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Zusammenfassung

Ubergewicht und Adipositas sind Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung chronischer Stoffwech-
selerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2. Seit 1980 hat sich die Zahl der Menschen, die
an Adipositas erkrankt sind, weltweit mehr als verdoppelt, sodass die Gesellschaft vor einer
immer grofler werdenden Herausforderung beziiglich Pravention und Behandlung steht. Unter-
stiitzend zu einer diéitetischen und bewegungstherapeutischen Behandlung liegt ein innovativer
Therapieansatz in der Entwicklung von Inhibitoren der Né&hrstoffhydrolyse und -resorption.
Insbesondere durch eine Hemmung wichtiger Enzyme und Transporter des Kohlenhydrat- und

Lipidstoffwechsels sollen postprandiale Triglycerid- und Glucose-Spiegel im Blut reduziert werden.

Zunichst erfolgte die Entwicklung und Etablierung fluorezenzbasierter Screening-Assays zur
Bestimmung der Aktivitdt essentieller Enzyme des Verdauungssystems. Es konnten insgesamt fiinf
verschiedene Testsysteme optimiert werden. Dazu zéhlen die Aktivitdtsbestimmung der Pankreas-
lipase, der pankreatischen a-Amylase, der intestinalen a-Glucosidase, der intestinalen Alkalischen
Phosphatase und der Pankreasproteasen. Im Anschluss wurden 23 {iberwiegend polyphenolische
Reinstoffe hinsichtlich einer Aktivititshemmung der Enzyme analysiert und Struktur-Wirkungs-
Beziehungen der Flavonoid-Strukturen abgeleitet. Es konnten Strukturmerkmale identifiziert
werden, welche eine Inhibition des jeweiligen Enzyms verstéirken oder verringern. Dabei zeigten
vor allem die Anzahl und die Position phenolischer Hydroxylgruppen sowie gebundene Zucker
einen Einfluss auf die Enzymhemmung.

Weiterhin wurden wéssrige und methanolische Extrakte von 60 Pflanzen der Traditionellen
Chinesischen Medizin und der Traditionellen Européischen Medizin auf eine Inhibition der
Pankreaslipase und a-Amylase getestet. Die Pflanze Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) zeigte eine
sehr starke Inhibition der analysierten Verdauungsenzyme und wurde anschliefend mittels HPLC
und ESI-Q-TOF-MS zur Identifikation inhibitorisch wirksamer Inhaltsstoffe ndher analysiert.
Es konnten die Verbindungen Hibiskusséure und Hibiskussdure-Glucosid eindeutig als aktive
Komponenten identifiziert werden. Ein in silico Docking von Hibiskussédure an die Kristallstruktur
der Schweinepankreaslipase (PDB-Code: 1ETH) zeigte starke Interaktionen mit dem aktiven
Zentrum des Enzyms. Ebenfalls zeigte der methanolische Extrakt von Crataegus pinnatifida
BGE. var. major N.E.Br. (Rosaceae) eine starke Inhibition der enzymatischen Aktivitdt. Auf
Grundlage dieser Beobachtungen folgten im Anschluss tierexperimentelle Untersuchungen zum
Einfluss dieses Extraktes auf die Niichternblutglucose- und Serumlipidkonzentration (Triglyceride,
Gesamtcholesterin) im Diabetes mellitus Typ 2-Rattenmodell. Durch die Behandlung konnte

eine signifikante Reduzierung der Blutglucose- und Serumlipid-Konzentration erreicht werden.



VIII Zusammenfassung

Auf Grundlage der experimentell ermittelten ICs9 Werte zur Inhibition der Pankreaslipase sowie
weiterer Literaturdaten erfolgte die Entwicklung von 3D-Pharmakophormodellen fiir ein virtuelles
Naturstoffscreening. Es konnten 68 potentiell inhibitorische Verbindungen der Pankreaslipase
identifiziert und die Wirksamkeit ausgewéhlter Verbindungen unter experimentellen Bedingungen
getestet werden. Sieben von acht der untersuchten Naturstoffe sowie elf Pflanzenextrakte wurden
als Inhibitoren der Pankreaslipase identifiziert.

Untersuchungen zum Einfluss von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen und Pflanzenextrakten
auf die intestinale Glucoseaufnahme wurden ebenfalls durchgefiihrt. Dazu wurde zunéchst ein
fluoreszenzbasiertes Glucose-Aufnahme Assay im CaCo-2 Zellsystem entwickelt und etabliert. Es
wurden insgesamt 19 Reinstoffe und sieben wissrige Pflanzenextrakte analysiert, die jedoch nur

einen geringen Einfluss zeigten.



Abstract

Overweight and obesity are leading risc factors for a number of chronic diseases such as diabetes
mellitus type 2. Since 1980, the number of people suffering from obesity has more than doubled
and prevention and treatment are becoming a major challenge for our society. Supported by
dietary and exercise therapies, an innovative therapeutic approach includes the development of
inhibitors of nutrient digestion and absorption. In particular, the inhibition of essential enzymes
and transporters of the carbohydrate and lipid metabolism is an attractive target for lowering

postprandial triglyceride and glucose levels in the blood.

Fluorescence-based screening assays for the determination of the activity of essential enzymes
of the digestive system were developed and established in a first stage. A total of five different
systems were optimized for activity determination of pancreatic lipase, pancreatic a-amylase,
intestinal a-glucosidase, intestinal alkaline phosphatase, and pancreatic proteases. Subsequently,
23 mainly polyphenolic substances were analyzed for enzymatic inhibition and structure-activity
relationships of the flavonoid structures were derived. Structural features were identified and
recorded to amplify or reduce inhibition of the respective enzyme. In particular, the number and
position of phenolic hydroxyl groups as well as bound sugar residues had an influence on enzyme
inhibition.

In addition to enzymatic inhibition experiments of pure compounds, aqueous and methanolic
extracts from 60 plants of Traditional Chinese Medicine and Traditional European Medicine were
tested for anti-lipase and anti-amylase activity. The plant Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae)
showed a very strong inhibition and was subsequently analyzed by HPLC and ESI-Q-TOF-MS
for identification of active compounds. Hibiscus acid and hibiscus acid glucoside were identified.
In silico docking experiments of hibiscus acid to the crystal structure of porcine pancreatic lipase
(PDB code: 1IETH) showed strong interactions with the active site of the enzyme. The methanolic
extract of Crataegus pinnatifida BGE. var. major N.E.BR. (Rosaceae) also showed a strong
inhibition of the enzymatic activities. Therefore, animal experiments were conducted to analyze
the effect on fasting blood glucose and serum lipid levels (triglycerides, total cholesterol) using a
type 2 diabetes rat model. The treatment resulted in a significant reduction of blood glucose and
serum lipid concentrations.

In order to predict the binding mode of pancreatic lipase inhibitors from in vitro testing and
further literature data, 3D pharmacophore models were created. By subsequent virtual screening of
natural product libraries, 68 hits predicted to possess inhibitory activity towards the enzyme were

identified. The efficacy of selected compounds was then tested under experimental conditions.



X Abstract

Seven out of eight virtual screening hits as well as eleven plant extracts were identified as
pancreatic lipase inhibitors.

Studies on the influence of secondary metabolites and plant extracts on intestinal glucose uptake
were carried out. First, a fluorescence-based glucose uptake assay was developed and established
in a CaCo-2 cell system. A total of 19 compounds and seven aqueous plant extracts were analyzed,

but showed only slight effects.



1 Einleitung

1.1 Adipositas und Diabetes mellitus

Die Priivalenz von Ubergewicht und Adipositas sowie damit assoziierter Krankheiten hat in
Deutschland, aber auch weltweit, in den vergangenen Jahren kontinuierlich zugenommen. Nachdem
das Problem jahrzehntelang auf wohlhabende Industrieléinder beschrinkt war, beobachtet man
in jiingster Zeit einen Anstieg dieser erndhrungsbedingten Krankheiten auch in Schwellen- und
einigen Entwicklungslédndern [1]. Laut der World Health Organisation (WHO) waren im Jahr
2014 1,9 Milliarden Erwachsene iibergewichtig, davon 600 Millionen klinisch adipés [1]. Zu den
Hauptursachen der Adipositas zéhlen zum einen genetische Dispositionen, zum anderen ein
moderner Lebensstil mit Uberernihrung sowie mangelnder Bewegung. Andere Ursachen wie
endokrine Erkrankungen, péadiatrische Syndrome oder Arzneimittel sind selten [2]. Ubergewicht
und Adipositas sind Hauptrisikofaktoren fiir eine Reihe von chronischen Erkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ 2, Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Geféerkrankungen, Schlaganfall), Krebs
(Endometrium, Brust-und Dickdarm) und Schlaf-Atemstérungen [1,3,4].

1.1.1 Adipositas
1.1.1.1 Klassifikation und Diagnostik der Adipositas

Adipositas ist ein medizinischer Zustand, der durch ein Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme
und -verbrauch verursacht wird und mit einer eingeschrankten Lebensqualitéit und einem erhchten
Morbiditdts- und Mortalitéitsrisiko einhergeht [5]. Er wird definiert als eine abnormale oder
iiberschiissige Korperfettansammlung, die eine nachteilige Wirkung auf die Gesundheit haben
kann [6]. Gesunde Korperfett-Prozentsétze variieren je nach Alter, Geschlecht und Kérperbau-
Typ. Ein gesunder Koérperfettanteil liegt bei normalgewichtigen Frauen zwischen 25-30 %, bei
Minnern zwischen 18-23 %. Frauen werden bei einem Koérperfettanteil von mehr als 30 % als
adipos eingestuft, Manner mit einem Anteil von mehr als 25% [7]. Ein grobes Maf fiir die
Einteilung von Ubergewicht und Adipositas stellt der Body-Mass-Index (BMI) dar. Dieser ist
definiert als Quotient des individuellen Kérpergewichts in Kilogramm (kg) und dem Quadrat
der KorpergroBe in Metern (m) [7]. Nach Angaben der WHO gelten Erwachsene mit einem BMI
gleich oder mehr als 25kg/m? als iibergewichtig und mit einem BMI von 30kg/m? oder hoher
als adipos. Die genaue Einteilung ist der nachfolgenden Tabelle 1.1 zu entnehmen [8]. Die Daten
der Nationalen Verzehrsstudie II (2008, Deutschland) zeigten, dass 37,4 % der Studienteilnehmer

iibergewichtig waren, 20,8 % klinisch adipds. Der prozentuale Anteil der Gesamtbevolkerung mit



2 1 Einleitung

Adipositas (BMI > 30) teilt sich dabei auf in 15,1 % mit Adipositas Grad I, 4,1 % mit Adipositas
Grad II und 1,5 % mit Adipositas Grad III [9].

Tabelle 1.1: BMI-Tabelle (Einteilung nach WHO)

Kategorie BMI [kg/mz] Risiko fiir Folgeerkrankungen
Untergewicht < 18,5 niedrig

Normalgewicht 18,5 - 24,9 durchschnittlich

Ubergewicht 25-29,9 gering erhoht

Adipositas Grad I 30 - 34,9 erhoht

Adipositas Grad II 35 - 39,9 hoch

Adipositas Grad III > 40 sehr hoch

FEin erhchter BMI steht in einem engen Zusammenhang mit einem erhdhten Diabetes-Risiko
[2], daher sind regelmifBige Kontrolluntersuchungen zu empfehlen. Neben dem BMI ist das
Fettverteilungsmuster fiir das metabolische und kardiovaskulidre Gesundheitsrisiko entscheidend.
Eine Moglichkeit der Beurteilung stellt die indirekte Erfassung der intraabdominalen bzw.
viszeralen Fettmasse durch Messung des Taillenumfanges dar. Bei einem Taillenumfang grofier
88 cm bei Frauen bzw. gréfier 102 cm bei Ménnern liegt eine abdominale Adipositas vor [2,5].
Aufgrund der zunehmenden Hiufigkeit von Ubergewicht und Adipositas sowie damit assoziierter
Erkrankungen sind weltweite Versorgungsengpésse und Kostenanstiege in den Gesundheits-
systemen zu erwarten. Lange Zeit wurden Ubergewicht und Adipositas nicht als Krankheiten
anerkannt, obwohl sie typische Beispiele fiir Erkrankungen darstellen, die sich mit dem Fortschritt
der Zivilisation und der damit einhergehenden Verédnderung des Lebensstils entwickelt haben. Erst
im Jahr 2013 wurde Adipositas von der American Medical Association (AMA) als anerkanntes
Krankheitsbild eingestuft [10]. Im deutschen Gesundheitssystem ist Adipositas jedoch bis heute
nicht offiziell als Krankheit anerkannt [5].

1.1.1.2 Therapie der Adipositas

Kriterien fiir eine Behandlungsindikation bei Ubergewicht und Adipositas sind ein erhéhter BMI,
der Taillenumfang sowie Adipositas-assoziierte Erkrankungen (Hypertonie, Diabetes mellitus
Typ2). Die Grundlage einer jeden Behandlung stellt eine Erndhrungs- und Verhaltenstherapie so-
wie eine Bewegungssteigerung dar. Weiterhin ist eine adjuvante medikamentose Therapie moglich.
Diese wird bei Patienten mit einem BMI > 30 kg/m? empfohlen, die mit dem Basisprogramm
keine ausreichende Gewichtsabnahme ( > 5% innerhalb von drei bis sechs Monaten) erreichen
konnten oder bei denen Erkrankungen vorliegen, die durch das bestehende Ubergewicht ver-
schlimmert werden konnten (Gelenkserkrankungen, Herzinsuffizienz) [2]. Zur Adipositas-Therapie
werden verschiedene Medikamente angeboten. Doch nur zwei Substanzen, der Pankreaslipa-
se (PL)-Inhibitor Orlistat (Xenical) und der Appetitziigler Sibutramin (Reductil), haben in
groBen klinischen Langzeitstudien ihre Wirksamkeit bewiesen [11]. Aufgrund starker Nebenwir-
kungen wurden Sibutramin-haltige Arzneimittel mittlerweile wieder vom Markt genommen. Im

Jahr 2015 wurden zwei neue Arzneimittel zur Behandlung von Adipositas neu zugelassen: das
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Glucagon-like Peptid-1 (GLP-1)-Analogon Liraglutid (Saxenda) und das Kombinationspréparat
Naltrexon/Bupropion (Mysimba) [12]. Aussagen zu Langzeiteffektivitdten und -sicherheiten ste-
hen jedoch aus, sodass weiterhin ein wichtiger Therapieansatz die Inhibition essentieller Enzyme
des Lipidstoffwechsels und die damit einhergehende Reduktion der Lipidaufnahme darstellt.
Orlistat (Tetrahydrolipstatin, Abb. 1.1) ist derzeit der einzige klinisch zugelassene PL-Inhibitor
in Europa. Es handelt sich hierbei um einen Inhibitor der Pankreaslipase, dem wichtigsten
Enzym des Lipidstoffwechsels. Chemisch betrachtet stellt es ein geséittigtes Derivat von Lipstatin,
einem natiirlichen PL-Inhibitor aus dem Bakterium Streptomyces toxytricini, dar [13,14]. Jedoch
ist die Anwendung von Orlistat sehr hidufig mit gastrointestinalen Nebenwirkungen wie einem

gesteigerten Stuhldrang, Meteorismus und Steatorrh6 verbunden [15].

HiC

Abbildung 1.1: Chemische Struktur von Tetrahydrolipstatin (Gebrauchsname: Orlistat)

Das Ziel aktueller Forschungen ist die Entwicklung bzw. Identifizierung von Enzyminhibitoren,

die reduzierte Nebenwirkungen bei der Behandlung von Ubergewicht und Adipositas zeigen.

1.1.2 Diabetes mellitus
1.1.2.1 Klassifikation und Diagnostik des Diabetes mellitus

Unter dem Begriff Diabetes mellitus werden metabolische Funktionsstérungen verschiedener Ursa-
chen zusammengefasst, die durch eine chronische Hyperglykédmie mit Storungen des Kohlenhydrat-,
Lipid- und Proteinstoffwechsels gekennzeichnet sind. Ursache hierfiir ist ein relativer bzw. ab-
soluter Insulinmangel infolge einer ungeniigenden Bildung, Sekretion oder Wirkung am Er-
folgsorgan [16,17]. Eine chronische Hyperglykédmie ist hdufig assoziiert mit Langzeitschéden,
Funktionseinschrankungen und Funktionsstérungen verschiedener Organe (Augen, Nieren) sowie
des Herz-Kreislauf-Systems [18]. Verschiedene pathogene Prozesse sind an der Entwicklung des
Diabetes mellitus beteiligt. Diese reichen von der autoimmunen Zerstérung der §-Zellen des
Pankreas mit nachfolgendem absoluten Insulinmangel bis zu einem verminderten Ansprechen der
Korperzellen auf das ausgeschiittete Insulin. Im letzerem Fall spricht man von einem relativen
Insulinmangel bzw. von einer Insulinresistenz. Die genaue Ursache fiir eine Insulinresistenz ist

derzeit noch Gegenstand intensiver Forschungsarbeit, allerdings sind Ubergewicht bzw. Adipositas
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als ein wesentlicher Risikofaktor zu nennen. Zu den Symptomen einer Hyperglykdmie zidhlen
Polyurie, Polydipsie, Gewichtsverlust, manchmal in Verbindung mit Polyphagie, Ketonurie sowie
verschwommenes Sehen. Beeintriachtigungen des Wachstums im Kindesalter und eine erhéhte
Anfilligkeit fiir Infektionen kénnen Begleiterscheinungen einer chronischen Hyperglykéamie sein.
Weiterhin sind langfristige Komplikationen in Form einer Retinopathie mit einem potentiellen
Verlust des Sehvermégens, einer Nephropathie sowie eine peripheren Neuropathie, mit einem

erhohten Risiko von Fufigeschwiiren und Amputationen, méglich [19].

In den meisten Féllen erfolgt die Klassifikation und Einteilung des Diabetes mellitus nach
dtiopathogenetischen Kriterien. Hierbei wird nach Diabetes Mellitus Typ 1 und Typ 2 un-
terschieden. Diabetes mellitus Typ 1 (insulinabhéngiger Diabetes mellitus) wird durch einen
absoluten Insulinmangel verursacht. 50-60% der Neuerkrankungen treten dabei vor Vollen-
dung des 16. Lebensjahres auf. Eine Friitherkennung ist haufig durch serologische Anzeichen
bei Risikopatienten moglich. Genetische Marker zeigen hierbei frithzeitig eine Destruktion der
Insulin-produzierenden-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas auf, welche durch eine Autoim-
munreaktion hervorgerufen wird [19,20]. Diabetes mellitus Typ 2 (primér nicht-insulinabhéingiger
Diabetes mellitus), im Folgenden auch als Typ-2-Diabetes bezeichnet, macht ca. 80-90 % der
Diabetes Erkrankungen aus und beginnt haufig jenseits des 30.-40. Lebensjahres. Sehr héufig ist
die Erkrankung mit Adipositas assoziiert, Autoimmunreaktionen wie beim Typ 1 Diabetes spielen
hingegen keine Rolle [20]. Ursache fiir die Erkrankung ist eine erworbene Insulinresistenz, die
jedoch h#ufig schleichend und iiber Jahre unbemerkt verlduft. Wahrend dieser asymptomatischen
Periode ist es moglich, UnregelméBigkeiten im Kohlenhydratstoffwechsel durch Messung des
Niichtern-Blutzuckers bzw. nach oraler Verabreichung einer Glucosebelastung (75 g oraler Gluco-
setoleranztest: oGTT) zu bestimmen [19]. Die Kriterien fiir eine Erkrankung sind in Tabelle 1.2
zusammengefasst. Zur Diagnose eines Diabetes mellitus ist die Uberschreitung einer der genannten
Werte ausreichend, jedoch miissen Zusténde, die zu einer Verfilschung des HbAlc-Wertes fithren
konnen, ausgeschlossen werden (Hémoglobinvarianten, himolytische Anémie, Eisenmangelanéimie,
Schwangerschaft) [21].

Tabelle 1.2: Kriterien zur Diagnostik eines Diabetes mellitus [21]

Diagnose-Kriterium Konzentration im venésen Plasma
HbAlc > 6,5% (> 48 mmol/mol)
Gelegenheits-Plasmaglucosewert > 200 mg/dL (> 11,1 mmol/L)
Niichtern-Plasmaglucose > 126 mg/dL (> 7,0 mmol/L)

oGTT-2-h-Wert im venssen Plasma > 200 mg/dL (> 11,1 mmol/L)

Die Vorstufe eines manifestierten Diabetes mellitus wird als Préadiabetes bezeichnet. Es liegt
bereits eine beginnende Stoffwechselstérung vor, die durch eine Insulinresistenz sowie eine gestorte
Glucosetoleranz gekennzeichnet ist. Die Blutzuckerwerte sind nur leicht erhéht. Eine abnorme
Niichternglucose wird durch einen Glucosewert von 100- 125 mg/dL (5,6 mmol/L-6,9mmol/L)

im vendsen Plasma charakterisiert, eine gestorte Glucosetoleranz durch eine 2-h-Plasmaglucose
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im oGTT im Bereich von 140-199 mg/dL (7,8-11,0mmol/L) bei Niichtern-Glucosewerten kleiner
126 mg/dL (< 7,0mmol/L) [21].

1.1.2.2 Therapie des Diabetes mellitus

Beim Vorliegen eines Typ 1 Diabetes mellitus muss das fehlende kérpereigene Insulin ersetzt
werden. Dies erfolgt durch eine intensivierte Insulintherapie bzw. durch eine Insulinpumpenthera-
pie. Bei der intensivierten Insulintherapie erfolgt téglich das ein- oder mehrmalige Spritzen eines
kurzwirkenden Insulins (Normalinsulin), eines Verzogerungsinsulins bzw. eines langwirkenden
Insulinanalogons. Bei der Insulinpumpentherapie wird ein kurzwirkendes Insulin bzw. ein lang-
wirkendes Insulinanalogon verwendet. Dieses wird zur Basisversorgung kontinuierlich durch die
Insulinpumpe ins Unterhautfettgewebe abgegeben [22].

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 ist vielschichtiger. Als Grundlage einer jeden Behandlung
erfolgt zunéchst eine lebensstilmodifizierende, medikamentose Basistherapie. Diese umfasst eine
Schulung des Patienten, eine Erndhrungstherapie, eine Steigerung der korperlichen Aktivitét
und Nichtrauchen sowie Stressbewéltigungsstrategien [18]. Haufig ist jedoch eine unterstiitzende
Pharmakotherapie notwendig, wenn die mit der Basistherapie gesetzten Ziele innerhalb von 3 bis
6 Monaten nicht erreicht werden. Zur medikamenttsen Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2
werden zunéchst orale Antidiabetika eingesetzt. Diese lassen sich funktional in die folgenden
Gruppen einteilen (Rote Liste 2016):

e a-Glucosidasehemmer (Acarbose: Glucobay®)

Biguanid-Derivate (Metformin: Glucophage®, MetfoLiquid GeriaSan)

Dipeptidyl-Peptidase-4-Inhibitoren (JANUVIA®, Onglyza®, Xelevia®)

Glinide (Repaglinid: NovoNorm®), andere Glinide: STARLIX®)

Sulfonylharnstoff-Derivate (Diamicron Uno®)
e Andere Antidiabetika auBer Insuline (Actos®, BYETTA®, Jardiance®)

Als Mittel der ersten Wahl wird das Biguanid-Derivat Metformin (Abb. 1.2) in der Behandlung
des Typ 2 Diabetes mellitus eingesetzt. Metformin fiihrt zu einer giinstigen Beeinflussung der
Plasmaglucoseeinstellung, des Gewichts, der Lipidwerte, der Insulindmie und des diastolischen

Blutdruckes. Der vollstdandige Wirkmechanismus ist jedoch nicht bekannt.

CHs

Abbildung 1.2: Chemische Struktur von Metformin
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Beim Vorliegen einer Metformin-Unvertraglichkeit bzw. bei Kontraindikationen wird auf andere
Antidiabetika zuriickgegriffen. Ein Beispiel ist der a-Glucosidasehemmer Acarbose. Es handelt
sich hierbei um ein Pseudotetrasaccharid (Abb.1.3), welches aus Bakterien der Gattungen
Actinoplanes und Streptomyces gewonnen wird [23]. Es ist in der Lage, essentielle Enzyme
des Kohlenhydratstoffwechsels (a-Amylase, a-Glucosidase) zu hemmen und verhindert somit
die Hydrolyse von Oligo-, Tri- und Disacchariden zu Glucose. Ein verminderter postprandialer

Blutzuckeranstieg ist die Folge [24].

OH

HOy, 1,
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Abbildung 1.3: Chemische Struktur von Acarbose

Die Verwendung von Acarbose ist jedoch hiufig mit gastrointestinalen Nebenwirkungen (vermehr-
te Darmperistaltik, Flatulenz, Diarrhd) verbunden [25]. Die Charakterisierung und Entwicklung
neuer Enzyminhibitoren des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels mit reduzierten Nebenwirkun-
gen ist derzeit Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten. Insbesondere die Verwendung von
pflanzlichen Ressourcen als potenzielle Plattform fiir die Entdeckung und Entwicklung neuer
Arzneistoffe hat sich in diesem Zusammenhang zu einem relevanten Forschungsfeld entwickelt.
Haufig ist mit Fortschritt des Krankheitsverlaufs unter einer Erndhrungstherapie und einer
pharmakologischen Monotherapie durch Nachlassen der Insulinsekretion eine Kombinationsthe-
rapie notwendig [18]. Wenn jedoch durch Lebensstilinderungen sowie eine Therapie mit oralen
Antidiabetika das individuelle Therapieziel nicht erreicht werden kann bzw. Kontraindikationen

vorliegen, ist eine, zumindest temporire, Insulintherapie unumgéanglich.

1.2 Innovative Therapieansitze zur Behandlung von Adipositas
und Typ-2-Diabetes

1.2.1 Inhibition wichtiger Enzyme des Verdauungssystems

Verdauungsenzyme katalysieren die hydrolytische Spaltung von Lipiden, Kohlenhydraten, Protei-
nen und Nukleinsduren aus der Nahrung in resorbierbare Komponenten. Sie kénnen, basierend

auf ihren Substraten, den folgenden vier Gruppen zugeteilt werden [26]:
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e Lipasen (z.B. Pankreaslipase, Zungengrundlipase, Lipoproteinlipase)
e Glycosidasen (z.B. a-Amylase, 8-Amylase, a-Glucosidase)

e Proteasen (z.B. Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin)

e Nucleasen (DNAase, RNAase)

Alle Enzyme konnen der Enzymklasse III der Enzyme Commission (EC)-Klassifikation, den
Hydrolasen, zugeordnet werden. Hinsichtlich einer Therapie von Adipositas und Diabetes mellitus
Typ 2 ist vorallem die Inhibition der pankreatischen Lipase und a-Amylase von entscheidender
Bedeutung. Ziel ist eine verminderte bzw. verzoégerte Hydrolyse von mit der Nahrung aufge-
nommenen Makronéhrstoffen (Lipide, Kohlenhydrate, Proteine) und eine damit einhergehende
Reduzierung postprandialer Trigylcerid- und Glucosekonzentrationen im Blut. Die wichtigsten

Ansatzpunkte einer solchen Therapie sind in der nachfolgenden Abbildung 1.4 dargestellt.

Kohlenhydratverdauung Proteinverdauung Nukleinsdureverdauung Fettverdauung
Mundhéhle, Polysaccharide Disaccharide Speichellipase
Pharynx, Osophagus (Stérke,Glycogen)  (Saccharose, (saure Lipase, wird erst im
Lactose) Magen aktiv)
Kleine Maltose
R

Polysaccharide

Magen Proteine

=m

Kleine Polypeptide

Trypsin, Chymotrypsin und DNA, RNA Fette und TAGs
Pankreasamylasen EIZsptas(;n azs der:pPankreas | (lagern sich zu wasserunldslichen
Nukleasen aus dem Fetttropfen zusammen)

Pankreas

Diinndarmlumen

Pankreaslipase

Kleinere Polypeptide
|

Disaccharide Carboxypeptidasen aus dem
Pankreas

l

Kleine Peptide

Nukleotide

Glycerin, Fettsauren, MAGs

Diinndarmepithel

(Biirstensaum) Dipeptidasen, Nukleotidasen
Carboxypeptidase,

I Disaccharidasen I Aminopeptidase Nukleoside
——— | 1
Nukleosidasen und
Phosphatasen
v
Monosaccharide Aminosauren Stickstoffhaltige Basen, Zucker,
Phosphate

x : Einsatzmoglichkeit von Enzyminhibitoren zur Behandlung von Adipositas und Diabetes mellitus Typ Il

Abbildung 1.4: Einsatzmoglichkeiten von Enzyminhibitoren als Therapieansatz zur Behandlung von Adipositas
und Diabetes mellitus Typ 2. DNA: Desoxyribonukleinsiure, RNA: Ribonukleinsidure, TAGs: Triacylglyceride,
MAGs: Monoacylglyceride (Abb. modifiziert nach [27]).

Die bereits als Arzneimittel zugelassenen Enzyminhibitoren weisen zum Teil starke Nebenwirkun-
gen auf [15,25]. Daher ist das Ziel aktueller Forschungen die Entwicklung und Identifizierung
von Verbindungen, die eine reversible Inhibition der Enzyme und damit lediglich eine Retar-

dierung des Verdauungsprozesses bewirken. Auf diese Weise werden postprandiale Triglycerid-
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und Glucose-Spiegel im Blut reduziert und energiereiche N#hrstoffe (Lipide, Kohlenhydrate)
konnen distale Bereiche des Diinndarms (Ileum) erreichen, wo der sogenannte ileal brake ausgelost
wird [28,29]. Der Begriff ileal brake bezeichnet den Riickkopplungs-Mechanismus, welcher die gast-
rische Entleerung und die duodenale-jejunale Motilitidt verlangsamt bzw. ,bremst”. Die Hormone
Peptid YY (PYY) und Glucagon-like Peptid-1 (GLP-1) sind die wahrscheinlichsten Mediatoren
dieses Mechanismus. Als Folge ist die Nahrungsaufnahme reduziert und der Séttigungsspiegel
erhoht [30].

1.2.1.1 Pankreaslipase

Die Pankreaslipase (Pankreas-Triacylglycerid-Hydrolase (EC 3.1.1.3)) ist ein wichtiges Enzym
des Fettstoffwechsels, das im Diinndarm von Siugetieren fiir die Spaltung von aufgenommenen
Nahrungsfetten essentiell ist. Sie wird in den Driisenzellen des Pankreas produziert und iiber den
Ductus pancreaticus in das Duodenum sezerniert [31,32]. Bei der humanen Pankreaslipase (HPL,
Tab. 1.3) handelt es sich um ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 52 kDa, welches
aus einem 16 Aminosduren groBen Signalpeptid und dem eigentlichen Protein (449 Aminoséuren)
aufgebaut ist [31].

Tabelle 1.3: Allgemeine Daten zur Pankreaslipase [33]

Bezeichnung Pankreaslipase

Pankreas-Triacylglycerid-Hydrolase (EC 3.1.1.3)

Wirkungsspezifitit Hydrolytische Esterspaltung

Sequenz 465 Aminosiduren: 1-16 Signalpeptid, 17-465 Kettenlidnge
Molare Masse 52 kDa

Isoelektrischer Punkt 6,27

Substrate TAGs, DAGs, MAGs

Zwischenprodukte DAGs, MAGs

Produkte DAGs, MAGs, freie Fettsduren

Cofaktor Co-Lipase

Die Polypeptidkette besteht aus einer N-terminalen Domine (Aminosidure 1-336) und einer
C-terminalen Doméne (Aminosidure 337-449). Wihrend die C-terminale Doméne fiir die Bindung
der Co-Lipase verantwortlich ist, ist die N-terminale Doméne katalytisch aktiv [31,34]. Die
Pankreaslipase ist eine Serinesterase, die eine katalytische Triade aus den Aminosduren Serin
(152), Asparaginsdure (176) und Histidin (263) besitzt [34]. Der Reaktionsmechanismus ist in
Abbildung 1.5 schematisch dargestellt. Zunéchst erfolgt ein nukleophiler Angriff des Serins an
das jeweilige Substrat, infolgedessen ein tetraedisches Zwischenprodukt gebildet wird. Durch
Abspaltung eines Alkohols entsteht ein Acyl-Enzym-Komplex. Das freiwerdende Proton des
Serins wird vom Imidazolring des Histidins aufgenommen. Es erfolgt ein erneuter nukleophiler
Angriff an den Acyl-Enzym-Komplex unter Bildung eines zweiten tetraedischen Intermediats,
welches im Anschluss in das Produkt Fettsdure und das urspriingliche Enzym zerfillt [35].
Das Serin (152) ist dabei essentiell fiir die hydrolytische Aktivitdt des Enzyms. Fiir die volle
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Funktionsfihigkeit des Enzyms ist die Co-Lipase als Cofaktor notwendig. Bei der Co-Lipase
handelt es sich um ein nicht-enzymatisches Protein mit einem Molekulargewicht von 10 kDa, das
aus 100 Aminosduren aufgebaut ist. Es wird als Pro-Co-Lipase sezerniert und durch tryptische

Spaltung eines N-terminalen Pentapeptids (Enterostatin) in seine aktive Form iiberfiihrt [36].
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Abbildung 1.5: Mechanismus der Lipase-katalysierten Hydrolyse von Esterbindungen [35]

Mit Eingang des Chymus in das Duodenum wird die Sekretion von verschiedenen Hormonen
des Intestinaltraktes (Cholecystokinin, Secretin) induziert. Daraufhin werden Gallensalze und
Pankreasenzyme in den Diinndarm abgegeben [37]. Der Anteil an aufgenommenen Nahrungsfetten
betrigt bei einer typischen westlichen Erndhrung 42 %, wobei Triacylglyceride (TAGs) mit
einem Anteil von 90 % die Hauptkomponente darstellen. Die HPL hydrolysiert 40 bis 70 % der
aufgenommenen TAGs und stellt somit ein wichtiges Target fiir die Behandlung von Ubergewicht
und Adipositas dar [34].

1.2.1.2 a-Amylasen

Die a-Amylasen (o-1,4-D-Glukan-4-Glukanohydrolasen (EC 3.2.1.1)) stellen eine Enzymfamilie
dar, welche die Hydrolyse von a-D-(1—4)-Glukan-Verbindungen der Stirke, des Glykogens und
anderen Polysacchariden katalysieren. Das Enzym nimmt hierbei eine Schliisselrolle im Kohlenhy-
dratstoffwechsel von Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren ein [38]. Zu den Verdauungsenzymen
gehorend, werden die a-Amylasen im menschlichen Organismus in den Driisenzellen des Pankreas
(pankreatische a-Amylase: AMY2A, AMY2B, Tab. 1.4) sowie den Speicheldriisen Parotis, Glandu-
la submandibularis und Glandula sublingualis (Speichel-a-Amylase: AMY1A, AMY1B, AMY1C)
gebildet und in das Duodenum beziehungsweise die Mundhohle sezerniert [39]. Mit Aufnahme
der Nahrung in die Mundhohle erfolgt die Freisetzung von a-Amylasen aus den Speicheldriisen,
deren Wirkung jedoch nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der Nahrungsbrei gelangt in den

Magen, wo die Enzymaktivitdt aufgrund des sauren pH-Wertes sehr schnell eingestellt wird. Mit
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Eintritt des Chymus in das Duodenum werden komplexe Polysaccharide durch die pankreatische

a-Amylase in Di- und Oligosaccharide hydrolisiert [40].

Tabelle 1.4: Allgemeine Daten zur pankreatischen a-Amylase [41]

Bezeichnung Pankreas-Amylase

a-1,4-D-Glukan-4-Glukanohydrolase (EC 3.2.1.1)

Wirkungsspezifitit Hydrolyse von a-D-(1—4)-Glukan-Verbindungen
Sequenz 511 Aminosduren: 1-15 Signalpeptid, 16-511 Kettenldnge
Isoformen AMY2A, AMY2B

Molare Masse 58 kDa

Isoelektrischer Punkt 6,47

Substrate Oligo- und Polysaccharide

Zwischenprodukte Dextrine

Produkte Maltose, Glucose, verzweigte Oligosaccharide

Cofaktor Ca2t

Die humane, pankreatische a-Amylase besitzt ein Molekulargewicht von 58 kDa und besteht aus
drei Doménen, die als A, B und C bezeichnet werden. Die Domé#ne A umfasst die Aminoséduren 1-99
sowie 169-404 und trigt die aktiven Seitenreste Asp (197), Glu (233) und Asp (300). Des Weiteren
beinhaltet sie Chlorid-Ionen-Bindungsstellen (Arg (195), Asn (298), Arg (337)). Die Doméne
B (Aminoséure 100-168) enthilt hingegen Calcium-Ionen-Bindungsstellen an den Positionen
Asn (100), Arg (158), Asp (167) und His (201). Doméne C (Aminosédure 405-496) besteht aus
antiparallellen S-Strukturen und ist nur lose mit den Doménen A und B verbunden [42]. Der

katalytische Reaktionsmechanismus der a-Amylasen ist in Abbildung 1.6 dargestellt.
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Abbildung 1.6: Reaktionsmechanismus der a-Amylase

Im ersten Schritt erfolgt die Protonierung des glykosidischen Sauerstoffs durch Glu (233). Anschlie-
Bend wird ein nukleophiler Angriff des Asp (197) an Position C1 des Zuckerrestes durchgefiihrt.
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Es folgen der Abgang des reduzierenden Endes des Substrates und die Bildung eines kovalenten
Glycosyl-Enzym-Zwischenproduktes. Ein aktiviertes Wassermolekiil hydrolysiert die kovalente
Bindung des gebildeten Zwischenproduktes und beendet nach Regenerierung der urspriinglichen
Protonierungszustinde den katalytischen Zyklus. a-Amylasen reprisentieren den wichtigsten
Vertreter der Familie 13 der glycosidischen Hydrolasen (GH13), kénnen jedoch vereinzelt auch
GH57 und GH119 zugeordnet werden. Ein Vorkommen in GH126 wird aktuell noch disku-
tiert [43-45]. Uber die dreidimensionale Struktur der Familie 13 existieren bereits zahlreiche
Untersuchungen [46]. Alle Familie 13 Amylasen, zu denen die pankreatische a-Amylase zuzuord-
nen ist, besitzen eine Doménenstruktur, bestehend aus einem zentralen (8 /«a)8-Barrel, das an
gegeniiberliegenden Seiten um eine kleine unregelméfBige S-Doméne B sowie ein S-Faltblatt am
C-Terminus erweitert ist [47].

Aufgrund ihrer essentiellen Funktion im Stoffwechsel der Kohlenhydrate, stellt die Hemmung
der pankreatischen a-Amylase und die damit einhergehende Verminderung der Resorption von

Kohlenhydraten ein wichtiges Target fiir die Behandlung von Diabetes mellitus Typ II dar.

1.2.1.3 Intestinale a-Glucosidase

Die intestinale a-Glucosidase, alternativ auch als Maltase-Glucoamylase (Maltase (EC 3.2.1.20)
und Glucoamylase (EC 3.2.1.3)) bezeichnet, ist ein essentielles Enzym fiir die Verdauung von line-
arkettigen Kohlenhydraten. Es katalysiert die Hydrolyse von terminalen (1—4)-a-D-Glucoseresten
der nicht-reduzierenden Enden unter Freisetzung von a-D-Glucose [48,49]. Bei der humanen
a-Glucosidase handelt es sich um ein Protein, das aus 1857 Aminoséduren aufgebaut ist und ein
Molekulargewicht von 210 kDa besitzt (Tab. 1.5) [50].

