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1. EINLEITUNG
1.1 Lippia dulcis Treviranus

1.1.1 Systematik

Familie: Verbenaceae

Unterfamilie: Verbenoideae

Tribus: Lantaneae

Gattung: Lippia

Art: Lippia dulcis Trev.

Lippia dulcis Trev. gehort zur groen Familie der Verbenaceae, deren Vertreter vorwiegend
in den Tropen und Subtropen vorkommen. Nach Hegnauer (1973) gehdren zu der Familie der
Verbenaceae ca. 2500-3000 Arten, die etwa 75-100 Gattungen bilden. Aufgrund der
Merkmale der Bliitenstinde, des Ovars und der Friichte werden die Mitglieder der
Verbenaceae Familie geordnet. Im Syllabus werden 8 Unterfamilien unterschieden, eine
davon ist die Verbenoideae. Hierzu werden unter anderem die Gattung Citharexylum,
Duranta und die sehr groen Gattungen Lantana, Lippia und Verbena gezidhlt (Hegnauer,
1973).

Die Gattung Lippia umfasst ca. 200 Arten von Krédutern und Strauchern, die in Siid- und
Mittelamerika, aber auch weniger im tropischen Afrika und Asien beheimatet sind
(Terblanché and Kornelius, 1996). Im Mittelmeerraum gelten sie als Kulturpflanzen, zum Teil
sind sie verwildert. Die Strducher oder Halbstriaucher, seltener die Kriduter, besitzen eine
behaarte Epidermis. Die Blitter sind gegenstindig. Die Bliiten sind klein, in zentripetalen
Ahren, einzeln in den Achseln der Bracteen sitzend. Ihr Kelch ist klein. Lippia hat vier
Staubblitter, der Fruchtknoten ist zweifidcherig und enthilt zwei Samen. Die Frucht ist klein
mit zwei einsamigen Steinkernen.

Lippia dulcis Trev. ist eine aromatische, kriechende, mehrjdhrige SiiBpflanze, die im
tropischen Amerika beheimatet ist. Lippia dulcis gehort zu einer Gruppe von Lippia-Arten,
die von einigen Botanikern einer separaten Gattung Phyla (umfasst ungefihr 11 Arten)
zugeordnet wird (Hénsel et al., 1993).

Synonyme sind: phyla scaberrima (PERS.) Moldenke, Zapania scaberrima Juss.ex PERS.
Sonstige Bezeichnungen wiren Lippia mexicana, Mexikanisches Lippienkraut [deutsch];
Mexican Lippia, sweet herb [englisch]; Corronchocho, hierba dulce, hierba buena, regaliz de

Cuba, yerba dulce [spanisch] (Hénsel et al., 1993).
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Weitere Namen in der volkstiimlichen Medizin sind Tzonpelic xihuitl und hierba buena

(Mexiko), hierba dulce und yerba dulce ( Mexiko, Puerto Rico), honey herb (USA).

1.1.2 Die Anwendungen von Lippia dulcis bei den Azteken

Historische Beweise der Verwendung von Lippia dulcis bei den Azteken wurden von dem
aztekischen Arzt Martin de la Cruz, dem spanischen Arzt Francisco Hernandez und dem
spanischen Monch Bernardino de Sahagun zusammengestellt.

Lippia dulcis war bereits bei den Azteken unter dem Namen Tzonpelic xihuitl bekannt. Dabei
bedeutet ,,xihuitl* Kraut und ,,Tzonpelic* sii} in ihrer Sprache (Siméon, 1981). Die ilteste
verfiigbare Referenz iiber aztekischen Heilkréauter, Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis,
wurde von einem aztekischen Arzt geschrieben und auf Lateinisch im Jahr 1552 publiziert. In
diesem Buch wurde eine hustenmildernde Wirkung fiir Lippia dulcis erwéahnt (De la Cruz,
1964).

Der spanische Arzt Francisco Herndndez erforschte im Auftrag des spanischen Konigs Philip
IT die Heilpflanzen von Neuspanien. Zwischen 1570 und 1576 konnte er wertvolle
Informationen iiber die Namen und Verwendungen sowie die botanischen Eigenschaften von
mehr als 3000 Pflanzen sammeln. Sein Werk wurde urspriinglich auf Lateinisch geschrieben
und wurde mehrmals seit 1587 auf Spanisch und Lateinisch publiziert (Guerra, 1950;
Hernandez, 1959a; Langman, 1964). In der letzten Ausgabe (Hernandez, 1959b) wurde
Lippia dulcis unter dem Nahuatl Namen Tzonpelic xihuitl (Siikraut) eingetragen. Hernandez
beschrieb in seinem Buch die Pflanze wie folgt: ,,Ihre Blitter sind so siil wie Honig. Das
Blittergetrdnk in Wasser lindert Fieber, heilt Husten und Heiserkeit und stimuliert den

Appetit®“. In der lateinischen Ausgabe (Hernandez, 1651) ist die Pflanze abgebildet, Abb. 1.1.

Abb. 1.1: Erste Darstellung von Lippia dulcis (Hernandez, 1651).
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1.1.3 Volkstiimliche Anwendungsgebiete von L. dulcis

Das mexikanische Arzneibuch (1884) erwihnte L. dulcis unter den Namen Yerba dulce und
beschrieb ihre Infusion als hustenmilderndes Mittel und als Emmenagogum (Maisch, 1885).
Der wisserige Absud dieser Pflanze wurde in Mexiko zur Behandlung von Husten, Erkiltung,
Bronchitis, Asthma, Kolik und als Emmenagogum verwendet (Maisch, 1885; Compadre et
al., 1986). Es gibt keine Hinweise, dass L. dulcis in Mexiko zum Siilen von Lebensmitteln,
Getridnken oder Medikamenten benutzt wurde. Bis heute wird L. dulcis auf den Mirkten in
Mexiko fiir ihre angeblich abtreibende Wirkung verkauft.

In den USA wurde L. dulcis fiir viele Jahre als konzentrierte Tinktur der Blitter und Bliiten
verwendet und unter dem Namen “Lippia Mexicana” vermarktet. Bei der Parke-Davis-
Company wurde die Pflanze als hustenlindernd und Expektorans bezeichnet und zur
Behandlung akuter und chronischer Bronchitis empfohlen (Davis, 1890). Mehrere Berichte
iiber die medizinische Verwendung der L. dulcis-Tinktur wurden Ende des 19. Jahrhunderts
publiziert (Blasdale, 1881; Saxton, 1881; Gottheil, 1884). In einer Studie an dem Charity
Hospital (New York) wurde die Tinktur von L. dulcis als Expektorans an 10 Patienten
getestet, bei fiinf Patienten kam es zur deutlichen Besserung und es gab keine Hinweise auf
toxische Wirkungen (Gottheil, 1884). Die guten Berichte iiber L. dulcis trieben ihren Verkauf
voran, so kostete ein Pfund der Pflanze 75 Goldcent im New Yorker Markt im Jahr 1898
(Bustillos, 1898).

Die Tinktur wurde auch in England verwendet (Wren, 1950). In Deutschland wurde L. dulcis
angebaut und mit ihr sehr reger Handel betrieben (Breitwieser, 1943; Peyer, 1931).

In Zentralamerika sowie in Kuba und Puerto Rico wurde L. dulcis zur Behandlung von
Husten, Erkiltung und Kolik benutzt (Roig Y Mesa, 1945; Morton, 1981). In Brasilien und
Mittelamerika wurde L. dulcis zur Behandlung von Menstruationsstorungen verwendet. In
Guatemala wurde L. dulcis als Diuretikum benutzt, ihr Absud wurde zur Behandlung von
Magendarmstorungen (Durchfall, Magenschmerzen) verwendet (Mejia, 1927; Mellen, 1974).
Auch in der traditionellen Medizin wurde diese Pflanze als Infusion oder Absud der

oberirdischen Teile zur Behandlung verschiedener Entziindungen benutzt (Argueta, 1994).

1.1.4 Botanische Beschreibung

Lippia dulcis ist eine mehrjdhrige, bis 40 cm hoch, aufrechte und intensiv riechende Pflanze.
Die Pflanze ist an der Basis mehr oder minder strauchférmig, wobei die unteren Knoten der
Sprosse hiufig Wurzeln bilden. Die Blitter sitzen an 0,5-1,5 cm langen Stielen, die

Blattspreite ist thombisch bis oval. Die Blitter sind 1 bis 6 cm lang mit einem gezihnt-
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gekerbten Rand, die Oberseite ist borstig, rau, die Unterseite undeutlich driisig. 1 bis 5 cm

lange Bliitenstdnde sitzen einzeln in den Blattachseln, die Tragblitter sind keilformig, winzig,

der Kelch ist winzig, zottig, die Krone ist weifl und 1-1,5 mm lang (Hénsel et al., 1993).

Abb. 1.2: Lippia dulcis (Gewichshauskultur am Institut fiir Pharmazie der FU-Berlin).

1.1.5 Verbreitung

L. dulcis kommt vom siidlichen Mexiko bis Kolumbien sowie in Kuba, Hispaniola, Puerto
Rico und anderen Karibischen Inseln vor und wichst dort an Fluss- und Teichrdndern,
Schuttpldtzen, Weiden und Feldern bis in eine Hohe von 1800 m (Gibson, 1970; Morton,
1981; Compadre et al., 1986). Nach Hinsel ef al. (1993) ist von einem gezielten Anbau bisher
nichts bekannt. Die Bedarfsdeckung erfolgt in Mexiko vermutlich durch Wildsammlung oder

Kultur in den Giérten der Eingeborenen.

Florida
Gulf of -y L
Mexico W

o)
- ‘4‘
L

5 Maracaibo
Barranquill ; o OCaracas
Valencia

Venezuela

Abb. 1.3: Landkarte von Mittel- und Siidamerika. Griin sind die Lander, aus welchen die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten L. dulcis Pflanzen stammen.
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1.1.6 Die bisher isolierten Verbindungen aus L. dulcis

Flavonoide, Phenylethanoid-Glykoside und Iridoidglykoside sind die Hauptstoffklassen von
den nicht-fliichtigen Sekunddrmetaboliten, die in L. dulcis vorkommen. Aus den
oberirdischen Teilen der Pflanze konnten die Flavonoide Cirsimaritin, Salvigenin, Eupatorin,
5-Hydroxy-6,7,3 ',4 '—Tetramethoxyﬂavon, 5,3 '—Dihydroxy—6,7 4 ',5 '—Tetramethoxyﬂavon,
Sakuranetin, Pectolinaringenin und Eupatilin isoliert werden. Die Phenylethanoid-Glykoside
Decaffeoylverbascosid, Acteosid (Verbascosid), Isoacteosid und Martynosid wurden
ebenfalls in der Pflanze gefunden (Abe et al., 2002).

Auch iiber das Vorkommen des Triterpenoids Betulinsdure und der Iridoidglykoside Lamiide
und 8-Epiloganin wurde berichtet (Ono et al., 2005 & 2006). Frische Blitter sollen bis 0,8%
dtherisches Ol enthalten, das eine Dichte von 0,9485 g/ml besitzt (Hinsel et al., 1993). Im Ol
konnten 44 Komponenten (Mono- und Sesquiterpene) durch GC-MS identifiziert werden
(Souto-Bachiller et al., 1997).

Die #therischen Ole der verschiedenen Lippiaarten weisen Unterschiede in der
Zusammensetzung auf. Das #therische Ol aus den mexikanischen Pflanzen enthilt
hauptsidchlich Monoterpene (ca. 86%), vor allem Campher (ca. 53%) und nur 14%
Sesquiterpene mit einem nur geringen Anteil Hernandulcin (ca. 40 ppm). Das Ol aus den
Puerto Rico-Pflanzen zeichnet sich durch einen hohen Anteil (79%) an Sesquiterpene aus,
hauptsichlich (+)-Hernandulcin (36%) [ein siiles Sesquiterpen vom Bisabolan-Typ] und sein
Epimer (-)-Epihernandulcin (22%) [ein nicht-siiBes Sesquiterpen vom Bisabolan-Typ] (Abb.
1.4A). Dieses Ol enthilt nur einen unbedeutenden Anteil an Campher (0,01%) (Souto-
Bachiller et al., 1997).

Die Pflanze aus Panama enthilt ca. 0,154% (w/w) (+)-Hernandulcin und kein Campher
(Kaneda et al., 1992).

Offenbar existieren von L. dulcis zwei Chemotypen, ein Hernandulcin-Typ (siil und enthélt
viel Hernandulcin) und ein Campher-Typ (enthilt viel Campher).

Das (+)-4B-Hydroxyhernandulcin (Abb. 1.4B) konnte aus den in Panama gesammelten
Blittern und Bliiten als zweites siiles Sesquiterpen in sehr geringer Menge (0,0008% w/w)

isoliert werden (Kaneda et al., 1992).
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A - B

Abb. 1.4: Strukturformel von Epihernandulcin (A) und 4p-Hydroxyhernandulcin (B).

Acht neue Sesquiterpene vom Bisabolan-Typ, namlich Lippidulcin A, Epilippidulcin A, die
Peroxylippidulcine A, B und C, sowie das Peroxyepilippidulcin B und die Epilippidulcine B
und C wurden aus den oberirdischen Teilen der Pflanze isoliert (Ono et al., 2005 & 2006).

1.1.7 Die bisherigen pharmakologischen und biochemischen Studien iiber L.

dulcis

1. Die antioxidative Aktivitdt: Die phenolischen Verbindungen des methanolischen
Extrakts der oberirdischen Teile von L. dulcis zeigten eine antioxidative Aktivitit im
Vergleich zum a-Tocopherol (Ono et al., 2005).

2. Die antiinflammatorische Aktivitdt: Der ethanolische Extrakt in einer Konzentration
von 400 mg/kg zeigte eine signifikant hemmende Wirkung auf das Carrageenan-
induzierte Pfotenodem (Pérez et al., 2005). Diese Wirkung ist dhnlich dem Effekt, der
bei 8 mg/kg Indomethacin auftritt.

3. Die antiproliferative Aktivitit: Der methanolische Extrakt der oberirdischen Teile der
Pflanze inhibitierte das Wachstum der Murinmelanomzellen (B16F10). Acetosid
konnte fiir diese Wirkung verantwortlich sein (Abe et al., 2002).

4. Die antibakterielle Aktivitét:

I. L. dulcis zeigte in vitro eine antibakterielle Wirkung gegen Enterobakterien wie
Salmonella typhi und Shigella flexneri, die Durchfille bei Menschen verursachen
(Caceres et al., 1993).

I. L. dulcis zeigte in vitro eine antibakterielle Aktivitdt gegen grampositive Bakterien
wie Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, die Atemwegsinfektionen
bei Menschen verursachen (Caceres et al., 1991).

III. Der Absud von L. dulcis zeigte keine in vitro Wirkung gegen Vibrio cholerae

(Guevara et al., 1994).
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IV. Die antimikrobielle Aktivitit von L. dulcis gegen eine Reihe grampositiver
Bakterien war ein Ausgangspunkt fiir die Patentierung von Zahnputzmitteln und
Mundwiissern, die das idtherische Ol bzw. Extrakte der Pflanze enthalten wie z.B.:
- das Mundwasser bestehend aus dem #therischen Ol bzw. den Pflanzenextrakten
allein oder als Kombination mit anderen Substanzen (z.B. aus 0,01-0,5% Ol und
0,1-2,0% L-Menthol) inhibierte die Entwicklung vom Mundgeruch (Gomi, 1992a).
- Zahnpasten mit 0,1% L. dulcis Ol zeigten sich als stabiles Priparat und
effektiv zur Bekdmpfung von Mundgeriichen (Gomi, 1992b).

5. Pflanzen mit behaarten Wurzeln wie auch L. dulcis haben die Fahigkeit
Kontaminanten wie PCBs und/oder Dioxine aus dem Boden zu absorbieren, deswegen
konnen sie zur Behandlung von kontaminierten Boden eingesetzt werden (Kamiya et

al.,2001).

1.2 (+)-Hernandulicin

(+)-Hernandulcin (Abb. 1.5) ist ein farbloses, oliges, sii3 schmeckendes Sesquiterpen vom
Bisabolan-Typ. Es wurde aus der Aztekischen Pflanze Lippia dulcis isoliert und zu Ehren des
spanischen Arztes Francisco Herndndez benannt. Seine Summenformel ist C;sH»40;, seine
chemische Struktur ist 6-(1,5-Dimethyl-I-hydroxyhex-4-enyl)-3-methylcyclohex-2enon
(Compadre et al., 1985).

O HO Me

CMe
S>S\/\/ 2

H

Me
Abb. 1.5: Chemische Struktur von (6S,1’S) Hernandulcin.

Bei der Synthese aus den Enantiomeren des Limonen [(R)-(+)-/(L)-(-)-Limonen] entstehen
vier verschiedene Diastereomere, nur das (+)-Hernandulcin [die (6S,1'S) Form] zeigte einen
siiBen Geschmack (Mori and Kato, 1986). Das 1'-O-Acetyl-Derivat und das Produkt der
Hydridreduktion des Henandulcins sind beide nicht siif3.

Racemisches (+)-Hernandulcin kann aus dem 3-Methyl-2-cyclohexen-1-on und 6-Methyl-5-
hepten-2-on mittels Aldolkondensation synthetisiert werden, dabei entstehen (%)-
Hernandulcin und sein Diastereomer (+)-Epihernandulcin in einem Verhiltnis von 95:5

(Compadre et al., 1987).
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Zur Synthese von racemischem Hernandulcin wurden mehrere Strategien publiziert:

¢ Aus einem Cyclohexadien-Derivat mit Hilfe von Boron- und Silicon-Enolat (Bubnov
and Gurskii, 1986).

® Auseinem (2Z,6F)-Farnesal Oxim mittels intramolekularer Nitriloxid-Cycloaddition
(Zheng and Kakisawa 1989 & 1990).

e Aus E-Dienylcarbamat mit Hilfe von Titanchlorid als Katalysator [Diels-Alder-
Reaktion] (De Cusati and Olofson, 1990).

Eine Gewinnung des natiirlichen (+)- Hernandulcins mittels pflanzlicher Zellkulturen
(Wurzelhaare- bzw. Sprosskulturen von L. dulcis) ist auch moglich, der Ertrag betrigt ca.
0,025% und 2,9% w/w (Sauerwein, 1991a & 1991b). (+)-Hernandulcin kann auch aus (-)-
Isopulegol in sechs Schritten mit einer Ausbeute von 15% (Kim et al., 2003) oder aus (-)-
Neoisopulegol in sieben Schritten mit einer Ausbeute von 25% (Gatti, 2008) hergestellt
werden.

Wegen seiner einfachen Struktur und seiner grofen SiiBkraft bietet Hernandulcin ein
exzellentes Modell zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der chemischen Struktur
und des Geschmackempfindens “sii}” (Wictzak, 1994).

Mehrere Hernandulcin-Analoga wurden synthetisch hergestellt, um die fiir den siilen
Geschmack verantwortlichen Gruppen identifizieren zu konnen. Diese Studien ergaben, dass
Hernandulcin zu seinen putativen Rezeptoren iiber drei Bindungsstellen bindet, diese sind die
C-1" Hydroxylgruppe (AH-Gruppe), die C-1 Carbonylgruppe (B-Gruppe) und die
Doppelbindung C4'=C5' (X-Region). Chemische Anderungen in diesen Binderegionen
fiihrten zu nichtsiiBen Derivaten (Compadre ef al., 1988).

Obwohl Hernandulcin als energiearmer und nicht kariogener Siistoff patentiert wurde
(Kinghorn et al., 1989) und trotz seiner intensiven Siilkraft [1000-mal siiBer als Zucker]
(Compadre et al., 1985), hat Hernandulcin folgende Nachteile:

e Esist nur zum Teil 16slich in Wasser.

e Es ist hitzeempfindlich, bei Temperaturen ab 140°C wird es in zwei Ketone: 3-
Methyl-2-cyclohexen-1-on und 6-Methyl-5-hepten-2-on zersetzt (Compadre et al.,
1987).

e Hernandulcin zeigt einen off- und Nachgeschmack sowie einen leicht bitteren

Geschmack (Compadre et al., 1985).
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Seine Toxizitdt wurde in vivo untersucht: (+)-Hernandulcin fiihrte bei p.o. Applikation an
ménnlichen Swiss-Webster-Médusen in Dosierungen bis zu 2 g/kg zu keinen Todesfillen
(Compadre et al., 1985).

Es wurde festgestellt, dass die C-4 B-OH Gruppe des (+)-4B-Hydroxyhernandulcins eine
mogliche Stelle zur Anlagerung von Zucker- oder anderen polaren Gruppen ist, hierdurch

konnten wasserloslichere Hernandulcin-Derivate produziert werden.

1.3 StBungsmittel

Ca. 150 Millionen Menschen in den USA benutzen zuckerfreie kalorienarme Produkte. Der
Verbrauch zuckerfreier Produkte hat sich in den letzten 20 Jahren verdreifacht. Die meisten so
genanten ,,hochintensiven SiiBungsmittel im Markt sind synthetische Substanzen wie z.B.
Aspartam, Acesulfam-K, Saccharin und Sucralose. Deswegen suchen die Wissenschaftler
standig nach neuen Verbindungen natiirlicher Herkunft. Bis Mitte 2002 wurden mehr als 100
neue pflanzliche SiiBverbindungen aus mehr als 25 verschiedenen Pflanzenfamilien isoliert.
Die meisten dieser Pflanzenprodukte wurden als reine Verbindungen, als Mischungen oder
als verfeinerte Extrakte als Geschmacksstoffe oder Siifistoffe vermarktet, keine davon wurde
als ,,hochintensives StiBungsmittel* in den Vereinigten Staaten bewilligt, obwohl viele davon
wie Glycyrrhizin, Neohesperidin-Dihydrochalkon, Steviosid und Thaumatin in anderen
Landern kommerziell fiir StiBungszwecke verwendet werden (Kim and Kinghorn, 2002a & b;

Kinghorn and Soejarto, 2002).

Das ideale SiiBmittel
Es ist schon ldngst akzeptiert, dass das ideale StiBmittel gar nicht existiert. Selbst Zucker ,,der
Goldstandard* ist nicht perfekt, er ist fiir bestimmte pharmazeutische Anwendungen und
Kaugummis nicht geeignet.
Hier sind einige Kriterien eines idealen SiiBmittels zusammengefasst (O’Brien Nabors, 2001):
e Beliefert eine groBe Auswahl an Lebensmitteln und Getrinken um die
Kalorienaufnahme und somit das Korpergewicht besser kontrollieren zu konnen.
e Hilft dabei mit dem Diabetes mellitus umgehen zu konnen.
e Reduziert die Entstehung von Zahnkaries.
e Unterstiitzt bestimmte pharmazeutische und kosmetische Anwendungen.

e Unterstiitzt eine kosteneffektive Verwaltung der begrenzten Rohstoffquellen.
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1.3.1 Entstehung des SiiBgeschmacks

SiiBschmeckende Verbindungen binden selektiv an Rezeptoren auf der Membran der
Geschmackszelle. Bei den Menschen sind die neu charakterisierten Rezeptoren T1R2-T1R3
fiir den SiiBgeschmack verantwortlich. Diese Rezeptoren konnen sowohl natiirliche als auch
synthetische Siilstoffe erkennen, wihrend die Rezeptoren T1R1-T1R3 auf den Umami-
Geschmack (das Geschmack der Glutaminsdure) spezialisiert sind (Li et al., 2002; Kant,
2005).

Die Rezeptorzellen fiir die Geschmacksqualititen sind bei  Sdugetieren in
Geschmacksknospen angeordnet, die sich auf der Zunge in den Geschmackspapillen, aber
auch in den Schleimhduten der Mundhohle befinden. Ergebnisse der physiologischen Studien
zeigen, dass die Geschmacksqualitidten bitter, siil und umami durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) vermittelt werden, die Signaltransduktion ist mittlerweile gut
charakterisiert. Die GPC-Rezeptoren interagieren mit dem Siilstoff, was eine Signalkaskade
auslost und zur der Freisetzung von Neurotransmittern fiihrt. Die Ausschiittung von
Neurotransmittern durch Geschmackssinneszellen ist notwendig fiir eine Weiterleitung der

Informationen ins Gehirn, wo sie verarbeitet werden (Adler et al., 2000).

1.3.2 Uberblick zu pflanzlichen SiiBungsmitteln

Durch die Krebsverdichtigkeit einiger synthetischer Siilstoffe gewannen pflanzliche
SiiBstoffe immer mehr an Bedeutung. Die Suche nach alternativen pflanzlichen SiiBmitteln
ergab verschiedene Arten von hochintensiven SiiBverbindungen, die zu verschiedenen
Stoffklassen gehoren, u.a. Phenole (Flavonoide, Dihydroisocoumarin), Terpenoide und
proteinartige Substanzen (Thaumatin). Diese Verbindungen besitzen einen wesentlich
hoheren StiBungsgrad, der das 50- bis 3000-fache der normalen Saccharose betrégt.

Tabelle 1.1 fasst die wichtigsten pflanzlichen Siiverbindungen und ihre Eigenschaften

zusammen (Kinghorn and Compadre, 2001):
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I. Triterpenglykoside
Siistoff Pflanze, Familie und SiiBungsgrad Verwendung Vorteile Nachteile
Prozentsatz des Sii3stoffs VvS.
Rohrzucker
Glycyrrhizinsdure Rhizome der Glycyrrhiza 50 fach In der Pharmazie als 0,5-1% inhibiert die Bildung von Zahnbelag Lakritzengeschmack,
Oleanan-Typ glabra L., Fabaceae, 5-15% Geschmackskorrigens. durch Streptococcus mutans. corticoiddhnliche Wirkung
In Japan als Geschmacks- | In USA: das Ammoniumsalz hat GRAS*-
und SiiBstoffe Status als Aroma

Mogrosid V

Cucurbitan-Typ

Friichte der Siraitia
grosvenorii (Swingle),
Cucurbitaceae, >1% w/w

250-425 fach

Pflanzenextrakt als
Sii3saft in den USA.
Friichte in Lebensmitteln,
Getrinken &
Pharmaprodukten (in

Gut schmeckend, gut wasserloslich,
hitzestabil, nicht mutagen, keine Mortalitit
bei Dosis von bis zu 2 g/kg bei Méusen

Japan)
Periandrin V Rhizome der Periandra dulcis 200 fach Harmlos Befindet sich in kleinen Mengen in
Oleanan-Typ L., Fabaceae der Pflanze
Abrusoside A-D Blitter der Abrus precatorius Das Das Ammoniumsalz ist wasserloslich, Verzogerter SiiBgeschmack
Cycloartan-Typ L., Fabaceae, <1% w/w Ammonium- hitzestabil, harmlos, lang haltender
salz von SiiBgeschmack, kein bitterer Nachgeschmack
Abrusoside
A-D: 30, 100,
50, 75 fach

I1. Diterpenglykoside

Steviosid

ent-Kauran-Typ

Blitter der Stevia rebaudiana
Bertoni, Asteraceae, 5-10%

150-300 fach

In Japan und Siidamerika
als StiBungsmittel

Stabil in kohlensiurereichen Getrinken, nicht
mutagen

Wenig 16slich in Wasser, besitzt
einen leicht bitteren Geschmack, gibt
einen unerwiinschten
Nachgeschmack, instabil bei pH> 10
& 100°C, sein Aglykon (Steviol) ist
mutagen im Ames-Test
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Rebaudiosid A
ent-Kauran-Typ

Blatter der Stevia rebaudiana
Bertoni, Asteraceae, 2-4%

250-450 fach

Stabil in kohlensaurereichen Getrinken,
16slicher in Wasser (mehr als Steviosid),

Zusatz bei Didtprodukten
wie Lebensmittel &

Analog von Steviosid Getrinke besitzt einen angenehmeren Geschmack als
Steviosid (Zucker-dhnlicher)
Gaudichaudiosid A Baccharis gaudichaudiana 55 fach Nicht toxisch, nicht mutagen und besitzt
Labdan-Typ DC, Asteraceae einen angenehmen Geschmack
Baiyunosid Wurzeln der Phlomis 500 fach Die Pflanze Wird in der Besitzt einen nachhaltigen
Labdan-Typ betonicoides Diels, Lamiaceae chinesischen Nachgeschmack (hélt fiir mehr als
Volksmedizin verwendet eine Stunde)
Rubusosid Blitter der Rubus suavissimus 114 fach Blatter als Gesundheits- Geringe Toxizitit (Maus, p.o. LDsy- 2,4 Leicht bitter
ent-Kauran-Typ S. Lee, Rosaceae, >5% w/w verstirker (in Japan), der | g/kg), extrahierbar mit heiBem Methanol
Blattertee als Volks-
medikament gegen
Bluthochdruck & Diabetes
(in China)
I1I. Saponine
Osaldin Rhizome von Polypodium 500 fach Hat keine praktische Liegt in der Droge in geringe
Steroid-Saponin vulgare L., Polypodiaceae Bedeutung Konzentration vor
Pterocaryosid A & B Blitter und Sténgel von 50 und 100 Zum Siiflen von Nicht mutagen, nicht toxisch fiir Miusen
Secodammaran- Pterocarya paliurus Batal., fach Lebensmitteln in China
Saponin Juglandaceae (Blatter)
IV. Phenolverbindungen
Phyllodulcin Blitter der Hydrangea | 400-600 fach | Fermentierte Blitter zur | Nicht mutagen, nicht toxisch (Maus, p.o. bis Begrenzte Wasserloslichkeit,
Dihydroisocoumarin macrophylla, Vorbereitung eines Siilen zu 2 g/kg) begrenzte Stabilitit, Verzogerung des
Saxifragaceae, 2,36% Tees (Jap. Pharmakopde, SiiB-geschmacks, lakritzendhnlicher
w/w Vol. XIII) Nachgeschmack
Selligueain A Reife Rhizome der 35 fach Nicht mutagen, nicht toxisch (Maus, p.o. bis | Bei hohen Konzentrationen (0,5%
Proanthocyanidine Selliguea feei Bory, zu 2 g/kg), zeigt keine spiirbare off- oder w/V) zeigt es einen angenehmen
Polypodiaceae, 0,69% after-taste SiiBgeschmack mit kleinen Spuren
w/w von bitterem Geschmack
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V. Proteine

Instabilitit, lakritzendhnlicher
Nachgeschmack. Die SiiBwirkung
ist an das intakte Peptid gebunden
(Verlust des SiiBgeschmacks durch

In USA: hat den GRAS*-Status als
Geschmacksstoff, kann mit Hilfe
rekombinanter Pilze- und Bakterienstimme

In Westafrika zum Siiflen
von Brot, Friichten und
Tee. In Japan, Australien

Friichte bzw. 1600 fach

Thaumatin I & II
Samenarilli von

basische Peptide mit einem

MG von ca. 20000-22000 Thaumatococcus
Dalton daniellii Bennett, und Europa wird es als produziert werden
Marantaceae Talin protein sweetener Proteolyse, Hitze und Sduren)
bezeichnet
Monellin Friichte von 1500 fach Kommerziell nicht als Hohe Produktionskosten von Monellin,
MG 11086 Dalton Dioscoreophyllum SiiBungsmitte]l benutzt die Pflanze ist schwer zu propagieren,
cumminsii, Monellin ist relativ hitze- und
Menispermaceae, saureempfindlich. Verzégerung des
0,3-0,5% wiw SiiBgeschmacks mit anhaltendem
Nachgeschmack
Mabinlin I & II Samen der Capparis | Weniger siil | Gegen Halsschmerzen & | Mabinlin II ist stabil (bei 80°C & pH 6 fiir |Mabinlin I verliert seinen Geschmack in
als Thaumatin | als Antifertilitdtsmittel in 48 Std.) 30 Min. bei 80°C & pH 6

MG 11600 & 10400 Dalton masakai Lévl,

Capparidaceae, 13% & Monellin der chinesischen

(tiberwiegend (ca. 400 fach) Volksmedizin
Mabinlin I)
Pentadin Friichte der 500 fach Der Geschmackseindruck ist dhnlich dem Verzogerter SiiBgeschmack
MG 12000 Dalton afrikanischen Pflanze von Monellin und etwas weniger dem von

Pentadiplandra Thaumatin
brazzeana Baillon,
Pentadiplandraceae

Hitze- & pH-stabil, hat einen mehr

Friichte der 2000 fach Hat eine
Zuckerihnlichen Geschmack als andere

afrikanischen Pflanze vielversprechende Zukunft
Pentadiplandra wegen seiner Stabilitit & Protein-Sii3stoffe

brazzeana Baillon, angenehmen Geschmack

Pentadiplandraceae

Brazzein
MG 6473 Dalton

Tab. 1.1: Pflanzliche SiiBungsmittel
*GRAS: generally recognized as safe.
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Das steigende globale Interesse an StiBungsmittel natiirlicher Ursprung fiihrte zur Entdeckung
vieler neuen pflanzlichen SiiBungsmittel (Tab. 1.1). Gleichzeitig wuchs die Sorge um ihre
Biosicherheit und Toxizitdt. Bevor ein neues SiiBungsmittel von den Menschen verwendet
werden darf, miissen eine Reihe von in vitro und in vivo Untersuchung zur Bestimmung
seiner Toxizitdt und Mutagenitit gemacht werden. Die in vitro Testsysteme stellen
normalerweise den ersten Schritt zur Untersuchung der Biosicherheit einer Testsubstanz dar
(Saad et al., 2006).

Zur in vitro Untersuchung der Zytotoxizitdat und Mutagenitit von L. dulcis haben wir in dieser
Arbeit die humane Hepatomzelllinie HepG2 verwendet, welche in der Literatur als sehr

effektives und zuverléssiges in vitro Testsystem gilt (Ni et al., 2001).

1.4 Arzneimittel-induzierte Hepatotoxizitat

Die Leber ist ein wichtiges Organ mit vielen biologischen und physiologischen Funktionen,
ihre parenchymalen Zellen sind hoch differenzierte epitheliale Zellen, die viele Funktionen
ausiiben (LeCluyse et al., 2005).

Die Leber ist das Hauptorgan fiir den Metabolismus darunter der Metabolismus vieler
Arzneimittel (Xenobiotika). Dabei entstehen elektrophile Metabolite und freie Radikale als
Nebenprodukte. Diese konnen toxisch wirken, da sie an Proteine, Lipide und DNA kovalent
binden und oxidativen Stress verursachen. Einige Substanzen konnen eine Hepatotoxizitit
durch Schiadigung bestimmter Organellen (Mitochondrien, endoplasmatisches Reticulum,
Zellkern) hervorrufen.

Auf molekularer Ebene kann es zu Storungen von Signal-Transduktionsprozessen und
Transkriptionsfaktoren und als Folge zu verdnderten Gen-Expressionsprofilen kommen.
Weiterhin kann es zur Glutathion- bzw. ATP-Depletion kommen, was zur Induktion der
Apoptose oder zur Nekrose fithren kann.

Verschiedene Faktoren konnen den Schweregrad der Hepatotoxizitit beeinflussen, u.a. die
Konzentration und Expositionsdauer der toxischen Substanz, umweltbedingte und genetische
Faktoren, welche den Arzneimittel-Metabolismus und -Transport beeinflussen, sowie
Reparatur- und Regenerationsprozesse.

Arzneimittel-induzierte Leberfunktionsstorungen sind immens wichtig, da sie erhebliche
Sicherheitsanforderungen an die Medikamentenentwicklung in der pharmazeutischen
Industrie stellen. In den Vereinigten Staaten ist die Hilfte aller akuten Leberversagensfille
auf Medikamente zuriickzufiihren. Viele Nahrungsmittelzusitze und Heilkrduter haben auch

toxische Wirkungen auf der Leber. Dieser Fakt ist besonders erwdhnenswert, da pflanzliche
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Produkte in der Offentlichkeit vielfach als ,sanfte Medizin“ (nebenwirkungsfrei)
missverstanden werden.

