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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kurze Geschichte des Melatonins

1917 entdeckten McCord und Allen, dass der Extrakt des Pinalorgans', den sie Kaulquappen
zu fressen gaben, zu einer dramatischen Authellung von deren Haut fiihrte. 1958 schlieBlich
gelang es Lerner und seinen Mitarbeitern (Lerner 1958), die Substanz aus dem Pinealorgan
von Rindern zu isolieren und knapp ein Jahr spéter seine Struktur aufzukléren (Lerner 1959).
Der Name Melatonin entstand aus der Zusammensetzung des Wortes melas (gr. fiir schwarz)
und tonein (gr., im hier verwendeten Sinne: zusammenziehen) in Hinblick auf eine lokale

Konzentrierung von Melanosomen in den Melanocyten.

Zunichst glaubte man, dass das Neurohormon Melatonin nur bei Vertebraten vorkommen
wiirde (Reiter, 1991; Tan et al., 2003). Spatere Untersuchungen zeigten jedoch, daf3 es nahezu
in allen Lebensformen, wie z.B. Bakterien, Pilzen, Mikro- und Makroalgen, Kormophyten
und Invertebraten wieder zu finden ist (Poeggeler et al., 1991; Hardeland & Fuhrberg, 1996;
Hardeland, 1999; Manchester et al., 2000; Reiter et al., 2001; Hardeland & Poeggeler, 2003;
Hardeland & Pandi-Perumal, 2005).

Die Konzentrationen von Melatonin im Blut von Vertebraten, einschlieSlich des Menschen,
zeigen einen ausgeprigten circadianen Rhythmus. Die Produktion im Pinealorgan erfolgt ganz
iiberwiegend in der Nacht, was bei Anderungen der Nachtliinge zu saisonalen Unterschieden
fiihrt. Bei Kindern kann die Konzentration in der Nacht bis zu 300 pg/mL betragen
(Waldhauser et al., 1993; Karasek et al., 2004). Bei Jugendlichen betragt sie noch 10-40
pg/mL am Tag und 60-120 pg/mL in der Nacht. Mit zunehmenden Alter sinkt der Wert auf
Nachtwert zwischen 20-50 pg/mL (Karasek et al., 2004).

! Weitere Bezeichnungen: Epiphyse, Zirbeldriise, Glandula Pinealis, Corpus Pineale, Epiphysis Cerebri
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Einleitung

1.2 Biosynthese von Melatonin

Die Biosynthese des Melatonins beginnt mit Tryptophan und geht iiber die Zwischenstufen

5-Hydroxytryptophan,

entscheidenden Enzyme

5-Hydroxytryptamin (Serotonin) und N-Acetylserotonin.

Die

sind hierbei die Arylalkylamin-N-acetyltransferase und die

5-Hydroxyindol-O-methyltransferase (Illnerova & Vanecek, 1980; Erlich & Apuzzo, 1985;
Ebadi & Govitrapong, 1986; Reiter, 1987; Illnerova, 1988; Sugden, 1989). Melatonin kann

ebenfalls aus Methoxytryptamin durch die Arylalkylamin-N-acetyltransferase gebildet werden

(Erlich & Apuzzo, 1985) (Abb. 1).

O

O
OH

NH

-
>

H
OH
NH Tryptophanhydroxylase
N 2
H

Tryptophan

H
HO N CH
3
| h
O
N
H

N-Acetylserotonin

5-Hydroxyindol-
O-methyl-
transferase

N 2
H

5-Hydroxytryptophan

Aromatische
Aminosaure-
decarboxylase

HO NH,
Arylalkylamin- ( I N j|

N-acetyltransferase H
Serotonin
5-Hydroxyindol-

O-methyl-
transferase

H
H,CO N _CH, H,CO- NH,
| T Arylacylamidase |
N O (Melatonin Deacetylase) N
H

> H

—

-

Melatonin
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Einleitung

1.3 Abbau von Melatonin

Die klassische Vorstellung vom Abbau des Melatonins geht von einem hohen , first-pass®-
Effekt aus. Zwischen 92-95 % des zirkulierenden Melatonins werden bereits wahrend der
ersten Leberpassage aus dem Blut entfernt (Pardrigde & Mietus, 1980). Hierbei wird durch
Cytochrom P4so-Monoxygenase 6-Hydroxymelatonin (Abb. 2) gebildet, welches anschliefend
zu 6-Sulfoxymelatonin konjugiert werden kann (Kopin et al., 1961). In dieser Form ist es sehr

hydrophil und wird mit dem Urin ausgeschieden.

Diese Sichtweise mag fiir das zirkulierende Melatonin zutreffen, nicht jedoch
notwendigerweise fiir das Gewebemelatonin. Es sei darauf hingewiesen, daB3 z. B. der
Gastrointestinaltrakt ein hundertfaches dessen an Melatonin enthélt wie das Pinealorgan
(Bubenik, 2001; 2002). Der Metabolismus muf} in einem solchen Organ schon aufgrund
anderer Enzymausstattung verschieden sein. In Teilen des Gehirns, insbesondere der Retina,
wird Melatonin groBtenteils zu 5-Methoxytryptamin deacetyliert, wobei eine spezifische
Melatonindeacetylase oder unspezifische Arylacylamidase ebenso wie Acetylcholinesterase

(Grace et al., 1993) diese Reaktion katalysieren.

Ein weiterer Abbauweg besteht in der Spaltung des Pyrrolringes, was zur Bildung eines
substituierten Kynuramins fiihrt, Nl—Acetyl—Nz—formyl—S—methoxykynuramin (AFMK;
Abb. 2). Dieses kann weiter deformyliert werden zu N'-Acetyl-5-methoxykynuramin (AMK;
Abb. 2). Bereits bei der Entdeckung dieser Substanzen (Hirata et al., 1974) wurde gezeigt,
daB3 sie Hauptmetaboliten des Melatonins im Zentralnervensystem darstellen, wobei
6-Hydroxymelatonin unter der Nachweisgrenze blieb. Inzwischen sind diverse Wege der
AFMK-Bildung gefunden worden (Tab. 1). Neuere Schitzungen sind zu dem Ergebnis
gekommen, daB3 ca. 1/3 des gesamten Melatonins im Korper in diesen Abbauweg gehen
(Ferry et al., 2005).

Bildung und weitere Verstoffwechselung von AFMK sind demnach fiir das Verstdndnis der
Funktion des Melatonins relevant, insbesondere als auch AFMK und AMK biologische
Aktivitdt entfalten (Martinez et al., 2005).

Die Beachtung des Gewebemelatonins ist unter mehreren Gesichtspunkten von Bedeutung.

Aufgrund seiner Amphiphilie gelangt Melatonin in alle Zellen und Zellkompartimente.
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Einleitung

Dort finden in erhohten Malle Radikalreaktionen statt, die zur Metabolisierung des

Melatonins beitragen (vgl. Tab. 1)
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Einleitung

Tab. 1: Mechanismen der AFMK-Bildung

Katalysatoren und Reaktanden

Referenzen

A) Enzymatische Mechanismen

Indolamin-2,3-dioxygenase; O, als
Cosubstrat.

Hamoperoxidase (Meerrettich)/Compound
I11, Involvierung von O,
Myeloperoxidase; H>O,.

Hayaishi, 1976; Hardeland et al., 1993c;
Hardeland & Fuhrberg, 1996.
Ximenes et al., 2001.

Ximenes et al., 2001; Rodrigues et al., 2003.

B) Pseudoenzymatische Mechanismen

Himin; O,

Oxoferryl-Hdmoglobin (aus Methimoglobin
und HzOz).

Fuhrberg & Hardeland, 1994; Hardeland &
Fuhrberg, 1996; Hardeland et al., 1993a,
1993c¢; Poeggeler et al., 2002; Hardeland
& Poeggeler, 2002.

Tesoriere et al., 2001.

C) Photokatalytische Mechanismen

Protoporphyrinyl-Kationradikale; O,”

Anthranilyl-Radikale; O,
Extrakte aus Dinoflagellaten; O,

Uria et al., 1994, 1995; Hardeland et al.,
1995, 1996; Hardeland & Fuhrberg, 1996;
Burkhardt et al., 2001a.

Tomas-Zapico et al., 2001.

Behrmann, 1989; Hardeland et al., 1991,
1993b, 1995, 1996; Hardeland &
Poeggeler, 1995.

Extrakte aus Phacophyceen; O,".
Chlorophyll a (unter vorzugsweiser Bildung
anderer Produkte).

Singulettsauerstoff (mit geringer Effizienz).

Hardeland, 1996.
Gawron & Hardeland, 1999.

Uria et al., 1994.

D) Photoexzitatorische Mechanismen

Sichtbares Licht; O,.

UV (in wissriger Losung oder auf
Trockensubstanz);

0,.

Burkhardt et al., 2001a; Tan et al., 2001;
Tan, 2002.

Behrmann et al., 1995; Burkhardt et al.,
2001a.

E) Ozonolyse

Ozon.

Hardeland & Fuhrberg, 1996; Hardeland,
1997.
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Einleitung

F) Radikalische Mechanismen
(auBerhalb der schon zuvor erwédhnten enzymatischen, pseudoenzymatischen oder

photokatalytischen Mechanismen)

Elektronen-Abstraktion durch ‘OH und Hardeland & Fuhrberg, 1996; Hardeland et
nachfolgende Kombination mit O," al., 1993c, 1996; Burkhardt et al., 2001a;
Tan et al., 2001, 2002; Poeggeler et al.,
2002; Hardeland & Poeggeler, 2002;
Schoenke et al., 2001.
Elektronen-Abstraktion durch COs™ und Hardeland et al., 2001, 2003c.
nachfolgende Kombination mit O,

G) Radikalische Reaktionen des cyclischen 3-Hydroxymelatonins ( c-30OHM)

Oxidation von ¢c3OHM durch Tan, 2002.
elektronenabstrahierende Radikale in
Gegenwart von Wasser.

Unter praktischen Aspekten sind diese Zusammenhédnge auch deswegen von Interesse, weil
Melatonin als Medikament (u.a. gegen Jetlag, amyotrophe Lateralsklerose (ALS),

Schlafstorungen) und als Nahrungsergénzungsstoff weltweit eingesetzt wird.

Eine besondere und derzeit viel beachtete Wirkung des Melatonins betrifft die antioxidative
Protektion (Hardeland et al., 2003a), mit dem Teilaspekt des Radikalfangens. Hierbei stellt
sich die Frage, was das Melatonin von anderen Indolaminen diesbeziiglich unterscheidet.
Dass in dieser Hinsicht betrdchtliche Divergenzen in der Redox-Chemie bestehen, hatte sich
bereits in fritheren Studien gezeigt (Poeggeler et al., 2002), die jedoch nicht ausfiihrliche

Strukturuntersuchungen der Produkte beinhaltet hatte.
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Einleitung

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung verschiedener Indole (Tryptamin,
5-Methoxytryptamin, N-Acetyltryptamin, N-Acetylserotonin, Serotonin, Melatonin und

6-Methoxymelatonin, Abb. 3) in Reaktionen mit unterschiedlichsten Radikalsystemen.

Da auch die Produkte der Radikalreaktionen von potentieller Bedeutung sind, lag es nahe,
auch deren Redox-Verhalten einzubeziehen. Dies betraf insbesondere das AFMK, von dem
bislang zwar bekannt war, da3 es Hydroxylradikale zu fangen imstande ist (Burkhardt et al.,
2002, Tan et al. 2001), von dem aber keine radikalisch erzeugten Folgeprodukte bekannt

waren.

H
NS o~CHs

Melatonin

O=

5-Methoxytryptamin

Serotonin
(5-Hydroxytryptamin)

Tryptamin

Abb. 3: Ubersicht der verwendeten Indolamine
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Gerate:

Folgende Materialien und Geréte wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

e Aquariumpumpe: Wisa, Typ 301.000.010.0

e Chromatographiesdule: Fur Sephadex LH 20; Gesamthohe der S&ule: 64,0 cm; Hohe
vom Sephadex in der S&ule: 49 cm; Durchmesser der Saule: 1,5 cm

e Dinnschichtchromatographie-Alufolien: Merck, Darmstadt, Deutschland, 20x20 cm?,
Kieselgel 60 Fys4

e Fertigfolien fur Diinnschichtchromatographie: Merck, Darmstadt, Deutschland, 40x80
mm?

e Fritten: Schott Duran, Mainz, Deutschland

e Kieselgel (a): Aldrich, Milwaukee, USA, TLC high-purity grade, ohne Binder,
PartikelgroRe 5-25 p, Oberflache ~500 m*/g

e Kieselgel (b) fur die Sdulenchromatographie: Macherey-Nagel, Diren, Deutschland,
MN Kieselgel 60, 0,05-0,2 mm / 70-270 mesh ASTU, fir die S&dulen-Chromatographie

e Kieselgel (c) fur die préaparative Dunnschichtchromatographie: Macherey-Nagel,
Duren, Deutschland, MN Kieselgel P/UV254

e Kristallisationsschalen: Schott Duran, Mainz, Deutschland, mit Ausguss, Durchmesser
50 mm, H6he 30 mm, Volumen 40 mL

e Leuchstoffréhre: Osram 20 W, HellweiB, PhotonenfluRrate 130 pM Photonen*m?*s™

e Mixer: Heidolph, Typ 50110 RZR-0O, 280-2200 U/min

e pH-Meter: Knick, Digital-pH Meter (bezogen Uber E. Schutt jr., Gottingen,
Deutschland)

e Reagenzgléser von Fiolax: Schott, Mainz, Deutschland, mit Bordelrand, dinnwandig,
Aulendurchmesser 12 mm, Lange 100 mm, Wanddicke 0,4-0,5 mm

e Rotationsverdampfer: Buchi Laboratoriums-Technik, Flawil, Schweiz, Rotavapor Typ
RE-111

e Riuckflusskihler: Krannich, Géttingen, Deutschland

e Schuttler: GFL, Burgwedel, Deutschland, Typ 3016

e Sephadex LH-20: Fluka, Buchs, Schweiz, TeilchengroRe 25-100 um
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Material und Methoden