Tabelle 1.5: Allgemeine Daten zur intestinalen a-Glucosidase (Maltase-Glucoamylase) [50]

Bezeichnung Intestinale a-Glucosidase
Intestinale Maltase-Glucoamylase
(Maltase (EC 3.2.1.20) und Glucoamylase (EC 3.2.1.3))

Wirkungsspezifitit Hydrolyse von a-D-(1—4)-Glykosidbindungen
Sequenz 1857 Aminosiduren

Isoformen MGAM

Molare Masse 210 kDa

Isoelektrischer Punkt 5,27

Substrate terminale,a-D-(1—4) verbundene Glucosereste
Produkte a-D-Glucose

Das Enzym ist an der Biirstensaummembran des vorderen Diinndarmabschnittes lokalisiert und
besitzt zwei katalytische Untereinheiten: eine N-terminale Untereinheit, die zur Membranseite
gerichtet ist, und eine C-terminale Untereinheit, die lumenseitig ausgerichtet ist. Beide katalytische
Untereinheiten sind der Familie 31 der GH zuzuordnen [51].

Mit Eintritt des Chymus in das Duodenum erfolgt zunéchst die Hydrolyse von komplexen Poly-

sacchariden durch die pankreatische a-Amylase. Die gebildeten Di- und Oligosaccharide kénnen
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jedoch nicht absorbiert werden. Erst durch die an der Biirstensaummembran des proximalen
Jejunums lokalisierten a-Glucosidasen erfolgt die Hydrolyse der Di-und Oligisaccharide in re-
sorbierbare Monosaccharide. Die meisten Kohlenhydrate werden im vorderen Abschnitt des
Jejunums verdaut, nur wenige erreichen das distale Jejunum oder das Ileum. Dementsprechend
gering ist die Konzentration an a-Glucosidasen in dieser Region [40].

Aufgrund ihrer essentiellen Rolle bei der Hydrolyse von Kohlenhydraten kommt der intestinalen
a-Glucosidase eine Schliisselfunktion in der Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 zu. Bereits
zugelassen sind die a-Glucosidase-Inhibitoren Acarbose (Glucobay®) und Miglitol (Diastabol®).

Thre Anwendung ist jedoch mit unerwiinschten gastrointestinalen Nebenwirkungen verbunden.

1.2.1.4 Pankreasproteasen

Der grofite Teil des Abbaus von Proteinen bzw. Polypeptiden im Diinndarm erfolgt durch die
katalytische Aktivitdt der Serin-Proteasen Trypsin, Chymotrypsin und Elastase. Diese Enzyme
werden als inaktive Vorstufen (Trypsinogen, Chymotrypsinogen, Proelastase) in den Driisenzellen
des Pankreas produziert und gespeichert. Erst mit Sezernierung der Vorstufen in den Diinndarm,
erfolgt deren Aktivierung durch eine selektive, proteolytische Spaltung [52]. In der nachfolgenden

Tabelle 1.6 sind die allgemeinen Daten der drei Enzyme zusammengefasst [53-55].

Tabelle 1.6: Allgemeine Daten zu den Pankreasproteasen Trypsin, Chymotrypsin und Elastase [53-55]

Bezeichnung Trypsin Chymotrypsin Pankreas-Elastase
(EC 3.4.21.4) (EC 3.4.21.1) (EC 3.4.21.74)
Chymotrypsinartige

Elastase 2A

Wirkungsspezifitit Endopeptidase Endopeptidase Endopeptidase

Sequenz 247 Aminosduren: 263 Aminosduren: 269 Aminosduren:
1-15 Signalpeptid, 1-18 Signalpeptid, 1-16 Signalpeptid,
16-23 Propeptid, 19-263 Kettenldnge 17-28 Propeptid,
24-247 Kettenldnge 29-269 Kettenldnge

Isoformen PRSS1/2/3/4 CTRB1/2 CELA2A

Molare Masse 27 kDa 28 kDa 29 kDa

Isoelektrischer Punkt 6,08 6,79 8,80

Substrate Arg-, Lys-Bindungen Tyr-, Trp-, Phe-, Elastin

Leu-Bindungen
Produkte AS, Peptide AS, Peptide Elastin-Bruchstiicke
Cofaktor Ca?t - -

Die Enzyme haben eine gemeinsame Enzymvorstufe und weisen daher eine grofie strukturelle
Ahnlichkeit auf. Jedes der Enzyme besitzt zwei Doménen, in deren Mitte das aktive Zentrum loka-
lisiert ist. Aufgrund ihres Wirkmechanismus mit einer katalytischen Triade aus den Aminosiuren

Aspartat, Histidin und Serin, werden sie funktionell den Serinproteasen zugeordnet [52].
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1.2.1.5 Intestinale Alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatasen (EC 3.1.3.1) sind Enzym-Dimere, welche Phosphorsduremonoester zu
Phosphat und einem Alkohol unter Freisetzung von Protonen hydrolysieren kénnen [56]. Bei der
intestinalen Alkalischen Phosphatase (IAP, Tab. 1.7) handelt es sich um ein Protein mit einer
Molaren Masse von 57 kDa, das aus 528 Aminoséuren aufgebaut ist [57]. Das Enzym besitzt eine
Vielzahl von Funktionen, unter anderem ist es an der Regulation der Bicarbonat-Sekretion und
des pH-Wertes im Duodenum beteiligt [58].

Tabelle 1.7: Allgemeine Daten zur intestinalen Alkalischen Phosphatase [57]

Bezeichnung Intestinale Alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1)

Wirkungsspezifitit Hydrolyse von Phosphorsduremonoestern

Sequenz 528 Aminosduren: 1-19 Signalpeptid, 20-503 Kettenlénge,
504-528 Propeptid

Isoformen ALPI

Molare Masse 57 kDa

Isoelektrischer Punkt 5,53

Substrate Phosphorsduremonoester

Produkte Phosphat, Alkohol

Cofaktor Mg2t, Zn?t

Die intestinale Alkalische Phosphatase gehort zu den Resorptionsenzymen des Verdauungstraktes
[59]. Eine wesentliche regulatorische Funktion wird ihr bei der Resorption von Fetten im vorderen
Diinndarmtrakt zugeschrieben. Es konnten steigende IAP-Konzentrationen in Lymphe und
Serum nach einer fettreichen Mahlzeit dokumentiert werden [56]. Eine Bewertung des Enzyms
hinsichtlich seiner Rolle bei der Entstehung von Ubergewicht und Adipositas steht bislang noch

aus.

1.2.2 Inhibition der Resorption von Nihrstoffen

Neben der Inhibition wichtiger Enzyme des Verdauungssystems liegt ein weiterer innovativer
Ansatz zur Behandlung von Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 in der Inhibition der Néhr-
stoffresorption. Insbesondere die verminderte Resorption von energiereichen Néhrstoffen (Lipide,
Kohlenhydrate) und die damit einhergehende Reduzierung des postprandialen Anstiegs von
Triglycerid- und Glucose-Konzentrationen im Blut stellen einen vielversprechenden Therapiean-

satz dar.

1.2.2.1 Resorption der Kohlenhydrate im Intestinaltrakt

Im Diinndarmlumen wird der Grofiteil der mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydra-
te durch Pankreas-Amylasen sowie an der Biirstensaummembran lokalisierte Glucosidasen zu
Monosacchariden gespalten. In erster Linie entstehen dabei die Monosaccharide Glucose, Ga-

lactose und Fructose [60]. Die so gebildete Glucose wird vor allem iiber einen Nat-abhiingigen
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sekundér-aktiven Symport (SGLT1, Sodium Glucose Cotransporter 1) oder bei hohen Glucose
Konzentrationen iiber den Glucose Transporter 2 (GLUT2) durch Diffusion aus dem Darmlumen
in die Darmzelle aufgenommen. Die Aufnahme von Galactose erfolgt ebenfalls iiber SGLT1, die
von Fructose iiber Glucose Transporter 5 (GLUTS5) in die Zelle (Abb. 1.7). Uber basolateral
lokalisierte GLUT2 und GLUT5 Transporter gelangen die Monosaccharide aus den Enterocyten
ins Pfortaderblut und somit zur Leber [60,61].

Nahrungsbestandteile @

a-Am);lay Polysaccharide

Fructose Galactose Glucose

Monosaccharide  Disaccharide

Biirstensaummembran

Glucosidasen

Glucose
Galactose
Fructose

Abbildung 1.7: Verdauung und Resorption von Kohlenhydraten im Intestinaltrakt (linke Seite): Durch Hydrolyse
der mit der Nahrung aufgenommenen Polysaccharide entstehen die Monosaccharide Glucose, Galactose und Fructose.
Die gebildete Glucose wird iiber SGLT1 oder bei hohen Glucose Konzentrationen iiber GLUT2 aufgenommen. Die
Aufnahme von Galactose erfolgt ebenfalls iiber SGLT1, die von Fructose iiber GLUTS5 in den Enterocyten. Uber
basolateral lokalisierte GLUT2 und GLUTS5 Transporter gelangen die Monosaccharide ins Pfortaderblut und somit
zur Leber [60,61]. GLUT: Glucose Transporter, Na™: Natrium-Ton.

Eine Verringerung der Glucoseaufnahme in die Darmzelle durch Inhibition der apikal lokalisierten
Glucose Transporter SGLT1 und GLUT?2 ist daher ein potentielles Ziel bei der Entwicklung neuer
diétetischer oder pharmakologischer Therapieansétze zur Behandlung des Typ-2-Diabetes. Durch
eine reduzierte Glucoseresorption sollen postprandiale Blutzuckerspitzen vermieden und damit
das Risiko fiir Folgeerkrankungen verringert werden. Aktuell sind bereits einige Inhibitoren des
Sodium Glucose Cotransporter 2 (SGLT2) als Arzneistoff zugelassen. Dapagliflozin (Forxiga®)
erhielt im Jahr 2012 als erster Wirkstoff eine Zulassung auf dem européischen Markt [62,63]. Diese
sogenannten SGLT2-Hemmer sind reversible, hochpotente und selektiv kompetetive Inhibitoren
des SGLT2. Thre Funktionsweise beruht auf einer insulinunabhéngigen Verstarkung der renalen
Glucoseausscheidung und erméglicht damit eine verbesserte Blutzuckerkontrolle [64]. Der Einsatz
von SGLT1-Inhibitoren und eine Verminderung der Glucoseaufnahme bereits im Diinndarm ist
ein potentieller Therapieansatz, der jedoch auch in Hinsicht auf zu erwartende Nebenwirkungen

(v.a. osmotische Diarrhéen) derzeit stark diskutiert wird.
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1.2.2.2 Resorption der Lipide im Intestinaltrakt

Wihrend der Hydrolyse der mit der Nahrung aufgenommenen Lipide im vorderen Diinndarmab-
schnitt (Duodenum) werden vor allem Monoacylglyceride (MAGs) und freie Fettsduren gebildet.
Das zur Spaltung essentielle Enzym PL kann dabei nur effektiv wirken, wenn Gallenséuren als
Emulgatoren zur Verfiigung stehen. Aufgrund ihrer Wasserunloslichkeit werden die gebildeten
Fettsduren und MAGs mit Gallensduren zu wasserloslichen Mizellen zusammengefasst. In dieser
Form werden die Fettspaltprodukte zur Biirstensaummembran transportiert, wo die Mizellen
wieder in ihre verschiedenen Bestandteile zerfallen. Ihr Inhalt wird anschliefend entweder pas-
siv oder bei freien Fettsduren auch Carrier-vermittelt durch die Phospholipidmembran in die

Enterocyten aufgenommen (Abb. 1.8) [65].

Fettsduren

Nahrungsbestandteile aMAG Gallensiuren Gemischte
Qup Glycerol
Triglyceride \’a“\“ea

Biirstensaummembran uMAG/ BMAG

et}s:u{en Glyc?rol

[

............. Fettsiuren + Glycerol

&\\ < C12-Fettsduren
T Of\\
o

Abbildung 1.8: Verdauung und Resorption von Triacylglyceriden im Intestinaltrakt (rechte Seite): Aufgenommene
Nahrungslipide (>90 % TAGs) werden durch das Enzym PL zu MAGs, freien Fettsduren und Glycerol hydrolisiert.
Aufgrund ihrer Wasserunloslichkeit werden die gebildeten Spaltprodukte mit Gallenséuren zu gemischten Mizellen
zusammengefasst. Mit Erreichen des Biirstensaums zerfallen die Mizellen wieder in ihre verschiedenen Bestandteile.
MAGs und Glycerol werden passiv, freie Fettsduren auch Carrier-vermittelt (FATP, CD36) in den Enterocyten
aufgenommen. Kurzkettige Fettsiuren (C<12) gelangen direkt in die Pfortader und werden von dort zur Leber
transportiert. Langkettige Fettsduren (C>12) und MAGs werden erneut zu TAGs reverestert. In dieser Form
werden sie in Chylomikronen eingebaut und erreichen die Lymphgefifie [65,66]. MAG: Monoacylglycerid, TAG:
Triacylglycerid, FATP: fatty acid transport protein; CD36: cluster of differentiation.

Fiir die Carrier-vermittelte Fettsdureaufnahme stehen das Fettsduretransportprotein (fatty acid
transport protein, FATP) und die Fettséuretranslokase (fatty acid translocase, FAT), héufig auch
als CD36 (cluster of differentiation 36) bezeichnet, zur Verfiigung [65]. Kurzkettige Fettsduren
(C<12) gelangen im Anschluss direkt in die Pfortader und werden von dort zur Leber transportiert.
Langkettige Fettsduren (C>12) und MAGs werden hingegen erneut zu TAGs reverestert. In
dieser Form werden sie in Chylomikronen eingebaut und erreichen die Lymphgefifie [66].

Ein moglicher Therapieansatz besteht in der partiellen Inhibition der Resorption der gebildeten
Fettspaltprodukte (freie Fettsduren, MAGs). Als Angriffspunkt konnten hierbei die Carrier-
Proteine FATP und CD36 dienen. Auch hier ist jedoch die Problematik gastrointestinaler

Nebenwirkungen (Steatorrhoen, Flatulenzen) zu beriicksichtigen.
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1.3 Polyphenole

1.3.1 Definition

Polyphenole gehoren zu den Sekundérstoffwechselmetaboliten und stellen einen wichtigen Bestand-
teil von Pflanzen dar [67]. Chemisch betrachtet handelt es sich um aromatische Verbindungen mit
mindestens zwei direkt an den aromatischen Ring gebundenen Hydroxylgruppen. Die Grundstruk-
tur aller Polyphenole lésst sich vom klassischen Phenol, dem Monohydroxybenzol, ableiten. Den
hochsten Anteil an Polyphenolen findet man in den Bléttern und Friichten der Pflanzen. Sie dienen
zum Schutz vor Frafifeinden, UV-Licht sowie zur Anlockung von Bestdubern (Bliitenfarbstoffe,
Farbpigmente) [67,68]. Eine besondere Rolle kommt dabei ihrer Wirkung als Antioxidans und
Radikalfanger zu, da sie wichtige Biomolekiile wie DNA und Strukturproteine vor der Schiadigung
durch freie Radikale schiitzen kénnen [67]. Zu den Polyphenolen zihlen Flavonoide, Phenolséuren,
Lignane, Stilbene sowie Gerbstoffe. Letztere lassen sich in die Unterklassen der Gallotannine und
Catechingerbstoffe differenzieren [69, 70].

In einer Vielzahl von Studien konnte bereits die giinstige Wirkung von Polyphenolen auf den
Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel nachgewiesen werden [71-73]. Sie sind in der Lage, wich-
tige Enzyme des Stoffwechsels, wie die PL, die Lipoproteinlipase (LPL), a-Amylasen und die
Glycerophosphatdehydrogenase (GPDH), zu inhibieren [74,75]. Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass polyphenolreiche Extrakte das Korpergewicht, den Korperfettanteil, den Gehalt an freien

Fettsduren im Plasma und eine Leberlipidakkumulation senken kénnen [71].

1.3.2 Polyphenole als Inhibitoren von Verdauungsenzymen

Eine wichtige Strategie bei der Suche nach Arzneistoffen zur Behandlung von Adipositas und
damit assoziierter Erkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ 2 beinhaltet das Screening von
potentiellen PL und a-Amylase Inhibitoren pflanzlichen Ursprungs. Ziel ist die Entwicklung und
Identizierung von Verbindungen, die eine reversible Inhibition der Enzyme und damit lediglich
eine Retardierung des Verdauungsprozesses bewirken. Auf diese Weise kénnen postprandiale
Triglycerid- und Glucose-Spiegel im Blut reduziert und der Riickkopplungs-Mechanismus ileal-

brake induziert werden.

Eine Vielzahl von natiirlichen bioaktiven Substanzen ist bereits hinsichtlich ihrer Wirkung auf ver-
schiedene Stoffwechselerkrankungen untersucht worden. Dabei zeigte insbesondere die Stoftklasse
der Polyphenole ein hohes Potential [34]. Es wurde unter anderem die hemmende Wirkung von
Tanninen auf die Aktivitéit von Proteasen in zahlreichen Studien [76-78] nachgewiesen. Sie sind
in der Lage, unlosliche oder 16sliche Komplexe mit Proteinen durch eine unspezifische Bindung an
deren Oberfliche zu bilden [76]. Hinsichtlich einer PL und a-Amylase inhibitorischen Aktivitét
sind jedoch vorallem die Stoffgruppen der Flavonoide, Phenolséiuren und Lignane Gegenstand

aktueller Forschungsarbeiten [79].
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1.3.2.1 Flavonoide

Flavonoide repréasentieren die umfangreichste Klasse von polyphenolischen Verbindungen in der
menschlichen Erndhrung. Sie sind im Pflanzenreich ubiquitér verbreitet, wobei Kaempferol und
Quercetin sowie deren Glykoside am héufigsten vertreten sind [69, 80]. Flavonoide schiitzen
die Pflanze vor schédlichen &ufleren Einfliissen, daher sind die héchsten Konzentrationen in
den dufleren Blittern sowie den Schalen der Pflanzen zu finden. Sie leiten sich chemisch vom
Grundgeriist des Flavans ab und bestehen aus zwei aromatischen Ringen, die durch einen
Tetrahydropyran-Ring verbunden sind (Abb. 1.9) [80].

Abbildung 1.9: Grundstruktur der Flavonoide: das Flavan (2-Phenylchroman)

Flavonoide kénnen in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden: Chalkone, Dihydrochalcone,
Aurone, Flavone, Flavonole, Dihydroflavonole, Flavanone, Flavanole, Anthocyanidine, Leukoan-
thocyanidine, Proanthocyanidine, Biflavonoide und Isoflavonoide [81]. Die Klassifikation basiert
dabei auf dem Grad der Oxidation des C-Rings, der Hydroxylierungsmuster der Ringstruktur
und der Substitution der C3-Position [80]. Lebensmittel mit einem hohen Gehalt an Flavonoiden
sind Zwiebeln, Hiilsenfriichte, Brokkoli, Beerenfriichte und Orangensaft [82].

Bei der Suche nach effektiven neuen Arzneistoffen zur Behandlung von Ubergewicht und assoziier-
ten Erkrankungen wurde bereits eine Vielzahl von Pflanzen in Hinsicht auf eine PL inhibitorische
Aktivitdt untersucht. In der nachfolgenden Tabelle 1.8 sind aus Pflanzenextrakten identifizierte
und teilweise isolierte Flavonoide, die eine Inhibition der PL zeigten, aufgefiihrt. Es handelt
sich hierbei um eine reduzierte Auswahl. Die vollstéindige Tabelle kann der Ubersichtsarbeit von
Buchholz und Melzig (2015) entnommen werden [79].

Tabelle 1.8: Vergleich von Flavonoiden pflanzlichen Ursprungs mit PL inhibitorischer Aktivitit nach Buchholz
und Melzig (2015) [79]

Pflanze Aktive Verbindung Pflanzenfamilie | ICsq(aktive Ref.
Verbindung)
Alpinia galangal (L.) WILLD. Galangin Zingiberaceae 178,4 mM [83]
Camellia sinensis (L.) KUNTZE | (-)-Catechin 3-O-gallat Theaceae 0,543 pM [84]
(-)-Epigallocatechin Theaceae 128 pM [85]
(-)-Epigallocatechin 3,5-di-O-gallat | Theaceae 0,098 uM [84]
(-)-Gallocatechin 3,5-di-O-gallat Theaceae 0,213 pM [84]
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Camellia sinensis (L.) KUNTZE | (-)-Gallocatechin 3-O-gallat Theaceae 0,437 pM [84]
Theaflavin Theaceae 0,106 pM (84]
Theaflavin 3‘-O-gallat Theaceae 0,112 uyM [84]
Chamaecrista nomame Luteolin Leguminosae 7,1 utM [86]
(SIEBER) OHASHI
Citrus reticulata BLANCO Hesperidin Rutaceae 52,4 pM [87]
Neohesperidin Rutaceae 75,3 pM [87]
Eremochloa ophiuroides Isoorientin Poaceae 44,6 pM [88]
(MUNRO) HACK. Isoorientin 2-O-a-L-rhamnosid Poaceae 18,5 uM [88]
Intsia palembanica MIQ. Fustin Leguminosae 13.7 pM [89]
(-)-Robidanol Leguminosae 100,2 pM [89]
Nelumbo nucifera GAERTN. Kaempferol-3-O-f3-D-glucuronid Nelumbonaceae 94,0 pM [90]
Quercetin-3-0O-3-D-glucuronid Nelumbonaceae 135,01 pM [90]
Vitis rotundifolia MICHX. (+) Catechin Vitaceae 3,42 mM [91]

1.3.2.2 Phenolsiduren

Phenolséduren sind, neben den Flavonoiden, eine der am héufigsten untersuchten Klassen von
Sekundéirmetaboliten in Hinblick auf eine PL inhibitorische Aktivitdt. Die Grundstruktur der
Phenolséduren wird durch eine Hydroxybenzoesidure oder Hydroxyzimtsédure gebildet. Sie treten
als freie Sduren, Ester, Glykoside oder gebundene Komplexe auf. Sie sind im Pflanzenreich weit
verbreitet und haben eine antioxidative, anti-kanzerogene und antimikrobielle Wirkung [92]. In
den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass einige Verbindungen eine hemmende Wirkung
auf die PL Aktivitdt besitzen.

Hydroxyzimtsduren Hydroxyzimtsduren sind die Hydroxyderivate der Zimtsdure und beste-
hen aus einem C6-C3-Geriist (Abb. 1.10). Sie kommen ubiquitér in Friichten sowie anderen
Pflanzenteilen vor. Wichtige Vertreter sind die p-Cumarsiure, Ferulasidure, Kaffeesdure und Sina-
pinsdure [93-95]. Nahrungsmittel mit einem hohen Gehalt an Hydroxyzimtsduren sind bestimmte
Gemiisesorten (Spinat, Salate, Kartoffeln), Obst (Apfel, Blaubeeren), Kaffee und Getreide [96].

F

OH OH

Abbildung 1.10: Grundstruktur der p-Hydroxyzimtsduren

In Tabelle 1.9 sind aus verschiedenen Pflanzenextrakten isolierte bzw. charakterisierte Hydroxy-

zimtsduren mit einer PL inhibitorischen Aktivitdt dargestellt. Insbesondere die Extrakte von
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Ligularia fischeri (LEDEB.) TURCZ. (Compositae), Litchi chinensis SONN. (Sapindaceae) und
Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) waren inhibitorisch sehr aktiv. Des Weiteren zeigt ein
Vergleich der Ergebnisse, dass Verbindungen mit einer Methoxygruppe schwéchere Inhibitoren
sind. Auch die Position der Hydroxylgruppen spielt anscheinend eine entscheidene Rolle. So

zeigten Hydroxylgruppen in ortho-Stellung eine stéirkere Inhibition als solche in para-Stellung.

Tabelle 1.9: Vergleich von Hydroxyzimtsauren pflanzlichen Ursprungs mit PL inhibitorischer Aktivitdt nach

Buchholz und Melzig (2015) [79]
Pflanze Aktive Verbindung Pflanzenfamilie | ICsq(aktive Ref.
Verbindung)
Echium vulgare L. Chlorogenséure Boraginaceae k.A. [97]
Filipendula camtschatica 2-0-Caffeoyl-4-O-galloyl-L-threonsdure | Rosaceae 26,00 pM [98]
(PALL.) MAXIM. 3-O-Caffeoyl-4-O-galloyl-L-threonsiure | Rosaceae 246,00 pM [98]
Ligularia fischeri 3,4-di-O-Caffeoylchinasiure Compositae 33,2 uM [99]
(LEDEB.) TURCZ. 3,5-di-O-Caffeoylchinaséiure Compositae 40,4 pM [99]
4,5-di-O-Caffeoylchinaséure Compositae 12,7 pM [99]
4-O-Caffeoylchinaséure Compositae 253,3 uM [99]
5-O-Calffeoylchinasiure Compositae 286,5 M [99]
5-O-Caffeoylchinaséure Compositae 304,8 uM [99]
Litchi chinensis SONN. Kaffeesdure Sapindaceae k.A. [100]
Ferulasdure Sapindaceae k.A. [100]
p-Coumarinséiure Sapindaceae k.A. [100]
Sinapinsdure Sapindaceae k.A. [100]
Rosmarinus officinalis L. | Kaffeesdure Lamiaceae 180,9 uM [101]
Caftarsiure Lamiaceae 272,4 pM [101]
Rosmarinséure Lamiaceae 347,56 pM [101]

Neben den aus Pflanzen isolierten Hydroxybenzoesiuren, konnten durch Karamaé et al. (1996)
ebenfalls eine PL inhibitorische Wirkung fiir die Reinsubstanzen p-Coumarinséure (ICgp: 10 pM)

und Zimtsdure (IC2p: 10 pM) nachgewiesen werden [102].

Hydroxybenzoesduren Hydroxybenzoesduren sind phenolische C6-C1-Verbindungen. Sie be-

stehen aus einem Benzolring mit einer zusétzlichen Carboxy- und Hydroxygruppe als Substituen-
ten (Abb. 1.11).

OH COOH

Abbildung 1.11: Grundstruktur der p-Hydroxybenzoesduren
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Sie kommen hauptséchlich in Form von Estern oder Glykosiden vor. Héufige Vertreter sind
Vanillinséure, Salicylsdure und Gentisinsdure [103]. Hydroxybenzosduren kommen vermehrt
in roten Friichten, Karotten, Zwiebeln und Grapefruits vor [104,105]. In der nachfolgenden
Tabelle 1.10 sind aus Pflanzenextrakten analysierte Hydroxybenzoesduren aufgefiihrt, die eine
Inhibition der PL zeigten. Vor allem waren Hydroxybenzoséduren aus den Extrakten von Eryngium
bornmuelleri NABELEK (Apiaceae) und Litchi chinensis SONN. (Sapindaceae) aktiv.

Tabelle 1.10: Vergleich von Hydroxybenzoesduren pflanzlichen Ursprungs mit PL inhibitorischer Aktivitdt nach
Buchholz und Melzig (2015) [79]

Pflanze Aktive Verbindung Pflanzenfamilie | ICsq(aktive Ref.
Verbindung)
Anemarrhena asphodeloides BUNGE | Vanillinsdure Asparagaceae k.A. [106]
Eryngium bornmuelleri NABELEK Hydroxybenzoesidure-O-hexosid | Apiaceae k.A. (107]
Litchi chinensis SONN. Gentisinsdure Sapindaceae k.A. [100]
p-Anisséure Sapindaceae k.A. [100]
Syringaséure Sapindaceae k.A. [100]
Vanillinséure Sapindaceae k.A. [100]

Karamacé et al. (1996) konnten weiterhin eine PL inhibitorische Wirkung fiir die Reinsubstanzen
Benzoesiure (IC22: 10 pM), p-Hydroxybenzoesdure (IC21: 10 nM), Protocatechusiure (IC12: 10
nM) und Saliylsdure (ICa5: 10 pM) nachweisen [102]. Ein direkter Vergleich zeigt, dass Derivate

von Hydroxybenzoesduren die PL scheinbar weniger stark hemmen als Hydroxyzimtsdurederivate.

1.3.2.3 Lignane

Lignane zeichnen sich chemisch durch dimere Phenylpropanoid-Einheiten aus, die durch die
zentralen Kohlenstoffatome ihrer Seitenketten verbunden sind (Abb. 1.12). Sie liegen in der
Regel frei oder glykosidisch gebunden vor und dienen der Pflanze hauptséchlich als Abwehrstoffe.
Nach der oralen Einnahme von Lignan-Vorldufern werden sie im Organismus in ihre aktive Form
metabolisiert. Lignan-Vorldufer werden in einer Vielzahl von pflanzlichen Lebensmitteln wie
Leinsamen, Sesam, Hiilsenfriichte, Vollkornprodukte (Roggen, Hafer, Gerste), Friichte (Beeren)

und verschiedenen Gemiisen gefunden [105,108,109].

Hs

CHj3

Abbildung 1.12: Grundstruktur von Dibenzylbutan (Lignan)

In Tabelle 1.11 sind identifizierte Lignan-Verbindungen (4 Sesquilignane, 1 Lignan) mit einer
PL inhibitorischen Aktivitit aufgefiihrt. Alle Verbindungen wurden aus Frazinus rhynchophylla
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HANCE (Oleaceae) isoliert und analysiert. Die stérkste Inhibition (76 %) zeigte dabei die

Verbindung Ficusesquilignan bei einer Konzentration von 171 pM.

Tabelle 1.11: Vergleich von Lignanen pflanzlichen Ursprungs mit PL inhibitorischer Aktivitdt nach Buchholz
und Melzig (2015) [79]

Pflanze Aktive Verbindung Pflanzenfamilie | IC (aktive Ref.
Verbindung)

Frazinus rhynchophylla HANCE | Dihydrodehydrodiconiferyl Alkohol | Oleaceae ICvg: 278 pM [110]

Ficusesquilignan Oleaceae ICvg: 171 pM [110]

Hedyotol C Oleaceae IC79: 171 pM | [110]

Acernikol Oleaceae ICgo: 171 pM | [110]

Dihydrobuddlenol B Oleaceae ICgg: 171 pM | [110]

Die Ergebnisse legen nahe, dass polyphenolische Verbindungen eine potentielle Quelle fiir pflanz-
liche Inhibitoren darstellen. Vor allem aus Camellia sinensis (L.) KUNTZE (Theaceae) konnten
zahlreiche Catechin- und Epicatechinderivate als PL Inhibitoren identifiziert und isoliert werden.
Ein struktureller Vergleich zeigt, dass die Anzahl und die Position phenolischer Hydroxylgruppen
einen hohen Einfluss auf das inhibitorische Potential haben. Weiterhin zeigten nicht-veresterte
Flavan-3-ole wie (+)-Catechin und (-)-Epicatechin eine geringere Inhibierung als Flavan-3-ol-

Ester. Der Einfluss des Polymerisationsgrades ist ebenfalls von entscheidender Bedeutung.

Diese Ergebnisse dienten als eine erste Grundlage fiir die Suche nach natiirlichen Strukturen mit
inhibitorischer Aktivitdt. Durch zahlreiche Screening-Verfahren sowie die Verwendung von compu-
terbasierten Modellierungsversuchen wird versucht, neue potentielle therapeutische Arzneistoffe

fiir die Behandlung von Adipositas sowie assoziierten Erkrankungen zu identifizieren.

1.3.3 Polyphenole als Inhibitoren der intestinalen Nihrstoffresorption

Uber die Rolle von Polyphenolen als potentielle Inhibitoren der Transporter-vermittelten, intes-
tinalen Glucose- und Fettsdure-Resorption ist bisher wenig bekannt. Dennoch konnte bereits in
einigen Studien eine hemmende Wirkung, vor allem von Verbindungen aus der Stoffgruppe der

Flavonoide, nachgewiesen werden.

1.3.3.1 Inhibition der intestinalen Glucose-Aufnahme

Eine Inhibition des intestinalen Transporters SGLT1 durch polyphenolische Verbindungen aus
grimem Tee wurde erstmals durch Kobayashi et al. (2000) beschrieben [111]. Insbesondere
Polyphenole, die Gallat-Gruppen im Molekiil tragen (Epicatechingallat, Epigallocatechingallat),
zeigten eine verstérkte Inhibition des Proteins. Der Nachweis einer Struktur-abhéingigen Inhibition
von SGLT1 durch glykolisierte und nicht-glykolisierte Flavonoide konnte 2007 durch Kottra
und Daniel gezeigt werden [112]. Basierend auf vorangegangenen Studienergebnissen wurde
die Hypothese aufgestellt, dass Flavonoide auf zwei verschiedene Arten an den intestinalen

Transporter SGLT1 binden kénnen: bei glykolisierten Flavonoiden erfolgt die Bindung durch die
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Zuckereinheit des Molekiils, bei nicht-glykolisierten Flavonoiden sind andere Teile des Molekiils,
vor allem der aromatische Rest, beteiligt.

Eine Inhibition von GLUT2 wurde erstmals von Song et al. (2002) beschrieben. Mit ihrer
Arbeit konnten sie eine reversible, nicht-kompetetive Hemmung von GLUT2 durch das Flavonoid
Quercetin nachweisen [113]. Die intestinalen Transporter SGLT1 und GLUT5 konnten hingegen
nicht in ihrer Aktivitdt gehemmt werden. Die Inhibition von GLUT2 durch Quercetin wurde
von Kwon et al. (2007) bestétigt. Zusitzlich konnte eine nicht-kompetetive Inhibition durch die

Flavonole Myricetin und Fisetin sowie das Flavonoid Isoquercitrin nachgewiesen werden [114].

1.3.3.2 Inhibition der intestinalen Fettsidure-Aufnahme

Eine direkte Inhibition wichtiger, intestinaler Fettsiuretransporter (CD36, FATP) durch polyphe-
nolische Verbindungen konnte bisher nicht beschrieben werden. Sugiyama et al. (2007) berichteten
zwar von einer Inhibition der intestinalen TAG Resorption durch oligomere Procyanidine aus
Apfeln [115], fiihrten diese verminderte Resorption jedoch auf eine Inhibition der pankreatischen
Lipase und einer damit reduzierten Spaltung der TAGs zuriick. Ein &hnliches Ergebnis wurde
von Klaus et al. (2005) beschrieben. Es konnte eine verminderte Energieabsorption bei Gabe des
Flavonoids Epigallocatechingallat im in vivo Mausmodell gezeigt werden, die jedoch ebenfalls
durch eine Inhibition der N&hrstofthydrolyse bedingt war [116].
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1.4 Zielstellung

Die Priivalenz von Ubergewicht und Adipositas hat in den vergangenen Jahren kontinuierlich
zugenommen, sodass die Gesellschaft vor einer immer gréfler werdenden Herausforderung be-
ziiglich Pravention und Behandlung steht. Ein vielversprechender Therapieansatz stellt dabei
die Entwicklung von Inhibitoren der Hydrolyse und der Resorption von Néhrstoffen dar. Die
damit einhergehende Reduktion der Energiezufuhr kann zu einer erheblichen Verbesserung des

Gesundheitszustandes beitragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von sekunddren Pflanzeninhalts-
stoffen auf die Aktivitéat verschiedener Verdauungsenzyme sowie wichtiger Néhrstofftransporter.