Auf Grund der neuen Kenntnisse iiber die Hepatotoxizitdt stieg der Bedarf an einem
humanrelevanten System zur Evaluierung der heptotoxischen Wirkungen neu entwickelter
Medikamente an. Isolierte humane Hepatozyten sind zum ,,Goldstandard*“ zur in vitro
Untersuchung der Zytotoxizitidt und Genotoxizitidt von Xenobiotika geworden. HepG2-Zellen
werden {iiblicherweise als Surrogat der humanen Hepatozyten genutzt (Andreoli et al., 2003;
Bakand et al., 2005; Hayashi, 2005; Dambach et al., 2005).

Die Zytotoxizitit einer Substanz zeigt die negativen Wirkungen, die durch die Interaktion mit
lebenswichtigen Strukturen und Prozessen der Zelle entstehen (Ekwall, 1983). Die humane
Toxizitdt einer Substanz kann durch eine Reihe von in vitro Untersuchungen ermittelt werden.
Die in vitro gemessenen ICsp-Werte entsprechen den in vivo LDsp-Daten (Ekwall et al., 1998;

Clemedson et al., 2000).
1.5 Zellzyklus und Mechanismen des Zelltodes

1.5.1 Zellzyklus-Progression

Die mammalian Zellteilung erfolgt in verschiedenen Phasen, welche als Gi-, S-, G;- und M-
Phasen bezeichnet werden. S- und M-Phase sind durch Ruhephasen getrennt, die als G;- und
G,-Phase bezeichnet werden (G steht fiir gap). Die Synthese der DNA findet in der S-Phase
statt, wihrend die Verteilung der Chromosomen auf die beiden Tochterzellen in der Mitose
(M-Phase) erfolgt. Fiir den Ubergang von einer Zellzyklus-Phase in die nichste sind Cycline
und Cyclin-abhingige Kinasen (Cdks) von zentraler Bedeutung. Cdks komplexieren mit
Cyclinen und steuern deren Aktivitit. Die Aktivitit von Cdks wiederum wird durch Cdk-
Inhibitoren reguliert.

Der Zellzyklus proliferierender Zellen folgt der molekular definierten Abfolge dieser vier
Phasen. Sich nicht teilende Zellen befinden sich in der Gy-Phase, in der sie wenige Tage bis
mehrere Jahre verbleiben, z.B. Fibroblasten setzen ihre Proliferation nach einer Verletzung
fort, die Stimulation erfolgt durch Blutplittchenwachstumsfaktoren. Nerven- und
Skelettmuskelzellen sind permanent in Ruhephase Gy (endgiiltig differenziert). Das
Verbleiben von Zellen in der Go-Phase wird nicht durch die Abwesenheit eines Mitose-
Signals, sondern durch die aktive Repression der Mitose-Gene bewirkt. Ein Defekt in dieser

Repression ist ein weiterer Entstehungsmechanismus von Krebs (Efferth, 2006).
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1.5.2 Zellzyklus-Kontrolle

Zellteilung gehort zu den wichtigsten biologischen Prozessen iiberhaupt. Ein korrekter und
fehlerfreier Ablauf des Zellzyklus ist dementsprechend sehr wichtig. Eine Zelle muss fdhig
sein, auf schiddigende Faktoren wihrend eines Zellzyklus angemessen reagieren zu konnen.
Hierzu dienen sogenannte Kontrollpunkte (checkpoints). Die Kontrollpunkte erlauben es den
Zellzyklus anzuhalten um die genomische Integritit zu iiberpriifen und die Fehler zu beheben.
AnschlieBend wird der Zellzyklus fortgesetzt. Bei schweren Schadigungen (irreparable DNA-
Schiden durch Stress, mutagene Substanzen, Bestrahlung) kann die Zelle die Apoptose
einleiten oder den Zellzyklus auf Dauer arretieren (Seneszenz).

Folgende Kontrollpunkte sind schon bekannt:

1. Die DNA damage G,/S und G,/M Kontrollpunkte dienen zur Reparatur von DNA-
Schiden. DNA-Schidigung durch oxidativen Stress oder ionisierende Strahlen fiihren
zur Arretierung des Zellzyklus in der G,-Phase.

2. DNA replication checkpoints (S/M) dienen zur Reparatur von Fehlern wihrend der
DNA-Replikation, hier wird die Mitose blockiert (Efferth, 2006).

1.5.3 Mechanismen des Zelltodes

Physikalische, biochemische oder biologische Schidden koénnen eine Reihe von stress
response Genen in den betroffenen Zellen aktivieren. Zellen, die an kleinen Schéden leiden,
werden meistens wieder geheilt, wihrend die schwer betroffenen Zellen eines Zelltodes bzw.
einer Apoptose unterliegen. Wenn der Schaden eine gro3e Zahl von Zellen betrifft, findet eine
Nekrose statt.

Weil Apoptose und Nekrose gleichzeitig im selben Gewebe oder in den selben Zellkulturen
auftreten konnen, entscheidet oft die Intensitdt des Schadens, ob eine Apoptose oder eine

Nekrose eintritt (Mullen, 2004).

I. Nekrotischer Zelltod

Die Nekrose ist eine passive Schnellreaktion der Zelle auf exogene Substanzen bzw. Faktoren
und verursacht Zellschwellungen, ATP-Depletion, Calcium-Freisetzung, unkontrollierte
Aktivierung der Calcium-abhidngigen Enzyme (Proteasen, Lipasen, DNAasen), was zum
Verlust der Plasmamembranintegritit fiihrt (Cotran et al., 1999). Das Wasser fingt an in die
Zelle hinein zu stromen und ein Zellodem zu verursachen (Abb. 1.6). Durch das Zerreiflen der

Innen- und AuBenmembran werden die Plasmabestandteile und schédlichen lysosomalen
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Inhalte in das extrazellulire Kompartiment freigesetzt, als Folge entsteht eine lokale
Entziindung.

Es handelt sich bei der Nekrose um einen irreversiblen Zellschaden. Zusitzlich zum
Membranverlust entstehen bei der Nekrose auch DNA-Einzelstrangbriiche, die Morphologie
des Zellkerns bleibt aber unversehrt. Trennt man die DNA nekrotischer Zellen auf einem
Agarosegel auf, sieht man nach der EB-Firbung ein Gemisch unterschiedlich langer DNA-
Fragmente. Im Laboralltag wird dieses typische Resultat der Nekrose als ,,DNA-Schmier*
bezeichnet.

Unter in vitro Bedingungen werden die nekrotischen Zellen meistens nicht geschwollen

sondern geschrumpft (Ishaque and Al-Rubeai, 2004).

I1. Apoptose

Im Jahr 1972 haben Kerr et al. zum ersten Mal das Wort Apoptose verwendet um eine Reihe
vorbestimmter Ereignisse zu beschreiben, die zur Zellzerstorung fiithrt. Der Begriff Apoptose
wurde von Wyllie ef al. (1980) benutzt um molekulare und morphologische Prozesse zu
beschreiben, in denen einzelne Zellen aktiv einen programmierten genetisch-regulierten
Zelltod durchfiihren.

Apoptose ist ein natiirlicher physiologischer Prozess und Teil des Zellstoffwechsels, an dem
viele Gene beteiligt sind und Energie in Form von ATP erforderlich ist. Durch Apoptose wird
gewihrleistet, dass die betreffende Zelle ohne Schiadigung des Nachbargewebes zugrunde
geht. Die Zelle zerfillt in kleine Vesikel und Makrophagen phagozytieren die Zellreste, ohne
dass es zu einer Entziindungsreaktion kommt.

Apoptose ist sehr wichtig zur Bestimmung der Grofe, der Form und der Funktion eines
Gewebes wihrend der Embryogenese, Metamorphose- und Differenzierungsphasen. Zur
Gewihrleistung der richtigen ,,Verschaltung* von Hirnstrukturen sterben z.B. durch Apoptose
bis zur Hilfte aller urspriinglich entstandenen Nervenzellen noch vor der Geburt wieder ab.
Apoptose spielt auch eine besonders wichtige Rolle bei der Regulierung und Funktionalitét
des Immunsystems, unnotige oder potentiell schidliche Immunzellen werden dadurch
abgebaut (Mullen, 2004).

Apoptose ist auch in der Krebsforschung von grofler Bedeutung, fehlende bzw. nicht genaue
Regulierung der apoptotischen Prozesse ist meistens mit Krebs, Autoimmunitit,
Immundefizienz und viralen Infektionen assoziiert.

Chemotherapie und Radiotherapie konnen eine kontrollierte Apoptose bei den neoplastischen

Zellen auslosen. Doch auch die Krebszellen nutzen den Apoptosemechanismus, um die
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Abwehrzellen, die sogenannten tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs), auszuschalten.
Forscher entdeckten an der Oberfliche verschiedener Tumorzelllinien ein Apoptose-
auslosendes Protein (den CD95-Liganden).

Apoptose kann durch verschiedene exo- oder endogene Stimulantien induziert werden, u.a.
Anbindung an Zelloberflachen-Rezeptoren (Aktivierung des Fas-Systems), Serum-
Deprivation, Wachstumsfaktor-Entzug, Hitzeschock, Sauerstoffmangel, UV-Strahlen, DNA-
Schiden, virale Infektionen, Glucocorticoide (Dexamethason), zytotoxische oder
chemotherapeutische Substanzen.

Morphologische und biochemische Eigenschaften der Apoptose

Wihrend der Apoptose entstehen morphologische Anderungen durch eine Reihe von
stereotypischen Ereignissen (Wyllie et al., 1980). Eine der friihsten Anderungen ist die
Reduzierung des Zellvolumens, die Zelle verliert ihr internes Wasser und beginnt getrennt
von den intakten Nachbarzellen zu schrumpfen, als Folge ndhern sich die intrazelluldren
Organellen. Die Zellmembranen beginnen Blédschen an der intakten Oberfldache der Zelle zu
bilden. Dann bricht die Zellmembran in kleinere Vesikel ab, die die verschiedenen noch
intakten Organellen umschlieBen (Abb. 1.6). Trotz des Verlusts der Membranintegritét in den
Spitphasen, stellt die Erhaltung der Membranfunktion in der Frithphase ein charakteristisches
Merkmal des apoptotischen Zelltodes dar. Eine der wichtigsten Anderung ist der Verlust der
Membranphospholipid-Asymmetrie und die Verlagerung (Translokation) der internen
Phosphatidylserine (PS) an die intakte Zelloberfliche (Savill et al., 1993). Das erlaubt eine
frithe Erkennung und Vernichtung der Apoptose-Zellen durch Makrophagen (Koopman et al.,
1994).

Weil es keine Phagozytose der apoptotischen Zellen unter Kulturbedingungen gibt, fiigen die
freigesetzten Zellbestandteile den benachbarten Zellen einen grolen Schaden zu (Ishaque and
Al-Rubeai, 2004).

Zu einem Zeitpunkt wihrend der Membranblasenbildung (membrane blebbing) und der
Phospholipid-Translokation entsteht eine deutliche Chromatinkondensation. Das ist zu einem

sehr charakteristischen Merkmal der Apoptose geworden (Arends et al., 1990).
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§ 4

s

Apoptosis Necrosis

Abb. 1.6: Die morphologischen Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose. (a) intakte Zelle, (b) bei
Apoptose wird die Zelle zuerst kleiner und geschrumpft, (c) das Chromatin sieht dann kondensiert aus und die
Zelle bildet apoptotische Korper, (d) anschlieBend werden die apoptotischen Korper von Makrophagen
phagozytieret, (e) geschwollene nekrotische Zelle, Chromatin breitet sich aus, (f) Membranlyse und Freisetzung
der inneren Organellen in der Zellumgebung, was eine Entziindung in vivo auslost (modifiziert aus Studzinski,
1999).

Induktion und Signalwege der Apoptose

Je nach Zelltyp und Ausloser kann die Apoptose auf verschiedenen Signalwegen eingeleitet
werden, die sowohl rezeptorfrei, als auch rezeptorgebunden sein konnen. Das gemeinsame
Ziel der unterschiedlichen Apoptose auslosenden Wege ist die Initiierung einer Caspasen-
Kaskade, die ihrerseits den Zelltod einleitet.

Caspasen sind Cystein-haltige Aspartat-spezifische Proteasen. In den gesunden Zellen liegen
die meisten als inaktive Priakursoren (Zymogene, Procaspasen) vor, welche durch
proteolytische Spaltung an definierten Aspartatresten aktiviert werden.

Initiator-Caspasen (Caspase-8, -9, -10) werden in Komplexen wie DISC oder dem
Apoptosom rekrutiert. Diese Caspasen spalten und aktivieren nachgeschaltete Executioner-

Caspasen (Caspase-3, -6, -7). Sobald sie aktiviert werden, spalten die Executioner-Caspasen
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ihre respektiven Zielsubstrate, folglich werden die Zellen abgebaut. Abhéngig von dem Insult
konnen die Caspase-Kaskaden entweder durch intrinsische mitochondrialen Wege, durch den
extrinsischen Todesrezeptoren-Pathway oder durch eine Kombination beider Wege ausgelost
werden.

Unter allen Umstinden werden die Initialcaspasen durch Bildung von Apoptosomen aktiviert,
welche dann die Stimulation der Effektorcaspasen (Caspase-3), den mitochondrialen Schaden
und den Zellabbau verursachen. Intrinsische und extrinsische Wege sind zusammengebunden,
die aktive Caspase-3 spaltet eine Reihe von Molekiilen, was zu morphologischen und
biochemischen Anderungen in der Zelle fiihrt.

Der extrinsische Pathway kann entweder zum direkten Zelltod fithren oder iiber den

intrinsischen Weg verstiarkt werden (,,mitochondrialer Loop*).

APOPTOTIC
STRESS
chemicals, rachation,
serum withdrawal,
heat shock

plasma membrane

APOPTOTIC
STRESS
DNA damage
PRO-CASPASE CELLULAR
pro-caspase-9 DESTRUCTION

(a)
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LIGAND
TNF-, FasL

RECEPTOR
TNFRI1, Fas

plasma membrane

s EFFECTOR
l PRO-CASPASE

CELLULAR
DESTRUCTION

(b)

Abb. 1.7: Caspase-Kaskaden. (a) intrinsische mitochondriale Signalwege, (b) extrinsische Todesrezeptoren
Pathways (aus Sauerwald and Betenbaugh, 2004).

1.6 Gentoxikologie, DNA-Schadigung und Reparatur

Bei der Gentoxikologie handelt es sich um die Untersuchung der toxischen Wirkung der
Testsubstanzen auf das DNA-Material der Zellen. Schiddigungen der DNA werden
normalerweise als Mutationen, chromosomale Aberrationen, DNA-Briiche und DNA-
Addukte gemessen.

Gentoxische Substanzen wirken krebsauslosend und fiihren zu Erbkrankheiten. Daher werden
Chemikalien (Pharmaka, Industriechemikalien) entsprechend internationalen Richtlinien
(OECD) routinemdBig auf DNA-schiddigende Eigenschaften hin untersucht (Ehrlich et al.,
2004). In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene in vivo und in vitro Testsysteme
entwickelt um die Wirkung der Chemikalien bzw. der Strahlungen auf die Zell-DNA und auf
Chromosomen zu untersuchen. Die meist benutzten in vitro Systeme sind bakterielle Systeme
oder gene damage Systeme in kultivierten Ratenzellen. Als in vivo Systeme werden
normalerweise Ratten- bzw. Miuse-Knochenmarkzellen verwendet (Zeiger, 2001).

Von allen bekannten DNA-Lésionen stellen die DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) die

fatalsten Fehler dar, weil sie die DNA-Kontinuitit storen, welche fiir die Replikation und die
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Transkription eine absolute Voraussetzung ist. Fehlende oder ungenaue Reparatur der DSBs
kann zum Zelltod, zu Mutationen und zu chromosomalen Aberrationen oder zur
Krebsentstehung fiihren (Pfeiffer, 1998).
Doppelstrangbriiche konnen durch verschiedene Faktoren verursacht werden:
e Exogene Faktoren wie z.B. ionisierende Strahlung (/R) und bestimmte mutagene
Chemikalien oder Chemotherapeutika.
¢ Endogene Faktoren wie oxidative Stoffwechselprodukte z.B. freie Radikale (Radikale
Sauerstoffspezies (ROS) reaktive oxygen species).
e Spontan wihrend der DNA-Replikation oder normal wihrend der V(D)J
Rekombination zur Herstellung der Antikorper-Diversitit.
¢ Durch programmierte Wirkung der Endonukleasen (Pastwa and Blasiak, 2003).
Doppelstrangbriiche ~ konnen  sowohl  genotoxische Effekte = (DNA-Briiche und
Nukleotidaustausche) als auch Apoptose induzieren. DSBs werden iiber zwei Hauptwege
repariert: die fehlerfreie homologe Rekombination (HR) und die fehleranféllige nicht-
homologe Endenvereinigung (non-homologous end-joining, NHEJ). In einfachen Eukaryoten
wie Hefen iiberwiegt HR, wihrend bei Sidugetieren NHEJ der vorherrschende Reparaturweg
ist. Auch der Zellzyklus ist bedeutsam: NHEJ findet hauptsédchlich in der GO/G1-Phase statt,
HR dagegen in der spiten S- und G2-Phase (Efferth, 2006).
Die Hauptkomponenten des NHEJ-Systems sind: Das Ku-Protein, ein Heterodimer bestehend
aus den Untereinheiten Ku70 und Ku86, und die katalytische Untereinheit der DNA-
Proteinkinase (DNA-PKcs). Ku ist der Nachname eines japanischen Polymyositis-Patienten,
bei dem das Ku-Protein zum ersten Mal identifiziert wurde.
Das Ku-Heterodimer und die DNA-PKcs bilden gemeinsam die aktive Kinase, welche auch
als DNA-abhiingige Proteinkinase (DNA-PK) bezeichnet wird. Das Heterodimer
Proteinkomplex DNA-PK gehort zur Familie der Phosphatidylinositol-3 Kinase verwandten
Proteine (PIKL).
Zusitzliche Komponenten des NHEJ-Systems sind die Artemis, XRCC4 und DNA-Ligase IV
[das XRCC4/DNA-Ligase IV Heterodimer] (Lieber et al., 2004). Der Nukleasekomplex
RADSO/MRE11/NBS1 (eine Familie der Sir-Proteine) kann auch an dem DNA-
Reparaturprozess teilnehmen (Pastwa and Blasiak, 2003).
Alle DNA-Reparaturprozesse beginnen mit der Erkennung der DNA-Lision. Dafiir sind

Sensor-Proteine verantwortlich, welche die Art der DNA Schidigung erkennen und mit einem
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korrespondierenden Reparaturweg koppeln. Diese sind beim NHEJ-System das Ku70/Ku86-
Heterodimer (Efferth, 2006).

Beim NHEJ-System werden die beiden Enden eines DSB ligiert, ohne dass eine

Sequenzhomologie zwischen den beiden DNA-Enden bendtigt wird.

Die Reparatur erfolgt in folgenden Schritten:

1.

DNA-Bindung: Das Heterodimer Ku70-Ku86 bindet an die Enden des gebrochenen DNA-
Doppelstrangs (Smith and Jackson, 1999). Durch die Bindung mit dem Ku-Komplex
werden die DNA-Bruchenden aligniert, fiir die Ligation vorbereitet und vor einem Verdau
durch Exonukleasen geschiitzt (Cary et al., 1997; Pang et al., 1997; Yaneva et al., 1997,
Feldmann et al., 2000).

Komplexbildung: Das Ku-Heterodimer assoziiert mit der katalytischen Untereinheit der
DNA-Proteinkinase (DNA-PK), die DNA-PKcs und aktiviert somit ihre Kinasefunktion
(Dvir et al., 1992; Gottlieb and Jackson, 1993). Der gesamte Proteinkomplex wird jetzt als
DNA-PK-Holoenzym bezeichnet. DNA-PKcs weist Serin/Threonin-Kinaseaktivtidt auf
und phosphoryliert XRCC4, welches nun mit der DNA-Ligase-IV komplexiert.

Prozessierung der DNA-Enden: Ein Nuklease Komplex aus den Proteinen MREI1]I,
RADS50 und NBS1 prozessiert die DNA am 3'-Ende durch Entfernung iiberhingender
DNA (Paull and Gellert, 1998; Khanna and Jackson, 2001). Die flap-Endonuklease-1
(Fenl) tibernimmt diese Aufgabe am 5’-Ende (Fiorentini et al., 1997). Auch das Protein
Artemis, welches mit DNA-PK komplexiert, prozessiert die DNA-Uberhiinge. Artemis
besitzt eine 5'-Nukleasefunktion, die erst nach der Phosphorylierung mit DNA-PKcs
aktiviert wird (Ma et al., 2002; Lieber et al., 2003).

Die Religation erfolgt durch DNA-Ligase-IV: Die DNA-PK rekrutiert ein Komplex
(Tetramer) bestehend aus der DNA-Ligase IV und dem XRCC4 zu dem DSB um die
DNA-Enden zusammen zu ligieren (Junop et al., 2000; Lee et al., 2000; Sibanda et al.,
2001).
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DSB recognition

Ku70, Ku86

DNA-PKcs
RAD50, MRE11,NBS1
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DNA ends
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Ligase IV DNA polymerization,
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Abb. 1.8: Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche mittels des NHEJ-Systems (modifiziert aus Jackson,
2002).
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1.7 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die folgenden Schwerpunkte bearbeitet werden:

Makroskopische und mikroskopische Untersuchung der Merkmale der Siilpflanze
Lippia dulcis aus Mexiko und Vergleich mit denen von L. dulcis aus verschiedenen
geographischen Regionen (Panama und Nicaragua).

Versuch der Isolation und Identifikation neuer Stoffklassen (z.B. Cumarine, Saponine)
aus L. dulcis, die bisher fiir die Pflanze nicht bekannt sind.

Gewinnung des itherischen Ols aus den verschiedenen Pflanzenteilen (Mexiko,
Panama und Nicaragua) mittels Wasserdampfdestillation, Herstellung mehrerer
Pflanzenextrakte mit Hilfe verschiedener Losemittel und anschliefende Bestimmung
des Hernandulcin- und Camphergehaltes mittels GC und HPLC.

Isolierung des Siistoffs Hernandulcin und die Bestimmung seiner Siilkraft im
Vergleich zu Saccharose.

Ermittlung der Zytotoxizitit und Bestimmung der ICsp-Werte fiir Hernandulcin,
Campher, die idtherischen Ole und den ethanolischen Extrakt (da die Pflanze als
Tinktur benutzt wird). Die Studie soll an humanen Karzinomzellen der Linie HepG2
durchgefiihrt werden.

Untersuchung der morphologischen Anderungen der HepG2-Zellen und Bestimmung
der Art der toxischen Effekte fiir die o.g Substanzen im Sinne von Apoptose oder
Nekrose.

Untersuchung der Mutagenitit des Hernandulcins und der itherischen Ole und die
Beurteilung des Risikos ihrer Verwendung beim Menschen fiir Lebensmittel- bzw.
Therapiezwecke.

Untersuchung der pharmakologischen Merkmale der in Mittel- und Siidamerika
traditionell verwendeten L. dulcis Pflanzen. Um dieses Ziel zu erreichen, sind die

folgenden Experimente geplant:

1. Der Einfluss der ethnobotanisch genutzten Pflanze auf die Aktivitit der humanen
neutrophilen Elastase soll untersucht werden.

2. Um die volksmedizinische und phytotherapeutische Anwendung der Pflanze als
Hilfsmittel gegen Husten und Bronchitis auf eine wissenschaftliche Basis zu
stellen, soll in dieser Arbeit die beanspruchte bronchospasmolytische Wirkung der

Pflanze nachgepriift werden.
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e Beurteilung der Eignung von L. dulcis als StiBstoffpflanze bzw. als Arzneipflanze zur

Behandlung von Erkiltungskrankheiten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate

Analysenwaage BP 211D
Begasungsbrutschrank Cellstar
CASY-Zellzdhlgerit, Model DT
Digitalkamera

Digitalkamera fiir Fluoreszenzmikroskop
DXM1200

Electrophoresis Power Supply 220/240 V
Feinwaage CP 224S-OCE
Fluoreszenzmikroskop BX 41
Gasbrenner flammy S

Gaschromatographie Anlage: Hewlett
packard 5890 series II mit Autosamplar
Hewlett packard 7973

Geltrockner 443 Slab dryer 230 V, 50 Hz
HPLC-Anlage

Hybridisierungsofen OV3
Lichtmikroskop TMS-F

Magnetriihrer Ikamag RCT

Membran-Vakuumpumpe fiir
Rotationsverdampfer

Microfuge® Centrifuge

Mikroplattenphotometer Tecan Spectra
Fluor

Mini Protean®3

Mini Protean® II

pH-Messgerit

pH Meter HI 931400
Préazitherm Prizions-Heizplatte
RC-5B Refrigerated Centrifuge
Rotationsverdampfer Rotavapor R
Rundschiittler, SLT Shaker
Sicherheitswerkbank Herasafe
Sub™ DNA Cell

Tg1 Thermoblock
Temperierbad IKA TS2
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge Medifuge 200 S
Trockenschrank WTB
Ultraschallbad Sonorex RK 100

Sartorius, Goéttingen

Nunc GmbH, Wiesbaden

Schirfe System GmbH, Reutlingen
Canon Power Shot G5, Japan
Nikon, Japan

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Sartorius, Goéttingen

Olympus, Japan

Schiitt Labortechnik GmbH, Géttingen
Hewlett packard, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Knauer, Berlin

Biometra, Goettingen

Nikon, Japan

Janke & Kunkel GmbH, Staufen
Vacuubrand, Wertheim

Beckman Coulter, Krefeld
Tecan, Osterreich

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Schott AG, Mainz

Hanna instruments, USA

Harry Gestigkeit GmbH, Diisseldorf
Sorvall, USA

Biichi AG, Schweiz

Elmech GmbH, Celle

Heraeus Instruments, Berlin

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Biometra, Goettingen

IKA Labortechnik, Staufen
Heraeus-Christ, Hanau

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Binder, Tutlingen

Bandelin Electronic, Berlin
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Ultrazentrifuge Optima L 90 K

UV-2101 PC UV-VIS Scanning
Spectrophotometer

UV-Bildschirm TI 1
UV-Kamera

UV-Lampe CabUVIS- Desaga Sarstedt
Gruppe

UV-Lampe UV-Kabinett 11
Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem AZ 04
Varioklav

Video Documentation System ICU-1/SU-1
Voltage Power Pack PP 4000

Vortex Genie II

Wasserbédder 1002-1013

Werkbank Clean Air CLF 360

2.2 Material

Beckman-Coulter, Miinchen
Shimadzu, Japan

Biometra, Gottingen
Herolab, Wiesloch

Desaga GmbH, Wiesloch

Camag, Schweiz

HLC-Biotech, Bovenden

H+P Labortechnik GmbH, OberschleiBheim
Herolab, Wiesloch

Biometra, Gottingen

Scientific Industries, USA

GFL, Burgwedel

Woerden, Niederlande

2.2.1 Chemikalien, Reagenzien und Zellmedien

Aceton

Acetonitril
Acridinorange
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Ameisensiure >98% p.a.
Ammoniaklosung
Anisaldehyd

APS

B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

BSA

Butanol

(+)-Campher

Casy Clean Losung
Casy Ton Losung
Chloralhydrat
Chloroform

Coomassie brilliant blue
Cyclohexan
Dichlormethan
Diethylether
Dimethylsulfoxid p.a.

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
LGC Promochem, Wesel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Promega, Mannheim

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Schirfe System GmbH, Reutlingen

Schirfe System GmbH, Reutlingen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Neolab, Heidelberg

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Diphenylborsiure-B-aminoethylester
Essigsdure 100% p.a.

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid

Ethylacetat
Ethylendiamintetraacetat

Fetales Kélberserum

Formaline 37%, zur Synthese
Glycerol

Glyzin

GW311616A

Hématoxylinlosung III nach Gill
Hexan

Isopropanol

Kaliumhydroxid

Kaliumjodid

MEM-EARLE (1x) (mit 2,2 g/l NaHCOs
und stabilem Glutamin)

Methanol

MTT

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumpyruvat (100 mM)
Nicht-essentielle Aminosduren (100x)
N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-
Nitroanilid

PBS- Dulbecco -Puffer (1x) ohne Ca**, Mg**
Petrolether

Phloroglucin

Polyethylenglykol-4000

Ponceau S

Salzsdure (HCI)

Schwefelsdure 95-98%

Staurosporin

Sulfosalicylsédure

N, N, N, N"-Tetramethylethylendiamin
Toluol

Trichloressigsaure
Tris-(Hydroxymethyl-)aminomethan
Triton X-100

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Merck KGaA, Darmstadt

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Merck KGaA, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Biochrom KG, Berlin

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
& Lancaster Synthesis, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

Biochrom KG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Biochrom KG, Berlin

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Trypsin/EDTA-Lésung [0,05% / 0,02%
(m/v)] in PBS ohne Ca**, Mg**

Trypsin-Inhibitor (type I-S: from soybean)
Tween 20

Vanillin

Wismut(II)-nitrat, basisch, zur Analyse

Biochrom KG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH und Carl Roth GmbH bezogen.

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

6/ 96 Well Platten
Einmal-Injektionskaniilen Gr. 1, Sterican
Fliissigkeitsreservoir steril 55 ml
Filterpapier Whatman 3 MM
Gewebekulturflaschen (25/ 75 cmz), steril
Kryordhrchen (2 ml)

Mikroskopische Deckgldschen (18x18 mm)
Objekttrager (76x26 mm)

Nalgene Cryo 1°C Freezing Container
Omnifix-Einmalspritzen 1 ml/ 2 ml/ 10 ml
Sterilfilter Minisart, Porengrofe 0,2 pm
Zentrifugenrohrchen 15&50 ml, steril
Zellschaber

Greiner Bio-One, Frickenhausen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Whatman International Ltd., Maidstone, UK
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Nalge Nunc International, UK

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sartorius, Goéttingen

Corning Inc., USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sterile Einwegartikel fiir die Zellkultur wie Pipetten, Tips, Reaktionsgefifie, etc. wurden von
den Firmen Nunc (Wiesbaden), Merck, Greiner Bio-One und Carl Roth bezogen.

2.2.3 Kits und Hilfsmittel

BCA-(2,2°-Bicinchoninséure-)
Proteinbestimmungsreagens
Ku70/86 DNA Repair Kit
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Nuclear Extract Kit
Computerprogramm EasyWin 32
ECL-Western blotting substrate
Elektroporation Cuvettes PLUS ™

Polaroidfilme fiir
Videodokumentationssystem

Nitrocellulosemembran (0,45 uM)
Amersham Hyperfilm ECL

Pierce, USA

Active Motif, USA

Roche Applied Science, Mannheim
Active Motif, USA

Herolab, Wiesloch

Pierce, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Mitsubishi, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen
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2.2.4 Enzyme

Humane neutrophile Elastase (EC 3.4.21.37) Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
aus menschlichen neutrophilen
Granulozyten isoliert, Enzymaktivitit: 36

U/mg Protein

Proteinase K (20 mg/ml) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ribonuclease A aus bovine pancreas Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
(10 mg/ml)

2.2.5 Antikorper und Standards

1 kb DNA ladder New England Biolabs, Ipswich
Low range molecular weight Standard fiir Proteingele Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Primérer Antikorper: Ku70 und Ku86 Antikorper (0,1 Active Motif, USA
mg/ml)

Sekundirer Antikorper: HRP-konjugierten Anti-IgG- Active Motif, USA
Antikorper ( 0,4 mg/ml)

GroBenangaben und Abbildungen der DNA- und Protein-Standards sind im Anhang C
beigefiigt.
2.2.6 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden in bidestilliertem Wasser angesetzt und wenn erforderlich
sterilisiert.

2.2.6.1 Losungen fiir botanische Untersuchungen

Chloralhydratlosung:

160 g Chloralhydrat wurden in 100 ml H,O bidest. und 20 ml Glycerin gelost.

Phloroglucin Losung:

1-5 g Phloroglucin wurden in 100 ml 92% Ethanol gelost.

Zur Uberpriifung der Brauchbarkeit der Losung (Phloroglucin/HC1) wurde die Reaktion mit
einem Stiick Papier ausprobiert. Hier ist die Farbung bereits mit dem bloBen Auge gut

sichtbar.

2.2.6.2 Puffer und Losungen fiir die DNA Gelelektrophorese

TE Puffer
10 mM  Tris/Cl pH 7,4

ImM EDTA
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50 x TAE Puffer

2M  Tris/Cl
50mM EDTA pH 8,0

I M Essigsdure

Als Gelpuffer fiir die Agarosegelelektrophorese wurde 1 x TAE und fiir den Laufpuffer '/, x
TAE eingesetzt.

6 x Loading Dye

0,25% (w/v) Bromphenolblau
30% (v/v) Glycerol

Lysepuffer (zur Vorbereitung des DNA Lysates)

10mM  Tris/Cl pH 7,4
10mM EDTA
0,5% (v/v)  Triton X-100

2.2.6.3 Puffer und Losungen fiir Proteinanalysen

Complete Lysis Puffer
10mM DTT

1% (v/v') Protease Inhibitor
Cocktail
89% (v/v) Lysis Puffer AM1

Diese Losung wurde direkt vor Gebrauch hergestellt, da einige Proteaseinhibitoren 24
Stunden nach der Verdiinnung einen Aktivitdtsverlust zeigen.

Cracking Puffer

50mM Tris/CI pH 6,8
2mM EDTA pH 8,0

143 mM  B-Mercaptoethanol
2% (v/v) SDS
10% (v/v)  Glycerol
0,1% (w/v) Bromphenolblau
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5 x SDS Laufpuffer

125 mM
1,25M
0,5% (v/v)

Coomassie Farbelosung
7,5% (vIv)
50% (v/v)
0,25% (w/v)

Entfirbelosung fiir SDS-PAGE

100 ml
300 ml
600 ml

Tris/Cl1
Glyzin
SDS

Eisessig
Methanol

Coomassie brilliant blue

Eisessig
Methanol

Aqua dest.

2.2.6.4 Puffer und Losungen fiir immunologische Reaktionen

10 x Blot Puffer Stammlosung

140 g/l
30 g/l

1 x Blot Puffer

100 ml
200 ml
1 ml

ad 1000 ml

10 x Ponceau Firbelosung

2% (wIv)
30% (w/v)
30% (w/v)

ad 100%

Glyzin
Tris/Cl1

10 x Blot Puffer
Methanol
10% SDS

Aqua dest.

Ponceau S
Trichloressigsdure
Sulfosalicylsédure

Aqua dest.
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TBS (Tris buffered Saline)

10 mM

150 mM

TBS/Tween/Triton Puffer

20 mM

500 mM
0,05% (v/v)
0,2% (v/v)

Blocking Puffer

3% (w/v)
0,1% (v/v)

2.2.6.5 AO/EB Losung

Tris/Cl pH 7,5

NaCl

Tris/Cl pH 7,5
NaCl

Tween 20
Triton X-100

BSA
Tween 20
in TBS Puffer

50 pg Acridinorange und 100 pug Ethidiumbromid in 1 ml PBS-Puffer. Diese Losung wird

lichtgeschiitzt und bei 4°C aufbewahrt.

2.2.6.6 Krebs-Henseleit-solution (KHS)

NaCl 118 mM, KClI 4,7 mM, CaCl, 2,5 mM, MgSO;4 1,2 mM, KH,PO4 1,2 mM, NaHCO3; 25

mM und D-glucose 10 mM (pH 7,4).

