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1. Einleitung

1.1 Arteriosklerose

1.1.1 Arteriosklerose und Gesundheitsrisiken

In den meisten Industrielindern sind Herzkreislauferkrankungen die hiufigste Todesursache
des Menschen (Berliner und Heinecke, 1996). Von zentraler Bedeutung in ihrer Genese ist die
sogenannte Arteriosklerose. ,,Arteriosklerose ist ein Sammelbegriff fiir primér nichtentziind-
liche Arterienerkrankungen, bei denen ein fibroser Umbau zu einer Verdickung und zu einem
Elastizitdtsverlust der GefiBBwand fiihrt. Eine dieser Arterienerkrankungen ist die Atheroskle-
rose. Sie wird von der WHO als variable Kombination von Intimaveridnderungen, bestehend
aus herdformigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut- und Blut-
bestandteilen, Bindegewebe und Calciumablagerungen, verbunden mit Verdnderungen der
Arterienmedia, definiert. Der Begriff ,,Atherosklerose nennt zwei typische Aspekte dieser
Veridnderung: ,,Atherom‘ und ,,Sklerose®. ,,Atherom* bezeichnet das Auftreten von beetarti-
gen GefidBwandschwellungen durch die Ansammlung breiartigen Fettmaterials. ,,Sklerose
beschreibt eine Vermehrung von Kollagenfasern in der GefdBwand.

Die Entwicklung einer Atherosklerose bis zur klinischen Manifestation vollzieht sich beim
Menschen iiber mehrere Jahrzehnte (Upston et al., 2002; Ross, 1995) und iiber mehrere Sta-
dien, die mit Lipidplaques beginnen und iiber die fibrose Plaque und das Atherom bis hin zum
atherosklerotischen Ulkus fortschreiten kénnen.

Atiologisch wird die Atherosklerose in eine primire und in sekundire Formen unterteilt. Bei
den sekundiren Formen stellt die Atherosklerose eine Folgeerkrankung einer bekannten
Grunderkrankung dar. Die Ursache der primdren Form der Atherosklerose ist dagegen nicht
hinreichend geklirt. In ihrer Atiologie scheint es zwei wichtige Teilaspekte zu geben: Zum
einen eine Hyperlipoproteindmie, verbunden mit einer Oxidation von LDL, durch die die Pa-
thogenese angesto3en wird, und zum anderen eine Entziindungsreaktion als Antwort auf die
durch die Hyperlipoproteindmie verursachten Lisionen (Steinberg, 2002).

Fiir die Entwicklung einer Atherosklerose sind mehrere Risikofaktoren bekannt. Zu diesen
Risikofaktoren gehoren: Hypertonie, Adipositas, Bewegungsmangel, Nikotinkonsum, Stress,
fettreiche Erndhrung (Cohn, 2002), Hyperlipoproteinimie und Dyslipoproteindmie (Steinberg
und Witztum, 1999) sowie bestimmte genotypische Polymorphismen des LDL-receptor-
related proteins (Pocathikorn et al., 2003). Bei der Hyperlipoproteinimie und
Dyslipoproteindmie scheint der Quotient aus LDL-/HDL-Cholesterol eine besondere Bedeu-

tung als Risikoindikator zu haben. Werte dieses Quotienten iiber fiinf sind mit einer erhohten



Erkrankungshiufigkeit assoziiert. Der fiir das Atheroskleroserisiko entscheidende Anteil am

Gesamtcholesterol ist das LDL-Cholesterol.

1.1.2 Die Oxidationshypothese der Atherogenese

Die formale Pathogenese der Atherosklerose beginnt mit einer Anlagerung von CD*- und
CD*"-T-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen an das GefiBendothel (Cybulsky und
Gimbrone, 1991). Die angelagerten T-Lymphozyten fithren iiber Ausschiittung von Zytokinen
zu einer verminderten Zelladhdsion zwischen den Zellen der Intima, sodass es zu einer
Akkumulation von Plasma-LDL zwischen Intima und Media kommt (Ross, 1995). Akkumu-
liertes LDL wird oxidiert. Dabei scheinen LDL-Partikel mit einem hohen Anteil an
Triacylglycerolen besonders leicht oxidabel zu sein (Junjun et al., 2000). Laut Oxidations-
hypothese (Steinberg et al., 1989; Witztum, 1994) ist oxidiertes LDL wesentlich an der weite-
ren Pathogenese der Atherosklerose beteiligt. Fiir die Oxidation des LDL werden mehrere
Mechanismen diskutiert:

a) Oxidation von LDL durch komplexierte Metallionen, vornehmlich durch Kupfer- und
Eisenionen, findet sowohl in Zellsystemen, als auch in zellfreien Systemen statt (Hein-
ecke et al., 1984; Steinbrecher et al., 1984). Die metallioneninduzierte LDL-Oxidation
korreliert dabei mit der Bildung von Superoxid (Heinecke et al., 1986; Heinecke et al.,
1987). Dieser Mechanismus der LDL-Oxidation kann durch Glukose geférdert werden,
da glykosylisierte Formen des Apoproteins des LDL leichter oxidierbar sein sollen (Ka-
wamura et al., 1994).

Auch Coeruloplasmin und Hdmin kénnen LDL oxidieren (Balla et al., 1991).

Die Bedeutung der LDL-Oxidation durch Metallionen in vivo ist unklar. Im Plasma
kommen sowohl Eisen-, als auch Kupferionen in freier Form nur in sehr niedriger Kon-
zentration vor. Der grofite Teil der Eisenionen ist an Transferrin gebunden und der
grofte Teil der Kupferionen an Coeruloplasmin. Aulerdem kénnen beide Ionen auch
von Albumin gebunden werden, wodurch die LDL-Oxidation gehemmt wird (Thomas,
1992).

b) ROS konnen ebenfalls LDL oxidieren. Superoxid z.B. kann im Bereich der Gefawinde
bei Aktivitit einer Vielzahl von Enzymen entstehen. Zu diesen Enzymen gehoren die
Xanthinoxidase (Houston et al, 1999), Cyclooxygenasen, NAD(P)H-Oxidasen
(Rajagopalan et al., 1996; Guzik et al., 2000) und unter bestimmten Bedingungen die
NO-Synthase (Carr und Frei, 2000). AuBBerdem konnen Mitochondrien (Ballinger ef al.,
2002) sowie die Autoxidation von Thiolen (Heinecke et al., 1993) Quelle fiir Superoxid

sein.



c) Moglicherweise sind ebenso RNS an der Oxidation des LDL beteiligt. So konnte das
chemisch nicht sehr reaktive Stickstoffmonoxid mit Superoxid iiber die Bildung von Pe-
roxynitrit (Wink und Mitchell, 1998) zur LDL-Oxidation fithren (Leeuwenburgh et al.,
1997). Peroxynitrit oxidiert in vitro LDL (Darley et al., 1992). Des weiteren konnten in
atherosklerotischen Lésionen im LDL 3-Nitrotyrosylreste immunhistochemisch nachge-
wiesen werden (Leeuwenburgh er al., 1997), ein Aminosdurerest, der typischerweise
durch Reaktion von Peroxynitrit oder Stickstoffdioxid mit Tyrosylresten, aber auch
durch Reaktion der Myeloperoxidase mit Wasserstoffperoxid und Nitrit entsteht
(Kostyuk et al., 2003; Schmitt et al., 1999). Der systemische 3-Nitrotyrosinspiegel zeigt
eine positive Korrelation mit dem Risiko fiir koronare Herzerkrankungen (Shishehbor et
al., 2003). Anderseits gibt es auch Hinweise auf antiatherogene Wirkungen des Stick-
stoffmonoxids. So konnte in zelluldren und in azelluldren Systemen gezeigt werden, dass
Stickstoffmonoxid die LDL-Oxidation hemmt (Yates et al., 1992). Mogliche Mechanis-
men hierbei sind die Hemmung hdmhaltiger Enzyme, das Abfangen von Superoxid und
Lipidradikalen sowie die Nitrierung von fiir die LDL-Oxidation wichtigen Enzymen mit
nachfolgender Inaktivierung (Hogg et al., 1993 und 1995; Rubbo et al., 1995; Goss et
al., 1997; Yates et al., 1992).



Tab. 1.1: Verinderungen im LDL durch RNS

OXIDANS ZIELSTRUKTUR PRODUKT
Peroxynitrit (ONOO) ungesittigte Fette Lipidhydroperoxide
Antioxidanzien Oxidationsprodukte
Tryptophanreste Oxidationsprodukte
aus Lipiden entstandene Aldehyde Lysylreste Schiff’sche Base
Lipidradikale Cysteinylreste Oxidationsprodukte
ONOO' + CO, ungesittigte Fette Lipidhydroperoxide
Tyrosylreste 3-Nitrotyrosin
Antioxidanzien Oxidationsprodukte
Nitrylchlorid (NO,Cl) Tyrosylreste 3-Nitrotyrosin
3-Chlortyrosin
ungesittigte Fette Lipidhydroperoxide
Antioxidanzien Oxidationsprodukte
Stickstoffdioxid (NO,) ungesittigte Fette Lipidhydroperoxide

Tyrosylreste

3-Nitrotyrosin

Tryptophanreste

Oxidationsprodukte

Quelle: Carr et al., 2000

d) Die Myeloperoxidase ist ein himhaltiges Enzym, das von Phagozyten ausgeschiittet wird

und sich an LDL binden kann (Carr ef al., 2000). Sie konnte in atherosklerotischen La-
sionen nachgewiesen werden (Daugherty et al., 1994). Der Gehalt an Myeloperoxidase
pro Leukozyt sowie pro Milliliter Blut korreliert positiv mit dem Risiko fiir koronare
Herzerkrankungen (Zhang et al., 2001). Das Enzym katalysiert Halogenierungen und
Peroxidationen wie die Reaktionen von Wasserstoffperoxid und Chlorid zu unterchlori-
ger Sdure und von freiem und proteingebundenem Tyrosin zu Tyrosylradikalen
(Heinecke et al., 1993; Carr et al., 2000). Beide Produkte konnen LDL oxidieren
(Savenkova et al., 1994; Hazell et al., 1993). Dabei entsteht aus Tyrosin unter anderem
0,0’-Dityrosin (Heinecke et al., 1993; Francis et al., 1993). Dieses ist fluoreszierend
und stabil gegeniiber saurer Hydrolyse und kann als spezifischer Marker fiir durch Mye-
loperoxidase veridndertes LDL dienen (Savenkova et al., 1994; Heinecke et al., 1993;
Francis et al., 1993). Es ist in atherosklerotischen Lisionen nachweisbar und somit ein
Indiz fiir eine Beteiligung der Myeloperoxidase an der Atherosklerose (Upston et al.,
2002; Heinecke et al., 1998). Unterchlorige Sdure fithrt im LDL zur Bildung von N-
Chloraminen (Hazell und Stocker, 1993), wodurch sich die negative Ladung im LDL er-



hoht und es in eine Form umgewandelt wird, die die Aufnahme von Cholesterylestern
durch Makrophagen induziert (Hazell et al., 1999). Als Substrat der unterchlorigen Siu-
re dienen vor allem reaktive Aminogruppen des Apolipoproteins Bioo (Hazell et al.,
1993; Hazell et al., 1994). Uber die Bildung elementaren Chlors chloriert unterchlorige
Saure auch Tyrosylreste des LDL zu 3-Chlortyrosin. Derart verdndertes LDL konnte in
atherosklerotischen Lisionen nachgewiesen werden und ist relativ spezifisch fiir die Ak-

tivitdt der Myeloperoxidase (Podrez et al., 2000).

Tab. 1.2: Verinderungen im LDL durch Myeloperoxidase

OXIDANS ZIELSTRUKTUR PRODUKT
unterchlorige Siure Lysylreste Lysylchloramine
Cysteinylreste Oxidationsprodukte
Tryptophanreste Oxidationsprodukte
Tyrosylreste 3-Chlortyrosin

0,0’-Dityrosin

Methioninreste Methioninsulfoxid
Chloramine Cysteinylreste Oxidationsprodukte
Aldehyde Lysylreste Schiff’sche Basen
LDL-Radikale Ungesiittigte Fette Lipidhydroperoxide
Tyrosylradikale Tyrosylreste Dityrosin
Ungesiittigte Fette Lipidhydroperoxide

Quelle: Carr et al., 2000

Die Myeloperoxidase katalysiert auch die Reaktion von Stickstoffmonoxid zu Stickstoffdi-
oxid, einem RNS (Byun et al., 1999; Schmitt et al., 1999; Ischiropoulos, 1998). Stickstoffdi-
oxid fiihrt zur Peroxidation von Lipiden im LDL (Byun et al., 1999; Kostyuk et al., 2003).
Des Weiteren konnte die Myeloperoxidase durch Absenkung des NO-Spiegels zur
endothelialen Dysfunktion beitragen (Abu-Soud und Hazen, 2000a und b; Zhang et al., 2001).
Die Myeloperoxidase scheint auch, atherosklerotische Plaques zu destabilisieren.
Verantwortlich hierfiir konnte die Aktivierung von Metalloproteinasen durch unterchlorige
Séaure sein (Sugiyama et al., 2001).

Andere Forschungsergebnisse deuten jedoch auf eine zytoprotektive Rolle der Myeloperoxi-
dase und damit verbunden auch auf eine antiatherogene Wirkung hin (Ichimori et al., 2003).
Diesen Ergebnissen zufolge ist die Myeloperoxidase fiir Nitrierungen von Proteinen bedeu-
tungslos. Diese wiirden in erster Linie durch Peroxynitrit erfolgen (Ichimori ef al., 2003). In

Myeloperoxidase-Knock-out-Miusen konnte sogar ein hoherer Gehalt an Nitrotyrosin festge-

9



€)

stellt werden sowie ein Anstieg an atherosklerotischen Lasionen um 50 % im Vergleich zu
Myeloperoxidase-positiven Méusen (Brennan et al., 2001; Ichimori et al., 2003). Erkldarung
hierfiir konnte ein Abbau des zytotoxischen Nitrotyrosins durch die Myeloperoxidase sein
(Ichimori et al., 2003). Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir eine protektive Wirkung der Myelo-
peroxidase ergibt sich aus der Beobachtung, dass HDL, nachdem es in einem Tyrosylradikal
generierendem System tyrosyliert wurde und Quervernetzungen innerhalb seiner Apolipopro-
teine entstanden sind, Cholesterol aus Schaumzellen schneller aufnimmt als natives HDL
(Francis et al., 1993). Somit konnte die Myeloperoxidase auch fiir die Entstehung einer stir-
ker antiatherogen wirksamen Form des HDL verantwortlich sein.

Seit 1989 wird auch eine mogliche Rolle der Lipoxygenasen, insbesondere der 15-LOX-1, bei
der LDL-Oxidation diskutiert (Parthasarathy et al., 1989; Yla-Herttuala ef al., 1990). Dabei
finden sich sowohl Hinweise fiir eine proatherogene, als auch fiir eine antiatherogene Wir-
kung der 15-LOX-1 (Shen et al., 1996; Kiihn et al., 1996; Kiihn et al., 1997; Kiihn und Chan,
1997).

1.1.3 Biologische Effekte des oxidierten LDL

Oxidiertes LDL wirkt chemotaktisch und aktivierend auf Monozyten und Makrophagen
(Rajavashisth et al., 1990). Es verstiarkt ihre Adhidsion an Endothelzellen (Berliner et al.,
1990). Dadurch wandern Monozyten verstéirkt in die Gefalwandldsion ein. Verantwortlich fiir
diese Effekte sind vermutlich oxygenierte Linoleyl- und Arachidonoylreste in sn-2-Position
der Phospholipide des oxidierten LDL (Watson et al., 1995).

Die Oxidation des LDL ist mit dem Verlust von Lysinresten im Apolipoprotein B assoziiert
(Steinbrecher, 1987). AuBBerdem entstehen durch Lipidperoxidation Carbonylgruppen, die mit
den Aminogruppen der Lysinreste zu Schiff’schen Basen reagieren (Zhang et al., 1993). Auf
diese Weise entsteht ein Ligand der sogenannten Scavenger-Rezeptoren der Makrophagen.
Unverédndertes LDL wird von Makrophagen normalerweise iiber einen LDL-Rezeptor aufge-
nommen, dessen Expression bei zu viel Cholesterol im Zytoplasma des Makrophagen her-
unterreguliert wird (Steinberg, 2002; Goldstein et al., 1979). Acetyliertes oder oxidiertes LDL
hingegen wird iiber Rezeptoren der Makrophagen aufgenommen, welche als Scavenger-
Rezeptoren bezeichnet werden und auch bei einer Uberladung des Makrophagen mit Choles-
terol nicht herunterreguliert werden (Steinberg, 2002; Kodama et al., 1988). Zwei dieser Re-
zeptoren sind der Scavenger-Rezeptor A (SR-A) und der Scavenger-Rezeptor B (SR-B oder
CD36) (Kodama et al., 1988; Podrez et al., 2000; Podrez et al., 2002). Beide Rezeptoren wer-
den von zirkulierenden Monozyten nur in geringem Ausmal} exprimiert. Die Expression steigt

jedoch deutlich an, sobald die Monozyten in die arterielle Gefilwand einwandern (Steinberg,
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2002). Essenziell fiir die Struktur der Liganden der Scavenger-Rezeptoren ist die Oxidation
von polyenen Fettsduren in sn-2-Position von Phospholipiden des LDL (Steinberg, 2002;
Podrez et al., 2002). Durch die ungehemmte Aufnahme von oxidiertem LDL iiber die
Scavenger-Rezeptoren bilden sich Lipidtropfchen im Zytoplasma der Makrophagen, die da-
durch ein schaumiges Aussehen erhalten und dann als Schaumzellen bezeichnet werden
(Krieger et al., 1993). Die Schaumzellen sammeln sich in der GefiBBwand herdférmig an und
bilden so Lipidplaques. Sie konnen das Cholesterol des LDL nicht abbauen, sodass dieses in
ihnen akkumuliert. Bei Erreichen seines Kristallisationspunktes kristallisiert das Cholesterol
aus und zerreif3t die Zellmembran der Makrophagen (Reid et al., 1993). Durch die Zerstorung
der Makrophagen entsteht innerhalb der Lipidplaques eine zentrale Nekrosezone mit fettigem
Detritus und Kalzifikationen. Derart verdnderte Plaques werden als ,,Atherom‘ oder ,,athero-
sklerotisches Plaque* bezeichnet.

Des Weiteren werden Makrophagen durch oxidiertes LDL zur Ausschiittung von Mediatoren
angeregt (Tabelle 1.3). Dies fiihrt zur weiteren Proliferation von Monozyten, zur Aktivierung
von Thrombozyten, zur Induktion einer Myofibroblasten-Proliferation mit Einwanderung und
Proliferation von glatten Muskelzellen in der Intima sowie zur Vasokonstriktion (Ross, 1995).
Diese Vorginge wirken wiederum prokoagulatorisch und sklerogen.

Im weiteren Verlauf der Atherogenese kommt es zur Apoptose von Myozyten der Plaquede-
cke. Damit geht ihre Festigkeit der verloren, und eine instabile Plaque entsteht. Diese kann
einreiBBen (Plaquefissur), worauthin es zur Einblutung in die Plaque kommt. Dadurch wird die
Sklerosierung der GefiBwand beschleunigt und ein Abscheidungsthrombus gebildet, der das
GefiBlumen einengt (Fuster et al., 1992). Durch die Einengung des GefidBlumens konnen
Durchblutungsstorungen bis hin zum Myokardinfarkt oder Apoplex entstehen (Fuster et al.,

1992).
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Tab. 1.3: Weitere Wirkungen von oxidiertem LDL

WIRKUNG VON OXIDIERTEM LDL

REFERENZ

Induktion der Monozytenbindung an Endothelzellen

Watson et al., 1997

Erhoéhung von M-CSF und MCP-1

Navab er al., 1991

Erhoéhung von VCAM-1

Cybulsky und Gimbrone, 1991

Induktion der FAS-vermittelten Apoptose

Sata und Walsh, 1998

Induktion der Expression von IL-1, IL-6 und IL-8

Seino et al., 1994

Hemmung der NO-Freisetzung und der NO-Wirkung

Murohara et al., 1994

Erhohung der Kollagensynthese durch glatte Muskelzellen

Jimi et al., 1995

Erhéhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration

Thorin et al., 1995

Aktivierung von NF-xB

Brand et al., 1997

Induktion der Metalloproteinase Typ 1

Rajavashisth et al., 1999

Erhohung von PDGF

Ross et al., 1990

Erhohung von TNF-a

Tipping et al., 1993

Erhohung von Endothelin-1

Boulanger et al., 1993

Erhohung von PAF

Ross, 1995; Marathe et al., 1999

1.1.4 Entziindungsreaktionen in der Atherogenese

Durch die Beteiligung von T-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen hat die Atheroskle-
rose den Charakter einer entziindlichen Erkrankung. Bereits die ersten Lipidansammlungen in
der GefidBwand gehen mit Entziindungsreaktionen einher. Deshalb ist das Immunsystem
wahrscheinlich an ihrer Pathogenese wesentlich beteiligt (Lind, 2003; Ross, 1999; Blake und
Ridker, 2002; Libby, 2002).

Daher scheint auch Entziindungsparametern wie dem C-reaktiven Protein (CRP) grofle Be-
deutung als Risikoindikator fiir vaskuldre Erkrankungen zuzukommen (Blake und Ridker,
2002). So korreliert ein hoher basaler CRP-Plasmaspiegel mit einem erhohten Risiko, ein kar-
diovaskuldres Ereignis, einen Apoplex oder eine periphere vaskuldre Erkrankung zu erleiden
(Lowe et al., 2001; Ridker et al., 2001).

Ein erhohtes CRP scheint dabei eher mit einem erhohten Risiko einer Plaqueruptur und damit
mit der Feinstruktur der Plaque als mit dem Ausmal} der Atherosklerose zu korrelieren (Fol-
som et al., 2001; Blake und Ridker, 2002). Die Feinstruktur der Plaque beeinflusst die Gefahr
eines Infarktes starker als die Menge der Fettansammlung im Gefall und dem hieraus resultie-

rendem Stenosegrad (Libby, 1995; Lind, 2003).
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Kausalkette zur Bildung von Fatty streaks

Hypercholesterolamie

oxLDL ICAM-1
VCAM-1 P- und E-Selektine

Adhérenz von Monozyten
an arterielles Endothel

MCP-1
CCR2
CXCR2

Penetration von Monozyten in die Arterienwand

Oxidation, Aggregation VCSF
3gﬁ r|_I|r3n|im Hnkomplexterung glatte Muskelzellen

Phanotypische Modulation,
Expression von Scavenger-Rezeptoren,
Aufnahme von modifiziertem LDL

SRA-1, CD36, weitere
Scavenger-Rezeptoren

Fatty streak, hauptséachlich bestehend
aus cholesterolreichen Schaumzellen

Abb. 1.1: Kausalkette der Bildung von , Fatty streaks“ nach Steinberg
(2002). ICAM-1, intracellular adhesion molecule; VCAM-1, vascular cell-
adhesion molecule 1; MCP-1, monocyte chemoattractant proetin 1; CCR2,
CC chemokine receptor 2; CXCR2, CX chemokine receptor 2; VLDL, very-
low-density lipoprotein; MCSF, monocyte colony stimulating factor.
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1.1.5 Moglichkeiten der Priavention gegen Atherosklerose

Ein hohes HDL-Cholesterol hat protektive Wirkungen gegen die Entwicklung einer Athero-
sklerose (Barter er al., 2003; Miller et al., 1992). Daher sollte bei manifester koronarer Herz-
krankheit ein HDL-Wert von iiber 40 mg/dl angestrebt werden.

HDL transportiert Cholesterol aus den Geweben zur Leber (Barter, 2003). Des Weiteren bin-
det es Lipopolysaccharide (Levine et al., 1993), stimuliert die Migration von Endothelzellen
(Murugesan et al., 1994) und hemmt die Synthese von PAF (Sugatani et al., 1996). Es stimu-
liert die Synthese von Prostazyklin und verldngert auBerdem dessen Halbwertszeit (Tamagaki
et al., 1996). Es wirkt antioxidativ (Mackness et al., 1993; Parthasarathy et al., 1990), anti-
thrombotisch und inhibiert die Adhidsion von Monozyten an Endothelzellen. Wahrscheinlich
durch Stimulation der endothelialen NO-Synthese bewirkt es auch eine Modulation der Endo-
thelfunktion (O’Connell und Genest, 2001).

Wesentlich fiir die Wirkungen des HDL ist das Enzym Paraoxonase mit seinen antioxidativen
Eigenschaften (Aviram et al., 1999). Ein weiteres HDL-assoziiertes Enzym ist die platelet
activating factor (PAF-) Acetylhydrolase vom Typ II (Furlong et al., 1991). Diese katalysiert
die Hydrolyse von Phospholipiden mit kurzem oder oxidiertem Acylrest in sn-2-Position
(Steinbrecher und Prichard, 1989; Nigam und Schewe, 2000). Dadurch kann HDL oxidierte
Lipide in Plasmalipoproteinen beseitigen (Bowry et al., 1992).

In den letzten Jahren wurde nach Moglichkeiten gesucht, die Atherogenese durch Hemmung
der LDL-Oxidation zu unterbinden. Dabei wurde vor allem die Wirkung antioxidativer Vit-
amine wie Vitamin C, E und A sowie die Wirkung von Lycopin und der sogenannten Poly-
phenole untersucht. Hierzu wurden zum Teil bereits grofe klinische Studien durchgefiihrt.
Der grofite Teil dieser Studien konnte jedoch keinen positiven Effekt der Vitamine auf die
Entwicklung der Atherosklerose nachweisen (Steinberg und Witztum, 2002). Hingegen deutet
eine finnische Querschnittsstudie auf positive Effekte der Flavonoide, einer Untergruppe der

Polyphenole, auf die Entwicklung der Atherosklerose hin (Knekt et al., 2002).
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1.2 Die Stoffklasse der Polyphenole

1.2.1 Vorkommen der Polyphenole

Polyphenole sind aromatische Verbindungen mit mindestens zwei Hydroxylgruppen. Sie las-
sen sich in verschiedene Untergruppen, darunter die Flavonoide, die Phenolcarbonséduren, die
Cumarine, die Lignane sowie die Anthranoide, unterteilen. Sie kommen in allen hoheren
Pflanzen vor. Strukturell sind sie sehr heterogen. Hiufig ist ein Polyphenol fiir eine einzige
Pflanzenart charakteristisch. Zu den physiologischen Funktionen der Polyphenole in Pflanzen
gehoren Signalfunktionen fiir Insekten basierend auf ihren schillernden Farben oder Verteidi-
gungsfunktionen gegen Insekten (Pietta, 2000). Sie sind an der Photosynthese und an der Re-
gulation von Eisenkanélen beteiligt (Pietta, 2000). Sie fungieren in Pflanzen als Radikalfédnger

oder als UV-Absorbens und verhindern damit oxidativen Stress (Pietta, 2000).

1.2.2 Die Flavonoide
Uber 4000 Flavonoide mit groBer struktureller Vielfalt werden in der Literatur beschrieben
(Middleton et al., 2000). Sie sind O-Heterozyklen aus 15 Kohlenstoffatomen. Sie haben zwei,
iber eine C3-Briicke miteinander verbundene aromatische Ringe (Abb. 1.2). Die Substituten-
ten der Flavonoide differieren stark. So weist Ring A haufig das Substitutionsmuster der Phlo-
roglucins oder des Resorcins auf. Ring B ist meist in 4°-Stellung, in 37,4"-Stellung oder in
37,47,5°-Stellung hydroxyliert. Die Hydroxylgruppen der Flavonoide kdnnen mit weiteren
Komponenten wie beispielsweise Zuckerresten, Isopren, Methyl- oder Sulfatgruppen ver-
kniipft sein.