Die Studien umfassten dabei die folgenden Hauptziele:

¢ Entwicklung und Etablierung fluoreszenzbasierter Screening-Assays zur Bestimmung der Ak-
tivitdt essentieller Verdauungsenzyme (Pankreaslipase, pankreatische a-Amylase, intestinale

a-Glucosidase, intestinale Alkalische Phosphatase und Pankreasproteasen )

e Untersuchungen zum Einfluss von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen und Pflanzenextrakten
auf die Aktivitdt der zuvor genannten Verdauungsenzyme und Ableitung von Struktur-

Wirkungs-Beziehungen

e Entwicklung und Etablierung eines fluoreszenzbasierten Glucose-Aufnahme Assays im
CaCo-2 Zellsystem

¢ Untersuchungen zum Einfluss von sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen und Pflanzenextrakten

auf die intestinale Glucoseaufnahme

Dartiber hinaus sollte eine Modellierung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen bekannter Pankre-
aslipase Inhibitoren durch in silico Studien sowie ein pharmakophorbasiertes virtuelles Screening

zur Identifikation unbekannter Inhibitoren durchgefiihrt werden.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Lésungen

2.1.1.1 Allgemein

Chemikalie

Hersteller

Acarbose, > 95%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

Acetonitril, HPLC Grade

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF)

Hoffmann-La Roche, 4012 Basel, Switzerland

Albumin Fraktion V, from bovine serum, > 98 %

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Ammoniaklésung Supra, Qualitit Rotipuran S, 20%

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Calciumchlorid (Dihydrat)

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Dimethylsulfoxid (DMSO)

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

Fructose

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

D-Glucose

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsdure (HEPES)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

Kaliumchlorid

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Losliche Stiarke nach Zulkowsky

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Magnesiumsulfat Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Maltoheptaose Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany
Maltopentaose Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany
D-Maltose Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany
Maltotriose Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

Methanol, HPLC Grade

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

2-Methoxyethanol

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

4-Methylumbelliferyl-a-D-glucopyranosid (4-MUGP)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

4-Methylumbelliferyloleat (4-MUO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

4-Methylumbelliferylphosphat (4-MUP)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

Miglitol

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

Natriumchlorid

AppliChem GmbH, 64291 Darmstadt, Germany




26

2 Material und Methoden

Natriumhydrogencarbonat

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Natriumhydroxid Plattchen

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Orlistat, > 98 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

Pankreatin Pulver, Ph. Eur. 6.3

Caesar & Loretz GmbH, 40702 Hilden, Germany

Saccharose

Serva Feinbiochemika GmbH u. Co, 6900 Heidelberg, Germany

Salzséure 37 %

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Triton-X 100

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

2.1.1.2 Zellkultur

Chemikalie

Hersteller

L-Alanyl-L-Glutamin-Lésung (200 mM),

Biochrom GmbH, 12247 Berlin, Germany

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

DMEM-Fliissigmedium ohne D-Glucose, ohne
L-Glutamin (3,7g/L NaHCO3)

Biochrom GmbH, 12247 Berlin, Germany

DMEM-Fliissigmedium ohne L-Glutamin (3,7 g/L

NaHCOg, 4,5 g/L D-Glucose)

Biochrom GmbH, 12247 Berlin, Germany

FBS Superior

Biochrom GmbH, 12247 Berlin, Germany

Natriumbutyrat

Cayman Chemical Company, 48108 Ann Arbor, USA

PBS-Losung ohne Ca2t, Mg2+

Biochrom GmbH, 12247 Berlin, Germany

Phloridzin-Dihydrat, from apple wood, > 99 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

TrypLE™ Express

Life Technologies GmbH, 64293 Darmstadt, Germany

2.1.1.3 Kits

Kit

Hersteller

EnzChek® Protease Assay Kit, green fluorescence
(E6638)

Thermo Fisher Scientific, 02451 Waltham, USA

EnzChek® Ultra Amylase Assay Kit (E33651)

Thermo Fisher Scientific, 02451 Waltham, USA

Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit (600470)

Cayman Chemical Company, 48108 Ann Arbor, USA

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (23225)

Thermo Fisher Scientific, 02451 Waltham, USA
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2.1.2 Gerite

2.1.2.1 Allgemein

Gerit

Hersteller

Analysenwaage Sartorius analytic AC210P

Sartorius, 37075 Gottingen, Germany

Analysenwaage Sartorius CP2245-OCE

Sartorius, 37075 Gottingen, Germany

Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, 37520

Osterode am Harz, Germany

Heizbad

Daglef Patz, 24601 Wankendorf, Germany

Heizpilz

Thermocoax Isopad GmbH, 69126 Heidelberg, Germany

Kolbenhubpipetten Eppdendorf Research plus

Eppendorf AG, 20249 Hamburg, Germany

Magnetriithrer IKA Combimag RCH

IKA®)-Werke GmbH & Co. KG, 79219 Staufen, Germany

Mehrkanalpipette Transferpette-8

Brand GmbH + Co KG, 97877 Wertheim, Germany

Membran-Vakuumpumpe CVC2

Vacuubrand GmbH & Co. KG, 97877 Wertheim, Germany

Mikroplattenreader Tecan Infinite F200

Tecan Group, 8708 Méannedorf, Switzerland

pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co. KG, 14163

Berlin, Germany

Reinstwasseranlage Labostar UV 2

Siemens AG Wasseraufbereitung, 22885 Barsbiittel, Germany

Repetierpipette Multipette plus

Eppendorf AG, 20249 Hamburg, Germany

Rotationsverdampfer RV 10 basic

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 79219 Staufen, Germany

Schiittler Vortex Genie 2

Scientific Industries, 11716 Bohemia, New York, USA

Ultraschallbad Sonorex RK 100

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, 12207 Berlin,

Germany

Universalmiihle M20

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, 79219 Staufen, Germany

Zentrifuge mit Kiihlung Allegra X-30R

Beckman Coulter, 47807 Krefeld, Germany

Zentrifuge Z 233 M-2

Hermle Labortechnik GmbH, 78564 Wehingen, Germany

2.1.2.2 Zellkultur

Gerit

Hersteller

Inkubator Biosafe plus

INTEGRA Biosciences AG, 7205 Zizers, Switzerland

Kamera Canon EOS 650D

Canon, Tokio, Japan

Pipettierhilfe RF 3000

Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA

Préazisionsheizplatte PZ 28-1

Harry Gestigkeit GmbH, 40489 Diisseldorf, Germany

Sicherheitswerkbank Tecnoflow

INTEGRA Biosciences AG, 7205 Zizers, Switzerland

Tischmikroskop Wilovert S

Helmut Hund GmbH, 35580 Wetzlar, Germany

Kompaktes Fluoreszenz-Mikroskop HS BZ-9000

Keyence, Osaka, Japan

Varioklav Dampfsterilisator

HP Medizintechnik GmbH, 85764 Oberschleilheim, Germany
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Zahlkammer nach Neubauer Brand GmbH + Co KG, 97877 Wertheim, Germany

2.1.2.3 HPLC

HPLC-Shimadzu System (Charakterisierung der Abbauprodukte aus Stirke):

Gerit Hersteller

Auto Sampler prominence SIL-20AC

Column oven prominence CTO-20AC

Degasser prominence DGU-20A5 Shimadzu Corporation, Japan

Detector ELSD-LT 11

Liquid Chromatograph prominence LC-20AD

Sédule: Waters; XBridgeAmide 3,5 um; 3,0 x 250 mm Waters Corporation, USA

Vorsidule: Waters; XBridgeAmide 3,5 um; 4,6 x20mm | Waters Corporation, USA

Préparatives HPLC-Shimadzu System (Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.):

Gerit ‘ Hersteller ‘

Controller CBM-20A

Solvent delivery pump LC-8A

Shimadzu Corporation, Japan
Reservoir selection valve FCV-130AL

Detektor SPD-20AV

Sédule: Phenomenex; Kinetex 5 um XB-C18 100 A; Phenomenex Inc., USA
4,6 x 250 mm

HPLC-Knauer System (Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.):

Gerit Hersteller

LPG Pump P-1/M-1 PLATINblue HPLC Plus

Diode Array Detector PLATINblue PDA-1

KNAUER Wissenschaftliche Gerite GmbH, Germany
Auto Sampler PLATINblue AS-1

Column oven PLATINblue T-1

Séule: Phenomenex; Kinetex 5 um XB-C18 100 A; Phenomenex Inc., USA

4,6 x 250 mm
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2.1.2.4 ESI-Q-TOF-MS

ESI-Q-TOF-MS System (Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.):

’ Gerit ‘ Hersteller

’ Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS ‘ Agilent Technologies, USA

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

2.1.3.1 Allgemein

Material

Hersteller

Microplatten 96-Well (schwarz, F96 MicroWell)

Nunc A/S Plastfabrikation, 4000 Roskilde, Denmark

Microplatten 96-Well (transparent, F-Boden)

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Petrischalen (ohne Nocken, ¢ 90 mm)

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

ReaktionsgefiBle (PP; 1,5 mL; 2,0 mL)

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Repetierspitzen Combitips plus (1 mL; 5mL; 10 mL)

Eppendorf AG, 20249 Hamburg, Germany

Universal tips blue 100-1000 nL

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

Universal tips yellow 2-200 pL

VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

Zentrifugenrshrchen (steril, PP, 15 mL; 50 mL)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany

2.1.3.2 Zellkultur

Material

Hersteller

Cellstar Microplatten 6-Well (transparent, F-Boden,

steril)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany

Cellstar Microplatten 12-Well (transparent,

F-Boden, steril)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany

Cellstar Microplatten 96-Well (transparent,

F-Boden, steril)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany

Cellstar Serological Pipette (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany

Kryorshrchen (2mL, steril)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany

Microplatten 96-Well (schwarz, transparenter

F-Boden, steril)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany

Spritzenvorsatzfilter (steril, 0,22 pm, ¢ 13 mm,

Nylonmembran)

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Zellkulturflaschen (Gasaustauschfilter, 25 cm?;

75cm?)

Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Germany
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2.1.4 CaCo-2-Zelllinie

Die Zelllinie CaCo-2 (ACC-169) stellt eine permanente, humane Zelllinie dar, die 1974 aus
dem priméren Kolontumor (Adenokarzinom) eines 72-jihrigen kaukasischen Mannes in Kultur
gebracht wurde. Aufgrund ihrer spontanen Differenzierung zu Enterocyten-dhnlichen Zellen,
wird die Zellinie sehr héufig fiir in vitro Studien des Intestinaltraktes verwendet. Die mit der
Biirstensaum assoziierten Hydrolasen (Alkalische Phosphatase, Sucrose-Isomaltase, u.a.) zeigen
dabei Aktivitidten, die denen von Diinndarmzellen gleichkommen [117]. Die Differenzierung der
CaCo-2-Zellen ist ein wachstumsbezogener Prozess. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
sind die Zellen undifferenziert und beginnen erst mit Erreichen der Konfluenz mit der Differen-
zierung [117]. Eine gesteigerte Enzymaktivitit wird dabei hufig als Faktor fiir den Fortschritt

der Differenzierung herangezogen [118].

Abbildung 2.1: Lichtmikroskopische Aufnahme undifferenzierter CaCo-2-Zellen bei 100-facher Vergroflerung

Die in dieser Arbeit verwendeten CaCo-2 Zellen (Abb. 2.1) wurden vom Leibniz-Institut DSMZ
- Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH bezogen und geméfl den
Empfehlungen kultiviert [119].

2.1.5 Untersuchte Reinstoffe

Die Strukturformeln der untersuchten Reinstoffe sind im Anhang (Tab. A.1) aufgefiihrt.

Reinstoff Molmasse [g/mol] | Hersteller

Apigenin, 98 % 270,24 Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland
Apigenin-7-glucosid 432.38 Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Chinaséure, > 99 % 192,17 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Chlorogenséure, 97 % 354,32 Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Chrysin 254,20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 89555 Steinheim, Germany
Ferulasdure, > 98 % 194,19 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Fisetin, rein 286,24 Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Gallusséure, 99,5 % Hydrat: 188,13 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
2-Hydroxyzimtsiure, 97 % 164,16 Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Germany




2.1 Material

31

4-Hydroxyzimtsdure, > 98 % | 164,16 Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Germany

Isoferulasidure 194,19 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Isorhamnetin 316,27 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Kaempferol, > 96 % 286,24 Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Kaffeesdaure, > 97 % 180,16 Fluka Chemie AG, 4002 Basel, Switzerland

Myricetin, rein 318,20 Serva Feinbiochemika GmbH, 69115 Heidelberg, Germany
Naringenin 272,26 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany

Quercetin, > 95 % 302.24 VWR International GmbH, 64295 Darmstadt, Germany

Quercitrin Dihydrat: 484,42 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Rhaponticin 420,39 Merck KGaA, 64293 Darmstadt, Germany
Rosmarinsidure 360,34 k.A.

Rutin 610,52 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Sinapinsdure, > 97 % 224,22 Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe, Germany
Verbascosid 624.60 Phytolab GmbH, 91487 Vestenbergsgreuth, Germany
ZINC04252577 284,31

ZINC09050354 453,45

ZINC04046682 287,25

ZINCO05730067 267,74 Mcule, Inc. 94301 Palo Alto, USA
ZINC03669836 282,37

ZINC00108368 340,38

ZINC00141040 274,27

ZINC03843271 286,32 MolMall Sarl, 1027 Lonay, Switzerland

2.1.6 Untersuchtes Pflanzenmaterial

2.1.6.1 Pflanzen der Traditionellen Chinesischen Medizin (TCM)

Das untersuchte Pflanzenmaterial der TCM wurde von YI-KANG Pharmacy (Yangling, China)

im Mérz 2014 erworben. Die wéssrigen und methanolischen Extrakte wurden an der Northwest

A&F University (Yangling, China) hergestellt und im Anschluss an der Freien Universitit Berlin

(Berlin, Germany) hinsichtlich ihres inhibitorischen Potentials analysiert. Es wurden nur Pflanzen

analysiert, die in der TCM bei Erkrankungen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels Anwendung

finden.



Lateinischer Name Deutscher Name Pflanzenfamilie | Herkunfts- | Untersuchter Beschriebener Effekt Ref.
provinz Pflanzenteil
Aconitum carmichaelii EEBX. Chinesischer Eisenhut Ranunculaceae Sichuan Waurzel Blutglucose | [120]
Agastache rugosus (F1scH.et MEY.) O. KTZE Koreanische Minze Lamiaceae Hunan Oberirdischer Cholesterol |, TAGs | [121]
Pflanzenteil
Alisma orientale (SAM.) JUZEP. - Alismataceae Sichuan Tuber Antidiabetischer Effekt [122]
Anamarrhena asphodeloides BGE. - Asparagaceae Hebei Rhizom Antidiabetischer Effekt [122]
Angelica sinensis (OLIV.) DIELS Engelwurz Apiaceae Gansu Wurzel Niichternblutzucker |, [123]
Cholesterol |, TAGs |
Artactylodes macrocephala KOIDZ. Grof3kopfiges Speichelkraut | Compositae Zhejiang Rhizom Antidiabetischer Effekt [122]
Asparagus cochinchinensis (LOUR.) MERR. - Asparagaceae Sichuan Earthnut Antidiabetischer Effekt [122]
Astragalus membranaceus (FI1sCH.) BGE. Tragant Fabaceae Neimenggu Wurzel Antidiabetischer Effekt, [122]
Niichternblutzucker | [124]
Awucklandia lappa DECNE. - Compositae Guangxi Wurzel Adipogenese | [125]
Carthamus tinctorius L. Farberdistel Asteraceae Xinjiang Corolla Niichternblutzucker |, [126]
Cholesterol |, LDL |, VLDL |
Codonopsis pilosula (FRANCH.) NANNF. Glockenblume Campanulaceae Gansu Wurzel Blutglucose | [127]
Coptis chinensis FRANCH. Chinesischer Goldfaden Ranunculaceae Sichuan Rhizom Antidiabetischer Effekt (122]
Crataegus pinnatifida BGE. var. major N.E.BR. | Fiederblatt-Weildorn Rosaceae Shandong Frucht Antidiabetischer Effekt [128]
Curcuma wenyujin - Zingiberaceae Shaanxi Earthnut Antidiabetischer Effekt [129]
CHEN et LING
Cyathula officinalis KUAN - Amaranthaceae Sichuan Waurzel Antidiabetischer Effekt [129]
Dioscorea opposite THUNB. Chinesischer Yams Dioscoreaceae Henan Rhizom Antidiabetischer Effekt [122]
Gardenia jasminoides ELLIS Gardenie Rubiaceae Sichuan Frucht Cholesterol |, TAGs |, (130]
Inhibition PL
Glycyrrhiza uralensis FISCH. Chinesisches Siif3holz Fabaceae Gansu Rhizom Niichternblutzucker |, (124]
Leomurus japonicas HOUTT. Chinesisches Herzgespann Lamiaceae Henan Kraut Antidiabetischer Effekt [129]
Ligusticum chuanziong HORT. - Apiaceae Sichuan Rhizom Antidiabetischer Effekt [127]
Lycium barbarum L. Gemeiner Bocksdorn Solanaceae Ningxia Frucht Niichternblutzucker |, [124]
TAGs |, HDL 1
Lycopus lucidus TURCZ. - Lamiaceae Sichuan Stéangel, Blatter | Blutglucose |, (131]

var. HIRTUS REGEL

Cholesterol |, TAGs [,
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Lateinischer Name Deutscher Name Pflanzenfamilie | Herkunfts- | Untersuchter Beschriebener Effekt Ref.
provinz Pflanzenteil
Ophiopogon japonicas (L.F) KER-GAWL. Japanischer Schlangenbart | Asparagaceae Shaanxi Earthnut Antidiabetischer Effekt [122]
Paeonia lactiflora PALL. Chinesische Pfingstrose Paeoniaceae Gansu Wurzel Antidiabetischer Effekt [127]
Phellodendron chinense SCHNEID. Korkbaum Rutaceae Hebei Rinde Antidiabetischer Effekt [129]
Polygonatum kingianum COLL. et HEMSL. Weilwurz Asparagaceae Sichuan Rhizom Antihyperglykdmischer Effekt | [132]
Poria cocos (Schw.) WOLF - - Guangxi Sklerotium Antidiabetischer Effekt [122]
Pueraria lobata (Willd.) OHWI Kudzu Fabaceae Shaanxi Wurzel Antidiabetischer Effekt [122]
Rehmannia glutinosa LIBOSCH Braunwurz Plantaginaceae Henan Earthnut Antidiabetischer Effekt [122]
Scrophularia ningpoensis HEMSL. Chinesische Braunwurz Scrophulariaceae Sichuan Wurzel Antidiabetischer Effekt [122]
Scutellaria baicalensis GEORGI Baikal-Helmkraut Lamiaceae Gansu Wurzel Antidiabetischer Effekt (127]
Trichosanthes kirilowii MAXIM. Chinagurke Curcurbitaceae Hebei Wurzel Antihyperglykdmischer Effekt | [132]

TAG: Triacylglycerid, LDL: Low Density Lipoprotein, VLDL: Very Low Density Lipoprotein
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2.1.6.2 Pflanzen der Traditionellen Europiischen Medizin (TEM)

Die analysierten Pflanzen bzw. Pflanzenteile wurden von Krauter Schulte Aktiv Krauter Drogerie
e.K. (Gernsbach, Germany) bezogen. Es wurden Pflanzen untersucht, denen in der Literatur
eine positive Wirkung bei der Behandlung von Kohlenhydrat- und Fettstoffwechselstérungen

zugeschrieben wurde.



Lateinischer Name Deutscher Name Pflanzenfamilie | Untersuchter Beschriebener Effekt Ref.

Pflanzenteil
Allium sativum L. Knoblauch Amaryllidaceae Zwiebel Serumglucose |, TAGs | [133]
Aronia melanocarpa (MiCcHX.) ELLIOT Schwarze Apfelbeere Rosaceae Frucht Erhohte Insulinsensitivitét [134]
Artemisia dracunculus L. Estragon Compositae Blatter Blutglucose | [135]
Ceratonia siliqgua L. Johannisbrotbaum Leguminosae Samen Lipidsenkende Wirkung [136]
Cinnamomum cassia (L.) PRESL Chinesischer Zimtbaum Lauraceae Rinde Insulindghnlicher Effekt [137]
Crataegus laevigata (PoOIR.) DC. Zweigriffeliger Weifidorn Rosaceae a) Scheinfrucht TAGs |, [135]

b) Blitter und Bliiten | LDL |, VLDL |
Cyamopsis tetragonoloba (L.) TAUB. Guarbohne Leguminosae Guarkernmehl Kohlenhydratresorption | [138]
Cynara cardunculus L. Artischocke Compositae Kraut Inhibition der a-Amylase (17]
Echium vulgare L. Gewohnlicher Natternkopf | Boraginaceae Kraut Inhibition der PL [79,97]
Hibiscus sabdariffa L. Roselle Malvaceae Bliiten Inhibition der a-Amylase [139]
Melissa officinalis L. Zitronenmelisse Lamiaceae Blétter Inhibition der a-Amylase [140]
Mentha aquatica L. Wasserminze Lamiaceae Blatter Inhibition der PL [79,97]
Nigella sativa L. Schwarzkiimmel Ranunculaceae Frucht Gewichtsreduktion, TAGs |, LDL | [141]
Olea europaea L. Olivenbaum Oleaceae Blatter Blutglucose |, Insulinlevel im Blut | [142]
Opuntia ficus-indica (L.) MILL. Feigenkaktus Cactaceae Bliiten Glucoseresorption | [143]
Panaz ginseng MEY Koreanischer Ginseng Araliaceae Wurzel Insulinsensitivitdt 1, erhthte Glucoseauf- | [144]

nahme in Fett- und Muskelzellen

Peumus boldus MOLINA Boldo Monimiaceae Blatter Blutglucose | [137]
Phaseolus vulgaris L. Gartenbohne Leguminosae Hiilsen Inhibition der a-Amylase [145,146]
Potentilla aurea L. Gold-Fingerkraut Rosaceae Kraut Insulindhnlicher Effekt [138,145]
Punica granatum L. Granatapfelbaum Lythraceae a) Samen Blutglucose |, TAGs |, [147]

b) Hiilsen Cholesterol |
Rosmarinus officinalis L. Rosmarin Lamiaceae Blatter Inhibition der PL [79,101]
Sarcopoterium spinosum (L.) SPACH Dorniger Becherstrauch Rosaceae Wurzel Insulinproduktion [145]

[eLIOYRIN T'C
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Syzygium aromaticum (L.) MERR. & PERRY Gewiirznelken-Baum | Myrtaceae Bliitenknospen | Erhohung der Insulinaktivitét [142]
Tamarindus indica L. Tamarindenbaum Leguminosae Hiilsen Inhibition der o-Amylase [140]
Trigonella foenum-graecum L. Bockshornklee Leguminosae Samen Blutglucose |, Cholesterol |, Insulinlevel 1 [136,148]
Vaccinium myrtillus L. Heidelbeere Ericaceae Frucht Blutglucose | [135,138]
Vitis vinifera L. Weinrebe Vitaceae Samen TAGs |, LDL | [135]
Zingiber officinale ROSCOE Ingwer Zingiberaceae | Rhizom Erhohte, insulinabh. Glucoseaufnahme [142]

in Adipocyten

TAG: Triacylglycerid, LDL: Low Density Lipoprotein, VLDL: Very Low Density Lipoprotein
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2.1.6.3 Pflanzenmaterial aus dem virtuellen Screening (VS)

Die im Rahmen des VS untersuchten Pflanzen stammen zum Grofiteil aus dem Botanischen
Garten der Freien Universitiat Berlin (Berlin, Germany). Die Akzessionsnummern der Pflanzen
des Botanischen Gartens sind in der nachfolgenden Tabelle angegeben. Die Pflanzenteile von
Morus alba L., Glycyrrhiza glabra L., und Marrubium vulgare L. wurden hingegen von Kréuter

Schulte Aktiv Krdauter Drogerie e. K. (Gernsbach, Germany) bezogen.

Lateinischer Name Deutscher Name Pflanzenfamilie | Untersuchter Akzessionsnr.
Pflanzenteil

Acacia decora RCHB.F. Zierliche Akazie Leguminosae Oberird. Teil 006049114
Acacia longifolia (ANDREWS) Langblattrige Akazie Leguminosae Oberird. Teil 006059114
WILLD.

Acacia melanozylon R.BR. Schwarzholz- Akazie Leguminosae Oberird. Teil 198028614
Acacia rostellifera BENTH. Geschnébelte Akazie Leguminosae Oberird. Teil 098019474
Acacia verticillata (L’HER.) Quil-Akazie Leguminosae Oberird. Teil 142697914
WILLD.

Cryptomeria japonica Sicheltanne Cupressaceae Blatter 103737480

(THUNB. ex L.F.) D.DON

Glycyrrhiza glabra L. Echtes Siiflholz Leguminosae Wurzel kéduflich erworben

Hypericum hookerianum Johanniskraut Hypericaceae Sprossachse 024041070

WIGHT et ARN.

Marrubium vulgare L. Gewdhnlicher Andorn | Lamiaceae Kraut kéuflich erworben
Maytenus boaria MOLINA Chilenischer Kerzen- Celastraceae Blétter 148039510
baum

Morus alba L. Weifle Maulbeere Moraceae Sprossachse kéduflich erworben
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2.2 Methoden

Alle im Rahmen der Versuche hergestellten Puffer und Lésungen wurden mit analytisch reinem
Wasser (0,055 nS/cm bei 25 °C, zusétzlich filtriert durch einen 0,2 pm Filter) hergestellt, das der

zuvor genannten Reinstwasseranlage entnommen wurde.

2.2.1 Enzymaktivitits-Assays
2.2.1.1 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der Lipaseaktivitit

Zur Bestimmung der Aktivitdt von Schweinepankreas-Lipase und zur Beurteilung des Lipase-
inhibitorischen Potentials von Reinstoffen bzw. Pflanzenextrakten wurde ein fluoreszenzbasiertes
in vitro Enzymassay verwendet. Die zu untersuchenden Proben wurden mit dem fluorogenen
Substrat 4-Methylumbelliferyloleat (4-MUOQO) versetzt und iiber einen definierten Zeitraum
vermessen. In Anwesenheit einer aktiven Lipase wird das Substrat in 4-Methylumbelliferon
(4-MU, Abb. 2.2) gespalten, welches bei einer Exzitationswellenléinge von 360 nm und einer
Emissionswellenldnge von 465 nm fluorimetrisch erfasst werden kann. Als Positivkontrolle wurde
der synthetische PL Inhibitor Orlistat eingesetzt.

CHj; CHs
o} \ . \
)k Pankreaslipase
_
(CHa)eCH, o o o HO o o

’ 4-MUO 4-MU
(CH2)7CH3

Abbildung 2.2: Prinzip des Lipase Aktivitdtsassays: Bei Vorhandensein einer aktiven Lipase wird das Substrat
4-Methylumbelliferyloleat (4-MUO) zum stark fluoreszierenden 4-Methylumbelliferon (4-MU) umgesetzt.

Das Assay basiert auf einer Methode von Sergent et al. (2012) und wurde fiir diese Arbeit leicht
modifiziert [149]. Es wurden jeweils 25 pL. Probenlosung (Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt in 100 %
DMSO) mit 25uL Enzymlosung (0,5 mg/mL, Schweinepankreaslipase aus Pankreatinpulver)
versetzt und 15 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Fiir jeden Versuchsansatz wurde eine
100 %-Aktivitéitskontrolle mitgefiihrt, in der anstelle von Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt 25 pL
100 % DMSO zugesetzt wurden. Nachfolgend wurden 50 pL 0,5 mM 4-MUO zu den Ansétzen
pipettiert. Die Proben wurden unter Verwendung eines Infinite F200 Microplate Readers (Tecan
Group Ltd., Schweiz) bei 37 °C in 1-min-Intervallen {iber einen Zeitraum von 35 min vermessen
(Ex/Em = 360nm/465nm). Zur Auswertung wurden die letzten 20 Messwerte herangezogen. Die
Bestimmung des inhibitorischen Potentials der eingesetzten Pflanzenextrakte bzw. Reinstoffe
erfolgte iiber eine lineare Interpolation und einem Vergleich der Anderung der gemessenen

relativen Fluoreszenz Einheiten (RFU) pro Minute.
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Tabelle 2.1: Verwendete Puffer und Losungen fiir das Lipase-Aktivitéitsassay

Zusammensetzung

13 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0) 150 mM Natriumchlorid
1,3 mM Calciumchlorid

Enzymlésung (Schweinepankreaslipase 0,5 mg/mL Pankreatin in 10 % DMSO

aus Pankreatinpulver) in 13 mM TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0)

0,5 mM 4-Methylumbelliferyloleat

4-MUO Substratlésung
in 6 % (v/v) 2-Methoxyethanol in dest. Wasser

Reinstoffe Einwaage in 100 % DMSO

Pflanzenextrakte Einwaage in 100 % DMSO

2.2.1.2 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der a-Amylaseaktivitit

Zur Bestimmung der a-Amylaseaktivitit wurde das EnzChek®) Ultra Amylase Assay Kit (E33651)
der Firma Molecular Probes™verwendet. Dieses in vitro Enzymassay basiert auf der hydrolytischen
Spaltung des modifizierten Stirkesubstrats D@ starch from corn, BODIPY FL conjugate. Das
Stérkederivat ist mit dem Fluoreszenz-Farbstoff BODIPY FL in so hoher Konzentration markiert,
dass die Fluoreszenz zuniichst gequencht wird. Erst bei Umsetzung des Subtrates durch ein aktives
Enzym erfolgt die Aufhebung des Quenchings und es werden stark fluoreszierende Fragmente
gebildet, die bei einer Exzitationswellenléinge von 485 nm und einer Emissionswellenlédnge von
535 nm detektiert werden konnen. Der gemessene Fluoreszenzanstieg ist dabei proportional der

a-Amylaseaktivitdt. Als Positivkontrolle der Amylase-Inhibition wurde Acarbose eingesetzt.

Tabelle 2.2: Verwendete Puffer und Losungen fiir das a-Amylase-Aktivitdtsassay

Zusammensetzung

13 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0) 150 mM Natriumchlorid
1,3 mM Calciumchlorid

Substrat Solvent (pH = 4,0) 50 mM Natriumacetat

Enzymlosung (Schweinepankreaslipase 1,25 pg/mL Pankreatin in 10 % (v/v) DMSO

aus Pankreatinpulver) in 13 mM TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0)
DQ starch from corn, 200 pg/mL BODIPY-FL Substratlésung
BODIPY FL Konjugat in 2 % (v/v) Substrat Solvent (pH = 4,0)
( = Substratlsung) in 13 mM TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0)
Reinstoffe Einwaage in 100 % DMSO
Pflanzenextrakte Einwaage in 100 % DMSO

Zur Bestimmung der a-Amylase Aktivitdt bzw. deren Inhibition durch Reinstoffe und Pflanzen-
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extrakte wurden jeweils 25 nL. Probenlésung (in 100 % DMSO) mit 25 pL. Enzymlosung (1,25
ng/mL, Schweinepankreasamylase aus Pankreatinpulver) versetzt und 15 min vorinkubiert. Die
100 %-Aktivititskontrolle enthielt anstelle des Reinstoffs bzw. Pflanzenextrakts 25 nL. 100 %
DMSO. Zum Start der Reaktion wurden 50 pL. der BODIPY-FL Substratlosung (200 pg/mL) zu
den Ansétzen pipettiert. Die Vermessung (Ex/Em = 485/535nm) und Auswertung der Proben

erfolgte analog der unter 2.2.1.1 genannten Bedingungen.

2.2.1.3 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der a-Glucosidaseaktivitit

Zur Bestimmung der a-Glucosidaseaktivitdt wurde ein fluoreszenzbasiertes in vitro Enzymassay
verwendet. Die Methode beruht auf der enzymatischen Spaltung des fluorogenen Substrates
4-Methylumbelliferyl-a-D-glucopyranosid (4-MUGP). In Anwesenheit eines aktiven Enyzms
entsteht das stark fluoreszierende Produkt 4-Methylumbelliferon (4-MU, Ex/Em = 360/465nm,
Abb. 2.3). Miglitol wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt.

CHs CH,
HO \ \
a-Glucosidase
o ——
HO (0] (6] (e} HO O [e]
4-MUGP 4-MU
HO OH

Abbildung 2.3: Reaktionsprinzip des a-Glucosidase-Aktivitidtsassays: Bei Vorhandensein einer aktiven -
Glucosidase wird das Substrat 4-Methylumbelliferyl-a-D-glucopyranosid (4-MUGP) zum stark fluoreszierenden
4-Methylumbelliferon (4-MU) umgesetzt

Zur Isolierung einer aktiven Enzymsuspension aus Schweinedarm wurden die ersten 5 m des
vorderen Diinndarmabschnittes eines frisch geschlachteten Hausschweins (Sus scrofa domestica
LINNAEUS) verwendet. Die Darmabschnitte wurden von der Lehr- und Versuchsanstalt fiir
Tierzucht und Tierhaltung (Teltow Ruhlsdorf, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Bis zur
Verwendung wurde der Diinndarm in eiskaltem Krebs-Henseleit Puffer (pH = 7,4) gelagert.
Alle nachfolgenden Arbeiten wurden unter Eiskiihlung durchgefithrt. Der Diinndarmabschnitt
wurde zunéchst in etwa 10 cm lange Stiicke zerteilt und anschliefend von Innen und Auflen
mit isotoner Kochsalzlésung gewaschen. Eventuell vorhandene Nahrungsreste wurden dabei
entfernt. Die Stiicke wurden léngs aufgeschnitten und von Innen nochmals vorsichtig mit isotoner
Kochsalzlosung gespiilt. Im Anschluss wurden die Diinndarmabschnitte auf Styropor aufgespannt.
Unter Verwendung eines scharfen Glasspatels wurde die oberste Mukosaschicht abgekratzt und
in jeweils 5 mL HEPES-Puffer (pH = 7,12) resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellfragmente
und zur Freisetzung der Enzyme aus ihren Kompartimenten wurden die gewonnen Proben
unter Eiskiihlung fiir 12 min im Ultraschallbad behandelt. Im Anschluss erfolgte zunéchst eine

Zentrifugation bei 4000xg fiir 10 min, um grobe Bestandteile abzutrennen. Im Anschluss wurde
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der Uberstand bei 13.000xg fiir 2 min zentrifugiert. Der dabei gewonnene Uberstand (= Isolat)

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.3: Verwendete Puffer und Losungen fiir das a-Glucosidase-Aktivitétsassay

Zusammensetzung

118 mM Natriumchlorid

4,7 mM Kaliumchlorid

1,6 mM Calciumchlorid
Krebs-Henseleit Puffer (pH = 7,4) | 1,2 mM Magnesiumsulfat

1,2 mM Kaliumdihydrogenphosphat
25 mM Natriumhydrogencarbonat

10 mM D-Glucose

50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsédure

HEPES-Puffer (pH = 7,12)
70 mM Natriumchlorid

1 mM Calciumchlorid

Enzymlésung (a-Glucosidase aus Das gewonnene Isolat wurde im Verhéltnis 1:2
Schweinedarm) mit HEPES-Puffer (pH = 7,12) verdiinnt
4-MUGP Substratlosung 0,5 mM 4-Methylumbelliferyl-a-D-glucopyranosid

in 6 % (v/v) 2-Methoxyethanol in dest. Wasser

Reinstoffe Einwaage in 10 % (v/v) DMSO in HEPES-Puffer

(pH = 7,12) bzw. in 100 % (v/v) DMSO

Pflanzenextrakte Einwaage in 100 % DMSO

Isotone Kochsalzlgsung 0,9 % (w/v) Natriumchlorid in dest. Wasser

Das verwendete a-Glucosidase-Aktivititsassay wurde von der Methode zur Bestimmung der
Lipaseaktivitdt (Abschnitt. 2.2.1.1) abgeleitet und entsprechend angepasst. Es wurden jeweils
25 pLl Probenlosung (Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt in 10 % (v/v) DMSO in HEPES-Puffer (pH
= 7,12) bzw. in 100 % DMSO) mit 25 pL. Enzymlosung versetzt und 15 min bei Raumtemperatur
vorinkubiert. Zur Bestimmung der 100 %-Aktivitidtskontrolle der Schweinedarm-Enzymlosung
wurden anstelle von Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt 25 nL 10 % (v/v) DMSO in HEPES-Puffer
(pH = 7,12) bzw. 100 % DMSO mit 25 nL. Enzymlésung gemischt. Im Anschluss wurden 50 pL 0,5
mM 4-MUGP zu den Ansétzen pipettiert. Die Proben wurden unter Verwendung eines Infinite
F200 Microplate Readers (Tecan Group Ltd., Schweiz) bei 37 °C jede Minute iiber einen Zeitraum
von 20 min vermessen (Ex/Em = 360nm/465nm). Die resultierende Fluoreszenzénderung pro
Minute wurde mittels linearer Interpolation bestimmt. Eine potentielle Inhibition der Reinstoffe
bzw. Pflanzenextrakte konnte durch einen Vergleich der erhaltenen Werte in Bezug auf die
100 %-Aktivitdtskontrolle ermittelt werden.
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2.2.1.4 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitit

Zur Bestimmung der Aktivitit der Alkalischen Phosphatase (ALP) aus Schweinedarm wurde ein
in vitro Enzymassay etabliert. Dieses beruht auf der Dephosphorylierung des Ausgangsstoffes
4-Methylumbelliferyl-phosphat (4-MUP) in Anwesenheit aktiver Esterasen zum fluoreszierenden
Produkt 4-Methylumbelliferon (4-MU, Abb. 2.4). Dieses kann bei einer Exzitationswellenléinge
von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 465 nm fluorimetrisch erfasst werden. Durch
Zusatz von Pflanzenextrakten und Reinstoffen sollte deren inhibitorisches Potential in Bezug auf

die Enzymaktivitdt bestimmt werden.
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Abbildung 2.4: Reaktionsprinzip des ALP-Aktivitédtsassays: Bei Vorhandensein von aktiven ALP wird das Substrat
4-Methylumbelliferylphosphat (4-MUP) zum stark fluoreszierenden 4-Methylumbelliferon (4-MU) umgesetzt

Die Isolierung einer aktiven Enzymsuspension aus Schweinedarm erfolgte wie bereits in Abschnitt
2.2.1.3 beschrieben. Mit Ausnahme der verwendeten Substratlosung (4-MUP) sind die unter

Abschnitt 2.2.1.3 genannten Puffer und Lésungen analog verwendet worden.

Tabelle 2.4: Verwendete Puffer und Losungen fiir das ALP-Aktivitédtsassay

Zusammensetzung

Enzymlosung (Esterasen aus Das gewonnene Isolat wurde im Verhéltnis 1:2
Schweinedarm) mit HEPES-Puffer (pH = 7,12) verdiinnt

0,5 mM 4-Methylumbelliferylphosphat

in 6 % (v/v) 2-Methoxyethanol in dest. Wasser

4-MUP Substratlosung

Das verwendete Aktivitdtsassay wurde von der Methode des a-Glucosidase-Assay abgeleitet. Es
wurden jeweils 25 pL. Probenlosung (Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt in 10 % (v/v) DMSO in
HEPES-Puffer (pH = 7,12) bzw. in 100 % DMSO) mit 25 nL Enzymlésung versetzt und 15 min bei
Raumtemperatur vorinkubiert. Fiir jeden Versuchsansatz wurde eine 100 %-Aktivitiatskontrolle
mitgefithrt, in der anstelle von Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt 25 pL 10 % (v/v) DMSO in
HEPES-Puffer bzw. 100 % DMSO zugesetzt wurden. Durch Zugabe von 50 pL 0,5 mM 4-MUP
wurde die Reaktion gestartet. Die Aktivitdtsmessung sowie deren Auswertung erfolgte analog zu
Abschnitt 2.2.1.3.
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2.2.1.5 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der Proteaseaktivitit

Zur Bestimmung der Proteaseaktivitit aus Schweinepankreas wurde das EnzChek®) Protease
Assay Kit (E6638) der Firma Molecular Probes™verwendet. Das in vitro Enzymassay basiert auf
der proteolytischen Spaltung des modifizierten Caseinderivates BODIPY FL casein. Das zunéchst
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff BODIPY FL gequenchte Caseinderivat wird bei Umsetzung des
Subtrats durch aktive Proteasen in stark fluoreszierende Fragmente gespalten (Abb. 2.5), die
bei einer Exzitationswellenléinge von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 535 nm erfasst
werden konnen. Der gemessene Fluoreszenzanstieg ist dabei proportional der Proteaseaktivitiit.
Als Positivkontrolle wurde der Serinprotease-Inhibitor 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
(AEBSF) eingesetzt.

Intramolekular gequenchtes Substrat Fluoreszierendes Spaltprodukt

Abbildung 2.5: Prinzip des Protease-Aktivitédtsassays: Bei Vorhandensein von aktiven Proteasen erfolgt die
Umsetzung des Substrates (Caseinderivat) in stark fluoreszierende Fragmente. (Abb. nach [150])

Tabelle 2.5: Verwendete Puffer und Losungen fiir das Protease-Aktivitdtsassay

Zusammensetzung

13 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0) 150 mM Natriumchlorid
1,3 mM Calciumchlorid

200 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
Digestion Buffer 20x (pH = 7,8) Hydrochlorid (TRIS-HCI)

2 mM Natriumazid

Enzymlssung (Schweinepankreaslipase 0,5 mg/mL Pankreatin in 10 % (v/v) DMSO

aus Pankreatinpulver) in 13 mM TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0)
BODIPY FL casein 10 pg/mL BODIPY-FL Substratlosung
( = Substratlésung) in 1 % (v/v) PBS in Digestion Buffer 1x
Reinstoffe Einwaage in 100 % DMSO
Pflanzenextrakte Einwaage in 100 % DMSO

Es wurden 25 uL Probenlésung (Reinstoff bzw. Pflanzenextrakt in 100 % DMSO) mit 25 nL
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Enzymlosung (0,5 mg/mL, Schweinepankreasproteasen aus Pankreatinpulver) versetzt und 15 min
bei Raumtemperatur vorinkubiert. Zur Bestimmung der 100 %-Aktivitéitskontrolle wurden anstelle
der potentiell inhibitorischen Probenlésung 25 pL 100 % DMSO eingesetzt. Zum Start der Reaktion
wurden 50 pL 10 pg/mL BODIPY-FL Substratlosung zu den Ansétzen pipettiert. Die Proben
wurden bei 37 °C in 1-min-Intervallen iiber einen Zeitraum von 20 min vermessen (Ex/Em =
485/535nm). Die Bestimmung des inhibitorischen Potentials der eingesetzten Pflanzenextrakte
bzw. Reinstoffe erfolgte iiber eine lineare Interpolation und einem Vergleich der Anderung der
RFU pro Minute.

2.2.2 Herstellung verschiedener Extrakte aus getrocknetem Pflanzenmaterial
2.2.2.1 Methanolische Extrakte

Das zu analysierende Pflanzenmaterial wurde zunéchst unter Verwendung einer Labormiihle
zerkleinert. Es wurden 5 g pulverisierte Droge in einem 250 mL Rundkolben mit 100 mL Methanol
versetzt und im Wasserbad 1h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde die Fliissigkeit
abgenutscht. Das gewonnene Filtrat wurde am Rotationsverdampfer auf ca. 10-15 mL eingeengt.
Der Riickstand wurde quantitativ in eine Petrischale tiberfithrt und iiber Nacht zum Abdampfen
des restlichen Losungsmittels unter den Abzug gestellt. Der so gewonnene Riickstand wurde
tiefgefroren und im Anschluss gefriergetrocknet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben
bei -20 °C gelagert.

2.2.2.2 Waissrige Extrakte

Die Herstellung der wissrigen Extrakte erfolgte mit dest. Wasser analog zu den methanolischen
Extrakten (Abschnitt 2.2.2.1) mit folgender Ausnahme: die Extrakte wurden 15 min unter
Riickfluss erhitzt (Heizpilz) und direkt nach der Aufkonzentrierung am Rotationsverdampfer

tiefgefroren.

