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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Adjektiv synergistisch leitet sich von dem B#gSynergie ab. Dieser stammt von dem
griechischen Wortouvepyia (synergia) und bezeichnet das Zusammenwirken vobewesen,

Stoffen oder Kraften im Sinne einer gegenseitiggitdérung zum gemeinsamen Nutzen. Der
griechische Philosoph und Gelehrte Aristoteles tmésio Synergie mit dem Ausspruch: ,Das Ganze
ist mehr als die Summe seiner Teile.“ In der Bitdolgezeichnet der Begriff Synergismus auch die

Uberadditive Wirkung zweier gleich gerichteter kftee(Wikipedia, 2013).

Die synergistische Zytotoxizitat zwischen Saponioad Ribosomen inaktivierenden Proteinen wurde
2003 von Melzig und Hebestreit erstmals wissengltiafoeschrieben. Dabei verstarken bestimmte
Vertreter aus der Gruppe der pflanzlichen Sekuntatisstoffe der Saponine die Zytotoxizitat der nur
wenig toxischen bzw. nur in hohen Konzentrationexischen Ribosomen inaktivierenden Proteine
Typ | (RIP-1) auf menschliche und tierische Zellen dem Faktor 10 000 und mehr (Hebestreit et al.,
2006). Diese Proteintoxine kénnen, neben dem Vorkem in Bakterien und Pilzen, ebenfalls
pflanzlichen Ursprungs sein (Stirpe, 2013). Besond@eressant ist in diesem Zusammenhang, dass
zumindest in der Pflanzenfamilie der Caryophyllacgmne Gattungen, welche RIP-I enthalten, auch

Saponine enthalten (Bottger & Melzig, 2011).

1.1 Saponine

Saponine sind sekundare Pflanzeninhaltsstoffe méremolekularen Masse zwischen ca. 600 und
2000 Da. Sie werden auf’erdem von einigen Meeregésmn und Bakterien produziert. lhre
Molekulstruktur lasst sich in einen hydrophoben eélintdas Aglykon oder Sapogenin und einen
hydrophilen Anteil aus einem oder mehreren miteiiearverknipften Zuckermolekilen unterteilen.
Beim Aglykon kann in der Regel zwischen einem stiaden (G-Korper) oder einem triterpenoiden
(Csp-Korper) Grundgerist unterschieden werden. Dabeinkalas Aglykon mit nur einem
(monodesmosidisch), zwei (bisdesmosidisch) odetersed drei (trisdesmosidisch) Zuckerresten
verschiedener GroéRRe und Komplexitat verbunden SErschiedene Zuckermolekile kénnen in Reihe
oder verzweigt an das Aglykon gebunden sein. Disésdung ist entweder glykosidisch und Uber eine
OH-Gruppe oder esterartig Uber eine Carboxylfumkties Aglykons. Typischerweise in Saponinen
vorkommende Zucker sind: Apiose (Api), Arabinoseg)A Chinovose (Chi), Fucose (Fuc), Galaktose
(Gal), Glucose (Clc), Rhamnose (Rha), Xylose (>sgyvie die Zuckersauren Galakturonsaure (GalA)
und Glucuronséure (GIcA). (Ubersichtsarbeit vonckan et al. (2007))
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Das Vorhandensein jener hydrophoben und hydropiileeile im Saponinmolekil begriindet deren
amphiphiles Verhalten in wassrigen Losungen. Diessfenartige Verhalten gab den Saponinen
schlielich auch ihren Namen: latein ,sapo”, Se8eit der Antike wurden saponinhaltige Pflanzen
und Drogen deshalb als Wasch- und Korperpflegemgiagesetzt und selbst heute finden
beispielsweise die getrockneten Arilli der Fruclies WaschnussbaumSapindus saponarid..
(Sapindaceae) breite Anwendung als WaschmittelAllmveckreiniger in Indien und zunehmend in
Westeuropa und Nordamerika (Rudnicki et al., 1¥4@jdeutsche.de, 2013; Yang et al., 2009). Auch
die Rote SeifenwurzelSaponaria officinalisL. (Caryophyllaceae) und die WeilRe Seifenwurzel,
Gypsophila paniculatd.. (Caryophyllaceae) verdanken ihre Namen der ¥edung als Seife auf

Grund der enthaltenen Saponine.

Saponine sind in der Lage mit Ober- und Grenzflaclze interagieren. Bei physikalischen
Grenzflachen wie etwa zwischen fest und flissigsis@wischen flissig und fliissig kbnnen Saponine
eine Losungsvermittlung bewirken, wie sie etwa dmi Waschwirkung zu beobachten ist. Zwischen
flussig und gasférmig kann eine Abnahme der Obehaspannung der Flissigkeit und unter Zufuhr
mechanischer Energie Schaumbildung beobachtet werbleben der Lésungsvermittlung und
Schaumbildung zeigen Saponine noch eine Reihe neeilggenschaften und Wirkungen, von denen
viele auf einer Interaktion mit biologischen Obemd Grenzflachen wie z. B. Zellmembranen
beruhen. Es sei an dieser Stelle die Zytotoxiataiger Saponine genannt, welche in den meisten
Fallen auf einer Interaktion der Saponine mit deenmirancholesterol und einer Porenbildung in der
Zellmembran beruht (Lacaille-Dubois & Wagner, 200@folge dessen diffundieren Néonen und
Wassermolekile in die Zelle, wahrend-kKnen aus der Zelle herausstrémen. Die Membran wir
schlieBlich durch die grof3e Differenz zwischenaréllularem und extrazellularem Druck zerstort und
es kommt zum Austritt zytoplasmatischer Bestangltéfrancis et al., 2002). Ein vergleichbarer
Mechanismus liegt auch der hamolytischen Aktiviiiiger Saponine zu Grunde. Dabei vermogen die
Saponine die Membranen der Erythrozyten zu zenstévas imin-vitro Experiment an einer Klarung
der Erythrozytensuspension beobachtet werden k8ontljeeswaran & Kenchington, 1989). Von
einigen Saponinen ist ihre Toxizitat fur Fische diureine Erh6hung der Permeabilitat des
Kiemenepithels bekannt (Francis et al.,, 2002). AM#rgiftungen von grasendem Vieh durch
saponinhaltige Pflanzen sind beschrieben (Mathel@83; Williams, 1978). Weiterhin wurden
antimykotische (Favel et al., 1994), antiviraleniSes et al., 1999), antimikrobielle (Sharma et al.,
2013), molluskizide (Marston et al., 1988), henbizi (Oleszek et al., 1992) und spermizide
(Rajasekaran et al., 1993) Eigenschaften fur eiagonine entdeckt.
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Neben diesen recht destruktiven Wirkungen lassem isi der Traditionellen Chinesischen Medizin
(TCM) aber auch einige kurative Wirkungen der Sap®nfinden. So werden saponinhaltige
Drogenzubereitungen insbesondere vananthusArten (Caryophyllaceae) bei zerebro- und
kardiovaskularen Erkrankungen (Hu & Lu, 2009), Adtimie (Yu et al., 2008), verschiedenen Arten
des Schmerzes (Sun, 2008) und bei AtemwegserkrgekuTu et al., 2007) eingesetzt (Hikino et al.,
1984). Die Samen voviaccaria hispanicgMILL .) RAUSCHERT (Caryophyllaceae) werden als Dekokt
bei Dysmenorrhoe und Dysgalaktie verwendet (Acupwrec Today, 2013). Der Wurzeln des
asiatischen GinsengBanax ginsen@. A. MEYER (Araliaceae) werden als Tonikum und Geriatrikum
angewendet (medizinalpflanzen.de, 2008). Die Nugzsaponinhaltiger Arzneien bei Erkrankungen
der oberen Atemwege ist auch in der ,westlichen'tidiem bekannt. Auf Grund der expektorierenden
Wirkung von Saponinen werden Tees und andere Zitbbregen saponinhaltiger Arzneipflanzen wie
etwa der Schlusselblum®@rimula verisL. (Primulaceae), des Efeuldedera helixL. (Araliaceae)
oder der SuRholzwurzelGlycyrrhiza glabra L. (Fabaceae) eingesetzt. Auch Lutschtabletten
(Aspectonetten N, Krewel Meuselbach, Eitorf) @igpsophilaSaponinen wurden zu diesem Zweck
angeboten. Auch die Anwendung von Zubereitungensdeoninhaltigen Samen der Rosskastanie,
Aesculus hippocastanulm (Sapindaceae) bei leichter Veneninsuffizienzsehr verbreitet. Saponine
von Gypsophila oldhamianaviiq. (Caryophyllaceae) besitzes-Glucosidase und Pankreaslipase
inhibierende Eigenschaften und konnten sich datsitMittel zur Behandlung des Metabolischen
Syndroms und des Diabetes mellitus Typ Il eigneai @ al., 2007; Luo et al., 2008b). Bei Ratten
zeigten Saponine voHerniaria glabra L. (Caryophyllaceae) eine antihypertensive undedische
Wirkung (Rhiouani et al., 2001).

R1 R,
Oleanolsaure CH; H
Gypsogenin CHO H
Gypsogeninsaure COOH H
Quillajasaure CHO OH

Abb. 1. Strukturformeln haufig vorkommender
Aglyka von Oleanan-Typ Triterpensaponinen in
den Caryophyllaceae.
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1.1.1 Saponine der Caryophyllaceae

Die Pflanzenfamilie Caryophyllaceae umfasst je n@ulelle 88 (The Plant List, 2013) bzw. 104
(Royal Botanic Gardens, KEW, 2013) Gattungen undhimas 2000 Arten. Dabei handelt es sich
meist um krautige Pflanzen von einjahrigem als amecddauerndem Wuchs. Der Habitus zeigt eine
kreuzgegenstandige Blattstellung mit sitzenden liéimgn Blattern, deutlichen Nodien und zur
Blutezeit weiRen bis pinkfarbenen radiar symmetwisc Bliten. Pflanzen der Caryophyllaceae
enthalten Saponine. In Abhangigkeit von Alter unddhstumsphase werden Mengen bis zu 20 % der
Drogenmasse erreicht (Kolodziejski & Stecka, 19@3abei handelt es sich im Allgemeinen um
Triterpensaponine, vorwiegend vom Oleanan-Typ (@illung 1). Vincken et al. (2007) zufolge ist
dies das Triterpengrundgerist, welches am haufigstePflanzenreich vertreten ist. Doch auch das
Vorkommen von Steroidsaponinen in einigen Arten @aryophyllaceae ist beschrieben (Zibareva et
al., 2003). Besonders haufig sind jedoch die Tp#ae Gypsogenin, Gypsogeninsaure und
Quillajasaure als Aglyka der Saponine der Carydphghe vertreten (s. Tabelle 1). So stellt
Gypsogenin etwa in der Halfte aller Arten der Catyglaceae, fir die Saponine beschrieben das
Aglykon dar, Quillajasaure etwa in einem Dritteldu@ypsogeninsaure etwa in einem Viertel. Fur
etwa die Halfte der als Saponin fihrend beschriebeArten sind bisdesmosidische Saponine

angegeben.

Tab. 1. Auflistung der Aglyka und Anzahl der Zuckerreste der (triterpenoiden) Saponine und aller Gattungen der
Caryophyllaceae nach Bottger & Melzig (2011). Die Zahl in Klammern hinter der Gattung zeigt die Anzahl
diskreter ,,anerkannter” Arten innerhalb der Gattung. Alle Artnamen stellen den derzeit ,,anerkannten” Namen
und Erstbeschreiber dar. Gattungsliste und Artnamen nach The Plant List (2013)

Aglykon
Gattung Art G GS Q andere
adenophorum FREYN B
pachystegium RECH.F. M B
Acanthophyllum (68) squarrosum BoOISS. B B
subglabrum SCHISCHK. X
Achyronychia (1) n. b.
Agrostemma (2) brachyloba (FENzL) K.HAMMER Oleanolsdure, Echinocystsdure
githago L. MB B
gypsophiloides (REGEL) SCHISCHK. B X B
Allochrusa (8) paniculata (REGEL & HERDER) OvCz. & CZUKAV M
Alsinidendron (5) n. b.
Ammodenia (1) n. b.
Ankyropetalum (3) n. b.
Anychia (2) n. b.
brevipetala Y.W.Tsul & L.H.ZHou X
Arenaria (272) filicaulis F.ENZL ex GRISEB. M Camilliagenin A, Snatzkein A
kansuensis MAXIM. X
montana L. Caulophyllogenin, Echinocystsdure
Bolanthus (18) n. b.
Bolbosaponaria (6) n. b.
Brachystemma (1) n. b.
Bufonia (32) n. b.
Cardionema (6) n. b.
Cerastium (203) n. b.
Cerdia (1) n. b.
Chaetonychia (1) n. b.
Colobanthus (25) n. b.
Cometes (2) surattensis BURM.F. X
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baratus L. X
caryophyllus L. MB
. cruentus GRISEB. X
Dianthus (333) chinensis L. MB | MB
deltoides L. B M
superbus L. MB
Diaphanoptera (6) n. b.
Dicheranthus (1) n. b.
Drymaria (54) arenarioides HUMB. & BONPL. ex SCHULT. X
cordata (L.) WILLD. ex SCHULT. Oleanolsdure, acetyliert
Drypis (1) n. b.
Eremogene (71) juncec'l.(M.BlEB.) FENZL B X C-3-OH-sulfatierte Gypsogeninsaure
saxatilis (L.) IKONN. X
Gastrocalyx (1) n. b.
Geocarpon (1) n. b.
Gymnocarpos (10) n. b.
acutifolia STEVEN ex SPRENG. B
altissima L. X
aretioides BOISS. X
arrostii GUSS. B X B Hydroxygypsogeninisomere
bermejoi G.LOPEZ M C-23-OH-sulfatiertes Hederagenin
bicolor (FREYN. & SINT.) GROSSH. X Gypsogeninderivate
capillaris (FORssK.) C.CHR. M MB M
capitata M.BIEB. X
elegans M.BIEB. X
eriocalyx BOISS. X
i glomerata PALL. ex ADAMS X
Gypsophila (151) muralis L X
oldhamiana Mia. MB X MB | diverse*
pacifica Kom. B MB B Hydroxygypsogeninisomere
paniculata L. B B
patrinii SER. MB
perfoliata L. B Oleanan-Typ, sulfatiert
petraea (BAUMG.) RCHB. X
repens L. B MB Lupan-Typ
scorzonerifolia SER. X
simonii HUB.-MOR. Gypsogeninester
viscosa MURRAY X
fontanesii J.GAY Medicagensaure
Herniaria (29) glabra L. X X Medicagensaure und -derivate
hirsuta L. X X Medicagensaure und -derivate
Holosteum (1) n. b.
Honckenya (1) n. b.
lllecebrum (1) n. b.
Ixoca (2) n. b.
Kuhitangia (2) n. b.
Lepyrodicilis (3) n. b.
Loeflingia (4) n. b.
Lychnis (14) n. b.
Melandrium (4) n. b.
Mesostemma (4) n. b.
Microphyes (2) n. b.
Minuartia (101) n. b.
Mhniarum (1) n. b.
Moebhringia (30) n. b.
Moenchia (3) n. b.
Myosoton (1) n. b.
Oberna (9) n. b.
Ortegia (1) n. b.
Otites (1) n. b.
. argentea LAM. Polygalasaure
Paronychia (59) chionaea BOISS. B

Petrorhagia (18)

Philippiella (1)

Pleconax (4)

Pleioneura (1)

Plettkea (1)

T|T|T|T|T

Pollichia (1)

S|3|3|3|3 |3

Polycarpaea (11)

corymbosa (L.) LAM.

Cameliagenin A, Barrigenol A;
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Polycarpon (7)

prostratum (FORSSK.) ASCH. & SCHWEINF.

Saikogeninderivate

succulentum WEBB & BERTHEL.

Hopan-Typ

Polytepalum (1)

b.

Porsildia (1)

Psammophiliella (4)

Psammosilene (1)

Pseudocerastium (1)

Pseudosaponaria (1)

SI|IT|T|T|T

Pseudostellaria (15)

heterophylla (MiQ.) PAX

Pteranthus (1)

Pycnophyllopsis (3)

Pycnophyllum (22)

Reicheella (1)

Sabulina (1)

ST|T|T|T|T

Sagina (19)

japonica (Sw.) OHwI

Sanctambrosia (1)

Saponaria (14)

kotschyi BoIss.

X|>o|X|o|3 |5 |5 |5(X|>3|53|3|(53|5 |5

officinalis L. B MB B Hydroxygypsogeninderivate
Scleranthopsis (1) n. b.
Scleranthus (4) annuus L. X
Scopulophila (2) n. b.
alba (MiLL.) E.H.L.KRAUSE X
baccifera (L.) ROTH Oleanan-Typ
brahuica BoIsS. X
dichotoma EHRH. X
dioica (L.) CLAIRV. X
firma SieBoLD & Zucc. X X X Oleanan-Typ, Melandrigenin
flos-cuculi (L.) GREUTER & BURDET X Hederagenin
Silene (424) j.‘orlfunei V'IS. B
jeniseensis WILLD. B
latifolia POIR. X
napuligera FRANCH. B
nutans L. B
succulenta FORSSK. X Oleanolsdure
szechuensis F.N.WILLIAMS B
viscaria (L.) JESS. B
vulgaris (MOENCH) GARCKE MB MB
Spergula (13) n. b.
arbuscula (GAY) |.M.JOHNST. Echinocystsdure, Oleanolsdure
Spergularia (42) media (L.) C.PRESL Oleanan-Typ
ramosa CAMBESS. B B
Stellaria (109) media (L.) VILL. X Hydroxyoleanolsdurederivate
Telephium (1) n. b.
Thylacospermum (1) n. b.
Tissa (2) n. b.
Tytthostemma (1) n. b
Vaccaria (1) hispanica (MILL.) RAUSCHERT B MB B
Velezia (2) n. b.
Wilhelmsia (1) n. b.

B = bisdesmosidische Saponine des jeweiligen Aglykons; G = Gypsogenin; GS = Gypsogeninsaure; M =
monodesmosidische Saponine des jeweiligen Aglykons; MB = mono- und bisdesmosidische Saponine des
jeweiligen Aglykons; n. b. = Vorkommen triterpenoider Saponine ist nicht beschrieben; Q = Quillajasdure; X =
Saponine des jeweiligen Aglykons oder das Aglykon sind enthalten, Informationen tber Zuckerverknipfungen
sind nicht gegeben bzw. Saponine sind enthalten,
Zuckerverkniipfungen sind nicht gegeben. * = Echinocystsdure, Hederagenin, Neogypsogenin, Oleanolsidure

und Derivate

weitere

Informationen zum Aglykon und den
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1.1.1.1 Agrostemma githago L. (Caryophyllaceae)

Im Zusammenhang mit der synergistischen Zytotagizitwischen Saponinen und Ribosomen
inaktivierenden Proteinen Typ | (RIP-I) erlangtes Art eine gewisse Bekanntheit. Es war jedoch
lange nicht bekannt, welche Inhaltsstoffe und weddlWirkmechanismus die Toxizitat dieser Pflanze
verursachen. Lange wurden die in den Samen entlealt&aponine allein dafur verantwortlich
gemacht, obwohl es schon Anhaltspunkte fir einebkoierte Toxizitat gab (Hebestreit, 2004). Erst
2003 beschrieben Hebestreit und Melzig die Auswigan des Zusammenspiels zwischen dem
ebenfalls in den Samen enthaltenen RIP-I Agrogtithden Saponinen bezlglich der Zytotoxizitat an
einem Zellmodell. Noch bis ins 20. Jahrhundert Wagrostemma githagmder die Kornrade als
Ackerbegleitpflanze sehr verbreitet und wuchs aefen Getreidefeldern zwischen dem Halmen.
Somit kam es bei der Ernte regelmaf3ig zu Verurgeimgen des Korns mit den Samen und in der
Folge auch zur Kontamination des Mehls. Aus der g&rgenheit sind deshalb zahlreiche
Vergiftungen durchAgrostemma githagbeschrieben. Dabei wurde den Menschen der walinliche
als Fral3schutz der Samen entstandene Toxizitatsiseulns zum Verhangnis. Erst die Einflhrung

sogenannter Raderechen und die moderne Saatgutagirg anderten dies (heilkraeuter.de, 2013).
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Abb. 2. Botanische Zeichnung von Agrostemma githago L. aus
dem Bildband ,Deutschlands Flora in Abbildungen” von 1796.
(a. Habitus der gesamten Pflanze, b. Blite, c. Kelch, d.
genageltes Kronblatt mit Stabblatt, e. Blitenboden mit Staub-
und Fruchtblattern, ohne Kelch- und Kronblatter, f.
befruchtete Blite mit Kelchblattern, g. Samenkapsel ohne
Kelchblatter, h. Kapsel mit Samen (Halbschnitt), i. Samen)

Heute ist die Kornrade nur noch selten in freiertulazu finden und vieler Orts praktisch

ausgestorben. Sie steht inzwischen auf der Rotste lder bedrohten Arten und wurde 2003 zur
.Blume des Jahres" von der ,Stiftung Naturschutardarg und Stiftung Loki Schmidt zum Schutze
gefahrdeter Pflanzen" gewahlt (Stiftung Naturschtganburg, 2006).
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1.1.1.2 Saponinum album

Saponinum album ist ein ehemals kommerzielles Sagemisch aussypsophila arrostiiGuss und

G. paniculataL. (Caryophyllaceae). Es wurde u.a. von der Fivtexck, Darmstadt angeboten und
diente als Standard zur Bestimmung der Hamolysatiktianderer Saponine und saponinhaltiger
Drogen nach DAB 7-DDR. Saponinum album ist reichTaiterpensaponinen (Weng et al., 2011).
Hebestreit (2004) und Weng (2009) nutzten fur dieischung der synergistischen Zytotoxizitat von
Saponinen und Ribosomen inaktivierenden Proteingp T (RIP-I) Saponinum album als
Standardsaponin. Wie kein anderes Saponin konmen8aum album die Zytotoxizitat von RIP-I auf
unterschiedliche humane und murine Krebszelllinierstarkten. Weng (2009) gelang mit der
Verbindung SA1641 die Isolation und Strukturaufitéy eines mit RIP-I synergistisch zytotoxischen
Saponins aus Saponinum album. Auch wenn anschtie3eviergleiche der synergistischen
Zytotoxizitat von SA1641 und Saponinum album eirgetlegenheit des Gemisches ergaben, diente
die Struktur von SA1641 trotzdem als Orientierurgj der Suche nach weiteren synergistisch
zytotoxizitatsverstarkenden Saponinen. SA1641 eiot#pdabei auch allen von Melzig et al. (2005)

beschriebenen strukturellen Anforderungen fiir syisésch zytotoxisch reagierende Saponine.

Gypsogenin 1
) [+ T
Glukuronsaure ~ LA~ A 028
HOOC o J 3 - |
Xylose (1) HO N \""" g
o 0 ' [
HO— \™~ 0~
o O o O e -0\ Rhamnose
HO_ /~—0OH ..‘OH OH
Galaktose HO40~ o]
Chinovose 0/
/| ~—OH
¥ e Xylose (2)
HO O
0}
~~0H
7/ Xylose (3)
HOHO !

Abb. 3. SA1641 isoliert aus Saponinum album (Weng, 2009).
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1.2 Synergistische Zytotoxizitat

Die Kenntnis tber die Natur und die Verbreitung 8aponine ist wichtig fir die weitere Erforschung
der synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung vamoRomen inaktivierenden Proteinen Typ | (RIP-I)
durch Saponine. Diese wurde, wie anfangs erwahon, Mebestreit & Melzig (2003) erstmals
beschrieben. Damals verstéarkte ein SaponirAgusstemma githagh. die Zytotoxizitat des sonst nur
schwach toxischen und ebenfalls natirlich in ddar2e vorkommenden RIP-I Agrostin. Dieses
Saponin, Agrostemmasaponin 1 war ein bisdesmobiglisGlykosid des Gypsogenins und wurde in
nicht zytotoxischer Konzentration eingesetzt. Mglet al. (2005) beschrieben etwas spéater erstmals
strukturelle Anforderungen an die zytotoxizitatstérkenden Saponine. Demnach waren
bisdesmosidische Saponine, die auf Position 23 gidehydfunktion, an der C-3-OH-Gruppe einen
verzweigten Zuckerrest tragen und an einer Carlfaxigtion an Position 28 mit einem weiteren
(verzweigten) Oligosaccharid verestert sind, beemd geeignet, die synergistische
Zytotoxizitatsverstarkung zu ermdglichen. Monodesitische Saponine und Saponine, deren
Zuckerreste anderes geartet waren, eigneten siaigere Dabei wurde auch klar, dass der
synergistischen Zytotoxizitdt ein Mechanismus zwr@e liegen muss, bei dem die Saponine den
Transport der nicht-membranpermeablen RIP-I ingidbBnnere und bis an den Wirkort ermdéglichen
und dass dies nicht durch unspezifische Porenlildyeschieht. Heisler et al. (2005) konnten mit
Saponinum album den zellspezifischen zytotoxisdi#ekt eines chiméren Toxins um Faktor 3560
bis 385000 verstarken. Das chimare Toxin bestarsl dem RIP-I Saporin, dem Epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) und einem Adapterstiick, dékte auf Nicht-Zielzellen reduzieren sollte.
Bachran et al. (2006) konnten bei weiteren Versoainé chiméren Toxinen die von Melzig et al.
(2005) gestellten strukturellen Anforderungen atotokizitatsverstarkende Saponine bestétigen. Bei
der Untersuchung des Mechanismus der synergistisélgeotoxizitat konnten Weng et al. (2009;
2008) eine durch Saponine stimulierte Endozytosédmfnahme der RIP-1 bzw. der chimaren Toxine
in die Zellen ausschlieBen. Dennoch gelangen digeiptoxine durch Endozytose in das Zellinnere.
Weng et al. (2012b) erlangten durch fluoreszenavsikopische Untersuchungen und
Impedanzmessungen entscheidende Hinweise zur Kjataa der synergistischen Zytotoxizitat zur
Grunde liegenden Mechanismus. So werden die Ptox@ie, aber auch Saponine zunéchst
ungerichtet und zuféllig endozytiert. Dabei scheiBaponinmolekile bereits in die Zellmembran und
somit auch in die sich abschnirende Vesikelmembndegriert zu sein. Dies legten bereits
Auswaschversuche von Weng (2009) nahe. Die abgadennVesikel kénnen mit Frilhen und Spaten
Endosomen verschmelzen. Die Aktivitat Saurer Phatsgen in diesen Zellorganellen bewirkt ein
Absinken des pH-Wertes in den gebildeten Vesikelndabis 5. Auch ein Verschmelzen der Vesikel
mit Lysosomen ist moglich, fuhrt dann jedoch zu [egtion der Proteintoxine durch die in
Lysosomen vorhandenen Proteasen (Weng, 2009). RDiasbsinken des pH-Wertes kommt es zur

pH-abhangigen reversiblen Bindung von Saponinmdégk@én die endozytierten Proteintoxine. Auf
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Grund ihrer amphiphilen Eigenschaften und der HRéhigzur Interaktion mit Zellmembranen
modulieren die Saponine dann die endosomale Fzaisgt der Proteintoxine durch die
Vesikelmembran in das Zytoplasma. Dort trennen diehgebundenen Saponine bei einem pH-Wert

von etwa 7 wieder vom Proteintoxin (Weng et al121).

duBere Zellmembran

innere Zellmembran

Clathrin-coated pit;
Clathrin-abhdngige
Endozytose

Frithes Endosom

Spates Endosom

Uncoating eines
Vesikels

a Vesikel fusioniert mit
Frithen and Spidten
Endosomen oder

Lysosomen, pH-Wertabfall lasst Saponine Freigesetztes
der pH fallt au; a5 an Proteintoxin binden, welche Proteintoxin
Lysosom mit Proteasen so dessen endosomale

Freisetzung ermoglichen

Abb. 4. Darstellung des bekannten Mechanismus der synergistischen Zytotoxizitdt von Saponinen
und RIP-I (nach Weng (2009), modifiziert).

Die bisher in Kombination mit Saponinen verwendd®eoteintoxine waren entweder chimére Toxine,
bei denen die toxische Komponente in dem RIP-I Bapioestand oder die RIP-I Saporin bzw.
Agrostin selbst wurden verwendet. Als Enzyme miGNtkosidase-Aktivitat spalten diese Ribosomen
inaktivierende Proteine das Ademin der rRNA in der 28 S-Untereinheit eukaryotischédsd?omen
ab. Dadurch wird die durch die rRNA katalysiert®tBmnbiosynthese in den Ribosomen irreversibel
inaktiviert (Barbieri et al., 1993; Endo et al.,89. Betroffene Zellen sind, sind ausreichend viele
Ribosomen derart inaktiviert, nicht mehr in der ¢€dgbensnotwendige Proteine herzustellen und
werden Uber weitere Schritte in die Apoptose gef(lBagga et al., 2003). Die exakte Spaltstelle am
Adeninyzy, bezieht sich zwar auf Ribosomen der Rattenlebasst! sich jedoch zumindest

mechanistisch auf andere Saugetiere Ubertragen.

1.3 Ribosomen inaktivierende Proteine (RIP)

Die RIP sind Enzyme (Endo et al., 1987). Sie zaltanden Hydrolasen und darunter zu der
Untergruppe der rRNA N-Glykosidasen (EC 3.2.2.E)Zyme Structures Database, 2013). Sie sind

vor allem in Pflanzen, aber auch in Bakterien uitzkR zu finden (Stirpe, 2013). Pflanzliche RIPdsin
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fur etwa 75 Arten in 29 Familien beschrieben. Issimelere Familien der Ordnung Caryophyllales
sind fur das Vorkommen von RIP bekannt. Aber auckden Familien Euphorbiaceae (z.Rcinus
communisL, Ricin), Fabaceae (z. BAbrus precatoriusL., Abrin) und Santalaceae (z. Biscum
albumL., Viscumin) weisen mehrere Arten RIP auf. Bendearyophyllaceae wurden fir folgende
Arten RIP beschrieben (unveroffentlichte Ergebnissger Ubersichtsarbeit von Joachim Schrot,

Institut fur Pharmazie, Freie Universitat Berlin):

Tab. 2. Arten der Caryophyllaceae, fiur welche das Vorkommen von RIP
beschrieben wurde. Alle Artnamen stellen den derzeit ,, anerkannten”
Namen und Erstbeschreiber nach The Plant List (2013) dar, auch wenn
Bezeichnungen einiger Proteintoxine an synonyme Artnamen angelehnt
sind und ein Bezug zur jeweiligen Art nicht mehr erkennbar ist.

Art Name des Proteintoxins Typ Saponine
Agrostemma githago L. Agrostin RIP-I MB
Dianthus baratus L. Dianthin-29 RIP-I X
Dianthus caryophyllus L. Dianthin-30/-32 RIP-| MB
Dianthus chinensis L. D. chinensis-RIP RIP-I MB
Gypsophila elegans M.BIEB. Gypsophilin RIP-I X
Myosoton aquaticum (L.) MOENCH Stellarin RIP-I n. b.
Saponaria ocymoides L. Ocyomoidin RIP-I n. b.
Saponaria officinalis L. Saporin RIP-I MB
Silene chalcedonica (L.) E.H.L.KRAUSE Lychnin RIP-I n. b.
Silene glaucifolia LAG. Petroglaucin-1/ -2 RIP-I n. b.
Silene laxipruinosa MAYOL & ROSSELLO Petrograndin RIP-I n. b.
Vaccaria hispanica (MILL.) RAUSCHERT Pyramidatin RIP-I MB
MB = mono- und bisdesmosidische Saponine; n. b. = Vorkommen von
triterpenoiden Saponinen ist nicht beschrieben; X = nicht naher

beschriebene Saponine

In den meisten RIP fihrenden Arten lasst sich nichitein einziges RIP finden sondern oft mehrere
Isoformen und Splicing-Varianten, welche sich ustaiedlich stark in ihrer Aminosduresequenz
unterscheiden. Nicht alle RIP spalten an Ribosomhen Rattenleber das erwéhnte Adeginder
rRNA der 28 S-Untereinheit ab. Auch Guagip und Cytidins,, der rRNA sowie Adeninreste in
einigen DNA-Molekilen und anderen Polynukleotideih@ren zu den Zielstrukturen einiger RIP. In
anderen eukaryotischen Spezies kénnen sich aufd@mterschiedlicher Ribosomen Abweichungen
von diesen Nukleotidpositionen ergeben. RIP koniverdrei Gruppen eingeteilt werden: RIP-I
bestehen aus einer einzelnen Proteinkette vonOckD& welche auch die katalytisch aktive Doméane
besitzt. RIP-1l sind Heterodimere aus einer dealjéisch aktiven Proteinkette der RIP-I aquivalente
und einer Proteinkette, welche tber Membranbindési@m verfiigt. Beide Polypeptide sind dabei
Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden. RIP#Bnnen als inaktive Vorstufen der RIP-II
verstanden werden, bei denen durch die Aktivitét Pooteasen Peptidfragmente abgespalten werden

miissen um in die aktive Form uberfiihrt zu werd8befsichtsarbeit von de Virgilio et al. (2010))

RIP-II werden oft auch als Lektine bezeichnet. Mefinition nach sind Lektine Proteine oder
Glykoproteine, welche Kohlehydratstrukturen binderd diese aggregieren kdnnen (Sharon & Lis,

2013). Dies kann die Agglutination von Zellen beéwin. Eine enzymatische Aktivitdt besitzen
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Lektine nicht zwingend. Das bedeutet umgekehrts dasktine nicht zwangslaufig RIP-1I sind.
Fraglich ist auch, ob sich RIP-I auch als Lektin@zdichnen lassen. lhnen fehlt die

Kohlehydratstrukturen bindende Domé&ne welche Lektiefiniert (Goldstein & Hayes, 1978).

I -

RIP-I
RIP-II

Abb. 5. Schematische Darstellung der Tertidr- bzw. Quartarstruktur von RIP-I
und RIP-II nach de Virgilio et al. (2010).

Ungeachtet der strukturellen Unterschiede von Rifid RIP-II besitzen die aktiven Domanen die
gleiche Funktion: die Inaktivierung von Ribosom&ie zeigen auch eine vergleichbar hohe Aktivitat
(Hebestreit et al., 2006; Polito et al., 2009; Wenal., 2009). Dieser Teil der Proteintoxine sohei
bei den meisten RIP stark konserviert zu sein umnteracheidet sich nur sehr wenig. Die
membranbindende Domane der RIP-Il hingegen kannergegnterschiedliche Epitope der
Zellmembran gerichtet sein. Dabei besteht oft dinbe Affinitat zu Galaktoseresten. Nach der
Bindung an diese Stellen erfolgt eine Rezeptor iteglte Endozytose und ein retrograder Transport
vom Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikul&@R), Dort werden wahrscheinlich A- und B-
Domane hydrolytisch voneinander getrennt. Ein ggninrAnteil der Aminosaure Lysin in der aktiven
Domane scheint dann deren endosomale FreisetzurdpsnZytoplasma zu beginstigen. Diese
inaktiviert schlief3lich irreversibel die Ribosomend treibt die Zelle damit in die Apoptose (de
Virgilio et al., 2010; Polito et al., 2009; van Dama et al., 2001).