Simultan-Trennkammer mit Knopfdeckel: DESAGA, Wiesloch, Deutschland,
200x200 mm®

Spektralfluorometer: ~ Aminco-Bowman, Nr. JA-8965-E, mit ellipsoidalem
Kondensationssystem, temperiert durch Colora Typ WK-3 Messtechnik GmbH,
Lorch/Wurttemberg, Deutschland

Spektralphotometer (a): Zeiss, Deutschland, PM7

Spektralphotometer (b): Biochrom, Cambridge, England, Ultrospec Il, Modell 4050
Szintillations-Flaschchen: Neolab, Heidelberg, Deutschland, Wheaton-Szintillations-
Flaschchen, 20 mL

Szintillationsz&hler: Packard, Modell 3330

Tischzentrifuge: Hettich EBA 3S

Ultraschallbad: Bandelin, Berlin, Sonorex RK 510 Transistor

UV-Lampe (a);: DESAGA, Heidelberg, Deutschland, mit Ro6hren der
Emissionswellenlangen 254 nm und 366 nm

UV-Lampe (b): Lamag, CAT. No. 29010, SER. No. 881042, mit Rd&hren der
Emissionswellenlangen 254 nm und 366 nm

Vakuumpumpe: Brand, Wertheim/Main, Deutschland, Drehschieber-Vakuumpumpe,
Typ RD-4

Ventilator: Salco, Tisch-Ventilator, Modell KB-307A

Wasserbad: Julabo Labortechnik, Seelbach, Julabo EM/3

Zentrifuge: Eppendorf, Deutschland, Eppendorf-Laborfuge 5417C

EI-MS: Finnigan MAT 95 (70 eV)

ESI-MS: Finnigan LCQ

HPLC-MS: HPLC: Quarterndre HPLC-Pumpe (Flux Instruments), Autosampler
(Jasco), UV-Detektor; MS: Finnigan LCQ

HRESI-MS: Apex IV 75-FT-ICR-MS (Bruker Daltonik)

'H-NMR-Spektren: Varian Inova 600 (599,7 MHz), Varian Mercury 300 (300,1
MHz), Varian Unity 300 (300,1 MHz)

13C-NMR-Spektren: Varian Mercury 300 (75,5 MHz), Varian Inova 600 (150,8 MHz),
Varian Unity 200 (50,3 MHz), Varian Unity 300 (75,5 MHz)
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2.2 Chemikalien:

Die verwendeten Chemikalien wurden aus folgenden Quellen bezogen:
Fluka, Buchs, Schweiz:
ABTS
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland:
Tryptamin, 5-Methoxytryptamin, 5-Hydroxytryptamin (Serotonin),

N-Acetyltryptamin, N-Acetylserotonin, Kaliumpersulfat, Melatonin,
Protoporphyrin-IX,

Alle weiteren Chemikalien stammten von der Firma Merck, Darmstadt, Deutschland:

Das 6-Methoxymelatonin wurde freundlicherweise von Dr. Russel J. Reiter vom Health

Science Center der Universitat von Texas in San Antonio zur Verfiigung gestellt.

Herstellung von AFMK:
Das in dieser Arbeit verwendete AFMK wurde in der Arbeitgruppe von Prof. Dr. H. Laatsch

im Institut fur Organische und Biomolekulare Chemie der Georg-August-Universitat
Gottingen hergestellt. Die Synthese erfolgte aus Melatonin nach der Methode von Kennaway
et al. (1988).

Herstellung von ABTS-Kationradikalen (ABTS"):

Stammldsung 50 mL
Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:

192,500 mg ABTS (7,00 mM)
33,075 mg Kaliumpersulfat (2,45 mM)

Der Reaktionsansatz wurde in einem mit Alufolie umwickelten Falcon-Réhrchen mit 50 mL
Kalium-Phosphat-Puffer 50 mM (pH 7,5) angesetzt. Die Ldésung wurde 15 min lang
geschittelt und bis zur endglltigen Gebrauchsféhigkeit bei RT 16 Stunden im Dunkeln
aufbewahrt. Hiernach betrug die Konzentration von ABTS® ca. 4,2 mol/L.

Kihlgelagert war die Losung mehrere Tage lang stabil. Fir verschiedene Reaktionsansatze
wurden andere ABTS® Konzentrationen benétigt. Hierzu wurde die gebrauchsfahige Losung
entsprechend mit  Kalium-Phosphat-Puffer (pH 7,5) anhand des molaren

Extinktionskoeffizienten von 36000 M cm™ bei 420 nm verdiinnt.
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Herstellung von préparativen Diinnschichtchromatographie-Platten

Mit Hilfe eines Ruhrers wurde eine Aufschwemmung von 660 g Kieselgel in 1 L dest. Wasser
hergestellt. Je 60 mL der Aufschwemmung wurden auf eine Glasplatte (20x20 cm?) gegossen
und gleichméaRig verteilt. Die Platten wurden flr einen Tag an der Luft zum Trocknen liegen

gelassen und am néchsten Tag flr 3 h bei 120 °C aktiviert.

Herstellung von Chromatographiesiulen

Das Tragermaterial Sephadex (siehe Chemikalien) wurde je nach Verwendung mit dem
entsprechenden Laufmittel versetzt und vorsichtig in die Sdule (siehe Gerételiste) eingeflit.
Durch mehrfaches Auffillen und wieder Ablassen des Laufmittels wurde die Sdule gespult,
bis sich die stationdre Phase gesetzt hatte.

Vor Benutzung der S&ule wurde die mobile Phase so weit abgelassen, bis sie sich kurz Gber

der stationdren Phase befand.

2.3 Reaktionssysteme:

2.3.1 Photokatalytischer Umsatz mit Protoporphyrin-1X

Die Indole wurden in ethanolischer Losung mit dem Photooxidans Protoporphyrin-1X unter
Belichtung mit einem PhotonenfluR von 130 uM Photonen « m . s umgesetzt

Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:
200 pL Indol i gion * ( 20 mM) 4,00 mM
400 pL Protoporphyrin-IX ineion (100 pM) 0,04 mM

400 pL Ethanol

* folgende Indole wurden mit diesem Ansatz getestet:
Tryptamin, 5-Methoxytryptamin, N-Acetyltryptamin, N-Acetylserotonin, Serotonin und

Melatonin
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2.3.1.1 Eichkurven

Umsatzberechnungen wurden an Hand von zuvor erstellen Eichkurven durchgefiihrt.

RFU

80 80
75 1 75 | ,
70 - 70 -
65 - 65 -
60 - 60 4
55 | 55 |
50 - 50 4
45
> :> 45 -
o 'ﬁ:" 40 -
35 | 35 |
30 A 30 -
25 - 25 |
20 20 |
15 | 15 |
10 | 10 -
5 |
' ' ' ' ' ' 0 T T T T T T T T
0 3 60 9 120 150 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Melatonin Konz. [uM] 5-MT Konz. [uM]
55 80
50 - 75 A
70 A
45 65
40 | 60 1
55 A
35 4 50 A
30 A 45 -
25 ; o
35 A
20 4 30 A
15 | 25 A
20
10 N 15 ,
5 . 10 A
5 |
0 ‘ ‘ ‘ ‘ w w w w 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
N -Acetyl-Tryptamin Konz. [uM] N -Acetyl-Serotonin Konz. [uM]

Abb. 4a. Eichkurven von Melatonin, 5-MT, NAT, NAS
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Abb. 4b. Eichkurven von Serotonin und Tryptamin

0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Zur Ermittlung der Konzentration in Abhdngigkeit von der relativen Fluoreszenz wurden die

verschiedenen Indole in ethanolischen Losungen ihren Excitations- und Emissionsmaxima

entsprechend gemessen.
Melatonin: Ex=350 / Em=285; 5-MT: Ex: 284 / Em=340; NAT: Ex=281 / Em=360;
NAS: Ex=290 / Em=350; Serotonin: Ex=290 / Em=340; Tryptamin: Ex= 275 / Em=356.
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2.3.2 Hamin-katalysiertes H,O,-System

In diesem Assay nach Fuhrberg & Hardeland (1994) verlauft die Entstehung der Radikale
nicht ,burst“-artig wie in Systemen, in denen die Fenton-Reaktion mit freiem Eisen statt
findet, sondern langsamer und mit einer konstanteren Rate. Hierbei werden aus dem
alkalischen H,0,-System Superoxidanion- und Hydroxylradikale gebildet. In diesem
Reaktionssystem laufen, neben anderen, zwei wichtige Reaktionen ab, welche das
Charakteristikum dieses Assays darstellen. Im alkalischen Milieu ist die Bildung von
Superoxidanionen begtinstigt, weil der Entzug von Protonen aus dem Gleichgewicht:

H,O, + 0, > 2 H++202’_

die Nachbildung von Superoxidanionen treibt.

Hamin vermag eine Oxidation durch Ubertragung von molekularem Sauerstoff aus
Superoxidanionen zu katalysieren, wobei es selber reduziert wird (Hardeland & Fuhrberg,
1996).

Desweiteren lauft eine Fenton-Reaktion ab:
Fe**-Komplex + Oy~ — Fe**-Komplex + O,
(alternativ kann auch eine Reduktion durch H,O, erfolgen)

Fe?*-Komplex + H,0, — Fe**-Komplex + «OH + OH"

Reaktionsansatz:

Zur Prifung auf die Anteile *OH- und Oj* -abhéngigen Reaktionen wurden folgende

Varianten mit DMSO als *OH-Fanger und Tiron als Oz¢ -Fanger untersucht.

Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:
0,7 mL Gly-Gly-Puffer pH 8.0 (100 mM) 60 mM

0,1 mL Hamin-Cl (50 uM) 5uM

0,1 mL HzOz 10 % 1%

- Inkubation fiir 1 Stunde bei RT im Szintillationszéhler

0,77 mg 6-MeO-Mel wurden in 20 ul DMSO vorgel6st
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Reaktionsansatz und zusatzliches Tiron als O,e"-Fénger

Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:
0,6 mL Gly-Gly-Puffer pH 8.0 (100 mM) 60 mM

0,1 mL Tiron (20 mMM) in puffer 400 pM

0,1 mL 6-MeO-Mel (4 mMM)* in putter 400 uM

0,1 mL H&min-ClI (50 uM) SuM

0,1 mL H,0, 10 % 1%

- Inkubation fir 1 Stunde bei RT im Szintillationszéhler

Reaktionsansatz und zusatzliches DMSO als «OH-Fénger

Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:
0,6 mL Gly-Gly-Puffer pH 8.0 (100 mM) 60 mM

0,1 mL DMSO

0,1 mL 6-MeO-Mel (4 mM)* in putter 400 pM

0,1 mL Hamin-Cl (50 uM) 5uM

0,1 mL H202 10 % 1%

- Inkubation fiir 1 Stunde bei RT im Szintillationszéhler
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2.3.3 Oxidation mit ABTS-Kationradikalen
Fur Zwecke des ABTS™ Reduktionstests (Re et al., 1999) wurden unterschiedliche

Verhiltnisse von Indolen zu ABTS®" getestet.

Reaktionsansatze:

Verhaltnis von Melatonin zu ABTS®*

Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:
25 uL ABTS®™ (Ext. 1,44) 40 uM
25 pL Indol ingon (0,04-0,32 mM) 1-8 puM

950 uL H,O

* folgende Indole wurden getestet:
Tryptamin, 5-Methoxytryptamin, N-Acetyltryptamin, N-Acetylserotonin, Serotonin und
Melatonin

Fur die Produktanalyse aus Melatonin oder seinem Metaboliten AFMK erwies sich ein

Verhiltnis zum ABTS"" von 1:10 als giinstig.

Einfacher Ansatz:

Verhaltnis von Melatonin zu ABTS®*

Reaktionsansatz: Endkonzentrationen:
7,5 mL ABTS®" (4,0 mM) 3,0mM

1,0 mL Indol / Indolmetabolit* i, gron (3,0 mMM) 0,3 mM

1,5 mL H,O

* folgende Indole / Indolmetabolite wurden getestet:

Melatonin, AFMK, Produkt (2a/b): N-(1-formyl-5-methoxy-3-oxo0-2,3-dihydro-1H-indol-2-
ylidenemethyl)-acetamid, Produkt (3): N-(1-formyl-2-hydroxy-5-methoxy-3-0xo0-2,3-dihydro-
1H-indol-2-yImethyl)-acetamid.

Bei den Indolmetaboliten (2a/b) und (3) konnten lediglich circa Konzentration angenommen

werden.

Préparative Ansatze enthielten das Vielfache (z.B. 30 — 50 fache) dieses VVolumens, wobei

sowohl die Reaktion als auch Extraktion in 1 L Glasflaschen erfolgte.
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2.4 Chromatographie

2.4.1 Analytische Diinnschichtchromatographie

Zur Analyse der Produkte wurden industriell hergestellte DC-Platten (siehe Gerate) der Firma

Merck verwendet.

Extraktion:
Um photokatalytische Reaktion zu vermeiden, wurden mit Alufolie umwickelte Szintillations-
rohrchen fir die Reaktionsansatze benutzt. Fir einige photo- und fluorometrische Messungen

wurden die Reaktionsansatze auch direkt in den Kivetten angesetzt.

Fur die Extraktion wurde das Reaktionsgemisch jeweils in 50 mL Falcon-Roéhrchen tiberfiihrt
und mit dem 2-fachen VVolumen an Ethylacetat versetzt. Die R6hrchen wurden verschlossen
und mit Alufolie gegen Lichteinfall umwickelt. AnschlieBend wurden sie auf dem Schittler
15 min bei maximaler Geschwindigkeit in horizontaler Position geschuttelt. Nach erfolgter
Phasentrennung wurde die obere organische Phase mit einer Pasteurpipette abgenommen und
in Kristallisationsschalchen tbertragen und verteilt. Danach wurde die organische Phase in
einem lichtabgeschirmten Glasexsikkator mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe auf ein VVolumen
auf ca. 0,5 mL eingeengt. Dieses Restvolumen wurde in Eppendorf-Cups Gberfiihrt und in
einer Zentrifuge kurz 5 min bei 5000 rpm vom evtl. noch vorhandenen Wasser befreit. Die
jetzt wasserfreie obere Phase konnte zur weiteren Verwendung dinnschicht-

chromatographisch aufgetrennt oder photometrisch bzw. fluorometrisch untersucht werden.