2.2.3 Tierexperimentelle Untersuchungen zum Einfluss von Crataegus
pinnatifida Bge. auf die Niichternblutglucose- und
Serumlipidkonzentration

Der methanolische Extrakt der Friichte von Crataegus pinnatifida zeigte in der vorliegenden
Arbeit sowohl fiir die Pankreaslipase als auch fiir die a-Amylase eine starke Inhibition der
enzymatischen Aktivitdt. Auf Grundlage dieser Beobachtungen folgten im Anschluss tierex-
perimentelle Untersuchungen zum Einfluss dieses Extraktes auf die Niichternblutglucose- und

Serumlipidkonzentration im Diabetes-Typ-2 Tiermodell.

Die Tierversuche wurden an der Northwest A&F University (Yangling, China) durchgefiihrt und
durch das Ethikkomitee der Universitét iiberpriift und genehmigt. Es wurden ménnliche Sprague-
Dawley (SD) Ratten vom Experimental Animal Center of the Fourth Military Medical University

(Xi’an, China) bezogen. Alle Ratten wurden in einer herkdmmlichen sanitdren Einrichtung mit
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der erforderlichen konstanten Temperatur und relativen Feuchtigkeit gehalten. Fiir die Versuche
wurden 54 SD-Ratten (Gewicht: 280 + 20 g) zufillig in 6 Gruppen von jeweils 9 Tieren aufgeteilt
(n=9). Die Gruppen wurden wie in Tabelle 2.6 dargestellt eingeteilt und entsprechend behandelt.

Orlistat wurde als Positivkontrolle eingesetzt.

Tabelle 2.6: Ubersicht zur Einteilung der SD-Ratten und Behandlungsformen der unterschiedlichen Modellgruppen

Gruppe Hochfettdiét + | Crataegus pinnatifida Extrakt Orlistat
Streptozotocin (CPE)

1 | Kontrollgruppe - - -
2 | T2DM

3 | T2DM + 50 mg CPE
4 | T2DM + 100mg CPE
5

6

T2DM + 200 mg CPE
T2DM + Orlistat - +
T2DM: Typ-2-Diabetes-Modellgruppe; CPE: intragastrische Verabreichung von 50-200 mg/kg Kérper-

[+ |+ ]+
+ |+ [+

gewicht Crataegus pinnatifida Extrakt (CPE) zweimal téglich an 14 aufeinander folgenden Tagen;
Orlistat: 40 mg/kg Kérpergewicht Orlistat zweimal téglich an 14 aufeinander folgenden Tagen

Zur Induktion eines Typ-2-Diabetes (Gruppe 2-6) wurden die SD-Ratten zunéchst 2 Wochen
unter Hochfettbedingungen gehalten. Die Tiere wurden im Anschluss fiir 12 h gefastet (Wasser ad
libitum) und mit einer intraperitoneal injizierten Einzeldosis von Streptozotocin (STZ, 50 mg/kg
Korpergewicht) behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt wihrend der Anfangsphase und wéihrend
des gesamten Experiments eine normale Rattendidt. Nach zwei Wochen wurde ihnen anstelle
des STZ nur eine 0,9 % physiologische Kochsalzlosung injiziert. Eine Woche nach der STZ-
Injektion wurden die Tiere zunéchst erneut fiir 12 h gefastet und im Anschluss eine Dosis Glucose
(2 g/kg Korpergewicht) oral verabreicht. Blutproben wurden aus der Schwanzspitze nach 0 und
120 min entnommen und auf ihren Glucosegehalt unter Verwendung eines Glucometers (Roche
Diagnostics GmbH, Germany) analysiert. Ratten mit einer Niichternblutzucker-Konzentration
> 300 mg/dl wurden als diabetisch betrachtet. Im Anschluss erfolgte iiber einen Zeitraum von
14 Tagen die Durchfithrung des Experiments nach den in Tabelle 2.6 dargestellten Kriterien. Nach
Ablauf des 14 tégigen Versuchs wurden die Tiere zur erneuten Messung der Niichternblutglucose-
Konzentrationen fiir 12h gefastet (Wasser ad libitum). Im Anschluss erfolgte eine Blutentnahme
an der Schwanzspitze und die Bestimmung der Niichternblutglucose-Konzentration mittels eines
Glucometers. Nach Beendigung des Versuchs wurden die Tiere getotet, um Blut- und Pankreas-
gewebeproben zu sammeln. Das Serum wurde durch Zentrifugation bei 2500 rpm (10 min; 4°C)
gewonnen und bei -20 °C bis zur weiteren Analyse gelagert. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung
der Serum-Triglycerid- und Serum-Gesamtcholesterinkonzentration spektrophotometrisch unter
Verwendung kommerzieller diagnostischer Kits (Jiancheng Institute of Biotechnology, Nanjing,
China).
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2.2.4 Untersuchungen mittels Hochleistungsfliissigchromatographie

Die Hochleistungsfliissigchromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC) gehort
zu den meistgenutzten Methoden der instrumentellen Analytik. Sie ermdglicht die Trennung von

Subtanzen nach ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften [151].

2.2.4.1 Charakterisierung der Abbauprodukte aus Stirke

Zur Charakterisierung der in Abschnitt 2.2.1.2 gewonnenen Spaltprodukte aus dem Stérkede-
rivat ,DQ starch from corn, BODIPY FL conjugate” erfolgte eine Analyse mittels HPLC. Zur
Uberpriifung des verwendeten Enzymassays wurden vergleichend die Spaltprodukte aus der
Hydrolyse von natiirlicher und modifizierter Stéirke untersucht. Die Analyse der Spaltprodukte
erfolgte durch eine HPLC Anlage der Firma Shimadzu (Kyoto, Japan). Zur Detektion wurde
ein Lichtstreudetektor (Evaporative Light-Scattering Detection, ELSD) vom Typ ELSD-LT II
(Shimadzu; Kyoto, Japan) eingesetzt. Durch Zerstdubung der eluierten Substanzen mittels eines
Inertgases (Stickstoff) werden diese getrocknet. Die entstehenden Feststoffpartikel driften durch
einen Laserstrahl, der durch die Partikel unelastisch gestreut wird. Eine Fotodiode detektiert
dabei die Menge an gestreutem Licht [152]. Die Geréteparameter und Bedingungen des verwen-

deten Systems sind in den Tabellen 2.7 und 2.8 aufgefiihrt.

Tabelle 2.7: Gerédteparameter des HPLC-Systems und ELSD-Detektors zur Charakterisierung der Abbauprodukte
aus Starke

Geridte-Parameter

Saule Waters; XBridge™Amide 3,5 pm; 3,0 x 250 mm
Vorsdule Waters; XBridge™Amide 3,5 pm; 4,6 x 20 mm
Fluss 0,8 mL/min
Sdulenofentemperatur 35 °C
Injektionsvolumen 20 pL
Eluent A 100 % (v/v) Acetonitril
Eluent B 0,1 % (v/v) Ammoniak in dest. Wasser
Detektor Shimadzu ELSD-LT II
Detektortemperatur 40 °C
Inertgas Stickstoff
Druck 320 kPa

Es wurde zu Beginn eine 1 pM a-Amylaselosung hergestellt. Die Konzentrationsbestimmung
der eingesetzten a-Amylase erfolgte aufgrund der schlechten Loslichkeit des Pankreatinpulvers
photometrisch. Es wurden 0,5 mg/mL Pankreatinpulver in TRIS-HCL-Puffer (pH = 8,0; Zusam-
mensetzung siche a-Amylase-Aktivitéitsassay) eingewogen, kriiftig gevortext und fiir 5 min bei

10.000xg zentrifugiert. 500 pL. des gewonnenen Uberstandes wurden im Anschluss mit 350 uL
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dest. Wasser versetzt und bei einer Wellenldnge von 280 nm photometrisch vermessen. Der
gemessene Absorptionswert muss dabei zwischen 0,6 und 0,9 liegen, andernfalls muss eine weitere

Verdiinnung der Probe mit dest. Wasser vorgenommen werden.

Tabelle 2.8: Bedingungen des HPLC-Systems zur Charakterisierung der Abbauprodukte aus Starke

Zeit [min] | Fluss [mL/min] | Eluent A [%] Eluent B[%)]

5 0,8 70 30
23 0,8

70 30
25 0,8
29 0,8 50 50
35 0,8

55 45
44 0,8
46 0,8 70 30
50 0,8 70 30

Mithilfe eines spezifischen Berechnungsfaktors fiir Amylasen (f=0,38; Vorschlag der Firma
Worthington [153]) und der molaren Masse der eingesetzen a-Amylase konnte die Konzentration
der hergestellten a-Amylaselosung berechnet werden (Gleichung 2.1). Die a-Amylaselosung
bekannter Konzentration wurde anschlieffend, bezogen auf die mittels Gleichung 2.2 berechnete
Stoffmengenkonzentration, mit TRIS-HCI-Puffer (pH = 8,0) auf 1 uM verdiinnt (Endvolumen:
1000 uL).

¢c=FE-0,38 (2.1)
c-1000

_ 2.2

" M (2.2)

E: Extinktion
c: Konzentration [{]
n: Stoffmengenkonzentration M|

M: Molare Masse Schweinepankreas-Amylase [57,1 kDal]

Im Nachfolgenden wurde eine 1% Stérkelosung sowohl aus natiirlicher Stirke (Lésliche Stéirke
nach Zulkowsky) und der modifizierten Stiirke aus dem EnzChek®) Ultra Amylase Assay Kit in
TRIS-HCI-Puffer (pH =8,0) hergestellt. Fiir die Reaktionsansétze wurden 50 pLi der jeweiligen
Stérkelosung 3min bei 37°C vorinkubiert. AnschlieBend wurden 40 pL. TRIS-HCI-Puffer (pH
= 8,0) und 10pL der hergestellten 1M a-Amylaselésung zu den Ansitzen pipettiert. Die
Proben wurden analog der a-Amylaseaktivitdtsbestimmung fiir 35 min bei 37 °C inkubiert. Der
Reaktionsstopp erfolgte durch Zugabe von 100 pL eiskaltem Aceton. Dadurch erfolgt zum einen die
Inaktivierung des Enzyms, zum anderen die Ausfillung von nicht abgebauter Stéirke. Die Proben

wurden 30 min auf Eis gelagert und nachfolgend fiir 10 min bei 9.000xg und 4 °C zentrifugiert.
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Der gewonnene Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Im Anschluss
erfolgte die Identifizierung und Quantifizierung der Spaltprodukte mittels HPLC. Als Referenz
wurde ein Standardgemisch aus 5 verschiedenen Sacchariden (Fructose, Glucose, Saccharose,
Maltose und Maltotriose) aufgetrennt. Die Saccharide wurden in 50 % (v/v) Acetonitril gelost.

Die Konzentrationen der einzelnen Saccharide betrugen 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 und 2,0 mg/mL.

2.2.4.2 Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.

Der wiissrige und methanolische Extrakt von Hibiscus sabdariffa L. zeigte fiir alle untersuchten
Verdauungsenzyme (Pankreaslipase, -amylase, -proteasen) ein sehr hohes inhibitorisches Potential.
Zur Identifizierung der inhibitorisch wirksamen Komponenten erfolgte daher im Anschluss an
die enzymatischen Untersuchungen eine Analyse des methanolischen Extrakts mittels HPLC.
Dazu wurde unter Verwendung einer priaparativen HPLC Anlage der Firma Shimadzu (Kyoto,
Japan) zunéchst eine Fraktionierung des Extrakts vorgenommen und die gewonnen Fraktionen
im Anschluss erneut in Hinsicht auf eine Inhibition der PL analysiert (Methode siehe Abschnitt
2.2.1.1).

Tabelle 2.9: Gerdteparameter der HPLC-Systeme zur Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.

Gerite-Parameter ‘

Praparatives HPLC-Shimadzu HPLC-Knauer System
System
Séule Phenomenex; Kinetex 5 pm XB-C18 100 j\; 4,6 x250 mm
Fluss 2,5 mL/min 0,5 mL/min
Injektionsvolumen 500 pL 10 pL
Eluent A 100 % (v/v) Acetonitril
Eluent B Wasser (bidest.)
Detektor Detektor SPD-20AV Diode Array Detector
PLATINDblue PDA-1

Tabelle 2.10: Bedingungen der HPLC-Systeme zur Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.

Priparatives HPLC-Shimadzu System HPLC-Knauer System
Zeit [min] | Eluent A [%] Eluent B[%] Zeit [min] | Eluent A [%] Eluent B[%]
0 3 97 0 4 96
6 4 96 6 6 94
30 30 70 9 9 91
35 60 40 30 35 65
45 40 60 40
3 97
55 45
4 96
50
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Der Peak, welcher die stirkste Enzyminhibition zeigte, wurde im Anschluss mit der HPLC
plus Anlage der Firma Knauer (Berlin, Germany) erneut aufgetrennt und in méglichst reiner
Form isoliert. Die Geréteparameter und Bedingungen der verwendeten HPLC-Systeme sind
nachfolgend (Tab 2.9 und 2.10) aufgefiihrt. Das so gewonnene Isolat wurde nachfolgend mittels
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) hinsichtlich seiner Reinheit und der

molaren Masse des Molekiils analysiert.

2.2.5 Untersuchungen mittels Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie
zur Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.

Zur Charakterisierung von Reinheit und Molmasse der isolierten Fraktion des Extraktes von
Hibiscus sabdariffa L. (Gewinnung s. Abschnitt 2.2.4.2) erfolgte im Anschluss eine Analyse
mittels Elektrospray-Ionisations-Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometrie (electrospray ionization
quadrupole time-of-flight mass spectrometry, ESI-Q-TOF-MS). Die Massenspektrometrie ist
eine analytische Methode zur Auftrennung von einzelnen geladenen Molekiilen und Atomen im
Vakuum zur Bestimmung ihrer Molekiilmasse. Durch Ionisation der Molekiile kann der Quotient
aus Masse (m) und Ladung (z) der gebildeten Ionen sowie derer Zerfallsprodukte bestimmt
werden. Bei Kenntnis der Ladung des Molekiilions kann somit die Masse der Molekiilverbindung
ermittelt werden [154, 155].

Das gewonnene Isolat wurde direkt (off-line Kopplung) in das Massenspektrometer injiziert.
Die lonisierung der Probe erfolgte durch ein ESI-Interface. Dabei wird die injizierte Probe
durch eine Metallkapillare geleitet, an deren Ende ein elektrisches Feld angelegt ist. Durch die
Potentialdifferenz werden sehr kleine, je nach Polung der Spraykapillare positiv oder negativ
geladene Losungsmitteltropfen gebildet, aus denen nach Verdampfen des Losungsmittels Ionen zu-
riickbleiben. Hiufig kommen dafiir Trégergase zum Einsatz (hier: Stickstoff), die die Vernebelung
der Losung und die Verdampfung des Losungsmittels unterstiitzen [154,156]. Die Ionen gelangen
nachfolgend zum Quadrupol, welcher eine Selektion von Ionen ermdéglicht. Im anschlieBenden
TOF-Analysator kann durch Messung der Flugzeit im Hochvakuum auf das m/z-Verhiltnis der
erzeugten Tonen geschlossen werden. Die Gerédteparameter des verwendeten Agilent 6550 iFunnel
Q-TOF LC/MS Systems (Agilent Technologies, USA) sind in Tabelle 2.11 aufgefiihrt.

Tabelle 2.11: Geriteparameter des Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS Systems

’ Geridteparameter ‘
Tonisationsquelle Elektrosprayionisation (ESI), negativ
Injektionsvolumen 1uL
Temperatur Tragergas 200°C
Gas flow 14 L /min
Nebulizer 35 psig
Sheath Gas Temperatur 350°C
Sheath GasFlow 11
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2.2.6 Proteinchemische Methoden: BCA-Protein-Assay

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit (23225)
der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet. Es basiert auf der Reduktion von Cu?* zu Cu*
durch Peptidbindungen sowie bestimmter Aminoséuren (Cystein, Cystin, Typtophan und Tyrosin)
mit einer anschliefenden Chelatisierung des gebildeten Cut durch Bicinchoninsiure (BCA) im
Verhéltnis 1:2 [157,158]. Der gebildete BCA-Cut-Komplex ist wasserloslich und weist eine starke
lineare Absorption bei 562 nm mit steigender Proteinkonzentration auf. Rinderserumalbumin

(bovine serum albumine, BSA) wurde als Standard mitgefiihrt.

Tabelle 2.12: Verwendete Losungen fiir das BCA-Protein-Assay

‘ Zusammensetzung ‘

Nachweisreagenz BCA Reagenz A/ BCA Regenz B 50:1 (v/v)

Natriumcarbonat

Natriumbicarbonat

BCA Reagenz A Bicinchoninsédure

Natriumtartrat
in 0,1 M Natriumhydroxid
BCA Reagenz B 4 % Kupfersulfat

Bovine Serum Albumin (BSA) | 2mg/mL Stammldsung im jeweiligen LM

Es wurden jeweils 25 pLL Standard bzw. Probe mit 200 pL. des Nachweis-Reagenzes versetzt
und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Unter Verwendung eines Infinite F200 Microplate Readers
(Tecan Group Ltd., Schweiz) wurde die Absorption bei einer Wellenlédnge von 560 nm erfasst. Als
Standard diente die polynomische Regression einer BSA-Losung im Konzentrationsbereich von
20 - 2000 pg/mL.

2.2.7 Dockingstudien und 3D-Pharmakophormodellierung der
Pankreaslipase

Ein innovativer Ansatz zur Identifikation von potentiellen Enzyminhibitoren liegt in der Analyse
von Struktur-Aktivitétsbeziehungen bekannter Inhibitoren. Durch in silico Experimente und
Modelluntersuchungen der Bindungsstellen und des Pharmakophors sind Aussagen iiber Struk-
turmerkmale moglich, die sehr wahrscheinlich fiir eine inhibitorische Wirkung verantwortlich sind.
Unter Verwendung virtueller Screeningmethoden kénnen potentiell inhibitorische Verbindungen

analysiert und ihre Wirksamkeit anschliefend unter experimentellen Bedingungen getestet werden.

Die in silico Untersuchungen in Hinblick auf eine Identifikation von neuen potentiellen Inhibitoren
der Pankreaslipase (pig) wurden am Institut fiir Pharmazie der Freien Universitdt Berlin (Berlin,
Germany) in der Abteilung fiir Pharmazeutische und Medizinische Chemie durch die Arbeits-

gruppe fiir computergestiitztes Wirkstoffdesign von Prof. Dr. Gerhard Wolber durchgefiihrt.
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2.2.7.1 Modellierungssoftware

Die 3D-Koordinaten der Verbindungen wurden unter Verwendung von CORINA erzeugt [159].
SiteFinder implementiert in MOE [160] und FTMap [161-163] wurde zur Identifikation der
Bindungstaschen verwendet. Das Softwarepaket GOLD Suite von CCDC [164] wurde zum
Docking der Naturstoffe angewandt. Im Anschluss wurden Posen mit der aktuellen Version von
Merck molecular force field [165-167], implementiert in LigandScout 4.0 [168-170], minimiert.
SchlieBlich wurden die 3D-Pharmakophore in LigandScout 4.0 generiert.

Die Erzeugung des Decoy-Sets wurde mit der Software DecoyFinder [171] unter Verwendung
der ZINC Naturstoffdatenbank und NPDB Datenbank als Decoy-Quelle durchgefithrt. Es
wurden dafiir die folgenden Einstellungen verwendet: aktive Liganden vs. Decoy tanimoto
threshold 0,75; Decoy vs. Decoy tanimoto threshold 0,90; Wasserstoffbriicken- Akzeptoren =+ 2;
Wasserstoftbriicken-Donoren + 1; Molekulargewicht + 40 Da; Rotationsbindungen + 1; Oktanol-
Wasser-Verteilungskoeffizient (logP) 4+ 1,00; Maximale Standardabweichung vom Aktiven 1,00;

Maximum an Decoys pro aktivem Liganden 50; Minimum an Decoys pro aktivem Liganden 20.

2.2.7.2 Kristallstruktur der Schweinepankreaslipase

Da in den Untersuchungen hinsichtlich des inhibitorischen Potentials von Reinstoffen bzw.
Pflanzenextrakten die Pankreaslipase aus Pankreatinpulver (pig) vermessen wurde, wurde auch in
den Modellierungsversuchen die Kristallstruktur der Schweinepankreaslipase (SPL, [PDB-Code:
1ETH [172]], Abb. 2.6) verwendet.

Abbildung 2.6: Kristallstruktur der Schweinepankreaslipase (PDB-Code: 1IETH [172])

Die SPL besitzt eine Sequenziibereinstimmung von 83 % gegeniiber der HPL. Weiterhin ist die
Ligandenbindungsstelle der beiden Enzyme sehr dhnlich [172], sodass potentielle Ergebnisse mit
grofler Wahrscheinlichkeit auf das humane Enzym iibertragbar sind. Es sind zwei Konformationen
des Enzyms funktionell relevant [173]: (I) Die inaktive, geschlossene Form, in der das aktive
Zentrum des Enzyms durch eine Schleife, auch lid oder 85 active site surface loop genannt,
verdeckt wird und (II) die aktive, offene Form, welche die Ligandenbindung unterstiitzt [174] und
in Anwesenheit von Gallensalzen und der aktiven Colipase gebildet wird [172,175-179]. Aufgrund
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der Beschaffenheit der natiirlichen Substrate des Enzyms besteht die Bindungstasche der PL
hauptsichlich aus hydrophoben Regionen, besitzt jedoch in der Ndhe des katalytisch aktiven
Zentrums einen hydrophilen Bereich in Form einer kleinen Teiltasche.

Anhand der Screeningdaten der untersuchten Reinstoffe sowie weiterer Literaturdaten sollen 3D-
Pharmakophormodelle entwickelt werden, die eine Aussage iiber Struktur-Wirkungs-Beziehungen
zulassen. Durch ein anschlieBendes Pharmakophor-basiertes virtuelles Screening sollen potentielle

Inhibitoren der PL identifiziert und nachfolgend in wvitro analysiert werden.

2.2.8 Zellbiologische Methoden
2.2.8.1 Kultivierung der Zellen

CaCo-2 Zellen wurden in 75 cm?-Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37°C in gesittigter
Wasserdampfatmosphire mit 5% COs kultiviert. Zur Passage wurden die Zellen alle 3-4 Tage
zunichst zweimal mit je 5mL PBS gewaschen, durch Zugabe von 2mL TrypLE™ Express
trypsinisiert und im Anschluss in einer Konzentration von 10-10%Zellen/mL Medium ausgesit. Das
Zellkulturmedium bestand dabei aus DMEM (Dulbecco”s modified Eagle medium)-Fliissigmedium
ohne L-Glutamin (mit Phenolrot), 1% L-Alanyl-L-Glutamin-Lésung (200 mM) sowie 20 % FBS
(Fotales Bovines Serum) Superior. Ein Wechsel des Zellkulturmediums erfolgt alle 2-3 Tage.

2.2.8.2 Differenzierung der CaCo-2 Zellen

Bei der Differenzierung von CaCo-2 Zellen handelt es sich um einen wachstumsbezogenen Prozess.
Wihrend der exponentiellen Wachstumsphase sind die Zellen undifferenziert und beginnen erst
mit Erreichen der Konfluenz mit der Differenzierung, die nach ca. 20 Tagen funktionell abgeschlos-
sen ist [117]. Zur Beschleunigung des Differenzierungsvorganges erfolgt hiufig eine Stimulation
intestinaler Zellen (CaCo-2, HT-29) mit Natriumbutyrat, welches die Proliferation der Zellen
hemmt und gleichzeitig ihre Differenzierung fordert [180]. Fiir nachfolgende Analysen hinsichtlich
des Einflusses verschiedener Reinstoffe und Pflanzenextrakte auf die Glucoseresorption war eine
Differenzierung der Zellen notwendig. Als Maf fiir den Differenzierungsgrad wird dabei hiufig
die Aktivitét der Alkalischen Phosphatase (ALP) herangezogen [118]. Durch die Differenzierung
der intestinalen Zellen kommt es zur Ausbildung einer Biirstensaummembran und einer damit
verbundenen Steigerung der ALP-Aktivitét [181].

Zur Optimierung der Inkubationszeit der CaCo-2 Zellen mit Natriumbutyrat, wurden die Zellen
wihrend der Kultivierung mit dem Differenzierungsreagenz versetzt (Konzentration im Reakti-
onsansatz: 5 mM) und definierte Zeitabstéinde (96 h, 72h, 48h, 24h, 0 h) damit inkubiert. Dazu
wurden die Zellen in einer Konzentration von 200.000 Zellen/Well in einer 6-Well-Platte ausgesét
und kultiviert. Die Ernte erfolgte einmalig nach 96 Stunden. Es wurde das Kultivierungsmedium
vollstandig entfernt und die Zellen im Anschluss zweimal mit je 1 mL. PBS gewaschen. Durch
Zugabe von 1 mL TrypLE™ Express je Well erfolgte die Trypsinisierung der Zellen fiir ca. 10 min
im Brutschrank bei 37 °C. Nach dieser Zeit wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom Boden
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der Zellkulturplatte abgelost. Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion wurden die Zellen mit
zweimal je 2,5mL PBS versetzt und moglichst vollstédndig in ein 15 mL Zentrifugenrchrchen
iiberfithrt. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation von 5 min mit einer Geschwindigkeit von
1000 x g bei 4°C. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefithrt. Der Uberstand wurde

verworfen und das erhaltene Pellet in 150 pL. Homogenisierungspuffer (Tab. 2.13) aufgenommen.

Tabelle 2.13: Verwendete Puffer und Losungen fiir die Differenzierung der CaCo-2 Zellen

’ ‘ Zusammensetzung ‘

Homogenisierungspuffer (pH = 7,6) 100 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
300 mM KCl
0,1% Triton X-100

Natriumbutyrat 5mM Natriumbutyrat in Zellkulturmedium

Anschlielend wurde gevortext und die Proben fiir 3min im eisgekiihlten Ultraschallbad be-
handelt und fiir weitere 15 min unter gelegentlichem Schiitteln auf Eis stehen gelassen. Das
erhaltene Zelllysat wurde im Anschluss fiir 15 Minuten bei 4700 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefifl iiberfithrt. Im direkten Anschluss erfolgte die
Bestimmung der ALP-Aktivitéit nach der in Abschnitt 2.2.1.4 beschriebenen Methode. Es wurden
hierfiir 25 nL. des gewonnenen Zelllysats eingesetzt und vermessen. Des Weiteren wurde der
Gesamtproteingehalt des erhaltenen Lysats unter Verwendung des BCA-Protein-Assays (siehe
Abschnitt 2.2.4.1) bestimmt und die gemessene ALP-Aktivitéit dazu in Relation gesetzt. Zur
Bestimmung des Proteingehalts wurden 25 pL einer 1:2 Verdiinnung des gewonnenen Zelllysats

in Homogenisierungspuffer (pH="7,6) eingesetzt.

2.2.8.3 Zytotoxizititstest

Zur Bestimmung des Einflusses der untersuchten Testsubstanzen auf die metabolische Aktivitit
der CaCo-2 Zellen wurde ein MTT-Assay (Abb. 2.7) durchgefiihrt.
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Abbildung 2.7: Reaktionsprinzip des MTT-Assays

Der Nachweis beruht hierbei auf der enzymatischen Reduktion des gelben, wasserloslichen Farb-
stoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetratoliumbromid (MTT) durch lebende, metabo-
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lisch aktive Zellen zum wasserunloslichen, blau-violetten Formazan [182,183]. Fiir den Umsatz von
MTT sind vorallem Nicotinamidadenindinukleotid- (NADH) und Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat- (NADPH) abhéngige Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums verantwortlich.
Eine frithere Theorie, dass MTT hauptséchlich durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen
reduziert wird, konnte durch Untersuchungen der letzten Jahre widerlegt werden [184]. Nach
dem Zelltod werden diese Enzyme rasch inaktiv, sodass die Menge an gebildeten Formazan in
etwa proportional zur Anzahl der viablen Zellen ist.

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt mittels MTT-Assay wurden die Zellen zunéchst in einer
Konzentration von 7.500 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgesiit, mit dem Differenzie-
rungsreagenz (5 mM Natriumbutyrat) versetzt und iiber 72h kultiviert (nach 24 h wurde ein
Mediumswechsel mit nur 5 % FBS Anteil + 5 mM Natriumbutyrat durchgefiihrt). Im Anschluss
erfolgte die Zugabe der Testsubstanz in das jeweilige Well. Die zu analysierenden Reinstoffe
wurden bei einer Konzentration von 300 pM getestet, die untersuchten Pflanzenextrakte wurden
mit einer Konzentration von 1mg/mL eingesetzt (Reaktionsvolumen je Well: 100 uL). Nach
einer weiteren Inkubationszeit von 24 h wurde das Medium inklusive geloster Testsubstanzen von
den 96-Well-Platten entfernt, zweimal mit je 100 uL. PBS gewaschen und anschlieflend das im
Kultivierungsmedium geléste MTT Reagenz (Tab. 2.14) zu 100 uL. hinzugegeben.

Tabelle 2.14: Verwendete Losungen fiir das MTT-Assay (Zytotoxizitétstest)

‘ Zusammensetzung ‘

MTT Reagenz 0,5 mg/mL MTT in DMEM
Reinstoffe 300 pM in 0,3 % (v/v) DMSO in DMEM
Pflanzenextrakte | 1 mg/mL in DMEM

Im Anschluss erfolgte eine Inkubation iiber 60 min bei 37 °C im Brutschrank. Das Medium sowie
nicht umgesetztes MTT wurden vollsténdig entfernt und 100 pL. DMSO in die Wells pipettiert.
Das DMSO diente als Losungsmittel fiir das gebildete, wasserunltsliche Formazan, welches sich
am Boden der Wells niedergeschlagen hatte. Um eine gleichmé&flige Verteilung des Farbstoffs
zu gewdhrleisten, wurden die Platten 5 min geschiittelt. Die Proben wurden unter Verwendung
des Infinite F200 Microplate Readers bei einer Absorptionswellenléinge von 560 nm und einer
Referenzwellenldnge von 620 nm vermessen. Zur Auswertung wurden die Absorptionswerte der

behandelten Zellen mit denen unbehandelter Zellen verglichen und die Zellviabilitat ermittelt.

2.2.8.4 Fluoreszenzbasierte Studien zur Glucoseaufnahme

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Reinstoffe und Pflanzenextrakte auf die Glu-
coseaufnahme in CaCo-2 Zellen wurde basierend auf dem Glucose Uptake Cell-based Assay
Kit (600470) der Firma Cayman Chemical Company eine geeignete Methode entwickelt und
optimiert. Das Kit beruht auf der zelluldren Aufnahme des fluoreszenzmarkierten Glucoseanalog-
ons 2-Deoxy-2-[7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]-D-Glucose (2-NBDG, Abb. 2.8). CaCo-2

Zellen wurden zunéchst in einer Konzentration von 80.000 Zellen/Well in einer 12-Well-Platte
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ausgesit, mit dem Differenzierungsreagenz (5 mM Natriumbutyrat) versetzt und iiber insgesamt
96 h kultiviert. Nach den ersten 24 h erfolgte dabei ein Mediumswechsel (nur 5% FBS Anteil +
5mM Natriumbutyrat). Nach weiteren 72h wurde das Kultivierungsmedium vollstindig entfernt
und die Zellen mit zweimal je 500 pL. PBS gewaschen. Die Testsubstanzen wurden in Glucose-
und Serumfreiem DMEM-Fliissigmedium gelost, welches mit 2-NBDG (Konzentration im Reak-
tionsansatz: 60 pg/mL, Tab. 2.15) versetzt war, auf die Zellen gegeben und fiir 10 min damit

inkubiert.
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Abbildung 2.8: Chemische Struktur des fluoreszenzmarkierten Glucoseanalogons 2-NBDG

Die Zellen wurden im Anschluss zweimal mit je 1 mL PBS gewaschen. Durch Zugabe von 250 nL.
TrypLE™ Express je Well erfolgte die Trypsinisierung der Zellen fiir ca. 10 min im Brutschrank bei
37°C. Nach dieser Zeit wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom Boden der Zellkulturplatte
abgelost. Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion wurden die Zellen zweimal mit je 500 p. PBS
versetzt und moglichst vollstdndig in ein 1,5 mL Reaktionsgefaf iiberfithrt. Im Anschluss erfolgte
eine Zentrifugation von 5min bei einer Geschwindigkeit von 1000xg. Der Uberstand wurde
verworfen und das erhaltene Pellet in 150 nL. Homogenisierungspuffer aufgenommen. Anschlieend
wurden die Proben gevortext, fiir 3min im Ultraschallbad behandelt und fiir weitere 15 min
unter gelegentlichem Schiitteln bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das erhaltene Zelllysat
wurde im Anschluss fiir 15 Minuten bei 4700 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefaf iiberfithrt. Im direkten Anschluss erfolgte die fluorimetrische Bestimmung der
Glucoseaufnahme. Es wurden hierfiir 25 1L des gewonnenen Zelllysats eingesetzt, mit 75 plL

Homogenisierungspuffer versetzt und vermessen (Ex/Em = 485/535nm).

Tabelle 2.15: Verwendete Puffer und Losungen fiir das zellbasierte Glucoseaufnahme-Assay

‘ Zusammensetzung

Cell-based Assay NBD Glucose 100 pg/mL 2-NBDG in 1 % (v/v) Ethanol in Serum-
und Glucosefreiem DMEM

Homogenisierungspuffer (pH=7,6) 100 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan

300mM KCl

0,1 % Triton X-100

Reinstoffe 300 pM in 0,3 % (v/v) DMSO in Serum- und Glucosefreiem DMEM
Pflanzenextrakte 1 mg/mL in Serum- und Glucosefreiem DMEM
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Des Weiteren wurde der Gesamtproteingehalt des erhaltenen Lysats unter Verwendung des
BCA-Protein-Assays (siche Abschnitt 2.2.6) bestimmt und die gemessene Glucoseaufnahme dazu
in Relation gesetzt. Im Anschluss wurden die Ergebnisse der behandelten Zellen mit denen

unbehandelter Zellen verglichen und die Glucoseaufnahme ermittelt.

2.2.9 Statistische Methoden

Unter Verwendung von SPSS 20 erfolgte die statistische Auswertung der generierten Daten.
Zunichst wurde mittels des Kolmogorow-Smirnow-Tests auf Normalverteilung gepriift. Zur
Bestimmung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse wurde anschlieflend ein zweiseitiger
t-Test fiir unabhéingige Stichproben eingesetzt. Zuvor wurde der Levene-Test auf Varianzgleichheit
durchgefiihrt. Bei Vorlage von Varianzgleichheit kam anschlieend der t-Test zur Anwendung.
Konnte hingegen keine Varianzgleichheit angenommen werden, wurden die Werte des Welch-Tests
bertiicksichtigt. Als Ausreilertests wurden Dean-Dixon und Nalimov verwendet. Zur Auswertung
der tierexperimentellen Studien wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt.
Das Signifikanzniveau lag bei allen statistischen Tests bei a<0,05. Alle dargestellten Werte
bilden den arithmetischen Mittelwert und dessen Standardabweichung, bei normalisierten Daten

den Variationskoeffizienten ab.



3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Enzymaktivitits-Assays

3.1.1 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der Lipase-inhibitorischen Aktivitéit

Die nachfolgenden Enzymaktivitdtsmessungen erfolgten nach der unter Abschnitt 2.2.1.1 be-
schriebenen Methode.

3.1.1.1 IC5¢9 Bestimmung von Reinstoffen

Da polyphenole Verbindungen, insbesondere Flavonoide und Phenolséuren, in der Literatur bereits
als bekannte Inhibitoren von Enzymen beschrieben wurden [71,74], erfolgte nach Optimierung
des verwendeten in vitro Enzymassays die Untersuchung von 23 iiberwiegend polyphenolischen
Reinstoffen auf ihre Pankreaslipase (PL)-inhibitorische Aktivitdt. Um die Beeinflussung des
Enzyms durch das gewéhlte Losungsmittel zu kontrollieren, wurden bei allen Untersuchungen
100 %-Aktivitdtskontrollen mitgefithrt. Als Positivkontrolle wurde Orlistat verwendet (ICs0:
0,38 £0,05nM). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 vergleichend zusammengefasst.

Tabelle 3.1: 1C50 Werte der getesteten Reinstoffe zur Inhibition von PL (pig) und Kategorisierung anhand
wichtiger Strukturmerkmale. Die Erfassung der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-
Methylumbelliferon. Angegeben sind MW £ SD, n > 3.

Substanz ICs0 [uM] Substanzklasse OH- COOH- Zucker-
Pankreaslipase Gruppen | Gruppen | rest
Chinaséure 12,56 £ 2,2 Carbonsédure (4) 1 -
Fisetin 20,0 £ 6,3 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Gallussdure 37,3 £8,3 Phenolsdure 3 1 -
Chlorogenséure 42,8 + 8,5 Phenolsiure 2+ (3) 1 -
Apigenin-7-glukosid | 55,0 + 20,5 Flavonoid (Flavon) 2 - Glc
Rosmarinsédure 63,3 £ 9,5 Phenolsédure 2+(2) 1 -
Apigenin 63,8 £ 8,8 Flavonoid (Flavon) 3 - -
Myricetin 68,0 = 21,0 Flavonoid (Flavonol) | 6 - -
Naringenin 71,3 £ 32,3 Flavonoid (Flavanon) | 3 - -
Rutin 82,0 + 10,5 Flavonoid (Flavonol) 4 - Glc, Rha
Rhaponticin 86,3 £ 9,8 Stilben 2 1 Glc
Kaempferol 86,3 + 12,8 Flavonoid (Flavonol) 4 - -
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Quercitrin 95,0 £ 9,5 Flavonoid (Flavonol) | 4+ (3) - Rha
Quercetin 115,8 + 5,5 Flavonoid (Flavonol) 5 - -
Isorhamnetin 121,0 £ 43,0 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Kaffeesdure 1255 + 2,5 Phenolsidure 2 1 -
Verbascosid 134,0 + 16,0 Phenylpropanoid 4 - Glc, Rha
Chrysin 135,56 £+ 3,3 Flavonoid (Flavon) 2 - -
Ferulasdure 143,3 £+ 26,3 Phenolsdure 1 1 -
Isoferulasdure > 150,0 Phenolsdure 1 1 -
2-Hydroxyzimtsdure | > 150,0 Phenolsdure 1 1 -
4-Hydroxyzimtsdure | > 150,0 Phenolséure 1 1 -
Sinapinsédure > 150,0 Phenolsdure 1 1 -

OH-Gruppen: Anzahl phenol. + (alkohol.) Hydroxylgruppen, COOH-Gruppen: Anzahl Carboxylgruppen

Die hochste inhibitorische Aktivitéit zeigte Chinasdure mit einer ICs¢ von 12,5+ 2,2 pM. Von
den untersuchten Flavonoiden wies Fisetin (IC50: 20,0 £ 6,3 uM) die stéirkste Inhibition auf. Ein
erster Vergleich der Ergebnisse der Flavonoidstrukturen zeigt einen verstirkten Hemmeffekt
durch das Vorhandensein von Hydroxylgruppen in Position 3 und 4’. Eine ausfiihrliche, in
silico-modellbasierte Auswertung der Struktur-Wirkungs-Beziehung der untersuchten Flavonoide
wird in Abschnitt 3.4.2 beschrieben, sodass an dieser Stelle nicht nidher darauf eingegangen wird.
Von den untersuchten Phenolséuren zeigten insbesondere Gallussdure (ICs0:37,3 + 8,3 pM) und
Chlorogenséure (ICs50:42,8 £8,51M) ein sehr gutes Inhibitionspotential. Ein geringes Hemm-
vermogen mit einer IC59 von > 150,0 nM wiesen hingegen Isoferulasidure, Sinapinsdure sowie
2-Hydroxy- und 4-Hydroxyzimtsaure auf. Damit scheint die Anzahl an phenolischen Hydroxyl-
gruppen einen positiven Einfluss auf die Enzyminhibition der verschiedenen Phenolséuren zu
haben. Je hoher die Anzahl phenolischer Hydroxylgruppen im Molekiil ist, umso stéarker wird das
Enzym in seiner Aktivitat gehemmt. Weiterhin konnte fiir die untersuchten Phenolséduren und das
Phenylpropanoid Verbascosid eine Korrelation zwischen der MolekiilgréBe und der inhibitorischen
Aktivitit nachgewiesen werden. Kleine Molekiile wie Gallussédure zeigten einen stirkeren Hemme-
effekt als groBlere Verbindungen. Diese Hypothese wird durch das starke Inhibitionspotential von
Chinasédure (sehr kleines Molekiil) bestétigt. Auch Rhaponticin, das einzige analysierte Stilben,
konnte die PL signifikant hemmen (ICs0: 86,3 9,8 1M). Weitere Untersuchungen von Stilbenen
sind daher zu empfehlen, um das PL-Hemmpotenzial dieser Substanzklasse besser bewerten zu

konnen.