Das Fehlen einer Membranbindedomaéne in RIP-I fiilardiesen zu einer unzureichenden Aufnahme
in das Zytoplasma. RIP-I werden zwar nicht Rezep®mittelt endozytiert, werden aber dennoch
spontan in Vesikeln von den Zellen aufgenommen. fétnograder Transport zum ER und eine
zytoplasmatische Freisetzung bleiben jedoch, abgesevon der spontanen Lyse einzelner
Endosomen, aus (Weng et al., 2012b). Somit geldiggtaktive Doméane der RIP-I nicht an ihre
Zielstrukturen, eine Ribosomeninaktivierung bleios. Dies begriindet die geringe Zytotoxizitat der
RIP-I. Erst durch die Kombination mit geeigneterit&rpensaponinen (siehe 1.2) kann durch deren
synergistisch die RIP-I-Zytotoxizitat verstarkend®/irkung das Defizit der fehlenden
Membranbindedoméane beziglich der Zytotoxizitdt agighen werden und eine den RIP-II
vergleichbare Zytotoxizitat erreicht werden. Wengzdichnete jene Saponine deshalb auch als

Loslichen Membrandomanenersatz”.
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1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte durch die Testwan pflanzlichen saponinreichen Extrakten in
einem Zellsystem die Eignung dieser Extrakte unddaein enthaltenen Saponine zur synergistischen

Zytotoxizitatsverstarkung von Ribosomen inaktivieten Proteinen Typ | (RIP-1) untersucht werden.

Bei Eignung, sollten nach Moglichkeit die verantiliohen Inhaltsstoffe (Saponine) aus den

Extrakten isoliert, charakterisiert und deren Stuukaufgeklart werden.

Durch die Testung strukturell unterschiedlicher iR&ffe (Saponine), sollten Strukturmerkmale,
welche eine synergistische Zytotoxizitat zwischapdhinen und RIP-I unterstitzen, identifiziert und

daraus Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitetiemr

Daruber hinaus sollte der Einfluss potentiell sgisisch RIP-I-zytotoxizitatsverstarkender Saponine
auf Membranen, insbesondere Zellmembranen untenbeser Berticksichtigung einer Beeinflussung

des Zellmembrancholesterols untersucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Gerate

2.1.1 Pflanzenextraktion

Gefriertrocknungsanlag@lpha 2-4, Christ, Osterode
HackmuihleSM2000, Retsch, Haan
PulvermuhleUniversalmiihle M20, IKA Labortechnik, Staufen
RotationsverdampfdRotavapor R114, Bichi, Flawil, Schweiz
Vakuumpump€VC24, Vaccubrand, Wertheim
Trockenschraniodell 800, Memmert, Schwabach
Wasserbad480, Buchi, Flawil, Schweiz

2.1.2 Stoffisolation und Strukturaufklarung

2.1.21 HPLC

Controller CBM-20A, Shimadzu, Duisburg

DetektorSPD-20AV, Shimadzu, Duisburg

PumpenLC-8A, Shimadzu, Duisburg

SauleLiChroSpher 100 RP-18 endcapped 5 um (248 x 27, idmguer, Berlin
SauleUltraSep ES Pharm RP18E 7 um (250 x 8 mm), Sep8enrlin

2.1.2.2 HPLC-ESI-TOF-MS und ESI-TOF-MS
HPLC Agilent 1100 HPLC System, Agilent TechnologiesntasClara, CA, USA

Massenspektrometéwmilent 6210 ESI-TOF, Agilent Technologies, Santar&, CA, USA
SauleUltraSep ES Pharm RP18 5 um (250 x 4 mm), Sep8eriin

2.1.2.3 NMR

NMR SpektrometeECX 400, Jeol, Peabody, MA, USA
NMR SpektrometeAVANCE Ill 700, Bruker, Fallanden, Schweiz
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2.1.3 Zellkultur

AutoklavVarioklav, H+P Labortechnik, Hackermoos
BrutschrankBiosafe plus, Integra Bioscience, Fernwald
Préazisionsheizplatt€Z 28-1, Harry Gestigkeit, Dusseldorf
SicherheitswerkbanKkecnoflow, Integra Bioscience, Fernwald
TischmikroskoWilovert S, Helmut Hund, Wetzlar
Vakuumabsaugsysteft?2 104, VWR, Darmstadt
Zahlkammemnach Neubauer, Brand, Wertheim

Zellhomogenisatobounce (7 mL), Carl Roth, Karlsruhe

2.1.4 Zyto- und Membrantoxizitatsuntersuchungen

MikroplattenreadefTecan Spectra Fluor, Tecan, Berlin

MikroplattenreadefTecan Infinite F200, Tecan, Berlin

2.1.5 Oberflachenspannungsmessungen

BrennerBleuet Micro Plus, Campingaz, Hungen-Inheiden
TensiometeK10, Kriiss, Hamburg

Thermostatlpha 6, Lauda, Lauda-Kdnigshofen

2.1.6 Radioanalytische Untersuchungen

SzintillationscounteVallac 1400 DSA Ver. 2.50, PerkinElmer, GaitherghiD, USA

2.1.7 Sonstige Geréate, Waagen und Zentrifugen

Analysenwaag®&artorius analytic AC210P, Sartorius, Goéttingen
Analysenwaag®&artorius BP211D, Sartorius, Goéttingen
Analysenwaag&artorius CP224S-0CE, Sartorius, Goéttingen
div. KolbenhubpipetterEppendorf, Hamburg
KuhlzentrifugeMikro200R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
MagnetrihrerlKA Combimag RCH, IKA Labortechnik, Staufen
Mehrkanalpipettélransferpette-8, Brand, Wertheim




Materialien und Methoden 17

pH-MeterSympHony SP70P, VWR, Darmstadt
Reinstwasseranlageabostar UV 2, Siemens, Barsbdttel
Repetierpipettdultipette plus, Eppendorf, Hamburg
UltraschallbadSonorex RK 100, BANDELIN electronic, Berlin
Vakuumzentrifug&avant SPD111V, Thermo Scientific, Langenselbold
Vakuumzentrifug®acuum concentrator, Bachofer, Reutlingen
VortexerMS2 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen
VortexerVortex-Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, NYSA
WaageSartorius portable PT1200, Sartorius, Goéttingen
ZentrifugeBiofuge pico, Heraeus instruments, Hanau

ZentrifugeMegafuge 1.0, Heraeus instruments, Hanau

2.2 Verbrauchsmaterialien

Dialysemembrarloat-A-Lyzer G2 (100-500 MWCQ), Spectrum LabsnBzo Dominguez, CA,
USA

DialysemembraZelluTrans-V-Series (1000 MWCO), Carl Roth, Kaulse
Flussigkeitsreservoirgl2 Kanal), VWR, Darmstadt

Flassigkeitsreservoiré50 mL, steril), NeoLab, Heidelberg

Kryoréhrchen(2 mL, steril), Greiner bio-one, Frickenhausen

Microplatten24-\Well (transparent, steril), Greiner bio-one, Frickersdeau
Microplatten96-Well (schwarz, transparenter F-Boden, steril), Grelm@one, Frickenhausen
Microplatten96-Well (transparent, F-Boden, steril), Greiner bio-ongkenhausen
NMR-Rohrche®m07-HP-8, Norell, Landisville, NJ, USA

Reaktionsgefal3gP, 1,5 mL; 2 mL), Carl Roth, Karlsruhe

Repetierspitzeombitips plus (1 mL; 5 mL; 10 mL), Eppendorf, Haung

Soxhlet-Huilsed8 x 230 mm, NeolLab, Heidelberg

Spritzenvorsatzfilte¢steril, 0,22 pm, g 13 mm, Nylonmembran), CarllRétarlsruhe
SzintillationsréhrcherPolyvials 20, Zinsser Analytic, Frankfurt am Main
Zellkulturflaschern(Gasaustauschfilter, 25 én75 cn?), Greiner bio-one, Frickenhausen

Zentrifugenréhrcheigsteril, PP, 15 mL; 50 mL), Greiner bio-one, Feokausen
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2.3 Zelllinien

2.3.1 NIH-3T3/HER14

Bei NIH-3T3-Zellen (ACC 59) handelt es sich um meriEmbryonalzellen (DSMZ, 2013a). Diese
konnen mit dem humanen epidermalen Wachstumsféléaeptorgen (EGF-Rezeptorgen) transfiziert
werden. Infolge dessen exprimieren die Zellen demdnen EGF-Rezeptor an ihrer Plasmamembran.
Derart veranderte NIH-3T3-Zellen werden auch alsRE4EZellen bezeichnet (Fan et al.,, 1993).
Durch Bindung des humanen EGF dimerisiert der Rezeynd wird aktiviert. Uber eine Kaskade
wird ein Signal in das Zellinnere geleitet, welcllés Zellteilung stimuliert und apoptotische Praaes
blockiert (Oda et al., 2005). Die in dieser Arbe#rwendeten NIH-3T3/HER14-Zellen wurden von
Dr. Alexander Weng, Institut fir LaboratoriumsmaendjzKlinische Chemie und Pathobiochemie,
Charité - Universitdtsmedizin Berlin (CBF) zur Méagfing gestellt und fur die Versuche zur
synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung von SapBGF-Proteinkonjugaten durch Saponine
verwendet. Die Zellen wachsen adharent mit einegddgplungszeit von ca. 20 h und wurden gemar

den Empfehlungen der DSMZ kultiviert.

2.3.2 ECV-304

Die Zelllinie (ACC 310) wurde 1984 aus der Nabelsglvene eines neugeborenen japanischen
Jungen gewonnen und zunachst als sehr schnellgpr@iende Endothelzelllinie beschrieben. Spatere
DNA-Analysen zeigten, dass es sich um ein Deriesttdimanen Harnblasenkarzinom-Zelllinie T-24

handelt (DSMZ, 2013b). Durch die Natur dieser Zeléds Oberflichengewebe eines Hohlorgans zu
fungieren, war zu vermuten, dass diese sich bedésemdere Zelllinien fir Versuche eignen, welche
die Oberflachen von Zellen malRgeblich involvierdntersuchungen zur Membran- und Zytotoxizitat

amphiphiler Substanzen wie Saponine, welche digddgppelmembran von Zellen beeinflussen

kdnnen, sind solche Versuche. Aus diesem Grund evuiith Rahmen dieser Arbeit bei nahezu allen
zellbiologischen Untersuchungen ECV-304-Zellen vedet. Die Zellen wachsen adharent mit einer
Verdopplungszeit von zwei Tagen und wurden vonteMZ bezogen und gemaf den Empfehlungen
kultiviert (DSMZ, 2013b).
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2.4 Chemikalien, Medien und Puffer

Alle Verdinnungen und wassrigen Loésungen wurden ouppel-demineralisiertem Wasser

hergestellt, das in einer Reinstwasseranlage gesvownrde.

2.4.1 Pflanzenextraktion, Stoffisolation und Strukturaufklarung

Ameisensaure, Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniak 25%ig, VEB Labortechnik, Apolda
Ammoniumformiat, Carl Roth, Karlsruhe

Buthanol, Carl Roth, Karlsruhe

Essigsaure 98%ig, Carl Roth, Karlsruhe

Methanol (HPLC Reinheit), Fischer Scientific, Scinge
Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt

Petrolather (40-60 °C), Th. Geyer, Renningen
Pyridin-d;, Deutero, Kastellaun

Trifluoressigsaure, Carl Roth, Karlsruhe

2.4.2 Zellkultur

1 M HEPES-Pufferlosung (50x), Biochrom, Berlin

DMEM-Flussigmedium ohne L-Glutamin (3,7 g/L NaH¢@,5 g/L D-Glucose), Biochrom, Berlin
DMEM-Flussigmedium ohne Phenolrot (3,7 g/L NaHC@5 g/L D-Glucose), Biochrom, Berlin
FBS Superior, Biochrom, Berlin

L-Alanyl-L-Glutamin-Lésung (200 mM), Biochrom, Barl

Medium 199 mit Earle's Salzen, mit stabilem Gluta@,2 g/L NaHC@), Biochrom, Berlin
PBS-L6sung ohne G3 Mg**, Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 % / 0,02 %) in PBS, ol@&*, Mg™, Biochrom, Berlin

2.4.3 Zyto- und Membrantoxizitatsuntersuchungen

Agrostin aus Samen vakgrostemma githagh., Sigma-Aldrich, Steinheim
beta-Sitosterol, ARCO-Chemikalien, Berlin

Cytotoxity Detection Kit-" (LDH), Roche, Mannheim

DMSO, Carl Roth Karlsruhe

EDTA, Fluka, Buchs, Schweiz




Materialien und Methoden 20

Hoechst 33258, Sigma-Aldrich, Steinheim

isotonische NaCl-Losung (0,9%ig), B.Braun, Melsunge

MTT, Carl Roth, Karlsruhe

NaHPO, - 12 HO, Merck, Darmstadt

NaH,PO, - HO, Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim

Phosphorséaure 65%ig, Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure 36%ig, p. a., Carl Roth, Karlsruhe

Saporin aus Samen v&aponaria officinalid.., Sigma-Aldrich, Steinheim
Triton-X 100, Carl Roth, Karlsruhe

doppelt-konzentrierter DNA-Puffer (pH 7,4):
18 mM NaHPO, - H,O

82 mM NaHPQ, - 12 HO

4 mM EDTA

4M NacCl

2.4.4 Radioanalytische Untersuchungen

3H-Cholesterol (1.85 TBg/mmol, 37 MBg/mL), BioTrefhemikalien, Koln
Cholestrol, Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol 98,8%ig, p. a., Carl Roth, Karlsruhe

Lysosome Isolation Kit, Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumcitrat, Merck, Darmstadt

OptiPhase Supermix Cocktail, Perkin Elmer, Rodgau

p-Nitrophenol, Merck, Darmstadt

p-Nitrophenolphosphat, Carl Roth, Karlsruhe

Soluene-350, Perkin Elmer, Rodgau

Tween 20, AppliChem, Darmstadt

Bestandteile des Lysosome Isolation Kits, Sigmariéhd

5x Extraction Buffe(Konzentraty> 1x Extraction BufferVerdiinnung)

20x OptiPrep Dilution Buffe(Konzentraty> 1x OptiPrep Dilution Buffe{Verdinnung)
Optiprep Density Gradient Medium

2,3 M Sucrose-Losung

2,5 M CaC}-Lésung (Konzentratp» 250 mM CaC)-Lésung (Verdinnung)

Protease Inhibitor Cocktail-Losung
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2.5 Untersuchte Saponine

alpha-Hederin, Carl Roth, Karlsruhe

beta-Ascin, Merck, Darmstadt

Digitonin, VEB Ysat, Wernigerode

Ginsenosid Rg2, Phytolab, Vestenbergsgreuth

Glycyrrhethinsaure, Merck, Darmstadt

Glycyrrhizin (Ammoniumaquat), Carl Roth, Karlsruhe

Hederacosid C, Carl Roth, Karlsruhe

Primulasaure 1, Isolationsprodukt (Reinlxe@5 %), Prof. Hiller, HU Berlin
Soyasaponin Bb, Sigma-Aldrich, Steinheim

vom Arbeitskreis Prof. Lacaille-Dubois, UniversiBadurgogne, Frankreich(6)
AEX55, AMA-1, AMR, AS6.2, AS64R, ASJL1

vom Arbeitskreis Prof. Warashina, Universitat Sbkay Japani3)

Teaseedsaponin |, Teaseedsaponin J, Assamsaponin F

von AnalytiCon discovery GmbH, Potsd&is2)

NP-000472, NP-000474, NP-000498, NP-000502, NP-0RONRP-001531, NP-001976, NP-003006,
NP-003881, NP-004184, NP-004355, NP-005233, NP-BB5RP-005446, NP-007471, NP-008340,
NP-008419, NP-009259, NP-011187, NP-011198, NP-08208P-012034, NP-012048, NP-012298,
NP-012672, NP-012978, NP-013105, NP-013544, NP-0838P-014590, NP-014627, NP-017674,
NP-017675, NP-017676, NP-017677, NP-017705, NP-08,7KP-017749, NP-017750, NP-017751,
NP-017773, NP-017774, NP-017775, NP-017777, NP-08,7XP-017779, NP-017810, NP-017888,
NP-017889, NP-018108, NP-018109, NP-018110

im Rahmen dieser Arbeit aus Saponinum album igel®aponine(2)
SA1641, SA1657

im Rahmen dieser Arbeit aus Agrostemma gitHagsolierte Saponine(4)
AG1, AG2, AG3, AG4
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2.6 Untersuchte Pflanzen, Drogen und Saponinum album

Die Extrakte der aufgeflhrten saponinhaltigen R#snund Drogen wurden daraufhin untersucht, ob
sie eine synergistische Zytotoxizitatsverstarkungn vRIP-I ermdglichen und fir weitere
Untersuchungen beispielsweise die Isolation unduhgsder Reinstoffe (Saponine) geeignet sind. Ein

weiteres Kriterium flr die Auswahl war die in aushender Menge praktikable Beschaffbarkeit.

2.6.1 Gypsophila oldhamiana M1Q. (Caryophyllaceae)

Samen der Pflanzen wurden vom Botanischen GartefinBeezogen und im Gewachshaus des
Instituts fir Pharmazie der Freien Universitat BeKultiviert. Nachgewiesene Vorkommen der Art

befinden sind in den USA, China und Stdkorea (Blopadia of Life, 2013a). Der Wuchs ist eher

niederliegend. Die kraftigen Sprosse weisen déwdlidodien auf. Die Blatter sind ca. 8 cm lang und
ca. 2cm breit, langlich, sitzend und dekussierter DBlitenstand bildet ein dichasiales

Verzweigungsmuster und weist oft mehr als 100 weiBeschwach rosafarbene Einzelbliten von ca.
10 mm GroRRe auf. Fur diese Arbeit wurden die Warger Pflanzen verwendet.

Abb. 6. Gypsophila olhamiana Mia. A) Bliiten und Blatter B) Wurzeln 2 Jahre alter Pflanzen
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2.6.2 Gypsophila pacifica Kom. (Caryophyllaceae)

Samen der Pflanzen wurden vom Botanischen GartetinBeezogen und im Gewachshaus des
Instituts fir Pharmazie der Freien Universitat Berkultiviert. Vorkommen der Art sind in

kontinental-klimatischen Regionen Asiens (Encyctbpe of Life, 2013b) nachgewiesen.

(Encyclopedia of Life, 2013a). Die Pflanzen erreiecleine Wuchshdhe von etwa 80 cm. Die recht
kraftigen Sprosse weisen deutliche Nodien auf ungiahen eine Lange von ca. 80 cm mit ca. 6 cm
langen und 2 cm breiten sitzenden, kreuz-gegerigtdadgeordneten langlichen Blattern. Der
Blutenstand bildet ein dichasiales Verzweigungseiushd weist oft mehr als 100 weil3e bis schwach
rosafarbene Einzelbluten von ca. 10 mm GroR3e dufdiese Arbeit wurden die Wurzeln der Pflanzen

verwendet.

Abb. 7. Gypsophila pacifica Kom. A) Habitus B) Wurzel einer Pflanze. Wurzeln 2 Jahre alter
Pflanzen waren oft deutlich langer als 30 cm mit am Schaft fingerdicken Wurzeltrieben.
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2.6.3 Gypsophilaarrostii Guss (Caryophyllaceae)

Die verwendeten Wurzeln entstammten Wildsammlurigeshen Provinzen Antalya und Denizli der
Turkei. Die dort wachsenden Pflanzen werden deemiigthen Subspezies Nebulosa zugeordnet, so
dass der korrekte botanische Na@wpsophila arrostisubspnebulosaBoiss & HELDR.) GREUTER

& BURDET st. Auf Grund der Grof3e und Dicke der Wurzeln veuein Alter der Ursprungspflanzen
von 5 bis 10 Jahren vermutet. Insbesondere digittisehen Pflanzenteile vo@. arrostii enthalten
grolRere Mengen Saponine (Arslan et al., 2013).

Abb. 8. Gypsophila arrostii Guss. A) Bluten B) Mehrere Jahre alter Wurzelstock einer
Pflanze; Lange ca. 75 cm, Durchmesser einzelner Wurzeln am Schaft: ca. 3 cm. (Fotos:
Idris Arslan)
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2.6.4 Agrostemma githago L. (Caryophyllaceae)

Die verwendeten Samen entstammten der Produktion Idstituts flr Zichtungsforschung,
Quedlinburg. Die schwarzen, 3 mm grofRen, etwasidgamtSamen sind sowohl fir das Vorkommen
des RIP-I Agrostin als auch von Saponinen, welclee Zytotoxizitat von Agrostin (und Saporin)

synergistisch verstarken, bekannt (Hebestreit. e2a06).

Abb. 9. Agrostemma githago L. A) Bliite: Typisch sind die schmalen Kelchblatter,
welche deutlich langer als die Kronblatter sind. (Foto: Matthias F. Melzig) B) Samen
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2.6.5 Saponaria officinalis L. (Caryophyllaceae)

Die Samen wurden von Prof. Melzig aus einer Wildsdung zur Verflgung gestellt. Fir Saponine
der Wurzeln vonS. officinalisist die synergistische Zytotoxizitatsverstarkures cebenfalls in der
Pflanzen vorkommenden RIP-I Saporin bekannt. Irstdasre das Saponin SO1861 erwies sich als
besonders potent (Thakur et al.,, 2013a). Ob dgeaSaponine auch in den Samen der Pflanzen

vorhanden sind, sollte getestet werden.

Abb. 10. Saponaria officinalis L. A) Bliten B) Samen; Markierungsabstand = 1 mm.
(Foto: botanyjohn.org)

2.6.6 Silenewvulgaris (MOENCH) GARCKE (Caryophyllaceae)

Die Samen wurden von Prof. Melzig aus einer Wildsdung zur Verfigung gestellt. Fur die
Stammpflanze sind einige fir die synergistische ofbfizitatsverstarkung von RIP-lI geeignet
erscheinende bisdesmosidische Saponine besch(@hensk et al., 1999).

Abb. 11. Silene vulgaris L. A) Bluten (Foto: wikipedia.org) B) Samen
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2.6.7 Vaccaria hispanica (MILL .) RAUSCHERT (Caryophyllaceae)

Die Samen wurden von Sinophytomed GmbH, Waldsalsseagen. Weitere oft genutzte Synonyme
der Stammpflanze sindv/accaria segetalisSGARCKE ex AsSCH und V. pyramidata MEDIK.
(Caryophyllaceae)Die schwarzen, 2 mm grof3en, nahezu kugelrunden Sawerden in der
Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM) verwend@cupuncture Today, 2013). Fur die
Stammpflanze sind einige fir die synergistische ofbfizitatsverstarkung von RIP-I geeignet

erscheinende bisdesmosidische Saponine beschrieben.

(TR T :w.|||||.I-|u|[||:||..._|..| [TPRIER PR QU G B
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Abb. 12. Vaccaria hispanica (MILL.) RAUSCHERT A) Bliten (Foto: biosaatgut.eu) B) Samen

2.6.8 Saponinum album

Hierbei handelt es sich um einen ehemals kommémiehuf eine bestimmte Hamolyseaktivitat
eingestellten saponinreichen Extrakt aus den Stdlangen Gypsophila arrostiiGuss und G.
paniculatalL. (Caryophyllaceae). Die Verwendung beispielseeils Expektoranz ist heute obsolet. In
DAB 7-DDR war Saponinum album jedoch monographiBie in Saponinum album enthaltenen
Saponine kbnnen die Zytotoxizitat von RIP-1 (AginsSaporin) und chimaren Toxinen synergistisch
verstarken (Bachran et al., 2009; Hebestreit e8D6). Aus diesem Grund wurde Saponinum album
in dieser Arbeit oft als Positivkontrollsubstan batersuchungen zur synergistischen Zytotoxizitats
verstarkung von RIP-1 durch Saponine verwendets&ieZweck erfilllte in einigen Versuchen auch
das von Weng (2009) aus Saponinum album isolierpm@in SA1641.
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2.7 Phytochemische Methoden der Extraktion, Isolation nd Strukturaufklarung

2.7.1 Extraktion

Samen wurden zunéchst zu Pulver zermahlen und lgefsehd in einer Soxhlet-Apparatur mit

Petrolather 24 h lang entfettet. Wurzeln wurden 3®i°C getrocknet, gehackselt und zu Pulver
zermahlen. Die Extraktion erfolgte zweimal mit Matiol 90% im Verhaltnis 100 g Droge pro

500 mL L6sungsmittel unter Rihren bei Raumtemperaber Nacht. Die methanolischen Extrakte
wurden am Rotationsverdampfer bei 40 °C/100 mhage=ingt, mit NaOH bis zur basischen Reaktion
versetzt und Uber Nacht bei 40 °C gerihrt. AnsBeliel wurde der Extrakt auf 4 °C gekuhlt und
filtriert. Das Filtrat wurde 72 h gegen Aqua dekalysiert (MWCO 1000). Das Dialysat wurde in der

Vakuumzentrifuge bei 40 °C weiter eingeengt undchls3end gefriergetrocknet.

2.7.2 Isolation

Um einen Uberblick tiber die Komplexitat der Exteaku erhalten und um potenziell saponinhaltige
Peaks zu identifizieren, wurden die Extrakte areminAgilent HPLC-ESI-TOF-MS-System unter
Verwendung der Methode a) vermessen (ProgrammeAigiMasshunter Qualitative Analysis Vers.
B.02.00). Die Isolation von Saponinen aus den gefeatrockneten Extrakten erfolgte jedoch an einem
praparativem Shimadzu HPLC-System (Progamm: LC tloluVers. 1.24 SP1) bei einer
Detektionswellenlange von 210 nm. Dabei wurden ZMethoden b) und c) entwickelt, wobei sich

Methode c) im Verlauf der Arbeit als geeigneterdussstellte da sie eine héhere Trennungsscharfe bot:

a) Saule: SepServ UltraSep ES Pharm RP18 5 pumxX25@m)
FielBmittel: (A) Methanol, (B) O (mit 0,1 % Essigsaure)
FlieBmittelgradient: 60 % A zu 100 % A in 30 min
Flussrate: 0,5 mL/min

Injektionsvolumen: 20 pL

Extraktkonzentration: 10 mg/mL

b) Saule: Knauer LiChroSpher 100 RP-18 endcappeah $248 x 27 mm)
FlieRmittel: (A) Methanol, (B) kO (mit 0,05 % TFA)
FlieRmittelgradient: 60 % A zu 100 % A in 30 min
Flussrate: 5 mL/min

Injektionsvolumen: 2mL

Extraktkonzentration: 15 mg/mL
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c) Saule: SepServ UltraSep ES Pharm RP18E 7 pumxX35&m)
FlieRmittel: (A) Methanol, (B) 0,1 M Ammoniumforat-Puffer pH 7
FlieRmittelgradient: 60 % A zu 100 % A in 30 min
Flussrate: 2 mL/min

Injektionsvolumen: 750 pL

Extraktkonzentration: 10 mg/mL

Die gewonnenen Fraktionen wurden mittels ESI-TOF4lihtifiziert und die Reinheit abgeschétzt.
AnschlieRend wurden die Fraktionen in der Vakuurtrifieige bei 40 °C bis zur Trockne gebracht und
gegebenenfalls mit der jeweils gleichen Methodehmamatographiert um eine flr weitere

Untersuchungen hinreichende Reinheit zu erlangen.

2.7.3 Strukturaufklarung

Fir 'H-/"*C-NMR-Analysen wurden ca. 5 mg Substanz in 700 ytidi-ds in ein NMR-Réhrchen
gegeben und an einem Jeol ECX 400 bzw. Bruker AVENIC 700 NMR-Spektrometer vermessen.
Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der HNen PD Dr. Kristina Jenett-Siems, Institut fur

Pharmazie, Freie Universitat Berlin.
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2.8 Zell- und membranbiologische Methoden

2.8.1 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden in 25 chZellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C in gtigter
Wasserdampfatmosphéare mit 5 % QOftltiviert. Alle 3 - 4 Tage wurde die Kultur getddlt. Zum
Ablosen wurden die Zellen trypsiniert. Das Kultudinen fir EVC-304-Zellen bestand aus Medium
199 mit Earle's Salzen und stabilem Glutamin (rhiéidlrot) + 2% HEPES + 10 % FBS und wurde
auch fur die Versuche verwendet. Das Kulturmediuin NIH-3T3/HER14-Zellen bestand aus
DMEM-Flussigmedium ohne L-Glutamin (mit Phenolret)l % stabiles Glutamin + 10 % FBS und
wurde auch fir die Versuche verwendet. Fir Untdénsngen zur Zytotoxizitdt wurden 5000 Zellen
pro Well in transparente (MTT-Assay) oder schwal@NA-Quantifizierung) 96well-Platten
ausgesat und zunachst 24 h anwachsen gelassebnfisuchungen zur Membrantoxizitat (LDH-
Assay) wurden 2000 ECV-304-Zellen pro Well in teaente 96A/ellPlatten ausgesat und 24 h
anwachsen gelassen. AuBBerdem wurde flUr letztersudlee ein Phenolrot-freies Kulturmedium
verwendet, da der Farbindikator die Bestimmung utegesetzten Substrats dieser Versuche gestort
hatte. Weiterhin empfiehlt der Hersteller des LDHsAy-Kits einen FBS-Gehalt von maximal 1 %
wahrend der Versuche, da Seren selbst untersatfietiibhe Gehalte von Laktatdehydrogenase
aufweisen und somit die Messungen stéren wirdeohH&®a®011). Als Kulturmedium diente deshalb:
DMEM-Flussigmedium ohne Phenolrot + 1 % stabilesit&hin + 2 % HEPES + 10 % FBS. Das
Versuchsmedium bestand aus: DMEM-FlUssigmedium &tramolrot + 1 % FBS.

2.8.1.1 Untersuchungen zur Zytotoxizitat von Saporin an EC\*304-Zellen

Da Saporin als Standard-RIP-I fur alle Untersucleungur synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung
durch die zu testenden Substanzen dienen solltestmwzunéchst eine geeignete Konzentration
gefunden werden. Diese sollte einerseits so niasiiggmadglich sein um nicht allein zytotoxisch zu
wirken, andererseits hoch genug sein, um in Kontlminamit geeigneten Saponinen eine

synergistische Zytotoxizitatsverstarkung zu erngigin.

Hierflr wurde das Kulturmedium von den bereits 2éihZellen besiedelten 98/ell-Platten entfernt
und gegen 180 pL Medium mit 5 pg/mL SA1641, 1,5mlgSaponinum album oder ohne Zusatze
ausgetauscht. Hinzu wurden jeweils 20 pL verschiedéonzentrationen (1 x 10— 1 x 10’ M)
Saporin in PBS gegeben. AnschlieRend wurde 72 hBmtschrank bei 37 °C in gesattigter
Wasserdampfatmosphére mit 5 % LQ@kubiert. Eine Auswertung erfolgte mittels MTT-2ey und
DNA-Quantifizierung.
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2.8.1.2 Untersuchungen zur Zytotoxizitat von Saponinum albm an ECV-304-Zellen

Da Saponinum album als Positivkontrolle bei allemtddsuchengen zur synergistischen

Zytotoxizitatsverstarkung von Saporin durch dietestenden Substanzen und Extrakte dienen sollte,
musste zunachst eine geeignete Konzentration gefuwerden. Diese sollte einerseits so niedrig wie
moglich sein um nicht selbst zytotoxisch zu wirkengdererseits hoch genug sein um in Kombination

mit Saporin dessen Zytotoxizitat synergistisch etstarken.

Dazu wurde das Kulturmedium von den bereits 24 hzwmilen besiedelten 98/ell-Platten entfernt
und gegen 180 pL Medium mit verschiedenen Konzgaban (0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 pg/mL) von
Saponinum album ausgetauscht. Hinzu wurden jewailweder 20 pL 1 nM Saporin in PBS oder nur
PBS gegeben. AnschlieBend wurde 72h im Brutschramd 37 °C in gesattigter
Wasserdampfatmosphére mit 5 % L@kubiert. Eine Auswertung erfolgte mittels MTT-2&y/ und
DNA-Quantifizierung.

2.8.1.3 Untersuchungen zur Zytotoxizitat von ausgewahlten &oninen und Extrakten an
ECV-304-Zellen

Bei den Untersuchungen wurden Extrakte und einz&aponine auf ihre Zytotoxizitat und die
Eigenschaft die Zytotoxizitdt des RIP-I Saporin exgistisch verstarken zu kénnamtersucht.
Saponine beginnend mit der Bezeichnung ,NP“ wundéhrend der Entstehungszeit dieser Arbeit im

Rahmen einer Diplomarbeit von Elena Westhof untdrsu

Dazu wurde das Kulturmedium von den bereits 24 hZwgilen besiedelten 98/ell-Platten entfernt
und gegen 180 uL Medium mit verschiedenen Konzgéaten (0,5, 1, 2,5/3,5, 5, 7,5, 10 ug/mL
oder 1, 5, 10, 15, 25, 50 ug/mL) der Extrakte o8aponine ausgetauscht. Hinzu wurden jeweils
entweder 20 uL 1 nM Saporin in PBS oder nur PBSebeg. AnschlieRend wurde 72 h im
Brutschrank bei 37 °C in gesattigter Wasserdampdgpindre mit 5% CQO inkubiert. Eine
Auswertung erfolgte mittels MTT-Assay und DNA-Quénterung.

# = Die Konzentrationen 0,5 pg/mL und 3,5 pg/mL deur alternativ verwendet.
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2.8.1.4 Untersuchungen zur Zytotoxizitdt von Saponinen ausAgrostemma githago L. an
ECV-304-Zellen

So wie auch fur Saponinum album unter 2.8.1.2 uindahdere Verbindungen und Extrakte unter
2.8.1.3 beschrieben, wurden auch die aus einemalxter Samen voAgrostemma githagsolierten
Saponine AG1, AG2, AG3 und AG4 auf ihre Zytotoxaritind die Eigenschaft die Zytotoxizitat von
1 nM Saporin synergistisch zu verstarken untersughveroffentlichten Ergebnissen von Thakur et
al. und Weng et al. (Institut fir Laboratoriumsnaiali Klinische Chemie und Pathobiochemie,
Charité - Universitatsmedizin Berlin (CBF)) zufolgérd die Zytotoxizitat von RIP-I dann besonders
stark synergistisch verstarkt, wenn diese mit Saqgon der gleichen Stammpflanze kombiniert
werden. Aus diesem Grund wurde die synergistiscfiet@xizitatsverstarkung der aus githago
isolierten Saponine auch in Kombination mit 1 nMrégtin, einem RIP-I, dass ebenfalls in den
Samen vorA. githagoenthalten ist, untersucht. Die Vorgehensweisersciéed sich dabei nicht von

Versuchen, bei denen 1 nM Saporin verwendet wundenurde unter 2.8.1.3 bereits beschrieben.