Die Form der Cs-Kette der Flavonoide kann unterschiedlich sein und bestimmt das analyti-
sche Verhalten eines Flavonoids. Durch sie konnen
Flavonoide in Subklassen eingeteilt werden. So
werden Flavonoide ohne Doppelbindung zwischen
dem C,- und dem Cs-Atom als Flavanon bzw.
Flavanol bezeichnet, wihrend bei Vorhandensein
der entsprechenden Doppelbindung von einem

Flavon bzw. bei zusitzlichem Vorhandensein einer

Hydroxylgruppe am Cs-Atom von einem Flavonol
gesprochen wird. Des Weiteren wird zwischen Abb. 1.2: Kohlenstoffgeriist der Flavonoide
Flavonen und Isoflavonen unterschieden. Wihrend Flavone die Arylgruppe am C,-Atom tra-

gen, ist sie bei den Isoflavonen am Cs-Atom.
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Flavanole kommen vor allem im Tee (Scalbert und Williamson, 2000), im Rotwein (Frankel
et al., 1995) und im Kakao (Arts et al., 1999) vor. Eine Unterklasse innerhalb der Flavanole
bilden die Proanthocyanidine. Sie sind Polymere der Flavan-3-ole mit Catechin/Gallocatechin
oder Epicatechin/Epigallocatechin als monomere Untereinheiten. Sofern die Polymere nur aus
Catechin oder Epicatechin bestehen, werden sie auch als Procyanidine bezeichnet.
Procyanidine entstehen durch dehydrierende Polymerisation (Hénsel et al., 1999). Wenn ein
Dimer aus zwei identischen monomeren Untereinheiten besteht, sind je nach Ort der dehy-
drierenden Polymerisation innerhalb der Molekiile bereits acht isomere Formen mdoglich.

Daher kann eine Procyanidin-Fraktion eine Vielzahl von Isomeren enthalten.

1.2.3 Die Phenolcarbonsiuren

Zwei der wichtigsten Phenolcarbonsduren sind die Kaffeesdure und die Ferulasdure. Beide
Verbindungen sind Derivate der Zimtsdure (3-Arylpropensiure). Die Ferulasidure ist in der
Natur meist mit Hemicellulose verestert. Die Kaffeesdure ist ebenfalls hdufig verestert. Ihr
hiufigster Bindungspartner ist dabei die Chinasdure. Der Ester aus Kaffeesdure und Chinaséu-
re wird als Chlorogensédure (5-O-Caffeoylchinasidure) bezeichnet. Die Chlorogensédure findet
sich im Kaffee, in vielen Friichten und Gemiise. In einem Liter Instantkaffee sind 250-750 mg

Chlorogenséure enthalten (Clifford, 1999).

1.2.4 Polyphenole in der Nahrung des Menschen

Die Menge der tdglich mit der Nahrung zugefiihrten Polyphenole ist abhdngig von kulturellen
und individuellen Erndhrungsgewohnheiten sowie der Zubereitung der Speisen. Daher variiert
sie stark.

Durch Gemiise sollen mit der durchschnittlichen US-Nahrung tidglich 218 mg Polyphenol
zugefiihrt werden (Vinson et al., 1998). Die tigliche Zufuhr an Polyphenolen durch Verzehr
von Friichten scheint noch hoher als die durch Gemiise zu sein (Scalbert und Williamson,
2000). Auch einige Getrianke haben einen hohen Gehalt an Polyphenolen. So nimmt laut einer
niederldndischen Studie der durchschnittliche Niederlinder insgesamt tdglich etwa 50 mg
Flavanole, insbesondere Epicatechin, auf. Im Durchschnitt stammen 20 % dieser 50 mg aus

Schokolade (Arts et al., 2001).
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Tab. 1.4: Gehalt an Polyphenolen ausgewihlter Nahrungsmittel in mg

NAHRUNGSMITTEL PHENOLCAR- | FLAVONOLE | CATECHIN- | PROANTHOCYANIDINE
BONSAUREN MONOMERE

Kartoffeln, 200 g 28

Tomaten, 100 g 8 0,5

Kopfsalat, 100 g 8 1

Zwiebeln, 20 g 7

Apfel, 200 g 11 7 21 200

Kirschen, 50 g 37 1 3 35

Weizen, 10 g 50

Schwarze Schokolade, 20 g 16 86

Rotwein, 125 ml 12 2 34 45

Kaffee, 200 ml 150

Schwarzer Tee 8 130

Quelle: Scalbert und Williamson (2000)

1.2.5 Resorption und Metabolismus der Polyphenole
Von zentraler Bedeutung bei der Bewertung biologischer Effekte der Polyphenole ist ihre

Resorbierbarkeit. Aufgrund der Unterschiede hinsichtlich MolekiilgroBe und Polaritit zwi-
schen den einzelnen Polyphenolen zeigen sich auch hierbei Unterschiede (Scalbert und Willi-
amson, 2000).

Als indirekter Beweis der Resorption von Polyphenolen kann der Anstieg der antioxidativen
Kapazitit des Plasmas nach Verzehr polyphenolreicher Nahrung gelten. Dieser wurde fiir Tee
(van het Hof et al., 1997), Rotwein (Fuhrman et al., 1995), Apfelsaft (Young et al., 1999),
schwarze Johannisbeeren (Young et al., 1999) und Cocoapro-Schokolade (Rein et al., 2000)
nachgewiesen. Hierbei scheinen sich dunkle Schokolade und Milchschokolade sowohl hin-
sichtlich der Resorbierbarkeit, als auch der antioxidativen Kapazitit zu unterscheiden. So sind
Polyphenole aus dunkler Schokolade besser resorbierbar und stédrker antioxidativ wirksam als

solche aus Milchschokolade. Dies konnte auf Bindungen zwischen Milchproteinen und (-)-
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Epicatechin in der Milchschokolade zuriickzufiihren sein, die die Resorption und die antioxi-
dative Wirkung des Epicatechins hemmen konnten (Serafini et al., 2003).

Flavonoide liegen in Pflanzen meist in glykosidischer Form vor. Der gebundene Zucker ist
meistens Glucose oder Rhamnose. Glucuronide der Flavanole wie die des (—)-Epicatechins
konnen auch in konjugierter Form gut durch Biomembranen permeieren. Auch Gallussiure-
reste scheinen keine schwerwiegenden Veridnderungen hinsichtlich der Resorbierbarkeit zu
verursachen (Scalbert et al., 2000).

Aufgrund seiner Hydrophilie kann

) ) zugefiihrte Flavonoide
der Glykosylrest eine passive 9

Diffusion des Flavonoids durch l

Biomembranen  allerdings in

U Leber
vielen Fillen verhindern. Fiir die Dunndarm ‘
meisten Konjugate besteht daher v -
Galle Niere
der erste Metabolisierungsschritt
in der Spaltung der glykosidischen Colon 1

Urin

Bindung im Diinndarm. An ihr 1
sind die B-Glucosidase (Day et al.,

1998) und die Laktase-Phlorizin-

Hydrolase beteiligt (Day ez al, Abb. 1.3: Méglicher Weg der Flavonoide im Menschen.
2000). Als Zweiter Modifiziert nach Scalbert und Williamson (2000).

Metabolisierungsschritt erfolgt in den Epithelzellen der Diinndarmmukosa eine Konjugation
des Flavonoids mit Glukuronsidure (Gee et al., 2000; Donovan et al., 2001). Bei Versuchen
mit Rattendiinndarm und Quercetin waren die Hauptkonjugate das 3- und das 7-Glukuronid
des Quercetins (Gee et al., 2000). Dieselben Glukuronide scheinen auch in der menschlichen
Darmmukosa zu entstehen (Boersma et al., 2002). Aus dem Diinndarm der Ratte erreichten
sie die Serosaseite und konnten somit iiber die Pfortader die Leber erreichen. Versuche mit
menschlichen Leberzellen deuten auf eine Aufnahme der beiden Konjugate in die Zellen und
einer Metabolisierung hin (O’Leary et al., 2003). Die Konjugate konnen durch die
Catecholamin-O-Methyltransferase (COMT) methyliert oder durch die B-Glukuronidase der
Leberzellen dekonjugiert und durch die Arylsulfatase sulfatiert werden. Die bevorzugte Meta-
bolisierung ist die Methylierung durch COMT. Der Efflux der Metabolisierungsprodukte aus
den Leberzellen konnte durch die ATP-abhingige Konjugatpumpe MRP?2 erfolgen. Die Kon-
jugate konnten so in die Galle sezerniert werden und ins Colon gelangen. Dort konnten die
Flavonoide nach Hydrolyse der Konjugate durch Darmbakterien wieder resorbiert werden und

im Sinne eines enterohepatischen Kreislaufs zirkulieren (Donovan et al., 2001; O’Leary et al.,
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2003; Walle er al., 2001). Nach oraler Zufuhr von 14C—Quercetin durch Menschen wurde eine
Resorption von 36,4 bis 53 % nachgewiesen (Walle et al., 2001). Nur 3,5 bis 8,3 % der Ra-
dioaktivitit des resorbierten Quercetins wurden in den Faeces und im Urin wiedergefunden.
Der Hauptteil der Radioaktivitit (bis zu 81,1 %) wurde im Atem in Form von 14C02 wieder-
gefunden. Die Halbwertszeit des Quercetins variierte zwischen 20 und 72 Stunden. Die Lénge
der Halbwertszeit ist vermutlich unter anderem auf die hohe Affinitit des Quercetins zu Al-
bumin zuriickzufiihren (Zsila et al., 2003). Diese Beobachtungen deuten auf eine gute Resor-
bierbarkeit des Quercetins sowie auf eine Metabolisierung im menschlichen Korper unter

Spaltung des C-Rings hin.

19



Lokalisation

‘ Flavonoid k—‘ Zuckerrest ‘

CBG/LPH Diinndarmlumen

A4

...................................................................................................... Resorption

Ddnndarmepithelzellen

v
‘ Flavonoid H Glukuronsaure

BGK
v Hepatozyten
COMT
v
‘ Flavonoid }—‘ Methylrest ‘
UDPGT
V | Glukuronsiiure ‘
‘ Flavonoid &4{ Methylrest ‘
SULT
v "
Glukuronsiure ‘
‘ Flavonoid ‘ Methylrest ‘ Extrahepatische Gewebe
‘ Ausscheidung ‘ Metabolisierung unter

Spaltung des C-Ringes

Colonbakterien

enterohepatischer -
Kreislauf

A

Abb. 1.4: Moglicher Metabolismus der Flavonoide im
menschlichen Korper. Modifiziert nach Scalbert und Williamson
(2000). Abkiizungen: LPH, Laktase-Phlorizin-Hydrolase; CBG, f-
Glucosidase; BGK, p-Glukuronidase; COMT, Katechol-O-

Methyltransferase; SULT, Phenol-Sulfotransferase; UDPGT,
UDP-Glukuronosyltransferase.

20



1.2.6 Mogliche Wirkungen der Flavonoide beim Menschen
Den Flavonoiden wird eine Vielzahl von gesundheitsférdernden Wirkungen zugeschrieben.

So sollen Flavanoide antiallergische, antiphlogistische, antivirale, antimikrobielle, antioxida-
tive, antiproliferative, antikarzinogene, analgetische, spasmolytische, hepatoprotektive, anti-
ulzerogene, antihypertensive, hypoglykidmische, neuroprotektive und mutagene Wirkungen
haben (Middleton et al., 2000). Die Hemmung von etwa 40 Enzymen unterschiedlichster
Klassen und Funktionen durch Flavonoide konnte bisher in vitro nachgewiesen werden (Tab.
1.5). Hingegen gibt es kaum Untersuchungen zur Hemmung von Enzymen durch Flavonoide
in vivo. Hinweise fiir eine physiologisch relevante Hemmung eines Enzyms durch Flavonoide
gibt es beispielsweise fiir die 5-Lipoxygenase (Schramm et al., 2001).

Therapeutisch genutzt werden flavonoidhaltige Arzneidrogen und einige Reinstoffe als Ve-
nenmittel (gefidBschiitzende, 6demprotektive Wirkung), Herzkreislaufmittel (positiv-inotrope,
antihypertensive Wirkung), Diuretika, Spasmolytika bei Magen-Darm-Beschwerden und Le-
bertherapeutika (hepatoprotektive Wirkung) (Hinsel ef al., 1999; Middleton et al., 2000). In
mehreren epidemiologischen Studien konnte eine negative Korrelation zwischen der Hohe der
Flavonoidzufuhr und der Inzidenz kardiovaskulédrer und zerebrovaskuldrer Erkrankungen auf-
gezeigt werden (Tab. 1.6).

In einer finnischen Studie mit tiber 10.000 Probanden konnte auBerdem eine Assoziation zwi-
schen einer hohen Flavonoidaufnahme und einer erniedrigten Inzidenz weiterer chronischer
Erkrankungen aufgezeigt werden. Darunter waren Lungenkarzinome, Prostatakarzinome und
Asthma (Knekt et al., 2002). Tendenziell zeigte sich in dieser Studie auch eine erniedrigte
Inzidenz des Diabetes mellitus Typ II. Die Gesamtmortalitit war deutlich erniedrigt. Das rela-
tive Risiko (RR) der Mortalitit zwischen der Quantile mit der hochsten Flavonoidaufnahme
und der mit der niedrigsten betrug 0,95. Unter den einzelnen Flavonoiden war dabei die Asso-
ziation zwischen der Senkung der Mortalitdt und Flavonoidaufnahme fiir Quercetin am stérks-

ten, und unter den einzelnen Lebensmittels fiir Apfel, Zwiebeln und Orangen.
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Tab. 1.5: Hemmung von Enzymen durch Flavonoide modifiziert nach Middleton ef al. (2000)

ENZYM FLAVONOID*
Proteintyrosinkinase Genistein, Quercetin
Proteinkinase C Fisetin, Quercetin, Luteolin

Phosphorylase-Kinase -

Phospholipase A, Quercetin
Phospholipase C -
Lipoxygenasen sieche Tabelle 3.9a und b
Cyclooxygenasen -
Xanthinoxidase Quercetin
Topoisomerasen Genistein, Fisetin, Quercetin

DNA-Ligase-1 -

RNA- und DNA-Polymerasen Quercetin, Kaempherol, Fisetin,
Flavon, Chrysin

Ribonukleasen -

Amylasen Quercetin

Malatdehydrogenase Quercetin

Aldose-Reduktase -

Lactatdehydrogenase Quercetin
Pyruvatkinase Quercetin

Alkohol- und Aldehyddehydrogenase Daidzein
Ornithindecarboxylase Quercetin

Histidin- und DOPA-Decarboxylase Quercetin, (+)-Catechin
Reverse Transkriptasen Quercetin, Baicalein, Myricetin
HIV-1-Proteinase Myricetin, Morin, Quercetin, Fisetin
HIV-1-Integrase Quercetin

Aromatase -

11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase -

Hyaluronidase Kaempherol
Sialidase -

Elastase -
H*-K*-ATPase Quercetin
Phosphodiesterasen -
Adenylatzyklase Flavon, Chrysin, Apigenin
Glutathion-S-Transferase Quercetin

*) nur fiir diese Doktorarbeit getestete Flavonoide aufgefiihrt.
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Tab. 1.6: Ergebnisse epidemiologischer Studien zur Aufnahme von Flavonoiden und der

Inzidenz kardio- und cerebrovaskulirer Erkrankungen

TEILNEHMER BEOBACH- END- RELATIVES 95%-KI MITTLERE
TUNGSZEIT PUNKT RISIKO (HOHE FLAVO-
RAUM IN VS. NIEDRIGE NOIDZUFUHR
JAHREN ZUFUHR) (HOHE VS. NIED-
RIGE) (MG/D)
804 M 10 KHK-Tod 0,47 0,27-0,82 >29,9 vs. <9,0
1900 M 14 KHK-Tod 1,6 0,90-2,90 >34,0 vs. <19,0
552 M 15 Apoplex 0,27 0,11-0,70 >28,6 vs. <18,3
2748 M 26 KHK-Tod 0,6"M 0,44-1,00 >4,8 vs. <2,1
2385F 0,73W 0,41-1,32 >5,5 vs. <2,4
34789 M 6 Uberlebter 1,08 0,81-1,43 40 vs. 7,1
MI
34492 F 10 KHK-Tod 0,62 0,44-0,87 32,2 vs.4,3
34492 F 10 Apoplex 1,18 0,7-2,0 32,2 vs.4,3
26593 M 6,1 Zerebraler 0,98 0,80-1,21 16,4 vs. 4,2
Infarkt
SAB 0,75 0,40-1,41
1ZB 0,88 0,50-1,57
25372 M 6,1 Uberlebter 0,77 0,64-0,93 17,8 vs. 3,9
MI
10054 28 KHK-Tod 0,79 0,63-0,99 >3.9 vs. <1,5 Mf
(52,8 % M)
>4.7 vs. <1,8 Wt
10054 28 CVD 0,7 0,56-0,86 >0,8 vs. <0,1 M#
(52,8 % M)
4807 5,6 Todlicher 0,35 0,13-0,98 >32,9 vs. <22,8
(1836 M, 2971 F) MI
Uberlebter 0,93 0,57-1,52
MI
Taodlicher + 0,76 0,49-1,18
iiberlebter
MI
38445 6.9 CVD, CHD 0,88 0,68-1,14 47,4 vs. 8,9

Midnner M, Frauen F, Myokardinfarkt MI, cerebrovaskuldre Erkrankung CVD, kardiovaskuldire Erkrankung CHD

"nur Quercetin, *nur Kaempherol

Modifiziert nach Maron, 2004
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1.2.7 Flavonoide als Antioxidanzien

Flavonoide sind eine der grof3ten Gruppen von Antioxidanzien in der menschlichen Nahrung
(Scalbert und Williamson, 2000). Sie haben daher vermutlich wesentlichen Einfluss auf oxi-
dativen Stress. Thre antioxidative Wirkung beruht auf mehreren Mechanismen. Einer dieser
Mechanismen ist das direkte Abfangen von ROS und RNS (Middleton et al., 2000; Kostyuk
et al., 2003; Arteel und Sies, 1999). Unter den ROS, die von Flavonoiden abgefangen werden
oder deren Bildung verhindert wird, sind beispielsweise Superoxid, Wasserstoffperoxid,
unterchlorige Sdure, Perhydroxyl-, Hydroxyl-, Alkoxyl- und Peroxylradikale (Middleton et
al., 2000).

Voraussetzung fiir die Radikalfangereigenschaft der Flavonoide ist das Vorhandensein von
Hydroxylgruppen im Molekiil. Die Stirke der Radikalfingereigenschaften korreliert positiv
mit der Anzahl der Hydroxylgruppen im Molekiil (Cao et al., 1997). Wesentlich ist auch die
Position der Hydroxylgruppen im Molekiil (Butkovi€ et al., 2004).

Beim Abfangen von ROS reagiert eine Hydroxylgruppe unter Abgabe ihres Wasserstoffatoms
mit dem Radikal, wodurch intermedidr ein Aroxylradikal entsteht (Abb. 1.5) (Rice-Evans et
al., 1996).

—+th

OH o)
OH OH
+ R
-RH
R R
Q 0
OH o
R =
RH
R R

Abb. 1.5: Reaktionen zum Abfangen von ROS durch
Flavonoide. ,R-“ steht fiir Rest, ,-“ flir ein ungepaartes
Elektron.

Wenn eine Catecholgruppierung im B-Ring vorhanden ist, konnen ihre Hydroxylgruppen bei-
de mit jeweils einem Radikal reagieren und somit ein stabiles Semichinon bilden (Abb. 1.5)
(Rice-Evans et al., 1996; van Acker et al., 1996; Butkovi¢ et al., 2004). Daher verstirken ins-
besondere Catecholgruppierungen im Molekiil die Radikalfingereigenschaften. Eine einzelne
Hydroxylgruppe oder zwei meta-stindige Hydroxylgruppen am B-Ring hingegen verstirken
die Radikalfingereigenschaften kaum (Rice-Evans et al., 1996).
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Vor allem bei Vorhandensein einer Catecholgruppierung im B-Ring werden die Radikalfén-
gereigenschaften auch durch eine 2,3-Doppelbindung verstirkt. Durch sie bildet das Flavo-
noid ein vollkommen durchkonjugiertes System und kann intermedidr entstehende Aroxylra-
dikale durch Delokalisation stabilisieren (Rice-Evans et al., 1996). Eine 4-Ketogruppe kann
nur gemeinsam mit einer 2,3-Doppelbindung die Radikalfingereigenschaften verstirken (Ri-
ce-Evans et al., 1996).

Maximal Stéarke erreichen die Radikalfdngereigenschaften, wenn zusitzlich eine Hydroxyl-
gruppe in Cs-Position vorhanden ist. So sind Flavone, die keine Hydroxylgruppe in Cs-
Position haben, wie beispielsweise Luteolin, schwichere Radikalfidnger als vergleichbare Fla-
vonole, welche iiber eine Hydroxylgruppe in Cs-Position verfiigen.

Hydroxylgruppen am A-Ring verstirken die Radikalfingereigenschaften insbesondere dann,
wenn keine Catecholgruppierung am B-Ring vorhanden ist (Rice-Evans et al., 1996).

Ein Flavonoid mit allen geforderten Strukturmerkmalen ist das Flavonol Quercetin. Dieses
gilt als der beste Radikalfanger unter den Flavonoiden (Rice-Evans et al., 1996; van Acker et
al., 1996). Im Vergleich zu Quercetin sind z.B. Catechine, die zwar iiber eine Catecholgruppe
am B-Ring und einer Hydroxylgruppe in Cs-Position, nicht aber iiber die 4-Oxogruppe und
die 2,3-Doppelbindung im C-Ring verfiigen, deutlich schwéchere Radikalfanger (Rice-Evans
et al., 1996). Die Radikalfangereigenschaften der Catechine verstirken sich aber deutlich bei
Vorhandensein einer Pyrogallolstruktur im B-Ring oder einer Veresterung mit Gallussiure.
So ist die Stirke der Radikalfidngereigenschaften von Epicatechingallat, Epigallocatechin und
Epigallocatechingallat in der Gréenordnung der des Quercetins (Rice-Evans et al., 1996).
Bei Procyanidinen steigt die antioxidative Kapazitdt nicht nur mit der Zahl der Hydroxyl-
gruppen, sondern auch mit wachsender Kettenldnge (Verstraeten et al., 2003).

Flavonoide komplexieren iiber Catecholgruppierungen und Oxogruppen auch Ubergangsme-
tallionen (Abb. 1.6) (Brown et al., 1998; van Acker et al. 1996; Rice-Evans et al., 1996;
Moridani et al., 2003). Die Komplexierung von Ubergangsmetallionen ist insbesondere fiir
die antioxidative Wirkung der Flavonoide mit schwicheren antioxidativen Eigenschaften von
zentraler Bedeutung (van Acker et al., 1996).

Nach Komplexierung mit Fe**, Fe’* oder Cu®* fangen einige Flavonoide wie z.B. Quercetin
oder Fisetin Superoxid effektiver ab (Moridani et al., 2003). Die Komplexe mit Fe’* haben
auch eine stirkere protektive Wirkung gegen die Schéadigung isolierter Rattenhepatozyten
durch Hypoxie und Reperfusion (Moridanit et al., 2003). Flavonoide verlieren somit im
Gegensatz zur Askorbinsiure nicht ihre antioxidative Aktivitit bei Anwesenheit von Uber-

gangsmetallionen (Halliwell, 1991a).
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Abb. 1.6: Haufige Bindungsstellen  zur
Komplexierung von Ubergangsmetallionen durch
Flavonoide

Weitere Mechanismen der antioxidativen Wirkung von Flavonoiden sind ihre Wirkung als
Reduktionsmittel und die direkte Inhibition prooxidativer Enzyme wie der Xanthinoxidase
(Moini et al., 2000) und der NADPH-Oxidase (Tauber et al., 1984).

Flavonoide haben allerdings auch prooxidative Eigenschaften (van Acker et al., 1996; Heij-
nen et al., 2002). So geht die langsame Autooxidation von Flavonoiden mit Catechol- oder
Pyrogallolgruppierung im B-Ring wie beispielsweise bei Quercetin und Myricetin in wassri-
gem Medium bei pH 7,5 mit der Bildung von Superoxid, Wasserstoffperoxid und Hydroxyl-
radikalen einher (Canada et al., 1990).

1.3 Oxidativer Stress

Der Begriff ,,oxidativer Stress* wurde von H. Sies als eine Stoffwechselsituation definiert, in
der innerhalb eines biologischen Systems das Gleichgewicht zwischen prooxidativen und
antioxidativen Verbindungen zugunsten der prooxidativen verschoben ist (Sies, 1985, 1991
und 1993). Teil der prooxidativen Verbindungen sind dabei reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
und reaktive Stickstoffspezies (RNS), welche im Korper stindig beispielsweise durch
Schwermetallionenkatalyse oder bei der durch die Xanthinoxidase katalysierten Reaktion von
Hypoxanthin zu Xanthin entstehen. Vermehrt entstehen sie auch bei den meisten Formen von
Gewebeschadigungen. Es ist jedoch zumeist unklar, ob dies eine Ursache oder eine Folge der
Gewebeschadigung ist (Halliwell und Gutteridge, 1990; Halliwell, 1991a und b).

Zu den ROS und RNS gehoren Verbindungen wie  Wasserstoffperoxid,
Hydroperoxyfettsduren, Peroxynitrit, Superoxid oder Stickstoffmonoxid und —dioxid sowie

Radikale wie Perhydroxyl-, Hydroxyl-, Alkoxyl- oder Peroxylradikale. Sie konnen durch
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Oxidationsprozesse, bei denen zum Teil dhnlich einer Lawine weitere Radikale entstehen, zur
chemischen Verdnderung von Biomolekiilen wie z.B. der Peroxidation von Membranprotei-
nen, der oxidativen Schéddigung von Kohlenhydraten und Nukleinsduren sowie von
Thiolgruppen und anderen Komponenten von Proteinen fiithren (Sies, 1985 und 1991;
Halliwell, 1991a und b). Die hierbei entstehenden Zellschiden konnen so weitreichend sein,
dass es zum Zelluntergang kommen kann. Auf diese Weise induzierte Zellunterginge sollen
an der Pathogenese des Morbus Alzheimer und des Morbus Parkinson sowie am physiologi-
schen Alterungsprozess beteiligt sein (Behl ez al., 1998; Zhang et al., 2000). Des weiteren
scheint oxidativer Stress in der Pathogenese der Atherosklerose, der Arthritiden und der
Reoxygenierungsschiden beteiligt zu sein (Halliwell und Gutteridge, 1990; Weinbrenner et
al., 2003; Chen et al., 2003). Gravierende Konsequenzen konnen sich auch durch Schiden an
der DNA ergeben. Hier kann es durch Mutation zur Entstchung von Erbschiden oder
Neoplasien kommen (Halliwell und Gutteridge, 1990).