3.1.1.2 Screening von Pflanzen der Traditionellen Chinesischen Medizin

Im Folgenden wurden 32 verschiedene Pflanzen bzw. Pilze der TCM hinsichtlich einer PL inhibi-
torischen Aktivitdt analysiert, die bei Erkrankungen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels

Anwendung finden. Es wurden sowohl wissrige Extrakte getestet, die der traditionellen Herstel-
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lungsweise entsprechen, als auch methanolische Extrakte. Die Ergebnisse der PL Inhibition sind

in der nachfolgenden Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2: Screeningergebnisse der getesteten TCM Pflanzen und Pilze auf PL (pig) Inhibition. Die Erfassung
der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-Methylumbelliferon. Die Extraktkonzentration im
Reaktionsansatz betrug 2,5 mg/mL. Angegeben sind MW £+ SD, n > 4.

Pflanze Extraktgehalt Extraktgehalt PL PL
[g/g Droge] [g/g Droge] Inhibition [%)] Inhibition [%)]
MeOH-Extrakt | Wasserextrakt | MeOH-Extrakt | Wasserextrakt
Poria cocos (ScHW.) WOLF 0,012 0,019 100 £ 0 94,0 + 1,4
Gardenia jasminoides ELLIS 0,116 0,184 100 £ 0 93,8 +£ 0,8
Crataegus pinnatifida BGE. var. 0,129 0,244 100 £ 0 88,4 + 2,3
magjor N.E.BR.
Carthamus tinctorius L. 0,086 0,340 100 £ 0 81,6 &+ 5,6
Rehmannia glutinosa Libosch 0,239 0,363 100 £ 0 77,7 £ 0,4
Scutellaria baicalensis Georgi 0,178 0,318 100 £ 0 72,3 £ 2,3
Leomurus japonicas HOUTT. 0,044 0,066 100 £ 0 65,7 &+ 18,6
Dioscorea opposite THUNB.* - 0,040 100 + 0 59,4 + 21,4
Phellodendron chinense SCHNEID. 0,033 0,060 100 + 0 59,4 + 24
Lycopus lucidus TURCZ. var. 0,035 0,112 100 + 0 50,2 &+ 6,2
hirtus REGEL
Aucklandia lappa DECNE. 0,098 0,244 100 £ 0 46,4 + 7,6
Artactylodes macrocephala KOIDZ. 0,068 0,560 100 + 0 255+ 24
Agastache rugosus (FIscH. et MEY.) | 0,042 0,058 100 £ 0 k.I.
O. KTzE
Cyathula officinalis KUAN 0,100 0,276 100 £ 0 k.I.
Pueraria lobata (WILLD.) OHWI 0,111 0,293 100 £ 0 k.I.
Glycyrrhiza uralensis FISCH. 0,035 0,110 100 + 0 n.b.
Coptis chinensis FRANCH. 0,099 0,159 98,2 + 3,1 100 + 0
Codonopsis pilosula (FRANCH.) 0,238 0,409 96,9 + 3,6 k.I.
NANNF.
Anamarrhena asphodeloides BGE. 0,185 0,371 91,8 £ 9,5 43,0 £+ 14,3
Trichosanthes kirilowii MAXIM. 0,021 0,148 91,4 + 11,0 448 + 7,7
Astragalus membranaceus (FI1SCH.) 0,074 0,139 87,3 + 4,3 -
BGE.
Asparagus cochinchinensis (LOUR.) 0,121 0,112 86,7 + 5,2 30,4 + 8,0
MERR.
Aconitum carmichaelii EEBX. 0,047 0,093 86,7 £ 7,7 k.I.
Paeonia lactiflora PALL. 0,175 0,111 84,3 +£ 11,7 k.I.
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Alisma orientale (SAM.) JUZEP. 0,065 0,139 82,2 + 7,8 42,1 + 8,7
Scrophularia ningpoensis HEMSL. 0,255 0,379 80,16 + 3,3 55,4 + 21,7
Lycium barbarum L. 0,389 0,475 701,0 + 26,2 k.I.
Ophiopogon japonicas (L.F) - - 67,1 + 6,5 k.I.
KER-GAWL.

Polygonatum kingianum COLL. - - 34,6 + 0,6 22,3 +0,8
et HEMSL.*

Angelica sinensis (Oliv.) DIELS* 0,050 0,102 33,5 + 10,8 k.I.
Ligusticum chuanziong HORT.* 0,105 0,083 - 44,6 £+ 13,6
Curcuma wenyujin Y. H. CHEN - 0,072 - 61,4 + 61,4
et C. LING

* Konzentration im Reaktionsansatz: 0,25 mg/mL, da Eigenfluoreszenz zu hoch

- : keine Daten vorhanden, k.I.: keine Inhibition, Extraktgehalt = gewonnener Extrakt [g] aus 1 Gramm Droge

Eine Vielzahl der getesteten Extrakte zeigte eine starke Inhibition der PL. In der Regel besaflen
die methanolischen Extrakte ein hoheres Hemmpotential auf das Enzym als der jeweilige wéssrige
Extrakt. Dies ldsst vermuten, dass vor allem méfig polare oder unpolare Verbindungen fiir die
Inhibition des Enzyms verantwortlich sind. Die stérkste Inhibition zeigte der Extrakt aus dem ge-
trockneten Fruchtkorper (Sklerotium) des Pilzes Poria cocos (SCHW.) WOLF. Der methanolische
Extrakt war in der Lage, das Enzym vollstindig zu inhibieren, eine Hemmung von 94 % wurde
durch den wissrigen Extrakt erzielt. Eine anti-Lipase Aktivitdt von Poria cocos konnte bereits
von Roh und Jung (2012) nachgewiesen werden (12,7 £ 0.5 % Inhibition bei 100 pg/ml) [6]. Diese
verwendeten jedoch einen Extrakt aus der Rinde des Pilzes.

Weiterhin waren die Extrakte von Gardenia jasminoides ELLIS, Crataegus pinnatifida BGE.
var. major N.E.BR. und Carthamus tinctorius L. sehr aktiv. Der methanolische Extrakt der
jeweiligen Pflanze konnte die PL zu 100 % inhibieren. Die jeweiligen wissrigen Extrakte zeigten
eine Enzyminhibition > 80 %. Eine PL inhibitorische Aktivitéit von Crataegus pinnatifida wurde
bereits durch Lee et al. (2012) beschrieben [185]. Ein Extrakt aus den Stdmmen und Zweigen
der Pflanze zeigte eine Inhibition der PL um 42,5%. Der Extrakt von Dioscorea opposite
THUNB musste aufgrund seiner hohen Eigenfluoreszenz im Messwellenléngenbereich gegeniiber
den anderen Pflanzenextrakten im Verhéltnis 1:10 verdiinnt werden. Doch auch in diesem
Konzentrationsbereich konnte der methanolische Extrakt das Enzym zu 100 % inhibieren. In der
Literatur sind bisher keine anti-Lipase Effekte der Pflanze beschrieben. Im Jahr 2005 untersuchten
Kim und Kang eine Vielzahl von koreanischen Pflanzen der traditionellen Medizin auf eine PL
inhibitorische Wirkung [186]. Eine gezeigte Aktivitit der Extrakte von Rehmannia glutinosa
LiBoscH und Trichosanthes kirilowii MAXIM. konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden
(Inhibition > 90 %). Der methanolische Extrakt der Pflanze Agastache rugosus (F1SCH. et MEY.)
O. KTZE zeigte eine vollstindige Hemmung der Enzymaktivitat. Der wéssrige Extrakt zeigte

hingegen keine Inhibition, sodass vermutlich lipophile Bestandteile fiir die Inhibition des Enzyms
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verantwortlich sind.

Da von den untersuchten Pflanzenextrakten eine Vielzahl eine hohe Enzyminhibition bei der
untersuchten Konzentration von 2,5 mg/mL zeigten, wurden nachfolgend sechs methanolische
Extrakte ausgewéhlt und hinsichtlich ihres IC5oWertes analysiert. Es wurden vor allem Pflanzen
ausgewihlt, die in der TCM weit verbreitet sind. In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse dieser

Messungen sowie die Hauptinhaltsstoffe der Pflanzen dargestellt.

Tabelle 3.3: IC59 Werte der ausgewdhlten methanolischen Extrakte von Pflanzen der TCM zur Inhibition der PL
(pig). Die Bestimmung der Enzyminhibition erfolgte unter Verwendung eines fluoreszenzbasierten in vitro Assays
(Substrat: 4-Methylumbelliferyloleat). Angegeben sind MW £+ SD, n > 3.

Pflanze Verwendeter Hauptinhaltsstoff(e) [Ref.] IC5q
Pflanzenteil [ng/mL]
Lycopus lucidus TURCZ. var. Stamm, Blétter | Triterpene [187] 88,3 £ 4,1

hirtus REGEL

Carthamus tinctorius L. Corolla Pigmentes (Carthamin, Precarthamin, 90,7 + 0,9

Safflower Yellow A und B), Firberdistelsl [187]

Trichosanthes kirilowii Wurzel Saponine, Organische Sduren, Salze, 100,4 + 17,2

MAXIM. Zucker und Pigmente [188§]

Phellodendron chinense Rinde Phenolséuren (Ferula- und Kaffeesiure), 135,74+ 1,4

SCHNEID. Iso-Vanillin, Berberin [189]

Cyathula officinalis KUAN Wurzel Phenolséduren, Isoflavone 520,1 £ 1,4
(Daidzin, Puerarin) [190]

Aucklandia lappa DECNE. Wurzel Aminosduren, Inulin, Aplotaxene, 897,2 £ 109,4

Cotuslactone, Sterole [187]

Alle getesteten Extrakte waren in der Lage, das Enzym dosisabhéingig zu inhibieren. Der methano-
lische Extrakt von Lycopus lucidus zeigte mit einem IC5y Wert von 88,3 4,1 pg/mL die stérkste
Inhibition. Weiterhin waren die Extrakte von Carthamus tinctorius, Trichosanthes kirilowii und

Phellodendron chinense sehr aktiv.

3.1.1.3 Screening von Pflanzen der Traditionellen Europiischen Medizin

Vergleichend zu den getesteten Pflanzen der TCM wurden ebenso Pflanzen der TEM untersucht,
denen in der Literatur eine positive Wirkung bei der Behandlung von Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechselstorungen zugeschrieben wurde. Da in vielen Féllen jedoch kein Wirkmechanismus
bekannt ist, wurden die Pflanzen auf die Inhibition von wichtigen Verdauungsenzymen getestet.

Die Ergebnisse zur Inhibition der PL sind in der nachfolgenden Tabelle 3.4 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.4: Screeningergebnisse der getesteten Pflanzen der TEM zur Inhibition der PL (pig). Die Erfassung
der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-Methylumbelliferon. Die Extraktkonzentration im
Reaktionsansatz betrug 2,5 mg/mL. Angegeben sind MW £+ SD, n > 4.

Pflanze Extraktgehalt Extraktgehalt PL PL

[g/g Droge] [g/g Droge] Inhibition [%] Inhibition [%]

MeOH-Extrakt | Wasserextrakt | MeOH-Extrakt | Wasserextrakt
Hibiscus sabdariffa L. 0,348 0,491 100 £ 0 100 £ 0
Cinnamomum cassia (L.) PRESL 0,128 0,106 100 £ 0 80,8 + 3,2
Nigella sativa L. 0,386 0,262 100 + 0 69,0 + 3,6
Punica granatum L. (Samen) 0,122 0,112 100 + 0 68,8 + 21,2
Peumus boldus MOLINA 0,307 0,284 100 £ 0 59,0 £+ 3,1
Vitis vinifera L. 0,141 0,073 100 £ 0 58,6 £ 5,7
Rosmarinus officinalis L. 0,251 0,228 100 £ 0 31,8 £ 8,0
Mentha aquatica L. 0,208 0,24 100 £ 0 29,8 £+ 3,6
Olea europaea L. 0,337 0,318 100 + 0 20,9 + 5,0
Cynara cardunculus L. 0,345 0,289 100 + 0 k.I.
Phaseolus vulgaris L. 0,043 0,321 100 + 0 k.I.
Tamarindus indica L. 0,536 0,462 98,6 = 0,6 98,2 £ 0,1
Punica granatum L. (Hiilsen) 0,334 0,388 979 £+ 1,6 100 + 0
Vaccinium myrtillus L. 0,082 0,131 96,8 + 0,8 68,5 + 1,2
Artemisia dracunculus L. 0,230 0,362 94,9 £+ 2,0 78,4 £+ 1,1
Potentilla aurea L. 0,149 0,177 93,3+ 7,9 58,3 + 58,3
Crataegus laevigata (PoIr.) DC. 0,237 0,274 93,2 + 1,1 k.I.
(Scheinfrucht)
Opuntia ficus-indica (L.) MILL. 0,157 - 928 + 1,6 38,0 + 4,7
Sarcopoterium spinosum (L.) 0,176 0,094 925 + 1,5 81,8 + 3,1
SPACH
Echium vulgare L.* 0,073 0,169 92,4 £ 34 -
Trigonella foenum-graecum L. 0,178 0,086 92,3 £ 3,3 10,4 + 5,6
Syzygium aromaticum (L.) 0,077 0,313 92,0 + 5,2 97,4 + 0,3
MERR. & PERRY
Cyamopsis tetragonoloba (L.) 0,049 - 90,9 + 2,3 584 + 2,8
TAUB.
Melissa officinalis L. 0,155 0,237 90,4 + 3,2 k.I.
Crataegus laevigata (POIR.) DC. 0,233 0,184 89,1 +£ 5,0 454 + 3,1
(Blétter und Bliiten)
Allium sativum L. 0,089 0,794 86,3 £ 1,8 9,9 £ 3,2
Ceratonia siliqua L. 0,061 - 86,1 £ 1,9 50,8 + 2,1
Panaz ginseng MEY 0,244 0,103 85,1 + 9,3 48,8 + 3,9
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Zingiber officinale ROSCOE* 0,044 0,073 81,4 + 14,4 80,1 + 6,1
Aronia melanocarpa (MICHX.) 0,546 0,520 72,9 + 5,1 k.I.
ELviorT

* Konzentration im Reaktionsansatz: 0,25 mg/mL, da Eigenfluoreszenz zu hoch
- : keine Daten vorhanden, k.I.: keine Inhibition, — : keine quantitative Uberfithrung des Extrakts méoglich

Extraktgehalt = gewonnener Extrakt [g] aus 1 Gramm Droge

Ein Grofiteil der analysierten Pflanzenextrakte zeigte eine hohe PL inhibitorische Wirkung bei
der getesteten Konzentration von 2,5mg/mL. Auch hier zeigten die methanolischen Extrakte
insgesamt eine stédrkere Inhibition als der jeweilige wissrige Extrakt. Ein bereits in der Lite-
ratur beschriebener PL inhibitorischer Effekt von Echium vulgare L., Mentha aquatica L. und
Rosmarinus officinalis L. konnte bestétigt werden [97,101]. Fiir die weiteren Extrakte liegen
keine Literaturdaten in Bezug auf eine PL Inhibition vor. Beschriebene hypolipiddmische Effekte
konnen daher auf eine Inhibition der Nahrstoffthydrolyse zuriickzufiihren sein. So konnte fiir
Allium sativum L., Crataegus laevigata (POIR.) DC., Nigella sativa L., Punica granatum L. und
Vitis vinifera L. ein TAG-Spiegel senkender Effekt nachgewiesen werden [133,135,141,147]. Eine
mogliche Erklarung ist die hier gezeigte PL Inhibition und die damit einhergehende reduzierte
bzw. retardierte Nahrstoffresorption.

Da viele der Pflanzenextrakte eine starke Enzyminhibition bei der Testkonzentration von
2,5mg/mL zeigten, wurden nachfolgend acht sehr aktive Extrakte ausgewéhlt und hinsicht-
lich ihres IC50Wertes untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5 dargestellt. Alle getesteten
Pflanzenextrakte waren in der Lage, das Enzym dosisabhéngig zu inhibieren. Die stédrkste PL
Inhibition zeigte dabei der methanolische Extrakt von Hibiscus sabdariffa L. (ICs: 35,8 +
0,8 pg/mkL).

Tabelle 3.5: ICs59 Werte der getesteten Pflanzenextrakte der TEM zur Inhibition der PL (pig)

Pflanze Verwendeter ICyg [ng/mL] Lipase | ICyq [pg/mL] Lipase
Pflanzenteil MeOH Extrakt Wasserextrakt

Hibiscus sabdariffa L. Bliiten 35,8 £ 0,8 40,8 & 6,2

Mentha aquatica L. Blatter 76,4 £ 1,8 9940,2 + 80,7

Punica granatum L. Samen 108,7 + 12,3 2261,4 £ 372,1

Tamarindus indica L. Hiilsen (Paste) 152,4 + 6,9 211,6 + 2,3

Olea europaea L. Blatter 186,1 4+ 12,3 6771,9 + 478,8

Punica granatum L. Hiilsen 188,3 + 9,4 187,8 + 14,2

Rosmarinus officinalis L. | Blétter 196,3 + 174 4597,9 + 645,3

Peumus boldus MOLINA Blatter 217,4 + 15,1 2268,1 + 170,6

Hibiscus sabdariffa ist eine in Europa, Asien und Afrika weit verbreitete traditionelle Heilpflanze
und wird unter anderem gegen Hypercholesterindmie eingesetzt [191]. Seine positive Wirkung
konnte bereits in zahlreichen Studien belegt werden [139,192,193]. Weiterhin zeigte der Extrakt
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von Mentha aquatica L. ein sehr gutes Ergebnis und bestétigt die Beobachtungen von Marelli et
al. (2014) [97].

3.1.2 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der a-Amylase-inhibitorischen
Aktivitat

Die nachfolgenden Messungen zur Bestimmung der a-Amylase Aktivitéit erfolgten nach der in
Abschnitt 2.2.1.2 beschriebenen Methode.

3.1.2.1 IC5¢ Bestimmung von Reinstoffen

Analog zur Bestimmung der Lipase-inhibitorischen Aktivitdt erfolgte eine Analyse der Inhibition
der a-Amylase durch ausgewihlte Reinsubstanzen. Als Positivkontrolle wurde Acarbose eingesetzt
(ICs0: 2,03 £+ 0,19 pM). Geordnet nach steigendem 1C5p-Wert und kategorisiert nach wichtigen
Strukturmerkmalen sind die Ergebnisse in Tabelle 3.6 vergleichend dargestellt.

Tabelle 3.6: IC5o Werte der getesteten Reinstoffe zur Inhibition der a-Amylase (pig) und Kategorisierung anhand
wichtiger Strukturmerkmale. Die Erfassung der Enzymaktivitéit erfolgte unter Umsetzung eines Stéirke-Analogons.

Angegeben sind MW =+ SD, n > 3.

Substanz IC50 [mM] Substanzklasse OH- COOH- Zucker-
a-Amylase Gruppen | Gruppen | rest
Rosmarinséure 0,10 4+ 0,01 Phenolséiure 2+ (2) 1 -
Chinaséure 0,10 £ 0,00 Carbonsdure (4) 1 -
Myricetin 0,14 £+ 0,09 Flavonoid (Flavonol) | 6 - -
Chlorogenséiure 0,15 £+ 0,02 Phenolsédure 2+ (3) 1 -
Gallussdure 0,16 £+ 0,02 Phenolsdure 3 1 -
Sinapinsédure 0,17 4+ 0,01 Phenolsdure 1 1 -
Isoferulasidure 0,20 £+ 0,10 Phenolsdure 1 1 -
4-Hydroxyzimtsdure | 0,26 + 0,01 Phenolsaure 1 1 -
Fisetin 0,26 £ 0,00 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Chrysin 0,27 + 0,03 Flavonoid (Flavon) 2 - -
Ferulasdure 0,35 + 0,10 Phenolsdure 1 1 -
2-Hydroxyzimtsaure | 0,36 £ 0,02 Phenolsdure 1 1 -
Kaffeesdure 0,39 £+ 0,10 Phenolsdure 2 1 -
Verbascosid 0,55 4+ 0,21 Phenylpropanoid 4 - Glc, Rha
Apigenin 0,62 + 0,13 Flavonoid (Flavon) 3 - -
Isorhamnetin 0,69 £+ 0,10 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Rhaponticin 0,73 + 0,16 Stilben 2 1 Glc
Quercetin 0,75 £ 0,03 Flavonoid (Flavonol) 5 - -
Quercitrin 0,88 + 0,45 Flavonoid (Flavonol) | 4 + (3) - Rha
Kaempferol 1,01 + 0,42 Flavonoid (Flavonol) 4 - -
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Naringenin 1,05 + 0,26 Flavonoid (Flavanon) | 3 - -
Rutin 1,08 £ 0,15 Flavonoid (Flavonol) 4 - Glc, Rha
Apigenin-7-glucosid | 4,05 + 0,22 Flavonoid (Flavon) 2 - Glc

OH-Gruppen: Anzahl phenol. + (alkohol.) Hydroxylgruppen, COOH-Gruppen: Anzahl Carboxylgruppen

Insgesamt zeigten Verbindungen aus der Substanzklasse der Phenolséduren die stdrkste Inhibition
der pankreatischen a-Amylase. Rosmarinsdure war darunter der potenteste Inhibitor mit einer
ICs0 von 0,104+ 0,01 mM. Aber auch Chlorogensiure, Gallussdure und Sinapinséure zeigten ein
hohes Hemmpotential. Analog zu den Ergebnissen der PL Inhibition korreliert auch hier die
Anzahl an phenolischen Hydroxylgruppen mit der inhibitorischen Aktivitéit. Diese ist umso
hoher, je mehr phenolische Hydroxylgruppen im Molekiil vorhanden sind. Von den untersuchten
Flavonoiden war Myricetin (ICs0: 0,14 £ 0,09 mM) am aktivsten. Es besitzt die hochste Anzahl an
phenolischen Hydroxylgruppen und bestétigt somit die hinsichtlich der Phenolsiuren aufgestellte
Hypothese. Jedoch ist im Gegensatz zur Inhibition der PL keine Aussage {iber bevorzugte
Positionen der Hydroxylgruppen moglich. Negativ scheinen sich hingegen zusétzliche Zuckerreste
auf die Inhibitionswirkung auszuwirken. Ein direkter Strukturvergleich von Quercetin, Quercitrin
(Quercetin-3-rhamnosid) und Rutin (Quercetin-3-rutinosid) zeigt eine Abnahme der Inhibition
mit Erhohung der Anzahl an Zuckerresten im Molekiil und bestéitigt diese Hypothese. Weiterhin
zeigt ein Vergleich des Flavons Apigenin mit dem strukturnahen Flavanon Naringenin, dass das
Vorhandensein einer Doppelbindung zwischen dem C2- und C3-Atom die Inhibition begiinstigt.
Chinaséure, welche bereits der stérkste Inhibitor der PL war, zeigte sich auch in Hinsicht auf
eine Inhibition der a-Amylase sehr aktiv (ICsp: 0,10 £ 0,00mM). Die schwichste Inhibition
der untersuchten Reinstoffe zeigte das Flavonoid Apigenin-7-glucosid mit einer I1Csq >4 mM.
Griinde hierfiir sind wahrscheinlich die niedrige Anzahl an phenolischen Hydroxlgruppen und
der in Position 7 gebundene Zucker. In Abbildung 3.1 sind aus den Ergebnissen abgeleitete
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Flavonoide dargestellt.

OH
OH
+Zucker\
( o)
OH
OH O Szucker ¥

(Zucker), Y ¥

Abbildung 3.1: Schema der Struktur-Wirkungsbeziehung von Flavonoiden auf die Aktivitit der a-Amylase (pig),
(griin = erhshte Enzyminhibition, rot: verringerte Enzyminhibition).
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3.1.2.2 Screening von Pflanzen der Traditionellen Chinesischen Medizin

Parallel zu den Untersuchungen des Hemmpotentials von Pflanzen der TCM auf die Aktivitat

der pankreatischen Lipase, wurden die 32 verschiedene Pflanzen bzw. Pilze hinsichtlich ihrer

inhibitorischen Wirkung auf die pankreatische a-Amylase getestet. Die Pflanzen werden gegen

Erkrankungen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels eingesetzt, ihre Funktionsweise ist jedoch

zum Grofteil ungeklirt. Die Screeningergebnisse sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst.

Tabelle 3.7: Screeningergebnisse der getesteten TCM Pflanzen und Pilze zur Inhibition der a-Amylase (pig).
Die Erfassung der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung eines Stirkederivats. Die Extraktkonzentration im
Reaktionsansatz betrug 2,5 mg/mL. Angegeben sind MW £+ SD, n > 4.

Pflanze Extraktgehalt Extraktgehalt a-Amylase a-Amylase
[g/g Droge] [g/g Droge] Inhibition [%] Inhibition [%]
MeOH-Extrakt | Wasserextrakt | MeOH-Extrakt | Wasserextrakt
Crataegus pinnatifida BGE. var. 0,129 0,244 100 £ 0 100 £ 0
magjor N.E.BR.
Rehmannia glutinosa LIBOSCH 0,239 0,363 100 = 0 88,6 = 2,0
Dioscorea opposite THUNB. - 0,040 99,5 £ 0,7 96,9 £ 4,2
Trichosanthes kirilowit MAXIM. 0,021 0,148 99,1 +£ 0,7 924 + 1,4
Gardenia jasminoides ELLIS 0,116 0,184 95,1 + 0,4 80,0 + 4,2
Coptis chinensis FRANCH. 0,099 0,159 91,6 £ 0,7 82,9 £ 2,3
Artractylodes macrocephala KOIDZ. 0,068 0,560 89,9 + 2,1 54,9 + 6,7
Anemarrhena asphodeloides BGE. 0,185 0,371 88,8 £ 2,0 451 4+ 3,5
Poria cocos (SCHW.) WOLF 0,012 0,019 86,9 + 4,3 98,0 + 1,2
Scutellaria baicalensis GEORGI 0,178 0,318 85,0 £ 0,4 71,9 £ 4,8
Lycopus lucidus TURCZ. var. 0,035 0,112 83,8 £ 1,5 26,7 + 2,1
hirtus REGEL
Carthamus tinctorius L. 0,086 0,340 80,5 + 2,7 78,8 £ 3,1
Curcuma wenyujin Y. H. CHEN - 0,072 79,2 £ 4,5 94,3 £ 1,1
et C. LING
Agastache rugosus 0,042 0,058 77,1 £ 34 56,1 £ 1,0
(F1scH. et MEY.) O. KTZE
Asparagus cochinchinensis 0,121 0,112 76,9 + 6,8 52,8 = 4,1
(LOUR.) MERR.
Ligusticum chuanxiong HORT. 0,105 0,083 74,3 + 0,40 70,9 +£ 4,0
Aconitum carmichaelii EEBX. 0,047 0,093 74,0 £ 3,9 78,2 +59
Paeonia lactiflora PALL. 0,175 0,111 73,9 £4,3 74,8 £ 10,6
Leomurus japonicas HOUTT. 0,044 0,066 73,7 £ 2,3 60,5 £ 5,2
Glycyrrhiza uralensis FISCH. 0,035 0,110 72,8 £ 1,9 53,3 + 2,2
Alisma orientale (SAM.) JUZEP. 0,065 0,139 72,4 + 0,9 92,7 + 6,5




3.1 Enzymaktivitits- Assays 67

Cyathula officinalis KUAN 0,100 0,276 72,3 £ 1,8 60,3 £ 1,1
Aucklandia lappa DECNE. 0,098 0,244 70,4 £ 1,0 41,2 + 5,3
Scrophularia ningpoensis HEMSL. 0,255 0,379 67,7 £ 0,7 37,6 £ 1,9
Lycium barbarum L. 0,389 0,475 66,6 + 1,8 70,5 + 3,4
Pueraria lobata (WILLD.) OHWI 0,111 0,293 64,9 £ 2,7 66,8 £ 3,7
Polygonatum kingianum COLL. - - 64,2 + 0,8 46,1 £+ 5,2
et HEMSL.

Angelica sinensis (OLIV.) DIELS 0,050 0,102 61,4 + 4,1 37,5 + 2,1
Astragalus membranaceus (FISCH.) 0,074 0,139 58,7 £ 0,7 50,3 £ 4,6
BGE.

Codonopsis pilosula (FRANCH.) 0,238 0,409 44,2 + 3,6 44,3 + 4,1
NANNF.

Ophiopogon japonicas (L.F) - - 441 £ 1,3 26,2 £+ 5,6
KER-GAWL.

Phellodendron chinense SCHNEID. 0,033 0,060 - 68,7 £ 2,2

- : keine Daten vorhanden, Extraktgehalt = gewonnener Extrakt [g] aus 1 Gramm Droge

Die Extrakte zeigten insgesamt auf die a-Amylase eine schwichere Inhibition als auf die PL.
Es konnte jedoch wieder ein insgesamt hoheres Hemmpotential der methanolischen Extrakte
beobachtet werden. Die stiarkste Inhibition zeigte der Extrakt aus der Frucht von Crataegus
pinnatifida BGE. var. major N.E.BR.. Sowohl der wissrige, als auch der methanolische Extrakt
waren in der Lage, das Enzym vollstindig (100 %) zu inhibieren. Ebenfalls sehr aktiv zeigten sich
die Extrakte von Rehmannia glutinosa LIBOSCH, Dioscorea opposite THUNB. und Trichosanthes
kirilowis MAXIM.. Zu den Pflanzen sind keine Literaturdaten in Bezug auf eine Inhibition der
pankreatischen a-Amylase vorhanden. Durch Gao et al. (2008) konnte fiir Rehmannia glutinosa
lediglich eine Inhibition der a-Glucosidase nachgewiesen werden [194]. Analog zu den Versuchen
zur PL Inhibition, wurden im Anschluss an das Screening (Extraktkonzentration von 2,5 mg/mL)
sechs methanolische Extrakte ausgew&hlt und hinsichtlich ihres ICsy Wertes analysiert. Die
Ergebnisse sind nachfolgend (Tab. 3.8) dargestellt. Vergleichend zu den Ergebnissen der PL
Inhibition, wurde die a-Amylase deutlich schwicher durch die ausgewihlten Pflanzenextrakte
gehemmt. Der methanolische Etxrakt von Trichosanthes kirilowii MAXIM. zeigte mit einem
IC5oWert von 248,8 £+ 67,3 ng/mL die stiirkste Enzyminhibition, liegt damit jedoch deutlich hoher
als der beste PL-Inhibitor Extrakt (IC5: 88,3 +4,1 pg/mL).
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Tabelle 3.8: IC50 Werte der ausgewéihlten methanolischen Extrakte von Pflanzen der TCM zur Inhibition der
a-Amylase (pig). Die Bestimmung der Enzyminhibition erfolgte unter Verwendung eines fluoreszenzbasierten in
vitro Assays (Substrat: 4-Methylumbelliferyloleat). Angegeben sind MW £ SD, n > 3.

Pflanze Verwendeter Hauptinhaltsstoff(e) [Ref.] IC59
Pflanzenteil [mg/mL]

Trichosanthes kirilowii Wurzel Saponine, Organische Sduren, Salze, 0,25 £ 0,07

MAXIM. Zucker und Pigmente [188]

Carthamus tinctorius L. Corolla Pigmentes (Carthamin, Precarthamin, 0,85 + 0,16
Safflower Yellow A und B), Farberdistelsl [187]

Lycopus lucidus TURCZ. var. Stamm, Blédtter | Triterpene [187] 1,01 £ 0,01

hirtus REGEL

Phellodendron chinense Rinde Phenolséduren (Ferula- und Kaffeesdure), 1,85 £ 0,07

SCHNEID. Iso-Vanillin, Berberin [189]

Aucklandia lappa DECNE. Wurzel Aminoséduren, Inulin, Aplotaxene, 2,00 £ 0,13
Cotuslactone, Sterole [187]

Cyathula officinalis KUAN Wurzel Phenolsiuren, Isoflavone 3,18 £ 0,32
(Daidzin, Puerarin) [190]

3.1.2.3 Screening von Pflanzen der Traditionellen Europiischen Medizin

Es wurden 24 Pflanzen der TEM untersucht, die in der Literatur gegen Erkrankungen des
Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels positive Ergebnisse zeigten. Da jedoch in den meisten Fallen
keine Wirkmechanismen beschrieben sind, wurde im nachfolgenden (Tab. 3.9) die a-Amylase-

inhibitorische Wirkung der wissrigen und methanolischen Extrakte der Pflanzen untersucht.

Tabelle 3.9: Screeningergebnisse der getesteten Pflanzen der TEM zur a-Amylase (pig) Inhibition. Die Erfassung
der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung eines Stérkederivats. Die Extraktkonzentration im Reaktionsansatz
betrug 2,5 mg/mL. Angegeben sind MW £ SD, n > 4.

Pflanze Extraktgehalt Extraktgehalt a-Amylase a-Amylase
[g/g Droge] [g/g Droge] Inhibition [%] Inhibition [%]
MeOH-Extrakt | Wasserextrakt | MeOH-Extrakt | Wasserextrakt
Hibiscus sabdariffa L. 0,348 0,491 100 £ 0 100 £ 0
Tamarindus indica L. 0,462 0,536 100 + 0 100 + 0
Punica granatum L. (Hiilsen) 0,334 0,388 99,2 + 0,9 98,4 + 1,9
Punica granatum L. (Samen) 0,122 0,112 94,5 + 5,2 52,5 4+ 12,0
Potentilla aurea L. 0,149 0,177 85,9 &+ 8,5 65,3 + 2,4
Rosmarinus officinalis L. 0,251 0,228 74,01 + 1,1 37,4 &+ 3,6
Echium vulgare L. 0,073 0,169 71,7 £ 8,9 17,7+ 34
Peumus boldus MOLINA 0,307 0,284 69,2 + 4,9 58,7+ 1,6
Melissa officinalis L. 0,155 0,237 69,0 + 7,4 4,0 + 6,8
Olea europaea L. 0,337 0,318 64,3 + 1,1 32,3 + 0,8
Crataegus laevigata (POIR.) DC. 0,233 0,184 63,2 + 3,9 39,8 + 5,6
(Blatter und Bliiten)
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Zingiber officinale ROSCOE 0,044 0,073 62,5 + 5,4 69,4 + 12,4
Mentha aquatica L. 0,208 0,240 61,7 + 5,5 14,0 + 3,0
Aronia melanocarpa (MICHX.) 0,546 0,520 58,6 + 2,0 49,7 + 3,8
ErviorT

Vaccinium myrtillus L. 0,082 0,131 56,9 £+ 3,1 42,7 + 3,7
Vitis vinifera L. 0,141 0,073 53,7+ 1,9 63,9 + 4,3
Nigella sativa L. 0,386 0,262 45,8 + 5,3 17,0 + 0,5
Phaseolus vulgaris L. 0,043 0,321 40,9 4+ 10,0 k.I.
Cynara cardunculus L. 0,345 0,289 38,0 £ 2,7 5,0 & 2,2
Allium sativum L. 0,089 0,794 36,6 &+ 4,0 44,7 £ 6,4
Crataegus laevigata (POIR.) DC. 0,237 0,274 35,4 + 4,7 41,1 + 15,3
(Scheinfrucht)

Cinnamomum cassia (L.) PRESL 0,128 0,106 26,4 + 7,8 k.I.
Syzygium aromaticum (L.) 0,077 0,313 21,3 + 4,0 31,8 &£ 0,7
MERR. & PERRY

Trigonella foenum-graecum L. 0,178 0,086 6,0 + 24 13,5 + 4,1
Sarcopoterium spinosum (L.) SPAcH | 0,176 0,094 k.I. 29,2 + 2,3
Ceratonia siliqua L. 0,061 - k.I. 20,6 + 1,3
Artemisia dracunculus L. 0,230 0,362 k.I. 14,4 + 3,7
Opuntia ficus-indica (L.) MILL. 0,157 — k.I. 10,8 £ 1,5
Panaz ginseng MEY 0,244 0,103 k.I. k.I.
Cyamopsis tetragonoloba (L.) TAUB. | 0,049 - k.I. k.I.

k.I: keine Inhibition, — : keine quantitative Uberfiihrung des Extrakts mdglich

Extraktgehalt = gewonnener Extrakt [g] aus 1 Gramm Droge

Die Pflanzen der TEM zeigten eine sehr gute Inhibition der pankreatischen a-Amylase. Insgesamt
konnte erneut eine stérkere Hemmung der methanolischen Pflanzenextrakte beobachtet werden.
In der Literatur sind bereits anti-Amylase Wirkungen fiir die Extrakte von Cynara cardunculus L.,
Melissa officinalis L., Phaseolus vulgaris L. und Tamarindus indica L. beschrieben [17,140, 146],
die in dieser Arbeit bestétigt werden konnten. Fiir einige der analysierten Pflanzen sind zwar
hypoglykédmische und antidiabetische Effekte beschrieben, der genaue Wirkmechanismus ist
jedoch ungekléirt. So ist eine Blutglucosekonzentration senkende Wirkung durch Extrakte von
Olea europaea L., Peumus boldus MOLINA, Punica granatum L., Trigonella foenum-graecum L.
und Vaccinium myrtillus L. bekannt [137,138,140, 142, 147]. Eine Inhibition der a-Amylase und
die damit einhergehende reduzierte Kohlenhydratresorption ist eine mogliche Erklarung fiir die
Blutzucker senkende Wirkung der Pflanzen.