Seite 17



Material und Methoden

Zur bestmoglichsten Auftrennung der einzelnen Produktbande kamen unterschiedliche

Eluenten zum Einsatz.

Eluenten:

Ethylacetat / Methanol
Verhaltnisse: 99:0,1;95:05;9:1;7:3;5:5

Methanol / H,O
Verhaltnisse: 9:1;8:2;7:3

Butanol / Eisessig : H,O
Verhaltnisse: 16:1:2;16:05:1;16:0,25:0,5

Dichlormethan / Methanol
Verhaltnisse: 98:0,2;95:05;9:1:;85:15:8:2

Propanol / HCI
Verhaltnisse: HCIpH4,5(9,5:0,5); HCIpH4,5(9:1); HCIpH 3,0 (9: 1);
HCI pH 2,6 (7 : 3)

Nach Beendigung des Laufes wurden die DC-Platten kurz im Dunkeln getrocknet und sofort
unter einer UV-Lampe auf das Vorhandensein indolischer Produkte bei 254 nm oder
kynurischer Produkte bei 366 nm Uberprift. Die einzelnen Produktbanden wurden markiert

und halbquantitativ in verschiedene Intensitatsstufen eingeteilt.

Reelution

Zur weiteren Charakterisierung bzw. Aufreinigung wurde die jeweilige Bande aus der DC-
Platte mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten und in passender Grof3e in
Kristallisationsschalchen verteilt. Die Reelution erfolgte auf einem Schittler mit jeweils 3 mL
Ethanol. Die Schalchen wurden 15 min behutsam geschittelt und der Extrakt in ein
Eppendorf-Cup uberfuhrt. Evtl. vorhandene Kieselgelreste wurden in der Zentrifuge bei 5000

rpm in 10 min aus dem Extrakt entfernt.
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2.4.2 Praparative Diinnschichtchromatographie

Auftrennung und Eluierung der Produkte durch PTLC

Fur die Produktanalyse wurden in der préparativen Dunnschichtchromatographie eigens
hergestellte PTLC-Platten (siehe Chemikalien) verwendet. Ein Vielfaches des
Reaktionansatzes (2.3.3) wurde hergestellt und ebenso behandelt wie in der analytischen
Dunnschichtchromatographie.

Fir die bestmdgliche Auftrennung der einzelnen Produkte wurde der Eluent Ethylacetat /
Methanol (9,5 : 0,5) verwendet.

Nach erfolgter Auftrennung wurde die jeweilige Bande aus der PTLC-Platte mit Hilfe eines
Skalpells herausgeschnitten, im Lésungsmittelgemisch DCM / MeOH (1 : 1) reeluiert und
anschlieRend filtiert. Mit Hilfe von kleinen Fertigfolien fur die Dlnnschichtchromatographie
(4080 mm, 2.1.2) wurde die Reinheit der Substanz Uberprift. Zur weiteren Untersuchung
wurde die Substanz mit Hilfe eines Rotationsverdampfers und einer Vakuumpumpe hiernach

vollstandig getrocknet.

Saulenchromatographie

Zur Produkttrennung wurde eine Sephadex-S&ule LH-20 (2.1, 2.2) mit dem Laufmittel
DCM / MetOH (1 : 1) hergestellt, die zum Schutz der lichtempfindlichen Substanzen mit
Alufolie ummantelt war. Die verschiedenen Produktfraktionen in der Saule konnten durch
ihre Tageslichtfarbe (TL) oder ihrer Fluoreszenz unter UV-Licht (366 und 254 nm)
voneinander unterschieden werden. Die Reinheit der Fraktionen wurde wiederum mit kleinen
Fertigfolien fur die Dlnnschichtchromatographie (40x80 mm, 2.1.2) Uberprift. Die Fraktion
mit der gesuchten Substanz wurde mit Hilfe eines Rotationsverdampfers und einer

Vakuumpumpe hiernach vollstandig getrocknet.

2.5 Chemilumineszenzmessung:

Die Oxidation von 6-Methoxymelatonin wurde anhand der Messung der Chemilumineszenz
mit Hilfe eines auf 20°C temperierten Szintillationszahlers ( Packard, Modell 3330) verfolgt.

Im Verlauf der Oxidation von Indolen mit freien Radikalen kann ein kurzlebiges Dioxetan-
Zwischenprodukt gebildet werden, bei dessen Zerfall ein Photon emittiert wird. Wegen der

Erfassung der Photonenemission mit einem Szintillationsspektrometer wurden die MeRdaten
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als cpm ausgegeben. Der Hintergrund bei diesem Versuch betrug 17.000 cpm und wurde von

den Daten abgezogen.

Einstellung des Szintillationszéhlers:

Preset time: 1 min
Preset counts: ~ 900.000
Gain: 70 %
Window: 40-100

Coincidence: off

Die Auswertung erfolgte nur Uber einen der drei Kanéle, bei den anderen war die Verstarkung
sehr niedrig eingestellt, um die Zeitvorwahl (preset time) auf einen Kanal zu beschranken. Es
wurde im Betriebsmodus ,,repeat” gemessen.

Uber einen an den Szintillationszahler gekoppelten ProzeRrechner wurden die Daten
aufgenommen und Uber eine Personalcomputer abgerufen. Die Daten wurden als Mediane

von 10 min Intervallen ausgegeben.

2.6 Fluorometrie

Zur naheren Charakterisierung einer Substanz wurden von dieser Excitations- und

Emissionspektren in Makroquarzkiivetten fir Fluorometrie bei 25°C aufgenommen.

Einstellungen am Spektralfluorometer

SpaltgroRe: 4 mm
Messmodus: Ratio

Spalt am Photomultiplier: 0,5-1,0

Sensitivitat: 0,1-100
Response: 3
Chopper: On
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2.7 Photometrie

Weitere Untersuchungen von Substanzen erfolgten in einem Zeiss-Spektralphotometer, das
uber einen DurchfluRthermostaten auf 25°C konstant gehalten wurde. Hierflr wurden
entsprechende Plastik- und Glaskuvetten verwendet. Leerwertmessungen wurden mit den

jeweiligen Losungsmitteln, Puffern oder ag. dest. durchgefihrt.

2.8 Massenspektroskopie

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte in der von Dr. H. Frauendorf geleiteten Abteilung
Massenspektrometrie (Institut fir Organische und Biomolekulare Chemie, Georg-August-

Universitat Gottingen)

29 HPLC-MS

Zur Analyse eines Reaktionsgemisches wurde eine Hochdruckflussigkeitschromatographie
mit anschlieflender Massenspektroskopie (HPLC-MS) ebenfalls in der von Dr. H. Frauendorf
geleiteten Abteilung Massenspektrometrie durchgefihrt.

UV-Spektren wurden bei der Analyse der HPLC-MS Daten sofort mit erstellt.

2.10 NMR

Die Messung der NMR-Spektren wurde von der Arbeitsgruppe Kernresonanz (Institut fir
Organische und Biomolekulare Chemie, Georg-August-Universitat Gottingen) unter der
Leitung von Herrn Dipl.-Chem. R. Machinek durchgefthrt:

Kopplungskonstanten (J) bei den *H-NMR-Spektren werden in Hz angegeben. Abkiirzungen:
s = Singulett, d = Dublett, dd = Doppeldublett, t = Triplett, g = Quartett, br = breit.
Die chemische Verschiebung wird in 6-Werten relativ zu Tetramethylsilan als internem

Standard angegeben.
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2.11 DBE-Wert

Anzahl der H-Atome Anzahl der N-Atome
DBE = Anzahl der C-Atome — +

2 2

Bei der Charakterisierung neuer Substanzen kann der DBE-Wert (DBE = Double Bond

Equivalence) Hilfestellung leisten, indem er die Anzahl der Doppelbindungen in der Substanz

angibt.
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3. Ergebnisse

3.1 Photokatalytischer Umsatz von Indolen mit Protoporphyrin-1X

3.1.1 Umsatz von Melatonin mit Protoporphyrin-1X

Unter dem Einfluss des Photokatalysators Protoporphyrin-IX wird Melatonin in erheblichen
Malfle umgesetzt. Es erscheint ein Produkt mit der charakteristischen Fluoreszenz von AFMK
(Abb. 6). Dies bestitigt sich in der diinnschichtchromatographischen Analyse (Abb. 5,
Tab. 2). Als einziges Oxidationsprodukt ist AFMK mit dem fiir ihn typischen RF-Wert

nachzuweisen.

T N T

C T o S —T

A B C

Abb. 5: Chromatogramm von Melatonin  und  dessen
Oxidationsprodukte. Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (9:1); Laufstrecke
11,2 cm; Spur A: Melatonin 4 mM, P-IX 40uM 3 Std. belichtet
(Konzentration bei Reaktionsstart); Spur B: Melatonin Standard; Spur C:
P-IX unbelichtet.

Tab. 2: Charakterisierung der Banden aus Abb. 10

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf-
Wert Wert Wert
1 Melatonin 0,63 | Melatonin 0,64 |P-IX 0,03
2 |AFMK 0,47 |AFMK 0,47
3 |P-IX 0,02
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Abb. 6: Fluoreszenz von Melatonin |04
und  dessen  Oxidationsprodukte. '
Melatonin 4 mM, P-IX 40uM T 22
(Konzentration bei Reaktionsstart); linke 1o
Ordinate: —— Melatonin den
Zeitpunkten 0 Std. und —&— 3 Std; e
rechte Ordinate: —-©— Oxidationsprodukt T16
den Zeitpunkten 0 Std. und —&— 3 Std. t14
Die Eduktmessung erfolgte bei einer ; 14
Excitation ~von 285 nm. Die '
Produktmessung bei einer Excitation von T1
340 nm. 40,8
a + 0,6
“A +04
‘x 10,2
a
0

300 350 400 450 500 550 600

Emission [nm]

Da die im Experiment von Abb. 10 verwendeten Konzentrationen fiir eine quantative
Fluorometrie zu hoch sind, wie die Eichkurve (Abb. 9) ausweist, wurden entsprechende
Experimente mit gleichen Eduktkonzentrationen, aber nachtréglicher Verdiinnung auf 1/50
fiir die Messung durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich, dass im Reaktionszeitraum nahezu die

Hilfte des Melatonins umgesetzt wurde (Abb. 12)

4,3
Abb. 7: Zeitliche Verfolgung des
Umsatzes von Melatonin durch X
Fluorometrie. Melatonin 4 mM, 38 -
Protoporphyrin-IX 40 uM (End-
konzentration).
3,3 1
(]
=
5 28 .
£ 3
3
23
18 -
1,3

0 30 60 90 120 150 180

Reaktionszeit [min]
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3.1.2 Umsatz von 5-Methoxytryptamin mit Protoporphyrin-1X

Uberraschenderweise  filhrte  der  photokatalytische Umsatz des  Strukturanalogs
5-Methoxytryptamin durch Protoporphyrin-IX bei gleichen Ausgangskonzentrationen zu einer
groflen Zahl unterschiedlicher Produkte (Abb. 8; Tab. 3). Der zeitliche Verlauf des Umsatzes
lie sich nach der Verdiinnung auf 1/50 ndherungsweise bestimmen (Abb. 9). Auch hier wird

etwa die Halfte des Indolamins im Reaktionszeitraum photokatalytisch oxidiert.

............ B-4
— —
- : IF g
S— — B7

B-9
( ) Al R-10

Abb. 8: Chromatogramm von 5-Methoxytryptamin und dessen
Oxidationsprodukten. Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (7:3);
Laufstrecke 15,5 cm; Spur A: 5-MT-Standard, Spur B: 5-MT 4 mM,
P-IX 40uM belichtet 3 Std. (Konzentrationen bei Reaktionsstart)

Tab. 3: Charakterisierung der Banden aus Abb. 8

Bande Spur A Rf- Spur B Rf-Wert
Wert
1 254 ++ 5-MT 0,00 |366 ++/254+ 0,78
2 366 rotlich 0,73
3 366 ++ /254 + 0,70
4 366 + 0,60
5 254 ++ 0,54
6 366 + 0,48
7 254 + 0,22
8 254 + 0,12
9 254 ++ 0,12
10 254 + 0,05
11 254 4+ 5-MT 0,03
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mmol 5-MT

0 30 60 90 120 150 180
R eaktionszeit [min]

Abb. 9: Zeitliche Verfolgung des Umsatzes von
5-Methoxytryptamin durch Fluorometrie.
5-Methoxytryptamin 4 mM, Protoporphyrin-IX 40 uM
(Endkonzentration).
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3.1.3 Umsatz von N-Acetyltryptamin mit Protoporphyrin-1X

Die photokatalytische Reaktion von N-Acetyltryptamin zeigt ein dhnliches Verhalten wie
Melatonin (Abb. 10; Tab. 4). Der Umsatz des Edukts flihrt hauptsdchlich zu einem Produkt.
Die fluorometrische Analyse (Abb. 11) zeigt, dal N-Acetyltryptamin zu einem grofen Teil
umgesetzt wurde. Der zeitliche Verlauf (Abb. 12) zeigt nach einer Verdiinnung von 1:60

einen Umsatz von weniger als der Hilfte.

C_ OAat o -l > c1
-l > c2
T C8
T C-4
( ) C-5
A B C

Abb. 10: Chromatogramm von N-Acetyltryptamin und dessen
Oxidationsprodukten. Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (7:3); Laufstrecke
12,9 cm; Spur A: NAT unbelichtet; Spur B: NAT belichtet 3 Std.; Spur C:
P-IX 40uM, NAT 4 mM belichtet 3 Std. (Endkonzentration)

Tab. 4: Charakterisierung der Banden aus Abb. 10

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf-

Wert Wert Wert
1 |NAT 0,85 |NAT 0,84 |NAT 0,83
2 256 +++/ 366 + 0,68
3 366 (+) 0,44
4 254 (+) 0,38
5 P-IX 0,00
6

Seite 27



Ergebnisse

Abb. 11: Fluoreszenzmessung von
N-Acetyltryptamin und dessen
Oxidationsprodukten. NAT 4 mM,
P-IX 40uM (Konzentrationen  bei
Reaktionsstart); Linke Ordinate: —@—
N-Acetyltryptamin zu den Zeitpunkten
0 Std. und —A— 3 Std; rechte
Ordinate: —©— Oxidationsprodukte zu

den Zeitpunkten 0 Std. und —&— 3 Std.
Die Eduktmessung erfolgte bei einer
Excitation von 280 nm. Die
Produktmessung erfolgte bei einer
Excitation von 320 nm.