Die Wirkungen des oxidativen Stresses beschrinken sich allerdings nicht nur auf die Zersto-
rung von Zellbestandteilen. ROS und RNS sind auch wichtige Mediatoren der Signaltrans-
duktion. Die Pathologie mehrerer Erkrankungen wie der Atherosklerose, der Hypertonie und
des Diabetes mellitus konnte zumindest in Teilen ihre Ursache auch in Storungen dieses
komplizierten Netzwerkes aus Mediatoren durch oxidativen Stress haben (Chen et al., 2003)
Im Laufe der Evolution haben sich Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress entwickelt.
Dies sind entweder Enzyme zum Abbau reaktiver Verbindungen wie beispielsweise die Kata-
lase zum Wasserstoffperoxidabbau, die Superoxiddismutase zum Superoxidabbau, die
Glutathionperoxidasen, die unter anderem Hydroperoxylgruppen reduzieren konnen (Sies,
1985, 1991 und 1993), oder Verbindungen mit Radikalfingerwirkung, also der Fihigkeit,
Radikale durch direkte chemische Reaktion in weniger reaktive Verbindungen umzuwandeln,
ohne dabei selbst zu reaktiven Verbindungen zu werden. Radikalfidnger sind z.B. Ascorbin-
saure, Tocopherol, B-Carotin, Urat, Ubichinon, Retinoide, Lycopin, Glutathion, Bilirubin oder
Polyphenole (Sies und Krinsky, 1995; Krinsky, 1998).

Besonderes Interesse in der Erforschung des oxidativen Stresses kommt seit einigen Jahren
der Verbindung Peroxynitrit, dem Salz der peroxysalpetrigen Sdure, zu. Es entsteht im Orga-
nismus durch Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Superoxid, die beide z.B. beim oxidativen
,Burst der unspezifischen Immunabwehr entstehen konnen. Peroxynitrit ist im physiologi-
schen Milieu duBerst instabil und lagert sich daher zu Salpetersdure um oder zerféllt in ein
Stickstoffdioxid- und ein Hydroxylradikal. Es kann auch mit CO; reagieren. Dabei entsteht
als kurzlebiges Intermediat ONOOCOQO; , welches schnell zu den Radikalen COs’ und *NO,

zerfillt. ®NO, kann danach zum sehr reaktiven N,O4 dimerisieren.
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Peroxynitrit und seine reaktiven Umwandlungsprodukte konnen sowohl zu Oxidations- als
auch Nitrierungsreaktionen von Biomolekiilen fiihren. So kommt es beispielsweise zur Nitrie-
rung von Tyrosylresten in ortho-Stellung.

Auch Lipoxygenasen, insbesondere die 15-Lipoxygenase-1, fordern moglicherweise oxidati-
ven Stress (Schewe, 2002). Sie synthetisieren Hydroperoxide, die in Alkoxyl- und Hydroxyl-
radikalen zerfallen konnen. Des weiteren ist unter bestimmten Bedingungen auch moglich,
dass Radikale des katalytischen Zyklus der Lipoxygenasen vom Enzym abdissoziieren und
somit Ausgangspunkt radikalischer Kettenreaktionen werden.

In vitro konnte gezeigt werden, dass die Vorinkubation von LDL mit 15-LOX-1 die lag-Phase
der Cu**-induzierten LDL-Oxidation dramatisch verkiirzt. Diese Modellreaktion deutet auf

eine synergistische Wirkung der 15-LOX-1 beim oxidativem Stress hin (Lass ef al., 1996).

1.4 Lipoxygenasen und ihre Produkte

1.4.1 Definition und Vorkommen der Lipoxygenasen

Die Enzymfamilie der Lipoxygenasen (EC1.13.11.12) besteht aus nichthdmeisen-haltigen
Dioxygenasen. Diese intrazelluldren Enzyme katalysieren die Reaktion von mehrfach unge-
sattigten Fettsduren mit 1,4-(Z,Z)-Pentadienstruktur und molekularem Sauerstoff zu Hydrope-
roxyfettsduren mit 1(S)-Hydroperoxy-2,4(Z,E)-pentadienstruktur, wie nachfolgend am Bei-
spiel der Arachidonsédure als Substrat der 15-LOX-1 dargestellt.

— — COOH  15.10% <— — COOH
< ) PN

o)) \
OCH

Arachidonsaure 15-HpETE

Lipoxygenasen sind eine phylogenetisch alte Enzymfamilie. Ihre Mitglieder sind in Pflanzen,
Tieren und dem Menschen weit verbreitet (Kiihn und Thiele, 1999). So konnten bis 2002
zwanzig Gene fiir Lipoxygenasen der Sdugetiere sequenziert werden (Schewe, 2002). Fiinf

davon finden sich im Menschen (Schewe, 2002).

1.4.2 Einteilung der Lipoxygenasen
Die Lipoxygenasen des Sdugerorganismus wurden urspriinglich nach der Positionsspezifitit

der einzelnen Isoenzyme bei der Dioxygenierung von Arachidonsdure klassifiziert (Kithn und
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Thiele, 1999). Dabei wird die Nummer des dioxygenierten Kohlenstoffatoms der Arachidon-
sdaure zur Benennung herangezogen. So wird zwischen 5-, 8-, 12- und 15-Lipoxygenasen un-
terschieden. Spiter zeigte sich jedoch, dass es mehrere Vertreter mit gleicher Positionsspezifi-
tit jedoch deutlichen Unterschieden in ihrer Primérstruktur sowie in den enzymologischen
Eigenschaften gibt (Kiithn und Thiele, 1999; Brash, 1999). Zur Unterscheidung wird heute in
der Regel der Zelltyp der Entdeckung der jeweiligen Lipoxygenase herangezogen (Brash,
1999). Daher wird z.B. zwischen einer 12-Lipoxygenase des Plittchentyps und einer 12-

Lipoxygenase des Leukozytentyps unterschieden.

1.4.3 Struktur der Lipoxygenasen

Trotz Unterschieden in ihrer Primérstruktur weisen alle Lipoxygenasen einige gemeinsame
Strukturmerkmale auf: Sie bestehen alle aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einem Mole-
kulargewicht von ca. 75-80 kDa im Falle der tierischen Lipoxygenasen und ca. 94-104 kDa
im Falle der pflanzlichen Lipoxygenasen (Brash, 1999). Die katalytische Domine der
Lipoxygenasen besitzt ein nicht-hdm-komplexiertes Eisenatom (Brash, 1999). Dieses wird
durch vier Histidylreste und der Carboxylgruppe eines Isoleucinrestes komplexiert (Schewe,
2002; Brash, 1999). Seine Oxidationsform ist in der inaktiven Form des Enzyms +II und in

der aktiven Form +III (Schewe, 2002; Brash, 1999).

1.4.4 Reaktionsmechanismus der Lipoxygenasen

Alle Lipoxygenasen zeigen eine komplexe Reaktionskinetik. Diese besteht aus drei Phasen:
einer lag-Phase, einer Prolongationsphase und einer Inaktivierungsphase. Die lag-Phase wird
durch Aktivierung des Enzyms durch Hydroperoxide, den Produkten der Lipoxygenasen
iiberwunden (Ludwig et al., 1987), indem die zweiwertige Oxidationsform des Enzymeisens
zur dreiwertigen oxidiert wir® ™~ Tootrtirioere s don Tlomren s e d Al ae £071 0 Al T o
oxide verursacht (Wiesner et Enz-Fe!

Lipoxygenasen konnen durc Aktivierung F ROOH
Produkte
(Ludwig et al., 1987).

ROOH Enz-Fell

RH

Der Katalysezyklus der Lipc
das aktive Zentrum des akti

atom der doppelt allylstdndi;

siertes Alkylradikal entsteh Enz-Fe''x-ROO"
durch Reduktion des dreiwe
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Enz-Fe'---ROO-

Abb. 1.7: Katalysezyklus der Lipoxygenasen. Modifiziert nach
Schewe (2002). ,,R“ steht fiir apolare Kohlenstoffketten von
Polyenfettsduren. Fiir Einzelheiten des Katalysezyklus siehe Text.



bundenes Peroxylradikal entsteht. Dieses wird durch das Enzymeisen reduziert, sodass das
entsprechende Peroxidanion entsteht und das Enzymeisen wieder in seine dreiwertige Form
iibergeht. Durch Anlagerung eines Protons an das Anion wird dann die korrespondierende

Hydroperoxyfettsidure gebildet, die vom Enzym schlieBlich abdissoziiert.

1.4.5 Produkte der Lipoxygenasen

Biologisch relevante Mediatoren, die unter Mitwirkung von Lipoxygenasen gebildet werden,
sind die Leukotriene, die 5-, 12- und 15-Hydroxyeicosatetraensduren (HETE), die Hepoxiline
sowie die Lipoxine. Leukotriene werden iiber den 5-Lipoxygenaseweg der Arachidonsdure-
kaskade synthetisiert. Sie stellen eine Gruppe von Entziindungsmediatoren dar, welche zum
Teil chemotaktisch auf Monozyten, Lymphozyten sowie neutrophile und eosinophile Granu-
lozyten wirken und diese aktivieren (z.B. Leukotrien B4). Sie erhohen die Freisetzung reakti-
ver Sauerstoffspezies durch Neutrophile und induzieren die Synthese von IL-2 und seinem
Rezeptor, sodass sie sowohl in der spezifischen als auch in der unspezifischen Immunabwehr
eine Rolle spielen. Cysteinyl-Leukotriene 16sen eine lang anhaltende Kontraktion der glatten

Muskulatur der Atemwege aus und spielen daher eine Rolle bei asthmatischen Erkrankungen.

1.4.6 15-Lipoxygenasen

15-Lipoxygenasen kommen sowohl in pflanzlichen als auch in tierischen Zellen vor. Bei letz-
teren wurden sie bisher in Retikulozyten (Schewe et al., 1975), Makrophagen (Levy et al.,
1993), GefiBBendothelzellen (Kiihn ef al., 1984), Prostataepithelzellen (Kelavkar et al., 2000),
Neuronen und Gliazellen (Pratico et al., 2004) sowie eosinophilen und neutrophilen Granulo-
zyten (Izumi et al., 1991) nachgewiesen.

Die Primérstrukturen der 15-Lipoxygenasen weisen groBe Unterschiede auf. So zeigen die
Primérstrukturen der 15-LOX aus Retikulozyten (15-LOX-1; EC 1.13.11.33) und der 15-
LOX-2 aus Keratinozyten nur eine Homologie von 35 %. Die Homologie zwischen der 15-
LOX aus Retikulozyten und der 15-LOX der Sojabohne (Sojabohnen-Lipoxygense L-1) be-
triagt 25 % (Brash, 1999).

Die 15-LOX-1 kann im Gegensatz zu anderen Lipoxygenasen nicht nur freie Polyen-
fettsduren, sondern auch komplexere Strukturen wie veresterte Polyenfettsduren, Phospholipi-
de, Cholesterolester, Biomembranen und Plasmalipoproteine (LDL) dioxygenieren. Ihr wer-
den daher universelle prooxidative Eigenschaften zugeschrieben (Schewe, 2002).

Die physiologischen Funktionen der 15-LOX-1 sind nicht vollstindig geklirt. In Retikulozy-
ten scheint sie durch Oxidation der Mitochondrienmembranen fiir den Mitochondrienabbau

im Verlauf der Erythrozytenreifung verantwortlich zu sein (Rapoport et al., 1990). Des weite-
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ren gibt es Hinweise, dass sie am gesteuerten Abbau von Membranproteinen durch Protea-
somen beteiligt ist (Nigam und Schewe, 2000; Dubiel und Rapoport, 1989; Grune et al.,
2001).

Die Hauptprodukte der 15-LOX-1 sind die 15(S)-Hydroperoxy-5,8,11,13-(Z,Z,Z,E)-
eicosatetraensdure (15(S)-HpETE), aus Arachidonat, und die 13(S)-Hydroperoxy-9,11-(Z,E)-
octadecadiensdure (13(S)-HpETE), aus Linoleat. Beide Hauptprodukte koénnen durch
Glutathionperoxidasen oder andere Enzyme zum korrespondierenden Alkohol reduziert wer-

den, sodass 15(S)-HETE bzw. 13(S)-HODE entsteht.
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1.5 Ziele der Doktorarbeit

Im Januar 2001 veroffentliche ,,The American Journal of Clinical Nutrition einen Artikel, in
dem eine Modulation des menschlichen Eicosanoidstoffwechsels durch Gabe
procyanidinreicher Schokolade beschrieben wurde (Schramm et al., 2001). 10 Testpersonen
war zuerst procyanidinarme Schokolade oral gegeben worden und eine Woche spiter han-
delsiibliche procyanidinreiche. Blutproben der Testpersonen zeigten zwei Stunden nach Ver-
zehr der Schokolade einen zwanzigfach hoheren Epicatechinplasmaspiegel bei Verzehr
procyanidinreicher Schokolade als bei Verzehr procyanidinarmer Schokolade (21,2 + 8,3 nM
vs. 1,1 £ 1,3 nM). Die Erhohung des Epicatechinplasmaspiegels ging mit Verdnderungen des
Eicosanoidstoffwechsels einher: Im Plasma war die Konzentration an stabilen
Prostazyklinmetaboliten im Vergleich zur Konzentration nach Verzehr procyanidinarmer
Schokolade um 32 % erhoht (p < 0,05). Gleichzeitig sank die Plasmakonzentration der
Cysteinyl-Leukotriene um 29 % (p < 0,04). Der Quotient der Leukotrien/
Prostazyklinkonzentration sank dementsprechend hoch signifikant (p < 0,01).

Die Autoren vermuteten, die Modulation konnte auf einer Aktivitdatserhohung der Prostaglan-
dinendoperoxid-Synthase, einem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Prostaglandin-
synthese, und auf eine Inhibition von Lipoxygenasen durch Procyanidine beruhen. Die Auto-
ren spekulierten weiter, die Modulation des Eicosanoidstoffwechsel konne Ursache der kar-
dioprotektiven Wirkung der Polyphenole sein, denn Prostazykline wirken kardioprotektiv und
vasodilatatorisch (Jones et al., 1997). Des Weiteren hemmen sie die Thrombozytenadhision
am GefédBendothel sowie die Thrombozytenaggregation (LaRosa et al., 1994). Damit wird die
fiir die Pathogenese des Herzinfarktes zentrale Mikrothrombenbildung unterdriickt.

Aufgrund dieser Forschungsergebnisse sollten die Wirkungen von Polyphenolen, insbesonde-
re Flavonoiden, auf Lipoxygenasen untersucht werden. Versuchsobjekt hierzu sollte zunéchst
die 15-LOX-1 sein, da sich ihre Aktivitit leichter messen ldsst als die der 5-LOX. Des weite-
ren bildet sie aus Linolsdure nur ein Produkt (13-HpODE), sodass Sauerstoff und Linolsdure
immer im stochiometrischen Verhiltnis von 1:1 verbraucht werden. Auflerdem ist sie mogli-
cherweise an der Atherogenese beteiligt und wire damit von medizinischem Interesse.

Ziel dieser Doktorarbeit ist, zu bewerten, ob Flavonoide potenziell durch eine Lipoxygenase-
Hemmung Funktionen des menschlichen Korpers modulieren konnten. Zwecks dieser Bewer-
tung sollen die Wirkungen von Polyphenolen auf Lipoxygenasen untersucht und miteinander

verglichen werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Enzyme und Chemikalien

Fiir die Versuche wurden drei Lipoxygenasen verwendet: Ein Rohpriparat der 15-LOX-1,
isoliert aus Kaninchenretikulozyten, wurde von Oxford Biomedical Research bezogen. Das
Enzym hatte einen Turnover von 2,2/s". Ein hochreines Priparat der 15-LOX-1 wurde freund-
licherweise von Professor H. Kiihn (Berlin, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Es war nach
Belkner et al. (1993) isoliert worden und hatte laut Mitteilung Professor H. Kiihns einen
Turnover von 38/s.

Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (L-1) wurde von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
bezogen und rekombinante 12-Lipoxygenase (12-LOX) aus Thrombozyten des Menschen von
Calbiochem (Bad Soden, Deutschland).

Glutathion-Peroxidase (GPx) aus Rindererythrozyten sowie Glutathion-Reduktase waren von
Boehringer Mannheim (Mannheim, Deutschland).

Die Mehrzahl der Polyphenole wurde von Sigma-Aldrich bezogen. Sie wurden als 0,1 M
Stammldsungen in 2-Methoxyethanol verwendet. Pycnogenol wurde freundlicherweise von
Dr. L. Packer (Los Angeles, CA, USA) bereitgestellt. Fraktionen isolierter Procyanidin-
Oligomere aus Samen des Kakaobaumes wurden freundlicherweise von der Firma Mars
Incorporated (Hackettstown, NJ, USA) zur Verfiigung gestellt. Ihre Gewinnung erfolgte nach
Adamson et al. (1999) und Hammerstone et al. (1999). Die Fraktionen der Procyanidin-
Oligomere wurden als Stammldsungen von 29,0 mg/ml in 2-Methoxyethanol verwendet. Dies
entsprach einer Konzentration an Procyanidin-Monomer von 100 meq/I.

Die Stammlosungen wurden zwischen den Versuchen im Dunkeln bei -20 °C aufbewahrt und
befanden sich wihrend der Versuche ebenso wie die Enzymlosungen in einer Eis/Wasser-
Mischung.

Die iibrigen Chemikalien wurden kduflich erworben und entsprachen héchstmoglichem Rein-

heitsgrad.

‘Der Hersteller gab fiir das Priparat eine Aktivitiit von 5000 umol/minxml und eine Proteinkonzen-
tration von 2 mg/ml an. Reine Lipoxygenase hat einen Turnover von ca. 40 s”'. Die eigenen Messungen
der Kontrollaktivitiit unter vergleichbaren Bedingungen ergaben jedoch nur Werte um 2,2 s, sodass
von einem Anteil an nicht aktivem Protein von ca. 90% im Prdparat auszugehen ist.
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2.2 Messung der Lipoxygenaseaktivitiit

2.2.1 Verfahren

Die Reaktion der Lipoxygenasen wurde bei 20 °C durch folgende Methoden aufgezeichnet:

1. Oxygrafisch mit dem ,,Oxygenmeter 781 der Firma Strathkelvin Instruments (Glasgow,
UK) ausgestattet mit einer Mikro-Clark-Elektrode. Das Geridt wurde durch Zugabe einer
kleinen Spatelspitze Dithionit in den luftidquilibrierten Messpuffer (siehe 2.2.2.3) geeicht.
Die thermostatierte Messkammer hatte ein Volumen von 400 pl und enthielt einen
Magnetriihrfisch

2. Photometrisch mit dem ,,UV/VIS-Spektrometer Lambda 2* des Herstellers Perkin-Elmer
(Norwalk, CT, USA) und dem Computerprogramm ,,PE Applications* desselben Herstel-

lers.

2.2.2 Losungen

2.2.2.1 Enzyme

Die bei der Firma Oxford Biomedical Research erworbene 15-LOX-1 wurde vor Versuchsbe-
ginn 1:10 in 0,01 M Kaliumphosphatpuffer pH 6 verdiinnt. Die freundlicherweise von Profes-
sor H. Kiihn zur Verfiigung gestellte 15-LOX-1 wurde vor Versuchsbeginn 1:100 in 0,01 M
Kaliumphosphatpuffer pH 6 verdiinnt. Die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 wurde vor Ver-
suchsbeginn 1:400 in 0,01 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 verdiinnt.

Bei den Losungen der 15-LOX-1-Prédparate war meist nach etwa zwei Stunden ein Aktivitits-
abfall des Enzyms zu beobachten. Bei der Losung der Sojabohnen-Lipoxygenase kam es

meist erst nach etwa drei Stunden zum Aktivititsabfall des Enzym:s.

2.2.2.2 Substratlosungen

Als Substrat der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 und der 15-LOX-1 wurde 5,3 mM Kaliumli-
noleatlosung (Endkonzentration im Reaktionsansatz 0,27 mM) verwendet. Die Substratlosung
wurde frisch aus einer 0,535 M methanolischen Stammlosung der Linolsdure hergestellt. Die
Stammldsung wurde unter Stickstoffatmosphére im Dunkeln bei -20 °C gelagert. Zur Herstel-
lung der Substratlosung wurde jeweils ein Aliquot der Stammlésung mit 0,53 M KOH glei-
chen Volumens gemischt. Dieses Gemisch wurde dann im Verhiltnis 1:50 mit 0,1 M Kalium-
phosphatpuffer pH 7,4 verdiinnt. Bei Messungen der Aktivitit der 15-LOX-1 enthielt der 0,1
M Kaliumphosphatpuffer zusétzlich 4 % Natriumcholat, sodass der Reaktionsansatz 0,2 %
Cholat enthielt.
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Linoleat wurde gegeniiber Arachidonat als Substrat bevorzugt, da bei diesem Substrat keine
Mehrfachoxygenierungen moglich sind. AuBlerdem kommt es mit Arachidonat als Substrat
schneller zur die Autoinaktivierung des Enzyms. Daher wire es bei den Messungen der Akti-
vitdt der 15-LOX-1 schwieriger gewesen, lineare Kurvenverldufe zu erhalten.

Als Substrat der 12-Lipoxygenase wurde Kaliumarachidonat (Endkonzentration bei Testung

50 uM) verwendet.

2.2.2.3 Messpuffer

Als Messpuffer wurde 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 mit 0,1 mM DTPA verwendet.
Durch Luftaquilibrierung bei 20 °C hatte der Messpuffer eine Konzentration an molekularem
Sauerstoff von 287 uM. Zur Berechnung der Sauerstoffkonzentration wurde eine Sattigungs-
konzentration des molekularen Sauerstoffs in Wasser von 9,17 mg/I bei 1013 mbar zugrunde
gelegt (American Public Health Association, 1971). Damit waren in 400 ul Messpuffer, dem

Volumen der oxygrafischen Messkammer, 114,6 nmol molekularer Sauerstoff.

2.2.3 Durchfiihrung

2.2.3.1 Oxygrafie

Folgende Volumina wurden in angegebener Reihenfolge in die oxygrafische Messkammer

gegeben:

e 380 ul Messpuffer (siehe 2.2.2.3)

e 20 ul Enzyml6sung (siehe 2.2.2.1)

e 4 ul 2-Methoxyethanol (bei Kontrollansitzen) bzw. 4 ul Losung eines Polyphenols in 2-
Methoxyethanol variierender Konzentration (Endkonzentration der Polyphenole in den
Testansitzen jedoch nie groBer als 1000 uM)

e 20 pl Substratlosung (siehe 2.2.2.2), ziigig zugegeben mittels einer Mikroliterspritze mit
aufgestecktem Teflonschlauch zwei Minuten nach SchlieBung der Messkammer durch

Einfiihrung der Clark-Elektrode.
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2.2.3.2 Photometrie

Bei photometrischen Messungen entsprachen die verwendeten Losungen sowie die Reihen-
folge ihre Zugabe den Angaben in 2.2.3.1. Es wurde jedoch von jeder Losung jeweils das
doppelte Volumen wie im oxygrafischen Tests zugegeben. Das Endvolumen der Reaktionsan-
sitze betrug demzufolge 800 ul. Die Messung erfolgte bei 234 nm. Hier haben konjugierte
Diene, wie sie bei der Reaktion der Lipoxygenasen entstehen, ein Absorptionsmaximum.

Die photometrische Messung hatte gegeniiber der oxygraphischen Messung den Nachteil,
dass sie durch Triibungen und die hohe Eigenabsorption der Polyphenole gestort wurde.
Daher war sie nicht bei beliebig hoher Konzentration an Polyphenol durchfiihrbar. Durch par-
allele Anwendung beider Messmethoden wurde sichergestellt, dass wirklich die Reaktion der

Lipoxygenase erfasst wurde.

2.2.3.3 Auswertung

Zur der Auswertung der Aktivitidt der Lipoxygenase wurde die Geschwindigkeit im nahezu
linearen Bereich nach Uberwindung der lag-Phase (der Zeitraum zwischen etwa 15 Sekunden
und 2 Minuten nach Reaktionsstart) der Kontrollansitze als hundertprozentige Enzymaktivitit
definiert. Die Enzymaktivitit in den Testansédtzen wurde auf die Aktivitdt der Kontrollansitze

bezogen und als ,,Restaktivitit in Prozent* angegeben.

2.3 Beschreibung der Kinetik der Lipoxygenasen durch die
Michaelis-Menten-Gleichung

Zur Erstellung von Lineweaver-Burk-Plots der Kinetik der 15-LOX-1 und der Sojabohnen
Lipoxygenase L-1 wurden photometrisch bei 234 nm Progresskurven der Entstehung konju-
gierter Diene und damit der Lipoxygenaseaktivitit aufgezeichnet. Diese zeigten nicht nur den
zeitlichen Reaktionsverlauf, sondern auch die Abhingigkeit der Enzymaktivitdt von der je-
weils verbliebenen Substratkonzentration bis zum Reaktionsende. Uber den molaren Extink-
tionskoeffizienten konjugierter Diene (€334 = 25,000 M1t x cm'l) (Egmond et al., 1976) konnte
die aktuelle Substratkonzentration zu jedem beliebigen Zeitpunkt der Reaktion errechnet wer-
den und der entsprechenden Enzymaktivitit zugeordnet werden. Diese Datenpaare wurden zur

Erstellung der Lineweaver-Burk-Plots verwendet.

2.4 Aktivititsbestimmung der zytosolischen Glutathionperoxidase (GPx)
Vor oxygrafischen Versuchen mit GPx-kontrolliertem Peroxidtonus wurde die GPx-Aktivitit

photometrisch bestimmt. Zu diesem Zweck wurde eine Modifikation des 1997 von Sies et al.
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beschriebenen Testsystem zur Aktivitidtsbestimmung der GPx angewandt. Dabei wurden fol-

gende Losungen in angegebener Reihenfolge in eine Messkiivette gegeben:

e 700 ul 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 mit 0,1 mM DTPA

e 5 — 20 ul lyophilisierte Glutathionperoxidase, die in 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4
gelost worden war und in variierender Verdiinnung zugegeben wurde

e 65 ul 12,3 mM GSH (Endkonzentration 1 mM) in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4
gelost

e 5 ul Glutathionreduktase unverdiinnt (Aktivitéit 0,12 U/ul)

e 5 ul 16 mM NADPH (Endkonzentration 0,1 mM) in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4

e 5ul19,2 mM tert.-Butylhydroperoxid (Endkonzentration 0,12 mM)

Die Reaktion wurde bei 20 °C durch Abnahme der Absorption bei 340 nm aufgrund des

NADPH-Verbrauchs verfolgt. Die lineare Reaktionsgeschwindigkeit (ca. 1-2 min nach Reak-

tionsstart) wurde durch das Computerprogramm ,,PE Applications* errechnet.

2.5 Versuche mit Polyphenol-Eisen-Komplexen

Die Versuche zur Komplexierung von Polyphenolen mit Eisenionen wurden aufgrund der
Empfindlichkeit einiger Polyphenol-Eisen-Komplexe gegeniiber molekularem Sauerstoff
(Moridani et al., 2003) unter weitgehend anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Daher wurde
zur Losung von Eisen(-III-)ammoniumsulfat verwendetes destilliertes Wasser vor Zugabe des
Salzes direkt aus der Milliporanlage entnommen und bis zum Kochen erhitzt, um es von mo-
lekularem Sauerstoff zu befreien. Sobald das Wasser kochte, wurde ein laminarer Stickstoff-
strom eingeleitet, damit sich nicht erneut Luftsauerstoff 16sen konnte.

Das weitere Vorgehen entsprach dem unter 2.2.3.1 beschriebenem mit dem Unterschied, dass
als Messpuffer bei 20 °C luftdquilibrierter 50 mM HEPES-Puffer pH 7,4 verwendet wurde.
Zur Testung wurde ein Aliquot Eisen(-1II-)ammoniumsulfatlésung mit Polyphenollosung in
variierenden ganzen stochometrischen Mengenverhéltnissen gemischt. Dieses Gemisch wurde
ziigig in die Messkammer des Oxygraphen gegeben, um die Einwirkzeit des Luftsauerstoffs
zu minimieren. Die Reaktion wurde bereits vor Ablauf der zweiminiitigen Vorinkubationszeit
gestartet, sobald eine konstante Basislinie erreicht worden war. Eine Vehikelkontrolle des 2-
Methoxyethanols sowie jeweils einer Kontrolle mit Polyphenol bzw. Eisen(-III-)ammonium-

sulfat in der Konzentration des Testansatzes wurden mitgefiihrt.