2.8.1.5 Untersuchungen zur Zytotoxizitat von Saporin-EGF anNIH-3T3/HER14-Zellen

Saporin-EGF stellt ein klnstliches Proteinkonjugaus dem Ligand des Epidermalen
Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR), dem Epidermalexcthatumsfaktor (EGF), und dem RIP-I
Saporin verbunden Uber ein Zwischenstiick dar. Biohes Konjugat kann insbesondere an Zellen
binden, welche den EGFR besonders stark exprimiaienz. B. einige TumorzellerDurch die
Expression des EGF-Rezeptors (EGFR) durch die iZelileser Zelllinie und die Verwendung an den
Liganden des EGFR gekoppelten Saporins sollte desgrergistische Zytotoxizitatsverstarkung
durch geeignete Saponine besonders stark ausf@llerBindung des Liganden an seinen Rezeptor
setzt nach Entkopplung des Saporins dieses bénedsekter Néhe zur Zellmembran frei, so dass
dessen Konzentration an dieser hoher als bei Vieesumit ungebundenem Saporin sein sollte. Somit
wird die Wahrscheinlichkeit der Endozytose wesehtlihbher sein und sich eine gewisse
Richtwirkung der Reaktion gegeniuber Zellen ohne EG#Hzielen lassen (Bachran et al., 2006).
Nichtsdestotrotz wird auch bei diesem MechanisnimsSaponin bendtigt, welches die Zytotoxizitat
des in den eingesetzten Konzentrationen weitgelwanokischen Saporins synergistisch verstarken
kann und somit die Eliminierung der Tumorzelle enrshdglicht. Die verwendeten NIH-3T3/HER14-
Zellen exprimieren den EGFR. Die Untersuchung detotdxizitdt von Saporin-EGF auf
NIH-3T3/HER14-Zellen kann also als Variante des séehs zur Zytotoxizitat von Saporin auf
ECV-304-Zellen gesehen werden. Zur synergistischgiotoxizitatsverstarkung des Saporins aus
Saporin-EGF wurden Saponinum album oder SA1641 emdet und zwar in den gleichen
Konzentrationen wie bei den Untersuchungen zur téyipitdt von Saporin an ECV-304-Zellen
(2.8.1.2).
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Dabei wurde das Kulturmedium von den bereits 24ithZzellen besiedelten 9%/ell-Platten entfernt
und gegen 180 pL Medium mit 5 pg/mL SA1641, 1,5mlgSaponinum album oder ohne Zusatze
ausgetauscht. Dazu wurden jeweils 20 uL versch@d&onzentrationen (1 x 10 — 1 x 10 M)
Saporin-EGF in PBS gegeben. AnschlieBend wurde ir@ Brutschrank bei 37 °C in gesattigter
Wasserdampfatmosphére mit 5 % LQ@kubiert. Eine Auswertung erfolgte mittels MTT-2&y und
DNA-Quantifizierung.

2.8.2 MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein colorimetrischer Assay, weactauf der Bestimmung der Enzymaktivitat
viabler Zellen beruht. Lebende, stoffwechselakiAgdlen reduzieren dabei enzymatisch das gelbe
Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5ptienyltetrazoliumbromid (MTT) unter Offnung
des Tetrazoliumrings in ein violettes, wasseruittisls Formazan (s. Abbildung 13). Mitochondriale
Dehydrogenasen sowie NADH- und NADPH-abhangige Ewzges Endoplasmatischen Retikulums
gelten als dafur verantwortlich (Berridge et alD02; Mosmann, 1983). Da nach dem Zelltod die
Aktivitat dieser Enzyme rasch eingestellt wird,dg& umgesetzte Menge von MTT zum Formazan in
etwa proportional zur Anzahl viabler Zellen. Sorkdann der MTT-Assay zur Bestimmung der
Zytotoxizitat verwendet werden. Dennoch wird der MAssay auch Einflissen unterliegen, die sich
auf die enzymatische Aktivitat der beteiligten Emeyauswirken ohne den Zelltod zu verursachen und
deshalb nicht immer richtige Ergebnisse liefernstizéb wurde die Zytotoxizitdt der untersuchten
Substanzen in dieser Arbeit durch eine zweite Mdghavelche diesen Einfliissen nicht unterliegt

bestimmt. Dafiir wurde die DNA-Quantifizierung (3Bverwendet.
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Abb. 13. MTT und Formazan A) Strukturformeln von
MTT und dem entstehenden Formazan. B)
Absorptionsspektren von MTT und dem entstehenden
Formazan. (Stockert et al., 2012)

Fiur die Bestimmung der Zytotoxizitat mittels MTT9sy wurde das Medium inklusive gelOster
Testsubstanzen von den @é&IFPlatten entfernt. Fur den Test wurden 100 pL/AI@Img/mL MTT

in Medium 199 mit Earle's Salzen und stabilem Ghita(ECV-304) bzw. DMEM-Flissigmedium
ohne L-Glutamin (NIH-3T3/HER14) verwendet. AnscBEmd wurde 30 min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Das Medium und nicht umgesst MTT wurden wieder entfernt und das
gebildete wasserunldsliche Formazan, welches sithA&ell-Boden niederschlug mit 100 pL/Well
DMSO in Lésung gebracht. Um eine gleichmaRige \lerig des Farbstoffs zu gewahrleisten,
wurden die Platten 5 min geschuttelt. Die Ausweagtarfolgte am Microplattenreader (Tecan Spectra
Fluor; Programm: XFluor4 Vers. 4.51) bei 580 nm &dmionswellenlange und 620 nm
Referenzwellenlange. Zur Berechnung der Zytotokizitvurde die Absorption von Wells mit

Testsubstanzen behandelter Zellen mit der von Walkehandelter Zellen verglichen.
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2.8.3 DNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der DNA beruht auf der Verstimg der Fluoreszenz sowie der Verschiebung der
Fluoreszenzwellenldange nach Bindung des Farbstdffeschst 33258 in die kleine Furche der
dsDNA. Dieser Vorgang ist spezifisch fur dsDNA wgie im Zellkern vorliegt und Uber einen weiten
Konzentrationsbereich linear (Labarca & Paigen,0)9Ba die dsDNA-Menge pro Zelle weitgehend
konstant ist, ist das Ausmald der Fluoreszenz ptiopat zur Anzahl der vorhandenen Zellen. In

dieser Arbeit wurde die

relative Quantifizierung r delsDNA als weiteres Mittel zur
Zytotoxizitatsbestimmung genutzt, auch um systesnh& Fehler des MTT-Assays aufzudecken.
Durch die Verwendung adhéarent wachsender Zellliruew einen Waschschritt war es mdglich

apoptotische und zerstorte Zellen, ebenso wie &elk und freigesetzte DNA von der

Wachstumsflache bzw. aus den Wells zu entfernenFBdbstoff erfasste so nur dsDNA verbliebener,
viabler Zellen.

Hoechst 33258 R =-OH
Hoechst 33342 R =-CH,CH,
Hoechst 34580 R =-N(CHj3),

Nuclear Yellow R =-SO,NH,
3cl
.

Abb. 14. Strukturformel von Hoechst 33258. (Invitrogen, 2005)
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Bindung an dsDNA. (Invitrogen, 2005)
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Zur Bestimmung der Zytotoxizitat wurde das Mediurkliisive geltster Testsubstanzen von den 96-
WellPlatten entfernt und diese mit 100 pL/Well isosshier NaCl-Losung (0,9 %) gespult.
AnschlieRend wurden 100 puL/Well sterilisiertes Adpidem. zu den Zellen gegeben und diese mit
drei Frier-Tau-Zyklen fir die Aufnahme des Farbistoforbereitet. Danach wurden 100 pL/Well
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doppelt-konzentrierter DNA-Puffer und 10 pL/Well0OO,mg/mL Hoechst 33258 in Aqua bidem.
dazugegeben. Die Auswertung erfolgte am Microptagtader (Tecan infinite F200; Programm: i-
control Vers. 1.6.19.0) bei 360 nm Exzitationswab@ge und 465 nm Emissionswellenl&nge. Zur
Berechnung der Zytotoxizitat wurde die Fluoreszemz Wells mit Testsubstanzen behandelter Zellen

mit der von Wells unbehandelter Zellen verglichen.

2.8.4 Untersuchungen zur Membrantoxizitat / LDH-Assay

Der LDH-Assay ist ein colorimetrischer Assay, welclauf der extrazellularen Quantifizierung des
natirlicher Weise zytoplasmatischen Enzyms Laktgtdeogenase beruht (Decker & Lohmann-
Matthes, 1988; Konjeviet al., 1997). Dazu wurde in dieser Arbeit der t@@gxity Detection Kit-"®
(LDH)“ (Roche, Mannheim) verwendet. LDH kommt ubitgm in Zellen vor und kann durch
Zellmembranschadigung in das umgebende Medium {gbhen. Dort kann das Enzym aus den
Reagenzien des Kits zugesetztes NAD NADH/H' reduzieren, wahrend im selben Schritt Laktat zu
Pyruvat oxidiert wird (s. Abbildung 16). In einenweiten Schritt wird dann ein zugesetztes
Tetrazoliumsalz mittels des Enzyms Diaphorase unferbrauch der Reduktionséquivalente
NADH/H" zu einem intensiv rot gefarbten, wasserloslichemfazansalz umgesetzt. Die Umsetzung
des Tetrazoliumsalzes zum Formazansalz ist pragpaitzum Ausmal der LDH-Freisetzung, welche
wiederum mit dem Ausmal3 der Zellmembranperforakiomeliert (Clontech, 2007). Der LDH-Assay
eignet sich deshalb dazu, die Membrantoxizitat Wubstanzen zu untersuchen, welche nicht

gleichzeitig auch eine Zytotoxizitat zur Folge halpeuss.

LDH
Lactic acid / \ » Pyruvic acid
NAD* NADH/H*
Formazan= \ / Tetrazolium
(red) Diaphorase (yellow)

Abb. 16. Schematische Darstellung der Formazanbildung beim LDH-
Assay (Clontech, 2007).
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Abb. 17. Absorptionsspektrum [- - -]
des entstehenden Formazans des
LDH-Assays (Roche, 2011).

Fir die Bestimmung der Membrantoxizitat wurde dasti¢medium von den bereits 24 h mit Zellen
besiedelten transparenten @&llPlatten entfernt und gegen 100 pL/Well der in ekiesdenen
Konzentrationen im Versuchsmedium geldsten, zu rsntdenden Substanzen ausgetauscht.
AnschlieRend wurde bei 37 °C inkubiert. Um die Meamtoxizitat berechnen zu kdnnen, mussten
aulRerdem eine sogenannte Low- und eine sogenamgiteKidntrolle mitgefiihrt werden. Die Low-
Kontrolle gab die natirliche, spontane und nichitburestsubstanzen induzierte LDH-Freisetzung an.
Die High-Kontrolle sollte die maximal mdgliche, dbr Zelllyse verursachte LDH-Freisetzung
angeben. Low- und High-Kontrolle bestanden aus ijewsechs Wells, welche 100 pL/Well des
Versuchsmediums ohne Testsubstanzen enthielterh Wdwc 45 min wurden 5 pL/Well ddrysis
Solutiondes Kits zu den als High-Kontrolle definierten Weajegeben und weitere 15 min bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pL/Well der dhishergestellten Reaktionslésung des Kits zu
allen Wells der 96-Well-Platte hinzugegeben. Diesghielt das Enzym Diaphorase, NADdas
Tetrazoliumsalz lodotetrazoliumchlorid (INT) und thamlaktat. Nach 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur und Schitteln unter Lichtausschiwesde die Reaktion durch Zugabe von
50 uL/Well der Stop Solutiondes Kits (0,1 M HCI) gestoppt. Die Auswertung é&gfe am
Microplattenreader (Tecan Spectra Fluor; ProgramKFluord Vers. 4.51) bei 450 nm
Absorptionswellenldange und 620 nm ReferenzwelleggarZzur Berechnung der Membrantoxizitat
wurden Wells mit Testsubstanzen behandelter Zehdh Wells unbehandelter Zellen (Low-

Kontrolle), sowie mit Wells lysierter Zellen (Higkentrolle) verglichen.
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2.9 Oberflachenspannungsmessungen

Als amphiphile Substanzen vermdgen Saponine audgfsikaitische Ober- und Grenzflachen zu
beeinflussen. Dies kann z. B. die HerabsetzungQb&rflachenspannung wassriger Losungen sein:
Die Einflisse von Saponinen auf die Oberflachenspag von wassrigen Loésungen wurden wahrend

der Entstehungszeit dieser Arbeit im Rahmen eingloDarbeit von Katja Hofmann untersucht.

Dabei wurde ein Wilhelmy-Plattentensionmeter verdegnNach der Untersuchung der Einflliisse von
Temperatur, pH und Pufferkonzentration auf die @&einenspannung wassriger Lésungen wurde der
konzentrationsabhangige Einfluss ausgewdahlter Sobst auf die Oberflachenspannung bei den
pH-Werten 5, 7,4 und 9 bei 20°C untersucht. AuBerdwurde versucht, die Kritische

Mizellbildungskonzentration (CMC) flir die unterstmi Substanzen zu bestimmen.
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2.10 Radioanalytische Methoden

Um Interaktionen zwischen dem Cholesterol der Zefitoranen und Saponinen zu untersuchen,
wurden Versuche mit radioaktivem tritiummarkiertédmolesterol (3H-Cholesterol) unternommen.
Dabei lieR das 3H-Cholesterol auf Grund seiner @&adivitdt eine Lokalisierung und
Gehaltsbestimmung in verschiedenen Zellkompartislenzu. Das Ausmald der gemessenen
Radioaktivitat ist dabei proportional zum Gehalt3BRCholesterol. Somit konnte von der Verteilung
und dem Gehalt 3H-Cholesterols auf die Verteilungl Wlen Gehalt natirlichen Cholesterols in
biologischen Probenmaterialien geschlossen werdefnders als fluoreszenzmarkierte
Cholesterolderivate verhélt sich 3H-Cholesteroldgsch identisch zu nattrlichem nicht-radioaktiven
Cholesterol (Meyer et al., 2012).

2.10.1 Gekduhlte konzentrationsabhangige 3H-Cholesterolaufahme

Dieser Versuch sollte zunachst zeigen, ob die Ghedelaufnahme in Zellen, sowie die Integration
des Cholesterols in die Zellmembran aktiv und dueltulare Transportmechanismen gesteuert wird
oder passiv und konzentrationsabhéngig geschiedtu Dvurde der Versuch auf Eis durchgefihrt.
Vorher wurden ECV-304-Zellen 48h im Brutschrank i be37 °C in  gesattigter
Wasserdampfatmosphare mit 5% L 24WellPlatten bis zur Konfluenz kultiviert. Das
Kulturmedium wurde entfernt und gegen 100 puL/Wellultfrmedium mit verschiedenen
Konzentrationen (2 x 1§ — 2 x 1 M (1 x 10° — 1 x 1@ Ci)) 3H-Cholesterol ersetzt. AnschlieRend
wurde auf Eis inkubiert. Nach 30 min wurde das Mediwieder entfernt. Die Zellen wurden dreimal
mit 200 pL/Well PBS mit 0,1 % Tween 20 gewaschenfigies 3H-Cholesterol zu entfernen. Danach
wurden die Zellen mit 100 pL/Well 0,1 M NaOH lygiamnd 50 pL/Well dieser Losung zu 2 mL
Szintillationsfliissigkeit in Messgefalien gegebemrdd sorgfaltiges Schitteln wurde eine gute
Verteilung der Probe gewahrleistet. Jedes Gefadevamin vom Szintillationsmessgerat vermessen.
Die gemessene Radioaktivitdt korreliert mit der Bendes in die Zellen aufgenommenen 3H-

Cholesterols.
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2.10.2 Ungekihlte kompetitive, konzentrationsabhéangige 3Hzholesterolaufnahme

Dieser Versuch sollte zeigen, ob die Aufnahme Hie€Rolesterols in Zellen, sowie die Integration in
die Zellmembran in Konkurrenz zu der Aufnahme untkegration nicht-markierten Cholesterols
stehen. Der Versuch sollte auch zeigen, wie emjpdimddie Zellen und ihre Membranen auf
zugesetztes Cholesterol reagieren und in welchemzé&mrationsbereich die Aufnahme und
Zellmembranintegration von Cholesterol moglichsthedr-proportional erfolgen. Dazu wurden
ECV-304-Zellen 48 h im Brutschrank bei 37 °C in d@tigter Wasserdampfatmosphare mit 5 %, CO
in 24WellPlatten bis zur Konfluenz kultiviert. Das Kulturdiem wurde entfernt und entweder
gegen 100 pL/Well Kulturmedium mit verschiedenemientrationen (2 x 1§ -2 x 1P M (1 x 10

® — 1 x 10 Ci)) 3H-Cholesterol, Kulturmedium mit verschiedankKonzentrationen 3H-Cholesterol
und zusatzlich jeweils eine 10-fache Konzentra@tilesterol oder Kulturmedium mit verschiedenen
Konzentrationen 3H-Cholesterol und zusatzlich jésveiine 100-fache Konzentration Cholesterol
ersetzt. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde Meglium wieder entfernt. Die Zellen wurden
dreimal mit 200 pL/Well PBS mit 0,1 % Tween 20 gealzen. AnschlieRend wurden die Zellen mit
100 pL/Well 0,1 M NaOH lysiert und 50 pL/Well diededsung zu 2 mL Szintillationsflussigkeit in
Messgefallen gegeben. Nach sorgfaltigem Schittelmdewyedes Messgefall 2 min vom
Szintillationsmessgeréat vermessen. Die gemessediedkdivitat korreliert mit der Menge des in die

Zellen aufgenommenen 3H-Cholesterols.

2.10.3 Zeitabhangige 3H-Cholesterolaufnahme

Dieser Versuch sollte zeigen, ob die Aufnahme Hie€Rolesterols in Zellen, sowie die Integration in
die Zellmembran zeitlich linear erfolgen oder niclafir wurden ECV-304-Zellen 48 h im
Brutschrank bei 37 °C in geséttigter Wasserdampigpinare mit 5 % CQOn 24WellPlatten bis zur
Konfluenz kultiviert. Das Kulturmedium wurde entiérund gegen 100 pL/Well Kulturmedium mit
0,5 uM (2,5 uCi) ersetzt. Nach 15, 30, 60, 120, @86r 240 min Inkubation bei 37 °C wurde das
Medium wieder entfernt. Die Zellen wurden dreimait 200 pL/Well PBS mit 0,1 % Tween 20
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100\ell 0,1 M NaOH lysiert und 50 pL/Well
dieser Losung zu 2 mL SzintillationsflussigkeitNtessgefaf3en gegeben. Nach sorgféltigem Schutteln
wurde jedes Messgefal3 2 min vom Szintillationsmasgggvermessen. Die gemessene Radioaktivitat

korreliert mit der Menge des in die Zellen aufgenmnen 3H-Cholesterols.
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2.10.4 Beeinflussung der 2H-Cholesterolaufnahme durch Sapmne

Bei diesen Untersuchungen wurden unterschiedlicmbnanaktive Saponine auf die Eigenschaft
untersucht, die Aufnahme und Zellmembranintegratimon zugesetztem 3H-Cholesterol
konzentrationsabhéngig zu beeinflussen. Dafir wurl€V-304-Zellen 48 h im Brutschrank bei
37 °C in gesattigter Wasserdampfatmosphéare mit 6@ in 24WellPlatten bis zur Konfluenz
kultiviert. Das Kulturmedium wurde entfernt und geg 100 pL/Well Kulturmedium mit
verschiedenen Konzentrationen (10, 25, 50, 100, 200 uM) eines Saponins ersetzt. Dabei wurden
je nach Verfugbarkeit, Zytotoxizitdt und Ldslichkeines Saponins jedoch nicht alle aufgezahlten
Konzentrationen untersucht. Anschlielend wurde B@éi°C inkubiert. Nach 1h wurde das
saponinhaltige Medium entfernt und gegen 100 pL/Welturmedium mit 50 nM (0,25 uCi) 3H-
Cholesterol ersetzt. Nach 1 h Inkubation bei 32FE&Cholesterol enthaltende Medium entfernt und
dreimal mit 200 pL/Well PBS mit 0,1 % Tween 20 gealzen. AnschlieRend wurden die Zellen mit
100 pL/Well 0,1 M NaOH lysiert und 50 pL/Well diededsung zu 2 mL Szintillationsfllissigkeit in
Messgefallen gegeben. Nach sorgfaltigem Schittelmdewyedes MessgefaR 2 min vom
Szintillationsmessgerét vermessen. Die gemessedidkdivitat korreliert mit der Menge des in die

Zellen aufgenommenen 3H-Cholesterols.

2.10.5 Beeinflussung der 3H-Cholesterolfreisetzung durch &onine

Bei diesen Untersuchungen wurden unterschiedlicmingnaktive Saponine auf die Eigenschaft
untersucht, zuvor aufgenommenes und in die Zellmamb integriertes 3H-Cholesterol
konzentrationsabhéngig zu verdrangen. Dafir wuEie¥-304-Zellen 48 h im Brutschrank bei 37 °C
in gesattigter Wasserdampfatmosphare mit 5 % @Q4WellPlatten bis zur Konfluenz kultiviert.
Das Kulturmedium wurde entfernt und gegen 100 plW/\Kelturmedium mit 50 nM (0,25 uCi) 3H-
Cholesterol ersetzt. AnschlieRend wurde bei 37rikiibiert. Nach 1 h wurde das 3H-Cholesterol
enthaltende Medium entfernt und gegen 100 pL/WekdMm ohne FBS-Zusatz doch mit
verschiedenen Konzentrationen (10, 25, 50, 100, 200 1M) eines Saponins ersetzt. Dabei wurden
je nach Verfugbarkeit, Zytotoxizitat und Loslichkeines Saponins jedoch nicht alle aufgezéhlten
Konzentrationen untersucht. Nach 1 h Inkubation3eiC wurde das saponinhaltige Medium entfernt
und dreimal mit 200 uL/Well PBS mit 0,1 % Tweeng@gfvaschen. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 100 uL/Well 0,1 M NaOH lysiert und 50 pL/Welleder Losung zu 2 mL Szintillationsflissigkeit
in Messgefallen gegeben. Nach sorgfaltigem Schittalnde jedes Messgefald 2 min vom
Szintillationsmessgerat vermessen. Die gemessediedkdivitat korreliert mit der Menge des in die

Zellen aufgenommenen 3H-Cholesterols.
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2.10.6 Beeinflussung des endosomalen 3H-Cholesterolgehattsrch SA1641

Da einige Saponine eine entscheidende Rolle beeddosomalen Freisetzung von RIP-I und der
daraus folgenden synergistischen Zytotoxizitatséekang der RIP-I spielen (Weng et al., 2012b) und
dariiber hinaus den Cholesterolgehalt von Zellmendiradeutlich beeinflussen kdnnen, sollte in
diesem Versuch der Einfluss eines solchen Sapomiisden Cholesterolgehalt von Endosomen
untersucht werden. Das Saponin SA1641 ist ein ssl&aponin. 3H-Cholesterol wurde als Surrogat
fur natirliches Cholesterol verwendet. Fir eine eldele Messung des endosomalen
Cholesterolgehalts war es notig, die Endosomendaums Zellen zu extrahieren und von anderen
Zellkompartimenten zu isolieren. Hierzu wurde ddrysosome Isolation Kit* (Sigma-Aldrich,
Steinheim) verwendet. Eine Unterscheidung zwisctiéghen Endosomen, spaten Endosomen und
Lysosomen lasst das Verfahren nicht zu. Der BegHEfidosomen wird im Folgenden als
Sammelbegriff fur alle genannten Kompartimente \&rdet. Die Vorgehensweise ist an das Protokoll
des Herstelles des Kits angelehnt (Sigma-Aldri€i,12.

ECV-304-Zellen wurden in 20 75 éZellkulturflaschen eine Woche im Brutschrank b&i°g in
gesattigter Wasserdampfatmosphére mit 5 % 6© zur Konfluenz kultiviert. Das Kulturmedium
wurde entfernt und in 10 Flaschen gegen 5 mL/Fgaliturmedium mit 0,1 uM (25 pCi) und in 10
weiteren Flaschen gegen 5 mL/Flasche Kulturmediun®sh uM (25 pCi) und 5 uM SA1641 ersetzt.
AnschlielRend wurde 2 h bei 37 °C inkubiert. Danacinden die Medien entfernt, mit 5 mL/Flasche
PBS gespiilt und die Zellen mit 3 mL/Flasche tryjestn Das Trypsin wurde nach dem Ablosen der
Zellen durch Kulturmedium (mit FBS) inaktiviert upeweils Saponin behandelte und nicht Saponin
behandelte Zellen vereinigt. Die Zellsuspensionawrden 5 min bei 600 x g zentrifugiert, die
Uberstande verworfen, die Zellpellets in eisgekénlPBS resuspendiert und erneut 5 min bei 600 x g
zentrifugiert. Der Vorgang wurde noch ein weiterigkal wiederholt. Den Zellpellets wurde
anschlieBend das 2,7-fache ihrer Volumiha,Extraction Buffermit 1 % (V/V) Protease Inhibitor
Cocktail des Kits zugegeben, resuspendiert undsdgpensionen in einem Dounce Homogenisator
mit Pistill B durch 50 Auf- und Abbewegungen homoigéert. Die Anzahl der Bewegungen wurde in
vorhergehenden Experimenten ohne Radioaktivitatraskopisch ermittelt. Dazu wurden Proben
einer Zellsuspension mit Trypanblau angefarbt. Barbstoff farbt zerstérte Zellen blau (Strober,
2001). Auf diese Weise konnte nach ca. 50 Beweguudgs Pistill B im Dounce Homogenisator ein
Anteil von ca. 80 % zerstorter Zellen festgesteldrden. Nach dem Homogenisieren wurden die
Zellsuspensionen 10 min bei 1000 x g zentrifugon den Pellets, welche nun nicht homogenisierte
Zellen, Zellfragmente und Zellmembranen enthieltewyrden je dreimal 50 pL zur weiteren
Untersuchung entnommen. Die Uberstiande wurden alteréntnommen und erneut 20 min bei
20000 x g zentrifugiert. Die neu entstandenen (éede wurden entfernt und die Pellets des letzten

Zentrifugationsschritts in 0,4 milx Extraction Buffermit 1 % (V/V) Protease Inhibitor Cocktail
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resuspendiert. Zur weiteren Aufreinigung dieseteer&ndosomenfraktionen und der Abtrennung von
noch vorhandenen Zellkompartimenten, wie Mitoch@rrwurden diese auf eine bestimmte Dichte
eingestellt. Dazu wurden je 400 pL Endosomenfrakt0 pL250 mMCaClk-Lésung 30 uL2,3 M
Sucrose-Lo6sungb05 pLOptiPrepund 650 pulL1x OptiPrep Dilution Buffer(= Reagenzien des Kits)
gemischt und 15 min bei 5000 x g zentrifugiert. Biggereinigten Endosomenfraktionen setzten sich
dabei an der Oberflache der Gemische ab. Davonemyeldreimal 50 pL Proben entnommen. Diese
und die zuvor gewonnenen Proben der Zellfragmédifna wurden zu je 2mL
Szintillationsflissigkeit in Messgefalien gegebeachNsorgfaltigem Schitteln wurde jedes Messgefald
2 min vom Szintillationsmessgerat vermessen. Dieggsene Radioaktivitat korreliert mit der Menge

des in die Endosomen bzw. Zellmembranen aufgenomm#fCholesterols.

Ob es sich bei der nach der beschriebenen Methedermenen aufgereinigten Endosomenfraktion
tatsachlich um eine endosomenreiche Fraktion hgndetde in vorhergehenden Experimenten ohne
Radioaktivitat ermittelt. Dabei wurde die Aktivitder Sauren Phosphatase, ein Leitenzym in Endo-
und Lysosomen, fiir die gewonnene Fraktion im Véehleu anderen Fraktionen und Uberstanden
bestimmt (Tanaka et al., 1990). Dazu wurde die Wros® des Substrates p-Nitrophenolphosphat zu
p-Nitrophenol durch die Saure Phophatase photossétrbei 405 nm Absorptionswellenlange im
Microplattenreader gemessen. Die Durchfiihrung warddas Protokoll eines kommerziellen Kits zur
Bestimmung der Sauren Phosphatase-Aktivitdt angeléBigma-Aldrich, 2009). Hierzu wurden
dreimal 50 pL/Well einer LOsung von 2 mg/mL p-Npgrenolphosphat in Aqua bidem. und
50 puL/Well Probe auf einer transparenten VBéH-Platte zusammengegeben. Ein Gemisch aus
50 pL/Well p-Nitrophenolphosphat und 50 pL/Well @)@ Citratpuffer (pH 4,8) diente bei dem
Experiment als Blindwert. Es wurde 15 min bei 37ifubiert und die Reaktion mit 200 puL/Well
0,5M NaOH gestoppt. Die Vermessung erfolgte wischeeben. Der Blindwert wurde von den
Probenwerten subtrahiert. Die gemessene Absorgtioeliert mit der Menge an vorhandener Saurer

Phosphatase.

2.11 Statistische Methoden

Als AusreilRertest wurden der Ausreif3ertest nacloangewendet. Da dieser Test Normalverteilung
der Daten voraussetzt, wurde zuvor mit dem DaviskTauf Normalverteilung geprift. Zur
Bestimmung statistischer Signifikanz von Ergebmisseurde der U-Test nach Wilcoxon-Mann-
Whitney eingesetzt. Alle dargestellten Werte bildéen arithmetischen Mittelwert und dessen

Standardabweichung, bei normalisierten Daten deiatifanskoeffizienten ab.
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3 Ergebnisse

3.1 Saponinisolation aus Pflanzen, Drogen und Saponinuadbum

Alle hergestellten Extrakte wurden mittels ESI-TOIS- im negativen lonisierungsmodus auf das
Vorhandensein von Molekilmassensignalen im Beren¢h 1500 — 1800 untersucht. Saponine in
diesem Massenbereich wurden bereits in der ArlmitWeng (2009) als ,Zielsaponine* bezeichnet
und sind, bestimmte Strukturelemente vorausgesaitntiell in der Lage die Zytotoxizitat von RIP-|
synergistisch zu verstarken. Durch préparative HRu@@ ESI-TOF-MS-Untersuchungen wurde
anschlieBend versucht, Fraktionen mit diesen Ségnau identifizieren und bis zum Reinstoff

aufzutrennen. Die Struktur der Reinstoffe wurdecHUMMR-Spektroskopie aufgeklart.

3.1.1 Untersuchung von Extrakten aus Pflanzen und Drogen

Nicht aus allen untersuchten Materialien gelaniRemstoffe (Saponine) zu isolieren. Dies war zum
einen dem Umstand geschuldet, dass die Extrakteyoldb das Extraktionsverfahren eine

Anreicherung von Saponinen vermuten lie3, sehr Kkexap Stoffgemische darstellten und eine
Trennung zwischen erwinschten und unerwiinschten pdoenten technisch und zeitlich sehr
aufwendig war. Dies galt auch fir die weitere Safian der strukturell sehr &hnlichen Saponine
voneinander. Zum anderen konnten bei einigen Ausgaaterialien nach der Extraktion und der
massenspektrometrischen Untersuchung nur auRemsigavéviassenpeaks von Inhaltsstoffen im
Massenbereich der gewiinschten Saponine (m/z 15@800) identifiziert werden. Eine weitere

Auftrennung dieser Extrakte war somit nicht lohvesid. Alle hergestellten Extrakte wurden jedoch
zellbiologisch auf ihre Zytotoxizitdt und ihr duraas Vorhandensein bestimmter ,Zielsaponine®

verursachtes Potential zur synergistischen Zytat@tsverstarkung von Saporin untersucht.
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Abb. 18. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Samen von Agrostemma
githago L. Im Spektrum ist eine ganze Schar Signale im Massenbereich von 1500 —
1800 dargestellt. Wie im Verlauf der Arbeit durch die Isolation der Saponine AG1,
AG2, AG3 und AG4 gezeigt werden konnte, enthdlt der Extrakt tatsdchlich

sogenannte Zielsaponine.
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Abb. 19. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Wurzeln von Gypsophila
arrostii Guss. Im Spektrum sind einige Signale im Massenbereich von 1500 — 1800
sogenannte Zielsaponine. In

dargestellt. Der Extrakt enthalt
Zellkulturexperimententen konnte

potentiell

fr

den

Extrakt

eine

synergistische

Zytotoxizitatsverstarkung von Saporin nachgewiesen werden. Dies bestatigte die

Anwesenheit der ,Zielsaponine”.
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win B [-ESI Scan (0.172.1, 688 min, 86 Scans) Frag=360.0V 1188_Béunger GO d

»
3
TRS061

B335160

Lt

— 1543883

PP A SUS N

200 400 &ho ado 1000 1200 1400 1600 #00 2000 2200 2400 2600

[ 1
tounts ve, Mass-to-Charge (m/iz)

Abb. 20. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Wurzeln von Gypsophila
oldhamiana Miq. Das Spektrum zeigt nur sehr wenige sehr schwache Signale im
Bereich der sogenannten Zielsaponine. In Zellkulturversuchen konnte keine
synergistische Zytotoxizitdtsverstarkung von Saporin nachgewiesen werden.
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Abb. 21. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Wurzeln von Gypsophila
pacifica Kom. Das Spektrum zeigt nur sehr wenige Signale im Bereich m/z 1500 —
1800. Im Zellkulturversuch konnte keine Zytotoxizitatsverstarkung in Kombination
mit Saporin festgestellt werden. Die Signale 1525,67 und 1643,70 kénnen auch im
Extrakt aus Gypsophila oldhamiana gefunden werden.
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Abb. 22. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Samen von Saponaria
officinalis L. Das Spektrum weist fast keine Signale im Bereich der ,Zielsaponine”
auf. Trotzdem konnte der Extrakt die Zytotoxizitdit von Saporin in
Zellkulturexperimenten synergistisch verstarken, was letztlich doch auf das
Vorhandensein geeigneter Saponine schlieBen Iasst.
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Abb. 23. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Samen von Silene vulgaris
(MOENCH) GARcKe. Das Spektrum weist fast keine Signale im Bereich der
»Zielsaponine” auf. Dennoch konnte der Extrakt die Zytotoxizitdt von Saporin in
Zellkulturexperimenten synergistisch verstarken, was somit doch auf das
Vorhandensein geeigneter Saponine schlieBen lasst.
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Abb. 24. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus Samen von Vaccaria
hispanica (MILL.) RAUSCHERT. Das Spektrum zeigt viele Signale zwischen m/z 1500 —
1800. In Zellkulturexperimenten konnte durch den Extrakt die Zytotoxizitat von
Saporin synergistisch verstdrkt werden. Die Isolation einzelner Saponine aus dem
Extrakt wurde im Rahmen der Arbeit nicht abgeschlossen.
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3.1.2 Saponinisolation aus Saponinum album

Die Isolation zweier Reinstoffe (Saponine) gelang &aponinum album. Hieraus konnten die
Saponine SA1641 (m/z 1641,73 [M-Hlund SA1657 (m/z 1657,72 [M-H]gewonnen werden.
Saponinum album ist als kommerzieller saponinreiclietrakt zwar auf eine bestimmte
Hamolyseaktivitat eingestellt, jedoch nicht oder mdirekt auf den Gehalt bestimmter Saponine.
Somit unterliegt es als verarbeitetes Naturprodudeutlichen Schwankungen in seiner
Zusammensetzung. Dies wurde besonders deutlictbebalvahl der Charge zur Isolation von SA1641
und SA1657.
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Abb. 25. HPLC-Chromatogramm von Saponinum album (Ch. 9011721).
Aufgezeichnet an Shimadzu prédparatives HPLC-System mit Methode c) (s.
2.1.2.1). SA1657 (Peak A), tz = 14,9 min; SA1641 (Peak B), tz = 18,2 min
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Abb. 26. HPLC-Chromatogramm von Saponinum album (Ch. 8034086).