Analog zum PL-Screening, wurden acht Extrakte ausgewéhlt, die bei der Testkonzentration von
2,5mg/mL eine sehr gute Hemmung der a-Amylase zeigten und hinsichtlich ihres IC59 Wertes

analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.10 dargestellt.
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Tabelle 3.10: IC5o Werte der getesteten Pflanzenextrakte der TEM zur Inhibition der a-Amylase (pig)

Pflanze Verwendeter | ICgqg [mg/mlL] ICgq [mg/mL]
a-Amylase a-Amylase
Pflanzenteil MeOH Extrakt | Wasserextrakt
Hibiscus sabdariffa L. Bliiten 0,03 £+ 0,00 0,05 £+ 0,00
Tamarindus indica L. Hiilsen (Paste) 0,17 + 0,01 0,14 + 0,01
Punica granatum L. Hiilsen 0,24 + 0,01 0,61 + 0,08
Rosmarinus officinalis L. | Blatter 0,82 + 0,05 5,09 + 0,15
Olea europaea L. Blatter 0,85 + 0,41 4,55 + 0,05
Punica granatum L. Samen 1,10 4+ 0,03 4,28 £+ 0,07
Peumus boldus MOLINA Blatter 1,53 4+ 0,06 2,14 £+ 0,50
Mentha aquatica L. Blétter 2,37 £ 0,18 > 10,0

Alle getesteten Pflanzenextrakte waren in der Lage, das Enzym dosisabhéngig zu inhibieren.
Die stiarkste a-Amylase Inhibition zeigte der methanolische Extrakt von Hibiscus sabdariffa L.
(ICs50: 29,3 £+ 0,51ug/mL). Bereits die PL konnte durch den Hibiskus-Extrakt am stérksten in
ihrer Aktivitiat gehemmt werden. Weiterhin waren der wissrige und methanolische Extrakt von
Tamarindus indica L. sehr aktiv. Der wissrige Extrakt dieser Pflanze wurde bereits von Azman
et al. (2012) im Tiermodell néher charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass der Extrakt
von Tamarindus indica die Plasmakonzentrationen von Cholesterol, LDL und TAGs signifikant

senken und damit einhergehend eine Gewichtsreduktion erreichen konnte.

3.1.3 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der a-Glucosidase-inhibitorischen
Aktivitidt von Reinstoffen

Die Enzymaktivitdtsmessungen zur Bestimmung des inhibitorischen Potentials ausgewéhlter
Reinstoffe auf die Aktivitdt der a-Glucosidase erfolgten nach der unter Abschnitt 2.2.1.3 be-
schriebenen Methode. Es wurden 23 iiberwiegend polyphenolische Verbindungen analysiert (Tab.
3.11). Als Positivkontrolle diente Miglitol (IC5¢: 12,08 & 2,45 nM).

Tabelle 3.11: IC50 Werte der getesteten Reinstoffe zur Inhibition von a-Glucosidase (pig) und Zuordnung
wichtiger Strukturmerkmale. Die Erfassung der Enzymaktivitét erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-
Methylumbelliferyl-a-D-glucopyranosid. Angegeben sind MW + SD, n > 3.

Substanz IC5g [mM] Substanzklasse OH- COOH- Zucker-
a-Glucosidase Gruppen | Gruppen | rest
Myricetin 0,16 £ 0,01 Flavonoid (Flavonol) | 6 - -
Apigenin 0,16 + 0,01 Flavonoid (Flavon) 3 - -
Isorhamnetin 0,19 4+ 0,01 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Quercetin 0,20 + 0,02 Flavonoid (Flavonol) 5 - -
Apigenin-7-glucosid | 0,21 + 0,01 Flavonoid (Flavon) 2 - Gle
Kaempferol 0,21 + 0,01 Flavonoid (Flavonol) 4 - -
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Quercitrin 0,22 £+ 0,01 Flavonoid (Flavonol) | 4 + (3) - Rha
Rutin 0,24 4+ 0,01 Flavonoid (Flavonol) 4 - Glc, Rha
Verbascosid 0,31 £ 0,04 Phenylpropanoid 4 - Glec, Rha
Fisetin 0,34 £ 0,01 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Rosmarinséure 0,40 £ 0,03 Phenolsédure 24 (2) 1 -
Chrysin 0,41 £+ 0,03 Flavonoid (Flavon) 2 - -
Chlorogensaure 0,64 £ 0,03 Phenolsédure 2+ (3) 1 -
Rhaponticin 0,70 £ 0,06 Stilben 2 1 Glc
Naringenin 1,54 + 0,03 Flavonoid (Flavanon) | 3 - -
Kaffeesdure 2,89 + 0,31 Phenolsdure 2 1 -
Sinapinsédure 3,29 £+ 0,18 Phenolsdure 1 1 -
Gallussdure 3,99 £ 0,29 Phenolsdure 3 1 -
Ferulasdure 4,44 4+ 0,37 Phenolsdure 1 1 -
Isoferulasidure 5,82 £ 0,60 Phenolsdure 1 1 -
2-Hydroxyzimtsaure | 6,20 £ 0,16 Phenolsdure 1 1 -
4-Hydroxyzimtsidure | 7,76 4+ 0,14 Phenolsdure 1 1 -
Chinaséure 13,91 £ 1,13 Carbonsdure (4) 1 -

OH-Gruppen: Anzahl phenol. + (alkohol.) Hydroxylgruppen, COOH-Gruppen: Anzahl Carboxylgruppen

Insgesamt zeigte das Flavonoid Myricetin, welches die meisten phenolischen Hydroxylgruppen
aufweist, die stérkste Inhibition der a-Glucosidase mit einer IC5¢ von 0,16 + 0,01 mM. Anders als je-
doch zu den Ergebnissen der pankreatischen a-Amylase, waren vor allem Flavonoid-Verbindungen
inhibitorisch sehr aktiv. Hier sind Apigenin und Isorhamnetin als sehr aktive Verbindungen zu
nennen. Dabei zeigt ein Strukturvergleich zwischen dem Flavon Apigenin und dem strukturell
dhnlichen Flavanon Naringenin, dass eine Doppelbindung zwischen dem C2- und C3-Atom die
inhibitorische Aktivitéit stark begiinstigt. Apigenin weist eine um den Faktor 10 stéirkere Enzy-
minhibition auf. Zuckerreste wirken sich hingegen negativ auf die Hemmung des Enzyms aus.
Sowohl Apigenin-7-glucosid als auch Quercitrin (Quercetin-3-rhamnosid) sowie Rutin (Quercetin-
3-rutinosid) zeigten eine deutlich schlechtere Inhibition als ihr jeweiliges Aglykon. Weiterhin
wirkt sich eine Hydroxylgruppe in Position 3 begiinstigend auf eine Enzymhemmung auf, da
iiberwiegend Flavonoide mit einer Flavonol-Struktur hohe Inhibitionen zeigten. In Abbildung
3.2 sind die abgeleiteten Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Flavonoide auf die a-Glucosidase
dargestellt.

Phenolsduren zeigten hingegen eine deutlich geringere Aktivitiat. Vor allem die Hydroxyzimtsiure-
derivate Ferula-, Isoferula- und 2- bzw. 4-Hydroxyzimtsiure waren nur sehr schwach inhibierend
(IC50> 4 mM). Das mit Abstand geringste Hemmpotential zeigte die Carbonsédure Chinaséure
(IC50> 13 mM). Chlorogensiure (zwei Hydroxylgruppen im Molekiil) weist mit einer IC5p von
0,64 + 0,03 mM die hochste Enzyminhibition innerhalb der Phenolsduren auf. Die am wenigsten

aktive Verbindung Chinasédure besitzt keine phenolische Hydroxylgruppe im Molekiil, was eine
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positive Beeinflussung des Inhibitionsvermoégens durch das Vorhandensein einer bzw. mehrerer

aromatischer Hydroxylgruppen im Molekiil vermuten l&sst.
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Abbildung 3.2: Schema der Struktur-Wirkungsbeziehung von Flavonoiden auf die Aktivitédt der a-Glucosidase
(ptg), (griin = erhohte Enzyminhibition, rot: verringerte Enzyminhibition).

3.1.4 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der ALP-inhibitorischen Aktivitét

von Reinstoffen

Die Bestimmungen der Enzymaktivitit erfolgten nach der unter Abschnitt 2.2.1.4 beschriebenen
Methode. Es wurden insgesamt 23 Reinstoffe in Hinsicht auf eine Inhibition der intestinalen
Alkalische Phosphatase (ALP) analysiert. Die ermittelten I1C5y Konzentrationen sind in der
nachfolgenden Tabelle 3.12 dargestellt.

Tabelle 3.12: IC59 Werte der getesteten Reinstoffe zur Inhibition der Alkalischen Phosphatase (pig) und Zuordnung
wichtiger Strukturmerkmale. Die Erfassung der Enzymaktivitdt erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-
Methylumbelliferylphosphat. Angegeben sind MW + SD, n > 3.

Substanz ICgg [mM] Substanzklasse OH- COOH- Zucker-
ALP Gruppen | Gruppen | rest
Myricetin 0,20 + 0,02 Flavonoid (Flavonol) 6 - -
Kaempferol 0,22 + 0,00 Flavonoid (Flavonol) 4 - -
Apigenin-7-glucosid | 0,23 4+ 0,03 Flavonoid (Flavon) 2 - Glc
Rutin 0,24 + 0,01 Flavonoid (Flavonol) 4 - Gle, Rha
Apigenin 0,24 £ 0,01 Flavonoid (Flavon) 3 - -
Quercitrin 0,24 £+ 0,02 Flavonoid (Flavonol) | 4 + (3) - Rha
Quercetin 0,25 £ 0,02 Flavonoid (Flavonol) 5 - -
Isorhamnetin 0,25 £ 0,01 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Fisetin 0,27 4+ 0,01 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Verbascosid 0,42 + 0,03 Phenylpropanoid 4 - Glc, Rha
Chrysin 0,43 + 0,03 Flavonoid (Flavon) 2 - -
Chlorogenséiure 0,50 + 0,04 Phenolsdure 2+ (3) 1 -
Rosmarinséure 0,54 + 0,01 Phenolsédure 2+ (2) 1 -
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Naringenin 1,25 + 0,04 Flavonoid (Flavanon) | 3 - -
Rhaponticin 1,70 £+ 0,16 Stilben 2 1 Glc
Kaffeesdure 2,43 £ 0,18 Phenolsdure 2 1 -
Sinapinsédure 2,68 £ 0,24 Phenolsdure 1 1 -
Ferulasdure 3,93 £ 0,13 Phenolsdure 1 1 -
Isoferulasidure 5,04 £ 0,14 Phenolsdure 1 1 -
2-Hydroxyzimtsdure | 5,16 + 0,11 Phenolsdure 1 1 -
4-Hydroxyzimtsiure | 5,45 4+ 0,09 Phenolsdure 1 1 -
Chinaséure 13,63 + 0,21 Carbonsidure (4) 1 -
Gallussdure nicht auswertbar | Phenolsédure 3 1 -

OH-Gruppen: Anzahl phenol. + (alkohol.) Hydroxylgruppen, COOH-Gruppen: Anzahl Carboxylgruppen

Analog zu den Ergebnissen der a-Amylase- und a-Glucosidase-Aktivitdtsbestimmung zeigte das
Flavonoid Myricetin mit 6 phenolischen Hydroxylgruppen auch hinsichtlich der ALP das stérkste
Hemmpotential (ICsp: 0,20 + 0,02 mM). Weitere Flavonoide mit einer hohen ALP-inhibitorischen
Aktivitdt waren Kaempferol und Apigenin-7-glucosid. Insgesamt konnte beobachtet werden, dass
mit abnehmender Anzahl an Hydroxylgruppen auch das inhibitorische Potential der Flavonoid-
Strukturen abnimmt. Zusétzlich gebundene Zucker begiinstigen hingegen die Inhibition des
Enzyms, wobei die im Zuckerrest gebundenen Hydroxylgruppen vermutlich keinen Einfluss haben.
Diese Hypothesen kénnen durch einen direkten Struktur-Vergleich von Quercetin und Quercitrin
(Quercetin-3-rhamnosid) belegt werden. Obwohl Quercetin eine phenolische Hydroxylgruppe
weniger besitzt, kann durch die zusétzlich gebundene Rhamnose ein dhnlicher IC59Wert erreicht
werden. Rutin (Quercetin-3-rutinosid) mit der zusétzlich gebundenen Glucose ist im Vergleich dazu
noch einmal aktiver. Weiterhin macht der Vergleich des Flavons Apigenin mit dem strukturnahen
Flavanon Naringenin deutlich, dass das Vorhandensein einer Doppelbindung zwischen dem C2-
und C3-Atom die Enzyminhibition begiinstigt. Beide Verbindungen besitzen die gleiche Anzahl
an Hydroxylgruppen und unterscheiden sich lediglich anhand ihrer Doppelbindung in C3-Position.
Auch die Hydroxylgruppe in C3-Position scheint eine ALP-Inhibition zu begiinstigen, da fast
ausschliefflich Flavonol-Strukturen die stirkste Hemmung des Enzyms aufwiesen. Die ermittelten
Struktur-Wirkungs-Beziehungen sind in Abbildung 3.3 graphisch dargestellt.

Vergleichend dazu zeigten die Vertreter aus der Stoffklasse der Phenolsduren insgesamt eine
schwache Enzyminhibition, wobei Chlorogen- und Rosmarinsdure noch die stirkste Hemmung
aufzeigten. Sehr inaktiv waren hingegen Isoferula-, 2- und 4-Hydroxyzimtsiaure (IC59 > 5 mM).
Das deutlich geringste Hemmpotential zeigte die Carbonsidure Chinasidure (IC5p> 13 mM). Eine
mogliche Erkldrung liegt in der deutlich erniedrigten Anzahl an phenolischen Hydroxylgruppen.
Es lésst sich auch hier erkennen, dass Verbindungen mit zwei phenolischen Hydroxylgruppen im
Molekiil (z.B. Chlorogen- und Rosmarinséure) eine stérkere Inhibition aufzeigten als solche mit

lediglich einer (z.B. Ferulasiure, 4-Hydroxyzimtséure) bzw. keiner (Chinaséure).
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Abbildung 3.3: Schema der Struktur-Wirkungsbeziehung von Flavonoiden auf die Aktivitdt der Alkalischen
Phosphatase (pig), (griin = erhthte Enzyminhibition).

3.1.5 Fluoreszenzbasierte Bestimmung der Protease-inhibitorischen
Aktivitat

Die nachfolgenden Enzymaktivitdtsmessungen erfolgten nach der unter Abschnitt 2.2.1.5 beschrie-
benen Methode. Die Inhibition pankreatischer Proteasen spielt fiir die Behandlung von Adipositas
und Diabetes mellitus Typ 2 keine bzw. nur eine untergeordnete Rolle. Dennoch wurde auch das
Protease-inhibitorische Potential von Reinstoffen und Pflanzen der TEM analysiert. Da es sich
bei allen getesteten Enzymen um Hydrolasen handelt, ist eine Inhibition durch strukturverwandte

Verbindungen moglich und soll hiermit untersucht werden.

3.1.5.1 IC5¢9 Bestimmung von Reinstoffen

Es wurden insgesamt 23 Reinstoffe hinsichtlich eines Protease-inhibitorischen Potentials analysiert.
Als Positivkontrolle wurde 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF, ICs: 1,652 £ 0,098 mM)
eingesetzt. Geordnet nach steigendem ICso-Wert und kategorisiert nach wichtigen Strukturmerk-

malen sind die Ergebnisse in Tabelle 3.13 aufgefiihrt.

Tabelle 3.13: 1C5¢ Werte der getesteten Reinstoffe zur Inhibition von Proteasen (pig) und Zuordnung wichtiger
Strukturmerkmale. Die Erfassung der Enzymaktivitéit erfolgte unter Umsetzung eines Casein-Analogons. Angegeben
sind MW + SD, n > 3.

Substanz IC5g [mM] Substanzklasse OH- COOH- Zucker-
Proteasen Gruppen | Gruppen | rest
Rosmarinsédure 1,21 + 0,06 Phenolséure 24+ (2) 1 -
Chinaséure 1,30 £ 0,05 Carbonsédure (4) 1 -
Chlorogenséiure 1,33 £ 0,07 Phenolsiure 2+ (3) 1 -
Ferulasdure 1,60 + 0,17 Phenolsdure 1 1 -
4-Hydroxyzimtsaure | 1,71 &£ 0,02 Phenolsédure 1 1 -
Isoferulasdure 1,76 + 0,13 Phenolsdure 1 1 -
2-Hydroxyzimtsdure | 1,77 + 0,02 Phenolsédure 1 1 -
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Gallussdure 1,79 £+ 0,03 Phenolsdure 3 1 -
Sinapinsiure 1,83 4+ 0,03 Phenolsidure 1 1 -
Kaffeesdure 1,91 + 0,07 Phenolsdure 2 1 -
Apigenin 1,96 + 0,03 Flavonoid (Flavon) 3 - -

Fisetin 2,64 £ 0,11 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Isorhamnetin 3,35 +£ 0,18 Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Quercetin 7,24 £+ 0,58 Flavonoid (Flavonol) 5 - -
Naringenin 7,62 £+ 0,07 Flavonoid (Flavanon) | 3 - -
Quercitrin 9,29 + 0,33 Flavonoid (Flavonol) | 4 + (3) - Rha
Myricetin 10,78 £ 0,18 Flavonoid (Flavonol) | 6 - -

Rutin 14,43 + 1,51 Flavonoid (Flavonol) 4 - Gle, Rha
Rhaponticin > 15,0 Stilben 2 1 Glc
Apigenin-7-glucosid | > 15,0 Flavonoid (Flavon) 2 - Glc
Kaempferol 1C9g: 2,50 £ 0,51 | Flavonoid (Flavonol) | 4 - -
Chrysin nicht auswertbar Flavonoid (Flavon) 2 - -
Verbascosid nicht auswertbar Phenylpropanoid 4 - Glc, Rha

OH-Gruppen: Anzahl phenol. + (alkohol.) Hydroxylgruppen, COOH-Gruppen: Anzahl Carboxylgruppen

Von den untersuchten Reinstoffen zeigten iiberwiegend Phenolsduren eine gute Inhibition des
Enzyms. Rosmarinséure war mit einer ICs¢ von 1,21 + 0,06 mM der stérkste Inhibitor. China-
sdure und Chlorogenséure zeigten ebenfalls ein gutes Hemmpotential. Da auch die Verbindung
Chinaséure sehr aktiv ist, lassen sich hinsichtlich der Proteasen keine Riickschliisse beziiglich des
Einflusses phenolischer Hydroxylgruppen ziehen. Auch scheint die Molekiilgréfie im Vergleich zu
der PL keinen Einfluss zu haben. Innerhalb der Substanzklasse der Flavonoide ist das Flavon
Apigenin mit einer ICgsg von 1,96 + 0,03 mM der stirkste Enzyminhibitor. Da Apigenin wieder-
um deutlich aktiver als das strukturverwandte Naringenin ist, begiinstigt eine Doppelbindung
in C3-Position scheinbar die Inhibition der Proteasen. Zuckerreste im Molekiil verschlechtern
hingegen die Hemmung der Enzyme, da das Aglykon Quercetin (ICsp: 7,24 + 0,58 mM) deutlich
aktiver ist als Quercitrin (IC50: 9,29 40,33 mM; zusétzlich Rhamnose gebunden) und Rutin
(ICs50: 14,43 £ 1,51 mM; zusétzlich Glucose und Rhamnose gebunden). Auch Apigenin-7-glucosid
(IC50> 15mM) ist deutlich inaktiver als sein Aglykon Apigenin. Die Ergebnisse der ermittelten
Struktur-Wirkungs-Beziehungen sind nachfolgend (Abb. 3.4) dargestellt.

Insgesamt sind die ermittelten IC5y Konzentrationen jedoch deutlich hoher als bei den anderen
Enzymassays. Ein moglicher Grund hierfiir ist, dass es sich bei den Proteasen aus Pankreatin-
pulver um ein Enzymgemisch (Trypsin, Chymotrypsin, Elastasen) handelt. Eine Inhibition aller
Enzyme durch eine Substanz ist deutlich schwieriger, als wenn es sich um ein einzelnes Enzym
handelt. Belegt wird diese Theorie durch die relativ hohe ICsq der Positivkontrolle AEBSF. Eine
vergleichende Ubersicht der ermittelten IC5y, Werte aller getesteten Enzyme ist in Abschnitt 3.1.6
dargestellt.
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Abbildung 3.4: Schema der Struktur-Wirkungsbeziehung von Flavonoiden auf die Aktivitdt der Pankreasproteasen
(ptg), (griin = erhohte Enzyminhibition, rot: verringerte Enzyminhibition).

3.1.5.2 Screening von Pflanzen der Traditionellen Europiischen Medizin

Analog zur Bestimmung des Inhibitionspotentials von Pflanzen der TEM auf die Aktivitit
der pankreatischen Lipase und a-Amylase, erfolgte eine Untersuchung ihres Einflusses auf die

Aktivitét der pankraetischen Proteasen. Die Ergebnisse sind nachfolgend dargestellt (Tab. 3.14).

Tabelle 3.14: Screeningergebnisse der getesteten Pflanzen der TEM zur Inhibition von pankraetischen Proteasen
(pig). Die Erfassung der Enzymaktivitéit erfolgte unter Umsetzung eines Caseinderivats. Die Extraktkonzentration
im Reaktionsansatz betrug 2,5 mg/mL. Angegeben sind MW + SD, n>4.

Pflanze Extraktgehalt Extraktgehalt Protease Protease

[g/g Droge] [g/g Droge] Inhibition [%] Inhibition [%]

MeOH-Extrakt | Wasserextrakt | MeOH-Extrakt | Wasserextrakt
Hibiscus sabdariffa L. 0,348 0,491 100,0 £ 0 99,2 4+ 1,0
Tamarindus indica L. 0,462 0,536 98,0 + 0,7 97,2 + 0,8
Punica granatum L. (Hiilsen) 0,334 0,388 52,9 + 8,6 36,0 + 4,4
Nigella sativa L. 0,386 0,262 48,7 £ 4,0 73,9 £ 1,1
Rosmarinus officinalis L. 0,251 0,228 33,8 £ 8,4 47,1 £+ 3,1
Vaccinium myrtillus L. 0,082 0,131 30,0 £ 24 48,1 £ 2,5
Cinnamomum cassia (L.) PRESL 0,128 0,106 21,5 + 3,7 k.I.
Sarcopoterium spinosum (L.) SPACH | 0,176 0,094 18,8 £+ 8,3 63,8 + 15,4
Crataegus laevigata (POIR.) DC. 0,233 0,184 11,0 +£ 0,5 k.I.
(Blétter und Bliiten)
Melissa officinalis L. 0,155 0,237 46 + 3,7 31,2 4+ 1,22
Phaseolus vulgaris L. 0,043 0,321 k.I. 86,7 + 1,8
Potentilla aurea L. 0,149 0,177 k.I. 71,8 £ 24
Peumus boldus Molina 0,307 0,284 k.I. 36,8 + 1,5
Mentha aquatica L. 0,208 0,240 k.I. 35,5 + 13,8
Olea europaea L. 0,337 0,318 k.I. 26,9 £ 4,4
Trigonella foenum-graecum L. 0,178 0,086 k.I. 20,3 £ 1,3
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Cynara cardunculus L. 0,345 0,289 k.I. 13,4 + 10,0
Allium sativum L. 0,089 0,794 k.I. k.I.

Aronia melanocarpa (MICHX.) 0,546 0,520 k.L k.I.
ErviorT

Artemisia dracunculus L. 0,230 0,362 k.I. k.I.
Ceratonia siliqua L. 0,061 - k.I. k.I.
Crataegus laevigata (POIR.) DC. 0,237 0,274 k.I. k.I.

Scheinfrucht (Beere)

Cyamopsis tetragonoloba (L.) TAUuB. | 0,049 - k.I. k.I.
Echium vulgare L. 0,073 0,169 k.I. k.I.
Opuntia ficus-indica (L.) MILL. 0,157 - k.I. k.I.
Panaz ginseng MEY 0,244 0,103 k.I. k.I.
Punica granatum L. (Samen) 0,122 0,112 k.I. k.I.
Syzygium aromaticum (L.) 0,077 0,313 k.I. k.I.

MERR. & PERRY

Vitis vinifera L. 0,141 0,073 k.I. k.I.

Zingiber officinale ROSCOE 0,044 0,073 k.I. k.I.

k.I.: keine Inhibition, — : keine quantitative Uberfiihrung des Extrakts moglich

Extraktgehalt = gewonnener Extrakt [g] aus 1 Gramm Droge

Die Ergebnisse zeigen, dass die pankreatischen Proteasen deutlich schwicher durch die Pflan-
zenextrakte der TEM inhibiert wurden als die pankraetische Lipase und a-Amylase. Ausnahme
war jedoch auch hier der methanolische Extrakt aus den Bliiten von Hibiscus sabdariffa L., der
eine Enzyminhibition von 100 % auswies. Bereits 1995 konnten Abu-Tarboush und Ahmed eine
inhibitorische Wirkung von Hibiscus sabdariffa auf die Aktivitdt von Trypsin und Chymotrypsin
nachweisen [195] und bestiitigen damit die erzielten Ergebnisse. Weiterhin sehr aktiv waren
sowohl der wiissrige Extrakt mit einer Inhibition von 97 % als auch methanolische Extrakt
mit 98 % Inhibition von Tamarindus indica L.. Aus der Pflanze konnten bereits verschiedene
Serinprotease-Inhibitoren identifiziert werden [196,197]. Fiir weitere Studien wire es interessant,
ob die isolierten Proteaseinhibitoren ebenso in der Lage sind, die pankreatische Lipase und
a-Amylase zu inhibieren, da auch hier sehr gute Ergebnisse durch die Pflanze Tamarindus indica
erzielt wurden. Zahlreiche andere Pflanzen zeigten hingegen keine Inhibition bei der Testkonzen-

tration von 2,5 mg/mL und stellen somit keinen Ansatz fiir weitere Forschungen dar.

Da der methanolische Extrakt aus den Bliiten von Hibiscus sabdariffa L. fiir alle pankreatischen
Enzyme (Lipase, Amylase, Proteasen) ein sehr starkes Inhibitionsvermogen zeigte, wurde dieser
anschlieend mittels HPLC und ESI-Q-TOF-MS zur Identifikation inhibitorisch wirksamer
Inhaltsstoffe nidher analysiert. Die Ergebnisse sind in den Abschnitten 3.3.2 und 3.4 aufgefiihrt.
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3.1.6 Vergleichende Darstellung des Inhibitionspotentials von Reinstoffen
und Pflanzenextrakten auf die Aktivitit von Verdauungsenzymen

3.1.6.1 Inhibitionspotential von Reinstoffen

Zur Beurteilung des inhibitorischen Potentials der untersuchten Reinstoffe auf die Aktivitét aller
getesteten Enzyme (PL, a-Amylase,a-Glucosidase, ALP, Proteasen) wurden den ermittelten
1C50 Werten Rénge zugeordnet und anschliefend eine Rangsumme gebildet. Substanzen mit
niedrigen I1C59 Werten wurden kleine Rénge zugeordnet. Diese Darstellungsmoglichkeit wurde
gewahlt, da die ermittelten ICs9 Werte der verschiedenen Testsysteme nicht direkt miteinander
vergleichbar sind (Abhéingigkeit von Substrat, Puffer, u.a.). Eine detaillierte Beschreibung der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen der untersuchten Polyphenole ist in den Abschnitten 3.1.1-3.1.5

erlautert.

Einfluss auf Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels Eine vergleichende Darstellung fiir
die Enzyme mit amylytischer Aktivitéit ist in Abbildung 3.5 gezeigt. Es ist erkennbar, dass vor
allem das Flavonoid Myricetin eine gute Hemmwirkung auf die fiir den Kohlenhydratstoffwechsel
essentiellen Enzyme a-Amylase und a-Glucosidase hat. Die starke Inhibition der Enzyme ist
sehr wahrscheinlich bedingt durch die hohe Anzahl phenolischer Hydroxylgruppen im Molekiil
sowie nicht vorhandener Zucker. Weiterhin zeigte die Phenolsidure Rosmarinsdure ein gutes
Inhibitionspotential, wobei die a-Amylase deutlich stéirker gehemmt wurde. Eine insgesamt gering

ausgepragte Inhibition zeigte hingegen das Flavonoid Naringenin.
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Abbildung 3.5: Vergleichende Darstellung der ermittelten Rangsummen der Enzyme mit amylytischer Aktivitét.
Die dargestellten Rangsummen basieren auf den experimentell ermittelten ICsoWerten. Kleine Rédnge entsprechen
niedrigen 1C59 Konzentrationen.

Aus der Abbildung wird jedoch deutlich, dass Unterschiede in der strukturellen Inhibition der
beiden Enzyme vorliegen. Mit Ausnahme von Myricetin werden die amylytischen Enzyme durch
die Stoffe unterschiedlich stark inhibiert, sodass eine optimale Inhibition nur durch Kombination

der Verbindungen (z.B. Myricetin und Apigenin) moglich ist.
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Einfluss auf Schliisselenzyme des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels Die pankrea-
tischen a-Amylasen und Lipasen sind Schliisselenzyme des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels
und stellen fiir eine Behandlung metabolischer Stoffwechselstérungen (Adipositas, Diabetes
mellitus Typ 2) ein wichtiges Target dar. Ein grofies Interesse kommt daher solchen Substanzen
zu, die in der Lage sind beide Enzyme zu inhibieren. Wie in Abbildung 3.6 dargestellt, zeigen
besonders Chinasdure und die Phenolsduren Rosmarin-, Chlorogen- und Gallussédure ein hohes

inhibitorisches Potential. Auch die Flavonoide Fisetin und Myricetin zeigen ein gutes Ergebnis.
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Abbildung 3.6: Vergleich des Inhibitionspotentials auf PL und a-Amylase Aktivitdt. Die dargestellten Rangsum-
men basieren auf den experimentell ermittelten IC50Werten. Niedrigen I1Cs50 Konzentrationen wurden kleine Ringe
zugeordnet.

Es zeigen sich insbesondere Verbindungen mit einem hohen Anteil an phenolischen Hydroxyl-
gruppen sowie kleine Molekiile besonders aktiv. Eine gleichzeitige Inhibition der Enzyme ist
daher moglich und stellt einen interessanten Ansatzpunkt fiir die Behandlung von Adipositas

und Diabetes mellitus dar.

Einfluss auf alle analysierten Verdauungsenzyme Nachfolgend ist eine vergleichende
Ubersicht (Abb. 3.7) fiir alle getesteten Enzyme dargestellt. Auch hier zeigte das Flavonoid
Myricetin eine gute Hemmwirkung, lediglich bei den Proteasen war sie etwas schwécher aus-
geprigt, welche sich vorrangig durch Phenolséuren inhibieren lieen. Neben Myricetin zeigten
ebenso die Phenolsduren Rosmarin- und Chlorogensiure ein gutes Ergebnis. Aus der Abbil-
dung wird jedoch ersichtlich, dass die zu Beginn dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass
Naturstoffe mit dhnlicher Struktur auch vergleichbare Effekte auf die Enzyme des Kohlenhydrat-
und Fettstoffwechsels haben, nicht bestétigt werden konnte. Einige Strukturmerkmale (Anzahl
phenolischer Hydroxylgruppen, Doppelbindung in Position 3 bei den Flavonoiden) wirken sich
zwar auf die meisten Enzyme positiv hinsichtlich einer Inhibition aus, jedoch sind vor allem
Einfliisse der Substanzklassen und der im Molekiil gebundenen Zucker unterschiedlich. Daher ist
eine Kombination unterschiedlicher Verbindungen notwendig, um eine breite Enzyminhibition zu

erreichen.
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Abbildung 3.7: Vergleichende Darstellung der ermittelten Rangsummen aller getesteten Enzyme. Die dargestellten
Rangsummen basieren auf den experimentell ermittelten ICsoWerten. Kleine Rénge entsprechen niedrigen 1Csq
Konzentrationen.

3.1.6.2 Inhibitionspotential von Pflanzen der Traditionellen Chinesischen Medizin

Zur Beurteilung des inhibitorischen Potentials der analysierten TCM Drogen auf die Aktivitét
der pankreatischen Lipase und a-Amylase, wurden den ermittelten Screeningergebnissen Rénge
zugeordnet und entsprechende Rangsummen gebildet. Nachfolgend sind jeweils die zehn aktivsten
TCM Drogen der wissrigen (Abb. 3.8) und methanolischen (Abb. 3.9) Extrakte vergleichend
dargestellt.
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Abbildung 3.8: Vergleich des Inhibitionspotentials der wéssrigen TCM Extrakte auf die Aktivitdten der PL und
a-Amylase. Die dargestellten Rangsummen basieren auf den ermittelten Screeninergebnissen der Inhibitionsversuche.
Hohen Inhibitionenswerten wurden entsprechend kleine Rénge zugeordnet.

Der getrocknete Fruchtkorper (Sklerotium) des Pilzes Poria cocos (SCHW.) WOLF zeigte innerhalb
der wissrigen Extrakte das stirkste Inhibitionsvermégen. Weiterhin zeigten die wéssrigen Extrakte
der TCM Pflanzen Crataegus pinnatifida BGE. var. major N.E.Br. und Coptis chinensis FRANCH.

ein gutes Hemmpotential.
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Abbildung 3.9: Vergleich des Inhibitionspotentials der methanolischen TCM Extrakte auf die Aktivitdten
der PL und a-Amylase. Die dargestellten Rangsummen basieren auf den ermittelten Screeninergebnissen der
Inhibitionsversuche. Hohe Inhibitionenswerte entsprechen kleinen Réngen.

Die methanolischen Extrakte der untersuchten TCM Drogen zeigten insgesamt ein sehr gutes
Inhibitionsvermdgen. Die in Abbildung 3.9 dargestellten Drogen wiesen jeweils eine PL-Inhibition
von 100 % auf. Zusitzlich wurde die a-Amylase durch die methanolischen Extrakte von Crataegus
pinnatifida BGE. var. major N.E.BR. und Rehmannia glutinosa LIBOSCH stark gehemmt, sodass

diese insgesamt das beste Ergebnis zeigten.

Aufgrund der starken Inhibtion der Schliisselenzyme des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels
durch den methanolischen Extrakt von Crataegus pinnatifida, wurden nachfolgend tierexperimen-
telle Studien (siehe Abschnitt 3.2) zum Einfluss des Extraktes auf die Niichternblutglucose- und

Serumlipidkonzentration durchgefiihrt.

3.1.6.3 Inhibitionspotential von Pflanzen der Traditionellen Europédischen Medizin

Analog zur Beurteilung des Inhibitionspotentials der TCM erfolgte eine vergleichende Darstellung
der ermittelten Screeningergebnisse der Pflanzen der TEM. Diese wurden hinsichtlich ihres
inhibitorischen Einflusses auf die pankreatische Lipase, a-Amylase und Proteasen analysiert. Die
Ergebnisse der jeweils zehn aktivsten Extrakte sind nachfolgend dargestellt. Wie aus Abbildung
3.10 ersichtlich, zeigte der wissrige Extrakt der Bliiten von Hibiscus sabdariffal.. die beste
inhibitorische Wirkung auf alle getesteten Enzyme. Ein ebensfalls sehr gutes Inhibitionsvermogen
besafl der Extrakt aus den Hiilsen von Tamarindus indicaL.. Der Extrakt von Punica granatum L.
(Hiilsen) zeigte eine sehr gute Inhibition der pankreatischen Amylase und Lipase, die Wirkung auf

die im Pankreatin enthaltenen Pankreasproteasen war hingegen deutlich schwécher ausgeprégt.
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Abbildung 3.10: Vergleich des Inhibitionspotentials der wéssrigen Extrakte von ausgewéhlten Pflanzen der TEM
auf die Aktivititen der pankreatischen a-Amylase, Lipase und Proteasen. Die dargestellten Rangsummen basieren
auf den ermittelten Screeninergebnissen der Inhibitionsversuche. Hohen Inhibitionenswerten wurden kleine Range
zugeordnet.

Analog zu den Ergebnissen der wissrigen Extrakte, zeigte der methanolische Extrakt von
Hibiscus sabdariffal. das stérkste Inhibitionspotential (Abb. 3.11) fiir alle getesteten Enzyme.
Auch die methanolischen Extrakte von Tamarindus indica . und Punica granatum L. besaflen,

iibereinstimmend mit den Ergebnissen der wassrigen Extrakte, ein sehr gutes Hemmpotential.
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Abbildung 3.11: Vergleich des Inhibitionspotentials der methanolischen Extrakte von ausgewéhlten Pflanzen der
TEM auf die Aktivitdten der pankreatischen a-Amylase, Lipase und Proteasen. Die dargestellten Rangsummen
basieren auf den ermittelten Screeninergebnissen der Inhibitionsversuche. Hohen Inhibitionenswerten wurden kleine
Rénge zugeordnet.

Der Extrakt aus den Bliiten von Hibiscus sabdariffa L. zeigte fiir alle pankreatischen Enzyme
(Lipase, Amylase, Proteasen) ein sehr starkes Inhibitionsvermégen und wurde anschlieflend
mittels HPLC und ESI-Q-TOF-MS zur Identifikation inhibitorisch wirksamer Verbindungen
néher analysiert (siche Abschnitt 3.3.2 und 3.4).
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3.2 Tierexperimentelle Untersuchungen zum Einfluss von
Crataegus pinnatifida Bge. auf die Niichternblutglucose-

und Serumlipidkonzentration

Der methanolische Extrakt von Crataegus pinnatifida BGE. var. major N.E.BR. zeigte sowohl
fiir die Pankreaslipase als auch fiir die a-Amylase eine starke Inhibition der enzymatischen
Aktivitat. Crataegus pinnatifida BGE. var. major N.E.BR. gehort zur Familie der Rosaceae und
wird im Deutschen als Fiederblatt- oder Chinesischer Weildorn bezeichnet. Dieser Weildorn ist
vorwiegend in China, dort unter anderem in den Provinzen Anhui, Guangdong, Guizhou und
Sichuan, in Korea, der Mongolei und Teilen Russlands anzutreffen [198]. Crataegus pinnatifida ist
eine traditionelle Heilpflanze und wird seit langem in der Volksmedizin verwendet. Die Pflanze
findet vor allem Anwendung zur Behandlung von Verdauungsstérungen, hohem Blutdruck sowie
Herz-Kreislauferkrankungen. Weiterhin konnte ein positiver Effekt bei der Behandlung von
Hyperlipid- und Hypercholesterindmien beschrieben werden [128,199].

Auf Grundlage der gezeigten Enzyminhibitionen folgten im Anschluss tierexperimentelle Unter-
suchungen zum Einfluss dieses Extraktes auf die Niichternblutglucose- und Serumlipidkonzentra-
tionen (Triglyceride, Gesamtcholesterin) im Diabetes-Typ-2 Rattenmodell. Die Ergebnisse sind
in den nachfolgenden Abbildungen 3.12-3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.12: Niichternblutglucose-Konzentration der unterschiedlichen Modellgruppen im Tierversuch. Kon-
trollgruppe: keine Induktion eines Typ-2-Diabetes, normale Diét; T2DM: Typ-2-Diabetes-Modellgruppe; CPE:
T2DM + intragastrische Verabreichung von 50-200 mg/Kg KG Crataegus pinnatifida Extrakt (CPE) zweimal
téglich an 14 aufeinander folgenden Tagen; Orlistat: T2DM + 40 mg/Kg KG; Orlistat zweimal téglich an 14
aufeinander folgenden Tagen. Bestimmung der Niichternblutglucose-Konzentration nach 12 h Fasten (Wasser ad
libitum). # = signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrollgruppe, einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA),
a< 0,05, n=9. * =signifikanter Unterschied zur unbehandelten T2DM Kontrolle, einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA), o< 0,05, n=09.