2.6 Wirkung von oxidierten Polyphenolen auf Lipoxygenasen
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2.6.1 Synthese von Peroxynitrit

Peroxynitrit wurde nach Koppenol et al. (1996) aus 50 ml 50 mM Natriumnitrit und 50 ml 50
mM Wasserstoffperoxid synthetisiert. Die Edukte wurden zeitgleich mit derselben Geschwin-
digkeit, angetrieben durch Peristaltikpumpen, iiber ein Y-formiges Schlauchsystem im Ver-
hiltnis 1:1 zusammengegeben. Dabei befand sich jeweils ein Gefiall mit einem der beiden E-
dukte an jeweils einem Schenkel des ,,Ypsilons* und wurde mit Hilfe der Peristaltikpumpe
langsam in das Reaktionsgefil gepumpt. Die Edukte reagierten an der Vereinigung der bei-
den ,,Ypsilonschenkel* miteinander zu Peroxynitrit. Das Peroxynitrit wurde in einem eisge-
kiihlten Becherglas aufgefangen, in dem sich 25 ml 1,5 M Natronlauge befanden. In der Per-
oxynitritlosung noch vorhandenes Wasserstoffperoxid wurde durch Zugabe von Braunstein
(MnO,) entfernt. AnschlieBend wurde die Losung filtriert und in 1 ml-Portionen bei -80 °C
gelagert.

Die Konzentration an Peroxynitrit wurde photometrisch durch Absorption bei 302 nm (g =
1,67 M'em™) bestimmt und lag in der Regel bei etwa 50 mM. Verdiinnungen dieser Stamm-

16sung erfolgten in frisch préparierter 0,2 % KOH.

2.6.2 Wirkung von mit Peroxynitrit behandelten Polyphenolen auf Lipoxygenasen
Zu 4 ml 0,1 M Kaliumphosphatpuffer mit 0,1 mM DTPA und 0,2 mM Polyphenol wurde
unter permanenter Vortexbehandlung ein 40 pl Bolus von 50 mM Peroxynitrit
(Endkonzentration anfangs 500 uM) zugegeben.
Es wurden drei Kontrollen mitgefiihrt:
¢ Eine enthielt nur 2-Methoxyethanol und wurde nicht mit Peroxynitrit behandelt (En-
zymkontrolle).
¢ FEine enthielt unbehandeltes Polyphenol (,,Polyphenolkontrolle®).
¢ Eine enthielt kein 2-Methoxyethanol, wurde aber mit Peroxynitrit behandelt (Zerset-
zungskontrolle).
Das Vorgehen bei der Testung entsprach 2.2.3.1 mit der Modifikation, dass jeweils ein 380 ul
groBes Aliquot der 4 ml Reaktionsansitze als Messpuffer verwendet wurde und kein weiteres

2-Methoxyethanol bzw. Polyphenol zugegeben wurde.

2.7 Wirkung von Peroxynitrit auf die Aktivitit der Sojabohnen-Lipoxygenase bei

An- und Abwesenheit von Epicatechin
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Einem 100 pl Aliquot einer 240 nM Losung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (1:200 Ver-
diinnung des Priparates der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1) in 1 M Kaliumphoshatpuffer pH
7,4 mit 0,1 mM DTPA wurde unter permanenter Vortexbehandlung 10 pl Peroxynitrit variie-
render Konzentration hinzugegeben. In den Vehikelkontrollen wurden anstelle des Peroxyni-
trits 10 ul reine 0,2 % KOH zugegeben. In den Zersetzungskontrollen wurden zu 100 ul des
Kaliumphosphatpuffers 10 ul Peroxynitrit-Stammlosung gegeben, und nach zehnminiitigem
Stehenlassen wurden dann 0,5 pl des unverdiinnten Priparates der Sojabohnen-Lipoxygenase
L-1 hinzugegeben.

Jeweils 20 ul aus den Ansdtzen wurden zur oxygrafischen Messung zu 380 ul 0,1 M Kalium-
phosphatpuffer pH 7,4 mit 0,1 mM DTPA gegeben. Somit betrug die Endkonzentration der
Lipoxygenase in der Messkammer 6 nM. Abweichend von 2.2.2.2 wurde die Substratlosung
mit 0,1 M Boratpuffer pH 9 anstelle des 0,1 M Kaliumphosphatpuffers pH 7,4 hergestellt.

Zur Untersuchung der Wirkung von Epicatechin auf dieses System wurden einem 100 pl
Aliquot der Enzymlosung 2 ul Epicatechin variierender Konzentration (in den Kontrollen
stattdessen 2 ul 2-Methoxyethanol) zugegeben. Dann wurden diesem Gemisch unter
Vortexbehandlung 10 pl 1,68 mM Peroxynitrit (in den Kontrollen stattdessen 10 ul 0,2%ige
KOH) zugegeben. Damit war die Endkonzentration des Peroxynitrits anfangs mit 150 uM

fiinfhundertfach hoher als die Konzentration der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1.

2.8 LDL als Substrat der 15-Lipoxygenase-1

2.8.1 Isolation von LDL

LDL wurde nach Kleinveld et al. (1992) aus Cubitalvenenblut zweier ménnlicher, gesunder
Probanden im Alter von 21 bzw. 30 Jahren isoliert. Hierzu wurde durch Venenpunktion Blut
in ein Serumrohrchen abgenommen und 10 Minuten lang bei 5000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Danach wurde das Serum abpipettiert. Jeweils 0,9 ml des Serums wurden in ein
Reagenzglas gegeben und mit 1,87 ml ,,Heavy solution® (Losung mit 153 g NaCl/l, 354 g
KBr/l1 und 100 ug EDTA/1) gemischt. Die Reagenzgldser wurden mittels einer Spritze mit im
90° Winkel gebogener Nadel vorsichtig mit isotoner Kochsalzlosung bis zum Rand gefiihlt.
Dabei wurde aufgrund der geringeren mittleren Dichte der isotonen Kochsalzlosung im Ver-
gleich zur ,,Heavy solution ein Dichtesprung aufgebaut.

Die Reagenzglédser wurden bei 15 °C in der Ultrazentrifuge 130 Minuten lang mit 28000 Um-
drehungen pro Minute zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde nach 130 Minuten ohne Einsatz
der Zentrifugenbremse beendet. Danach wurde die oberste, triibe, aus Chylomikronen be-

stehende Schicht in den Reagenzgldsern mit einer Pasteur-Pipette abgesaugt. Die LDL-
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Fraktion, die sich in einer schmalen, orangefarbenen Schicht in der Mitte der Reagenzglaser
befand, wurde mit einer weiteren Pasteur-Pipette absaugt. Dann wurde sie in der Gelfiltra-
tionssiule ,,Sephadex G-25 der Firma Pharmacia Biotech zur Entfernung des Kaliumbromids
und des EDTA filtriert. Die Sdule war vor der Gelfiltration mit 20 ml PBS pH 7.4 konditio-
niert worden. Dann wurden auf sie 400 ul der LDL-Fraktion und 600 ul PBS aufgetragen.
Das LDL wurde dann mit weiteren 4,5 ml PBS eluiert. Von diesem Eluat wurden die ersten 2
ml verworfen und mit den zweiten 2,5 ml das entsalzte LDL erhalten.

Die Konzentration an LDL wurde mit dem Cholesterolbestimmungsset ,,Chol* der Firma Ro-
che indirekt iiber die Cholesterolkonzentration der Losung bestimmt. Dabei wurde ein Cho-
lesterolgehalt des LDL von durchschnittlich 31,6 % und eine Molmasse von 2,5 x 10° Da
zugrundegelegt (Angaben der Firma Roche im Beipackzettel des Cholesterolbestimmungsset

,Chol®).

2.8.2 Untersuchung des Einflusses von Polyphenolen auf die kupferionen- und
15-LOX-1-induzierte LDL-Oxidation

Die oxidative Modifikation von LDL, induziert durch zweiwertige Kupferionen oder die 15-
LOX-1, wurde bei 20 °C photometrisch durch Absorption bei 234 nm iiber einen Zeitraum
von bis zu 12 Stunden untersucht. Die Reaktionsansitze enthielten jeweils 0,1 uM LDL in
PBS sowie 2-Methoxyethanol bzw. Polyphenol variierender Konzentration. Die Reaktionen
wurden mit 1 uM 15-LOX-1 oder 10 uM Kupferchlorid gestartet. Es wurde die Vehikelkon-
trolle des 2-Methoxyethanols und ein Leerwert, ein Ansatz ohne Polyphenol und ohne zwei-
wertige Kupferionen bzw. 15-LOX-1, mitgefiihrt.

Zur Bestimmung der Dauer der lag-Phase der LDL-Oxidation wurde der Schnittpunkt der

Tangenten bei V.« mit der Abszisse herangezogen.

2.9 Angewendete statistische Verfahren

Die Errechnung deskriptiver statistischer Daten sowie die Durchfithrung statistischer Signifi-
kanztests erfolgte mit den Computerprogrammen ,,Sigma Plot 7.0%, ,,Excel 10.0“ oder
,,Graphpad Prism 4.0%.

Deskriptive statistische Daten wurden als Mittelwert £ Standardabweichung (SD) angegeben.
Gruppenmittelwerte wurden mit dem Student-t-Test fiir unverbundene Stichproben oder der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) auf signifikante Unterschiede gepriift. Dabei wurde
jeweils ein Signifikanzniveau a von 0,05 gefordert. Die Fragestellung war immer beidseitig.

Vor Durchfiihrung der Tests waren Normalverteilung sowie gleiche Varianz der zu verglei-
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chenden Stichproben mittels y*-Anpassungstest bzw. F-Test sichergestellt worden. Die Er-
gebnisse der Signifikanztests werden jeweils als Fehlerwahrscheinlickeit p angegeben.
Regressionskurven wurden mit Hilfe des Computerprogramms ,,Sigma Plot 7.0 der Firma
SPSS Inc. errechnet. Bei linearer Regression wurde immer der Pearsonsche Korrelationskoef-
fizient r sowie das Bestimmheitsmass R angegeben.

Dosis-Wirkungskurven wurden mit Hilfe von ,,Graphpad Prism 4.0 errechnet und bei Bedarf
auf signifikante Unterschiede in ihren ICsp-Werten mittels F-Test gepriift. Die ICsp-Werte

wurden nach Moglichkeit mit ihrem 95% -Konfidenzintervall angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 (-)-Epicatechin ist ein Inhibitor der 15-LOX-1

Der Einfluss von (-)-Epicatechin auf die 15-LOX-1 und die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1
bei physiologischem pH wurde untersucht. Als Substrat wurde dabei Kaliumlinoleat verwen-
det. Die Messungen erfolgten sowohl oxygrafisch als auch photometrisch und ergaben iiber-
einstimmende Ergebnisse. (-)-Epicatechin hemmte die 15-LOX-1 dosisabhingig mit einem
ICso von 59 uM (Abb. 3.1). An der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 hingegen war diese Ver-

bindung bis zu einer Endkonzentration von 1 mM ohne erkennbaren Einfluss auf die Enzym-

aktivitat.
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Abb. 3.1: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung der Flavan-3-ole (-)-Epicatechin (Dreiecke, gestrichelte

Linie), (-)-Epicatechingallat (Punkte, durchgezogene Linie) und Epigallocatechingallat (Quadrate,
gepunktete Linie) auf die Aktivitdt der 15-LOX-1.

3.2 Wirkung weiterer Flavanole auf Lipoxygenasen
Auch alle weiteren getesteten Flavanole hemmten dosisabhingig die 15-LOX-1 (Tab. 3.1).
Der Maximaleffekt entsprach dabei fast einer Totalhemmung. An der Sojabohnen-

Lipoxygenase L-1 waren die Flavanole bis auf Epigallocatechingallat wirkungslos. Allerdings
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war auch dieses mit einem ICsy von 1 mM nur schwach wirksam. Um einen moglichen Ein-
fluss des pH-Wertes auf die Lipoxygenasehemmung durch Flavonoide auszuschalten, wurde
das Sojabohnenenzym nicht — wie sonst hédufig iiblich — beim pH-Optimum von 9.0 sondern
wie die 15-LOX-1 bei pH 7.4 gemessen. Dadurch war weitgehende Vergleichbarkeit des
pflanzlichen Enzyms und der 15-LOX-1 gegeben.

Tab. 3.1: Wirkung der Flavanole auf die 15-LOX-1 und die Sojabohnen-Lipoxygenase

L-1 bei pH 7.4

ICs9 (uM)
Verbindung 15-LOX-1 Sojabonen-LOX L1
(-)-Epicatechin 59 (52-66) Inaktiv
(+)-Catechin 60%* nicht getestet
3¢-O-Methyl(-)-epicatechin 1000 Inaktiv
(-)-Epigallocatechin 100 Inaktiv
(-)-Epicatechingallat 4,7(3,6-5)9) nicht getestet
(-)-Epigallocatechingallat 3,7(2.4-5.6) 1000
Procyanidindekamer 0.8" stark wirksam

*Daten von R. Hansen (Davis, CA, USA)
*entsprechen 8 ueq/l

In Klammern jeweils die entsprechenden 95%-Konfidenzintervalle

Gallussdureester der Flavanole wie Epigallocatechingallat waren an der 15-LOX-1 um eine
GroBenordnung wirksamer als (-)-Epicatechin (p < 0,0001) (Abb. 3.1). Die Veresterung von
Flavanolen mit Gallussdure fiihrte somit zu einer deutlichen Wirkungsverstarkung. Auffillig
war die vergleichsweise schwache inhibitorische Wirkung des Epigallocatechins. Diese konn-
te mit einer erhohten Tendenz der Substanz zur Autoxidation in Verbindung stehen. Dafiir
spricht die Beobachtung, dass im Gegensatz zu den anderen Flavonoiden bereits vor Reak-

tionsstart mit Substrat ein Sauerstoffverbrauch auftrat.
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Mit 3°-Methyl-(—-)-epicatechin wurde ein Lebermetabolit des (-)-Epicatechins getestet. Dieser
war mit einem ICso von 1 mM an der 15-LOX-1 deutlich schwicher wirksam als (-)-

Epicatechin selbst.

3.3 Hemmung der Lipoxygenasen durch Procyanidin-Oligomere

Als néchstes wurde die Wirkung von Procyanidinfraktionen des Kakaos auf Lipoxygenasen
untersucht. Die Procyanidine hemmten sowohl die 15-LOX-1, als auch die Sojabohnen-
Lipoxygenase L-1. Die Stirke der Hemmung variierte sowohl im Vergleich zwischen den
einzelnen Procyanidinfraktionen untereinander, als auch im Hinblick auf die verschiedenen

Lipoxygenasen (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Modifiziert nach Schewe et al. (2001). Hemmung der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-
Lipoxygenase L-1 durch einzelne Procyanidinfraktionen. Die Fraktionen wurden aus Samen des Ka-
kaobaumes ,, Theobroma cacao“ isoliert. Sie wurden in 2-Methoxyethanol geldst. Die Losungen hatten
eine Konzentration von 2,9 mg/ml (entspricht 10 mM (-)-Epicatechin). Aus diesen Losungen wurden 4
ul zu 400 ul Mefpuffer (siehe Kapitel 2) gegeben. In der Messkammer befanden sich somit 100 ueq
Procyanidinfraktion/l. Die Aktivitit der Lipoxygenasen wurde nach Zugabe von Kaliumlinoleat
oxygrafisch gemessen. Die Aktivitit der Kontrolle der 15-LOX-1 betrug 0,12 nkat, die der Sojabohnen-
Lipoxygenase L-1 0,15 nkat. Die Sdulen reprisentieren Mittelwerte der Restaktivitiit der Lipoxygenase
aus 4-6 Messungen mit Standardabweichung. Die grauen Sdulen zeigen Ergebnisse an der 15-LOX-1,
die schwarzen Sdulen die an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1.
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Die inhibitorische Wirkung auf die 15-LOX-1 nahm vom Monomer bis zur Tetramer-
Fraktion, bei der ein Minimum erreicht wurde, stetig ab und nahm dann bis zur Dekamer-

Fraktion wieder kontinuierlich zu.
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Abb. 3.3: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung der Tetramer-Fraktion der Procyanidine (Punkte,
gestrichelte Linie) und der Dekamer-Fraktion der Procyanidine (Dreiecke, durchgezogene Linie) auf
die Aktivitit der 15-LOX-1. Der ICsy der Dekamer-Fraktion betrug 8 ueq/l, der ICsy der Tetramer-
Fraktion etwa 100 ueq/l (p < 0,0001).

An der Sojabohnen-Lipoxygenase hingegen trat erst ab der Tetramer-Fraktion eine deutliche
Hemmung auf, die kontinuierlich bis zur Dekamer-Fraktion zunahm. Dabei ergab sich be-
merkenswerterweise zwischen dem Ausmal} der Hemmung und dem Logarithmus der Oligo-
mergrof3e eine fast lineare Beziehung (Abb. 3.4). Somit waren die langkettigen Oligomere fiir
beide 15-Lipoxygenasen die wirksamsten Hemmstoffe. Eine positive Korrelation zwischen
der OligomergroBe der Procyanidine und ihrer biologischen Aktivitdt wurde auch fiir die anti-
oxidative Kapazitit von Procyanidinen, ihrer Hemmung der 2,2°-Azobis-2.4-
dimethylvaleronitril-induzierten Liposomen-Oxidation, ihrer Fihigkeit zur Erniedrigung des
Membranpotenzials und der Blockierung des Zugangs von ROS zu Zellmembranen durch

Procyanidine nachgewiesen (Verstraeten et al., 2003).
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Abb. 3.4: Halblogarithmische Darstellung der Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch 100
ueq/l Procyanidinfraktion. Die Beziehung zwischen dem dekadischen Logarithmus der Anzahl der Epica-
techinuntereinheiten und der Restaktivitit in % war zwischen der Trimer- und der Dekamer-Fraktion
linear.

Pycnogenol, ein procyanidinreicher Extrakt aus der Rinde des Baumes Pinus maritima,
hemmte sowohl die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1, als auch die 15-LOX-1 dosisabhiingig in
vergleichbarem Ausmal} (p > 0,05) (Abb. 3.5). Hierbei war die inhibitorische Wirkung auf die
15-LOX-1 bezogen auf das Gewicht vergleichbar mit der des (-)-Epicatechins und der der
Procyanidin-Fraktionen mittlerer Grofe. Sie war um eine Grolenordnung schwicher als die
der Dekamer-Fraktion aus dem Samen des Kakaobaums.

An der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 war der ICso bei pH 7,4 mit 10 pg/ml niedriger als der
von Moini et al. (2000) angegebene ICsy von 40 pg/ml bei pH 9. Ursache fiir diese Diskre-
panz konnten unterschiedliche Ladungen der Procyanidine bei den beiden pH-Werten sein.
Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die Testung der Flavonoide bei unphysiologischem pH nur

begrenzt Informationen zur Aktivitdt der Verbindungen in vivo liefern kann.
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Abb. 3.5: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Pycnogenol auf die Aktivitat der 15-LOX-1
(Dreiecke, durchgezogene Linie) und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (Punkte, gestrichelte Linie).

3.4 Wirkung von Procyanidinen auf die 12-Lipoxygenase der Thrombozyten

(-)-Epicatechin und die Dekamer-Fraktion der Procyanidine wurden auch an rekombinanter
12-Lipoxygenase aus Thrombozyten des Menschen getestet. Dabei wurde das Enzym durch
(-)-Epicatechin mit einem ICsyp von 15 uM gehemmt. 10 uM Dekamer verursachte eine Hem-
mung von 54 %. Ein Mol Dekamer besteht aus zehn Untereinheiten Epicatechin. Unter Be-
riicksichtigung dessen war Epicatechin an der 12-LOX wirksamer als die Dekamer-Fraktion.
Dies ist ein Unterschied zum Ergebnis an der 15-LOX-1, an der die Dekamer-Fraktion der

Procyanidine deutlich wirksamer war als (-)-Epicatechin.
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Abb. 3.6: Wirkung von (-)-Epicatechin (EC) und Procyanidin-
Dekamer auf rekombinante 12-LOX aus Thrombozyten des
Menschen. Die Reaktionen wurden oxygrafisch aufgezeichnet.

Substrat dabei war Kaliumarachidonat. Die Werte an den Kurven
geben die Restaktivitdt in % wieder.

3.5 Wirkungen des Flavonols Quercetin auf die Reaktionskinetik der
Lipoxygenasen

Die Menge an Quercetin und verwandten Flavonolen im Kakao betrédgt nur ein Zehntel derer

der Flavan-3-ole (Schewe et al., 2002). Jedoch hemmte Quercetin die Sojabohnen-

Lipoxygenase L-1 mit einem ICsy von 4,1 uM und die 15-LOX-1 mit einem ICsy von 3,8 uM

sehr viel stirker als (-)-Epicatechin (p < 0,0001), sodass es trotz seiner geringen Menge we-

sentlich fiir die pharmakologischen Wirkungen des Kakaos sein konnte.

Quercetin modifizierte den zeitlichen Verlauf der Reaktion beider Enzyme in mehrfacher

Weise (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Aktivitit der 15-LOX-1 ohne (Kurve A) und mit 10 uM Quercetin (Kurve B) nach zweiminiitiger
Vorinkubation. Die Aktivitit wurde photometrisch bei 234 nm iiber die Entstehung konjugierter Diene mit

240 uM Kaliumlinoleat als Substrat bei 20°C ermittelt.

Kurve A zeigt den typischen sigmoiden zeitlichen Verlauf einer Lipoxygenasereaktion (Lud-
wig et al. 1987). Dieser ldsst sich in drei Abschnitte gliedern:
1. Einer kurzen lag-Phase, die auf die notwendige Aktivierung des Enzyms durch Oxida-
tion seines zweiwertigen zu dreiwertigem Eisen zuriickzufiihren ist.
2. Einer linearen Phase, in der die Reaktion ihre maximale Geschwindigkeit (Vax) er-
reicht.
3. Einer Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Selbstinaktivierung des En-
Zyms.
Dieser typische sigmoide Reaktionsverlauf wurde wie in Kurve B gezeigt durch 10 uM Quer-
cetin in folgenden drei Elementen modifziert:

1. Einer Verldngerung der lag-Phase
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2. Einer Verringerung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit (im weiteren Text als
»Soforthemmung® bezeichnet)

3. Eine verstirkte zeitabhédngige Enzyminaktivierung
Die Verstiarkung der Enzyminaktivierung konnte entweder auf einer Steigerung der dem En-
zym innewohnenden Selbstinaktivierung beruhen, oder es handelt sich um eine davon unab-
hingige, flavonoid-vermittelte Form der Inaktivierung. Fiir die letzte Moglichkeit spricht,
dass die zeitabhingige Inaktivierung in Gegenwart von Quercetin auch bei der Sojabohnen-
Lipoxygenase zu beobachten war, die unter den angewendeten Reaktionsbedingungen keine

nennenswerte Selbstinaktivierung in Abwesenheit von Quercetin zeigte (Abb. 3.8).

50



210 —

205 —

200 7

Linolsaure

o
h
]

180

2 nmal
AQ,

4

o

h
]

Sauerstoffkonzentration (i

_L

)

&
]

178

YWehikel oo

100 p guercetin sSSSSXRs-

170 o

1 1 1 >
0 1 2 3
Zeit (min)

Abb. 3.8: Wirkung von 100 uM Quercetin auf die Aktivitit der Sojabohnen-
Lipoxygenase L-1. Die Aktivitdt der Lipoxygenase wurde oxygrafisch gemessen. Die
gestreiften Pfeile zeigen die Zugabe der jeweils nebenstehenden Substanz in die
oxygrafische Messkammer mittels eines Teflon-Schlauches an. (A) zeigt die Kon-
trolle, (B) den Reaktionsverlauf bei Anwesenheit von 100 uM Quercetin.

Die zeitabhéngige Inaktivierung der Sojabohnen-LOX fand nur bei gleichzeitiger Anwesen-
heit von Quercetin, Linoleat und Sauerstoff statt. Bei Inkubation der Lipoxygenasen mit
Quercetin ohne Substrat wurde sie nicht beobachtet (Abb. 3.9). Daher konnte dieser Effekt
auf einer kombinierten Wirkung von Quercetin und Intermediaten des katalytischen Zyklus

auf das aktive Zentrum des Enzyms beruhen.
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Abbildung 3.9: Die 15-LOX-1 wurde 1,5 min lang ohne (A) und mit 10 uM Quercetin (B)
in der oxygrafischen Messkammer vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Kaliumlinoleat gestartet (siehe gestrichelte Pfeile). Kurve C zeigt einen Reaktionsansatz
mit 10 uM Quercetin, bei dem die Vorinkubationszeit um 10 Minuten verldngert wurde
(der Schreiber zwischenzeitlich fiir 10 Minuten abgestellt wurde). Der Verlauf der Kur-
ven B und C ist identisch. Die Vorinkubationszeit der 15-LOX-1 mit Quercetin hatte da-
her keinen Einfluss auf die Hemmung.

Der Effekt hitte auch auf eine Bildung von Wasserstoffperoxid oder/und Superoxid bei An-
wesenheit von Quercetin zuriickzufiihren sein konnen. Daher wurden zum photometrischen
Ansatz der 15-LOX-1 Katalase (8,3 pkat/mL) und Superoxid-Dismutase (100 U/ml) zusam-
men mit 10 uM Quercetin gegeben. Dies hatte keinen Effekt auf die Hemmung der 15-LOX-
1. Somit wurde eine Vermittlung der Hemmung durch Superoxid oder Wasserstoffperoxid
weitestgehend ausgeschlossen.

Die Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin war sowohl nach einer zweiminiitigen, als
auch nach einer zehnminiitigen Inkubationszeit hinsichtlich ihres Verlaufs und ihrer Stéirke
identisch. Die Dauer der Inkubationszeit hat somit keinen Einfluss auf die Hemmung. Die

Interaktionen zwischen Quercetin und 15-LOX-1, die zur sofortigen Hemmung des Enzyms
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fiilhren, miissen daher bereits nach zwei Minuten abgeschlossen sein; sie treten vermutlich
augenblicklich ein (Abb. 3.9).

Mithilfe von Lineweaver-Burk-Plots wurde der Hemmtyp des Quercetins an der 15-LOX-1
und der Sojabohnenlipoxygenase L-1 untersucht. Walther ef al. (1999) hatten anhand von
Lineweaver-Burk-Plots gezeigt, dass Ebselen, der bislang wirksamste bekannte 15-LOX-1-
Hemmer, bei Vorinkubation mit dem Substrat die 15-LOX-1 kompetitiv hemmt, wohingegen
diese Verbindung bei Vorinkubation mit dem Enzym ohne Substrat dieses irreversibel, nicht-
kompetitiv hemmt. Die Autoren deuteten diese Befunde wie folgt: Bei der nicht-kompetitiven
Hemmung bindet Ebselen kovalent an Thiolgruppen des inaktiven Enzyms und verdndert die
Ligandensphire seiner Eisenkomponente. Bei der kompetitiven Hemmung konkurriert Ebse-
len mit Linolsdure um das aktive Zentrum des aktiven Enzyms. Demnach sind diese alternati-
ven Hemmmechanismen auf die Anderung der Oxidationsstufe des Enzymeisens von der
zweiwertigen zur dreiwertigen Form zuriickzufiihren. Dadurch scheint die Ligandensphire
des Enzymeisens ihre Bindungsfihigkeit gegeniiber Ebselen zu verlieren. Ausgehend von den
Untersuchungen von Walther et al. (1999) sollte gepriift werden, ob bei der Wechselwirkung
von Quercetin mit der Lipoxygenase dhnliche Verhiltnisse wie beim Ebselen vorliegen.