Aufgezeichnet an Shimadzu prédparatives HPLC-System mit Methode c) (s.
2.1.2.1). SA1657 (Peak A), tz = 13, 9 min; SA1641 (Peak B), tg = 17,4 min

Die Chromatogramme der beiden Chargen von Saponalbom zeigen deutliche Unterschiede in
ihrer Komplexitat. Dennoch sind SA1641 und SAladbeiden enthalten. Auf Grund der geringeren
Zahl an Nebenpeaks und des hdéheren Gehalts deanb8igbstanzen in Charge 8034086 wurde diese
zur Isolation der Stoffe genutzt. Insgesamt wurideRahmen dieser Arbeit etwa 75 mg SA1641 und
etwa 30 mg SA1657 aus Saponinum album isoliert.68AIwurde bereits in der Dissertationsschrift
von Weng (2009) aus Saponinum album isoliert, stimell identifiziert und in unterschiedlichen
Versuchen getestet. SA1657 wurde im Rahmen dieskeitAaus Saponinum album isoliert, die

Struktur per NMR-Spektroskopie aufgeklart und dikSanz in weiteren Untersuchungen getestet.
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Abb. 27. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von SA1657 (m/z 1657,72), isoliert aus

Saponinum album (Ch. 8034086).
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Abb. 28. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von SA1641 (m/z 1641,73), isoliert aus
Saponinum album (Ch. 8034086).

In Tabelle 3 sind die Daten der NMR-Spekroskopie 841657 dargestellt:

Tab. 3. NMR-spektroskopische Daten von SA1657

Strukturelement C-Atom "H-NMR BC.NMR

1 0,85; 1,38 38,2

2 1,84; 2,17 25,3

3 431 85,7

w 4 - 55,1
D 5 1,38 48,7
g’ 6 1,06; 1,38 20,7
= 7 1,55; 1,57 33,0
g 8 - 40,3
9 1,78 47,0

10 - 36,1

11 1,88; 1,94 23,7
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12 5,55 122,4
13 - 144,5

14 - 42,1

15 1,99; 2,20 36,4

16 5,16 74,1

17 - 48,5

18 3,38 41,6

19 1,30; 2,73 47,4

20 - 31,0

21 1,30; 2,40 36,0

22 2,15; 2,36 31,9

23 9,91 n.d.

24 1,43 11,1

25 0,80 15,9

26 1,05 17,4

27 1,75 27,1

28 - n.d.

29 0,93 33,3

30 0,97 24,4

N 1 4,85 103,7
3 2 4,31 78,7
g 3 4,32 85,7
5 4 4,41 71,7
3 5 4,41 771
@ 6 - n.d.
1 5,50 104,3

9 2 4,49 73,8
£ 3 4,09 75,6
K 4 4,57 70,2
© 5 3,97 76,7
6 4,41; 4,54 61,7

1 5,32 105,1

= 2 4,47 73,0
2 3 4,09 74,9
= 4 4,24 69,7
5 3,64; 4,28 n.d.

1 5,95 94,7

2 4,60 74,3

2 3 4,18 76,9
2 4 3,97 84,2
5 4,15 70,9

6 1,56 18,6

1 6,41 101,2

w 2 4,76 71,9
e 3 4,67 72,5
§ 4 4,40 83,6
@ 5 4,45 68,4
6 1,62 18,7

1 5,19 106,2

S 2 4,00 75,1
2 3 4,04 874
z 4 4,15 70,9
5 3,73; 4,29 67,7

1 5,16 106,0

(D 2 4,05 75,2
2 3 4,16 78,2
= 4 4,03 69,0
5 3,44; 4,26 66,9

1 4,99 106,8

w 2 4,02 76,0
g 3 4,06 78,5
£ 4 3,64 76,7
o 5 3,68 73,4
6 1,57 17,3

n.d. = nicht dargestellt




Ergebnisse 52

Aus den in Tabelle 3 aufgelisteten Daten und nadrgMich mit Daten massenidentischer,
strukturdhnlicher Verbindungen in der Literatur fKet al., 1992; Okabe et al., 1989; Weng et al.,
2010) liel? sich die in Abbildung 29 gezeigte Stanktir SA1657 ableiten.
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Abb. 29. Struktur von SA1657 isoliert aus Saponinum album. Summenformel:
Cys Hiig Oso; relatives Molekulargewicht: 1659,74 g/mol; exakte Masse:
1658,7200
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3.1.3 Saponinisolation ausAgrosemma githago L.

Die Isolation von vier Saponinen gelang mittels parativer HPLC aus einem Extrakt aus
Agrostemma githagh. Samen. Massenspektrometrische Untersuchungegesi®nnenen Fraktionen
lieBen Ruckschlisse auf die Reinheit zu und zeigtemlen meisten Fallen hauptsachlich den
Molmassenpeak einer Verbindung pro Fraktion. Diesgden zunachst als AG1l (m/z 1541,68
[M-H]"), AG2 (m/z 1687,72 [M-H}, AG3 (m/z 1525,68 [M-H} und AG4 (m/z 1657,72 [M-H]
bezeichnet und sind im Folgenden dargestellt. Dareigigten Fraktionen wurden NMR-
spektroskopischen Untersuchungen unterzogen. DienDaurden von PD Dr. Kristina Jenett-Siems,
Institut fur Pharmazie, Freie Universitat Berlinsgawertet und die Strukturen der Substanzen

aufgeklart. Die Substanzen wurden in weiteren Woighiungen getestet.
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Abb. 30. HPLC-Chromatogramm eines Extraktes aus Agrostemma githago L.
Aufgezeichnet an Shimadzu préparatives HPLC-System mit Methode c) (s.
2.1.2.1). AG1 (Peak A), t; = 10,0 min; AG2 (Peak B), tg = 12,6 min; AG3 (Peak
C), tr = 14,2 min; AG4 (Peak D), tz = 16,5 min
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Abb. 31. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG1 (m/z 1541,68), isoliert aus einem
Extrakt aus Samen von Agrostemma githago L.
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Abb. 32. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG2 (m/z 1687,72 und m/2z 843,36),
isoliert aus einem Extrakt aus Samen von Agrostemma githago L. Statt m/z
1687,72 wurde von der MS-Spektrensoftware automatisch der Isotopenpeak m/z
1688,72 bezeichnet. Deutlich erkennbar ist die grofRe Anzahl an Begleitmassen was
auf eine geringere Reinheit als bei den anderen Fraktionen (AG1, AG3 und AG4)
schlieRen lasst.
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Abb. 33. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG3 (m/z 1525,68), isoliert aus einem
Extrakt aus Samen von Agrostemma githago L.




Ergebnisse

55
<10 & [\ESI Scan (0.022.1.122 min, 67 Scans) Frag=430.0V 6324_Boenger AG.OCRES.Fd d

2 6 -
i
2.4 #
2.3
2.2]
2.1

2
1.9
1.8
1.7
1.8
1.564
1.44
1.3
1.2
1.1

14
aad
a8
0.7
a6
as
Lys P
n'\.g %:‘R
ozdg I
a1

o .lLd._. . — . — L " R SV

100 200 300 400 SO0 600 700 ROO 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Abb. 34. (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG4 (m/z 1657,72), isoliert aus einem
Extrakt aus Samen von Agrostemma githago L.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der NMR-Spektnoigkeon AG1, AG2, AG3 und AG4 und die

daraus abgeleiteten Strukturformeln dargestellt:

Tab. 4. NMR-spektroskopische Daten von AG1

Strukturelement C-Atom "H-NMR BC-NMR

1 0,88; 1,42 38,0

2 1,84;2,17 25,2

3 4,06 84,2

4 - 54,9

5 1,42 48,6

6 1,15; 1,54 20,3

7 0,96; 1,56 32,9

8 - 40,1

9 1,79 46,8

10 - 36,0

11 1,92; 1,98 23,4

12 5,55 121,8

13 - 144,3

g 14 - 41,9
P 15 1,90; 2,27 36,1
= 16 5,17 74,0
E 17 - 48,6
18 3,32 41,5

19 1,31;2,72 47,4

20 - 30,5

21 1,33; 2,40 35,9

22 2,20; 2,36 31,5

23 9,98 210,0

24 1,48 10,9

25 0,84 15,8

26 1,11 17,2

27 1,76 27,0

28 - 175,7

29 0,96 32,9

30 0,98 24,2

N 1 4,89 103,6
3 2 4,36 78,5
g 3 4,28 85,8
5 4 4,45 71,4
3 5 4,53 775
@ 6 - n.d.
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1 5,55 104,6
9 2 4,48 73,4
£ 3 4,15 75,3
K 4 4,58 69,9
o 5 4,03 76,5
6 4,43; 4,53 61,6
1 5,36 104,8
= 2 3,96 75,7
2 3 4,11 78,2
= 4 4,14 70,4
5 3,67;4,28 67,2
1 5,95 94,9
2 4,50 74,4
2 3 4,11 75,3
E 4 3,95 72,7
5 3,89 72,2
6 1,43 16,7
1 6,04 101,5
g 2 5,21 70,9
e 3 4,87 82,6
E 4 4,56 78,1
© 5 4,52 68,1
6 1,67 18,6
1 5,52 104,4
S 2 3,99 75,1
2 3 4,13 79,2
=3 4 4,10 71,6
5 3,41; 4,18 67,0
1 5,40 105,4
® 2 4,04 75,2
8 3 4,14 78,3
2 4 4,10 71,6
5 3,97 78,4
6 4,23; 4,52 62,6
n. d. = nicht dargestellt
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Glucuronsaure OH O OH
: S OH o OH
OH ;/OH Glucose

OH Fucose

OH

OH
Xylose (1)

Galaktose

Abb. 35. Struktur von AG1, isoliert aus Samen von Agrostemma
githago L. Summenformel: C;q Hy19 O37; relatives Molekulargewicht:
1543,62 g/mol; exakte Masse: 1542,6726

Aus den in Tabelle 4 aufgelisteten Daten und difelgleich mit massen- und strukturidentischen
Verbindungen in der Literatur (Okabe et al., 1988ng et al., 2010) lieR sich die in Abbildung 35
gezeigte Struktur fir AG1 ableiten.
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Tab. 5. NMR-spektroskopische Daten von AG2

Strukturelement C-Atom "H-NMR BC-NMR

1 0,88; 1,42 38,0

2 1,85; 2,15 26,0

3 4,07 84,1

4 - 54,9

5 1,41 48,7

6 1,15; 1,54 20,5

7 0,90; 1,55 32,9

8 - 39,9

9 1,80 46,6

10 - 36,0

11 1,93; 1,98 23,7

12 5,53 121,7

13 - 144,3

g 14 - 42,0
a 15 1,88; 2,23 36,2
= 16 5,13 73,8
E 17 - 48,7
18 3,27 41,5

19 1,28;2,71 47,3

20 - 30,4

21 1,32;2,38 36,0

22 2,18; 2,31 31,5

23 9,90 209,8

24 1,47 11,0

25 0,85 15,7

26 1,13 17,4

27 1,75 27,1

28 - 175,7

29 0,94 33,0

30 0,96 24,2

N 1 4,88 103,2
3 2 4,36 78,1
£ 3 4,28 85,6
g 4 4,46 71,4
E 5 4,52 78,1
o 6 - n.d.
1 5,54 104,8

9 2 4,48 73,4
£ 3 4,16 75,7
K 4 4,53 70,0
o 5 4,00 77,9
6 4,42; 4,54 61,5

1 5,36 105,0

= 2 3,99 75,4
2 3 4,09 78,1
= 4 4,15 71,0
5 3,69; 4,28 67,2

1 5,90 94,7

2 4,48 75,1

2 3 4,16 75,7
E 4 4,09 83,3
5 3,92 71,5

6 1,55 18,3

1 6,02 101,4

v 2 5,12 70,8
e 3 4,83 82,3
E 4 4,56 78,0
« 5 4,53 68,6
6 1,68 18,8

1 5,53 103,9

S 2 3,97 75,1
2 3 4,14 78,2
> 4 4,16 71,5
5 3,43; 4,20 66,9
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1 5,42 105,2
o 2 4,03 75,4
g 3 4,14 78,2
2 4 4,09 71,4
5 4,02 78,2
6 4,30; 4,52 62,4
1 5,00 106,2
g 2 4,01 76,1
g 3 4,06 77,9
£ 4 3,63 76,4
o 5 3,65 73,0
6 1,56 18,3
n. d. = nicht dargestellt
OH Xylose (2)
HO,, +OH
Rhamnose

Quillajaséaure
Glucose

OH
Glukuronsaure

“OH

OH

. . Fucose
' ‘0 OH )
Q 0 OH Chinovose O)/:>-OH
HO OH oOH “ OH
OH H
Xylose (1) Galaktose

Abb. 36. Struktur von AG2, isoliert aus Samen von Agrostemma githago
L. Summenformel: Cs6 Hi20 Ous; relatives Molekulargewicht:
1689,76 g/mol; exakte Masse: 1688,7305

Aus den in Tabelle 5 aufgelisteten Daten und dielgleich mit strukturéhnlichen Verbindungen in
der Literatur (Okabe et al., 1989; Weng et al.,®0ieR sich die in Abbildung 36 gezeigte Struktur
fur AG2 ableiten.
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Tab. 6. NMR-spektroskopische Daten von AG3

Strukturelement C-Atom "H-NMR BC-NMR

1 0,82; 1,33 38,2

2 1,83;2,13 25,3

3 4,06 84,5

4 - 55,2

5 1,40 48,8

6 1,13; 1,53 20,5

7 1,49; 1,69 31,5

8 - 40,3

9 1,66 47,8

10 - 36,3

11 1,80; 1,83 23,5

12 5,36 122,5

13 - 144,1

£ 14 - 42,2
g 15 1,33; 2,07 28,2
2 16 1,83; 2,05 23,1
%) 17 - 47,9
18 3,10 42,0

19 1,20; 1,74 46,4

20 - 30,8

21 1,23;1,33 33,9

22 1,72; 2,04 32,5

23 9,94 n.d.

24 1,49 11,3

25 0,81 15,8

26 1,07 17,4

27 1,23 26,0

28 - 176,6

29 0,88 33,2

30 0,90 23,9

N 1 4,84 103,9
3 2 4,34 78,6
£ 3 4,27 85,9
g 4 4,40 71,9
E 5 4,40 77,3
© 6 - n.d.
1 5,54 104,2

9 2 4,46 73,7
£ 3 4,16 75,4
= 4 4,56 70,2
] 5 4,02 76,7
6 4,42; 4,52 61,9

1 5,35 105,0

= 2 3,97 76,0
2 3 4,13 78,6
=3 4 4,17 71,3
5 3,67; 4,27 67,4

1 6,00 95,1

2 4,47 75,5

2 3 4,09 75,5
5 4 3,96 72,7
5 3,86 72,3

6 1,45 17,0

1 5,94 102,1

w 2 5,24 71,1
e 3 4,89 82,5
§ 4 4,52 78,9
= 5 4,49 69,0
6 1,69 19,0

1 5,46 105,3

S 2 3,94 76,0
2 3 4,09 79,5
> 4 4,13 71,0
5 3,38; 4,18 67,2
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1 5,43 105,5

® 2 4,02 75,5
k| 3 4,13 78,6
2 4 4,08 72,0
5 3,92 78,5

6 4,22; 4,53 63,0

n. d. = nicht dargestellt
Xylose (2)
OH
.OH
Rhamnose "

Gypsogenin

Glucuronsaure

OH OH Glucose
OH Fucose
HO OH oH
OH
Xylose (1) Galaktose

Abb. 37. Struktur von AG3, isoliert aus Samen von Agrostemma
githago L. Summenformel: C;q Hy1p Os6; relatives Molekulargewicht:
1527,62 g/mol; exakte Masse: 1526,6776

Aus den in Tabelle 6 aufgelisteten Daten und diYelgleich mit massen- und strukturidentischen
Verbindungen in der Literatur (Luo et al., 2008ezelkig et al., 2005; Weng et al., 2010) liel3 sioh di
in Abbildung 37 gezeigte Struktur fur AG3 ableiten.
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Tab. 7. NMR-spektroskopische Daten von AG4

Strukturelement C-Atom "H-NMR BC-NMR

1 0,80; 1,35 37,9

2 1,80; 2,10 25,0

3 4,07 83,7

4 - 54,9

5 1,41 48,3

6 1,20; 1,50 20,5

7 1,49; 1,69 32,4

8 - 40,0

9 1,66 47,7

10 - n.d.

11 1,79; 1,82 23,3

12 5,37 122,2

13 - 143,9

£ 14 - 41,9
g 15 1,32; 2,03 27,9
g, 16 1,82; 2,05 23,2
) 17 - 47,6
18 3,12 41,7

19 1,20; 1,74 46,1

20 - 30,5

21 1,23;1,33 33,7

22 1,69; 1,99 32,1

23 9,95 210,0

24 1,48 10,8

25 0,82 15,5

26 1,07 17,1

27 1,25 25,8

28 - 176,1

29 0,89 32,9

30 0,88 23,5

N 1 4,86 103,3
3 2 4,34 78,5
£ 3 4,30 85,6
g 4 4,43 71,5
E 5 4,48 78,4
o 6 - n.d.
1 5,53 104,1

9 2 4,48 73,4
£ 3 4,16 75,1
K 4 4,57 69,9
o 5 4,02 76,5
6 4,41; 4,51 61,6

1 5,35 104,8

= 2 4,00 75,2
2 3 4,13 78,2
= 4 4,13 70,6
5 3,68; 4,26 67,1

1 5,97 94,8

2 4,46 75,4

2 3 4,08 75,1
E 4 3,92 73,1
5 3,86 72,0

6 1,45 16,7

1 5,91 101,9

v 2 5,27 70,6
e 3 4,89 82,5
E 4 4,52 78,2
« 5 4,46 68,5
6 1,67 18,7

1 5,51 104,3

S 2 3,98 74,8
2 3 4,09 88,3
> 4 4,10 69,1
5 3,41; 4,19 66,2
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1 5,15 105,8
@ 2 4,02 75,2
2 3 4,13 78,2
< 4 4,13 70,6
5 3,46; 4,18 66,8
1 5,35 105,3
o 2 4,02 75,1
g 3 4,07 77,5
2 4 3,95 72,6
5 3,95 78,0
6 4,17, 4,53 62,6
n. d. = nicht dargestellt
OH
HO.. .OH
. Xylose (3)
0" O
HO,, +OH
Rhamnose S Xylose (2)

Gypsogenin ;O

o (0] . sOH
Glucuronsaure : o OH O OH
0 0 OH
' 0 ;--IOH
HO CHO ' OH
Ho"’ "'O OH 5 ,/OH Glucose
o_.0 7\
(‘). o OH Fucose
HO OH o
o OH Galakt
Xylose (1) alaktose

Abb. 38. Struktur von AG4, isoliert aus Samen von Agrostemma githago L.
Summenformel: Cys Hyg Oag; relatives Molekulargewicht: 1659,74 g/mol;
exakte Masse: 1658,7200

Aus den in Tabelle 7 aufgelisteten Daten und diergleich mit massen- und strukturidentischen,
sowie strukturahnlichen Verbindungen in der Litergt-uo et al., 2008a; Weng et al., 2010) liel3 sich
die in Abbildung 38 gezeigte Struktur fir AG4 aldei

3.2 Zellbiologische  Untersuchungen zur Zytotoxizitdit uml zur synergistischen

Zytotoxizitatsverstarkung

Alle untersuchten Stoffe und Extrakte wurden aufeihZytotoxizitdt und ihr Potenzial zur
synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung von RIPaAn ECV-304-Zellen untersucht. Zur
Quantifizierung der Zytotoxizitdten wurden stetsrgtlal der MTT-Assay und die DNA-

Quantifizierung genutzt.
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3.2.1 Zytotoxizitdt von Saporin auf ECV-304-Zellen

Fir den Versuch wurde die Zytotoxizitat verschiemterKonzentrationen Saporin und deren
Kombination mit 1,5 pg/mL Saponinum album oder fnpigSA1641 an ECV-304-Zellen untersucht.

Die Abbildung 39 zeigt, dass Saporin bis 10 nM zin&r signifikanten Zytotoxizitat fuhrte.
Kombinationen aus Saporin und 1,5 ug/mL Saponinlimina oder 5 ug/mL SA1641 waren bis
0,01 nM nicht zytotoxisch. Ab 0,1 nM Saporin mits ug/mL Saponinum album bzw. ab 1 nM
Saporin mit 5 ug/mL SA1641 zeigte sich eine sigaifite Zytotoxizitat auf die Zellen. Eine weitere
Erhéhung der Saporinkonzentration in Kombinatiom &&poninum album oder SA1641 fuhrte zwar
zu einer weiteren Verminderung der Zellviabilitaeigte aber auch eine gewisse, wenn auch bis
10 nM nicht signifikante, Verminderung der Zellvilitkt fir Saporin allein. Aus diesem Grund und
aus Griunden des 6konomischen Umgangs mit Saponidewfiir alle weiteren Untersuchungen zur

synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung von REre Konzentration von 1 nM Saporin gewahlt.

150 +

21T

0,0001 0,001 0,01
Saporm [nM]

[0
o
1

Zellviabilitat [%] + VK

o

W Saporin
M Saporin + 5 ug/mL SA1641

Saporin + 1,5 pug/mL Saponinum album

Abb. 39. Zytotoxizitdit von Saporin auf ECV-304-Zellen, allein und in
Kombination mit 5 pg/mL SA1641 bzw. 1,5 pug/mL Saponinum album. Die
dargestellte Zytotoxizitdt wurde mittels MTT-Assay bestimmt. Eine ebenfalls
durchgefiihrte DNA-Quantifizierung fihrte zu vergleichbaren Ergebnissen. (*
= signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (100 %), U-Test nach
Wilcoxon-Mann-Whitney, a £ 5 %) (n = 2; 4 Parallelen)




Ergebnisse 64

3.2.2 Zytotoxizitat von Saponinum album auf ECV-304-Zelle

Bei den Zytotoxizitatsuntersuchungen von Saponinatbum wurde fur Saporin die im
vorhergehenden Versuch ermittelte Konzentration Yol verwendet. Die Abbildung 40 zeigt, dass
Saponinum album auch ohne Kombination mit Sapotn 5gug/mL eine bereits signifikante
Zytotoxizitat auslost. Ab 2,5 pg/mL zeigt Saponinatbum in Kombination mit Saporin eine
signifikante Zytotoxizitdt durch die synergistiscEgtotoxizitatsverstarkung von Saporin. Fir alle
Versuche, welche die synergistische Zytotoxizitétstarkung von Saporin durch eine Testsubstanz
zum Ziel hatten, wurde somit eine Kombination afs&y/mL Saponinum album und 1 nM Saporin

als Positivkontrolle verwendet.

150 -

x

>

+ '|' * % %k %k sk % %k

<

S

= 50 - I I

Q

) : I

0 T T T T T T '_\

0 0,5 1 2,5 5 7,5 10

Saponinum album [ug/mL]

B Saponinum album

Saponinum album + 1 nM Saporin

Abb. 40. Zytotoxizitdt von Saponinum album auf ECV-304-Zellen,
allein und in Kombination mit 1 nM Saporin. Die dargestellte Zyto-
toxizitdit wurde durch DNA-Quantifikation bestimmt. Ein ebenfalls
durchgefiihrter MTT-Assay ergab vergleichbare Ergebnisse. (* =
signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (100 %),
U-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney, a £ 5 %) (n = 2; 6 Parallelen)
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3.2.3 Zytotoxizitat ausgewahlter Saponine und Extrakte ablECV-304-Zellen

So wie auch fur Saponinum album beschrieben, wuadsgewéahlte Saponine und Extrakte von Arten
der Pflanzenfamilie Caryophyllaceae sowohl auf iEsgotoxizitat als auch auf ihr Potential zur
synergistischen Verstarkung der Zytotoxizitat vonM Saporin an ECV-304-Zellen untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den a8l 9 und 10 zusammengefasst. Die Tabelle 8
listet die untersuchten Extrakte auf. Die Tabelléilet Saponine auf, welche ein Oleanangrundgerist
besitzen und Zuckerreste an einep-GH-Gruppe und/oder an der OH-Gruppe einer C-28-
Carboxylgruppe. Die Tabelle 10 zeigt Saponine welein anders geartetes Grundgerust besitzen
und/oder Zuckerreste an mindestens einer andergtidPoals den genannten tragen. Die Saponine in
den Tabellen 9 und 10 sind nach ihren Aglyka greitpiDie folgenden zwei Spalten zeigen die
Zuckerreste fur jedes Aglykon sortiert nach zuneiohee Komplexitat und beginnend mit dem
Zuckerrest der niedriger nummerierten Position. Bierte fur die Zytotoxizitat (I6) und die
synergistische Zytotoxizitat (Kgsyn.)) sind dargestellt als jene Konzentrationbei denen die
Zellviabilitat (MTT-Assay) bzw. die Zellzahl (DNA-@ntifizierung) nur noch 50 % der Kontrolle
betrugen. Die Ig bzw. 1Gy(syn.) wurden bei annahernd linearen Konzentratieffeskt-Kurven
mittels linearer Regression, bei anders verlaufendeonzentrations-Effekt-Kurven mittels
polynomischer Regression im untersuchten Konzeotrstbereich ermittelt. Wurde fir die hochste
untersuchte Konzentration ein Wert von 50 % nur ezah erreicht und war ein deutlich
konzentrationsabhéngig abfallender Trend der Zaiiitat bzw. Zellzahl erkennbar, wurdens}C
und/oder 1Gy(syn.) durch Extrapolation ermittelt. Die Spalte gbh Ratio” gibt das mittlere
Verhaltnis von IG, zu 1G(syn.) an. Da die I tblicher Weise grofRer oder gleich groRe wie die
ICso(syn.) ist, sollte das Verhaltnis beider GroRRemssjedRer oder gleich eins sein. Der Mean Ratio-
Wert gibt indirekt Auskunft Giber das Ausmal? deresgistischen Zytotoxizitatsverstarkung. Je grol3er
der Unterschied zwischen 4Cund 1Gg(syn.) ist, desto groRRer ist der Unterschied zvéschiner
zytotoxischen Konzentration des betreffenden Saysomider Extraktes und einer Konzentration,
welche in Kombination mit RIP-I zwar zu synergistisn Zytotoxizitat fiihrt, jedoch nicht zytotoxisch
ist ohne die Kombination mit einem RIP-l. Das beadtudass eine betreffende Verbindung oder
Extrakt umso effektiver den Transfer eines RIP-1 das Zytoplasma modulieren kann. In
zellbiologischen Versuchen wurden Extrakte (Tab8Nebis zu einer Konzentration von 50 pg/mL
untersucht, reine Saponine in der Regel bis 10 pa/imd je nach Verfiigbarkeit bis 50 pug/mL. Die
weiteren Spalten zeigen, sofern fir das betreff@ajmnin oder den Extrakt durchgefiihrt, Ergebnisse
eines LDH-Assays, von Messungen der konzentratidrisagigen Oberflachenspannungs-
erniedrigung, Bestimmungen der CMC und ob der 3idi€terolgehalt von Zellmembranen

signifikant erniedrigt wurde. Auf diese Ergebnisged unter 3.3genauer eingegangen.
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Tab. 8. Untersuchte Extrakte aus Drogenteilen der angegebenen Stammpflanzen und Saponinum album.

- Zellbiologische Unte.rsgchungen Membranbiologische und )
£ Zytotoxizitat synergistische Mean physikalische Untersuchungen Radio.
Extrakt § Zytotoxizitit Ratio
g 1Csp 1Cso |C50($yn.) |cSo(Svn.) 1Cso 1Cso 0Cso cMmC
T | (MTT.) | (DNA.) | (MTT.) (DNA.) vs. (LDH.) | (pH 7,4) | (pH 7,4) | *H-Chol.
[ug/mL] | [pg/mL]| [pg/mL] | [ug/mL] |ICsolsyn.) | [ug/mL] | pg/mL | pg/mL

Agrostemma githago L. S 45,01 >50,0 4,5 4,4 >10,7 - - - -
Gypsophila arrostii GUSS. W >10,0 4,9 0,6 0,8 >11,4 - - - -
Gypsophila oldhamiana MiQ. W *50,9 35,0 6,6 12,9 5,2 - - - -
Gypsophila pacifica Kom. W 45,0 38,0 4,1 5,5 8,9 - - - -
Saponaria officinalis L. S 20,0 35,0 3,8 5,5 5,8 - - - -
Silene vulgaris (MOENCH) GARCKE S 26,0 22,0 3,5 7,2 5,2 - - - -
Vaccaria hispanica (MILL.) RAUSCHERT | S 8,7 5,3 8,1 3,1 1,4 - - - -
Saponinum album w 5,2 4,7 0,8 0,9 5,9 36,5 10 50 v

* = durch Extrapolation ermittelt; v = ja; ¥ = nein; 3H-Chol. = 3H-Cholesterolgehalt beeinflusst; DNA. = DNA-
Quantifizierung; LDH. = LDH-Assay; MTT. = MTT-Assay; Radio. = radioanalytische Untersuchungen; S = Samen;

W = Wurzeln
OW

HO (0] OH O
N,
§ Api

O

Abb. 41. Ry: Struktur des Restes in
den Verbindungen NP-017676 und
NP-017677 in Tabelle 9.




Zellbiologische Untersuchungen

Membranbiologische und

— synergistische Mean physikalische Radio.
Zytotoxizitat s .
Aglvkon C-3-OH-Zuckerrest C-28-OH- Bezeichnun M, Zytotoxizitat Ratio Untersuchungen
gly Zuckerrest 8 1Cso 1Cso 1Cso(syn.) | ICso(syn.) | ICsovs. 1Cso 0G5 CMC H
(MTT) | (DNA) | (MTT) | (DNA) | ICso | (LDH) | (pH7,4) | (PH74) | .
[g/mol] | [pg/mL] |[ug/mL] | [pg/mL] | [mg/mL] | (syn.) | [uM] [pm] [nm] )
GIcA- Glc- NP-000502 794,96 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0 - - -
GalA- Glc- NP-012034 794,96 2,7 3,3 2,5 3,5 1,0 - - -
Glc/Gal-(12>4)-GlcA- Gle- NP-003006 957,10 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - -
Glc-(124)-GlcA- Glc- NP-001976 957,10 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - -
Ara-(12>4)-GIcA- Glc- NP-011198 927,07 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0 - - -
Gal-(1->3)-GIcA- Glc- NP-014627 957,10 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0 - - -
“;’ Glc/Gal-(1-2>3)-GlcA- Glc/Gal- NP-008419 957,10 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - -
% Glc/Gal-(122)-GlcA- Gle- NP-008340 957,10 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - -
c - - -
s Rha/Fuc-{12)-Glc/Gal Gle/Gal- NP-013545 | 110324| >10,0| >100| >100| >100| 1,0 - - -
o) (1>2)-GIcA-
Glc-(122)-[Glc-(1>4)]-GlcA- Gle- NP-011187 | 1119,24 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - -
Oleanolsdure Rha-(1->3)-[Xyl-(1>4)]-GIcA- | Api-(1>6)-Glc- | NP-004355 | 1205,33 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - x
Glc/Gal-(1->2)-Rha/Fuc-
- - - - X
(1>3)-GlcA- Glc/Gal NP-004184 1103,24 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0
Gal-(122)-[Glc-(12>4)]-GlcA- Gle- NP-007471 | 1119,24 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - x
Glc/Gal-(1-2>3)-[Glc/Gal-
(1>4)]-GlcA- Glc- NP-014590 1119,24 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0 - - -
GlcA- Glc/Gal- NP-005236 810,96 7,5 *12,1 7,0 *10,5 1,1 - - -
g
©
3 Rha-(1->2)-[Xyl- * *
g Glc- (1>4)]-Rha- AMA-1 1043,32 32,8 29,3 10,1 10,9| 3,0 - - -
= Rha-(1>2)-[Ara-
3 Gle- (1>3)-Xyl- AMR 1175,45 31,2 27,3 11,3 10,8| 2,6 - - -
2 (1>4)]-Rha-
%’ GIcA- Glc/Gal- NP-012006 810,96 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0 - - -
g Xyl-(1->4)-GIcA- Glc- NP-000474 943,07 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - v
5 Api-(1>3)-[Xyl-(1>4)]-GlcA- Gle- NP-000472 | 1075,19 >10,0 > 10,0 > 10,0 >10,0| 1,0 - - -
£
GlcA- Glc- NP-012298 810,96 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 1,0 - - -
21»H§/droxyo|eanolséure

87D pun ¢-) ue Sunydnuyaniaxdnz “sniagpuniSueues|O 1w auluodes ‘g 3||dgeL

assiugehi3

.9



Hydroxyoleanolsdurederivate

GlcA- Glc- NP-005446 810,96 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0 - - -
Rha-(1->2)-Ara- - a-Hederin 764,98 23,1 27,1 4,7 49| 5,2 29 4 13
Rha-(1->4)-Glc- Hedera-
\OH Rha-(1-2>2)-Ara- (1>6)-Gle- cosid C 1221,40 >50,0 >50,0 >50,0 >50,0| 1,0 > 164 10 82
Hederagenin (23-
Hydroxyoleanolsaure)
OH
GlcA- Glc- NP-012048 810,96 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0( 1,0 - - -
GlcA- Glc- NP-000498 826,96 >10,0 >10,0 *10,7 >10,0( 1,0 - - -
2B,23-
Dihydroxyoleanolsaure
Ara/Xyl-(1->4)-Rha/Fuc-
(1->2)-Glc/Gal-(1>2)- Ara/Xyl- NP-012672 | 1383,47 >10,0 >10,0 5,0 57| >1,9 - - -
Rha/Fuc-(1=22)-GlcA-
160,23-
Dihydroxyoleanolsaure
GlcA- Glc/Gal- NP-005233 826,96 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0( 1,0 - - -

23,24-
Dihydroxyoleanolsaure
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Api-(1->3)-Xyl-
GlcA- (1->4)-Rha- NP-013105 1223,30 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0
N (1>2)-Ara-
OH
2B,16a,23-
Trihydroxyoleanolsaure
. GlcA- Rha-(1->2)-Ara- | NP-017750 957,06 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0
GlcA- XyH124)-Rha- |\ 061531 1089,17| >10,0| >10,0 >10,0| >10,0| 1,0
(1>2)-a-Ara-
g GlcA- Xyl-(1>4)-Rha- NP-017751 1089,17 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0
= (1>2)-B-Ara-
S
=
3
o
'% GlcA- Gle- NP-009259 854,97 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0
.§
g \OH
g
L GIcA- Glc- NP-000712 838,97 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0
&
Glc/Gal-(12>2)-GlcA- Glc/Gal- NP-013544 | 1001,11 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0| 1,0
\ 23-Desoxy-
phytolaccagenin
: Xyl-(1>4)-[Glc-
c Gal-(152)-[Xyl-(1>3)-GlcA- |  (13)]-Rha- AG3 1527,62| 100 »100| , 100 100 10
£ > 10,0 >10,0 1,0
S (1=2>2)-Fuc-
g Xyl-(1>3)-Xyl-
[=
= (1>4)-[Glc- >10,0 >10,0| 1,0
@ . Gal-(1>2)-[Xyl-(1>3)]-GIcA (1>3)]-Rha- AG4 1659,74 >10,0 >10,0 " 10,0 "~ 100| "0
Gypsogenin (1>2)-Fuc-
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Gypsogenin

