, 0.5 mg Protein ml™') fir 20 min bei 37 °C mit (Inkubation) und
ohne (Leewert) einem NADPH-generierenden System (1 mM NADPH, 1 U mL"' Glucose-6-
Phophat-Dehydrogenase, 3.8 mM Glucose-6-Phosphat, 4.3 mM MgClz2) inkubiert. Die
Polyphenole wurden mit Ethylacetat extrahiert, nach Eindampfen des Extraktionsmittels in
Methanol rekonstituiert und mittels LC-DAD gemessen.
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Appendix 5 Inhibition der EpETrE-Bildung von CYP2J2 durch Polyphenole und CYP-
Inhibitoren. 100 uM Arachidonsdure wurden mit 25 pmol CYP2J2 mL' und einem NADPH-
generierenden System (1 mM NADPH) als Cosubstrat bei 37 °C fir 40 min inkubiert. Die
Quantifizierung der gebildeten EpETrE und DIHETrE erfolgte nach Flissig-flissig-Extraktion
mittels LC-MS/MS. Die Inhibition wurde auf Grundlage der Produktbildung relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor berechnet. Die relativen 1Cso-Werte wurden durch einen Fit
der Daten an eine logistische Funktion (4 Parameter) bestimmt.
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Appendix 6 EpETrE-Level in humanen Kolonkarzinomzelllinien mit und ohne
Supplementierung von Arachidonséure. 2-10° Zellen wurden in 60 cm2-Schalen ausgesat und
fur 24 h kultiviert. Nach 24 h erfolgte eine Zugabe von 10 puM Arachidonsaure ins
Zellkulturmedium. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und pelletiert und
die Gesamtoxylipine nach Hydrolyse in den Zellen mittels LC-MS/MS bestimmt. Dargestellt ist die
Summe der bestimmten Gehalte von 8(9)-, 11(12)- und 14(15)-EpETrE und -DiHETTE.
Mittelwert + Standardabweichung, n = 2-6.

Appendix 7 Permeabilitatskoeffizient
(Papp) von Polyphenolen im Caco-2-
Modell. Die Resorption wurde bei einer
bei einer Konzentration von 20 yM nach
1h Inkubation bestimmt. Mittelwert +
Standardabweichung, n = 3)

Papp [1 06 cmls]

Apigenin 4.5 +1
Nobiletin 52+8
wogonin 12+3
Genistein 391
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Appendix 8 Isoflavonderivate mit heterozyklischen B-Ringen als CYP-Inhibitoren. Die
Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 uM im Multienzymassay getestet.
Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne
Inhibitor bestimmt (100 - % der Kontrolle; n=2). Der Selektivitdtsparameter wurde berechnet als
Logarithmus des Verhaltnisses zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung
(Mittelwert aus zwei Werten) und dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus
zwei Werten) [log(Inhibition w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%]
Verbindung 5 6 7 20 3 4 Epoxidierung “"I'i"eyr?"r:’;‘y' Selektivitit
TBO021 H H H H H H <15 < 15-31 0.19
TBO041 H H H < 15-16 15-27 0.13
TB033 H H H <15 <15 0.00
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Appendix 9 Flavonderivate mit verschiedenen C2‘-Substituenten als CYP-Inhibitoren. Die
Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 uM im Multienzymassay getestet.
Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne
Inhibitor bestimmt (100 - % der Kontrolle; n=2). Der Selektivitdtsparameter wurde berechnet als
Logarithmus des Verhaltnisses zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung
(Mittelwert aus zwei Werten) und dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus
zwei Werten) [log(Inhibition w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%)]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung ‘*"I';'eﬂr:gy' Selektivitit
TB067 H OMe H OMe H H 4557 < 15-32 -0.34
TB130 H OMe H OEt H H 39-48 20-34 021
TB133 H OMe H OPr H H 43-51 2221 -0.34
TB126 H OMe H CF, H H 42-53 < 15-21 -0.42
TB114 H OMe H OCF, H H 50-54 23-28 032
TB073 H H OMeOMe H H 56-60 21-25 -0.40
TB131 H H OMe OEt H H 47-52 < 15-19 -0.46
TB134 H H OMe OPr H H 47-53 19-22 -0.39
TB127 H H OMe CF, H H 26-34 40-44 0.15
TB118 H H OMeOCF, H H 42-54 21-32 -0.26