Die Versuche zum Hemmmechanismus des Quercetins wurden in bei 20 °C luftiquilibriertem
Puffer durchgefiihrt. Dies garantierte einen Sauerstoffiiberschuss gegeniiber der Linolsdure
(siehe Kapitel 2). Dadurch wurde die bimolekulare Dioxygenasereaktion zu einer Reaktion
pseudoerster Ordnung, wodurch die Anwendung der auf der Michaelis-Menten-Gleichung

beruhenden Auftragungen gerechtfertigt erschien.

Tab. 3.2: K,-und V.«-Werte der Kinetik der 15-LOX-1 bei Reaktionsstart

durch Zugabe von Enzym.

ANSATZ Ky (uM) Vmax (E/MIN)
Kontrolle 16,3 0,61
10 uM Quercetin 51,1 0,71

Bei Enzymstart ging die Hemmung der 15-LOX-1 durch 10 uM Quercetin mit einer deutlichen Erhthung
des K,-Wertes einher, wihrend sich V., nur geringfiigig verdnderte (Tab. 3.2). Die Hemmung der 15-
LOX-1 bei Enzymstart entsprach daher eher dem kompetitiven Typ. Ab einer Linolsdurekonzentration von
etwa 50 uM war die Hemmung stérker als es nach der Michaelis-Menten-Kinetik zu erwarten gewesen
wire (Abb. 3.10). Dies konnte auf eine Verstiarkung der Substrathemmung durch Quercetin zuriickzufiihren

sein.
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Abb. 3.10: Lineweaver-Burk-Plot der Aktivitit der 15-LOX-1 mit und ohne 10 uM Quercetin. Die Reaktionen wurden

durch Zugabe von Enzym gestartet und photometrisch aufgezeichnet. Die Dreiecke zeigen die Aktivitit der Kontrolle.
Die Quadrate zeigen Werte der Kontrolle, die fiir die Berechnung der Regressionsgeraden nicht beriicksichtigt wurden,
da bei diesen Konzentrationen Substrathemmung bemerkbar war. Die Punkte zeigen die Aktivitit der 15-LOX-1 bei
Anwesenheit von 10 uM Quercetin. Die Rauten zeigen Werte bei Anwesenheit von 10 uM Quercetin, die aufgrund
deutlicher Substrathemmung bei Berechnung der Regressionsgeraden unberiicksichtigt blieben. Es zeigen sich die
Charakteristika einer kompetitiven Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin sowie eine Verstirkung der
Substrathemmung der 15-LOX-1 bei Linolsdurekonzentrationen ab 50 uM.

Bei Start der Reaktion mit Linoleat waren die Plots fiir die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 und die 15-
LOX-1 mit Ausnahme der Kontrolle fiir die 15-LOX-1 irregulér. Die Irregularitiit zeigte sich im Linewea-
ver-Burk-Plot darin, dass die Geraden die Abszisse im positiven Bereich schnitten (Abb. 3.11 und Abb.

3.12).
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Abb. 3.11: Lineweaver-Burk-Plot der Aktivitit der 15-LOX-1 bei Reaktionsstart durch Zugabe
von Linolsdure. Die Dreiecke zeigen die Aktivitit der Kontrolle, die Punkte die Aktivitit bei
Anwesenheit von 10 uM Quercetin. Bei Anwesenheit von 10 uM Quercetin schneidet die Gerade
die Abszisse im positiven Bereich. Damit ist der Lineweaver-Burk-Plot irreguldr.
Die Hemmung der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch Quercetin bei
Linolsdurestart konnte daher keinem der bekannten Hemmtypen zugeordnet werden. Fiir die-
se Irregularitit konnte es mehrere Griinde geben, wie beispielsweise die Zunahme der Hem-
mung beider Enzyme durch Quercetin mit fortschreitender Reaktionszeit, die zuvor tatsdch-
lich gezeigt wurde.
Bei den Versuchen mit der Sojabohnen-LOX enthielt die Linolsdurelosung 0,1 % Cholat, da
die bei oxygraphischen Untersuchungen verwendete cholatfreie Substratlosung fiir photome-
trische Messungen nicht stabil genug war (Auftreten von Triibungen). Dies konnte an der So-
jabohnen-LOX eine weitere Ursache der Irregularitiat gewesen sein, da Cholat die Sojaboh-
nen-LOX hemmt. An der 15-LOX-1 konnte ein weiterer Grund die paradoxe Abnahme der

Hemmung bei fallender Substratkonzentration gewesen sein (Tab. 3.4).
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Tab. 3.3: K- und V,,«-Werte der Kinetiken der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-
Lipoxygenase L-1 mit und ohne 10 puM Quercetin bei Linolsiure- oder Enzymstart er-

mittelt mittels Lineweaver-Burk-Plots.

ANSATZ Kwm (uM) Vmax (E/MIN)
| Kontrolle -36,5 -0,12
10 uM Quercetin -34.4 -0,03
11 Kontrolle 6.8 0,31
10 uM Quercetin 21,2 -0,26
I Kontrolle 16,3" 0,61
10 uM Quercetin 51,1 0,71

I, Sojabohnenlipoxygenase L-1 bei Linolsdurestart; 1I, 15-LOX-1 bei Linolsdurestart; I, 15-LOX-1

bei Enzymstart. "Ludwig et al. (1987) gaben den K,-Wert der 15-LOX-1 mit Linoleat als Substrat mit
(8,8 £0,2) uM an.

Tab. 3.4: Abhingigkeit der Quercetinhemmung der 15-LOX-1 von der

Substratkonzentration.

Quercetin Linolsidure (uM) Aktivitit (ukat) 2 Restaktivitiit (%)
(M)
0 13.4+04" 0.127 £0.010 100
10 11.7+04" 0.119£0.014 93.7+11.0
100 144+08" 0.021 £ 0.002 164+14
0 139 0.229 +0.033 100
10 139 0.092 + 0.007 402129
100 139 0.027 £ 0.001 11.6 £ 0.5

"verfiigbare Konzentration enzymatisch durch die Menge der gebildeten konjugierten Diene bei Reak-
tionsende abgeschditzt mit der Angabe &34 ,m = 25,000 M~ P xcem™:? geschdtzt aus dem Progresskur-
venverlauf nach Uberwindung der lag-Phase. Arithmetischer Mittelwert + SD nach drei Messungen.

Die Mittelwerte unterschieden sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse signifikant mit einer Fehler-

wahrscheinlichkeit p < 0,01.

Trotz dieser Irregularititen kann an beiden Enzymen ein kompetitiver Hemmtyp fiir Quercetin
weitgehend ausgeschlossen werden. Denn die beiden Geraden der Aktivitit der Sojabohnenli-
poxygenase schnitten im Lineweaver-Burk-Plot die Abszisse zwar an der gleichen Stelle hat-

ten aber unterschiedliche Steigungen, und an der 15-LOX-1 nahm die Hemmung durch Quer-
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cetin mit fallender Linolsdurekonzentration ab, wihrend sie bei einem kompetitiven Hemm-

typ der sofort-einsetzenden Hemmung durch Quercetin hitte zunehmen miissen.
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Abb. 3.12: Lineweaver-Burk-Plot der Aktivitit der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 bei Reaktions-
start durch Zugabe von Linolsdure. Die Dreiecke zeigen die Aktivitdit der Sojabohne-Lipoxygenase
in der Kontrolle, die Kreise die Aktivitdt bei Anwesenheit von 10 uM Quercetin. Beide Geraden
schneiden die Abszisse an derselben Stelle. Dies schliefst einen kompetitiven Hemmtyp der Sofort-
hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch Quercetin aus.

Dieses paradoxe Verhalten der Hemmung durch Quercetin bei fallender Linolsdurekonzentra-
tion konnte die Erklarung fiir die tendenzielle Erniedrigung des scheinbaren K;,-Wertes bei
Anwesenheit von Quercetin sein. So konnte es sich beispielsweise um einen kooperativen
Effekt handeln, bei dem Linoleat bei hohen Konzentrationen durch Bindung auBerhalb des
aktiven Zentrums zu einer Konformationsinderung des Enzyms fiihrt. Dadurch koénnte sich
der Affinitit des Quercetins zum aktiven Zentrum erhohen.

Hohe Linolsidurekonzentrationen konnten auch die Hemmung durch Verbesserung der Los-
lichkeit des Quercetins im System verstdarken. Auch die Veridnderung des Linolsdure/Cholat-
Verhiltnisses bei Variation der Linolsdaurekonzentration konnte iiber die Beeinflussung der

Mizellenbildung Ursache der stirkeren Hemmung bei hoherer Linolsdurekonzentration sein.
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Die paradoxe Zunahme der Hemmung mit steigender Linolsdurekonzentration kann nicht
durch das gleichzeitig steigende Angebot an HpODE verursacht worden sein, denn die Hem-
mung durch Quercetin war unabhingig davon, ob das Enzym mit ihm vorinkubiert oder es
erst wihrend der Lipoxygenasereaktion zugegeben worden war. Lipoxygenasen synthetisieren
HpODE. Wiirde Quercetin HpODE zur Hemmung benétigten, hitte die Hemmung bei Zuga-
be in den Lauf starker sein miissen. Dies war jedoch nicht der Fall.

Die Charakteristika der Hemmung durch Quercetin bei Linolsdure- und Enzymstart zeigen
gewisse Ahnlichkeiten, aber auch Unterschiede zur Hemmung der 15-LOX-1 durch Ebselen
(Walther et al., 1999): Sowohl Quercetin als auch Ebselen hemmten bei Enzymstart die 15-
LOX-1 kompetitiv. Bei Linolsdurestart hemmte Ebselen die 15-LOX-1 nicht-kompetitiv. Fiir
die Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin bei Linolsédurestart konnte der kompetitive Typ
zumindest ausgeschlossen werden. Der Hemmtyp hier ist wahrscheinlich nicht-kompetitiver
Natur. Ein Unterschied zwischen der Hemmung der 15-LOX-1 durch Ebselen und der durch
Quercetin bei Linolsdurestart war, dass Ebselen das Enzym bereits vor der Linolsdurezugabe
inaktivierte, wihrend Quercetin erst nach Zugabe der Linolsdure eine Inaktivierung des En-
zyms bewirkte. Dies weist darauf hin, dass im Hemmmechanismus des Quercetins im Gegen-

satz zu dem des Ebselens die Linolsdure als aerobes Substrat eine Voraussetzung sein muss.

3.6 Modulation der Lipoxygenasen-Hemmung durch GPx

Fiir die Aktivierung der Lipoxygenase sind niedrige Konzentrationen an Hydroperoxiden no-
tig. Die Konzentration der Hydroperoxide wird in der Zelle unter anderem durch Glutathion-
Peroxidasen reguliert. Diese konnen den Hydroperoxidtonus und damit die
Lipoxygenaseaktivitit in biologischen Systemen senken (Weitzel et al., 1993; Schewe, 2002).
Daher wurde der Einfluss von Glutathion (GSH) und GSH plus Glutathionperoxidase (GPx-1)
auf die Aktivitdt der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 sowie ihrer Hemmung
durch NDGA, Epicatechin, der Tetramer-Fraktion der Procyanidine und Quercetin untersucht.
Die Aktivitit beider Enzyme wurde durch den Zusatz von GPx zum System dosisabhiingig bis
zur Vollstindigkeit gehemmt. Dabei erwies sich die 15-LOX-1 als deutlich empfindlicher
gegeniiber der Wirkung der GPx als die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1.

Bei diesen Versuchen wurde die Reaktion entweder mit Linolsdure gestartet, oder mit
Lipoxygenase und dann die Linolsidure entsprechend mit der GPx vorinkubiert. Der ICsy fiir
die Hemmung Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch GPx sank bei Vorinkubation mit Linol-
saure von 0,46 nkat auf 0,23 nkat (Abb. 3.13). Dieser verhiltnismaBig geringfiigige Effekt
konnte auf die vorherige Reduktion der durch Autoxidation entstandenen

Hydroperoxyfettsduren in der Linoleatlosung zuriickzufiihren sein.
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Abb. 3.13: Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch GPx verschiedener Aktivitit bei
Reaktionsstart mit Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (Punkte) und Linolsdure (Dreiecke). Bei Enzymstart
betrug der Korrelationskoeffizient r 0,988 und das Bestimmtheitsmaf3 R 0,975. Bei Linolsdurestart

betrug der Korrelationskoeffizient r 0,963 und das Bestimmtheitsmaf; R 0,927.

Die Hemmung der Lipoxygenase iiber GPx-Kontrolle des Hydroperoxidtonus wurde
durch Zugabe von 10 uM Quercetin aufgehoben (Tab. 3.6). Eine direkte Hemmung der

GPx durch Quercetins als Erkldarung dieses Phdnomens konnte jedoch ausschlossen wer-

den (Tab. 3.5).

Tab. 3.5: Wirkung von Quercetin auf die Aktivitit der GPx

Quercetinkonzentration (uM)

GPx-Aktivitat (pkat/L)

0
5
10
33
100

0,435
0,554
0,549
0,435
0,565

Die Aktivitdtsbestimmung der GPx erfolgte photometrisch wie in

Kapitel 2 beschrieben. Korrelationskoeffizient r 0,769, Bestimmt-

heitsmaf; R 0,592.

Die Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L1 durch Quercetin blieb sowohl bei alleiniger
Zugabe von GSH, als auch im GSH-GPx-System unbeeinflusst. Dagegen wurde die Hem-
mung der 15-LOX-1 durch Quercetin bei Anwesenheit von GSH fast vollstindig aufgehoben
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(Tab. 3.6). Dies konnte als Hinweis auf die Beteiligung oxidativer Prozesse oder intermedii-

rer Oxidationsprodukte an der Hemmung der 15-LOX-1 gewertet werden.

Tab. 3.6: Wirkung von Glutathion (GSH) und der Glutathionperoxidase (GPx-1) auf
die 15-LOX-1-Aktivitit und ihrer Hemmung durch Quercetin

15-Lipoxygenase-1 Sojabohnen-Lipoxygenase L-1
GSH GPx-1"' | Quercetin Aktivitit Restakti- Aktivitit Restaktivitit (%)
(1 mM) (10 uM) (ukat) vitiit (%) (ukat)
- - - 0.213 £ 0.008 0.321 £0.006
+ - - 0.155 £0.005 0.306 £ 0.006
+ + - 0.094 + 0.006 0.168 £ 0.006
- - + 0.119+0.010 56 0.144+0.010 45
+ - + 0.144 + 0.006 93 0.125 £ 0.007 41
+ + + 0.140 £ 0.007 149 0.075 £ 0.008 45

10.425 pkat/L im Falle der 15-LOX-1, 5.67 ukat/L im Falle der Sojabohnen-Lipoxygenase; Diese
Konzentrationen wurden so gewdhlt, dass in etwa 50 % der Aktivitit ohne GPx-1 und GSH erreicht
wurde. Die Mittelwerte + SD wurden aus mindestens drei Einzelwerten errechnet. Sie unterscheiden

sich signifikant (p < 0,01).

Der ICsp des NDGA an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 betrug im GPx-/GSH-System
0,125 uM. Damit war er deutlich niedriger als der ICsy von 3 uM ohne GPx-/GSH-
Anwesenbheit.

Die Ergebnisse im GPx-/GSH-System weisen darauthin, dass Quercetin und NDGA die Soja-
bohnen-Lipoxygenase L-1 iiber unterschiedliche Mechanismen hemmen, obwohl beide Sub-

stanzen iiber Catecholgruppierungen verfiigen.
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3.7 Wirkung von Polyphenolen auf Lipoxygenasen nach Komplexierung
mit Fe**

Lipoxygenasen verfiigen in ihrem aktiven Zentrum iiber komplexiertes Eisen (Brash, 1999).
Dieses ist fiir ihren katalytischen Zyklus essenziell und stellt somit einen potenziellen phar-
makologischen Angriffspunkt fiir eisenkomplexierende Verbindungen dar. Ein derartiger
Hemmmechanismus wurde bereits fiir 4-Nitrocatechol und NDGA an der Sojabohnen-
Lipoxygenase L1 aufgezeigt (Spaapen et al., 1980). Die beiden Verbindungen verloren jedoch
ihre inhibitorische Wirkung bei Komplexierung ihrer Catecholgruppierungen mit dquimolaren
Mengen dreiwertiger Eisenionen. Auch fiir Quercetin ist eine Komplexbildung mit Eisenio-
nen bekannt (Morel er al., 1997; Moridani et al., 2003). Daher wurde die Wirksamkeit des
Quercetins nach Komplexierung mit Fe®* untersucht. Dabei wurde weder an der 15-LOX-1,
noch an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 eine Verringerung der Hemmung, stattdessen so-
gar eine Verstarkung derselben beobachtet (Tab. 3.7 und 3.8). Deshalb scheinen Flavonoide
iiber einen anderen Mechanismus als 4-Nitrocatechol und NDGA zu wirken, obwohl ihre

wirksamsten Vertreter ebenfalls iiber Catecholgruppierungen verfiigen.

Tab. 3.7: Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin und

4-Nitrocatechol vor und nach Komplexierung mit Fe**

Ansatz Aktivitat (ukat) | Restaktivitit (%)
Kontrolle 0,162 + 0,006 100
10 uM Fe'™* 0,077 + 0,008 47,4
30 uM Fe’* 0,071 + 0,002 43,9
10 uM Quercetin 0,103 + 0,005 63,6
10 uM Quercetin + 30 uM Fe’* 0,008 + 0,001 10,9
10 uM 4-Nitrocatechol 0,006 = 0,000 3,5
10 uM 4-Nitrocatechol + 10 uM Fe* 0,020 = 0,001 26,3

Versuche wie in Kapitel 2.5 beschrieben durchgefiihrt. Alle Mittelwerte *
SD errechneten sich aus mindestens drei Einzelwerten und unterschieden

sich signifikant (p < 0,01).

Die Wirkungsverstiarkung des Quercetins durch Eisenkomplexierung konnte mit einer Poly-
merisation desselben, gestartet durch eine eisenkatalysierte Autoxidation, erkléart werden. Eine
Wirkungsverstirkung einiger Polyphenole durch oxidative Polymerisation gegeniiber
Lipoxygenasen wurde bereits beschrieben (Schewe ef al., 1991) und konnte auch die stirkere

Wirksamkeit der hoheren Procyanidin-Oligomer-Fraktionen erkléren.
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Tab. 3.8: Wirkung von Fe** auf die Hemmung der Sojabohnenlipoxygenase L-1

durch 4-Nitrocatechol und Quercetin

Experi- Probe Aktivitit
ment
pkat Restaktivitat (%)

1 Ohne Zusatz 0,232 £ 0,013

100 uM Fe’* 0,178 £ 0,014

100 uM 4-Nitrocatechol 0,035 + 0,004 15,1

100 uM 4-Nitrocatechol + 100 uM Fe** 0,125 + 0,003 70,3
11 Ohne Zusatz 0,108 = 0,008

30 uM Fe** 0,144 £ 0,011

10 uM Quercetin 0,046 + 0,001 42,4

10 uM Quercetin + 30 uM Fe** 0,039 £ 0,010 27,3

Versuche wie in Kapitel 2.5 beschrieben durchgefiihrt. Alle Mittelwerte + SD errechneten sich aus
mindestens drei Einzelwerten. Die Mittelwerte + SD in I und Il unterschieden sich jeweils signifikant
(p < 0,01).

Die Aktivitit der 15-LOX-1 wurde bereits durch Fe’* allein gehemmt. Diese Hemmung war
ab 10 M unabhiingig von der Konzentration des Fe’* und betrug ca. 50 %. Erklirung hierfiir
konnte eine Komplexierung des Fe** durch das 10* M DTPA im Messmedium sein. Durch
die Zugabe dquimolarer Mengen an Fe’* konnte das DTPA durch die Komplexierung seine
Fihigkeit zur Maskierung von Spuren von Ubergangsmetall (Cu, Mn unter anderem) verloren
haben. Diese Spuren von Ubergangsmetallen konnten bei Vorhandensein von Luftsauerstoff
zur Inaktivierung der hochverdiinnten Enzymlosung gefiihrt haben.

In Versuchen zur Komplexierung von (-)-Epicatechin und Procyanidinen mit Fe’* blieb selbst
bei zehnfachem Uberschuss die Hemmung der Lipoxygenasen durch diese Substanzen unbe-

einflusst.
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3.8 Struktur-Wirkungsbeziehung der Flavonoide

Zur Ermittlung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden iiber zwanzig ausgewihlte

Flavonoide auf ihre Wirksamkeit gegeniiber der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 und der 15-

LOX-1 getestet. Die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 erwies sich dabei als generell unempfind-

licher gegeniiber Flavonoiden als die 15-LOX-1. Bei ihr ergaben sich hohere ICsp-Werte, und

einige Flavonoide waren sogar vollig wirkungslos. An der 15-LOX-1 hingegen waren alle

Flavonoide wirksam (Tab. 3.9a und b).

Substituenten

Besonderheiten

Flavonoid |, | o | o« | - [ o [ 3| 2 | 5 | Anzanl | cate | 23-
der chol C=C
OH-
Grup-
pen
Flavon H H H H H H H H 0 - +
Chrysin H OH H OH H H H H 2 - +
Apigenin H OH H OH H H OH H 3 - +
Daidzein R H H OH H H OH H 2 - +
Genistein R OH H OH H H OH H 3 - +
Baicalein H OH OH OH H H H H 3 + +
Luteolin H OH H OH H OH OH H 4 + +
Fisetin OH H H OH H OH OH H 4 + +
Quercetin OH OH H OH H OH OH H 5 + +
Myricetin OH | OH H OH H OH | OH OH 6 + +
Morin OH OH H OH OH H OH H 5 - +
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Kaempherol OH | OH H OH H H OH H 4 - +
Galangin OH | OH H OH H H H H 3 - +
Rutin ORu | OH H OH H | OH | OH H 5 + +
Taxifolin OH | OH H OH H | OH | OH H 5 + -
Naringenin H OH H OH H H OH H 3 - -
Hesperetin H OH H OH H OH | OCHjs H 3 - -
Epicatechin** | -OH | OH H OH H | OH | OH H 5 + —
R, Aryl-Gruppe (B) in 3-Position (Isoflavon); Ru, Rutinose; ** CH, —Gruppe in 4-Position (Flavanol)
15-LOX-1 Sojabohnen-Lipoxygenase L-1
Substanz ICso (MM) 95%- ICso (MM) 95%-Konfidenzintervall
Konfidenzintervall

Flavon 230 153 — 345 700 -

Chrysin 1000 - > 1000 -

Apigenin 355 213 -590 500 -

Daidzein 464 363 — 594 430 -

Genistein 11,2 356-35 1000 -

Baicalein 1,6 09-28 35 30 — 41

Luteolin 0,5 02-1,3 2,1 1,0-4,5

Fisetin 1,9 0,9-3.9 1,9 0,8-4,5

Quercetin 3,8 2,9-5,0 4,1 2,5-6,8

Myricetin 14 8,1-24 50 42 - 58

Morin 5,3 40-7,0 15 11-20

Kaempherol 18 8,9 -36 29 22 -39

Galangin 40 29 -55 200 -

Rutin 1000 - Unwirksam -

Taxifolin 24 13-44 1000 -

Naringenin 242 167 — 350 Unwirksam -

Hesperetin 114 44 — 294 Unwirksam -

Epicatechin 59 52 - 67 Unwirksam -

Tabelle 3.9a und b: Struktur der Flavonoide und ihre ICsy-Werte an der Sojabohnen-Lipoxygenase
L-1 und der 15-LOX-1. Die Werte stammen aus Dosis-Wirkungskurven, die durch ,,Graphpad Prism
4.0“ errechnet wurden.

Die an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 wirkungslosen Flavonoide hatten alle keine 2,3-
Doppelbindung. Es handelte sich somit um Flavanone oder Flavanole. Mit

Epigallocatechingallat und Taxifolin und ihrem ICsy von 1000 uM waren lediglich zwei Ver-
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bindungen ohne 2,3-Doppelbindung an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 zumindest
schwach wirksam. Dies deutet auf eine wesentlich gro3ere Bedeutung der 2,3-Doppelbindung
fiir die Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 als fiir die Hemmung der 15-LOX-1.
Nichtsdestotrotz verstérkte eine 2,3-Doppelbindung auch die Hemmung der 15-LOX-1 deut-
lich. So war beispielsweise der ICsy des Taxifolins an der 15-LOX-1 etwa sechsmal hoher als
der des Quercetins (p < 0,05). Der einzige strukturelle Unterschied zwischen den beiden
Flavonoiden ist das Vorhandensein der 2,3-Doppelbindung im Quercetin. Das Fehlen der 2,3-
Doppelbindung diirfte daher auch die wesentliche Ursache fiir die im allgemeinen deutlich
geringere Wirksamkeit von Flavanonen (Naringenin, Hesperetin), Flavanolen (Epicatechin)
und 2,3-Dihydroflavonolen (Taxifolin) im Vergleich zu Flavonolen (Fisetin, Quercetin, Mo-

rin, Kaempherol, Myricetin) und Flavonen (Luteolin, Baicalein) sein.

100

Restaktivitat (%)
3 o

[\
(&)

0 — S S
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Flavanon (uM)

ADbb. 3.15: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung der Flavanone Naringenin (Punkte, durch-
gezogene Linie) und Hesperetin (Dreiecke, gestrichelte Linie) auf die Aktivitdt der 15-
LOX-1.
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Abb. 3.16: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Taxifolin auf die Aktivitdit der
15-LOX-1.

Flavonoide mit 2,3-Doppelbindung haben ein vollkommen durchkonjugiertes System aus
allen drei Ringen des Molekiils. Dieses System miisste durch seine Mesomeriefihigkeit einen
stabilisierenden Effekt auf Radikale haben, die bei der Hemmung der Lipoxygenasen inter-
medidr entstehen konnten. Des Weiteren erhilt das Molekiil durch die 2,3-Doppelbindung
sterisch eine weitgehend planare Anordnung. Dies konnte eine Interkalation mit aromatischen
oder heteroaromatischen Aminoséureresten im aktiven Zentrum des Enzyms erleichtern.

Die hohere Wirksamkeit des Taxifolins im Vergleich zum Epicatechin (p < 0,0001) deutet auf
einen Beitrag der 4-Ketogruppe zur Verstirkung der Hemmung hin. IThr Vorhandensein ver-
starkte die Hemmung jedoch nur um den Faktor 2. Die zusitzliche 2,3-Doppelbindung des
Quercetins im Vergleich zum Taxifolin fiihrte jedoch zu einer Wirkungsverstirkung um den
Faktor 6, sodass die 2,3-Doppelbindung das wichtigere Strukturelement fiir die Lipoxygena-
sehemmung zu sein scheint.

Sowohl die 15-LOX-1, als auch die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 wurden durch unsubstitu-
iertes Flavon gehemmt. Daher sind Hydroxylgruppen keine Voraussetzung fiir ihre Hem-
mung. Allerdings konnte die Wirksamkeit durch Hydroxylgruppen in bestimmten Positionen

am A-Ring oder B-Ring sowohl erhoht, als auch abgeschwicht werden. So war beispielsweise
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Baicalein mit seiner Pyrogallolgruppierung am A-Ring stirker wirksam als Flavon (p <
0,0001), wohingegen Chrysin mit seinen zwei meta-stindigen Hydroxylgruppen am A-Ring
schwicher wirksam war. Zur Verstirkung der Lipoxygenasenhemmung durch Hydroxylgrup-
pen am A-Ring miissen diese daher scheinbar zueinander ortho-sténdig sein.