2.2.7 Pflanzenmaterial

e Lippia dulcis Trev. aus Mexiko (auch als Aztekisches SiiBkraut bezeichnet) wurde als

kleine Pflanze im Jahr 2004 bei der Girtnerei helenion Hof Vogelsang (Randowtal)

gekauft und im Gewichshaus des Instituts fiir Pharmazie der FU-Berlin kultiviert.

e Die Samen von Lippia dulcis Trev. aus Panama (auch als Phyla dulcis Moldenke

bezeichnet) wurden im Mirz 2006 von Herrn Prof. Dr. Mahabir P. Gupta, Centro de

Investigaciones Farmacédgnostica de la Flora Panamena (CIFLORPAN) Faculdad de

Farmacia Universidad de Panamd zur Verfiigung gestellt. Die Samen wurden im

Gewichshaus ausgesit um die Pflanze zu gewinnen.
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e Lippia dulcis aus Nicaragua auch als Phyla dulcis bezeichnet: Getrocknete Bliiten und
Samen wurden im Mirz 2006 von Fundacién Centro Nacional de la Medicina Popular,
Costado sur escuela Anexa 1/2 Calle al Oeste, Esteli, Nicaragua erworben und im
Gewichshaus ausgesiit.

Getrocknete Samen- und Pflanzenexemplare aus allen drei Varietiten der Pflanze wurden im
Drogenlager des Instituts fiir Pharmazie der FU-Berlin aufbewahrt. Zur Lagerung wurden die
Pflanzenteile fiir einige Tage im Trockenschrank bei 30°C getrocknet und anschlieBend in

Metalldosen gefiillt.

2.3 Methoden

2.3.1 Morphologische Untersuchungen

Fiir die makroskopischen Untersuchungen wurden frische Pflanzenteile direkt untersucht,
beschrieben und mit der Digitalkamera fotografiert. Fiir die mikroskopischen Untersuchungen
wurden sowohl frische Pflanzen als auch gepulverte Trockendrogen verwendet. Querschnitte
von den frischen Pflanzenteilen wurden von Hand mit einer Rasierklinge angefertigt. Zur
Authellung der Pridparate wurden sie mit einem Tropfen Chloralhydratlosung auf einem
Objekttriager versetzt, mit einem Deckglidschen bedeckt und kurz erhitzt. Das Priparat wurde
dann mit Wasser gewaschen um die Chloralhydratlosung zu entfernen. Nachdem das
Deckgliaschen abgenommen und das iiberschiissige Wasser abgetropft war, wurden einige
Tropfen Phloroglucin-Losung zugegeben. Die Losung l1a6t man 15 Sek. bis 5 Min. lang auf
den Schnitt einwirken. AnschlieBend wird ein Tropfen Salzsdure unter dem Deckgldschen

hindurch gezogen. Dabei fidrben sich die verholzten Zellwénde rot an.

2.3.2 Phytochemische Methoden

2.3.2.1 Isolierung und Quantifizierung des étherischen Ols

Das itherische Ol wurde durch kontinuierliche Wasserdestillation aus frischen und trockenen
Pflanzen und Pflanzenteilen (Blitter, Bliiten und Stédngel) gewonnen. 10-50 g Droge wurden
zerkleinert und in einer Wasserdampfdestillationsapparatur gemif3 Europdischem Arzneibuch
fiir 4 Stunden destilliert. Als Vorlage diente Hexan. Die Destillation ergab ein klares gelbes
Ol, welches sehr aromatisch und sehr sii3 schmeckt.

Die Quantifizierung des itherischen Ols verschiedener Teile der Droge erfolgte volumetrisch

entsprechend den Angaben des Europdischen Arzneibuchs zur Gehaltsbestimmung. Aus dem
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abgelesenen Volumen des itherischen Ols wurde der Gehalt an #therischem Ol in ml/100g

Pflanzenmaterial berechnet.

2.3.2.2 Herstellung der Pflanzenextrakte

2.3.2.2.1 Ethanolischer Extrakt

5 g gepulverte getrocknete ganze Drogen wurden mit 100 ml 70%igem (v/v) EtOH zugedeckt,
fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt und fiir 30 Minuten in einem Ultraschallbad
gehalten. AnschlieBend wurde der Extrakt abfiltriert und das Filtrat wurde im Vakuum bei
40°C eingeengt. Die Ausbeute war ca. 17,6%.

2.3.2.2.2 Pflanzenextrakte fiir das Screening

Fiir das Screening nach den Stoffklassen wurden die entsprechenden Extrakte wie folgt
hergestellt:

A- Zur Priifung auf Alkaloide wurde 1 g der pulverigen Droge mit 1 ml einer 10%igen
Ammoniaklosung durchfeuchtet und anschlieBend mit 5 ml Methanol fiir 10 Minuten im
Wasserbad extrahiert. Vom Filtrat wurden 20 pl auf die DC-Platte aufgetragen.

B- Zur Priifung auf Saponine wurde 1 g der pulverigen Droge mit 5 ml Methanol fiir ca. 10
Min. auf dem Wasserbad extrahiert, der Methanolextrakt wurde auf ca. 1 ml eingeengt, mit
0,5 ml Wasser versetzt und mit 3 ml n-Butanol ausgeschiittelt. Von der Butanolphase wurden
jeweils 20 pl fiir die DC verwendet.

Saponine bilden in wissrigen Losungen stabile Schaume. Zur Durchfithrung dieses Tests
wurde 0,5 g der pulverigen Droge mit 10 ml heilem Wasser in einem Reagenzglas
tibergossen und nach dem Abkiihlen 10 Sekunden geschiittelt. Wenn die Droge Saponine
enthilt, entsteht 1-10 cm hoher Schaum.

C- Zur Priifung auf Cumarine wurde 1 g der pulverigen Droge mit 10 ml Dichlormethan 15
Min. unter Riickfluss extrahiert. Das zur Trockene eingeengte Filtrat wurde in 1 ml Toluol
geldst und davon 20 pl fiir die DC verwendet.

D- Zur Priifung auf Anthraglykoside wurde 1 g der pulverigen Droge mit 5 ml Methanol ca.
10 Min. auf dem Wasserbad extrahiert und anschlieBend filtriert. Vom filtrierten
Drogenextrakt wurden 20 ul fiir die DC-Untersuchung aufgetragen.

E- Um die Stoffklasse fiir das Screening anzureichern wurden 50 g getrocknete und
gepulverte oberirdischer Pflanzenteile mit PE fiir 8 Tage im Soxhletgeridt extrahiert. Der
Extrakt wurde am Rotationsverdampfer zur Trockne gebracht. Der getrocknete
Drogenriickstand wurde dreimal mit jew. 600 ml MeOH/Wasser (8:2) iibergossen und unter

Riihren fiir 2 Stunden bei RT extrahiert. Das Losemittel wurde dann im Vakuum abgezogen
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und der Extrakt wurde nachfolgend im Wasser aufgenommen und gegen Losemittel
aufsteigender Hydrophilie ausgeschiittelt (Dichlormethan, Ethylacetat, n-Butanol). Die
Losemittel wurden jeweils unter reduziertem Druck im Vakuum (Rotavapor) bei 40°C
abgezogen.

Ausbeuten der Extraktionen: 2,9% Petrolether-Extrakt, 1,2% Dichlormethan-Extrakt, 0,8%
Ethylacetat-Extrakt, 2,8% n- Butanol-Extrakt.

2.3.2.3 Analyse des Ols und der Drogenextrakte mittels Diinnschichtchromatographie

Fiir die DC-Trennung wurden als Stationdrphase DC-Alufolien Kieselgel F,s4, 10x10 cm,
Schichtdicke 200 um, Laufstrecke 100 mm (Merck KGaA, Darmstadt) verwendet.

Als Mobilphase (MP) dienten die folgenden Losemittel je nach Ziel der Trennung:

A: Hexan-Aceton (17:3) zur Analyse des itherischen Ols und Trennung von Hernandulcin
und Campher. Vor dem Auftrag auf die Platte wurde das Ol 20 fach mit Chloroform verdiinnt.
B: Ethylacetat-Methanol-Wasser (100:13,5:10) zur Trennung polarer Stoffe wie
Anthraglykoside, Alkaloide, Saponine.

C: Toluol-Ethylacetat (93:7) zur Trennung lipophiler Stoffe wie Cumarine und &therischer
Ole.

D: Ethylacetat-Ameisensdure-Eisessig-Wasser (100:11:11:26) zur Analyse von Cumarin-
glykosiden.

E: Toluol-Ether (1:1, geséttigt mit 10% Essigsdure) fiir Cumarin-aglykone.

F: Chloroform-Eisessig-Methanol-Wasser ( 64:32:12:8) fiir Saponine.

Zum Detektieren der mittels DC getrennten Stoffe wurden die DC-Platten mit verschiedenen
Detektionsmitteln bespriiht und unter UV-Strahlung mit einer Wellenlédnge von 254 bzw. 366
nm visualisiert. Alle Detektionsreagenzien sind hier zusammengefasst:

I. Anisaldehyd-Schwefelsidure-Reagenz (Wagner and Bladt, 1996)

0,5 ml Anisaldehyd wurde mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml konz. Schwefelsédure
in der angegebenen Reihenfolge gemischt. Die DC-Platte wird nach dem Besprithen 5-10
Minuten auf 110°C im Trockenschrank erhitzt und im Tageslicht ausgewertet.

II. Dragendorff’s Reagenz (Munier und Macheboeuf)

Losung A: 0,85 g basisches Wismutnitrat wurde in 10 ml Eisessig und 40 ml Wasser gelost.
Losung B: 8 g Kaliumjodid wurden in 20 ml Wasser gelost.

Vorratslosung: Gleiche Volumina von A und B wurden gemischt und lichtgeschiitzt

aufbewabhrt.
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Sprithlosung: Vor Gebrauch wurden 1 ml Vorratslosung mit 2 ml Eisessig und 10 ml Wasser
gemischt. Die Platte wurde bei Tageslicht ausgewertet.

III. Kaliumhydroxid-Reagenz (Wagner and Bladt, 1996)

10 g Kaliumhydroxid wurden in 100 ml Ethanol gel6st. Die Platte wurde mit dieser Losung
bespriiht und die Auswertung erfolgte im UV bei 366 nm und im Tageslicht.

IV. Naturstoff —Polyethylenglykol- Reagenz (Wagner and Bladt, 1996)

Auf die DC-Platte wurden nacheinander eine 1%ige methanolische Losung von
Diphenylborsdure-B-ethylaminoester und eine 5%ige ethanolische Losung von PEG 4000
gespriiht. AnschlieBend wurde bei 366 nm ausgewertet.

V. Vanillin-Schwefelsidure-Reagenz (Wagner and Bladt, 1996)

Losung 1: 1%ige ethanolische Vanillinlosung.

Losung 2: 10%ige ethanolische Schwefelsdurelosung.

Die DC-Platte wurde mit Losung 2 bespriiht, im Anschluss daran mit Losung 1 nachbespriiht,

fiir 5-10 Minuten unter Beobachtung bei 110°C erhitzt und im Tageslicht ausgewertet.

2.3.2.4 Isolierung des Hernandulcins mittels Sdulenchromatographie (SC)

Das Hernandulcin wurde aus dem #therischen Ol nach folgendem Schema isoliert:

Stationdre Phase:  Kieselgel 60 zur SC, Korngrée 63-200 pm, Merck KGaA, Darmstadt

Mobile Phase: MP A: Fraktion 1-39 CH,CL-EtOAc (65,5:1)
Fraktion 40-78 CH,CL-EtOAc (19:1)
Fraktion 79-90 CH,Cl,-EtOAc (9:1)
MP B: Fraktion 1-40 Cyclohexan-Aceton (19:1)

Die Adsorbenzien wurden in dem jeweils verwendeten FlieBmittel suspendiert und in eine mit
Watte abgedichtete Siule gegeben. Das itherische Ol (ohne Verdiinnung) wurde vorsichtig
auf die gefiillte Sdule (38,5 cm x 1,7 cm) aufgegeben und mit dem MP A chromatographiert
(Belastung der Siule 1:100, Tropfgeschwindigkeit: ca. 1 ml pro Min.). Es wurden 90
Fraktionen von ca. 5 ml gesammelt. Alle Fraktionen wurden mittels DC, wie unten
beschrieben untersucht, hinsichtlich ihres Hernandulcingehalts vereinigt und am
Rotationsverdampfer bei 35°C eingeengt.

Dann folgte eine zweite Auftrennung der Hernandulcin-haltigen Fraktionen (Fraktionen 52-
80) in einer Glassdule (30 cm x 1,5 cm) an Kieselgel mit dem MP B (Belastung der Siule
1:250, Tropfgeschwindigkeit ca. 2 ml pro Min.). Es wurden 40 Fraktionen je 5 ml gesammelt

und auf DC-Platten kontrolliert. Nach der DC-Auftrennung wurden die Fraktionen in zwei
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Vereinigungen zusammengefasst. Die Vereinigung (13-18) enthielt Hernandulcin, wihrend
die Vereinigung (19-30) Epihernandulcin aufwies.

Kontrolle der Sidulenchromatographiefraktionen mittels DC

Proben aus allen gesammelten Fraktionen der Sdulenchromatographie wurden auf DC-Platten

wie folgt beschrieben analysiert:

Stationdre Phase: ~ DC-Alufolien Kieselgel 60 F,ss, Schichtdicke 0,2 mm, Merck KGaA,
Darmstadt

Mobile Phase: MP 1: Fraktion 1-90 (1. Auftrennung)  CH,Cl,-CHCls-EtOAc
(16:3:1)
MP 2:  Fraktion 1-40 (2. Auftrennung ) n-Hexan-Aceton (17:3)

Detektion: 1. Die Platte wurde unter UV-Licht 254 nm ausgewertet.
2. Vanillin-Schwefelsdure Reagenz: Die Platte wurde mit dem Reagenz
bespriiht und anschliefend fiir 5-10 Min. auf 110°C erhitzt und im

Tageslicht ausgewertet.

Die Referenzsubstanz Hernandulcin wurde bei der AK vom Prof. Gust (Institut fiir Pharmazie
der FU-Berlin) nach Kim et al. (2003) synthetisiert, die analytischen Daten sind im Anhang A
gezeigt.

2.3.2.5 Gaschromatographische Analyse des itherischen Ols

Mit Hilfe einer GC-Analyse wurde der Gehalt an Campher und Hernandulcin im dtherischen

Ol quantitativ untersucht.

Trennséiule: HP-5 (crosslinked 5% PHME Siloxane) Hewlett Packard (hp), USA.
30 m x 0,32 mm ID, Filmdicke: 0,5 um

Temperaturprogramm: GC-Injektor: 220°C
GC-Ofen Max.: 300°C
Flammenionisationsdetektor: 350°C
Sédulentemperatur:

Anfangstemperatur:  70°C (4 min)

Aufheizrate: 2°C/min bis auf 125°C (5 min)
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10°C/min bis auf 250°C (2 min)

Trigergas: N2, Gasfluss 2,7 ml/min
Injektions: Automatische Probenaufgabe (mit Autosampler, Hewlett Packard
7973)

Injektionsvolumen: 1 ul (1% Ol in Hexan)

splitless injection

2.3.2.6 Untersuchungen mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Bestimmung von Campher und Hernandulcin im Ol wurde auch durch analytische HPLC

nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Apparatur: Isokratisches HPLC- System, Knauer, Berlin
Stationire Phase: Eurospher 100 C18, 5 um, 4x250 mm, Knauer, Berlin
Mobile Phase: Acetonitril/Aqua bidest. 6:4 (v/v)

FluBrate: 1 ml/min

Aufgabevolumen: 15 pl (3% Ol in MeCN)

Detektion: UV-Spektrum Detektor, 205 nm

Temperatur: RT

2.3.3 Bestimmung des SiiBungsgrads von Hernandulcin

Dieser erfolgte auf organoleptischem Wege durch Vergleich der SiiBkraft von Hernandulcin
mit der von Saccharose. Es wurde eine ethanolische Stammloésung von Hernandulcin (1
mg/300 ul) hergestellt, die sehr siif im Geschmack ist. Von der Stammlosung wurden dann
eine Reihe von Verdiinnungen (1:50- 1:300) in EtOH gemacht.

Von Saccharose wurde eine leicht siile wissrige Losung mit einer Konzentration von 7
mg/ml hergestellt (Nelson et al., 2001). Es wurden sowohl von der Saccharose- als auch von
jeder Hernandulcinverdiinnung 50 ul auf einem Stiick Filterpapier aufgebracht. Die Siifigkeit
jeder Verdiinnung wurde mit der von der Zuckerlosung verglichen.

Zur Bestimmung des SiiBungsgrads einer Substanz sollte man in der Standardprozedur ein
ausreichendes Volumen der Testsubstanzldsung in den Mund nehmen und schmecken. Weil
das grofle Mengen der Testsubstanz erfordert, was im Falle des Hernandulcins sehr schwer zu
realisieren war, wurde der Test modifiziert und ein Filterpapier verwendet um das in kleinen

Mengen isolierbare Hernandulcin testen zu konnen.
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2.3.4 Zellbiologische Methoden

2.3.4.1 Zelllinien des humanen hepatozelluliren Karzinoms HepG2

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde die humane Hepatomzelllinie
HepG2 (DSMZ: ACCI180) verwendet. HepG2-Zellen wurden 1975 aus dem
Lebertumorgewebe eines 15-jdhrigen ménnlichen Argentiniers mit hepatozelluldrem
Karzinom isoliert. Bei HepG2 handelt es sich um eine miBig differenzierte humane
Hepatomzelllinie mit dem Wildtyp-p53, die keine Hepatitis-B Gene besitzen (Aden et al.,
1979; Knowles et al., 1980). Sie wachsen adhirent epithel-dhnlich in Monolayern in kleinen
Aggregationen bei einer ca. 50-60 stiindigen Verdopplungszeit und bleiben langfristig
morphologisch stabil. HepG2-Zellen exprimieren eine Vielzahl von Serumproteinen wie z.B.
Albumin, al-Antitrypsin, a-Fetoprotein, Transferrin, Haptoglobin, Komplementfaktor C3,

Plasminogen, B-lipoprotein (Knowles and Aden, 1983).

2.3.4.2 Kultivierung der HepG2-Zelllinie

HepG2-Zellen wurden in sterilen Gewebekulturflaschen mit modifizierter Oberfliche in
einem Brutschrank mit 5% CO, bei 37°C und einer wasserdampfgesittigten Atmosphire
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte im MEM-EARLE Medium (mit 2,2 g/l NaHCO3 und
stabilem Glutamin) unter Zusatz von 10% fetalem Kilberserum, 1% nichtessentiellen

Aminosduren, 1% Natriumpyruvat und ohne Antibiotkazusatz.

2.3.4.3 Subkultivierung der HepG2-Zelllinien

Die Zellkulturen wurden beim Erreichen der Konfluenz einmal wdchentlich unter
Verwendung einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% / 0,02% in PBS, pH 7,2) im Verhiltnis von
1:8 gesplittet.

Nach Absaugen des alten Mediums, wurden die Zellen zunidchst mit 5 ml Dulbecco-PBS
gewaschen, um das verbrauchte Medium mit den Trypsininhibitoren zu entfernen. Zu den
Zellen wurden dann 2 ml einer Trypsin/EDTA-LOsung zugegeben und bei 37°C fiir 4-6 Min.
inkubiert, bis die Zellen vom Boden der Kulturflasche vollstindig abgeldst sind (nicht
abgeloste Zellen konnten durch leichtes Abklopfen anschlieBend in Suspension gebracht
werden). Nach einer mikroskopischen Uberpriifung der Zellablosung wurden 2 ml eines
neuen Kulturmediums zu den Zellen gegeben, um die Wirkung des Trypsins abzustoppen und
das zytotoxische EDTA zu neutralisieren. Nach einer sorgfiltigen Suspendierung der Zellen

ins neue Kulturmedium wurden die Zellen in neuen Kulturflaschen weiterkultiviert.
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2.3.4.4 Bestimmung der Zellzahl

Fiir Versuche mit definierter Zellzahl wurde die Zellzahl mit Hilfe eines elektronischen
CASY-Zellzdhlgerites (Cell Counter Analyser System) bestimmt, so dass die Zellen in der
gewiinschten Dichte ausgesidt werden konnten. Hierbei stellt die Messung eine Kombination
aus elektrischem Widerstandsmessprinzip und Pulsflichenanalyse dar. Bei diesem Verfahren
ist es moglich, gleichzeitig die Zellzahl und die Groflenverteilung (Iebende und tote Zellen zu
differenzieren) einer Zellpopulation zu bestimmen. Zur Zidhlung wurden 100 pl der
Zellsuspension mit 10 ml CASY®TON (einer isotonen Elektrolytlosung) verdiinnt. Das
Probenvolumen wird mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch eine spannungsbelegte
Messkapillare gesaugt. Dabei wird der definierte Widerstand der Kapillare beim Durchtreten
der Probe durch eine PrizisionsmeBpore durch die Isolator-Wirkung intakter Zellen erhoht.
Unter der Voraussetzung, dass die Zellen die Kapillare einzeln passieren, ist diese
Widerstandsdnderung ein  Mall fiir das Zellvolumen. Nach Durchfithrung der
Einzelmessungen wird das Integral des Messsignals (Pulsflichenanalyse) und aus der

volumenlinearen Originalverteilung eine durchmesserlineare Gréf3enverteilung berechnet.

2.3.4.5 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen

Eine Konservierung von Kulturzellen und Geweben kann durch Einfrieren der Zellen in
fliissigem Stickstoff bei -196°C erfolgen. So eingefrorene Zellen sind jahrelang haltbar und
nach Bedarf jederzeit wieder auftau- und kultivierbar. Die Kryokonservierung wurde sowohl
als Schutz vor Verlust der Zelllinie bei Kontamination als auch zur Aufbewahrung von Zellen
angewendet. Die Lagerung in Fliissigstickstoff bewahrt die Zellen vor genetischer Variabilitit
und bringt sowohl die Stoffwechselaktivitdt als auch die Zellvermehrung vollstdndig, aber
reversibel zum Erliegen.

Als Einfriermedium diente das Zellmedium, welchem 10% DMSO zugefiigt wurde. DMSO
schiitzt die Zellen wihrend des Einfrierens vor der irreversiblen Zerstorung durch
Kristallbildung.

Zum Einfrieren der Zelllinie wurden konfluent wachsende Zellen mit Hilfe von Trypsin-
EDTA-Losung von der Zellkulturflasche (75 cm?) abgelost, in frischem Medium suspendiert
und in Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 1600-1800 rpm fiir 5 Minuten
pelletiert. AnschlieBend wurde das Pellet im Einfriermedium resuspendiert (ca. 2x10°
Zellen/ml) und in Kryorohrchen aliquotiert.

Da sich, trotz der Zugabe von DMSO, die zerstorerische Bildung von Eiskristallen nicht

vollstidndig verhindern lésst, darf eine Einfriergeschwindigkeit von -1°C pro Minute nicht
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tiberschritten werden. Hierzu wurde die zum Einfrieren fertige Zellsuspension in einem mit
Isopropanol gefiillten Gefriercontainer (Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene) bei -80°C
eingefroren. Dieser Container gewihrleistet eine langsame und kontinuierliche Abkiihlung
mit ca. 1°C/Min. AnschlieBend wurden die Kryorohrchen in Fliissigstickstoff (-196°C)
gelagert.

Revitalisierung der Zellen

Im Gegensatz zum Einfrieren soll das Auftauen der gefrorenen Zellen schnell erfolgen um die
schidigende Wirkung von DMSO auf die Zellen einzuschrianken. Die Zellen wurden deshalb
schnell in einem Wasserbad (37°C) aufgetaut und sofort mit 10 ml des Auftaumediums
(entspricht Zellmedium mit 20% FCS) vorsichtig vermischt. Die Zellsuspension wurde
anschliefend fiir 5 Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert und das Einfriermedium mit dem
zellschiddlichen DMSO abdekantiert. Die Zellen wurden dann im Auftaumedium
resuspendiert und auf Kulturflaschen verteilt. Ab dem nédchsten Tag wurde ein
Mediumwechsel alle 2-3 Tage durchgefiihrt, bis die Zellen ein konfluentes Wachstum
erreichten. Als die Zellen eine konfluente Monoschicht bildeten, wurden sie in ein 10%iges

FCS-Medium uberfihrt.

2.3.5 Bestimmung der Zytotoxizitit mittels MTT-Test

Die Zytotoxizitit des ethanolischen Extraktes, der &therischen Ole, Campher und vom
Hernandulcin wurde an der HepG2-Zelllinie mittels MTT-Test bestimmt.

Das Prinzip der MTT-Methode (Mosmann, 1983) basiert auf der enzymatischen Reduktion
des gelben, wasserloslichen Tetrazoliumsalzes MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid] zum wasserunloslichen Formazan (blau-violett) Abb. 2.1. Diese
Reduktion findet in den Mitochondrien vitaler Zellen statt, in denen sich das blaue
Endprodukt lagert. Die Firbung der Zellen ist visuell sehr gut erkennbar. Mit Hilfe von
DMSO kann das im Zellinneren kristallin abgelagerte Formazan in Losung gebracht werden.
Die Intensitét des entstehenden Farbstoffs ist der Aktivitdt der Dehydrogenasen und damit der
Uberlebensrate der Zellen proportional und kann spektrophotometrisch gemessen werden.

Der MTT-Test wurde an der HepG2-Zelllinie (Passage 7-15) vorgenommen und nach
Freshney et al. (1990) durchgefiihrt. Dabei wurden 96 Well Mikrotiterplatten verwendet, pro
Kavitit wurden ca. 7x10” Zellen in 100 pl Medium ausgesit. Die Testsubstanzen wurden in
DMSO gelost und mit Medium auf die gewiinschten Konzentrationen aufgefiillt. 100 ul der
zu untersuchenden Substanzlosung wurden nach 24 Stunden Inkubation (37°C, 5% CO,,

Brutschrank) pro Kavitit zugegeben und die Zellen wurden fiir 3 Tage weiter inkubiert. Dann
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wurden 20 pl einer 5 mg/ml MTT-Losung (in PBS-Puffer) pro Kavitidt zugegeben, fiir 3
Minuten geschiittelt und 2 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert. AnschlieBend
wurden alle Fliissigkeiten entfernt und 100 ul DMSO (pro Kavitit) zugegeben. Die Platte
wurde fiir 15 Min. geschiittelt und die Absorption bei A 580 nm (Hintergrundwellenldnge: A
620 nm) im Plattenphotometer vermessen.

Es wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve dargestellt. Aus dieser Kurve wurde die

Konzentration bei der eine 50%ige Inhibition des Zellwachstums auftrat (ICsp) bestimmt.

"'I'\.I’0 HN.
I+
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MTT CH, Formazan CH,
(gelb) (blauviolett)

Abb. 2.1: Prinzip des MTT-Tests (Roche Applied Science).

2.3.6 Hamatoxylin-Fiarbung von Zellkulturen

Die Himatoxylinfirbung ist eine Ubersichtsfirbungsmethode, die zur Visualisierung der
Zellkerne im Zellverband dient. Sie wird benutzt zur histologischen Darstellung der Zell-
bzw. Gewebestrukturen, wie z.B. Zellkernen, Mitochondrien, Myelin, Elastin und
Kollagenfasern.

Zur Durchfithrung der Himatoxylinfirbung wurden 10° HepG2-Zellen (Passage 4, 7, 19) auf
sterilisierten entfetteten Deckgldschen in einer 6 Well Gewebekulturplatte kultiviert (die
Deckgldschen wurden zuvor mit einer Mischung aus 37% HCl/Methanol im Verhéltnis von
1:9 entfettet, mit bidest. Wasser gewaschen und in absolutem Ethanol gelagert ggf. zur
sofortigen Beniitzung abgeflammt). Nach Anhaftung der Zellen wurden 2 ml Medium
zugegeben und im Brutschrank fiir ca. 24 Stunden inkubiert. Zur optimalen Vorbereitung der
Zellen sollte auf eine gut vereinzelte Aussaat geachtet werden. Danach wurden die Zellen mit
der zu untersuchenden Substanz bzw. der Negativkontrolle (DMSO) behandelt und fiir
weitere 3 Tage inkubiert.

Zum Fixieren und Farben der Zellen wurde das Kulturmedium (mit der Substanz) vorsichtig
mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt. AnschlieBend wurden die auf den Deckgldschen

adhidrenten Zellen zweimal fiir je 5 Min. mit jew. 2 ml 1 x PBS-Puffer (pH 7,4) gewaschen.
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Die Fixierung erfolgte durch die Zugabe von 2 ml einer 4%igen Formalinlosung in PBS-
Puffer (pH 7,4) und Inkubation fiir 20 Minuten bei RT. AnschlieBend wurden die Zellen 3-
mal fiir je 5 Min. mit bidest. Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Die Zellen wurden dann
mit der Hamatoxylinlésung fiir 10 Minuten gefarbt, mit bidest. Wasser gewaschen. Zur
Beobachtung unter dem Lichtmikroskop wurde das Deckgldschen umgekehrt mit den
praparierten Zellen nach unten auf einen Glycerol/PBS Tropfen (1:1) auf einen Objekttriger
gelegt.

2.3.7 Molekularbiologische Methoden

2.3.7.1 Isolierung apoptotischer DNA

Fiir diesen Zweck wurden die Zellen in einer Dichte von 2,5 Millionen in eine Kulturflasche
2-3 Tage kultiviert. Nach Inkubation der Zellen mit der zu untersuchenden Substanz fiir 4-72
Stunden erfolgte die Isolation der DNA aus den behandelten Zellen wie folgt:

Das Medium mit abgeldsten Zellen wurde in vorgekiihlte 15 ml Zentrifugierrhrchen
tiberfiihrt. Die anhaftenden Zellen wurden mit einem sterilen Zellschaber abgel6st und in 15
ml Rohrchen transferiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 1600-1800 rpm fiir ca.
8 Min. pelletiert, mit 1 ml PBS gewaschen und in ein 2 ml Eppendorfgefal} iiberfiihrt. Zum
Pelletieren wurden die Zellen bei 1900 rpm und 4°C fiir 10 Min. zentrifugiert und der
Uberstand wurde abgegossen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 600 pl Lysepuffer
resuspendiert und fiir ca. 30 Min. bei 4°C inkubiert. Zum Trennen der Zelldebris vom
Uberstand wurde der Ansatz zentrifugiert (12000 x g, 4°C, 20-30 Min.). Das klare Lysat
(enthélt die apoptotischen DNA-Fragmente) wurde in ein neues Eppendorfgefdl iiberfiihrt.
Zum Lysat wurden dann RNase mit einer Endkonzentration von 300 pg/ml zugegeben und
das Gesamte wurde fiir 1 Stunde bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die restlichen Proteine
wurden durch Zugabe von Proteinase K mit einer Endkonzentration von 300 pg/ml und einer
3-stiindige Inkubation bei 50°C abgebaut.

Zur Fillung der DNA-Fragmente wurden 500 mM NaCl und 50% Isopropanol zugegeben und
der Ansatz wurde anschliefend bei -20°C iiber Nacht inkubiert. Die DNA wurde dann durch
Zentrifugation (12000 x g, 4°C, 15 Min.) pelletiert, der Uberstand wurde abgegossen und das
DNA-Pellet wurde bei RT luftgetrocknet. Die DNA wurde dann in 25 pl TE Puffer

aufgenommen und mit 5 pl Loading dye vermischt und mittels DNA-Agarosegel analysiert.
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2.3.7.2 Nachweis der DNA-Fragmentation mittels Agarosegelelektrophorese

Agarose ist das wichtigste Trigermaterial fiir die Elektrophorese von Nukleinsduren. Es
handelt sich um ein Polymer, das aus verkniipften Galaktoseeinheiten besteht.

Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekiile wird dabei von mehreren Faktoren
beeinflusst: Der Form der DNA (zirkular, linear, doppelstringig oder einzelstringig), der
Agarosekonzentration, der angelegten Spannung sowie der Wahl des Laufpuffers. Bei einem
leicht alkalischen pH-Wert liegen die Phosphatreste der Nukleinsédure negativ geladen vor. Da
bei Nukleinsduren das relative Verhiltnis zwischen Phosphatresten und Molekulargewicht
und damit die relative Molekiilladung konstant bleibt, ist die elektrophoretische
Beweglichkeit von DNA-Molekiilen durch ein Gelnetzwerk proportional zum
Molekulargewicht (bzw. zur Anzahl der Basenpaare des Molekiils).

Durch Vergleich der Wanderungsstrecke einzelner DNA-Fragmente unbekannter GroBe mit
Fragmenten bekannter Basenpaaranzahl 14t sich die Grofle der unbekannten DNA
bestimmen.

Durchfiihrung:

Zur Analyse der apoptotischen DNA-Fragmente wurde in dieser Arbeit die Agarose-
Gelelektrophorese verwendet (Sambrook ef al., 1989). Zur Herstellung dieser Agarosegele
wurde die Agarose in 1 x TAE Puffer in einer Konzentration von 1,5% in der Mikrowelle
aufgekocht, abgekiihlt, sofort auf einen Geltriger mit einem Kamm gegossen und zum
Festwerden bei RT fiir 15 Min. inkubiert. Nach dem Festwerden wurde der Geltriager mit dem
Agarosegel in das Elektrophoresegerit transportiert und in %2 x TAE als Laufpuffer getaucht.
Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen eines 6 x Ladepuffers versetzt
und in die Geltaschen geladen. Die DNA-Auftrennung erfolgte dann bei 90 Volt fiir ca. 90
Min. bis die blaue Lauffront des Bromphenolblaus ca. 2 cm vom Gelende entfernt ist. Zur
Detektion wurden die Gele nach der Auftrennung fiir 20 Minuten in einer 2,5 pg/ml
Ethidiumbromid Losung gefirbt. Das fluoreszierende Ethidiumbromid interkaliert zwischen
den Basen der Nukleinsduren und macht sie unter UV-Strahlung sichtbar. Zur Dokumentation
wurden die gefdrbten Gele auf einem UV-Leuchttisch mit einer Wellenldnge von 302 nm
gelegt sowie mit Hilfe einer Digitalkamera fotografiert (Geldokumentationssystem von

Herolab).