84 3 Ergebnisse und Diskussion

Triglycerid-Konzentration (Serum)
[mmol/L]
o - N w sy
- -
[
s -
F '

Abbildung 3.13: Triglycerid-Konzentration (Serum) der unterschiedlichen Modellgruppen im Tierversuch. Kon-
trollgruppe: keine Induktion eines Typ-2-Diabetes, normale Diét; T2DM: Typ-2-Diabetes-Modellgruppe; CPE:
T2DM + intragastrische Verabreichung von 50-200 mg/Kg KG Crataegus pinnatifida Extrakt (CPE) zweimal
téglich an 14 aufeinander folgenden Tagen; Orlistat: T2DM + 40 mg/Kg KG; Orlistat zweimal téglich an 14
aufeinander folgenden Tagen. # =signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrollgruppe, einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA), a < 0,05, n=09. % =signifikanter Unterschied zur unbehandelten T2DM Kontrolle,
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA), a < 0,05, n=9.
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Abbildung 3.14: Gesamtcholesterin-Konzentration (Serum) der unterschiedlichen Modellgruppen im Tierversuch.
Kontrollgruppe: keine Induktion eines Typ-2-Diabetes, normale Didt; T2DM: Typ-2-Diabetes-Modellgruppe; CPE:
T2DM + intragastrische Verabreichung von 50-200 mg/Kg KG Crataegus pinnatifida Extrakt (CPE) zweimal
téglich an 14 aufeinander folgenden Tagen; Orlistat: T2DM + 40 mg/Kg KG; Orlistat zweimal téglich an 14
aufeinander folgenden Tagen. # = signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrollgruppe, einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA), a < 0,05, n=09. * =signifikanter Unterschied zur unbehandelten T2DM Kontrolle,
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA), < 0,05, n=09.

Fin erster Vergleich zwischen der unbehandelten Kontrollgruppe und der Typ-2-Diabetes-
Modellgruppe zeigt eine erhohte Niichternblutglucose-Konzentration sowie erhdhte Serumlipidspie-
gel (Triglyceride, Gesamtcholesterin) der T2DM-Gruppe. Diese erhdhten Serumkonzentrationen
sind reprisentative Biomarker eines Diabetes mellitus und bestéitigen die erfolgreiche Etablierung
des STZ-induzierten Typ-2-Diabetes-Rattenmodells. Die Niichternblutglucose-Konzentration

der mit Crataegus pinnatifida Extrakt behandelten Tiere waren signifikant erniedrigt. Vor al-
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lem die mit 200 mg/kg KG Extrakt behandelten Tiere (c=10.540,9mmol/L) zeigten eine
Reduzierung der Blutglucose-Konzentration um 48,1 % im Vergleich zur unbehandelten Typ-2-
Diabetes-Modellgruppe (¢=20.3 + 1.9 mmol/L). Auch die Triglycerid- und Gesamtcholesterin-
Konzentrationen konnten signifikant reduziert werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Beob-
achtungen von Wang et al. (2011) iiberein [200]. Ein Extrakt aus den Blidttern von Crataegus
pinnatifida zeigte im in vivo Mausmodell eine signifikante Hemmung der Triglycerid- und Glu-
cosekonzentration im Blut nach oraler Verabreichung einer Sucrose- bzw. Olivendl-Lésung in
Kombination mit dem Trockenextrakt. Weiterhin konnten positive Effekte bei der Behandlung
von Hyperlipiddmien gezeigt werden [201]. Diese gesundheitsfordernden Effekte sind laut Jurikova
et al. (2012) hauptséchlich auf die in der Pflanze enthaltenen polyphenolischen Verbindungen und
Triterpensduren zuriickzufithren [202]. Ein potentieller Wirkmechanismus ist die in dieser Arbeit
gezeigte Inhibition essentieler Enzyme des Verdauungssystem (PL, a-Amylase). Eine Isolation
und Identifikation der inhibitorisch aktiven Verbindungen aus Crataegus pinnatifida ist daher
der néchste Schritt zur Entwicklung neuer, phytotherapeutischer Praparate zur Behandlung von

Diabetes mellitus und Adipositas.

3.3 Untersuchungen mittels

Hochleistungsfliissigchromatographie

3.3.1 Charakterisierung der Abbauprodukte aus Stérke

Zur niheren Analyse der durch amylytischen Stiarkeabbau gewonnenen Spaltprodukte, erfolgte
deren Identifizierung und Quantifizierung mittels HPLC. Als Referenz wurde ein Standardgemisch
aus 5 verschiedenen Sacchariden aufgetrennt. Das in Abbildung 3.15 beispielhaft dargestellte Chro-
matogramm wurde fiir die Standardsubstanzen bei einer Saccharidkonzentration von 1,2mg/mL

generiert.
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Abbildung 3.15: HPLC-Chromatogramm des Kalibration-Standardgemisches aus 5 Sacchariden; 1,2 mg/mL

Saccharidkonzentration, 10 pL. Injektionsvolumen, n=9

Im Nachfolgenden wurden die Spaltprodukte des Abbaus von natiirlicher und modifizierter Stérke

chromatographisch aufgetrennt. In den Abbildungen 3.16 und 3.17 sind beispielhaft die erhaltenen
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Chromatogramme dargestellt. Es ist erkennbar, dass gleiche Reaktionsprodukte gebildet werden.
Jedoch ist der Abbau der modifizierten Stiarke im Vergleich zur natiirlichen Stérke verlangsamt,

nach 35 miniitiger Inkubationszeit sind noch grofiere Spaltprodukte (Maltopentaose, Maltohexaose

und Maltoheptaose) detektierbar.
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Abbildung 3.16: HPLC-Chromatogramm der gewonnenen Spaltprodukte nach dem amylytischen Abbau von
natiirlicher Stérke, 1% (w/v) natiirliche Stéirke, 1 nM Amylase, 20 pL Injektionsvolumen, n = 3.
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Abbildung 3.17: HPLC-Chromatogramm der gewonnenen Spaltprodukte nach dem amylytischen Abbau von
modifizierter Stirke, 1% (w/v) natiirliche Stérke, 1 pM Amylase, 20 pLi Injektionsvolumen, n=3.

Damit spiegelt das angewandte a-Amylase-Aktivititsassay die Bedingungen eines natiirlichen
Stirke Abbaus wider. Es werden gleiche Spaltprodukte gebildet, lediglich der Abbau ist aufgrund
einer vermutlich sterischen Behinderung verlangsamt. Die in Abschnitt 3.1.2 untersuchten Rein-
stoffe und Pflanzenextrakte sind daher in der Lage, das Enzym in seiner natiirlichen Aktivitat zu
inhibieren. Die erhaltenen Peakflichen wurden unter Verwendung der Kalibrations-Standards

ausgewertet. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in Tabelle 3.15 dargestellt.
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Tabelle 3.15: Ermittelte Konzentrationen der Spaltprodukte nach amylytischen Stirkeabbau. Dargestellt sind
MW =£S8D, n = 3.

Saccharid Retentionszeit Konzentration
[min] [mg/mL]
Maltose 13,8 0,75 £+ 0,04
natiirliche Stirke Maltotriose 18,4 0,70 + 0,03
Maltotetraose 22,7 0,17 + 0,01
Maltose 13,8 0,26 £ 0,01
odifigiorte Stirke Maltotriose 18,4 0,27 4+ 0,01
Maltotetraose 22,7 0,22 + 0,01
Maltopentaose | 27,1 0,14 + 0,00

Die Hydrolyse von modifizierter Stérke zeigte ebenfalls Spuren von Maltohexaose und Maltohep-
taose als Abbauprodukte. Aufgrund des sehr geringen Signal/Rausch-Verhéltnisses wurden diese

Reaktionsprodukte jedoch bei der Quantifizierung vernachléssigt.

3.3.2 Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.

In den Untersuchungen zur inhibitorischen Aktivitéit verschiedener Pflanzenextrakte zeigte
Hibiscus sabdariffa L. das hochste Inhibitionspotential fiir alle analysierten Verdauungsenzyme
(Pankreaslipase, -amylase und -proteasen). Hibiscus sabdariffa, im Deutschen auch als Roselle
bezeichnet, gehort zur Familie der Malvaceae und ist eine einjihrige, krautige Pflanze deren
purpufarbene Sténgel eine Wuchshohe von bis zu 3,5 m erreichen kéonnen. Die Blatter sind lang
gestielt und kénnen farblich von dunkelgriin bis rétlich variieren [203]. Die zwittrigen Bliiten
bilden ein Perianth und bestehen aus fiinf purpurfarbenen Kelchbldttern sowie fiinf gelben, am
Grund dunkelrot gefarbten Kronbliattern. Wie fiir die Unterfamilie der Malvoideae typisch, sind
die Staubblétter zu einer den Griffel umgebenden Rohre vereinigt [204].

Abbildung 3.18: Blitter und Bliitenstand (links) und Einzelbliite (rechts) von Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae)
203]

Die fleischigen und roten, becherférmigen Kelche werden traditionell als kaltes und heifles Getréink
(Tee) zubereitet. Diese Ausziige werden ebenfalls in der Volksmedizin gegen Beschwerden wie
Bluthochdruck, Lebererkrankungen und Fieber eingesetzt [205]. Weiterhin ist eine hypocholeste-

rindmische Wirkung der Pflanze beschrieben [191], die bereits in Humanstudien bestétigt werden
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konnte: Gurrola-Diaz et al. (2010) beschrieben die Effekte eines Hibiscus sabdariffa Extraktpulvers
auf die Lipidprofile von Probanden mit und ohne metabolischem Syndrom. Patienten, die mit dem
Extrakt behandelt wurden, hatten signifikant verringerte Glucose- und Gesamtcholesterinspiegel
sowie erhohte HDL-c-Spiegel. Zusétzlich wurde eine triglyceridsenkende Wirkung beobachtet [193].
Ein &hnliches Ergebnis konnte durch Lin et al. (2007) beschrieben werden. Nach Einnahme einer
definierten Menge an Hibiskusextrakt (1000 mg/d) innerhalb eines Untersuchungszeitraums von 4
Wochen, konnten die Serum-Cholesterinspiegel von 71 % der Probanden signifikant reduziert wer-
den [206]. Ein moglicher Wirkmechanismus ist die in dieser Arbeit gezeigte Inhibition essentieller
Verdauungsenzyme des Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsels.

Zur Identifizierung der inhibitorisch wirksamen Komponenten erfolgte im Anschluss an die
enzymatischen Messungen eine Analyse des methanolischen Extrakts mittels HPLC. Dazu wurde
zunéchst eine Fraktionierung des Extrakts durch ein priparatives HPLC-System (Shimadzu,
Japan) durchgefiihrt. In Abbildung 3.19 ist beispielhaft ein erhaltenes Chromatogramm und der
daraus analysierte Bereich dargestellt. Es wurden die Peaks A-E aufgefangen und in Hinsicht auf
eine Inhibition der PL analysiert. Dazu wurden die gewonnenen Fraktionen in einer Vakuumzen-
trifuge bis zur Trockne eingeengt und in dest. Wasser resuspendiert. Das Enzymassay wurde wie
in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.19: HPLC-Chromatogramm des methanolischen Extrakts von Hibiscus sabdariffa L., 10 mg/mL in
dest. Wasser, 500 pL. Injektionsvolumen, A-E = fraktionierte und anschlielend analysierte Bereiche des Chromato-
gramms, praparatives HPLC-System.

Peak C zeigte von den zunéchst aufgefangenen Peaks A, B, C, D und E das hochste inhibitorische
Potential, sodass nachfolgend die Bereiche C1 und C2 separat fraktioniert und erneut vermessen
wurden. Es zeigte sich, dass Peak C1 das Enzym zu 100 % inhibieren konnte, Peak C2 jeodch
nur zu 67 %. Peak C1 war somit von hohem Interesse fiir weitere Messungen. Um eine moglichst
hohe Reinheit der gwiinschten Fraktion zu erhalten, wurde in nachfolgenden Untersuchungen nur

der absteigende Ast (Peak Cla) gesammelt und ndher charakterisiert.
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Tabelle 3.16: Ermittelte Enzyminhibition [%)] der Einzelpeaks des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.. Die
Erfassung der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-Methylumbelliferon.

’ ‘ Peak A ‘ Peak B ‘ Peak C ‘ Peak C1 ‘ Peak Cla ‘ Peak C2 ‘ Peak D ‘ Peak E ‘

| Enzyminhibition %) | 0 | 8190 [ 1000 | 1000 | w00 | 6740 | o [ o |

may
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Abbildung 3.20: HPLC-Chromatogramm des isolierten und aufkonzentrierten Peakbereichs Cla aus dem
methanolischen Extrakt von Hibiscus sabdariffa L. 10 pL Injektionsvolumen, Knauer-HPLC-System.

Dazu wurde der Peakbereich Cla mehrerer HPLC Liufe gesammelt, bis zur Trockne eingeengt,
in dest. Wasser resuspendiert und zur Verbesserung der Reinheit unter Verwendung einer
Knauer HPLC-Anlage erneut chromatografisch aufgetrennt. In Abbildung 3.20 ist beispielhaft
das erhaltene Chromatogramm eines Laufes dargestellt. Es konnte ein Hauptpeak eindeutig
identifiziert werden. Um optimale Reinheitsbedingungen zu erreichen, wurde auch hier der
abfallende Ast des Hauptpeaks separat fraktioniert und aufkonzentriert (= aufgereinigtes Isolat)

und im Anschluss zur weiteren Identifizierung mittels ESI-Q-TOF-MS vermessen.

3.4 Untersuchungen mittels
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie zur
Charakterisierung des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L.

Das gewonnene und aufgereinigte Isolat des Extrakts von Hibiscus sabdariffa L. (s. Abschnitt

3.3.2) wurde mittels ESI-Q-TOF-MS im negativen Ionisierungsmodus auf das Vorhandensein von

Molekiilmassensignalen im Bereich 100 — 1700 m/z untersucht. Das erhaltene Massenspektrum
ist nachfolgend (Abb. 3.21) dargestellt.
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Abbildung 3.21: (-)-ESI-TOF-MS-Spektrum des aufgereinigten Isolats aus dem methanolischen Extrakt von
Hibiscus sabdariffa L., 1 uL Injektionsvolumen, Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS-System.

Es konnten drei starke Signale mit einem m/z-Verhéltnis von 127,00 [M-H]", 189,00 [M-H]J
und 351,05 [M-H] detektiert werden. Diese wurden nachfolgend mit vorhanden Literaturdaten

verglichen [207,208]. Es konnte eine eindeutige Zuordnung der Signale vorgenommen werden
(Tab. 3.17).

Tabelle 3.17: Identifikation der inhibitorisch aktiven Verbindungen aus Hibiscus sabdariffa L. durch Vergleich
mit LC-MS und MS? Literatur-Daten [207,208].

MS MS?
Verbindung [M-H]- | Basis-Peak | Produkt-Ion
Hibiskusséure 189 127 -
Hibiskussédure-Glucosid 351 189 127 (48)

Somit konnten die Verbindungen Hibiskussiure (M =190,1 g/mol, Abb. 3.22) und Hibiskussiure-
Glucosid (352,1 g/mol) als inhibitorisch aktive Verbindungen aus dem methanolischen Extrakt

von Hibiscus sabdariffa L. eindeutig identifiziert werden.

Abbildung 3.22: Chemische Struktur von Hibiskussédure ((+)-allo-hydrozycitric acid lactone) [208]

Hibiskusséure ist eine bekannte Verbindung der Pflanze Hibiscus sabdariffa [192,207]. Im Jahr
2000 wurde sie durch Hansawasdi et al. erstmals im Zusammenhang mit einer a-Amylase
inhibitorischen Aktivitét beschrieben [208]. Studien zur Inhibition des Stérkeabbaus im CaCo-2
Zellmodell folgten [209], in der die inhibitorische Wirkung der Hibiskusséure bestétigt werden
konnte. Tier- oder Humanstudien liegen hingegen nicht fiir die Substanz vor. Auch ist bisher
keine inhibitorische Aktivitdt gegeniiber der Pankreaslipase beschrieben, wie sie im Rahmen

dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte.
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Im Anschluss an die massenspektrometrische Untersuchung des aufgereinigten Isolats und die
Identifikation von Hibiskussiure als aktive Verbindung, wurden zur ndheren Charakterisierung
in silico Docking Experimente zwischen der Hibiskusséure und der Pankreaslipase durchgefiihrt.
Die in silico Untersuchungen erfolgten analog der unter Abschnitt 2.2.7 und 3.5 beschriebenen
Bedingungen. Es wurde ebenfalls die Kristallstruktur der Schweinepankreaslipase (PDB-Code:
1ETH [172]) verwendet. Die in Abbildung 3.23 dargestellte Dockingpose zeigt potentielle Interak-

tionen zwischen der Hibiskussdure und dem Enzym.
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Abbildung 3.23: MIF der Hibiskussdure im aktiven Zentrum der Pankreaslipase mit Lipase-Interaktionshotspots
(PDB-Code: 1ETH; griin = Wasserstoffbriickendonator, rot = Wasserstoffbriickenakzeptor).

Es werden zum einen Wasserstoffbriickenbindungen mit Ser (153) und His (264) ausgebildet,
zum anderen sind ionische Wechselwirkungen mit Asp (177) méglich. Die Aminosiduren Ser (153)
und His (264) sind Bestandteil der katalytischen Triade des Enzyms und fiir seine Funktion
unabdingbar. Die hier gezeigten Interaktionen der Hibiskussdure mit dem aktiven Zentrum des
Enzyms sind daher sehr wahrscheinlich urséchlich fiir die starke Inhibition des Enzyms und

stellen einen wichtigen Ansatzpunkt fiir zukiinftige Forschungen auf diesem Gebiet dar.

3.5 Dockingstudien und 3D-Pharmakophormodellierung der

Pankreaslipase

Das virtuelle Screening potentieller Inhibitoren der Schweinepankreaslipase und die Modellierung
von Struktur-Aktivitéits-Beziehungen wurden am Institut fiir Pharmazie der Freien Universitét
Berlin (Berlin, Germany) in der Abteilung fiir Pharmazeutische und Medizinische Chemie durch
die Arbeitsgruppe fiir computergestiitztes Wirkstoffdesign von Prof. Dr. Gerhard Wolber durch-
gefiihrt.

Auf Grundlage der experimentell ermittelten IC59 Werte zur Inhibition der PL sowie weiterer
Literaturdaten erfolgte zunéchst die Entwicklung von 3D-Pharmakophormodellen fiir ein virtuelles
Screening. Mit Hilfe von Naturstoffdatenbanken konnten potentiell inhibitorische Verbindungen
analysiert und ihre Wirksamkeit unter experimentellen Bedingungen getestet werden. Weiterhin

konnten Aussagen zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Flavonoide auf die PL getroffen werden.
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3.5.1 Entwicklung von 3D-Pharmakophormodellen

Fiir das virtuelle Screening wurde zunéichst die Kristallstruktur der Schweinepankreaslipase [172]
analysiert, um potentielle Bindungsstellen zu identifizieren und strukturelle Eigenschaften der
PL zu untersuchen. Die Kristallstruktur umfasst einen ternéren Lipase-Colipase-Komplex mit
nicht-ionischen Detergenzien, die an das aktive Zentrum des Enzyms binden. Diese Vorstellung
weicht von den modernen Konzepten der PL-Aktivierung ab, die eine Dimerisierung der PL als
notwendig erachten.

In der aktiven, offenen Konformation ist die katalytische Triade, bestehend aus Ser (153), Asp (177)
und His (264), fiir Wasser und andere Verbindungen zugénglich [172]. Im Allgemeinen stellt die
Lipidbindungsstelle eine grofle und iiberwiegend hydrophobe Tasche dar. Das aktive Zentrum
besteht dabei hauptséchlich aus hydrophoben Resten wie Phe (216), Tyr (115), Phe (78) und
Iso (79). Diese Reste werden im Folgenden als hydrophobe Haupttasche bezeichnet (Abb. 3.24A).
Tiefer in der groflen Tasche befindet sich aulerdem eine kleine hydrophile Teiltasche, die sich
durch die hydrophilen Reste Trp (86), Asp (80) und His (152) auszeichnet (Abb. 3.24B).

Abbildung 3.24: MIF (molecular interaction field) der Lipid-Bindungstasche mit katalytischer Triade bestehend
aus Ser (153), His (264) und Asp (177). (A): Hydrophobe Hauptbindungstasche (grau) des aktiven Zentrums. (B):
Hydrophile Reste (grau) der hydrophilen Teiltasche (PDB-Code: 1ETH, Oberfliche: weil = hydrophobe Bereiche,
rot = hydrophile Bereiche)

Diese Bindungsstellenstruktur stimmt mit der physiologischen Funktion der PL zur Lipidbindung
iiberein, wobei die endogenen Liganden auf zwei Arten mit dem Enzym wechselwirken kénnen:
(1) Der hydrophile Glyceridanteil der Lipide bindet an die katalytischen Reste und die hydrophile
Teiltasche, wihrend (2) hydrophobe Fettsdureketten in der Lage sind, mit der hydrophoben

Haupttasche in Kontakt zu treten.

Der synthetische PL Inhibitor Orlistat stellt einen hoch affinen Liganden der PL dar und wurde in
dieser Arbeit als Positivkontrolle des in vitro Aktivitits-Assays (Abschnitt 2.2.1.1) und als Vorbild
fiir die Docking-Studien verwendet, um potenzielle Schliissel-Interaktionen und Interaktions-

Hotspots potenter PL Inhibitoren zu identifizieren. Aufgrund der hohen Flexibilitit im Hexyl-
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und Tridecanyl-Anteil resultierten die Bindungsstudien in einer Vielzahl von moglichen Konfor-
mationen. Dennoch konnte ein gemeinsames Bindungsmotiv unter allen Docking-Ergebnissen
identifiziert werden: Allgemeine Wechselwirkungen schliefen hydrophobe Kontakte mit den lipo-
philen Seitenketten von Tyr (115), Phe (78) und Phe (216) sowie Wasserstoffbriickenbindungen
mit dem Stickstoff von Leu (154) in der hydrophilen Teiltasche ein.

Tabelle 3.18: Zur Pharmakophormodell-Entwicklung verwendete Naturstoffe und ihre Derivate

’ Substanzklasse ‘ Anzahl an Verbindungen | Quelle ‘ Ref. ‘
Chalkone 12 Glycyrrhiza glabra L. [210]
Flavone 9 Eremochloa ophiuroides (MUNRO) HACK. | [88]
Flavonoide 5 Cassia auriculata L. [211]
Polyphenole 54 Camellia sinensis (L.) KUNTZE [84]
Oxadiazole 3 synthetisch [212]
Berberin und Dihydroberberin 2 synthetisch [213]
Carnosolséure 1 Salvia officinalis L. [214]
Cetilistat 1 synthetisch [215]

Aufgrund des starren und aromatischen Geriists der Mehrzahl der Naturstoffverbindungen sowie
hiufig stark polarer Reste (Zucker, Gallate), ist eine exakt gleiche Bindungsart der Naturstoffe wie
bei Orlistat eher unwahrscheinlich. Dennoch wurden die im Rahmen dieser Arbeit analysierten
polyphenolischen Reinstoffe sowie aus Literaturquellen ausgewihlte Verbindungen (Tab. 3.18)
in die Bindungstasche des Enzyms gedockt, um plausible Bindungsmodi in Abhéngigkeit von
gemeinsamen Wechselwirkungsmustern strukturell verwandter Verbindungen wie Flavonoiden
und deren Glykoside zu identifizieren. Es konnten insgesamt fiinf 3D-Pharmakophormodelle fiir
die unterschiedlichen Sekundarmetabolite generiert werden, die in der nachfolgenden Tabelle 3.19

vergleichend dargestellt sind.

Tabelle 3.19: Entwickelte 3D-Pharmakophormodelle der Naturstoffe

Modell 1 Modell 243 Modell 4 Modell 5
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Modellgenerie-

rung (Auswahl)

- Cetilistat [215]

Chrysin [e.D.]
- Luteolin [211]

- Epicatechin-

gallat [84]

Isoliquiritin [210]
- Methylchloro-

genat [88]

Modellgrundlage Verbindungen mit Flavonoide und Chalkone und Polyzyklische
langen Kohlenstofi- Flavonoidglykoside phenolische Verbindungen
ketten Verbindungen

Verbindungen zur | - Orlistat [e.D.] - Myricetin, Fisetin, - Licurosid, - Carnosolsdure [214]

- Theaflavin [84]

e.D.: Die Daten liegen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zugrunde
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Modell 1 wurde aus Docking-Posen von Verbindungen mit fettsdureshnlichen Kohlenstoffketten
wie Orlistat oder Fucoxanthinol erzeugt. Modell 2 und 3 wurden aus Flavonoid-Bindungsmodus-
hypothesen abgeleitet, wihrend Modell 3 ein Wechselwirkungsmuster mit Schwerpunkt auf
Wasserstoftbriicken-Bindungen im Bereich der hydrophilen Teiltasche darstellt. Modell 4 wur-
de basierend auf Phenylpropanoid-Strukturen erstellt, wahrend Modell 5 auf Docking-Studien
zu polycyclischen Verbindungen aufgebaut ist. Unter Verwendung dieser entwickelten 3D-
Pharmakophormodelle wurden zunéchst Untersuchungen hinsichtlich der Struktur-Wirkungs-
Beziehungen (structure-activity relationship, SAR) der analysierten Flavonoide durchgefiihrt. Im
Anschluss erfolgte ein virtuelles Naturstoffscreening unter Verwendung verschiedener Naturstoff-

datenbanken.

3.5.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Flavonoide

Flavonoide repriasentieren die umfangreichste Klasse von polyphenolischen Verbindungen in der
menschlichen Erndhrung und zeigen ein hohes Potential fiir die Inhibition der PL [34]. Zur
Untersuchung und Aufkldrung ihres Bindungsmechanismus an das Enzym, wurden Docking-
Studien auf Grundlage der Flavonoid-Strukturen der analysierten Reinstoffe (siehe Abschnitt
3.1.1) und Literaturdaten (Tab. 3.18) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der SAR-Studie sind in
Abbildung 3.25 vergleichend dargestellt.

Abbildung 3.25: Schema der Struktur-Wirkungs-Beziehung von Flavonoiden auf die Aktivitdt der Schweine-
pankreaslipase (griin = erhdhte Enzyminhibition, blau = keine einheitliche Aussage mdoglich, rot: verringerte
Enzyminhibition).

Hydroxylgruppen am 2-Phenyl-Substituenten (C-Ring) zeigten je nach Position einen unterschied-

lichen Effekt. In Position 4 fiihrte eine Hydroxylierung zu einer verstiarkten Inhibition der PL.
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Hydroxylgruppen in Position 3 und 5 zeigten hingegen kein eindeutiges Ergebnis. Am B-Ring des
1,4-Benzopyron-Grundgeriists fithrte eine Hydroxylgruppe an Position 3 zu einer Verstéirkung
der Lipase-Inhibition. Dabei zeigte eine (S)-Konfiguration an Position 2 ein besseres Ergebnis
als eine (R)-Konfiguration (Position 3 dabei immer (R)-konfiguriert). Auch das Vorhandensein
von Gallat-Resten und O-glykosidisch gebundenen Zuckern (2 Zucker > 1 Zucker) an Position 3
zeigte eine verstédrkte Inhibition des Enzyms. Nicht eindeutig war hingegen das Vorhandensein
einer Doppelbindung in Position 2. Fiir eine Carbonylgruppe in Position 4 war ebenfalls kein
direkter Vergleich moglich. Substituenten am A-Ring des 1,4-Benzopyrons zeigten die folgen-
den Ergebnisse: eine Hydroxylgruppe in Position 5 zeigte keine eindeutigen Ergebnisse. Eine
verstérkte Inhibition zeigte jedoch ein Gallat-Rest in gleicher Position. Im Nachfolgenden werden
die ermittelten Bindungsmodi von glykolysierten und nicht-glykolysierten Flavonoiden néher

erlautert.

3.5.2.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von nicht-glykolysierten Flavonoiden

Nicht-glykolisierte Flavonoide legen den folgenden Bindungsmodus nahe: der 2-Phenyl-Substituent
(C-Ring) des Flavonoids ist in der Nihe der kleinen, hydrophilen Teiltasche lokalisiert. Bei Vor-
handensein von Hydroxylgruppen am C-Ring konnen Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Aminoséuren Asp (80) und Trp (86) des Enzyms ausgebildet werden und eine Aktivitdtsmo-
dulierung kann stattfinden. Die Flavonoide Chrysin (keine Hydroxylgruppen am C-Ring) und
Isorhamnetin (Methoxygruppe in meta-Position) besitzen daher keine modulierende Aktivitiit.
Die stirkste Enzyminhibition zeigten Verbindungen mit einer Hydroxylgruppe in para- oder zwei
Hydroxylgruppen in meta- und para-Position. Drei Hydroxylgruppen hingegen beeinflussen die
Hydrophobizitidt des C-Rings, sodass wichtige hydrophobe Wechselwirkungen mit den lipophilen
Seitenketten von Ile (79), Val (260), Ala (261) und Leu (265) ungiinstig beeinflusst werden. Das
1,4-Benzopyron-Grundgeriist der Flavonoide ist zwischen Tyr (115) und Phe (216) lokalisiert,
wahrend die 4-Oxo-Einheit zum aktiven Zentrum ausgerichtet ist. Auf diese Weise kann das
Ringsystem 7-m-Wechselwirkungen mit dem Phenylring von Phe (216) eingehen. Der Benzolring
(Ring A) ist in der Lage, hydrophobe Interaktionen mit den Seitenketten von Phe (78), Tyr (115),
Ile (210) und Phe (216) auszubilden. Eine Hydroxylgruppe in Position 3 des B-Rings erhoht
die Hemmwirkung, dies kann durch die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen zu den
katalytischen Resten Ser (153) und His (264) erkldrt werden. Im Gegensatz dazu verringert eine
Hydroxylgruppe in Position 5 die Lipase inhibierende Wirkung, bedingt durch die reduzierte
Hydrophobizitéit des A-Rings. Das Flavonoid Fisetin kombiniert diese Eigenschaften: zwei Hy-
droxylgruppen in meta- und para-Position am C-Ring, eine Hydroxylgruppe in Position 3 des
B-Rings, keine Hydroxylgruppe in Position 5 des A-Rings und zeigt damit von den analysierten
Verbindungen die stirkste Inhibition der PL. Abbildung 3.26 zeigt die Docking Position von

Fisetin in der Bindungstasche des Enzyms.
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Abbildung 3.26: MIF des nicht-glykolysierten Flavonoids Fisetin im aktiven Zentrum der PL mit Lipase-
Interaktionshotspots und 3D-Pharmakophormodell (PDB-Code: 1ETH; griin = Wasserstoffbriickendonator, rot =
Wasserstoffbriickenakzeptor, gelb = hydrophobe Kontakte).

Insbesondere hydrophobe Kontakte zu Tyr (115), Phe (216) und Val (260) sowie Wasserstoff-
briickenbindungen zu Ser (153) und His (264) scheinen fiir eine Lipase inhibitorische Wirkung
von hoher Bedeutung zu sein. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Bindungsstudien von
Wang et al. (2015) [216] und Birari et al. (2011) [210].

3.5.2.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen von glykolysierten Flavonoiden

Die mit dem Fisetin strukturverwandten, glykolysierten Flavonoide Quercitrin und Rutin zeigen
ein dhnliches Interaktionsprofil. Jedoch unterscheidet sich ihre Orientierung am 1,4-Benzopyron-

Grundgeriist.
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Abbildung 3.27: MIF des glykolysierten Flavonoids Quercitrin in der Lipid-Bindungstasche der PL mit Lipase-
Interaktionshotspots und 3D-Pharmakophormodell (PDB-Code: 1ETH; griin = Wasserstoffbriickendonator, rot =
Wasserstoffbriickenakzeptor, gelb = hydrophobe Kontakte).

7

Die 4-Oxo-Einheit ist zur gedffneten Bindungstasche ausgerichtet. Dennoch ist der 2-Phenyl-
Substituent (C-Ring) in der kleinen, hydrophilen Teiltasche lokalisiert und das 1,4-Benzopyron-
Grundgeriist befindet sich im lipophilen Bereich zwischen den Aminoséuren Tyr (115) und Phe
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(216). Auf diese Weise erfolgt eine Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit Gly (77), Asp
(80) und Trp (86) durch Hydroxylgruppen des 2-Phenyl-Substituenten. Ebenso sind hydrophobe
Kontakte mit Leu (265) moglich. Weitere Interaktionsméglichkeit stellen 7-7-Wechselwirkungen
zwischen dem Benzol-Ring des Benzopyrons und Phe (216) und hydrophobe Kontakte zwischen
der Methylgruppe des a-L-Rhamnopyranosyl-(1—6))-3-D-glucopyranosyl-Restes (Rutin) bzw. a-
L-Rhamnopyranosyl-Restes (Quercitrin) mit Val (260) im gedffneten Zustand der Bindungstasche
dar. In Abbildung 3.27 ist das MIF von Quercitrin in der Lipid-Bindungstasche dargestellt.

3.5.3 Pharmakophorbasiertes virtuelles Screening von Naturstoffen - in
stlico Identifizierung und in vitro Aktivitit von Inhibitoren der
Pankreaslipase

Fiir das virtuelle Naturstoffscreening wurde der in Abbildung 3.28 gezeigte Arbeitsablauf
angewandt. Ausgehend von den validierten strukturbasierten 3D-Pharmakophorenmodellen
(Modell 1-5, Tab. 3.19) wurden Naturstoffdatenbanken verschiedener Anbieter mit insgesamt
342.628 Naturstoffen und Naturstoff-dhnlichen Verbindungen (Tab. 3.20) hinsichtlich einer
Interaktionsmuster-Ubereinstimmung analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse werden im Fol-

genden als Screening-Treffer ( Virtual Screening Hits) bezeichnet.

(. Recherche & in vitro ( * Naturstoff u. Naturstoﬂ"-\
Test auf PL Inhibition: dhnliche Datenbanken:
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Abbildung 3.28: Schema des verwendeten Arbeitsablaufs fiir das virtuelle Naturstoffscreening

Die Verwendung des Pharmakophor-Fit-Scores in LigandScout [168,169] fithrte zu einer Identi-
fizierung von 68 Verbindungen (Naturstoffe bzw. Naturstoff-dhnliche Verbindungen) mit einer
potentiell PL inhibitorischen Aktivitéit. Eine vollstéindige Liste der identifizierten Verbindungen
ist dem Anhang (Tab. A.2) zu entnehmen. Um eine représentative Auswahl an zu testenden
Verbindungen auszuwéhlen, wurden diese 68 Verbindungen strukturabhéngig in verschiedene Un-
tergruppen (Fingerprint-Cluster) eingeteilt: Flavonoide, polycyclische Verbindungen, Chalkone,

andere Polyphenole und eine Reihe verschiedener Strukturen.
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Tabelle 3.20: Fiir das virtuelle Screening verwendete Datenbanken von Naturstoffen und naturstoffahnlichen
Verbindungen

Datenbank | Anzahl an Verbindungen Anmerkungen
Analyticon Verbindungen...

- MEGxm 1.116 mikrobiellen Ursprungs

- MEGxp 3.483 pflanzlichen Ursprungs

- NATx 21.296 halbsynthetische Naturstoff-Derivate
NPDO09 116.144 intern gesampelt

Foodb 1.424 aus Nahrungsquellen
SPECS 866 Naturstoffe und ihre Derivate
ZINC 198.299 Naturstoffe und ihre Derivate

3.5.3.1 Bestimmung der in vitro Aktivitit der identifizierten Reinstoffe

Es wurden insgesamt acht kommerziell erhiltliche Verbindungen aus den 68 virtuellen Screening
Hits ausgewéhlt (Abb. 3.29) und anschliefend unter experimentellen Bedingungen in vitro getestet.
Die Substanzen wurden von den Firmen Mcule, Inc. (Palo Alto, USA) und MolMall Sarl (Lonay,

Switzerland) bezogen.
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Abbildung 3.29: Chemische Struktur der in silico identifizierten und in wvitro analysierten potentiellen PL
Inhibitoren. Die Verbindungen wurden mittels in silico Docking, 3D-Pharmakophormodellierung und eines an-
schlieflenden virtuellen Screening identifiziert. Substanz PL01: 4,2 -Dihydroxy-3-methoxy-5"-methylchalkon, Sub-
stanz PL02: N-(2-Benzoyl-3-methyl-benzofuran-6-yl)-2-(2,4-dioxo-1H-quinazolin-3-yl)-acetamid, Substanz PL03:
2-[2-(2,4-Dihydroxyphenyl)-2-oxoethoxy|benzoesdure, Substanz PL04: 1-(4-Chlorophenyl)-2-[(5-methyl-1H-1,2,4-
triazol-3-yl)sulfanyllethanon, Substanz PL05: 2-(1H-Benzoimidazol-2-ylsulfanyl)-1-(p-tolyl)ethanon, Substanz
PL06: 8-Ethoxy-6-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-1,3-dimethyl-cycloheptalc]furan-4-on, Substanz PLO7: 4-[7-(2-
Furyl)-6-thia-1,3,4,8-tetrazabicyclo[3.3.0]octa-2,4-dien-2-yl]phenol, Substanz PL08: 1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-2-(4-
methoxyphenoxy )ethanon.
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Die Substanzen wurden nach der in Abschnitt 2.2.1.1 beschriebenen Methode hinsichtlich ihres
PL inhibitorischen Potentials analysiert. Die ermittelten 1C5oWerte sind in Tabelle 3.21 aufge-
fithrt. Sieben der acht getesteten Substanzen waren in der Lage, das Enzym dosisabhéingig zu
inhibieren. Die Trefferquote liegt somit bei 87,5 %. Substanz PLO6 zeigte mit einem IC5oWert von
87,4+ 3,1 uM die stérkste Inhibition der PL. Auch PL0O1 wies mit einem ICsg von 133,8 + 19,3 pM
ein gutes Ergebnis auf. Keine Inhibition zeigte hingegen Verbindung PLO05.

Tabelle 3.21: Ermittelte IC5oWerte zur Inhibition der PL der in silico identifizierten Verbindungen. Die Erfassung
der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung des Substrates 4-Methylumbelliferon. Angegeben sind MW &£ SD,
n=4.

Substanz | ZINCID | IC5p [mM] |
PL06 ZINC04252577 | 0,09 = 0,00

PLO1 ZINC09050354 | 0,13 = 0,02
PL03 ZINCO04046682 | 0,70 = 0,02
PLO7 ZINCO05730067 | 0,71 % 0,07
PL02 ZINCO03669836 | 0,87 + 0,04
PLOS ZINC00108368 | 1,18 = 0,10
PLO4 ZINC03843271 | > 2,50

PLO05 ZINCO00141040 | keine Inhibition

Um die im Rahmen des virtuellen Screenings verwendeten 3D-Pharmakophormodelle zu bewerten
und die Bindungsmuster der virtuellen Screening Hits zu untersuchen, wurde ein Redocking, ein
erneutes Docking des virtuellen Screening Hits in die Bindungstasche des Enzyms, durchgefiihrt.
Dafiir wurden die Docking-Posen und Interaktionsmuster mit den ermittelten ICsg Werten

verglichen.

Abbildung 3.30: Docking-Posen und abgeleitete 3D-Pharmakophore-Modelle der potentesten virtuellen Screening
Hits (A) PL0O6 und (B) PL0O1 (PDB-Code: 1ETH, griin = H-Bindungsdonor, rot = H-Bindungsakzeptor, gelb =
hydrophobe Kontakte, blau = 7-7-Wechselwirkungen).