Abb. 12: Zeitliche Verfolgung des
Umsatzes von N-Acetyltryptamin
durch Fluorometrie. NAT 4 mM, P-
IX 40 uM (Endkonzentration). Die
Konvertierung in Konzentration pro
Zeiteinheit erfolgte mit Hilfe einer
zuvor erstellten Eichkurve (Abb. 4a).
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3.1.4 Umsatz von von N-Acetylserotonin mit Protoporphyrin-1X

Auch N-Acetylserotonin geht groftenteils in ein Produkt {iber (Abb. 13). Die Belichtung von
N-Acetylserotonin alleine flihrt schon zur Produktbildung, wobei das Hauptprodukt, das bei
der Reaktion mit Protoporphyrin-IX entsteht, auch schon zuerkennen ist. Die Fluorometrie
(Abb. 14) weist eine fast vollstindige Oxidation von NAS auf, was im zeitlichen Verlauf

(Abb. 15) mit einem photokatalytischen Verbrauch von ca. 75% dokumentiert wird.

Abb. 13: Dunnschichtchromatograhie von N-Acetylserotonin und
dessen Oxidationsprodukten in einem ethanolischen, Protoporphyrin-
IX-katalysierten System. Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (7:3);
Laufstrecke 13,8 cm; Spur A: NAS unbelichtet; Spur B: NAS belichtet 3
Std.; Spur C: P-IX 40uM, NAS 4 mM belichtet 3 Std. (Endkonzentration)

Tab. 5: Charakterisierung der Banden aus Abb. 13

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf-

Wert Wert Wert
1 |[NAS 0,84 [NAS 0,84 |NAS 0,84
2 366 (+) 0,78 366 +++, 254 + 0,78
3 254 (+) 0,57 1254 (1) 0,65
4 254 + 0,57
5 254 (+) 0,34
6 P-1X 0,00
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Abb. 14: Fluoreszenzmessung von N-
Acetylserotonin und dessen
Oxidationsprodukten. NAS 4 mM, P-I1X
40uM (Endkonzentration); Linke
Ordinate: —@— N-Acetylserotonin zum
Zeitpunkt 0 Std. und —&— zum Zeitpunkt
3 Std.; Rechte Ordinate: —©—
Oxidationsprodukt zum Zeitpunkt 0 Std.

und —2— zum Zeitpunkt 3 Std. Die

Eduktmessung  erfolgte bei einer
Excitation von 290 nm. Die
Produktmessung erfolgte bei einer

Excitation von 330 nm.

Abb. 15: Zeitliche Verfolgung des
Umsatzes von  N-Acetylserotonin
durch Fluorometrie. N-Acetylserotonin
4 mM,  Protoporphyrin-IX 40 pM
(Endkonzentration). Die Konvertierung
in Konzentration pro Zeiteinheit erfolgte

mit Hilfe einer zuvor erstellten Eichkurve
(Abb. 4a).
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3.1.5 Umsatz von Serotonin mit Protoporphyrin-I1X

Auch bei Serotonin kommt es durch Belichtung bereits zur Produktbildung (Abb. 16, Tab. 6).
Im photokatalytischen Umsatz wird die Produktbildung weiter forciert, wobei ein zusitzliches
Produkt entsteht. Die fluorometrische Analyse (Abb. 17) zeigt einen weitestgehend
vollstdndigen Umsatz von Serotonin an, welches sich in der Bildung des Produktes, das bei
Ex=290 nm und ein Em=340 nm verfolgt wurde, niederschligt. Serotonin wurde in dieser

Zeit zur Hilfte umgesetzt (Abb. 18).

[l > C-3
C D A-3 — — C-4
A B C

Abb. 16: Chromatogramm von Serotonin und dessen
Oxidationsprodukten. Laufmittel: MetOH / H,O (8:2); Laufstrecke
12,2 cm; Spur A: Serotonin unbelichtet; Spur B: Protoporphyrin Std.;
Spur C: P-IX 40 pM, Serotonin 4 mM (belichtet 3 Std.).
(Endkonzentration)

Tab. 6: Charakterisierung der Banden aus Abb. 16

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf-
Wert Wert Wert
1 [366+ 0,76 366 +,254(+) 0,84 |366 braun, 254 (+) | 0,80
2 | 254++ 0,59 |366 rotlich 0,78 366 + 0,78
3 1254+ 0,02 366 ++++ 0,13
4 256 (+) 0,02
5
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Abb. 17: Fluoreszenzmessung von
Serotonin und dessen
Oxidationsprodukten. Serotonin 4 mM,
P-IX 40uM (Endkonzentration); Linke
Ordinate: —@— Serotonin zum Zeitpunkt
0 Std. und —4— zum Zeitpunkt
3 Std.; Rechte Ordinate: —©—
Oxidationsprodukte zum Zeitpunkt 0 Std.

und —2— zum Zeitpunkt 3 Std. Die
Eduktmessung  erfolgte bei einer
Excitation von 290 nm. Die
Produktmessung erfolgte bei einer
Excitation von 340 nm.

Abb. 18: Zeitliche Verfolgung des
Umsatzes von Serotonin durch
Fluorometrie. Serotonin 4 mM, P-IX
40 pM (Endkonzentrationen). Die
Konvertierung in Konzentration pro
Zeiteinheit erfolgte mit Hilfe einer
zuvor erstellten Eichkurve (Abb. 4b).
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3.1.6 Umsatz von Tryptamin mit Protoporphyrin-1X

Das Strukturanalogon Tryptamin zeigt eine grof3e Zahl unterschiedlichster Produkte (Abb. 19;
Tab. 7). Der Umsatz des Edukts (Abb. 20) lieB sich nach der Verdiinnung auf 1/60

ndherungsweise bestimmen.

s Bl = : T G

B — o

— AL 'l — ?
=

C-5

_ —— C-6

= > C¢7

— =——— ¢
C-10

A i °

Abb. 19: Chromatogramm von Tryptamin und dessen
Oxidationsprodukten. Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (7:3);
Laufstrecke 12,9 cm; Spur A: Tryptamin unbelichtet; Spur B: Tryptamin 4
mM, belichtet 3 Std.; Spur C: P-IX 40 uM, Tryptamin 4 mM belichtet (3
Std.). (Endkonzentrationen).

Tab. 7: Charakterisierung der Banden aus Abb. 19

Bande Spur A Spur B Rf- Spur C Rf-

Wert Wert
1 [254+ 0,50 |366 +++ P-IX 0,86 |366+ 0,84
2 | Tryptamin 0,04 |366 (1) 0,79 1366 (+) 0,78
3 254 + 0,46
4 254 (+) 0,30
5 254 (+) 0,27
6 366 (+) 0,19
7 254 + 0,13
8 366 +++ 0,09
9 254 + 0,05
10 366 (+) 0,02
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Abb. 20: Zeitliche Verfolgung des 4.3
Umsatzes von Tryptamin durch 1
Fluorometrie. g )
Tryptamin 4 mM, P-IX 40 upM '
(Endkonzentration). Die Konvertierung
in Konzentration pro Zeiteinheit erfolgte 331
mit Hilfe einer zuvor erstellten Eichkurve £
(Abb.4b). g
S 281
o
£
23
1,8 -
13

0 30 60 90 120 150 180

Reaktionszeit [min]
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3.2 Oxidation von 6-Methoxymelatonin im Hamin-katalysierten H»>O,-System

6-Methoxymelatonin wird im Hamin-katalysierten H>O,-System im Gegensatz zu Melatonin
sehr rasch oxidiert (Abb. 21, 22).

Dies zeigt sich eindeutig in der diinnschichtchromatographischen Analyse (Abb. 23, 24; Tab.
8, 9). Die Lumineszenzreaktion ist ebenfalls schneller beendet, fiihrt jedoch zu keiner hohen
Lichtemission. Dies reflektiert einen Unterschied in der Emitterstirke, denn das Hauptprodukt
ist offensichtlich kynurischer Natur und sollte daher {iber ein Dioxetan gebildet werden.

Die Oxidation von 6-Methoxymelatonin wird hauptsidchlich durch eine Hamin-katalysierte
Reaktion mit Superoxidanionen hervorgerufen. Die Hydroxylradikale spielen eine nur
untergeordnete Rolle, da es durch den °OH-Finger DMSO (Abb. 25) kaum zu einer
Verminderung der Lumineszenz kommt. Im  Gegensatz dazu  fiihrt  der

Superoxidanionenfianger Tiron (Abb. 26) zu einer fast vollstindigen Inhibition.

4.0
3.5
3.0
25
2.0
15

1.0

Chemilumineszenz [mio cpm]

0.5

0.0 l T l T l
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35

Reaktionszeit [h]

Abb. 21: Lumineszenzmessung der Oxidation von Melatonin und 6-Methoxymelatonin
in einem Hamin-katalysierten H,0O,-System im Vergleich. Graue Balken: Melatonin;
schwarze Balken: 6-Methoxymelatonin. (Messverfahren siche 2.4)
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0,5 4

0,4 —

0,3 —

0,2 o

Chemilumineszenz [mio cpm]

0,1+

0,0 —
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Reaktionszeit [h]

Abb. 22: Lumineszenzmessung der Oxidation von 6-Methoxymelatonin in einem Hamin-
katalysierten H;O,-System. 6-Methoxymelatonin 400 puM, Hamin-Cl 5 uM, H,O, 1%.
(Endkonzentrationen)

A-5

A-6 C > B-5

Abb. 23: Dunnschichtchromatograhie von 6-Methoxymelatonin und
dessen Oxidationsprodukten in einem Hamin-katalysierten H,O,-
System (Experiment 1). Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (9:1);
Laufstrecke 14,4 cm; Spur A: 6-Methoxymelatonin 400 puM, Hdmin-Cl 5
uM, H,O, 1%; Spur B: 6-Methoxymelatonin 400 uM, Hamin 5 uM, H,0,
1%, Tiron 2 mM;
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Tab. 8: Charakterisierung der Banden aus Abb. 23

Bande Spur A Rf- Spur B Rf-
Wert Wer
t
1 (254 + 0,75 |254 ++ 0,75
2 |254+ 0,36 |254 + 0,36
6-Methoxymelatonin 6-Methoxymelatonin

3  |(AFDK) 366 +++ 0,28 | (ADFK) 366 (+) 0,28

4 1366 (+) 0,16 {366 (+) 0,16

5 |366(+) 0,05 {366 (+) 0,02
6 |366 rotlich 0,00

C T D> a2 T D B2
A B

Abb. 24: Dunnschichtchromatograhie

von 6-Methoxymelatonin

und dessen Oxidationsprodukten in einem Hamin-katalysierten
H,0,-System (Experiment 2). Laufmittel: Ethylacetat / MetOH (9:1);
Laufstrecke 13,8 cm; Spur A: 6-Methoxymelatonin 400 uM, Hamin-Cl
5 uM, H,0, 1%; Spur B: 6-Methoxymelatonin Standard;
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Tab. 9: Charakterisierung der Banden aus Abb. 24

Bande Spur A Rf- Spur B Rf-
Wert Wert
1 [254+ 0,76 |254 + (bldulich) 0,39
6-Methoxymelatonin
2 |366 ++++ 0,31 (366 (+) 0,31
0,5 4
T 0.4+
o
‘%‘ 0,3 +
g
&
£ 024
£
%
< 0,1
O
0,0 4
0-,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Reaktionszeit [h]

Abb. 25: Lumineszenzmessung der Oxidation von 6-Methoxymelatonin in einem Hamin-
katalysierten H,O,-System in Gegenwart von DMSO. 6-Methoxymelatonin 400 uM,
Héamin-Cl1 5 uM, H,0; 1%, DMSO 10 %. (Endkonzentrationen)

0,1

0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Reaktionszeit [h]

Abb. 26: Lumineszenzmessung der Oxidation von 6-Methoxymelatonin in einem Hamin-
katalysierten H,0O,-System in Gegenwart von Tiron. 6-Methoxymelatonin 400 puM,
Hamin-CI 5 uM, H,0, 1%, Tiron 2 mM. (Endkonzentrationen)
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3.3 Oxidation mit ABTS-Kationradikalen

Die stochiometrische Auswertung von Melatonin (Abb. 27, 28) dokumentiert, dass mit der
Abnahme des Verhéltnisses von Melatonin zu ABTS-Kationradikalen (1:5, 1:10, 1:20 und
1:40) eine Steigerung der gefangenen Radikale pro Melatonin-Molekiil zu erkennen ist.
Hierbei steigt der Wert von ca. 4,7 bei einem Verhéltnis von 1:5 auf bis zu 10 bei einem
Verhiltnis von 1:40.

Auch bei den strukturverwandten Indolaminen Tryptamin, 5-Methoxytryptamin,
N-Acetylserotonin und Serotonin ist eine Steigerung zu verzeichnen, jedoch mit sehr variabler
Tendenz.

So zeigt N-Acetylserotonin (Abb. 36, 37) ein dhnliches Verhalten wie Melatonin. Bei einem
Verhiltnis von 1:40 werden sogar mehr als 12 ABTS" pro NAS-Molekiil gefangen,
wohingegen bei 5-Methoxytryptamin (Abb. 29, 30), Tryptamin (Abb. 31, 32) und Serotonin
(Abb. 33, 34) nur minimale Steigerungen zu verzeichnen sind. Das Schlusslicht stellt hierbei
Serotonin dar, da es bei Abnahme des Verhéltnisses von 1:5 auf 1:40 lediglich ein weiteres
ABTS"" pro Serotonin-Molekiil fingt.

Auch Unterschiede in der Geschwindigkeit der Reaktionen lassen sich klar erkennen.