2.3.8 Untersuchung der Kernmorphologie mittels AO/EB Fiarbung

Zur Bestimmung der Zahl der apoptierten Zellen nach einer Substanzbehandlung wurden die

Zellen mit einer Acridinorange/Ethidiumbromid Mischung gefirbt. Ethidiumbromid und
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Acridinorange sind fluoreszierende DNA-Farbstoffe, die zwischen den DNA-Basen
interkalieren konnen. Acridinorange kann als Lebendfarbstoff von Zellen aufgenommen
werden und farbt somit sowohl lebende als auch tote Zellkerne griin. Im Gegensatz dazu kann
Ethidiumbromid von der Zelle nur durch eine geschidigte Zellmembran aufgenommen
werden und firbt somit tote Zellkerne orange. Diese Doppelfirbungsmethode macht es

moglich, zwischen verschiedenen Zustandsformen der Zelle zu unterscheiden:

¢ Lebende Zellen weisen einen griinen, normal strukturierten Zellkern und orange RNA-
Flecken im zytoplasmatischen Bereich auf

e Frithapoptotische Zellen haben einen griinen, kondensierten, geschrumpften oder
fragmentierten Zellkern

e Spitapoptotische Zellen zeigen einen orangen, kondensierten, geschrumpften oder
fragmentierten Zellkern

e Nekrotische Zellen zeigen einen orangen, normalkonfigurierten oder ballonierten

Zellkern (groBer als normal)

Zur Durchfithrung der AO/EB Fiarbung wurden die HepG2-Zellen (Passage 10-13) in einer 6
Well Gewebekulturplatte mit einer Dichte von (6x10°/Well) ausgesit und fiir 24 Stunden im
Brutschrank kultiviert. Danach wurden die Zellen mit der zu untersuchenden Substanz
behandelt und fiir 48 Stunden weiter inkubiert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit
Staurosporin (500 nM Endkonzentration in DMSO) behandelt, welches als Induktor des
intrinsischen Weges der klassischen Apoptose in verschiedenen Zellkultursystemen dient
(Leist and Jaitteld, 2001). Als Negativkontrolle dienten HepG2-Zellen, die mit DMSO fiir 48
Stunden behandelt wurden. Dann wurde das Medium mit den abgelosten Zellen abpipettiert,
abzentrifugiert und mit den adhérenten Zellen gepoolt und bei 1700 rpm fiir 5 Minuten
pelletiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet mit PBS einmal gewaschen und in neuem PBS
mit einer Endkonzentration von 10° Zellen/ml resuspendiert. Zum Firben wurden 2 ul der
AO/EB Losung zu 50 pl Zellsuspension zugegeben, vorsichtig durchgemischt und bei RT fiir
5 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die gefirbten Zellen auf einen Objekttriger
aufgetragen, mit einem Deckgldschen bedeckt und unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (BX41;
Olympus, Japan) bei einer Exzitationswellenldinge von 490 nm und einer 400 fachen
VergroBerung ausgezihlt. Der Test wurde 3-mal wiederholt und es wurden jew. 100 Zellen
gezdhlt. Die betrachteten Bilder wurden mit einer Digitalkamera (DXM1200; Nikon, Japan)

dokumentiert.
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2.3.9 Nachweis von Membranintegritiit mittels LDH-Test

Die Zerstorung der Zellmembran durch toxische Substanzen ist ein morphologisches
Charakteristikum der Zellnekrose. Sie fiihrt zur Freisetzung der Plasmabestandteile (z.B. die
Enzymen) in das Zellkulturmedium.

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein stabiles, im Zytoplasma aller Zellen vorkommendes
Enzym, welches bei Zellwandschdadigung in das Kulturmedium abgegeben wird und mittels

LDH-Test nachgewiesen werden kann (fiir Prinzip sieche Abb. 2.2).

coo Coo°
1 LDH |
HO-C-H — ~ o=c
Schritt 1 CH, CH,
Lactat Pyruvat
| |
NAD* NADH+H*
Schritt 2
cr -t Ccr
Katalysator
HN=N -+‘H N=N *
Formazan Sak (rot) Tetrazolium Salz (schwach gelh)
NO, NO,

Abb. 2.2: Prinzip des LDH-Tests (modifiziert von Cytotoxicity Detection Kit, Roche).

Die freigesetzte LDH oxidiert das Lactat zum Pyruvat, dabei wird NAD" auf NADH+H" reduziert. Im zweiten
Reaktionsschritt werden 2H von NADH+H" auf das schwach gelbe Tetrazoliumsalz INT (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid), mit Hilfe von Diaphorase als Katalysator, transferiert, was zur
Entstehung eines roten Formazansalz fiihrt. Die rote Farbe kann anschlieend photometrisch bei A 485 nm
gemessen werden.

Durchfiihrung des LDH-Tests:

Die kultivierten konfluenten HepG2-Zellen (Passage 2-4) wurden durch Trypsinierung
geerntet und im Kulturmedium suspendiert, die Konzentration der Zellsuspension wurde mit
Hilfe eines Casy-Zellzihlgeriits auf 62,5x10° Zellen/ml eingestellt. Dann wurden 200 pl der
Zellsuspension pro je Kavitdt (96 Well Mikrotiterplatte) ausgesidt und bei 37°C, 5% CO,
inkubiert. Nach 48 Stunden wurde das Medium entfernt und durch 200 pl eines frischen
Assay-Mediums (mit 1% FCS), das die zu untersuchenden Substanzen enthielt, ersetzt und
unter den gleichen Bedingungen fiir 4 Stunden weiter inkubiert.

Zur Bestimmung der Freisetzung von LDH wurde das Cytotoxicity Detection Kit (Roche

Applied Science) verwendet. Dabei wurden 100 pl der Zelliiberstand pro Kavitét einer neuen
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96 Well Mikrotiterplatte tiberfiihrt, mit 100 pl Substratreagenz versetzt und im Dunkeln bei
RT fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe
von 50 ul einer 1 M HCI Losung gestoppt. Die entstandene rote Farbe wurde bei A 485 nm in
einem Plattenphotometer gemessen. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit Medium
und DMSO inkubiert wurden. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 1% Triton X-100
behandelt.

Zusitzlich zu dem LDH-Test wurden ein Zytotoxizitdtsassay (MTT) (Abschnitt 2.3.5) und ein
DNA-ladder-Assay (Abschnitt 2.3.7) unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die
MTT Bestimmung wurde an der HepG2-Zelllinie (Passage 5-7) vorgenommen. Die
Bestimmung erfolgte unter Verwendung einer 96 Well Mikrotiterplatte. Pro Kavitit wurden
ca. 20x10° Zellen in 200 ul Medium ausgesiit. Nach einer 48 Stunden Inkubationszeit (37°C,
5% CO,, Brutschrank) wurde die zu untersuchende Substanz (in 200 pl Medium mit 1% FCS)
zugegeben und fiir 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Auswertung erfolgte wie im

Abschnitt 2.3.5 beschrieben.

2.3.10 Proteinchemische und immunologische Methoden

2.3.10.1 Herstellung der Zellkernextrakt

Zur Gewinnung des Zellextraktes wurde das Nuclear Extract Kit (Active Motif) mit kleinen
Anderungen verwendet.

HepG2-Zellen (Passage 6-12) wurden in 25 cm® Kulturflaschen in einer Dichte von 3 Mio.
eingesit und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, fiir 2-3 Tage kultiviert. Dann wurden die
zu testenden Substanzen zugegeben und fiir 16 oder 48 Stunden weiter inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers in einer
eiskalten PBS/Phosphataseinhibitoren Losung suspendiert um weitere Proteinmodifikationen
zu hindern. Die Zellsuspension wurde in vorgekiihlte 15 ml Zentrifugierrdhrchen iiberfiihrt
und abzentrifugiert (1600 rpm, 8 Min., 4°C). Das Zellpellet wurde in 500 pl Hypotonic Puffer
resuspendiert, fiir 15 Min. auf Eis zum Schwellen der Zellen inkubiert. AnschlieBend wurden
25 ul der Detergenzlosung zugegeben und fiir 20 Sekunden stark gevortext. Das Homogenat
wurde dann fiir 30 Sekunden bei der maximalen Geschwindigkeit und 4°C zentrifugiert und
der zytoplasmatische Uberstand wurde abdekantiert. Das Kernpellet wurde in 50 ul complete
lysis buffer (enthélt Proteaseinhibitoren zum Schiitzen der Proteine vor den proteolytischen
Aktivitdten) resuspendiert, gevortext und fiir 45 Minuten bei 4°C unter stindigem Schiitteln

(150 rpm) auf Eis extrahiert. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 4°C und maximaler



MATERIAL & METHODEN 50

Geschwindigkeit fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand mit den 16slichen
Kernproteinen wurde abpipettiert, in vorgekiihlten Reaktionsgefden aliquotiert und bei -80°C

gelagert.

2.3.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay

Der BCA-Assay ist eine Detergenz-kompatible Methode und beruht auf der Benutzung von
bicinchoninic acid (BCA) zur kolorimetrischen Detektion und Quantifikation der Proteine in
ihrer Losung (Smith et al., 1985). Hierbei werden Cu** Tonen in basischem Medium durch
Proteine zu Cu'* Tonen reduziert (Biuret Reaktion). Ein Cu'* Kation kann dann mit zwei
Bicinchoninsidure-Molekiillen  einen  violetten, purpurnen sowie  wasserloslichen
Chelatkomplex bilden. Makromolekulare Strukturen des Proteins und die Anzahl der
Peptidbindungen sind fiir die Farbkomplexbildung verantwortlich (Wiechelman et al., 1988).
Die Farbintensitidt des Chelatkomplexes ist linear zur ansteigenden Proteinkonzentration und
kann spektralphotometrisch bei 580 nm gemessen werden.

Zur Quantifizierung der Kernproteine wurde in dieser Arbeit das BCA-Protein-Assay Kit
(Pierce) nach Angaben des Herstellers verwendet. Hierzu wurden auf einer 96 Well
Mikrotiterplatte per Zweifachbestimmung jeweils 10 ul der zu bestimmenden Proteinlosung
mit 200 pl einer frisch hergestellten Reagenzmischung (besteht aus BCA und Kupfersulfat)
versetzt und fiir zwei Stunden bei RT inkubiert. Die Intensitit der violetten Farbe wurde dann
mit Hilfe eines Plattenphotometers gemessen und die Proteinkonzentration (ug/ul) wurde
anhand einer erstellten Eichgerade bestimmt.

Zur Erstellung der Eichgerade wurde zunéchst eine Reihe definierter BSA-Losungen (bovin
serum albumin) hergestellt. Eine Konzentrationssteigende (125-1800 pg/ml)  BSA-
Verdiinnungsreihe wurde in complete lysis buffer aus einer Stammlosung (2 mg/ml)
hergestellt.

Von jeder Verdiinnung wurden 10 pl auf eine 96 Well Mikrotiterplatte tiberfithrt und mit dem

Reagenz, wie oben beschrieben, behandelt und gemessen.

2.3.10.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zum Analysieren der extrahierten Kernproteine wurde die SDS-PAGE verwendet. Bei der
diskontinuierlichen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die
Proteine unter denaturierenden Bedingungen der GroB3e nach getrennt (laemmli, 1970).

Hierbei wandern die Proteine durch ein elektrisches Feld in einem Polyacrylamid-Netzwerk

(30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid), das als Molekularsieb fungiert. Die Zugabe des



MATERIAL & METHODEN 51

Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) fiihrt zur Linearisierung der Proteine durch Zerstorung
der nicht kovalenten Bindungen in den Proteinketten. Die SDS-Molekiile lagern sich an die
hydrophoben Regionen des Proteins an, wodurch es zu einer Maskierung der Eigenladung der
Proteine kommt. Somit wird eine Auftrennung der Proteine nicht durch ihre Eigenladung
beeinflusst, sondern nur durch die Grée des Proteins. Die Zugabe eines Reduktionsmittels
wie B-Mercapthoethanol und die Erhitzung der Proteine auf 95°C fiihren zur Spaltung der
Disulfidbriicken und somit zur Entfaltung der globuldren Proteine und Losung ihrer Tertiér-
und Sekundirstrukturen.

Zur Durchfithrung der SDS-PAGE wurden 5% Sammelgele und 10% Trenngele gegossen, die
genaue Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele ist in Tab. 2.1 beschrieben. 25 ul der
jew. Proteinprobe wurden mit 5 ul Cracking Buffer (5x) vermischt, bei 95°C fiir 5 Minuten
denaturiert und auf dem Gel aufgetragen. Als Grolenmarker wurde der low range molecular
weight Proteinstandard (BioRad) verwendet, 10 ul (ca. 6 ug) wurden pro Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde zunéchst fiir 10 Minuten mit 100 V betrieben, anschlieend erfolgte die
Auftrennung der Proteine bei 180 V fiir 60 Minuten in einem SDS-haltigen Laufpuffer. Beim
Erreichen des unteren Gelrandes durch die Bromphenolblaufront wurde die Elektrophorese
beendet. Dann wurden die Gele in eine frisch hergestellte Coomassie blue-Firbelosung fiir 30
Minuten angefirbt und danach in der Entfarbelosung fiir 30 Minuten bei RT auf dem
Schiittler entfarbt. Durch kurzzeitiges Erhitzen der Gele in der Firbe/Entfarbelosung mit der
Mikrowelle, konnte die Farb- bzw. Entfirbezeit erheblich reduziert werden. Das Gel wurde
mit destilliertem Wasser gewaschen und auf Whatman-Papier im Geltrockner fiir eine Stunde
bei 80°C getrocknet. Schlieflich wurde das Gel mit einem Geldokumentationssystem
digitalisiert und fiir die Auswertung verwendet. Mit dieser Methode lassen sich ca. 0,1 pug

Protein pro Bande nachweisen.

Zusammensetzung Fiir 2 Sammelgele 5%  Fiir 2 Trenngele 12%
H>0 dest. 3,4 ml 3,3ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30% / 0,8%) 0,83 ml 4,0 ml

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) - 2,5 ml

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,63ml e

SDS 10% 0,05 ml 0,1 ml

APS 10% 0,05 ml 0,1 ml

TEMED 0,005 ml 0,005 ml

Tab. 2.1: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele (Sambrook et al., 1989).
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2.3.10.4 Untersuchung der Mutagenitiit durch Bestimmung der Ku70/86 Proteine

Das Ku Protein ist ein Teil des Non-Homologous End-Joining NHEJ-Reparatursystems, es ist
ein Heterodimer und besteht aus zwei Einheiten, Ku70 und Ku86. Im Falle einer DNA
Beschiddigung durch DNA-Doppelstrangbruch (DSB), binden die Ku70/Ku86 Proteine an die
Enden der DNA-Briiche und helfen somit den gebrochenen DNA-Doppelstrang wieder in
Ordnung zu bringen.

Ein Mangel an die Ku-Proteinen oder ihre Unfédhigkeit die DNA-Briiche zur reparieren kann
zu Chromosomeninstabilitit filhren und somit zu unkontrolliertem Zellwachstum (Tumor).
Deswegen ist die Bestimmung der Ku-Proteine in den Zellen und Geweben von grofler
Bedeutung fiir die Forschung und Entwicklung neuer Medikamente. Bei einer DNA-
Beschidigung durch bestimmte Substanzen oder Faktoren (radioaktive Strahlung) werden die
Ku-Proteine in der Regel iiberexprimiert (Brown et al., 2000).

Zur Bestimmung der Ku70/86 Proteine wurden in dieser Arbeit ELISA und Western Blot

Verfahren benutzt.
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2.3.10.4.1 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
Beim ELISA-Verfahren konnen geringe Mengen von Antigen bzw. Antikorpern detektiert

und mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Readers quantifiziert werden. Fiir diesen Zweck werden
Antikorper verwendet, die mit einem Enzymsystem gekoppelt sind, welches eine Farbreaktion
katalysiert, die zur Detektierung und Quantifizierung des vorhandenen Antigens dient.
Erforderliche Antikorper (AK) werden entweder iiber das Immunsystem von Tieren gebildet
(polyklonale Antikorper) oder in Zellkulturen hergestellt (Monoklonale AK).

Zur quantitativen Studie der Ku70/86 Proteine wurde in dieser Arbeit das Ku70/86 DNA
Repair Kit (Active Motif) verwendet. Das Kit beruht im Prinzip auf einem undirekten ELISA
-Verfahren um die Ku70/86 Regulation zu bestimmen. Doppelstringige lineare DNA-
Molekiile mit glatten Enden (blunt ends) wurden auf 96 Well ELISA-Platten immobilisiert.
Wenn die Ku70/86 Proteine im Kernextrakt vorhanden sind, binden sie spezifisch an DNA
und konnen dann mit einem Antikorper erfasst werden. Dafiir werden die DNA-Protein
Komplexe mit primdren Anti-Ku-Antikorpern behandelt, nach einem Waschschritt folgt eine
zweite Behandlung mit sekunddren HRP-konjugirten Anti-IgG-Antikorpern, die eine
Farbreaktion katalysieren und somit einfach mit einem Spektrophotometer quantifiziert
werden.

Zur Durchfiihrung des ELISA-Verfahrens, wurden zuerst die wells mit 40 ul Bindpuffer AM6
equilibriert, dazu wurden 10 pl einer 1 pg/ul Verdiinnung des Proteinextrakts (in complete
lysis buffer) zugegeben und bei RT fiir eine Stunde bei 100 rpm geschiittelt. Als
Positivkontrolle dienten 2,5 ug/10 ul des Raji-Kernextrakts. Ein Nullabgleich Experiment
wurde auch parallel mit nur 10 ul/Well complete lysis buffer durchgefiihrt. Nach der
Inkubation wurden die wells mit 200 ul Waschpuffer 3-mal gewaschen. AnschlieBend wurde
100 pl einer 1:1000 Verdiinnung der Anti-Ku70- bzw. Anti-Ku86-Antikorper zugegeben und
zum Hybridisieren bei 100 rpm fiir 1 Stunde geschiittelt.

Die ungebundenen Antikorper wurden mit 200 ul Waschpuffer entfernt. Dann folgte eine
Zugabe von 100 pl der HRP-konjugierten Anti-IgG-Antikorper (1:1000 verdiinnt) und es
wurde bei RT und 100 rpm fiir eine Stunde geschiittelt. Zum Entfernen der ungebundenen
Antikorper wurden die wells 4-mal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden
100 ul einer devioping Losung pro Well zugegeben und die Platten wurden im Dunklen fiir 5
Minuten zum Entstehen einer blauen Farbe inkubiert. Zum Stoppen der Farbreaktion wurden
100 ul stop solution pro Well zugegeben (die Farbe dndert sich von blau auf gelb). Schlielich
wurde die Intensitit der gelben Farbe mit dem Plattenphotometer bei 450 nm und 620 nm

(Referenzwellenlidnge) gemessen.
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Abb. 2.3: Quantifizierung der Ku-Proteine mittels ELISA-Platten (Ku70/86 DNA Repair Kit, Active
Motif).

2.3.10.4.2 Western Blot

Die Ku Proteine lassen sich spezifisch mit einem Anti-Ku Antikorper detektieren. Bei der
Immunoblot- oder Western-Blot-Technik wurden die zu detektierenden Ku70/86 Proteine
zunichst durch SDS-Gelelektrophorese getrennt, dann durch einen Elektrotransfer aus dem
SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran immobilisiert und anschlieBend mit Antikdrpern
detektiert. Zur Detektion der Zielproteine wurde die Nitrocellulosemembran zuerst mit
spezifischen Anti-Ku-Antikorpern behandelt. Dann folgte eine Behandlung mit sekundéren
Anti-IgG-HRP-konjugierten Antikorpern, die spezifisch an die primdren Anti-Ku-Antikorper

binden. Zu Visualisierung der Proteinbanden wurde die Nitrocellulosemembran dann mit dem
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Detektionssubstrat Luminol behandelt, welches durch die Peroxidase der sekundiren
Antikorper in Gegenwart von Wasserstoffperoxid oxidiert wird. Dabei entsteht eine
Lichtstrahlung von 428 nm Wellenldnge, die durch die Exposition der Membran mit einem

Fluorographiefilm (Hyperfilm ECL, Amersham) dokumentiert werden kann Abb. 2.4.
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nitrocellulose
membrane

Abb. 2.4: Prinzip der Immunodetektion von Proteinen mittels Western Blot (GE Healthcare).

Die Durchfithrung des Western Blots erfolgte wie folgt:

10 pg der isolierten Kernproteine (Abschnitt 2.3.10.1) wurden mittels SDS-PAGE der Groe
nach getrennt und anschlieBend mit der Mini Protean Blot Apparatur (BioRad) auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen. Fiir diesen Schritt wurden zuvor die Membran sowie das
bendtigte Filterpapier fiir 10 Minuten in 1 x Blot-Puffer Aquilibriert. Die Ubertragung erfolgte
fiir 1,5 Stunden bei 50 Volt.

AnschlieBend wurde die Membran in 1 x Ponceau-Rot angefirbt zur Uberpriifung der
Transfereffizienz. Die Lauffront, die Taschen und die Markerbanden auf der Membran
wurden mit Bleistift markiert. Die Membran wurde mit bidest. Wasser wieder entfidrbt und
zweimal fiir 10 Minuten in TBS gewaschen. Die Membran wurde iiber Nacht bei 7°C in 20
ml blocking Puffer gehalten. Nach zwei Waschschritten fiir je 10 Minuten in TBS/Tween
20/Triton X-100 und einem Waschschritt in TBS fiir 10 Minuten erfolgte die Antikorper-
Antigenreaktion. Dafiir wurde die Membran in 3 ml der Anti-Ku-Antikorperlosung (1:3000)
in blocking Puffer fiir eine Stunde inkubiert. Anschlieend wurde die Membran zweimal fiir
je 10 Minuten in TBS/Tween 20/Triton X-100 und einmal in TBS gewaschen. Dann folgte
eine Inkubation mit 3 ml einer 1:3000 Verdiinnung der sekundiren Anti-IgG-Antikorper fiir

eine Stunde mit anschlieBendem Waschen, wie bereits vorher beschrieben. Zur Detektion
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wurde das ECL-Western blotting Kit (Pierce) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
Membran wurde fiir 1 Min. in der Detektionsmischung unter leichtem Schwenken inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran in einer Rontgenkassette zusammen mit einem

Fluorografiefilm (Hyperfilm ECL, Amersham) exponiert. Die Expositionszeit betrug 1 Min.-
10 Min.

Schwamm

3 Lagen Whatman-Papier
Nitrocellulosemembran

Akrylamid-Gel
3 Lagen Whatman-Papier

Schwamm

Gehalte-Kassette

Abb. 2.5: Aufbau des Sandwich-Blots (Mini Trans-Blot® Manual BioRad).
2.3.10.5 Ermittlungen der Proteinbandenintensitiit mit Hilfe des Programms EasyWin 32

Nach dem Blotting der Proteine wurden die entwickelten Hyperfilme geskannt und als
digitale TIF-Datei gespeichert. Die Quantifizierung erfolgte durch Vergleich der Intensitdten
der einzelnen Proteinbanden auf dem Hyperfilm mit Hilfe des Computerprogramms EasyWin
32. Anhand der Negativkontrolle konnte die Anderung in den Ku-Proteinen durch die

Testsubstanzen abgeschitzt werden (Abb. 2.6).
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Abb. 2.6: Das Quantifizierungsprogramm EasyWin 32. Negativkontrolle (mit DMSO behandelt) in hellblau,
zu bestimmende Bande in Spur daneben, rot umrahmt.

2.3.11 Pharmakologische Methoden

2.3.11.1 Bestimmung der Hemmung der humanen neutrophilen Elastase

Zur Bestimmung der Aktivititshemmung humaner neutrophilen Elastase durch die Pflanze
wurde das Substrat N-Methoxysuccinyl-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-p-nitroanilid genutzt
(Nakajima et al., 1979), welches durch die Elastase gespalten wird. Durch die Spaltung wird
das gelbe p-Nitroanilin freigesetzt, welches man bei 405 nm messen kann. Wenn die
Testsubstanz die Aktivitidt der Elastase hemmen kann, wird weniger von dem gelben p-
Nitroanilin freigesetzt.

Die Untersuchung erfolgte nach der Methode von Stein (1983), von den zu untersuchenden
Substanzen wurden 10 mg/ml Stocklésungen in DMSO hergestellt und diese mit Tris/HCI
Puffer (60 mM, pH 7,5) zur gewiinschten Konzentration verdiinnt. Das Substrat wurde auch
in DMSO gel6st und mit Tris/HCI Puffer auf einer Endkonzentration von 10 mM verdiinnt.
125 pl der Substratlosung (1,428 mM) wurden mit 455 ul der Testsubstanzldsung gemischt.
Nach der Zugabe von 20 ul Enzyml6sung (7,20 mU) wurde die Mischung fiir eine Stunde bei
37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 500 ul einer Sojabohnen-Trypsininhibitor-
Losung (0,2 mg/ml in 60 mM Tris/HCI Puffer, pH 7,5) zugegeben. Die Absorption des

freigesetzten p-Nitroanilins wurde bei 405 nm photometrisch gemessen. Die Absorptionen fiir
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das Substrat, Puffer, DMSO und Testsubstanz allein wurden auch gemessen (Leerwerte). Die
Leerwerte sollten verhindern, dass Eigenabsorptionen der beteiligten Verbindungen das
Ergebnis beeinflussen. Die erhaltenen Leerwerte wurden von den entsprechenden
Absorptionen der Testlosungen abgezogen. Die Hohe der gemessenen Absorption ist
proportional zu der Aktivitdt des Enzyms und umgekehrt proportional zu der Hemmung.

Die Losung des 100%-Wertes setzte sich aus dem Enzym, dem Substrat, DMSO und Puffer
zusammen. Hiermit wurde die ungehemmte Aktivitit des Enzyms bestimmt. Die ermittelten
Absorptionen der gemessenen Substanzen wurden prozentual auf diesen Wert bezogen.

Alle Versuche wurden mindestens 3-mal durchgefiihrt. Die ICsp-Werte wurden aus

Konzentrations-Wirkungskurven berechnet.

2.3.11.2 Spasmolysetest an Bronchialsegmenten der Schweine !

Fiir die Untersuchung wurden isolierte Schweinelungen verwendet, die von der Lehr- und
Versuchsanstalt fiir Tierzucht und Tierhaltung, Teltow Ruhlsdorf, Deutschland, bezogen
wurden. Die Lungen wurden in eisgekiihlter, mit O,/CO; (95:5) gesittigter Krebs-Henseleit-
solution (KHS) transportiert.

Praparation und Anschluss der Testorgane an die Messgeriite:

Aus den Schweinelungen wurden Bronchialsegmente heraus prépariert, in KHS Medium
tiberfiihrt und von dem umgebenden Fett- und Bindegewebe befreit. Die Bronchialsegmente
wurden in kleine Ringe (3-5 mm lang und 3-5 mm breit) geschnitten, auf zwei horizontal L-
formigen Edelstahlhdkchen (@= 300 pum) aufgehingt und bei 37°C in kontinuierlich mit
0,/CO; (95:5) gesittigtes KHS-Medium in 20 ml Organbéder eingebracht.

Fiir die Registrierung isometrischer Lingenidnderungen wurden priparierten Ringe mit einem
isotonisch arbeitenden Transducer (Typ TF6VS5iso, Fleck, Mainz) mit einer Vorlast von 20
mN verbunden (Ruhespannung). Die Aufzeichnung der Kontraktionen erfolgte mit Hilfe
eines Verstirkers (Transducer Coupler 4711, TSE, Bad Homburg), der mit einem 4-Kanal-x/t-
Schreiber (Kompensograph C 1016, Siemens) verbunden war.

Durchfiihrung der Untersuchung:

Nach einer 60-miniitigen Stabilisierungsphase mit einem Mediumwechsel nach 30 Minuten,
folgte eine Aquilibrierungsphase von 105 Minuten. Wihrend der Aquilibrierung wurden die
Ringe Zweimal je 20 Min. entweder mit 3 uM Carbachol oder mit 100 uM Histamin

stimuliert. Nach der Beendigung jeder Stimulierung wurden die Organe mit Nihrlosung fiir

! Fiir die Testung des Ols danke ich Herrn Gornemann und Herrn Professor Dr. Pertz (Institut fiir Pharmazie,

FU-Berlin).
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20 Min. gespiilt, um Carbachol bzw. Histamin zu entfernen, somit konnten die Organe bis
zum Baseline-Niveau wieder relaxieren. Die Spannung wurde auf 20 mN justiert.
Nachfolgend wurden jeweils kumulative Konzentrations-Wirkungskurven fiir Carbachol oder
Histamin in Abwesenheit bzw. Gegenwart des entsprechenden Antagonisten aufgezeichnet:
0,1 uM Atropin (Antagonist der M3-Muskarinrezeptoren), 1 uM Mepyramin (Antagonist der
H1-Histaminrezeptoren) oder 50-100 pg/ml itherisches Ol von L. dulcis.

Die Zugabe des Antagonisten im Organbad erfolgte nach der Aquilibrierungsphase und die
Bronchialringe wurden damit fiir 60 Minuten inkubiert, bis der Antagonist mit den
Rezeptoren ins Gleichgewicht kommt. Alle Bestimmungen erfolgten in Gegenwart von
Indomethacin (5 puM), um die Produktion vaskulédrer Eikosanoiden durch Cyclooxygenasen zu
hemmen. Zur Blockierung der M3-Muskarinrezeptoren wurde Atropin (1 uM) zusitzlich in
den Versuchen mit Histamin zugegeben.

Ein Kontrollexperiment wurde nur mit dem Losemittel (DMSO) gemacht um festzustellen, ob

DMSO einen Einfluss auf die Carbachol- bzw. Histamin-induzierten Kontraktionen hat.

2.3.11.3 Untersuchung der antispasmodischen Aktivitiit des Ols an der Rattentrachea 2
Die antispasmodische Aktivitit des itherischen Ols vom L. dulcis am oberen Atmungsweg
wurde an Hand von isolierter Rattentrachea untersucht.

Priparation der Rattentrachea

Gesunde Ratten beiderlei Geschlechts wurden durch eine Ethernarkose getotet. AnschlieBend
wurde ihnen die Trachea entnommen, vorsichtig gespiilt, ggf. von Kehlkopf und
anhidngendem Gewebe befreit.

Segmente aus drei aneinanderhidngenden Knorpelringen wurden mit Hilfe spezieller
Organhaken horizontal in einem auf 37°C temperierten Organbad befestigt, welches 5 ml
einer Carbogen begasten Krebs-Henseleit-Losung enthélt. Dieses Segment wurde dann iiber
zwei Organhaken gestiilpt, wobei der Musculus trachealis weder mit dem beweglichen, noch
dem fest installierten Organhaken in Beriihrung kam (siehe Abb. 2.7).

Der bewegliche Organhaken ist mit einem isotonisch arbeitenden Kraftaufnehmer verbunden.
Die Ausschlige werden nach Verstirkung des Signals durch einen Transducer einem
angeschlossenen Schreiber aufgezeichnet. Zu Versuchsbeginn wird die Trachea einer

Vorspannung von 0,5 g ausgesetzt.

? Fiir die Testung der Ole danke ich die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Eugen J. Verspohl (Miinster).
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Praeparat

Abb. 2.7: Priparation der Rattentrachea. Links: Segment aus drei aneinanderhingenden Knorpelringen.
Rechts: Schematische Darstellung der Praparatauthdngung.

Durchfiihrung der Untersuchung

Die Untersuchungen an der isolierten Rattentrachea wurden in einem 5-ml-Organbad
durchgefiihrt (Organbad Mayflower, Hugo Sachs Elektronik, March). Es ist speziell fiir die
Kontraktions- bzw. Relaxationsmessung kleiner Organpriparationen wie z.B. der Ratten-
trachea oder kleiner Blutgefi3e konzipiert.

Nach einer 60-miniitigen Aquilibrierungsphase mit verschiedenen Spasmogenen wurden die
drei Trachealringe im Organbad horizontal mit einer Vorspannung von 1 g aufgehingt (37°C
Badtemperatur).

Es wurden Konzentrations-Wirkungskurven fiir das Spasmogen BaCl, in Abwesenheit bzw.
Gegenwart der zu untersuchenden Substanz (das itherische Ol) aufgenommen. BaCl, wurde
in den drei verschiedenen Konzentrationen (5, 10 und 15 mM) eingesetzt, die jeweils drei
Minuten auf die Trachea einwirken konnten, bevor kumulativ die ndchsthohere Konzentration
zugesetzt wird. Die Konzentration von 10 mM BaCl, wurde auch von Peiper und Zobel

(1987) zur Muskelkontraktion einer isolierten Rattentrachea verwendet.

2.3.11.4 Untersuchung des Effekts des itherischen Ols auf die mukozilitiren Clearance

Die mukozilidire Clearance des respiratorischen Epithels ist der wichtigste und auch
effizienteste Reinigungsmechanismus in den luftleitenden Atemwegsabschnitten (Trachea,
Bronchien, Bronchioli). Die luftleitenden Atemwege sind von einem respiratorischen Epithel
ausgekleidet. Dieses ist gegen das Lumen von einer unterschiedlich viskdsen
Fliissigkeitsschicht bedeckt, welche aus einer niederviskdsen Sol- und einer hoherviskdsen
Gel-Phase besteht. Die Gel-Phase wird durch den metachronalen Zilienschlag rachenwdrts

bewegt und transportiert so Partikel aus der Lunge hinaus (Mukozilidrtransport).
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Zur Messung der mukozildren Clearance wurde die in vivo Mikrodialysetechnik verwendet.
Die Trachea wurde vorsichtig enthiillt und einen kleinen Schnitt wurde direkt jenseits des
Kehlkopfes gemacht. Ein 80 um Microcapillary Rohrchen (DETAKTA, 22851 Norderstedt,
Deutschland) wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 123 beladen (15 nl/g
Korpergewicht) und 16 mm in die Trachea eingefiihrt. Das Microcapillary Rohrchen wurde
zu einer Mikrospritze angeschlossen, damit der Farbstoff leicht gesetzt werden konnte, indem
man 500 nl-Luft ins Rohrchen driickt. Die Spitze eines Mikrodialysegerits wurde 4 mm durch

den gleichen Schnitt in die Trachea eingelegt und gut in ihrer Position fixiert (siche Abb. 2.8).

—1 ™mm
Rhodamine

— from dialysis pump

<+— sample probe

Abb. 2.8: Untersuchung der mukoziliiren Transportsgeschwindigkeit an Versuchsratten.

Der Tracheaschnitt soll so klein wie moglich sein um die Trocknung der Schleimhaut durch
die Atmungsluft zu vermeiden. Die mukozilidre Transportgeschwindigkeit kann anhand der
Zeit berechnet werden, die der Rhodamintropfen braucht um die definierte 12 mm Strecke
entlang der Trachea vom Microcapillary Rohrchen bis zur Spitze der Mikrodialyse zu
passieren. Fiir die Untersuchung wurde eine CMA/102 Mikrodialyse-Pumpe (CMA
Microdialysis, 17118 Solna, Schweden) mit einer konstanten Stromungsrate von 4 ul/Minute
verwendet. Nach Absetzung des Fluoreszenzfarbstoffs wurden Dialysate in Zeitabstand von
15 Sekunden in 96 Well Nunc Platten mit runden Boden (1 pl/Well) gesammelt. Nach 24
Minuten und nachdem alle 96 Proben gesammelt wurden, wurde die Nunc Platte sofort in
einen FluoStar Galaxy Fluoreszenz Mikroplattenleser eingelegt (BMG Lab Tech, 07743 Jena,

Deutschland), die Proben wurden bei einer Wellenlinge von 485 nm angeregt und die
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Emission bei 520 nm gemessen. In allen Versuchen wurden die Testsubstanzen (dtherisches
Ol) bzw. die Negativkontrolle (Saline) in drei Zeiten 24, 12 und 1 Std. vor Beginn des

Experimentes der Ratte gegeben.

2.3.12 Mathematische Berechnungen und statistische Methoden

Die Daten sind als Mittelwert von n unabhingigen Experimenten dargestellt. Als Maf fiir die
Streuung wurden die Standardabweichungen (SD, bei mindestens 3 unabhingigen
Experimenten) oder die Spannweite (R, bei 2 unabhingigen Experimenten) verwendet. Die
Priifung auf Signifikanz der Unterschiede der Mittelwerte erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-
Test. Uberschreitungswahrscheinlichkeiten P von <0,05 wurden als signifikant angesehen.
Die experimentell gewonnenen Konzentrations-Wirkungs-Daten in Abschnitt 2.3.11.2 wurden
mit Hilfe der Software (GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
ausgewertet. Die Anpassung erfolgte entsprechend der Hill-Gleichung zwecks Ermittlung der
Parameter E.,x, pECso. Der Vergleich der gewonnenen Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des 7-

Tests nach Student. Ein Signifikanzniveau von P<0,05 wurde angenommen.
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3. ERGEBNISSE
3.1 Ergebnisse der botanischen Studie

3.1.1 Die makroskopischen und histologischen Merkmale von L. dulcis

Die Blitter

Die Blitter sind bis ca. 8 cm lang und 5 cm breit, sie sind simpel, gegenstindig, netznervig
und oval mit grob gezdhntem Blattrand. Beide Seiten der Blitter sind rau und stark behaart.
Wihrend die Blattoberseite dunkelgriin ist, ist die Unterseite hellgriin und mit besonders
hervortretenden Mittel- und Seitennerven. Ein 1,5 bis 3,5 cm langer Stiel befestigt das Blatt

am Pflanzenstingel.