Gypsogenin

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Xyl-(1->4)-Rha-
(1>2)-[R-(>4)]-
Fuc-

(R = 4E-Methoxy-
zimtsaure)

NP-017777

1525,66

*11,3

*10,2

0,5

0,5

21,5

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Xyl-(1->4)-Rha-
(1>2)-[R-(>4)]-
Fuc-

(R = 4Z-Methoxy-
zimtsaure)

NP-017778

1525,66

>10,0

>10,0

0,5

0,6

>18,3

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Xyl-(12>4)-[Gal-
(1>3)]-Rha-
(1>2)-[0Ac-

(>4)]-Fuc-

NP-017774

1569,67

>10,0

>10,0

0,6

0,7

>15,5

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Xyl-(1=>4)-[Glc-
(1>3)]-Rha-
(1>2)-[2 OAc-
(=3,4)]-Fuc-

NP-018110°,
NP-017772°

1611,67

5,3
>10,0°

3,8°
> 10,0

0,5°
0,8

0,6°
0,8

o

8,5
>12,5°

Ve

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Xyl-(1>4)-[Glc-
(1->3)]-Rha-
(1>2)-[0OAc-

(=3)1,[R-(>4)]-

Fuc-
(R = 4E-Methoxy-
zimtsaure)

NP-018109

1729,80

8,5

9,6

0,5

0,7

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Glc-(1-2>3)-Xyl-
(1>4)-[Glc-
(1>3)]-Rha-
(1>2)-[0Ac-

(=4)]-Fuc-

NP-017888

1569,63

>10,0

*11,3

14

15

>7,3

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Glc-(1=2>3)-Xyl-
(1->4)-Rha-
(1>2)-[0Ac-

(=4)]-Fuc-

NP-017889

1731,77

7,3

3,6

1,8

18

3,0

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Ara/Xyl-(12>3)-
Ara/Xyl-(1>4)-
Rha/Fuc-(1->2)-
[OAc-(=4)-
Rha/Fuc-(12>4)]-
Rha/Fuc-

NP-018108

1685,75

*10,9

*10,5

1,2

1,5

8,0

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Xyl-(1->3)-Xyl-
(1->4)-Rha-
(1>2)-[Chi-
(1>4)]-Fuc-

SA1641°,
AE X55°

1643,93

>10,0°
20,7

>10,0°
14,1°

2,0°
2,1

>4,9°
8,5

V2
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Hdroxygypsogeninderivate

HO'

A\
o

Quillajasaure

OAc-(—6)-GlcA-

Glc-

NP-017779

838,97

>10,0

>10,0

>10,0

>10,0

1,0

Gal-(122)-[Xyl-(1>3)]-GIcA-

NP-012978

957,06

>10,0

>10,0

>10,0

>10,0

1,0

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Api-(1-2>3)-Xyl-
(1>4)-[Chi-
(1>3)]-Rha-
(1=>2)-Fuc-

NP-017675

1659,72

>10,0

>10,0

>10,0

>10,0

1,0

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Api-(1-2>3)-Xyl-
(1>4)-[Glc-
(1->3)]-Rha-
(1=>2)-Fuc-

NP-017674

1675,71

>10,0

>10,0

5,4

5,9

>1,8

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Xyl-(1>4)-[Gal-
(1->3)]-Rha-
(1=>2)-Fuc-

NP-017810

1543,64

>10,0

*10,3

3,7

>2,9

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Xyl-(1=>4)-[Glc-
(1>3)]-Rha-
(1=>2)-Fuc-

AG1

1543,62

>10,0

>10,0

*10,7
#%11,8

>1,4
51,1

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Ara/Xyl-(1>4)-

Rha/Fuc-(1->4)-

[Glc/Gal-(1>2)]-
Fuc-

NP-003881

1543,62

>10,0

*10,4

4,2

>2,7

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Api-(1-2>3)-Xyl-
(12>4)-[Glc-
(1>3)]-Rha-

(1>2)-[R-(=>4)-

Fuc-

NP-017676

2152,27

3,0

3,9

0,6

0,7

53

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Api-(1->3)-Xyl-
(1->4)-Rha-
(1>2)-[R-(=>4)-
Fuc-

NP-017677

1972,11

>10,0

6,7

0,7

0,6

>12,7

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Api-(1-2>3)-Xyl-
(1->4)-Rha-
(1>2)-[Rha-
(1>3)],[0ACc-

(=4)]-Fuc-

NP-017706

1701,79

3,5

3,6

0,6

0,7

5,5

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Api-(1-2>3)-Xyl-
(1>4)-[Glc-
(1=>3)]-Rha-
(1=>2)-[Rha-
(1>3)],[0ACc-

(=4)]-Fuc-

NP-017705

1863,89

5,6

4,8

1,2

1,2

4,3
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Quillajasaure

Hdroxygypsogeninderivate

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

OAc-(=26)-Glc-
(1=2>3)-Xyl-(1>4)-
Rha-(1->2)-[OAc-

(=3)-Rha-
(1=3)]-Fuc-

NP-017773

1773,85

7,3

4,6

1,2

1,3

4,8

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Glc-(12>3)-Xyl-
(1>4)-Rha-
(1>2)-[OAc-
(=3)-Rha-
(1-2>3)]-Fuc-

NP-017775

1731,82

*11,0

6,3

1,8

19

4,7

Gal-(1->2)-[Xyl-(1->3)]-GlcA-

Xyl-(1->3)-Xyl-
(1->4)-Rha-
(1->2)-[Chi-
(1>4)]-Fuc-

SA1657

1659,74

>10,0

>10,0

2,3

2,1

>4,6

Gal-(1>2)-[Xyl-(1->3)]-GIcA-

Glc-(123)-[Xyl-
(1->4)]-Rha-
(1>2)-[Chi-
(1>4)]-Fuc-

AG2

1689,76

8,8

>10,0

>4,7
53,1

2B-Hydroxygypsogenin

GlcA-

Glc-

NP-017749

824,97

>10,0

>10,0

>10,0

>10,0

1,0

* = durch Extrapolation ermittelt; Fa synergistische Zytotoxizitdtsverstarkung von 1 nM Agrostin; v' = ja; ¥ = nein; 3H-Chol. = 3H-Cholesterolgehalt beeinflusst; ° =
Werte fur SA1641; ® = Werte fiir AE X55; ¢ = Werte fiir NP-018110; 4= Werte fur NP-017772; DNA. = DNA-Quantifizierung; LDH. = LDH-Assay; MTT. = MTT-Assay;

Radio. = Radioanalytische Untersuchungen; Ry = Rest in der Verbindung NP-017676 und NP-017677, Strukturformel siehe Abb. 41
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Zellbiologische Untersuchungen

Membranbiologische und

Zytotoxizitat synerglst‘ls'c'l?e Mea'm physikalische Radio.
Aglykon R'-Zuckerrest | R>-Zuckerrest Bezeichnun M: Zytotoxizitat Ratio Untersuchungen
ey J 1Cso ICso | ICso(syn.) | ICso(syn.) | ICsovs | ICso | OCsy | CMC
(MTT.) | (DNA.) | (MTT.) | (DNA.) ICso | (LDH.) | (pH 7,4) | (pH 7,4) |3H-Chol.
[g/mol] | [pg/mL] | [wg/mL] | [ug/mL] | [pg/mL] | (syn) | [pM] | [uM] [uMm]
B-Ascin
Glc-(1=22)-[Glc- (dargestellte " v
(154)]-GlcA- - Verbindung: 1131,41| >50,0 62,6 7,7 7,6 >7,4 34 7 88
Ascin la)
Glc-(1=22)-Ara-
(1>3)-[Gal- - Teaseedsaponin | | 1301,49 16,4 12,5 1,7 1,8 8,3 - - - -
(122)]-GlcA-
Xyl-(1->2)-Ara-
(1=>3)-[Gal- - TeaseedsaponinJ | 1271,46 25,0 24,1 2,8 1,8 11,2 - - - -
(1>2)]-GlcA-
Glc-(12>2)-Ara-
(1>3)-[Gal- - Assamsaponin F | 1303,46 >50,0 *59,8 16,3 17,4 >3,3 - - - -
(1>2)]-GlcA-
Ara-(1->2)-Xyl- Glc- ASJL1 917,14 >50,0 >50,0 >50,0 >50,0 1,0 - - - -
Gle-(1=2>3)-Gal-
(1>2)-[xyl- o
(1>3)]-Gle- Digitonin 1229,31 19,1 20,5 13,6 9,3 1,8 15 8 163
(1>4)-Gal-
Digitogenin
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Rha-G(ilc92)- - Ginsenosid Rg2 785,01| >50,0| >50,0{ >50,0| >500 1,0 *783 25 >127
Protopanaxatriol
= SO0H - - Glycyrrhetinsdure | 470,70 47,0 46,0 48,0 49,0 1,0 292 16 106
Glcﬁgl(cil;)Z)- - Glycyrrhizinsdure | 822,94| >50,0 >50,0|] >50,0 >50,0 1,0| >238 128| >1429
oH Rha-(1->2)-
Gal-(1->3)- . .
o [Gle-(152)]- - Primulasdure 1 | 1105,28 16,0 14,0 3,5 2,5 51 58 8 90
3,16,28- GlcA-
Trihydroxyoleanan-12-en
Rha-(1->2)-
Gal-(1->2)- - Soyasaponin Bb 943,12 *9,8| >10,0 *12,9| >10,0 1,0 - - -
o GIcA-
3,22,23-
Trihydroxyoleanan-12-en
Gle-(12>3)-
Gal- [Glc-(126)]- AS6.2 1135,40 40,0 37,0 1,6 1,6 24,1 - - -
Gal-
Glc-(1=23)-
Qid© - [Glc-(12>6)]- AS64R 973,24| >50,0 33,2 5,8 7,6 >6,5 - - -
Gypsogeninsaure Gal-
- - B-Sitosterol 414,69 29,2 23,1 27,0 24,8 1,0 472 19 241

HO'

B-Sitosterol

* = durch Extrapolation ermittelt; v’ = ja; % = nein; 3H-Chol. = 3H-Cholesterolgehalt beeinflusst; DNA. = DNA-Quantifizierung; LDH. = LDH-Assay; MTT. =
MTT-Assay; Radio. = Radioanalytische Untersuchungen
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Ergebnisse 75

3.2.4 Zytotoxizitat isolierter Saponine ausAgrostemma githago L. auf ECV 304-Zellen

Die Zytotoxizitat der aus dem Extrakt der Samen #&ogithago isolierten Saponine AG1, AG2, AG3
und AG4 wurde, wie fur Saponinum album und fir @edausgewahlte Saponine und Extrakte
beschrieben, durchgefiihrt. Dabei wurde neben 1 @ldofSn auch versucht, die Zytotoxizitat von
1 nM Agrostin synergistisch zu verstarken. Die bBrgsse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 9
aufgefuhrt. Der Vergleich dieser Ergebnisse ergab AG3 und AG4 keinen Unterschied der
synergistischen Zytotoxizitat fliir Kombinationen rhihM Saporin vs. 1 nM Agrostin. AG1 und AG2
zeigten eine leicht starkere synergistische Zytattit in Kombination mit 1 nM Saporin. Die
Abbildung 42 zeigt dies fur das potenteste der B=aponine beziglich der synergistischen

Zytotoxizitatsverstarkung.

150 -
¥ kkk  kk%

% ¥ % ¥
100 | pumal i T
lTl l L
o o5 1 25 5 75 10

7

Zellviabilitat [%] + VK
u
o

o

AG2 mL
= AG2 [ng/mlL]

B AG2 + 1 nM Saporin
AG2 + 1 nM Agrostin

Abb. 42. Zytotoxizitat von AG2 auf ECV-304-Zellen, allein und in Kombination
mit 1 nM Saporin oder 1 nM Agrostin. Die dargestellte Zytotoxizitdt wurde
durch einen MTT-Assay bestimmt. Eine ebenfalls durchgefiihrte DNA-
Quantifikation ergab vergleichbare Ergebnisse. (* = signifikanter Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle (100 %), U-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney,
a <5 %) (n=2;6 Parallelen)
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3.2.5 Zytotoxizitat von Saporin-EGF auf NIH-3T3/HER14-Zellen

Die Abbildung 43 zeigt, dass Saporin-EGF bis 1000z0 keiner signifikanten Zytotoxizitat fihrte —
hohere Konzentrationen wurden nicht untersucht. Boationen aus Saporin-EGF und 1,5 pg/mL
Saponinum album oder 5 pg/mL SA1641 zeigten bipMkeine Zytotoxizitat. Ab 100 pM Saporin-
EGF zeigen sowohl 1,5 pg/mL Saponinum album alshabigig/mL SA1641 eine signifikante
Zytotoxizitat auf die Zellen. Eine weitere Erhdhudgr Saporin-EGF-Konzentration auf 1 nM in
Kombination mit 1,5 pg/mL Saponinum album oder %nplg SA1641 fiuhrte bei beiden zu einer
maximalen Verminderung der Zellviabilitat. UnterrBeksichtigung dessen, dass bei diesem Versuch
ein anderes Zellsystem (mit EGFR) verwendet wurtfsst sich dennoch feststellen, dass
Kombinationen aus Saporin-EGF und 5 pg/mL SA1644. iz5 pg/mL Saponinum album bereits bei
einem Zehntel der Saporinkonzentration (10 nM) \deissuches zur Zytotoxizitat von Saporin an den
EGFR-negativen ECV-304-Zellen (s. 3.2.1) zu einaximalen Zytotoxizitat fihren. Somit kann bei

diesem Versuch von einer Effektivitatssteigerungpgechen werden.

150 -
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g

T

N 0 T T T T T T
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B Saporin-EGF Saporin-EGF [pM]

W Saporin-EGF + 5 pg/mL SA1641
Saporin-EGF + 1,5 pg/mL Saponinum album

Abb. 43. Zytotoxizitdt von Saporin-EGF auf NIH-3T3/HER14-Zellen,
allein und in Kombination mit 5 pug/mL SA1641 bzw. 1,5 pg/mL
Saponinum album. Die dargestellte Zytotoxizitat wurde mittels MTT-
Assey aus 6 Parallelen ermittelt. Eine ebenfalls durchgefiihrte DNA-
Quantifikation ergab vergleichbare Ergebnisse. * = signifikanter
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (100 %), U-Test nach
Wilcoxon-Mann-Whitney, a <5 %
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3.3 Membran- und Oberflachenspannungsuntersuchungen

Bei den Untersuchungen wurden fir die in Tabelleaufgefiihrten Substanzen Daten Uber die
zellmembranperforierende Wirkung, die Oberflachenspingserniedrigung einer wassrigen Losung
und die jeweilige Kritische Mizellbildungskonzertom (CMC) ermittelt. Die Daten wurden im
Rahmen einer Diplomarbeit von Katja Hofmann gewanre dieser Arbeit werden davon nur jene
Ergebnisse berlcksichtigt, welche bei einem phggisthen pH (7,4) ermittelt wurden. Zur
Bestimmung der Zellmembranperforation wurde ein LB$tay verwendet. Die dargestellten Werte
zeigen die Konzentrationen @, bei denen eine halbmaximale Membranschadigumgati Das ist

im Fall des LDH-Assays dann, wenn die Halfte derximal freisetzbaren Konzentration des
intrazellularen Enzyms Lactatdehydrogenase alleabdelten Zellen extrazellular erreicht wird. Bei
Ginsenosid Rg2 (23 %), Glycyrrhizinsaure (1 %) tetleracosid C (9 %) wurde ein Wert von 50 %
LDH-Freisetzung nicht erreicht. Deshalb ist fur Glyrhizinsaure und Hederacosid C jeweils die
hdchste eingesetzte Konzentration angegeben. Fise@bsid Rg2 ist eine durch Extrapolation

errechnete Konzentration angegeben (gekennzeiakin&t

Tab. 11. Membran- und Oberflachenspannungsuntersuchungen.

Substanz 1Cso (DNA-Quant.) 1Cso (LDH-Assay) 0Cso (pH 7,4) CMC (pH 7,4)
a-Hederin 35 uM 29 uM 4 uM 13 uM
B-Ascin 52 uM 34 uM 7 uM 88 uM
B-Sitosterol 61 uM 472 uM 19 uM 241 uM
Digitonin 13 uM 15 uM 8 uM 163 pM
Ginsenosid Rg2 >127 uM *783 uM 25 uM >127 uM
Glycyrrhetinsdure 101 uM 292 uM 16 uM 106 uM
Glycyrrhizinsdure >119 uM >238 uM 128 uM > 1429 uM
Hederacasid C > 164 uM > 164 uM 10 uM 82 uM
Primulasaure 1 13 uM 58 uM 8 uM 90 uM
SA1641 >6 uM - 5uM
Saponinum album 4,7 pug/mL 36,5 pug/mL 10 pg/mL 50 pg/mL

* = durch Extrapolation ermittelt

Da der pH-Wert den Einfluss einer Substanz aufabierflichenspannung einer Lésung dndern kann,
wurden die Messungen der Oberflachenspannung un&rideschen Mizellbildungskonzentration in
0,2 M Phosphatpuffer mit pH 7,4 durchgefihrt. Die e zur Beeinflussung der
Oberflachenspannung (@ geben jeweils die Konzentration an, welche zierimalbmaximalen
Oberflachenspannungserniedrigung fuhrte. Dabei dear Ausmal? der maximalen Erniedrigung der
Oberflachenspannung fir jede untersuchte Substangchieden. Die Kritische Mizellbildungs-
konzentration gibt die Konzentration einer obetikgaktiven Substanz an, bei welcher eine weitere
Erhdhung der Konzentration nicht in einer weitefdysenkung der Oberflachenspannung resultiert
und die Substanz in Mizellen aggregiert. Haufidoisit weiterer Erh6hung der Konzentration sogar ein
leichter Anstieg der Oberflachenspannung zu bedbactDie CMC kann somit in etwa als jene

Konzentration einer Substanz betrachtet werdenwbktaher die Oberflachenspannung ein Minimum




Ergebnisse 78

erreicht. Fur Ginsenosid Rg2 und Glycyrrhizinsalennte diese Konzentration nicht ermittelt
werden, da sich diese Substanzen vor dem Erreielmes Oberflachenspannungsminimums nicht
weiter im Phosphatpuffer 16sen liel3en. Die angegebd<onzentrationen sind die jeweils hochsten

untersuchten.
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3.4 Radioanalytische Untersuchungen

3.4.1 Gekuhlte konzentrationsabhangige 3H-Cholesterolaufahme

Die Abbildung 44 zeigt eine konzentrationsabhanghggnahme von 3H-Cholesterol in ECV-304-
Zellen unter Ausschluss aktiver Transportmechanisriéese folgte einen linearen Zusammenhang.
Eine berechnete Regressionsgerade hatte ein Besmitemall von R? = 0,9870. Die Konzentration
0,2 nM ist nicht dargestellt, da die erhaltenem8lg im Bereich der Signale der Hintergrundstragplun
(ca. 10 counts per minute) lagen. Signale der IHynbedstrahlung wurden von allen Ergebnissen
abgezogen.
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Abb. 44. Konzentrationsabhidngige 3H-Cholesterolaufnahme in
ECV-304-Zellen unter Kihlung auf 0°C. Die Aufnahme erfolgt
konzentrationsabhangig linear.

3.4.2 Ungekihlte kompetitive konzentrationsabhangige 3H-Golesterolaufnahme

Die Abbildung 45 zeigt die konzentrationsabhangigleCholesterolaufnahme in ECV-304-Zellen.
Aktive Transportmechanismen wurden nicht unterdridks wurde Versucht die passive 3H-
Cholesterolaufnahme durch Zusatz einer jeweils abthidn bzw. 100-fachen Konzentration
Cholesterol der 3H-Cholesterolkonzentration zu tfeessen. Dies war nicht nachweisbar. Der Zusatz
von naturlichem Cholesterol hatte keine Auswirkang die Aufnahme von 3H-Cholesterol. Die 3H-
Cholesterolaufnahme folgte trotz Zusatz natirlicligmlesterols einem linearen Zusammenhang.
Daraus lasst sich ableiten, dass selbst 100-factengkh der hochsten untersuchten 3H-
Cholesterolkonzentration noch ungehindert von delfed aufgenommen werden und keine Sattigung
dieses Prozesses zu beobachten ist. BerechnetesRBiegisgeraden hatten Bestimmtheitsmalie von
R2 = 10,9539 (ohne Cholesterolzusatz), R? = 0,964D-fgcher Cholesterolzusatz) und R? = 0,9463
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(100-facher Cholesterolzusatz). Die Konzentratioa roM ist nicht dargestellt, da die erhaltenen
Signale im Bereich der Signale der Hintergrundsiiradn (ca. 10 counts per minute) lagen. Signale der
Hintergrundstrahlung wurden von allen Ergebnisdegeaogen.
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Abb. 45. Kompetitive konzentrationsabhingige 3H-Cholesterol-
aufnahme ohne Kiihlung unter 10-fachem bzw. 100-fachem Zusatz
nicht-radioaktiven Cholesterols der Konzentration von 3H-Cholesterol
oder ohne Zusatz. (n = 3)

3.4.3 Zeitabhangige 3H-Cholesterolaufnahme

Abbildung 46 zeigt die zeitabhangige 3H-Cholestutlahme in EVC-304-Zellen. Nach einer kurzen
Anlaufphase ist ab 30 min ein linearer Zusammenhanigchen Zeit und aufgenommener 3H-
Cholesterolmenge erkennbar. Eine Sattigung diesexzefses wurde nicht beobachtet. Eine
berechnete Regressionsgerade hatte ein Bestimsmtiafit von R? =0,9178. Bei diesem Versuch
wurde auch die 3H-Cholesterolkonzentration im Utserd der Zellkultur untersucht. Diese war im
zeitlichen Verlauf konstant und betrug ein Vielfashder maximal aufgenommenen Menge (s.
Abbildung 47). Somit konnte ausgeschlossen werdess die zeitabhéngige Aufnahme von 3H-
Cholesterol in die Membranen der Zellen durch Bibmsprozesse, wie etwa die Anhaftung an

GefaRoberflachen, und daraus resultierenden Korat@mtsinderungen im Uberstand beeinflusst
wurde.
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Abb. 46. Zeitabhingige 3H-Cholesterolaufnahme in ECV-304-Zellen.
Ab 30 min nahm der 3H-Cholesterolgehalt der Zellen im weiteren
zeitlichen Verlauf linear zu. Eine Sattigung des Vorgangs wurde nicht
beobachtet. (n = 2; 3 Parallelen)
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Abb. 47. Zeitabhingige Anderung der 3H-Cholesterolkonzentration im
Zellkultur-medium. Diffusionsprozesse etwa durch die Aufnahme in
die Zellen oder Adhéasionsprozesse, wie das Anhaften an
GefaRoderflichen anderten im Versuch die 3H-Cholesterol-
konzentration im Uberstehenden Medium nicht messbar. (n = 2; 3
Parallelen)
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3.4.4 Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme und —fregtzung durch Saponine

Zur Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme in E3TM-Zellen bzw. deren Zellmembranen und
der 3H-Cholesterolfreisetzung wurden zum einen Bisgoverwendet, welche zytotoxisch waren, die
Zytotoxizitat von Saporin synergistisch verstarkimater zellmembranperforierenden Eigenschaften
zeigten. Diese Saponine wurden in diesen Versudchiigemein als membranaktive Saponine
bezeichnet. Zum anderen wurden fur die Versuch@@ap verwendet, welche keine Zytotoxizitat
oder Zytotoxizitatsverstarkung von Saporin zeigied zellmembranperforierende Eigenschaften nur
schwach oder/und in hdéheren Konzentrationen als breemaktive Saponine. Solche Substanzen
wurden allgemein als membraninaktive Saponine bbpet. Mit Ausnahme der Verbindung NP-
000474 fuhrt die Abbildung 48iembranaktive Saponine auf. Das Saponin NP-0004iat& den in
Tabelle 9 aufgefuhrten Werten folgend als membiktives Saponin interpretiert werden, zeigte
jedoch eine deutliche Beeinflussung des 3H-Chadlelgtehalts. Dargestellt ist die maximale
untersuchte Konzentration jedes Saponins sowie ddieei nach Substanzzugabe in die Zellen
aufgenommene (3H-Cholesterolaufnahme) bzw. naclst8nkbzugabe in den Zellen verbliebene (3H-
Cholesterolfreisetzung) prozentuale Menge 3H-Chietesim Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Bei membranaktiven Saponinen waren diese Wertehduwg niedriger als bei der unbehandelten
Kontrolle. Das bedeutet, dass nach Inkubation reinfiranaktiven Saponinen die Aufnahme von 3H-
Cholesterol in die Zellen bzw. in deren Zytoplasreatbranen reduziert war. Weiterhin bewirkten
membranaktive Saponine eine verstarkte FreisetzeangH-Cholesterol aus zuvor mit 3H-Cholesterol
inkubierten Zellen bzw. Membranen, was wiederuneinem gegeniber der unbehandelten Kontrolle
verminderten zelluldren 3H-Cholesterolgehalt fihrtBie verwendeten Konzentrationen der
untersuchten Saponine lagen dabei deutlich Gbenj&wonzentrationen, welche zur Untersuchung der
Zytotoxizitat eingesetzt wurden. Diese waren aufir@rder vergleichsweise kurzen Inkubationszeit
von einer Stunde (gegenlber 72 Stunden bei Unteusigen zur Zytotoxizitat) nétig, um einen Effekt
beobachten zu kénnen. Ein Zusammenhang zwischen Alesmald der Zytotoxizitat bzw. der
synergistischen  Zytotoxizitatsverstarkung von Seporund der Beeinflussung der 3SH-
Cholesterolaufnahme und —freisetzung ist ansatenarisennbar. So beeinflussten die Saponine NP-
017774, NP-017778, NP-017810, NP-017888 und NP-D®&reits bei der halben Konzentration im
Vergleich zu anderen membranaktiven Saponinen lde@hblesterolgehalt der Zellen ahnlich stark
wie diese oder starker und wiesen gleichzeitig iengleich zu anderen untersuchten Saponinen sehr
niedrige Werte fir 16 und IGgy(syn.) bei Versuchen zur Zytotoxizitat und syndigihien

Zytotoxizitatsverstarkung auf.
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Abb. 48. Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme und —freisetzung durch membran-
aktive Saponine. Alle Unterschiede des relativen zelluldren 3H-Cholesterolgehalts sind
gegenliber der Kontrolle statistisch signifikant. Dargestellt sind jeweils die maximalen
untersuchten Konzentrationen der Substanzen. (n = 2-3; 3 Parallelen)

Die Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme umedisétzung durch membraninaktive Saponine ist
in Abbildung 49 dargestellt. Aufgefiihrt ist ebeidalie jeweils maximale untersuchte Konzentration
jedes Saponins und die dabei nach SubstanzzugalgieirZellen aufgenommene bzw. nach
Substanzzugabe in den Zellen verbliebene prozentinge 3H-Cholesterol im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die untersuchten Konzéotran sind vergleichbar mit denen der Gruppe
der membranaktiven Saponine. Nur Bebitosterol, Glycyrrhizinsdure und Hederacosid Qden
hohere Konzentrationen, welche sich an denen deerSchungen zur Membrantoxizitat (LDH-
Assay) orientierten, untersucht. Im Gegensatz zn ehembranaktiven Saponinen, beeinflussten
membraninaktive Saponine den S3H-Cholesterolgehaltdér Regel nicht oder nicht statistisch
signifikant. Bei den Saponinen NP-005233 und NP28@9 wurde nach den Versuchen zur
Beeinflussung 3H-Cholesterolfreistzung ein stagtisignifikant hoherer 3H-Cholesterolgehalt in den
Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle g@ssen. Das bedeutet, dass bei mit diesen
Verbindungen  behandelten  Zellen, die spontane  3blgSkerolwiederabgabe  (3H-

Cholesterolfreisetzung) nach Inkubation mit 3H-@&sterol in geringerem Ausmal’ stattfand als bei




Ergebnisse 84

der unbehandelten Kontrolle. Differenzen zwischean dAusmafien der saponinabhangigen
Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme und deeisdtzung traten auch bei einigen der
untersuchten Stoffe dieser Gruppe auf, waren jedatit statistisch signifikant.
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Abb. 49. Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme und —freisetzung
durch membraninaktive Saponine. AuRer der 3H-Cholesterol-
freisetzung durch NP-005233 und NP-009259 sind alle Unterschiede
des relativen zelluliren 3H-Cholesterolgehalts gegeniiber der
Kontrolle nicht statistisch signifikant. Dargestellt sind jeweils die
maximalen untersuchten Konzentrationen der Substanzen. (n = 2-3; 3
Parallelen)

Die Tabelle 12 fuhrt sowohl membranaktive als anmbraninaktive Substanzen auf und zeigt die
prozentualen Werte der Beeinflussung des zellul&drCholesterolgehalts im Vergleich zur
Kontrolle (= 100 %) und den Variationskoeffizientleben der Auflistung der bereits in den
Abbildungen 48 und 49 dargestellten Werte der beeinflussten 3H-Cholekstefimahme
und -freisetzung bei der jeweils maximalen untdngerr Konzentration einer Substanz, sind dort auch
jene Werte dargestellt, die bei der Halfte und min®iertel der maximalen untersuchten
Konzentration gemessen wurden. Geringere Konzémeat als halbmaximale konnten nur in einigen

Fallen untersucht werden und waren in der Regditmstatistisch signifikant unterschiedlich zur
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Kontrolle. Dennoch zeigen die meisten membranakti8abstanzen einen konzentrationsabhéngigen
Zusammenhang zwischen der eingesetzten Konzemtratid dem Ausmald des Einflusses auf den
3H-Cholesterolgehalt der Zellen. Paradoxerweiseistldieser in einigen Fallen bei halbmaximaler

Konzentration gro3er als bei der Maximalkonzentraiu sein.

Tab. 12. Beeinflussung der 3*H-Cholesterolaufnahme und —freistzung durch Saponine. Aufgefiihrt sind
sowohl membranaktive als auch membraninaktive Substanzen und der durch diese bei verschiedenen
Konzentrationen beeinflusste 3H-Cholesterolgehalt prozentual im Vergleich zur Kontrolle #*
Variationskoeffizient. (* = statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (100 %), U-Test nach
Wilcoxon-Mann-Whitney, a < 5 %) (n = 2-3; 3 Parallelen)

3H-Cholesterolgehalt in % | 3H-Cholesterolgehalt in % 3H-Cholesterolgehalt in %
maximale gegeniiber Kontrolle bei gegeniiber Kontrolle bei gegeniiber Kontrolle bei
Substanz Konz. Maximalkonzentration halbmax. Konzentration viertelmax. Konzentration
Beeinfl. d. Beeinfl. d. Beeinfl. d. Beeinfl. d. Beeinfl. d. Beeinfl. d.
Aufnahme | Freisetzung | Aufnahme | Freisetzung | Aufnahme Freisetzung
a-Hederin 100 uM *45+ 2 *60+ 6 *47 +10 *69+ 5 87+ 7 *100+17
B-Ascin 100 uM *52+ 6 *46 + 14 *64+ 4 *60+ 7 92+14 85+13
B-Sitosterol 400 pM 109+ 4 109+ 3 104+ 7 94 +£11 93+ 7 93+11
Glycyrrhizinsdure 400 uM 102+ 2 104+ 2 106+ 3 103+ 4 95+12 95+ 16
Hederacosid C 200 uM 99+ 9 93+ 4 92+12 *88+ 3 84+ 7 86+ 6
NP-000474 100 uM *69+ 5 *¥51+ 2 94+ 1 *85+ 3 - -
NP-000712 100 uMm 104+ 6 102 +11 102+ 4 103+ 2 - -
NP-003881 100 uM *8l1x 1 *50+ 2 *47+ 8 *48+ 7 - -
NP-004184 80 uM 124 +13 9%+ 9 123+16 97+ 5 - -
NP-004355 80 uM 125+24 108+ 6 119+10 111+ 5 - -
NP-005233 100 uM 93+ 4 *116+ 7 105+ 5 109+ 8 - -
NP-007471 50 uM 107+ 1 97+ 4 95+ 5 109+ 5 - -
NP-009259 120 uM 93+ 7 *138 +10 98+ 8 *131+ 6 - -
NP-013544 80 uM 106+ 5 112+ 4 103+ 1 109 + 15 - -
NP-017774 50 uM *44+ 6 *60 + 12 *35+ 1 79+18 - -
NP-017777 100 uM *34+ 4 *58+14 *15+ 3 *37+ 5 - -
NP-017778 50 uM *¥27+ 1 *29+ 6 *19+ 1 *29+ 4 - -
NP-017810 50 uM *35+ 4 *46+ 9 *51+ 7 *58 +10 - -
NP-017888 50 uM *¥77+ 5 *35+12 *69+ 2 *15+ 2 - -
NP-018110 50 uM *46+ 9 *68 + 15 *48+ 4 *50+ 8 - -
Primulasdure 1 200 uM *39+12 *60+ 9 *46 + 11 *54+ 8 *¥53+ 7 *63+ 2
SA1641 100 uMm *69+ 6 *62+ 15 *69+ 3 74+ 9 *80+12 95+ 15
SA1657 100 uMm *75+ 3 *69 + 20 *79+ 3 *78+ 4 *78+ 8 84 +13
Saponinum album 100 pg/mL *78 £ 10 *85+ 2 94+ 3 91+ 1 86* 6 87+11

* = a-Hederin: 10 UM statt viertelmaximaler Konzentration von 25 uM

3.4.5 Beeinflussung des endosomalen 3H-Cholesterolgehatisrch SA1641

Neben der Beeinflussung des CholesterolgehaltsZgitmplasmamembranen von ECV-304-Zellen
durch Saponine wurde auch der Einfluss eines marmakti@en Saponins auf den Cholesterolgehalt
der Membranen von Endosomen und Lysosomen untdrdas Saponin SA1641 zeigte bereits, dass
es gegenuber der unbehandelten Kontrolle sowohlAdieahme von 3H-Cholesterol reduziert, als
auch vermehrt 3H-Cholesterol aus mit 3H-Cholesterkubierten Zellen freisetzt. Die dabei

eingesetzte Konzentration von 100 uM SA16451 wukitedie Versuche zur Beeinflussung des
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Cholesterolgehalts der Endo- und Lysosomenmembraoes uM SA1641 deutlich reduziert. Dies
geschah als Anpassung auf die in diesem Versudoppelte Inkubationszeit von 2 h zum Schutz der
Membranen vor Lysis. Darliber hinaus zeigte SAl6dtlan Versuchen zur Beeinflussung der 3H-
Cholesterolaufnahme und —freistzung, dass es bebsi 50 uM den 3H-Cholesterolgehalt stets
signifikant und bereits bei 25 uM teilweise sigkafint verringert, was ebenfalls eine Absenkung der
Konzentration von SA1641 unter 25 pM sinnvoll esokn lieR. Die Abbildung 50 zeigt die 3H-
Cholesterolgehalte in verschiedenen Zellkompartteremit und ohne den Zusatz von 5 uM SA1641.
In der Fraktion der Zytoplasmamembranen, welchehattnbedingt auch nicht homogenisierte
Zellen und gréRere Zellfragmente enthielt, ist@ehalt von 2H-Cholesterol in Kombination mit 5 uM
SA1641 gegenuber dem Vergleich ohne Zusatz von &RAXégnifikant reduziert. SA1641 flhrte
somit zu einer Reduktion der 3H-Cholesterolaufnahine die Zytoplasmamembranen. Kein
Unterschied wurde im 3H-Cholesterolgehalt von Eondusn und Lysosomen aus SA1641-inkubierten
und aus unbehandelten Zellen festgestellt. SAl6aie hkeinen messbaren Einfluss auf die 3H-

Cholesterolaufnahme in die Membranen von Endo-Lysdsomen.
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Abb. 50. Vergleich zwischen der Beeinflussung des Cholesterol-
gehalts von Zytoplamamembranen und Endosomenmembranen
durch SA1641 (nach Bottger & Melzig (2013)). Der Einfluss auf den
Cholesterolgehalt von endosomalen Membranen ist statistisch nicht
signifikant. Der Cholesterolgehalt der Zytoplasmamembranen ist
unter Zugabe von SA1641 signifikant geringer. (* = statistisch
signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (100 %), U-
Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney, a < 5 %)
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4 Diskussion

Seit der ersten Beschreibung der synergistischetot@zitatsverstarkung von Ribosomen
inaktivierenden Proteinen Typ | (RIP-I) durch Sapendurch Hebestreit & Melzig (2003) wurden
zum einen viele Versuche unternommen, den zu Grliegenden Mechanismus ndher zu beleuchten,
zum anderen begann damit die Suche nach geeigi$atpaninen, welche eine mdoglichst starke
Zytotoxizitatsverstarkung ermdglichen. Diese Sapersollten in gleicher Konzentration eingesetzt
aulRerhalb der Kombination mit RIP-I idealer Weiseht zytotoxisch sein. Die in der vorliegenden
Arbeit durchgefuhrten Versuche widmeten sich beilderschungsgebieten. So wurden die Wirkungen
ausgewahlter Saponine auf Zellmembranen, einerwvidbtigsten Kompartimente bei der Entstehung
der synergistischen Zytotoxizitat, untersucht. \&fkin wurden zahlreiche Saponine und
saponinreiche Pflanzenextrakte hinsichtlich ihrgtofoxizitdt und der synergistischen Verstarkung
der Zytotoxizitdt von RIP-I getestet. GeeigneteaPRfenextrakte wurden anschlieRend weiteren

Untersuchungen zur Identifizierung und Isolatiorerinhaltsstoffe unterzogen.