Die Hemmung konnte auch durch Hydroxylgruppen am B-Ring verstirkt werden. So waren
beispielsweise bereits Kaempherol und Apigenin mit jeweils einer einzelnen Hydroxylgruppe
am B-Ring stdrker wirksam als Galangin (p < 0,05) bzw. Chrysin, den vergleichbaren Flavo-
noiden mit unsubstituiertem B-Ring. Die Hemmung war allerdings noch stirker, wenn zwei
Hydroxylgruppen am B-Ring vorhanden waren, wie im Morin mit zwei meta-stindigen Hy-
droxylgruppen oder im Quercetin mit zwei ortho-stindigen Hydroxylgruppen. Beide Substan-
zen waren wirksamer als Kaempherol (p < 0,001 bzw. p < 0,0001). Dabei war der ICsy des
Quercetins etwas niedriger als der des Morins (3,8 uM vs. 5,3 uM). Jedoch konnte fiir diesen
Unterschied keine Signifikanz nachgewiesen werden (p > 0,05), sodass sich in bezug auf die
Flavonole nicht entscheiden ldsst, ob Verbindungen mit Catecholstruktur am B-Ring wirksa-
mer sind als solche mit Resorcinstruktur.

Durch eine Pyrogallolstruktur im B-Ring wurde die Hemmung wiederum abgeschwicht.
Daher war Myricetin schwiécher wirksam als Quercetin (p < 0,05). Grund hierfiir konnten die
zunehmenden prooxidativen Eigenschaften des Flavonoids durch die Pyrogallolstruktur im B-
Ring sein (Rice-Evans et al., 1996). Diese konnten beispielsweise zu einer raschen Autoxida-

tion des Myricetins oder einer beschleunigten Aktivierung der Lipoxygenasen gefiihrt haben.
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Abb. 3.17: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Baicalein (Dreiecke, durchgezogene Linie)

und Flavon (Punkte, gestrichelte Linie) auf die Aktivitdit der 15-LOX-1.

Das Flavon Luteolin und das Flavonol Quercetin unterscheiden sich strukturell nur durch die
Hydroxylgruppe in Cs-Position. Luteolin ist signifikant wirksamer als Quercetin (p < 0,0001).
Folglich scheint die Hydroxylgruppe in Cs-Position die Hemmung zu behindern. Das Fehlen
der Hydroxylgruppe in Cs-Position geht mit einem Torsionswinkel von 16° zwischen dem B-
Ring und dem AC-Ringsystem einher (van Acker et al., 1997). Daher hat Luteolin im Gegen-
satz zum fast vollig planaren Quercetin eine leicht vertwistete rdumliche Struktur, die ge-
meinsam mit der Catecholgruppe des B-Ringes Grund fiir die hohe Wirksamkeit des Luteo-
lins sein konnte. Der Unterschied in der rdumlichen Struktur zwischen Quercetin und Luteolin
konnte auch Ursache des unterschiedlichen Verlaufs der Dosis-Wirkungskurven beider Sub-
stanzen sein, der auf unterschiedliche Wirkungsmechanismen hindeuten konnte.

Allerdings deutet die hohere Wirksamkeit von Galangin im Vergleich zum Chrysin darauf
hin, dass die Hydroxylgruppe in Cs-Position bei Fehlen einer Catecholgruppierung im A- oder
B-Ring doch verstirkend wirkt. Insgesamt bedeutet dies, dass die Grundstruktur der Flavone
die optimale Struktur zur Hemmung der 15-LOX-1 ist, sofern dieses iiber eine Cate-

cholgruppierung verfiigt wie etwa im Luteolin oder Baicalein. Falls das Flavonoid hingegen
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iber keine Catecholgruppierung verfiigt, so scheint die Grundstruktur der Flavonole giinstiger

fiir die 15-LOX-1-Hemmung zu sein.
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Abb. 3.18: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Luteolin auf die Aktivitit der 15-LOX-1

(Dreiecke, durchgezogene Linie) und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (Punkte, gestrichelte
Linie).
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Abb. 3.19: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Quercetin auf die Aktivitdit der 15-LOX-1
(Dreiecke, durchgezogene Linie) und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1.

Die 15-LOX-1 und die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 wurden auch durch die Isoflavone Ge-
nistein und Daidzein dosisabhingig gehemmt. Hierbei war die Hemmung der 15-LOX-1
durch Genistein stirker als durch Daidzein (p < 0,05) oder durch das analoge Flavon Apige-
nin (p < 0,001). Genistein wird héufig als selektiver Proteintyrosinkinasehemmer (Akiyama et
al., 1987) bei Untersuchungen zur Signaltransduktion in Zellen verwendet. Die Hemmung der
15-LOX-1 und der Sojabohnen Lipoxygenase L-1 durch Genistein widerlegt jedoch die bisher

angenommene hohe Selektivitit des Genisteins bei der Hemmung von Proteintyrosinkinasen.

70



100

[ ]
~ N

—~ 751 .
S
) N R
o AW
2 50 - \
k™ N\
Z N
‘=

25 |

0 DY R

0,1 1 10 100 1000

Isoflavon (uM)

Abb. 3.20: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung der Isoflavone Genistein (Dreiecke,

gestrichelte Linie) und Daidzein (Punkte, durchgezogene Linie) auf die 15-LOX-1-Aktivitdit.

Die Wirksamkeit der Flavonoide an den Lipoxygenasen zeigte keine signifikante Korrelation
mit der globalen Anzahl ihrer Hydroxylgruppen (p >0,05). Dies erklédrt sich mit der gréeren
Bedeutung den Positionen der Hydroxylgruppen an den drei Ringen sowie zueinander (sieche
oben).

Die Stirke der 15-LOX-1-Hemmung durch die einzelnen Flavonoide zeigte nur schwache
Korrelationen zur Stirke der Radikalfingereigenschaften der entsprechenden Flavonoide. So
betrug der Pearson-Korrelationskoeffizient r fiir die Beziehung zwischen dem ICsy des
Flavonoids zur 15-LOX-1-Hemmung und den Radikalfdngereigenschaft gemessen im ,,Trolox
equivalent antioxidant capacity-assay“ (TEAC-Assay) (Rice-Evans et al., 1996) lediglich 0,54
und gemessen am ICsy zur Hemmung der doxorubicin-induzierten enzymatischen NADPH-
abhédngigen Lipidoxidation (Heijnen et al., 2002) nur 0,65. Zwischen 15-LOX-1-Hemmung
und Hemmung der nicht-enzymatischen Lipidoxidation (Heijnen et al., 2002) fand sich keine
signifikante Korrelation. Zwischen der Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 und den
Radikalfdngereigenschaften der Flavonoide ergab sich iiberhaupt keine Korrelation. Die

Hemmung der Lipoxygenasen durch Flavonoide scheint somit primér von direkten Interaktio-
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nen zwischen Flavonoiden und Lipoxygenasen herzuriihren und nicht von sekundirer, durch

die Radikalfingereingeschaften der Flavonoide vermittelter Natur zu sein.

3.9 Hemmung der 15-LLOX-1 und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch
weitere Subklassen der Polyphenole

Die Hemmaktivitdt der Polyphenole gegeniiber Lipoxygenasen beschrénkte sich nicht auf die

Untergruppe der Flavonoide und ist nicht an deren Cs-Cs-Co-Grundgeriist gebunden. So

hemmten auch Polyphenole anderer Strukturen dosisabhingig die 15-LOX-1 und die Soja-
bohnen-Lipoxygenase L-1 (Tab. 3.10).
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Abb. 3.21: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Resveratrol auf die Aktivitit der 15-
LOX-1 (durchgezogene Linie) und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (gestrichelte Linie).
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Abb. 3.22: Wirkung von Esculetin auf die Aktivitit der 15-LOX-1 (durchgezogene
Linie) und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 (gestrichelte Linie).

Tab. 3.10: ICs)-Werte der Hemmung der 15-LLOX-1 und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1

durch Polyphenole
SUBSTANZ SUBSTANZKLASSE | ICsy (uM) AN 15-LOX-1 | ICso (uM) AN SOJABOHNEN-
LOX
NDGA Lignane 0,5 3
Esculetin Cumarine 5,1 79
Resveratrol Stilbene 41 853
Kaffeesadure Phenolcarbonséduren 431 inaktiv
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3.10 Wirkungsverinderungen der Polyphenole nach Behandlung mit Peroxynitrit

3.10.1 Wirkung der Zersetzungsprodukte des Peroxynitrit auf Lipoxygenasen

Die Zersetzungsprodukte des Peroxynitrits hatten keinen Einfluss auf die Aktivitidt der Soja-
bohnen-Lipoxygenase L-1. Die 15-LOX-1 wurde jedoch durch die Zersetzungsprodukte des
Peroxynitrits kurzzeitig leicht gechemmt. Dieser Effekt war jedoch ca. 10 Minuten nach Zuga-
be von Peroxynitrit nicht mehr zu beobachten und beeinflusste daher die Versuche nicht we-

sentlich.

3.10.2 Wirkung von Zimtsiurederivaten auf 15-LOX-1 vor und nach Reaktion mit
Peroxynitrit

Zimtsdurederivate zeigten nur eine schwache, dosisabhingige Hemmung der 15-LOX-1 (Tab.

3.11), obwohl sie ein lipophiles Grundgeriist in Form einer Phenylgruppe mit Alkenylrest und

zum Teil auch eine Catecholgruppierung haben. Der Grund fiir die schwache Hemmwirkung

konnte in der polaren Carboxylgruppe zu suchen sein. Sie konnte die Wechselwirkung mit

dem lipophilen aktiven Zentrum des Enzyms behindern.

Tab. 3.11: 1Csp-Werte (uM) der Zimtsidurederivate an der 15-LOX-1 vor und nach

Peroxynitrit-Reaktion

Verbindung vor PN-Reaktion nach PN-Reaktion
Kaffeesdure 1000 78
Dihydrokaffeesiure > 1000 110
Chlorogensiure 100 20
Ferularsiure >1000* 80

*bei 1 mM durchschnittliche Restaktivitdt 91,3 %

Nach Reaktion mit Peroxynitrit, bei der die zunédchst farblosen Ansitze einen gelbbraunen
Farbton annahmen, war die inhibitorische Wirkung der Zimtsdurederivate gegeniiber der 15-
LOX-1 erheblich verstédrkt (Tab. 3.11). Die Wirkungsverstirkung war bei der Kaffeesdure mit

einem Faktor von 128 am deutlichsten ausgeprigt.
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Abb. 3.23: Dosis-Wirkungskurve der Wirkung von Kaffeesdure (Punkte, durchgezogene Linie) und ihres
Oxidationsproduktes (Dreiecke, gestrichelte Linie) auf die Aktivitit der 15-LOX-1. Die 1Csp-Werte (1000 uM
bzw. 7,8 uM) unterschieden sich signifikant (p < 0,001).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit fritheren Ergebnissen von C. Schewe et al. (1991).
Diese Autoren testeten Zimtsdurederivate sowie Handelspriparate ihrer polymeren Oxida-
tionsprodukte unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen (oxygrafisch bei 20 °C in 0,1 M
Phosphatpuffer mit 100 nM reinem Enzym und Kaliumlinoleat als Substrat) ebenfalls an der
15-LOX-1. Dabei erwiesen sich die meisten Polymere als wirksamer als ihre monomeren
Ausgangssubstanzen. Der Unterschied in der Wirkung von Monomer und Polymer war bei
der Kaffeesdure mit einem Faktor von 200 am stirksten ausgeprégt. Ihr Polymer hatte mit 5
pg/ml den niedrigsten ICs aller getesteten Zimtsdurederivate.

Die damals verwendeten Polymere der Firma SERVA waren durch Perjodat-Oxidation herge-
stellt worden. Uber die Struktur dieser oxidativen Polymere waren keine Informationen ver-
fiigbar.

Die Wirkungsverstirkung der Zimtsdurederivate nach Reaktion mit Peroxynitrit konnte somit
ebenfalls auf eine oxidative Polymerisierung zuriickzufiihren sein. Damit wéren auch Paralle-

len zwischen der Wirkung der Zimtsdurederivate und der Wirkung der Procyanidine auf Lip-
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oxygenasen erkennbar. Wie zuvor beschrieben, war die Hemmung der 15-LOX-1 durch Pro-

cyanidin-Oligomere stirker als durch das entsprechende Monomer.

3.10.3 Wirkung von Epicatechin auf Lipoxygenasen nach Reaktion mit Peroxynitrit

Der Reaktionsansatz mit Epicatechin zeigte bei der ersten Bolusgabe von Peroxynitrit eine
Farbverianderung von farblos zu schwach gelbbraunlich. Bei Zugabe eines zweiten Bolus Per-
oxynitrits intensivierte sich die gelbbraune Farbe der Losung, und bei Zugabe eines dritten
Bolus zeigte die Losung eine intensiv orangebraune Farbe.

An der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 war Epicatechin auch nach Behandlung mit Peroxyni-
trit unwirksam. An der 15-LOX-1 war die Hemmung durch (-)-Epicatechin nach Behandlung
mit Peroxynitrit schwicher. Der ICsy betrug nur noch etwa 100 uM. Diese Abschwichung der
Hemmung konnte auf der Entstehung eines Stoffgemisches beruhen. Dieses Stoffgemisch
wurde durch Ausschiitteln mit Diethylether in hydrophile und hydrophobe Bestandteile aufge-
trennt. AnschlieBend wurde durch Verblasen des Diethylethers mit elementarem Stickstoff,
die in der hydrophoben Phase enthaltenen Bestandteile bis zur Trockensubstanz eingegrenzt.
Die Trockensubstanz wurde dann in 36 pl 2-Methoxyethanol wieder aufgelost und 4 pul davon
im Standardassay getestet.

Die Aktivitdt der wissrigen Phase wurde getestet, indem 400 ul von ihr zum oxygrafischen
Assay gegeben wurden. Das gelbbraune, wihrend der Reaktion mit Peroxynitrit entstandene
Pigment fand sich gemeinsam mit dem Hauptteil der Hemmaktivitét in der wissrigen Phase
wieder. In einer Konzentration von 100 pM hemmte es die 15-LOX-1 bis zu einer Restaktivi-
tiat von durchschnittlich 21,5 %. Ein Teil der Hemmaktivitdt war allerdings in der hydropho-
ben Phase zu finden. Bei einer Konzentration von 100 uM wurde die 15-LOX-1 bis zu einer
durchschnittlichen Restaktivitit von 50 % gehemmt. Diese Verteilung der Hemmaktivitit
zwischen wissriger und hydrophober Phase konnte Hinweis auf die Entstehung einer Carb-
oxylgruppe im Epicatechinmolekiil bei Reaktion mit Peroxynitrit sein. Bei pH 7,4 ldge das
Reaktionsprodukt dann wahrscheinlich in dissoziierter Form vor und damit hauptsichlich in
der hydrophilen Phase.

Das Reaktionsgemisch wurde mit Hilfe von Dr. P. Schroder durch HPLC aufgetrennt. Weite-
re Forschung zur Identifizierung und strukturellen Aufkldarung des Inhibitors muss noch erfol-
gen.

Im Gegensatz zum Epicatechin war im GPx/GSH-kontrollierten System das Reaktionsprodukt
des (-)-Epicatechins etwa dreifach stirker wirksam als unter den vorausgegangenen Bedin-
gungen. Dieses Verhalten spricht dafiir, dass die LOX-hemmende Verbindung im Reaktions-

ansatz mit Peroxynitrit nicht mit der Muttersubstanz (-)-Epicatechin identisch ist. Stattdessen
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scheint ein neuer Lipoxygenasehemmer entstanden zu sein, dessen Lipoxygenasehemmung
entweder aufgrund seines Hemmmechanismus, oder einer chemischen Umwandlung in einen
weiteren, potenteren Lipoxygenasehemmer bei Anwesenheit von GPx verstidrkt wird. Bei Tes-
tung der Octamer-Fraktion der Procyanidine und ihres Reaktionsproduktes mit Peroxynitrti in
diesem System ergaben sich qualitativ die gleichen Ergebnisse. Die Ergebnisse mit den
Flavan-3-olen stehen somit im Einklang mit den Befunden der entsprechenden Experimente
mit Zimtsdurederivaten. Auch dort gab es Hinweise auf die Entstehung neuer

Lipoxygenaseinhibitoren bei Reaktion mit Peroxynitrit.

3.11 Wirkung von Peroxynitrit auf die Aktivitit der Sojabohnen-Lipoxygenase
L-1 und Einfluss von (-)-Epicatechin hierauf
Die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 wurde bei Zugabe eines Peroxynitrit-Bolus durch Oxida-
tion inaktiviert. Allerdings war die Lipoxygenase relativ unempfindlich, sodass eine fiinfzig-
prozentige Inaktivierung erst bei einem fiinfhundertfachen Uberschuss an Peroxynitrit erzielt
wurde.
Die zweite Wirkung des Peroxynitrits auf die Lipoxygenase bestand in einer Nitrierung von
Tyrosylresten des Enzyms. Dies wurde mit Hilfe von Dr. P. Schroder durch
Nitrotyrosylantikdrper im Dotblot nachgewiesen (Abb. 3.24).
(-)-Epicatechin schiitzte kaum vor Inaktivierung des Enzyms durch Oxidation. Allerdings
konnte die Nitrierung der Tyrosylreste des Enzyms effektiv unterbunden werden, sodass bei
Epicatechinkonzentrationen iiber 10 uM keine Nitrierung der Tyrosylreste mehr stattfand
(Schroder et al., 2001).
Zur Quantifizierung der protektiven Wirkungen des Epicatechins wurde der Quotient der Epi-
catechinkonzentration am EDsy und der verwendeten Peroxynitritkonzentration benutzt.
Dieser Quotient hatte fiir den Schutz vor Nitrierung von Tyrosylresten der Lipoxygenase
durch (-)-Epicatechin einen Wert von 0,02 und fiir die Inaktivierung des Enzyms durch Oxi-
dation einen Wert von iiber 21. Bei Einzelbetrachtung des Schutzes vor Oxidation und Nitrie-
rung wird deutlich, dass Epicatechin effektiv Nitrierungen verhindert, jedoch gegen Oxidatio-
nen nur wenig schiitzt (Schroder et al., 2001). Der Schutz vor Nitrierung von Zellproteinen
konnte auch Grundlage der zytoprotektiven Wirkungen von (-)-Epicatechin gegeniiber Per-
oxynitrit sein (Schroder et al., 2003).
Diese Resultate stehen im Einklang mit entsprechenden Befunden bei Versuchen mit
Glyceralaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Auch hier zeigte (-)-Epicatechin eine
analoge Selektivitit seiner protektiven Wirkung (Schroder et al., 2001). Des Weiteren hem-

men Polyphenole verschiedener Subklassen ebenso im LDL die Nitrierung von Tyrosylresten
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durch Peroxynitrit stiarker als die Oxidation von Aminosdureresten des LDL (Ferroni et al.,

2004).
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Abb. 3.24: Nach Schroder et al, 2001. Schutzeffekt variierender
Epicatechinkonzentrationen auf die Inaktivierung der Sojabohnen-Lipoxygenase
L-1 (A, ausgefiillte Kreise) und der Nitrierung ihrer Tyrosylreste (A, leere
Quadrate; B). 240 nM Lipoxygenase wurden mit einem 150 uM Peroxynitritbolus
behandelt. In den Ansdtzen war Epicatechin variierender Konzentration
anwesend. Die Lipoxygenasenaktivitit und die Nitrierung des Enzyms wurden
oxygrafisch (A), durch Anfertigung von Dotblots und durch densitometrsiche
Analyse ermittelt (A, B). Die gezeigten Daten entsprechen Mittelwerten aus 3-5
Einzelmessungen + SD (A) oder 5 unabhdngigen Experimenten (B). ,,d.c.” steht
fiir die Zersetzungskontrolle des Peroxynitrits.
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3.12 Wirkung von Flavonolen auf die LDL-Oxidation

Eine mogliche Beteiligung von Lipoxygenasen an der Atherogenese sowie die Moglichkeiten
ihrer Unterdriickung sind derzeit Gegenstand kontroverser Diskussionen. Da Silva et al. zeig-
ten in vitro eine starke Hemmung der 15-LOX-1-induzierten LDL-Oxidation durch Quercetin
und seiner Glykoside sowie durch (-)-Epicatechin in Konzentrationen von weniger als 1 uM
(da Silva et al., 1998; da Silva et al., 2000). Des Weiteren beobachteten Mazur et al. (1999)
eine Verldngerung der lag-Phase der Cu**-induzierten LDL-Oxidation durch procyani-
dinreiche Extrakte aus Traubensamen und aus Pinus maritimus. Diese fiihrten sie auf die Ra-
dikalfangereigenschaften dieser Verbindungen zuriick. Daher wurden die Wirkungen von
Epicatechin und seinem Dimer sowie seinem Nonamer auf die Cu®*- und die 15-LOX-1-
induzierte LDL-Oxidation untersucht.

Bei der Cu**-induzierten LDL-Oxidation kam es in den Kontrollen nach einer neunzigminiiti-
gen lag-Phase zur Bildung konjugierter Diene (Abb. 3.25). Die Flavonole bewirkten in sub-
mikromolarer Konzentration (0,33 uM) eine Verldngerung der lag-Phase. Diese Verldngerung
entsprach beim Nonamer dem 1,5-fachem und beim Epicatechin und seinem Dimer dem 1,75-
fachem der Kontrolle. Ursache der Verlidngerung diirften die Radikalfdngereigenschaften der
Flavanole sein. An der sigmoidalen Form der Kurve sowie der Hohe des
Absorptionmaximums mit 0,8 dnderte sich nichts. Somit lieBen sich die Ergebnisse Mazurs et
al. (1999), die diese mit einem procyanidinreichen Extrakt gemacht hatten, mit einzeln iso-
lierten Flavanolen bestitigen.

Im Gegensatz zur Cu®*-katalysierten LDL-Oxidation zeigte die 15-LOX-1-katalysierte Reak-
tion einen fast linearen zeitlichen Verlauf ohne lag-Phase. Wihrend der lag-Phase der Cu®*-
induzierten LDL-Oxidation werden wahrscheinlich Antioxidantien im LDL wie beispielswei-
se Tocopherol oxidiert. Erst wenn diese oxidiert worden sind, werden auch Polyenfettsdu-
rereste des LDL oxidiert. Die 15-LOX-1 hingegen beginnt sofort mit der Oxidation von Pol-
yenfettsdureresten des LDL, ohne vorher die Antioxidanzien im LDL zu oxidieren (Lass et

al., 1996).
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Abb. 3.25 : Kupferionen-induzierte Oxidation von LDL bei 20 °C. Die Reaktion wurde durch
photometrische Messung der Absorption bei 234 nm iiber acht Stunden verfolgt. Nach einer
lag-Phase kam es zu einem Anstieg der Absorption bei 234 nm durch Cu**-induzierte Oxida-
tion mehrfachungesdttigter Fettsdurereste. Bei Anwesenheit von Flavonoiden in
submikromolaren Konzentrationen zeigte sich eine Verlingerung der lag-Phase.
I uM (-)-Epicatechin und 1 pM Dimer hemmten nicht die 15-LOX-1-induzierten LDL-
Oxidation. Diese Beobachtung steht im Einklang mit dem ICsp-Wert von 59 uM fiir Epicate-
chin an der 15-LOX-1 mit Linolsdure als Substrat (Tab. 3.1). Epicatechin und vor allem sein
Dimer schienen sogar stimulierende Wirkungen auf die 15-LOX-1 auszuiiben. Bei ihrer An-
wesenheit war die Bildung konjugierter Diene wihrend der ersten 150 Minuten hoher als in
den Kontrollen (Abb. 3.26). 0,33 uM Nonamer hingegen hemmte die LDL-Oxidation. Dieses
Verhalten steht im Einklang mit dem ICsy von 0,8 uM der Dekamer-Fraktion an der 15-LOX-

I mit Linolsédure als Substrat (Tab. 3.1).
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Abb. 3.26: 15-LOX-1-induzierte Oxidation von LDL bei 20 °C. Die Reaktion wurde iiber
sechs Stunden durch photometrische Messung der Absorption bei 234 nm verfolgt. Durch
Oxidation mehrfachungesdittigter Fettsdurereste kam es zum Anstieg der Absorption bei 234
nm. Der Anstieg der Absorption erfolgte ohne vorhergegangene lag-Phase.

Insgesamt konnten die Ergebnisse da Silvas nicht bestitigt werden. Dieser hatte mit 1 uM
Epicatechin eine Hemmung der 15-LOX-1-induzierten LDL-Oxidation von iiber 80 % er-
reicht. Ursache diese Diskrepanz konnte die Verwendung eines 15-LOX-1-Priparates mit
hohem Héidmoproteinanteil durch da Silva sein. Himoproteine wie Himoglobin verfiigen iiber
eine Quasi-Lipoxygenaseaktivitit sowie Pseudoperoxidaseaktivititen. Diese werden auch
durch Lipoxygenasehemmer mit Radikalfingereigenschaften wie Propylgallat oder Salicyl-
hydroxamséure stirker gehemmt als die Aktivitidt der Lipoxygenasen selbst (Kiihn et al.,
1981). Die verringerte Rate der LDL-Oxidation bei da Silva konnte daher zwar zum Teil auf
einer direkten Inhibition der 15-LOX-1 beruhen, aber auch auf einer Inhibition hdmoprotein-
vermittelter katalytischer Aktivitéten.

Unterschiedliche Literaturangaben beziiglich einer moglichen Tocopherolabhédngigkeit der
LDL-Oxidation durch die 15-LOX-1 beruhen wahrscheinlich ebenfalls auf der unterschiedli-
chen Verwendung hochreiner 15-LOX-1-Priparate und hidmoproteinhaltiger 15-LOX-1-
Préparate (Upston et al., 1996; Upston et al., 1997; Belkner et al., 1998).
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4. Diskussion

4.1 Direkte Inhibition von Lipoxygenasen durch Flavonoide

Flavonoide sind universelle Inhibitoren von Lipoxygenasen des Sidugetierorganismus. So ver-
ursachen sie bei physiologischem pH-Wert eine direkte Hemmung der 15-LOX-1, der 12-
LOX und der 5-LOX (Schewe et al., 2001 und 2002; Sadik et al., 2003). Bereits seit langem
ist die Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 bei pH 9 durch Flavonoide bekannt (Ro-
bak et al., 1988). Diese Hemmung findet sich zwar auch bei physiologischem pH, allerdings
ist die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 deutlich unempfindlicher gegeniiber Flavonoiden als
die Lipoxygenasen des Sdugetierorganismus (Sadik et al., 2003), sodass an ihr im Gegensatz
zu den Siaugetier-Lipoxygenasen nicht alle Flavonoide wirksam sind und die ICsp-Werte in
der Regel hoher sind. Die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 ist daher nur begrenzt als Modell fiir
die inhibitorische Wirkung der Flavonoide auf Lipoxygenasen des Sdugetierorganismus ge-
eignet. Grund hierfiir konnte die geringe Homologie der Primérstrukturen zwischen pflanzli-
chen Lipoxygenasen und Lipoxygenasen des Sdugetierorganismus sein. So entsprechen sich
beispielsweise die Primérstrukturen der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 und der 15-LOX-1 nur

zu etwa 25 % (Brash, 1999).

Besonders deutlich zeigte sich die unterschiedliche Empfindlichkeit der S&dugetier-
Lipoxygenasen und der pflanzlichen Lipoxygenasen gegeniiber Polyphenolen bei den Flava-
nolen. Hier waren die monomeren Formen der Flavanole an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-

1 meist vollig wirkungslos, wihrend sie die Sdugetier-Lipoxygenasen hemmten.