Abb. 3.1: Unter- (A) und Oberseite (B) eines Blattes.

Unter dem Mikroskop kann man mit einer Fldchenansicht die netzformige Nervatur, die
welligen Epidermiszellen und die Stomata erkennen. Stomata sind als diacytischer
Spaltoffnungstyp und auf der unteren Epidermis mehr als auf der oberen zu finden. Die Haare
sind teilweise gebogen, pyramidenférmig, bestehen aus eins, zwei oder drei Zellen und mit

mehreren Zellen an der Basis umgeben (Abb. 3.2 und 3.3).

- ¥y .-. AT
200pm 200pm

Abb. 3.2: Mikroskopische Flichenansicht der Blitter (A: Unterseite, B: Oberseite).
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Abb. 3.3: A: Kegelhaar von Blittern. B: Diacytische Spaltoffnungen.

Die Driisenschuppen sind sowohl auf der Blattoberseite als auch auf der Unterseite vorhanden

(mehr auf der Unterseite) und mit einem gelblichen Sekret (itherisches Ol) gefiillt (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Driisenschuppen der Blitter.

Im Blattquerschnitt konnte ein bifaziales Laubblatt erkannt werden, welches aus
Palisadenparenchym und darunter gelegenem Schwammparenchym besteht. Das
Palisadenparenchym besteht aus zwei Lagen langgestreckter, senkrecht zur Blattoberfldche
stehender, chloroplastenreicher Zellen. Das Schwammparenchym besteht aus unregelmifig

geformten Zellen.

Abb. 3.5: Querschnitt eines Blattes mit dem Leitbiindel im Bereich der Mittelrippe (links) und der
Blattspreite (rechts).
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Die Bliiten

Sie sind im Zeitraum von Mitte Mirz bis Mitte Oktober zu sehen (Langtagspflanzen). Die
Bliiten gruppieren sich auf einer Achse und bilden gemeinsam die Bliitenstinde, die
zapfenformig und einzeln in den Blattachseln sind (Kopfchen <1 cm oder Kegel: 1,5-2,5 cm
lang). Einzelbliiten sind glockenférmig, klein (ca. 3 mm lang) und weil am Anfang dann
werden sie braungelb (wédhrend der Formation der Samen). Jede Einzelbliite sitzt auf einer
grinen Brakteole. Die Blumenkrone besteht aus 4 weilen Kronblittern, die von unten
integriert und von oben frei sind. Der Bliitentyp ist unimetrisch. Der Bliitenstiel ist hellgriin

und ca. 1,5-3,2 cm lang (Abb. 3.6 und 3.7).

Abb. 3.7: Bau der Bliitenstinde. A: Obersicht eines Bliitenstands, Kronblitter sind unimetrisch. B: Bliiten mit
ihren Tragblittern. C: eine Einzelbliite. D: eine Brakteole.

Unter dem Mikroskop sieht eine Einzelbliite mit einem zweifdcherigen Fruchtknoten zwittrig
aus. Eine Vielzahl von goldgelben und runden Pollen ist auch hier zusehen. Besonders
auffallend sind viele Haare und reichliche Driisenschuppen auf der Oberfliche der Kelch. Die
Tragblitter sind auch stark behaart und bedeckt mit verschiedenen Arten von Driisenschuppen
und Driisenhaaren, die ein- bzw. zweizellige Kopfchen haben und mit gelborangefarbigem

Sekretinhalt gefiillt sind (Abb. 3.8).
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E

Abb. 3.8: Die mikroskopischen Merkmale der Bliiten von L. dulcis. A: Ein 2-fachiger Fruchtknoten. B: Die
Fortpflanzungsorgane der Bliite: die Stempel und Staubblitter. C: Der Kelch mit den Driisenschuppen. D: Die
Spitze eines Tragblattes. E: Ein Driisenhaar auf der Oberfliche der Tragblitter mit zweizelligem Kopf.

Die Sprossachse

Die runde behaarte Sprossachse ist hellgriin oder rotgriin und kann hart sowie holzig werden.
Sie ist lang mit ca. 4,5-8,5 cm langen Internodien (Abb. 3.9A). Der Spross wichst auf
kriechende Weise und an den Stellen wo sie die Erde beriihrt, entstehen neue Wurzeln aus den
Knoten. Aus diesen Knoten entsteht auch ein neuer Spross mit oder ohne zwei Bliitenstinde
(Abb. 3.9B). Diese Eigenschaft wurde fiir die asexuelle Vermehrung der Pflanze benutzt.

Manchmal entstehen die Wurzeln auch aus den Internodien.

Abb. 3.9: Morphologische Merkmale der Sprossachse. A: Die kriechenden Sprossen mit den Internodien und
den Bliitenstdnden. B: Entstehung neuer Wurzeln aus den Knoten.

In einem Querschnitt der Sprossachse (Abb. 3.10) sieht man unter dem Mikroskop die
folgenden Strukturen:

* Die Epidermis mit Trichomen und Driisenschuppen.

» Mehrere Parenchymschichten, einige davon besitzen eine dicke Zellwand, die man als

Kollenchymzellen bezeichnet und die als Festigungsgewebe fungieren.
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= Leitbiindel besteht aus Phloem und Xylem. Rund um die Leitbiindel befindet sich ein
totes Festigungsgewebe (Sklerenchym), welches die Stabilitit des Stingels unterstiitzt.

= Zentrales Mark besteht aus parenchymatischen Zellen.

Abb. 3.10: Querschnitt eines verholzten Stingels (links) & eines jungen Stiingels (rechts). Priparat wurde
mit Phloroglucin/HCI gefirbt, verholzte Zellen sieht man in roter Farbe.

Die Wurzel
In einem Querschnitt der Wurzel (Abb. 3.11) sieht man unter dem Mikroskop das typische
Bild einer jungen dikotylen Wurzel:
= In der Mitte befindet sich eine runde Struktur (Zentralleitbiindel), die aus Xylem und
Phloem besteht. Die Xylem-Zellen sind sternfomig in der Mitte des Leitbiindels
angeordnet, wihrend die Phloem-Zellen dazwischen liegen.
= Die Endodermis ist die innerste Grenzschicht zwischen der Wurzelrinde und dem
Zentralleitbiindel. Die Endodermiszellen sind zusitzlich mit einem Streifen aus Holz
und Suberin radial imprédgniert (Caspar Streifen). Die Endodermis kontrolliert die
Stoffaufnahme in die Pflanze.
= Die Wurzelrinde stellt den groften Teil der Wurzel dar und besteht aus
parenchymatischen Zellen.

= Die duBerste Schicht der Wurzel heiflt Epidermis, aus der die Wurzelhaare wachsen.
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Abb. 3.12: Das Aussehen der Wurzel der L. dulcis.

Die Pflanzen aus Nicaragua und Panama haben auch die gleichen makroskopischen und
mikroskopischen Merkmale.

Anhand der mikroskopischen Studie der Droge haben wir festgestellt, das die meisten
Driisenschuppen, wo das dtherische 01 produziert wird, sich in den Bliiten, den Bléttern und

viel weniger in den jungen (nicht verholzten) Stingeln befinden, wihrend die verholzten
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Stiangel und die Wurzeln so gut wie keine Driisenschuppen besitzen. Aus diesem Grund haben
wir zur Gewinnung des itherischen Ols nur Bliiten, Blitter und griine Stiingel verwendet.
Diese Vermutung lie3 sich spdter durch sensorische (organoleptische) Untersuchungen

einzelner Teile der Pflanze bestitigen (Tab. 3.1).

Teil der Pflanze SiiBer Geschmack
Blitter ++
Bliiten +++
Bliitenstiel +
junge Sténgel (griin) +

verholzte Stingel -

Wurzeln -

Tab. 3.1: Organoleptische Untersuchung der Pflanzenteile der L. dulcis.

3.2 Ergebnisse der phytochemischen Studie

3.2.1 Optimierung der Destillationsdauer zur Gewinnung des itherischen
Ols

Das #therische Ol wurde aus der frischen Pflanze bzw. der Droge mittels
Wasserdampfdestillation, wie in Abschnitt 2.3.2.1 beschrieben, extrahiert. Zur Optimierung
der Destillationsdauer wurden 25 g getrockneter Bliiten und Blitter (geerntet in Juni 2005) fiir
7 Stunden lang destilliert, jede Stunde wurde das Volumen des extrahierten Ols abgelesen.
Abb. 3.13 zeigt die gewonnene Olmenge mit der Destillationsdauer (reprisentative
Ergebnisse).

Wie die Abbildung zeigt wird das meiste Ol innerhalb der ersten vier Stunden aus der Droge
extrahiert, die nach vier Stunden gewonnene ()lmenge ist so klein, dass es sich nicht mehr
lohnt den Prozess fortzusetzen. Anhand dieser Ergebnisse wurde die Destillation zur
Gewinnung des itherischen Ols fiir alle Analysen nur fiir vier Stunden durchgefiihrt. Das
mittels Destillation gewonnene Ol ist gelb, aromatisch, sehr sii} und hat eine Dichte von

0,933.
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Abb. 3.13: Zunahme des extrahierten Olvolumens mit der Destillationsdauer (repriisentatives Beispiel).

3.2.2 Der Wassergehalt von L. dulcis

Zur Bestimmung des Wassergehalts der verschiedenen Pflanzenteile sowie der ganzen
Pflanze wurden Blitter, Bliiten, Stingel, Wurzel oder die ganze Pflanze im Trockenschrank
bei 30°C bis zum stabilen Gewicht getrocknet. Der Prozentsatz des Wassergehalts in jedem

Pflanzenteil wurde berechnet und in Tab. 3.2 dargestellt.

Pflanzenteil Blitter Bliiten Stingel Wurzel  Ganze Droge

Wassergehalt % (w/w)  77,9+2,6  75,3+2,5 75,8+1,5  60,1+1,2 76,1+2,4

Tab. 3.2: Wassergehalt von L. dulcis und seine Pflanzenteile. Mittelwert+SD, n=3.

3.2.3 Bestimmung des Gehalts des itherischen Ols in der Pflanze

Der Gehalt des itherischen Ols wurde sowohl fiir die ganze Pflanze als auch fiir ihre
Einzelteile in frischer und trockener Form mittels Wasserdampfdestillation bestimmt. Nach
dem Ernten wurde die Pflanze in einem Trockenschrank bei 25-30°C getrocknet oder direkt
frisch einer 4-stiindigen Destillation unterzogen. Tabellen 3.3 und 3.4 zeigen den Gehalt
(Ausbeute) des Ols bezogen auf die Trockenmasse bzw. auf das Gewicht der Pflanzenteile

(ml/100g).
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Destillation der trockenen Teile

Pflanzenteil Jahreszeit Quelle Prozentsatz des Ols % (v/w)
Ganze Droge Jan. 2005 Mexiko 0,8+0,05
Ganze Droge Jun. 2005 Mexiko 1,5+0,1
Ganze Droge Jun. 2007 Nicaragua 1,3+0,07
Ganze Droge Jun. 2007 Panama 1,2+0,1
Ganze Droge Okt. 2006 Panama 0,5+0,07

Blitter Jul. 2005 Mexiko 1,8+0,05
Bliiten Jun. 2005 Mexiko 4,2+0,1
Bliten Dest.: Mai 2006 Nicaragua 3,4+ 0,7
Blitter und Bliten Jun. 2005 Mexiko 2,3+0,1
Stiangel Jul. 2005 Mexiko 0,05+0,005

Tab. 3.3: Prozentsatz des Ols (v/w) in der trockenen Droge und den Pflanzenteilen. Mittelwert+SD, n=3.

Destillation der frischen Teile

Pflanzenteil Jahreszeit Quelle Prozentsatz des Ols % (v/w)
Blitter Jul. 2005 Mexiko 0,5+0,1
Bliiten Jun. 2005 Mexiko 2,7+0,3
Blitter+Bliiten Jun. 2005 Mexiko 0,7+0,06
Stdngel Jul. 2005 Mexiko 0,02+0,0007

Tab. 3.4: Prozentsatz des Ols (v/w) in den verschiedenen Teilen der frischen Pflanze. Mittelwert+SD, n=3.

Aus den Ergebnissen dieser Studie kann man folgendes beobachten:

I. Die Bliiten enthalten ca. 4-5 fach mehr Ol als die Blitter. Dies Lisst sich auch mit der
GC gut nachweisen. Beispielsweise enthalten 100 g frische Bliiten ca. 900 mg Campher
und 320 mg Hernandulcin wihrend die gleiche Menge frischer Blitter nur ca. 130 mg
Campher und 50 mg Hernandulcin enthélt (siehe Abschnitt 3.2.7).

II. Die Pflanze enthilt im Sommer (Juni und Juli) mehr #therisches Ol als im Januar oder

Oktober, da die Bliiten nur zwischen Mirz und Oktober existieren.



ERGEBNISSE 72

III. In der gleichen Jahreszeit produziert die Pflanze aus Mexiko mehr itherisches Ol als die

aus Nicaragua oder Panama.

3.2.4 Ergebnisse der DC-Analyse verschiedener Extrakte aus L. dulcis
Verschiedene Extrakte aus L. dulcis wurden, wie in Abschnitt 2.3.2.2.2 beschrieben,
vorbereitet und mittels Diinnschichtchromatographie in spezifischen FlieBmittelsystemen
untersucht. Die Detektion mit unterschiedlichen Spriihreagenzien (siehe 2.3.2.3) schlossen
sich an, um einen Uberblick iiber weitere nicht bereits in dieser Pflanze detektierte
Inhaltsstoffe zu gewinnen.

A. Zur Uberpriifung auf Alkaloide wurde der hergestellte Extrakt A auf einer DC Platte
aufgetragen, als Positivkontrollen wurden Alkaloidlosungen (1% Nicotin bzw.
Papavirin in Ethanol) auf derselben DC-Platte getrennt. Die Platte wurde mit MP B
entwickelt und mit Sprithreagenz II bespriiht. Nach dem Bespriihen firbten sich nur
die Positivkontrollen orange-rot, was auf keine Alkaloidvorkommen in L. dulcis

hindeutete.

B. Zur Uberpriifung auf Saponine wurden die Extrakte B und E einer DC unterzogen.
Als Vergleichssubstanzen dienten Standard-Saponin und Aescin (0,1% in Methanol).
Als FlieBmittel wurden MP B oder F verwendet. Zur Visualisierung der Saponine
wurde Reagenz I oder V eingesetzt. Es konnten keine Saponine in L. dulcis detektiert

werden. Die Droge bildete auch keinen Schaum, was die DC-Analyse bestitigte.

C. Zur Uberpriifung auf Cumarine wurden Extrakte C und E auf einer DC-Platte mit MP
C, oder D oder E entwickelt. Nach der Abdunstung der MP wurde die Platte unter UV-
Licht (366 nm) betrachtet und mit dem Reagenz III oder IV bespriiht. Eine intensiv
blau fluoreszierende Bande wurde fiir die Vergleichsubstanz (0,1% Scopoletin in

MeOH) aber nicht fiir die Extrakte aus L. dulcis beobachtet.

D. Zur Uberpriifung auf Anthraglykeside wurde Extrakt D auf einer DC-Platte mit MP
B getrennt. Anschlieend wurde die entwickelte Platte unter UV-Strahlung mit einer
Wellenldnge von 366 nm beobachtet. Es wurde keine gelbe oder rote Fluoreszenz
detektiert. Auch nach der Besprithung mit einer 10%igen ethanolischen Kalilauge
(Borntrager-Reaktion) bildeten sich keine roten oder gelben Niederschlige auf der

Platte also auch keine Anthraglykoside.
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3.2.5 DC Untersuchung des itherischen Ols und des ethanolischen Extrakts

Auf einer DC-Platte wurden das #therische Ol und der ethanolische Extrakt, mit dem MP A
als FlieBmittel, hinsichtlich ihres Campher und Hernandulcin Gehalts getrennt. Nach
Abdunsten des Losemittels wurden die Platten unter UV-Licht und mit dem Reagenz V
detektiert. Abb. 3.14 zeigt, dass Hernandulcin und Campher mittels Diinnschicht-
Chromtographie auseinander getrennt werden konnen. Die Trennung zeigt auch eine
dominante Bande, die langsamer als die Hernandulcin-Bande auf der DC-Platte wandert und
wie bei Hernandulcin eine Fluoreszenzminderung verursacht. Diese Bande gehort dem

Epihernandulcin, ein Epimer von Hernandulcin (Souto-Bachiller et al., 1997).

1 2 3 4

- =

Abb. 3.14: DC-Analyse des iitherischen Ols und des ethanolischen Extrakts von L. dulcis. Spur 1: Ol
(Mexiko) in Hexan (1:20), Spur 2: 100 mg/ml Et-Extrakt, Spur 3: 10 mg/ml Campher, Spur 4: 3 mg/ml
Hernandulcin.

3.2.6 Isolierung des Hernandulcins mittels Sdulenchromatographie (SC)

Der SiiBstoff Hernandulcin wurde aus dem itherischen Ol mittels Sdulenchromatographie,
wie in Abschnitt 2.3.2.4 beschrieben, isoliert.

Parallel zur SC-Isolierung wurde ein DC-Screening durchgefiihrt um die Hernandulcin-
haltigen Fraktionen identifizieren zu konnen.

Zur Bestimmung der Reinheit des isolierten Hernandulcins wurde anschliefend eine
Gaschromatographie Analyse durchgefiihrt (sieche Verfahren 2.3.2.5). Eine Reinheit bis zu ca.

87% konnte erreicht werden (sieche Abb. 3.15). Die Verunreinigung besteht aus zwei



ERGEBNISSE 74

unbekannten Substanzen, die auch bei der Analyse des &therischen Ols beobachtet werden

konnten.
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Abb. 3.15: GC-Analyse des isolierten Hernandulcins. Ein Leerlauf wurde zuerst nur mit absolutem Ethanol
gemacht, anschlieend wurde 1ul einer 10 mg/ml Hernandulcin-Losung in Ethanol in die GC-Séule eingespritzt.

Hernandulcin ist bei Rt=43,3 Min. zu sehen.

3.2.7 Bestimmung des Gehalts an Campher und Hernandulcin mittels

Gaschromatographie

Nach Optimierung der Methode zur chromatographischen Trennung wurden die
Retentionszeiten vom Losemittel und die Referenzsubstanzen Campher und Hernandulcin als
Einzelverbindung und im Gemisch bestimmt. Die Peaks der beiden Substanzen trennten sich
vollstidndig voneinander (Rt campher=10,7 Min., Rt Hemandulcin=43,3 Min.).

Der Gehalt an Campher und Hernandulcin wurde fiir dtherische Ole (aus Mexiko, Nicaragua

und Panama) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.5 zusammengefasst, Abb. 3.16 zeigt

Beispielchromatogramme.
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Droge oder Pflanzenteil Campher % Hernandulcin %
Im Ol % In Pflanzenteilen % Im Ol % In Pflanzenteilen %
(w/v) (w/w) (wW/v) (w/w)
Ganze Droge 32,6+0,2 0,540,003 10,1+0,8 0,2+0,01

Ernte Juni 2005, n=4

Frische Bliiten 31,1+1,1 0,9+0,03 11,2+0,3 0,3+0,01
Ernte Juni 2005, n=3

Trockne Bliiten 33,841,2 2,5+0,09 12,7+0,6 0,9+0,04
Ernte Juni 2005, n=3

Frische Blitter 32,8+0,01 0,14+0,00004 12,5+0,1 0,05+0,0006
Ernte Juli 2005, n=3

Trockne Blitter 34,1+0,6 0,6+0,01 11,4+0,5 0,2+0,01
Ernte Juli 2005, n=3

Frische Stingel 31,2+0,9 0,00620,0002 13,6+0,7 0,00320,0002
Ernte Juni 2005, n=3

Droge aus Panama - -—-—--  —eeev 13,8+1,9 0,07+0,009
Ernte Okt. 2006, n=3

Droge aus Panama 0,01+0,009 0,07x107+0,001x107 14,5422 0,07+0,01
Del.=1:10, n=3
Bliiten aus Nicaragua =~ -—--—-- - 27,5+4.5 1,2+0,2
n=2
Bliiten aus Nicaragua 0,09+ 0,02 0,003+0,001 30,6+1,3 1,1+0,1
Del.=1:2, n=2

Tab. 3.5: GC-Bestimmung des Gehalts an Campher und Hernandulcin in den itherischen Olen von L.
dulcis. Mittelwert £Streuung (R bei n=2 oder SD bei n>3). Del.: Verdiinnung des Ols in Hexan 1:100 falls nicht
anders erwéhnt.
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Abb. 3.16: Gaschromatogramme von Lippia dulcis aus Mexiko (A), Panama (B) und aus Nicaragua (C).
Peaks von Campher und Hernandulcin sind bei Rt=10,7 Min. und 43,3 Min. zu sehen.

3.2.8 Bestimmung des Gehalts an Campher und Hernandulcin mittels

HPLC

Die itherischen Ole wurden mit Hilfe der analytischen HPLC analysiert und der Gehalt an
Campher und Hernandulcin wurde fiir die untersuchten Ole bestimmt (Beschreibung in
2.3.2.6). Fir die Quantifizierung wird die Peakfliche der interessanten Substanz bei
geeigneter Wellenlidnge aus dem Chromatogramm herangezogen, da diese der Konzentration
direkt proportional ist. In der vorliegenden Arbeit wurde die Kalibriermethode mit externem
Standard benutzt. Es wurden jeweils 5 verschiedene Konzentrationen des Campher- bzw. des
Hernandulcin ~ -Standards  durchgefiihrt.  Die  Kalibrierlosungen =~ wurden  im
Konzentrationsbereich 2-40 mg/ml fiir Campher und 1-15 mg/ml fiir Hernandulcin in MeCN
hergestellt. 15 pl der jeweiligen Losung wurden in die HPLC-Anlage eingespritzt. Die
Kalibrierung erfolgte anhand der Peakflachen. Hierbei wird die Peakfliche gegen die
entsprechende Konzentration aufgetragen. So entstand eine Gerade (siehe Abb. 3.17), anhand

ihrer Gleichung konnte man bei bekannter Peakfldache die Konzentration errechnen.
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Abb. 3.17: HPLC-Kalibriergeraden von Campher (A) und Hernandulcin (B). Mittelwert+SD, n=3-5.

Zur Analyse des mexikanischen Ols wurden 15 ul einer 30 ul/ml Ollosung in MeCN in der
HPLC-Anlage eingespritzt. Nach den Ergebnissen der HPLC-Studie enthielt das
mexikanische Ol 47,6+2,7 mg/100 ul Campher und 12,1+0,9 mg/100 ul Hernandulcin (n=6).
Wihrend die GC-Studie fiir das gleiche Ol einen Gehalt von 32,6+0,2 mg/100 ul Campher
und 10,1+0,8 mg/100 pul Hernandulcin ergab (n=4) (siche Tab. 3.5). Der Vergleich der
Ergebnisse der GC- und HPLC-Messungen zeigte, dass mit Hilfe der HPLC ein signifikant
(p<0,01) groBerer Gehalt an Campher und ein signifikant (p<0,05) groBerer Gehalt an
Henandulcin im mexikanischen Ol bestimmt werden konnten.

Das Ol aus Nicaragua wurde unter den gleichen Bedingungen wie beim Mexikanischen Ol
analysiert. Die HPLC-Analyse zeigte 14,2+0,05 mg/100 ul Campher und 46,4+1,7 mg/100 ul
Hernandulcin (n=4). Interessanterweise zeigte die GC-Analyse so gut wie kein Campher in

dem Ol aus Nicaragua (0,09+0,02 mg/100 ul, n=2). Hernandulcin-Gehalt nach Ergebnissen
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der GC-Studie betrug 29,1+3,3 mg/100 ul Ol n=4. Beispielchromatogramme sind in Abb.
3.18 gezeigt.
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Abb. 3.18: HPLC-Chromatogramme von L. dulcis aus Nicaragua (links) und aus Mexiko (rechts).

3.3 Bestimmung des SitBungsgrads von Hernandulcin

Der Test wurde, wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben, durchgefiihrt. Aus einer ethanolischen
Stammlosung von Hernandulcin (1 mg/300 pl) wurde eine Reihe von Verdiinnungen (1:50-
1:300) gemacht. Die Verdiinnung 235x war genauso leicht sii3 wie eine 7 mg/ml
Saccharoselosung. Das heifit 14 pg/ml Hernandulcin entsprechen 7000 pg/ml Saccharose, in

anderen Worten Hernandulcin ist in unserer Untersuchung ca. 500-mal siifler als Saccharose.

3.4 Bestimmung der Zytotoxizitat mittels MTT-Assay

Der MTT-Assay zur Bestimmung der Zytotoxizitit der Testsubstanzen wurde an HepG2-
Zellen entsprechend dem Abschnitt 2.3.5 durchgefiihrt. Zunédchst wurde die optimale
Zelldichte fiir die Versuche bestimmt, um im linearen Bereich zu arbeiten. Eine optimierte
Zellzahl pro Well ist eine Voraussetzung fiir reproduzierbare Messergebnisse. Die Zellen

wurden in Verschiedenen Zelldichten ausgesidt und nach einer 72-stiindigen Inkubation mit

MEM-Medium, wurde der MTT-Test durchgefiihrt. Es wurde die Zellzahl 7000/Well
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gewihlt, somit konnte vorausgesetzt werden, dass sich eine Zu- oder Abnahme der
Zellproliferation iiber einen mehrtigigen Versuch sicher bestimmen ldsst.

Um eine Reduktion des MTT durch die Testsubstanzen auszuschlieBen, wurde in
Blindversuchen der Einfluss der Substanzen auf die Bestimmungsmethode untersucht. Es
ergaben sich keine Hinweise auf eine entsprechende Storung der Methode.

Um die zytotoxischen bzw. proliferationshemmenden Effekte des verwendeten Losemittels
(DMSO) von denen der Testsubstanzen abgrenzen zu konnen, wurde der Einfluss von DMSO

allein auf die Zellvitalitit getestet (siehe Tab. 3.6).

DMSO Konz. % (v/v) 0 0,125 0,25 0,5 1,0 1,5

Zellproliferation % 100£5,1  98,5+£3,1 97,9429 94,1+3,7 84,4+5,2 63,5+3,7

Tab. 3.6: Einfluss von DMSO auf die HepG2-Zellproliferation. Inkubationszeit: 72 Std.. Mittelwert+SD, n=8.

Wie in der Tabelle deutlich zu erkennen hat DMSO im Konzentrationsbereich von 0,125% bis
0,5% keinen signifikanten Effekt (p>0,05) auf der Vitalitit der Zellen. Eine DMSO
Konzentration von 1% in der Zellkultur fiihrte bereits zu tendenziell toxischen Effekten (ca.
16% Hemmung der Vitalitdt). Anhand dieser Ergebnisse wurden die Testsubstanzen fiir den
MTT-Test in DMSO (<0,5%) aufgenommen.

Um die Zytotoxizitit der Testsubstanzen auf die HepG2-Zellen zu bestimmen wurden 25- 250
ug/ml des Camphers, des ethanolischen Extrakts und des itherischen Ols (aus Mexiko) und
12,5-250 pg/ml des itherischen Ols aus Panama eingesetzt. Vom Hernandulcin wurden
Konzentrationen von 5-250 pg/ml verwendet. Als negative Kontrolle wurde die Absorption
fiir DMSO-behandelte Zellen vermessen (16 wells), der Mittelwert davon berechnet und als
100% ftestgelegt. Die Proliferationshemmung wurde nach folgender Gleichung berechnet und
in Abb. 3.19 dargestellt:

% Proliferationshemmung = 100-(Mittelwert ODregsubstanz X 100 / Mittelwert OD kontrolte)
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Abb. 3.19: Proliferationshemmung der HepG2-Zellen durch steigende Konzentrationen der Testsubstanz.
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz inkubiert, anschlieBend wurde die
Zellvitalitdt mittels MTT-Test bestimmt. Signifikante antiproliferative Wirkung (P<0,05) wurde durch +
gekennzeichnet. Signifikant erniedrigte Zellvitalitit (P<0,001) wurde mit +++ markiert. Rautezeichen steht fiir
signifikante Werte (P<0,001) bei allen drei Testsubstanzen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Mittelwert+SD,
n >8.

Die itherischen Ole und Hernandulcin zeigten eine konzentrationsabhiingige Zytotoxizitit auf
die HepG2-Zellen. Die ICso-Werte wurden durch lineare Regression aus der Konzentrations-
Wirkungskurve ermittelt.

Die ICs fiir das mexikanische Ol ist 168,843,1 ug/ml, fiir das panamaische Ol 79,8+8,7
pg/ml und 67,244 pg/ml fiir Hernandulcin.

Der ethanolische Extrakt zeigte keine Hemmung auf HepG2-Zellen, bei der hochsten
Konzentration (250 pg/ml) war die Hemmung 6,7+3,7% (n=5).

Campher beeinflusste auch die Zellvitalitdt kaum, bei 250 pg/ml war die Hemmung nur

3,7+4,6% (n=13).

3.5 Morphologische Untersuchung der behandelten HepG2-Zellen
mittels Hamatoxylin Farbung

Hamatoxylin ist ein basischer Farbstoff, der ,,saure* Zellstrukturen wie die Nukleinsduren des
Kerns blau féarbt, d.h. Himatoxylin gefirbte Zellkerne sehen unter dem Mikroskop blau aus
(Chromatinblau). In dieser Arbeit wurden HepG2-Zellen, wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben,
kultiviert und mit der zu untersuchenden Substanz fiir 72 Std. inkubiert. Anschlielend wurden
die Zellen fixiert und mit Hamatoxylin gefiarbt. Die Abb. 3.20 stellt die Morphologie einer
intakten HepG2-Zelllinie und die morphologischen Verdnderungen der HepG2-Zellen nach

72-stiindiger Inkubationszeit mit den verschiedenen Testsubstanzen dar.
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Abb. 3.20: Lichtmikroskopische Bilder Himatoxylin-gefirbter HepG2-Zellen. Die Zellen wurden mit den
zu untersuchenden Substanzen fiir 72 Std. inkubiert und anschlieBend mit Himatoxylin gefiarbt. A: 0,45%
DMSO, B: 500 nM Staurosporin, C: 250 ug/ml Campher, D: 67 pg/ml Hernandulcin, E: 250 pg/ml ethanolischer
Extrakt, F: 168 pg/ml Ol aus Mexiko.
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Wie aus Abb. 3.20 deutlich zu erkennen, fiihrte die Behandlung der HepG2-Zellen mit dem
Ol bzw. Hernandulcin zu Reduzierung der Zellzahl, Zerstorung der Zell-Monolayer und
Kondensierung des Chromatins. Dagegen zeigten die mit Campher bzw. ethanolischem

Extrakt behandelten Zellen konfluente Monolayer.

3.6 In vitro Nachweis der Apoptose mittels DNA-Fragmentation
(Ladder-Assay)

Ein wichtiges biochemisches Merkmal der Apoptose ist die Spaltung des Chromatins in
kleine DNA-Fragmente (ihre GroBe ist mehrfach von ca. 180 bp), die man auf einem
Agarosegel als DNA-Leiter erkennen kann. Zuerst wird das Chromatin in high molecular
weight (HMW) DNA-Fragmente gespalten, die anschlieBend durch Aktivierung mehrerer
DNA-Fragmentationsfaktoren, u.a. Caspase-activated-DNase und CalzJ'/Mg2+ abhéngige
Endonuklease in kleinere DNA-Fragmente abgebaut werden (Liu et al., 1997; Arends et al.,
1990).

In dieser Arbeit wurden die zu untersuchenden Substanzen mit HepG2-Zellen, wie in
Abschnitt 2.3.7.1 beschrieben, fiir 4, 16, 24, 48 oder 72 Std. inkubiert. Als Positivkontrolle
wurde Staurosporin 500 nM verwendet, DMSO diente als Negativkontrolle. Die DNA wurde
anschliefend aus den behandelten Zellen isoliert (Verfahren 2.3.7.2) und auf einem 1,5%igen
Agarosegel analysiert (Abb. 3.21).

Fiir HepG2-Zellen, die mit 250 pg/ml Campher oder ethanolischem Extrakt fiir 48 und 72 Std.
inkubiert wurden, wurde keine DNA-Fragmentierung beobachtet.

Die Behandlung der Zellen mit 168 bzw. 250 pg/ml Ol aus Mexiko fiir 4-72 Std. fiihrte zu
einer DNA-Fragmentierung in einer konzentrations-/zeitabhiingigen Weise. Wihrend 50
ug/ml des mexikanischen Ols keine Wirkung auf die Zell-DNA nach 4-16 Stunden zeigten.
Inkubation der Zellen mit 79 bzw. 150 pg/ml des panamaischen Ols (16-72 Std.) induzierte
die DNA-Fragmentierung in einer konzentrations-/zeitabhingigen Weise. Allerdings wurde
keine DNA-Ladder auf dem Agarosegel fiir 35 ug/ml des panamaischen Ols beobachtet (4
und 16 Std.).

Hernandulcin konnte in den Konzentrationen von 50, 67, 150 pg/ml eine DNA-
Fragmentierung bei HepG2-Zellen induzieren (4-72 Std.). Eine Behandlung der Zellen mit 30
pg/ml Hernandulcin fiir 4-16 Stunden verursachte dagegen keine DNA-Leiter.

Bei der Negativkontrolle konnte keine DNA-Leiter auf dem Agarosegel beobachtet werden.
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Abb. 3.21: Apoptotische DNA-Leiter in HepG2-Zellen. Inkubationszeit: 48 Std. Spur 1: DNA-
GroBenstandard 1 kb DNA ladder, Spur 2: negative Kontrolle, Spur 3: negative Kontrolle mit DMSO, Spur 4:
500 nM Staurosporin, Spur 5: 250 pug/ml Campher, Spur 6: 250 pg/ml etha. Extrakt, Spur 7: 67 pg/ml
Hernandulcin, Spur 8: 150 pg/ml Hernandulcin, Spur 9: 168 pg/ml Ol (Mexiko), Spur 10: 35 ug/ml Ol
(Panama), Spur 11: 79 ug/ml Ol (Panama), Spur 12: 150 ug/ml Ol (Panama), n>4.

3.7 Quantifizierung der apoptotischen Wirkung mittels AO/EB
Farbung

Zur Bestimmung der apoptotischen Eigenschaften des itherischen Ols bzw. des
Hernandulcins, wurden in dieser Arbeit HepG2-Zellen mit 67 pg/ml Hernandulcin bzw. 168
pg/ml Ol, wie in Abschnitt 2.3.8 beschrieben, fiir 48 Stunden behandelt. Als Positivkontrolle
wurden die Zellen mit 500 nM Staurosporin behandelt. Die behandelten HepG2-Zellen
wurden dann einer AO/EB Firbung unterzogen, die morphologischen Anderungen wurden
mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet. 100 Versuchszellen wurden ausgezéhlt und der
prozentuale Anteil apoptischer Zellen wurde kalkuliert.