4.1 Suche nach geeigneten Saponinen

Eine natirliche Ressource zu finden, welche dighinen Eigenschaften als ideal beschriebenen
Saponine in wirtschaftlich isolierbaren Mengen étithist ein Kriterium, das letztlich auch tber den
Erfolg und Misserfolg einer mdglichen therapeuteatiAnwendung des Prinzips der synergistischen
Zytotoxizitat entscheidet. Die Untersuchungen vabéktreit (2004) und Weng (2009) zeigten, dass
insbesondere bisdesmosidische Triterpensaponineveniweigten Zuckerresten mit Aglyka vom
Oleanan-Typ die Zytotoxizitat von RIP-lI synergistisverstarken. Dabei stellten die Triterpene
Gypsogenin und Quillajasaure bei den meisten untaten Saponinen das Aglykon dar. Hebestreit
(2003) und Melzig et al. (2005) vermuteten deshdéiss der in beiden Verbindungen vorhandenen
Aldehydfunktion an der Position 23 eine entscheigeBedeutung zukomme. Neben einigen reinen
Saponinen nutzten Bachran et al. (2009), Hebestrait (2006) und Weng et al. (2009) vor allem das
Saponingemisch Saponinum album fir ihre Untersugéion Auch in dieser Arbeit wurde es
verwendet. Saponinum album besteht aus saponierei€xtrakten der Wurzeln vo@ypsophila
arrostii GUss undG. paniculata L. (Caryophyllaceae) und wurde von Merck, Darmttaetgestellt
und kommerziell angeboten. In den 1990er Jahrdhiestderck jedoch die Produktion ein. Damit
wurde Saponinum album, von dessen zahlreich emtlelt Saponinen acht eine synergistisch
zytotoxizitatsverstarkende Wirkung besitzen und demnen bis heute zwei néher charakterisiert
werden konnten zu einer endlichen Rohstoffquelleerfg/ et al., 2011). Da aber auch die von
Hebestreit in einigen Versuchen verwendedgnostemma-Saponine synergistische Zytotoxizitat mit

RIP-1 zeigten und ihren Ursprung ebenfalls in eiSpezies der Caryophyllaceae hatten, lag es nahe
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weitere potente Saponine in dieser Pflanzenfanaliesuchen. Dazu wurde die zur Verfiigung
stehende Literatur nach fur Spezies der Caryoptsdle beschriebenen Saponinen durchsucht. Es
wurde auch registriert, ob die enthaltenen Sapomioeo- oder bisdesmosidisch sind und welcher Art
das jeweilige Aglykon ist. Dabei wurde eine klaréufung des Vorkommens der Triterpene
Gypsogenin, Gypsogeninsaure und Quillajaséure dsttit (s. Tabelle 1). Diese Feststellung lasst
zum einen die Vermutung zu, dass diese Teilstraktun den Saponinen eine besondere Funktion
besitzen. Zum anderen lasst sich festhalten, dassnshe fur die Pflanzen offensichtlich von Nutzen

sind. Fur keine einzige Art wurde das Fehlen di&effgruppe beschrieben.

Da auch die in Versuchen zur synergistischen Zytpitét zwischen Saponinen und RIP-I
verwendeten RIP-I AgrostinAgrostemma githago L.) und Saporin $aponaria officinalis L.) ihren
Ursprung in den Caryophyllaceae haben, wurde dierdtur auch nach weiteren flr Spezies der
Caryophyllaceae beschriebenen RIP durchsucht. [BaBelistet hierzu 12 Arten auf. Fir etwa die
Halfte dieser Arten ist auch das Vorkommen bisdesdigcher Triterpensaponine beschrieben. Es ist
jedoch anzunehmen, dass noch wesentlich mehr Adgeirflanzenfamilie RIP fihren. Die Isolation
und Identifizierung von RIP-I sind recht aufwendigd das wirtschaftliche Interesse an dieser
Substanzklasse, das diese in einen Fokus der emigdestellt hatte, war bisher eher gering. Ebenso
ist anzunehmen, dass noch wesentlich mehr Arten Rilenzenfamilie Saponine enthalten, da
offensichtlich viele Gattungen in Tabelle 1 nie adren Vorkommen hin untersucht wurden. Die
Kenntnis des synergistischen Zusammenspiels zwiselgen der beschriebenen Saponine und den
RIP lasst diese Vermutung zu. Auch die Tatsachss d&é beschriebenen RIP ausschliefilich RIP-I
sind, welche zur toxischen Reaktion auf Saponingearesen sind, tut dies. Weng et al. (2012a)
entwickelten hierzu die These, es handle sich @i sinergistischen Zytotoxizitdt um einen

pflanzlichen Verteidigungsmechanismus.

Auf Basis der Daten in Tabelle 1 wurden Saponin¢hadtende Arten ausgewahlt und deren
saponinreiche Extrakte in einem Zellmodell auf edgrergistische Zytotoxizitat mit RIP untersucht.
Alle Extrakte zeigten dabei eine Zytotoxizitatswarkung in Kombination mit 1 nM Saporin.
Interessant ist das Verhalten des Extraktes augiSaonSaponaria officinalis L. So wurde erstmals
ein saponinreicher Extrakt aus den Samen der Rflantersucht. Thakur et al. (2013b) hatten bisher
eine synergistische Zytotoxizitat fur saponinreidBetrakte der Wurzeln sowie einzelner daraus
isolierter Saponine beschrieben. Somit ist einrélder Nachweis geeigneter Saponine auch in diesen
Pflanzenteilen erbracht. Zudem wurden die Sapoda® Extraktes mit Saporin kombiniert, jenem
RIP-1, das nativ in der gleichen Art vorkommt. Eipesonders starke Zytotoxizitatsverstarkung wurde
erwartet, da das Proteintoxin (Saporin) und seirkWigsverstarkerSaponaria-Saponine) eventuell
besonders gut aufeinander ,abgestimmt* waren. Dié$tekt wurde jedoch nicht beobachtet. Ein

Extrakt aus Wurzeln vo@ypsophila arrostii Guss sowie Saponinum album zeigten im Vergleich zu
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den anderen Extrakten die niedrigsten zur halbmabeim synergistischen Zytotoxizitdt noétigen
Konzentrationen (I6(syn.)) als auch Zytotoxizitaten @d§. Da Saponinum album z.T. aus
saponinreichen Fraktionen vd@h arrostii besteht, ist anzunehmen, dass der hergestelltakExh
weiten Teilen mit dem Inhaltsstoffspektrum von S@pom album dbereinstimmt. Wird zur
Beurteilung der synergistischen Zytotoxizitatsvénsing der Mean Ratio-Wert herangezogen, wird
sichtbar, dass der Extrakt v@h arrostii Saponinum album sogar tberlegen ist. Einen &leridean
Ratio-Wert wie der Extrakt voit. arrostii weist auch der Extrakt aus Samen \agrostemma
githago L. auf. Zwar ist die 1gy(syn.) deutlich gréf3er, daflr ist jedoch auch dienvExtrakt selbst

ausgehende Zytotoxizitat wesentlich geringer, wagner hoheren I§g sichtbar ist.

Es wurde versucht, aus allen Extrakten Einzelkoraptam (Saponine) zu isolieren und deren Struktur
aufzuklaren. Dies wurde jedoch nur in zwei Fallén $echs Verbindungen. Grinde, welche dazu
fuhrten, dass dies nicht gelang, waren geringerabedn SaponinenGysophila oldhamiana, G.
pacifica), Begleitstoffe im Extrakt, welche eine chromatoigigche Trennung erschwertévacaria
hispanica) sowie zeitliche und andere Grind@ypsophila arrostii, Saponaria officinalis, Slene
vulgaris). Aus Saponinunm album konnte neben der bereits Weng (2009) beschriebenen
Verbindung SA1641 aufRerdem die Verbindung SAl65¥ogeen werden. Diesen beiden Stoffen
sehr ahnliche Verbindungen wurden von Kim et #@9¢) ebenfalls aus Saponinum album isoliert und
als MS-1 bzw. MS-2 bezeichnet. So unterscheiddt BI&-1 von SA1641 bzw. MS-2 von SA1657
einzig dadurch, dass der Zuckerrest der C-3-OH-@up MS-1 und MS-2 eine Arabinose statt einer
Xylose wie in SA1641 und SA1657 enthalt. Bei Aralse und Xylose handelt es sich um
Diastereomere. Der Unterschied zwischen beiden iNdungen besteht in dg-Stellung der OH-
Gruppe am C-2 und derStellung der OH-Gruppe am C-3 der Arabinose gelgendera-Stellung
der OH-Gruppe am C-2 und dgsStellung der OH-Gruppe am C-3 der Xylose. Die Almlvengen
der *C-NMR-Daten der betreffenden C-Atome in den Spektven SA1641 und SA1657 sind
verglichen mit den Werten von MS-1 und MS-2 eigehtlzu grof3, als dass es sich hier um die
identische Verbindungen handeln kdnnte. Weiteregghe mit in diesem Bereich identischen
Strukturen raumten jedoch nicht alle Zweifel auge Berbindungen Gypsophilasaponin 1-3 (Arslan
et al., 2013; Weng et al., 2010), sowie ein SapansGypsophila pilulifera Boiss& HELDR. (Arslan

et al., 2012) tragen an der C-3-OH-Gruppe den Ait681 und SA1657 identifizierten Zuckerrest.
Zwischen dert®*C-NMR-Daten dieser Verbindungen und denen von SAl&# SA1657 gibt es im
Bereich der betreffenden C-Atome &hnlich grofRe Ablmengen. Auch eine von Delay et al. (1997)
ebenfalls aus Saponinum album isolierte, mit SAligehtische Verbindung hamens SAPO50 zeigt
im **C-NMR-Spektrum fiir die betreffenden C-Atome &ahnligheindeutige, aber zu den Daten von
SA1641 sehr ahnliche Werte. Durch intramolemulappf{ungsanalysen konnten in den Zuckerresten
von SAPO50 drei Xylosen eindeutig identifiziert wen (Delay et al., 1997). Somit spricht die
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deutliche Ubereinstimmung der NMR-Daten von SAP@BA SAl1641dafir, dass es sich bei dem
fraglichen Zucher im Zuckerrest an C-3 von SAl6d41Xylose statt Arabinose handelt.

Aus Agrostemma githago konnten vier Verbindungen (AG 1-4) isoliert undete Struktur bestimmt
werden. Bei Vergleichen mit strukturanalogen Vedbingen konnte AG1 als Gypsophilasaponin 1
identifiziert werden, welches bereits abgpsophila arrostii (Arslan et al., 2013)G. pilulifera (Arslan

et al., 2012) unds. paniculata (Weng et al., 2010) bekannt ist. AG3 wurde als saghilasaponin 2
identifiziert und kommt auch iArenaria juncea M.BIEB. (Melzig et al., 2005)G. arrogtii (Arslan et

al., 2013),G. oldhamniana (Luo et al., 2008a) un@. paniculata (Weng et al., 2010) vor. AG4 wurde
als Gypsophilasaponin 3 identifiziert und ist alwhaltsstoff inG. arrostii (Arslan et al., 2013) und
G. paniculata (Weng et al., 2010). Die Strukturen aller drei &dpe sind zwar nicht neu, wurden
jedoch erstmals flrA. githago beschrieben. Zumindest AG3 und AG4 weisen einel3gro
Ubereinstimmung mit den beiden von Siepmann e(18198) bereits furA. githago beschriebenen
Verbindungen Agrostemmasaponin 1 und Agrostemmasajoauf. So unterscheiden sich AG3 und
AG4 durch das Fehlen einer Acetylgruppe am C-4Rideiose von Agrostemmasaponin 1 und 2. Die
Struktur der Verbindung AG2 ist bisher noch nicleisthrieben worden, auch in keiner anderen
Spezies. Die doppelte Verzweigung des ZuckerreftedC-28-OH-Gruppe soll an dieser Stelle als
besonders interessant und im Vergleich zu Verzwejgoustern der Zuckerreste anderer Saponine
selten hervorgehoben werden. AG2 wurde in Anlehramgie Stammpflanze und mit Ricksicht auf
die von Siepmann et al. (1998) beschriebenen Sapais Agrostemmasaponin 3 benannt. Mit dem
von Tschesche & Schulze (1974) firgithago beschriebenen Githagosid sind somit sieben Sagonin

fur die Pflanze beschrieben.
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4.2 Validierung eines Testsystems zur Testung von Sapoen auf (synergistische)

Zytotoxizitatsverstarkung

Verglichen mit dem hochtoxischen RIP-II Viscumirsaliscum album L. (Santalaceae) erwiesen sich
Kombinationen aus geeigneten Saponinen und Sajevitro als ahnlich stark toxisch (Weng, 2009).
Viscumin (LDso(Maus): 2,4 pg/kg KG)), das ebenso toxisch wie weasentlich bekanntere Ricin
(LDso(Maus): 2,7 pg/kg KG) auRicinus communis L. (Euphorbiaceae) ist, zeigte in einem analog zu
dem in dieser Arbeit verwendeten Zellmodel mit E@W4-Zellen eine G von 21,5 pM (XTT-
Assay) (Weng, 2009). Eine Kombination aus 4 pg/mbpd@inum album und variablen
Konzentrationen von Saporin zeigte im gleichen Esliem eine G von 42,5 pM (XTT-Assay)
(Weng, 2009). Bachran et al. (2006) erzielten nfBtllg/mL Saponinum album einesgvon 500 pM

fur Saporin an NIH-3T3/HER14-Zellen mit einem fluoetrischen enzymaktivitatsbasierten
Zytotoxizitatsassay (Fluoresceindiacetat-Assay (dgget al., 1994)). Hebestreit & Melzig (2003)
ermittelten fur das RIP-I Agrostin in Kombinatioritr8 pg/mL Agrostemmasaponin 1 eines{3ion
210 pM (umgerechnet von 5,7 ng/mL) (MTT-Assay). @&, gibt jene RIP-Konzentration an, bei
welcher ein Wachstum der Zellen um 50 % gehemmudewAuf Grund der geringen verfligbaren
Menge, konnten in dieser Arbeit keines@lVerte flr Agrostin in Kombinationen mit Saponinaher
Extrakten bestimmt werden. Fur Saporin wurden immKimation mit 1,5 pg/mL Saponinum album
Glso von 84 pM (DNA-Quantifizierung) bzw. 485 pM (MTTs&ay) und in Kombination mit 5 pg/mL
SA1641 G, von 801 pM (DNA-Quantifizierung) bzw. 1317 pM (M7Assay) nach den in 2.8.1.2
bzw. 2.8.1.3 beschriebenen Methoden ermittelt. Enemeln zur Berechnung sind in Abbildung 51
dargestellt. Gh von Saporin oder Agrostin ohne die Kombination &é&poninen oder Extrakten
wurden nicht bestimmt, sind fur Saporin jedoch 8 b (s. Abbildung 39). Trotz z. T. groR3er
Schwankungen der ermittelten sgund trotzdem die eingesetzte Saponinum album-Kureon
geringer war als bei Weng (2009), konnteg,@l1 gleicher Grélenordnung wie bei Weng (2009) und
Bachran et al. (2006) erreicht werden. Dies zalggs das in dieser Arbeit verwendete Zellmodell
geeignet war, synergistische Zytotoxizitatsverstégen von Saponinen und Extrakten zu
untersuchen. Die Werte zeigen auRerdem die Ubateiedes Saponingemisches gegeniiber der

Reinsubstanz bei der synergistischen Verstarkungrtie Zytotoxizitat.
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Abb. 51. Vergleich der, mit dem in der Arbeit verwendeten Zellsystem, ermittelten Gls;-Werte von Saporin
durch zwei verschiedene Auswertungsmethoden. Dies dient dem Vergleich mit den in einem analogen
Zellsystem ermittelten Glsg-Werten von Saporin und mit Literaturwerten anderer RIP und erlaubt eine
Beurteilung der Validitdt der fiir weitere Saponine und Extrakte gewonnenen Zytotoxizititswerte. A)
Zytotoxizitdtsbestimmung mittels MTT-Assay. B) Zytotoxizitdtsbestimmung mittels DNA-Quantifizierung.

Die in diesem Versuch gewonnen Ergebnisse, weloter 3.2.1 und in Abbildung 39 dargestellt sind,
dienten vor allem der Weiterentwicklung eines lergeon Weng (2009) genutzten Zellsystems zur
Untersuchung der synergistischen Zytotoxizitat ziws1 Saponinen und Proteintoxinen. In 3.2.1
konnte die bendtigte Konzentration des als Stanoard verwendeten Saporin von 6 nM bei Weng

(2009) auf 1 nM reduziert werden, ohne die Aussilggkeit der erzielten Ergebnisse zu schwachen.

Um auch wahrend der Testungen die Validitat deieken Ergebnisse beurteilen zu kdénnen wurde
Saponinum album als Positivkontrolle verwendet. Bagoningemisch stellte den bis dato potentesten
Verstarker der RIP-I-Zytotoxizitat dar. Da jedoanwdem Gemisch selbst ebenfalls eine Zytotoxizitat
ausging, musste eine Konzentration gefunden werdesiche eine deutliche synergistische
Zytotoxizitat in Kombination mit Saporin ermoglichau3erhalb der Kombination jedoch mdéglichst
wenig toxisch ist. Eine Konzentration von 2,5 pg/ratfilite diese Bedingungen (s. 3.2.2 und

Abbildung 40) und wurde bei jeder Testung eineso8ags oder Extraktes mitgefihrt.
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Reine Saponine wurden in der Regel in Konzentraiowon 0,5-10 pg/mL getestet. Dieser
Konzentrationsbereich war zum einen der oft nuingen verfiigbaren Menge einiger Substanzen
geschuldet, sollten die Versuche zwei bis drei Marchgefiihrt werden, zum anderen traten
synergistische Zytotoxizitaten meist schon untep@OnL ein. Extrakte zeigten oft eine geringere
Zytotoxizitat und standen in ausreichender Menge Verfigung. Sie wurden in der Regel in
Konzentrationen von 1 - 50 pg/mL getestet. Zur Aersung der Versuche wurden stets parallel ein
MTT-Assay und die DNA-Quantifizierung genutzt. Beid Auswertemethoden erfassen
unterschiedliche GroRRen zur Bestimmung der Zytaitidi Der MTT-Assay zeigt lebende
stoffwechselaktive Zellen anhand der Umwandlung eginFarbstoffes durch die reduktive
enzymatische Aktivitat von Mitochondrien und andeZellkompartimenten an (Bernas & Dobrucki,
2002; Berridge et al., 2005). Dies birgt jedoch imrlei Fehlerquellen in sich: So werden z. B.
lebende aber ruhende, stark in der Stoffwechseltitreduzierte Zellen nicht oder kaum erfassts wa
wiederum, verglichen mit sich normal stoffwechsélakerhaltenden Zellen einer Kontrolle, in einer
falsch zu hoch berechneten Zytotoxizitat einer &ulxs auf behandelte (ruhende) Zellen zum
Ausdruck kdme (Scudiero et al., 1988). Andererdgitsen Zellen mit erhdhter Stoffwechselaktivitat
verglichen mit sich normal stoffwechselaktiv vethablen Zellen einer Kontrolle falsch zu niedrige
Zytotoxizitaten vortauschen (Berridge & Tan, 1998uf diese Weise kbnnen wenige, aber umso
aktivere Zellen eine Dezimierung der Zellzahl komgieren. Dies kann, steigt die reduktive
enzymatische Aktivitat unter Einfluss von Testsabgen starker an als ein zytotoxischer Einfluss die
Anzahl der Zellen dezimiert, u. U. zu paradoxenebrgssen derart fiihren, dass behandelte Zellen
scheinbar in hoherer Zahl vorliegen als unbehaad®#éhrend der Untersuchungen von Saponinen
und Extrakten konnte dieser Effekt bei einigen $izen beobachtet werden. Dies betraf vor allem
Konzentrationen, welche nach DNA-Quantifizierung micht oder wenig toxisch identifiziert wurden.
Zytotoxizitatswerte hoherer, deutlich zytotoxiscK@nzentrationen waren wiederum vergleichbar mit
Werten, welche mittels DNA-Quantifizierung ermittelvurden. Somit hatte eine flr niedrige
(subtoxische) Konzentrationen beobachtbare Aktsé@nohung und scheinbare Zellvermehrung
keinen oder kaum Einfluss auf die Berechnung vog-Verten der Zytotoxizitat. 16-Werte aus

MTT-Assays und aus DNA-Quantifizierungen waren megsgleichbar grof3.
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Abb. 52. Vergleich der Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitdt. Bezogen auf ICs;-Werte zur
Zytotoxizitdatsquantifizierung ergeben beiden Methoden Ergebnisse gleicher GréBenordnung. Die abgebildeten
Diagramme zeigen Originaldaten des Agrostemma githago-Extraktes und stellen den Sachverhalt
stellvertretend fir andere untersuchte Substanzen und Extrakte dar. A) Der MTT-Assay zeigt hier deutlich die
beschriebene paradoxe Viabilitdtssteigerung unter Einfluss von Testsubstanzen und tduscht einen
proliferativen Effekt vor. Dieser nimmt in geringen Konzentrationen konzentrationsabhangig zu, bis die
Kapazitdten von zelluldren Reparaturmechanismen Uberschritten werden und der zytotoxische Einfluss der
Testsubstanzen bei weiterer Konzentrationserhéhung konzentrationsabhangig tiberwiegt. B) Die DNA-
Quantifizierung wird nicht durch Schwankungen in der metabolischen Aktivitat der Zellen beeinflusst und zeigt
den zytotoxischen Einfluss der Testsubstanzen.

Grinde der enzymatischen Aktivitatssteigerung uriémfluss von Testsubstanzen kénnen in
zellularen Reparaturmechanismen liegen. Insbeserilenzentrationen von Testsubstanzen, welche
zwar destruktiv aber nicht letal sind, kdnnten déya Reaktionen hervorrufen. Die dann eingeleitete
energieaufwendigen Reparaturmechanismen koénnen eipar generellen Hochregulierung am
Energietransport beteiligter Enzyme begleitet séhass Zellen mit Gegenmalinahmen auf den
Einfluss membranintegritatsstdrender Substanzegieesn, konnten Gilabert-Oriol et al. (2013) far
Digitonin und einige Saponine von Oleanan-Typ anVED4-Zellen in Impedanzmessungen
beobachten. Auch Melzig et al. (2001) berichteten dosis- und zeitabh&ngigen Steigerungen der
metabolischen Aktivitat bei BKEz-7-Zellen infolgaurizzeitiger Inkubation mit Triterpensaponinen.
Welche Reparaturmechanismen und Enzymkaskaden datgmstol3en werden ist jedoch nicht
bekannt. Vorstellbar ist, dass diese Prozesse migne erhéhten Verbrauch des zellularen
Energietbertragers ATP und dessen Umwandlung in Addthergehen. ADP wird in den
Mitochondrien durch die ATP-Synthase wieder in AlilRgewandelt. Die ATP-Synthase wird dabei
durch einen Protonengradienten angetrieben. Dweisérwiederum durch die NADH-Dehydrogenase,
den Komplex | der zellularen Atmungskette aufgepaetche im gleichen Schritt NADH oxidiert und
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dabei die Protonen bereitstellt (Efremov et al.1®0 Wird nun mehr ATP verbraucht, wird bis zu
einem gewissen Grad auch mehr NADH bereitgestatitdan miissen. Bezogen auf die NADH-
abhéngige Reduktion von MTT zum Formazan beim MTB&y, bedeutet dies, dass ein
Mehrangebot von NADH auch in einer vermehrten Rédokvon MTT zum Formazan resultieren

kdnnte.

Zur Kontrolle der Ergebnisse des MTT-Assays undkampensation dessen Fehlerpotentials wurde
deshalb die DNA-Quantifizierung als zweite Methade Bestimmung der allgemeinen und der
synergistischen Zytotoxizitat verwendet. Die QuiEidrung der DNA basiert auf der Anlagerung
eines Fluoreszenzfarbstoffes an dsDNA (Labarca i§dPa 1980). Eine Selektion zwischen lebenden
und toten Zellen ist jedoch mit der DNA-Quantifiziag allein nicht méglich. Deshalb missen in
einem vorhergehenden Waschschritt lebende undZeten voneinander getrennt werden. Da es sich
bei den verwendeten ECV-304- und NIH-3T3/HER14-¢llum adhérent wachsende Zelllinien
handelt (DSMZ, 2013a; DSMZ, 2013b), kénnen zerstimd apoptotische abgeloste Zellen sowie
freigesetzte DNA entfernt werden, wahrend vitallefean der Wachstumsflache haften bleiben. Die
Menge dsDNA pro Zellen ist fur die meiste Zeit kiams. Nur wahrend der Zellteilung gibt es starke
Abweichungen von dieser Menge. Da jedoch die Zkllig nur einen sehr kurzen Zeitabschnitt des
Zellzyklus darstellt und da nicht alle Zellen einezimheitlichen Zellzyklus unterliegen, ist die
dsDNA-Menge, fur eine gréRere Anzahl von Zellerrdgitet, im Durchschnitt konstant (Pabbruwe et
al., 2005). Die Bestimmung der DNA-Menge unterljegerglichen mit der colorimetrischen

Bestimmung des Formazans beim MTT-Assay, nichieti€snfliissen enzymatischer Aktivitaten.

4.3 Testung von Saponinen auf synergistische Zytotoxtztsverstarkung von RIP-I

Nach der Validierung des Zellsystems unter Verwegdwon ECV-304-Zellen und der Methoden zur
Zytotoxizitatsbestimmung mit Saponinum album undl641 in Kombinationen mit 1 nM Saporin
wurden alle verfugbaren Saponine in diesem Systetastet. Dabei wurde zum einen die nicht-
kombinierte Zytotoxizitat jedes Saponins bestimmym anderen wurde die synergistische
Zytotoxizitat in Kombination mit dem RIP-I Saporammittelt. Die erhaltenen Ergebnisse lieRen sich
grob in drei Falle einteilen. Ein Saponin konntdz.im untersuchten Konzentrationsbereich weder
allein zytotoxisch noch in Kombination mit Sapogpnergistisch zytotoxisch sein; im untersuchten
Konzentrationsbereich nicht zytotoxisch aber in Kdmation mit Saporin synergistisch zytotoxisch
sein; im untersuchten Konzentrationsbereich einegepragte Zytotoxizitdt zeigen, welche in
Kombination mit Saporin aber auch nicht weiter témig wurde. Alle drei Falle sind jeweils anhand

eines Beispiels in Abbildung 53 dargestellt.
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Abb.53. Auswertung der Zytotoxizitatstestung von Saponinen und der
synergistischen Zytotoxizitdtsverstarkung von RIP-I durch Saponine. A) Im
Konzentrationsbereich nicht zytotoxisches, nicht synergistisch RIP-l-zytotoxizitats-
verstiarkendes Saponin. B) Im Konzentrationsbereich nicht zytotoxisches,
synergistisch RIP-l-zytotoxizitatsverstarkendes Saponin. C) Im Konzentrations-
bereich konzentrationsabhangig zytotoxisches Saponin.
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Ziel der Untersuchungen war, Verbindungen zu findegelche eine mdglichst starke synergistische
Zytotoxizitatsverstarkung von Saporin (gemessersyt@rgistische Zytotoxizitat in Kombination mit

Saporin) ermdglichen bei gleichzeitig moglichstigger Zytotoxizitat ohne Saporin. In der Literatur
sind bereits einige Strukturmerkmale von Verbindemgoeschrieben, die diese Anforderungen

zumindest ansatzweise erfllten.

So erwiesen sich bisher Verbindungen als geeigiest,

e als bisdesmosidische Saponine ein triterpenoidesndgerist besallen, bei dem die
Zuckerreste Uber eine C-3-OH- sowie Uber eine @EBGruppe gebunden waren (Bachran
et al., 2006; Melzig et al., 2005),

* bei denen das C-23 zu einer Aldehydfunktion am@wd das C-28 zu einer Carboxylfunktion
am C-17 gehorten (Melzig et al., 2005),

* welche am C-3 einen verzweigten Zuckerrest mit estehs drei Zuckern trugen, welcher
Uber eine Glucuronsaure mit dem Aglykon verbundem wnd dariber hinaus die Zucker
Xylose bzw. Arabinose und Galaktose enthielt (Baohet al., 2006; Melzig et al., 2005;
Weng, 2009).

Als nicht geeignet zeigten sich Verbindungen, die:
* nur Uber einen Zuckerrest verfigten (monodesmadidiSaponine) (Melzig et al., 2005),

* beidenen der Zuckerrest am C-3 weniger als drek&uzahlte (Hebestreit, 2004).

Das Vorhandensein einer C-16-OH-Gruppe wurde vochEen et al. (2006) als essentiell fur eine
ausgepragte synergistische Zytotoxizitatssteigeruog RIP-I erachtet. Dies steht jedoch im
Widerspruch zu Ergebnissen von Melzig et al. (20B8) denen sich diese Beobachtung nicht machen
lie3. Eine Verzweigung des Zuckerrestes der C-28@tppe stellt Hebestreit (2004) und Melzig et
al. (2005) zu folge kein notwendiges Strukturelemdar. Zur Gro3e des Restes konnten keine
Aussagen getroffen werden. Der kirzeste Rest asediPosition einer Verbindung, welche bei
Vorhandensein aller anderen genannten struktur®aEaussetzungen eine deutliche synergistische
Zytotoxizitat in Kombination mit Agrostin zeigtenthielt drei unverzweigte Zucker (Melzig et al.,
2005).

Die Tabellen 9 und 10 listen alle untersuchten Vehngen unabh&ngig von ihrer strukturellen
Eignung, sortiert nach dem Aglykon und der Langd Komplexitat der Zuckerreste auf. Durch die
Untersuchungen dieser recht grof3en Zahl von Sutestasollte es moglich sein, bekannte strukturelle
Anforderungen zu bestéatigen und zu prazisierene maiwendige Strukturelemente zu identifizieren

und falsche Annahmen zu korrigieren.
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4.3.1 Oleanolsaure als Aglykon

Insgesamt wurden 14 Saponine mit diesem Aglykorersotht. Alle bis auf eines (NP-012034)
zeigten eine sehr geringe Zytotoxizitat sowohl ionkbination mit Saporin als auch ohne. Alle
Verbindungen besal3en eine Zuckersaure, die glyisokidiber die C-3-OH-Gruppe mit dem Aglykon
verbunden war. Vier dieser Saponine (NP-011187,004355, NP-007471, NP-014590) besalien
einen verzweigten Zuckerrest aus drei Zuckern arCda-OH-Gruppe, welcher jedoch bei allen vier
Verbindungen eine andere Zusammensetzung aufwiescll bisher als geeignet erwiesen hatte. Alle
anderen Saponine besalRen kirzere oder unverzvieigkerreste an C-3. An der C-28-OH-Gruppe
war bei allen Verbindungen nur ein Zucker gebundein,eine Verbindung (NP-004355) enthielt hier
ein Disaccharid. Die Zytotoxizitdt der VerbindungP12034 stets im Kontrast zur geringen
Zytotoxizitat aller anderen Verbindungen mit dies@&mundkdorper, insbesondere da sie sich von der
Verbindung NP-000502 nur durch eine Galakturonsastatt einer Glucuronsdure an C-3
unterscheidet. Warum das Diastereomer der Glucawasine derartige Zytotoxizitatssteigerung mit
sich bringt ist unklar und konnte auch nicht duveditere Verbindungen mit dieser Zuckersaure an
dieser Position verifiziert werden. Zusammenfasdasst sich fur diese Gruppe Saponine nicht sagen,
ob die geringe Zytotoxizitat, ebenso wie die febkersynergistische Zytotoxizitatssteigerung, durch
das Aglykon bedingt sind (fehlende Aldehydfunktian C-4), durch die Kiirze der Zuckerreste an

C-28 oder durch die Zusammensetzung des verzwefgtekerrestes an C-3.