Sowohl das Sojabohnen-Enzym als auch die Sdugetier-Lipoxygenasen wurden durch die oli-
gomeren Flavanole, die Procyanidine, gehemmt. Diese zeigten deutliche Unterschiede in ihrer
Wirkungsstirke auf die einzelnen Lipoxygenasen. So waren sie an der 15-LOX-1 wirksamer
als das Monomer, wohingegen sie an der 5-LOX schwiicher wirksam waren als das Monomer
(Schewe et al., 2002). Die hoheren Procyanidine zeigen daher anscheinend eine gewisse Se-

lektivitdt gegeniiber verschiedenen Lipoxygenasen des Sdugerorganismus.

Obwohl an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 einige Verbindungen im Gegensatz zur 15-
LOX-1 unwirksam waren und sich bei anderen Verbindungen iiberwiegend hohere ICs-
Werte ergaben, waren die Beziehungen zwischen der Struktur des Flavonoids und der Sofort-
hemmung der Lipoxygenase fiir das pflanzliche Enzym und die 15-LOX-1 aus Kaninchen-
Retikulozyten sehr dhnlich. Eine Ausnahme bildete allerdings Baicalein. Dieses war an der
Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 vergleichsweise schwach wirksam. Baicalein hat als einziges
getestetes Flavonoid eine Catecholgruppe am A-Ring. Alle anderen getesteten Flavonoide mit

Catecholgruppe hatten diese immer am B-Ring. Dieser Unterschied konnte somit Ursache der
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vergleichsweise schwachen Wirksamkeit des Baicaleins an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1

sein.

Insgesamt sind aber somit die strukturellen Voraussetzungen der Flavonoide fiir die
Soforthemmung an beiden Enzyme anscheinend weitgehend gleich. Diese sind im nachfol-

genden Schema zusammengefasst:

Strukturelle Voraussetzungen der Flavonoide fiir die
Lipoxygenasehemmung

Abb. 4.1: Strukturvoraussetzung der Flavonoide zur Soforthemmung der 15-LOX-1 und der
Sojabohnen-Lipoxygenase L-1. Die mit den gestrichelten Kdstchen gekennzeichneten Grup-
pierungen begiinstigen die Lipoxygenasehemmung. Es sind dies die 2,3-Doppelbindung im
C-Ring sowie die Catecholgruppierung am B-Ring. Dagegen ist die OH-Gruppe am C-3 eher

storend.

Die geforderten Strukturvoraussetzungen sind am besten im Luteolin realisiert. In Uberein-
stimmung hiermit war Luteolin der stirkste getestete Lipoxygenase-Hemmer unter den Fla-
vonoiden. In der Literatur wird Luteolin als potentes Antiphlogistikum beschrieben. Es habe
unter den Flavonoiden die optimale Struktur, um durch mehrere Mechanismen antiphlogis-
tisch zu wirken (Ueda et al., 2004). So hemmt es beispielsweise in vivo die Produktion von
TNF-a (Ueda et al., 2004) sowie die Entwicklung von Ohrddemen induziert durch 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-acetat (Ueda et al., 2004), Arachidonsdure oder Oxazolon (Ueda et
al., 2002).
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Trotz der groBen Ahnlichkeit in den Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir die Soforthemmung
der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 deutet der unterschiedliche Einfluss
von GSH auf die Hemmung der beiden Enzyme durch Quercetin auf Unterschiede im Mecha-
nismus der Hemmung der beiden Enzyme hin. So konnten sich die Mechanismen der zeitab-
hingigen Inaktivierung der 15-LOX-1 durch Quercetin und der zeitabhingigen Inaktivierung
der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 durch Quercetin unterscheiden. Die Strukturvoraussetzun-
gen der Polyphenole fiir die zeitabhingige Inaktivierung der Lipoxygenasen wurden im Rah-
men dieser Arbeit nicht untersucht. Daher kdnnten sie sich von den Strukturvoraussetzungen

der Polyphenole zur Soforthemmung der Lipoxygenasen unterscheiden.

4.2 Zum Mechanismus der Hemmung von Lipoxygenasen durch Flavonoide
Flavonoide sind seit langem als Radikalfinger bekannt (Middleton et al., 2000). Die inhibito-
rische Wirkung der Flavonoide auf Lipoxygenasen ist allerdings nicht auf diese Eigenschaft
zuriickzufithren, wie unter anderem durch die schlechten oder fehlenden Korrelationen zwi-
schen Lipoxygenasehemmung und Literaturdaten zur Radikalfangereffektivitit belegt ist. Im
katalytischen Zyklus der Lipoxygenasen werden zwar freie Radikale gebildet, diese bleiben
aber fest an das aktive Zentrum der Lipoxygenasen gebunden und sind damit fiir Radikalféan-
ger unzuginglich (Schewe, 2002). Deshalb hemmen einige sehr gute Radikalfinger, wie bei-
spielsweise 2,6-Ditertidrbutyl-4-hydroxytoluen (BHT) und Probucol (Schnurr et al., 1995)
oder a-Tocopherol, Trolox und Ascorbat (Noguchi et al., 2002) die Lipoxygenasen nicht.

Ein denkbarer Mechanismus der Hemmung durch Flavonoide wire beispielsweise die direkte
Komplexierung des Enzymeisens in seiner dreiwertigen Oxidationsstufe. Dieser Mechanis-
mus wurde fiir die Hemmung der Sojabohnen-Lipoxygenase L1 durch 4-Nitrocatechol wahr-
scheinlich gemacht (Spaapen et al., 1980). Jedoch verloren Flavonoide in den vorliegenden
Untersuchungen nicht ihre Hemmaktivitit nach Komplexierung mit Eisenionen. Daher kann
ein solcher Mechanismus zumindest nicht allein fiir die Wirkung der Flavonoide auf

Lipoxygenasen verantwortlich sein.

Hinweise zum Hemmmechanismus ergeben sich auch aus der Untersuchung der Hemmung
der 15-LOX-1 durch Quercetin. Ungeachtet der Soforthemmung inaktivierte Quercetin die
15-LOX-1 zusitzlich zeitabhiingig. Ahnliches wurde fiir die Hemmung der DOPA-
Decarboxylase (Bertoldi et al., 2001) und der Fettsdauresynthase (Wang und Tian, 2001) durch
Epigallocatechingallat beschrieben. Dort wurde dieser Effekt auf eine kovalente Modifizie-
rung der beiden Enzyme zuriickgefiihrt. Eine kovalente Modifizierung der 15-LOX-1 durch
Quercetin konnte durch enzymgebundene prooxidative Intermediate wie beispielsweise Fett-

saureperoxylradikale wihrend des Katalysezyklus der Lipoxygenase ausgelost werden
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(Schewe, 2002). Flavonoide kénnten in diesem System zu Semichinonen, Chinonen (bei Fla-
vonoiden mit einer Catecholgruppe im B-Ring) oder Phenoxyradikalen (bei Flavonoiden ohne
Catecholgruppe) kooxidiert werden. Diese konnten dann kovalente Bindungen mit Sulfhy-
dryl- oder Aminogruppen der Lipoxygenase eingehen und damit eine irreversible Hemmung
des Enzyms verursachen. Im Falle des Quercetins und anderer Flavonole konnte auch die
intermedidre Bildung korrespondierender Chinonmethide beteiligt sein. Diese werden von
Flavonoiden z.B. in zelluldren oder zellfreien Reaktionssystem mit Tyrosinase- oder Peroxi-
dase-Aktivitit gebildet und reagieren mit GSH oder anderen Thiolen zu Thioetherkonjugaten
(Awad et al., 2001 und 2002; Bolton et al, 2000; Galati et al., 2002). Falls kein GSH im Sys-
tem vorhanden ist, konnten die Oxidationsprodukte von Flavonoiden vom Catecholtyp mit
Sulthydrylgruppen in der Néhe des aktiven Zentrums der Lipoxygenase reagieren und so den
Substratbindungsort im aktiven Zentrum blockieren. Ein solcher Chemismus wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dass Quercetin gegeniiber der 15-LOX-1 in Gegenwart von GSH un-
wirksam war. Er entspriche zudem dem Mechanismus der Hemmung der 15-LOX-1 durch
Ebselen (Walther et al., 1999). Beide Verbindungen zeigen Gemeinsamkeiten, aber auch
Unterschiede hinsichtlich der Komplexitit ithres Hemmtyps an der 15-LOX-1. Fiir Ebselen
wurde eine kovalente Bindung mit SH-Gruppen der Lipoxygenase mit Folge einer Anderung
der Eisenligandensphire des Enzyms nachgewiesen (Walther et al., 1999). Eine analoge ko-
valente Bindung zwischen Quercetin und einer Lipoxygenase konnte experimentell mit radio-

aktiv markiertem Quercetin nachgewiesen werden.

Die Unwirksamkeit des Quercetins bei Anwesenheit von GSH scheint somit eine intrazelluli-
re Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin zu verhindern, da GSH ein in erster Linie intra-
zelluldres Tripeptid ist. Die 15-LOX-1 ist ein intrazelluldres Enzym. Intrazelluldr erfiillt sie
physiologische Funktionen. Pathologische Wirkungen der 15-LOX-1 entstehen vielleicht erst
nach Freisetzung des Enzyms in den Extrazellularraum nach Zellschdadigungen oder Zell-
untergingen (Walther ef al., 1999). So konnten z.B. die Voraussetzungen fiir eine direkte
Oxidation von LDL durch die 15-LOX-1 erst nach Freisetzung des Enzyms in den Extrazellu-
larraum gegeben sein. Extrazelluldr ist die Konzentration von GSH sehr viel niedriger als in-
trazelluldr. Daher konnte Quercetin die 15-LOX-1 selektiv im Extrazellularraum hemmen und
ihre Aktivitit im Intrazellularraum unbeeinflusst lassen. Dann wiirde Quercetin nur pathologi-
sche Wirkungen der 15-LOX-1 hemmen und ihre physiologischen Funktionen unbeeinflusst
lassen.

Die fiir Quercetin vorgeschlagenen Hemmmechanismen sind wahrscheinlich nicht allgemein
giiltig fiir alle Flavonoide. So ist es schwer vorstellbar, dass die ldngerkettigen Procyanidine

mit ihrem grofen Volumen dauerhafte Bindungen mit der 15-LOX-1 eingehen. Fiir ihre Wir-
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kung konnten daher eher ihre reduzierenden Eigenschaften eine primire Rolle spielen, die wie
die Hemmungen der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-LOX mit steigender Molekiilgrofle zu-

nehmen (Verstraeten et al., 2003).

4.3 Multimodale Wirkungen der Flavonoide beim oxidativen Stress

Flavonoide sind seit langem als Radikalfdanger, als Reduktionsmittel und als Komplexbildner
fiir Ubergangsmetalle bekannt (Rice-Evans et al., 1996; Middleton et al., 2000; Pietta, 2000).
Eigenschaften durch die sie antioxidativ wirken kénnen. Nun zeigt sich, dass sie auch prooxi-
dative Enzyme wie z.B. die 15-LOX-1 direkt hemmen. Damit wirken sie auf mehreren Ebe-
nen antioxidativ.

Die strukturellen Voraussetzungen der Flavonoide zur Hemmung der 15-LOX-1 sind aber
nicht mit jenen fiir die Radikalfidngereigenschaften identisch, sondern unterscheiden in we-
sentlichen Punkten. Daher gibt es auch keine signifikante Korrelation zwischen der Stirke der

Radikalfangereigenschaften und der 15-LOX-1-Hemmung.

Ein Unterschied zwischen den Struktur-Wirkungsbeziehungen von Radikalfingereigenschaf-
ten und 15-LOX-1-Hemmung ist beispielsweise, dass das Vorhandensein einer Hydroxyl-
gruppe keine unabdingbare Voraussetzung fiir die Hemmung der Lipoxygenasen durch Fla-
vonoide ist, wie dies fiir die Radikalfingereigenschaft der Fall ist. Des Weiteren besteht nicht
wie bei den Radikalfingereigenschaften eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der
Hydroxylgruppen und der Wirksamkeit der Verbindung (Middleton et al., 2000; Cao et al.,
1997). Es findet sich stattdessen zeitweilig sogar eine reziproke Korrelation dieser beiden
Parameter (Vergleich Myricetin, Quercetin, Baicalein). Aulerdem wird die Wirksamkeit der
Flavonoide gegeniiber den Lipoxygenasen bei Vorhandensein einer Hydroxylgruppe in Posi-
tion 3 abgeschwicht. Die Radikalfiangereigenschaften der Flavonoide hingegen werden durch
eine Hydroxylgruppe am Cs;-Atom gefordert. Erkldrung fiir die schwéachere Hemmung der
Lipoxygenasen durch Flavonoide bei einer hoheren Zahl an Hydroxylgruppen konnte die zu-
nehmende Hydrophilie des Molekiils sein, die ihm eine Interaktion mit dem hydrophoben
aktiven Zentrum des Enzyms erschwert. Daher sind die effektivsten Radikalfanger unter den
Flavonoiden keineswegs auch die effektivsten Inhibitoren der Lipoxygenasen. Es finden sich
aber auch einige Gemeinsamkeiten zwischen den strukturellen Voraussetzungen zur Hem-
mung der Lipoxygenase und der Radikalfangereigenschaft: Beide zeigen eine Wirkungsver-
stirkung bei Vorhandensein einer Catecholgruppierung im Ring B oder einer 2,3-
Doppelbindung. Des Weiteren werden beide durch glykosidische Kohlenhydratanteile abge-

schwicht und beide in bezug auf die Flavanole durch Veresterung mit Gallussdure verstarkt.
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Auffillige Gemeinsamkeiten finden sich auch zwischen den Struktur-Wirkungsbeziehungen
der Hemmung der 15-LOX-1 und den Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion der einzel-
nen Flavonoide mit 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl- (DPPH) and «,y-Bisdiphenylene-f-
phenylallyl- (BDPA) Radikalen (Butkovi¢ et al., 2004). Diese Geschwindigkeitskonstanten
korrelieren unter anderem gut mit dem Reduktionspotenzial der Flavonoide und ihren Radi-
kalfingereigenschaften (Butkovi¢ et al., 2004). Genau wie die Hemmung der 15-LOX-1
nehmen diese Geschwindigkeitskonstanten nicht nur bei Vorhandensein einer Catecholstruk-
tur im B-Ring, sondern auch bei Vorhandensein einer Pyrogallolstruktur im A-Ring wie im
Baicalein deutlich zu (Butkovi¢ et al., 2004). So hat Quercetagetin, ein Flavonol mit Cate-
cholstruktur im B-Ring und Pyrogallolstruktur im A-Ring, die hochste Geschwindigkeitskon-
stante. Bisher fanden andere Flavonoide mit ortho-standigen Hydroxylgruppen im A-Ring in
Untersuchungen zur Radikalfingereigenschaft keine Beachtung. Die Substituenten am A-
Ring wurden letztlich ohne vorherige addquate Testung von Substanzen wie Baicalein und
Quercetagetin als von minderer Bedeutung fiir die Radikalfdngereigenschaften angesehen.

Die Geschwindigkeitskonstanten nehmen auch wie die Lipoxygenasehemmung bei Vorhan-
densein einer 2,3-Doppelbindung zu. Und abweichend von den bisher postulierten Struktur-
Wirkungsbeziehungen fiir die Radikalfingereigenschaften der Flavonoide ist die Geschwin-
digkeitskonstante fiir Luteolin hoher als die des Quercetins. Damit scheint auch hier genauso
wie bei der Hemmung der Lipoxygenasen ein Fehlen der Hydroxylgruppe in Cs-Position mit
einer Verstirkung der Hemmung einherzugehen. Auch Myricetin mit seiner Pyrogallolstruk-
tur im B-Ring war wie bei der Lipoxygenasehemmung weniger reaktiv als vergleichbare, im
B-Ring nur mono- oder disubstituierte Flavonole. Insgesamt gibt es somit mehr Gemeinsam-
keiten zwischen der 15-LOX-1-Hemmung durch Flavonoide und ihrer Reaktivitit gegeniiber
DPPH- und BDPA-Radikalen als zwischen der 15-LOX-1-Hemmung und ihren Radikalfén-
gereigenschaften, die zumeist im TEAC-Assay gemessen wurden.

Die antioxidative Wirkung der Polyphenole durch Hemmung der 15-LOX-1 zeigt eine Be-
sonderheit gegeniiber anderen Antioxidanzien: In der Regel verlieren Antioxidanzien ihre
antioxidativen Eigenschaften nach Reaktion mit Oxidanzien wie beispielsweise Peroxynitrit.
Zimtsdurederivate hingegen hemmten nach Reaktion mit Peroxynitrit die 15-LOX-1 sogar
deutlich stédrker als zuvor, und Epicatechin biillite nur einen Teil seiner inhibitorischen Aktivi-
tit gegeniiber der 15-LOX-1 ein. Somit scheinen einige Polyphenole auch noch nach Reak-
tion mit Oxidanzien im erweiterten Sinne antioxidativ zu wirken, indem sie das prooxidative
Enzym 15-LOX-1 hemmen. Diese Besonderheit verdeutlicht die multimodale Schutzwirkung
der Polyphenole gegeniiber oxidativem Stress. In vivo konnte es auch Wechselwirkungen

zwischen der 15-LOX-1 und Stickstoffmonoxid bzw. Peroxynitrit geben. So konnte Stick-
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stoffmonoxid, evtl. peroxynitrit-vermittelt, zur Aktivierung der 15-LOX-1 fiihren (Kiihn und
Borngriber, 1999; Coffey et al., 2001; Schewe, 2002). Dabei konnte quasi lawinenartig das
Gleichgewicht zwischen Oxidanzien und Antioxidanzien zugunsten der Oxidanzien verscho-
ben werden. In einem solchen System wiren Zimtsdurederivate sehr effektive Regulatoren.
Sie wiirden, solange nicht vermehrt Peroxynitrit in der Zelle entsteht, die physiologischen
Aktivitiaten der 15-LOX-1 innerhalb der Zelle nicht storen, wiirden aber beim oxidativem
Stress durch vermehrte Produktion von Peroxynitrit dieses nicht nur abfangen, sondern auch

gleichzeitig die unter diesen Bedingungen stimulierte prooxidative 15-LOX-1 hemmen.

4.4 Physiologische Relevanz der Lipoxygenasenhemmung durch Polyphenole

der Nahrung
Nach dem Nachweis der Hemmung von Saugetier-Lipoxygenasen durch Polyphenole in vitro
stellt sich die Frage nach ihrer physiologischen Relevanz. Diese ist unter anderem von der
Bioverfiigbarkeit der Polyphenole der Nahrung im Vergleich zu den ICsp-Werten der Poly-
phenole an den Lipoxygenasen abhiingig.
Bei durchschnittlichen US-amerikanischen Erndhrungsgewohnheiten scheint die Plasmakon-
zentration des einzelnen Flavonoids nicht hoher als 1 uM zu sein (Scalbert et al., 2000). Die
Maximalkonzentration des Flavonoids wird 1-2 Stunden nach dem Verzehr erreicht (Aziz et
al., 1998; Hollman et al., 1996; Rein et al., 2000; Schramm et al., 2001). Fiir die meisten Fla-
vonoide fand sich eine Plasmahalbwertszeit von 1-2 Stunden. Werden bewusst polyphenolrei-
che Nahrungsmittel zugefiihrt, so kann die Konzentration des Flavonoids und seiner Konjuga-
te aber auch deutlich hoher als 1 uM sein. So wurde in mehreren klinischen Studien eine
Plasmakonzentration eines ausgewéhlten Flavonoids und seiner Konjugate von etwa 5 uM
beobachtet (Holt er al., 2002; Baba et al., 2000). Nach fiinftigiger, tdglicher oraler Gabe von
100 mg (-)-Epicatechin pro kg Korpergewicht an Ratten wurde sogar eine Plasmakonzentra-
tion an Epicatechin und seinen Metaboliten von 76 uM gefunden (Abd El Mohsen et al.,
2002). Diese Konzentrationen sind zum Teil deutlich hoher als die ICsp-Werte vieler Flavo-
noide an der 15-LOX-1. Der ICsj lag bei den wirksamsten Flavonoiden im submikromolaren
Bereich. Daher scheint die enterale Resorption kein Hindernis einer méglichen Hemmung der
Lipoxygenasen durch Polyphenole zu sein.
Epicatechin kann von Endothelzellen aufgenommen werden, was wahrscheinlich mit intrazel-
luldren Proteinbindungen des Flavonoids einhergeht. Es ist dabei gegeniiber oxidativen Stress
durch Peroxynitrit stark zytoprotektiv wirksam (Schroder et al., 2003). Kiirzlich konnte auch
eine Anreicherung von Quercetin in Erythrozyten nachgewiesen werden (Fiorani et al., 2003).

Die Quercetinkonzentration innerhalb der Erythrozyten lag dabei nach fiinf-miniitiger Inkuba-
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tion in PBS mit 50 uM Quercetin bei (410 £ 18) uM. Die Aufnahme des Quercetins in die
Erythrozyten erfolgt wahrscheinlich durch passive Diffusion. Bei der Anreicherung in den
Erythrozyten bindet der grofite Teil des intrazelluldr aufgenommen Quercetins an Hamoglo-
bin. Ein anderer Teil des Quercetins lagert sich der Zellmembran der Erythrozyten an. Das in
den Erythrozyten akkumulierte Quercetin bleibt biologisch aktiv und kann auch extrazellulédre
Oxidanzien transmembranos mittels einer Oxidoreduktase reduzieren (Fiorani et al., 2002;
Fiorani et al., 2003). Erythrozyten konnten somit als Transportsystem fiir Quercetin und ande-
re Flavonoide innerhalb des Korpers fungieren.

In situ und in vivo konnten mehrere Flavonoide wie Naringenin, Quercetin, (-)-Epicatechin
und (-)-Epigallocatechingallat auch in Hirngewebe nachgewiesen werden (Suganuma et al.,
1998; Abd El Mohsen et al., 2002; Youdim et al., 2004).

Alle diese Ergebnisse machen eine Anreicherung von Flavonoiden in Zellen in vivo wahr-
scheinlich. Somit konnte die Bioverfiigbarkeit der Flavonoide bisher unterschitzt worden
sein, da ihre Bestimmung bisher nur auf Messung des Blutplasmaspiegels und der Urinkon-
zentration des Flavonoids beruht hat. Durch zelluldre Anreicherung konnten intrazellulédr Fla-
vonoidkonzentrationen erreicht werden, die die 15-LOX-1 hemmen und somit intrazelluldre
Lipidoxidationen verhindern oder intrazelluldre Regulationsmechnismen modulieren konnten.
So wurde bereits gezeigt, dass der Schutz von dermalen Fibroblasten gegen oxidativen Stress
durch Flavonoide in vitro in erster Linie von intrazelluldren Metaboliten der Flavonoide ab-
héngt (Spencer et al., 2003).

Nach oraler Gabe von Kakao werden innerhalb von 24 Stunden 25,3 + 8,1 % des insgesamt
zugefiihrten Epicatechins im Urin wiedergefunden. Dabei finden sich auler Epicatechin auch
Metabolite wie Glucuronide, Sulfoglucuronide und Sulfate des Epicatechins sowie Methyl-
epicatechin (Baba et al., 2000; Natsume et al., 2003). Die schwache Wirksamkeit von 3’-
Methyl-(-)-epicatechin und Rutin ist ein Indiz dafiir, dass diese Metabolite nicht wesentlich
zur Hemmung der Lipoxygenasen im Organismus beitragen konnen. So konnten Flavonoide
durch Glucuronidierung zu hydrophil fiir eine Interaktion mit dem hydrophoben aktiven Zen-
trum der Lipoxygenase werden oder durch Maskierung mittels Methylierung die
Catecholgruppe verlieren, die die Hemmung der Lipoxygenase stark fordert.

Mit Kakao aufgenommene Procyanidindi- und -trimere sind im menschlichen Magen che-
misch stabil und werden nicht depolymerisiert (Rios et al., 2002). Die Procyanidin-Dimere
konnen bereits 30 Minuten nach oraler Zufuhr in nanomolaren Konzentrationen im Plasma
nachgewiesen werden, wohingegen hohere Procyanidine nicht resorbiert werden (Holt et al.,
2002; Gonthier et al., 2003). Ein Teil der Procyanidin-Dimere scheint im Diinndarm zu Epi-

catechin hydrolysiert und dann resorbiert zu werden (Gonthier et al., 2003). Damit erscheint
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eine direkte physiologisch relevante Wirkung insbesondere der langkettigen Procyanidine, die
in vitro hochpotente Hemmer der 15-LOX-1 sind, wenig wahrscheinlich.

Im Colon werden Flavonoide, auch die Procyanidine, durch die Darmflora zu Phenolcarbon-
sduren metabolisiert (Rechner et al., 2004). Diese Phenolcarbonsiduren werden im Colon re-
sorbiert und finden sich dann im Urin wieder. So steigt nach oraler Gabe von procyanidinrei-
cher Schokolade oder Quercetin der Gehalt des Urins an Phenolcarbonsiduren an (Rios et al.,
2003; Gonthier et al., 2003). Die Hemmung der Lipoxygenasen durch Phenolcarbonsiuren

muss daher bei Bewertung der Wirkungen von Flavonoiden bedacht werden.

4.5 Lipoxygenasen und Atherosklerose

Da Lipoxygenasen an der Pathogenese mehrerer weitverbreiteter Erkrankungen beteiligt zu

sein scheinen, konnte ithre Hemmung medizinisch-therapeutisch genutzt werden. Von beson-

derem Interesse ist dabei die Rolle von Lipoxygenasen in der Atherogenese. Moglicherweise
gibt die 15-LOX-1 durch Oxidation von LDL den Anstofl zur Entwicklung der Atherosklerose
und damit der hdufigsten Todesursache in den meisten Industrieldndern. Diese mogliche Rolle
der 15-LOX-1 wird seit 1989 diskutiert (Parthasarathy et al., 1989; Yli-Herttuala et al.,

1990). Dabei finden sich sowohl Hinweise auf eine proatherogene, als auch auf eine

antiatherogene Wirkung der 15-LOX-1 (Shen et al., 1996; Kiihn et al., 1997; Kiihn und Chan,

1997). Die wichtigsten Hinweise fiir eine proatherogene Wirkung der 15-LOX-1 sind:

1. Die 15-LOX-1 oxidiert Cholesteryllinoleat im LDL zu Cholesteryl-HpODE (Belkner et
al., 1993; Lass et al., 1996; Belkner et al., 1998; Kiihn et al., 1997). In atherosklerotischen
Lasionen des Menschen finden sich im Gegensatz zu unveridnderten GefidBBabschnitten
peroxidierte Lipide (Glavind et al., 1952), vor allem Cholesteryl-HpODE (Kiihn et al.,
1992). Hierbei iiberwiegt insbesondere im Friithstadium das S-Enantiomer der Cholesteryl-
HpODE (Kiihn et al., 1994; Kiihn et al., 1997). Die Stereoselektivitit spricht fiir eine Be-
teiligung der 15-LOX-1 an der Atherogenese. Bei ausschlieBlich nicht-enzymatischer
Lipidoxidation entstinde ein Razemat.

2. In Aorten von Kaninchen mit Hypercholesteroldmie liel sich im Gegensatz zu Kontroll-
tieren 15-LOX-1-Aktivitat nachweisen (Henriksson et al., 1985; Simon et al., 1989). Des
Weiteren lieBen sich bei Kaninchen in vivo in Gefafabschnitten, in die 15-LOX-1-DNA
transferiert worden war, Epitope oxidierten LDL’s nachweisen, falls gleichzeitig eine
leichte Hypercholesteroldmie bestand (Ylad-Herttuala et al., 1995).