Die Positivkontrolle (Staurosporin) zeigte die typischen Merkmale einer klassischen
Apoptose: geschrumpften Zellen und Kondensation des Zellkernes. Es bildeten sich die
sogenannten apoptotischen Korperchen (Abb. 3.22), die Zellmembran blieb zunéchst intakt
(griine Farbung), erst in einem spiteren Stadium kam es zu einem Verlust der Integritidt der
Zellmembran (rote Farbung). Im Gegensatz zum Staurosporin-induzierten Zellschaden kam es
bei den Testsubstanzen (Ol und Hernandulcin) nicht zur vollstindigen Kernfragmentierung.

Ca. 20% der mit #therischem Ol behandelten Zellen und nur 5% der mit Hernandulcin
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inkubierten Zellen zeigten apoptotische Anderungen, die Zellkerne waren geschrumpft,
kondensiert und im frithen Stadium griin geférbt, spiter kam es auch zu einer roten Fiarbung
bei einigen Zellen (siehe Abb. 3.22). Allerdings zeigten nur 1-1,5% der DMSO-behandelten
HepG2-Zellen (Negativkontrolle) apoptotische Anderungen.

D

Abb. 3.22: Fluoreszenzmikroskopische Bilder der AO/EB Zellfarbung. HepG2-Zellen wurden fiir 48 Std.
mit 500 nM Staurosporin (A), 0,3% DMSO (B), 168 pg/ml ithe. Ol aus Mexiko (C) und 67 pg/ml Hernandulcin
(D) inkubiert.
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3.8 Bestimmung des Einflusses der Testsubstanzen auf die
Zellmembranintegritat (LDH-Test)

Wenn die Zellen zytotoxischen Schadstoffen ausgesetzt werden, konnen die Zellen auf
verschiedene Art und Weise sterben. Apoptose und Nekrose sind die wichtigsten Wege zur
Zerstorung der Zellen. Bei der Zelllyse wird das Enzym LDH in den zellulidren Uberstand
freigesetzt und kann biochemisch gemessen werden. In dieser Arbeit wurde die Wirkung der
dtherischen Ole und des Hernandulcins auf die Zellmembranintegritit mittels LDH-Test
bestimmt.

Die in der Zelle enthaltene LDH-Konzentration unterscheidet sich je nach Zelllinie, deswegen
ist es sehr wichtig vor der Untersuchung, die optimale Zellkonzentration von der verwendeten
Zelllinie zu ermitteln. Die optimale Zellzahl ist die Zahl bei der die Differenz zwischen der
maximalen Kontrolle (vollstindige Nekrose) und der minimalen Kontrolle (Kulturmedium) am
hochsten ist. Zur Bestimmung der optimalen Zellzahl wurden verschiedene Konzentrationen
von HepG2-Zellen mit 1% Triton X-100 (maximale Kontrolle), wie in Abschnitt 2.3.9
beschrieben, behandelt und anschlieBend die freigesetzte Menge an LDH gemessen. Parallel
wurde auch das spontan im Kulturmedium freigesetzte LDH (ohne Substanzbehandlung)

gemessen (minimale Kontrolle). Die Messungen wurden in Abb. 3.23 dargestellt.
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Abb. 3.23: Ermittlung der optimalen Zahl von HepG2-Zellen fiir den LDH-Test. Blaue Siulen zeigen die
minimale LDH-Menge (Zellen wurden mit Kulturmedium mit 1% FCS inkubiert), rote Sdulen stehen fiir die
maximale LDH-Menge (Zellen wurden mit 1% Triton X-100 inkubiert). Mittelwert+SD, n=2.

Bei Zellzahlen, die grofler als 12500 pro Kavitit sind, konnte die maximale freigesetzte LDH-
Menge nicht gemessen werden. Anhand dieser Studie wurden HepG2-Zellen zur Durchfiihrung
des LDH-Tests immer mit einer Konzentration von 12500 Zellen pro Kavitit verwendet.

Zur Ermittlung des Effekts der itherischen Ole bzw. des Hernandulcins auf die

Membranintegritit, wurden die HepG2-Zellen mit einer Reihe verschiedener Konzentrationen
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der Testsubstanzen, wie im Abschnitt 2.3.9 beschrieben, behandelt. Zusitzlich zu den
minimalen/maximalen Kontrollen wurden auch folgende Kontrollen gemacht:

e Substanzkontrolle: liefert Informationen iiber die LDH-dhnliche Aktivitidt der
Testsubstanz. Hierbei wird das Ol bzw. das Hernandulcin mit dem Substrat gemischt
und die Absorption (OD4ss) gemessen.

e Blank Kontrolle: Das Kulturmedium wird mit dem Substrat gemischt und die
Absorption (ODg4gs) gemessen. Die Blank Kontrolle muss von allen gemessenen
Absorptionen der Testsubstanzen abgezogen werden.

Das in allen LDH-Versuchen verwendete DMSO erwies sich im Konzentrationsbereich von
0,27- 0,45% als nicht toxisch.

Fiir Hernandulcin und das panamaische Ol konnte im verwendeten Konzentrationsbereich (6-
150 pg/ml) keine signifikante Zytotoxizitit nachgewiesen werden. Fiir das mexikanische Ol
gab es auch im Konzentrationsbereich 50-200 pg/ml keine signifikante Zytotoxizitdt. Das
mexikanische Ol konnte mit einer Konzentration von 250 ug/ml eine geringe signifikante
(p<0,05) Menge vom LDH freisetzen.

Durch einen fehlenden Anstieg der zytoplasmatischen LDH im Uberstand der mit den
Testsubstanzen behandelten HepG2-Zellen konnte eine Zytotoxizitdt durch Nekrose
ausgeschlossen werden, als Ursache des Zelltodes blieb nur die Apoptose. Der leichte Anstieg
der LDH Konzentration bei 250 pug/ml des mexikanischen Ols ist im Zusammenhang mit
einem Ubergang von der Apoptose in die Nekrose bei massivem Zelltod durch Apoptose zu

sehen. Ergebnisse der LDH-Studie sind in Abb. 3.24 zusammengefasst.
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Abb. 3.24: LDH-Freisetzung in behandelten HepG2-Zellen. Die Zellen wurden fiir 4 Std. mit dem &therischen
Ol aus Mexiko (A), aus Panama (B), oder mit Hernandulcin (C) im Medium mit 1% FCS inkubiert. K. Min.:
Kontrolle Minimum, K. Max.: Kontrolle Maximum. Mittelwert+SD, n= 3. : P<0,05 vs. Kontrolle mit DMSO.
Keine der untersuchten Konzentrationen iibte einen deutlichen Effekt auf die LDH-Freisetzung aus. Die OD-
Werte gleichen der minimalen Kontrolle.

3.8.1 Untersuchung der Zytotoxizitiat mittels MTT-Assay

Zur Erginzung des LDH Assays und zum besseren Verstanden des Toxizitdtsmechanismus
wurde unter den gleichen Bedingungen (4-stiindige Wirkungsdauer, 1% FCS-Medium) noch
ein MTT-Test fiir die #therischen Ole und das Hernandulcin durchgefiihrt.

Zur Optimierung des MTT-Tests wurde zuerst die optimale Zelldichte fiir eine 4-stiindige
Inkubation (die Inkubationsdauer mit den Versuchsubstanzen) ermittelt. Dafiir wurden die

Zellen in verschiedenen Dichten ausgesit, mit 1% FCS-Medium fiir 4 Std. inkubiert und
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anschliefend einem MTT-Test unterzogen (siehe Verfahren 2.3.5). Abb. 3.25 zeigt die

Linearitdt der Messung von niedrigen zu hohen Zellzahlen.
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Abb. 3.25: Bestimmung der optimalen Zellzahl fiir einen 4-stiindigen MTT-Test.

Kultivierte HepG2-Zellen wurden mit 5 mg/mL MTT fiir 2 Std. inkubiert. Die Absorption fiir jede Zellzahl wurde
bei A 580 nm gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils 16 Well pro
Datenpunkt. Erreichte Farbstoffumsitze der Zellen sind als Extinktionswerte (OD) dargestellt.

Anhand dieser Ergebnisse wurde eine Ausgangszelldichte von 20x10° Zellen/Well fiir den
MTT-Test gewihlt. Diese Zelldichte soll fiir reproduzierbare Messergebnisse sorgen.

Zur Ermittlung der Zytotoxizitit der Ole bzw. des Hernandulcins wurden die HepG2-Zellen in
einem 1% FCS-Medium mit verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen (6,25-150
ug/ml vom panamaischen Ol bzw. Hernandulcin und 50-250 pg/ml vom mexikanischen Ol) fiir
4 Std. inkubiert. AnschlieBend wurde die Vitalitidt der behandelten Zellen mittels MTT wie in
Abschnitt 2.3.5 beschrieben gemessen und in Abb. 3.26 dargestellt.
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Abb. 3.26: Zytotoxizitit der Ole und des Hernandulcins mittels MTT-Test. Diagram zeigt die Beeinflussung
der Zellproliferation durch steigende Konzentration an Ol aus Mexiko (A), Hernandulcin (B) und Ol aus Panama

(O). Gezeigt sind die Mittelwerte+SD, n=3. : P<0,05, P<0,001 vs. Kontrolle mit DMSO.

Das Ol aus Mexiko weist ab 150 pg/ml eine signifikant erniedrigte Zellvitalitit auf. Die Zahl
der proliferierenden Zellen wurde unter dem Einfluss von Hernandulcin ab 50 pg/ml niedriger.

Die antiproliferative Wirkung vom panamaischen Ol lag im Bereich von 100-150 ug/ml.

3.9 Quantifizierung der gesamten Proteinmenge im Zellkernextrakt
mittels BCA-Test

Der Proteingehalt des nuklearen Extrakts wurde mit dem BCA-Protein-Assay Kit bestimmt
(Abschnitt 2.3.10.2). Zur Herstellung der Eichgerade wurde die optische Dichte ODsg fiir eine
Reihe von verschiedenen BSA-Konzentrationen gemessen. Die gemessenen ODs wurden im

Diagramm gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetragen (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: Herstellung einer BSA-Eichgerade mit Hilfe des BCA-Protein-Assay Kits. Mittelwert+SD, n=2.

Mit Hilfe der Gleichung der Regressionsgerade wurde die Proteinkonzentration im
Kernextrakt errechnet.

Beispielrechnung:

Die ODsgy fiir einen 4x verdiinnten Kernextrakt aus HepG2-Zellen ohne Substanzbehandlung
war ca. 0,520, die Proteinkonzentration kann aus der Gleichung berechnet werden:

ODsgy = 0,3504 Konz. - 0,0322
Die Proteinkonzentration fiir die 4 x Verdiinnung = 1,57 pg/ul, das entspricht 6,28 pg/ul fiir
den Kernextrakt.

3.10 Analyse der Zellkernextrakte mittels SDS-PAGE

Die isolierten Zellkernextrakte wurden auf SDS-Polyacrylamidgelen, wie in Abschnitt
2.3.10.3 beschrieben, analysiert. Auf dem Gel werden die Kernproteine ihrer GroBe nach
getrennt. Mit Hilfe eines Proteinstandards konnte man die Position der Ku70/86 Proteine
genau bestimmen. Das Gel gibt auch Informationen iiber die Stirke der Kernextrakte und die
Qualitét der Isolierung. Abb. 3.28 zeigt das Gelbild verschiedener Kernextrakte, die aus den

behandelten HepG2-Zellen isoliert werden.
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Abb. 3.28: Analysieren der Zellkernextrakte mittels SDS-PAGE. HepG2-Zellen wurden mit den
Testsubstanzen inkubiert, die Kernproteine wurden extrahiert und auf einem 10% SDS-Gel bei 180 Volt fiir eine
Stunde getrennt. Spur 1: 0,3% DMSO, Spur 2: 168 ug/ml Ol (Mexiko), Spur 3: 50 ug/ml Ol (Mexiko), Spur 4:
0,14% DMSO, Spur 5: 79 ug/ml Ol (Panama), Spur 6: 0,06% DMSO, Spur 7: 35 ug/ml Ol (Panama), Spur 8:
2,5 ug Raji Extrakt, Spur 9: 6 pug low range molecular weight Proteinstandard.

3.11 Untersuchung der Mutagenitat durch Bestimmung der Ku70/86
Proteine

Die Beobachtung der Anderungen in der Expression der Ku-Proteine mittels immunologischer
Methoden (ELISA bzw. Western Blot) dient als zuverldssige Methode zur Untersuchung der
Mutagenitit der Testsubstanzen. Es ist heute bewiesen, dass die Ku-Proteine eine wichtige
Rolle im DNA-Reparaturmechanismus spielen. Bei einer DNA-Beschiddigung durch bestimmte
Substanzen oder Faktoren werden die Ku-Proteine in der Regel tiberexprimiert. Durch seine
Affinitédt zu freien DNA-Enden ist das Ku70-Ku86 Heteromer fiir das Rekrutieren der DNA-
Proteinkinase (DNA-PKcs) zu den DNA-Bruchstellen verantwortlich. Durch Phosphorylierung
aktiviert die DNA-PKcs anschlieBend weiterer Enzyme wie Artemis (besitzt Nuklease-

Aktivitdt) und DNA-Ligase, die die DNA-Reparatur meistern (Abschnitt 1.6).

3.11.1 Ergebnisse der ELISA-Studie

HepG2-Zellen wurden, wie in Abschnitt 2.3.10.4.1 beschrieben, mit dem Ol bzw.
Hernandulcin fiir 16 oder 48 Stunden inkubiert. Die Kernproteine wurden aus den behandelten
Zellen isoliert und quantifiziert. Das Ku86 Protein in den Kernextrakten wurde immunologisch

mit spezifischen Antikorpern auf ELISA-Platten quantifiziert. Als Negativkontrolle dienten
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DMSO-behandelte HepG2-Zellen. Die Anderungen in der Ku86-Expression im Falle der

behandelten Zellen wurden prozentual im Vergleich zur Negativkontrolle in Tab. 3.7

dargestellt.
Substanz Anderung der Ku86-Expression %

nach 16 Std. nach 48 Std.

Hernandulcin 30 ug/ml 126,9+8,8" 127,2+12,7"

Hernandulcin 50 pg/ml k.A. 103+7,2

Hernandulcin 67 ug/ml 80,8+9,1" 68,5+12,1"

Hernandulcin 100 pg/ml k.A. 45,5+8,7"

Ol aus Mexiko 50 ug/ml 125,8+12,1" 131,4+16,3"

Ol aus Mexiko 168 ug/ml 83,1+7,3" 51,2+10,8"

Ol aus Panama 35 ug/ml 121,9+6,1° k.A.

Ol aus Panama 79 ug/ml 99,149,5 k.A.

Ol aus Panama 120 pug/ml KA. 42,7+73"

Tab. 3.7: Bestimmung der Ku86-Expression in den behandelten HepG2-Zellen mittels ELISA-Verfahren.
k.A.: keine Angabe, Mittelwert+SD, n=3. *p<0,05 vs. Kontrolle mit DMSO.

In der Regel wird eine Substanz als mutagen betrachtet, wenn sie eine Erh6hung von mind.
zwei fach in der Expression der Ku-Proteine verursacht (Brown et al., 2000; Lah et al., 2005).
Wie in Tab. 3.7 zu sehen, verursachte das Hernandulcin in kleinen Konzentrationen (30 pg/ml)
eine leichte Erhohung in der Ku86-Expression (ca. 1,3 fach), was nicht als Mutagenitit
betrachtet werden kann. Mit der Erhohung der Hernandulcin-Konzentration (66-100 pg/ml)
sank die Ku86-Expression, weil Hernandulcin in diesen Konzentrationen eine apoptotische
Wirkung auf die Zellen zeigte (siche Abschnitt 3.6). 50ug/ml des mexikanischen Ols und 35
ug/ml des panamaischen Ols fiihrten auch zu einem leichten Anstieg in der Ku86-Expression
(1,2-1,3 fach). Wie beim Hernandulcin zeigten die #therischen Ole in ihren apoptotischen

Konzentration eine Hemmung der Ku86-Expression.

3.11.2 Ergebnisse der Western-Blot-Studie
Quantifizierung des Ku86 Proteins in den behandelten HepG2-Zellen mittels Western Blot hat
die Ergebnisse der ELISA-Studie noch mal bestitigt (Durchfithrung: Abschnitt 2.3.10.4.2).

Auf den entwickelten Western-Blot-Filmen wurde eine Bande von ca. 86 kDa beobachtet,
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deren Intensitédt proportional zur Ku86-Konzentration ist und mit dem Programm EasyWin 32
bestimmt werden konnte (Abschnitt 2.3.10.5). Die gemessenen Intensititen der Ku86-Banden

wurden in Tab. 3.8 zusammengefasst und in Abb. 3.29 dargestellt.

Substanz Intensitédt der Ku86-Expression
vs. DMSO-Kontrolle %

nach 16 Std. nach 48 Std.

Hernandulcin 30 ug/ml 123,5 127
Hernandulcin 67 ug/ml 70,8 73
Ol aus Mexiko 50 pg/ml 129,2 136
Ol aus Mexiko 168 pg/ml 62,2 67
Ol aus Panama 35 ug/ml 124,8 138
Ol aus Panama 79 pg/ml 103,5 102

Tab. 3.8: Anderung der Ku86-Expression in den behandelten Zellen mittels Western Blot.

A
1 2 3 4 5 6 7
KuS6 — e Gl e G s s ___-97,4kDa
=66,2 kDa
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9
' =97,4 kDa
Ku86 = - — — — | ey e
; =66,2 kDa

Abb. 3.29: Bestimmung der Ku86-Expression in den behandelten HepG2-Zellen mittels Western Blot.

A) nach einer 16-stiindigen Inkubation mit den folgenden Substanzen: Spur 1: 50 ug/ml Ol aus Mexiko
(I=129,2%), Spur 2: 30 pg/ml Hernandulcin (I=123,5%), Spur 3: 0,3% DMSO, Spur 4: 35 pug/ml 01 aus Panama
(1=124.,8%), Spur 5: 79 pg/ml Ol aus Panama (1=103,5%), Spur 6: 168 pug/ml Ol aus Mexiko (1=62,2%), Spur 7:
67 pg/ml Hernandulcin (I=70,8%). B) nach einer 48-stiindigen Inkubation mit den folgenden Substanzen: Spur
1: 35 ug/ml Ol aus Panama (I=138%), Spur 2: 30 pg/ml Hernandulcin (I=127%), Spur 3: 0,3% DMSO, Spur 4:
50 pug/ml Ol aus Mexiko (I=136%), Spur 5: 0,3% DMSO, Spur 6: 67 pg/ml Hernandulcin (I=73%), Spur 7: 168
ug/ml Ol aus Mexiko (I=67%), Spur 8: 79 ug/ml Ol aus Panama (I=102%), Spur 9: 0,3% DMSO. I= Intensit:it
der Ku86-Bande vs. DMSO-Kontrolle.
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3.12 Ergebnisse der pharmakologischen Studie

3.12.1 Einfluss der Testsubstanzen auf der Aktivitit der humanen

neutrophilen Elastase

Die Untersuchung wurde entsprechend der Beschreibung unter Abschnitt 2.3.11.1
durchgefiihrt. Die Bestimmung erfolgte unter Verwendung des isolierten Enzyms aus
menschlichen neutrophilen Granulozyten und eines synthetischen Peptids als Substrat. Fiir
jede neue Charge der humanen neutrophilen Elastase wurde die Aktivitdt bestimmt. Damit
sollte zum einen die Funktionsfahigkeit des Enzyms gepriift werden, zum anderen wurde auf
diese Weise ermittelt, welche Enzymmenge fiir die Untersuchung optimal ist. Als
Positivkontrolle wurde in dieser Arbeit GW311616A (C;9H3;N304S.HCI) Sigma- Aldrich als
spezifischer potenter Inhibitor der humanen neutrophilen Elastase (Macdonald et al., 2001)
verwendet. In Konzentrationen von 100 nM zeigte GW311616A eine Hemmung von 65,6%
(SD=2,7, n=8).

Der ethanolische Extrakt, das #therische Ol und Hernandulcin wurden auf ihre Beeinflussung
der Aktivitit der humanen neutrophilen Elastase getestet. Die gemessenen Absorptionen (A
405 nm) wurden gemittelt und die gemessenen Leerwerte (Testleerwert, Pufferleerwert,
Substratleerwert) wurden davon subtrahiert. Dieser Wert prozentual bezogen auf den 100%-
Wert (volle Aktivitit der Elastase) ergab die Restaktivitit des Enzyms und somit dessen
Hemmung. Das #therische Ol in einer Konzentration von 250 pg/ml und das Hernandulcin in
einer Konzentration von 100 pg/ml zeigten keinerlei Wirkung auf die Aktivitdt der Elastase.
Der ethanolische Extrakt konnte dagegen ab einer Konzentration von nur 5 pg/ml die
Aktivitdt der Elastase signifikant reduzieren, schon bei einer Konzentration von 100 pg/ml
war 76,6% der Aktivitit gechemmt. Nach Auftragung der prozentualen Hemmung gegen die
Konzentration des ethanolischen Extrakts konnte eine Kurve erhalten werden (Abb. 3.30), aus

der man den ICso-Wert berechnen konnte.
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Abb. 3.30: Prozentuale Hemmung der Elastaseaktivitit bei unterschiedlichen Konzentrationen des
ethanolischen Extrakts aus Lippia dulcis. Mitterwert£SD, n=8, **P<0,01, ***P<0,001. Der Et-Extrakt zeigt
eine konzentrationsabhiingige Hemmung der Elastase-Aktivitit. Die berechnete ICs ist 10,7 pg/ml.

3.12.2 Die spasmolytische Wirkung des itherischen Ols

Zur Ermittlung der spasmolytischen Eigenschaften des itherischen Ols von Lippia dulcis
wurden in dieser Arbeit Bronchialsegmente aus Schweinlungen verwendet, die iiber Mj3-
Muskarinrezeptoren und H;-Histaminrezeptoren verfiigen. Es wurde hierbei ermittelt, ob das
dtherische Ol eine spasmolytische Wirkung gegen die Carbachol- bzw. Histamin-induzierten
Kontraktionen besitzt. Alle Experimente wurden nach dem Protokoll 2.3.11.2 durchgefiihrt.
Glatte Muskeln der Bronchialsegmente zeigten konzentrationsabhéngig Kontraktionen durch
Carbchol bzw. Histamin. 10 nM Atropin bzw. 30 nM Mepyramin antagonisierten die
Kontraktion des entsprechenden Agonisten und verursachten eine Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve ohne Verminderung der maximalen Reaktion (sieche Abb.
3.31 und 3.32). Somit war es sicher, dass die Mj-Muskarinrezeptoren und H;-
Histaminrezeptoren in die Agonist-induzierten Kontraktionen involviert sind. Den pA,-Wert
(siehe Anhang B) wurde fiir Atropin und Mepyramin berechnet: 9,01+0,1 (n=4) und 8,3%0,1
(n=4).

Im Gegensatz zu Atropin verursachte das itherische Ol aus Mexiko (100 ug/ml) keine
Rechtsverschiebung der Carbachol-Wirkungskurve. Das itherische Ol reduzierte aber die
Carbachol-induzierte maximale Kontraktion von 12944 auf 94+7% (Abb. 3.31). Auflerdem
zeigte das itherische Ol in einer Konzentration von 50 pg/ml keine Wirkung auf die

Carbachol-induzierte Kontraktion (Ergebnisse sind nicht dargestellt).
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50 pg/ml des mexikanischen itherischen Ols reduzierten leicht die maximale Histamin-
induzierte Kontraktion von 11948 auf 88+3% (P<0,05) ohne die Wirkungskurve nach rechts
zu verschieben (sieche Abb. 3.32). 100 pg/ml des itherischen Ols konnten aber die Histamin-
Wirkungskurve signifikant nach rechts verschieben (P<0,05) und die maximale Kontraktion
von 106+6 auf 64+7% reduzieren.

Eine Negativkontrolle wurde mit DMSO (das Losemittel) gemacht um die Beeinflussung der

Ergebnisse dadurch auszuschlieBen. DMSO zeigt keine Wirkung auf die Carbachol- bzw.

Histamin-induzierten Kontraktionen.

150+ Atropin 150 Atherisches Ol (L. dulcis)
le
S 100 A 100 pg/ml
c
k=) i
=
o
b= 50+
(=]
z -
0_
i I . I T . I . T . I . | T T I T I T T I T T T |

log [Carbachol] (M)

Abb. 3.31: Carbachol-induzierte Kontraktion in Schweinebronchien in An- und Abwesenheit des
Antagonisten: Atropin (links) und #therisches Ol (rechts). Alle Kontraktionen sind als Prozentsatz der
Kontraktion bei 3 pM Carbachol gezeigt. Mittelwert+SEM, n=4.

130+ Mepyramin 1509 Atherisches O (L. dulcis )
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Abb. 3.32: Histamin-induzierte Kontraktion in Schweinebronchien in An- und Abwesenheit des
Antagonisten: Mepyramin (links) und é&therisches Ol (rechts). Kontraktionen sind als Prozentsatz der
Kontraktion bei 100 pM Histamin gezeigt. Mittelwert+SEM, n=4.
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3.12.3 Die antispasmodische Aktivitiit des iitherischen Ols an der
Rattentrachea

Die antispasmodischen Effekte der #theischen Ole (aus Mexiko und Nicaragua) an den oberen
Atmungswegen wurden auf Ba®*-induzierter Kontraktion der Rattentrachea untersucht. Die
Ole wurden in einer Konzentration von 50 nl/ml eingesetzt. Die Untersuchung wurde, wie in
Abschnitt 2.3.11.3 beschrieben, durchgefiihrt. Es wurden Konzentrations-Wirkungskurven fiir

BaCl, (Agonist) in An- und Abwesenheit des getesteten Ols erstellt (siche Abb. 3.33).

—— Ol aus Mexiko  [50 nl/iml]
—«— Ol aus Nicaragua [50 nl/ml]

120,00 -
100,00 A
80,00 -

60,00 |

Kontraktion %

40,00

20,00 -+

0 ) 10 15
BacCl, [m M1

Abb. 3.33: Einfluss der :itherischen Ole auf die Ba**-induzierten Kontraktion in isolierten Rattentrachea.
Data sind als Prozentsatz der maximalen Kontraktion (bei 15 mM BaCl,) gezeigt. Mittelwert+=SEM.

Wie von der Abb. 3.33 deutlich zu erkennen gab es fiir das mexikanische Ol (50 nl/ml) keine
Wirkung auf die Ba**-induzierte Kontraktion der Rattentrachea. Im Gegensatz dazu zeigte das

Ol aus Nicaragua eine spasmolytische Aktivitit auf die Kontraktion der Rattentrachea.

3.12.3.1 Der Effekt des iitherischen Ols auf die mukoziliiire Clearance

Die mukoziliare Clearance des respiratorischen Epithels ist der wichtigste
Reinigungsmechanismus der Atmungswege (Trachea, Bronchien, Bronchioli).

Der Effekt des #therischen Ols (aus Mexiko) auf die mukoziliire Clearance wurde in vivo auf
den Transport eines Rhodamin 123 Tropfchens in der Rattentrachea mittels der
Mikrodialysetechnik untersucht (sieche Abschnitt 2.3.11.4). Die Versuchstiere wurden 3-mal
mit [50 pl/kg] des #therischen Ols bzw. 10% DMSO (das Losemittel) behandel.

AnschlieBend wurde die Geschwindigkeit der mukozilidren Clearance gemessen. Die Studie
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zeigte eine leichte Zunahme der mukozilidren Clearance in Ratten, die mit dem Ol behandelt
wurden. Die notige Zeit zur Wanderung des Rhodamin-Tropfchens iiber den 12 mm langen
Tracheaabschnitt ist von 505 auf 310 Sekunden gesunken. DMSO in der verwendeten

Konzentration zeigte keinen Einfluss auf die mukozilidre Clearance.
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Kontrolle Kontrolle Lippia dulcis
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Abb. 3.34: Effekt des itherischen Ols (aus Mexiko) auf die in vivo mukoziliire Clearance. Die Siulen
zeigen die Zeit zur Wanderung des Rhodamin entlang des 12 mm langen Tracheaabschnitts. Mittelwert+SEM,
n=3-9.
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4. DISKUSSION

Lippia Spezies fanden aufgrund ihrer aromatischen Eigenschaften weltweit (sie enthalten
dtherische Ole) groBe Aufmerksamkeit (Pascual et al., 2001). Atherische Ole sind als
Arzneimittel, Geschmackszusitze und Parfiime bereits seit Jahrtausenden genutzt worden.
Heutzutage finden sie in pharmazeutischen Produkten, Kosmetika und in der
Lebensmittelindustrie viel Verwendung (Luque de Castro et al., 1999; Mangena and Muyima,
1999). Die meisten Lippia-Arten werden traditionell zur Abkochung, als Magendarm- und
respiratorische Heilmittel genutzt (Pascual ef al., 2001).

Einige Lippia-Spezies haben antimalaria (Gasquet ef al., 1993), antivirale (Abad et al., 1995)
und zytostatische Wirkungen (Lopez et al., 1979; Slowing Barillas, 1992; Klueger et al.,
1997) gezeigt.

Viele von ihnen werden als spasmolytischer Tee genutzt, einige werden als analgetische,
antiinflammatorische und/oder fiebermildernde Arzneien eingesetzt (Morton, 1981; Pascual et
al., 2001). Die d#therischen Ole dieser Lippia-Arten konnten fiir die o.g. Wirkungen
verantwortlich sein. Zusitzlich zu ihrer medizinischen Verwendung werden itherische Ole
wirksam in der Aromatherapie genutzt (Olleveant et al., 1999).

Mehrere mexikanische Arten wurden als Abortivum und Emmenagogum angewendet, die
meisten Autoren assoziierten diese Wirkungen mit dem relativ hohen Gehalt an giftigen
Monoterpenen wie Campher, p-Cymol und Bornylacetat (Compadre et al., 1986 & 1987;
Dominguez et al., 1989).

Lippia dulcis ist ein aromatisches Kraut, welches von den Azteken fiir lange Zeit medizinisch
verwendet wurde. In Europa sind Lippia-Arten seit den Kolonialzeiten bekannt (Compadre et
al., 1986).

Forscher fingen erst Ende des 19. Jahrhunderts an, Lippia dulcis phytochemisch zu
untersuchen. Die Arzneipflanze besitzt eine lange therapeutische Geschichte und wurde zur
Behandlung von Erkéltungen, Bronchitis, Husten, Asthma und Koliken eingesetzt.

Die Entdeckung von Hernandulcin, ein Sesquiterpen welches 1000 mal siiler als Saccharose
ist, hat es moglich gemacht, diesen Stoff als Prototyp einer neuen Generation von

StiBungsmitteln zu benutzen (Compadre et al., 1986; Catalan and de Lampasona, 2002).
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4.1 Morphologische Merkmale der Pflanze

Schon zu Beginn dieser Arbeit war es nach intensiver Literaturrecherche offensichtlich, dass
die Morphologie von Lippia dulcis nicht geniigend untersucht wurde. Im Gegensatz dazu war
die Zusammensetzung des itherischen Ols gut untersucht worden.

In dieser Arbeit priasentieren wir die erste Beschreibung der Morphologie von Lippia dulcis
mit Hilfe der Lichtmikroskopie und der Phloroglucin/HCI-Farbungsmethode (siehe 2.3.1).
Die morphologische Untersuchung wurde durchgefiihrt um die 6lproduzierenden Organe zu
beschreiben.

Die Sekretionsstrukturen dieser aromatischen Pflanze bestehen aus Driisenschuppen und
Driisenhaaren, die aus Epidermzellen stammen. In diesen Strukturen finden die Biosynthese,
die Sekretion und die Lagerung der sekundidren Metabolite der Pflanze statt (Combrinck et
al., 2007; Weiss, 1997; Gersbach, 2002). Dieses Sekret besteht aus Mono-, Di-, Tri- und
Sesquiterpenen sowie Flavonoidaglyka. Es konnte als Wachstumsregulator fungieren, Schutz
gegen Schidlinge bieten oder auch Insekten fiir die Bestdubung anlocken (Bisio et al., 1999;
Weiss, 1997; Bosabalidis, 2002).

Mikroskopisch kommen die Sekretionsstrukturen vor allem in den Bliiten, weniger in den
Blittern und nur sehr wenig auf den Stingeloberfldchen vor. Dieses Ergebnis wurde durch die
Destillation bestitigt. Mittels Destillation wurde mehr Ol aus den Bliiten gewonnen als aus
den Blittern (siehe 3.2.3). Die Olausbeute ist in direkter Verbindung mit der Verteilung und
der Dichte der Terpenoid- haltigen Driisen zu sehen (Bosabalidis and Kokkini, 1997).

Die Driisenhaare konnten auch an der Biosynthese von Terpenen, Gummis, Schleimstoffen,
Resinen und salzhaltigen Losungen beteiligt sein (Bosabalidis, 2002).

Die oberirdischen Teile vieler Pflanzen sind von Trichomen (Haare und Driisenhaare)
bedeckt, welche in GroBe, Form, Anatomie, Ultrastruktur, Funktion, Ursprung und
Entwicklungsmuster sehr stark variieren konnen. Diese Merkmale, insbesondere die
Haarform, wurden von Wissenschaftlern zur Klassifizierung der Pflanzen benutzt
(Bosabalidis, 2002). Trichome, die iiber keine Sekretionsfunktion verfiigen, konnen eine
Rolle bei der Temperaturverteilung und Transpiration auf den Oberflichen, die sie besiedeln,

spielen (Bosabalidis, 2002).

4.2 Faktoren, die Zusammensetzung und Ausbeute des atherischen
Ols beeinflussen

Obwohl die in dieser Arbeit verwendeten L. dulcis Populationen aus verschiedenen Regionen

stammten (Mexiko, Panama und Nicaragua), schienen sie morphologisch einheitlich zu sein.
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Im Gegensatz dazu konnten signifikante Unterschiede in der Olzusammensetzung mittels GC
festgestellt werden.

Das dtherische Ol der Pflanzen aus Panama und Nicaragua enthilt so gut wie keinen
Campher. Das Ol aus Panama enthilt nur (0,01+0,009%) Campher und mehr Hernandulcin
(14,5+£2,2%) im Vergleich zu dem d&therischen Ol der Pflanzen aus Mexiko (32,6+0,2%
Campher und 10,1+0,8% Hernandulcin) (siehe 3.2.7).

Ahnliche Ergebnisse wurden von Kaneda et al. (1992) und Souto-Bachiller et al. (1997)
erwihnt. In der letztgenannten Arbeit wurde berichtet, dass das dtherische Ol der Pflanzen aus
Puerto Rico 36% (+)-Hernandulcin enthilt, wihrend Campher nicht nachweisbar ist
(<<0,01%). Im itherischen Ol der Pflanzen aus Mexiko wurden hingegen 53% Campher und
nur Spuren von Hernandulcin (40 ppm w/w) nachgewiesen. Die L. dulcis Varietiten
unterscheiden sich nicht nur in der Zusammensetzung ihres itherischen Ols sondern auch in
ihren medizinischen Anwendungen. Die Pflanze aus Puerto Rico wird benutzt, um Bronchitis
zu behandeln oder als Beruhigungsmittel zur Milderung von Husten und Magendarmkoliken.
Dagegen werden die mexikanischen Pflanzen als Abtreibungsmittel oder Emmenagogum
verwendet.

Es ist bekannt, dass Ole von verschiedenen Populationen der gleichen Art sich weit in der
Zusammensetzung unterscheiden konnen. Die unterschiedlichen Zusammensetzungen der L.
dulcis Pflanzen konnten durch spontane Mutationen als Anpassung an bestimmte
Umweltfaktoren entstanden sein (Souto-Bachiller er al., 1997). Mit anderen Worten der
Umweltstress konnte bei gleichen Lippia-Spezies zur Bildung von neuen unterschiedlichen
chemischen Substanzen ohne Anderung der Pflanzenmorphologie fiihren. Es ist auch nicht
auszuschlieen, dass eine Hybridisierung mit anderen Spezies zur selektiven Beseitigung des
Campher-Chemotyps in den Panama-Spezies fithren konnte. In allen Fillen deutete das auf
eine  hohe  Anpassungsfihigkeit dieser Pflanze gegeniiber — Anderungen der
Umweltbedingungen hin.