So werden in den ersten 15 min mehr Melatonin-Molekiile oxidiert als im Vergleichszeitraum
bei Tryptamin und 5-Methoxytryptamin. N-Acetyltryptamin, N-Acetylserotonin und

Serotonin zeigen hingegen keine groen Unterschiede.
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3.3.1 Umsatz von Melatonin mit ABTS-Kationradikalen

nmol ABTS*+

44,0
42,0
40,0
38,0
36,0 £
34,0 1
32,0
30,0 -
28,0 1
26,0 1
24,0 -
22,0 1
20,0 |
18,0 1
16,0 4!
14,0 -
12,0 -
10,0 1

8,0 1

6,0

4,0 1

2,0

0,0

Leerw ert

HH

F—f—F T 77T

1 nmol Melatonin

2 nmol Melatonin

4 nmol Melatonin

'Y

8 nmol Melatonin

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Reaktionszeit [min]

Abb. 27: Konzentrations- und Zeitabhangkeit der
ABTS""-Reduktion durch Melatonin.

nmol ABTS*+/nmol Melatonin

14 1

1 nmol Melatonin
(10,17 £0,30; n=4)

1/

10 4 nmol Melatonin
(6,63+0,13; n=4)
. /
2 nmol Melatonin
(9,22 + 0,24 n=4)
6 J

) /

8 nmol Melatonin
2 (4,67 +0,02; n=4)

0,8 1,8 2,8 3,8 4,8 5,8 6,8 7,8
nmol Melatonin

Abb. 28: Stochiometrie des Fangers von ABTS® pro
Melatonin-Molekail
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3.3.2 Umsatz von 5-MT mit ABTS-Kationradikalen

nmol ABTS™

43,0 Leerwert
LT TT T T

400 FI— =TT T T I T T T
: - R S S s s

1nmol 5MT

34,0

31,0

. 1
28,0 2nmol 5 MT
25,0 1-
22,0 -
19,0 p
16,0 4nmol 5 MT
13,0
T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Reaktionszeit [min]

Abb. 29: Konzentrations- und Zeitabhangkeit der
ABTS**-Reduktion durch 5-Methoxytryptamin.

nmol ABTS*+/nmol 5-Methoxytryptamin

12

11

10

1 1 nmol5-MT
- - (6,91 + 1,35; n=4)

2 nmol5-MT
(5,81 + 0,68; n=4)

*

L 2 44
1 L J / L
*
1 4 nmol 5-MT
(5,58 £ 0,49; n=4)
0,8 1,3 1,8 2,3 2,8 3,3 3,8 4.3

nmol 5-Methoxytryptamin

Abb. 30: Stéchiometrie des Fangers von ABTS®" pro
5-Methoxytryptamin-Molekdl.
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3.3.3 Umsatz von Tryptamin mit ABTS-Kationradikalen

44,0 8
42,0 Leerwert

100 FE 1 nmol Tryptamin

7,00 £ 0,17; n=4)

38,0 1 nmol Ti (/
36,0 K P 1 2 nmol Tryptamin

34,0 (6,72 £ 0,12; n=4)
32,0 | .
30,0 2 nmol Tryp
28,0 1
26,0 1
24,0 1 4 nmol Tryp
22,0 1
20,0 1
18,0 |
16,0 |
14,0 |
12,0 |
10,0 |
8,0 | 55
6,0 |
4,0 |
2,0 |
oo 5 : : : : : : ‘ :

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 o 3 18 23 28 33 38 43 48

. . . nmol Tryptamin
Reaktionszeit [min]

HH
HH
HH

T T T
4 LI

HH
HH

HH
Hy

6,5 4

nmol ABTS*+

T T .
B e A S 4 nmol Tryptamin

(5,36 + 0,15; n=4)

T
L

nmol ABTS*+ / nmol Tryptamin

Abb. 31: Konzentrations- und Zeitabhangkeit der Abb. 32: Stéchiometrie des Fangers von ABTS®" pro
ABTS**-Reduktion durch Tryptamin. Tryptamin-Molekdl.
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3.3.4 Umsatz von Serotonin mit ABTS-Kationradikalen

15
44,0
Leerw ert
42,0
40,0 14 1
38,0
36,0 13
34,0
32,0 12

30,0 E 1 nmol Serotoin
2 nmol Ser 2 Lo
28,0 - QO 11 - (7,91£0,80; n=4) 2 nmol Serotoin

z 26,0 - 2 (8,02 + 0,33; n=4)

E 240 g /

< 220 - < 10 /

o *

i [7p)

g 20,0 - * 4 nmol Serotoin
18,0 - 4 nmol Ser % 9 * (6,83  0,07; n=4)
g :

c

14,0 A 8 . :
12,0
10,0 7 ¢

8.0 - ¢ $

6,0

4,0 - ®

2,0 .

0,0 ———— —————— 5 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 0,5 1 15 2 2,5 3 3.5 4 4.5 5
Reaktionszeit [min] nmol Serotonin

Abb. 33: Konzentrations- und Zeitabhangkeit der Abb. 34: Stéchiometrie des Fangers von ABTS®" pro
ABTS " -Reduktion durch Serotonin. Serotonin-Molekdl.
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3.3.5 Umsatz von NAT mit ABTS-Kationradikalen

Leerw ert

nmol ABTS*+

4 nmol NAT

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Reaktionszeit [min]

Abb. 35: Konzentrations- und Zeitabhangkeit der
ABTS**-Reduktion durch N-Acetyltryptamin.
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3.3.6 Umsatz von NAS mit ABTS-Kationradikalen

nmol ABTS*+
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0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
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Abb. 36: Konzentrations- und Zeitabhangkeit der

ABTS**-Reduktion durch N-Acetylserotonin.
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13 2 nmol NAS
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(7,95 +0,18; n=4)

9,
8,

.
7,
6 T T T T T T
05 1 15 2 25 35 4
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Abb. 37: Stéchiometrie des Fangers von ABTS®" pro

N-Acetylserotonin-Molekdl.
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3.4 Produkte der ABTS-Kationradikalreaktion

In der Dissertation von Dun-Xian Tan (2002) wurde die Hypothese aufgestellt, dass
Melatonin insgesamt 4 ABTS-Kationradikale verbraucht. Bei einem UberschuB dieser
Radikale wird jedoch eine hohere Anzahl von diesen verbraucht (Abb. 28).

Beim Umsatz von Melatonin mit ABTS®" konnte im Chromatogramm (Laufmittelgemisch
(BEW; 9,5:0,5) unter UV-Licht (366 nm) aufler dem bekannten AFMK (Produkt 1), eine
prominente Bande sehr dicht unterhalb des Melatonins entdeckt werden. Zur bestmoglichen
Isolierung dieser Bande wurden unterschiedlichste Laufmittelsysteme in der DC getestet,
wobei sich immer wieder andere Banden stérend auf die Pridparation auswirkten. Erst der
Austausch von Melatonin durch AFMK erbrachte den gewiinschten Erfolg (siche Abb.
38a/b).

Analyse der Produkte

Zur Isolierung und Analyse wurde gemifl 2.3.3 ein Ansatz mit AFMK als Edukt im 50-
fachem Volumen zur Reaktion gebracht, aufbereitet (2.4 Extraktion) und auf eine PTLC mit
Ethylacetat / Methanol (9.5:0.5) gebracht. Schon bei Tageslicht konnten Bereiche mit einem
schwachen Gelbschimmer voneinander unterschieden werden. Unter UV-Licht zeigten sich
klare, voreinander abgegrenzte Banden. Da sich neben der bereits erwdhnten Substanz
(Produkt 3), welche sich im UV-Licht von 366 nm mit einer intensiv bldulichen Farbe
darstellt, eine weitere (Produkt 2) oberhalb dieser mit einer intensiv griinlichen Farbe zeigte,

wurde diese ebenfalls gemil 2.3.3 der PTLC entnommen und aufbereitet (2.4 Extraktion)
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Abb. 38a/b: Vergleich des Umsatzes von Mel und AFMK mit ABTS®" (254/366 nm)

(Laufmittel: BEW (16 : 0,25 : 0,5), Laufstrecke 14,5 cm, Spur A: Melatonin 4 mM, ABTS
1,44 Ext; Spur B: AFMK 4 mM, ABTS 1,44 Ext., Spur C: Mel Std., Spur D: AFMK Std.
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Tab. 10: Charakterisierung der Banden aus Abb. 38a/b

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf- Spur D Rf-
Wert Wert Wert Wert

1 366 ++ 0,63 366 () 0,89 Melatonin 0,71 AFMK 0,37

2 254 ++/366 + | 0,50 366 () 0,81 AFMK 0,35

3 254 +/366 + |0,35 366 ++++ 0,64

4 366 + 0,26 366 + 0,46

5 254 ++/366 + | 0,35

6 254 + 0,26
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3.4.1 Produkt 2

Die Bestimmung der Molekilmasse wurde durch eine HPLC-MS vorgenommen. Die héchste
durch EI-MS detektierbare Masse hoherer Abundanz lag bei 260.1 (Abb. 39). Im HPLC-
Chromatogramm (Abb. 40) konnten fir die Massen um 260 drei Produktmaxima detektiert
werden. Fir die Peaks der Retentionszeiten 12.01 und 14.28 lieBen sich eindeutig die
Pseudomassen [M +H] von 261 nachweisen (Produkte in der ESI-MS, 2a und 2b; Abb. 41-
44). Die Absorptionsspektren sind in der Abb. 42 bzw. 44 wiedergegeben.

100 - 260.1 _ E+05
23f,1 4.24

151.1

80

60

40

82.0
|

20 1 134.0 149.1
T 1221

10?.0

95.|0

—r —r —T 4 T
50 100 150 200 250 300

Abb. 39: Massenspektrum (EI-MS, 70 eV) von Produkt 2
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Abb. 40: HPLC-MS ( MeOH / H,0, 10-100 % MeOH, 0-20 min.) von Produkt 2
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Abb. 41: Massenspektrum (ESI-HRMS, 70 eV) von Produkt 2a (H+)
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Abb. 42: UV-Spektrum von Produkt 2a
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Abb. 43: Massenspektrum (ESI-HRMS, 70 eV) von Produkt 2b (H+)
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Abb. 44: UV-Spektrum von Produkt 2b
Im UV-Spektrum von Produkt 2a/b (Abb. 42, 44) treten jeweils zwei Maxima auf (Produkt

2a; Amax 242, 338 nm und Produkt 2b Amax 245, 384 nm), welche typische Regionen fir
aromatische Ringsysteme darstellen.
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Die Produkte 2a/b wurden zur Strukturaufklarung durch *H-NMR (Abb. 45), *C-NMR (Abb.
46) und HMBC-Korrelation (Abb. 47) weiter analysiert. Die Spektraldaten sind in
numerischer Form in Tab. 11 dargestellt.
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Abb. 45: 'H-NMR-Spektrum ( 599,1 MHz) von Produkt 2a/b in CDCl,

Das Singulett bei 6y 3.83 mit der Intensitdt von 3 Protonen deutet auf eine Methoxygruppe
hin. Das Singulett bei &4 2.62 mit der Intensitdt von 3 Protonen weist auf eine CH3-Gruppe
hin. Typische Signale (Dublett) flr die aromatische Region konnten bei 6y 7.15, 7.37 und
8.50 entdeckt werden. Ein weiteres sehr breites Singulett-Signal bei 6y 7.65 deutete auf eine

Doppelbindung hin.
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Abb. 46: *C-NMR-Spektrum (150,8 Mhz) von Produkt 2a/b in CDCl;

0

Das C-Spektrum (CD3Cl) von Produkt 2a/b zeigt nur 9 Kohlenstoff-Signale. Die aliphatische

Region bei d¢c 14.5 ein klares Methylen-Signal und bei 3¢ 55.7 ein Methyl-Signal. Vier

quaternare Signale konnten zu Carboxylgruppen zugeordnet werden.

Fur die Auffindung der fehlenden C-Atome wurde das HMBC-Spektrum zur Hilfe gezogen.

? — MLN i ‘l Al JUM ‘

Abb. 47: HMBC-Spektrum ( 150,8 MHz) von Produkt 2a/b in CD;0OD
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3:583, H3C
N
7.15,
dd,3.0;9.1 159.2 C
/ \
H 6~ H
8.50, 8.38,
do.l d,1.8
C13H12N204

260

Abb. 48: HMBC-Korrelationen und chemische Verschiebung im H-NMR und C-NMR
von Produkt 2b.

Zur besseren Ubersicht wurde die HBMC-Korrelation an diese Stelle direkt nach dem
HMBC-Spektrum (Abb. 47) dargestellt.
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No. oc OH mult., J [Hz] HMBC
3a 124.1 - - -
7a 131.5 - - -

7 124.2 8.50 d, 9.1 33,5
6 119.5 7.15 dd, 3.0,9.1 7a
5 154.9 - - -
4 116.0 7.37 d, 3.0 3,6,7a
1 137.5 7.65 brs 1
2 (120) - - -
3 182.5 - - -
2 14.5 2.62 S 1
1” 166.3 - - -
Sa 55.7 3.83 S 5
la 159.2 8.38 d,1.8 7a

Tab. 11: 'H-NMR (599.7 MHz, CDCI3) und BC.NMR (150.8 MHz, CDCl,)
Daten von Produkt 2

Die Auswertung aller Spektren ergab schliel3lich, dass es sich bei der Substanz 2 um zwei
Stereoisomere (E,Z-1somere) handelt muss. Die HMBC-Kaorrelation fur 2b ist in Abb. 48

dargestellt. Die anzunehmenden E,Z-Isomere sind Abb. 49 wiedergegeben

Produkt 2a Produkt 2b

Abb. 49: Nummerierungssystem von Produkt 2a/b und dessen mdgliche E,Z-Isomere
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Formalname: N-(1-Formyl-5-methoxy-3-0xo-1,3-dihydro-indol-2-ylidenemethyl)-
acetamid

Aussehen: gelblich

uVv: 2a: hmax 242 und 338 nm, 2b: Amax 245 und 384 nm in EtOH

Fluoreszenz: bei 366 nm grunlich

Rf-Wert 0,59 in Ethylacetat / MetOH (9.5 : 0.5)

Masse 260

Molekulformel: Ci3H12N,O4

'H-NMR (CDCls, 599.7 MHz): 811 = 9.96 (brs, 1 H, N-H), 8.50 (d, 1 H, J = 9.11, =C-H), 8.38
(d, 1 H, J = 1.78 Hz, CHO), 7.65 (brs, 1 H, =CH-NH), 7.37 (d, 1 H, J = 2.95, =C-H), 7.15 (dd,
1H,J=2.95u.9.05, =C-H), 3.83 (s, 3 H, OMe), 2.62 (s, 3 H, O=C-CHs).