4.3.2 Hydroxyoleanolsaurederivate als Aglykon

Von den 15 getesteten Substanzen dieser Grupperzeigr eine schwache Zytotoxizitatsverstarkung
von Saporin. Allerdings entspricht keine dieserBifiedlungen den bisher definierten Anforderungen
zur Struktur. Die Verbindungen AMA-1 und AMR besitzeine C-16-Hydroxylgruppe. Sie tragen
keine Glucuronsaure und keinen verzweigten Zuckeam C-3. Die Zuckerreste an C-28 sind jedoch
verzweigt und umfassen drei (AMA-1) bzw. vier (AMRJucker. Allerdings wurden beide
Verbindungen in einem erweiterten Konzentrationsioér bis 50 pg/mL getestet, so dass, waren sie
sie wie die meisten anderen Verbindungen bis 1thji@gletestet worden, die Zytotoxizitatssteigerung
nicht identifiziert worden ware. Das SaponirHederin besitzt eine Hydroxylgruppe an C-23. Es
handelt sich um ein monodesmosidisches Saponieineim Rest aus zwei Zuckern an der C-3-OH-
Gruppe. Die Zytotoxizitatsverstarkung dieses Saponiist umso (berraschender da das
strukturverwandte, bisdesmosidische Saponin Hedsi€, welches zusatzlich ein unverzweigtes
Trisaccharid an der C-28-OH-Gruppe besitzt, sebist50 pg/mL keine Zytotoxizitat, wie auch
synergistische Zytotoxizitatsverstarkung von Sapaeigte. Die Verbindung NP-012672 besitzt eine
C-16a- und eine C-23-OH-Gruppe. Sie enthalt weiterhim leieares Pentasaccharid, welches uber

eine Glucuronsaure mit dem C-3 verbunden ist und Arabinose bzw. Xylose an C-28. Bei den im
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untersuchten Konzentrationsbereich nicht zytotdmesc Saponinen enthielt die Verbindung NP-
000472 an C-3 einen verzweigten Zuckerrest ausZirekern, welcher Gber eine Glucuronsédure mit
dem Aglykon verbunden ist, sowie eine Glucose a®8CSie verhalt sich damit ebenso wie jene
Verbindungen aus der Gruppe der Saponine mit Olsame@ als Aglykon. Auch die Verbindungen
NP-005236, NP-012006, NP-000474, NP-012298, NP-085NP-012048, NP-00498 und NP-
005233 verhalten sich wie ihr Pendant mit Oleanois&Die Verbindung NP-013105 besitzt mit
einem linearen Tetrasaccharid einen ahnlich groRast an C-28 wie AMR, sowie eine
Glucuronsaure an C-3. Die Verbindung zeigte keigttdxizitat, wurde jedoch nur bis 10 pg/mL
untersucht. Ob sie in héheren Konzentrationen aich AMR vergleichbare zytotoxische Reaktion
gezeigt hatte ist leider wunbekannt. Fir die Grupmker Saponine mit einem
Hydroxyoleanolsaurederivat als Aglykon lasst sielsaanmenfassen, dass das Aglykon offenbar
keinen Einfluss auf die Zytotoxizitéat besitzt. BEsdt sich aullerdem die Vermutung aufstellen, dass
Saponine mit verzweigtem Zuckerrest an C-28 zunsindme schwache Zytotoxizitatssteigerung von

Saporin verursachen.

4.3.3 Andere Derivate der Oleanolsaure als Aglykon

Diese Gruppe fasst Saponine mit den Aglyka Medicsgere, Phytolaccagenin und 23-Desoxy-
phytolaccagenin zusammen. Keine der insgesamt saobersuchten Verbindungen zeigte bis
10 pg/mL eine zytotoxische Reaktion. Dieses Ergeboheint nicht zu Uberraschen. So besitzt keine
der Verbindungen ein verzweigtes Trisaccharid aB, Qlas dem oben beschriebenen Aufbau
entspricht. Den grof3ten Zuckerrest an C-28 tragérimem linearen Trisaccharid die Verbindungen
NP-001531 und NP-017751. Zusammenfassend lasstfestsiellen, dass die Verbindungen sich
analog zu Verbindungen ahnlicher Anordnung der 2uakhd mit den zuvor beschriebenen Aglyka

verhalten.

4.3.4 Gypsogenin als Aglykon

Insgesamt wurden 12 Saponine mit diesem Aglykoerrsatht. Alle Verbindungen tragen das gleiche
verzweigte Trisaccharid an C-3, welches zudem degaags formulierten Bedingungen entspricht.
Das bedeutet, alle Verbindungen unterscheidenesiciig in dem Zuckerrest an C-28. Dieser beginnt
bei allen Verbindungen mit Fucose an der C-28-Oldgpe und setzt sich mit Rhamnose und Xylose
fort. Diese Reste kdnnen dann um einen weitereketuylose oder Glucose) verlangert sein, an
der Fucose oder an der Rhamnose verzweigt seinie sawitere Modifikationen in Form von

Acetylgruppen oder Methoxyzimtsaureresten enthalten
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Die Gruppe enthalt einige der am starksten syngsgiszytotoxischen Substanzen die in dieser Arbeit
untersucht wurden. Die geringste Zytotoxizitatalsh geringste synergistische Zytotoxizitat zeigten
die Verbindungen AG 3 und AG 4 aAgrostemma githago. Dabei wurden diese nicht nur mit 1 nM
Saporin sondern in einem gesonderten Versuch authH mM Agrostin kombiniert. In keinem
Versuch zur Zytotoxizitat dieser Verbindungen k@miGs,- bzw. 1Gy(syn.)-Werte bestimmt werden.
Uberraschend war in diesem Zusammenhang, dasst selb€ombination mit Agrostin keine
Zytotoxizitatsverstarkung beobachtet werden konmteirde doch ein evolutiondr entwickeltes
Verteidigungssystem in der Kombination vermutet, dem die Komponenten aufRerordentlich gut
aufeinander abgestimmt waren und einen maximalék&hervorrufen wirden. AG 3 weist an C-28
ein an der Rhamnose mit einem Molekll Glucose veigigs Tetrasaccharid auf. Der Rest an C-28
von AG4 ist um eine Xylose erweitert. Einen ganlanlichen Rest, jedoch mit anderer
Verzweigungsstelle besitzen SA1641 und AE X55. éebindung AE X55 ist strukturidentisch zu
SA1641. Bei diesen Verbindungen tritt die Verzweigsstelle bereits an der Fucose auf. Der Zucker
der Seitenkette ist Chinovose, ein DesoxyzuckerX8k und SA1641 zeigten k> 10 pg/mL und
mit ICso(Syn.) von ca. 2 pg/mL eine deutliche synergistschytotoxizitatsverstarkung. Ganz
offensichtlich hat die Stelle der Verzweigung deskerrestes an der C-28-OH-Gruppe einen Einfluss
auf die synergistische Zytotoxizitatsverstarkung WIP-1. Dennoch zeigten Verbindungen, welche
entweder keine Verzweigung des Zuckerrestes durchitere Zucker vorwiesen, als auch
Verbindungen, bei denen sich der Zuckerrest erstzamiten Zucker verzweigte, mitunter starke
synergistische Zytotoxizitatssteigerungen. So besitdie Saponine NP-017777 und NP-017778 ein
lineares Trisaccharid an C-28, sind jedoch rit Bzw. -Methoxyzimtsdure am ersten Zucker, der
Fucose verestert. Die Verbindungen NP-017774, NP-02, NP-018110, NP-018109 und NP-
017888 sind erst am zweiten Zucker des Restes 28 @rzweigt und zwar mit Glucose oder dem
Diastereomer Galaktose. Diese Verbindungen sindcjedalle mit einem (NP-017772 bzw. NP-
018110 mit zwei) Essigsaureresten an der Fucosestest. NP-018109 ist zusatzlich miE-4
Methoxyzimtsaure an der Fucose verestert. Die Widtbig NP-017889 besitzt ein an der Fucose mit

Essigsaure verestertes unverzweigtes Tetrasaccharid

Interessant ist der Unterschied in der nicht-korigoian Zytotoxizitat zwischen NP-017774 und NP-
017889. NP-017774 besitzt ein Tetrasaccharid aB,Gv2lches am zweiten Zucker verzweigt ist und
welches an der Fucose einen Acetylrest tragt. Ribvidung zeigte eine moderate nicht-kombinierte
Zytotoxizitat sowie eine ausgepragte synergistischgotoxizitatsverstarkung. Demgegentber enthalt
NP-017889 an dieser Position ein unverzweigtesasaticharid, welches ebenfalls an der Fucose
einen Acetylrest tragt. Die Verbindung zeigte edwutliche nicht-kombinierte Zytotoxizitat sowie
eine schwache synergistische Zytotoxizitatsverstigk Verglichen mit dem nicht acetylierten
Saponin gleichen Aufbaus der Zuckerreste wie NRBQQ7gegeniber NP-017774, bringt die

Acetylierung der Fucose eine deutliche Steigerusigsynergistischen Zytotoxizitatsverstarkung von




Diskussion 101

RIP-1 mit sich. Fur NP-017889 ist dieser direkteryeich leider nicht moglich, da es hierfur keine
nicht acetylierte Entsprechung gibt. Eventuellds& grof3ere Raumnahme des Restes am C-28 von
NP-017889 fur die hbhere Zytotoxizitat gegenliberd4FP774 verantwortlich.

Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass schipagihile Verzweigungen wie z. B. Desoxyzucker
und / oder lipophile Substituenten wie z.B. Acgtybpen und p-Methoxyzimtsaurereste im
Zuckerrest an der C-28-OH-Gruppe eine beachtligig8tung der RIP-I-Zytotoxizitat ermdglichen
kénnen. Dies geht jedoch in den meisten Fallen anitheiner signifikanten Zunahme der nicht-
kombinierten Zytotoxizitat einher. Trotzdem weisentsprechend hohe Mean Ratio-Werte auf ein
eventuell geeignetes therapeutischen Fenster hém, dem der Abstand zwischen effektiv
(synergistisch) zytotoxischer Konzentration und mmoaicht toxischer nicht-kombinierter

Konzentration des jeweiligen Saponin grol3 genugiitie therapeutische Applikation sein kénnte.

4.3.5 Hydroxygypsogeninderivate als Aglykon

Zu dieser Gruppe gehdren vor allem jene SaponireQdillajasaure (16-Hydroxgypsogenin) als
Aglykon enthalten. Insgesamt wurden 15 Saponinedieéem Triterpen untersucht und ein Saponin
mit 2B-Hydroxygypsogenin als Aglykon. Dieses Saponin, dexbindung NP-017749, besitzt eine
Glucuronséure an der C-3-OH-Gruppe und eine Glucmseder C-28-OH-Gruppe. Auch die
Verbindung NP-012978 enthalt diesen Rest an Ceacje keinen Zucker an C-28 und Quillajaséaure
als Aglykon. Das Saponin NP-017779 enthélt eingyéieete Glucuronséure an C-3, eine Glucose an
C-28 und ebenfalls Quillajasaure. Alle drei Subztan(NP-017749, NP-012978, NP-017779) zeigten
weder eine synergistische Zytotoxizitatsverstarkwan Saporin, noch eine nicht-kombinierte
Zytotoxizitat und verhielten sich damit analog zierbindungen mit gleichen oder &hnlichen
Zuckerresten bei anderen Aglyka. Eine AldehydgrugpeC-4 allein scheint also keinen Einfluss auf
die Zytotoxizitat von RIP-I ausiben zu kénnen. Diesleutet im Weiteren, das der Einfluss des
Aglykons, beschréankt man die Variabilitdt auf OleasGrundgeriste, vernachlassigbar gering sein

wird.

Alle anderen untersuchten Verbindungen dieser Grupesitzen an C-3 das gleiche verzweigte
Trisaccharid aus Glucuronséure und Galaktose siwliese, wie alle Verbindungen aus der Gruppe
der Saponine mit Gypsogenin. Die Verbindungen NP8@5H, NP-017674, NP-017810 und AG1

besitzen an C-28 verzweigte Tetra- oder Pentasadehdie Verzweigungsstelle ist dabei stets der
zweite Zucker der langeren Kette, Rhamnose. DieWeigung bildet ein einzelnes Zuckermolekadil.
Gegenuber der auf3erst schwach ausgepragten Zyitibxind Zytotoxizitatssteigerung von Saporin
durch AG3 und AG4, zeigten die Saponine dieser @guschwache Zytotoxizitdten und

Zytotoxizitatsteigerungen. Warum sich das Verhali&ser Saponine von dem von AG3 und AG4
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unterscheidet ist nicht klar. Wahrscheinlich isgssl AG3 und AG4 unterdosiert wurden. Als
Isolationsprodukte enthielten diese nicht quanéfizare Mengen Ammoniumformiat, welche
Ruckstande aus dem Isolationsprozess darstelltgch die Verbindung NP-017675 zeigte keinen der
beiden Effekte. Das wurde so nicht erwartet, despo8ine mit Gypsogenin und einem im Zuckerrest
des C-28 abzweigenden Desoxyzucker wie Chinovoggeredeutliche Zytotoxizitatssteigerungen
von Saporin. Allerdings zweigte Chinovose bei diesaponinen bereits am ersten Zucker des
Saccharids, der Fucose ab. Auch andere die Lipeptids Zuckerrestes erhéhende Gruppen wie
Acetylreste oder p-Methoxyzimtsaureresten warerdastens an dieser Position gebunden. Das zeigt,
dass die Position der Verzweigung der Kette eirghtige Rolle spielt. Eine Verzweigung sollte flr
eine ausgepragte Zytotoxizitatsteigerung von Rtinnach am ersten Zucker des Restes an C-28
auftreten und muss nicht zwingend durch einen Zuekelgen. Desoxyzucker oder andere lipophile
Gruppen kommen zur Verzweigung in Frage. Dies eeitfts Saponin SA1657, welches sich damit
analog zu der strukturverwandten Verbindung SA18MLGypsogenin verhielt. Auch das Auftreten
dieser Gruppen an gewohnlichen Zuckern wie Rhamstegerte Zytotoxizitat von RIP-I deutlich.
War der abzweigende Zucker jedoch ein gewohnlidhueker ohne derartige Gruppen und auch kein
Desoxyzucker, war der synergistisch zytotoxizittstarkende Effekt nur gering, wenngleich eine
signifikante, konzentrationsabhangige nicht-kondit@ Zytotoxizitat, wie bei Substanz NP-003881

messbar war.

Ab einer gewissen GréRRe, Komplexitat und Lipophdies Zuckerrestes an C-28 ist eine deutliche
Zunahme der nicht-kombinierte Zytotoxizitat zu wchnen, wie bereits beim Vergleich von NP-
017774 und NP-017889 vermutet wurde. So zeigtenveibdindungen NP-017705 (sechs Zucker,
doppelt verzweigt, ein Acetylrest), NP-017773 (fulucker, einfach verzweigt, zwei Acetylreste),
NP-017776 und NP-017775 (funf Zucker, einfach veigiy ein Acetylrest) sowie AG2 (fiinf Zucker,
doppelt verzweigt) dies sehr deutlich. Auch Verbingen mit Gypsogenin NP-017888 und NP-
018108 (funf Zucker, einfach verzweigt, ein Acedgl), NP-017772 und NP-018110 (vier Zucker,
einfach verzweigt, zwei Acetylreste) und NP-0181@@r Zucker, einfach verzweigt, ein Acetylrest,
ein p-Methoxyzimtsaurerest) zeigten dies. Die Mieadbingen NP-017677 (vier Zucker, unverzweigt)
und NP-017676 (funf Zucker, einfach verzweigt), ebel an der Fucose mit einem langkettigen Rest

verestert sind zeigten eine signifikante nicht-karidste Zytotoxizitat.

AG1 und AG2 zeigten sowohl in Kombination mit 1 r8&porin als auch in Kombination mit 1 nM
Agrostin jeweils eine vergleichbare, mit 1 nM Sapdeicht starkere synergistische Zytotoxizitat.
Eine weitere Verstarkung des synergistischen Eteldurch die Kombination mit dem RIP des
Ursprungs der gleichen Art, wurde also nicht bebteic Eine Bestimmung und ein Vergleich
Adenin-Abspaltaktivitat der beiden RIP-I, um bezéiglder synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung

gleiche Bedingungen sicherzustellen, wurden jedudt durchgefihrt.
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4.3.6 Sonstige Saponine

Diese Gruppe untersuchter Saponine besal? vor @fgyka, welche nicht von Oleanan-Typ waren
oder/und Zuckerreste, welche an anderen Positi@®rder C-3-OH-Gruppe oder der C-28-OH-
Gruppe gebunden waren. Dennoch zeigten einige Ndwbgen deutliche synergistische
Zytotoxizitatsverstarkungen von 1 nM Saporin. Eiar§leich dieser Verbindungen zeigt, dass dies
vor allem Verbindungen sind, die, unabhéngig vom Besition, Uber einen Zuckerrest einer
bestimmten MindestgroRe verfigen. Diese Mindestgré@heint ein verzweigtes Trisaccharid zu
erflllen. So zeigten das Saponin AS64R, welchesvemweigtes Trisaccharid an der C-28-OH-
Gruppe besitzt, das Saponin AS6.2, welches zuskiteln Molekil Galaktose an der OH-Gruppe der
C-23-Carboxylgruppe un@-Ascin, welches ein verzweigtes Trisaccharid an @e3-OH-Gruppe
besitzt eine synergistische Zytotoxizitatssteiggrurei geringer nicht-kombinierter Zytotoxizitat.
AS64R und AS6.2 enthalten Gypsogeninsaure als Aglyg-Ascin Protoaescigenin, ein Triterpen,
welches am E-Ring zusatzliche OH-Gruppen besitgicke in diesem Fall mit Essigsaure und
Angelikasaure verestert sind. Auch die Aglyka dap@ine aus Teesamen, Teaseedsaponin | und J
sowie Assamsaponin F sind an diesen OH-Gruppeingelikasdure und Essigsaure verestert. Das
Aglykon von Assamsaponin F ist an der Gxdi8ydroxylgruppe zusétzlich mit Essigsaure verestert
Alle drei Saponine tragen an der C-3-OH-Gruppeveirzweigtes Tetrasaccharid, welches Uber eine
Glucuronséaure an das Aglykon gebunden ist. Teaapeds | und J verstarkten die Zytotoxizitat von
Saporin synergistisch bei moderater nicht-kombiaieZytotoxizitat. Assamsaponin F zeige eine
verglichen mit anderen Saponinen schwache nichtkuerte Zytotoxizitat, jedoch auch eine
schwache Zytotoxizitatssteigerung in Kombinationt 8&porin. Das Aglykon entspricht bis auf dem
Acetylrest an C-16 dem Protoaescigenin. Der Austaednes Angelikasaurerestes am E-Ring gegen
einen Acetylrest mag eine geringere Zytotoxizitétlibgen. Ein zusatzlicher Acetylrest an C-16 mag

jedoch eine Stdrung bei der synergistischen Zytotidtsverstarkung darstellen.

Auch Primulasaure 1 konnte die Zytotoxizitat vorp&an steigern. Auch diese Verbindung enthalt
ein ahnliches verzweigtes Tetrasaccharid wie Tessg®nin | und J. Ihr fehlen jedoch zuséatzliche
Hydroxylgruppen am E-Ring. Dennoch ist die gemessggtotoxizitdt (kombiniert und nicht-

kombiniert) vergleichbar mit jener der beiden Sapen

Digitonin enth&lt das Steroid Digitogenin als Aglyk An einer C-3-OH-Gruppe ist ein verzweigtes
Pentasaccharid gebunden, welches keine UronsautiedltenVerglichen mit anderen stark

zytotoxischen Saponinen zeigte Digitonin eine dehd aber schwachere nicht-kombinierte
Zytotoxizitat. Auch eine Zytotoxizitatsverstarkungn Saporin war messbar, jedoch nur schwach.
Eine mdgliche Ursache hierfur kénnte das Aglykon\derbindung darstellen, welches sich sehr stark

von sich als geeignet herausgestellten OleananFfiygrpensaponinen unterscheidet.
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4.3.7 Schlussfolgerungen aus den Zytotoxizitatsuntersucimgen der Saponine

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass, emma moglichst starke synergistische

Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I zu erzielen, i bgleichzeitig moglichst geringer nicht-

kombinierter Zytotoxizitat, ein Saponin idealerveefslgende Strukturmerkmale aufweist:

Triterpen von Oleanan-Typ

Verzweigtes Trisaccharid der ForfGal-(12>2)-[Xyl-(1>3)]-GIcA-|, bei welchem die
Glucuronséaure glycosidisch an der C-3-OH-GruppeAdsgkons gebunden ist

Verzweigtes Tetrasaccharid, bei dem eine Fucoserag8y an der C-28-OH-Gruppe
gebunden ist oder ein unverzwiegtes Trisacchagitigér Bindung zum Aglykon
p-Methoxyzimtsaure, ein Desoxyzucker oder ein Alcesy an der Fucose gebunden

molekulare Masse > 1500 Da

Die Abbildung 54 soll dies veranschaulichen undtiziom Vergleich auch Strukturmerkmale auf, die

sich als ungeeignet erwiesen haben (nach Bottger 013)).
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die eine ausgepragte

Abb. 54 Darstellung der essentiellen Strukturmerkmale,

synergistische Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I ermoglichen, bei geringer nicht

kombinierter Zytotoxizitit des Saponins. Essentielle Strukturmerkmale sind mit v

gekennzeichnet. Diese missen in ihrer Gesamtheit in der Verbindung vorhanden sein.
Mit % gekennzeichnete Strukturelemente verhindern entweder eine synergistische

Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I oder erhéhen die nicht kombinierte Zytotoxizitat

des Saponins. Ein einzelnes dieser Strukturelemente reicht dazu bereits aus.
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4.4 Untersuchung der synergistischen Zytotoxizitatsvetsirkung eines RIP-I/Ligand-

Proteinkonjugats an Ligandenrezeptor-positiven Zekn

Durch die Koppelung des RIP-I Saporin an den LiganBGF ist es moglich die Konzentration des
RIP-I in der unmittelbaren Umgebung einer Liganéeeptor-positiven Zielzelle, namlich an der
Zellmembran, durch die Bindung des Liganden aneseiRezeptor deutlich zu erhéhen. Dadurch
kénnen Konzentrationen eingesetzt werden, welch&iiglzellen zytotoxisch sind, Nicht-Zielzellen
jedoch weitestgehend unbeeinflusst lassen (Heislak,, 2003). Im Vergleich zur Konzentration nicht
an ligandengekoppelten Saporins sollte die fir eytetoxische Reaktion bendtigte Konzentration
von Saporin, welches ligandengebunden ist, in eidelsystem mit Zielzellen des Liganden deutlich
niedriger sein. Wie in 3.2.5 dargelegt, wurde iTd&GF-Rezeptor-positiven NIH-3T3/HER14-
Zellsystem tatsachlich nur ein Zehntel der Konzditn von Saporin-EGF, verglichen mit der
Konzentration Saporin im ECV-304-Zellsystem, fle diuslosung einer maximalen Zytotoxizitét in
Kombination mit 1,5 pg/mL Saponinum album bzw. 3rlg SA1641 bendtigt. Dies spiegeln auch
die jeweils berechneten §\Werte wieder. So konnte in Kombination mit 1,5mb/ Saponinum
album fir Saporin an ECV-304-Zellen einesG3lon 485 pM (MTT-Assay) und fur Saporin-EGF an
NIH-3T3/HER14-Zellen eine G von 70 pM (MTT-Assay) bestimmt werden, was einer X0-fach
hoheren Zytotoxizitdt entspricht. Bachran et alO0& konnten eine wesentlich deutlichere
Zytotoxizitatsverstarkung von Saporin-EGF an EGREdpeor-positiven HER14-Zellen (gl =
0,18 pM) gegenuber Saporin an NIH-3T3-Zellen 5(G+ 500 pM), jeweils in Kombination mit
1,5 pg/mL Saponinum album, verzeichnen. Dies emtsipeiner ca. 2800-fach hoheren Zytotoxizitat.
Die Griinde der in dieser Arbeit erzielten geringsmotoxizitatsverstarkung mogen vielseitig sein.
Probleme mit der eingesetzten Charge Saporin-E@Fin@er Gehalt funktionsfahiger Konjugate)

kommen ebenso in Frage, wie der Zustand der vemtendelllinie (geringe Expression des EGFR).
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4.5 Untersuchungen zur Oberflachenaktivitat von ausgewlditen Saponinen

Die Oberflachenaktivitat von Saponinen lasst sichzwei Bereiche gliedern. Zum einen ist der
Einfluss auf biologische Membranen wie z. B. Zelineanen bekannt. Zum anderen tben Saponine
auch einen Einfluss auf physikalische Oberflachenjane von Fliissigkeiten an der Phasengrenze zur
Gasphase (z.B. Wasser zu Luft) aus, was als eibserfkung der Oberflachenspannung der
Flissigkeit messbar ist. In dieser Arbeit wurde Aesammenhang zwischen diesen Eigenschaften
untersucht. Ein Zusammenhang zwischen diesen isteswegs selbstverstandlich. Bereits beim
Einfluss von Saponinen auf biologische Systeme gjrml3e Unterschiede moglich. So ist eine
generelle Korrelation zwischen der Saponin typiachidamolyse und der Zytotoxizitat fur
Steroidsaponine nicht feststellbar (Wang et alQ720Wahrend die hamolytische Aktivitat vor allem
von der Art und Anzahl der Zucker des Saponins kéagen scheint, scheint das zytotoxische
Potential der Steroidsaponine vor allem von der da$ Aglykons und von der Anzahl der damit
verbundenen Zuckerreste abzuhdngen (Liu et al.3)2(ies legt nahe, dass beiden Aktivitaten
unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen. Eoerelation kénnte auch zwischen dem
Zellmembran permeablilisierenden Potential undidanolytischen Aktivitat vermutet werden. Doch
in Versuchen von Gauthier et al. (2009) konnte éidenolytische Aktivitdt nur fir Saponine mit
Aglyka vom Oleanan-Typ gemessen werden, nicht jeddc Saponine mit Aglyka von Hopan-Typ.
Eine permeablilisierende Wirkung auf Zellmembrazeigten allerdings alle untersuchten Saponine.
Ein Zusammenhang ist also selbst zwischen diesaflathenassoziierten Eigenschaften von

Saponinen nicht zwingend vorhanden.

Zellmembranen kénnen nach dem Flissig-Mosaik-Modetl Singer & Nicolson (1972) auch als
flissige oder flieRende Oberflachen aufgefasst ererBiese kdnnen sich, unter Vernachlassigung des
komplexen Aufbaus von Zellmembranen, ahnlich dererfchen von Flussigkeiten verhalten.
Insbesondere die Oberflache von Wasser bieteteciRayallelen zu diesem Model. So ordnen sich
Wassermolekile im flissigen Zustand in sehr kutizgéiestehenden Clustern an (Mathias & Marx,
2007). Diese sind ahnlich den Bereichen hdherer nindriger Viskositat und Durchléssigkeit in
biologischen Membranen. Zum naheren Verstandnidrderaktion von Saponinen mit Membranen
kann es also hilfreich sein zu wissen, in welchezid®' ganz unterschiedliche Saponine mit den
Oberflachen wassriger Loésungen interagieren. Dadbeds sinnvoll die gewonnenen Ergebnisse mit
anderen bekannten oberflichenassoziierten Eigefteschavie etwa der Membrantoxizitat bzw.
Membranpermeabilisierung dieser Substanzen zu eielgin. Ein solches vergleichendes Modell
kdnnte aufzeigen, ob die Membranaktivitat einigap&ine einem spezifischen Mechanismus
unterliegt, welcher auf die Zusammensetzung bisldggr Membranen angewiesen ist, oder ob die
Membranaktivitat nur physikalischen Gesetzen umeigrlund ungerichtet an jeder Art von Oberflache

auftreten kann.
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In dieser Arbeit wurde dazu die Verringerung dere@ichenspannung wassriger Losungen durch
den Einfluss von verschiedenen Saponinen bei viedehen Konzentrationen bestimmt und diese
Ergebnisse mit der membranpermeabilisierenden Wgkdieser Saponine auf Zellmembranen
korreliert. Bei den Versuchen zur Verringerung @drerflachenspannung wurde auch die Kritische
Mizellbildungskonzentration (CMC) bestimmt. Aul3emdevurden die Zytotoxizitat der Saponine und
die membranpermeabilisierende Wirkung miteinanaggghchen. Anschlieend wurde versucht, die

gewonnenen Erkenntnisse auf die Strukturen dersutbten Substanzen zu beziehen.

Es wurden Substanzen ausgewdahlt, welche ein métlreites Spektrum der strukturellen Vielfalt
von Saponinen abdecken. Dazu z&hlten: monodesrmosaliTriterpensaponine-Hederin,-Ascin,
Glycyrrhizinsaure, Primulasaure 1), bisdesmosidisthterpensaponine (Hederacosid C), Triterpene

(Glycyrrhethinsaure), Steroidsaponine (Digitonimg&nosid Rg2) und Steroidg-$itosterol).

Zur Bestimmung der Oberflachenspannung wurde eimsideneter mit Wilhelmy-Platte verwendet.
Die Methode mit Verwendung einer Wilhelmy-Plattesite gegentber der Methode, bei der ein Ring
nach Du Noly verwendet wird eine grolRere Robusth®d wird bei der Ringmethode die
Flussigkeitsoberflache durch die Messung immer siagkstort. Das macht insbesondere Messungen
schwierig, bei denen grofRe Molekile gel6st sind biddenen in der Lésung Substanzen geldst sind,
die im Diffusionsgleichgewicht mit der Grenzflackehen. Beides kann fir Saponine angenommen
werden. Weiterhin missen bei der Plattenmethodiintrate Parameter der Messlésung, wie z. B. die
Dichte oder das Gewicht der hochgezogenen Flussstfkaelle nicht berticksichtigt werden (Kriss,
2013).

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat wurde das gleidb@V-304-Zellmodell verwendet, in welchem
auch die Zytotoxizitat aller anderen in dieser Arhentersuchten Saponine ermittelt wurde. Eine
Auswertung erfolgte mittels MTT-Assay und DNA-Quéinterung. Die Membrantoxizitat wurde
durch einen LDH-Assay ebenfalls an ECV-304-Zellemittelt. Wahrend die Erfassung der
Zytotoxizitat durch DNA-Quantifizierung eine Art hgzeitbeobachtung (Inkubationszeit 72 h)
darstellte, bei welcher geringere Konzentrationen antersuchten Substanzen eingesetzt wurden,
erfasste die mittels LDH-Assay bestimmte Membraizitdt, bei welcher sehr viel hohere
Konzentrationen der untersuchten Substanzen eitmjeseurden, vor allem eine akute
(Inkubationszeit 2 h) Wirkung. Beim Vergleich voligameiner Zytotoxizitdt und Membrantoxizitat

sind drei Szenarien denkbar:

1. Zytotoxizitat und Membrantoxizitat einer Subgtaind vergleichbar stark ausgepragt.
2. Eine Substanz zeigt eine ausgepragte Membraittib@ber kaum Zytotoxizitat.

3. Eine Substanz zeigt eine ausgepragte Zytotékialier kaum Membrantoxizitat.
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Ein Blick in Tabelle 11 zeigt, dass Fall Nr.1 fdre meisten der untersuchten Verbindungen
zutreffend ist. Dies lasst wiederum die Vermutungdass die verursachte Zytotoxizitadt Mechanismen
unterliegt, welche malf3geblich durch die Membramitéi der Stoffe bedingt sind. So lange ein
bestimmter Grad der Membranschadigung nicht Ubetsah wird, konnen zellulare
Reparaturmechanismen diesen Schaden beheben ubdteéende Zelle bleibt proliferationsfahig.
Wird dieser Grad Uberschritten, die Zelle irrepatageschadigt, leitet die Zelle die Apoptose em. |
Extremfall fihrt bereits die untersuchte Substaglbst zur Zelllyse. Diese Betrachtungen schlieRen
ein Auftreten des Falls Nr. 2 praktisch aus. Fall Nimpliziert, dass eine durch eine Substanz
ausgeloste Zytotoxizitat durch einen anderen Meshars verursacht wird als durch die irreparable

Membranschadigung. Ein solcher Fall wurde nuf3itosterol beobachtet.

Um nun eine Korrelation zwischen den Einflissen datersuchten Saponine auf biologische
Oberflachen und auf physikalische Oberflachen antifizieren, wurden die gewonnenen Daten in

ein Streudiagramm eingetragen (s. Abbildung 55).
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Abb. 55. Streudiagramm  zur Korrelation zwischen Membrantoxizitdit und
Oberflachenspannungsverringerung (nach Boéttger et al. (2012)). Das Streudiagramm
tragt fur jede Verbindung die Konzentration der halbmaximalen Verringerung der
Oberflachenspannung als OCs;, gegen die Konzentration der halbmaximalen LDH-
Freisetzung als 1C5y ab. Die maximale Verringerung der Oberflaichenspannung wird bei
der Kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) erreicht, wenn eine weitere Erhéhung
der Stoffkonzentration nicht in einer weiteren Verringerung der Oberflaichenspannung
resultiert, sondern in der Bildung von Mizellen. Die maximale LDH-Freisetzung wird
durch vollstindige Lyse der Zellen erreicht. Sie wird durch eine Kontrollsubstanz
bestimmt. Nicht dargestellt sind Glycyrrhizinsdure und Hederacosid C. Beide
Verbindungen verursachten derart geringe Membranschdden, dass die
Loslichkeitsgrenze erreicht wurde, bevor eine halbmaximale LDH-Freisetzung gemessen
werden konnte und somit kein ICsp-Wert bestimmbar war. Die dargestellte
Regressionsgerade dient der Beurteilung eines Zusammenhangs beider Parameter.

Eine Geradengleichung hat die Formel: y = 25,35 - 10° x + 6,33.

Regressionskoeffizient R? = 0,9384.