Lippia-Spezies schienen genetisch stabil zu sein, als sie von der Wildnis iibertragen und
anschlieBend unter kontrollierten Bedingungen kultiviert wurden (Juliani et al., 2002; Catalan
and de Lampasona, 2002).

Zusitzlich zur chemischen Zusammensetzung unterschied sich auch die Olausbeute je nach
Herkunft. Pflanzen aus Panama und Nicaragua enthalten weniger itherisches Ol (1,2% und
1,3% v/w) als die mexikanischen Pflanzen (1,5% v/w). Fiir alle drei Pflanzenpopulationen
gilt, dass wihrend der Zeit der Bliite (von Mirz bis Oktober) mehr itherisches Ol produziert

wird.
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4.2.1 Hinweise zur industriellen Gewinnung des iitherischen Ols aus L.

dulcis

Unterschiede in den Olprofilen der verschiedenen Pflanzenpopulationen erméglichen eine
Kultivierung selektiver Stimme zur Gewinnung von bestimmten Olprofilen. Olprofile konnen
nicht als typische Fingerabdriicke benutzt werden. Der richtige Zeitpunkt (Bliihsaison) der
Pflanzen-Ernte ist ein wichtiger Aspekt in der industriellen Produktion des Ols, da hier ein
kleineres Pflanzenvolumen destilliert werden kann, um die gleiche Menge des Ols zu
produzieren.

Betrachtet man die Ausbeute, ist es sehr sinnvoll die Pflanzen nach einer Lufttrocknung zu
destillieren. Die Nacherntentrocknung ist ein angenommnes Verfahren in der Produktion
dtherischer Ole (Whish and Williams, 1996). Das Trocknen der Pflanzen vor der Destillation
verbessert spiter die Wirmeverteilung und fiihrt zu groferen Olausbeuten. Weitere Vorteile
der Pflanzentrocknung sind die Reduzierung des bakteriellen Wachstums und die Hemmung
unerwiinschter biochemischer Reaktionen (Baritaux et al., 1992; Soysal and Oztekin, 2001).
Allgemein werden in der Literatur zur Gewinnung der #therischen Ole entweder Blitter und
Bliiten (Souto-Bachiller et al., 1997) oder die gesamten oberirdischen Teile der Pflanze
(Compadre et al., 1986) verwendet. Industriell gesehen ist eine Trennung der Blitter bzw.
Bliiten von den Stiingeln sehr aufwendig, deswegen empfiehlt es sich das Ol aus der gesamten

Pflanze zu destillieren.

4.3 Quantitative Untersuchungen zu den Hauptbestandteilen des
atherischen Ols mittels GC und HPLC

Beim GC-Verfahren wurden in dieser Arbeit die Hauptbestandteile des itherischen Ols
(Hernandulcin und Campher) auf einer unpolaren Kapillarsiule HP-5 mittels
Flammenionisationsdetektor (FID) detektiert. Diese Methode gilt als Standardverfahren zur
quantitativen Analyse von itherischen Olen.

Die Probe wurde hier splitless direkt injiziert, die Flashverdampfungstechnik ermdoglicht die
Nutzung der hoheren Injektionstemperaturen zur vollstindigen Verdampfung der Probe
selbst bei hitzeempfindlichen Substanzen. Ein zweiter Vorteil dieser Methode ist es, das eine
sehr schnelle Wanderung der Probe auf der Sdule erreicht werden kann, das wiederum

reduziert die Gefahr eines Probenabbaus durch die Hitze (Souto-Bachiller et al., 1997).



DISKUSSION 104

Beim HPLC-Verfahren wurde als stationdre Phase eine mit Octadecansdure veresterte
Kieselgel Eurospher-Sédule (modifizierte Kieselgel-Sdule) verwendet. Zur Detektion wurde
ein UV-Detektor verwendet.

Die Analyse mittels HPLC zeigte, dass der bestimmte Campher-Gehalt des Ols deutlich von
den Ergebnissen der GC-Bestimmung abwich (siehe 3.2.7 & 3.2.8). Die HPLC-Analyse ergab
im Vergleich zu den GC-Ergebnissen deutlich hohere Campher-Konzentrationen. Fiir
Hernandulcin waren die HPLC-Ergebnisse ebenfalls signifikant hoher als die Ergebnisse der
GC (P<0,05). Vielleicht war die Trennung der Einzelkomponenten des #therischen Ols unter
diesen Bedingungen nicht optimal trotz ihrer Reproduzierbarkeit.

In dieser Arbeit erwies sich die HPLC im Vergleich zur GC als weniger effizient zur
Quantifizierung fliichtiger Verbindungen.

Eine GC-Analyse der verschiedenen Pflanzenextrakte, hergestellt mit Losungsmitteln
unterschiedlicher Polaritit (CH,Cl,, CHCl3;, Hexan, Aceton, EtOH, MeOH), war aufgrund der
Verstopfungsgefahr der GC-Séulen durch das Chlorophyll unméglich.

4.4 Bewertung von Hernandulcin als potenziellen SiiBstoff

Bedingt durch den hohen Kaloriengehalt und den kariogenen Eigenschaften von Saccharose,
wurden stindig alternative Mittel gesucht um den menschlichen Bedarf an ,,Siile* zu decken.
Der Verbrauch von kalorienarmen bzw. zuckerfreien Produkten hat sich in den letzten 20
Jahren des 20. Jahrhunderts verdreifacht. Allein in den Vereinigten Staaten benutzen mehr als
150 Millionen Menschen regelméBig diese Produkte (O’Brien Nabors, 2001). Dort werden
synthetische Verbindungen wie Saccharin, Cyclamat, Aspartam, Acesulfam-Kalium und
Sucralose fiir diesen Zweck verwendet.

In Japan werden Natursiilstoffe wie Phyllodulcin, Steviosid und Glycyrrhizin verwendet,
wobei keiner von diesen Stoffen ideal ist, da entweder der Geschmack nicht ganz angenehm,
die Verwendung bedenklich, die chemische Struktur instabil oder die Produktionskosten sehr
hoch sind (Compadre et al., 1985).

Ideale SiiBmittel miissen bestimmte Voraussetzungen erfiillen u.a. hohe Siilkraft,
Farblosigkeit, Geruchlosigkeit, zuckerdhnliche Geschmacksqualitit, ausreichende Loslichkeit
in Wasser, Stabilitit unter basischen und sauren Bedingungen, Hitzeunempfindlichkeit,
erwiesene Sicherheit fiir den menschlichen Verzehr und untoxische Verstoffwechslung bzw.
unverdnderte Ausscheidung. Zusitzlich miissen ideale SiiBmittel leicht herstellbar, lagerbar

und transportfihig sein (Crosby and Wingard, 1979 ; O’Brien Nabors, 2001).
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In einem Patent des racemischen synthetischen Hernandulcins als nicht kariogenen Sii3stoff
wurden folgende Eigenschaften erwihnt (Kinghorn et al., 1989):

e Hernandulcin ist bis zu 0,5 g/l wasserloslich.

e Hernandulcin ist hydrolysestabil bei pH-Werten von 2-12 in einer Konzentration von
ca. 0,2% (w/w) bei Temperaturen bis 60°C. Seine Hauptabbauprodukte sind 3-Methyl-
2-cyclohexen-l-on und 6-Methyl-5-hepten-2-on. Diese Abbauprodukte insbesondere
der letzte sind grundsétzlich nicht toxisch fiir Méuse.

e Zur Abschitzung der Thermostabilitit von Hernandulcin wurde es bei 100°C fiir 24
Stunden gelagert, anschlieBend wurden erhitzte und nicht erhitzte Proben von
Hernandulcin auf einer DC-Platte analysiert und verglichen. Ca. 60% des
Hernandulcins hat die Hitzebehandlung unverindert iiberstanden und ca. 10% wurde
in 3-Methyl-2-cyclohexen-1-on und 6-Methyl-5-hepten- 2-on umgewandelt.

e Bei seinem Einsatz auf den Salmonella typhimurium Stamm TM677 zeigte
Hernandulcin keinerlei Mutagenitit. Untersuchungen auf akute Toxizitdt bei Médusen
durch orale Aufnahme von Hernandulcin wiesen nach, das Hernandulcin nicht toxisch
ist (Compadre et al., 1987).

¢ Seine minimale Kariogenizitdt ermoglicht seine Verwendung in vielen Mundpflege-
und Mundreinigungsprodukten wie Mundwasser und Zahnpasten. In sehr geringer

Konzentrationen kann es geschmackseffektiv sein.

Allerdings wurde Hernandulcin von den Probanden als weniger angenehm als Saccharose
(besitzt Nachgeschmack) und mildbitter beurteilt (Compadre et al., 1985). Racemisches (+)-
Hernandulcin konnte in einer groen Auswahl von Getrinken, Nahrungsmitteln,
Pharmarezepturen und dhnlichen Produkten fiir Menschen und Tiere eingesetzt werden. Bei
einer Verwendung von Hernandulcin fiir Nahrungsmittel sollte seine Konzentration im
geschmackseffektiven Bereich sein (mit Riicksicht auf die Wechselwirkungen aller Zutaten
der Rezeptur). Generell wird eine Konzentration im Bereich von 0,005-0,5% (w/w) effektiv
sein, wobei bevorzugte Konzentrationen zwischen 0,01 und 0,1% (w/w) liegen.

Allerdings konnte die chemische Struktur von Hernandulcin modifiziert werden um seine
Loslichkeit in Wasser zu verbessern oder seinen Geschmack angenehmer zu machen.

In der vorliegenden Arbeit haben wir versucht die SiiBkraft des Hernandulcins im Vergleich
zu Saccharose abzuschitzen. Die Ergebnisse sind abhingig von der Empfindlichkeit der

Probanden.
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Hernandulcin hat nichtpolare Eigenschaften, die SiiBkraft war von dem verwendeten
Losungsmittel abhidngig. Hexan-, Aceton- und 40-60%ige Ethanolextrakte waren sii3,
wihrend die 20%igen Ethanolextrakte keinen Siifgeschmack aufwiesen.

Es konnten keine glykosidischen Verbindungen von Hernandulcin im methanolichen Extrakt
von L. dulcis nachgewiesen werden (Kaneda et al., 1992).

Fiir bestimmte Siipflanzen wie Stevia rebaudiana Bertoni und Glycyrrhiza glabra L.
besitzen die SiiBhauptbestandteile in ihren reinen Formen (Steviosid und Glycyrrhizin)
kommerziell hohe Werte als Zuckerersatzmittel, sogar ihre teilgereinigten Extrakte sind sehr
wertvoll (Inglett, 1981; Tanaka, 1982). Dagegen wird die Verwendung des itherischen Ols
aus L. dulcis als SiiBmittel durch eine Vielzahl von Faktoren beschrinkt:

e Das mexikanische Ol enthilt einen hohen Camphergehalt, welcher in der Literatur als
toxisch eingeordnet ist und einen sehr unangenehmen Geschmack hat. Die Herstellung
Campher-freier Ole ist aufwindig.

e Die Ole aus Panama und Nicaragua enthalten zwar so gut wie keinen Campbher,
besitzen aber einen aromatischen, nicht erfreulichen Geschmack (wir haben diese Ole
zum SiiBen von bitterer Schokolade ausprobiert). Dieser aromatische Geschmack
konnte auf die anderen Bestandteile des Ols zuriickgefiihrt werden, die nicht

unbedingt harmlos sein miissen.

4.5 Beurteilung der Hepatotoxizitat von Lippia dulcis

Der heutzutage weltweit beobachtete ansteigende Konsum von pflanzlichen Arzneimitteln
wurde durch mehrere Faktoren verstérkt, u.a. den Gedanken, das Kriauterprodukte sicher und
wirksam sind (Mahady, 2001; Soejarto and Farnsworth, 1989; Farnsworth and Soejarto,
1985). Allerdings gab es im Laufe des vergangenen Jahrzehnts immer wieder Berichte iiber
Gesundheitsprobleme (zum Teil lebensgefihrlich) in entwickelten Gesellschaften, die
angeblich als Folge der Anwendung traditioneller Arzneimittel entstanden (Chan, 2003;
Elvin-Lewis, 2001).

Die meisten Berichte {iber toxische Wirkungen aufgrund der Verwendung von
Phytopharmaka sind mit Hepatotoxizitit assoziiert, obwohl Berichte iiber andere toxische
Effekte u.a. Nieren-, Nervensystem-, Blut-, Kreislaufsystem- und Hauterkrankungen,
Mutagenitit und Karzinogenitdt auch in medizinischer Literatur veroffentlicht worden sind
(Saad et al., 2006).

Wegen ihres einmaligen Stoffwechsels und ihrer Verbindung zu dem Verdauungssystem ist

die Leber ein wichtiges Ziel der Arzneimittels- und Xenobiotika-Toxizitdt (Jaeschke et al.,
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2002). Humane Leberzellen dienen als menschlich relevante in vitro Modellsysteme und sind
zum Goldstandard zur Einschitzung des Leberstoffwechsels und der Zytotoxizitit von
Xenobiotika geworden (LeCluyse et al., 2005). AuBlerdem bieten Leberzellen eine gute
Alternative zu Untersuchungen mit Versuchstieren (Ohno et al., 1998). Die Vorteile der in
vitro Zellkulturmethoden gegeniiber klassischen Methoden (wie langfristige Tierversuche zur
Bestimmung der akuten Toxizitit eines Medikaments) sind u.a. gut kontrollierbare Variablen,
giinstige Kosten, Reduktion der Versuchsdauer und eine geringere Anzahl von Tieren zur
Vollendung der Experimente (Saad et al., 2006).

Die in vitro Zellkulturmethoden sind zur Beurteilung der biologischen Sicherheit pflanzlicher
Extrakte als sehr wirksam angenommen worden. Thre Empfindlichkeit ist gleich oder groBer
als die von in vivo Untersuchungen (Saad et al., 2006). Als Vertreter humaner Leberzellen
werden meistens HepG2-Zellen benutzt (Lah et al., 2005; Liguori et al., 2008). HepG2-Zellen
zeigen leberspezifische differenzierte Phinotypen in ihren Kulturen (Ding et al., 1994; Lea,
1993), sie behalten einige Enzymfunktionen bei, die an Phase I und II des Stoffwechsels von
Xenobiotika beteiligt sind (Tuschl and Schwab, 2004). Aus diesen Griinden wurden in dieser
Arbeit HepG2-Zellen zur Untersuchung der Lippia-Zytotoxizitit gewéhlt.

Zuerst wurden die HepG2-Zellen mit Olen, Hernandulcin, ethanolischem Extrakt oder
Campher behandelt, anschlieBend wurde ein MTT-Test durchgefiihrt. Der MTT-Assay wird
benutzt, um die Proliferation und/oder den metabolischen Stand der Zellen nach der
Behandlung mit toxischen Substanzen zu bewerten und dient der in vitro Auswertung der
Biosicherheit der Pflanzenextrakte (Saad et al., 2003 & 2006). Der MTT-Assay schien eine
empfindliche Methode zu sein, die eine Linearitit iiber einen breiten Bereich von Zelldichten
zeigt (Mosmann, 1983; Edmondson et al., 1988). Mittels dieses modernen Tests konnen viele
Proben schnell und gleichzeitig auf einer 96 Well Mikrotiterplatte bearbeitet und
anschliefend mit einem Mikrotiterplattenreader gemessen werden (Weyermann et al., 2005).
Es wurde vermutet, dass das Tetrazoliumsalz durch mitochondriale Prozesse in zwei Stellen
der Atmungskette reduziert wird (Slater et al., 1963). Spiter wurde jedoch festgestellt, dass
auch mikrosomale und zytosolische Fraktionen an der Entstehung von Formazan beteiligt
sind (Berridge and Tan, 1993; Gonzalez and Tarloff, 2001).

In der vorliegenden Arbeit reduzierten die itherischen Ole und Hernandulcin die Zellviabilitit
signifikant und konzentrationsabhingig. Die Hemmung der Zellproliferation konnte eventuell
auf eine Induktion des Zelltodes zuriickgefiihrt werden (Sivalokanathan et al., 2006). Die

Hemmaktivitit des Lippia-Ols lieferte einen wichtigen Beweis fiir seine in vitro Zytotoxizitit.
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Campher und der Ethanol-Extrakt zeigten keine negativen Wirkungen auf die
Zellproliferation bei allen getesteten Konzentrationen.

Die negativen Werte der Hemmung bei kleinen Konzentrationen konnen folgendermalien
begriindet werden: Chemikalien konnen in niedrigen Konzentrationen eine Zellproliferation
induzieren, dagegen in hohen Dosierungen die DNA-Synthese hemmen und anschlieend zu
einer Zellbeschiddigung durch Nekrose oder Apoptose fithren (Tuschl and Schwab, 2004).

Die itherischen Ole und Hernandulcin induzierten den Zelltod bei HepG2-Zellen auf eine
konzentrations- und zeitabhingige Weise. Die Hemmung der Mitochondrienaktivitit konnte
nach einer 72-stiindigen Inkubation ab Konzentrationen von 100 pg/ml fiir das Ol aus
Mexiko, 12,5 pg/ml fiir Hernandulcin und 25 pg/ml fiir das Ol aus Panama beobachtet
werden.

Wir haben in HepG2-Zellen keine zytotoxischen Wirkungen des Camphers festgestellt,
obwohl Campher in der Literatur als toxisch klassifiziert ist. Der Grund dafiir: Campher wirkt
toxisch auf das Nervensystem (Steinmetz et al., 1980; Gouin and Patel, 1996; Ragucci et al.,
2007), was mit dem in dieser Studie verwendeten Lebersystem nicht beurteilt werden kann.
Die maximale therapeutische Dosierung fiir Campher betriagt 1,43 mg/kg tdglich (Leuschner,

1997).

4.5.1 Zytotoxizitiit und morphologische Anderungen der HepG2-Zelllinien
Morphologie und Zellfunktion sind eng verbundene Zellmerkmale (Wilkening et al., 2003).
Um die morphologischen Anderungen zwischen behandelten und nicht behandelten HepG2-
Zellen herauszufinden, wurden mikroskopische Aufnahmen der Zellen gemacht.
Lichtmikroskopische = Aufnahmen behandelter HepG2-Zellen (Hernandulcin bzw.
mexikanisches Ol bei ICsp und 72 Stunden Inkubationsdauer) zeigten morphologische
Anderungen, u.a. Strukturinderungen, absinkende Zellzahlen und Zerstérung der Monolayer,
welche bei nicht behandelten HepG2-Zellen nicht beobachtet werden konnten.

HepG2-Zellen verloren ihre Kontakte mit den benachbarten Zellen (traten in die frithen
Phasen ihres Todesprogramms ein). Die Behandlung mit Lippia dulcis-Zubereitungen fiihrte
zur Kondensierung des Chromatins.

Fluoreszenz-Mikroskopie zeigte signifikante Form- und GroéBeninderungen, einige Zellen
sind nach der Behandlung von der Kulturplatte abgetrennt worden. HepG2-Zellen zeigten
nach der Behandlung die typisch morphologischen Merkmale der Apoptose. Die beobachteten
Anderungen waren, u.a. reduziertes Zellvolumen, Kondensierung und Fragmentierung des

Chromatins.
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Mittels AO/EB-Methode féarbten sich die meisten apoptotischen Zellen aufgrund ihrer
Membranintegritét griin. Ein Teil der apoptotischen Zellen zeigte unter dem Mikroskop eine
hellorange Farbe, was auf einen Verlust der Membranintegritit in den Spitphasen der
Apoptose hinwies.

Zur Ermittlung ob die Apoptose an dem Zelltod beteiligt war, wurde ein DNA-Ladder-Assay
durchgefiihrt. Dieser Test gilt als Kennzeichen der Zellapoptose (Nagata et al., 2003). Bei
diesem Test wird ein apoptotischer Zelltod durch die Entstehung von oligonukleosomalen
DNA-Fragmenten (sogenanntes DNA-Ladder) bestitigt. Als Positivkontrolle diente
Staurosporin, ein mikrobielles antifungal-Alkaloid aus Streptomyces staurospores (Omura et
al., 1977), welches ein groBles Interesse aufgrund seiner starken Hemmaktivitit gegeniiber
mehreren Serin/Threonin Proteinkinasen erregte.

In der vorliegenden Studie verursachten die #therischen Ole und Hernandulcin dosis- und
zeitabhingig DNA-Fragmentierung. Das sogenannte DNA-Ladder erschien bei den HepG2-
Zellen nach einer Behandlung mit hohen Konzentrationen der Ole bzw. des Hernandulcins fiir
4-72 Stunden (168 und 250 ug/ml Ol aus Mexiko, 79 und 150 pg/ml Ol aus Panama, 50, 67
und 150 pg/ml Hernandulcin). Bei hohen Konzentrationen konnte die Apoptose schon nach 4
Stunden beobachtet werden, dies wies auf eine hohe Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber
den Testsubstanzen hin. In allen Versuchen zeigten die Kontrollzellen keine DNA-
Fragmentierung.

Wir schlussfolgerten, dass Hernandulcin und die étherischen Ole einen apoptotischen Zelltod
in den HepG2-Zellen induzierten. Dieses Ergebnis konnte als Grundlage fiir weitere in vivo

Untersuchungen dienen.

4.5.2 Identifizierung der Toxizititsmechanismen der Testsubstanzen auf

HepG2-Zellen
Es wurden weitere Experimente durchgefiihrt, um herauszufinden wie die itherischen Ole und
Hernandulcin auf die HepG2-Zellen toxisch wirken (im Sinne von Apoptose bzw. Nekrose).
Fiir diesen Zweck wurden 3 Parameter gemessen:
e Messung der aus den nekrotischen Zellen ins Medium freigesetzten Laktat-
Dehydrogenase.
¢ Ermittlung der Mitochondrienaktivitit durch Spaltung des Tetrazolinrings (MTT-
Test).

e Bestimmung der DNA-Fragmentierung (DNA-Ladder) auf Agarosegel.
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4.5.2.1 LDH-Test

Da die Apoptose bereits nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden erkennbar war, wurde diese
Dauer fiir weitere Untersuchungen festgelegt. In dieser Arbeit wurde die LDH-Freisetzung
aus den nekrotischen Zellen, nach einer 4-stiindigen Inkubation (Weyermann et al., 2005) mit
den Testsubstanzen, mit Hilfe des kommerziell verfiigbaren Cytotoxicity Detection Kits
(Roche) bestimmt. Zuverldssigkeit, schnelle Durchfithrung und die leichte Auswertung sind
die wichtigsten Vorteile dieses Tests (Decker and Lohmann-Matthes, 1988).

Da LDH nur aus lysierten Zellen gemessen werden kann, miissten HepG2-Zellen fiir die
Positivkontrolle komplett zerstort werden. Fiir dieses Ziel wurden die Positivkontroll-Zellen
mit 1% Triton X-100 (t-octylphenoxypolyethoxyethanol) behandelt, das sollte die Zellen,
nach Angaben des Herstellers, komplett auflosen (entspricht 100% Zytotoxizitit).

Triton X-100 ist ein bekanntes nichtionisches Tensid, welches zur Solubilisierung der
Membran unter nicht-denaturierenden Bedingungen verwendet wird. Zellmembran-
Permeabilitit fithrt zum schnellen Zelltod durch Nekrose (Borenfreund and Puerner, 1985;
Jones, 1999).

Unsere in vitro Studien zeigten, dass es zu keinen signifikanten Erhohungen des LDH-
Spiegels nach einer 4-stiindigen Behandlung der Zellen mit Hernandulcin bzw. den
dtherischen Olen kam. Nur das Ol aus Mexiko konnte in einer Konzentration von 250 pg/ml
die extrazelluldre LDH-Konzentration signifikant erhohen. Das konnte mit einer sekundéiren
Nekrose, aufgrund fehlender Phagozytose in vitro begriindet werden (Wickenden et al.,
2003).

Ein wichtiges Merkmal der apoptotischen Zellen ist die Rigiditdt ihrer Membran, verursacht
durch Ca**-abhiingige Transglutaminasen, die vor dem Verlust schidlicher Innenbestandteile
der Zelle schiitzen (Piacentini et al., 1991). Der Verlust der Membranintegritit konnte
eventuell in sehr spidten Phasen der Apoptose auftreten. Die Beibehaltung der
Membranfunktion in den frithen Phasen ist ein charakteristisches Merkmal des apoptotischen

Zelltods (Poot et al., 2002).

4.5.2.2 Mitochondrienaktivitiat

Allgemein kann ein Wirkstoff die Leberfunktion durch drei Mechanismen storen (Pessayre et
al., 2007). Eine davon ist die Beeintrichtigung der Mitochondrienfunktion durch Substanzen,
die Zellfunktionsstorungen oder den Zelltod verursachen (Pessayre et al., 1999 & 2001).

Beeintrichtigung der Mitochondrienfunktion spielt eine bedeutende Rolle in den spéten

Phasen des Zelltodes (Pessayre et al., 1999 & 2000). Die Entscheidung, ob Zellen durch
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Apoptose oder Nekrose sterben, hingt davon ab, wie schwer die Mitochondrien beschidigt
sind, vom ATP-Status und vom Ausmal} der Caspasen-Hemmung. Unter Umstinden konnte
der Mitochondrienschaden nur zu einer Apoptose fithren oder er konnte so schwer sein, dass
es zu einer schnellen Nekrose der Zellen kommt (Kaplowitz, 2007).

Der MTT-Test wurde dafiir genutzt, die Zytotoxizitdt der Drogen und ihre Wirkung auf die
Mitochondrienaktivitdt zu untersuchen (Ni et al., 2001).

Bei dem MTT-Test scheint Triton X-100 (1%) einen kompletten Zelltod durch Hemmung der
Mitochondrienaktivitdt zu verursachen (siche Abb. 3.26).

Die vergleichbaren Ergebnisse beider Untersuchungen (LDH und MTT) im Falle von Triton
X-100 konnen mit seinem Wirkungsmechanismus begriindet werden, wobei die
Zellmembran-Permeabilisierung zu einem schnellen Zelltod durch Nekrose fiihren kann
(Weyermann et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Versuchsubstanzen die Aktivitit der
Mitochondrien bei den humanen Lebertumorzellen (HepG2) in einer dosisabhingigen Weise
reduzierten (Hernandulcin ab 50 ug/ml, Ol aus Panama ab 100 pug/ml, Ol aus Mexiko ab 150
pg/ml).

Die Behandlung der Zellen mit niedrigen Konzentrationen der Testsubstanzen fiir nur 4
Stunden beeinflusste weder die Mitochondrienfunktionen noch #nderte sich die
Membranintegritit der Zellen. Bei niedrigen Konzentrationen konnten die toxischen
Wirkungen der Testsubstanzen erst nach 72 Stunden Inkubationsdauer beobachtet werden.
Da die meisten Zellmembranen nach einer 4-stiindigen Behandlung mit hohen
Konzentrationen der Testsubstanz intakt blieben, konnte Apoptose als Hauptgrund des

Zelltodes benannt werden.

4.6 Beurteilung der Mutagenitat der L. dulcis-Zubereitungen bzw. -
Wirkstoffe

Zur Abschitzung der genotoxischen Eigenschaften von Xenobiotika wurden in den letzten
Jahrzehnten als Alternative zu Tierversuchen viele in vitro Methoden verwendet (Hasspieler
et al., 2006), u.a. bakterielle Systeme (Ames et al., 1973) und isolierte perfundierte
Testorgane (wie z.B. Leber, Nieren, Lungen, Gehirn, etc.) (Spielmann et al., 1998). Primére
Zellkulturen der Organe konnen auch verwendet werden. IThre Benutzung erlaubt langfristige
Studien die wenige Tage und/oder wenige Passagen umfassen. Auch einige
Differenzierungsfunktionen konnen erhalten werden. Eine Kokultivierung mit anderen

Zellarten ist auch méglich. Die Verwendung immortalisierter kontinuierlicher Zelllinien bietet
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eine leichte Vermehrung und unbegrenztes Teilungsvermdgen fiir die Untersuchung (Pfaller
and Gstraunthaler, 1998; Costa, 1998). Verschiedene Siugetierzellen wurden zur
Untersuchung der Mechanismen der chemischen Karzinogenitit und als Bioassaysysteme zur
Beobachtung der Umweltgenotoxine benutzt (Maurici et al., 2005; Ohno et al., 2005;
Fernandes et al., 2005; Lambert et al., 2005).

Die Leber ist das am meisten genutzte Organ in den Karzinogenititsstudien. Die Verwendung
der in vitro Lebersysteme fiir die Mutagenititsstudien ist in den letzten Jahren immer
interessanter geworden (Hasspieler et al., 1996; Andreoli et al., 2003; Téhti et al., 2003;
O'Brien et al., 2004; Bhogal et al., 2005; Dambach et al., 2005; Farkas and Tannenbaum,
2005; Hayashi, 2005).

Die humane Leberzelllinie HepG2 gilt als effektives und empfindliches Instrument zum
schnellen Screening von Umweltproben auf ihre gentoxischen Eigenschaften durch Messung
der DNA-Reparaturaktivitdt (Hasspieler et al., 1995).

Die HepG2-Zellen gelten als reproduzierbares humanes System und behalten viele der
morphologischen Eigenschaften der Leberparenchymal-Zellen und einige Funktionen der
normalen Leberzellen, u.a. die Synthese und die Sekretion von spezifischen Leberproteinen
(Adeli and Sinkevitch, 1990) und die Expression von einigen Xenobiotika-metabolisierenden
Enzymen (Dufresne et al., 1993; Valentin-Severin et al., 2003).

Bei der Untersuchung der Chemikalien-Gentoxizitdt scheinen diese Zellen eine praktische
Alternative zur Abschitzung der Gentoxizitit zu sein, weil die meisten gentoxischen
Verbindungen indirekt mutagen sind (Knasmiiller et al., 1998). HepG2-Zellen wurden
erfolgreich fiir die Detektion genotoxischer Karzinogene benutzt, einschlieBlich solcher
Verbindungen, die falsch negative Ergebnisse in den konventionellen in vitro Verfahren wie
in den bakteriellen Systemen ergaben (Knasmiiller ez al., 1998; Uhl et al., 2000).
Gentoxischen Substanzen konnen verschiedenen DNA-Schiddigungen verursachen u.a.
Mutationen, chromosomale Aberrationen, DNA-Briiche und DNA-Addukte. Von allen
bekannten DNA-Lisionen stellen die DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) die fatalsten Fehler
dar, weil sie die DNA-Kontinuitét storen. DNA-Doppelstrangbriiche konnen zum Zelltod oder
Tumorinduktion fithren, wenn sie nicht rechtzeitig erkannt und repariert werden (Pfeiffer,
1998). Bei Erkennung- und Reparatur-Prozessen der DSBs spielen die so genannten Ku-
Proteine eine sehr wichtige Rolle, sie wirken als Erkennungssensor der DNA-Lision (siche
Abschnitt 1.6). Immunologische Assays (wie Western Blot und ELISA), die auf der Messung
der Expression der Ku-Proteine basieren, konnen genaue Informationen iiber die gentoxischen

Eigenschaften der Testsubstanzen liefern. In dieser Arbeit haben wir Western Blot und
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ELISA Verfahren verwendet um die Expression der Ku70/86 Proteine in den Kernen

behandelter HepG2-Zellen messen zu kdnnen.

4.6.1 Bestimmung der Mutagenitit mittels ELISA und Western Blot

Das ELISA-Verfahren ist eine empfindliche und schnelle Methode zur Bestimmung der
Mutagenitit. Mit Western Blot wurden die Ergebnisse der ELISA-Studien verifiziert (wurden
die Ku70/86 Proteine als einzelne Banden immunologisch detektiert). Allerdings ist die
Western Blot Methode aufwendig, langsam und hat eine groBere Fehlerrate als das ELISA-
Verfahren. Sowohl ELISA als auch Western Blot zeigten fiir die ICso-Konzentrationen (wo
die Apoptose auf dem Agarosegel sichtbar war) eine Abnahme in der Expression der Ku-
Proteine im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Expression des Ku86-Proteins nahm nach 16
Stunden und sehr deutlich nach 48 Stunden ab. Die statistische Studie bestitigte die
signifikante Abnahme der Ku70/86 Proteine. In Kim et al., 2001 wurde vermutet, das die
Caspase-Kaskade wihrend der Apoptose eine selektive Degradierung der Ku-Proteine
induzieren konnte. Es wurde berichtet, das die Caspase-3 fiir die Proteolyse der 470-kDa
Untereinheit des DNA-PK Komplexes verantwortlich ist (Han et al., 1996) und das die
Abnahme der Ku-Expression in den apoptotischen Zellen mittels Caspase-3-Inhibitoren
blockiert werden konnte (Kim et al., 2001).

Bei HepG2-Zellen, die mit niedrigen Konzentrationen der Testsubstanzen (Ole und
Hernandulcin) behandelt wurden, wurde eine leichte Zunahme in der Ku86-Expression
gemessen (ca. 1,5 fach im Vergleich zu nicht behandelten Zellen). Diese leichte Zunahme der
Ku70/86 Expression wurde nach 16 Stunden beobachtet und hielt bis zu 48 Stunden an.

Bei normalen peripheren Blutlymphozyten und Leukidmiezelllinien verursachten y-Strahlen
scheinbar eine 3-4 fache Erhohung der Ku70-Expression (Kumaravel et al., 1998). In unserer
Studie war die Zunahme in der Ku-Expression statistisch signifikant, aber sie hatte keine
biologische Bedeutung.

Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Ku70/86-Expression zwischen den 16 und 48
Stunden Inkubationszeit festgestellt.

Eine tschechische Forschungsgruppe hat zur Untersuchung indirekter Mutagenese auf
verschiedene Zelllinienarten (HepG2, V97 und VH10) eine Inkubationsdauer von 30 Minuten
verwendet. Sie fanden heraus, dass HepG2 die empfindlichsten Zellen sind, weil sie
Breitband-Metabolismusaktivititen besitzen (Robichova et al., 2004; Rueff et al., 1996; Glatt
et al., 1990).
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Mutagenesestudien mittels bakterieller Systeme (Salmonella typhimurium Stamm TM677) in
An- und Abwesenheit des metabolischen Aktivierungssystems S9, isoliert aus Aroclor 1254-
induzierter Rattenleber, zeigten keine Mutagenitit fiir das synthetische Hernandulcin
(Compadre et al., 1987). Im Rahmen der Sicherheitsvorpriifungen wurde festgestellt, dass das
3-Desmethyl-Derivat von Hernandulcin Mutationen beim Salmonella typhimurium Stamm
TM677 auslost (Compadre et al., 1988).

Allerdings wissen wir nicht, ob die nicht gentoxischen Eigenschaften des Hernandulcins auch
fiir seine Metaboliten gelten.

Der Ames-Test auf Salmonellen/Mikrosomen (Stamme TA97a, TA98, TA100 und TA102)
ohne und mit Zugabe des extrinsischen metabolischen Aktivierungssystem (S9) zeigte, dass
(+/-)-Campher nicht mutagen ist.

Im Gegensatz zu den mexikanischen Lippia-Pflanzen enthalten die Varietdten aus Puerto Rico
kein Limonen, fiir das eine krebserregende Wirkung bei den ménnlichen Ratten beobachtet
wurde (De Vincenzi and Mancini, 1997). Die gentoxische Wirkung auf Ratten kann man aber
nicht auf Menschen iibertragen, ein bekanntes Beispiel dafiir ist das Saccharin: nach mehr als
100 Jahren Verwendung, bestitigen Wissenschaftler der ganzen Welt, dass Saccharin fiir die
Menschen sicher ist, obwohl es Krebs bei Ratten verursachen kann (Rice ef al., 1999).