Die Ergebnisse bestétigen die aufgestellte Hypothese, dass Verbindungen, die Docking-Posen
mit Resten in der hydrophilen Teiltasche zeigen, eine hohere anti-Lipase-Aktivitdt aufweisen. In
Abbildung 3.30 sind die Docking-Posen von PL06 und PL01 dargestellt. PLO6 zeigt eine partielle
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Interaktion mit der hydrophilen Teiltasche und eine Wasserstoffbriicken-Donor-Wechselwirkung
mit der Carbonsiure von Asp (80). Weiterhin bestehen hydrophobe Interaktionen mit der hydro-
philen Teiltasche sowie (bei gedffneter Konformation) mit der Hauptbindungstasche. Fiir PLO1
konnen Bindungsarten geschlussfolgert werden, die hydrophobe Wechselwirkungen in der Tasche,
Wasserstoffbriicken in der hydrophilen Teiltasche und den katalytischen Rest Ser (153) umfassen.
Diese Interaktionsmuster entsprechen den aufgestellten Bindungsmodus-Hypothesen (Abschnitt

3.5.2) fiir die anféinglichen Screening-Verbindungen und Literaturdaten.

3.5.3.2 Bestimmung der in vitro Aktivitédt der identifizierten biologischen Quellen

Zusiitzlich zu den Analysen der Reinstoffe wurden biologische Quellen der identifizierten Screening
Hits untersucht, um potentiell aktive Pflanzenextrakte vorhersagen zu kénnen. Typische Pflanzen,
die die genannten Verbindungen enthalten, sind: Parazoanthus gracilis, Artocarpus Arten (A.
champeden, A. communis, A. dadah, A. rigidus), Acacia Arten (A. crombei, A. nilotica) und
Glycyrrhiza Arten (G. pallidiflora , G. glabra). Aus handelsiiblichen Pflanzen wurden 11 Pflanzen
ausgewihlt, wissrige und methanolische Extrakte hergestellt (Extraktion sieche Abschnitt 2.2.2)

und nachfolgend in vitro analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.22 zusammengefasst.

Tabelle 3.22: IC50 Werte der getesteten Pflanzenextrakte (methanolisch/wéssrig) des in silico Versuchs. Die
biologische Quellen wurden mittels in silico Docking, einer 3D-Pharmakophormodellierung und einem anschlieflen-
den virtuellen Screening identifiziert. Die Erfassung der Enzymaktivitit erfolgte unter Umsetzung des Substrates
4-Methylumbelliferon. Angegeben sind MW £ SD, n=4.

Verwendeter ICs0 [pg/mlL] ICs0 [pg/mlL]
Lateinischer Name Pflanzenteil MeOH Extrakt | Wasserextrakt
Acacia melanozylon R.BR. Oberirdischer Teil | 90,3 + 2,7 294,0 £ 10,1
Acacia rostellifera BENTH. Oberirdischer Teil | 100,3 £ 6,5 1058,0 £ 61,0
Acacia verticillata (L'HER.) WILLD. Oberirdischer Teil | 120,6 + 11,6 100,4 4+ 50,0
Acacia longifolia (ANDREWS) WILLD. Oberirdischer Teil | 158,6 & 13,1 1916,5 + 291,3
Marrubium vulgare L. Kraut 193,2 + 5,5 733,9 + 94,3
Morus alba L. Sprossachse 209,1 + 23,4 773,8 + 20,9
Hypericum hookerianum WIGHT & ARN. Sprossachse 267,0 £ 8.5 851,8 £+ 30,5
Cryptomeria japonica (THUNB. ex L.F.) D.DON | Blitter 272,56 £ 9,5 3264,3 £ 98,9
Maytenus boaria MOLINA Blatter 283,3 £ 26,9 3193,4 £ 61,1
Glycyrrhiza glabra L. Wurzel 288,5 + 3,9 14114 £ 1427
Acacia decora RCHB.F. Oberirdischer Teil | 3249 4+ 6,8 874,5 + 43,3

Alle getesteten Pflanzenextrakte waren in der Lage, das Enzym dosisabhéingig zu inhibieren. In
den meisten Fillen war die hemmende Wirkung der methanolischen Extrakte auf die enzymatische
Aktivitat hoher als die der wassrigen Extrakte. Dies war zu erwarten, da bei der methanolischen
Extraktion ein breiteres Spektrum an unpolaren Verbindungen gewonnen wird. Diese haben eine

erhohte Wahrscheinlichkeit an das eher hydrophob geprégte aktive Zentrum des Enzyms zu binden.

Die durch in silico Studien vorhergesagte Aktivitit von Pflanzen der Gattung Acacia konnte

experimentell bestétigt werden: der methanolische Extrakt von Acacia melanozylon R.BR. zeigte
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die stiarkste Inhibition der PL (IC50: 90,3 £ 2,7 ng/mL). Auch der wéssrige Extrakt wies eine
gute Enzyminhibition auf. Ikarashi et al. (2011) konnten in vorangegangenen Studien zeigen, dass
die gepulverten Samen von Acacia melanozylon einen hypoglykdmischen Effekt durch Erhéhung
der Insulinsekretion in nicht-diabetischen Tiermodellen hervorrufen kénnen [217]. Zusammen
mit den hier gezeigten PL inhibitorischen Eigenschaften stellt Acacia melanoxylon somit eine
vielversprechende Pflanze zur Behandlung von Adipositas und Diabetes mellitus dar. Auch fiir
weitere Acacia Arten konnte eine PL Inhibition beobachtet werden: Acacia verticillata (L’HER.)
WILLD, Acacia rostellifera BENTH., Acacia longifolia (ANDREWS) WILLD. und Acacia deco-
ra RCHB.F. zeigten anti-Lipase Effekte, die in der Literatur noch nicht beschrieben wurden.
Die Pflanze Marrubium vulgare L. wird h&ufig in der traditionellen Medizin verwendet. Die
oberirdischen Teile der Pflanze sowie ihre wéssrigen und hydroalkoholischen Extrakte werden
zur Behandlung von Husten sowie als Choleretikum bei Verdauungs- und Gallenbeschwerden
eingesetzt [218]. Villa-Ruano et al. (2013) und Benguechoua et al. (2014) berichteten bereits tiber
eine geringe Anti-Lipase-Aktivitat flir Marrubium vulgare, die in der vorliegenden Arbeit bestétigt
werden konnte [219,220]. Das in Marrubium vulgare vorkommende 7-O-Lactoyl-luteolin wurde
als potentiell aktive Verbindung im Rahmen des virtuellen Screenings vorhergesagt. Auch die in
Studien beschriebene hypoglykédmische und lipasehemmende Wirkung von Morus alba L. [221,222]
konnte in den Versuchen bestétigt werden. Morus alba wird traditionell zur Behandlung von
Fieber, zur Blutdrucksenkung und als antihyperglykémisches Nahrungmittel fiir Patienten mit
Diabetes mellitus eingesetzt [223,224]. Albafuran B wurde als virtueller Screening Hit iden-
tifiziert, Morus alba stellt eine biologische Quelle dieser Verbindung dar. Der methanolische
Extrakt von Hypericum hookerianum WIGHT & ARN. zeigte eine eher schwache PL-Hemmung.
Die natiirliche Verbindung 4-Hydroxy-3-methoxyphenylferulat wurde im virtuellen Screening
als potentiell aktive Verbindung dieser Pflanze identifiziert. Die Pflanze Glycyrrhiza glabra L.
ist bedeutend in der traditionellen Medizin und besitzt eine lange ethnobotanische Geschichte.
Wurzeln der Pflanze werden in der Volksmedizin auf der ganzen Welt verwendet [225,226]. Neben
zahlreichen anderen positiven Effekten konnte eine hypocholesterindmische Wirkung beschrieben
werden [227]. So wurden verschiedene Flavonoide aus der Wurzel von Glycyrrhiza glabra von
Birari et al. (2011) hinsichtlich einer Inhibition der PL untersucht [210]. Einige Verbindungen
zeigten eine starke Hemmung des Enzyms. Molekulare Docking Studien der aktivsten Verbindung
(Isoliquiritigenin) zeigten eine Interaktion der Verbindung mit dem aktiven Zentrum des Enzyms.
Fir Maytenus boaria MOLINA und Cryptomeria japonica (THUNB ex L.F.) D.DON konnten
keine Literaturdaten fiir einen anti-Lipase Effekt gefunden werden. Durch das virtuelle Screening
konnten die Flavonoide 5-O-Methylgallocatechol (Maytenus boaria) und Leutolin (Cryptomeria

japonica) als potentiell aktive Verbindungen in den Pflanzen identifiziert werden.

Die Ergebnisse der experimentellen Analysen bestéitigen die entwickelten Pharmakophormodelle
und demonstrieren die Eignung und Stérke der Kopplung von in silico Methoden mit biologischen
in vitro Tests. Zum einen konnen potentielle PL Inhibitoren durch Recherche von Naturstoffdaten-

banken identifiziert werden. Zum anderen kénnen Hinweise gegeben werden, welche pflanzlichen
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Quellen fiir eine Ernéhrung verwendet werden sollten, um eine Reduzierung der Lipidabsorption

und eine damit einhergehender Steigerung des Séttigungsspiegels (ileal brake) zu erreichen.

3.6 Zellbiologische Methoden

3.6.1 Differenzierung der CaCo-2 Zellen

Zur Studie des Einflusses verschiedener Sekundarmetaboliten und Pflanzenextrakte auf die
Glucoseresorption war eine Differenzierung der verwendeten CaCo-2 Zellen notwendig. Zur
Beschleunigung des Differenzierungsvorganges erfolgte eine Stimulation der intestinalen Zellen
mit Natriumbutyrat, da es die Zellen in ihrer Proliferation hemmt und ihre Differenzierung
fordert [180]. Als MaSB fiir den Differenzierungsgrad der Zellen wurde die ALP-Aktivitét bestimmt.
Die hierfiir angewandte Methode ist in Abschnitt 2.2.8.2 beschrieben.

Wihrend der Versuchsdauer konnten mikroskopische Unterschiede zwischen den Zellen, in Ab-
héingigkeit von der Stimulationszeit mit Natriumbutyrat, beobachtet werden (Abb. 3.31). Mit
Abnahme der Stimulationsdauer war eine gesteigerte Proliferation erkennbar. Ein deutlich redu-
ziertes Wachstum zeigten dabei die von Beginn an mit Natriumbutyrat behandelten Zellen (96 h)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Weiterhin waren Unterschiede im Differenzierungsgrad
erkennbar. Die iiber 96 h und 72 h behandelten CaCo-2 Zellen bildeten ein Mosaikmuster mit
deutlich grofleren Einzelflichen aus. So war eine mikroskopische Einschétzung des Differenzie-

rungsstadiums gut moglich.

Abbildung 3.31: Differenzierung von CaCo-2 Zellen nach Stimulation mit 5mM Natriumbutyrat (NaBu). CaCo-2
Zellen wurden in einer Konzentration von 200.000 Zellen/well in einer 6-well Platte angesiedelt. Im Anschluss
erfolgte der Zusatz von NaBu (5mM) nach definierten Zeitabstéinden. Die Versuchsdauer betrug 96 Stunden.
Kontrolle: keine Stimulation, 96 h: Stimulation mit NaBu iiber 96 Stunden, 72h: Stimulation mit NaBu iiber
72 Stunden, 48 h: Stimulation mit NaBu iiber 48 Stunden, 24 h: Stimulation mit NaBu iiber 24 Stunden. Die
Lichtmikroskopischen Aufnahmen erfolgten 96 h nach Stimulationsbeginn bei 100-facher Vergroflerung.
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Zur Auswertung der ALP-Aktivitdt wurde zunéchst die gemessene Enzymaktivitat auf den
ermittelten Gesamtproteingehalt bezogen. Es konnte dabei festgestellt werden, dass mit Zunahme
der Inkubationsdauer mit Natriumbutyrat der Proteingehalt sank. Dies bestétigt die Hypothese,
dass durch das Differenzierungsreagenz die Proliferation der Zellen zugunsten ihrer Differenzierung
gehemmt wird. Die ermittelten Messwerte der unbehandelten Kontrolle wurden 1 gesetzt und die
mit Natriumbutyrat behandelten Zellen relativ dazu dargestellt (Abb. 3.32). Die Ergebnisse zeigen,
dass die iiber 96 h mit Natriumbutyrat behandelten CaCo-2 Zellen die héchste ALP-Aktivitat
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (8,8-fache Steigerung der Enzymaktivitéit) aufwiesen.
Zur Optimierung der Stimulationsdauer musste ein Kompromiss zwischen Proliferation und
Differenzierungsgrad gefunden werden. Bei einer Stimulationsdauer von 96 h mit Natriumbutyrat
konnte dieser gefunden werden, sodass in allen nachfolgenden Versuchen die Ansiedlung der

Zellen nach diesem Mafistab erfolgte.
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Abbildung 3.32: ALP-EnzymAktivitit der CaCo-2 Zellen nach unterschiedlicher Behandlung mit Natriumbutyrat
(NaBu). Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, die fiir 96 h in DMEM kultiviert wurden. Die Kontrolle wurde
1 gesetzt und die mit Natriumbutyrat (5mM) behandelten CaCo-2 Zellen relativ dazu dargestellt. * = signifikanter
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle, zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige Stichproben, a < 0,05, n=4.

Mit diesen Ergebnissen konnte die Beschleunigung des Differenzierungsvorganges der intestinalen
Zelllinie CaCo-2 durch Zugabe von Natriumbutyrat, wie bereits in vorangegangenen Studien
gezeigt [180, 228], bestétigt werden. Im Zuge der Differenzierung kommt es zur Ausbildung
einer Biirstensaummembran und einer damit verbundenen Synthese verschiedener Hydrolasen
sowie Néhrstofftransporter [181,229]. Die Ausbildung verschiedener Transportsysteme (SGLT1,
GLUT?2) im CaCo-2 Zellsystem war Voraussetzung fiir die nachfolgenden Untersuchungen zur

fluoreszenzbasierten Quantifizierung der Glucoseaufnahme.

3.6.2 Zytotoxizititstest

Zur Bestimmung des Einflusses unterschiedlicher Naturstoffe und Pflanzenextrakte auf die
metabolische Aktivitidt der CaCo-2 Zellen wurde ein Zytotoxizitéitstest (MTT-Assay, Methode
siehe Abschnitt 2.2.8.3) durchgefiihrt. Fiir die nachfolgenden fluoreszenzbasierten Messungen

zur Glucoseaufnahme musste zunéichst eine geeignete Substanz-Konzentration gefunden werden,



104 3 Ergebnisse und Diskussion

die keinen Einfluss auf das Zellwachstum und ihre Viabilitdt aufweist. Durch den Vergleich
mit Literaturdaten [230-232] wurde fiir die Reinstoffe eine Testkonzentration von 300 M, fiir
die unterschiedlichen Pflanzenextrakte von 1mg/mL vermessen. Die analysierten Reinstoffe
wurden zunéchst in reinem DMSO vorgeltst und anschliefend mit Zellkulturmedium auf die
Testkonzentration eingestellt. Die maximale DMSO-Konzentration im Versuchsansatz betrug
0,3% (v/v). Vorversuche zeigten keinen Einfluss der DMSO-Konzentration auf die Zellviabilitét.
Als Positivkontrolle wurde Triton X-100 verwendet (Zellviabilitit: 2,8 £+ 0,8 %). Die Ergebnisse des
Zytotoxizititstests der Reinstoffe und Pflanzenextrakte sind in den nachfolgenden Abbildungen
3.33 und 3.34 dargestellt.
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Abbildung 3.33: Zytotoxizitdtsuntersuchung (MTT-Assay) unterschiedlicher Reinstoffe. CaCo-2 Zellen wurden
in einer Konzentration von 5.000 Zellen/well in einer 96-well Platte angesiedelt. Nach 72h erfolgte die Zugabe der
Testsubstanz (Konzentration: 300 pM) iiber einen Zeitraum von 24 h. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen,
die fiir 96 h in DMEM kultiviert wurden. * = signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle, zweiseitiger
t-Test fiir unabhéngige Stichproben, a < 0,05, n > 4.

Die Untersuchungen zeigen, dass der Grofiteil der analysierten Reinstoffe keinen Einfluss auf die
Zellviabilitiat aufweist. Lediglich die Flavonoide Myricetin (Zellviabilitit: 92,3 + 4,6 %), Quercitrin
(Zellviabilitat: 95,6 £6,2%), Fisetin (Zellviabilitét: 88,04+ 1,4 %) und Chrysin (Zellviabilitét:
67,0 £8,4%) zeigten einen negativen Einfluss auf das Zellwachstum und wurden in den nachfol-
genden Glucoseaufnahme-Studien nicht weiter analysiert.

Fiir die Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses verschiedener Pflanzenextrakte auf die Glu-
coseaufnahme in CaCo-2 Zellen wurden sieben Extrakte der TEM ausgwihlt (Abb. 3.34), die
bereits eine starke Inhibition verschiedener Verdauungsenzyme zeigten. In Vorversuchen wurde
festgestellt, dass die methanolischen Extrakte nicht bzw. nur ungeniigend in dem verwende-
ten Zellkulturmedium 16slich waren, sodass lediglich die wéssrigen Extrakte analysiert wurden.
Die Extrakte von Potentilla aurea L. und Punica granatum L. zeigten eine geringe Hemmung
der Zellviabilitét (87,54 7,0% bzw. 91,0+ 0,8 %) und wurden daher nachfolgend nicht niher

analysiert.
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Abbildung 3.34: Zytotoxizititsuntersuchung (MTT-Assay) der wissrigen Extrakte von ausgewihlten Pflanzen der
TEM. CaCo-2 Zellen wurden in einer Konzentration von 5.000 Zellen/well in einer 96-well Platte angesiedelt. Nach
72h erfolgte die Zugabe des Testextrakts (Konzentration: 1 mg/mL) iiber einen Zeitraum von 24 h. Als Kontrolle
dienten unbehandelte Zellen, die fiir 96 h in DMEM kultiviert wurden. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen,
die fiir 96 h in DMEM kultiviert wurden. % = signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle, zweiseitiger
t-Test fiir unabhéingige Stichproben, o < 0,05, n > 4.

Der wéssrige Extrakt von Peumus boldus MOLINA zeigte hingegen einen positiven Effekt (Zell-
viabilitdt: 109,8 +9,1 %) auf das Zellwachstum und wurde unter Beriicksichtigung der kurzen
Versuchsdauer der Glucoseaufnahme Studien (25 min, inklusive Vorinkubation) und der hohen
Verdopplungszeit der CaCo-2 Zellen (80h [119]) weiter analysiert.

3.6.3 Fluoreszenzbasierte Untersuchungen zur Glucoseaufnahme

Der Einfluss verschiedener Reinstoffe und Pflanzenextrakte auf die zelluldre Glucoseaufnahme
wurde unter Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Glucoseanalogons (2-NBDG, Methode siehe
Abschnitt 2.2.8.4) untersucht. Da die Glucoseresorption physiologisch vorwiegend in den vorderen
Abschnitten des Diinndarms (Duodenum, Jejunum) erfolgt, mussten die verwendeten CaCo-2
Zellen zunéchst zu Diinndarm-&hnlichen Zellen differenziert werden (siehe Abschnitt 2.2.8.2). In
diesem Zusammenhang erfolgte die Ausbildung wichtiger Glucosetransporter (SGLT1, GLUT2),

die fiir eine Resorption des Monosaccharids essentiell sind.

3.6.3.1 Voruntersuchungen

Zur Optimierung der Inkubationszeit der CaCo-2 Zellen mit dem Glucoseanalogon erfolgten
zunéchst Voruntersuchungen der intrazelluldren Glucoseaufnahme iiber einen Zeitraum von 5,
10 und 30 min. Die erhaltenen Messwerte wurden in Relation zum ermittelten Proteingehalt

ausgewertet. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung 3.35 dargestellt.
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Abbildung 3.35: Vorversuch zur Optimierung der Inkubationszeit der CaCo-2 Zellen mit 2-NBDG. CaCo-2 Zellen
wurden in einer Konzentration von 80.000 Zellen/well in einer 12-well Platte angesiedelt. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen, die fiir 30 min in reinem DMEM inkubiert wurden. Die Kontrolle wurde 1 gesetzt und die
mit 2-NBDG behandelten CaCo-2 Zellen relativ dazu dargestellt. * =signifikanter Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle, zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige Stichproben, a < 0,05, n=4.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit steigender Inkubationszeit eine erhéhte Glucoseaufnahme in
die Zielzelle erfolgt. Bei einer Inkubation iiber 30 min (relative Anderung: 1,414 0,14) werden
ca. doppelt soviele Glucosemolekiile von den CaCo-2 Zellen resorbiert als bei einer Inkubation
tiber 10 min (relative Anderung: 1,22 + 0,12). Da bei einer Inkubationszeit von 10 min noch keine
Sattigung der Glucoseaufnahme vorliegt, wurden alle nachfolgenden Stimulationsversuche {iber
einen Zeitraum von 10 min durchgefiihrt. Die erfolgreiche Aufnahme des fluoreszenzmarkierten
Glucoseanalogons in die Zelle wurde ebenfalls durch eine mikroskopische Betrachtung (Abb. 3.36)
bestétigt.

Abbildung 3.36: Mikroskopische Betrachtung der CaCo-2 Zellen nach 30 miniitiger Inkubation mit 2-NBDG.
CaCo-2 Zellen wurden in einer Konzentration von 80.000 Zellen/well in einer 12-well Platte angesiedelt, iiber 96 h
kultiviert und mit dem Glucoseanalogon versetzt. Die Licht- und Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgten
30min nach Stimulationsbeginn bei 200-facher Vergrélerung.

3.6.3.2 Einfluss von Reinstoffen

Nach dem Abschluss der Vorversuche erfolgte zunéchst die Untersuchung des Einflusses unter-
schiedlicher Reinstoffe auf die zelluldre Glucoseaufnahme (Abb. 3.37). Als Positivkontrolle fiir die

Hemmung der Glucoseaufnahme wurde das Flavonoid Phlorizin (Glucoseaufnahme: 81,7 &+ 3,4 %)
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verwendet, welches in der Literatur [233,234] bereits als bekannter SGLT1-Inhibitor beschrieben
wurde. Eine schwache, signifikante Hemmung der Glucoseaufnahme zeigten Gallusséure (Glu-
coseaufnahme: 94,4+ 7,5 %) und Rhaponticin (Glucoseaufnahme: 91,7+ 3,7%). Alle anderen

Reinstoffe besafien keinen Einfluss auf die zellulire Glucoseresorption.
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Abbildung 3.37: Fluoreszenzbasierte Untersuchungen zur Inhibition der Glucoseaufnahme in CaCo-2 Zellen durch
polyphenolische Reinstoffe. CaCo-2 Zellen wurden in einer Konzentration von 80.000 Zellen/well in einer 12-well
Platte angesiedelt und iiber 96 h kultiviert. Zunéchst wurde eine Vorinkubation der Zellen mit der Testsubstanz
(15 min, 300 pM) durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte eine 10 miniitige Inkubation mit 2-NDBG. Als Kontrolle
dienten unbehandelte Zellen. * = signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle, zweiseitiger t-Test fiir
unabhéngige Stichproben, o < 0,05, n > 4.

Da bereits die Positivkontrolle Phlorizin (Inhibition von SGLT1) eine relativ schwache Inhibition
zeigte (ca. 20 %), ist eine Glucoseaufnahme durch ein weiteres Transportprotein anzunehmen. Diese
Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass keine Verbesserung der Hemmwirkung durch das Arbeiten
unter natriumfreien Bedingungen (SGLT1 inaktiv) erreicht werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Die eingesetzte Glucosekonzentration ist mit 100 pg/mL als relativ hoch einzuschitzen, was in
einer gesteigerten Glucoseaufnahme durch erleichterte Diffusionsprozesse (GLUT?2) resultiert
haben konnte.

In der Literatur sind bereits Hemmwirkungen verschiedener Polyphenole (v.a. Quercetin und
Luteolin sowie deren Derivate) auf die Aktivitdt von SGLT1 beschrieben [111,112]. Kobayashi et
al. (2000) konnten, entgegen der im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse, eine
Inhibition durch das Flavonoid Apigenin (IC5: 65,7 pM) nachweisen. Rutin zeigte jedoch auch
hier keinen Einfluss auf die Glucoseaufnahme [111]. Kottra and Daniel (2007) konnten ebenfalls
keine Inhibition durch Apigenin nachweisen [112]. In Abhéngigkeit von dem zur Untersuchung
verwendeten Substrat (radioaktiv oder fluoreszenzmarkierte Glucose) sind unterschiedliche Sensi-
tivitdten moglich, die in unterschiedlichen Ergebnissen resultieren kénnen. Fluoreszenzbasierte
Methoden setzen eine hohere Substratkonzentration voraus, die eine Aktivierung von Diffusions-
prozessen (GLUT?2) begiinstigen. Eine Inhibition von GLUT2 durch Polyphenole wurde erstmals

von Song et al. (2002) beschrieben. Mit ihrer Arbeit konnten sie eine reversible, nicht-kompetetive
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Hemmung von GLUT2 durch das Flavonoid Quercetin nachweisen [113].
Zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Reinstoffen liegen jedoch keine verglei-

chenden Literaturdaten vor.

3.6.3.3 Einfluss von Pflanzenextrakten

Im Anschluss erfolgte die Analyse des Einflusses ausgewéhlter Pflanzenextrakte auf die Gluco-
seresorption (Abb. 3.38). Dabei zeigten die wéssrigen Extrakte von Rosmarinus officinalis L.
(Glucoseaufnahme: 85,3+ 5,0 %), Olea europaea L. (Glucoseaufnahme: 91,1+ 6,8 %) und Peumus
boldus MOLINA (Glucoseaufnahme: 90,7+ 8,0 %) eine signifikante Inhibition der intestinalen
Glucoseresorption. Die Extrakte von Hibiscus sabdariffa L. und Tamarindus indica L. hatten

hingegen keinen Einfluss.
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Abbildung 3.38: Fluoreszenzbasierte Studien zur Inhibition der Glucoseaufnahme in CaCo-2 Zellen durch
Pflanzen der TEM. CaCo-2 Zellen wurden in einer Konzentration von 80.000 Zellen/well in einer 12-well Platte
angesiedelt und iiber 96 h kultiviert. Zunéchst wurde eine Vorinkubation der Zellen mit dem Testextrakt (15min,
1mg/mL) durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte eine 10 miniitige Inkubation mit 2-NDBG. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. % = signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle, zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige
Stichproben, a < 0,05, n > 4.

Der Extrakt von Rosmarinus officinalis zeigte die hochste Inhibition (ca. 15 %) der Glucoseauf-
nahme. Vorangegange Studien von Azevedo et al. (2011) konnten eine signifikante Hemmung der
kohlenhydratinduzierten SGLT1-Induktion im Tiermodell durch Gabe eines Tees aus Salvia fruti-
cosa MILL. (Lamiaceae) nachweisen [235]. Rosmarinséure, der wichtigste phenolische Bestandteil
des Tees, konnte dabei als aktive Verbindung identifiziert werden. Dies legt die Vermutung nahe,
dass die gezeigte Wirkung von Rosmarinus officinalis ebenfalls auf die enthaltene Rosmarinséu-
re zuriickzufiihren ist. Da Rosmarinsdure als Reinstoff (siehe Abschnitt 3.5.3.2) jedoch keine
Inhibition der intestinalen Glucoseresorption zeigte, ist eine additive Wirkung verschiedener
Inhaltsstoffe wahrscheinlich. Rosmarinsdure gehort zu den sogenannten "Labiatengerbstoffen”,
einer Gruppe von Verbindungen, die fiir den gerbenden Charakter einer Reihe von Drogen der

Familie der Lamiaceae verantwortlich sind [236]. Kiinftige Studien sollten sich daher vermehrt
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auf Pflanzen bzw. Pflanzenextrakte dieser Familie beziehen. Der Extrakt von Olea europaea
zeigte ebenfalls eine Inhibition der Glucoseaufnahme. Im Tiermodell konnte eine signifikant
reduzierte Stiarkeverdauung und -absorption bei Gabe eines Extrakts aus den Bléttern der Pflanze
durch Wainstein et al. (2012) gezeigt werden [237]. Die reduzierte Stérkeverdauung ist dabei
sehr wahrscheinlich auf eine Inhibition der Pankreasamylase zuriickzufiihren, wie bereits in
Abschnitt 3.1.2 gezeigt wurde. Fiir eine Inhibition der Glucosetransportproteine durch Olea
europaea liegen hingegen keine Hinweise vor, sodass der beschriebene Effekt der verminderten
Starkeresorption sehr wahrscheinlich durch eine Inhibition des Enzyms und eine damit fehlende
Spaltung in resorbierebare Komponenten bedingt ist. Fiir den Extrakt von Peumus boldus liegen
keine Literaturdaten in Hinblick auf eine Inhibition der intrazelluldren Glucoseaufnahme vor.
Die beschriebenen Hemmeffekte der getesteten Pflanzenextrakte sind insgesamt als gering ein-
zustufen. Weiterhin ist nicht zu schlussfolgern, ob ausschliefilich SGLT1 oder auch GLUT?2
(durch hohe Glucosekonzentration ebenfalls apikal lokalisiert, siehe Abschnitt 3.6.3.2) durch die
Pflanzenextrakte gehemmt wurden. Fiir weitere Untersuchungen wire daher die Verwendung
eines radioaktiv-markierten Glucoeanalogons anzuraten.

In der Literatur weiterhin beschrieben sind SGLT1 inhibitorische Effekte von Griinkohl-, Zwiebel-,
Weinreben- und Apfelextrakten im in vitro Modell, die partiell im in vivo Mausmodell belegt
werden konnten [238]. Neben SGLT1 wurde auch das inhibitorische Potential auf den GLUT2
vermittelten Transport untersucht. Hier zeigten vor allen der Apfel- und Zwiebel- und Weinreben-
extrakt eine signifikante Hemmung der Glucoseaufnahme. In den Extrakten enthaltene prominente
Einzelverbindungen wurden als Phloretin (Apfelextrakt), Quercetin-3-galactosid (Zwiebelextrakt)
und e-Viniferin bzw. Hopeaphenol (Weinrebenextrakt) identifiziert. Eine Inhibition der intestina-
len Glucoseresorption durch Pflanzen, die traditionell als Antidiabetika Anwendung finden, wurde
von Baldea et al. (2010) untersucht. Im in vitro Modell zeigten sich die Extrakte von Rhodo-
dendron tomentosum HARMAJA (Ericaceae) and Vaccinium vitis-idaea L. (Ericaceae) besonders
aktiv. In einer anschlieenden Humanstudie konnte die Wirkung von Rhododendron tomentosum
bestétigt werden [239]. Weiterhin konnte eine Hemmung der intestinalen Glucoseresorption durch
den wéssrigen Schalenextrakt von Plantago ovata FORSSK. (Plantaginaceae) [240] und Nigella

sativa L. (Ranunculaceae) [241] nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse liefern einen ersten Hinweis und Grundlagen fiir weitere Untersuchungen fiir die
Entwicklung pflanzenbasierter Antidiabetika. Im Zusammenhang mit einer entsprechenden Diét
und Lebensfithrung stellen sie einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir die Behandlung von

Hyperglykamie sowie Dyslipidamie bei Diabetes mellitus Typ 2 und Adipositas dar.






4 Schlussfolgerungen

Die Inhibition essentieller Enzyme des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels ist ein vielverspre-
chender Ansatz bei der Therapie der Adipositas und des Diabetes mellitus Typ 2. Insbesondere
Enzyminhibitoren pflanzlichen Ursprungs sind von groflem Interesse, da sie eine reversible Enzy-
minhibition und damit einhergehend verminderte gastrointestinale Nebenwirkungen zeigen als rein
synthetisch hergestellte Verbindungen. Weiterhin sind systemische Nebenwirkungen durch geringe
Resorptionsraten von Sekundérmetaboliten reduziert. Durch den Weitertransport energiereicher
Néhrstoffe in distale Regionen des Diinndarms wird der Riickkopplungs-Mechanismus ileal-brake
ausgelost, welcher die gastrische Entleerung und die duodenale-jejunale Motilitét verlangsamt. In
Folge ist die Nahrungsaufnahme reduziert und Sattigungsspiegel sind erhoht [28-30].

In der vorliegenden Arbeit konnten Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Polyphenolen auf die
Aktivitdt essentieller Verdauungsenzyme abgeleitet werden. Dabei zeigten vor allem die Anzahl
und die Position phenolischer Hydroxylgruppen einen Einfluss auf die Hemmung des Enzyms.
Auch die Anwesenheit gebundener Zucker hatte je nach Enzym einen positiven oder negativen
Einfluss auf den Inhibitionseffekt. Nachfolgend untersuchte Extrakte von Pflanzen, welche in
der Volksmedizin traditionell gegen Erkrankungen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels
Anwendung finden, zeigten teilweise starke Enzyminhibitionen. Vor allem der Extrakt aus der
Pflanze Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) war sehr aktiv und wurde anschlieflend mittels HPLC
und ESI-Q-TOF-MS zur Identikation inhibitorisch wirksamer Verbindungen néher analysiert.
Es konnten die Verbindungen Hibiskussdure und Hibiskussédure-Glucosid als Enzyminhibitoren
identifiziert werden. In Hinsicht auf weiterfithrende Studien wire die Isolation, Aufreinigung
und anschliefende Bestimmung des 1C59Wertes interessant, um das volle Potential dieser Ver-
bindungen besser bewerten zu konnen. Docking Experimente der Hibiskussédure in das aktive
Zentrum der Schweinepankreaslipase zeigten starke Interaktionen und bestétigen die in vitro
ermittelten Ergebnisse. Auch der Extrakt der Pflanze Crataegus pinnatifida BGE. var. major
N.E.BR. (Rosaceae) war in Hinsicht auf eine Inhibition essentieller Verdauungsenzyme sehr aktiv.
Es wurden daher nachfolgend tierexperimentelle Untersuchungen zum Einfluss des Extraktes
auf die Niichternblutglucose- und Serumlipid-Konzentrationen im Diabetes Typ 2-Rattenmodell
durchgefithrt. Hypoglykdmische und hypolipidamische Effekte konnten nachgewiesen werden,
welche die in vitro gezeigte Enzymhemmung bestéitigen. Auch fiir den Extrakt von Hibiscus
sabdariffa liegen bereits positive Tierstudien vor, nicht jedoch fiir die Reinsubstanz Hibiskussédure
oder Hibiskussiure-Glucosid. Ein néchster Schritt wire daher die Untersuchung des Einflusses
dieser Verbindungen im Tiermodell und in Humanstudien. Die Entwicklung eines Nahrungser-

ganzungsmittels zur unterstiitzenden Therapie der zuvor genannten Stoffwechselstérungen wiire
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damit denkbar und sinnvoll.

Basierend auf den Inhibitions-Ergebnissen des in vitro Screenings und weiterer Literaturdaten
wurden fiir die Pankreaslipase 3D-Pharmakophormodelle entwickelt und ein anschliefendes Natur-
stoffscreening durchgefiihrt. Es konnten 68 potentielle Inhibitoren, sogenannte Hits, identifiziert
werden. Ausgewihlte Verbindungen wurden nachfolgend experimentell untersucht. Sieben von
acht der untersuchten Naturstoffe sowie elf Pflanzenextrakte wurden als Inhibitoren der Pankre-
aslipase identifiziert. Diese Ergebnisse zeigen die Stérke der Kopplung von in silico Methoden
mit in vitro Verfahren fiir eine Identifizierung neuer Enzyminhibitoren. Nahrungsmittel, die eine
natiirliche Quelle dieser Enzyminhibitoren darstellen, kénnen den Lipidverdau auf natiirlichen
Weg inhibieren und somit einen dleal brake initiieren.

Ergidnzend zu den Studien zur Enzyminhibition wurden Untersuchungen zum FEinfluss von
sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen auf die intestinale Glucoseaufnahme durchgefiihrt. Die Glucose-
aufnahme erfolgt ausschliefflich im Diinndarm, sodass die verwendete CaCo-2-Zelllinie zunéchst zu
Enterocyten-dhnlichen Zellen differenziert werden musste. Durch den Zusatz von Natriumbutyrat
als Differenzierungsreagenz konnte eine Biirstensaummembran mit den fiir die Glucoseaufnahme
wichtigen Transportproteinen (SGLT1, GLUT2) exprimiert werden. Der Nachweis der Differen-
zierung erfolgte durch Bestimmung der Aktivitidt der intestinalen Alkalischen Phosphatase. Nach
erfolgreicher Etablierung des Zellmodells wurden Glucoseaufnahme-Studien durchgefiihrt. Die
untersuchten Reinstoffe und Pflanzenextrakte zeigten jedoch nur geringe Hemmeffekte. Auch
die Positivkontrolle (SGLT1-Inhibitor) hemmte die Glucoseaufnahme nur gering. Urséchlich
hierfiir ist wahrscheinlich die verwendete Konzentration des fluoreszierenden Glucose-Analogons
2-NBDG. Fluoreszenzbasierte Untersuchungen sind gegeniiber radioaktiven Methoden hinsichtlich
ihrer Sensitivitdt deutlich im Nachteil. Auch miissen deutlich hohere Substratkonzentrationen
eingesetzt werden, die eine Aktivierung von erleichterten Diffusionsprozessen durch Translokation
von GLUT2 an die apikale Zellmembran begiinstigen. Weiterfithrende Studien zum Einfluss von
Naturstoffen auf die Glucoseaufnahme sollten daher mit radioaktiven Methoden durchgefiihrt

werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Naturstoffe eine Quelle fiir Enzyminhibitoren
darstellen. Sie sind in der Lage, essentielle Enzyme des Verdauungssystems zu inhibieren und
dadurch Resorptionsraten energiereicher Makrondhrstoffe zu reduzieren. Ein Vorteil von Natur-
stoffen als Inhibitoren von Verdauungsenzymen ist ihre relativ geringe Bioverfiigbarkeit und eine
damit verbundene hohe Prisenz an ihrem Wirkort (Diinndarm) nach oraler Verabreichung [79].
Weiterhin sind keine weiteren Stoffwechselprozesse fiir eine Aktivierung der Verbindungen not-
wendig, sodass in Lebensmitteln erreichte Polyphenol-Konzentrationen fiir eine Beeinflussung der
Nahrstoffhydrolyse vermutlich ausreichend sind. Das Flavonoid Myricetin, welches eine starke
Hemmung der amylytischen Enzyme zeigte, ist beispielsweise in hohen Konzentrationen in roten
Weintrauben und schwarzem Tee enthalten [242]. Lebensmittel mit einem hohen Gehalt an China-
sdure, einem starken Inhibitor der pankreatischen Lipase und a-Amylase, sind Citrusfriichte,
Apfel, Pflaumen, Brombeeren, Heidelbeeren und Kaffeebohnen [243].
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Dennoch fehlt es bislang an umfassenden Studien iiber den Metabolismus und vor allem die
Toxizitat von Naturstoffen. Metabolite, die sich aus dem mikrobiellem Abbau der Verbindungen
im menschlichen Kérper ergeben, sind weitgehend unbekannt [67]. In wenigen Arbeiten wurden
toxische Effekte auf Mikroorganismen [244] sowie Leber-und Nierenschidden durch hohe Mengen
an Polyphenolen beschrieben [245]. Diese unerwiinschten Nebenwirkungen wurden jedoch bei
sehr hohen, unphysiologischen Konzentrationen beobachtet und fiir ein klares Verstdndnis der
potentiell nachteiligen Effekte von diétetischen Polyphenolen und anderen Naturstoffen sind

weitere Untersuchungen notwendig.
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Anhang

Tabelle A.1: Strukturformeln der untersuchten Reinstoffe (Enzymaktivitéits-Versuche und Glucoseaufnahme-

Studien).
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Tabelle A.2: Strukturformeln der im Rahmen des virtuellen Screenings identifizierten 68 Verbindungen (Naturstoffe
bzw. Naturstoff-dhnliche Verbindungen) mit einer potentiell PL inhibitorischen Aktivitét.
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