3. In atherosklerotischen Lasionen des Menschen wurde iiber das Vorkommen der 15-LOX-
1 und ihrer mRNA berichtet, wohingegen diese in nicht betroffenen Gefid3abschnitten

nicht vorkommt (YI4-Herttuala et al., 1990).
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Mit IL-4 und IL-13 behandelte Makrophagen oxidieren mehr LDL als mit INF-y behan-
delte Makrophagen. IL-4 und IL-13 induzieren die 15-LOX-1-Synthese in Makrophagen.
INF-v hingegen supprimiert die 15-LOX-1 (Folcik et al., 1997). In diesen Versuchen wur-
de auch gezeigt, dass die 15-LOX-1-Expression in Makrophagen allein nicht zur LDL-
Oxidation ausreicht, sondern gleichzeitig mit einer Aktivierung der Makrophagen einher-

gehen muss.

. Doppel-Knock-out-Miuse, denen die 12/15-LOX und das ApoE fehlen, entwickeln weni-

ger atherosklerotische Lasionen (Cyrus et al., 1999).

LDL-Rezeptor-Knock-out-Miuse mit Uberexpression der 15-LOX-1 in Endothelzellen
zeigen ein schnelleres Fortschreiten der atherosklerotischen Lasion als Artgenossen ohne
Uberexpression (Harats et al., 2000), wohingegen die Entwicklung der Atherosklerose bei
LDL-Rezeptor-/15-LOX-1-Doppel-Knock-out-Midusen verlangsamt ist (George et al.,
2001).

. PD 146176, ein selektiver 15-LOX-1-Inhibitor ohne offensichtliche antioxidative Wir-

kung in Lipidperoxidationssystemen, verhinderte in Tierversuchen die Atherogenese
(Sendobry et al., 1997).

Durch Produktion von 12-HETE kann die 12/15-LOX die Expression von ICAM-1 auf
Endothelzellen erh6hen. Verbunden hiermit ist eine Verstirkung der Monozytenadhésion
an das Endothel sowie die spontane Entstehung atherosklerotischer Lésionen (Reilly et
al., 2004). Des Weiteren induziert 13-HpODE die Ausschiittung von MCP-1 durch glatte
GefiaBBmuskelzellen via NF-xB (Dwarakanath et al., 2004).

Der Mechanismus der moglichen Beteiligung der 15-LOX-1 an der Atherogenese ist unklar.

Die 15-LOX-1 ist ein intrazelluldres Enzym. Daher wiirde eine direkte extrazelluldre Interak-

tion zwischen LDL und 15-LOX-1 eine Freisetzung des Enzyms aus zerstorten Zellen voraus-

setzen (Kiihn et al., 1997; Cathcart et al., 2000). Eine Aufnahme von LDL in Makrophagen

als Voraussetzung seiner Oxidation kann ausgeschlossen werden (Cathcart et al., 1995;
Tangirala et al., 1996). Denkbare Mechanismen der LDL-Oxidation durch 15-LOX-1 wiren
daher:

1.

Direkte Oxidation des LDL: Diese Moglichkeit erscheint unwahrscheinlich, da die 15-
LOX-1 in der Regel intrazellulir vorkommt (Brinckmann et al., 1998) und die LDL-
Oxidation durch Makrophagen auch nicht die Aufnahme des LDL in die Makrophagen
voraussetzt (Cathcart et al., 1995; Tangirala et al., 1996). Des Weiteren benétigt die in vi-
tro LDL-Oxidation durch die 15-LOX-1 unphysiologisch hohe Enzymmengen (Kiihn et
al., 1994).
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2. Transfer von innerhalb der Zelle entstandenen Produkten an LDL: 15-LOX-1-Produkte
extrazellulirer Linol- und Arachidonsiure finden sich nach Inkubation mit 15-LOX-1%-
Makrophagen ebenfalls extrazelluldr (Kiithn und Chan, 1997). Dies bedeutet, dass die 15-
LOX-1 ihre Katalyse entweder auch transmembrands durchfithren kann, oder Makropha-
gen die 15-LOX-1-Produkte freisetzen konnen. Die Produkte konnten sich dann mit extra-
zelluldrem LDL assoziieren.

3. Produkte der 15-LOX-1 konnten als intrazelluldre Mediatoren wirken und z.B. Makro-
phagen aktivieren oder die Produktion von freien Radikalen fordern (Schewe et al., 1986;
Yamashita et al., 1999; Lass et al., 1996). Es gibt Hinweise, dass auch andere 15-LOX-1-
Produkte auBler oxidiertem LDL die Schaumzellbildung férdern (Tontonoz et al., 1998;
Febbraio et al., 1999).

4. Durch Konkurrenz um Substrat mit anderen Enzymen wie z.B. Cyclooxygenasen oder
anderen Lipoxygenasen konnte die 15-LOX-1 indirekt Regulationsmechanismen so ver-
schieben, dass es zu einer verstirkten LDL-Oxidation kommt.

5. Die 15-LOX-1 konnte direkt die Membran der Makrophagen oxidieren und damit deren
Eigenschaften verdndern.

6. Die Lipoxygenaseprodukte 12- und 15-HETE konnten als Liganden an PPAR-y wirken
und somit zur verstirkten Expression von CDjq fithren (Tontonoz et al., 1998; George et
al., 2001). CDsg ist ein wichtiger Rezeptor auf Makrophagen zur Aufnahme von oxidier-
tem LDL (Podrez et al., 2000).

Diese Uberlegungen sprechen fiir eine Beteiligung der 15-LOX an der Atherogenese. Sie deu-

ten allerdings auch darauf hin, dass die Expression des Enzyms allein das Krankheitsgesche-

hen nicht induzieren kann. So scheint eine Hypercholesterolimie Voraussetzung fiir die Wir-
kung der Lipoxygenase zu sein. Des Weiteren sind Interaktionen mit anderen Radikalbildnern
in Betracht zu ziehen. Ein Modell fiir eine solche Interaktion in vitro ist die Verkiirzung der
lag-Phase der Cu**-induzierten LDL-Oxidation nach Vorbehandlung mit 15-LOX-1 (Lass et

al., 1996).

Einige Forschungsgruppen zweifeln die proatherogene Rolle des oxidierten LDL und damit

auch indirekt der 15-LOX-1 génzlich an (Shen et al., 1996; Cathcart et al., 2000). Es bestehe

die Moglichkeit, dass bisher Ursache und Wirkung vertauscht worden seien und die LDL-

Oxidation ein Zeichen einer sich vollziehenden Immunabwehr und metabolischer Prozesse

sei. Dann konnte die Expression der 15-LOX-1 ein Abwehrmechanismus gegen Atheroskle-

rose sein (Kiihn et al., 1997; Kiihn und Chan, 1997). Diese These wird durch folgende Beob-

achtungen gestiitzt:
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1. Cholesteryl-HpODE inaktiviert den platelet-derived growth factor (PDGF), den trans-
forming growth factor und den fibroblast growth factor (van Heek et al., 1998). Die Inak-
tivierung von PDGF konnte eine Protektion vor Atherosklerose bedeuten.

2. 13-HpODE inhibiert die Cylooxygenase der Thrombozyten (Fujimoto et al. 1994) und
erschwert somit die Thrombozytenaggregation (Coene et al., 1986) sowie die Thrombozy-
ten-Adhision an Endothelzellen (Simon et al., 1989).

3. In Tierversuchen konnte bei Uberexpression der 15-LOX-1 eine protektive Wirkung ge-
gen Atherosklerose festgestellt werden (Shen et al., 1996). Ihr kdnnte beispielsweise ein
Entgegenwirken der 15-LOX-1 gegen die Fettablagerungen in Schaumzellen (Kiihn et al.,
1997) oder eine erhohte Synthese der antiphlogistisch wirkenden Lipoxine (Serhan et al.,
2003) zugrunde liegen.

4. In glatten Muskelzellen der Kaninchen-Aorta hemmt die 15-LOX-1 sowohl die basale als
auch die IL-1-induzierte Expression von VCAM-1 (Banning et al., 2004).

5. Nach Induktion der 15-LOX-1 mit IL-13 in Endothelzellen von Kaninchen-Aorten kommt
es durch Synthese der Arachidonsdurederivate 11,12,15-Trihydroxyeicosatriensidure
(THETA) und 15-Hydroxy-11,12-epoxyeicosatriensdaure (HEETA) zur Vasodilatation
(Tang et al., 2003).

Die zunichst unvereinbar erscheinenden Hinweise sowohl auf eine proatherogene als auch auf

eine antiatherogene Wirkung der Lipoxygenase konnten aus gegensitzlichen Wirkungen des

Enzyms in den verschiedenen Stadien der Atherosklerose herriihren. Die Lipoxygenase konn-

te beispielsweise in frithen Stadien proatherogen und in spiteren Stadien antiatherogen wirken

(Kiihn und Chan, 1997).

In jiingerer Zeit fanden sich auch Hinweise auf eine Beteiligung der 5-LOX an der Atheroge-

nese. Denn die Ergebnisse Yld-Herttualas et al. (1990), die Anfang der 90er Jahre den Anstof3

zur intensiven Erforschung der zur Rolle der 15-LOX-1 in der Atherogenese gegeben hatten,
konnten 2003 durch Spanbroek et al. nicht bestitigt werden. Diese fanden im Gegensatz zu

Yla-Herttuala er al. (1990) weder in unveridnderten, noch in atherosklerotisch verinderten

menschlichen Gefidflen 15-LOX-1-mRNA oder —Protein in signifikanter Menge. Stattdessen

fanden sie jedoch 5-LOX-mRNA und —Protein sowie FLAP, das Aktivatorprotein der 5-LOX,
in atherosklerotisch Lasionen in signifikant erhohter Menge sowie eine positive Korrelation
zwischen der nachgewiesenen Menge dieser Faktoren und dem Schweregrad der Lasion. Die
5-LOX fand sich in den atherosklerotischen Lasionen in Makrophagen, dendritischen Zellen,
Mastzellen, Schaumzellen und neutrophilen Granulozyten. In frithen Stadien fanden sich die-

se Zellen in der Adventitia, beim Ubergang in klinisch bemerkbare Stadien wanderten sie in
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die Intima ein. Des Weiteren zeigen atherosklerose-resistente Miusestimme eine deutlich
verringerte Aktivitit der 5-LOX (Kiihn et al., 2003).

Die 5-LOX konnte an der Regulation der Entziindungsprozesse im Rahmen der Atherosklero-
se unter anderem durch Synthese von Leukotrien B4 wesentlich beteiligt sein (Aiello et al.,
2002; Friedrich et al., 2003; Mehrabian und Allayee, 2003). Leukotrien B4 konnte in athero-
sklerotischen Lisionen nachgewiesen werden (De Caterian et al., 1988). Es wird dabei unter
anderem in Monozyten synthetisiert, die sich der GefdBwand angelagert haben, und wirkt
chemotaktisch auf Monozyten und Leukozyten, fordert ihre Adhédsion an Gefid3endothel und
stimuliert die Superoxid-Produktion (Aiello et al., 2002). Zur verstiarkten Adhidsion an das

GefiBlendothel kommt es dabei wahrscheinlich aufgrund einer Steigerung der Affinitit der

Monozyten-Oberfliche zu den Zelladhidsionsmolekiilen VCAM-1/B;-Integrin und ICAM-

1/B,-Integrin (Friedrich et al., 2003). Folge dieser Veridnderungen ist eine verstirkte Ansamm-

lung von Makrophagen im subendothelialen Raum und damit letzten Endes verbunden eine
vermehrte Schaumzellbildung mit Vergroerung der atherosklerotischen Lidsion (Mehrabian

und Allayee, 2003).

Obwohl die Ergebnisse Yla-Herttualas et al. (1990) nicht bestitigt werden konnten, lédsst sich

eine Beteiligung der 15-LOX-1 an der Atherogenese weiterhin nicht ausschlieen. Mogliche

Erkldarungen fiir die Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen Ylid-Herttualas und Spanbroeks

konnten z.B. folgende Punkte sein:

1. Eine Atherosklerose entwickelt sich iiber viele Jahre, unter Umstinden schon seit der Ge-
burt des Individuums, bevor sie klinisch in Erscheinung tritt. Spanbroek et al. konnten das
Stadium, in dem die 15-LOX-1 fiir die Pathogenese relevant ist, verpasst haben.

2. 15-LOX-mRNA in atherosklerotischen Lésionen konnte vor der Testung bereits abgebaut
worden sein oder durch mRNA aus 15-LOX-1-negativen Zellen zu stark verdiinnt worden
sein.

3. Die Makrophagen in atherosklerotischen Lasionen stellen eine heterogene Gruppe von
Subtypen dar. Die 15-LOX-1 konnte evtl. in nur einem dieser Subtypen vorhanden sein.

4. ,,Atherosklerose® ist ein Oberbegriff fiir mehrere, bisher nur schwer zu differenzierende
Formen chronischer GefidBentziindungen. Es ist nicht auszuschlieen, dass an der Patho-
genese der einzelnen Formen unterschiedliche Lipoxygenasen in unterschiedlichem Aus-

mal beteiligt sind.

4.6 Schlussfolgerungen
Die in vitro nachgewiesene Hemmung der Sidugetier-Lipoxygenasen durch Polyphenole

konnte einer der molekularen Mechanismen der in vielen epidemiologischen Studien glaub-
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haft gemachten gesundheitsforderlichen Wirkung von polyphenolreichen Nahrungsmitteln
wie beispielsweise des Kakaos sein. So konnte die Senkung des Leukotrien/Prostazyklin-
Verhiltnisses nach Einnahme von Flavanolen des Kakaos (Schramm et al., 2001) unter ande-
rem durch eine Hemmung der 5-LOX verursacht werden.

Polyphenole konnen in vitro viele derzeit diskutierte Mechanismen der Atherogenese hem-
men. So konnen sie in vitro einen grolen Teil der Mechanismen der LDL-Oxidation hemmen,
sie konnen aber auch durch Hemmung der 5-LOX entziindungshemmend wirken. Damit wer-
den die klinischen Studien, in denen giinstige Effekte der Polyphenole bei kardiovaskuldren
Erkrankungen gezeigt werden konnten, durch eine grofle Zahl von in vitro Ergebnissen ge-
stiitzt, die potenziell eine mechanistische Erklarung fiir diese klinischen Befunde geben konn-
ten. Solange jedoch die zelluldren und molekularen Mechanismen der Atherogenese nicht
sicher geklart worden sind, bleibt auch ungewiss, welchen Anteil die Hemmung von

Lipoxygenasen an der kardiovaskulér-protektiven Wirkung der Polyphenole hat.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Atherosklerose und dadurch bedingte Gefallerkrankungen sind die haufigste
Todesursache in Industrieldndern. An der Genese der Atherosklerose konnte die Oxidation
von Low-Density-Lipoprotein (LDL) durch prooxidative Enzyme, darunter die 15-
Lipoxygenase-1 (15-LOX-1), beteiligt sein. Lipoxygenasen sind nichthimeisen-haltige Dio-
xygenasen, die die Oxidation mehrfach ungesittigter Fettsduren durch molekularen Sauerstoff
zu Hydroperoxyfettsduren mit konjugierten Doppelbindungen katalysieren. Das Risiko, an
durch Atherosklerose verursachten kardiovaskuldren Erkrankungen zu erkranken, scheint laut
epidemiologischer Studien bei hoher Nahrungszufuhr von Polyphenolen, insbesondere Flavo-
noiden, vermindert zu sein. Polyphenole sind aromatische Verbindungen mit mindestens
zwel Hydroxylgruppen und antioxidativen Eigenschaften. Die grof3e und heterogene Subklas-
se der Flavonoide, einer Gruppe von O-Heterozyklen mit drei Ringsystemen, ist im Pflanzen-
reich und in der Nahrung ubiquitér.

Fragestellungen: 1. Kénnen Polyphenole im physiologischen Milieu Saugetier-
Lipoxygenasen hemmen? 2. Mit welchen Strukturvoraussetzungen und iiber welche Mecha-
nismen wirken Polyphenole auf Lipoxygenasen?

Methodik: Die Aktivititen der 15-Lipoxygenase aus Kaninchenretikulozyten und der Soja-
bohnen-Lipoxygenase L-1 wurden oxygraphisch anhand des Sauerstoffverbrauchs und pho-
tometrisch bei 234 nm iiber die Entstehung konjugierter Diene gemessen. Die Messungen
erfolgten mit und ohne Vorinkubation der Lipoxygenasen mit Polyphenolen variierender
Konzentration in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
0,27 mM Kaliumlinoleat gestartet.

Ergebnisse: 1. Alle getesteten Flavonoide waren bei pH 7,4 Inhibitoren der 15-LOX-1, iso-
liert aus Kaninchen-Retikulozyten, wobei die Wirksamkeit stark variierte. Nur ein Teil der
Flavonoide hemmte bei pH 7,4 auch die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1. An der 15-LOX-1
waren die ICso-Werte zumeist deutlich niedriger als an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1.
Das Flavanol (-)-Epicatechin z.B. hemmte die 15-LOX-1 mit einem ICsy von 59 uM, war aber
an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 unwirksam. Das Flavon Luteolin (ICsp 0,5 uM) war der
wirksamste Inhibitor dieses Enzyms, gefolgt von Baicalein (1,6 uM), Fisetin (1,9 uM) und
dem Flavonol Quercetin (3,8 uM).

2. Vergleichende Testung von 18 ausgewéhlten Flavonoiden ergab folgende Struktur-
Wirkungsbeziehungen der Flavonoide zur Hemmung der 15-LOX-1: (a) Eine Catecholgrup-
pierung im Molekiil verstirkt die Hemmung, ist aber fiir sie keine Voraussetzung. (b) Bei

Vorhandensein einer Catecholgruppierung nimmt die Wirksamkeit mit der Anzahl der Hy-
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droxylgruppen im Molekiil ab. (¢) Eine 2,3-Doppelbindung im C-Ring verstirkt die Wirkung
der Flavonoide auf Lipoxygenasen.

3. Unter den Oligomeren der Flavanole, den Procyanidinen, waren die langkettigen Vertreter
(Hexamer bis Dekamer) sowohl an der 15-LOX-1, als auch an der Sojabohnen-Lipoxygenase
L-1 iiberraschenderweise wirksamer als (-)-Epicatechin und die kurz- und mittelkettigen Pro-
cyanidine. Die Dekamer-Fraktion der Procyanidine aus Kakaobohnen hemmte die 15-LOX-1
dosisabhingig mit einem ICsy von 0,8 pM.

4. Andere Polyphenole, darunter Phenolcarbonsiuren (z.B. Kaffeesiure), Stilbene (z.B. Res-
veratrol), Lignane (z.B. NDGA) und Cumarine (z.B. Esculetin) erwiesen sich ebenfalls als
Lipoxygenasehemmer.

5. Das Flavonol Quercetin modifizierte die Aktivitit der 15-LOX-1 in drei Charakteristika:
(a) Verldngerung der lag-Phase. (b) Verringerung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit
(,,Soforthemmung*). (c¢) Verstarkung der zeitabhingigen Enzyminaktivierung.

6. Aufgrund der Komplexitit der Lipoxygenase-Hemmung gehorchte die Wirkung des Quer-
cetins weder einer kompetitiven noch einer nicht-kompetitiven Hemmung.

7. Die zeitabhidngige Enzyminaktivierung durch Quercetin fand nur bei gleichzeitiger Anwe-
senheit von Quercetin, Linoleat und Sauerstoff statt. Daher konnte sie mit einer kombinierten
Wirkung von Quercetin und Intermediaten des katalytischen Zyklus auf das aktive Zentrum
des Enzyms im Zusammenhang stehen.

8. Bei Senkung des Hydroperoxidtonus durch Glutathion-Peroxidase und Glutathion wurden
nicht nur erwartungsgemal die Lipoxygenaseaktivitidten partiell gehemmt, sondern zugleich
auch die Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin aufgehoben. Dies konnte ein Hinweis auf
eine Beteiligung oxidativer Prozesse oder intermedidrer Oxidationsprodukte an der Hemmung
der 15-LOX-1 durch Quercetin sein.

9. Komplexierung der Catecholgruppierung des Quercetins mit Fe’* fiihrte zu einer leichten
Wirkungsverstirkung des Quercetins. Dies spricht gegen eine Komplexierung des Enzym-
eisens im aktiven Zentrum als primére Ursache der Enzymhemmung, wie sie bei anderen Po-
lyphenolen (4-Nitrocatechol) bekannt ist und in vergleichenden Untersuchungen auch besta-
tigt wurde.

10. Durch Umsetzung mit Peroxynitrit wurde die Hemmwirkung von Zimtsdurederivaten auf
die 15-LOX-1 dramatisch verstirkt. So sank der ICsy der Kaffeesdure an der 15-LOX-1 nach
Reaktion mit Peroxynitrit von 1000 uM auf 7,8 uM. Dagegen verlor (-)-Epicatechin durch
Umsetzung mit Peroxynitrit einen Teil seiner inhibitorischen Wirkung auf die 15-LOX-1

(ICsp vor Reaktion 59 uM, danach formaler ICsy 100 uM).
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11. (-)-Epicatechin schiitzte die Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 effektiv vor Nitrierungen ihrer
Tyrosylreste durch Peroxynitrit. Es schiitzte das Enzym hingegen kaum vor Inaktivierung
durch Peroxynitrit, die anscheinend oxidativ und nicht nitrierend erfolgt.
12. 0,33 uM (-)-Epicatechin, Procyanidin-Dimer oder Procyanidin-Nonamer verldngerten die
lag-Phase der kupferioneninduzierten LDL-Oxidation. 0,33 uM Procyanidin-Nonamer, nicht
jedoch 1 uM Epicatechin oder Procyanidin-Dimer hemmten die 15-LOX-1-katalysierte LDL-
Oxidation.
Schlussfolgerungen:
1. Die Hemmung von Lipoxygenasen konnte zur kardiovaskulér-protektiven Wirkung
von Nahrungs-Polyphenolen beitragen.
2. Die Hemmung der Lipoxygenasen durch Polyphenole erfolgt durch direkte Wechsel-
wirkung des Wirkstoffs mit dem Enzym. Sie ist nicht auf die Radikalfdngereigen-
schaften zuriickzufiihren und nicht allein mit einer Komplexierung des Enzym-Eisens

umfassend erklarbar.
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Zusammenfassung: ,,Polyphenole als Lipoxygenaseinhibitoren:
Struktur-Wirkungsbeziehungen und Wirkungsmechanismus“

Hintergrund: Atherosklerose ist die haufigste Todesursache in Industrielandern. An der Genese der Atheroskle-
rose konnte die Oxidation von LDL durch prooxidative Enzyme, wie die 15-Lipoxygenase-1 (15-LOX-1), beteiligt
sein. Lipoxygenasen sind nichthdmeisen-haltige Dioxygenasen, die die Oxidation mehrfach ungesattigter Fett-
séuren durch molekularen Sauerstoff zu Hydroperoxyfettsduren mit konjugierten Doppelbindungen katalysieren.
Das Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen, verursacht durch Atherosklerose, scheint aufgrund epidemiologi-
scher Studien bei hoher Zufuhr von Polyphenolen mit der Nahrung, vor allem Flavonoiden, vermindert .zu sein.

Fragestellungen: 1. Kénnen Polyphenole im physiologischen Milieu Lipoxygenasen hemmen? 2. Welche Struk-
turvoraussetzungen hat die Lipoxygenasenhemmung durch Polyphenole, und iber welche Mechanismen erfolgt
sie.

Methodik: Die Aktivititen der 15-LOX-1, isoliert aus Kaninchen-Retikulozyten, und der Sojabohnen-
Lipoxygenase L-1 wurden oxygraphisch anhand des O.-Verbrauchs oder photometrisch tber die Entstehung
konjugierter Diene gemessen. Die Messungen erfolgten mit und ohne Vorinkubation der Lipoxygenasen mit Po-
lyphenolen variierender Konzentration in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 0,27 mM Kaliumlinoleat gestartet.

Ergebnisse:
1. Alle getesteten Flavonoide hemmten bei pH 7,4 die 15-LOX-1. Die Mehrzahl von ihnen hemmte auch die Soja-

bohnen-Lipoxygenase L-1. Die Wirksamkeit der einzelnen Flavonoide variierte stark und war an der 15-LOX-1
meist hoher als an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1. Das Flavanol (-)-Epicatechin z.B. hemmte die 15-LOX-1
mit einem ICso von 59 uM, war aber an der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 unwirksam. Der wirksamste Inhibitor
der 15-LOX-1 war Luteolin (ICs = 0,5 uM), gefolgt von Baicalein (1,6 uM), Fisetin (1,9 uM) und Quercetin (3,8
MM).

2. Testung von 18 Flavonoiden ergab folgende Struktur-Wirkungsbeziehungen der Flavonoide hinsichtlich der
Hemmung der 15-LOX-1: (a) Eine Catecholgruppierung im Molekil verstérkt die Hemmung. (b) Bei Vorhanden-
sein einer Catecholgruppierung nimmt die Wirksamkeit mit der Anzahl der Hydroxylgruppen im Molekil ab. (c)
Eine 2,3-Doppelbindung im C-Ring verstarkt die Hemmung. Damit unterscheiden sich die Struktur-
Wirkungsbeziehungen der 15-LOX-1-Hemmung durch Flavonoide von den Struktur-Wirkungsbeziehungen der
Radikalfangereigenschaften der Flavonoide.

3. Unter den Procyanidinen, den Oligomeren der Flavanole, waren die langkettigen Vertreter (Hexamer bis Deka-
mer) an der 15-LOX-1 und der Sojabohnen-Lipoxygenase L-1 wirksamer als die kurz- und mittelkettigen und (-)-
Epicatechin. Die Dekamer-Fraktion der Procyanidine hemmte die 15-LOX-1 mit einem ICs von 0,8 M.

4. Andere Polyphenole, wie Phenolkarbonséuren (z.B. Kaffeesaure), Stilbene (Resveratrol), Lignane (NDGA) und
Cumarine (Esculetin) waren ebenfalls Lipoxygenasehemmer.

5. Das Flavonol Quercetin modifizierte die Aktivitat der 15-LOX-1 auf dreierlei Weise: (a) Verldngerung der lag-
Phase. (b) Verringerung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit (,Soforthemmung®). (c) Verstarkung der zeitab-
hangigen Enzyminaktivierung.

6. Eine zeitabhangige Enzyminaktivierung durch Quercetin fand nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von Querce-
tin, Linoleat und Sauerstoff statt. Daher kénnte sie durch eine kombinierte Wirkung von Quercetin und Zwischen-
produkten des katalytischen Zyklus verursacht sein.

7. Bei Senkung des Hydroperoxidtonus durch Glutathion-Peroxidase plus Glutathion wurden nicht nur erwar-
tungsgemal die Aktivitdten der Lipoxygenasen partiell geghemmt, sondern zugleich auch die Hemmung der 15-
LOX-1 durch Quercetin aufgehoben. Dies kdnnte ein Hinweis auf eine Beteiligung oxidativer Prozesse oder in-
termedidrer Oxidationsprodukte an der Hemmung der 15-LOX-1 durch Quercetin sein.

8. Quercetin hemmte auch nach Komplexierung seiner Catecholgruppierung mit Fe®* die Lipoxygenasen. Dies
spricht gegen eine Komplexierung des Enzymeisens im aktiven Zentrum als primare Ursache der Enzymhem-
mung.

Schlussfolgerungen:

1. Die Hemmung von Lipoxygenasen konnte zur kardiovaskular-protektiven Wirkung von Nahrungs-Polyphenolen
beitragen. 2. Die Hemmung der Lipoxygenasen durch Polyphenole erfolgt durch direkte Wechselwirkung mit dem
Enzym. Sie ist nicht auf die Radikalfangereigenschaften der Polyphenole zuriickzufiihren.
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