der Epoxygenasen < 15% |<15% Inhibition der w-
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Appendix 10 Thioflavone als CYP-Inhibitoren. Die Substanzen wurden bei einer
Screeningkonzentration von 10 uM im Multienzymassay getestet. Die Inhibition wurde basierend
auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor bestimmt (100 - % der
Kontrolle; n=2). Der Selektivitdtsparameter wurde berechnet als Logarithmus des Verhaltnisses
zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung (Mittelwert aus zwei Werten) und
dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus zwei Werten) [log(Inhibition
w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%)]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung ‘*"I';'eﬂ’:;‘y' Selektivitit
TBO67(F) H OMe H OMe H H 4557 < 15-32 -0.34
TB124(T) H OMe H OMe H H 53-56 15-34 035
TBO73(F) H H OMeOMe H H 21-25 -0.40
TB125(T) H H OMeOMe H H 30-38 -0.25
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Appendix 11 Flavonderivate mit heterozyklischen B-Ringen als CYP-Inhibitoren. Die
Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 uM im Multienzymassay getestet.
Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne
Inhibitor bestimmt (100 - % der Kontrolle; n=2). Der Selektivitdtsparameter wurde berechnet als
Logarithmus des Verhaltnisses zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung
(Mittelwert aus zwei Werten) und dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus
zwei Werten) [log(Inhibition w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%)]
Verbindung 5 6 7 2 3 4 Epoxidierung ‘*"I';'eﬁ’r:’g’l‘y' Selektivitit
TB003 H H H H H <15 <15 0.00
TBO065 H OMe H H H H 16-18 <15 -0.05
TB0O5 H H H <15 <15 0.00
TB117 H OMe H <15 <15 0.00

[ iRhibition der Epoxygenasen < 15% [ < 15% _Inhibition der w-

Selektivitat
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Appendix 12 Flavonderivate mit verschiedenen C7-Substituenten als CYP-Inhibitoren. Die
Substanzen wurden bei einer Screeningkonzentration von 10 uM im Multienzymassay getestet.
Die Inhibition wurde basierend auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne
Inhibitor bestimmt (100 - % der Kontrolle; n=2). Der Selektivitdtsparameter wurde berechnet als
Logarithmus des Verhaltnisses zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung
(Mittelwert aus zwei Werten) und dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus
zwei Werten) [log(Inhibition w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%]
Verbindung 5 6 7 20 3 4 Epoxidierung “"I';'eﬂ’rfgy' Selektivitit
TB119 H H OMe H OMe H 47-52 < 15-30 -0.34
TBO72 H H OMe H H OMe  30-42 27-35 -0.06
TB074 H H OMe H OMeOMe  22-31 <15 -0.25
TBO76 H H OMe H H Br 2428 37-39 0.16
TBO75 H H OMe H H CF, | 4344 [SEGENN 024
TBO78 OMe OMe OMe H H OMe  26-31 57-58 0.30
TB082 OMe OMe OMe H OMe OMe <15 < 15-19 0.05
TB08O OMe OMe OMe OMe H  H 24-36 20-30 0.00
TB083 OMe OMe OMe H H Br  21-28 52-62 0.37
TB097 H H OH H H OH| 5053 24-32 -0.26
TB100 H H OH H OH OH | 4558 <15 -0.54