Im Allgemeinen aber nicht immer stimmen die Ergebnisse der Siugetierzellen-
Untersuchungen mit denen von den bakteriellen Systemen iiberein (Lah et al., 2005). Die
mittels DNA-Repair-Assay und Ames-Assay gewonnenen negativen Daten unterstiitzen die

Ansicht, das Hernandulcin keine Gefahr fiir die menschliche Gesundheit darstellt.

4.7 Die pharmakologischen Eigenschaften der Pflanze

Das zunehmende Bewusstsein fir die Gesundheit und die Umwelt fithrten dazu, dass die
Menschen die pflanzlichen Arzneistoffe nicht vergaBlen. Ein global steigender Bedarf an
pflanzlichen Arzneimitteln wird beobachtet. Dieser Trend wurde auch von der
konventionellen Medizin akzeptiert, weil man die Vorteile der traditionellen Medizin vieler
Jahrhunderte nicht ignorieren konnte. Allerdings kann man sich in der modernen Medizin
nicht auf traditionelle Anwendungen verlassen. Um den pflanzlichen Arzneimitteln einen
,real-drug* Status zu geben, miissen viele wissenschaftliche Bemiihungen unternommen
werden. Nur so kann sich die Phytotherapie zu einer rationalen Phytotherapie, als Teil einer

naturwissenschaftlich orientierten Medizin, entwickeln (Zarzuelo and Crespo, 2002).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die pharmakologischen Merkmale von Lippia dulcis
untersucht, um die Verwendung der Pflanze in der Volksmedizin auf eine wissenschaftliche

Basis zu stellen bzw. deren ethnopharmakologische Anwendung zu iiberpriifen.

4.7.1 Der ethanolische Extrakt von L. dulcis wirkt antientziindlich

Die antiinflammatorischen Wirkungen der Versuchsubstanzen wurden an Hand der
Verminderung der Elastase-Aktivitdt (EC 3.4.21.37) untersucht.

Die leukozytire Elastase ist eine Endopeptidase und gehort zur Familie der Serinproteasen.
Elastase wird von aktivierten humanen neutrophilen Granulozyten freigesetzt und kann viele
Biomakromolekiile, u.a. Kollagen und das Elastin abbauen. Sie wird als Grofenstandard fiir
entziindliche Krankheiten betrachtet (Braga et al., 2006).

Die Elastase ist am Krankheitsgeschehen verschiedener entziindlicher Krankheiten beteiligt,
u.a. Lungenemphysem, zystische Fibrose, Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD),
entziindliche Gelenkerkrankungen und rheumatoide Arthritis (Werner et al., 1993).

In dieser Arbeit wurden das #therische Ol, Hernandulcin und der ethanolische Extrakt von L.
dulcis getestet. Fiir den ethanolischen Extrakt konnte eine Hemmung mit einem relevanten
ICso-Wert von 10,7 pg/ml ermittelt werden. Dagegen weisen das Ol und Hernandulcin keine
Aktivitit auf. Das deutet darauf hin, dass die Hemmung der Elastase durch den ethanolischen
Extrakt nicht auf die Terpene im &therischen Ol zuriickfithren ist, sondern durch andere

Naturstoffe (z.B. Flavonoide) hervorgerufen wird.

4.7.1.1 Verbindungen, die die Elastaseaktivitit beeinflussen konnten:

e Phenolverbindungen: in der Literatur wurden 40 verschiedene Phenolverbindungen

auf ihre Wirkung auf die Elastase-Aktivitit untersucht, dabei wurde festgestellt, das
eine spezifische Catechol-Struktur fiir die Elastase-hemmende Aktivitét erforderlich
ist (Melzig et al., 2001). In Ono et al. (2006) wurde erwihnt, das die Pflanze das
Flavonoid Sakuranetin enthélt, welches in einer Konzentration von 100 uM die
Freistzung der Elastase hemmt (Herndndez et al., 2007).
L. dulcis verfiigt iiber Phenylethanoid-Glykoside: Acteosid und Isoacteosid (Kaneda et
al., 1992; Abe et al., 2002). In der Arbeit von Boje wurde erwéhnt, dass das
Isoacteosid im Gegensatz zu Acteosid eine hemmende Wirkung auf die Elastase-
Aktivitét bei einer Konzentration von 179 pg/ml (286 uM) zeigt (Boje et al., 2003).

e Iridoide Verbindungen, die auch in L. dulcis anwesend sind, wurden bisher nicht

untersucht.
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In tierexperimentellen Studien (an ménnlichen Wistar-Ratten und minnlichen BALB
Mausen) konnte fiir den ethanolischen Extrakt (400 mg/kg), aber nicht fiir den Hexanextrakt,
eine hemmende Wirkung auf den akuten inflammatorischen Prozess (Carrageen-induzierte
Odeme in Rattenpfoten) nachgewiesen werden (Pérez et al., 2005). Die antientziindliche
Wirkung des ethanolischen Extrakts von L. dulcis war signifikant und dhnlich zur Wirkung
von 8 mg/kg Indometacin. Allerdings wurde nicht gekldrt, welche Bestandteile des
ethanolichen Extrakts fiir die antientziindliche Aktivitédt verantwortlich sind.

Die Metabolismusreaktionen werden auch hier auler Acht gelassen, deshalb ist es auch nicht
klar, ob bei Menschen die Metabolismusprodukte der Inhaltsstoffe der Extrakte einen Einfluss
auf die Elastase haben.

Die Hemmung der Elastaseaktivitdt mittels ethanolischem Extrakt von L. dulcis konnte
erkldren, warum diese Pflanze als Antiphlogistikum in der traditionellen Medizin verwendet

wurde.

4.7.2 Die spasmolytische Wirkung der :itherischen Ole

Zum Beginn dieser Arbeit gab es in der Literatur keine verfiigbaren pharmakologischen Daten
iiber die d#therischen Ole, deswegen ermittelten wir die putativen antispasmodischen
Wirkungen der Ole zur Behandlung von Bronchitis und Husten. Die spasmolytischen Effekte
der #therischen Ole auf die glatten Muskeln (Schweinebronchien und Rattentrachea) wurden
untersucht.

Die Verwendung von verschiedenen Spasmogenen, die die Muskelkontraktion durch
verschiedene Mechanismen verursachen bietet pharmakologish-basierte Informationen zu

spasmolytischen Eigenschaften.

I. Das itherische Ol aus Mexiko zeigt eine spasmolytische Wirkung auf
Bronchialsegmente vom Schwein

Bronchialsegmente vom Schwein wurden mittels verschiedener Agonisten (Carbachol und
Histamin) kontrahiert. Unter Verwendung von Atropin (blockiert die Carbachol-induzierten
Kontraktionen) und Mepyramin (blockiert die Histamin-induzierten Kontraktionen) haben wir
festgestellt, das M3-Muskarinrezeptoren und  HI-Histaminrezeptoren in dem
Kontraktionsverhalten dieser Gewebe involviert sind. Die in dieser Arbeit nachgewiesene
Affinitdt des Atropins gegen Carbachol entspricht den antagonistischen Eigenschaften gegen

Carbachol in Kaninchenbronchien (Fleisch and Calkins, 1976) und gegen Acetylcholin in
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Schweinemyometrium (Kitazawa et al., 1999). Die Affinitit des Mepyramins stimmt mit dem
Antagonist gegen Histamin in der Schweine-Trachea iiberein (Driver and Mustafa, 1987).

Die Ergebnisse (siche Abb. 3.31 & 3.32) zeigten, dass das Ol aus Mexiko die maximale
Kontraktion von Carbachol und Histamin mit nur leichter oder ohne Rechtsverschiebung der
Wirkungskurven reduzierte. Das Ol wirkte als nicht kompetetiver Antagonist im
Kontraktionsverhalten von Carbachol und Histamin. Es ist schwer zu sagen, ob die
Blockierungsaktivititen des #therischen Ols durch allosterische oder orthosterische Inhibition
verursacht worden sind (Kenakin, 2006).

Interessanterweise war die Histamin-hemmende Wirkung nicht nur mit Abnahme des akuten
Bronchospasmus verbunden, sondern auch mit einer Hemmung des Hustens (Kreutner et al.,
2000).

Im Allgemeinen vermitteln die H;-Rezeptoren, die in den Atemwegen der meisten Spezies
vorkommen, eine Bronchokontraktion. Antagonisten der H;-Rezeptoren erleichtern den
bronchialen Tonus und verhindern einen Histamin-induzierten Bronchospasmus (Eiser, 1983).
Die Kombination von anticholinergen und antihistaminergen Aktivititen des itherischen Ols
von L. dulcis konnte der Grund fiir die Jahrhunderte lange traditionelle Verwendung der
Pflanze in Mittelamerika sein. Wegen seines SiiBgeschmacks sollte das itherische Ol bei
Kindern und Tieren eine gute Compliance aufweist, die eher von bitterem Geschmack
abgestoflen werden.

Andere chemische Verbindungen, die in den #therischen Olen verschiedener Lippia-Arten
identifiziert wurden, zeigten signifikante spasmolytische Aktivitdten: Lippia chamissonis D.
Dietr., L. grata Schau., L. javanica (N.L. Burm.) Spreng. und L. sidoides Cham. (Souza Brito
and Souza Brito, 1993; Hutchings and van Staden, 1994). L. alba (Mill.) N.E. Brown zeigte
eine Abnahme des Darmtonus (Klueger et al., 1997).

Die gewonnenen pharmakologischen Ergebnisse unterstiitzen die Verwendung von Lippia
dulcis als traditionelle Arznei fiir Krankheiten, die mit Bronchospasmus bei Husten und

Bronchitis einhergehen.

IL. Das itherische Ol aus Nicaragua zeigte eine leichte spasmolytische Wirkung auf
Rattentrachea

Die spasmolytische Aktivitit des #therischen Ols (aus Mexiko und Nicaragua) wurde an
isolierten Tracheaglattmuskeln untersucht. Alternative Prédparate, die den Einfluss der
Knorpelgewebe minimieren, sind bei Reiter und Brandt (1985) bevorzugt. Die Trachea wurde

mit BaCl, als Agonist kontrahiert, BaC1, wirkte durch Blockierung der K*-Kanile in den
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glatten Muskelzellen (Emine et al., 1998; Thirstrup et al., 1997). Das Blockieren der
Kaliumleitfahigkeit —erhdhte den transmembranen Ca**-Einstrom als Folge der
Zellmembrandepolarisation (Corompt et al., 1998), das fiihrt zu einer Kontraktion in den
glatten Muskelzellen (Huang, 1995). Die Anwesenheit von spannungsabhingigen K'-
Kanilen, Ca**-abhingigen K*-Kanilen und ATP-abhingigen K*-Kaniilen in den glatten
Muskeln der Trachea wurde von Kotlikoff ef al. (1990), Marthan ef al. (1989) und Black et al.
(1990) berichtet. Ba®" ist ein relativ unselektives Blocking Agent, effektiv fiir die ATP-
abhingigen K'-Kanile in submillimolaren Konzentrationen (Standen et al., 1989; Quast,
1993) und in hoheren Konzentrationen fiir die spannungs- bzw. Ca**-abhingigen K*-Kanile
in einigen Zellarten (Rudy, 1988).

In dieser Studie verursachte BaCl, eine konzentrationsabhingige Kontraktion in der
Rattentrachea. Die spasmolytischen Wirkungen der therischen Ole wurden durch
Modifizierung der Konzentrations-Wirkungskurve (erstellt mit BaCl,) ermittelt. Das Ol aus
Mexiko zeigte keine Wirkung auf die Konzentrations-Wirkungskurve des BaCl,, d.h. es
wurde nach Zugabe des itherischen Ols keine Verminderung der durch Bariumchlorid
ausgelosten Kontraktionen beobachtet.

Im Gegensatz dazu zeigte das Ol aus Nicaragua in den Untersuchungen eine leichte
spasmolytische ~Aktivitit. Das Ol aus Nicaragua verursachte auch eine leichte
Rechtverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve.

Der Unterschied in der Wirkung zwischen den beiden Olen konnte teilweise durch die
verschiedenen chemischen Zusammensetzungen erklirt werden.

Eine Studie iiber die spasmolytischen Effekte von Campher, Myrcen und Caryophyllen auf
die Acetylcholin- bzw. BaCl,-induzierten Kontraktionen in einem isolierten Rattenduodenum
zeigte, das Campher keinen Einfluss auf die Wirkung des Agonisten (Acetylcholin oder
BaCl,) hat. Dagegen zeigte Caryophyllen eine spasmolytische Aktivitit in beiden Fillen
(IC50=9+2,14 uM gegen ACh, ICs5p=1,3+0,25 uM gegen BaCl,). Myrcen hatte nur auf die
Acetylcholin induzierte Kontraktion eine Aktivitdt mit einer ICsp von 5,48+1,08 uM (Zarzuelo
and Crespo, 2002).

Laut Souto-Bachiller et al. (1997) enthielt das Ol aus Mexico 1,45% Myrcen, 3% p-trans-
Caryophyllen und 53% Campher, wihrend das Ol aus Puerto Rico keine Myrcen, Campher

und nur 0,75% trans-Caryophyllen aufwies.
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IIL. Das iitherische Ol aus Mexiko erhohte leicht die mukozilizire Clearance

Die mukozilidre Clearance (MCC) ist eine der wichtigsten Abwehrmechanismen des
Respirationstrakts (Wanner et al., 1996). Ihre Beeintrichtigung ist ein charakteristisches
Merkmal der chronischen Atemwegserkrankungen wie z.B. Asthma (Del Donno et al., 2000).
Der mukozilidre Apparat beseitigt die potentiell aggressiven Partikel und Substanzen aus den
Atemwegen mittels ziliaren Transports oder mittels Husten und Niesen in Féllen von
Schleimiiberproduktion wie z.B. allergische Rhinitis, chronische Bronchitis, zystische Fibrose
und Asthma bronchiale (Macchione et al., 1995).

Bei vielen Atemwegserkrankungen sind die ziliare Aktivitdt und die Trachealkontraktion
wichtig. Deshalb wurde in dieser Arbeit die MCC der Trachea in vivo untersucht.

Das #therische Ol aus Mexiko verursachte eine leichte Erhéhung der MCC.

Diese Studie zeigte, dass das Ol aus Mexiko (enthilt Campher) die Agonist-Antwort hemmt,
die bestimmte Rezeptoren (M3 und H1) stimulieren. Dieses Ol ist aber inaktiv gegen
Agonisten, die durch nicht-spezifische Rezeptoren wirken.

Dariiber hinaus bieten diese Untersuchungen eine wissenschaftliche Basis fiir die
ethnobotanische Verwendung von L. dulcis Trevir bei respiratorischen Erkrankungen. Das
Vorkommen von Campher, welches als Expektorans dient (Inoue and Takeuchi, 1969),

unterstiitzt die antispasmodische Aktivitit.
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5. AUSBLICK

Anhand der gewonnen Ergebnisse und der Probleme, denen wir begegneten, schlagen wir fiir

die Zukunft folgende Arbeiten vor:

Durch Hybridisierung von verschiedenen Lippiastimmen konnten neue Lippiaarten
entstehen, die verbesserte Oleigenschaften besitzen, wie z.B. groBere Olausbeute oder
erhohte Hernandulcin-Konzentrationen etc. Solche Einkreuzungsstudien kénnten auch

fiir die Beseitigung von unerwiinschten Chemotypen eingesetzt werden.

Mit Hilfe der chemischen Synthese konnte die Struktur von Hernandulcin modifiziert
werden um seine Loslichkeit in Wasser zu verbessern, seine Thermostabilitit zu

erhohen oder seinen Geschmack angenehmer zu machen.

In dieser Arbeit haben wir die Zytotoxizitiit der Testsubstanzen (itherische Ole, Extrakte
und Hernandulcin) in vitro mittels humaner Zellsysteme untersucht. Die in vitro
Biosysteme stellen nur den ersten Schritt des Evaluierungsverfahrens dar und konnen
nicht vollstindig den Effekt in vivo reflektieren. AuBBerdem sind die in vitro Systeme nur
zur Ermittlung der kurzfristigen Effekte geeignet (Laut USEPA United States
Environmental Protection Agency, 2005). Die toxischen Konzentrationen einer Substanz
in vivo konnen massiv von denen in vitro abweichen. In der Regel sind die in vivo Daten
anerkannter unter den Wissenschaftlern als die aus in vitro Versuchen stammenden.
Deswegen empfehlen wir die Durchfithrung weiterer in vivo Untersuchungen um die

Wirkung der Pflanze auf die menschliche Gesundheit genau zu bestimmen.

Die negativen Ergebnisse fiir Hernandulcin mittels DNA-Repair-Assay und Ames-Test
liefern eine kriftige Vorhersage fiir die sichere Verwendung von Hernandulcin am
Menschen. Gesundheitsschiadliche oder krebserregende Wirkungen sind  fiir
Hernandulcin eher unwahrscheinlich. Um das aber zu bestitigen muss Hernandulcin am
Menschen getestet werden. Erst dann kann Hernandulcin in der Lebensmittel- oder

Pharmaindustrie verwendet werden.

In der Literatur gibt es keine pharmakokinetischen Studien (Serumspiegel,
Konzentration in den Geweben, Bioverfiigbarkeit etc.) iiber Hernandulcin oder die

dtherischen Ole aus den verschiedenen Lippiaarten. Die Durchfithrung solcher Studien
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an verschiedenen Versuchstieren und an Menschen ist fiir die therapeutische

Anwendung eine absolute Voraussetzung.

e Es gibt bisher keine pharmakologischen Studien, die eine wissenschaftliche Erkldrung
fiir die volksmedizinische Nutzung von L. dulcis zur Behandlung von gastrointestinalen
Erkrankungen (Kolik) liefert. Die spasmolytischen Eigenschaften der Pflanze sollten an
der glatten Darmmuskulatur in Anwesenheit von Spasmogenen wie z.B. Acetylcholin,

Histamin, Serotonin, BaCl, oder Nicotin untersucht werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Gattung Lippia (Verbenaceae) umfasst ca. 200 Arten von Kriutern und Strduchern, die in
Stid- und Mittelamerika beheimatet sind. Die meisten Pflanzen dieser Gattung sind
aromatisch, enthalten itherische Ole und werden traditionell als gastrointestinale und
respiratorische Heilmittel genutzt. Lippia dulcis Trev. ist ein Mitglied dieser Gattung und
enthélt das siil schmeckende Sesquiterpen (Bisabolan-Typ) (+)-Hernandulcin, welches um
ein Vielfaches siiBer als herkommlicher Zucker ist. Es konnte der Prototyp einer neuen
Generation von SiiBungsmitteln sein. In der vorliegenden Arbeit wurden L. dulcis Pflanzen
aus verschiedenen Regionen (Mexiko, Nicaragua und Panama) morphologisch,
phytochemisch und pharmakologisch charakterisiert.

Die morphologischen Merkmale der Pflanze wurden mit Hilfe der Lichtmikroskopie
untersucht. Die meisten Sekretionsstrukturen (Driisenschuppen und Driisenhaare) dieser
Pflanze befinden sich auf den Bliiten und Blittern. Das itherische Ol wurde aus der Pflanze
mittels Wasserdampfdestillation gewonnen. Die Hauptbestandteile des i#therischen Ols
(Campher und Hernandulcin) wurden mittels HPLC und GC quantitativ analysiert. Trotz der
gleichen morphologischen Eigenschaften der Pflanzen zeigten die Pflanzen Unterschiede in
der Ol-Ausbeute und -Zusammensetzung: Wihrend die mexikanischen Pflanzen iiberwiegend
Campher enthalten, weisen die Pflanzen aus Nicaragua und Panama so gut wie keinen
Campher auf. Die Zytotoxizitit des ethanolischen Extrakts, der d&therischen Ole, des
Hernandulcins und des Camphers wurden an den Leberkrebszellen HepG2 getestet. Die 1Cs-
Werte wurden bestimmt. Die #therischen Ole und Hernandulcin zeigten eine konzentrations-
und zeitabhingige Hemmung auf die Prolieferation der HepG2-Zellen. Die Reduzierung der
Zellzahlen und die Zerstorung der Monolayer der mit o.g. Substanzen (ICsp) behandelten
Zellen konnte mittels Himatoxylin-Farbung beobachtet werden.

Der Ethanol-Extrakt und der Campher (bis zu einer Konzentration von 250 pg/ml) zeigten
keine Wirkungen auf die Zellproliferation.

Der genaue Mechanismus des Zelltods durch #therische Ole und Hernandulcin wurde mittels
AO/EB-Firbung, DNA-Leiter-Test, LDH-Assay und Messung der mitochondrialen Aktivitit
ermittelt. Mittels AO/EB Firbung zeigten Zellen, die mit hohen Substanzkonzentrationen
behandelt wurden, die typischen morphologischen Merkmale der Apoptose (Kondensierung
und Fragmentierung des Chromatins). Die i#therischen Ole und Hernandulcin verursachten
eine dosis- und zeitabhingige DNA-Fragmentierung, eine DNA-Leiter konnte man nach der

Behandlung mit hohen Konzentrationen beobachten. Beim LDH-Assay kam es zu keiner
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signifikanten LDH-Freisetzung aus den nekrotischen Zellen. Die Versuchsubstanzen
reduzierten die mitochondriale Aktivitidt der Zellen in einer dosisabhiingigen Weise.

Die Testsubstanzen zeigten in hohen Konzentrationen Zytotoxizitit und induzierten
hauptsichlich Apoptose in HepG2-Zellen.

Die Mutagenitit des Ols und des Hernandulcins wurde in vitro auf HepG2-Zellen untersucht.
Die Bestimmung der Ku-Protein-Expression nach der Behandlung mit der Testsubstanz
wurde immunologisch mittels ELISA und Western Blot durchgefiihrt (Ku-Proteine spielen
eine wichtige Rolle bei der Reparatur der DNA-Lisionen). Unsere Untersuchungen ergaben
keinen eindeutigen Hinweis auf Mutagenitét durch die Pflanzensubstanzen.

Zur Beurteilung der traditionellen Verwendung von L. dulcis gegen Husten, wurden in dieser
Arbeit die pharmakologischen Merkmale der Pflanze in vitro untersucht. Die
antiinflammatorische Wirkung wurde an Hand der Verminderung der Elastase-Aktivitit (EC
3.4.21.37) untersucht. Eine deutliche Beeinflussung der Aktivitidt der humanen neutrophilen
Elastase durch den ethanolischen Extrakt von L. dulcis konnte festgestellt werden. Die
spasmolytischen Effekte der itherischen Ole wurden an isolierten glatten Muskeln
(Schweinebronchien und Rattentrachea) in vitro untersucht. Das itherische Ol aus Mexiko
zeigt eine spasmolytische Wirkung auf schweinische Bronchialsegmente gegen Carbachol
und Histamin und verursachte eine leichte Erhohung in der mukozilidren Clearance MCC in
der Rattentrachea. Das Ol wirkte als nicht kompetitiver Antagonist. Dagegen zeigte das Ol

aus Mexiko keine Verminderung der BaCl,-induzierten Kontraktionen.
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7. SUMMARY

The genus Lippia (Verbenaceae) comprises approximately 200 species of herbs and shrubs
indigenous to southern and central America. Most of Lippia species are aromatic (contain
essential oils) and are traditionally used as gastrointestinal and respiratory remedies.

Lippia dulcis Trev. is a member of this genus and contains the sweet bisabolane-type
sesquiterpene (+)-hernandulcin, which was judged to be more than three orders of magnitude
sweeter than sucrose. It might be used as a prototype for a new generation of “high-intensity”
sweeteners.

In this work, L. dulcis plants from different regions (Mexico, Nicaragua and Panama) were
characterized morphologically, phytochemically and pharmacologically.

The morphological investigations by light microscope showed that secretory glands and
secretory trichomes were more abundant on flowers and leaves of these plants. The essential
oil was isolated from the plants by steam distillation and its main components (camphor and
hernandulcin) were quantitatively analyzed using HPLC and gas chromatography.

These populations differed in essential oil yield and compostion in spite of their similarity in
morphology. The Mexican plants contain mainly camphor, whereas the plants from Nicaragua
and Panama contain undetectable amounts of camphor.

The cytotoxicity of the ethanolic extract, essential oils, hernandulcin and camphor was
examined in human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2) and their ICsy values were
determined. The essential oils and hernandulcin had antiproliferative activity on HepG2 cells
in a concentration- and time-dependent manner. Reduction of HepG2 cell populations and
destruction of monolayer were observed in cells stained with hematoxylin after treatment with
the above mentioned substances (ICs).

However, the ethanolic extract and camphor (till a concentration of 250 pg/ml) exhibited no
signifikant effects on cell proliferation.

The mechanism of cell death by essential oils and hernandulcin was ascertained using AO/EB
double staining, DNA ladder assay, LDH assay and the measurment of mitochondrial activity.
After AO/EB staining, cells treated with high concentration of substances showed typical
morphologic features of apoptosis (condensed and fragmented chromatin).

Essential oils and hernandulcin induced ladder-like DNA fragmentation in cells in dose- and
time-dependent manners. These DNA ladders appeared in cells following exposure to higher
concentrations of substances. LDH assay revealed no significant increase in LDH leakage

from necrotic cells. The tested substances reduced the mitochondrial activity of treated cells
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in dose-dependent manner. These test substances showed cytotoxicity at higher
concentrations and induced mainly apoptosis in HepG2 cells.

The mutagenicity of essential oils and hernandulcin was evaluated in vitro in HepG2 cells.
Expression of Ku proteins in the cells after exposure to test substances was assessed
immunologically by ELISA and western Blot analysis (Ku proteins play distinct role in the
repair of DNA lesions). The results of this assay indicated no evidence of mutagenicity for the
tested substances.

In this work, the pharmacological features of L. dulcis were investigated in vitro in order to
evaluate its traditional uses against respiratory tract disorders.

The anti-inflammatory activity was assessed by the inhibition of human neutrophil elastase
(EC 3.4.21.37). Results indicated that the activity of elastase is affected only by the ethanolic
extract.

The antispasmodic effects of essential oils were investigated in vitro using isolated smooth
muscle (porcine bronchia and rat trachea). The mexican essential oil showed antispasmodic
activity on bronchial segments of pigs against carbachol and histamine and caused a slight
increase in mucociliary clearance MCC in rat trachea. Thus, the mexican oil behaves just like
a noncompetitive antagonist. However, the mexican oil don’t inhibited the contractions of the

trachea that were induced by barium ions.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AO/EB
APS
Aqua bidest.
ATP
BaCl,
BCA
bidest.
bp
BSA
CHCl;
CH,Cl,
DC
dest.
DMSO
DNA
DSB
DSMZ
DTT
Elastase
EtOAc
EDTA
Emax
ELISA
EtOH
Et,O
FCS

g

GC
HPLC
HRP
ICso

ID
IgG
k.A.
kb
kDa
KHS
Konz.
LDH

Acridinorange/Ethidiumbromid
Ammoniumpersulfat

bidestilliertes Wasser

Adenosintriphosphat

Bariumchlorid

2,2”-Bicinchoninsiure

bidestilliert

Basenpaar(e)

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Chloroform

Dichlormethan

Diinnschichtchromatographie

destilliert

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Doppelstrangbriichen

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Dithiothreitol

humane neutrophile Elastase (EC 3.4.21.37)
Ethylacetat

Ethylendiamintetraacetat

Maximaler beobachteter Effekt

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Ethanol

Diethylether

Fetales Kélberserum

Erdbeschleunigung

Gaschromatographie
Hochdruckfliissigkeitschromatographie
horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)

Konzentration, die 50% Hemmung hervorruft (inhibitory
concentration)

Innendurchmesser
Immunglobulin G

keine Angaben
Kilobasenpaare

Kilo Dalton
Krebs-Henseleit-solution
Konzentration
Laktatdehydrogenase
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MeCN
MeOH
Mio.
MP
MTT
n
NAD*
NHEJ
OD
p.o.
PAGE
PBS

PE
PEG

RNA
Rt
RNase
Rpm
RT
SC

SD
SDS
SEM
Std.
TAE
TBS
TE
TEMED
Tris

VS.

Acetonitril

Methanol

Million

Mobile Phase
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
Stichprobenumfang (Anzahl der Experimente)
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
Non-homologous end joining

optische Dichte

per oral

Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphat-gepufferte Natriumchloridlosung (phosphate buffered
saline)

Petrolether

Polyethylenglykol

Spannweite (range)
Irrtumswahrscheinlichkeit
Ribonukleinsdure

Retentionszeit (Rention Time)
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur
Saulenchromatographie
Standardabweichung (standard deviation)
Natriumdodecylsulfat

Standardfehler des Mittelwertes
Stunden

Tris / Acetat / EDTA

Tris buffered saline

Tris / EDTA
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Unit (umol/min)

Versus
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9. ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
32
3.3
34
3.5

3.6
3.7
3.8
39
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14

3.15
3.16

3.17
3.18
3.19

3.20

Erste Darstellung von Lippia dulcis

Lippia dulcis (Gewidchshauskultur der FU-Berlin)

Landkarte von Mittel- und Stidamerika

Strukturformel von Epihernandulcin und 4B-Hydroxyhernandulcin
Chemische Struktur von (6S,1'S) Hernandulcin

Die morphologischen Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose
Caspase-Kaskaden

Reparatur der DNA-Doppelstrangbriiche mittels des NHEJ-Systems
Prinzip des MTT-Tests

Prinzip des LDH-Tests

Quantifizierung der Ku-Proteine mittels ELISA-Platten

Prinzip der Immunodetektion von Proteinen mittels Western Blot
Aufbau des Sandwich-Blots (Mini Trans-Blot®)

Das Quantifizierungsprogramm EasyWin 32

Préparation der Rattentrachea

Untersuchung der mukozilidren Transportsgeschwindigkeit an
Versuchsratten

Unter- und Oberseite eines Blattes

Mikroskopische Flachenansicht der Blétter

Kegelhaar von Blittern & Diacytische Spaltéffnungen
Driisenschuppen der Blétter

Querschnitt eines Blattes mit dem Leitbiindel im Bereich der Mittelrippe
und der Blattspreite

Bliitenstdnde von L. dulcis

Bau der Bliitenstiinde

Die mikroskopischen Merkmale der Bliiten von L. dulcis
Morphologische Merkmale der Sprossachse

Querschnitt eines verholzten Sténgels & eines jungen Stingels
Querschnitt der Wurzel von L. dulcis

Das Aussehen der Wurzel der L. dulcis

Zunahme des extrahierten Olvolumens mit der Destillationsdauer

DC-Analyse des itherischen Ols und des ethanolischen Extrakts von L.
dulcis

GC-Analyse des isolierten Hernandulcins

Gaschromatogramme von Lippia dulcis aus Mexiko, Panama und aus
Nicaragua

HPLC-Kalibriergeraden von Campher und Hernandulcin
HPLC-Chromatogramme von L. dulcis aus Nicaragua und aus Mexiko

Proliferationshemmung der HepG2-Zellen durch steigende Konzentrationen
der Testsubstanz

Lichtmikroskopische Bilder Himatoxylin-gefirbter HepG2-Zellen
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Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3.21
3.22
3.23
3.24
3.25
3.26
3.27
3.28
3.29

3.30

3.31

3.32

3.33

3.34

Apoptotische DNA-Leiter in HepG2-Zellen

Fluoreszenzmikroskopische Bilder der AO/EB Zelltarbung

Ermittlung der optimalen Zahl von HepG2-Zellen fiir den LDH-Test
LDH-Freistzung in behandelten HepG2-Zellen

Bestimmung der optimalen Zellzahl fiir einen 4-stiindigen MTT-Test
Zytotoxizitit der Ole und des Hernandulcins mittels MTT-Test
Herstellung einer BSA-Eichgerade mit Hilfe des BCA-Protein-Assay Kits
Analysieren der Zellkernextrakte mittels SDS-PAGE

Bestimmung der Ku86-Expression in den behandelten HepG2-Zellen
mittels Western Blot

Prozentuale Hemmung der Elastaseaktivitét bei unterschiedlichen
Konzentrationen des ethanolischen Extrakts aus Lippia dulcis

Carbachol-induzierte Kontraktion in Schweinebronchien in An- und
Abwesenheit des Antagonisten: Atropin und #therisches Ol

Histamin-induzierte Kontraktion in Schweinebronchien in An- und
Abwesenheit des Antagonisten: Mepyramin und dtherisches Ol

Einfluss der itherischen Ole auf der Ba**-induzierten Kontraktion in
isolierten Rattentrachea

Effekt des itherischen Ols auf die in vivo mukozilizire Clearance
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10. TABELLENVERZEICHNIS

Tab. 1.1 Pflanzliche StiBungsmittel

Tab. 2.1 Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Tab. 3.1 Organoleptische Untersuchung der Pflanzenteile der L. dulcis

Tab. 3.2 Wassergehalt von L. dulcis und seine Pflanzenteile

Tab. 3.3 Prozentsatz des Ols (v/w) in der trockenen Droge und Pflanzenteilen

Tab. 3.4 Prozentsatz des Ols (v/w) in den verschiedenen Teilen der frischen Pflanze

Tab. 3.5 GC-Bestimmung des Gehalts an Campher und Hernandulcin in den
dtherischen Olen von L. dulcis

Tab. 3.6 Einfluss von DMSO auf die HepG2-Zellproliferation

Tab. 3.7 Bestimmung der Ku86-Expression in den behandelten HepG2-Zellen
mittels ELISA-Verfahren

Tab. 3.8 Anderung der Ku86-Expression in den behandelten Zellen mittels Western

Blot
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13. ANHANG

A. Die analytischen Daten vom synthetisierten Hernanduicin
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B. Auswertung und Prasentation der Daten in Abschnitt 2.3.11.2

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden entsprechend der Hill-Gleichung mit Hilfe der
Software (GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA) ausgewertet um
die Parameter E;,x (maximaler beobachteter Effekt) und den pECs, (der negative Logarithmus
einer Agonisten-Konzentration, die den halbmaximalen Effekt hervorruft) zu ermitteln. Die
Antagonistaffinititen von Atropin und Mepyramin wurden als pA, Wert angegeben. pA2
wurde aus einer einzelnen Antagonisten-Konzentration mit Hilfe folgender Gleichung
berechnet:

pA> = -log[B] + log(r-1)
[B] ist die Molaritdt des Antagonisten und r ist das Verhéltnis der Agonisten-ECsy in An- und

Abwesenheit des Antagonisten.

C. DNA- und Proteinstandards

OrlA aEs
Kilobases (g
— 100 L
— 40 %
— i =0
— a0 =%
— 40 =
— 10 5
— 20 L]
— 1.4 %
— 1.0 =%
— .5 %

1 kb DNA ladder auf 1% Agarose (New England Biolab)
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Phosphorylase b s
BOVINe Serm  —
albumin Protein Molecular Weights (daltons)
Ovalbumin S Protein Molecular Broad Low High
Weight Range Range Range
Carbonic )
anhydrase s Myosin 200,000 X X
G-galactosidase 118,250 X X
Phosphorylase b 27,400 X X X
Soybean trypsin Serum albumin 66,200 X A A
rhos Ovalbumin 45,000 X A X
inhibitor - )
Carbonic anhydrase 31,000 X X
Trypsin inhibitor 21.500 X X
Lysozyme 14,400 X X
Lysozyme @ Aprotinin 6,500 X

Low range molecular weight Proteinstandard in 12% SDS-PAGE (BioRad)
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