BC-NMR (CDCls, 150.8 MHz): &, = 182.5 (C,, C=0, C-3), 166.3 (C4, O=C-CHa, C-1""),
159.2 (Cq, CHO), 154.9 (Cq, C-5), 137.5 (Cq, C-1°), 131.5 (C4,C-7a), 124.2 (C-7), 124.1 (C-
3a), 119.5 (C-6), 116.0 (C-4), 55.7 (OMe), 14.5 (CH3, C-2").

Das Signal fir (C-2) war nicht sichtbar, es wurde ein Wert von &, = 120 angenommen.

(+)-ESI-HRMS: m/z = 261,08705 [M+H]", (calcd. 261,08698 fiir C13H1sN,0.,).

(+)-EI-MS: m/z (%) 260.1 (100). 232.1 (93), 217.12 (7), 191.1 (83), 162.0 (10), 149.1 (16),
134.0 (17), 122.1 (10), 106.0 (7), 95.0 (3), 82.0 (23), 59.0 (4), 54.0 (32), 43.0 (6),
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3.4.2 Produkt 3

Die Analyse in der Massenspektroskopie ergab eine Masse von 278. Die durchgefiihrte
HPLC-MS zeigte bei der Retentionszeit von 8.53 eine Pseudomasse [M +H] von 279
(Abb. 50), wobei im Gegensatz zu Verbindung 2 nur ein Produktmaximum auftrat.

Das Absorptionsspektrum ist in der Abb. 52 wiedergegeben.

100 B’E?_.ﬁﬁz

|

80 A

702 |

60- N

50 |

407 |

3 a

. | %sgg

12" 052 161 322 468 654 7,94 | \%23%9:;_%99 14,33 1589 1817 19,91

Abb. 50: HPLC-MS (MeOH / H,0, 10-100 % MeOH, 0-20 min) von Produkt 3
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Abb. 51: Massenspektrum (ESI-HRMS, 70 eV) von Produkt 3 (H+)
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Abb. 52: UV-Spektrum von Produkt 3
Das UV-Spektrum von Produkt 3 (Abb. 52) zeigt bei Amax 248 und 384 nm zwei Maxima.

Dies sind typische Regionen fiir ein aromatisches Ringsystem, welches mit

Elektronendonatoren substituiert ist.
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Abb. 53: *H-NMR-Spektrum (599,1 MHz) von Produkt 3 in CDCls

Das Singulett bei 6y 3.83 weist eine Intensitdt von 3 Protonen auf, die auf eine
Methoxygruppe hindeuten. Die fur die aromatische Region typischen Signale (Dublette)
konnten bei &y 7.22, 7.35 und 8.26 festgestellt werden. Durch HBMC-Spektren (Abb. 57)
konnten die Protonen den entsprechenden aromatischen Ringen zugeordnet werden.

Des weiteren konnte ein fiir eine CH3-Gruppe charakteristisches Singulett bei 4 1,71 mit der

Intensitat von drei Protonen festgestellt werden.

\‘\H\‘\\H‘H\\‘\\H‘H\\‘\H\‘\\H‘\H\‘\\H‘H\\‘\H\‘\\\\‘\H\‘\\H‘H\\‘\\H‘H\\‘\H\‘\\H‘\H\‘\\H‘H\\‘\H\
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm (f1)

Abb. 54: *C-NMR Spektrum (150,8 Mhz) von Produkt 3 in CD;OD
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Das C-Spektrum (CD3;OD) von Produkt 3 zeigt 13 Kohlenstoff-Signale. Finf quaternére
Signale gehoren zu Carbonylgruppen. In der aliphatischen Region sind ein Methyl-Signal bei
d¢ 56.3 und ein Methylen-Signal bei ¢ 22.1 zu erkennen.

[
—
— [} DZ’W" 0
— 4 ] .
) '? ‘I FosroRL

RN R R R R N R R R R N RN R AR R R RR R
9.00 850 8.00 7.50 7.00 6.50 6.00 550 5.00 4.50 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00
ppm (t2)

Abb. 55: H,H-COSY-Spektrum (599,1 MHZz) von Produkt 3 in CDCl;3

Das H,H-COSY-Spektrum (Abb. 55) ergab folgende Strukturfragment:

Abb. 56: H,H-Korrelation und chemische Verschiebung im *H-NMR von Produkt 3
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Abb. 57: HMBC-Spektrum (150,8 Mhz) von Produkt 3 in CD;0OD

7.22,
d,2.72

C,3H14N,O4
278
Abb. 58: HMBC-Korrelationen und chemische Verschiebungen im H-NMR und
C-NMR Spektren von Produkt 3
Zum besseren Vergleich wurde die HMBC-Kaorrelation an diese Stelle direkt nach dem
HMBC-Spektrum plaziert.
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No. dc OH mult., J [Hz] OH mult., J[Hz] HMBC
(CD;0D) (CD;0D) (CDCly)

3a 124.1 - - - - -
7a 146.4 - - - - -

7 1195  8.26 d, 8.9 8.27 d, 9.0 33,5
6 1270 735 dd,28,89 727  dd 28,90 4,7a
5 158.6 - - -

4 106.7  7.22 d, 2.7 7.14 d, 2.7 6,7a
r 45.2 3.64, dag, 14.1 3.73, dd, 14.6, 2,31

3.89 3.67 dd,16.1

2 90.1 - - -

3 198.5 - - -
2 22.1 171 S 2.08 S 17
1 173.7 - - -
Sa 56.3 3.83 s 3.81 s 5
la 160.9  8.68 S 8.71 S 7a

Tab. 12: *H-NMR (599.7 MHz, CD30OD) und *C-NMR (150.8 MHz, CD30D)
'H-NMR (599.7 MHz, CDCl3) Daten von Produkt 3

Die Suche nach Publikationen in der Datenbank der ,,Chemical Abstracts“ blieb ohne

Ergebnis, so dass davon ausgegangen werden muss, dass es sich hierbei um eine neue

Substanz handelt.

Die Ermittlung des DBE-Wertes von der Strukturformel von Produkt 3 betrégt 8. Dieser Wert

stimmt mit der gefundenen Molekulformel C;3H14N2O5 der Substanz tiberein.

Nach Auswertung aller Spektren ergab sich schlielich folgende Struktur:

Abb. 60: Nummerierungssystem von Produkt 3:
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Formalname: N-(1-Formyl-2-hydroxy-5-methoxy-3-oxo-2,3-dihydro-1H-indol-2-
ylmethyl)-acetamid

Aussehen: gelblich

(UAVA Amax 248 und 384 nm in EtOH

Fluoreszenz: Ex=378, Em=484 nm (bei 366 nm blaulich)
Rf-Wert: 0,41 in Ethylacetat / MetOH (9.5 : 0.5)
Masse: 278

Molekulformel: Ci3H14N,Os

'H-NMR (CD3s0D, 599.7 MHz): 81 = 8.68 (s, 1 H, CHO), 8.26 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, =C-H),
7.35 (dd, J = 8.9 u. 2.8 Hz, 1 H, =C-H), 7.22 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, =C-H), 3.89, 3.64 (dag, J =
14.1 Hz, 2 H, CH,-NH), 3.84 (s, 3 H, OMe), 1.71 (s, 3 H, O=C-CH).

'H-NMR (CDCl3, 599.7 MHz): 84 = 8.71 (s, 1 H, CHO), 8.27 (d, J = 9.0, 1 H,=C-H), 7.27
(dd, J = 9.0 u. 2.9 Hz, 1 H, =C-H), 7.14 (d, J = 2.65 Hz, 1 H, =C-H), 6.17 (brs, 1 H, N-H),
3.81 (s, 3 H, OMe), 3.73 (dd, 1 H, J = 6.94 u. 16.16 Hz, CH,-NH), 3.67 (dd, 1 H, J = 6.37 u.
14.68 Hz, CH»-NH), 2.08 (s, 3 H, 0=C-CHj).

BC-NMR (CDs0D, 150.8 MHz): 8¢ = 198.5 (Cq C=0, C-3), 173.7 (Cq, O=C-CHj, C-1"),
160.9 (Cq, CHO), 158.6 (Cq, C-5), 146.4 (C,, C-7a), 127.0 (C-6), 124.1 (C-3a), 119.5 (C-7),
106.7 (C-4), 90.1 (C-OH, C-2), 56.3 (OMe), 45.2 (CH,-NH, C-17), 22.1 (CH3 C-2"").

(+)-ESI-HRMS: m/z = 279,09765 [M+H]", (calcd. 279,09755 fiir C13H1sN,0s), 301,07975
[M+Na]*, (calcd. 301,07949 fiir C1sH14N,0sNa).

(+)-EI-MS: m/z (%) = 278.1 (5), 250.2 (6),221.1 (2), 207.1 (25), 179.1 (100),. 178.1 (15),
136.1 (5), 79.0 (4), 72.1 (14), 43.0 (38).
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Abb. 59: Excitations- und Emissionsspektrum von Produkt 3
Durchgezogene Linie: Excitationsspektrum, Emissionswellenlénge 484 nm; gestrichelte
Linie: Emissionsspektrum, Excitationswellenlange 378 nm.

3.4.2.1 Umsatzanalyse von Produkt 2 und 3

270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590

In einen nachfolgenden Experiment wurde geprift, welche Abhé&ngigkeiten zwischen

Substanz 2 und 3 bestehen. Dazu wurde ein 10-facher Ansatz des ABTS-Kationradikal-Assay

(siehe 2.3.3) eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde gemald 2.4 Extraktion aufbereitet und

auf eine DC aufgetragen. Die Banden der Substanzen 2 und 3 wurden gemal 2.4 Reelution

prapariert und in einem jeweils 1-fachen ABTS-Kationradikal-Assay inkubiert.

..... AL
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— — A3 ——— o,
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L : A
A C

Abb. 61: Umsatz Produkt 2 mit ABTS**
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Tab. 13: Charakterisierung der Banden aus Abb. 61

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf-
Wert Wert Wert

1 254 (+) 0,89 |Mel 0,35 |AFMK 0,21
2 366 (+) 0,56
3 Produkt 3 0,36
4 366 (+) 0,13

e joosed A-1

N T A-2

— — M T m

A T >ect
C

Abb. 62: Umsatz Produkt 3 mit ABTS®*
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Tab. 14: Charakterisierung der Banden aus Abb. 62

Bande Spur A Rf- Spur B Rf- Spur C Rf-

Wert Wert Wert

1 |254(+) 0,85 |Melatonin 0,30 |AFMK 0,17
2 366 (+) 0,52
3 | Produkt 3 0,33
4 1366 (+) 0,11

Die Ergebnisse dieser Versuche (Abb. 61, 62) zeigt eindeutig, dass das Produkt 3 aus Produkt
2 (a oder b) hervorgeht, jedoch nicht Produkt 2 a/b durch Wasserabspaltung in Produkt 3

ubergehen kann.
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3.4.3 Produkt 4

Durch eine weitere Aufreinigung der Substanz 2 konnten zwei weitere Produkte isoliert

werden. In der Reihenfolge ihres Erscheinens wurde sie mit Produkt 4 und 5 benannt.

190.1 ~ E+ 06
100 3 11
80
232.1
175.0
60
40
43.0
|
20
63.0
161.0
lﬂ.o 118.0 !
I
192.1 248.1 293.1 322.1 348.1 390.1 439.1 464.2
‘...._‘nLrgl.llliiL;L‘—!” H S S s . ol |
100 200 300 400 500
Abb. 63: Massenspektrum (EI-MS, 70 eV) von Produkt 4
! 233.1 !
_ 5 _ E+06
H ] 6.52
80
60 -
40
20 465.3
195.1 250.2
190.1 { i rs;.z 41?.2
1 493.3
'm|5":o- 1¥‘.1' N !‘1{ a1 ‘,l‘ | ,“,3?0,'4 . 391.4I ansi.zl ] % ~L5'2‘La. 5le.a| 623.5
100 200 300 400 500 600

Abb. 64: Massenspektrum (CI-MS, 70 eV) von Produkt 4 (H+)
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Abb. 65: HPLC-MS (MeOH / H,0, 10-100% MeOH, 0-20 min) von Produkt 4
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Abb. 66: Massenspektrum (ESI-HRMS, 70 eV) von Produkt 4 (H+)
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Auf Grund der geringen Menge der Substanzen konnte weder ein UV-Spektrum noch ein

C-NMR-Spektrum aufgenommen werden.

ki

Wi

I

9.0 8.0
ppm (1)

Abb. 67: *H-NMR-Spektrum ( 599,1 MHz) von Produkt 4 in CDCl;

3.0 2.0

0.0

Das H-NMR-Spektrum beinhaltet noch Verunreinigungen, welche aber noch tolerierbar sind,

denn eine weitere Aufreinigung von Produkt 4, hatte die Nachweisbarkeitsgrenze der H-NMR

unterschritten.

Ein Singulett bei 64 3.70 mit der Intensitdt von 3 Protonen deutet auf eine Methoxygruppe

hin. Das Singulett bei &4 1.92 mit der Intensitdt von 3 Protonen weist auf eine CH3-Gruppe

hin. Typische Signale fir den aromatischen Bereich konnten bei &y 6.85, 6.96 und 7.15

entdeckt werden.
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No. dc-acol| OH-ACD dc-acol| OH-ACD OH mult., J [Hz]
1 N = = N || |
2 122,45 145,76 3,15 S
3 185,81 195,54 3,46 S
3a 119,90 125,45 3,55 d, 6,28
4 109,32 7,06 111,94 7,35 6,96
3,2d 2,36d d, 2,72

5 152,37 152,03 3,62 S
5a 55,60 3,77s 55,34 3,78 s 3,70 S
6 126,57 7,12 121,41 7,05 7,15

3,2/8,6 dd 2.36/8,42 dd dd, 8,7; 2,6
7 116,02 6,71; 121,72 7,76; 6,85 d, 8,80

8,60 dd 8,42 dd

7a 146,51 152,58
r 127,41 5,27/6,58s 32,40 4,83s 3,75 S
2’ NH NH 4,15 d, 10,80
1 164,88 170,30 515 d, 9,18
2" 23,26 192s 22,80 191s 1,92 S

Tab. 15: 'H-NMR (599.7 MHz, CDsOD) und BC.NMR (150.8 MHz)
Daten von Produkt 4

Zur Ermittlung einer chemischen Struktur wurden die Daten aus der H-NMR mit berechneten

Daten des Chemie Programms ACD erganzt und miteinander verglichen.