Das Streudiagramm zeigt einen deutlichen Zusamnmgnhbaischen der Membrantoxizitat, bestimmt
als Freisetzung des intrazellularen Enzyms Laktgtdiegenase (LDH), und der Verringerung der
Oberflachenspannung einer wassrigen Lésung. Dasrgaflie Vermutung zu bestéatigen, dass beide
Phanomene durch unspezifische Prozesse ausgelid¢nyavelche einzig durch den amphiphilen
Charakter der Strukturen der Verbindungen und denidverbundenen Stérung der Ausbildung
regelmafiger Grenzflachen bedingt sind. Andere tdnthungen zur Interaktion von Saponinen und
biologischen Oberflachen deuten neben unspezifis€éhrezessen auch auf Vorgéange hin, bei denen
das Cholesterol von Zellmembranen und dessen Bessoihg eine Rolle spielen. 1962 konnten
mittels Elektronenmikroskopie erstmals Poren inalin Membranen durch die Behandlung mit
Saponinen beobachtet werden (Dourmashkin et a62)1®abei stellte sich das Vorkommen von

Cholesterol in den Membranen als essentiell hgi@lauert et al., 1962). Schldsser (1969) unternahm
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Versuche, in denen die Saponin induzierte Hamotiigeh den Zusatz von Cholesterol verhindert
werden konnte. Er schlussfolgerte daraus, dasse€teobl und Saponine Komplexe bilden und
Saponine derartige Komplexe normalerweise dadunttherh dass den Membranen der roten
Blutkdrperchen (und anderer Zellen) Cholesterok@mtn wirde und es somit durch den Verlust
dieses membranstabilisierenden Molekuls zur Zarader Membran kommt. Durch den Zusatz von
freiem Cholesterol komplexieren Saponine mit diesend sind nicht mehr in der Lage den
Membranen der roten Blutkdrperchen Cholesterol aiziehen. Eine Hamolyse bleibt somit aus.
Schldsser (1969) beobachtete auRerdem, dass gor jglhe Saponine mit Cholesterol komplexierten,
die bereits in geringen Konzentrationen (ca. 2 8Ly zu vollstandiger Hamolyse fihren. Saponine,
die nur in wesentlich héheren Konzentrationen (& g§/mL) Hamolyse auslésten, bildeten dagegen
kaum Komplexe mit Cholesterol. Zu ersteren zahlemmhch die auch hier untersuchten Saponine
a-Hederin, B-Ascin, Digitonin, Primulasaure 1 und einiggypsophila-Saponine, wie sie etwa in
Saponinum album vorkommen. Diese Beobachtung ligistée in dieser Arbeit flr diese Substanzen
gemessenen niedrigensfWVerte im LDH-Assay und deren hohe Membrantoxizitidtl somit auch
Zytotoxizitat, welche demzufolge hauptsachlich dumdie Interaktion mit dem Cholesterol der
Zellmembranen bedingt ist (Mouritsen & Zuckerma2®Q4; Nishikawa et al., 1984). Hu et al. (1996)
zufolge sind bisdesmosidische Saponine mit Zuck&srean C-3 und C-28 jedoch auch in der Lage
kinstliche Membranen, welche kein Cholesterol dtghazu lysieren, wahrend monodesmosidische
Saponine, welche nur mit einem Zuckermolekil an @&funden, sind diese Membranen nur dann
lysieren, wenn sie Cholesterol enthalten. Offergeantigen bei bisdesmosidischen Saponinen, welche
mit mehreren Zuckern ein bestimmtes Verhéltnis vogmrophilen zu hydrophoben (Aglykon)
Strukturanteilen erreichen die dadurch erzeugtephgrhilen Eigenschaften, um die Ordnung der
Membranlipide zu (zer-)stéren und so eine Lyse trawufen (Voutquenne et al., 2002). Dies
schlie3t die Komplexierung von Cholesterol aus esi@rolhaltigen Membranen als parallelen
membrantoxischen Mechanismus nicht aus. Ein zudézl Mechanismus der die membrantoxischen
Einflusse verstarken kann und somit zu einer Erhghides zytotoxischen Potentials einer Substanz
betragt, ist fur einige Steroidsaponine wie Digitoheschrieben. Demnach sind diese Verbindungen
in der Lage, die NaK*-ATPase zu hemmen (de Souza et al., 2004; Kurodh, e1995; Liang et al.,
1976; Mc Anuff et al., 2005; Mimaki et al., 1998)v&, 2005). Dieses Transmembranprotein ist fur
die Aufrechterhaltung der Ladungsgradienten undrgigulierung des Zelldrucks verantwortlich (Hall
& Guyton, 2006). Bei einer Hemmung des Enzyms kasninsbesondere wenn weitere Saponin
induzierte Schaden der Zellmembran einen Einstromlenen (z. B. N§ aus dem Extrazellularraum
zulassen, zu einem derart starken Anstieg desrdekd kommen, dass die Membran reil3t bzw. die
Zelle platzt. Durch die Verbindung eines verzweaigRentasaccharids und dem Aglykon Digitogenin
bei Digitonin durfen fir die Substanz ausgepragtepldphile membrantoxische Eigenschaften

angenommen werden. Zusammen mit einer Hemmung deKNATPase der Zellmembran kann
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somit die starke Zytotoxizitat dieses Saponins&tkiverden. Dass die Substanz uber ausgepragte

amphiphile Eigenschaften verfiigt, zeigen auch gidrigen OGy-Werte.

Kleinere monodesmosidische Triterpensaponine siadrscheinlich nicht in der Lage die Ordnung
der Zellmembranlipide durch den Einfluss ihrer aipptien Bindungskrafte zu stéren und Uben eine
Membrantoxizitdt dann nur durch die Interaktion rdém Membrancholesterol aus. Auch das
Aglykon selbst besitzt also einen entscheidendefiusis auf die Membrantoxizitat und somit auch
auf die Zytotoxizitdt. Abgesehen von einigen Stdsaponinen, welche einen spezifischen
Mechanismus zur Verstarkung der Zytotoxizitat ustiizen, besitzen Saponine mit dem Aglykon
Oleanolsaure verglichen mit Saponinen mit anderglyka das hdchste membran- und zytotoxische
Potential (Gauthier et al., 2009; Podolak et @1®. Wie die Untersuchungen zur Zytotoxizitat der
Saponine in Tabelle 9 zeigten, haben leichte Mkalifbnen dieses Grundgeristes, welche z. B. die
Triterpene Gypsogenin, Quillajasaure, sowie antigdzoxylierte Varianten ergeben, keinen Einfluss
auf die Zytotoxizitat. GrolRere Abweichungen vonsdie Grundkdrpern kdnnen dann, fehlen zudem
geeignete Zuckerreste, die Membrantoxizitat stdskchwéachen. Dieser Fall darf den Daten aus
Tabelle 10 und Tabelle 11 folgend, welche fur Gmesed Rg2, Glycyrrhizinsdure sowie fur das
Aglykon Glycyrrhethinséure, sehr geringe Membrand Wytotoxizitatswerte zeigen, angenommen
werden. Ebenso darf aus den Strukturen auf mafigiahile Eigenschaften geschlossen werden,
welche ebenfalls bei den Untersuchungen zur Olddidspannungsverringerung bestatigt wurden.
Ginsenosid Rg2 ist dartber hinaus im Gegensatzderan Steroidsaponinen nicht in der Lage die
Na'-K*-ATPase zu hemmen und kann nicht auf diesen zyiwtatsverstarkenden Mechanismus

zuruickgreifen. Ein Glykosid am C-6 ist dafur offanthinderlich (Chen et al., 2008).

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Saponinehevein ausgewogenes Verhaltnis von hydrophilen
zu hydrophoben Strukturbereichen besitzen, wie t@gm dlr bisdesmosidische Saponine einer
gewissen GréRRe (geschatzte M1000 Da) und monodesmosidische Saponine mit diestimmten
Mindestanzahl von Zuckermolekilen (geschatzt mireudreffen mag, eine Membrantoxizitat sowohl
durch eine unspezifische Stérung der Membranlipigeursachen koénnen, als auch durch die
spezifische Komplexierung und den Entzug des stédsénden Membrancholesterols. Derartige
Saponine besitzen auf Grund ihrer ausgepragteniphifgm Eigenschaften auch ein gro3es Potential
zur Verringerung der Oberflachenspannung wasstigeungen. Die Art des Aglykons kann sowohl
zur Verstarkung als auch zur Abschwachung der biegnen Effekte beitragen, wie etwa durch
zytotoxizitatsverstarkende Wirkung der Hemmung dbla’-K*-ATPase durch bestimmte
Steroidsaponine. Kleinere monodesmosidische Sapoomd einige Aglyka besitzen zu geringe
Tensideigenschaften um die Zellmembran unspezifiscistoren. Thre Membrantoxizitat beruht vor
allem auf der Komplexierung und dem Entzug des Mamtholesterols. Geringere

Tensideigenschaften bedingen somit auch ein geving®tential zur Verringerung der
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Oberflachenspannung wassriger Losungen. Somitrist orrelation zwischen der Verringerung der
Oberflachenspannung und der Membran- und Zytot@tidurch die Struktur der Saponine und deren
unterschiedliche starke spezifische als auch uifsggde Wechselwirkungen mit den jeweiligen

Grenzflachen bedingt.

4.6 Untersuchungen zur Beeinflussung des Membrancholesbls

Die Vermutung, dass die Zytotoxizitdt der meistentefpensaponine auf der Zerstérung der
Zellmembran basiert, wurde bereits durch zahlreiEkperimente vieler Gruppen bestatigt. Dabei
kommen Wechselwirkungen mit dem Membrancholestiarélbh&ngigkeit von der Struktur und der
Konzentration des eingesetzten Saponins eine tdagBwolle zu. Vorstellbar ist dabei auch, dass es
bereits bevor zytotoxische Effekte messbar werdennieraktionen zwischen Saponinen und dem
Cholesterol der Zellmembran kommt. Vor dem Hintengt des bisher bekannten Mechanismus der
synergistischen Zytotoxizitatsverstarkung von RIRHIrch subtoxische Konzentrationen von
bestimmten Saponinen, kam die Frage auf, ob eir@nBassung des Membrancholesterols durch
diese Saponine mit dem Auftreten synergistischtagkter RIP-I-Zytotoxizitat korreliert. Dabei war
auch die Frage von Interesse, ob Saponine, welohegleichen Konzentrationsbereich keine
Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I zeigten, auads dMembrancholesterol weniger oder gar nicht

beeinflussen.

Die Erkenntnis von Weng et al. (2012b), dass dieesyistische Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I
mafgeblich durch die Saponin abhéngige endosomeiseEzung der Proteintoxine verursacht wird,
gibt Grund zu der Annahme, dass Saponine, welch&eeer bereits in die Endosomenmembran
integriert sind oder welche an das Proteintoxin ugelen sind, mit dem Cholesterol in der
endosomalen Membran interagieren. Bei einer soldheraktion ist es einerseits denkbar, dass
Saponine das Membran stabilisierende Cholestersldan Endosomenmembran herauslésen oder
andererseits mit dem Cholesterol in der Endosomerbrean Komplexe bilden. In beiden Fallen
wirde dies zu einer Destabilisierung der Membrad mar Erhéhung der Membranpermeabilitat
fuhren (Augustin et al., 2011). Die erhdhte Pernigabmag fur den Durchtritt des Proteintoxins in
das Zytoplasma ausreichen. Eventuell bewirken diphgphilen Eigenschaften der pH-abhéangig an
das Proteintoxin gebundenen Saponine hierbei auh At ,Schmierseifeneffekt®, welcher den

Membrandurchtritt zusatzlich erleichtert.
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4.6.1 Entwicklung eines zellbasierten Modells zur Unterschung der Beeinflussung des

Membrancholesterols durch Saponine

Um diesen Theorien nachgehen zu kénnen, sollte @inswahl von Saponinen, welche in
Konzentrationen < 10 pg/mL deutlich die Zytotoxazivon 1 nM Saporin verstarken konnten sowie
von Saponinen, welche in diesem Konzentrationstierkeine zytotoxizitéatsverstarkenden Effekte
zeigten in einem Modell hinsichtlich der Beeinflusg des Cholesterolgehalts von Zellmembranen
untersucht werden. Dieses zellbasierte Modell esatftdioaktiv markiertes Cholesterol verwenden.
Radioaktives Cholesterol bietet den Vorteil, dasssieh chemisch und in seinem physiologischen
Verhalten nicht von nativem Cholesterol unterscéeidRadioaktives Cholesterol kann in der
Zellmembran die gleiche Stabilisierungsfunktion rilgdhmen wie natives Cholesterol.
Fluoreszenzmarkiertes Cholesterol besitzt an di&elle den Nachteil, dass dieses an ein recht
volumindses Fluorophor gebunden sein muss, weldrestruktur des Gesamtmolekul derart stark
verandert (vergrof3ert), dass die Funktion in ddinanbran erheblich beeintrachtigt wird (Meyer et
al.,, 2012). Als radioaktives Cholesterol wurde iresgr Arbeit tritiummarkiertes Cholesterol

(3H-Cholesterol) verwendet. Eine Detektion erfalgtch Szintillation.

Bei der Beeinflussung des Membrancholesterols ddrelSaponine, sollten diese das 2H-Cholesterol
in gleichem MalRRe beeinflussen. Dies setzt wiederaraus, dass 2H-Cholesterol in der Zellmembran
neben nativem Cholesterol vorhanden ist. Dorthih dieses durch passive Diffusion gelangen und
dann ebenso wie natives Cholesterol in einem dys@ren Gleichgewicht mit nicht-
membrangebundenem Cholesterol (radioaktiv und aitiw Uberstand stehen. Um dies zu
gewahrleisten wurde das zellbasierte Modell zurtdcharakterisiert: Um aktive Transportprozesse,
welche etwa das Cholesterol aus dem Uberstanduals aus der Zellmembran in das Zytoplasma
beférdern, auszuschlielRen, wurde die zeitabhdngligaahme von 3H-Cholesterol sowohl mit als
auch ohne Kihlung auf 0 °C untersucht. Sollte CGltelel einem aktiven Transport unterliegen,
wirden die das dynamische Gleichgewicht und dientsp@ Integration von 3H-Cholesterol in die
Membran erheblich stéren. Durch eine Kihlung uite€ kommen derartige Transportprozesse zum
Erliegen (Kostyuk et al., 1972; Ring et al., 198Bin Vergleich der Ergebnisse aus 3.4.1,
Abbildung 44  (gekuhlte 3H-Cholesterolaufnahme) un8.4.2, Abbildung 45 (ungekihlte
3H-Cholesterolaufnahme) zeigt in beiden Fallen mir@nzentrationsabhangigen und linearen
Zusammenhang, welcher sich auch im Anstieg nahézichyy Ware Cholesterol mit ungekihlten
Versuch aktiv transportiert worden, sollte ein tlebier Unterschied beim konzentrationsabhangigen
Anstieg des zellularen 3H-Cholesterolgehalts smhtisein, wobei der konzentrationsabhangige

Anstieg im ungekihlten Versuch grof3er ware.
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In einem weiteren Versuch wurde die Sattigbarkeg Diffusionsprozesses Uberprift. Ein gesattigtes
System waére insofern von Nachteil, als das der Zugan nicht markiertem Cholesterol, etwa durch
den Einsatz von Serum enthaltenden Kulturmediea, Adlifnahme von 3H-Cholesterol verringern
wirde. In diesem Fall stinden markiertes und nat@&olesterol in Konkurrenz bei der passiven
Diffusion in die Membran. Deshalb wurde die passideCholesterolaufnahme unter Zusatz nativen
Cholesterols untersucht. Dabei war die Konzentnabis zu 100-fach héher als die Konzentration des
radioaktiven Cholesterols. Mit 2 x 10 lag die Konzentration des nativen Cholesterabai bei
einem Zehntel des durchschnittlichen Gesamtchatdsten Serum. Dieses liegt jedoch zum gréRten
Teil (> 75 %) mit Fettsduren verestert oder/undPasteine gebunden und nicht frei vor (Réschlau et
al., 1974). Unter dieser Berucksichtigung und diarss der Serumanteil mit Zellkulturmedium ca.
10 % betrug, stellte eine Cholesterolkonzentration 2 x 10" M bereits eine héhere Konzentration
dar als durch den Einsatz serenhaltiger Kulturmedieaximal erwartet werden konnte. Die
Abbildung 45 zeigt, dass die Aufnahme des 3H-Chetets durch den Zusatz von nativem

Cholesterol nicht beeinflusst wurde und konzerdreabhangig linear verlief.

In einem weiteren Versuch wurde die 3H-Cholesterfolanme in zeitlicher Abh&ngigkeit untersucht.
Diese sollte fur eine gute Reproduzierbarkeit deyeBnisse spéaterer Versuche maglichst linear sein.
Es musste jedoch beflrchtet werden, dass die 3He€feoolkonzentration im Uberstand durch die
Adsorption von 2H-Cholesterol an GefaRoberflachenstark verringert wird, dass dies zu einer
Verschiebung des dynamischen Gleichgewichts fiketche die Cholesterolaufnahme pro Zeiteinheit
zunehmend verringert. Die Ergebnisse aus 3.4.3,ildig 46 zeigen, dass die 3H-Cholesterol-
aufnahme im zeitlichen Verlauf bis 4 h weitestgehdmear verlauft. Eine Verringerung der
3H-Cholesterolkonzentration im Uberstand konnteerhalb dieser Zeit nicht festgestellt werden (s.
Abbildung 47).

4.6.2 Untersuchung der Saponin abhangigen 3H-Cholesterolfisetzung und der Saponin

abhangigen Storung der 3H-Cholesterolaufnahme

Das so charakterisierte Modell erschien geeignet den Einfluss unterschiedlich stark
membranaktiver Saponine auf den Cholesterolgetait ECV-304-Zellen zu untersuchen. Somit
konnte getestet werden, ob membranaktive Saponinaler Lage sind, Cholesterol aus der
Zellmembran herauszulosen. Hierzu wurde zunachsthddlie Inkubation der Zellen mit 3H-

Cholesterol dieses spontan in die Zellmembran fi@ggbevor es in einem weiteren Schritt durch den
Zusatz von Saponinen wieder herausgeldst werddte.stbi einem parallelen Versuch wurde der
Einfluss membranaktiver Saponine auf den Cholestaféivechsel der Zellmembran untersucht,
indem versucht wurde Saponin abhangig die Cholgdsi#inahme in die Zellmembran zu beeinflussen

(zu verringern). Dazu wurden die Zellen erst mip&anen inkubiert, welche sich dabei wie von
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Augustin et al. (2011) und Weng et al. (2012b)im Zellmembran integrieren bzw. dort mit nativem
Membrancholesterol komplexieren sollten. Anschlirel3gollte zugegebenes 3H-Cholesterol bei der
Diffusion in die Membran gestort werden. Dies sollebenfalls in einem verringerten 3H-
Cholesterolgehalt messbar sein. Durch die Messaag/drhaltens von 3H-Cholesterols wurde auf das
Verhalten nativen Cholesterols rickgeschlossen.eDalird das beeinflusste Cholesterol stets als
Membrancholesterol betrachtet. Angesichts dessass sich bis zu 80 % des zellularen Cholesterols
in der Membran befinden und dessen, dass Saponare allem einen Effekt auf dieses
Zellkompartiment ausiiben, erscheint diese Veral@rarung vertretbar (lkonen, 2008; Mukherjee et
al., 1998).

Die Abbildung 48 zeigt Saponine, welche den Cheledgjehalt der Zellmembran sowohl durch
Freisetzung von Cholesterol als auch durch die uitprder Cholesterolaufnahme signifikant
gegenlber der Kontrolle reduzierten. Besondersdasant ist, dass es sich dabei mit Ausnahme der
Verbindung NP-000474 ausschlieZlich um Verbindunigandelt, welche die Zytotoxizitat von 1 nM
Saporin in Konzentrationen <10 ug/mL synergistisehstarkten. Dargestellt ist jeweils nur die
hdchste untersuchte Konzentration. Diese betrugl®eimeisten Verbindungen 100 uM, bei einigen
auch nur 50 uM und bei Primulasaure 1 200 puM. Sénetl Konzentrationen orientierten sich an
Konzentration, welche auch im LDH-Assay zur Bestumgn der Membrantoxizitat gewahlt wurden.
Auf Grund der kurzen Inkubationszeit von 1 h wadéese vergleichsweise hohen Konzentrationen
(vgl.: bei Untersuchungen zur Zytotoxizitat betmg#ie maximalen Saponinkonzentrationen meist
10 pg/mL; Inkubationszeit 72 h) notwendig um Efeekbessen zu konnen. Die Ergebnisse weiterer
untersuchter Konzentration befinden sich in TabEleDie Beeinflussung der Cholesterolfreisetzung
sowie dessen Aufnahme folgte bei allen in AbbilddBg gezeigten Verbindungen einem
konzentrationsabhéngigen Zusammenhang. Die Fraiggtz von Cholesterol aus der
Zytoplasmamembran geschieht sehr wahrscheinlickhddessen Komplexierung in der Membran
(Augustin et al., 2011). Dabei bewirkt die Amphighider Saponine sicherlich eine Abschirmung der
van-der-Waals-Krafte des Cholesterols zu den umylhe Phospholipiden, mit denen dieses sonst
Assoziate bildet und ermdglicht dessen Herauslashing typisches Saponin-Cholesterol-Verhaltnis
eines solchen Komplexes ist 5: 1 oder mehr (Gestedt al., 1972; Nishikawa et al., 1984). Bildet
sich so ein Komplex noch in der Zytoplasmamembrad wird dieser nicht aus der Membran
herausgelost, kann dies, sind noch weitere deeaigmplexe vorhanden, zu Deformationen der
Membran bis hin zur Porenbildung fuhren (Augustirale 2011). Die Membran wird permeabel fur
lonen und kleinere Molekile und verliert durch Mehdung an den Stellen der Komplexe ihren
fluiden Charakter (Nishikawa et al., 1984; Yeadl@85). Haben sich sehr viele Saponin-Cholesterol-
Komplexe gebildet, ist vorstellbar, dass die Zy&gphamembran einerseits permeabel wird,

andererseits aber auch zu rigide zum freies Clesldstus der Umgebung aufzunehmen.
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Im Gegensatz dazu zeigt die Abbildung 49 aussdidleldVerbindungen, welche innerhalb der
untersuchten Konzentrationen keine Freisetzung @balesterol bewirkten, sowie keine Stdrungen
der Aufnahme freien Cholesterols darstellten. Digesetzten Konzentrationen dieser Verbindungen
lagen dabei z. T. deutlich Gber die Konzentratienid Abbildung 48 dargestellten Verbindungen. So
zeigte das bisdesmosidische Triterpensaponin Hed®hC selbst bei 200 pM keinen Einfluss auf
den Cholesterolgehalt, Glycyrrhizinsdure selbst48¥) uM. Interessant ist wieder, dass es sich bei
den in der Abbildung 49 aufgefihrten Verbindungem ®ubstanzen handelt, welche keine
synergistische Zytotoxizitatsverstarkung von 1 nkp&in in Konzentrationen bis 10 pug/mL und in
einigen Fallen dariber zeigten. AulRerdem zeigten\@rbindungen geringere Zytotoxizitat bzw.

Membrantoxizitat als Verbindungen in Abbildung 48.

Das bedeutet, dass bereits in geringen Konzentetiomembrantoxische (membranaktive) und
synergistisch RIP-zytotoxizitatsverstarkende Sapmuien Cholesterolgehalt der Zytoplasmamembran
von Zellen starker beeinflussen als Saponine, weelaline geringere Membrantoxizitéat
(Membranaktivitat) zeigen und die Zytotoxizitat voRIP nicht oder nur in weit hdheren
Konzentrationen verstarken. Eine Verringerung deslé€sterolgehalts geschieht dabei sowohl durch
Saponin induzierte Cholesterolfreisetzung als alwith Saponin abhéngige Stérung der Integration
bzw. Aufnahme freien Cholesterols. Letztere steilit Indiz fur die von (Weng, 2009) vermutete
Membranintegration von Saponinen dar. Die ExpertmeRonnten somit zeigen, dass die
Membrantoxizitat (Membranaktivitdt) von Saponinemf3geblich von deren Vermdgen, mit dem

Membrancholesterol zu interagieren, bestimmt wird.

4.6.3 Untersuchungen zur Beeinflussung des Cholesterolgalts endosomaler Membranen

Um eine mdogliche Beteiligung der Interaktion zwisglSaponinen und dem Membrancholesterol bei
der endosomalen Freisetzung von RIP-I bei der gysteschen Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I
durch Saponine zu untersuchen, wurde der Einflues g@ootenten membranaktiven und synergistisch
RIP-I-zytotoxizitatsverstarkenden Saponins SA1644f aden Cholesterolgehalt endosomaler
Membranen untersucht. Durch die endozytotische &uime der Proteintoxine, sollten diese in dem
resultierenden Vesikel von einer Membran umgeben, seelche sehr ahnlich, wenn nicht sogar
gleich der Zytoplasmamembran aufgebaut ist. EifiliE&a auf diese Membran und dessen Cholesterol
durch SA1641 sollte also ahnlich wie in 3.4.4, Athbihg 48 bzw. Tabelle 12 dargestellt sein und
konzentrationsabhangig den Cholesterolgehalt senkém Abbildung 50 zeigt jedoch, dass der
endosomale Cholesterolgehalt durch SA1641 nichiifiignt beeinflusst wurde. Dies mag mehrere
Grinde haben und bedeutet nicht, dass der Einflus$SA1641 auf das endosomale Cholesterol nicht

signifikant ist.
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Zytoplasmamembranen enthalten zwischen 35 % ufd 88s gesamten zellularen Cholesterols (Jain
& Wagner, 1980; Mukherjee et al., 1998; Yeagle,5)9&ndosomale Membranen hingegen enthalten
nur ca. 20 % des Cholesterolgehalts der Zellmendrahysosomale Membranen enthalten noch
weniger Cholesterol (Mukherjee et al., 1998). Beldesikeltypen nehmen Cholesterol vor allem
durch die Rezeptor vermittelte Aufnahme von Lipdemen wie VLDL und LDL auf (Gestetner et
al., 1972). Die passive Diffusion, wie sie in demrSuchen 2.10.1 bis 2.10.6 zur Beladung der
Membranen mit 3H-Cholesterol genutzt wurde, sggle untergeordnete Rolle. Somit mag der Gehalt
an 3H-Cholesterol in den Endosomen der ECV-304ereilh Versuch 2.10.6 zu gering gewesen sein,
als dass ein Einfluss von SA1641 darauf messbaegmwware. Auch die Versuchsdurchfiihrung, bei
der SA1641 und 3H-Cholesterol kombiniert applizisttrden, mag daftr urséchlich sein. So konnte
SA1641 das 3H-Cholesterol bereits im Uberstand kexmgren und somit den Gehalt des freien

3H-Cholesterols zur Integration in Membranen re€ltezi.

Dennoch konnte das Experiment zeigen, dass dietdgmnw@aponinkonzentration prinzipiell geeignet
war den Cholesterolgehalt von Membranen zu redemierSA1641 senkte signifikant den
Cholesterolgehalt der Zytoplasmamembranen (s. Abbd 50). Doch auch wenn eine Saponin
induzierte Senkung des Cholesterolgehalts endosontdembranen und somit eine eventuelle
Beteiligung dieses Mechanismus bei der endosonfaleisetzung von Proteintoxinen nicht messbar
war, bedeutet dies nicht, dass eine Beeinflussesgddosomalen Cholesterols nicht essentiell f§ir da
Auftreten der Zytotoxizitat dieser Stoffe ist. Zumen ist es mdglich, dass der Cholesterolgehalt de
Endosomenmembran gar nicht verandert werden mussinenDurchlassigkeit fiir Proteintoxine in
das Zytoplasma zu erméglichen. So kdnnte die ohnefiwlesterolarme Endosomenmembran bereits
eine gewisse Grundpermeabilitat besitzen, welchehdwie Bildung von Saponin-Cholesterol-
Komplexen innerhalb der Phospholipidschichten muechnso weit erhéht werden muss, dass grof3e
Molekule wie Proteintoxine durch diese hindurchanekénnen. Zum anderen wird es gentigen, wenn
dadurch nur wenige Proteintoxine das Zytoplasneiaren. Denn als Enzyme mit hoher Wechselzahl
waren bereits sehr wenige Ribosomen inaktiviererieletieine Typ-l wie Saporin in der Lage eine
grol3e Anzahl Ribosomen irreversibel zu inaktivietgrd somit die ganze Zelle in die Apoptose zu
treiben ohne sich dabei zu verbrauchen (Heisled.e2002; Weng, 2009). Nach der Apoptose der
Zellen waren dartiber hinaus alle RIP-I, auch jafie, nicht aus Endosomen freigesetzt wurden,
wieder frei und koénnen von weiteren Zellen endaytiwerden, wo sich der Vorgang dann

wiederholen kann.
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Daraus lasst sich schlussfolgern, dass mit Ribosomektivierenden Proteinen synergistisch

zytotoxisch reagierende Saponine:

1.

3.

einen strukturellen Aufbau besitzen sollten, dex o 4.3.7, Abbildung 54 dargestellten
Elemente aufweist.

sehr wahrscheinlich in die Zytoplasmamembran imegn und dass dies fir eine spatere
endosomalen Freisetzung der RIP-I in das Zytoplagingn essentiellen Mechanismus
darstellt. Eine Senkung des CholesterolgehaltZgmplasmamembran mag sich auf weitere
Schritte der Zytotoxizitatsentstehung verstarkendswarken, konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden.

auch das Cholesterol endosomaler Membranen deeainflussen, dass die endosomale
Freisetzung der RIP-1 erleichtert wird. Hierbei epi wahrscheinlich weniger die
Beeinflussung des Cholesterolgehalts eine Rollen dechr eine effektive Komplexierung des

in der Membran ohnehin vermindert vorkommenden €stelols.
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5 Zusammenfassung / Summary

In der vorliegenden Arbeit wurden acht Extrakte T@dReinsubstanzen (Saponine und Aglyka) auf
ihre Zytotoxizitat sowie ihr Vermdgen die Zytotoikit von Ribosomen inaktivierenden Proteinen

Typ | (RIP-I) synergistisch zu verstarken, unterguc

Zusammen mit den Strukturen der untersuchten Sudesta lieBen sich Struktur-Wirkungs-
Beziehungen aufstellen. Daraus konnten essentithgkturmerkmale, welche eine synergistische
Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I ermdglichen endifiziert werden. Es konnten dabei auch
Strukturmerkmale identifiziert werden, welche eisgnergistische Zytotoxizitatsverstarkung von

RIP-I stéren oder verhindern.

Die Isolation der zwei potenten, in Kombination rRtP-I synergistisch zytotoxischen Saponine
SA1641 und SA1657 gelang aus Saponinum album. SAXeHinte dabei als neue Verbindung

identifiziert werden.

Aus Agrostemma githago L. gelang die Isolation von vier Saponinen. Dresér Verbindungen
konnten als Gypsophilasaponin 1 — 3 identifizieeraen, welche fir diese Stammpflanze bisher noch
nicht beschrieben waren. Die Verbindung Agrostenapasin 3 stellte sich als neu heraus und konnte

im untersuchten Konzentrationsbereich die Zytofitkizon RIP-I synergistisch verstarken.

Eine erwartete Verstarkung der synergistischentéytritatsverstarkung durch die Kombination von
Saponinen auggrostemma githago L. mit dem ebenfalls aus dieser Pflanzen stamnremi®-|
Agrostin gegentber der Kombination mit dem ansanstaler Arbeit verwendeten RIP-I Saporin aus

Saponaria officinalis L. konnte nicht festgestellt werden.

Eine lineare Korrelation zwischen der Membrantdiiizivon Saponinen und deren Vermodgen die

Oberflachenspannung wassriger Lésungen zu vernrigeinte aufgezeigt werden.

Es wurde ein zellbasiertes Membranmodell entwick®ait dem unter Verwendung von radioaktiv
markiertem Cholesterol der Einfluss von Saponinef @den Cholesterolgehalt von Membranen

untersucht werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass membranaktive Sapaia@n Cholesterolgehalt von Zellmembranen
konzentrationsabhangig senken kdnnen. In dieserardmenhang konnte auch gezeigt werden, dass

diese Saponine ebenfalls die Aufnahme freien Chedigls in die Zellmembran behindern kénnen.
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Nicht membranaktive Saponine zeigten im gleichemzéntrationsbereich keinen signifikanten
Einfluss auf den Cholesterolgehalt.

Ein Einfluss des membranaktiven und in Kombinatiomt RIP-I synergistisch zytotoxizitats-

verstarkenden Saponins SA1641 auf den Cholestér@llgevon Endosomen konnte nicht

nachgewiesen werden.
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In the present work eight extracts and 76 substa(&&ponins and aglyca) were analyzed for their
cytotoxicity and their ability to synergisticallynkance the cytotoxicity of ribosome-inactivating

proteins type | (RIP-I).

Referring these results to the structures of thstsunces, structure-activity-relationships (SARyeve
established. This allowed identifying structuraditiges that enable and amplify the cytotoxicity of
RIP-I. It also allowed detecting structural featurthat inhibit the synergistic enhancement of

cytotoxicity of RIP-I.

Two potent saponins, SA1641 and SA1657, which gjstically enhance the cytotoxicity of RIP-I

were isolated from Saponinum album. The struct@i®/d.657 was elucidated as new substance.

Four saponins were isolated froAgrostemma githago L. Although three of these substances,
Gypsophilasaponin 1 — 3, were already known froneospecies, they were described for this species
for the first time. The structure of Agrostemmasdpo3 was elucidated as new substance and

synergistically enhanced the cytotoxicity of RIP-I.

A further amplification of the synergistic enhan@hof the cytotoxicity of the RIP-I Agrostin thiat
also present in the species, compared to the ggtiergnhancement of the cytotoxicity of the RIP-I
Saporin fromSaponaria officinalis L. by the saponins isolated froAgrostemma githago L. was not

detected.

A linear correlation between the membrane toxiotysaponins and their characteristic to lower the

surface tension of aqueous solutions could be shown

A cell-based model using radiolabeled cholestemas developed to analyze the influence of saponins

on the cholesterol content of cell membranes.

Results from the model showed, that membrane astipenins lowered the cholesterol content of cell
membranes. These saponins also hindered the upfakee cholesterol into the cell membrane

resulting in a decreased cholesterol content cosap@ra control.

Saponins that are not membrane active did noténfie the cholesterol content of cells in the same

range of concentration.

An influence of the membrane active saponin SA1641he cholesterol content of endosomes was

not detectable.
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Strukturformeln haufig vorkommender Aglyka von Saipen in den Caryophyllaceae.
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und RIP-I

Schematische Darstellung der Tertiar- bzw. Qustrigktur von RIP-1 und RIP-II
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Schematische Darstellung der Formazanbildung béhd-Assay
Absorbtionsspektrum des entstehenden Formazaridid¢s\ssays
(-)-ESI-TOF-MS-Spektrum eines Extraktes aus SanoernAgrostemma githago L.
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Struktur von SA1657, isoliert aus Saponinum album

HPLC-Chromatogramm eines Extraktes Agsostemma githago L.
(-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG1l (m/z 1541,68), lied aus einem Extrakt aus
Samen vorAgrostemma githago L.

(-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG2 (m/z 1687,72 undmB43,36), isoliert aus einem
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(-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG3 (m/z 1525,68), lied aus einem Extrakt aus
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(-)-ESI-TOF-MS-Spektrum von AG4 (m/z 1657,72), lied aus einem Extrakt aus
Samen vorgrostemma githago L.
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Zytotoxizitat von Saporin auf ECV-304-Zellen, allaind in Kombination mit 5 pg/mL
SA1641 bzw. 1,5 pg/mL Saponinum album

Zytotoxizitat von Saponinum album auf ECV-304-2ell allein und in Kombination mit
1 nM Saporin

Rx: Struktur des Restes in den Verbindungen NP-01t6doNP-017677 in Tabelle 9
Zytotoxizitat von AG2 auf ECV-304-Zellen, alleimd in Kombination mit 1 nM Saporin
oder 1 nM Agrostin

Zytotoxizitat von Saporin-EGF auf NIH-3T3/HER14{&a, allein und in Kombination
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Konzentrationsabhangige 3H-Cholesterolaufnahntedi-304-Zellen unter Kihlung auf
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3H-Cholesterol oder ohne Zusatz

Zeitabhéngige 3H-Cholesterolaufnahme in ECV-30H4ede
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Beeinflussung der 3H-Cholesterolaufnahme und -dteisxg durch membranaktive
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Vergleich zwischen der Beeinflussung des Cholektg®balts von Zytoplamamembranen
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Vergleich der, mit dem in der Arbeit verwendetexl&/stem, ermittelten GFWerte von
Saporin durch zwei verschiedene Auswertungsmethoden

Vergleich der Methoden zur Bestimmung der Zytatét. Bezogen auf I§-Werte zur
Zytotoxizitatsquantifizierung ergeben beiden Me#od Ergebnisse gleicher
GrolRenordnung

Auswertung der Zytotoxizitatstestung von Saponinend der synergistischen
Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I durch Saponine

Darstellung der essentiellen Strukturmerkmale, dive ausgepragte synergistische
Zytotoxizitatsverstarkung von RIP-I ermdglichen bgéeringer nicht kombinierter
Zytotoxizitat des Saponins

Streudiagramm zur Korrelation zwischen Membrartitéd und Oberflachen-

spannungsverringerung
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Auflistung der Aglyka und Anzahl der Zuckerrester dtriterpenoiden) Saponine und
aller Gattungen der Caryophyllaceae

Arten der Caryophyllaceae, fur welche das Vorkomwen RIP beschrieben wurde
NMR-spektroskopische Daten von SA1657
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