Epoxygenasen < 15% [ < 15% Inhibition der w-

Selektivitat
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Appendix 13 Dioxolverbindungen als CYP-Inhibitoren. Die Substanzen wurden bei einer
Screeningkonzentration von 10 uM im Multienzymassay getestet. Die Inhibition wurde basierend
auf der Produktbildung und relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor bestimmt (100 - % der
Kontrolle; n=2). Der Selektivitdtsparameter wurde berechnet als Logarithmus des Verhaltnisses
zwischen dem Prozentsatz der Inhibition der w-Hydroxylierung (Mittelwert aus zwei Werten) und
dem Prozentsatz der Inhibition der Epoxidierung (Mittelwert aus zwei Werten) [log(Inhibition
w-Hydroxylierung/Inhibition Epoxidierung)].

Substituent Inhibition [%]
Verbindung 2' 3" 4' Epoxidierung w-Hydroxylierung Selektivitat
TB044 H H H 20-24 <15 -0.17
TB047 OMe H H 45-50 <15-20 -0.43
TB046 H H OMe <15 <15 0.00
TB053 H H Br 19-35 50-59 0.31
TB049 H H CF, <15 <15-27 0.15
TB048 H OMe OMe 3041 3143 0.02
TB051 30-38 <15 -0.36

172



APPENDIX

Inhibition [%]

-

Inhibition [%]

Inhibition [%]

40-

20+

[=2] o] [=}
o o o
1 1 1

N
o
1

20+

40+

N
o
1

HLM

IC5,=2.8 uM
(1.3 -6.1 uM)

0.01 01 1 10 100

c(TB009) [uM]

CYP4F2
|C50=0.76 l.IM
(0.42 - 1.4 uM)

001 01 1 10 100
c(TB009) [uM]

HCT 116

|C50=1.9 HM
(0.61 - 5.9 uM)

o

001 04 1 10 100
c(TB009) [uM]

Inhibition [%]

Inhibition [%]

RLM

IC5,=1.4 uM
804 (0.77 - 2.7 uM) o

40- o/e

001 04 1 10 100
c(TB009) [uM]

100{ MLM
|C50=0.71 MM

801 (0.24 -2.2 um)

60~

404

20+
Se

0 | | | | | | | | | |
001 01 1 10 100

c(TB009) [uM]

Appendix 14 Inhibition der 20-HETE-
Bildung durch TB009 in verschiedenen
Testsystemen. Die Inhibition wurde auf

Grundlage der Produktbildung relativ zu
Kontrollinkubationen ohne Inhibitor
berechnet. Die relativen ICso-Werte
wurden durch einen Fit der Daten an eine
logistische Funktion (4 Parameter)
bestimmt.
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Appendix 15 Inhibitorische Potenz des synthetischen Flavonoids TB069.2

CF3

relativer IC,, [M] absoluter IC, [uM]
(95% CI)° (95% CI)°

Humane
Lebermikrosomen 1.2 (0.69 - 2.0) 23(1.5-3.5)
CYP4F2 0.44 (0.30 - 0.64) 1.2 (0.76 — 1.9)
CYP4A11 50 uM: <15% Inhibition
CYP2J2 50 uM: <15% Inhibition
Rattenlebermikrosomen 0.82(0.32-2.1) 19 (7.8 — 48)

® Inkubationen von Mikrosomen, Enzymen und HCT 116 Zellen mit Arachidonsaure und die
quantitative Bestimmung der Oxidationsprodukte erfolgte wie in den Kapiteln 3 und 8
beschrieben. Die Dosisabhangigkeit der Inhibition der Produktbildung wurde in einem
Konzentrationsbereich von 0.01 bis 50 uM des Inhibitors bestimmt. Die Inhibition wurde auf
Grundlage der Produktbildung relativ zu Kontrollinkubationen ohne Inhibitor berechnet (100 - %
der Kontrolle).

° Wendepunkt der Dosis-Wirkungskurve nach Fit der Daten an eine logistische Funktion
(4 Parameter).

¢ Konzentration, bei der 50% Inhibition der maximalen Produktbildung erreicht wird.
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