Unter anderem wurden dabei zwei Strukturvarianten betrachtet.

N || = Doppelbindung im neu gebildeten hetrozyklischen Ring, keine in der Seitenkette.

N = - Doppelbindung in der Seitenkette, dafur keine im hetrozyklischen Ring.
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Abb. 68: Excitations- und Emissionsspektrum von Produkt 4
Durchgezogene Linie: Excitationsspektrum, Emissionswellenldénge 389 nm; gestrichelte
Linie: Emissionsspektrum, Excitationswellenlange 343 nm.

Die Auswertung aller vorliegenden Daten flihrte zu der folgenden, moglichen Struktur:

Abb. 69: Nummerierungssystem von Produkt 4
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Formalname: N-(5-Methoxy-3-0x0-3H-indol-2-ylmethyl)-acetamid
Aussehen: gelblich

Fluoreszenz: Ex=343, Em=389 nm

Rf-Wert 0,59 in Ethylacetat / MetOH (9.5 : 0.5)

Masse 232

Molekilformel: C1oH12N,03

EI-MS: m/iz (%) 232.1 (67), 190.1 (100), 175.0 (62), 161.0 (6), 118.0 (5), 77.0 (2), 63.0 (9),
43.0 (27)

CI-MS: m/z (%) 233.1 [M + H]" (100), 250.2 [M + NH4]" (10), 465.3 [2M + NH,4]" (14).

'H-NMR (CDs0D, 600 MHz): & = 7.15 (dd, 1 H, 8.7 u. 2.6 Hz, 4-H), 6.96 (d, 1-H, 2.7 Hz,
3-H), 6.85 (d, 1-H, 8.8 Hz, 3-H), 4.15 (brs, 1-H, NH), 3.70 (s, 3 H, OCH3), 1.92 (s, 3-H, CHa).
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3.4.4 Produkt5

Wie schon unter Punkt 3.4.3 erwdahnt wurden zwei Produkte isoliert, wobei Produkt 5 den
geringsten Mengenanteil hatte.
Dementsprechend konnten lediglich Massenspektren aufgenommen werden, da die

Nachweisbarkeitsgrenze fiir die NMR-Spektren unterschritten war.
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Abb. 70: Massenspektrum (EI-MS, 70 eV) von Produkt 5

- 233.1 ~ E+ 0€
100 1.15

80

60

40

20 1

25|0‘2

1 102,1 1341 1.90'.1 . Hnia.z 298.2  356.4 391.4 416.6 465.3 498.6
; : . e T
100 200 300 400 500 600

Abb. 71: Massenspektrum (CI-MS, 70 eV) von Produkt 5 (H+)
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Abb. 72: Massenspektrum (ESI-HRMS, 70 eV) von Produkt 5 (H+)
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Abb. 73: HPLC-MS (MeOH / H,0, 10-100 % MeOH, 0-20 min) von Produkt 5
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Abb. 75: Emissionsspektrum von Produkt 5
sich das Excitationsmaximum unterhalb von 287 nm befand, konnte ein

Da

Excitationsspektrum nicht aufgenommen werden.
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Die vermutliche chemische Struktur beruht auf dem Vergleich der Massenspektren mit denen
von Produkt 4 und Produkt 2. In Analogie zu Produkt 2 ist zu vermuten, dass auch von

Produkt 5 E,Z-Isomere vorkommen.

O
GH;
Produkt S5a Produkt 5b
Abb. 76: Nummerierungssystem der E,Z-1somere von Produkt 5
Formalname: N-(5-Methoxy-3-oxo0-1,3-dihydro-indol-2-ylidenemethyl)-acetamid
Aussehen: rotlich
UuV: Amax 234, 320 und 409 nm
Fluoreszenz: Ex=--, Em=372 nm
Rf-Wert 0,59 in Ethylacetat / MetOH (9.5 : 0.5)
Masse 232
Molekiilformel: C12H12N203

EI-MS: m/z (%) 232.1 (60), 190.1 (100), 175.0 (67), 147.0 (4), 118.0 (4), 92.0 (3), 77.0 (3),
63.0 (6), 43.0 (19)

CI-MS: m/z (%) 233.1 [M + H]™ (100), 250.2 [M + NH4]" (6), 465.3 [2M + NH,4]" (1).
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4. Diskussion

Die sich bereits zuvor andeutenden Unterschiede in der Oxidationschemie zwischen
Melatonin und anderen strukturverwandten Indolaminen (Poeggeler et al., 2002) verlangt
nach einer weiterfiihrenden Analyse. Ein entscheidender Fortschritt in der hier vorgelegten
Untersuchung besteht darin, dass sich diese Verschiedenheiten nicht allein als solche der
Reaktivitdt erwiesen haben, sondern in z. T. liberraschendem Umfang als Abweichungen im
Produktspektrum, was naturgemd3 auf strukturspezifische Reaktionsmdglichkeiten
zuriickgefiihrt werden muss, die beim Melatonin offenbar viel stirker eingeschrankt sind als
bei anderen Indolaminen und bei denen kleine Anderungen der Substituenten erhebliche
Konsequenzen nach sich ziehen.

Solche Unterschiede in den Reaktionsmoglichkeiten diirften unter dem Aspekt
pharmakologischer Anwendung von entscheidender Bedeutung sein, was im guten Einklang
mit der ausgezeichneten Vertrdglichkeit von Melatonin selbst in hohen Dosen steht
(Weishaupt et al., 2006). Da Melatonin in erster Linie — teils tiber die Zwischenstufe c30HM,
teils direkt — zum AFMK verstoffwechselt wird (Hardeland et al., 2004), entsteht hier erneut
eine protektive Substanz (Tan et al., 2001, Tan 2002). Konsequenterweise stellt sich hier

sodann auch die Frage, in welcher Weise AFMK weiter zu reagieren im Stande ist.

Im Einzelnen zeigte sich, dass — im Gegensatz zur priferierten Pyrrolringspaltung beim
Melatonin in verschiedenen Oxidationssystemen — die anderen Indolamine nicht nur zu
weiteren Produkten fiihren, sondern dass dies in hohem Mal3e auch vom verwendeten Oxidans

abhing.

Sinnvollerweise sind die Vergleiche auf das Vorhandensein der relevanten Substituenten zu

beziehen, d.h. Hydroxy- oder Methoxygruppen an C-5 bzw. C-6 und N-Acetylreste.

Dabei zeigte sich schon, dass das Fehlen der Acetylgruppe im 5-Methoxytryptamin (5-MT)
erhebliche Auswirkungen besaB. Bei 5-MT entstanden im Protoporphyrin-IX-katalysierten
System wesentlich mehr Produkte (Abb. 8) als bei Melatonin (Abb. 5). Des weiteren ergab
sich in diesem System, dass 5-MT (Abb. 9) einen hoheren Umsatz hatte als Melatonin
(Abb. 7).
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Im Gegensatz dazu zeigen die beiden Indolamine Serotonin und N-Acetylserotonin, dass die
N-Acetylierung der Seitenkette im Protoporphyrin-IX-System zu einer Beschleunigung des
oxidativen Umsatzes flihrte (Abb. 18, 15). Diese Beobachtungen konnten ebenso im Hédmin-
katalysierten H,O,-System gemacht werden (Poeggeler et al., 2002). Diese unterschiedlichen
Reaktionen der Indolamine in den einzelnen Oxidationssystem lassen erkennen, dass nicht

alle Aspekte des einen auf das andere System iibertragen werden kdnnen.

Die einzelnen Substituenten fithren zu unterschiedlichen Konsequenzen.

Das Ersetzen der 5-Methoxy-Gruppe im Melatonin durch eine 5-Hydroxy-Gruppe zum
N-Acetylserotonin bewirkte, dass im Chromatogramm (Abb. 13) 3 weitere, moglicherweise
kynurische Produkte auftraten. Im Vergleich erschienen im Chromatogramm der 5-MT-

Oxidation (Abb. 8) mehr als doppelt so viele Banden.

Der Umsatz von NAS im Protoporphyrin-IX-System (Abb. 15) ist ebenso wie bei 5-MT
(Abb. 9) deutlich erhoht. Nahezu % des eingesetzten NAS werden hierbei oxidiert. Dies
spiegelt sich ebenso in der Umsatzanalyse im ABTS*"-Reduktionssystem (Abb. 37) wider.

Dagegen scheint der Einfluss der 5-Hydroxylierung am Benzolring bei den einzelnen
Indolaminen unterschiedliche Effekte zu haben. So der Umsatz von NAS schneller als der von
NAT (15, 12), wihrend Serotonin im geringeren Umfang oxidiert wird als Tryptamin (Abb.
18, 20).

Dass dies zum Teil Reaktionssystem-bedingte Unterschiede sind, ldsst sich leicht durch den
Vergleich des Protoporphyrin-IX-Systems mit dem ABTS*'-Reduktionssystems erkennen.
Wie schon zuvor erwidhnt, zeigt Serotonin im Gegensatz zu Tryptamin eine deutliche
Verminderung des oxidativen Umsatzes. Dies spiegelt sich aber im ABTS*'-Assay nicht
unbedingt wieder. Bei dem Vergleich der Stochiometrie der beiden Indolamine zeigt
Serotonin einen hoheren Wert als Tryptamin (34, 32), ebenso wie bei der konzentrations- und

zeitabhingigen ABTS""-Reduktionsanalyse (33, 31).

Die Vergleiche zwischen den Indolaminen miissen auf dem Hintergrund der in den
Reaktionssystemen gebildeten Indolylradikalen gesehen werden wie auch der Interaktion
zwischen einem N-Acetylrest und dem Pyrrolring, letzteres — nicht von vornherein

vorhersehbar — wird bereits durch die Bildung von ¢c30HM demonstriert. Hinsichtlich der
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Indolylradikale ist festzuhalten, dass am Benzolkern unsubstituierte Indolamine
notwendigerweise leicht C-zentrierte Radikale bilden, am Benzol hydroxylierte sowohl O- als
auch C-zentrierte Radikal ergeben, wihrend sie bei den methylierten Analogen nicht moglich
bzw. nicht beglinstigt ist, so dass sie préaferenziell zu N-zentrierten Radikalen (Hardeland
et al., 1993) fithren. O-zentrierte Radikale tendieren zur Propagation radikalischer
Reaktionsketten (Hardeland, 2005), was fiir Serotonin als prooxidatives Verhalten
offenkundig wird (Tan et al., 1993). C-zentrierte Radikale begiinstigen Dimerisierungen, was
ebenfalls fiir Serotonin und N-Acetylserotonin gezeigt wurde (Huether et al., 1997; Behrends
et al., 2004; Behrends & Hardeland unpubl. Daten).

6-Methoxymelatonin

Eine Sonderstellung im Vergleich der Indolamin-Oxidation nimmt 6-Methoxymelatonin ein.
Diese kommerziell nicht erhiltliche Substanz wurde entwickelt, um einen melatoninergen
Agonisten (Dubocovich et al., 1997) zu erhalten, der jedoch aufgrund seines zusétzlichen
Methoxy-Substituenten am C6-Atom nicht mehr dem hepatischen Abbau durch
P4so-Monoxygenase unterliegt und daher eine erheblich lingere Halbwertszeit als Melatonin
besitzen muss. Dies wiirde zugleich bedeuten, dass 6-Methoxymelatonin ebenfalls erheblich

langer als Radikalfanger zur Verfiigung stiinde, wenn es pharmakologisch gegeben wiirde.

Dennoch erscheint der Einsatz von 6-Methoxymelatonin als Antioxidans fragwiirdig. In einer
diesbeziiglichen Untersuchung zeigte sich, dass 6-Methoxymelatonin in geringeren
Konzentrationen weniger, in hoheren Konzentrationen eine groflere Wirksamkeit besal als

Melatonin (Lopez-Burillo et al., 2003).

Dieser Vorbehalt ergibt sich aus den hier gezeigten Unterschieden in der Oxidationschemie
zwischen 6-Methoxymelatonin und Melatonin. Wie zu erwarten, wird 6-Methoxymelatonin
aufgrund der zweiten reaktivitdtssteigernden Methoxygruppe schneller umgesetzt (Abb. 21).
Diese Reaktionssteigerung fiihrt jedoch dazu, dass 6-Methoxymelatonin bereits durch
Hydroxylradikale-unabhéngige Reaktionen groftenteils umgesetzt wird, wie das Hadmin-
katalysierte Oxidationssytem in Gegenwart von DMSO erweist (Abb. 25). Dieses Ergebnis
konnte die geringer Effizienz von 6-Methoxymelatonin in niedriger Dosis (Lopez.Burillo et

al., 2003) erklaren.
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Wiewohl aus 6-Methoxymelatonin ein auffilliges, offenbar kynurisches Produkt entsteht,
welches nach Analogieschluss N1—Acety1—Nz-formyl-S,6-dimethoxykynuramin (AFDK) sein
miisste, sind dennoch Unterschiede in der Produktbildung im Vergleich zu Melatonin
vorhanden, was sich in zusitzlichen Produktbanden duflert (Abb. 23, Tab. 8).

Bevor 6-Methoxymelatonin {iberhaupt eingesetzt werden konnte, miissten die Eigenschaften

dieser zusitzlichen Produkte geklirt werden.

Vergleiche mit anderen 6-substituierten Melatonin-Derivaten sind bislang — abgesehen von
Rezeptoraffinititsstudien (Dubocovich et al., 1997) — nur anhand von Chemilumineszenz-
daten moglich (Poeggeler et al., 2002).

6-Hydroxymelatonin wurde im Hdmin-katalysierten System wesentlich langsamer umgesetzt
als Melatonin und wie hier belegt, 6-Methoxymelatonin. 6-Chloromelatonin hingegen zeigt
dhnliche Charakteristika wie Melatonin, sowohl hinsichtlich der Kinetik als auch der
Photonenausbeute.  Die  wesentlich  geringeren  Lichtemissionsraten, die  mit
6-Methoxymelatonin gemessen werden (Abb. 21, 22), lassen sich eher nicht auf
nichtlumineszente Konkurrenzreaktionen zuriickfithren, da der kynurische Produktanteil
erheblich ist. Der Unterschied miisste also vor allem in einer verminderten Stirke des
chemilumineszenten Emitters zu suchen sein. Derartige Phinomene sind nicht von vornherein
durch die Elektronenverteilung im Edukt zu erkldren, sondern resultieren weitgehend aus der
Stabilitdt des aktiven Carbonyls im lumineszenten Intermediats. Eine etwas lidngere
Lebensdauer bewirkt Energiedissipation als Wérme und folglich geringere Lumineszenz, was

beim Vergleich von Indolen oft festzustellen ist (Hardeland, pers. Mitt.).

Produkte von AFMK

Eine der wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit war, dass die Erweiterung der
Radikalfingerkaskade von Melatonin groBer ist, als aufgrund vorangegangener
Untersuchungen (Tan et al., 2001) vorhergesagt werden konnte.

Das hierbei verwendete ABTS-Kationradikal-System erwies sich als besonders niitzlich fiir
die Identifizierung sequentieller Schritte bei der Produktbildung aus Melatonin (Tan et al.,
2003).

Eine Auswertung der Stochiometrie ist aber nur dann sinnvoll, wenn das ABTS*" wihrend
eines Experiments nicht vollstindig verbraucht wird, sondern vielmehr im Uberschuss

vorliegt.

Seite 80



Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass bei einem Verhiltnis von 1:40 etwa
10 Radikale reduziert werden. Dieses Resultat deutet auf eine viel hoher antioxidative
Wirksamkeit von Melatonin hin als zuvor erwartet.

Es zeigte sich, dass bereits in den ersten 15 min circa 7 ABTS-Radikale reduziert wurden, bei
einer Konzentration von 1 pM Melatonin und 40 pM ABTS"" (Abb. 27, 28).

Diese Tatsache ist unter physiologischen Bedingungen betrachtet kein schlechter Wert, da
AFMK relativ leicht mit *OH reagiert (Burkhardt et al., 2001, Tan et al., 2001) und auch
bereitwillig in Reaktionssystemen erzeugte Radikale eliminiert.

Bei der Produktanalyse konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Oxidationsprodukten um
eine vollig neue, noch nicht zuvor beschriebene Gruppe von Substanzen handelte. Anmerkend
sollte hier erwdhnt werden, dass der AFMK Metabolit AMK nicht innerhalb der
Nachweisgrenze zu detektieren war.

Dies ist nicht darauf zuriickzufiihren, dass eventuell entstehendes AMK schneller oxidiert
wird als aus AFMK nachgebildet. Vielmehr wurden auch keine aus AMK im ABTS*"-System
gebildeten Oxidationsprodukte (Than et al., 2006) gefunden.

Die entstandenen Produkte konnen als Ergebnis einer Art von Rezyklisierung des AFMK
angesehen werden, wobei es zur Bildung von 3-Indolinonen kommt. Die Besonderheit hierbei
ist, dass die fir Kynuramine bzw. Kynurenine typische Oxo-Gruppe erhalten bleibt, jedoch
die Seitenkette am C2-Atom des neu gebildeten heteroaromatischen Ringes erscheint und um
ein C-Atom verkiirzt ist, da sich die N-Formyl-Gruppe von AFMK nicht an der
Rezyklisierung beteiligt.

Diese C2-substituierten 3-Indolinone sollten nicht mit C3-substituierten 2-Indolinonen
verwechselt werden, welche in anderen Reaktionssystemen beim Fangen von 2 *OH durch
Melatonin entstehen, z.B. durch Ketonbildung aus 2-Hydroxymelatonin (Hardeland, 2005;
Agozzino et al., 2003).

Unter welchen Voraussetzungen sich diese neue Substanzen auch unter physiologischen
Bedingungen bilden, muss noch untersucht werden. Des weiteren miissen homologe
Reaktionen von AFMK mit anderen elektronenabstrahierenden freien Radikalen analysiert

werden.

Diese neu entdeckten C2-substituierten 3-Indolinone koénnen auch in einem anderen
Zusammenhang von Bedeutung sein, da &dhnliche Substanzen, die ebenfalls eine aliphatische

Seitenkette am C2-Atom tragen, speziell fiir die Suche nach Melatonin-Rezeptor-Liganden
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und Melatonin-verwandten Antioxidantien synthetisiert worden sind (Spadoni et al. 1998,
2001, 2006; Mor et al., 2004). Der groBe Unterschied zu jenen ist das Vorhandensein einer
Carbonyl-Gruppe am C3-Atom und die Verkiirzung der aliphatischen Seitenkette um ein
C-Atom.

Hieraus ergibt sich die interessante Frage, ob die neu entdeckten Substanzen 2a/b und 3 aus

AFMK ebenfalls Eigenschaften von Rezeptor-Liganden aufweisen.

Die beiden Substanzen 2a und 2b stellen E,Z-Isomere dar, welche zur selben Zeit wihrend der
Isolierung vorhanden waren. Das E-Isomer (2b), das durch die Wasserstoftbiickenbindung
zwischen dem Acetamido-Stickstoff und dem Sauerstoff an C3 stabilisiert wird, stellt
vermutlich die bevorzugte Struktur dar und ist daher auch offensichtlich in h6heren Mengen
als 2a vorhanden. Die Reihenfolge bei der Bildung der ungesittigten Produkte 2a/b und der
gesittigten C2-hydroxylierten Substanz 3 ist hierbei klar vorgegeben. Im ABTS''-
Reaktionssystem ergab sich das Produkt 3 aus dem Racemat der Produkte 2a/b, jedoch nicht
im umgekehrten Fall. Des weiteren fithrten Versuche, das Wasser mit konz. H,SO, aus dem

Produkt 3 zu entfernen, nicht zu den Produkten 2a/b, sondern zu ganz anderen Substanzen.

Es konnten weitere Verbindungen aus dem Extrakt des ABTS*'-Reaktionssystem isoliert
werden, welche nach Ergebnissen aus der Massenspektrometrie deformyliert sein miissten.
Ob sich diese farbigen, fluoreszierenden Produkte aus der Deformylierung der Produkte 2a/b
oder auf anderem Wege z. B. aus Produkt 3 ergeben, ist zur Zeit noch unklar. Die
wahrscheinlichen Strukturen (4, 5a/b) sind in Abb. 69, 76 wiedergegeben, wobei S5a/b
ebenfalls E,Z-Isomere darstellen.

Mit Blick auf die Radikalfangerkaskade sollte die Bildung von 3-Indolinon 2a/b durch die
Rezyklizierung eines Intermediats von AFMK schon erheblich zur Fangkapazitit beitragen.
Bei der Oxidation von Melatonin zu AFMK koénnen vier Radikale im ABTS®'-System
gefangen werden (Tan et al. 2003). Bei der Reaktion von AFMK zu 2a/b werden weitere
4 Elektronen verbraucht, wobei der genaue Mechanismus noch nicht genau geklart ist. Diese
Bilanz von 8, welche pro Melatonin-Molekiil gefangen werden, erkldrt noch nicht die
gemessenen 10 ABTS*" (Abb. 27, 28). Daher bleibt die Frage, welche zusitzlichen Schritte
zur Reduktion der verbleibenden Radikale beitragen. Die Umwandlung von 2a/b zum
Indolinon 3 kann moglicherweise als Wasseraufnahme verstanden werden und wiirde daher
nicht in der Bilanz erscheinen.

Jedoch erscheint die Anwesenheit einer hoheren Menge von Indolinon 3 und der offenbaren
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Abwesenheit von 2a/b in einem H,O,-haltigen Reaktionssystem (Rosen et al., 2006), bei
vorsichtiger Betrachtung, auf die Beteiligung einer Redox-Reaktion hinzuweisen.

Substanz 3 zeichnete sich durch eine relativ geringe Reaktivitdt im ABTS-Riickreduktions-
Assay aus. Diese Substanz blieb iiber lidngere Zeit im Reaktionssystem stabil und
reprasentierte das Hauptprodukt aus dem Umsatz von AFMK. Die Reaktionskaskade kann
daher unter Entstehung von Substanz 3 in dem ABTS®*'-System terminiert werden. Unter
dieser Annahme miissten die zwei noch nicht erkldrten zusétzlich gefangenen Radikale auf
eine Nebenreaktion zuriickgefiihrt werden.

Dieses Problem kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht leicht erklart werden, insbesondere weil
die Substanzen 2a/b relativ instabil sind. Dies gilt in noch héheren Maf3e fiir die Substanzen
4 und 5a/b, die nur in sehr geringen Mengen isoliert werden konnten. Ferner ist davon
auszugehen, daf3 die Stereoisomere ineinander iiberfiihrt werden kdnnen.

Da eine NH-Gruppe im Heterozyklus der Verbindung 5a/b vorhanden ist, ist in Analogie zu
den reaktiven Indolaminen mit einer Methoxy-Gruppe an C5 eine Radikalentgiftung durch

Elektronendonatoren aus dem einsamen Elektronenpaar denkbar.

Diese Befunde einer Termination von Radikalreaktionen in einer antioxidativen Kaskade im
ABTS""-System lisst sich nicht ohne weiteres auf die komplexe Situation in vivo iibertragen.
Substanz 3 reagiert mit dem Hydroxyl-Radikal im ABTS*'-Kompetitions-Assay (Rosen et al.,
2006). Daher konnte die antioxidative Kaskade in vivo sogar noch unter Oxidation des

Indolinons 3 fortgefiihrt werden.

Die hier vorgelegten Befunde zur Oxidation von Melatonin und den aus ihm durch
Radikalreaktionen hervorgehenden Produkten unterstreichen die Besonderheit des Melatonins
im Vergleich zu anderen Indolen, was im Zusammenhang mit seiner therapeutischen

Anwendung von Interesse ist.
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5. Zusammenfassung

Eine Vergleichsanalyse strukturverwandter Indolamine von Melatonin zeigte, dass bereits
kleine Anderungen der Substituenten erhebliche Konsequenzen in der Oxidationschemie nach
sich ziehen.

Analysiert wurden hierbei die Substitutionen von Hydroxy- oder Methoxygruppen an C-5
bzw. C-6 und einem aliphatischen N-Acetylrest. Im Einzelnen wurden Tryptamin,
5-Methoxytryptamin, N-Acetyltryptamin, Serotonin, N-Acetylserotonin, Melatonin und
6-Methoxymelatonin in folgenden Oxidationssystemen verglichen: Photooxidation mit
Protoporphyrin-IX, Hémin-katalysiertes H,O,-System und Elektronendonation an ABTS-
Kationradikalen (ABTS"").

5-Methoxytryptamin und N-Acetylserotonin zeigten einen beschleunigten Umsatz im
Protoporphyrin-IX-System. Im ABTS*'-System hingegen ist 5-Methoxytryptamin langsamer
als Melatonin. Im Vergleich zu N-Acetyltryptamin wurde N-Acetylserotonin schneller
oxidiert. Die Reaktion von Serotonin verlief langsamer als die von Tryptamin.
5-Methoxytryptamin und Tryptamin ergaben eine erheblich groBere Zahl an

Oxidationsprodukten als Melatonin.

Der Sonderfall des nicht natiirlichen 6-Methoxymelatonin zeigte, dass die Einfiihrung der
zusitzlichen Methoxygruppe an C6 zu einer Reaktivititssteigerung und damit schnellerem
Umsatz fithrte, dies bereits in Hydroxylradikal-unabhidngigen Reaktionen. Im
Produktspektrum konnten zusdtzliche Substanzen detektiert werden, deren nihere
Untersuchung noch aussteht. Diese Ergebnisse einer abweichenden Oxidationschemie lassen
einen therapeutischen Einsatz von 6-Methoxymelatonin, zum jetzigen Zeitpunkt, ohne

Kenntnis der zusitzlichen Produkte, noch nicht angeraten erscheinen.

Das wichtigste Resultat der hier vorgenommen Produktanalyse fiihrt zu einer Erweiterung der
Radikalfdngerkaskade von Melatonin.

Zuvor war angenommen worden, dass diese mit der Bildung von N-Acetyl-N*-formyl-5-
methoxykynuramin (AFMK) endet. Es wird nunmehr gezeigt, dass AFMK durch radikalische
Mechanismen zu Substanzen umgesetzt wird, die einer bislang unbekannten Klasse von
Melatonin-Metaboliten angehoren. Sie entstehen ebenfalls beim Umsatz von Melatonin als
Ausgangsprodukt. Hierbei handelt es sich um C2-substituierte 3-Indolinone, welche jede fiir

sich eine chemisch neue Verbindung darstellt.
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Eine stochiometrische Verbrauchsanalyse in ABTS*"-Reduktionssystem zeigt, dass bis zu den
neuen Produkten insgesamt 10 Radikale eliminiert werden. Zuvor war nur ein Verbrauch von
4 Radikalen bis zum AFMK bekannt gewesen.

Bei den in diesem Prozess neu entstanden Produkten handelt es sich um N-(1-Formyl-5-
methoxy-3-0x0-2,3-dihydro-1H-indol-2-ylidenmethyl)-acetamid [Produkt 2] wund N-(1-
Formyl-2-hydroxy-5-methoxy-3-oxo0-2,3-dihydro-1H-indol-2-ylmethyl)-acetamid ~ [Produkt
3]. Die neuen Substanzen kdnnen als ein Art von Rezyklisierungsprodukte des AFMK
angesehen werden und bilden zum Teil E,Z-Isomere [Produkt 2a/b]. Bei zwei weiteren
Verbindungen [Produkt 4 und Produkt 5] handelt es sich nach Daten der Massenspektroskopie
offenbar um deformylierte Analoge. Im ABTS"'-Reaktionssystem ergab sich das Produkt 3
aus dem Racemat der Produkte 2a/b, jedoch nicht umgekehrt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die aullergewohnlichen Redox-Eigenschaften von

Melatonin einschlieBlich der aus ihm hervorgehenden Reaktionsprodukte.
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